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OZET

TUZ STRESI ALTINDAKI DOMATES iN VITRO KULTURLERINDE
EPiBRASSINOLIDIN ETKISi

Emel YILMAZ GOKDOGAN

Doktora Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Betiil BURUN
Haziran 2014, 164 Sayfa

Tez ¢alismasinda domates (Lycopersicon esculentum Mill.) in vitro kiiltiirlerinde tuz
stresi ve tuz stresine kars1 24-epibrassinolid (24-epiBL)'in etkisi arastirtlmistir. Tez
kapsaminda tohum ¢imlendirme, siirgiin ucu ve kallus kiltiirleri ile siirgiin
rejenerasyonu calismalar1 yapilmustir. In vitro calismalarinda tohum, siirgiin ucu,
kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 kullanilmistir. Tohum ve eksplantlar (siirgiin ucu,
kotiledon ve hipokotil), epiBL ¢ozeltilerinde farkli siirelerde bekletilmis ve ekzojen
epiBL uygulamasi yapilmistir. NaCl konsantrasyonlar1 20, 40, 50, 60, 80, 100, 150
mM ve NaCl stresine kars1 epiBL uygulama konsantrasyonlar1 0.5, 1, 1.5, 2 uM'dur.

Tohum ¢imlendirmede, epiBL uygulamasi kiiltiir 6ncesi tohumlara uzun siireli (24
saat) ve kisa siireli (10 saniye) yapilmistir. Uzun siireli epiBL uygulamali tohumlar
petri kaplarinda filtre kagidi tizerinde kiiltiire alinmistir ve artan konsantrasyonlarda
NaCl (0, 50, 100 ve 150 mM) c¢ozeltileri ile islatilmistir. 150 mM NaCl
konsantrasyonunda ¢imlenme olmadigl i¢in ve uzun siireli uygulamanin bir etkisi
goriilmedigi i¢in sonraki ¢aligmalarda NaCl konsantrasyonlari 20, 40, 60, 80 ve 100
MM olarak belirlenmis ve kisa siireli uygulama yapilmistir. Kisa siireli epiBL
uygulamasi yapilan tohumlar artan konsantrasyonlarda NaCl iceren /2 MS ortaminda
kiiltiire alinmigtir. 40, 80 ve 100 mM NaCl konsantrasyonlara karsi 1 ve 2 uM
epiBL uygulamasi ¢imlenme ylizdesini arttirmistir. Kiiltiirden gelisen 17 giinliik
bitkilerin boyu, yas agirligi, kuru agirhigi, yaprak sayisi ve kok gelisimi lizerine farklh
tuz konsantrasyonlarina kars1 epiBL uygulamasinin iyilestirici etkisi belirlenmistir.

In vitro siirgiin ucu kiiltiirlerinde 2 mg/l K+0.4 mg/l NAA ilaveli MS ortaminda
strgiinler gelistirilmis ve akabinde 12 giinliik siirglinlere epiBL uygulamasi
yapildiktan sonra artan konsantrasyonlarda NaCl igeren MS ortaminda Kkiiltiire
alimmustir. 30 giinliik kiiltiir sonunda, 20 mM NaCl konsantrasyonunda bitki yas ve
kuru agirlig1 tizerine 2 uM epiBL uygulamasinin; 100 mM NaCl konsantrasyonunda
bitki boyu, bitki yas agirlig1 ve kok kuru agirligi tizerine ayni1 epiBL uygulamasinin
etkisi onemli bulunmustur. 1 uM epiBL uygulamasi, 100 mM NaCl stresi altindaki
bitkiciklerde klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerigini arttirmigtir. Diger
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yandan malondialdehit (MDA) artan NaCl konsantrasyonu ile artmis, 1 uM epiBL
uygulamasi, lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA igerigini azaltmistir. NaCl stresi
altinda bitkiciklerin prolin kapsamlar1 genel olarak artmakla birlikte, 40 mM NaCl
konsantrasyonunda 1 ve 2 uM epiBL uygulamalilarda prolin igerigi énemli oranda
azalmistir. Toplam ¢o6ziilebilir protein igerigi NaCl stresine bagli olarak azalmis, 40
mM NaCl konsantrasyonunda 2 uM epiBL uygulamasi ¢6ziilebilir protein igeriginde
istatistiki 6nemli artisa neden olmustur. Antioksidan enzimlerden SOD ve POX
aktivitesi NaCl stresi ile artig gostermistir. SOD aktivitesi, gerek 1 uM epiBL
uygulamasi (20, 40, 80 mM NaCl) ve gerek 2uM epiBL uygulamas1 (60 ve 100 mM
NaCl) ile daha fazla artis gostermistir. POX aktivitesi, 60, 80 ve 100 mM NaCl
konsantrasyonlarinda 1 ve 2 uM epiBL uygulamasi ile 6nemli oranda artmustir.
Bitkilerin bazi gelisimsel ve biyokimyasal parametreleri degerlendirildiginde, NaCl
stresine karsi epiBL uygulamasinin, bitkinin tuza toleransini arttirmasindaki 6nemi
goriilmektedir.

Bu c¢alismada 1 mg/l BAP+1 mg/1 2,4-D ilaveli MS ortaminda kotiledon ve hipokotil
eksplantlarinin kiiltiirii ile kallus tretilmistir. EpiBL, 80 mg'lik kallus kitlesine
uygulanmis, uygulamali kalluslar alt kiiltiirlere alinmis ve ayrica epiBL uygulamasi
yapilmis eksplantlar kiiltiire alinmistir. 30 giinliik kiiltiirde kalluslarin yas agirligi,
kuru agirhigr ve kallus c¢api belirlenerek epiBL uygulamasinin etkisi arastirilmis ve
epiBL'min tuz stresine karst olumlu etkisi belirlenmistir. EpiBL uygulamali
eksplantlarin  kiiltlirlinde 1ise, bazi NaCl konsantrasyonlarinda 1 pM epiBL
uygulamasinin olumlu etkisi goriilmiistiir.

NaCl stresi altinda siirgiin rejenerasyonu ve adventif siirgilinlerin gelisimleri lizerine
epiBL'nin etkisi de degerlendirilmistir. 2 mg/l BAP ilaveli MS ortaminda yapilan
epiBL uygulamali kotiledon eksplantlarindan 20, 40 ve 80 mM NaCl stresine kars1 1
uM epiBL uygulamasimin, hipokotil eksplantinda ise 60 ve 80 mM NaCl stresine
kast 1 pM epiBL uygulamasinin rejenerasyon yiizdesi lizerine olumlu etkisi
belirlenmistir. Kotiledon eksplantinda sadece 80 mM NaCl konsantrasyonunda 2 uM
epiBL uygulamasimin eksplant bagina diisen siirgiin sayist iizerine olumlu etkisi
belirlenmistir. Hipokotil eksplantlarinda ise rejenere siirgiin sayisi iizerine 60 mM
NaCl stresine kars1 1 pM epiBL uygulamasi, siirgiin boyu {izerine 100 mM NaCl
stresine karst 1 uM epiBL uygulamas: ve siirglindeki yaprak sayisi tizerine 20 mM
NaCl stresine kars1 2 pM epiBL uygulamasinin olumlu etkisi bulunmustur.

Bu tez calismasi ile domates in vitro kiiltiirlerinde tuz stresine karsi epiBL'nin etkisi
ilk kez calisilmis ve tuz stresine karsi epiBL'nin olumlu etkisi tespit edilmistir. Sonug
olarak epiBL'nin tuz stresi altindaki domates bitkisinde tuza toleransi arttirmada
onemli rol oynayabilecegi yargisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Lycopersicon esculentum, tuz stresi, in vitro kiiltiir,
epibrassinolid
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ABSTRACT

THE EFFECT OF EPIBRASSINOLIDE IN TOMATO IN VITRO CULTURE
UNDER SALT STRESS

Emel YILMAZ GOKDOGAN

Doctor of Philosophy (Ph.D.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Betiil BURUN
June 2014, 164 pages

In this thesis study, the effect of 24-epibrassinolide (24-epiBL) against salt stress and
the effect of salt stress in tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) in vitro culture
was investigated. In the scope of thesis, seed germination, shoot tip and callus culture
and shoot regeneration studies were conducted. Seeds, shoot tips, cotyledon and
hypocotyl explants were used in the in vitro studies. Seeds and explants (shoot tip,
cotyledons and hypocotyl) were incubated for varying periods of epiBL solution
(exogenous application). NaCl concentrations were 20, 40, 50, 60, 80, 100, 150 mM
and epiBL concentrations against NaCl stress were 0.5, 1, 1.5, 2 uM.

In seed germination, epiBL application to the seeds prior to culture was performed
long-term (24 hours) and short-term (10 seconds). Long-term epiBL applied seeds
were cultured on filter paper in petri dishes and they were soaked with a solution
containing NaCl in the increasing concentrations (0, 50, 100 and 150 mM NacCl).
NaCl concentrations were determined as 20, 40, 60, 80 and 100 mM besides epiBL
applicatons was short-term because the seeds didn't germinate at 150 mM NaCl and
the long-term application of epiBL wasn't an effect. Short-term epiBL applied seeds
were cultured on %2 MS containing NaCl in the increasing concentrations. 1 and 2
uM epiBL applications against 40, 80 and 100 mM salt concentrations increased the
germination percentage. Positive effect of epiBL applications against different salt
concentrations was observed on length, fresh weight, dry weight, the leaf number of
plants and root growth of 17-day-old plants growing in culture.

In vitro shoot tip culture, shoots developed on MS medium supplemented with 2
mg/l K+0.4 mg/l NAA and 12-day-old shoot after epiBL application were cultured
on MS medium containing NaCl in the increasing concentrations. At the end of the
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30-day cultures the effect of 2 uM epiBL application at 20 mM NaCl concentration
was significant on plant fresh and dry weight, the effect of same epiBL application at
100 mM NaCl concentration was significant on plant length, plant fresh weight and
dry weight of roots. 1 uM epiBL application to plants under 100 mM NaCl stress
increased chlorophyll a, chlorophyll b and total chlorophyll content. On the other
hand, MDA increased with increasing NaCl concentration, MDA content which was
lipid peroxidation product decreased with 1 uM epiBL application. While proline
content of plantlets under salt stress increased generally, prolin content decreased
significantly with 1 uM and 2 uM epiBL application at 40 mM NaCl concentration.
Total soluble protein content was reduced due to NaCl stress, 2 uM epiBL
application under 40 mM salt concentration caused a statistically significant increase
in the soluble protein content. The activity of SOD and POX from antioxidant
enzymes increased with NaCl stress. The activity of SOD further increased with 1
uM epiBL application (20, 40, 80 mM NaCl) and 2 uM epiBL application (60 and
100 mM NacCl). The activity of POX increased significantly with 1 uM and 2 uM
epiBL applications under 60, 80 and 100 mM NaCl concentrations. When some
developmental and biochemical parameters of plants were evaluated, it was
determined that epiBL application against NaCl stress was important to increase salt
tolerance of plant.

In the study, callus was produced by culture of cotyledon and hypocotyl explants on
MS medium supplemented with 1 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D. EpiBL applied 80 mg of
callus mass, epiBL applied calli were subcultured and also the epiBL applied
explants were cultured. At 30-day-old culture, the effect of epiBL application was
investigated by determining callus fresh weight, callus dry weight and callus
diameter and the positive effect of epiBL against salt stress was found. In culture of
epiBL applied explants, 1 uM epiBL application in some NaCl concentrations
yielded a positive effect. As a result, it was determined that epiBL application to
callus gave a better response against salt stress than epiBL application to explant in
in vitro callus cultures.

The effect of epiBL on shoot regeneration and development of adventitious shoots
under NaCl stress was evaluated. Positive effect of 1 um epiBL application against
20, 40 and 80 mM NacCl stress in epiBL applied cotyledon explants and 1 um epiBL
application against 60 and 80 mM NacCl stress in hypocotyl explants on MS medium
supplemented with 2 mg/l BAP on the regeneration percentage was observed.
Positive effect of 1 uM epiBL application on the number of shoots per explant at the
only 80 mM NaCl concentration was determined in cotyledon explants. The positive
effects of 1 um epiBL application against 60 mM NaCl stress on the number of
regenerated shoots in hypocotyl explants, 1 um epiBL application against 100 mM
NaCl stress on shoot length and 2 um epiBL applications against 20 mM NaCl stress
on the number of leaves in shoots were found.
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In this thesis study, the effects of epiBL against salt stress were studied for the first
time in vitro culture of tomato and the positive effect of epiBL against salt stress was
determined. As a result it was reached the judgment that epiBL at tomato plant under
salt stress might play important role in enhancing salt tolerance.

Keywords: Lycopersicon esculentum, salt stress, in vitro culture, epibrassinolide
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CIZELGELER DiZiNi
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Xiv



Cizelge 3.13.

Cizelge 3.14.

Cizelge 3.15.

Cizelge 3.16.

Cizelge 3.17.

Cizelge 3.18.

Cizelge 3.19.

Cizelge 3.20.

Cizelge 3.21.

Cizelge 3.22.

Cizelge 3.23.

Cizelge 3.24.

Cizelge 3.25.

Cizelge 3.26.

Cizelge 3.27.

Cizelge 3.28.

Cizelge 3.29.

Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali

tohumlardan gelisen bitkilerin kok yas agirlig (Q) ... 79
Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali
tohumlardan gelisen bitkilerin kok kuru agirligr (M@)o 79
Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali
tohumlardan gelisen bitkilerin klorofil a igerigi (ug/ml) ... ... 82
Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali
tohumlardan gelisen bitkilerin klorofil b igerigi (ug/ml) ... ... 82
Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali
tohumlardan gelisen bitkilerin toplam klorofil i¢erigi (ug/ml) . .. . 83
Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali
tohumlardan gelisen bitkilerin karotenoid igerigi (ug/ml) ... ... 84

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirglin uglarindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin boyu (cm)

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirglin uglarindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin yas agirligi ()

Tuz stresine karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin uglarindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin kuru agirligi (mg)

Tuz stresine karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamal: siirgiin u¢larindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin kék boyu (cm)

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin u¢larindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin kok yas agirligi ()

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin uglarindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin kok kuru agirligi (mg)

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal: siirgiin u¢larindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin klorofil a icerigi (ng/ml)

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal: siirgiin u¢larindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin klorofil b i¢erigi (ng/ml)

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin uglarindan

gelisen 30 giinliik bitkilerin toplam klorofil i¢erigi (ug/ml). ... ... 94
Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin
uclarindan gelisen 30 giinliik bitkilerin karotenoid igerigi (ug/ml)_ 95

Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamali
30 giinliik kalluslarin yas agirhigi (g)

XV



Cizelge 3.30.

Cizelge 3.31.

Cizelge 3.32.

Cizelge 3.33.

Cizelge 3.34.

Cizelge 3.35.

Cizelge 3.36.

Cizelge 3.37.

Cizelge 3.38.

Cizelge 3.39.

Cizelge 3.40.

Cizelge 3.41.

Cizelge 3.42.

Cizelge 3.43.

Cizelge 3.44.

Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamali
30 gilinliik kalluslarin yas agirligi (g)

Tuz dozlarina gore kallus yas agirhigi iizerine eksplant tipi,
epiBL dozlar1 ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun
etkisi

Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamali
30 giinliik kalluslarin kuru agirligi (mg)

Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamali
30 giinliik kalluslarin kuru agirligi (mg)

Tuz dozlarina gore kallus kuru agirligr tizerine eksplant tipi,

epiBL dozlar1 ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun
etkisi 112

Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamali
30 giinliik kalluslarin ¢ap1 (cm) 114

Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamali
30 giinliik kalluslarin ¢ap1 (cm)

Tuz dozlarina gore kallus cap1 {izerine eksplant tipi,
epiBL dozlar1 ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun

etkisi

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali kotiledon eksplantlarindan gelisen
30 giinliik kalluslarin yas agirhigi (g)

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarindan gelisen
30 giinliik kalluslarin yas agirligi (g)

Tuz dozlarina gore kallus yas agirhig tizerine eksplant tipi,
epiBL dozlar1 ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun etkisi

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali kotiledon eksplantlarindan gelisen
30 giinliik kalluslarin kuru agirligi (mg)

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarindan gelisen
30 giinliik kalluslarin kuru agirligi (mg)

Tuz dozlarma gore kallus kuru agirligr iizerine eksplant tipi,

epiBL dozlar1 ve eksplant tipi x epiBL dozlari interaksiyonunun etkisi
................................................................................................................................................................. 123
MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil
eksplantlarindan rejenere olan siirgilinlerin sayisi

(AEU/EKSPIANT) . et 127



Cizelge 3.45.

Cizelge 3.46.

Cizelge 3.47.

Cizelge 3.48.

Cizelge 3.49.

Cizelge 3.50.

Cizelge 3.51.

Cizelge 3.52.

Cizelge 3.53.

Cizelge 3.54.

Cizelge 3.55.

Cizelge 3.56.

MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil
eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin boyu

(00100 T 127
MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil
cksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin yaprak sayisi

BOBY) oo 128

Tuz dozlarina gore rejenerasyon yiizdesi lizerine eksplant tipi,
epiBL dozlar1 ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun etkisi

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 135
BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamali
kotiledon eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin sayisi
(AUBUYEKSPIAN)..... ... 136
BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamali
hipokotil eksplantlarindan rejenere olan siirgilinlerin sayisi
(AUBUEKSPIANT)..........o 137

Tuz dozlarina gore rejenere siirgiin sayisi lizerine eksplant tipi,
epiBL dozlar ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun etkisi

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 137
BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamali
kotiledon eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin boyu

(M) e 138
BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamali
hipokotil eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin boyu (mm) 139

Tuz dozlarma gore rejenere siirgiin boyu tizerine eksplant tipi,
epiBL dozlar1 ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun etkisi

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 139
BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamali
kotiledon eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin yaprak sayisi
(UEY) .. 140
BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamali
hipokotil eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin yaprak sayisi
(L) ... 140

Tuz dozlarina gore rejenere siirgiindeki yaprak sayisi iizerine eksplant
tipi, epiBL dozlar1 ve eksplant tipi x epiBL dozlari interaksiyonunun
etkisi



Sekil.1.1.

Sekil 1.2.
Sekil 1.3.
Sekil 1.4.

Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 1.7.

Sekil 1.8.
Sekil 2.1.
Sekil 2.2.

Sekil 2.3.
Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

SEKILLER DiZiNi

Tuz stresine adaptasyonda rol oynayan SOS sinyal iletim yolu ve iyon

dengesinin dUzen enmIeS e 7
PrOIIN DI OSENIEZ WOIU i, 9
Kolinden glisin betain sentez YolU, e 10

Cesitli stres faktorlerinin etkisi ile ROT olusumu ve bunlarin
detoksifikasyonu 14

BR'lerin bitki gelisimindeki etkileri 17

En biyoktif BR ¢esitlerinin kimyasal yapist 18

Erken C6-oksidasyon ve ge¢ C6-oksidasyon yolu ile kampesterolden
BL biyosentezi 19

BL yoklugunda (A) ve varliginda (B) BR sinyal iletim yolu modeli 20

Domates M-28 F; ¢esidi 45

Domates M-28 F1 ¢esidine ait a. tohumlar b. 10 giinliik steril fideler
c. Steril fidelerin kiiltiire alinan kotiledon eksplantlar1 d. Steril fidelerin
kiiltiire alinan hipokotil eksplantlari 46

Pigment icerigi analizi o1

Tohumlarin kurutma kagidi izerinde kiiltiire alinmasindan 17 giin sonraki
¢imlenme durumlari 59

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali tohumlarin kurutma

kagidi lizerinde ¢imlenme yUzdeleri. ..o 60
Tohumlarin 0-60 mM tuz igeren % MS ortaminda kiiltiire alinmasindan 17
giin sonra gelisen bitkilerden 6rnekler ... 61
Tuz stresine (0 ile 60 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali
tohumlarin %2 MS ortamindaki ¢imlenme yiizdeleri ... 62
Tohumlarin 0-100 mM tuz igeren %2 MS ortaminda kiiltiire alinmasindan
17 giin sonra gelisen bitkilerden 6rnekIer. . ..o 69-70
Tuz stresine (0 ile 100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali

tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri 71

Xviii



Sekil 3.7.

Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Sekil 3.10.

Sekil 3.11.

Sekil 3.12.

Sekil 3.13.

Sekil 3.14.

Sekil 3.15.

Sekil 3.16.

Sekil 3.17.

Sekil 3.18.

Sekil 3.19.

Sekil 3.20.

Sekil 3.21.

Kiiltiire alinan siirgiin uglarindan 30 giin sonra gelisen bitkilerden
ornekler 85

Tuz stresine karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin u¢larindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin MDA igerigi (umol/yas agirlik) 96

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin uglarindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin prolin igerigi (umol/g yas agirlik) 98

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin uclarindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin total protein icerigi (mg/g yas agirlik) . 100

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin uclarindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin SOD enzim aktivitesi (Unit SOD/mg
protein) 101

Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin u¢larindan
gelisen 30 giinliik bitkilerin POX enzim aktivitesi (AA470/dak/mg
protein) 102

Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarina gore yas agirligi (g) 104

Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarina gore yas agirligi (g) 106

Kotiledon eksplantindan gelisen 80 mg'lik kallus kitlelerine epiBL
uygulamasindan 30 giin sonraki gelisme durumlari 108

Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarina gore kuru agirligi (mg) 110

Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarina gore kuru agirligi (mg) 111

Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarina gére ¢ap1 (cm) 113

Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarina gore ¢ap1 (cm) 114

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarindan 30 giin
sonra kallus olusumlari 117

Artan tuz dozlarina gore epiBL uygulamasiz kotiledon eksplantlarindan
gelisen kalluslarin yas agirligi (g) 118

XiX



Sekil 3.22.

Sekil 3.23.

Sekil 3.24.

Sekil 3.25.

Sekil 3.26.

Sekil 3.27.

Sekil 3.28.

Sekil 3.29.

Sekil 3.30.

Sekil 3.31.

Sekil 3.32.

Sekil 3.33.

Artan tuz dozlarina gore epiBL uygulamasiz hipokotil eksplantlarindan
gelisen kalluslarin yas agirligi (g) 119

Artan tuz dozlarina gore epiBL uygulamasiz kotiledon eksplantlarindan
gelisen kalluslarin kuru agirligi (mg) 121

Artan tuz dozlarma gore epiBL uygulamasiz hipokotil eksplantlarindan
gelisen kalluslarin kuru agirligi (mg) 122

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali kotiledon eksplantlarinin MS
ortamindaki kiiltiirlerinde 30 giin sonraki durumlar1 124

MS ortaminda kiiltiire alinan epiBL uygulamasiz ve uygulamali
hipokotil eksplantlarinda rejenerasyon yiizdesi (%) 125

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarinin MS
ortamindaki kiiltiirlerinde 30 giin sonraki durumlar1 126

Artan tuz dozlarimi igeren MS ortaminda kiiltiire alinan epiBL
uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarinda 30 giin sonra
gozlenen rejenerasyon sathalarinin SEM goriintiisii 129

BAP ilaveli MS ortaminda kiiltiire alinan epiBL uygulamasiz ve
uygulamali kotiledon eksplantlarinda rejenerasyon ytizdesi (%) 130

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali kotiledon eksplantlarinin 2 mg/l BAP
ilaveli MS ortaminda kiiltiirlerinde 30 giin sonraki rejenerasyon
durumlart 131

BAP ilaveli MS ortaminda kiiltiire alinan epiBL uygulamali hipokotil
eksplantlarinda rejenerasyon yiizdesi (%) 133

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarinin 2 mg/l BAP
ilaveli MS ortaminda kiiltiirlerinde 30 giin sonraki rejenerasyon
durumlari 134

Artan tuz dozlarmm1 ve BAP"1 igeren MS ortaminda kiiltiire alinan epiBL
uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarinda 30 giin sonra
rejenerasyon sathalarinin SEM goriintiisii 142

XX



SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

° Derece

°Cc Santigrat derece

% Yiizde

cm Santimetre

g Gram

kg Kilogram

m Metre

mm Milimetre

um Mikrometre

I Litre

ml Mililitre

M Molar

mM Milimolar

uM Mikromolar

Ca Kalsiyum

K Potasyum

Mg Magnezyum

Na Sodyum

Cl Klor

P Fosfor

Cu Bakar

Fe Demir

Mn Mangan

Zn Cinko

H.0, Hidrojen peroksit
O," Stiperoksit radikali
1o? Singlet oksijen
OH Hidroksil radikali
EC Electrical conductivity
MDA Malondialdehit
SOD Stiperoksit dismutaz
APX Askorbat Peroksidaz
POX Peroksidaz

CAT Katalaz

XXi



GR
ROT
NADPH
ATP
RNA
DNA
TCA
TBA
BSA
EDTA
NBT
MS

Glutatyon Rediiktaz

Reaktif Oksijen Tiirleri
Nikotinamid diniikleotid fosfat
Adenozintrifosfat
Riboniikleik asit
Deoksiriboniikleik asit
Trikloroasetik asit
Tiobarbitiirik asit

Bovine Serum Albiimin

Etilen Diamin Tetraasetik Asit
p-nitro blue tetrazolium klorii
Murashige-Skoog

xXxii



1. GIRIS

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Bitkiler, yasamlarini siirdiirdiikleri alanlarda gelisimlerini kisitlayan ¢esitli olumsuz
kosullara maruz kalmaktadir. Biiylime, gelisme ve metabolik pek ¢ok olay1 etkileyen
veya engelleyen bu faktorlere stres adi verilmektedir (Giirel ve Avcioglu, 2004).
Stres faktorleri biyotik (patojen canlilar, parazit canlilar, diger organizmalarla
rekabet vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yiiksek sicaklik, don, agir
metaller, herbisitler, riizgar, topraktaki mineral yetersizligi vb.) olmak {izere iki tiptir
(Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005; Mahajan ve Tuteja, 2005; Yilmaz vd., 2011; Culha
ve Cakarlar, 2011). Abiyotik stres faktorlerinden kuraklik %26, mineral stresi %20,
soguk ve don stresi %15, diger tiim stres faktorleri ise %29 paya sahip olup sadece
%10'" luk bir alan herhangi bir stres faktoriinden etkilenmemektedir (Kalefetoglu ve
Ekmeke¢i, 2005). Mineral stresinin ¢ogunu tuzluluk olusturmaktadir ve diinyada
tuzluluk tehdidi altinda milyonlarca hektar alan bulunmaktadir (Culha ve Cakirlar,
2011). Tuzluluk, kurak ve yart kurak iklim boélgelerinde, yeralti sularina karigsan
¢ozlinebilir tuzlarm, kapillarite yoluyla yiiksek taban suyu ile birlikte toprak
yiizeyine ¢ikmast ve buharlasma sonucu toprak yiizeyinde veya yiizeye yakin
boliimde birikimidir (Ekmekgi vd., 2005; Oz ve Karasu, 2007; Délarslan ve Giil,
2012). Tuzluluk olusum sebeplerine gore, primer ve sekonder tuzluluk olmak iizere
iki gruba ayrilabilir. Primer tuzlulugun olugsma nedenlerini; ana kayaclarin ayrismasi,
okyanuslar ve iklimsel etmenler olusturmaktadir. Sekonder tuzlulugun olusumu ise,
tarimsal alanlardaki yogun ve bilingsiz sulama, asir1 otlatma, dogal vejetasyonun yok
edilmesi ve topraklarin cesitli kimyasallarla kirletilmesinden kaynaklanmaktadir

(Culha ve Cakirlar, 2011).



Diinya genelinde 800 milyon hektarin {iizerinde karasal alan tuzluluktan ve
alkalilikten etkilenmekte olup bu da toplam karasal alanlarin %6'sindan fazlasina
tekabiil etmektedir. Tiirkiye sartlarinda ise, drenaj problemi olan topraklarin yaridan
fazlas1 ile 1.5 milyon hektar arazi tuz ve/veya alkalilik sorunu ile kars1 karsiyadir.
599 bin hektar alan hafif tuzlu, 508 bin hektar alan tuzlu, 15 bin hektar alan alkali,
127 bin hektar alan hafif tuzlu-alkali, 268 bin hektar alan tuzlu-alkali kabul
edilmektedir (Yildiz vd., 2010).

Toprak tuzlulugu, doymus toprak c¢ozeltisinin elektriksel iletkenligi (EC= Electrical
Conductivity) ile baglantilidir (Dolarslan ve Giil, 2012). Suyun veya toprak
¢ozeltisinin iletkenligi igerdigi ¢6zlinmiis iyonlara bagli olarak degismektedir (Taiz
ve Zaiger, 2008). Tuzluluk, bitkinin kdk zonundan alinan doymus toprak ekstraktinin
elektriksel iletkenligi ile Olgiilmektedir ve birimi dS/m (desiSiemens/metre)'dir
(Shannon ve Grieve, 1999). Cizelge 1.1.'de toprak elektriksel iletkenligine gore
topraktaki tuz orant ve bu topraklarda gelisim gosteren bitkilerin durumunu

gostermektedir.

Cizelge 1.1. Topragin elektriksel iletkenligine gore icerdigi tuz oram ve bu topraklardaki
bitkilerin gelisim durumu (Délarslan ve Giil, 2012)

Iletkenlik (dS/m)  Tuz oram Bitki durumu
0-2 diigiik Tiim bitkiler ¢ok az zarar gortir.
2-4 orta Hassas bitkiler zarar gérebilir.
4-8 yitksek Hassas ¢ogu bitki zarar gon:gré rtﬁurz.a dayanikli bitkiler az zarar
8-16 asir1 Tuza dayanikli bitkiler gelisir, ¢ogu bitki ciddi zarar goriir.
>16 cok asirt Cok az bitki tiirli dayanir ve geligir.

Tuzluluk, hem tarimsal {retimin yapildig1 topraklarin verimliligini olumsuz
etkilemekte hem de {iriin verimi ve kalitesini sinirlandirmaktadir (Yasar vd., 2008).
Bitkilerin biiylime, gelisme ve verimliliginin yani sira bitki canliligmi da
etkilemektedir (Miyama ve Hanagata, 2007). Tuzlulugun toprak iizerindeki en biiyiik
etkileri, toprak c¢ozeltisinin diisiik ozmotik potansiyele sahip olmasi (ozmotik stres)
ve spesifik iyon dengesizliginin bas gostermesidir. Ozmotik stres, Na iyonlarinin
direk bir etkisi olmaksizin topraklardaki su eksikliginden kaynaklanmaktadir. Iyonik

dengesizlik, asir1 miktarda Na* ve Cl birikiminden kaynaklanmakta ve bu birikim,
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K*, Ca**, Mn?* ve NO; gibi yararli besin elementlerinin toprakta bulunusunu ve
bitki tarafindan alimini azaltmaktadir (Yildiz vd., 2010). Ciinkdi, tuz bitkide kokten
siirgline hareket etmekte ve bu hareket, bitkideki su igerigini saglayan
transpirasyonel akis ile meydana gelmektedir (Hasegawa vd., 2000). Tuz stresinin
bitkiler iizerindeki etkileri, bitkinin ¢esidine, maruz kalinan tuz ¢esidi ile miktarina
ve tuza maruz kalma siliresine bagli olarak degismektedir. Bitkilerin genotipik
farkliliklar da tuz stresine farkli cevaplarin verilmesine neden olmaktadir (Culha ve

Cakarlar, 2011; Ddélarslan ve Giil, 2012).

Tuz stresi, bitkinin topraktan su alimini, solunumunu ve terlemesini etkilemektedir.
Tuz stresi ile, bitki kok gelisiminin yavaslamasi ve fotosentezin azalmasinin yaninda,
nitrat aliminin diismesine bagli olarak protein sentezinin azalmasi sonucu bitki
boyunda kisalma, bitkilerin yas ve kuru agirhiinda azalma goézlenmektedir
(Délarslan ve Giil, 2012). Tuz stresi, hiicre uzamasini ve bdliinmesini dolayist ile
mitotik aktiviteyi etkilemektedir. Bdoylelikle bitkilerin yaprak sayisi azalmakta,
yaprakta kii¢iilme ve incelme gozlenmektedir. Ayrica kiitikula tabakasinda incelme
ile vaskiiler doku farklilasmasi ve gelisiminde azalma meydana gelmektedir.
Reprodiiktif donemin etkilenmesine bagl olarak ¢igeklenme zamani degismekte,
cicek sayisi ve tohum iiretiminde azalma gozlenmektedir (Culha ve Cakirlar, 2011).
Tuz stresi ozmotik etkisi ile biiylime oraninin azalmasina, yaprak renginin ve
kok/stirgilin oran1 gibi gelisimsel 6zelliklerin degisimine neden olmaktadir (Shannon
ve Grieve, 1999). Tuzluluk, plazma membrani permeabilitesinde, membran yap1 ve
kompozisyonunda, sitoplazmik viskozite ve sitoplazmik akimda degisiklere neden
olmaktadir (Mansour ve Salama, 2004). Tuz stresinin biliylime, gelisme ve
tiretkenligin yaninda fotosentez, fotosentetik pigmentler ile proteinler, iyon
diizeyleri, antioksidan enzimler ile antioksidanlar, nitrojen ve malat metabolizmasi

tizerine de cesitli etkileri bulunmaktadir (Parida ve Das, 2005).

Tuz stresinin etkilerine karsi bitkiler cesitli yanitlar vermektedirler. Cok yiiksek
konsantrasyonlarda cesitli ¢oziilebilir tuzlar iceren ortamlarda bitkilerin biiylime ve
yasamlarini tamamlayabilme yeteneklerine tuz toleransi1 denmektedir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarina yanit vermede bitkiler iki gruba ayrilmaktadirlar. Halofitler,

tuzlu topraklara adapte olmus ve bu alanlarda tiim yasam dongiilerini



tamamlayabilen bitkilerdir. Glikofitler ise, tuza duyarli olan ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarina sahip topraklarda yasamlarini siirdiiremeyen bitkilerdir (Taiz ve
Zaiger, 2008). Bataklik bitkisi olan Sueda maritima, tuz galis1 olarak bilinen Atriplex
nummularia ve Salicornia herbacea halofit bitkilerdir. Kiiltiir bitkileri arasinda ise
misir, sogan, limon, marul, fasulye, ceviz, findik tuza ¢ok duyarlidir; arpa, pamuk ve
domates orta derecede toleransli; seker pancari yiiksek toleranshidir (Giirel ve
Avcioglu, 2004; Ekmekgi vd., 2005; Taiz ve Zaiger, 2008). Cigeklerden ise sardunya
ve zambak hassas; karanfil ve krizantem orta toleransli; giil yiiksek toleranshidir.
Agaclardan kayin, findik, ak¢aagac tuza ¢ok duyarli; alig, thlamur, mese, ¢inar, ceviz
orta derecede toleransli; disbudak, kavak, karacam ve sogiit yiiksek toleranslidir.
Sebzelerden ve tarla bitkilerinden fasulye, ¢ilek, marul hassas; havug, bezelye, turp,
kabak, patates, tiitiin, 1spanak, karnabahar, pirasa orta derecede toleransli; pancar,

kolza, arpa yiiksek toleranslidir (Cizelge 1.2.), (Ddlarslan ve Giil, 2012).

Cizelge 1.2. Ciceklerin, agaclarin, sebze ve tarla bitkilerinin tuz toleransi (Délarslan ve Giil,

2012)
Hassas Orta derecede toleransh Yiiksek toleransh
EC<2 dS/m EC=2-3dS/m EC=3-4 dS/m
Ciceklerin tuz toleransi
Sardunya Karanfil Giil
Zambak Krizantem
Gerdenya
Agaclarin tuz toleransi
Kayin Alig Digbudak
Findik Ihlamur Kavak
Akgagagac Manolya Karagam
Mese Sogiit
Cinar
Ceviz
Sebze ve tarla bitkilerinin tuz toleransi
Fasulye Havug Seker pancari
Cilek Kabak Kolza
Marul Patates Bugday
Misir Tiitlin Arpa
Sogan Pirasa
Limon Karnabahar
Domates
Kereviz
Ispanak
Cavdar




Tuz toleransi, tuz stresine dayanikliligin bir gostergesidir ve tuz stresinin etkisine
kars1 bitkiler cesitli fiziksel, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalari devreye
sokmaktadirlar. Biyokimyasal stratejileri asagidaki gibi siralamak miimkiindiir

(Parida ve Das, 2005)

e Iyonlarm secici biriktirilmesi veya harig tutulmasi

o Kokler tarafindan iyon aliminin kontrolii ve yapraklara taginmasi
e Hiicresel ve tiim bitki diizeyinde iyonlarin kompartmanlagmasi

e Uygun ¢odziinen maddelerin (ozmolitlerin) sentezi

e Fotosentetik yolun degismesi

e Membran yapisinin degisimi

¢ Antioksidanlarin ve antioksidatif enzimlerin indiiksiyonu

¢ Bitki hormonlarinin indiiksiyonu.

Tuzlulugun spesifik etkilerine karsi gosterilen tolerans mekanizmalari, tuzun bitki
biinyesine girisini azaltmak ve sitoplazmada tuz konsantrasyonunu dengelemektir
(Mugdal vd., 2010). Bu baglamda dogal floralar1 Hali¢ ve Tuzla gibi tuzcul alanlar
olan halofitler, ¢cok 0zel anatomik ve morfolojik adaptasyonlar veya sakinma
mekanizmalar1 nedeni ile ekstrem tuzluluga uyum saglama kapasitesine sahiptirler
(Yokot vd., 2002). Dolayis1 ile halofitler, hiicresel ve dokusal diizeylerde tuz
stresine en 1yi sekilde yanit vermektedirler. Bazi halofitler dokudaki fazla tuzu
blinyeden atmak veya toksik etkisini azaltmak i¢in tuz bezlerine ve sukkulent
dokulara sahiptirler (Munns ve Tester, 2008). Ayrica, optimal biiylimelerini
gerceklestirmek icin etkin su kullanim stratejilerine de sahiptirler. Halofitler, diisiik
dis su potansiyellerine kars1 suyun bitki biinyesine gegisini saglamak i¢in hiicre
vakuollerine CI ve diger anyonlarla dengeli sekilde Na*un hiicre vakuollerine
kontrollii alimim yapmaktadirlar. Boylelikle, halofit hiicrelerin sitoplazmalarina
Na*un girisi fazla olmasina karsin sitoplazmada Na* konsantrasyonu toksik olmayan
diizeylerde kalmaktadir. Bunun yani sira halofitler, NaCl gegirgenligini azaltmak
icin glikofit tonoplastlarindan farkli zar kompozisyonu sergilemektedirler ve daha
yiiksek doymus yag asiti icerigi ile diisiik protein igerigine sahip olmaktadirlar.
Halofitler, tuza adaptasyon mekanizmalarinda zar kanallar1 ve tasiyicilarin

(6zellikle kok ve yapraklarm P-tipi H'-ATPaz'lar) sentez ve aktivitelerinde
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degisiklikler gozlenmektedir (Glenn vd., 1999). Vakuollerde biriktirilen Na* ve
Cl 'un ozmotik potansiyellerini dengelemek i¢in halofitler hiicresel diizeyde organik
¢Oziinenlerin (ozmolitler) birikimine gereksinim duymaktadirlar. Sekerler (siikroz),
seker alkolleri (sorbitol), aminoasitler (prolin), metillenmis prolin bilesikleri (metil
prolin), betainler (glisin betain), metillenmis siilfonyo bilesikleri (DMSP; dimetil
siilfonyo proprionat) gibi pek c¢ok molekiil halofitlerin hiicre sitoplazmalarinda

biriktirilmektedir (Flowers ve Colmer, 2008).

Etkinligi halofitler kadar olmasa da glikofitler de tuz stresine karsi benzer
adaptasyon mekanizmalarin1 devreye sokmaktadirlar. Bitkiler tuz stresine maruz
kaldiklar1 durumlarda, K* ve Na' dengesini kurmalar1 gerekmektedir ve iyon
tasinimin1  yeniden diizenlemektedirler. Na® hiicrelere girerek birikimi toksik
seviyelere ulastiginda kok hiicreleri tarafindan K* alimi engellenmektedir (Biiyiik
vd., 2012). Diger taraftan sitoplazmada Na® ve diger iyonlarin yiiksek
konsantrasyonlar1 sitozolik enzimlerin ¢alismasini engeller (Taiz ve Zaiger, 2008).
Su dengesini devam ettirmek, biliylime gerilemesinin ve hiicre oOliimlerinin
azaltilmasi icin bitkiler tarafindan fazla Na* ve diger iyonlar glikofitik yanit olarak
hari¢ tutmakta veya halofitik yanit olarak ise biriktirmektedirler. Cogu bitki tuzlu
sartlar altinda Na*un bir kismim kéklerinde biriktirirler ve siirglinlerinden disar1
atmaktadirlar. Tersine bazi tiirler, Na*u yiiksek konsantrasyonlarda siirgiinlerinde
biriktirmektedirler. Clinki, iyon kanallar1 yoluyla bitki hiicresi sitoplazmasina pasif
Na" hareketi mevcuttur ve tonoplasttaki ve hiicre membranindaki proton pompalari
ve antiportirlarin  diizenli c¢aligmalar1 sonucunda iyon dengesi saglanmaya

calisilmaktadir (Ashraf, 2004).

Iyon dengesinin ve tuz toleransinin kontroliinde etkin rol oynayan SOS (Salt Overly
Sensitive) stres sinyal iletim yolu ve bunun komponentleri (SOS1, SOS2 ve SOS3)
ortaya ¢ikarilmistir. SOS sinyal iletim yolu Na® ve K™ dengesini saglamaktadir ve
Ca®", aktive edilmektedir (Yokoi vd., 2002), (Sekil 1.1.). SOS3, tuz toleransi i¢in ve
tuz stresi ile indiiklenen Ca®' sinyalini ger¢eklestirmede temel olan bir Ca®
sensoriidiir ve SOS3 geni bir Ca®* baglayici proteini kodlamaktadir (Chinnusamy
vd., 2004). SOS3 tarafindan kodlanan bu miristole edilmis kalsiyum baglayici

protein, tuzun neden oldugu kalsiyum sinyalini algilamakta ve bunu diger alt



yanitlara doniistiirmektedir (Zhu, 2002). SOS3, bir serin/treonin protein kinaz olan
SOS2 ile etkilesime girmekte ve bunu aktive etmektedir. SOS2 ve SOS3, bir plazma
zar1 Na'/H® antiportirmi kodlayan tuz tolerans1 efektér geni olan SOS1'in
ekspresyon seviyelerini diizenlemektedir (Sairam ve Tyagi, 2004). Boylelikle SOS
sinyal yolunun bu basamagi ile hiicresel iyon dengesi yeniden diizenlenmis
olmaktadir. Son yillarda SOS4 ve SOS5 komponentleri karakterize edilmistir.
SOS4, B6 vitaminin aktif formu olan piridoksal-5-fosfatin biyosentezinde gerekli
olan piridoksal kinaz1 kodlamaktadir. SOS5, normal hiicre uzamas i¢in gerekli olan
bir hiicre yiizeyi adezyon proteinidir. Tuz stresi altinda bitki hiicresinin normal
biiyiimesi ve uzamast daha 6nemli hale gelmekte ve SOSS, hiicre duvar1 yap1 ve

biitiinliiglinlin devamini saglamaktadir (Mahajan vd., 2008).

Karbonhidrat zincirleri

Osmotik stres

Apoplast
Tuz — SOS5
f| sensérii > PM
l !:l" Sitoplazma
ABA
| PL Kinaz |

Gen ekspresyonu-
nun diizenlenmesi

ABI

ADP+Pi | ATP
7/
E k )H-ATPaz PM

‘(ﬁ Hiicre biiyiimesinin siirdiirilmesi I Apoplast
HQ

Sekil 1.1. Tuz stresine adaptasyonda rol oynayan SOS sinyal iletim yolu ve iyon
dengesinin diizenlenmesi (Tiirkan ve Demiral, 2009)

SOS sinyal iletiminin yam sira pek ¢ok kimyasal, bitki biiyiime ve gelisiminde
kritik rol oynamakta ve biyokimyasal reaksiyonlari, ¢esitli transportirlar/pompalari
ve gen ifadesi mekanizmasini diizenleyerek, ¢esitli stres sinyallerini baslatarak ve
stres yanitlarin1  kontrol ederek toleransta Onemli rol oynamaktadirlar. Bu

kimyasallar, kalsiyum, siklik niikleotitler, polifosfoinositler, nitrik oksit, sekerler,

7



absisik asit, jasmonatlar, salisilik asit ve poliaminleri igermektedirler. Kalsiyum,
sinyal transdiiksiyon yollarinda ¢ok 6nemli sekonder mesajcilardan biridir. cAMP
ve CGMP hiicreyi iyon toksisitesinden korumaktadir. Fosfoinositler, plazma
membrani boyunca ve hiicre i¢ginde sinyalin iletiminde gereklidir. Nitrik oksitler,
cesitli savunma genlerini aktive etmekte ve bitkilerde gelisim diizenleyicisi olarak
rol oynamaktadir. Sekerler, fotosentez, glikoliz, nitrojen metabolizmasi, siikroz ve
nisasta metabolizmasinda gerekli pek ¢ok genin ifadesini etkilemektedir. Absisik
asit, jasmonat, salisik asit ve poliaminler, ¢ogu stres yanitinda gereklidirler. Bu
kimyasal sinyal yollari, stres yanitinda gereklidir ve bunlar arasindaki etkilesimler
bulunmaktadir (Tuteja ve Sopory, 2008). Bunun yami sira, g¢esitli mitojen aktive
edilmis protein kinazlarin (MAPK, MAPKK, MAPKKK) rol oynadigi sinyal iletimi
tuz ve diger abiyotik stres yanitinda, hiicre boliinmesi ve farklilasmasinda etkin rol

oynamaktadirlar (Kaur ve Gupta, 2005; Sinha vd., 2011).

Bitkilerde tuz stresine karsi verilen cevaplardan biri de ozmolitler (diisiik molekiil
agirlikli ¢oziinen maddeler) ile sicaklik soku (Heatshock) proteinleri ve LEA (Late
embryogenesis abundant: ge¢ embriyogeneze bagimli) proteinleri gibi koruyucu
molekiillerin sentezidir (Biiylik vd., 2012). Ozmolitler arasinda, amino asitler ve
ozellikle prolin, kuaterner amonyum bilesikleri, poliaminler, polioller (seker
alkolleri), ¢oziilebilir sekerler ve ¢oziilebilir proteinler bulunmaktadir (Yokoi,
2002). Ozmolitler, hem hiicresel yapilar1 korumakta hem de serbest radikal
temizleyicisi olarak rol oynamaktadir ve ozmoprotektanlar (ozmotik koruyucular)

olarak bilinmektedir (Chinnusamy vd., 2005).

Amino asitler, tuzluluk stresi altindaki bitkilerde biriktirilmektedir. Onemli amino
asitler arasinda alanin, arjinin, glisin, serin, 16zin ve valin; imino asitler arasinda
prolin ve protein olmayan amino asitler arasinda sitrullin ve ornitin yer almaktadir.
Glutamin ve asparajin gibi amidler, tuz stresine maruz kalan bitkilerde
biriktirilmektedir (Ashraf ve Haris, 2004). Diger amino asitlere gore stres
sartlarinda daha fazla biriktirilen prolinin, bakterilerden yiiksek bitkilere kadar pek
¢ok farkli organizmada su eksikligi ve yiiksek tuzlulugun etkilerine karsi canliligin
siirdiiriilmesinde ~ etkin  oldugu bilinmektedir. Iyilesme siirecinde prolin,

yararlanilacak organik azot kaynaklarini olusturmaktadir. Prolin, glutamat veya



ornitinden sentezlenmektedir ve glutamat, ozmotik stres altindaki hiicrelerde birincil
haberci molekiil olarak rol oynamaktadir. Prolinin biyosentez yolunda pirrolin
karboksilik asit sentaz ve pirrolin karboksilik asit rediiktaz enzimleri gorev

almaktadir (Sairam ve Tyagi, 2004), (Sekil 1.2.).

L-glutamat L-ornitin

NADPH Alfa-ketog-

ATP lutarat Ornitin-okso-

Fosfat £Acs asit transaminaz
NADP+ L-glutamat

ADP

L-glutamat-
semialdehit

/|

Su

A,
Pirrolin-5-
karboksilat

H+
NAD(P)H —\

P5CR
NAD(P)+ ]

L-prolin

Sekil 1.2. Prolin biyosentez yolu (Parvaiz ve Satyawati, 2008)

Prolin birikimi, degredasyonunun azalmasi veya sentezinin artmasindan dolayidir.
Prolin sentezi plastitler ve sitoplazmada olurken, degredasyonu ise mitokondride
glutamata doniistiiriilerek yapilmaktadir (Tiirkan ve Demiral, 2009). Prolin, hiicrede
sentezlenen proteinlerin yapisina katildigindan dolayr embriyo gelisiminden
reprodiiktif doneme kadar bitki gelisiminde etkin rol oynamaktadir. Prolin, hiicre
genislemesi, polen gelisimi, polen tiibii gelisimi, sinyal iletimi ve gesitli genlerin
ekspresyonlarinin diizenlenmesi gibi pek ¢ok fizyolojik ve molekiiler siirecte de
gereklidirler (Trovato vd., 2008). Yiiksek tuzluluk ile diger abiyotik ve biyotik stres
faktorleri altinda prolin birikimi artmaktadir (Ashraf ve Foolad, 2007; Verbruggen
ve Hermans, 2008; Szabadoz ve Savoure, 2009). Kuraklik ve tuz stresi altinda artan
prolin birikimi toleransin gelistirilmesi ile iligkilidir ve serbest prolin,
ozmoprotektan, protein stabilizatorii, metal selatord, lipit peroksidasyonu inhibitorii

ve ¢esitli radikalleri temizleyici olarak rol oynamaktadir (Gill ve Tuteja, 2010).

9



Ozmotik olarak oldukg¢a aktif olan prolin, NaCl etkisi ile hiicre membranindaki
bozulmalar1 azaltarak membran stabilizasyonunu saglamaktadir (Parvaiz ve

Satyawati, 2008).

En iyi bilinen ozmolitlerden bir digeri, kuaterner amonyum bilesigi olan glisin
betain olup bu bilesik kolin monooksijenaz ve betain aldehit dehidrojenaz
enzimlerinin katalizorliiglinde betain aldehit yoluyla kolinden sentezlenmektedir
(Flowers vd., 1997), (Sekil 1.3.). Bilesik, tuz stresi altindaki bitkilerde ozmotik
dengelemede ve ozmoproteksiyonda rol oynamaktadir. Glisin betainin varligi, liriin
veren bitkilerden arpada tespit edilmistir (Flowers vd., 1997). Ayrica,
Chenopodiaceae ve Poaceae familyasmin pek ¢ok tiiriinde sentezlenmektedir.
Ancak, tiitiin, domates, patates ve ¢eltik gibi baz1 bitkilerde sentezi yapilmamaktadir
(Yeo, 1998). Glisin betain, artan digsal ozmotik potansiyeli dengeleyerek hiicrelerin
ozmotik potansiyellerini arttirmakta, membran ve hiicresel yapilarin korunmasini
saglamaktadir (Holmberg ve Biilow, 1998). Diger kuarterner amonyum bilesikleri
B-alanin betain, prolin betain, kolin O-siilfat, hidroksi prolin betain ve pipekolat
betaindir. Pek ¢ok bitki tiiriinde bu bilesikler ile yaprak ozmotik potansiyeli
arasinda pozitif bir iliski s6z konusudur. Glisin betain kloroplastlarda bulunmakta
olup; kloroplast ile tilakoid membranlarinin yapisinin korunmasinda ve boylelikle
fotosentetik etkinligin devaminda hayatsal rol oynamaktadirlar. Glisin betain, tuz
stresi altinda fotosistem Il proteinlerinin stabilizasyonunu saglayarak fotosistem 11
kompleksini korumaktadir (Ashraf ve Harris, 2004). Ayrica, rubisco gibi enzimlerin
ve membranlarin stabilizasyonunu gerceklestirmede koruyucu rolleri bulunmaktadir

(Tirkan ve Demiral, 2009).

Kolin Betain aldehit

monooksijenaz  Betain dehidrojenaz Glisin betain

H
2
2ded l-Fdox NAD[P)+ NAD[P)H

Sekil 1.3. Kolinden glisin betain sentez yolu (Parvaiz ve Satyawati, 2008)
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Poliaminler, iki veya daha fazla amino grubunu igeren polivalent bilesiklerdir.
Yiiksek bitkilerde poliaminler yaygin olup putresin, spermidin ve spermin
ornekleridir. Diaminler bitkilerde daha az yaygindir, 6rnek olarak diaminoprapan ve
kadaverin verilebilir. Biyolojik rollerine gore poliaminleri iki gruba ayirmak
miimkiindiir. Bunlardan 1. grup putresin ile kadaverini igerir ve hiicre uzamasi, kok
olusumu gibi oksin ve gibberellin benzeri fonksiyonlar sergilemektedirler. 2. grup
spermidin ve spermini igerir ve sitokininler gibi hiicre bdliinmesi, organogenezis ve
senesens olaylarini diizenlemektedirler. Hiicrelerde, notral pH'da poliaminler, DNA,
RNA ve fosfolipit gibi polianyonlara baglanirlar ve boylelikle bu
makromolekiillerin stabilizasyonunu saglamaktadirlar. Poliaminler, membran
yapisinin korunmasinda ve ozmotik dengenin saglanmasinda gorev almaktadirlar

(Ashraf ve Harris, 2004).

Polihidrik alkoller olan polioller, ozmoregiilasyonda (ozmotik diizenlemede) ve
serbest radikallerin temizlenmesinde gereklidirler ve bitki tuz toleransinda 6nemli
role sahiptirler. Asiklik polioller; mannitol, gliserol ve sorbitoldur; siklik polioller
ise ononitol ve pinitoldur. Genel olarak polioller, vakuolde biriktirilmis inorganik
iyonlarin yiiksek konsantrasyonlar: tarafindan meydana gelen ozmotik dengesizligi

yok etmek i¢in hiicre sitoplazmasinda biriktirilmektedirler (Ashraf ve Harris, 2004).

Sekerler, tuzlu sartlara maruz kalan glikofitlerde total ozmotik potansiyelin
%50'sinden fazlasini olusturmaktadirlar. Bitkilerde net CO; asimilasyon oraninda
onemli diistisler olmasina karsin tuzluluk veya kurakliga yanitta c¢oziilebilir
karbonhidrat birikimi goézlenmektedir (Ashraf ve Harris, 2004). Sekerler (glikoz,
fruktoz, siikroz, fruktanlar) ve nisasta gibi karbonhidratlar, tuz stresi altinda
ozmoproteksiyon, ozmoregiilasyon, karbon dengeleme ve radikal temizlenmesi i¢in
biriktirilmektedir. Bir disakkarit olan treholaz, ¢esitli abiyotik stres faktorleri altinda
biriktirilmektedir ve denatiire olmus proteinlerin kiimelenmesinin engellenmesinde
ve su eksikliginin gozlendigi hiicrelerde membran ve proteinlerin korunmasinda rol
oynamaktadir. Ayn1 zamanda apoplastik hiicre 6liimleri iizerinde baskilayic etkilere

de sahiptir (Parvaiz ve Satyavati, 2008).
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Tuzlu sartlar altinda bitkilerde proteinler yaygin olarak biriktirilmekte ve
ozmoregiilasyonda rol oynamaktadirlar. Tuzlulukla indiiklenen pek ¢ok protein,
hiicrelerin sitoplazmik viskozitesini degistirebilmektedir. Arpa, aygicegi ve celtik
gibi farkli bitki tlirlerinin tuza tolerant g¢esitlerinde, ¢oziilebilir proteinlerin yiliksek
icerikleri tespit edilmistir (Parvaiz ve Satyawati, 2008). Pek ¢ok bitki tiiriinde tuzla
indiiklenen proteinleri, iki ayr1 grupta toplamak miimkiindiir: sadece tuzdan dolay:
biriktirilen tuz stresi proteinleri ve diger abiyotik stres sartlarinda biriktirilen stresle
ilgili proteinlerdir. Tuzlu sartlar altinda gozlenen protein birikimi, stres arttiginda
tekrar kullanilmak iizere depo azot kaynaklarini olusturmakta ve ozmoregiilasyonda
etkin rol oynamaktadir. Tuz stresine maruz kalmis tiitinde ozmotin olarak
isimlendirilmis 26 kDA proteini, arpada germin olarak isimlendirilen ancak
immiinolojik olarak ozmotinle iligkili olmayan 26 kDA proteini ve turpta 22 kDA
proteini karakterize edilmistir (Ashraf ve Haris, 2004). ilk olarak tohum
embriyolarinda karakterize edilen LEA proteinlerinin sentezi, abiyotik stres altinda
artmaktadir. Bu proteinler, stres sartlarinda koruyucu etkilere sahiptir ve hasar
semptomlarinin ortaya cikisin1 geciktirmektedir (Holmberg ve Biilow, 1998).
Bitkilerin vejetatif dokularina dehidrasyon toleransit saglayan LEA proteinlerin
birikim diizeyleri, ozmotik stres altinda koruyucu rollerini ortaya ¢ikararak farkli

bitki tiirlerinde stres toleransini saglamaktadir (Chinnusamy vd., 2005).

Tuzluluk, bitkilerde ozmolit ve bazi proteinlerin sentezini arttirmakta bunun
yaninda net fotosentetik oran, transpirasyon orant ve stoma iletkenligini
azaltmaktadir. Diislik tuzluluk klorofil igerigini arttirsa da yiiksek tuzluluk
klorofilleri degrede etmektedir. Tuzun tkisi ile indiiklenen fotosentezdeki azalma,
stoma kapanmasi ile ortaya ¢ikan stomatal sinirlandirma veya stomatal olmayan
simirlandirma veya her iki smirlandirma ve fotosentetik aktivitenin bozulmasi ile
olmaktadir. Tuzluluk, stoma iletkenliginde, interseliiler CO, konsantrasyonunda,
klorofil igerigi ve rubisco enziminin aktivitesinde azalmaya neden olmakta ve
elektron transferini ve siikroz birikimini degistirmektedir. Fotosentetik dokularda
tuz fazlaligr tilakoidlerin sismesine ve granadaki bitisik membranlarin
kiimelenmesine neden olmaktadir. Iyonik dengesizlik, kloroplastlarda K*un
azalmasina ve fotosistem II'nin bozulmasina neden olmaktadir. Tiim bu olumsuz

etkilere kars1 tuz toleransinin saglanmasi, stoma iletkenligine, net fotosentetik
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oranin devami ve klorofil konsantrasyonun arttirilmasi ile iligkilidir. Tuz toleransi
icin fotosentez oranindaki genetik farkliliklar, hem farkli tiirler arasinda hem de
belli tiiriin farkl gesitleri arasinda olabilmektedir. Ancak, tuz stresi altinda biiylime
ve fotosentez arasinda yakin iligski bulunan bu tiirlerde fotosentetik oran yararl bir

seleksiyon kriteridir (Ashraf, 2004).

Tuz toleransiin diger bir basamagi da reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna
neden olmasidir. ROT'lar (Reaktive oxygen species: ROS) serbest radikaller olup en
azindan eslenmemis bir elektron c¢iftine sahip atom veya atom grubudurlar. Yiiksek
derecede stabil olmayan konfigiirasyona sahiptirler ve daha fazla serbest radikal
tiretmek icin diger molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler (Ashraf, 2009).
Hiicrelerde  devam  eden  metabolik  reaksiyonlar  siirecinde  siirekli
sentezlenmektedirler ve hiicrelerin detoksifikasyon mekanizmalari sayesinde zararli
etkilerini  gostermemektedirler. ROT'lar bagslica kloroplastlarda fotosentez
reaksiyonlar1 esnasinda fotosentetik elektron tasima zincirinden; peroksizomlarda
ve glioksizomlarda fotorespirasyon ve yag asiti oksidasyonu siirecinde;
mitokondrilerde sitrik asit dongiisiinde; hiicre duvar1 peroksidazlari gibi apoplastik
enzimlerin etkisi ile ortaya ¢ikmaktadirlar (Gechev vd., 2006). Ayrica ROT'lar
sitoplazma ve endoplazmik retikulumda sitokrom P450 tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar sonucunda iiretilebilmektedir. Apoplast ve hiicre membranlar1 da ROT
kaynaklar1 olup pH'a bagl hiicre duvar1 peroksidazlar1 aktivitesi ile ROT {iretimi
yapilmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010). Hiicrelerde bilinen baslica ROT'lar, singlet
oksijen (*Oy), siiperoksit anyonu (O), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil (OH")
radikalleridir. Singlet oksijen, O, molekiiliiniin fazladan enerji almasi sonucunda
kendi doniis yoniiniin tersi yoriingeye yerlesmesi; nitrik oksit ile reaksiyonu veya
H,0,'nin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda olusabilmektedir. Siiperoksit anyonu,
kloroplastlarda fotosistem I ve II'de elektron tasima sisteminde gorev alan O,
molekiiliinden bir elektronun transferi sonucunda indirgenmesi ile olusmaktadir
(20, + 2Fdreg — 207 + 2Fdox). Hidrojen peroksit acrobik solunum yapan hiicrelerde
stiperoksit radikalinin SOD (sliperoksit dismutaz) enziminin katalizlemesi ile ortaya
ctkmaktadir (20;” + 2H" — H,0, + O,). Hidroksil radikali ise, H,O, ve Oy
radikallerinin metal iyonlar1 varliginda Haber-Weiss (Cu®, Cu**, Fe**, Fe*") veya

Fenton (Fe2+ ve diger gegis metalleri; Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) reaksiyonlar ile
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meydana gelmektedirler (Haber-Weiss reaksiyonu: O,” + H,0,' — O, (*Ag) + OH
+ OH"; Fenton reaksiyonu: Fe** + O,” — Fe*" + Oy; Fe** + H,0, — Fe** + O, + OH
+ OH’). Bitkilerde tuz ve diger abiyotik stres faktorleri altinda ROT iiretimi
artmaktadir (Sekil 1.4.). ROT firetiminin artis1 hiicrelerde lipit peroksidasyonuna,
protein oksidasyonuna, niikleik asit hasarina, enzim inhibisyonuna ve hiicrelerin
Olimiine neden olmaktadir (Biiylik vd., 2012). ROT'lar, lipit, protein, niikleik asit
gibi biyomolekiillerin hasarin1 bu biyomolekiilleri okside etme egilimleri ile

gerceklestirmektedirler (Bartwall vd., 2013).

Tuzluluk, Kurakhk, Sicakhk
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Sekil 1.4. Cesitli stres faktorlerinin etkisi ile ROT olusumu ve bunlarin detoksifikasyonu
(Bartwall vd., 2013)

Cesitli ¢evresel stres faktorlerine karsi hiicrenin korunmasinda hiicresel antioksidan
mekanizmanin indiiksiyonu 6nemlidir. Antioksidan savunma sisteminin bilesenleri,
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlardir (Ashraf, 2009), (Cizelge 1.3.).
Enzimatik antioksidanlar SOD, CAT (Katalaz), POX (Peroksidaz), APX (Askorbat
peroksidaz), GPX (Guaikol peroksidaz), MDHAR (Monodehidroaskorbat rediiktaz),
DHAR (Dehidroaskorbat rediiktaz), GR (Glutatyon rediiktaz) olup enzimatik
olmayan antioksidanlar askorbik asit, glutatyon, flavonoidler, karotenoid ve
tokoferoldur (Gill ve Tuteja, 2010).
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Cizelge 1.3. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar, fonksiyonlar1 ve lokalizasyonlar:
(Gechev vd., 2006)

Enzimler/ Fonksiyon Lokalizasyon
Antioksidanlar
SOD O, ""nin dismutasyonu ile H,O, olusumunu saglar. sit, klo, mit, per
CAT Indirgeyiciye gereksinim duymadan H,0,'i detoksifive eder. mit, per, gli
APX Indirgeyici olarak askorbat ile H,0, detoksifikasyonu saglar. sit, klo, mit, per
MDHAR 1ndirgeyici olarak NAD(P)H ile monodehidroaskorbat | sit, klo, mit
radikallerini indirger.
DHAR Indirgeyici olarak GSH ile dehidroaskorbat radikallerini | sit, klo, mit
indirger.
GR indirgeyici olarak NADPH ile yiikseltgenmis glutatyonu | sit, klo, mit, per
indirger.
POX Indirgeyici olarak cesitli substratlan  kullanarak H,05’i | hd, sit, mit, vak
detoksifiye eder; hiicre duvar1 polimerleri ile etkilesim
igindedirler.
GPX Indirgeyici olarak GSH kullanarak lipitleri hidroperokside eder | sit, klo, mit, er
ve H,05’i detoksifiye eder.
GST Lipit hidroksiperoksitleri detoksifiye eder ve DHAR aktivitesi | apo, cit, klo, mit, nuk
sergiler.
Askorbat APX’in substratidir, H,0,’i detoksifiye eder. apo, sit, klo, mit, per, vak
Glutatyon Glutatyon transferazlar ve glutatyon rediiktazlarin substratidir. | apo, sit, klo, mit, per, vak
H,0: ve diger hidroksiperoksitleri detoksifiye eder.
a-tokoferol Membran lipitlerini peroksidasyondan korur, lipit peroksitlerini | membranlar
detoksifiye eder ve 'O, giderir.
Karotenoidler '0, giderir, ABA’min haberci molekiiliidir, fotosentezde | klo, kro, ami
etkindir.
Flavonoidler Direk olarak H,0,'1 temizler. vak
hd: hiicre duvari, apo: apoplast, sit: sitosol, klo: kloroplast, kro: kromoplast, ami: amiloplast, mit: mitokondri,
er: endoplazmik retikulum, vak: vakuol, per: peroksizom, gli: glioksizom, nuk: nukleus

SOD, O; radikalinin molekiiler oksijen ve H,O,'e dismutasyonunu katalizlemektedir.
Bitki savunma sisteminde stres faktorlerine karsi kullanilan en 6nemli enzimlerden
biri SOD olup bitkilerin her hiicresinde bulunmaktadirlar. SOD enzimi multimerik
metaloproteinlerdir ve aktif bolgelerinde bulunan metallere gore izoformlara sahiptir.
Bilinen en yaygin izoformlari, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD ve Ni-SOD'dur.
APX, bitki hiicrelerinin sitoplazma ve kloroplastlarinda H,0,'i kullanarak askorbatin
oksidasyonunu katalizler. Peroksizom ve glioksizomlarda bulunan CAT, H,0;
dismutasyonu ile H,O ve O, olusumunu katalizlemektedir. APX aktivitesi ile lipit
peroksidasyonunun énemli bir gostergesi olan MDA (malondialdehit) tiretilmektedir.
Stromal MDA, MDHAR enzimi ile rediiksiyonu katalizlenmektedir. DHAR,
dehidroaskorbattan askorbat iiretimini saglamaktadir. GR, askorbat-glutatyon
sisteminin diger bir enzimi olup ¢cogunlukla kloroplastlarda az da olsa mitokondri ve

sitoplazmada yer almaktadir. GR, glutatyonun rediiksiyonunu katalizlemektedir
(Ashraf, 2009).
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Askorbik asit, bol bulunan, giiclii ve suda ¢oziilebilir bir antioksidan olup bitkilerde
olusan ROT tarafindan ortaya ¢ikan hasar1 Onlemede veya azaltmada rol
oynamaktadir. Askorbik asit tiim bitki dokularinda 6zellikle meristematik ve
fotosentetik hiicrelerde bulunmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010). Stres sartlarinda
miktar1 artan stiperoksit ve hidroksil radikallerinin temizlenmesinde etkin rol
oynamaktadir (Biiyiik vd., 2012). Glutatyon, bitki dokularinda indirgenmis formunda
bulunur ve sitosol, endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondri, kloroplast,
peroksizom hatta apoplast gibi bitkilerin tiim kompartmanlarinda bulunmaktadir.
Glutatyon, siilfat tasiniminin diizenlenmesi, sinyal transdiiksiyon, metabolitlerin
konjugasyonu, strese cevap veren genlerin ekspresyonu gibi pekgok proseste kilit rol
oynamaktadir. Ayrica, hiicre farklilasmasi, hiicre 6liimii, senesens, patojen resistansi
ve enzimatik regiilasyonda gorev almaktadir. Glutatyon, singlet oksijen, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikallerinin temizlenmesinde etkindir. Flavonoidler, bitkilerde
yaprak, floral kisimlar ve polenlerde bulunmaktadir ve hiicrelerde vakuollerde
glikozit olarak biriktirilmektedir. En biyoaktif sekonder metabolit olan flavonoidler,
abiyotik stres sartlarinda hiicre hasarim1 dnlemede etkin ROT temizleyicisi olarak
gorev almaktadir. Karotenoidler, stres toleransinda etkin olan ve yagda ¢oziilebilen
antioksidanlardir ve dogada 600'den fazla ¢esidi bulunmaktadir. Tiim fotosentetik
organizmalarda lipit peroksidasyonunu baskilayarak ve ROT'lar1 temizleyerek
onemli fotoprotektif rol oynamaktadir. Tokoferol, hiicre membranlarinda bulunan ve
yagda ¢oziilebilen en 6nemli antioksidandir. Kloroplastlarin tilakoid membranlarinda
da lokalize olmaktadirlar. Tokoferol, ROT ve lipit radikalleri temizleyicisidir ve
membran stabilizasyonunu saglayarak strese kars1 bitkilerin toleransini arttirmaktadir

(Gill ve Tuteja, 2010).

Son yillarda tuz stresinin etkilerine karsi bitki toleransinin gelistirilmesinde ve
arttirtlmasinda farkli biyomolekiillerin kullanimi 6n plana ¢ikmistir. Antistres
Ozellige sahip bu biyomolekiillerden biri de brassinosteroidlerdir. Brassinosteroid
(BR)'ler hayvansal streoidal hormonlara yapisal benzerlik gosteren ve bitkilerde
biliylimeyi arttiran yeni bir bitki hormon sinifidir (Fujioka vd., 1998). Mikromolar ve
nanomolar diizeylerde ekzojen uygulandiginda hiicre uzamasi1 ve proliferasyonu
saglamaktadir (Clouse, 1996, Sakurai, 1999; Haubrick ve Assmann, 2006).

Fizyolojik c¢aligmalar sonucunda BR'lerin govde uzamasi, polen tiibii gelisimi,
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yaprak gelisimi, yaprak kivrilmasi ve epinasti, kok gelisimi, reprodiiktif organlarin
gelisimi, etilen biyosentezinin indiiksiyonu, proton pompast aktivasyonu, ksilem
farklilagsmasi ve gen ekspresyonunun (gen ifadesinin) diizenlenmesi gibi ¢ok farkli
hiicresel cevaplardan sorumlu olduklar1 ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica, pek ¢ok kiiltiir
bitkisinde verimliligin arttirilmas1 ve stres toleransinin gelistirilmesi gibi yararl
tarimsal uygulamalar1 da mevcuttur (Li ve Chory, 1998; Xia vd., 2010; Yang vd.,
2011; Gudesblat ve Russinova, 2011; Hao vd., 2013). BR'ler yiiksek ve diisiik
sicaklik, tuzluluk, kuraklik gibi abiyotik stres ve viral, bakteriyal, fungal patojenler
gibi biyotik stres faktorlerine karsi bitki adaptasyonunu arttirmaktadir (Clouse,
2003).BR'lerin bitki gelisimindeki etkileri Sekil 1.5.'de gosterilmistir.
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Sekil 1.5. BR'lerin bitki gelisimindeki etkileri (Diisiik: diisiik BR konsantrasyonu, yiiksek:
yiiksek BR konsantrasyonu; kirmzi oklar: gelisim iizerine indiikleyici etkiyi,
mavi oklar: engelleyici etkiyi gostermektedir), (Yang vd., 2011)

Ik kez 1979 yilinda Grove vd. tarafindan izole edilen ve Brassica napus L.
polenlerinden elde edilen hidrofobik ekstrakt brassin olarak adlandirilmistir (Miissig
ve Altmann, 1999). Daha sonra giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarla 65 serbest BR
ve 4 BR konjuganti izole edilmistir (Bajguz, 2007). Tiim BR'ler daima biyolojik
olarak aktif degildir; BL (brassinolid), 24-epiBL (24-epibrassinolid) ve 28-homoBL
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(28-homobrassinolid) en aktif BR'lerdir ve fizyolojik calismalarda yaygin
kullanilmaktadirlar (Sekil 1.6.). Dogal BR'ler 5a-kolestan iskeletine sahiptirler ve
yapisal farkliliklar, iskelet tizerindeki islevselligin ¢esidi ve oryantasyonundan
kaynaklanmaktadir. Yan zincirdeki alkil gruplarmin yer degistirmesi sonucunda
BR'ler Cy7, Cog Ve Cyg olarak gruplandirilmaktadirlar. Geng bitki dokulari, polen ve
olgunlasmamis dokular yiiksek konsantrasyonda BR igerirken; siirglin ve yapraklar

daha diisiik konsantrasyonda BR igermektedir (Rao vd., 2002).

BL
[+]
28-HomoBL
oH
Tay
O OH
Ho
H
v 24-EpiBL

Sekil 1.6. En biyoktif BR cesitlerinin kimyasal yapis1 (Rao vd., 2002)

BR'ler izoprenoid metabolizmasinin mevalonat yolu ile sentezlenmektedir (Schaller,
2003). BL, kampesterolun doniisiimiinde dallanan erken C6-0ksidasyon yolu ve geg
C6-oksidasyon yolu olarak adlandirilan iki yol iizerinden sentezlenmektedir.

Biyosentetik yol, kampesterolden baslayarak teasteron, tifasterol, kastasteron ve
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brassinolide doniiserek gergeklesmektedir (Sakurai, 1999). BR biyosentez
reaksiyonlarini yan zincir hidroksilasyon serisine ilaveten igerdikleri A ve B
halkalarinin rediiksiyonlari, oksidasyonlar1 ve epimerizasyonlar1 olusturmaktadir

(Clouse, 2000). Sekil 1.7.'de kampasterolden BL'nin biyosentezi gdsterilmistir.

Bitki sterollerinin biyosentezi
Kampesterol
DET2
Kampestanol » 6.-Oksokampestanol
bwra/CcYP | ¢ DWF4
6-Deoksokathasteron S e Kathasteron
cPD ¢ cPD
Geg C-6 Bréox Erken C-6
oksidasyon 6-Deoksoteasteron I Teasteron oksidasyon
yolag: ¢ ¢ olag:
Br6ox .
6-Deoksotifasterol —— Tifasterol
6-Deoksokastasteron S Cnsinsinron
Brassinolid

Sekil 1.7. Erken C6-oksidasyon ve ge¢ C6-oksidasyon yolu ile kampesterolden
BL biyosentezi (Surgun vd., 2012)

BR sinyal iletimi, plazma membranindan nukleusa kadar devam eden bir siirectir
(Sekil 1.8.), (Yang vd. 2011). BR sinyal iletimi analizleri ilk olarak, BR reseptorii
olan BRIl (Brassinosteroid Intensitive 1) iizerine olmustur. Daha sonra BRI1 ile
etkilesime giren ve BAK1(BRI1 ile ilgili reseptor kinaz 1) olarak adlandirilan 16zince
zengin 2. reseptdr kinaz tanimlanmistir. BR baglanmasi, aktif dimer olusumunu
tetikler ve trans fosforilasyon yolu ile reseptor kinazlarin her ikisinin aktivasyonunu
saglar. BR sinyal iletim yolunda rol oynayan komponentler de belirlenmistir.
Bunlardan biri de sinyal iletiminin negatif regiilatorii BIN2 (Brassinosteroid
Intensitive 2)'dir. BRI1 reseptor kompleksi, BIN2'i inhibe eder. BIN2, potansiyel
substratlar1 olan BZR1 ve BES1'i fosforilize etmektedir (Miissig ve Altmann, 2003).
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Sekil 1.8. BL yoklugunda (A) ve varhginda (B) BR sinyal iletim yolu modeli (Yang vd., 2011)
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Sekil 1.8.'de gosterildigi gibi BL yoklugunda (A) ve varliginda (B) desteklenen
sinyal iletim yolunu su sekilde 6zetlemek miimkiindiir: (A) BL yoklugunda, BR
reseptorii BRI1, karboksil ucu ve BAK1 ile BSK'lar gibi diger pozitif substratlarla
etkilesimini onlemek i¢in negatif diizenleyici BKI1 tarafindan inhibe edilir. BSUI
inaktiftir ve bunun sonucu olarak, BIN2, BES1/BZR1'i fosforile etmek igin bir aktif
kinaz olarak rol oynamaktadir ve BESI/BZR, 26S proteozomu tarafindan
parcalanmaktadir veya 14-3-3 proteinleri tarafindan sitoplazmada tutulmaktadirlar.
EBS1/EBS2, BRIl'in dogru katlanmasin1 ve hiicre membranina ulasmasini
saglamaktadirlar. (B) BL varliginda, plazma membranindan BKI1'in ayrilmasina
onderlik ederek BRI1'in ekstraseliiler domaini BR'leri algilamaktadir ve BRI ile
BAKI1 iligkisi ve bunlarin trans fosforilasyonu tam aktif BR reseptdr kompleksini
olusturur. BRI1 kinaz tarafindan BSK'larin fosforilasyonundan sonra, BIN2'nin
inhibisyonu ve defosforilasyonla sonuglanarak BSK'lar BSUl'e baglanmaktadir.
Sonra, fosforile edilmemis BES1/BZR1 nukleusta biriktirilir ve Myb30 ve BIM1 gibi
proteinler farkli transkripsiyonel komplekslerini olusturmaktadir. Bu kompleksler,
BR'ye yanit genlerinin promotor bdlgesindeki E-kutusuna baglanir ve bu genlerin
ekspresyonlarini diizenlemektedir (Yang vd., 2011). Yapilan son g¢aligmalar, BR
sinyal iletimi yolunda rol oynayan yeni komponentler, multifonksiyonel proteinler ve
BR ile ilgili genlerin ekspresyonunu diizenleyen yeni transkripsiyon faktorlerinin

tanimlanmasina katki saglamaktadir (Gruszka, 2013).

BR'ler pek ¢ok in vitro ¢alismada kullanilmistir ve boylelikle farkli in vitro kiiltiirler
ile BR'lerin fizyolojik etkileri ortaya ¢ikarilmaya ¢alisilmistir. Tatli patateste oksin
sitokinin dengesinin saglandigr kiiltiirlerde kullanilan iki BR analogu, kallus ve
stirglin indiiksiyonu tlizerine olumlu etki gostermistir (Gonzales vd., 2003). Marulda
kullanilan iki spirostan BR analogu BAP (6-benzil amino piirin) ile kombine
kullanildiginda, kotiledon eksplantindan kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonunu
arttrmistir  (Nunez vd., 2004). Hindistan cevizinde homoBL'nin, plumula
eksplantindan kallus, embriyonik kallus ve somatik embriyo olusumu kapasitesini
arttirict etki gosterdigi  belirlenmistir (Azpeitia vd., 2003). BR'lerin, pamukta
hipokotil eksplantindan (Aydin vd., 2006; Aydin vd., 2010), baz1 kozalakl1 bitkilerde
ve geltikte olgun zigotik embriyolardan (Pullman vd., 2003), Pinus wallichiana A. B.
Jacks (Malabadi ve Nataraja, 2007) ve Pinus caribaea Mor. tiiriinde yine olgun
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zigotik embriyolardan (Malabadi vd., 2011) somatik embriyogenezisi stimule ettigi
gozlenmistir. EpiBL, Cymbidium elegans Lindl orkide tiirlinde siirgiin ucu
eksplantindan in vitro rejenerasyonu olumlu etkilemistir (Malabadi ve Nataraja,
2007). Brassica napus L. tiirtinde epiBL ve BL mikrospor embriyogenezisini olumlu
etkilemis ve embriyo sayisini arttirmistir (Ferrie vd., 2005). Brassica napus tiiriinde
yapilan diger bir calismada, BL'nin embriyo gelisiminde anahtar bir enzim olan APX
enzimi aktivitesini arttirdigi bulunmustur (Khamiss vd., 2011). Yer fistiginda
BR'lerin kotiledon nodundan bitki gelisimi ve antioksidan enzim aktivitelerini

arttirici etkileri belirlenmistir (Verma vd., 2012).

Tuz stresinin bitkilerde pek ¢ok morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
degisikliklere neden oldugu belirtilmektedir (Bajguz ve Hayat, 2009). Domateste
(Santa-Cruz, 1997; Khavari-Nejad ve Mostofi, 1998; Shalata ve Tal., 1998; Shalata
vd., 2001; Mittova vd., 2002-a; Mittova vd., 2002-b; Juan vd., 2005; Koca vd., 2006;
Tuna vd., 2007; Gapinska vd., 2008; Hassan vd., 2008; Keser vd., 2009; Yaman vd.,
2009) ile susam (Koca vd., 2007), turp (Keser vd., 2009), ceviz (Ak¢a ve Samsunlu,
2012), kavun (Kugvuran, 2010), karpuz (Yasar vd., 2008), hiyar (Erdal vd., 2000),
arpa (Tabur ve Demir, 2008), bugday (Oncel ve Keles, 2002) ve pamuk (Oz ve
Karasu, 2007) gibi diger bitkilerde de tuz stresinin etkilerini belirlemeye yonelik ¢ok
sayida ¢alisma yapilmistir. Son yillarda tuzun etkilerinin belirlenmesinin yani sira tuz
toleransinin arttirilmast i¢in ¢esitli makroelementler (K, Ca) (Tiirkmen vd., 2000;
Tirkmen vd., 2002; Akinci ve Simsek, 2004) ve mikroelementler (Se, Si) (Avcu vd.,
2013), salisilik asit (Canak¢1 ve Munzuroglu, 2004; Stevens vd., 2006; El-Khallal
vd., 2009; Ashraf vd., 2010; Joseph vd., 2010; Hayat vd., 2012; Sajid ve Aftab,
2012), askorbik asit (Aly vd., 2012), prolin (El-Enany, 1995; Trovato, 2008),
sekonder metabolitler (Ramakrishna ve Ravishankar, 2011), metil jasmonat (Yoon
vd., 2009), poliaminler (Tekin ve Bozcuk, 1998; Mutlu ve Bozcuk, 2000; Fariduddin
vd., 2013), ¢esitli bitki bliylime diizenleyicileri (Cavusogu ve Kabar, 2007; Kaya vd.,
2010; Javid vd., 2011) ve 6zellikle BR'lerin (Anuradha ve Rao, 2001; Nunez vd.,
2003; Ozdemir vd., 2004; Ali ve Abdel-Fattah, 2006; Sahahbaz ve Ashraf, 2007; Ali
vd., 2008; Shahbaz vd., 2008; El-Khallal vd., 2009; Ashraf vd., 2010; Houimili vd.,
2010; Shahid vd., 2011; Ding vd., 2012; Hayat vd., 2012; Fariduddin vd., 2013)

kullaniminin olumlu etkileri belirlenmistir. Dolayisi ile tez calismamizin amaci, M-
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28 hibrit domates c¢esidinde tuz toleransini arttirmak i¢in tuz stresine karsi 24-
epiBL'nin ekzojen kullaniminin etkilerini in vitro kiiltiir ¢alismasi ile morfolojik ve

biyokimyasal parametrelerle arastirmaktir.

1.2. Kaynak Ozetleri

BR'ler genellikle bitki niteligi ve niceligini gelistirmede koruyucu ve stimule edici
rollere sahiptirler. Tuz stresi ve diger abiyotik stres faktorlerine karst BR'lerin
kullanim1 yararli etkiler gostermektedir. Stres ve stresin olmadigi sartlar altinda,
tohumu 1slatma, koklerin bulundugu besin ortamina ilave ve yapraktan spreyleme
gibi farkli ekzojen BR uygulamalar1 pek ¢ok bitkide biiylime ve gelisimi olumlu
etkilemektedir (Ashraf vd., 2010). Cevresel streslere karsi bitki toleransini arttirmak
igin farkli bitkilerde BR kullanimu ile ilgili in vitro (laboratuvar) ve in vivo (sera ve
tarla) sartlarinda yapilan calismalar mevcuttur ve bu g¢alismalar artarak devam

etmektedir (Krishna, 2003).

1.2.1. Tuz stresine kars1 BR'lerin kullanildigi in vivo ¢calismalar

Tuz stresine karsi bitki toleransini gelistirmede BR'lerin etkilerini belirlemeye
yonelik cok sayida ¢alisma yapilmistir. Ozdemir vd. (2004), tuza duyarl IR-28 celtik
(Oryza sativa L.) cesidine ait fidelerin gelisiminde, 24-epiBL'nin etkisini
aragtirmiglardir. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar dért gruba ayrilmistir. 1.grup
distile su (kontrol), 2. grup 3 uM epiBL ¢ozeltisi, 3. grup 120 mM NacCl ¢ozeltisi ve
4. grup 3 uM epiBL+120 mM NaCl ¢ozeltisinde 24 saat bekletilmislerdir. Tohumlar,
soz edilen c¢ozeltilerle nemlendirilmis filtre kagitlari bulunan petri kaplarinda
karanlikta c¢imlendirmeye birakilmigtir. 96 saat sonra c¢imlenen bitkiciklerin
bulundugun petri kaplari, karanliktan fotoperyodik kosula alinmistir. Sonug olarak, 7
giin sonra c¢eltik fidelerinin gelisimi, tuz stresine karsi yapilan epiBL uygulamasi ile
artmistir. Tuz stresi altinda epiBL uygulamasinda SOD, CAT, GR enzim
aktivitelerinde 6nemli farklilik gozlenmezken, APX aktivitesindeki artis Onemli

olmustur. Lipit peroksidasyonu ve prolin igerigi tuz stresi altinda epiBL uygulamasi
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ile azalirken, ¢oziilebilir protein igerigi artmistir. Arastiricilar, tuz stresi ile ortaya
cikan oksidatif hasar1 epiBL'nin azalttigim1i ve fide gelisimini arttirdigin
belirlemislerdir. Celtikte yapilan diger bir ¢alismada, ticari 6nemi olan Pusa Basmati-
1 cesidinde tuz stresi altinda, ekzogen uygulanan epiBL'min etkisi ¢esitli stres
markdrlerinin yanitlart ile arastirilmistir. Tohumlar yiizey sterilizasyonunu takiben
distile su (kontrol) ve farkli dozlarda (10™, 10°, 107 M) epiBL ¢ozeltilerinde 8 saat
bekletilmislerdir. On uygulamali tohumlar, farkli konsantrasyonlardaki (0, 75, 100,
125 mM) NaCl ¢ozeltileri ile sulanmis kuma ekilmislerdir ve 12 gilin sonunda hasat
edilerek gelisimleri, klorofil igerikleri, protein ile prolin igerigi, lipit peroksidasyonu,
antioksidan enzim aktiviteleri ve BR sinyali, antioksidan enzim aktivitileri ile tuza
duyarli genlerin ekspresyonlar1 aragtirilmistir. Sonu¢ olarak, tuza maruz kalan
fidelerin gelisim parametrelerinde Onemli azalma ile antioksidan enzim
aktivitelerinde degisimler gézlenmistir. Bununla birlikte, epiBL uygulamasinin bitki
gelisimi, protein dilizeyleri, prolin igerigi ve antioksidan enzim aktivitelerini
tyilestirdigi gozlenmistir. Celtik fidelerinde tuz stresi siiresince artan MDA igerigi
epiBL uygulamasi ile azalmistir. EpiBL uygulamasi, ¢esitli oksidatif stres markor

genlerinin ekspresyonlarini arttirmistir (Sharma vd., 2013).

Ali ve Abdel-Fattah (2006), tuz stresinin fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ve arpada
(Hordeum wvulgare L.) ozmolit-antioksidan igerikleri tiizerine etkilerini
arastirmiglardir. Bitki tohumlar1 yiizey sterilizasyonundan sonra distile su bulunan
petri kabinda 24 saat kontrollu serada bekletilmistir. Tohumlara, distile su (kontrol),
6 saat distile su ve akabinde 150 mM NaCl uygulamasi, 6 saat 5 uM BR ve akabinde
su, 6 saat 5 uM BR ve akabinde 150 mM NaCl uygulamasi yapilmistir. 8 giin sonra
fideler, vermikulit iceren saksilara alinmis ve 10 giin boyunca yar1 giiclii Hoagland
cozeltisi ile giinliik sulanmiglardir. BR uygulamasi yapilan tohumlarda, ¢imlenme
stirecinde tuz stresine karsi tolerans artmustir. Cimlenme periyodu boyunca tuz
stresine maruz kalan fidelerde prolin icerigi onemli derecede artarken, tuz stresine
kars1 BR kullanim1 prolin igerigini fazla arttirmamistir. Glisin betain igeriginde, BR
uygulamalar1 sonucu Onemli artig tespit edilmistir. Tuz stresine karst BR hem
gelisimi arttirmis hem de klorofil icerigindeki azalisi Onlemistir. Arastiricilar, BR
etkisi sonucu antioksidan glutatyon ve tuz toleransi arasinda iliski oldugunu

belirlemislerdir.
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Cavusoglu ve Kabar (2007), turpta (Raphanus sativus L.) tuzlu kosullarda tohum
¢imlenmesi ve fide gelisimine gesitli bitki biiyiime diizenleyicilerinin (GA3, Kinetin,
BAP, etilen, triakontanol, epiBL, kadaverin, putresin, spermidin, spermin) tek veya
kombinasyonlarmin etkisini arastirmiglardir. Tohumlar, ylizey sterilizasyonundan
sonra esit hacimlerdeki bitki biiyiime diizenleyicileri ¢ozeltilerinde 24 saat karanlikta
tutulduktan sonra, 0.25, 0.30 ve 0.35 M NaCl ¢ozeltileri ile sulanan iki katli filtre
kagitlar igeren petri kaplarina aktarilmistir. 7 giin sonra tohum ¢imlenmesi ve fide
gelisimi ile ilgili veriler alinmistir. 0.25 ve 0.30 M tuz stresinde epiBL tohum
cimlenme yiizdesini ve fidelerin yas agirligini arttirmigtir. Hipokotil ¢ikis yiizdesi ve
hipokotil uzunlugu {iizerine epiBL'min etkisi gozlenmezken, radikula uzunlugu
tizerine 0.25 M tuzlulukta epiBL etkisi istatistiki onemli olmustur. EpiBL'nin GA3,
kinetin ve kadaverin ile kombine kullanimi tohum ¢imlenme yiizdesini arttirirken
diger parametreler tizerinde olumlu etki géstermemistir. EpiBL ile kinetinin kombine

kullanimi, sadece fidelerin taze agirligini arttirmistir.

Shahbaz ve Ashraf (2007), tuzlu sartlarda bugday (Triticum aestivum L.) S-24 ve
MH-97 cesitlerinde biiyiime ve mineral icerigi (Na*, K*, Ca?*, CI') iizerine epiBL'nin
etkisini ¢aligmislardir. Ekimi yapilan tohumlar, Hoagland ¢ozeltisi ile sulanmis ve
tohum ekiminden 41 giin sonra bitkilere NaCl uygulamasi (0 ve 150 mM)
yapilmistir. Tuz uygulamasindan 2 giin sonra epiBL uygulamasi (0, 0.0125, 0.025,
0.0375 mg/l) yapraktan spreyleme ile yapilmis ve BR uygulamasindan 45 giin sonra
bitki orneklerinin analizleri yapilmistir. EpiBL'nin ekzojen uygulamasi, tuzlu ve
tuzsuz sartlar altinda bitki biyokiitlesini arttirmistir ancak, yaprakta Na*, K, Ca2+,
Cl igeriginde ve K'/Na" oraninda énemli etki gdstermemistir. Shahbaz vd. (2008),
bugdayda tuzla indiiklenen biiyiime inhibisyonu {izerine ekzojen epiBL
uygulamasinin etkisini arastirmiglardir. S-24 (tuza tolerant) ve MH-97 (tuza orta
derecede duyarl) cesitleri {izerine tuz ve epiBL uygulamasi, yukaridaki ¢alisma ile
(Shahbaz ve Ashraf, 2007) aynmi sekilde yapilmistir. Genel olarak bugdayda tuzun
kotii etkilerini ekzojen uygulanan 24-epiBL azaltmistir. Tuzsuz sartlar altinda her iki
cesitte de bitki basina diisen yaprak alani ve bitki biyokiitlesi epiBL uygulamasi ile
artmistir. Tuzlu sartlar altinda ise, epiBL sadece tuza tolerant cesitte, gelisimi olumlu
etkilemistir. Iki bugday cesidinde de tuz stresi fotosentetik orani azaltmis, bu

engelleyici etki epiBL kullanimi ile 6nemli derecede iyilesme gostermistir. SOD,
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POX, CAT gibi antioksidan enzim aktiviteleri, her iki ¢esitte tuz stresi ile artarken,
epiBL uygulamasi antioksidan sistemde farkli etkiler gostermistir. SOD aktivitesi
epiBL uygulamasi ile iki gesitte degismezken, POX ve CAT aktiviteleri tolerant
cesitte artis gostermistir. Ali vd. (2008), ayn1 bugday cesitlerini kullandiklar
caligmalarinda, yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlari, 0 ve 150 mM NaCl ile 0,
0.052, 0.104, 0.156 uM epiBL igeren yar1 giicli Hoagland ¢ozeltisi ile sulayarak 1
hafta ¢imlenmeleri i¢in petri kaplarinda tutmuslardir. Fideler, hidroponik kiiltiire
transfer edilerek 45 giin kiiltiirde birakilmistir. Oncelikle epiBL uygulamasi, her iki
bugday cesidinde bitki gelisimi ve tane verimini artirmistir ve tuz stresi ile
indiiklenen bitki gelisimi ve tane verimliligi inhibisyonunu engellemistir. 0.052 uM
epiBL uygulamasi total tane verimliligi ve 100 tane agirligini tuzlu sartlarda
arttirmistir ve arastiricilar total tane verimliliginin, epiBL etkisi ile tanelere daha
fazla fotoasimilantlarin taginimi sonucu tane boyutundaki artisla iliskilendirmislerdir.
Son olarak, iki ¢esitte gelisimin artisinin, epiBL uygulamasinin fotosentetik

kapasiteyi arttirmasi ile ilgili oldugu belirtilmistir.

Arora vd. (2008), misir (Zea mays L.) bitkilerinde tuz etkisi ile ortaya ¢ikan oksidatif
stres iizerine 28-homoBL'in etkisini arastirmiglardir. Yiizey sterilizasyonu yapilan
tohumlar, farkli konsantrasyonlarda (0, 10'8, 10'6, 10* mM) hazirlanan homoBL
cozeltilerinde 12 saat bekletilmistir. Tohumlar, farkli dozlarda (0, 25, 50, 75 mM) tuz
tatbik edilmis toprak bulunduran bloklanmis tarlaya ekilmis ve 30 giinliik gelisimleri
degerlendirilmistir. HomoBL uygulanmis bitkilerde, antioksidan enzim aktivitesi ve
protein igerigi artmistir. Sadece tuz stresi sartlarinda enzim aktivitesi iyilesmesine
karsin, lipit peroksidasyonu artmis ve protein icerigi azalmistir. Bununla birlikte
homoBL'nin 6n uygulamasi, lipit peroksidasyonunu diislirmesi ve protein
konsantrasyonunu arttirmasinin  yaninda antioksidatif enzim aktivitesini de
arttirmistir. Elde edilen bu sonuclar, tuz stresine maruz kalan misir bitkilerinde
ortaya ¢ikan oksidatif stresi homoBL'min hafiflettigini gostermistir. El-Khallal vd.
(2009), tuz stresi altindaki misir bitkilerinde brassinolid (BL) ve salisilik asit
uygulamalarinin antioksidan enzim aktivitesi, hormonal denge ve protein profilleri
tizerine etkilerini ¢caligmiglardir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar 3 gruba
ayrilmis ve 12'ser saat distile su, 0.25 ppm BL ve 0.15 ppm Salisilik Asit (SA)

cozeltilerinde bekletilmislerdir. 24 saat kurutulduktan sonra toprak igeren saksilara
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ekilmistir. Saksilar 0, 50 ve 100 mM NaCl ¢ozeltileri ile sulanmiglardir. Bitkilerin
yapraklarina distile su, BL ve SA ile spreyleme yapilmistir. Tohumu 1slatma ve
yapraktan spreyleme yontemi ile ekzojen uygulanan BL ve SA, tuz stresi altinda
bliyliyen misirda indiiklenen oksidatif stresi azaltmistir. SOD, POX, CAT, APX gibi
antioksidan enzim aktiviteleri, stres altinda artis gostermistir. BL uygulamali
bitkilerde en yiiksek aktivite kaydedilmistir. Tuz stresi, IAA (Indol-3-asetik asit),
GAs, zeatin igeriklerinde keskin diisiise neden olurken, ABA (absisik asit) i¢erigini
arttirmistir. Tuzlu sartlarda BL ve SA uygulamalari, hormon diizeylerini arttirmistir.
50 mM tuz stresinde BL ve SA, total ¢oziilebilir protein ve niikleik asit (DNA ve
RNA) icerigini arttirmistir. Misir siirglinlerinin protein profilleri, tuz toleransinda
aktif rol oynayan spesifik polipeptitlerin sentezini arttirmasinin yani sira tuz stresi ile

indiiklenen proteinlerin ifadesinin diizenlendigini ortaya koymustur.

Houimli vd. (2010), biber (Capsicum annuum L.) Beldi ¢esidinde, gelisim, klorofil,
elektrolit kayb1 ve prolin igerigi gibi fizyolojik parametrelerle tuz toleransi {izerine
epiBL'nin roliinii aragtirmiglardir. Tohumlar torf iceren viyollere ekilmis ve 2. gercek
yapraklart ¢iktiktan sonra uniform fideler torf igeren saksilara aktarilmistir.
Transplantasyondan 7 giin sonra fideler 4 g/l NaCl ¢ozeltisi ile sulanmis ve 0 ile 0.5
mg/l epiBL uygulamasi spreyleme yontemi kullanilarak yapilmistir. Tuz ve epiBL
uygulamasindan 28 giin sonra bitkiler hasat edilmistir. Sonugta, tuz stresi altinda
biyokiitle ve klorofil igerigi onemli derecede azalmis, elektrolit kaybi ve prolin
icerigi ise artig sergilemistir. Bununla birlikte epiBL uygulamasi, test edilen
parametrelerde tuzun kotii etkilerini iyilestirmistir. Daha dnceki ¢calismalarla ekzojen
uygulanan epiBL'nin, stres altindaki bitkilerde gelisimi arttirdigi ve hiicresel

membran biitiinliiglinii korudugu dogrulanmistir.

Shahid vd. (2011), bezelye (Pisum sativum L.) Climax ¢esidinde tuz stresine karsi
24-epiBL etkisini caligmiglardir. Tohumlar yiizey sterilizasyonundan sonra 3 sete
ayrilmigtir. 1. sette tohumlar 4'er saat distile su, 5 ve 10 uM epiBL ile 1 ve 10 mM
NaCl ¢ozeltilerinde bekletilmistir. 2. sette tohumlar 6nce 2 saat NaCl sonrasinda 2
saat epiBL cozeltilerinde bekletilmislerdir. 3. sette tohumlar, dnce 2 saat epiBL
sonrasinda 2 saat NaCl c¢ozeltilerinde tutulmuslardir. Tohumlar uygulamalardan

sonra kum igeren saksilara ekilmis ve 90 giin sonra bitkiler elde edilmistir. Tohum
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cimlenmesinde, tohumlar sterilizasyondan sonra NaCl ve epiBL ¢ozeltileri
uygulandiktan sonra filtre kagidi igeren petri kaplarinda 5 giin tutulmuslardir. 4 saat
epiBL c¢ozeltisinde 1slatilan tohumlarin ¢imlenmesi, gelisen embriyolarin eksen
(plumula+radikula) boyu, siirgiin ve kok gelisiminde artis gozlenmistir. Fide
doneminde, 10 pM epiBL uygulamasinda, yas ve kuru agirlik, fide boyu
(stirglintkdok), fotosentetik oran, stoma iletkenligi, total klorofil igerigi, prolin icerigi,
SOD, POX, CAT, nitrat rediiktaz, nitrit rediiktaz aktivitesi kontrole (sadece suda
bekletme) goére Onemli artis sergilemistir. Benzer sekilde daha ileriki gelisim
doneminde (10 uM epiBL ile 6n muameleden gelisen bitkilerde), kuru agirlik,
fizyolojik gelisimler, enzimatik aktiviteler, yaprakta prolin igerigi, kokteki nodiil
sayisi, koklerin nodiil kuru agirligi, tohum verimliligi, tohum sayis1 ve tohum protein
icerigi artmigtir. Tuz stresine maruz kalan bitkilerde, tiim morfo-fizyolojik ve
enzimatik Ozelliklerde (nitrat ve nitrit rediiktaz aktiviteleri) azalma gozlenirken,
prolin igerigi ve antioksidan enzim aktivitelerinde artis belirlenmistir. Bununla
birlikte, tuz stresi ile indiiklenen etkiler, dnce veya sonra epiBL uygulamasi ile

azalma gostermistir.

Ding vd. (2012), tuz stresi altindaki patlican (Solanum melongena L.) fidelerinde
bliylime ve gelisme, oksidatif hasar, antioksidan sistem ve iyon igerigi lizerine
ekzojen epiBL uygulamasiin etkisini arastirmislardir. Sera kosullarinda yetistirilen
fideler 2 giinde bir Hoagland ¢ozeltisi ile sulanmislardir. Bitkilerin 4. veya 5. gercek
yapraklar1 ¢iktiginda Hoagland ¢ozeltisine 90 mM NaCl ve farkli dozlarda (0, 0.025,
0.05, 0.1, 0.2 mg/dm?) epiBL eklenerek 1 hafta boyunca sulamaya devam edilmistir.
EpiBL (6zellikle 0.05 mg/dm3 dozu), NaCl stresinin neden oldugu biiyiime
baskilamasini engellemis, elektrolit kaybi, siiperoksit iiretimi, MDA ve H,0;
igerigini azaltmustir. EpiBL uygulamasi, SOD, guaiakol peroksidaz, CAT, APX
aktivitesi, askorbik asit ve indirgenmis glutatyon igerigini arttirmistir. Tuz stresine
karst epiBL, Na* va CI” icerigini azaltmig, K* ve Ca®" icerigi ile K*/ Na* ve Ca®'/

Na* oranini arttirmigtir.

Hayat vd. (2012), Brassica juncea L. Varuna ¢esidinde tuz stresi varhiginda ve
yoklugunda homoBL uygulamasmin etkisini c¢alismiglardir. Tohumlar ylizey

sterilizasyonundan sonra toprak igeren saksilara ekilmistir. Ekimden 6 giin sonra 4.2
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dsm™ NaCl topraga ilave edilmistir. Ekimden 29 giin sonra homoBL (10 M)
spreyleme ile uygulanmistir. Ekimden 30 giin ve 45 giin sonra bitkiler hasat
edilmistir. Tuzluluk, bitki gelisimi, gaz degisimi parametrelerini énemli derecede
azaltmis, yapraklardaki prolin icerigi ve elektrolit kaybini arttirmistir. Ekimden 30 ve
45 giin sonra hasat edilen bitkilerde homoBL, bahsi gecen parametreler iizerinde
olumlu etkiler sergilemistir. Tuz stresi tarafindan olusan toksik etkiler, ekimden 45

giin sonra hasat edilen bitkilerde homoBL uygulamasi ile ortadan kalkmistir.

1.2.2. Tuz stresine karst BR'lerin ve diger bazi kimyasallarin kullamildig: in

vitro ¢alismalar

In vitro hiicre ve doku temelli sistemler, klonal ¢ogaltim, genetik miihendisligi ve
degerli metabolitlerin {iretimi gibi ticari uygulamalar ve deneysel aragtirmalarda
muazzam potansiyele sahiptirler (Neelakandan ve Wang, 2012). Ayrica, bitki hiicre
ve doku kiltiirii metotlari, bitkilerde tuzluluk mekanizmalarinin ve stres toleransinin
ortaya ¢ikarilmasinda oldukca yararli olabilmektedir (Akinct ve Simsek, 2004;
Yokas vd., 2008). Ciinkii uniform ve diizenli olan in vitro sistemler, gerekli olan
degismezligi saglamakta ve kisa siirecte bitkilerde tuz toleransi i¢in basarili
seleksiyona izin vermektedir. Ayrica hiicre kiltiirii teknikleri, tuz toleransinin
fizyolojisi hakkinda temel sorulara cevap vermesi bakimindan da Onem arz
etmektedir (Shibli vd., 2007). In vitro Kkiiltiirler, toprak ve cevresel faktdrlerin
karmasikligint ortadan kaldirarak etkili bir alternatif ortam saglamaktadir. Ayrica,
hiicre ve doku kiiltiirii teknikleri, iki farkli in vitro kiiltiir yaklasimimi (ilk yaklagim,
kiltiire alinmis hiicrelerden mutant hiicre hatlarinin se¢imi ve bu hiicrelerden bitki
rejenerasyonudur. Ikinci yaklagim ise, tuz toleransi i¢in bitki germplazmlarinn in
vitro taramasidir) kullanarak tuza tolerant bitkilerin elde edilmesinde
kullanilmaktadir (Hassan vd., 2008). Biyotik ve abiyotik stres, tarim1 ve verimliligi
olumsuz etkileyen en onemli tehdit olmasindan dolayi, strese tolerant bitkilerin
gelistirilmesi, verimliligi arttirmada kritik bir 6neme sahiptir. Son yillarda, in vitro
seleksiyona dayanan doku kiiltiirii ¢alismalar1 strese tolerant bitkilerin

gelistirilmesinde uygulanabilir ve en etkili araglar olarak kabul edilmektedir (Rai vd.,
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2011). Tuz stresinin etkilerini belirlemeye yonelik olarak farkli bitkilerde,
Lycopersicon esculentum Mill. (Cano vd., 1998; Dorion vd., 1999; Rodriguez-
Rosales vd., 1999; Mercado vd., 2000; Talano vd., 2003; EI-Meleigy vd., 2004;
Hassanein, 2004; Amini ve Ehsanpour, 2005; Amini ve Ehsanpour, 2006; Mohamed
vd., 2007; Shibli vd., 2007; Hassan vd. 2008; Yokas vd., 2008; Aazami vd., 2010;
Abu-Khadejeh vd., 2011; Mohamed ve Ismail, 2011; Mohamed vd., 2011; Smolik
vd., 2011), Medicago sativum L. (Noaman ve Ahmad, 2004), Brassica napus L.
(Chamandoosti, 2007), Vigna radiata L. (Hassan vd. 2008), Citrus spp. (Montoliu
vd., 2009), Triticum durum Desf. (Koyuncu, 2012) ve Triticum aestivum L.
(Benderradji vd., 2012) tiirlerinde farkli in vitro kiiltiir tekniklerinin kullanildig:
calismalar mevcuttur. Buna karsilik, bitkilerde tuz stresine karst BR'lerin kullanildig:
in vitro c¢alismalar mevcut olsa da sinirli sayida kalmistir. Anuradha ve Rao (2001),
tuzlulukla indiiklenen celtikte (Oryza sativa L.) ¢imlenme ve fide gelisiminin
inhibisyonu {izerine 24-epiBL'nin etkisini aragtirmiglardir. Yiizey sterilizasyonundan
sonra tohumlar, 24 saat boyunca distile su (kontrol), 150 mM NaCl, 150 mM
NaCl+0.5 uM epiBL, 150 mM NaCl+1 pM epiBL, 150 mM NaCl+3 uM epiBL
cozeltilerinde bekletilmislerdir. Tohumlar nemli Whatman No:1 filtre kagidi igeren
petri kaplarinda kiiltiire alinmiglardir. 2 giin sonra test ¢ozeltileri eklenmis ve 7 giin
sonra kiiltiirler bosaltilmistir. Sonug olarak, tuz stresinin neden oldugu ¢imlenme ve
fide gelisiminin engelleyici etkisini BR'ler ortadan kaldirmistir. Tuz stresi altinda BR
uygulamasi ile fide gelisimi aktivasyonu, ¢ozilebilir protein ve niikleik asit
diizeylerindeki artis ile ilgili bulunmustur. Nunez vd. (2003), NaCl eklenen kiiltiir
ortaminda biiyliyen celtikte antioksidan enzimler iizerine BR analoglarinin etkisini
calismuslardir. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar MS ortamima ekilmislerdir. Tlk
olarak 6 giinliik steril fideler 75 mM NaCl ve BR analogu olan BB-16 (0, 0.001,
O.Olmg/dm3) iceren MS ortaminda kiiltiire alinmislardir. 16 giin sonra analiz i¢in
siirgiinler elde edilmistir. Ikinci olarak 3 giinliik steril fideler 3 farkli dozda BR
analogu iceren MS ortamina aktarilmiglardir. 4 giin sonra siirgiinler 75 mM NaCl
iceren MS ortamina transfer edilmislerdir. 14 giin sonra bitkiler in vitro kiiltiirlerden
bosaltilmislardir. 0.01 mg/dm3 BB-16 iceren ortamdaki 16 giinliik fidelerde, SOD,
CAT, GR enzim aktivitelerinde 6nemli bir artis ve APX enzim aktivitesinde hafif bir

artis gozlenmistir. 0.001 mg/dm*® dozunda 4 gin BR analoguna maruz kalan
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fidelerde, sadece SOD ve CAT enzim aktivitelerinde artis olmustur. Arastirma
sonucunda dogal BR'lerin yan zincirindeki modifikasyonla olusan BB-16
analogunun, tuz stresine toleransta rol oynayan anahtar antioksidan enzimlerin

aktivitesinde degisikliklere neden oldugu saptanmaistir.

Bajguz (2000), yesil alg Chlorella vulgaris'de, gesitli agir metallerin (bakir, kursun,
kadmiyum, ¢inko) hiicre gelisimi ve bu agir metallerin hiicrelerde birikimi iizerine
24-epiBL'nin etkisini arastirmiglardir. Chlorella, siv1 hiicre kiiltiiriinde tiretilmislerdir
ve alg kiiltiirlerine epiBL (10® M) ve nitrat formundaki agir metaller (10°-10° M)
eklenmistir. Agir metallerin tekli kullanimina gére 10°-10* M dozlarinin epiBL ile
kombinasyonu, hiicre sayisi lizerine daha giiclii stimule edici etki sergilerken, ayni
zamanda hiicrelerin agir metal birikimi engellenmistir. EpiBL'nin alg hiicreleri
tarafindan yapilan agir metal birikimindeki engelleyici etkisi siras1 ile
cinko>kadmiyum>kursun>bakir seklinde olmustur. Bu ¢alismaya paralel olarak ayn1
arastiric1 tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, agir metal stresi (bakir, kursun,
kadmiyum) altindaki Chlorella vulgaris hiicre kiiltiirlerinde BL'nin (10 M) gelisim
ve antioksidan sistem Tlizerine etkisi arastirtlmistir. Agir metal stresi altinda, alg
hiicrelerinde total askorbat ile indirgenmis glutatyon icerigi ve antioksidan enzim
aktivitelerinde (CAT, APX, GR, SOD) konsantrasyona bagl artis gdzlenmistir. Agir
metal stresi altindaki alg kiiltiirlerinde, non-enzimatik ve enzimatik sistemi BL aktive
etmistir. Sonug¢ olarak agir metal stresine yanitta, BL'nin 6nemli rol oynadig

belirlenmistir.

In vitro kiiltiirlerde tuz stresine karst BR'lerin kullanildig1 ¢alismalarin yani sira
bitkilerin tuz toleransini gelistirmek icin farkli maddelerin kullanimi da s6z
konusudur. Akinci ve Simsek (2004), salatalik (Cucumis sativus L.) bitkisinde
embriyo kiltlirii ile potasyum ve kalsiyumun tuz stresi lzerine etkilerini
calisgmiglardir. Yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra tohumlar, testalarindan
uzaklastirilmiglardir. Embriyolar, 1 mg/l 2,4-D+1 mg/l Kin ilaveli ve farkl
konsantrasyonlarda NaCl (0, 100, 150 mM), K* (0, 5, 10, 18, 28 mM) ve Ca?* (0, 5,
10, 15, 20, 25 mM) iceren MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. NaCl, kok (koklenme
yiizdesi, kok sayisi, kok boyu ve kok yas agirligi) ve siirgilin (siirglin boyu, siirgiin
yas agirligi, yaprak yas agirligi, tiim bitki yas agirhigl) gelisimini, kok/stirglin boyu
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indeksi ve kok/bitki yas agirligr indeksini olumsuz etkilemistir. Ancak, NaCl
uygulamasi salatalik embriyo kiiltiirlinde kallus indiiksiyonunu arttirmistir. Tuz
stresine karsi K* ve Ca?* uygulamalari, kallus indiiksiyonunu azaltmistir. Ancak,
Ozellikle tuz stresine karst 10 mM KNO3z; ve 20 mM Ca(NOg), kullanimi, kok ve

stirglin gelisimini olumlu etkilemistir.

Sajid ve Aftab (2012), ekzojen salisilik asit uygulamasi ile patateste (Solanum
tuberosum L.) tuz toleransini gelistirmek amaciyla ekonomik olarak 6nemli olan
Cardinal ve Desiree ¢esitlerine ait 60 giinliik in vitro fidelerin tek nodlu eksplantlar
(1 cm), farkli dozlarda NaCl (0 ve 60 mM) ve salisilik asit (0.125, 0.25, 0.50, 0.75
mM) igeren MS ortaminda kiiltiire alinmustir. Inokiilasyondan 60 giin sonra biiyiime
(slirglin boyu, siirgiin sayisi, kok boyu, kok sayisi, nod sayisi, yas agirlik, kuru
agirlik) ve biyokimyasal (protein igerigi) parametreler degerlendirilmistir. Genel
olarak, in vitro gelisen patates fidelerinde tuz uygulamasi, biyokimyasal
parametrelerin yani sira gelisimi de olumsuz etkilemistir. Oysa, ekzojen uygulanan
salisilik asitin diisitk dozlar1 her iki patates c¢esidinde gelisimi arttirmistir. Bu
sonugclar, diisiik ile orta derecede uygulanan salisilik asitin, gelecekte tuzlu sartlar
altinda patates bitkisinin verimliligini arttirmada yararl olabilecegi hususunda ipucu

vermistir.

El-Enany (1995), tuz stresi altindaki domates in vitro kiiltiirlerinde siirgiin
organogenesizi ve protein sentezi lizerine prolinin etkisini arastirmiglardir. Tohumlar,
Murashige-Skoog (MS) besin ortaminda ¢imlendirilmis ve 10-12 giinlik steril
fidelerin kotiledon ve hipokotil eksplantlar;, 6 mg/dm*® IAA+5 mg/dm® Kin+40
mg/dm® Adenin siilfat iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu besin ortamina
NaCl (0, 25, 50, 100, 150 mM) ve prolin (100 mg/dm?) ilave edilmis ve ii¢ haftalik
kiltiirde yiiksek tuz (100 ve 150 mM) siirgiin rejenerasyonunu inhibe etmis, yas ve
kuru agirligi azaltmistir. NaCl'ye karst prolinin kullanimi tuzun engelleyici etkisini
ortadan kaldirarak siirgiin rejenerasyonunu arttirmigtir.  SDS-PAGE  analizleri
prolinin, ekstra yeni polipeptitlerin birikimini indiikledigini ortaya koymustur. Ayn
sekilde tuz stresine karsi prolinin kullanimi, farkli polipeptit birikimini arttirmistir.
Aragstiricilar ¢alismalarinda tuz stresine hiicresel adaptasyonda ve protein birikiminde

prolinin direk veya indirek olarak dnemli rol oynayabilecegini belirtmislerdir.
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1.2.3. Diger abiyotik stres faktorlerine kars1 BR'lerin kullanildigi in vivo

calismalar

Tuz stresinin yam sira yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, kuraklik, oksidatif stres, agir
metal, hipoksiya (O, yetersizligi) stresi ile gesitli pestisitlere ve farkli kimyasal
maddelere karst BR'lerin kullanildigi calismalar olduk¢a yaygindir. Mazorra vd.
(2002), farkli sicaklik sartlarinda yetistirilen domates bitkilerinin antioksidan enzim
aktiviteleri tlizerine BR'lerin etkisini arastirmiglardir. Domates tohumlar1 petri
kaplarindaki distile su ile sulandirilmis filtre kagitlar1 lizerinde oda sicakliginda
¢imlendirilmiglerdir. Domates fideleri torfizeolit karisimi bulunan saksilara
aktarilmig ve saksilar iklimlendirme dolabina yerlestirilmistir. 20 giinliik fidelerin 1
cm capindaki yaprak diskleri, distile su (kontrol), 10.60 nM epiBL ve 2.12 nM
polihidroksile spirostanik BR analogu (MHS) c¢ozeltilerinde 24 saat bekletilmis,
sonrasinda 2 saat boyunca 40°C ve 25°C'de bekletilen yaprak disklerinde SOD, CAT,
POX aktiviteleri belirlenmistir. Sonug olarak kullanilan BR'ler her iki sicaklikta SOD
aktivitesini arttirmistir. POX aktivitesi, 25°C'de degismezken 40°C'de artmistir. CAT
aktivitesindeki degisimler, BR yapisina, dozuna ve sicakliga biiyiikk 6lciide bagl
kalmistir. Sonuglar, enzimatik antioksidanlarin indiiksiyonu nedeni ile sicaklik stresi
ile ortaya c¢ikan hiicresel hasar1 azaltmada epiBL ve MHS5'in olast roliinii

desteklemistir.

Singh ve Shono (2005), domatesin termotoleransi tizerine 24-epiBL'nin fizyolojik ve
molekiiler diizeyde etkisini arastirmiglardir. 25°C serada yetistirilmis olan 4 haftalik
saglikli fidelere farkli dozlarda (1, 10, 20 uM) hazirlanan epiBL'min c¢ozeltileri,
spreyleme ile uygulanmistir. EpiBL uygulamasindan 1 hafta sonra bitkiler, 45°C'de
2-3 saat tutulduktan sonra tekrar normal kosullara (25°C) alinmislar ve bu kosullarda
1 hafta tutulmuslardir. Arastiricilar uygulamasiz bitkilere gore epiBL uygulamali
domates bitkilerinin, yliksek sicakliga daha tolerant oldugunu tespit etmislerdir.
Ayrica, epiBL uygulamali bitkiler daha iyi fotosentetik etkinlik gostermislerdir. Ayni
zamanda yiiksek sicaklikta epiBL uygulamasi, daha yiiksek in vitro polen
cimlenmesi, artan polen tlibii gelisimi, diisiik polen patlamasina neden olmustur.
Molekiiler caligmanin sonucunda ise, epiBL uygulamali bitkilerde normal kosullarda

(25°C'de) mitokondriyal diisiik sicaklik soku proteinlerinin ayricalikli olarak
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biriktirilmedigi, oysa sicaklik stresinde epiBL uygulamasi ile bu proteinlerin daha

fazla biriktirildigi belirlenmistir.

Ogweno vd. (2010), domates yapraklarinda fotoinhibisyonla indiiklenen fotosentez
azalmasi lizerine absisik asit (ABA), sitokinin ve BR'lerin etkisini aragtirmiglardir.
9021 domates ¢esidi tohumlar1 vermikulite ekilmis ve 3 hafta sonra gilindiiz/gece
sicakligi 25°C/15°C ayarlanarak calisma, 12 saat karanlik-12 saat yiiksek 1s1k
siddetinde devam ettirilmistir. Cimlenmeden 8 hafta sonra orta yapraklar secilmis ve
15 ml'lik 0.1 M CacCl; ile 24-epiBL (0.01, 0.1, 1.0 mg/l), bir sitokinin tipi olan
feniliirea (0.1, 1.0, 10.0 mg/l) ve ABA (1.0, 10.0, 100.0 mg/l) igeren ¢ozeltilerde
28°C'de orta 151k siddetinde 6 giin inkiibe edilmislerdir. Sonug olarak 28°C'de orta
151k siddetinde bile domates yapraklarinda net fotosentetik oran ile PS II'nin kuantum
etkinligindeki keskin diisiis ile ilgili olarak fotoinhibisyon gozlenmistir, ancak bitki
biliylime diizenleyicilerinin kullanimi1 (1 mg/l ABA, 0.1 mg/l feniliirea, 0.01 mg/1
epiBL) ile bu parametreler 6nemli derecede azalmistir. Yapraklarda SOD ve APX
aktivitesi, 1-100 mg/l ABA, 0.1-10 mg/1 feniliirea, 0.01-1.0 mg/l epiBL dozlarinda
artig gostermistir. CAT ve guaicol peroksidaz aktivitesi, artan dozlarda epiBL
kullanim1 ile artmistir, oysa feniliirea ve ABA'nin artan dozlarinda ise azalma
sergilemistir. MDA igerigi, feniliireanin artan dozlarinda, ABA'nin sadece 1.0 mg/l
ve epiBL'nin sadece 0.01 mg/l dozundaki kullanimi ile azalmistir. Sonug olarak
fotoinhibisyonla indiiklenen fotosentezdeki azalis, epiBL, feniliirea ve ABA

tarafindan 6nemli derecede azaltilmistir.

Fuji ve Saka (2001), diisiik sicakliktaki Nipponbare geltik ¢esidinde, yaprak ayasi
hiicrelerinin uzamasi, ¢imlenme ve fide gelisimi lizerine BR'nin destekleyici etkisini
arastirmiglardir. Calismada, ¢eltik fidelerinin yaprak segmentleri kullanilarak diistik
sicaklikta lamina egiklik testi, BR'lerin (kastasteron ve homoBL) tohuma
uygulamasi, petri kaplarinda ¢imlendirme ve dis kosullara ekim ve gen¢ fidelerin
stirgiinlerine spreyleme ¢alismalar1 yapilmistir. HomoBL ve kastasteron, 15°C'de
hiicre uzamasimni arttirmistir. Aym sicaklikta, BR ve IAA kombinasyonu da hiicre
uzamasini sinerjistik olarak arttirmustir. {1k 24 saat kuru tohumlarin BR ¢dzeltisinde
(2x10® M) bekletilmesi erken fide gelisimini arttirmustir. Bu uygulama, diisiik

sicaklikta (15°C) serada saksilara direk ekimden sonra ¢imlenme orani ve fide
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gelisimini de olumlu etkilemistir. Diisiik sicaklikta, 4. gercek yaprak safhasindaki
fidelere spreyleme seklindeki BR uygulamasi, kok ve toprak iistii bitki kisimlarinda
boyu ve yas agirligr arttirmistir. Elde edilen sonuglar, BR'lerin diisiik sicaklik stresi
altindaki geng celtik fidelerinde hiicre uzamasini, tohum ¢imlenmesini ve erken fide

gelisimini indiikledigini gostermistir.

Behnamnia vd. (2009), domateste kuraklikla indiiklenen oksidatif strese karsi
ekzojen epiBL uygulamasinin etkisini ¢alismislardir. Tohumlar, ¢imlenmesi igin
komposta ekilmis ve 2. ger¢ek yaprakli fide doneminde, serada, kum:toprak:torf
igeren saksilara aktarilmiglardir. Fideler her giin Hoagland ¢6zeltisi ile sulanmis ve 3
yaprakli donemde 5 giinliigline kontrollii iklimlendirme dolabina alinmislardir.
Adaptasyondan sonra 0.01 uM ve 1 uM konsantrasyonlarda epiBL ¢o6zeltisi
spreyleme ile yapraklara 3 giin boyunca uygulanmistir. Kuraklik stresi ii¢ diizeyde
(diizenli sulama: kontrol, 3 giin susuz ve 5 giin susuz) uygulanmis ve 4. yapraklar
hasat edilerek biyokimyasal analizler yapilmistir. Sonug olarak, lipit peroksidasyonu
ve H,0; igerigi, BR uygulanmis bitkilerde azalmigtir. Stres enzimlerinin (APX,
POX) bazi bantlarinin yogunlugu, kuraklik stresi altindaki bitkilerle kiyaslandiginda
strese maruz kalan ve epiBL uygulanan bitkilerde farkli oldugu gozlenmistir.
Askorbat, karotenoidler, prolin gibi antioksidatif bilesiklerin icerikleri ve antioksidan
enzimlerin aktivitesi, BR 6n uygulamasini takiben kuraklik stresine maruz kalan
bitkilerde artis gdstermistir. Yapilan bu calisma ile, epiBL 6n uygulamasinin MDA
iceriginde azalma ile birlikte antioksidan enzimlerde artisa neden oldugu ve su stresi

ile ortaya ¢ikan hasar1 BR'lerin azalttig1 vurgulanmistir.

Farooq vd. (2009), kuraklik stresi altindaki Super-B-basmati celtik c¢esidinde
BR'lerin su iligkisi ve gaz degisimi iizerine etkilerini arastirmislardir. Yiizey
sterilizasyonunu takiben tohumlar, 28°C'de 2 giin homoBL ve epiBL (0.01uM)
cozeltilerinde bekletilmislerdir. Tohumlar, toprak iceren saksilara ekilmis ve 3 hafta
sonra (4. yaprak safhasi) fideler kuraklik stresine maruz birakilmiglardir. Yapraklara
foliar uygulama icin ayn1 dozdaki BR ¢ozeltileri, tohum ekiminden 4 hafta sonra (5.
yaprak safhasi) yapraklara sprey seklinde uygulanmis ve bitkilerin sulanmasi
Hoagland ¢ozeltisi ile haftada bir yapilmistir. Kuraklik stresi uygulamasindan 3 hafta

sonra bitkiler hasat edilmistir. Kuraklik stresi, yas ve kuru agirhigr azaltmistir.
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Ekzojen uygulanan BR'ler, net CO, asimilasyonunu, su kullanim etkinligini, yaprak
SU durumunu, membran ozelliklerini, serbest prolin, antosiyaninler ile ¢dziilebilir
fenoliklerin tiretimini arttirmis, H,O, ve MDA igerigini azaltmistir. Sonug olarak, BR
uygulamalar1 yapraktaki su ekonomisini ve CO; asimilasyonunu gelistirmis ve
kurakliga toleransi arttirmistir. Caligmada, yapraga uygulama tohuma gore daha iyi
etki gdstermis ve kullanilan iki BR'den epiBL kurakliga karsi gelistirilen toleransta

daha etkili bulunmustur.

Cd toksisitesi ile yapilan bir baska calismada Hasan vd (2008), nohut (Cicer
arietinum L.) Uday cesidinde, antioksidanlarin stimiilasyonu yoluyla homoBL'nin
etkisini c¢aligmislardir. Tohumlar ylizey sterilizasyonunu takiben toprak iceren
saksilara ekilmislerdir. 15 giinliik fidelere farkli dozlarda (0, 50, 100, 150 uM) CdCl;
ve fideler 30 giinliik iken spreyleme ile homoBL uygulanmigtir. Ekimden 90 giin
sonra biiyiime ile ilgili ve biyokimyasal analizler yapilmistir. Sonugta artan Cd
konsantrasyonlarina bagli olarak bitki yas ve kuru agirligi, nodiil sayisi, nodiil yas ve
kuru agirligi, nodiillerin leghemoglobin, nitrojen ve karbonhidrat igerigi, yaprak
klorofil igerigi, nitrat rediiktaz ve karbonik anhidraz aktiviteleri azalirken, prolin
icerigi ile CAT, POX, SOD aktiviteleri artmistir. Calismada Cd tarafindan ortaya
¢ikan olumsuz etkilerin homoBL etkisi ile azaltildig1 sonucuna varilmistir. Hayat vd.
(2010), domates K-25 ile Sarvodya gesitlerinde Cd stresinine karst BR'lerin
koruyucu etkisini arastirmiglardir. Tohumlar ylizey sterilizasyonundan sonra 100 uM
CdCl; ¢ozeltisinde 8 saat bekletilmisler ve bu uygulamali tohumlar, toprak igeren
saksilara ekilmislerdir. Ekimden 59 giin sonra bitkiler, 10® M homoBL ve epiBL
cozeltileri ile spreylenmistir. Uygulamali bitki 6rneklerinde, ekimden 60 ve 90 giin
sonra cesitli biyokimyasal analizler yapilmistir. Her iki domates ¢esidi, Cd stresine
farkli yanitlar vermistir. K-25 ¢esidi ile kiyaslandiginda Sarvodya c¢esidinde gelisim,
fotosentetik etkinlik, nitrat rediiktaz ve karbonik anhidraz enzimlerinin aktivitelerini
Cd kasitlamistir. Antioksidan enzimlerin aktiviteleri, K-25 ¢esidinde daha yiiksek
olmustur. Cd stresi altinda BR uygulamasi, yiiksek olan prolin igerigi ve antioksidan
enzimlerin aktivitelerini daha fazla arttirmigtir. Sonug olarak, BR'lerin spreyleme ile
uygulanmasi, ¢esitler tarafindan daha iyi bir fotosentetik ve antioksidan performans

gostererek Cd stresinin kotii etkilerini nétralize etmede daha 1yi sonuglar vermistir.
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Ali vd. (2008), Vigna radiata L. Wilczek (mas fasulyesi) T-44 ¢esidinde aliiminyum
stresine kars1 BR'lerin etkisini antioksidan sistem parametrelerinde incelemislerdir.
Sterilizasyonu yapilan tohumlar, kum iceren saksilara ekilmis ve distile su ile
sulanmiglardir. Cimlenmeden sonraki sulamalar, besin ¢ozeltisi ile giinliilk olarak
yapilmistir. 1 haftalik fideler, besin ¢dzeltisine eklenen farkli dozlardaki (0, 1, 10
mM) AICI; uygulamasina tabi tutulmuslardir. 14 giinliik fidelerin yapraklari, 10 M
epiBL ve 10® M homoBL ¢ézeltileri ile spreylenmistir. Tohum ekiminden 21 giin
sonra uygulamal1 bitkilerde yapilan gozlem ve analizlere gore, aliiminyum stresi,
bitki gelisimi, karbonik anhidraz aktivitesi, nispi su igerigi, su kullanim etkinligi,
klorofil igerigi ve fotosentez oraninda keskin diisiise neden olmustur. Yapraklarda
antioksidan enzimlerin (CAT, POX, SOD) aktiviteleri ve kok ile yapraklarda prolin
icerigi aliiminyum stresi ile artis gdstermistir. Aliiminyum stresine karst BR'lerin
kullanim1 bu parametreleri iyilestirmistir. Sonu¢ olarak, BR uygulamalar1 ile
antioksidan sistemle ilgili olarak prolin igeriginin iyilesmesi mas fasulyesinde

alliminyum stresine toleransi saglamistir.

Kang vd. (2007), hipoksiya (O, yetersizligi) stresi altindaki salatalik (Cucumis
sativus L.) koklerinde, ROT, antioksidanlar ve antioksidan enzim aktivitelerindeki
degisimler tizerine 24-epiBL'nin etkilerini arastirmiglardir. Hipoksiya stresine
dayanikli ve duyarli cesitlerinin tohumlari, ylizey sterilizasyonundan sonra filtre
kagidi bulunan steril petri kaplarina yerlestirilmis ve ¢imlenmeye kadar karanlikta
tutulmuglardir. Cimlenen tohumlar, kuartz kumuna aktarilmiglardir ve yar1 giiglii
Hoagland ¢ozeltisi ile sulanmiglardir. 2 gergek yaprak tasiyan fideler se¢ilmis,
kokleri yikandiktan sonra hidroponik kosullara transfer edilmislerdir. 3 gergek
yaprakli donemde bitkiler baslica {i¢ uygulamaya tabi tutulmuslardir (i. Kontrol:
gliclii havalandirma ile ¢oziinmiis oksijen igeren yar1 giicli Hoagland ¢ozeltisi ii.
kontrol+10™ mg/l epiBL iii. Hipoksiya stresi: az ¢oziinmiis oksijen iceren yar giiclii
Hoagland ¢ozeltisi iv. Hipoksiya stresi+10 mg/I epiBL). Uygulamadan 0, 2, 4, 6, 8
giin sonra analiz i¢in bitkilerin kokleri 6rnek olarak alinmistir. Hipoksiya stresi
altindaki koklerde, ROT diizeyleri ve lipit peroksidasyonu énemli derecede artmistir,
ancak epiBL uygulamasi, bu parametrelerdeki artist inhibe etmistir. EpiBL
uygulamasi, hipoksiya stresi altinda bitki gelisimi, SOD, APX, GR aktivitesi ve

askorbik asit igeriginde Oonemli artisa neden olmustur. Bu g¢alismadan, hipoksiya
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stresi ile bitki koklerindeki oksidatif hasarin epiBL tarafindan biiylik 6l¢iide

azaltildig ve bitki toleransini gelistirdigi belirlenmistir.

Petisitle indiiklenen fotesentetik depresyonuna karsi 24-epiBL'nin etkisi salatalikta
arastirilmistir. Tohumlar, toprak:perlit karisimina ekilmis ve 4 yaprakli bitkilere 0.1
mg/l epiBL uygulamasi spreyleme yontemi ile yapilmis, farkli dozlardaki 9 ¢esit
pestisit uygulanmistir. Pestisitler, net fotosentetik oranda azalma ve pekgok fitotoksik
semptomlar olusturmustur. Ayrica pestisitler, stoma iletkenligi, interseliilar CO;
konsantrasyonu ve PS II'nin maksimum kuantum etkinliginde azalmaya neden
olmustur. Pestisitlere kars1 epiBL kullanimi, net fotosentetik oranindaki inhibisyonu
azaltmig ve PS II'nin etkinligini arttirmistir. EpiBL'min antioksidan enzim aktivitesi
ve CO, asimilasyon kapasitesini arttirarak salatalik fidelerinin pestisitlere karsi

dayanikliligini arttirdigi sonucuna ulasilmistir (Xia vd., 2006).

Ahammed vd. (2013), domates Hezuo 903 c¢esidinde fenantren (bitkilerin yasadigi
cevrede bol bulunabilen, bitkiler {lizerinde olumsuz etkileri olan, karsinojen,
kompleks bir hidrokarbon) stresinin iyilestirilmesinde 24-epiBL'nin etkisini
arastirmiglardir. Tohumlar, torf+vermikulit karisiminda ¢imlendirilmis ve ekimden 3
hafta sonra fideler daha biiyiik kaplara aktarilarak Hoagland ¢ozeltisi ile
sulanmiglardir. Transferden 2 hafta sonra siirgiinler, spreyleme yontemi ile 0.1 uM
epiBL ¢ozeltisi uygulanmis ve ertesi giin besin ¢ozeltisine 0 ve 300 uM fenantren
eklenmistir. Sonug olarak, fenantren stresi, siirgiin ve kok boyunu, siirgiin ve kok yas
agirhigini, klorofil a, klorofil b ve karotenoid igerigini azaltmistir. Ayrica fenantren,
MDA igerigi ve sekonder metabolizma ile ilgili enzimlerin (glutatyon-S-transferaz:
GST), glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH), sikimeyt dehidrojenaz (SKDH),
fenilalanin amino-liyaz (PAL), kinnamil alkol dehidrojenaz (CAD)) aktivitelerini
arttirmigtir. GST1, PPO, SKDH, PAL, CAD genlerinin ekspresyon diizeyleri,
fenantren tarafindan indiiklenmistir. Fenantren stresine karst epiBL kullanimi,
biiylime, gelisim, biyokiitle ve enzim aktivitesini arttirmistir. Ayni sekilde GST1,
PPO, SKDH, PAL ve CAD genlerinin transkripsiyon diizeylerinde daha fazla artig
gostermistir. MDA igerigi ise, epiBL kullanimi ile onemli derecede azalmistir.
Fenoller, flavonoidler ve antioksidan aktivitesi fenantren tarafindan arttirilirken,

strese karsit bu parametreler epiBL ile daha da artig gostermistir. Arastirma
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sonuglarina gore epiBL, domateste sekonder metabolizmay1 diizenleyerek fenantren

toleransini arttirmada onemli rol oynamaktadir.

1.2.4. Diger abiyotik stres faktorlerine karsi BR'lerin kullanildigi in vitro

calismalar

Domateste tuz stresi diginda, in vitro kiiltiir yontemleri ile su eksikligi (Abu-Shama
vd., 2005), kuraklik stresi (Roy vd., 2009), ozmotik stresin (Aazami vd., 2010)
etkileri tlizerine calismalar yapilmistir. Farkli bitkilerde sicaklik, soguk, kuraklik,
metal stresi gibi diger abiyotik stres faktorlerine karst BR'lerin kullanildigi in vitro
calismalar da mevcuttur. Dhaubhadel vd. (1999), Brassica napus (kanola) ve
domates fidelerinin termotoleransi lizerine epiBL'nin etkisini arastirmiglardir. Yiizey
sterilizasyonunu takiben kanola tohumlari, Whatman No:3 filtre kagitlarinda hava ile
kurutulduktan sonra 1puM epiBL igeren MS ortaminda kiiltiire alinmislardir. 14
giinliik fideler 45°C yiiksek sicaklik sokuna maruz birakilmis ve sonrasinda 20°C'lik
sicaklikta 7 glin tutulmuslardir. Domates tohumlar1 da ylizey sterilizasyonundan
sonra filtre kagidi ile suyu giderilmis ve 1uM epiBL igeren MS ortaminda kiiltiire
alimmiglardir. 14 giinlik fideler 45°C yiiksek sicaklia maruz birakilmis ve
sonrasinda 23°C'lik kiiltiir sicaklifina alinarak 7 giin daha kiiltiirde tutulmuslardir.
Sonug olarak, kanola ve domateste epiBL uygulamasi ile letal sicakliga karsi
toleransin arttig1 ifade edilmistir. Kanola fidelerinde, sicaklik soku proteinleri,
kontrol sicakliginda epiBL uygulamasi ile ayricalikli olarak biriktirilmemistir.
Ancak, sicak stresinden sonra bu proteinlerin epiBL uygulamas: ile daha yiiksek
oranda biriktirildigi belirlenmistir. Calismanin sonuglari, sicaklik soku proteinleri

ekspresyonunun epiBL ile indiiklendigi hususunda ilk direk kanit olmustur.

Nassar (2004), in vitro kiiltire alinmis Grande muz c¢esidinin apikal
meristemlerinden siirglin rejenerasyonun indiiksiyonu ve rejenere siirgilinlerin
uzamasi tizerine [AA veya izopentil adenin (2-ip) ile homoBL'nin etkisini
arastirmiglardir. Kisa kiimeler halinde bulunan apikal meristemler, hormonsuz veya
0.2 uM homoBL, 1 uM TAA ve 10 uM 2-ip'i yalniz veya kombine igeren MS
ortaminda kiiltire alinmistir. Ayrica apikal meristemler, 0.2 pM homoBL

cozeltisinde 24 saat tutulduktan sonra IAA veya 2-ip iceren MS ortaminda da kiiltiire
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alinmiglardir. 4 hafta sonra siirgiin gelisimleri kaydedilmis ve siirgiinler 15 dakika
veya 30 dakika siire ile 40°C veya 50°C sicaklifa maruz birakilmistir. HomoBL,
kontrole gore siirgiin proliferasyonu iizerinde stimule edici etki gostermistir. [AA tek
basina kullanildiginda, homoBL'ye gore silirglin uzamasi lizerinde daha az stimule
edici etkiye sahip olmustur. 2-ip ise, apikal meristemlerden, rejenere siirglin sayisi
tizerine en yliksek stimule edici etki sergilemistir. Bununla birlikte, siirgiin
uzamasindaki 2-ip aktivitesi, homoBL ve [AA'ya gore daha az olmustur. HomoBL
uygulamasini takiben IAA igeren ortamda gelisen siirglinlerin uzamasinda sinerjistik
etki gozlenmistir. HomoBL 6n uygulamasindan sonra 2-ip ilaveli ortamda apikal
meristemlerin kiiltiiriinden siirgiin indiiksiyonu ve siirgiin uzamasini 6nemli derecede
arttirmistir. Sonug olarak, homoBL'nin sicak hasar1 ylizdesini biilyilik oranda azalttig1
ve Onemli antistres etkiye sahip oldugu ifade edilmistir. Muzla yapilan diger bir
calismada, sicak stresine maruz kalan FHIA-18 g¢esidine ait bitkiciklerde BR
analogunun etkisi aragtirllmistir. Bitkicikler, BAP ilaveli likit MS ortami kullanilarak
gecici immersiyon biyoreaktorlerde mikrogogaltimla iiretilmistir. In vitro kiiltiiriin
sonunda bitkiler, ex vitro sartlarina transfer edilmistir. 4 hafta sonra bitkiler, 0.1 mg/1
BR analogu ¢ozeltisi ile spreylenmistir. 2 saat sonra her bir grup lige ayrilarak 7°C,
27°C ve 34°C'de 72 saat brrakilmis ve 10 giin sonra ilgili gézlem ve analizler
yapilmustir. Sonugta, 72 saat sonra 7°C'de ve 10 giin sonra 7°C ve 34°C'de tutulan
bitkilerin canlilik yiizdesini BR analogunun kullanimi arttirmistir. Tiim sicakliklarda
BR analogunun uygulamasi prolin igerigini diisiiriirken, yaprak sayist ve yas
agirhigim arttirmistir. 7°C ve 34°C'de BR analogunun kullanimi kok sayisi ve bitki
boyunu arttirmistir. Net fotosentetik oran, 24 saat sonra 34°C'de ve 7 giin sonra 27°C

ile 34°C'de BR analogunun etkisi ile artig géstermistir (Gonzales-Olmedo vd., 2005).

Janeczko vd. (2009), soguk stresi altinda (5°C ve 20°C) kiiltiire alinan kolza
kallusunda seker icerigi ve doymus asit kompozisyonu iizerine 24-epiBL'nin etkisini
calismiglardir. Tohumlar yiizey sterilizasyonundan sonra MS ortaminda kiiltiire
alimmustir. 2 haftalik steril fidelerin 1 cm'lik hipokotil eksplantlar1 2 mg/dm3 BAP+1
mg/dm® 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) iceren MS ortaminda kallus
indiiksiyonu i¢in kiiltiire alinmislardir. 2 hafta sonra kalluslar 10 nM BR ilaveli ayn1

igerikli MS ortaminda kiiltiire alinmustir. Kiiltiirler iki gruba ayrilarak yaris1 5°C'de
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diger yaris1 20°C'de 2 hafta tutulmuslardir. Calisma sonucunda, BR etkisinin biiytlik
Olciide sicakliga bagli oldugu belirlenmistir. BR ilavesi, sadece 20°C'de tutulan
kalluslarda seker (stikroz, glikoz ve fruktoz) igerigini arttirmistir. 5°C'de BR'nin hafif
farkli etkisi gozlenmis, seker icerigi sogukta artmasma karsin BR uygulamasi ile
azalmistir. 20°C'de BR uygulamasi fosfolipitlerin doymus asit kompozisyonu {izerine
benzer etki sergilemistir. 5°C'de ise BR, fosfolipitlerin doymus asit kompozisyonunu

etkilememistir.

Liu vd. (2009), Brassicaceae familyasina ait Chorispora bungeana tiiriiniin hiicre
siispansiyonunda, diisiik sicaklikla indiiklenen oksidatif hasara kars1 BR'lerin etkisini
calismuglardir. Steril yaprak eksplantlari, kallus olusumu i¢in 4.0 mg/l GA3+0.2 mg/I
Naftelen asetik asit (NAA)+0.2 mg/l 2,4-D ilaveli MS ortaminda kiiltiire alinmig ve 2
haftada bir ayn1 ortamda alt kiiltiir yapilmistir. Alt kiilttirlerden, 0.2 mg/l 2,4-D+0.2
mg/l NAA+0.2 mg/l BAP+0.2 mg/l Kin ilaveli sivi MS ortaminda siispansiyon
olusturulmustur. Besin ortami1 haftada bir yenilenerek siispansiyonlar devam
ettirilmistir. 7 giinliik stok kiiltiir, 0.05 mg/I epiBL iceren MS ortamina aktarilmistir.
4°C ve 0°C'de, 5 giin bekletilen hiicreler filtreden gecirilerek ROT iiretimi, lipit
peroksidasyonu, antioksidan enzim aktivitesi ve antioksidan icerigi analizleri
yapilmistir. EpiBL uygulanmis hiicreler, kontrolle kiyaslandiginda diisiik sicakliga
maruz kaldiktan sonra daha yiiksek canlilik gostermislerdir. Soguk stresi altinda,
kiiltiire aliman hiicrelerde ROT diizeyleri ve lipit peroksidasyonu artis gostermis,
epiBL uygulamasi ile bu durum engellenmistir. APX, CAT, POX, SOD gibi
antioksidan enzimlerin aktiviteleri, soguk uygulamasi siiresince artmustir, epiBL
uygulamas: ile bu artis daha 6nemli olmustur. EpiBL uygulamasi soguk stresi
sartlarinda askorbik asit ve indirgenmis glutatyon igerigini arttirmistir. Elde edilen bu
sonuclarla, soguk stresine maruz kalmis hiicre kiiltiirlerinde tolerans1 gelistirmede
antioksidan savunma sistemini indiikleyerek asir1 ROT {iretiminden ortaya ¢ikan

oksidatif stresin azaltilmasinda epiBL'nin pozitif rol oynayabilecegi dogrulanmistir.

Kagale vd. (2007), Arabidopsis thaliana ve Brassica napus'da yiiksek sicaklik, soguk
ve Kkuraklik stresi toleransi iizerine BR'lerin etkilerini arastirmiglardir. A. thaliana
Columbia yabani ¢esidi det2-1 ve dwf4 mutantlari ile B. napus Westar ¢esidine ait

tohumlar, yiizey sterilizasyonundan sonra Whatman No:3 filtre kagitlar1 iizerine
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yerlestirilmis ve hava ile kurutulmuslardir. A. thaliana tohumlari, 1 pM epiBL igeren
MS ortaminda kiiltiire alinmis ve 3 giin 4°C'de karanlikta tutulmuslardir. B. napus
tohumlar1 da Dhaubhadel vd. (1999)'e gore kiiltiire alinmustir. 21 giinliik A. thaliana
ve 14 giinlik B. napus fidelerine kuraklik, soguk ve sicak soku uygulamasi
yapilmistir. Caligma sonucunda, epiBL uygulamasi, her iki bitki tlirlinde de soguk ve
kuraklik stresine karsi fide toleransini arttirmis ve tuz stresi ile indiiklenen tohum
¢imlenmesi inhibisyonunu kaldirmaya yardimci olmustur. Farkli stres faktorlerine
maruz kalan bitkilerde epiBL'nin tolerans saglama yetenegi, kuraklik ve soguk stres
markdr genlerinin ekspresyon analizleri ile desteklenmistir. Bu genlerdeki
transkripsiyonel degisimler, epiBL uygulamasi yapilmis A. thaliana'da o6zellikle
gelisimin erken donemlerinde daha acik goriilmiistiir. Mutantlarda yapilan analizler

sonucunda, sicak stresine yanitta epiBL'nin temel rolii oldugu belirlenmistir.

Vardhini vd. (2011), kuraklik stresi altindaki Sorghum vulgare Pers. tiiriine ait CSH-
15R, CSH-14, I1CSV-745 (kurakliga duyarli) ve M-35-1 (kurakliga tolerant)
cesitlerinde enzimler {izerine BR'lerin (homoBL ve epiBL) etkisini ¢aligmislardir.
Tohumlar yiizey sterilizasyonundan sonra Whatman No:1 filtre kagitlar1 bulunan
steril petri kaplarinda c¢imlendirilmis ve fideler biiyiitiilmiistiir. Petriler, distile su
(kontrol), %20 polietilen glikol (PEG), %20 PEG+2 uM BR ve %20 PEG+3 uM BR
cozeltileri ile 2. ve 4. giinlerde sulanmistir ve 6 giinliik kiiltiir sonunda, BR
uygulamasiin, SOD ve GR aktivitelerini arttirdigt; IAA oksidaz, polifenol oksidaz,
proteaz ve niikleaz aktivitelerini azalttig1 belirlenmistir. Sonug olarak, Sorghum'un
kurakliga tolerant cesitlerinin yani sira duyarli gesitlerinde de BR'lerin kuraklik

stresinin etkilerini azalttig1 ortaya konmustur.

Janeczko vd. (2005), kadmiyum stresi altinda kolza bitkisinde 24-epiBL'nin etkisini
fotosistem parametrelerini degerlendirerek arastirmiglardir. Sterilizasyonu yapilan
tohumlar, MS ortaminda kiiltiire alinmislardir. 3 giinliik fideler, MS (kontrol),
MS+100 nM epiBL, MS+300 uM CdSO4 ve MS+100 nM epiBL+300 uM CdSO,
ortamlarina aktarilmistir ve kiiltiir 2 hafta devam ettirilmistir. Cd, kotiledonlarda
yiiksek oranda biriktirilirken, epiBL uygulamasi ile birikim azalmistir. Cd stresi,
spesifik enerji akigini, aktif reaksiyon merkezi sayisini, fotosentetik elektronlarin

tasinimini, O, acgi8a ¢ikaran merkezin aktivitesini diistliriirken, enerji kaybini
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arttirmistir. Cd stresine karst epiBL, fotokimyasal reaksiyon aktivitelerini ¢ok az
arttirmasina karsin fideleri giiglii sekilde etkilemistir. Cd+epiBL uygulamasi, spesifik
enerji akimlar1 ve fotosentetik elektronlarin taginimini arttirmis, ayni zamanda
stresle indiiklenen enerji kayb1 azalmistir ve O, aci8a ¢ikaran merkezin aktivitesini
arttirmistir. Sonug olarak epiBL'nin, etkin elektron tasima sisteminin devamlilig
yaninda fotokimyasal siirecin saglikli devam ettirilmesinde Cd'un toksik etkilerini

azaltmada etkin rol oynadig1 belirlenmistir.

Anuradha ve Rao (2007), kadmiyum toksisitesi altinda, turp (Raphanus sativus L.)
bitkisinde tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi iizerine epiBL ve homoBL'nin etkisini
calismiglardir. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, distile su (kontrol), 1 mM
CdCl,, 1 mM CdCly+1 uM epiBL, 1 mM CdCl,+2 uM epiBL, 1 mM CdCl,+3 uM
epiBL cozeltilerinde 24 saat bekletilmislerdir ve tohumlar filtre kagidi iceren petri
kaplarinda karanlikta c¢imlendirmeye birakilmistir. 2 giin sonra fidelere Cd ve
epiBL'li ¢ozeltilerden verilmistir ve 5. giinde gelisimsel parametreler i¢in, 6. giinde
prolin analizinde kullanilacak bitkiler ayrilmistir. BR uygulamasi, agir metalin toksik
etkisini azaltmis ve tohum ¢imlenmesi ile fide gelisimini arttirmistir. Stresin etkisini
azaltmada homoBL, epiBL'ye gore daha etkili bulunmustur ve o6zellikle 3 uM
homoBL dozu tohum g¢imlenmesi ile fide gelisimi ilizerine en iyilestirici doz
olmustur. Metal toksisitesi altinda BR'ler tarafindan fide gelisimin iyilesmesi serbest
prolin igeriginin artis1 ile ilgili olmustur. Cd stresine karsi BR uygulamasi, CAT,
SOD, APX, GPX gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirmistir. Lipit
peroksidasyonu, Cd stresi ile artarken, BR uygulamasi ile diismiistiir. Bu ¢alismadan
elde edilen sonuclar, Cd toksisitesinin engelleyici etkilerini BR'lerin hafiflettigini

ortaya koymustur.

Sharma vd. (2011), krom (Cr) toksisitesi altindaki turpta (Raphanus sativus L.)
antioksidan savunma sistemi lizerine 28-homoBL'nin etkisini aragtirmiglardir. Yiizey
sterilizasyonundan sonra tohumlar, farkli dozlarda 28-homoBL ¢6zeltisinde (0, 10,
10°, 107 M) 8 saat birakilmistir. On uygulamali tohumlar, petri kaplarma ekilmisler
ve farkli konsantrasyonlarda K,CrO,4 ¢ozeltileri (0, 0.5, 1.0, 1.5 mM) ile sulanmistir.
7 giin sonra bitkilerde c¢esitli biyokimyasal analizler yapilmistir. Sonug¢ olarak,

yapilan bu analizlerin 1s1ginda, homoBL'nin Cr stresinin etkilerini azalttig
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bulunmustur. Gelisimin, klorofil, protein, prolin igeriginin azalmasi, MDA igeriginin
artmasi, metal aliminin artmasi gibi toksik Cr etkileri, homoBL uygulamasi ile
azaltilmistir. Ayrica, guaikol peroksidaz hari¢ tiim antioksidan enzimlerin
aktiviteleri, Cr stresine maruz kalan bitkilerde homoBL uygulamasi ile artis
sergilemistir. Cr stresinin etkilerini azaltmada en etkili homoBL dozunun 107 M
oldugu tespit edilmistir. Bu c¢alisma ile homoBL'nin, antioksidan enzimlerin
regiilasyonu lizerindeki koruyucu rolii ve bitkilerde stresin etkilerini azaltmada olasi

baglantis1 oldugu vurgulanmustir.

Ulasilan literatiirler, domateste ve diger bitkilerde tuz stresi ve diger abiyotik stres
faktorlerinin etkilerini belirlemeye yonelik in vivo ve in vitro ¢ok sayida aragtirma
yapildigini gostermektedir. Son yillarda BR'lerin anti stres 6zelligi 6n plana ¢ikmis
ve epiBL'nin bitkilerde stres toleransini belirlemeye yonelik pek cok bitkide farkli
stres sartlar1 altindaki etkisi {lizerinde durulmaktadir. Ancak, domates in vitro
kiiltiirlerinde tuz stresine karsi BR'lerin etkileri iizerinde herhangi bir calismaya
rastlanmamustir. Dolayisi ile bu tez ¢alismasinda epiBL, tohuma, kallusa ve eksplanta
uygulanmis, kallus ve siirgiin ucu kiiltiirlerinde tuz stresine karsi epiBL'nin etkisi
arastirilmistir. Domateste farkli ¢esitlerde hem in vitro siirgiin rejenerasyonu iizerine
hem de tuzlu sartlarda rejenerasyon iizerine birgok calisma yapilmis olmasina
ragmen tuz stresine karsi epiBL'nin etkisi lizerinde ¢aligmaya rastlanmamaistir. Bu tez
caligmas1 ile tuz stresi sartlarinda, in vitro kiiltiirler ile epiBL'nin etkisinin

belirlenmesi amaglanmustir.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Bitki Materyali

Tez c¢alismasinda Solanaceae familyasina ait domates (Lycopersicon esculentum
Mill.) M-28 F; (hibrit) ¢esidi kullanilmistir (Sekil 2.1.). Ceside ait tohumlar, Agrotek
Tohumculuk Tarim Sanayi ve Ticaret Limited Sirketinden temin edilmistir. Verimli,
meyve kalitesi yliksek, raf omrii uzun ve lezzetli bir ¢esittir. Sonbahar ve ilkbahar
yetistiriciligine uygun olup; ekimleri, sonbahar mevsiminde Agustos-Eyliil ayi,
ilkbahar mevsiminde ise Subat-Mart aylarinda yapilmaktadir. Fusarium, Verticillum,

domates mozaik viriisii gibi hastalik etmenlerine yiiksek direng gostermektedirler.

M-28 hibrit ¢esidinin tuza toleranst ile ilgili herhangi bilgi bulunmamaktadir. Ancak
domates, tuzluluga orta derecede tolerant (1.3 dS/m<doymus toprak ekstraktinin
elektriksel iletkenligi (EC)<6 dS/m) bir bitkidir ve toprak tuzluluguna maruz kalan
alanlarda da kiiltlirti yapilmaktadir (Yokas vd., 2008).

Sekil 2.1. Domates M-28 F; cesidi (www. agrotektohum.com)

Tez calismamizda, M-28 F; hibrit ¢esidine ait tohumlar (Sekil 2.2.a) ve 10 giinliik
steril fidelerin (Sekil 2.2.b) kotiledon (Sekil 2.2.c), hipokotil eksplantlar1 (Sekil

2.2.d) ve siirgiin uglan kiiltiire alinmastir.
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Sekil 2.2. Domates M-28 F1 ¢esidine ait a. tohumlar b. 10 giinliik steril fideler
c. Steril fidelerin Kkiiltiire alinan kotiledon eksplantlari
d. Steril fidelerin kiiltiire alinan hipokotil eksplantlar: (6l¢ii ¢izgisi, 1cm)

2.2. 24-EpiBL'nin Uygulanmasi

Uygulamalar i¢in Brassinosteroidlerin en biyoaktif formlarindan olan 24-
Epibrassinolid (24-EpiBL, Sigma 1641) secilmistir. EpiBL (10 mg), birka¢ damla
etanolde ¢oziildiikkten sonra {izeri distile su ile 10 ml'ye tamamlanarak
konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden,
uygulamada kullanilacak 1-2 uM arasindaki dozlarda epiBL ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Tohuma uzun siireli (24 saat) uygulamalarinda epiBL ¢ozeltisi, distile
su ile hazirlanmis, tohuma kisa siireli (10 saniye) epiBL uygulamalarinda ve diger
tim in vitro ¢alismalarda %70'lik aseton ile hazirlanmistir. Tohum, eksplant veya
kallus kitleleri, epiBL ¢ozeltisine batirilip ¢ikarilarak uygulama ekzojen olarak
yapilmis ve uygulama sonrasi in vitro kiiltiire alma islemi yapilmistir (Yilmaz vd.,
2009).
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2.3. Tuz Stresinin Uygulanmasi

Stres faktorii olarak NaCl (Merck) tuzu seg¢ilmis ve farkli in vitro kiiltiirlerde dozu
degismek lizere 0 mM ve 150 mM konsantrasyonlar1 arasinda NaCl besin ortamina

ilave edilmistir.

2.4. Temel Besin Ortami

In vitro kiiltiirde temel besin ortami olarak Murashige-Skoog (1962) (MS) ortami
kullanilmistir.  MS ortami igeriginde su, makroelementler, mikroelementler,
vitaminler, amino asitler, karbon kaynag1 olarak seker ve katilastirici olarak agar
bulunmaktadir (Cizelge 2.1.). In vitro tohum kiiltiirlerinde ve steril fide elde
edilmesinde yar1 giicli MS (%2 MS) ortam1 kullanilmis ve ortam 20 g/l siikroz ve 7
g/l agar ilavesi ile pH’1 5.8’e ayarlanarak hazirlanmistir. Kallus kiiltiirlerinde ve diger
in vitro kiiltiirlerde kullanilan MS ortami, 30 g/l siikkroz ve 7 g/l agar ilavesi ile pH’1
5.8’¢ ayarlarlanarak hazirlanmistir. Tiim ortamlarin sterilizasyonu otoklavda (buharli

basing 1.5 atmosfer) yapilmistir.

Cizelge 2.1. MS ortaminin komponentleri ve konsantrasyonlari (mg/l), (Babaoglu vd., 2001)

Komponent tipi Komponentler MS ortamundaki konsantrasyonu (mg/l)
NH,NO; 1650
KNO, 1900
Na,EDTA.2H,0 37.3
FeS0,.7H,0 27.8
CaCl,.2H,0 440
Makroelementler KH,PO, 170
ve H;BO; 6.2
Mikroelementler Na,Mo,.2H,0 0.25
CoCl,.6H,0 0.025
Kl 0.83
MnSQ,.4H,0 22.3
MgS0,.7H,0 370
CuS0,.5H,0 0.025
ZnS0,.7H,0 8.6
Myo-inositol 100
Vitaminler Pridoksin-HC 0.5
Nikotinik Asit 0.5
Thiamin-HCI 0.1
Amino Asit Glisin 2
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2.5. In Vitro Kiiltiir Calismalar

2.5.1. Tuz stresine karsi 24-epiBL'nin kullanildigi in vitro tohum Kiiltiirii

calismalar

2.5.1.1. Uzun siireli (24 saat) epiBL uygulamal: tohumlarin kurutma (filtre) kagidi

tizerinde petri kabinda ¢imlendirilmesi

Tohum Sterilizasyonu: Tohumlar, %2.25’lik sodyum hipoklorit (NaOCI)
solisyonunda 5 dakika bekletildikten sonra 3 kez steril distile su ile yikanarak
sterilize edilmistir (Yokas vd., 2008).

Tuz Konsantrasyonlari: 0-50-100-150 mM NaCl
EpiBL Konsantrasyonu: 1 uM’lik epiBL (Steril distile su ile hazirlanmustir.)

EpiBL’nin Uygulanma Sekli: Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar 24 saat

epiBL ¢ozeltisinde bekletilmistir.
Kiiltiir Sartlari: Petri kaplar1 25°C sicakliktaki inkiibatdrde karanlikta tutulmuslardir.

Cimlendirme testi, petri kaplar1 i¢inde steril filtre kagitlar1 lizerinde yapilmistir.
Kiiltiire alinacak tohumlarin yaris1 epiBL ¢ozeltisinde diger yarist steril distile suda
24 saat brrakilmistir. Tohumlar, 4 kath filtre kagidi igeren steril petri kaplarinda
kiiltire alimmistir. Filtre kagitlarinin farkli konsantrasyonlardaki tuz g¢ozeltileri ile
tamamen 1slatilmas: saglandiktan sonra petriler 25°C sabit sicaklia ayarlanmig
inkiibatore alinmiglardir. Her bir faktor, 2 tekerriirlii yapilmistir ve her bir tekerriirde
10’ar tohum kullanilmistir. Petri kaplarina iki giinde bir ilgili dozdaki NaCl
cozeltilerinden 0.5 ml verilmistir. Tohum ¢imlenme ylizdesini belirlemek icin
radikulanin testadan 2 mm uzunlukta ¢ikmasi yeterli bir kriter olarak alimmistir
(Dogan vd., 2008; Colak vd., 2008; Turhan ve Seniz, 2010). Tohumlarin kiiltiire

alinmasindan 17 gilin sonra tohumlarin ¢imlenme ytizdeleri belirlenmistir.

48



2.5.1.2. Kisa siireli (10 saniye) epiBL uygulamali: tohumlarin semi-solid 2 MS

ortaminda ¢imlendirilmesi
Kullanilan Besin Ortami: '> MS ortami
Tuz Konsantrasyonlarz: 1) 0-20-40-60 mM NacCl
2) 0-20-40-60-80-100 mM NaCl
EpiBL Konsantrasyonlari: 1) 0.5-1-1.5 uM’lik epiBL
2) 0.5-1-1.5-2 uM’lik epiBL
EpiBL’nin Hazirlanmasi: EpiBL ¢ozeltileri %70’lik aseton ile hazirlanmustir.

EpiBL’nin Uygulanma Sekli: Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar epiBL

¢ozeltisine batirilip ¢ikarilmigtir (10 saniye bekletme).

Kiiltiir Sartlari: Kiiltir kaplari, 3500-4000 lux floresan aydinlatmali, 16 saat
aydinlik-8 saat karanlik fotoperiyotta ve 204+4°C sicaklikta Kkiiltiir odasinda

tutulmustur.

Domates tohumlar1 ylizey sterilizasyonu yapildiktan epiBL ¢ozeltilerine kisa siireli
(10 saniye) batirilmis ve asetonun u¢masindan sonra farkli NaCl dozlarini igeren Y4
MS besin ortamlarinda kiiltire alinmistir. Kiiltiir kaplari, 3500-4000 lux floresan
aydinlatmali, 16 saat aydinlik-8 saat karanlik fotoperiyotta ve 20+4°C sicaklikta
kiiltiir odasinda tutulmustur. Calisma 2 tekerriirlii diizenlenmis ve her bir tekerriirde
6’sar tohum kullanilmistir. Tohumlar iki giinde bir ¢imlenmeleri ve ¢imlenmeden
sonraki gelisimleri gozlenmis ve kiiltiirdeki bitkilerin fotograflari ¢ekilmistir. 17 giin
sonra, kiiltiirler bosaltilarak ¢imlenme yiizdesi (%), bitki boyu (cm), koklenme

durumu, yaprak sayisi (adet) ve yas agirlik (g) 6l¢iilmiistiir.

2.5.2. Tuz stresine karsi epiBL'nin kullanildig1 in vitro siirgiin ucu Kkiiltiirii

calismalan

Kullanilan Eksplant Tipi: 10 giinliik steril fidelerin siirgiin u¢lar1 (5 mm)
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Kullanilan Besin Ortami: 2 mg/l K+0.4 mg/l NAA ilaveli MS besin ortami (EI-
Meleigy vd., 2004)

Tuz Konsantrasyonlari: 0-20-40-60-80-100 mM NaCl
EpiBL Konsantrasyonlari: 1 ve 2 uM epiBL

EpiBL’nin Hazirlanmasi: 1 ve 2 uM konsantrasyondaki epiBL ¢ozeltisi %70’lik

aseton ile hazirlanmistir.

EpiBL’nin Uygulanma Sekli: Strgiin ucu eksplantlari, kisa siire (40 saniye) epiBL

¢Ozeltisinde bekletilmistir.

Kiiltiir Sartlari: Kiiltir kaplari, 3500-4000 lux floresan aydinlatmali, 16 saat
aydinlik-8 saat karanlik fotoperiyotta ve 20+4°C sicaklikta kiiltiir odasinda

tutulmustur.

10 giinliik steril fidelerin in vitro siirgiin uglari, 2 mg/l K+0.4 mg/l NAA ilaveli MS
ortaminda kiiltiire alimmistir. 12 giinliik kiiltiirde gelisim gosteren bitkicikler %70'lik
asetonla hazirlanmis 1 ve 2 uM epiBL ¢ozeltilerinde 40 saniye kadar muamele
edildikten sonra 0-20-40-60-80-100 mM NaCl i¢eren MS ortamlarina aktarilmistir.
Kontrol bitkileri, sadece %70'lik aseton ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Calisma 2
tekerriirlii diizenlenmis ve her tekerriirde 15 siirgiin ucu kullanilmistir. NaCl igeren
ortamlarda 17 giinliik kiiltiirlerinden sonra bitkicikler kiiltiir kaplarindan bosaltilarak
bitki boyu (cm), bitki yas agirligi (g), bitki kuru agirlhigi (mg), yaprak sayisi1 (adet) ile
koklenme yiizdesi (%), kok boyu (cm), kok yas agirlig (g) ve kok kuru agirligi (mg)

belirlenmistir.
2.5.2.1. In vitro siirgiin ucu kiiltiiriinden elde edilen bitkilere yapilan analizler

Siirglin ucu kiiltiiriinden elde edilen bitkilerde pigment igerigi analizi (Klorofil a,
klorofil b, total klorofil, karotenoid), MDA, prolin, toplam ¢dziilebilir protein igerigi,
antioksidan enzim aktivitesi (SOD, POX) analizleri yapilmistir. Pigment icerigi
Strain ve Svec (1966), MDA icerigi Heath ve Packer (1968) ile Lutts vd. (1996)'ya
gore; prolin icerigi Bates vd. (1973)’ne gore; total ¢oziinebilir protein igerigi
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Bradford (1976)'a gore yapilmistir. SOD (E.C. 1.15.1.1) aktivitesi; Beauchamp ve
Fridovich (1971) tarafindan belirlenen, nitroblue tetrazoliumun fotokimyasal
azalmay1 inhibe etme yeteneginin 6l¢limii ile analiz edilmistir. POX (E.C. 1.11.1.7)
aktivitesi ise; Chance ve Maehly (1955) metoduna goére guaiacol oksidasyonu

kullanilarak belirlenmistir.
Pigment Icerigi Analizi :

Her bir faktore ait bitkiciklerin yapraklarindan 0.05 g tartilmis ve 5 ml %80'lik
aseton ile havanda ezilmistir (Sekil 2.3.a, b). Siiziinti filtre kagidindan gegirilmis
(Sekil 2.3.c) ve ekstrakt 4730 rpm'de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
baska tlipe alinmistir ve %80'lik aseton ile 10 ml'ye tamamlanmistir (Sekil 2.3.d).
Okuma 450, 645 ve 663 nm dalga boyunda yapilmustir.

—

Sekil 2.3. Pigment icerigi analizi
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Prolin I¢erigi Analizi :

Her bir faktore ait bitki 6rneginden 0.5 g tartilmis vel0 ml'lik %3'lik stilfosalisik asit
ile havanda ezilmistir. Whatman No:2 filtre kagidindan siiziilen 2 ml ekstrakta, 2 ml
ninhidrin reagent ve 2 ml glasiyel asetik asit eklendikten sonra 100°C su banyosunda
1 saat tutulmuslardir. Reaksiyon, tiiplerin buza alinmasi ile sonlandirilmistir.
Soguyan karisima 4 ml toluen ilave edilerek siv1 fazdan aspire edilen fraksiyonunun,
520 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6lglimii yapilmistir. Hesaplamada L-prolin

standartlar1 kullanilmistir.
MDA I¢erigi Analizi -

Her bir faktore ait bitkilerin yaprak orneklerinden 0.5 g alinmis ve 5 ml, %0.1'lik
TCA (trikloroasetik asit) ile havanda ezilmistir. 13000 rpm'de 10 dakika santrifiijden
sonra 1 ml siipernatant iizerine 4 ml TCA+TBA (tiobarbiitirik asit) karisimi eklenmis
ve 95°C su banyosunda 30 dakika tutulmuslardir. Ornekler buza alinip sogutulduktan
sonra 13000 rpm'de 10 dakika sanrifiij edilmistir. Siipernatantin 532 ve 600 nm dalga

boyunda spektrofotometrede 6lglimii yapilmistir.
Total Coziilebilir Protein Icerigi Analizi -

Her bir faktore ait bitkilerin 0.5 g yaprak 6rnegi, 5 ml 0.05 M pH:7 Na-P (Sodyum-
fosfat) tampon ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat, +4°C'de 13000 g'de 15
dakika santrifiij edilmistir. Her bir faktor igin tiiplerde, stipernatant (25, 50, 75, 100
ul), distile su (75, 50, 25, 0 pl) ve CBB (Coomassie Brilliant Blue) (3'er ml)
kullanilarak farkli 4 reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Tiipler, 20 saniye vortekslenip
10 dakika beklendikten sonra, drneklerdeki protein miktarinin tespiti i¢in, 595 nm
dalga boyunda spektrofotometrede 6lglim yapilmistir. Hesaplama i¢in bovine serum

albumin standartlar kullanilmistir.
SOD Enzim Aktivitesi Analizi :

Her bir faktore ait bitkilerin 0.5 g yaprak orneklerinden alinmis ve drnekler, 5 ml
0.05 M pH: 7.8 Na-P tampon ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat, +4°C'de
13000 g'de 15 dakika santrifiij edilmistir ve slipernatanttan enzim aktivite tayinleri

yapilmustir. Tiiplerde her bir faktore ait siipernatanttan 0, 50, 100, 150, 200 pl, Na-P
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tamponundan 200, 150, 100, 50, 0 ul ve reaksiyon karisimindan 3'er ml karistirilarak
tiiplerde 5 farkli reaksiyon hazirlanmistir. Reaksiyon karigsimi, Na-P tamponu, NBT
(Nitro blue tetrazolium kloriir), L-methionin, Na,EDTA.2H,O ve riboflavin
cozeltilerinden olusturulmustur. Tiiplerde hazirlanan reaksiyonlar, 500 uE.mZ.S‘1 151k
siddetinde 10 dakika liiminesansa birakilarak 560 nm dalga boyunda NBT'nin
indirgenmesi takip edilmistir. Bir iinite SOD aktivitesi, NBT'nin 560 nm dalga

boyunda %350 inhibisyona neden olan miktar olarak belirlenmistir.
POX Enzim Aktivitesi Analizi :

Her bir faktore ait bitkilerin 0.5 g yaprak 6rneklerinden alinmis ve 5 ml 0.05 M pH:6
Na-P tampon ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat, +4°C'de 13 000 g'de 15
dakika santrifiij edilmistir ve slipernatanttan enzim aktivite tayinleri yapilmistir. POX
aktivitesi, kuarz kiivette siipernatant, guaikol, H,O, ve Na-P tampon ¢ozeltisinden
olusan reaksiyon karisiminin 470 nm dalga boyunda Ol¢iimii ile yapilmistir.
Reaksiyon, karigima H,O;'nin eklenmesi sonucu baslamis ve 30 saniye araliklarla

180 saniye boyunca absorbans artist kaydedilmistir.

2.5.3. Tuz stresine karsi epiBL'min kullamldigi in vitro Kkallus Kiiltiirii

calismalan

In vitro kallus Kkiiltiirii ¢aligmalarinda epiBL uygulamasi, kallus kitlelerine ve

eksplantlara (kotiledon ve hipokotil) olmak tizere iki sekilde yapilmistir.
2.5.3.1. EpiBL'nin kallusa uygulandig in vitro kiiltiir ¢calismast

Kullamilan Eksplant Tipi: 10 giinliik steril fidelerin kotiledon (5 mm x 5 mm) ve

hipokotil (5 mm) eksplantlar

Kullanilan Besin Ortami: 1 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D ilaveli MS ortami (Aazami vd.,
2010)

Tuz Konsantrasyonlari: 0-20-40-60-80-100 mM NaCl
EpiBL Konsantrasyonlary: 1 ve 2 uM epiBL
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EpiBL’nin Hazirlanmasi: 1 ve 2 uM konsantrasyondaki epiBL c¢ozeltisi %70’1ik

aseton ile hazirlanmistir.

EpiBL’nin Uygulanma Sekli: 80-100 mg'lik kallus kitleleri, 40 saniye epiBL

¢Ozeltisinde bekletilmistir.

Kiiltiir Sartlari: Kiiltir kaplari, 3500-4000 lux floresan aydinlatmali, 16 saat
aydinlik-8 saat karanlik fotoperiyotta ve 20+4°C sicaklikta Kkiiltiir odasinda

tutulmustur.

10 giinliik steril fidelerin kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin 1 mg/l BAP+1 mg/l
2,4-D ilaveli MS ortamindaki 1 aylik kiiltiirlerinden elde edilen kalluslar, 80-100
mg’lik kitlelere ayrilarak epiBL uygulamasi yapildiktan sonra NaCl eklenmis ayni
bitki biiyiime diizenleyicileri kombinasyonu ilaveli MS besin ortaminda kiiltiire
alimmiglardir. Kontrol grubu Kkalluslar ise sadece %70'lik aseton ile muamele
edilmiglerdir. Her bir uygulama i¢in bir tekerriirde kallus kiiltiirinden gelen 30 kallus
kitlesi kullanilmistir ve ¢alisma 2 tekerriirlii gergeklestirilmistir. 1 aylik gelisimden

sonra kalluslarin yas agirligi (g), kuru agirligi (mg) ve ¢api (cm) dlgiilmiistiir.

2.5.3.2. EpiBL 'nin eksplantlara uygulandigi in vitro kiiltiir calismasi

Kullamilan Eksplant Tipi: 10 giinliik steril fidelerin kotiledon (5 mm x 5 mm) ve
hipokotil (5 mm) eksplantlari

Kullanilan Besin Ortami: 1 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D ilaveli MS ortam1 (Aazami vd.,
2010)

Tuz Konsantrasyonlari: 0-20-40-60-80-100 mM NaCl
EpiBL Konsantrasyonlari: 1 ve 2 uM epiBL

EpiBL’nin Hazirlanmasi: 1 ve 2 uM konsantrasyondaki epiBL ¢ozeltisi %70’lik

aseton ile hazirlanmistir.

EpiBL’nin Uygulanma Sekli: Eksplantlar, 30 saniye epiBL ¢ozeltisinde
bekletilmistir.
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Kiiltiir Sartlari: Kiiltir kaplari, 3500-4000 lux floresan aydinlatmali, 16 saat
aydinlik-8 saat karanlik fotoperiyotta ve 20+4°C sicaklikta kiiltiir odasinda

tutulmustur.

Bir onceki calismadan farkli olarak epiBL uygulamasi eksplantlara yapilmis ve 1
aylik kiiltiirden elde edilen kalluslarda tuz stresine karsi epiBL uygulamasinin etkisi
degerlendirilmistir. EpiBL ayni dozlarda kullanilmis ve 10 giinliik steril fidelerin
kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 30 saniye kadar epiBL ¢ozeltisi ile muamele
edildikten sonra artan tuz dozlarmi ve 1 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D igeren MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. Calisma 2 tekerriirlii diizenlenmis ve her tekerriirde 30
adet kotiledon ve 30 adet hipokotil eksplanti kullanilmistir. 1 aylik gelisim
stirecinden sonra kiiltlir kaplar1 bosaltilmis; kallus yas agirligr (g) ve kuru agirlig

(mg) belirlenmistir.

2.54. Tuz stresine karst1 epiBL'min kullamldigr in vitro direk siirgiin

rejenerasyonu ¢alismasi
Kullamilan Eksplant Tipi: 10 giinliik steril fidelerin kotiledon (5 mm x 5 mm) ve
hipokotil (5 mm) eksplantlar

Kullanilan Besin Ortami: Bitki biiylime diizenleyicileri ilavesiz MS ortami, 2 mg/I
BAP ilaveli MS ortami (Mohamed vd., 2010)

Tuz Konsantrasyonlari: 0-20-40-60-80-100 mM NaCl
EpiBL Konsantrasyonlar:: 1 ve 2 uM epiBL

EpiBL’nin Hazirlanmasi: 1 ve 2 uM konsantrasyondaki epiBL ¢ozeltisi %701k

aseton ile hazirlanmistir.

EpiBL’nin Uygulanma Sekli: Eksplantlar, 30 saniye epiBL c¢ozeltisinde
bekletilmistir.

Kiiltiir Sartlari: Kiiltir kaplari, 3500-4000 lux floresan aydinlatmali, 16 saat
aydinlik-8 saat karanlik fotoperiyotta ve 20+4°C sicaklikta kiiltiir odasinda

tutulmustur.
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Tuz stresi sartlarinda, siirglin rejenerasyonu lizerine epiBL'nin etkisinin arastirildigi
bu calismada 10 giinliik steril fidelerin kotiledon ve hipokotil eksplantlari, 30 saniye
kadar epiBL c¢ozeltisi (Kontrol grubu eksplantlarima, sadece %70'lik aseton
uygulamasi yapilmistir.) ile muamele edildikten sonra iki gruba ayrilmistir. Birinci
grup, bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen ancak artan tuz dozlarini igeren MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltlir kaplari, 1 ay fotoperyodik kosulun saglandig:
kiiltiir odasinda tutulmuslardir. Ikinci grup ise, artan tuz dozlarin1 ve 2 mg/l BAP
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir kaplar1 ilk 15 gilin kiiltiir odasinda
karanlikta tutulduktan sonra 15 giin 3500-4000 lux floresan aydinlatmali, 16 saat
aydinlik-8 saat karanlik fotoperiyodik kosula alinmiglardir. Calisma 2 tekerriirlii
diizenlenmis ve her tekerriirde 20 adet kotiledon ve 20 adet hipokotil eksplanti
kullanilmistir. 1 aylik gelisim siirecinden sonra kiiltiir kaplart bosaltilmas;
rejenerasyon yiizdesi (%), eksplant basina adventif siirgiin sayis1 (adet), ortalama

stirglin boyu (mm) ve siirgiindeki yaprak sayisi (adet) belirlenmistir.

1 aylik gelisimden sonra in vitro kiiltlirlerin bosaltilmasi sirasinda bazi 6rnekler
ayrilmis ve bu Orneklerde somatik embriyoidlerin Scanning Elektron Mikroskobu
(SEM)'nda incelenmesi ve fotograflamasi yapilmistir. SEM incelemesi i¢in rejenere
stirglinlerin oldugu bolgelerden 0.5 ile 1 cm ¢apindan ornekler alinmis ve sirasi ile
%?2.5'luk gluteraldehit, PBS (phosphate buffered saline solution: Fosfat tamponunda
hazirlanmis tuz ¢ozeltisi; 0.1 M, pH: 7.4), OsO4 (osmiyum tetra oksit), PBS'de
fiksasyon islemi yapilmisir. Dehidrasyon i¢in Ornekler once yiikselen etanol
serilerinden akabinde etanol:amil asetat serilerinden gecirilmistir. Son olarak
ornekler saf amil asetata alinmis, kurutulmus ve altin kaplama yapilarak incelemeye
hazir hale getirilmistir. SEM incelemesi, MSKU Arastirma Laboratuvart

Merkezi'nde gerceklestirilmistir.

Tez kapsaminda kullanilan sarf malzemeler ve SEM incelemesi i¢in gerekli maddi
kaynak, MSKU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii, 2011/17 numaral:

projeden aktarilan destek ile gergeklestirilmistir.

56



2.6. Verilerin Istatistiksel Analizleri

Tohum kiiltiiri calismalarindan elde edilen verilerin istatistiksel analizlerinde, SPSS
Software Paket Programimin 14.0 versiyonu kullanilmistir. Ornek sayisina (n) gore;
n>30 One-way Anova ¢oklu karsilastirma i¢in Duncan ve Tamhane's T2 testleri
kullanilmistir; n<30 ise non-parametrik testlerden ¢oklu karsilastirma i¢in Kruskal-
Wallis H testi ile ikili karsilagtirma i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Diger
in vitro kiiltiir calismalarindan elde edilen verilerin analizinde ise Statistica 7
istatistik programi kullanilmistir. Coklu karsilastirma i¢in, Tukey HSD (Tukey’s
honestly significant difference test) testi kullanilmigtir. Tiim analizlerde, %95 giiven

aralig1 kullanilmig ve p<0.05 gore onemlilik belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE iRDELEME

3.1. in Vitro Tohum Kiiltiirii Calismalarina Ait Bulgular

3.1.1. Uzun siireli (24 saat) 1 pM epiBL uygulamal tohumlarin kurutma (filtre)

kagidi iizerinde ¢cimlendirme calismalarina ait bulgular

Tuz stresine karsi epiBL uygulamasinin tohum ¢imlenmesi {iizerine etkisini
belirlemeye yonelik calismada tohumlar, filtre kagidi {lizerinde petri kaplarinda
kiiltiire alinmis ve filtre kagitlarinin nemlendirilmesinde 0, 50, 100 ve 150 mM NaCl
cozeltileri kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin EC degerleri 6l¢iilmiis ve EC

sonuclar1 agagida verilmistir.

I. 0 mM NaCl ¢ozeltisi (Kontrol, steril distile su) =3 uS/cm
ii. 50 mM NaCl ¢ozeltisi = 5.26 mS/cm

iii. 100 MM NaCl ¢6zeltisi = 10.74 mS/cm

iv. 150 mM NaCl ¢ozeltisi = 15.30 mS/cm

Petri kaplarina iki giinde bir uygun NaCl c¢ozeltilerinden 0.5 ml verilmistir ve
tohumlarin kiiltiire alinmasindan 17 giin sonra ¢imlenme yiizdeleri belirlenmistir.
Cimlenme, ilk olarak kiiltiiriin 3. gliniinde epiBL uygulamasiz ve steril distile su ile
sulanan tohumlarda gézlenmistir. Bunu kiiltiiriin 5. giiniinde epiBL uygulamasiz ve
50 mM NaCl ¢ozeltisi ile sulanan tohumlar ile epiBL uygulamali ve steril distile
suyla sulanan tohumlar takip etmistir. Kiiltliriin 7. giliniinde epiBL uygulamasiz ve
100 mM NacCl c¢ozeltisi ile sulanan petri kaplarinda sadece bir tohumda ¢imlenme
gozlenmis ancak gelisim devam etmemistir. Diger uygulamalarda ise ¢imlenme
gozlenmemistir. Tuz uygulamasinin kdk gelisimini olumsuz etkiledigi (NaCl
cozeltisi ile sulanan bitkilerin koklerinin daha kisa kaldigl) de agik olarak
gbzlenmistir. Kontrol tohumlar1 c¢imlenmesinde epiBL uygulamali olanlarda
kotiledon yapraklar epiBL uygulamasizlara gore daha erken goriilmiistiir. Kiiltiiriin
15. giiniinde epiBL uygulamali ve 50 mM NaCl ¢ozeltisi ile sulanan tohumlarin

sadece bir tanesinde c¢imlenmenin basladigi gozlenmistir (Sekil 3.1.). Filtre
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kagitlarimi suladigimiz ¢ozeltilerin EC degeri arttikga bitki gelisiminin azaldigi
gozlenmigtir. 50 mM NaCl dozunda EC degeri 5.26 mS/cm ¢ikmistir ve kontrole
gore bitki gelisiminde gerileme belirlenmistir. 100 mM ve 150 mM tuz dozlarinda ise
daha yiiksek EC degeri tespit edilmis (10.74 mS/cm ve 15.30 mS/cm) ve bu yiiksek
EC degerlerinde ¢imlenme gézlenmemistir.
EpiBL (uM)
NaCl (mM)

50

100

150

Sekil 3.1. Tohumlarin kurutma kagidi iizerinde Kiiltiire allmmasindan 17 giin sonraki ¢imlenme
durumlan (Olgii ¢izgisi: 4 cm)

17 giinliik siirenin sonunda tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri belirlenmistir. En yiiksek
cimlenme yiizdesi epiBL wuygulamasiz kontrol tohumlarinda %95 olarak

bulunmustur. Bunu epiBL uygulamali kontrol tohumlar izlemistir (%80). Cimlenme
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yiizdesinin tuz stresinden etkilendigi; 100 mM ve 150 mM tuz dozlarinin ¢gimlenmeyi
inhibe ettigi agik olarak goriilmektedir. Ancak tuz stresine karsi 1 uM epiBL

uygulamasinin herhangi bir olumlu etkisi gézlenmemistir (Sekil 3.2.).

(%)

100
90
80
70
60
50 m O M ep1BL
40 = 1 1M epiBL
30
20

0mM tuz S0mMtuz 100mM tuz 150mM tuz

Sekil 3.2. Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal tohumlarin
kurutma kagidi iizerindeki cimlenme yiizdeleri

3.1.2. Tohumlara kisa siireli (10 saniye) epiBL uygulama

3.1.2.1 EpiBL uygulamali (0-0.5-1-1.5 uM) tohumlar: 60 mM'a kadar NaCl igeren

semi-solid % MS ortaminda ¢imlendirme ¢alismalarina ait bulgular

Filtre kagid1 iizerindeki ¢imlendirme ¢alismasinda 150 mM NaCl dozunda ¢imlenme
olmamast ve 100 mM NaCl dozunda da ¢ok diisiik ¢imlenme goriilmesi nedeni ile
tuz dozlar disiiriilmis (0-20-40-60 mM NacCl) ve yeni epiBL dozlari ¢alismaya ilave
edilmistir (0.5 uM ve 1.5 uM’lik epiBL). Kisa siireli epiBL uygulamasi yapildiktan
sonra tohumlar farkli dozlarda NaCl igeren %2 MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Besin

ortamlar1 hazirlanirken EC degerleri 6l¢iilmiistiir ve sonuclar asagidadir.

I. 0 mM NaCl ilaveli %2 MS ortami (kontrol) = 2.98 mS/cm
ii. 20 mM NaCl ilaveli 2 MS ortam1 = 4.81 mS/cm
iii. 40 mM NaCl ilaveli 2 MS ortam1 = 7.02 mS/cm
iv. 60 mM NaCl ilaveli /2 MS ortam1 = 8.75 mS/cm
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Kiiltiire alinan tohumlarin 17 gilinliik kiiltiir stiresinin sonunda ¢imlenme ytizdeleri
almmigs ve gelisen bitkiciklere ait gelisimsel ve morfolojik parametreler
kaydedilmistir. Cimlenme ilk olarak kiiltliriin 3. giliniinde epiBL uygulamasiz ve
uygulamali tohumlarin tuz igermeyen ortamindaki kiiltiirlerinde ayrica, 20 mM ve 40
mM tuz dozlarinda 1.5 uM epiBL uygulamali tohumlarda gézlenmistir. Kiiltiirden 17
giin sonra Ozellikle epiBL uygulamasiz ve tuz igermeyen ortamlarda hipokotilin
oldukga uzadig1 gozlenmistir (Sekil 3.3.).

EpiBL

(uM)

NacCl
(mM)

20

40

60

Sekil 3.3. Tohumlarin 0-60 mM tuz i¢eren 2 MS ortarmnda kiiltiire alinmasindan 17 giin sonra
gelisen bitkilerden 6rnekler (Olgii ¢cizgisi: 1 cm)
Cimlenme durumlarina baktigimizda, sadece 60 mM NaCl dozunda, epiBL
uygulamasiz ve 0.5 uM epiBL uygulamali tohumlarda ¢imlenme goézlenmemis, geri
kalan tiim tuz Kkonsantrayonlarinda ve epiBL uygulamalarinda ¢imlenme
gozlenmistir. Tuz dozlarinin artisi, tohum ¢imlenmesi ve bitkicik gelisimini olumsuz
etkilemistir. Buna karsilik, farkli dozlarda epiBL uygulamasinin genel olarak
¢imlenme {izerine artan tuz dozlarinin olumsuz etkisine karsi iyilestirici etkide

bulundugu belirlenmistir. En yiiksek ¢imlenme yiizdesi, 1 uM epiBL uygulamali
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tohumlarin tuz icermeyen kiiltiirlerinde belirlenmistir (%90). En diisiik ¢imlenme
yiizdesi, epiBL uygulamasiz 40 mM tuz dozunda ve 1.5 uM epiBL uygulamali 60
mM tuz dozundaki kiiltiirlerde gozlenmistir (%10). Tuz stresine karsi epiBL
uygulamasinin etkisine baktigimizda, tuzsuz kontrol ortaminda 0.5 uM epiBL
uygulamasi epiBL uygulamasizlara gore ¢imlenme yiizdesini diisirmiis ancak daha
yiikksek dozlardaki epiBL uygulamasi ¢imlenme yiizdesini arttirmistir ve artis
istatistiksel olarak Onemlidir. 20 mM NaCl igeren besin ortamindaki ¢imlenme
yiizdesi tiim epiBL uygulamalarinda artis gostermis, bunlar arasinda 1 uM epiBL
uygulamasinin etkisi istatistiksel olarak énemli olmustur. 40 mM tuz dozunda, epiBL
uygulamasiz tohumlarin diisiik olan ¢gimlenme yiizdesi, epiBL uygulamasi sonucunda
artig gostermistir ve en iyl artist 1 puM epiBL uygulamasi vermistir. EpiBL
uygulamalari ile gozlenen artis istatistiksel olarak onemlidir. En yiiksek tuz dozunda
ise epiBL uygulamasiz ve 0.5 puM epiBL uygulamali tohumlarda ¢imlenme
goriilmemis, 1 uM ve 1.5 uM epiBL uygulamalarinda diisiik yiizde de ¢imlenme
gbzlenmistir ve ¢imlenme yiizdesi ilizerine 1 pM ve 1.5 uM epiBL uygulamalari
istatistiksel olarak oOnemlidir. Genel olarak degerlendirme tohum ¢imlenme
yiizdesine bakildiginda tuz stresine karsi en iyi sonucu 1 pM epiBL uygulamasi
vermistir (Sekil 3.4.).

(%)

920
80
70
60 H O M epiBL

50 m (.5 uM epiBL
10 0.5 uM e.plBL
30 1 pM epiBL

20 ®1.5 M epiBL
10
0 —_—

0 mM tuz 20mM tuz 40mM tuz 60mM tuz

Sekil 3.4. Tuz stresine (0 ile 60 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamah tohumlarin % MS
ortamindaki cimlenme yiizdeleri

En yiiksek ortalama bitki boyu, epiBL uygulamasiz tohumlarin kontrol (tuz
icermeyen) ortamindan gelisen bitkilerde tespit edilmistir (8.64 cm). EpiBL
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uygulamasiz ve uygulamali tohumlardan gelisen bitkilerde tuz stresinin artigina bagh
olarak bitki boyunda azalmalar gozlenmistir. Tuz stresine karsi epiBL uygulamasinin
etkisine baktifimizda, kontrol besin ortaminda bitki boyu epiBL uygulamasi
sonucunda azalmis ve azalis istatistiksel olarak énemli olmustur. 20 mM ve 40 mM
tuz dozunda epiBL uygulamalar1 epiBL uygulamasiz kontrol bitkilerine gore bitki
boyunu arttirmistir. Ancak 40 mM tuz stresine karsi tiim epiBL uygulamalarinin bitki
boyunu arttirmasi istatistiksel olarak 6nemli olmustur. 60 mM tuz dozunda epiBL
uygulamasiz ve 0.5 uM epiBL uygulamasinda ¢imlenme olmamustir. Ancak 1 ve 1.5
uM epiBL uygulamalarinin uygulamasizlara gore bitki boyunu arttirmasi istatistiksel

olarak 6nemli olmustur (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Tuz stresine (0-60 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamal tohumlardan
gelisen bitkilerin boyu (cm)

EpiBL Dozlari Tuz Dozlar1 (mM)
(M) 0 20 40 60
0 8.64+0.61*  3.92+0.92 1.00+0.00° 0.000.00
0.5 7.1540.65" 5.90+0.54 5.16+0.722 0.00+0.00
1 6.24+0.23°  4.98+039  4.55+0.96" 2.80+0.57*
15 6.3140.42°  5.94+0.33 5.17+1.172 4.50+£0.11*

Degerler, ortalamastandart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler Duncan testi
sonucunda, * Tamhane testi sonucunda P<0.05'de kontrole gore epiBL dozlari arasindaki istatistiksel
farklilig1 gostermektedir.

Ortalama siirglin yas agirlig1 en yiiksek tuz icermeyen ortamda, 1 ve 1.5 uM epiBL
uygulamali tohumlardan gelisen bitkilerde tespit edilmistir (0.13 g). Hem epiBL
uygulamasiz hem de epiBL uygulamali tohumlardan gelisen bitkilerin yas agirlig1 tuz
stresinin etkisi ile azalma sergilemistir. Tuz dozlarina goére epiBL'nin etkisine
degerlendirdigimizde, tuzsuz sartlarda epiBL uygulamas: bitki yas agirligim
artttrmistir ancak istatistiksel olarak onemli fark olusturmamistir. 20 mM tuz
dozunda epiBL uygulamasizlara goére epiBL uygulamali tohumlardan gelisen
bitkilerin yas agirligi artmis ve 1.5 pM epiBL uygulamas: istatistiksel olarak dnemli
fark olusturmustur. 40 mM NaCl dozunda epiBL uygulamasizlara gore tiim epiBL
uygulamalar;; 60 mM tuz dozunda da 1 uM ve 1.5 puM epiBL uygulamasi

istatistiksel olarak dnemli fark olusturmustur (Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.2. Tuz stresine (0-60 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamali tohumlardan
gelisen bitkilerin yas agirhgi (g)

EpiBL Dozlari Tuz Dozlar1 (mM)
(=M) 0 20 40 60
0 0.09+£0.01  0.04+0.01°  0.009+0.0005" 0.00£0.00
0.5 0.10£0.02  0.06+0.01% 0.07+0.022 0.00£0.00
1 0.13£0.01  0.07+0.01% 0.06+0.03? 0.04+0.005%*
15 0.13+0.01 0.1140.022 0.10+0.042 0.07+0.01*

Degerler, ortalama+standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler Duncan testi
sonucunda, * Tamhane testi sonucunda P<0.05'de kontrole gore epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel
farkliligr gostermektedir.

Ortalama bitki kuru agirliga en yiiksek, tuzsuz ortamda 1.5 uM epiBL uygulamali
tohumlardan gelisen bitkilerde bulunmustur (10.46 mg). EpiBL uygulamasiz ve
epiBL uygulamali tohumlardan gelisen bitkilerin kuru agirligi tuz stresinin artigina
bagl olarak azalis gostermistir. Genel olarak bakildiginda tiim tuz dozlarinda epiBL
uygulamasizlara gore epiBL uygulamali bitkilerin kuru agirlig artis géstermistir. Bu
tuz dozlar1 arasinda 20 mM tuz dozunda sadece 1.5 uM epiBL uygulamasinin pozitif
etkisi istatistiksel olarak 6nemli fark olusturmustur. 60 mM tuz stresi altinda ise 1 ve

1.5 uM epiBl uygulamasimin etkisi istatistiksel 6nemli olmustur (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. Tuz stresine (0-60 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamali tohumlardan
gelisen bitkilerin kuru agirhg: (mg)

EpiBL Dozlar1 Tuz Dozlar1 (mM)
(M) 0 20 40 60
0 8.000.75 3.70+1.21°  2.93+0.14 0.000.00
0.5 9.17£127  6.62+1.02®  5.13+0.89 0.00+0.00
1 10.12£0.92  6.66+1.29®  5.60+0.87 3.26+0.81%
15 10.46£1.51  9.80+1.28%  7.95+2.06 3.200.00*

Degerler, ortalama=standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler Duncan testi
sonucunda, * Tamhane testi sonucunda P<0.05'de kontrole gore epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel
farklilig1 gostermektedir.

Gelisen bitkilerin ortalama yaprak sayisi en yiiksek 1.5 pM epiBL uygulamali
tohumlarin tuz icermeyen kontrol besin ortamindan gelisen bitkilerde tespit edilmistir

(2.12 adet/bitki). Ortalama yaprak sayisi da diger parametrelerde oldugu gibi artan
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tuz stresinden olumsuz etkilenmistir. Tuz dozlarina gore epiBL'nin etkisini
degerlendirdigimizde, tuzsuz ve 20 mM NaCL'lii ortamda epiBL uygulamalarinin
bitki yaprak sayisi lizerine etkisi gdzlenmemistir. 40 mM tuz stresi altinda, epiBL
uygulamasiz tohumlardan gelisen bitkilerde gercek yapraklar olugsmamistir oysa
epiBL uygulamalar1 yaprak sayisini arttirmistir ve artis istatistiksel olarak 6nemli
olmustur. 60 mM tuz dozunda 1 puM ve 1.5 uM epiBL uygulamasinin yaprak sayisini

arttirmasi istatistiksel olarak 6nemli olmustur (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. Tuz stresine (0-60 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamah tohumlardan
gelisen bitkilerin yaprak sayis1 (adet)

EpiBL Dozlar1 Tuz Dozlar1 (mM)
(M) 0 20 40 60
0 2.00+0.00 2.00:£0.00 0.00+0.00" 0.00+0.00
0.5 2.00+0.00 1.66+0.33 2.00£0.00% 0.00=0.00
1 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00° 1.33+0.66*
1.5 2.12+0.64 2.00+0.20 2.00£0.00% 2.00+0.00*

Degerler, ortalamastandart hatadir. Ayni sttundaki degerler bakimindan, harflendirmeler Duncan testi

sonucunda, * Tamhane testi sonucunda P<0.05'de kontrole gore epiBL dozlari arasindaki istatistiksel

farklilig1 gostermektedir.
Ortalama kok boyu en yiiksek 1 pM epiBL uygulamali tohumlarin 60 mM tuz igeren
ortamdaki kiiltiirlerden gelisen bitkilerde Dbelirlenmistir (7.83 cm). EpiBL
uygulamasiz tohumlardan gelisen bitkilerde kok boyu artan tuz dozlarina gore dalgali
bir seyir gostermistir. EpiBL uygulamalilarda ise tuz dozlarinin artis1 kdk boyunu
genel olarak arttirmistir. Tuz stresine karsi epiBL'nin etkisini degerlendirdigimizde, 0
mM tuz dozunda epiBL uygulamasi epiBL uygulamasizlara gore kok boyunu
azaltmistir. 20 mM tuz dozunda, epiBL uygulamasi kdk boyunu arttirmis ve sadece 2
uM epiBL uygulamasi istatistiksel olarak onemli fark olusturmustur. 40 mM tuz
dozunda epiBL uygulamasizlara gére sadece 1 uM epiBL uygulamasi kdk boyunu
arttirmis ancak istatistiksel onemli fark olusturmamistir. En yiiksek tuz dozunda ise 1
uM ve 1.5 uM epiBL uygulamasi kok boyunu arttirmistir ve bu artis istatistiksel
olarak 6nemlidir (Cizelge 3.5.).
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Cizelge 3.5. Tuz stresine (0-60 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamali tohumlardan
gelisen bitkilerin kok boyu (cm)

EpiBL Dozlari Tuz Dozlar1 (mM)
(=M) 0 20 40 60
0 5.02+0.15 4.4240.36° 5.00+0.57 0.00+0.00
0.5 4.62+0.07 5.25+0.25° 4.90+0.10 0.00+0.00
1 4.91+0.19 5.31+0.17° 5.78+0.64 7.83+0.44%
15 4.82+0.18 6.92+0.66% 4.80+0.37 5.46+0.14*

Degerler, ortalama+standart hatadir, Ayni situndaki degerler bakimindan, harflendirmeler Duncan testi

sonucunda, * Tamhane testi sonucunda P<0.05'de kontrole gére epiBL dozlar: arasindaki istatistiksel

farklilig1 gostermektedir.
Gelisen bitkilerin ortalama kok yas agirligi en yiiksek 1.5 uM epiBL uygulamali
tohumlarin 20 mM tuz iceren ortamdaki kiiltiiriinden gelisen bitkilerde bulunmustur
(0.022 g). Ortalama kok yas agirligi, epiBL uygulamasizlarda ve 0.5 uM epiBL
uygulamalilarda tuz dozlarmin artisi ile ters orantili sekilde gittik¢e azalmistir. 1 uM
epiBL uygulamasinda artan tuz dozlarinda kok yas agirligi degismemistir. 1.5 uM
epiBL uygulamasinda 20 mM tuz dozu kok yas agirligini arttirmis olmasina karsin
daha yiiksek tuz dozlarinda azalma olmustur. Tuz stresine toleransi saglamak amaci
ile kullandigimiz epiBL'nin etkisini degerlendirdigimizde, 0 mM tuz dozunda epiBL
uygulamasi kok yas agirhigmi azaltmistir. 20 mM ve 40 mM  tuz
konsantrasyonlarinda epiBL uygulamalart kok yas agirligini arttirmis ve bu artislar
istatistiksel olarak 6nemli olmustur. 60 mM tuz dozunda da 1 uM ve 1.5 uM epiBL
uygulamas: kok yas agirligimi arttirmistir ve artis istatistiksel olarak onemlidir

(Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.6. Tuz stresine (0-60 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamal tohumlardan
gelisen bitkilerin kok yas agirhg (g)

EpiBL Dozlari Tuz Dozlar1 (mM)
(uM) 0 20 40 60
0 0.02+0.010  0.007+0.001°  0.002+0.0001  0.00+0.00
0.5 0.01£0.003  0.009+0.0008%  0.007+0.001*  0.00+0.00
1 0.01£0.002  0.012+0.001*  0.01£0.002*  0.01£0.004*
15 0.01£0.003  0.022+0.003*  0.01£0.006*  0.008+0.00*

Degerler, ortalama=standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler Duncan testi
sonucunda, * Tamhane testi sonucunda P<0.05'de kontrole gore epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel
farklilig1 gostermektedir.

66



Ortalama kok kuru agirligi en yiiksek, epiBL uygulamasiz tohumlarin tuz igermeyen
besin ortamindaki kiiltiiriinden gelisen bitkilerde belirlenmistir (1.90 mg). EpiBL
uygulamasiz ve epiBL uygulamali tohumlardan gelisen bitkilerin kok kuru agirhigi
tuz stresinin artigi ile ters orantili olarak azalma goéstermistir. Her bir tuz dozunda
epiBL'nin etkisine baktigimizda, 0 mM tuz dozunda epiBL uygulamas: kok kuru
agirhigini azaltmigtir. 20 mM tuz dozunda 0.5 uM ve 1.5 pM epiBL uygulamast kok
kuru agirhigim arttirmis sadece 2 uM epiBL uygulamasi istatistiksel onemli fark
olusturmustur. 40 mM tuz dozunda tiim epiBL uygulamalar1 kok kuru agirhigim
arttirmistir ancak 1 uM epiBL uygulamasmin olumlu etkisi istatistiksel olarak
farklilik olusturmustur. En yiiksek tuz dozunda kullanilan 1 uM ve 1.5 uM epiBL

uygulamasi istatistiksel olarak dnemli fark olusturmustur (Cizelge 3.7.).

Cizelge 3.7. Tuz stresine (0-60 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamali tohumlardan
gelisen bitkilerin kok kuru agirhgi (mg)

EpiBL Dozlar1 Tuz Dozlar1 (mM)
(=M) 0 20 40 60
0 1.90+0.31 0.93+0.03° 0.36+0.27° 0.00+0.00
0.5 1.57+0.30 0.96+0.32° 0.83+0.08% 0.00+0.00
1 1.81+0.19 0.93+0.17° 1.3140.16% 1.00+0.41%*
1.5 1.80+0.18 1.70+0.16% 0.8640.26%° 0.80+£0.11%*

Degerler, ortalama=standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler Duncan testi
sonucunda, * Tamhane testi sonucunda P<0.05'de kontrole gore epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel
farklilig1 gostermektedir.

Besin ortamina ilave edilen NaCl ile ortaya ¢ikarilan tuz stresine karsi tohumlara
epiBL uygulamasi yapilmis, ¢imlenme ve bitkicik gelisimi iizerine olumlu sonuglar

alinmustir.

3.1.2.2. EpiBL wuygulamali (0-0.5-1-1.5-2 uM) tohumlari 100 mM'a kadar NaCl

iceren %> MS ortaminda ¢imlendirme ¢alismalarina ait bulgular

Tuz dozlart (0 ile 100 mM) ve epiBL dozlar1 (0 ile 2 pM)'min genisletildigi son
calismada steril tohumlar, epiBL ¢ozeltisinde kisa siire bekletilmis ve ardindan artan
dozlarda tuz igeren 2 MS ortaminda kiiltiire alinmislardir. Besin ortamlariin EC

degerleri asagidadir.
67



i. 0 mM NacCl (kontrol) ilaveli 2 MS ortami1 = 3.05 mS/cm
ii. 20 mM NaCl ilaveli 2 MS ortam1 = 5.24 mS/cm

iii. 40 mM NaCl ilaveli 2 MS ortami1 = 6.99 mS/cm

iv. 60 mM NacCl ilaveli 2 MS ortam1 = 9.13 mS/cm

v. 80 mM NaCl ilaveli Y2 MS ortami = 11.30 mS/cm

vi. 100 mM NacCl ilaveli %2 MS ortam1 = 13.18 mS/cm

Cimlenme ilk olarak Kkiiltiirin 2. giiniinde epiBL uygulamasiz ve uygulamali
tohumlarin tuz icermeyen ortamdaki kiiltiirlerinde gozlenmistir. Kiiltiiriin 5. gilinlinde
20 mM tuz igeren ortamda epiBL uygulamasiz ve 0.5 uM ile 1.5 uM epiBL
uygulamali tohumlarda c¢imlenme goriilmiistiir. Tiim tuz dozlarinda c¢imlenme
gerceklesmis fakat, tuz dozlarimin artis1 ile ¢imlenme igin gecen siirede artis ve
¢imlenen tohum sayisinda azalma gozlenmistir (Sekil 3.5.). Bitki gelisimi ve EC
degerlerini karsilastirdigimizda, 20 mM diisiik tuz dozunda ve 5.24 mS/cm EC
degerinde bitki gelisimi i1yi olmustur ve bu durum c¢imlenme ylizdesi ile
desteklenmistir. 40 ve 60 mM tuz dozlarinda ise EC degeri sirasi ile 6.99 mS/cm ve
9.13 mS/cm olgiilmiis ve bitki gelisiminin olumsuz etkilendigi gézlenmistir. Yiiksek
olan 80 ve 100 mM tuz dozlarinda EC degerleri 11.30 mS/cm ve 13.18 mS/cm
olarak yiiksek cikistir ve bu dozlarda ¢imlenme ve bitki gelisimi bariz sekilde
diismiistiir. Yokas vd. (2008), domatesin tuzluluga orta derecede tolerant oldugunu
ve doymus toprak ekstraktinin elektriksel iletkenliginin (EC), 1.3 dS/m ile 6 dS/m)
arasindaki degerlerinde saglikli sekilde yetisebilen bir bitki oldugunu belirtmislerdir.
Doélarslan ve Giil (2012), 8-16 dS/m EC degerinde topraktaki tuz oranini asiri
oldugunu ve EC degerinin >16 dS/m oldugunda ise ¢ok asir1 oldugunu ifade
etmektedirler. Bu asir1 tuz oranlarinda sadece tuza tolerant bitkiler gelisimlerini

surdurebilmektedirler.
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NacCl
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20

40

Sekil 3.5. Tohumlarin 0, 20 ve 40 mM tuz iceren %2 MS ortaminda kiiltiire alinmasindan 17 giin sonra gelisen bitkilerden érnekler
(Olgii ¢izgisi: 1 cm)

69



60

80 ! v
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Sekil 3.5."in devami. Tohumlarin 60, 80 ve 100 mM tuz i¢ceren 2 MS ortaminda Kiiltiire alnmasindan 17 giin sonra gelisen bitkilerden ornekler
(Olgii ¢izgisi: 1 cm)
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Kiiltiire alinan tohumlarin ¢imlenme yiizdesi en yliksek 20 mM tuz dozunda epiBL
uygulamasiz tohumlarin kiiltiiriinde elde edilmistir (%96). En diisiik ¢imlenme
yiizdesi ise en yiiksek tuz dozu olan 100 mM'da epiBL uygulamasiz tohumlarda
belirlenmistir (%7). Tuz stresine kars1 tohumlara epiBL uygulamasinin etkisini
degerlendirdigimizde, ¢imlenme yiizdesi tuzsuz ortamda epiBL kullanimi ile azalis
sergilemistir. 20 mM tuz ilaveli ortamda da benzer sonuglar alinmistir. 40 mM tuz
dozunda ise 1 ve 2 uM epiBL uygulamasi tohum ¢imlenmesini arttirmistir ve
gbzlenen artislar ististiksel olarak 6nemli fark olusturmustur. 60 mM tuz stresinde ise
0.5 uM epiBL uygulamasi ¢imlenmeyi arttirmistir ve artig istatistiksel olarak
onemlidir. Yiiksek tuz dozlarinda (80-100 mM NacCl) ise tiim epiBL uygulamalari ile
tohum ¢imlenme ylizdesi artis gostermistir. 80 mM tuz dozunda tiim epiBL
uygulamalari ve 100 mM tuz dozunda 1 ve 2 uM epiBL uygulamalart ¢imlenme

yiizdesi tizerine istatistiksel olarak énemli fark olusturmustur (Sekil 3.6.).

(%)
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60 _
30 m0.5 1M epiBL
40 1 1M epiBL
30 co
20 ml5uM e?plBL
" ‘“7 2 M epiBL
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tuz tuz tuz tuz tuz tuz

Sekil 3.6. Tuz stresine (0 ile 100 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamal tohumlarin
cimlenme yiizdeleri
Yaptigimiz in vitro tohum kiiltiirii caligmalarinda, genel olarak diisiik (20 mM) NaCl
tuz dozu, tohum ¢imlenmesini indiiklemistir ancak, tuz stresinin artigsina bagl olarak
c¢imlenme yiizdesinde azalma gozlenmistir. EpiBL uygulamasiz tohumlarda kontrol
grubunun ¢imlenme yiizdesi %84 iken 20 mM tuz dozundan 100 mM tuz dozuna
kadar sirasi ile %96, %66, %46, %23 ve %7 olarak belirlenmistir. Dogan vd., (2008),
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22 L. esculentum gesidi ve L. pennelllii, L.peruvianum, L. hirsutum yabani tiirleri ile
yaptiklar1 ¢aligmalarinda 0, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM NaCl tuzu kullanmiglardir
ve tuz stresinin tohum ¢imlenmesini olumsuz etkiledigini belirtmislerdir.
Aragtiricilarin - kullandiklar1 tuz tipi ve dozlar1 bizim c¢alismalarimizdakilerle
benzerdir ve artan tuz stresinin tohum c¢imlenmesini azaltmasi caligmamizla
uyumludur. Arastiricilar, tuz toleransi yiiksek yabani L. peruvianum tiiriinde tohum
¢imlenme yiizdesini kontrolde %95, 150 mM tuz dozunda ise %65 belirlemislerdir.
L. hirsitum'da ¢imlenme yiizdesi, kontrolden 150 mM tuz dozuna kadar %98 ile
%69; L. pennellii tiiriinde ise %93 ile %64 arasinda degismistir. L. esculentum TR-
61697 genotipinde (Mugla-Milas menseili) kontrolden en yiiksek tuz dozuna kadar
¢imlenme ylizdesinin %98'den %58'e diistiigiinii belirlemislerdir. Calismamizda 100
mM ve 150 mM yiiksek tuz dozlar1 tohum ¢imlenmesini inhibe ederken, Dogan vd.,
(2008), ¢imlenme yiizdesinin %58 ile %65 arasinda degistigini ifade etmislerdir.
Turhan ve Seniz (2010), 33 domates ¢esidinde 0, 8 ve 16 dS/m NaCl dozlarim
kullanmiglardir ve bizim calismalarimizla paralel olarak tuz dozunun artisina bagh
olarak ¢imlenmenin azaldigin1 tespit etmislerdir. Arastirmacilar Bodrum-
Giivercinlik'ten alinan 61675 genotipli L. esculentum ¢esidinde tuzsuz sartlarda %95,
8 dS/m tuzda %63 ve 12 dS/m %47 ¢imlenme yiizdesi belirlemislerdir. Amini ve
Ehsanpour (2006), Isfahani, Shirazy, Khozestani ve Khorasani domates gesitlerinde
MS ortamindaki tohum ¢imlenmesinin yiiksek oldugunu, 40 mM tuzda ¢imlenmenin
diistiigiinii ve 80 mM, 120 mM ve 160 mM tuz dozlarindan ¢imlenme yilizdesinin
olumsuz etkilendigini belirtmislerdir. Cesitler arasinda Shirazy'nin ¢imlenme
bakimindan en tolerant ¢esit oldugunu ve diger cesitlerde 120 mM ve 160 mM tuz
dozlarinda ¢imlenme olmadigin1 ifade etmislerdir. Literatiirlerden ve tez
caligmalarimizdan elde edilen sonuglar, tohum g¢imlenmesinin tuz dozlarina,
kullanilan domates tiirii, ¢esidi ve genotipine gore farklilik gosterdigini ortaya

cikarmustir.

Domateste NaCl tuzu yanisira Na,SO4 (Colak vd., 2008) ve Na,CO3; (Keser vd.,
2009) tipi tuzlar kullanilarak yapilan ¢alismalarda da NaCl stresine benzer sekilde
artan tuz stresinin tohum ¢imlenme yiizdesini azalttig1 tespit edilmistir. Kullanilan
tuz tipi ve konsantrasyonlar1 farklilik gosterse de artan stres sartlari altinda

c¢imlenmenin engellendigi ve ¢imlenme yiizdesinin azaldigi agiktir. Bundan dolay1
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son yillarda yapilan ¢alismalarda, tuz stresinin etkisinin belirlenmesinin yaninda tuz
stresine karsi tohum c¢imlenmesini ve bitki gelisimini arttiracak ve bitki tolerans
mekanizmalarin1 devreye sokacak farkli kimyasal maddelerin kullanimi 6n plana
cikmaktadir. Bitkilerde abiyotik stres faktorlerine ve 6zellikle tuz stresine karsi bitki
toleransint gelistirmek i¢in BR'ler siklikla kullanilmaktadir. Anuradha ve Rao
(2001), calismalarinda tuz stresi olarak 150 mM NaCl dozunu se¢misler ve stres
toleransini saglamak tiizere geltik tohumlarin1 3 uM epiBL ve 3 uM homoBL ile
muamele etmislerdir. Arastirmacilar, ¢eltik tohumlarinda kontrol uygulamasinda (0
mM NaCl ve epiBL uygulamasiz tohumlarda) 24 saat sonraki ¢imlenme yiizdesinin
%66, 36 saat sonraki ¢imlenme yiizdesinin %95 oldugunu tespit etmislerdir. NaCl
stresi altinda ¢imlenme yiizdesi 24 saat sonra gozlenmezken, 36 saat sonra %4
olmustur. EpiBL uygulamasi ile ¢imlenme yiizdeleri 24 ve 36 saat sonra sirasi ile
%40 ve %78'e, homoBL uygulamasi ile %46 ve %88'e ¢iktig1 tespit edilmistir. Tuz
stresi altindaki ¢eltik tohumlarinda tohum ¢imlenmesi BR uygulamalari ile artmis ve
strese karsi toleransi sagladigr ifade edilmistir. Cavusoglu ve Kabar (2007), 0.25,
0.30, 035 M tuz stresine karsi epiBL (3 puM) ve diger bitki biiylime
diizenleyicilerinin turp tohumlarinin ¢imlenmesi {izerine etkisini aragtirmiglardir.
Arastiricilar, 0.25 ve 0.30 M tuz stresi altinda epiBL uygulamalarmin tohum
¢imlenmesini arttirdigin1 epiBL'nin istatistiksel olarak ¢imlenme iizerine olumlu etki
sergiledigini belirlemislerdir. Arastiricilar epiBL'yi tek kullanmalarinin yani sira 0.35
M tuz stresine karsit bazi biiyiime diizenleyicileri ile kombinasyonlarimi da
denemisler ve epiBL (3 uM)+GA3 (900 uM), epiBL (3 uM)+Kin (100 pM) ve epiBL
(3 uM)+kadaverin (bir poliamin ¢esidi, 10 uM) kombinasyonlarinin kontrole gore
c¢imlenme yiizdesini arttirdigini ve artiglarin istatistiksel olarak onemli farklilik

olusturdugunu belirlemislerdir.

Caligmamizda bitki boyu, tuzsuz ortamda (kontrol) epiBL uygulamas: ile artig
gostermistir. Kullanilan epiBL dozlarindan 1 ve 1.5 uM dozlar, istatistiki agidan
onemli farklilik olusturmustur. 20 mM tuz dozunda, kontrol grubuna benzer sekilde
epiBL uygulamasi bitki boyunu arttirmis; bunlardan 1 ve 1.5 uM epiBL dozlarinin
kullanimu istatistiki olarak énemli olmustur. 40 mM tuz dozunda ise, 0.5 pM epiBL
uygulamasinin bitki boyunu arttirmasi istatistiksel olarak énemli fark olusturmustur.

60 mM tuz stresinde, 0.5 uM epiBL dozu bitki boyunu arttirmis ancak, istatistiki
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onemli fark olusturmamigtir. 80 mM tuz dozunda epiBL uygulamasi, bitki boyunu
azaltmistir. Oysa, 100 mM'lik en yiliksek tuz dozunda epiBL uygulamasi bitki
boyunu arttirmis ve bunlar arasindan 2 uM epiBL dozu istatistiki olarak énemli fark

olusturmustur (Cizelge 3.8.).

Cizelge 3.8. Tuz stresine (0-100 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamah tohumlardan
gelisen bitkilerin boyu (cm)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100

0 9.14+0.59°  8.38+0.29°  7.33+0.67°  6.13%0.65  6.50+0.47  2.90+0.10°
0.5  10.77£0.50"  8.75+0.24°  9.42+0.75%  6.42+0.56  5.33+0.39  3.63+0.17°
1 11.69+0.78%  9.21+0.40*°  7.2040.36°  5.16£0.64  5.36+0.51  3.85+0.87°
15  13.28+0.52%  9.14+0.29°  7.82+0.49°  4.88+0.55  5.41+0.41 3.75+0.25°
2 10.43£0.60°  8.61£0.33°  6.29+0.35°  5.41+£0.69  5.51£0.40  5.90+0.33%

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

In vitro tohum kiiltiirii calismalarinda ¢cimlenmeyi takiben gelisim gosteren bitkilerin
boyu tuz stresinden olumsuz etkilenmistir. Bitki boyu kontrol ortaminda (tuzsuz
ortamda) ortalama 9.14 cm iken 100 mM tuz dozunda ort. 2.90 cm olmustur. Colak
vd., (2008) ve Keser vd., (2009) bizim c¢alismamiza benzer sekilde ¢imlenen
tohumlardan gelisen domates bitkilerinin hipokotil uzunlugunun artan tuz dozlar
altinda azaldigin1 belirlemislerdir. Smolik vd. (2011), ti¢ L. esculentum cesidi
(Malinowy Ozarowski, Pokusa, Awizo F;) ve yabani L. chmielewski tiiriinii
kullandiklar1 ¢alismalarinda 14 giinliik tiim ¢esitlere ait fidelerde artan tuz dozlarinda
(0-50-75-100-125 mM) bitki boyunun azaldigini ve bu parametre bakimindan Awizo
Fi1 cesidinin en tolerant ¢esit oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar, kullanilan
genotiplerin siirgiin boyu iizerine 6nemli etkisi oldugunu ifade etmislerdir. Anuradha
ve Rao (2001), ¢cimlenen ¢eltik tohumlarindan gelisen bitkilerin boyunun tuz stresi
(150 mM) ile azaldigin1 ancak epiBL (3 uM) ve homoBL (3 uM) kullanimu ile bitki
boyunu arttirdigini, boylelikle BR'lerin tuz stresine karsi ¢imlenme ve bitki
gelisimini iyilestirdigini ifade etmislerdir. Tez ¢alismamizda ise 20 mM tuz dozunda
1 ve 1.5 uM epiBL; 40 mM tuz dozunda 0.5 pM epiBL ve 100 mM tuz dozunda 2

uM epiBL uygulamasinin bitki boyunu arttirmasi istatistiki 6nemli oldugu
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belirlenmistir. Arastiricilarin tuz stresine karsi kullandiklar1 epiBL uygulamalarinin
bitki boyu parametresi iizerine belirledikleri olumlu etkiler, bizim ¢aligmalarimizla

uyumluluk gostermistir.

EpiBL uygulamasiz tohumlardan gelisen bitkilerin yas agirligi tuz stresinden
olumsuz etkilenmistir. EpiBL uygulamasizlarda tuzsuz ortamda 0.24 g olan bitki yas
agirhigit 100 mM tuz dozunda 0.02 g'a inmistir. Bitki yas agirligi tuzsuz ortamda,
genel olarak epiBL kullanimi ile artmis; bunlardan 1.5 ve 2 uM epiBL dozlar
istatistiksel olarak 6nemli farklilik olusturmustur. 40 mM tuz dozunda ise, 0.5 ve 1.5
uM epiBL dozlarnin yas agirligi arttirict etkisi istatistiksel olarak onemlidir. Diger
tuz dozlarinda epiBL uygulamasizlara gore bitki yas agirhigi {izerine epiBL
istatistiksel 6nemli farklilik olusturmamistir (Cizelge 3.9.). Anuradha ve Rao (2001),
Anuradha ve Rao (2003) ve Ozdemir vd., (2004) celtik iizerine yaptig1 ¢alismalarda,
bitki yas agirliginin tuz stresi ile olumsuz etkilendigini ve kullanilan BR'lerin bu
olumsuz etkiyi ortadan kaldirdigim1 gozlemislerdir ve elde ettikleri bu sonuglar
calismamizla uyumludur. Cavusoglu ve Kabar (2007), turp tohumlarindan gelisen
fidelerin yas agirligr tizerine 0.25 ve 0.30 M tuz stresine karsi epiBL'nin olumlu
etkisini belirlemislerdir. Ayrica, arastiricilar 0.35 M tuz stresine karsi EpiBL+Kin

kombinasyonunun da olumlu etkisini gézlemislerdir.

Cizelge 3.9. Tuz stresine (0-100 mM) karsi epiBL uygulamsiz ve uygulamal tohumlardan
gelisen bitkilerin yas agirhgi (g)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 0.24+0.01°¢ 0.16+0.01 0.09£0.01°  0.09+0.01 0.08+0.01 0.02+0.00

0.5 0.23+£0.01™°  0.16£0.01  0.12£0.01*  0.10£0.01  0.06+0.009  0.030.003
1 0.26£0.02°  0.17+0.01  0.10£0.008%° 0.07£0.01  0.06:0.009  0.03+0.01

1.5 0.30+£0.01*  0.17+0.01  0.1240.01*>  0.06£0.01  0.07£0.009  0.04+0.00
2 0.26£0.01%  0.16+£0.01  0.09£0.008° 0.07£0.01  0.06+0.009 0.07+0.016

Degerler, ortalama+standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.
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EpiBL uygulamasiz bitkilerin kuru agirhigr tuz stresinden olumsuz etkilenmistir.
Bitki, kuru agirligr en yiiksek tuz dozuna kadar (0, 20, 40, 60, 80 ve 100 mM NacCl)
siras1 ile 12.51, 10.43, 5.54, 6.84, 554 ve 2.30 mg olarak tespit edilmistir.
Calismamizda kontrolden 100 mM tuz dozuna kadar bitki kuru agirliginda %82'lik
azalma belirlenmistir. Amini ve Ehsanpour (2006), tohum kiiltiiriinden gelisen
Isfahani ¢esidine ait bitkilerin kuru agirligint 0 mM NaCl'de 0.21 g, 40 mM NaCl'de
0.12 g, 80 mM NaCl'de 0.12 g, 120 mM ve 160 mM NaCl'de 0.01 g belirlemislerdir.
Shirazy ¢esidinde ise ayni tuz dozlarinda bitki kuru agirhigin1 0.21 g, 0.20 g, 0.16 g,
0.03 g ve 0.04 g bulmuslardir. Arastiricilar, bitki kuru agirligi bakimindan Isfahani
cesidine %95 ve Shirazy ¢esidinde %81 azalma tespit etmislerdir. Dolayisi ile tuz
stresi bizim ¢aligmamizdakine benzer olarak bitki kuru agirligint olumsuz
etkilemistir. Tuz stresine karsi epiBL'nin etkisini degerlendirdigimizde, bitki kuru
agirlig1 tuzsuz sartlarda epiBL uygulamasi ile artis sergilerken, kullanilan dozlardan
1.5 ve 2 uM epiBL dozlan istatistiksel olarak 6nemli fark olusturmustur. Bu sonug
yas agirlik sonuglar ile paralellik géstermistir. 20 mM tuz stresinde ise 2 pM epiBL
dozu kullaniminin etkisi istatistiksel olarak énemlidir. 100 mM tuz stresi sartlarinda
ise epiBL uygulamasi ile kuru agirlik artis sergilemistir ve 2 uM epiBL dozu 6nemli
farklilik olusturmustur (Cizelge 3.10.). Calismamizda bitki kuru agirligi tuz stresi ile
azalmis ve epiBL uygulamalari ile kuru agirlikta artis gézlenmistir. Anuradha ve Rao
(2001), Anuradha ve Rao (2003) ve Ozdemir vd. (2004) celtikte yaptiklari ¢alismalar
ile elde ettikleri sonucglar yaptigimiz calismamizdaki sonuglarla paralellik

gostermektedir.

Cizelge 3.10. Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal tohumlardan
gelisen bitkilerin kuru agirhg: (mg)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100

0 12.51£1.40°  10.43+0.71°  5.54%1.54  6.8442.19 5.54+1.07  2.30+0.47°
05  16.34+1.55™ 10.27+1.14°  6.30+1.43 5.54+1.05 4.13+0.78  4.82+1.25%
1 16.14+£2.18%  9.7240.92°  4.88+0.60 3.27+0.61 4.7241.12  4.40+1.49%
15  19.45£1.52% 10.31£0.66°  6.72+1.16 2.92+0.51 5424121  3.85+0.25%
2 21.67+1.86% 13.01£1.58%  4.25+0.49  2.26+0.28 494121  7.76£1.37%

Degerler, ortalamazstandart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimimndan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gére
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.
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Bitki yaprak sayis1 epiBL uygulamasiz tohumlardan gelisen bitkilerde tuz stresinden
olumsuz etkilenmistir. EpiBL uygulamasinin etkisine baktigimizda, bitkilerin yaprak
sayist, 20, 40 ve 80 mM tuz dozlarinda uygulama ile genel olarak artis géstermesine
karsin istatistiki farklilik olusturmamistir. Sadece 100 mM tuz dozunda, 1 uM ve 2
uM epiBL uygulamasi bitki yaprak sayisi iizerine istatistiksel olarak onemli fark

olusturmustur (Cizelge 3.11.).

Cizelge 3.11. Tuz stresine (0-100 mM) kars: epiBL uygulamasiz ve uygulamali tohumlardan
gelisen bitkilerin yaprak sayis1 (adet)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(M) 0 20 40 60 80 100
0 2.95+0.05 2.23+0.11 1.75+0.13 1.87+0.12 1.66+0.33 1.000.00°

05 2.75+0.09 2.5240.11 1.66+0.14 1.92+0.07 1.72+0.14 1.00+0.00°
1 2.50+0.15 2.2340.10 1.83+0.09 1.28+0.18 1.75+0.16 2.00+0.57%
15 2.68+0.11 2.524+0.14 1.64+0.13 1.50+0.22 1.85+0.09 1.504+0.28%
2 2.724+0.10 2.52+0.14 1.77+0.10 1.83+0.16 1.70+0.15 2.00+0.00*

Degerler, ortalamastandart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Tuz stresi altinda bitkilerin kok gelisimi {izerine epiBL uygulamasinin etkisi
degerlendirildiginde, tuzsuz ortamda, epiBL uygulamasi genel olarak kok boyunu
arttirmigtir ve 1.5 uM epiBL dozunun etkisi istatistiksel olarak énemli olmustur. 20
mM tuz dozunda da 1 pM'dan itibaren tim epiBL uygulamalari kok boyunu
arttirmasina ragmen sadece 2 uM epiBL dozunun kok boyunu arttirmas istatistiksel
olarak anlamlidir. 40 mM tuz dozunda, tiim epiBL uygulamalari, 60 mM tuz dozunda
0.5 uM epiBL uygulamasi ve 100 mM tuz dozunda da tiim epiBL uygulamalar1 kok
boyunu arttirmis ancak bu artis istatistikisel olarak onemli farklilik olusturmamastir

(Cizelge 3.12.).
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Cizelge 3.12. Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal tohumlardan
gelisen bitkilerin kok boyu (cm)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100

0 5.15£0.20°  4.82+0.09° 4.65+0.18 4.74+0.28 5.04+033  2.85+0.83
0.5 5.02+0.23°  4.73+0.14° 5.20+0.33 4.78+0.30 45240.13  3.80+0.55
1 5.8240.51%  532+0.35%®  4.98+0.14 4.45+0.37 4.10+0.11  4.02+0.13
1.5 6.27+0.40°  4.95+0.17% 5.22+0.12 4.67+£0.17 4.90+0.32 3.45+0.02
2 5.4240.29%  5.50+0.12° 4.80+0.21 4.35+0.35 4.33+0.20 4.20+0.39

Degerler, ortalama+standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

In vitro tohum Kkiiltiirii calismalarinda bitki boyuna benzer sekilde kék boyu da tuz
stresinden olumsuz etkilenmistir. Colak vd. (2008) ve Keser vd. (2009), bizim
calismamiza uyumlu olarak gelisim gosteren domates bitkilerinin kok uzunlugunun
tuz stresi altinda azaldigini belirlemiglerdir. Keser vd. (2009), domates H-2274
cesidinde kontrolde 3.44 cm olan kok boyu en yiiksek tuz dozunda 1.85 cm'e
diismiistiir. Smolik vd. (2011), yabani domates ¢esidinde kontrole gére 100 mM'a
kadar kok boyunun azaldig1 ancak en yiiksek tuz dozunda (125 mM) kontrole gore
¢ok hafif arttigim1 gézlemislerdir. L. esculentum'da yiiksek tuz dozlar1 kok boyunu
arttirmistir, ancak Awizo F; ¢esidinde tuz uygulamasi kok boyunu kontrole gore
azaltmistir. Arastiricilar kok boyu iizerine genotipin, tuzlulugun ve genotip X
tuzlulugun istatistiksel olarak énemli oldugunu ifade etmislerdir. Oysa, Ozdemir vd.
(2004), tuz stresi altindaki celtik fidelerinde 24-epiBL'nin etkisini arastirmislar ve tuz
stresine kars1 tohuma uygulanan epiBL'nin kok boyu iizerine olumlu etkisini
gbézlememislerdir. Calismamizda, tuzsuz sartlarda 1.5 uM ve 20 mM tuz dozunda 2

UM epiBL uygulamasinin kok boyu iizerine olumlu etkileri belirlenmistir.

Kok yas agirhigi, tuzsuz sartlarda epiBL uygulamasi ile azalis sergilemistir. Buna
karsilik 20 mM tuz dozunda epiBL kullaniminin olumlu etkisi goriilmiistiir ve 1 pM,
1.5 uM ve 2 uM epiBL dozlarinin kok yas agirligini arttirmas istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. 40 mM tuz dozunda ise 0.5 uM epiBL uygulamasinin kok yas

agirligini arttirmasi istatistiksel olarak 6nemli fark olusturmustur (Cizelge 3.13.).
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Cizelge 3.13. Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamah tohumlardan
gelisen bitkilerin kok yas agirhg (g)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(nM) 0 20 40 60 80 100

0 0.122+0.049  0.010+0.000° 0.017+£0.001° 0.017+0.002 0.014+0.002 0.0200.010
05  0.038£0.004 0.013£0.001* 0.026+0.003% 0.015£0.001 0.015+0.002 0.010+0.000
1 0.074£0.010  0.021:0.002* 0.016+0.001° 0.013£0.001 0.013+0.001 0.010:0.000
15  0.075£0.010 0.016+0.001% 0.017+0.001° 0.013+£0.001 0.016+0.001 0.010+0.000

2 0.097£0.037  0.023£0.001*  0.020£0.001° 0.012+0.001 0.011£0.001  0.012:0.002

Degerler, ortalamatstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

EpiBL uygulamasiz bitkilerin kok kuru agirligi tuz stresinin artig1 ile azalma
gostermektedir. Amini ve Ehsanpour (2006), Isfahani ve Shirazy ¢esitlerinde bizim
calismamizdaki sonuglara benzer sekilde tuz stresinin bitki kok kuru agirligim
olumsuz etkiledigini bulmuslardir. Arastiricilar, her iki ¢esitte, 120 ve 160 mM tuz
stresinde kok gelisiminin inhibe edildigini bulmuslardir. Calismamizda, kok kuru
agirligt  iizerine tuz  stresine karst  kullandigimiz epiBL'nin  etkisini
degerlendirdigimizde, kok kuru agirligi tuzsuz sartlarda epiBL kullanimi ile artis
sergilemistir ve bunlardan 1.5 ve 2 uM epiBL dozlar istatistiksel 6nemli farklilik
olusturmustur. 20 mM tuz dozunda da benzer sonuglar alinmig olup kok kuru agirlig
tizerine 1.5 ve 2 uM epiBL uygulamasi istatistiki 6nemli olmustur. Diger tuz

dozlarinda epiBL'nin olumlu etkisi gézlenmemistir (Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14. Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal tohumlardan
gelisen bitkilerin kok kuru agirhg: (mg)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 3.68+0.49° 1.22+0.09° 1.20+0.27 1.14+0.29 1.25+0.30 1.66+0.29

0.5 4454067  1.16+0.03° 1.55+0.40 1.0840.17  0.83+0.19 1.3840.35
1 5.10£0.92%  1.30+0.13° 1.1240.13  0.80+0.21 0.90+0.19 0.76+0.31
1.5 6.93+1.232 1.95+0.15° 1.02+0.12 0.52+0.11 1.12+0.18 0.90+0.30

2 6.87+1.11% 1.93+0.172 0.95+0.07 0.50+0.11 0.88+0.20 1.60+0.57

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlari arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.
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Genel olarak degerlendirdigimizde, tohum ¢imlenmesini takiben gergeklesen siirgiin
gelisimi ile ilgili parametrelerde kontrol, diisiik, orta ve en yliksek tuz dozlarina karsi

ozellikle 1 uM, 1.5 uM ve 2 uM epiBL uygulamalarinin olumlu etkisi gézlenmistir.

Tuz stresine kars1 epiBL'nin etkilerini belirlemeye yonelik yaptigimiz in vitro tohum
kiiltiirti galismasinda, tohum g¢imlenmesi ve bitkilerin gelisimsel 6zelliklerinin
yaninda pigment igerikleri de belirlenmistir. EpiBL uygulamasiz bitkilerde klorofil a
igerigi 7.24 ug/ml iken 20, 40 ve 60 mM tuz dozlarinda klorofil a igerigi artmus,
yiikksek tuz dozlarinda ise azalmistir. Calismamizla benzer sekilde Kusvuran vd.
(2008), iklim odasinda vermikulitte yetistirdikleri farkli kavun genotiplerinde
genelde tuz stresinin klorofil igerigini azalttigini ancak, bazi ¢esit genotiplerinde
(Ananas ve Semame) igerigin arttigin1 gozlemislerdir. Bu durum, tuzlu kosullarda
biliyliyen bitkilerin yapraklarinin  kiigiik, renginin de koyu yesil olmasi ile
aciklanmistir. Dolek (2009), farkli karpuz genotiplerine ait tohumlart perlitte
¢imlendirmis ve akabinde su kiiltiiriinde gelisimlerini saglamistir. Arastirici,
yapraklarin klorofil igeriklerinin tuz stresinden 6nemli diizeyde etkilendigini ve genel
olarak farkli genotiplerde tuz stresinin 150 mM’a yiikselmesiyle birlikte, semptom
derecesi yiiksek olan genotiplerde genel olarak klorofilin yiiksek oldugu,
biiylimedeki gerilemeyle birlikte klorofilin konsantre hale geldigini gézlemislerdir.
Bu durum, fotosentetik alanlarin kiigilmesi, Kusvuran vd. (2008)'nin de belirttigi
gibi tuzlu kosullarda biiyiiyen bitkilerin kiigiik yaprakli ve koyu yesil renkte
olmasiyla iligkilendirilmistir. Heidari vd. (2014), serada toprakta yetistirdikleri
aycicegi bitkisinde klorofil igeriginin kontrole gore tuz stresi ile arttigin1 ve bunun
tuz stresi altindaki bitkilerin yapraklarindaki kloroplast sayisinin artmasi ile ilgili
olabilecegini belirtmislerdir. Baran ve Dogan (2014), soya tohumlarini perlitte
yetistirmisler ve 30 gilinliik bitkiciklerde kontrole gére 100 mM'a kadar klorofil a
igeriginin arttigini, 150 mM'a kadar azaldigin1 belirlemislerdir. Farkl tiirlerde farkl
kiiltiirlerle elde edilen bitkilerin pigment analizleri sonucunda, genellikle artan tuz
stresine karsi1 klorofil a igeriginin azaldig1 gézlenmistir. Amini ve Ehsanpour (2006),
Isfahani ve Shirazy gesitlerinde tohumlar1 MS ortami iceren petri kaplarinda kiiltiire
almiglar ve 21 giin sonra gelisen bitkilerde kontrolden 160 mM'a NaCl stresine kadar
klorofil a igeriginin gittikge azaldigmi belirlemislerdir. Aly vd. (2012) Trifolium
alexandrinum L. tiirliniinii tohumlarimi yar1 giiglic MS (%2 MS) ortaminda kiiltiire
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almiglar ve 3 haftalik fidelerin klorofil a iceriginin benzer sekilde tuz stresinin artis
ile azalma gosterdigini ifade etmislerdir. Arastiricilar, fotosentetik etkinlikte dnemli
rolii olan klorofil igerigindeki azalmanin klorofil sentezinin azalmasi ya da
degredasyonunun artmasina baglamislardir. Yokas vd. (2008), domates Target NF1
cesidinde sera denemelerinden elde ettikleri bitkiciklerde klorofil a igerigini
arastirmiglar ve ayni sekilde artan tuz stresine karsi klorofil igeriginin 6nemli sekilde
diisiis sergiledigini gozlemislerdir. Akca ve Samsunlu (2012), saks1 denemeleri ile
tohumdan bitki elde etmisler ve cevizde tuz stresinin klorofil a igerigini olumsuz
etkiledigini ifade etmislerdir. Arastiricilar, literatiirleri degerlendirdiklerinde tuz
stresi altinda klorofil a igeriginin azalmasini iyon birikiminden kaynaklanabilecegini
veya stoma acilma ve kapanmasindaki diizensizlikten olabilecegini belirtmislerdir.
Ayrica, klorofil igerigindeki azalma, yapraklarin hizli gelismesi ile de
iligkilendirilmistir. Genel olarak literatiirlere bakildiginda stres sartlarinda klorofili
parcalayan klorofillaz enzimi aktivitesindeki artisa bagli olarak klorofil igeriginin
azaldig1 belirtilmektedir (Yildiztekin, 2012). Tez calismamizda, tuz stresine karsi
epiBL'nin etkisini degerlendirdigimizde, tuzsuz sartlarda epiBL uygulamasi genel
olarak klorofil a igerigini arttirmistir ve bunlardan 1.5 ve 2 uM epiBL dozlar
istatistiksel olarak onemli farklilik olusturmustur. 20, 40 ve 60 mM tuz dozlarinda
ise, epiBL uygulamasinin Onemli etkisi olmamistir. tuz dozunda epiBL
uygulamasinin olumlu etkisi goriilmemistir. 80 mM tuz dozunda tiim epiBL
uygulamasi olumlu etki sergilemistir ve istatistiki olarak farklilik 6nemli olmustur.
100 mM tuz dozunda epiBL uygulamasi klorofil a igerigini arttirmis; bunlardan
sadece 2 uM epiBL dozu istatistiksel olarak farklilik 6nemli olmustur (Cizelge
3.15)).
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Cizelge 3.15. Tuz stresine (0-100 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamali tohumlardan
gelisen bitkilerin klorofil a icerigi (ng/ml)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(M) 0 20 40 60 80 100

0 7.2440.76°  837+0.99%  825+0.65  8.87£0.27  7.14+0.33°  5.53+0.13°
0.5 5.81+0.63%  8.52+0.92®  8.10+0.21  7.84+0.77  9.1240.80%  7.06+0.27%
1 8.5240.41™ 9.12£0.89% 7924036  7.53%0.20  9.15£0.57%*  6.66+1.15%®
15 11.41+0.43%  10.50+0.04% 8.31+1.20 7.31+0.17 9.74+0.33%  6.39+0.64°
2 9.85+0.88%  6.98+0.78" 7.54+0.65 9.77+1.83 8.82+0.17%  8.65+0.46°

Degerler, ortalamastandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

EpiBL uygulamasiz bitkilerin klorofil b igerigi, kontrole gore tuz stresi ile artis
gostermistir (Cizelge 3.16.). Amini ve Ehsanpour (2006), kullandiklar1 Isfahani ve
Shirazy cesitlerinde klorofil b igerini tuz stresinin disiirdiigiinii belirtmislerdir.

Aragtiricilarin sonuglart bizim sonuglarimizla uyumlu degildir.

Cizelge 3.16. Tuz stresine (0-100 mM) karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamali tohumlardan
gelisen bitkilerin klorofil b icerigi (ng/ml)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100

0 1.44+0.42° 2944041 2724021  3.04+0.24%  2.7340.15 3.19+0.48
0.5 1.02+0.39°  2.68+0.24%° 2.78+0.08  2.55+0.31%°  2.89+0.25 3.21+0.34
1 1.150.29°  3.02+0.32%° 2.86+0.05  1.74+027°  2.69+0.14 2.21+0.38
1.5 2.67+£0.01*  3.44+0.05° 3.09+0.28  2.49+0.16®°  3.02+0.08 2.4240.25
2 1.66+0.49%°  2.24+0.34° 2.84+0.08  3.06£0.63%  3.50+0.44 3.16+0.09

Degerler, ortalamazstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlari arasindaki istatistiksel farklilhigi gostermektedir.

Calismamizda, klorofil b igerigi tuz dozlarma ve epiBL uygulamalarina bagl olarak
cok fazla degisiklik gostermemistir. Tuzsuz ortamda klorofil b igerigi, 1.5 ve 2 uM
epiBL dozlar1 tarafindan artig sergilemistir. Sadece 1.5 uM epiBL dozu istatistiksel
olarak farklilik 6nemli olmustur. Diger tuz dozlarinda da epiBL uygulamasi klorofil

b igerigi lizerine istatistiksel onemli fark olusturmamistir (Cizelge 3.16.).
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EpiBL uygulamasiz bitkilerin toplam klorofil icerigi de tuz stresinde artis
gostermistir. Amini ve Ehsanpour (2006), kullandiklar1 iki domates ¢esidinin tohum
kiltlirlerinden gelisen bitkilerinde, artan tuz stresi sartlarinda toplam klorofil
igeriginin azaldigini ifade etmislerdir. Bizim sonuglarimizla arastiricilarin sonuglari
uyumlu degildir ancak, ¢alismamizda klorofil a igeriginde de agikladigimiz gibi
toplam klorofil iceriginin artig1 kiiltiirden gelen bitkilerin vejetatif aksaminin iyi
olmasindan kaynaklanmistir. Tuz stresine karsi epiBL uygulamalarmin toplam
klorofil igerigi iizerine etkisi degerlendirildiginde tuzsuz ortamda epiBL uygulamasi
toplam klorofil igerigini arttirmistir, 1.5 uM epiBL dozu istatistiksel olarak énemli
farklilik olusturmustur. 20, 40, 60 ve 100 mM tuz dozlarinda ise epiBL
uygulamalarinin toplam klorofil igerigi {izerinde istatistiksel olarak 6nemli fark
olusturmamistir. 80 mM tuz dozunda ise tiim epiBL dozlar1 toplam klorofil icerigini

arttirmig ve istatistiksel olarak dnemli farklilik olugturmustur (Cizelge 3.17.).

Cizelge 3.17. Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamah tohumlardan
gelisen bitkilerin toplam klorofil icerigi (ug/ml)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlar
(M) 0 20 40 60 80 100

0 8.63+1.18" 10.77+1.54*® 10.98£0.87 11.89£0.51  9.33+0.04°  8.78+0.33%
05  6.96+1.03° 10.91£0.94® 10.89+0.22 10.49£1.09® 11.99+1.05 10.34+0.63%
1 0.54+0.42% 12.14£121%* 10.79+0.39  7.39£1.23°  11.68+0.68°  8.78+1.50%°
1.5  14.03+0.42% 13.96+0.10° 11.40+1.48  9.75+.01%®  12.54+0.38%  8.56+0.84°

2 11.63£1.17%  9.24+1.12°  10.38+0.73  12.3622.39%  12.25+0.61*  11.66+0.532

Degerler, ortalama+standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir

Karotenoid igerigi, tuzsuz ortamda 1 uM, 1.5 uM ve 2 uM epiBL uygulamasi ile
artmis ve bu artis istatistiksel olarak 6énemlidir. 20 mM tuz dozunda 1.5 uM epiBL;
60 mM tuz dozunda 2 uM epiBL dozu karotenoid igerigini arttirmasina karsin
istatistiksel olarak farklilik olusturmamistir. 80 mM tuz stresinde epiBL kullanimi1
karotenoid pigment igerigi iizerine istatistiksel olarak 6nemli etki gdstermemistir.
100 mM tuz dozunda ise kullanilan tiim epiBL konsantrasyonlar istatistiksel olarak

onemi farklilik gosterek iyilestirici etkisini sergilemistir (Cizelge 3.18.).
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Cizelge 3.18. Tuz stresine (0-100 mM) kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamah tohumlardan
gelisen bitkilerin karotenoid icerigi (ug/ml)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlari
(M) 0 20 40 60 80 100

0 1.5040.14°  1.74+0.22%°  1.74£0.15  1.81+0.01*  1.78+0.09 0.77+0.23°
0.5 1.4840.03°  1.70£0.12%°  1.64+0.08  1.66+0.12% 1.96+0.17 1.44+0.012
1 2.11£0.15%  1.19+0.23%®  1.51%0.09  1.28+0.19° 1.94+0.12 1.40+0.20%
1.5 2.44+0.04*  2.15+0.02% 1.60+0.25 1.46+0.11% 2.02+0.04 1.3140.132
2 2.1740.19°  1.45+£0.16°  1.32+0.19  1.90+0.29° 1.72+0.07 1.83+0.132

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

Tohum kiiltiiriinden gelisen bitkilerin pigment igeriklerine baktigimizda tuzsuz
ortamda genel olarak 1.5 puM epiBL uygulamasinin olumlu etkisi gozlenmistir.
Yiiksek tuz dozlarinda ise, klorofil b igerigi haricinde diger tiim pigment igerikleri
lizerine yapilan epiBL uygulamalarinin hepsinin olumlu etkisi belirlenmistir.
Anuradha ve Rao (2003), geltikte tuz stresi altinda BL uygulamalarinin pigment

icerigini iyilestirdigini ifade etmiglerdir.

3.2. In Vitro Siirgiin Ucu Kiiltiirii Calismalarina Ait Bulgular

10 giinliik steril fidelerin siirgiin uglar1 2 mg/l Kin+0.4 mg/l NAA ilaveli ortamda
kiiltiire alinmis ve siirgiinlerin gelisimleri saglandiktan sonra artan tuz dozlarimi
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Farkli tuz dozlarmi iceren MS

ortamlarinin asagidaki EC degerleri 6l¢iilmiistiir.

i. 0 mM NacCl (kontrol) ilaveli MS ortam1 = 5.65 mS/cm
ii. 20 mM NaCl ilaveli MS ortami = 7.69 mS/cm

iii. 40 mM NaCl ilaveli MS ortami = 9.34 mS/cm

iv. 60 mM NaCl ilaveli MS ortam1 = 11.56 mS/cm

v. 80 mM NaCl ilaveli MS ortami = 14.23 mS/cm

vi. 100 mM NacCl ilaveli MS ortam1 = 15.40 mS/cm
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1 aylik kiiltiir siirecinden sonra bitki gelisiminin (bitki boyu, yaprak olusumu ve kok

gelisimi) tuz stresinden olumsuz etkilendigi gdzlenmistir (Sekil 3.7.).

EpiBL
(nM)
NacCl _
(mM) ’ ~: ! SF H '
1H | 8
: A Ik
WP Gl
A
20 2 WRS \
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100

Sekil 3.7. Kiiltiire ahinan siirgiin u¢larindan 30 giin sonra gelisen bitkilerden 6rnekler (Olgii
cizgisi: 1 cm)
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Artan tuz dozlarini igeren MS ortamininda Slgiilen EC degerleri yiikselmis ve tohum
kiiltiirtinde kullanilan 2 MS ortamindakine gore EC degerlerinde artis gozlenmistir.
Kontrolde 5.65 mS/cm olan EC degeri 20 mM tuz dozunda 7.69 mS/cm'e ¢ikmistir
ve bitki gelisiminde acik bir gerileme gozlenmemistir. 40 ve 60 mM tuz dozlarinda
9.34 ve 11.56 mS/cm olan EC degerleri ile gelisimin geriledigi agiktir ve yiiksek tuz
dozlarinda 14.23 ve 15.40 mS/cm olan yiiksek EC degerlerinde bitki gelisiminin
oldukca etkilendigi belirlenmistir.

Tabandan yaprak uglarina kadar olgiilen bitki boyu 0 ve 20 mM tuz dozlarinda
yiiksek iken, artan tuz dozlarina bagl olarak azalis gdstermis ve en yiiksek tuz
dozunda en diisiik degerini almistir. En yiiksek bitki boyu 20 mM NaCl dozunda 2
uM  epiBL uygulamali bitkilerde 11.09 cm; en diisiik ise 100 mM tuz dozunda
epiBL uygulamasizlarda (0 uM epiBL dozunda, sadece %70 aseton uygulamasi
yapilanlar) 3.33 cm olarak 6l¢iilmiistiir. Tez ¢alismamizin sonuglarina benzer sekilde
Mercado vd. (2000), domates Pera ve Hellfrucht frisshtamm (HF) ¢esitlerinde apikal
govde ekplantlarini 0, 43, 86, 129 ve 172 mM NaCl geren MS ortaminda kiiltiire
almiglardir ve artan tuz stresi ile siirgiin boyunun olumsuz etkilendigini bulmuslardir.
Shibli vd. (2007), in vitro mikrosiirgiin kiiltiirlerinden gelisen siirgiinlerin boyunun
tuz stresinden olumsuz etkilendigini bulmuslardir. Roma c¢esidinde 0, 50, 100, 150,
200 mM tuz dozlarinda siirgiin boyunu sirast ile 10.4 cm, 6.9 cm, 5.4 cm, 3.9 cm ve
2.7 cm; Patio ¢esidinde siirgiin boyunun 5.8 cm, 3.7 cm, 3.3 cm, 2.8 cm ve 2.4 cm
olarak belirlemislerdir. Ayrica, Cano vd. (1998)'e gore Shibli vd. (2007), siirgiin ucu
kiiltiirlerinin yiiksek genetik stabilitesinden dolay1 tuz toleransini test etmede hiicre
kiiltiirlerine gore daha iyi ve avantajli sistem olduklarmi ifade etmislerdir. Abu-
Khadejeh vd. (2011), domates JO112 ve JO992 cesitlerinde in vitro mikrosiirgiinleri
kullanmislar ve 0, 50, 100, 150 ve 200 mM dozlarda esit hacimde NaCl:CaCl, tuzlar
iceren ortamda kiiltiire almislardir. Kiiltirde 4 hafta sonunda JO112 cesidinde
kontrolde siirgiin boyu 9.16 cm iken, en yiikksek tuz dozunda (200 mM) siirgiin
boyunun 3.24 cm'e distiiglinii belirlemislerdir. JO992 c¢esidinde kontrolde siirgiin
boyu 10.32 cm iken, en yiiksek tuz dozunda 3.54 cm Ol¢miislerdir. Caligmamiz ile
arastiricilarin - galismasinin  sonuglart tuz stresinin gelisimi olumsuz etkilemesi
hususunda benzerdir ancak, bizim ¢alismamizda en yiiksek tuz dozu (100 mM) bitki

boyunu 3.33 cm'e disiiriirken arastiricilarin ¢alismasinda 100 mM tuz dozunda
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stirglin boyu JO112 c¢esidinde 5.86 cm ve JO992 ¢esidinde 8.54 cm bulunmustur.
Arastiricilarin - sonuglarint  degerlendirdigimizde, tuz stresinin bitki gelisimini
gerilettigi ve bitki boyunu azalttigi agiktir. Ancak, kullanilan farkli genotiplerde
farkl1 tuz cesitlerine gore bitki boyundaki farkliliklar bize tuz stresine yanitta
kullanilan domates c¢esidinin ve tuz tipinin Onemini yansitmaktadir. Tez
calismamizda tuz stresinin olumsuz etkisini ortadan kaldirmada kullandigimiz
epiBL'nin etkisine baktigimizda; sadece en yiiksek tuz dozunda (100 mM) 2 uM
epiBL uygulamasi, ortalama bitki boyunu arttirmistir ve artis istatistiksel olarak

onemli olmustur (Cizelge 3.19.).

Cizelge 3.19. Tuz stresine karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin uclarindan gelisen
30 giinliik bitkilerin boyu (cm)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)

Dozlan

(uM) 0 20 40 60 80 100
0 10.90£0.43 10.25+0.68 7.57£0.60 7.40+0.34 6.15+£0.45°  3.33+£0.23°
1 10.13£0.42  10.98+0.44 7.82+0.74 7.35+0.36 3.44+0.31°  3.89+0.35%
2 9.94+0.40 11.09+0.51 7.45£0.55 7.19+0.43 4.7440.42%®  4.29+0.32°

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Bitki yas agirlig1 0, 20 ve 40 mM tuz dozlarinda yiiksek iken, 60 mM tuz dozundan
itibaren azalmaya baglamistir. 100 mM tuz dozunda ise bitki yas agirliginda keskin
azalis gozlenmistir. Bitki yas agirligi en yiiksek 20 mM tuz dozunda 2 pM epiBL
uygulamali bitkilerde 1.10 g olarak tespit edilmistir. En diisiik yas agirlik 100 mM
tuz dozunda epiBL uygulamasiz bitkilerde goézlenmistir (0.18 g). Bitki yas agirlig
tuzsuz sartlara gore, 20 mM tuz dozunda yiikselmis, tuzlulugun artigina bagli olarak
yas agirlikta genelde bir azalma gozlenmistir. Shibli vd. (2007), bizim ¢alismamiza
benzer sekilde kullandiklar1 Roma ve Patio gesitlerinin mikrostirglin kiiltiirlerinden
geligen bitkilerin yas agirliginin artan tuz dozlar ile azaldigini belirlemislerdir. Roma
cesidinde, 0 mM'dan 200 mM'a kadar artan tuz dozlarina gore bitki yas agirliginin
1.1 g'dan 0.6 g'a diistiiglinii belirlemislerdir. Arastiricilar, Patio ¢esidinde yas
agirligin tuz stresinden etkilenmedigini kontrolde 1.14 g olan yas agirligt 200 mM
tuz stresinde 1.2 g bulmuglardir. Abu-Khadejeh vd. (2011), kiiltiirde 4 hafta sonunda

JO112 g¢esidinde kontrolde siirgiin yas agirhigin1 2.67 g ve artan tuz stresinde ise
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sirast ile 1.97 g, 1.36 g, 0.64 ve 0.54 g; JO992 ¢esidinde kontrolden en yiiksek tuz
dozuna kadar siirgiin yas agirligim 2.68 g, 2.10 g, 1.43 g, 0.75 g ve 0.58 g
bulmuglardir. Arastiricilarin bulgular1 bizim bulgularimizla paraleldir ancak, siirgiin
boyunda oldugu gibi ¢esit farkliligina bagli olarak bizim kullandigimiz gesitte yas
agirhk daha diisik seyretmistir. Tuz stresine karst epiBL'min etkisi
degerlendirildiginde, 20 mM ve 100 mM tuz dozlarinda kontrole (epiBL
uygulamasiz) gore, her iki epiBL uygulamasinda da yas agirlig1 arttirmis ancak, 2
uM epiBL uygulamasi istatistiksel olarak onemli farklilik olusturmustur (Cizelge
3.20.).

Cizelge 3.20. Tuz stresine karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin uclarindan gelisen
30 giinliik bitkilerin yas agirhgi (g)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)

Dozlan

(uM) 0 20 40 60 80 100

0 0.75+0.03  0.81+0.06° 0.74+0.08 0.52+0.04  0.41+0.04>  0.18+0.03°
1 0.73£0.03  0.98+0.06® 0.84+0.08 0.52+0.04 0.21+0.03°  0.25+0.04%
2 0.70£0.03  1.10+0.04%  0.66+0.07 0.55+0.04 0.36+0.05%®  0.39+0.05°

Degerler, ortalama+standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

Bitki kuru agirligi, tuzsuz ve diisiik tuz igceren ortamlarda yiiksek iken; 40 mM tuz
dozundan itibaren azalis gostermistir. Bitki kuru agirligi en yiiksek, 20 mM tuz
dozunda 1 uM epiBL uygulamali bitkilerde 149.33 mg belirlenirken; en yiiksek tuz
dozunda epiBL uygulamasizlarda 20.00 mg goézlenmistir. Calismamizda bitki kuru
agirhigr epiBL uygulamasizlarda artan tuz dozlarina gore sirasi ile 96.11 mg, 91.36
mg, 72.78 mg, 53.24 mg, 54.10 mg ve 20.00 mg bulunmustur. Shibli vd. (2007), in
vitro mikrosiirgiin kiiltiirlerinden gelisen bitkilerin kuru agirligint Roma ¢esidinde,
kontrolde 69 mg, en yiiksek tuz dozunda 47 mg oldugunu; Patio cesidinde ise
kontrolde 104 mg olan kuru agirligin en yiiksek tuz dozunda 93 mg'a diistiigiinii
tespit etmislerdir. Roma ¢esidine gore Patio ¢esidinde kuru agirlik daha yiiksek
olmus ve kuru agirlik parametresi bakimindan kullanilan Patio ¢esidinin tuz stresine
daha fazla tolerans gosterdigi belirlenmistir. Calismamizla benzer sekilde, Abu-
Khadejeh vd. (2011), JO112 ¢esidinde kontrolde siirglin kuru agirligini 94.40 mg ve
artan tuz stresinde ise sirasi ile 110.80 mg, 67.20 mg, 51.00 mg ve 32.00 mg; JO992
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cesidinde kontrolden en yliksek tuz dozuna kadar siirgiin kuru agirligini 94.80 mg,
99.80 mg, 104.00 mg, 89.60 mg ve 61.40 mg bulmuslardir. Caligmamizda, tuz
stresine kars1 epiBL'nin etkisine bakildiginda; sadece 20 mM tuz dozunda her iKi
konsantrasyondaki epiBL uygulamasinin kuru agirligi1 arttirmasi istatistiksel olarak

onemli farklilik olusturmustur (Cizelge 3.21.).

Cizelge 3.21. Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin uclarindan gelisen
30 giinliik bitkilerin kuru agirhgi (mg)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)

Dozlar

(uM) 0 20 40 60 80 100
0 96.1148.28 91.36+9.78" 72.78+14.75 53.24+5.57 54.10£17.06 20.00+4.45
1 114.65+£5.13 149.33+7.70* 76.44+10.38 55.50+10.09 20.72+5.88 24.64+11.38
2 87.63+8.86 135.28+8.80% 66.34+13.88 57.25+7.22 42.48+16.55 48.92+14.83

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Genel olarak bitkilerin kék boyunun 0, 20, 40, 60 ve 80 mM tuz dozlarinda birbirine
yakin oldugu gézlenmistir. Ancak, 100 mM tuz dozunda hafif bir azalmanin oldugu
da belirlenmistir. En yiiksek kdk boyu, 20 mM tuz dozunda 2 pM epiBL uygulamali
bitkilerde gozlenirken (8.71 cm); en diisiik kok boyu 100 mM tuz dozunda epiBL
uygulamasiz bitkilerde belirlenmistir (5.35 cm). Tez calisamamizin sonuglarina
benzer sekilde Cano vd. (1998), L. esculentum ve L. pennellii tiirlerinde in vitro
siirglin eksplantlarindan gelisen bitkilerin kdklenmesi iizerine tuz stresinin olumsuz
etkilerini belirlemislerdir. Mercado vd. (2000), domates Pera ve HF c¢esitlerinde
apikal govde ekplantlarindan gelisen siirglinlerin artan tuz stresi altinda kok
gelisimlerinin olumsuz etkilendigini bulmuslardir. Buna karsilik Shibli vd. (2007),
Roma ve Patio c¢esitlerinde kok boyunun artan tuz stresinden olumsuz
etkilenmedigini tespit etmislerdir. Abu-Khadejeh vd. (2011), kiiltiirde 4 haftanin
sonunda JO112 g¢esidinde kontrolde siirgiin kok boyunu 8.72 cm ve artan tuz
stresinde ise sirasi ile 8.82 cm, 5.88 cm, 3.14 cm ve 0.22 cm; JO992 ¢esidinde
kontrolden en yliksek tuz dozuna kadar siirgiin kok boyunu 9.98 cm, 10.12 cm, 8.94
cm, 2.30 cm ve 0.12 cm belirlemislerdir. Arastirmacilarin sonuglari bizim elde
ettigimiz sonuglarla uyumludur. Arastiricilar, 100 mM tuz dozundan sonra kok

boyunun ¢ok azaldigini ve en yiiksek tuz dozunda (200 mM) vurucu bir diisiis
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belirlemiglerdir. Tez c¢alismamizda tuz stresine karst epiBL'nin etkisini
degerlendirdigimizde, 20, 40 ve 100 mM tuz dozlarinda epiBL uygulamasi kok
boyunu arttirsa da tuz stresine karsi epiBL uygulamasimin etkisinin istatistiksel

olarak onemli fark olusturmadigi belirlenmistir (Cizelge 3.22.).

Cizelge 3.22. Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin u¢larindan gelisen
30 giinliik bitkilerin kok boyu (cm)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlar
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 8.13+0.192 7.8840.28  7.03+0.36 6.16:0.26 7.43+0.45 5.35+0.61
1 7.41+0.19° 8.02+0.35  7.15+0.35 5.97+0.27 6.26£0.56 6.71+£0.67
2 8.00£0.22%®  8.71£0.25 7.10£0.53  6.12+0.29  7.24+0.53  5.94+0.59

Degerler, ortalama+standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlari arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

Kok yas agirligi, 0 ve 20 mM tuz dozlarinda yiiksek iken; 40 mM tuz dozunda azalis
baslamis ve 60 mM tuz dozundan itibaren azalma belirgin olarak gozlenmistir. En
yiiksek kok yas agirligl, 0 mM tuz dozunda epiBL uygulamasiz bitkilerde 0.34 g
bulunmustur. En diisik kok yas agirligt 100 mM NaCl dozunda yine epiBL
uygulamasiz bitkilerde 0.03 g tespit edilmistir. 60 mM tuz dozunda 2 uM epiBL
uygulamasi, 80 mM tuz dozunda ise 1 pM epiBL uygulamasi, en yiiksek tuz dozunda
(100 mM) ise her iki konsantrasyondaki epiBL uygulamasi yas agirligi arttirmistir.
Ancak bu artis istatistiksel olarak farklilik olusturmamastir (Cizelge 3.23.).

Cizelge 3.23. Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin uclarindan gelisen
30 giinliik bitkilerin kok yas agirhg (g)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)

Dozlanr

(uM) 0 20 40 60 80 100
0 0.34£0.01*  0.3440.02% 0.21£0.02 0.08£0.008 0.08+£0.008 0.03+0.008
1 0.2840.01°  0.27+0.02° 0.18+0.01 0.08+0.009 0.09+0.025 0.05+0.011
2 0.29+0.01%® 0.33£0.01%° 0.15£0.02 0.10+0.007 0.08+0.013 0.04:£0.006

Degerler, ortalama=standart hatadir. Ayn siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gére
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.
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Kok kuru agirligl tuzsuz ortamda yiiksek iken artan tuz konsantrasyonlarina gore
kademe kademe ciddi bir azalis sergilemistir. En yliksek kok kuru agirligr tuzsuz
ortamda 1 uM epiBL uygulamali bitkilerde 32.78 mg belirlenmistir. En diisiik kok
kuru agirligi ise 100 mM NaCl igeren ortamda gelisen epiBL uygulamasiz bitkilerde
2.53 mg tespit edilmistir. EpiBL uygulamasiz bitkilerde, kok kuru agirligi, artan tuz
dozlarina gore 31.10, 14.07, 11.07, 8.30, 12.43, 2.53 mg olarak belirlenmistir. Shibli
vd. (2007), 0, 50, 100, 150, 200 mM NaCl stresinde kok kuru agirligint Roma
cesidinde 38, 18, 8, 12, 7 mg; Patio ¢esidinde ise 28, 26, 11, 8, 4 mg olarak
belirlemiglerdir. Arastiricilar, bizim ¢aligmamizin sonuglari ile uyumlu sekilde kok
kuru agirhigmin tuz stresinden olumsuz etkilendigini tespit etmiglerdir. Tez
calisgmamizda her bir tuz dozunun olusturdugu strese karsi kullanilan epiBL'nin
etkisine baktigimizda; NaCl igermeyen ortamda epiBL uygulamasiz kontrol
bitkilerine goére, 1 uM epiBL uygulamasi, 20 mM tuz dozunda her iki epiBL
uygulamasi, 40 mM tuz dozunda 2 uM epiBL uygulamasi, 60 mM ve 100 mM tuz
dozunda ise her iki konsantrasyodaki epiBL uygulamasi kok kuru agirligini
artttrmustir. Ancak bunlardan sadece 100 mM tuz dozunda 2 pM epiBL uygulamasi

istatistiksel olarak 6nemli farklilik olusturmustur (Cizelge 3.24.).

Cizelge 3.24. Tuz stresine karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin u¢larindan gelisen
30 giinliik bitkilerin kok kuru agirhgi (mg)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)

Dozlan

(uM) 0 20 40 60 80 100
0 31.1043.72  14.07+3.18 11.07+3.29%° 8.3042.17 12.43+0.61* 2.53+0.72°
1 32.78+4.05 24.45+598 10.97+3.84° 8.3442.09 3.33+1.52°  3.35+0.68"
2 27.71£3.09 26.80£4.70 23.76+2.76% 10.57+3.47 4.13+0.95° 7.26+0.67%

Degerler, ortalamatstandart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

Siirglin ucu kiiltlirlerinde tuz stresine kars1 epiBL'nin etkisini morfolojik gozlemler
ve gelisimsel parametrelerin yanisira biyokimyasal parametrelerle belirlemeye
yonelik olarak pigment analizleri (klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid
igerikleri) de yapilmstir. Ciinkii bitkide klorofil i¢erigi, fotosentetik etkinlikte 6nemli
rol oynamakta ve bitki gelisimini arttirmaktadir. Bitkideki en dnemli pigment olan

klorofil a, fotosentezin 151kl evre reaksiyonlarinda 6nemli rol iistlenmektedir. Tuz

91



stresi altindaki bitkilerde klorofil icerigindeki degisimler, biyokimyasal yanitta en
onemli parametrelerden biridir (Mohamed vd., 2011). Calismamizda en yiiksek
klorofil a igerigi, tuzsuz ortamda epiBL uygulamasi yapilmamis bitkiciklerde 5.40
pug/ml bulunmustur. En diisiik klorofil a igerigi ise, 60 mM NaCl igeren ortamda 2
uM epiBL uygulamali bitkiciklerde 1.86 pg/ml olarak belirlenmistir. Klorofil igerigi,
tuz stresi altinda azalma gostermektedir. EI-Meleigy vd (2004), calismamizla benzer
sekilde 0, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 g/l NaCl stresi altinda kullandiklar1 6 domates ¢esidinde
rejenerasyonla olusan adventif siirgiinlerin yapraklarinda klorofil a igeriginin
azaldigin1 tespit etmislerdir. Mohamed vd. (2011), Pearl ve Beril domates
cesitlerinde kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerde klorofil
a igeriginin bizim ve El-Meleigy vd. (2004)'nin calismalarina benzer sekilde tuz
stresinden olumsuz etkilendigini bulmuslardir. Calismamizda klorofil a igerigi
tizerine tuz stresine kars1 epiBL uygulamasinin etkisine bakildiginda, 20 mM tuz
iceren ortamda her iki epiBL uygulamasi, 80 mM ve 100 mM NaCl dozlarinda ise 1
uM epiBL uygulamasi klorofil a igerigini arttirmistir. Ancak istatistiksel olarak 100
mM tuz dozunda 1 uM epiBL uygulamasinin olumlu etkisi nemli olmustur (Cizelge
3.25.). Shahid vd. (2011), bezelyede tuz stresine karst epiBL'nin etkisini aragtirmislar
ve 1 mM ve 10 mM NacCl stresine karsi saksi denemesinden elde ettikleri bitkilerin
yapraklarinda klorofil a igerigini 5 uM ve 10 uM epiBL uygulamasinin artirdigini
bulmuslardir. Sharma vd. (2013), celtikte epiBL uygulamasini (10, 10°, 107 M)
tohuma yapmiglar ve 75, 100, 125 mM NaCl'ye kars1 etkisini degerlendirmislerdir.
Aragstiricilar, tuz stresinin klorofil a igerigini azalttigini ancak, tuz stresine karsi

epiBL uygulamasi ile klorofil a igeriginin arttigini belirlemislerdir.

Cizelge 3.25. Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin uclaridan gelisen
30 giinliik bitkilerin klorofil a icerigi (ng/ml)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 5404048 3.66£0.14 3224031 3.23£0.39 2.81+0.10  2.630.017"
1 3.62+0.85  4.32+0.51 2.05+0.09 2.46+0.12 3.19+0.52  3.04+0.005%
2 3.91£0.08 4.72+024  2.18+0.02 1.86+0.47 1.90+0.01  1.93£0.011°

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.
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Calismamizdaki bitki 6rneklerinde en yiiksek klorofil b igerigi, 100 mM tuz dozunda
1 uM epiBL uygulamasi sonucunda 4.82 pg/ml bulunmustur. En disiik klorofil b
igcerigi, 80 mM tuz iceren ortamda 1 uM epiBL uygulamali bitkiciklerde 0.24 ug/ml
belirlenmistir. Klorofil b i¢erigi bakimindan tuz stresine karsi epiBL uygulamasinin
etkisine bakildiginda, 20 mM, 40 mM ve 60 mM tuz igeren ortamlarda epiBL
uygulamasi ile klorofil b igerigi yiikselmistir. En yiiksek tuz dozunda sadece 1 uM
epiBL uygulamas1 klorofil b igerigini arttrmistir. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, 40 mM tuz dozunda 2 uM epiBL uygulamasi, 60 mM tuz
dozunda 1 uM epiBL uygulamas: ve 100 mM tuz konsantrasyonunda ise 1 pM
epiBL uygulamasinin etkisi onemli olmustur (Cizelge 3.26.). Shahid vd. (2011),
NaCl stresi altindaki bezelyede, klorofil a icerigi gibi klorofil b igeriginin de epiBL
uygulamasi ile arttigin1 bulmuslardir. Ayrica Sharma vd. (2013), ¢eltikte tuz stresinin

etkisine karsi epiBL uygulamasinin klorofil b i¢erigini arttirdigini bulmuslardir.

Cizelge 3.26. Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin uclarindan gelisen
30 giinliik bitkilerin klorofil b icerigi (ng/ml)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)

Dozlan

(uM) 0 20 40 60 80 100
0 3.9940.34% 1.17£0.32 1.72+0.226° 1.44+0.005° 3.1420.985% 3.82+0.06°
1 3.2240.29%° 1.49+0.01 2.57+0.531%° 2.2440.005% 0.24+0.026° 4.82+0.01%
2 0.9440.02° 1.59+0.10 3.71+0.008% 1.45+0.011° 0.80+0.005° 1.13+0.01°

Degerler, ortalamazstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

En yiiksek toplam klorofil igerigi, tuzsuz ortamda epiBL uygulamasi yapilmamis
bitkiciklerde 8.14 pg/ml olarak tespit edilmistir. En diisiik toplam klorofil igerigi ise,
80 mM NaCl igeren ortamda 2 puM epiBL uygulamali bitkiciklerde 2.73 pg/ml
oldugu belirlenmistir. EpiBL uygulamasiz bitkilerde tuz stresi kontrole gore toplam
klorofil igerigini diisiirmiistiir. EI-Meleigy vd. (2004) ve Mohamed vd. (2011), bizim
calismamiz sonuclar1 ile paralel sekilde tuz stresinin toplam klorofil igerigini
azalttigini tespit etmislerdir. Caligmamizda tuz stresine karsi epiBL uygulamalarinin
etkisini degerlendirdigimizde, tuzsuz sartlarda epiBL uygulamasi ile toplam klorofil
icerigi azalig sergilemistir. 20 mM tuzlu ortamda, toplam klorofil igerigini 2 pM

epiBL uygulamasi arttirmistir. 40 mM tuz konsantrasyonunda her iki epiBL dozu
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toplam klorofil igerigini arttirirken, en yiliksek tuz dozunda ise, sadece 1 uM epiBL
uygulamasinda toplam Kklorofil igerigini arttirmistir. Tuz stresine kars1 epiBL
uygulamasinin etkisi istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 40 mM tuz dozunda ve
100 mM tuz dozunda 1 uM epiBL uygulamasinin toplam klorofil igerigini arttirmasi
istatistiksel olarak onemli olmustur (Cizelge 3.27.). Sharma vd. (2013), celtikte
epiBL'nin 75, 100, 125 mM NaCl'ye kars1 etkisini degerlendirmigler ve klorofil a ve
klorofil b igerigine benzer sekilde tuz stresinin toplam klorofil igerigini azalttiginm

ancak, epiBL uygulamasi ile toplam klorofil i¢eriginin arttigini ifade etmislerdir.

Cizelge 3.27. Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin u¢larindan gelisen
30 giinliik bitkilerin toplam klorofil icerigi (ng/ml)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)

Dozlan

(M) 0 20 40 60 80 100

0 8.14+0.81 5.07+0.43%  5.11+0.10° 4.50+0.58 7.02+0.03* 6.55+0.060"
1 5.55£1.10  5.03£0.03°  5.92+£0.25° 3.89+0.65 2.77+0.20° 8.07+0.028?
2 4774028  6.50+0.37% 5.74+0.10®® 3.13£0.64 2.73£0.01® 3.13+£0.008°

Degerler, ortalamatstandart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlari arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

Karotenoid icerigi degerlendirildiginde; en yiliksek icerik, 80 mM tuz iceren
ortamdaki 1 uM epiBL uygulamali bitkiciklerde 2.09 pg/ml olarak belirlenmistir. En
diisiik karotenoid igerigi 20 mM tuz dozunda 1 pM epiBL uygulamali bitkiciklerde
0.32 pg/ml olarak tespit edilmistir. Tuzsuz ortamda ve 20 mM NacCl ilaveli ortamda
2 uM epiBL uygulamasi, 40 mM, 80 mM ve 100 mM tuz dozlarinda her iki epiBL
uygulamasi karotenoid igerigini arttirmigtir. Ancak bunlardan sadece 80 mM tuz
dozunda her iki epiBL uygulamasimin olumlu etkisi istatistiksel olarak 6nemli

olmustur (Cizelge 3.28.).
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Cizelge 3.28. Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin uclarindan gelisen
30 giinliik bitkilerin toplam karotenoid icerigi (ug/ml)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlar
(M) 0 20 40 60 80 100
0 1.07£0.24  0.72+0.15%®  0.63£0.04 0.96+0.13  0.36+0.003°  0.54+0.003
1 0.80+£0.29  0.32+0.06° 0.81+0.02 0.68+0.14 2.09+0.083%  0.66+0.005
2 1.9240.30  0.78+0.06 0.81£0.08 0.60+0.20  1.35+0.003°  0.93+0.254

Degerler, ortalama+tstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Stirgiin ucu kiiltiirtinden gelisen bitkilerde yapilan MDA igerigi, hiicre zarindaki lipit
peroksidasyonunu ortaya ¢ikaran bir parametredir ve tuz stresi ile MDA igerigi artis
sergilemigtir. 20 mM tuz dozunda her iki epiBL uygulamast MDA igerigini
disiirmiistiir ve 1 uM epiBL uygulamasindaki diisiis istatistiksel olarak énemlidir. 40
mM ve 60 mM tuz dozlarinda ise sadece 1 uM epiBL uygulamasi MDA igerigini
azaltmistir ve azalis istatistiki olarak 6nemlidir. 80 mM tuz dozunda her iki epiBL
uygulamasi; 100 mM tuz dozunda da 2 uM epiBL uygulamasi MDA igerigini
azaltmistir ve istatistiki 6nemli fark olusturmustur (Sekil 3.8.). Ding vd. (2012),
patlican bitkilerini Hoagland c¢ozeltisi ile sulayarak yetistirmigler ve 5. gergek
yaprakli donemde bitkilere hem 90 mM NaCl hem de 0.025, 0,05, 0.1 ve 0.2 mg/dm3
epiBL uygulamasi yapmislardir. Arastiricilar tuz stresi ile MDA igeriginin arttigini
ancak epiBL'nin MDA igerigini azalttigin1 ifade etmislerdir. Sharma vd. (2013),
celtikte 75, 100, 125 mM NaCl stresine kars1 tohuma epiBL uygulamasini yapmuslar,
tuz stresinin MDA igerigini arttirdigin1 ve tuz stresine karst epiBL uygulamasi ile
MDA igeriginin azaldigini tespit etmislerdir. Tez ¢alismamiz ve diger ¢alismalardan
elde edilen sonuglar, tuz stresi altinda artan MDA igeriginin epiBL uygulamasi ile
azalisa gegmesi biyolojik membranlarda lipit peroksidasyonunun diizenlenerek tuz

stresine kars1 bitki toleransinin gelistirildigini gostermektedir.
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Sekil 3.8. Tuz stresine karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin uclarindan gelisen
30 giinliik bitkilerin MDA icerigi (nmol/yas agirhk)
Prolin igerigi de MDA igerigine benzer sekilde tuz stresine bagli olarak artis
gostermistir. EpiBL  uygulamasiz  bitkilerde, kontrolden 100 mM NaCl
konsantrasyonuna kadar prolin icerigi 9.83'dan 19.86 pmol/g yas agirliga
yikselmistir. Prolin, tuz ve diger stres sartlar1 altinda pek c¢ok bitkide
biriktirilmektedir (Szabados ve Savoure, 2009). Prolin birikimi bitki stres
toleransinda onemli rol oynamaktadir. Stres sartlarinda ozmolit, ROT temizleyicisi
ve protein yapisinin korunmasinda molekiiler saperon olarak rol oynamakta, karbon
ve azot kaynagi olarak kullanilmaktadir (Verbruggen ve Hermans, 2008). Prolin,

fizyolojik pH'da suda yiiksek oranda ¢oziilebilen kiigiik molekiillerdir ve hiicresel
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yapilara zarar vermeksizin sitosolde yiiksek miktarlarda biriktirilmektedir (Trovato
vd., 2008). Calismamizdakine benzer olarak Abu-Khadejeh vd. (2011), kullandiklari
JO112 ve JO992 c¢esitlerinin siirgiinlerinde tuz dozlarmin artisinin prolin igerigini
arttirdigin1  belirlemislerdir. Hassain vd. (2004), domates kalluslarinda 172 mM
NaCl'nin prolin igerigini kontrole gore yaklasik 3 kat arttirdigini belirlemislerdir.
Mohamed vd. (2007), tuz stresi altindaki prolin birikimini 6 domates ¢esidinin
hipokotil eksplantlarindan gelisen kalluslarda incelemislerdir ve 0, 25, 50 ve 100 mM
tuz stresinde prolin birikiminin arttigim1 tespit etmislerdir. Arastiricilar, prolin
iceriginin en yliksek Pahuja ¢esidinde oldugunu ve tuz stresi ile 0.24, 0.34, 1.58, 2.95
ve 7.09 mg/g yas agirlik olarak arttigini belirlemislerdir. Aazami vd. (2010),
hipokotil eksplantlarindan indiiklenen kalluslarda prolin iceriginin artan tuz stresi
sartlarinda artig gosterdigini bulmuslardir. Mohamed vd. (2011), domates Pearl ve
Beril ¢esitlerinde kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda artan tuz dozlarinda (0, 25,
50, 75 mM) prolin igerigini belirlemigler ve Pearl ¢esidine gore Beril ¢esidinde artan
tuz stresi sartlarinda prolin igeriginin daha yiiksek oldugunu ve Beril ¢esidinde
hipokotil eksplantina gore (2.33, 4.52, 5.24, 6.92 pmol/g) kotiledon eksplantlarinda
prolin igeriginin (3.99, 4.67, 5.46, 13.69 umol/g) daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir. Genel olarak degerlendirdigimizde, tuz stresi altinda prolin birikiminin
olmasi dogaldir ancak genotipler ve tuz dozlarina bagl olarak prolin igerigi farklilik
gostermektedir. Buna karsilik ¢alismamizda tuz stresine karsi kullanilan epiBL'nin
prolin igerigini disiirdigii belirlenmistir. Sadece 40 mM tuz dozunda her iki
konsantrasyondaki epiBL uygulamasinin prolin igerigini azaltmasi istatistiksel olarak

onemli farklilik olusturmustur (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. Tuz stresine karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin uclarindan gelisen
30 giinliik bitkilerin prolin icerigi (umol/g yas agirhk)
Bizim sonuglarimiza paralel sekilde Houimli vd. (2010), saksi denemesinde
yetistirdikleri biber bitkilerine 4 g/l NaCl ve 0.5 mg/l 24-epiBL uygulamislardir ve
tuz stresi altinda prolin igerigindeki artist epiBL uygulamasmin disiirdiigiini
belirlemislerdir. Arastiricilar, ¢alismalarinda tuz stresinde olusan serbest radikallerin
prolin tarafindan temizlendigini ve tuz stresine karsi epiBL'nin kullanimi ile
membran hasarinin azaldigimi ifade etmislerdir. Buna karsilik Shahid vd. (2011),
bezelyede tuz stresi altinda prolin igeriginin arttigin1 ve epiBL uygulamasi ile prolin
iceriginin daha fazla arttidigim1 bulmuslardir. Arastiricilar, tuz stresi altinda

epiBL'nin kullanim1 ile prolin igeriginin artmasini, protein sentezindeki azalma ile
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prolin kullaniminda diisiis, prolin degredasyonunun azalmasi ve prolin sentezinin
artmasi ile iliskilendirmiglerdir. Sharma vd. (2013), celtikte tuz stresi altinda

epiBL'nin prolin i¢erigini arttirdigini tespit etmislerdir.

EpiBL uygulamasiz bitkilerde diisiik tuz dozu ¢oziilebilir protein icerigini indiiklese
de genel olarak tuz stresinin artis igerigi olumsuz etkilemistir. Shibli vd. (2007), in
vitro mikrosiirgiin kiiltiirlerinden gelisen bitkilerde protein igeriginin tuz stresinden
olumsuz etkilendigini ifade etmislerdir. Calismamizla benzer sekilde, kullandiklari
Roma ¢esidinde protein iceriginin kontrolden 200 mM tuz dozuna kadar 3.1'den 2.4
mg/g'a; Patio ¢esidinde ise 7.2'den 1.6 mg/g'a distiigiinii belirlemislerdir. Abu-
Khadejeh vd. (2011), kullandiklar1 her iki domates ¢esidinde (JO112 ve JO992)
bizim caligmamizla paralel olarak tuz stresinin protein igerigini diisiirdiiglini
belirlemiglerdir. Amini ve Ehsanpour (2006), Isfahani ¢esidinde kontrole gore tuz
stresinin ¢oziilebilir protein igerigini arttirdigini, Shirazy c¢esidinde ise azalttigini
bulmuslardir. Bu sonug bize tuz stresi altinda protein iceriginin ¢esitlere bagli olarak
degisebilecegini gdstermektedir. Mohamed vd. (2011), Pearl ¢esidinde artan tuz
stresi altinda protein igeriginin Kotiledon (6.10, 4.63, 3.23, 2.70 mg/g) ve hipokaotil
eksplantlarinda (6.23, 4.50, 3.93, 3.33 mg/g) azaldigini belirlemislerdir. Arastiricilar
benzer sekilde diger ¢esidin (Beril) her iki eksplantlarinda (kotiledon eksplantinda;
5.7, 4.90, 4.43, 4.03 mg/g ve hipokotil ekplantinda 5.63, 5.50, 4.10, 3.67 mg/g) tuz
stresinin protein igerigini azalttigini belirlemislerdir. Calismamizda tuz stresine karsi
kullandigimiz epiBL'nin etkisini degerlendirildiginde, sadece 40 mM tuz dozunda 2
UM epiBL uygulamasinin total protein igerigini arttirmasi istatistiksel olarak dnemli
farklilik olusturmustur (Sekil 3.10.). Sharma vd. (2013), celtikte NaCl stresinin
protein igerigini digiirdiiglinii ancak, tuz stresine kars1 epiBL uygulamasinin protein

igerigini arttirdigini bulmuslardir.
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Sekil 3.10. Tuz stresine karsi epiBL uygulamasiz ve uygulamal siirgiin u¢larindan gelisen
30 giinliik 30 giinliik bitkilerin total protein icerigi (mg/g yas agirhk)
Onemli stres parametrelerinden kabul edilen antioksidan enzimlerden olan SOD
enziminin aktivitesine baktigimizda, tuzlulugun artigina bagl olarak aktivitenin artig
gosterdigi  bulunmustur. Tuz stresine karst epiBL uygulamalarmin etkisine
baktigimizda, 20 mM, 40 mM ve 80 mM tuz dozlarinda 1 uM epiBL uygulamasi, 60
mM ve 100 mM tuz dozlarinda 2 uM epiBL uygulamasi SOD enzim aktivitesini

arttirmis ve bu artiglar istatistiksel olarak onemli olmustur (Sekil 3.11.).
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Sekil 3.11. Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin uc¢larindan gelisen
30 giinliik bitkilerin SOD enzim aktivitesi (Unit SOD/mg protein)

Calismamiza benzer sekilde Shahbaz vd. (2008), saks1 denemesi ile bugdayda 150
mM NaCl'ye karsi 0.0125, 0.025, 0.0375 mg/l epiBL'yi spreyleme ile
uygulamislardir ve tuz stresi altinda SOD aktivitesinin arttigin1 ve epiBL'nin tuz
stresine karsi enzim aktivitesini daha fazla arttirdigini ifade etmislerdir. Shahid vd.
(2011), bezelyede tuz stresine karsi epiBL uygulamasi sonucunda SOD enzim
aktivitesinin arttigin1 bulmuslardir. Ding vd. (2012), tuz stresi ile SOD enzim
aktivitesinin arttigim1 ve artisin epiBL uygulamasi ile daha fazla oldugunu ifade

etmiglerdir. Sharma vd. (2013)'e gore, celtikte ozellikle 75 ve 100 mM tuz stresi
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altinda SOD aktivitesi artmistir ve tuz stresine karst epiBL kullanimi SOD

aktivitesini da fazla arttirarak celtikte tuz toleransini saglamistir.

SOD enzimine benzer sekilde POX enziminin aktivitesi, tuz stresinin etkisi ile
artmistir. Bitkinin tuz toleransini arttirmak amact ile kullandigimiz epiBL'nin
etkisine baktigimizda, 0 mM, 20 mM ve 40 mM tuz dozlarinda epiBL'nin etkisi
gorilmezken; 60 mM, 80 mM ve 100 mM tuz dozlarinda her iki epiBL uygulamasi

enzim aktivitesini arttirmis ve artis istatistiksel olarak 6nemli olmustur (Sekil 3.12.).
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Sekil 3.12. Tuz stresine kars1 epiBL uygulamasiz ve uygulamali siirgiin uclarindan gelisen
30 giinliik 30 giinliik bitkilerin POX enzim aktivitesi (AA470/dak/mg protein)
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Calismamiza benzer sekilde bugdayda (Shahbaz vd., 2008), bezelyede (Shahid vd.,
2011) ve patlicanda (Ding vd., 2012), tuz stresi altinda POX enzim aktivitesinin

arttig1 ve epiBL'nin bu enzimin aktivitesini daha fazla arttirdig1 belirlenmistir.

Yapilan tiim biyokimyasal analizlerin sonucuna baktigimizda tuz stresine karsi
kullandigimiz epiBL uygulamasinin olumlu etkisi gdzlenmistir. In vitro siirgiin ucu
kiltiirleri ile tuz stresinin ortaya koydugu tahrip edici etkinin kirilmasi ve bitki

toleransinin gelistirilmesinde epiBL'nin rol oynayabilecegi belirlenmistir.

3.3. In Vitro Kallus Kiiltiirii Calismalarina Ait Bulgular

3.3.1. EpiBL'nin kallusa uygulandigi in vitro kiiltiir caliymasina ait bulgular

Kallus kiiltiirlerinde epiBL uygulamasinin yapildigi kalluslarin kaynagini, kotiledon
ve hipokotil eksplantlar1 olusturmustur. In vitro kallus kiiltiirlerinde, kotiledon ve
hipokotil eksplantlari i¢in 1 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D ilaveli MS ortam1 kullanilmistir.
Kiiltiire alinan eksplantlardan 1 ay sonra kalluslar elde edilmis ve kallus kitleleri (80
mg) ayni icerikli ve artan tuz dozlarini igeren MS ortaminda kiiltiire alinmislardir.

MS ortaminin Slgiilen EC degerleri agsagidaki gibidir;

i. 0 mM NacCl (kontrol) ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortami =5.98 mS/cm
ii. 20 mM NaCl ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortami = 7.62 mS/cm

iii. 40 mM NaCl ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortam1 = 8.86 mS/cm

iv. 60 mM NaCl ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortam1 = 11.23 mS/cm

v. 80 mM NaCl ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortami = 13.30 mS/cm

vi. 100 mM NaCl ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortami = 14.85 mS/cm

Artan tuz dozlarmi igeren 1 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D ilaveli MS ortamininda 6lgiilen
EC degerleri yiikselmistir. Kontrolde 5.98 mS/cm olan EC degeri 20 mM tuz
dozunda 7.62 mS/cm'e ¢ikmistir ve kallus gelisiminin indiiklendigi gozlenmistir. 40

ve 60 mM tuz dozlarinda 8.86 ve 11.23 mS/cm olan EC degerleri ile kallus gelisimi
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gerilemis ve yiiksek tuz dozlarinda 13.30 ve 14.85 mS/cm olan yiikksek EC

degerlerinden kallus gelisiminin oldukg¢a fazla etkilendigi belirlenmistir.

Kotiledon eksplantlarindan gelisen kalluslarin yas agirligi tuzsuz ortamda diisiik
iken, 20 ve 40 mM tuz dozlarinda kallus yas agirligi genel olarak yiikselmesine
karsin yiiksek tuz dozlarinda (80 ve 100 mM NaCl) bariz bir azalis gostermistir.
EpiBL uygulamasiz kalluslarda, tuz dozlar1 ile kallus yas agirligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ve kuvvetli negatif bir korelasyon (r=-0.64)
bulunmustur (Sekil 3.13.).

r=-0.64; p <0.0001; y =0.4819 - 0.0031*x
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Sekil 3.13. Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarina gore yas agirhg (g)

Kotiledon eksplantindan gelisen kalluslarin en yiiksek kallus yas agirlhigi, 1 pM
epiBL uygulamasindan sonra 20 mM tuz igeren ortamda gelisenlerde tespit edilmistir
(0.60 g). En disiik kallus yas agirhig ise 80 mM tuz dozunda hem epiBL
uygulamasiz hem de 1 uM epiBL uygulamalilarda ve 100 mM tuz dozunda epiBL
uygulamasizlarda belirlenmistir (0.17 g). Tuz stresine karst epiBL'nin etkisine
baktigimizda; tuzsuz sartlarda her iki dozdaki epiBL uygulamasi uygulamasizlara
gore kallus yas agirligini azaltmistir. 20 mM tuz dozunda epiBL uygulamalari, yas

agirh@n arttirmistir ve 1 uM epiBL uygulamasiin etkisi istatistiksel 6nemli farklilik
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olusturmugtur. 40 mM tuzlu ortamda da epiBL uygulamasi epiBL uygulamasiz
kalluslara gore yas agirligi arttirmistir. Bu tuz dozunda epiBL uygulamalar1 sonucu
gozlenen yas agirhiktaki artiglar istatistiksel olarak onemlidir ve 2 uM epiBL
uygulamasi yas agirligi daha fazla arttirmistir. 60 mM NaCl konsantrasyonunda ise
epiBL uygulamalar1 yas agirhigr arttirmistir ve epiBL uygulamalari kallus yas agirligi
tizerine istatistiksel onemli farklilik olusturmustur. 80 mM tuz dozunda ise kontrole
gore (bu dozdaki 0 uM epiBL uygulamasi) 1 uM epiBL uygulamasi kallus yas
agirhigini degistirmezken, 2 uM epiBL uygulamasi yas agirlig1 arttirmistir ve bu artis
istatistiksel olarak onemlidir. 100 mM tuz dozunda ise epiBL uygulamalar1 kallus
yas agirhigini ¢cok az arttirmis ancak istatistiksel farklilik olusturmamustir (Cizelge

3.29.).

Cizelge 3.29. Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamal 30 giinliik
kalluslarin yas agirhg (g)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)

Dozlan

(uM) 0 20 40 60 80 100
0 0.40£0.01*  0.48+£0.02°  0.41+0.02°  0.34£0.01°  0.17£0.006° 0.17+0.008%

1 0.38+0.02°  0.60+0.03*  0.49+0.02°  0.48£0.01*  0.17+0.007°  0.18+0.007%
2 0.31£0.01°  0.5240.02%°  0.57+0.02% 0.46+0.02%  0.20+£0.008* 0.18+0.0072

Degerler, ortalamazstandart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

Hipokotil eksplantindan gelisen kalluslarin yas agirligi tuzsuz sartlarda yiiksek iken
diisiik ve orta tuz dozlarinda dalgali bir durum sergilemis ve yiiksek tuz dozlarinda
azalisa ge¢mistir. Dolayisi ile epiBL uygulamasiz kalluslarda, tuz dozlan ile kallus
yas agirligi arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ve kuvvetli negatif bir

korelasyon (r=-0.65) bulunmustur (Sekil 3.14.).
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r =-0.65; p <0.0001; y =0.6762 - 0.0048*x
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Sekil 3.14. Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarma gore yas agirhg (g)
Hipokotil eksplantindan gelisen kalluslarin en yiiksek yas agirligi, tuzsuz ortamda ve
1 uM epiBL uygulamasi yapilmis kalluslarda bulunmustur (0.72 g). En diisiik kallus
yas agirligi ise, 100 mM NaCl igeren ortamda yine 1 pM epiBL uygulamasi yapilan
kalluslarda gozlenmistir (0.14 g). Radriguez-Rosales vd. (1999), L. esculentum Pera
cesidine ait hipokotil eksplantlarmin 1 mg/l 2,4-D+0.1 mg/l Kin ilaveli MS
ortamindaki kiiltlirlerinde kallus indiiksiyonunu sagladiktan sonra NaCl igeren
ortamdaki altkiiltiirlerle tuza tolerant kalluslar elde etmislerdir. Tuza tolerant
olmayan kalluslarda kontrol grubuna (30.8 g) gore, 100 mM tuz stresinde kallus yas
agirhginin (12.8 g) azaldigini buna karsilik 50 mM tuza tolerant kalluslarda (35.5 g),
kontrol kalluslarina gore yas agirligin arttigin1 ve bu tolerant kalluslarin 100 mM tuz
stresinde de (35.0 g) yas agirhi@in yine arttigini ve bu degisimlerin istatistiksel olarak
onemli oldugunu bulmuslardir. EI-Meleigy vd. (2004), 6 domates ¢esidinde hipokotil
eksplantlarindan  kallus elde etmisler (2 mg/l Kint0.4 mg/l NAA ilaveli MS
ortamlarinda) ve homojen kiiltiirlerde 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 g/l NaCl iceren ortamlardaki
alt kiltiirlerde, kallus yas agirhiginin genel olarak diisiik tuz dozlarinda arttigini
ancak tuz dozunun artis1 ile yas agirligin azaldigini bulmuslardir. Arastiricilarin
sonuglar1 ile bizim sonuglarimiz benzerdir ve kalluslarin yas agirliklarr birbirine

yakin ¢ikmistir. Castlrock ¢esidinde yas agirlik artan tuz stresinde sirasi ile 1.24 g,
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1.75 g, 1.95 g, 1.14 g, 1.11 g, 0.98 g ve 0.91 g belirlenmistir. Calismamizda tuz
stresine karst kullandigimiz epiBL'nin etkisine baktigimizda, tuzsuz ortamda epiBL
uygulamasiz kalluslara gore 1 uM epiBL uygulamasi yas agirhigi arttirmistir ancak,
istatistiksel olarak farklilik 6nemli olmamistir. 20 mM tuz dozunu iceren ortamda
gelisen kalluslarda epiBL uygulamalar1 yas agirhigi arttirmistir ve 1 uM epiBL
uygulamasi istatistiksel 6nemli farklilik olusturmustur. 60 mM ve 80 mM NaCl
konsantrasyonunda epiBL uygulamasizlara nazaran 1 uM epiBL uygulamasi kallus
yas agirligimi ¢ok az arttirmistir. Ancak, bu dozdaki epiBL uygulamasi istatistiksel
fark olusturmamistir (Cizelge 3.30.), (Sekil 3.15.).

Cizelge 3.30. Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamah 30 giinliik
kalluslarin yas agirhg (g)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(M) 0 20 40 60 80 100

0 0.68+0.03%°  0.47+0.03°  0.58+0.03*  0.49+0.02°  0.2440.01*  0.16+0.008%
1 0.72+0.04*  0.57+0.04% 0.44£0.02°  0.49+0.02®  0.25+0.01° 0.14+0.007°
2 0.60£0.03°  0.51+0.02%°  0.5540.02%  0.39+£0.02°  0.18+0.007°  0.15+0.007%°

Degerler, ortalamastandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.
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Sekil 3.15. Kotiledon eksplantindan gelisen 80 mg'hk Kallus Kitlelerine epiBL uygulamasindan
30 giin sonraki gelisme durumlar: (Olgii ¢izgisi: 1 cm)
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Kullandigimiz tuz dozlarima gore kallus yas agirligi iizerine istatistiksel olarak
eksplant tipinin, epiBL dozlarinin ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun
etkisi degerlendirmistir. 0, 60, 80 ve 100 mM tuz dozlarinda kullanilan eksplant tipi
kallus yas agirligi {izerine istatistiksel olarak 6nemli etkisi olmustur. EpiBL dozlar
ise 100 mM tuz dozu hari¢ diger tiim dozlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
olusturmustur. Kallus yas agirligi tizerine eksplant tipi X epiBL dozlar interaksiyonu
40, 60, 80 ve 100 mM tuz dozlarinda istatistiksel olarak o©Onemli farklilik
olusturmustur (Cizelge 3.31.).

Cizelge 3.31. Tuz dozlarma gore kallus yas agirhi@ iizerine eksplant tipi, epiBL dozlari ve
eksplant tipi x epiBL dozlar interaksiyonunun etkisi

Tuz Dozlar1 (mM)  Eksplant Tipi EpiBL Dozlar Eksplant Tipi x EpiBL Dozlar:

0 P<0.0001 P<0.0001 ns

20 ns P=0.0001 ns

40 ns P<0.0001 P<0.0001
60 P=0.0210 P=0.0001 P<0.0001
80 P<0.0001 P=0.0001 P<0.0001
100 P=0.0079 ns P=0.0094

ns:nonsignificant (=istatistiksel olarak 6nemli degildir)

Kotiledon eksplantlarindan gelisen kalluslarin kuru agirligi genel olarak 0 ile 60 mM
tuz dozlar1 arasinda birbirine yakin iken, en yiiksek iki tuz dozunda 6nemli azalis
belirlenmistir. Tuz dozlari ile kallus kuru agirlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamh
(p<0.05) ve kuvvetli negatif bir korelasyon (r=-0.75) bulunmustur (Sekil 3.16.). En
yiiksek kallus kuru agirligt 20 mM tuz igeren ortamda 1 pM epiBL uygulamali
kalluslarda tespit edilmistir (35.36 mg). En diisiik kallus kuru agirligi ise, 80 mM tuz
dozunda 1 uM epiBL uygulamali kalluslarda belirlenmistir (16.46 mg). Dorion vd.
(1999), L. cheesmanii tiiriiniin ii¢ ¢esidinde (LCS17, LCS10, LCS5) kotiledon
eksplantin1 kullanmislar ve protoplast kiiltiiriinden elde ettikleri kalluslarin kuru
agirhiginin en yiiksek dozdaki (16 g/l NaCl) tuz stresine kadar kuru agirligr azalttigin
tespit etmislerdir. Calismamizda tuz stresine karsi epiBL'nin  etkisini
degerlendirdigimizde, 20, 40 ve 60 mM tuz dozlarinda, epiBL uygulmasizlara gore
her iki dozdaki epiBL uygulamasi kuru agirligi arttrmistir. 80 mM tuz igeren

ortamda ise epiBL uygulamasizlara nazaran 2 pM epiBL uygulamas: kuru agirhig
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arttirmistir. Ancak epiBL uygulamalar1 sonucunda goézlenen bu artiglar istatistiki

olsarak onemli bulunmamistir (Cizelge 3.32.).

r=-0.75; p <0.0001; y =32.5305 - 0.1495*x

Kallus kuru agirhgi (mg)

-20 0 20 40 60 80 100 120

Tuz dozlari (mM)

Sekil 3.16. Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarina gore kuru agirhg: (mg)

Cizelge 3.32. Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamah 30 giinliik
kalluslarin kuru agirhg: (mg)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlar
(M) 0 20 40 60 80 100

0 28.94+2.86  32.60+1.59  27.84+1.19  26.18+1.92 17.16+1.25 17.60+£1.52
1 25.74+2.23  3536+2.55 29924158  28.62+1.86 16.46+1.08 17.46+1.61
2 26.62+1.91 32.74+2.02 31.26+1.39  30.284+2.42 19.73+0.80 16.60+£2.12

Degerler, ortalamatstandart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Hipokotil eksplantindan gelisen kalluslarin kuru agirligi yas agirliga benzer sekilde
tuzsuz sartlarda yiiksek iken, diisiik ve orta tuz dozlarinda dalgalanma sergilemis ve
yiiksek tuz dozlarinda azalmistir. Tuz dozlari ile kallus kuru agirligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ve kuvvetli negatif bir korelasyon (r=-0.64)
bulunmustur (Sekil 3.17.).
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r=-0.64; p <0.0001; y =37.1153 - 0.2023*x
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Sekil 3.17. Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarina gore kuru agirhg (mg)

Hipokotil eksplantlarindan gelisen kalluslarda en yiiksek kallus kuru agirligi epiBL
uygulamasiz ve tuzsuz ortamda gelisenlerde belirlenmistir (37.22 mg). En disiik
kallus kuru agirlig: ise, en yiiksek tuz dozunda 1 uM epiBL uygulamas1 yapilmis
kalluslarda tespit edilmistir (12.94 mg). Radriguez-Rosales vd. (1999), L. esculentum
Pera cesidine ait hipokotil eksplantlarinin 1 mg/l 2,4-D+0.1 mg/l Kin ilaveli MS
ortamindaki kiiltiirlerinde kallus elde etmisler ve NaCl igeren ortamdaki altkiiltiirlerle
tuza tolerant kalluslar elde etmislerdir. Tuza tolerant olmayan kalluslarda kontrol
grubuna (917.5 mg) gore, 100 mM tuz stresinde kallus kuru agirliginin (593.5 mg)
azaldigim1 ve azalisin istatistiksel onemli oldugunu bulmuslardir. Buna karsilik 50
mM tuza tolerant kalluslarda kuru agirhiginda (1213.2 mg), 100 mM tuz stresinde
(1138.1 mg) istatististiki dnemli olmayan azalma tespit etmislerdir. Tuz stresinin
etkisi bakimindan arastiricilarin sonuglar1 bizim sonug¢larimizla uyumludur. Ancak
kallus yas ve kuru agirliklarin bizim kullandigimiz ¢eside gore Pera c¢esidinde daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. EI-Meleigy vd. (2004), 6 domates ¢esidinde hipokotil
eksplantlarindan elde edilen kalluslarin kuru agirliginin genel olarak disiik tuz
dozlarinda arttigimn1 ancak tuz stresinin artigt ile kuru agirh@in azaldigini
bulmuslardir. Arastiricilarin  sonuglart ile bizim  sonuglarimiz benzerdir ve tuz

stresi kallus kuru agirligini olumsuz etkilemektedir. Calismamizda tuz stresine karsi
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epiBL'nin etkisini degerlendirdigimizde; 20 mM tuz igeren ortamda, epiBL
uygulamasizlara gore 1 pM ve 2 pM epiBL uygulamas: kallus kuru agirligim
arttirmistir. 60 mM ve 80 mM tuz dozlarinda, 1 uM epiBL uygulamasi kallus kuru

agirligini ¢ok az arttirmis ve istatistiki 6nemlilik olusturmamaislardir (Cizelge 3.33.).

Cizelge 3.33. Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamah 30 giinliik
kalluslarin kuru agirhg: (mg)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlari
(uM) 0 20 40 60 80 100

0 37.2242.63  24.22+2.32 38.14£3.81  29.584+3.24  17.40+1.29 13.93+1.24
1 30.1841.88  29.62+5.82 28.3443.85  30.94+0.78  19.324+1.85 12.94+1.55
2 28.94+3.48  30.88+2.43 34.40+£2.67 29.48+2.89  17.00£1.20 13.04+0.78

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore

epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

Kullandigimiz tuz dozlarma gore kallus kuru agirligr iizerine istatistiksel olarak
eksplant tipinin, epiBL dozlarinin ve eksplant tipi x epiBL dozlari interaksiyonunun
etkisini degerlendirdigimizde; eksplant tipinin 0 ve 100 mM tuz dozlarinda kallus
kuru agirlig1 lizerine istatistiksel olarak Onemli etkisi bulunmustur. Buna karsilik
kallus kuru agirhigr tlizerine epiBL dozlar1 ve eksplant tipi x epiBL dozlan

interaksiyonunun etkisi olmamistir (Cizelge 3.34.).

Cizelge 3.34. Tuz dozlarina gore kallus kuru agirhg: iizerine eksplant tipi, epiBL dozlar1 ve
eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun etkisi

Tuz Dozlar1 (mM)  Eksplant Tipi EpiBL Dozlar Eksplant Tipi x EpiBL Dozlar:

0 P=0.0329 ns ns
20 ns ns ns
40 ns ns ns
60 ns ns ns
80 ns ns ns
100 P=0.0138 ns ns

Kotiledon eksplantlarindan gelisen kalluslarin ¢api, tuz ve epiBL uygulamalarina
gore kiyaslandiginda 60 mM tuz dozuna kadar 1.5 ile 1.2 cm arasinda seyrederken

yiiksek tuz dozlarinda 0.9 ile 1 cm arasinda yer almistir. Tuz dozlar ile kallus ¢ap1
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arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ve kuvvetli negatif bir korelasyon (r=-

0.66) bulunmustur (Sekil 3.18.).

r=-0.66; p <0.0001; y =1.4604 - 0.0054*x
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Sekil 3.18. Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarma gore ¢api (cm)

Kallus ¢ap1 en yiiksek 40 mM tuzlu ortamda ve 2 uM epiBL uygulamas1 yapilanlarda
1.47 cm bulunmustur. En diisiik kallus ¢ap1 ise 100 mM NaCl igeren ortamda ve 2
uM epiBL uygulamasinda 0.87 cm olarak tespit edilmistir. Tuz stresine karsi epiBL
uygulamalarinin etkisine bakildiginda, tuzsuz ortamda epiBL uygulamasi epiBL
uygulamasizlara gore kallus ¢apmi disiirmiistir ve diisis 2 uM epiBL
uygulamasinda istatistiksel olarak énemli fark olusturmustur. 20 mM NaCl iceren
ortamda epiBL uygulamasizlar ile epiBL uygulamalilar arasinda kallus c¢apr ¢ok
farklilik gostermemistir. 40 mM ve 60 mM tuz dozunda ise her iki konsantrasyonda
kullanilan epiBL uygulamasi kallus capini arttirmistir ve epiBL uygulamasinin
olumlu etkisi istatistiksel olarak ©Onemli farklilik olusturmustur. 80 mM tuz
konsantrasyonunda, her iki epiBL uygulamasi kallus ¢apini arttirmistir ve 2 uM
epiBL uygulamasi ile ortalama kallus capindaki artis istatistiksel olarak Onemli
farklilik gostermistir. 100 mM en yiiksek tuz dozunda ise, epiBL uygulamalar kallus
capinda etki gostermemistir (Cizelge 3.35.).
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Cizelge 3.35. Kotiledon eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamah 30 giinliik
kalluslarin ¢ap1 (cm)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 1.3240.025%  1.45£0.026  1.30+0.023°  1.21+0.023°  0.91£0.019° 0.91+0.023
1 1.2640.024%  1.4440.026 1.41+0.023%  1.37+0.019%  0.92+0.019° 0.93+0.016
2 1.19£0.023°  1.46+0.030 1.47+0.026% 1.33+0.023%  1.00+0.022%  0.87+0.025

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Hipokotil eksplantlarindan gelisen kalluslarin  ¢ap1, kotiledon eksplantindan
gelisenlere benzer sekilde 60 mM tuz dozunda kadar birbirine yakin seyrederken 80
ve 100 mM tuz dozunda belirgin bir azalma olmustur. Tuz dozlan ile kallus ¢ap1
arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ve kuvvetli negatif bir korelasyon (r=-

0.65) bulunmustur (Sekil 3.19.).
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Sekil 3.19. Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz kalluslarin
artan tuz dozlarina gore ¢capi (cm)

Chamandoosti (2007), kanola hipokotil segmenlerini g¢esitli bitki biiyiime

diizenleyicilerini i¢eren ortamda kiiltiire almiglardir. Arastirici, 6 mg/l 2,4-D+2 mg/l
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BAP igeren MS ortaminda en iyi kallus gelisimi gézlemislerdir, kallus ¢apinin 68.37
mM NaCl dozunda arttigini, tuz stresinin etkisi ile kallus ¢apinin azaldigini ve
170.94 mM NaCl dozundan itibaren kallus c¢apinin Olgiilemeyecek kadar ¢ok
azaldiginmi tespit etmislerdir. Benderradji vd. (2012), 2 ekmeklik bugday cesidinde
(tuza duyarli Mahon-Demias (MD) ve tuza tolerant Hidhab (HD1220)), olgun
embriyo kiiltlirlerinden elde ettikleri kalluslar1 0, 5, 10 ve 15 g/l tuz igeren ortamda
alt kiiltire almuslardir. Her iki c¢esitte bizim sonuc¢larimiza benzer sckilde tuz
stresinin kallus capimi azalttigint ve MD ¢esidinde kallus c¢apinin daha yiiksek
oldugunu belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda en yiiksek kallus ¢api, tuzsuz
ortamda 1 uM epiBL uygulamasinda 1.57 cm; en diisiik kallus ¢ap1 ise, 100 mM tuz
dozunda 1 uM epiBL uygulamasinda 0.82 cm bulunmustur. Tuz stresine karst epiBL
uygulamasinin etkisine baktigimizda, tuzsuz ortamda epiBL uygulamasizlara gore 1
uM epiBL uygulamasi kallus ¢apini arttirirken, 2 uM epiBL uygulamasi kallus
capini azaltmistir azalma istatistiksel olarak 6nemlidir. 20 mM tuzlu ortamda ise her
iki epiBL uygulamasi ile kallus ¢ap1 artmustir ancak, 2 pM epiBL uygulamasi
istatistiksel olarak 6nemli farklilik olusturmustur. 60 mM ve 80 mM tuz dozlarinda,
epiBL uygulamasizlara goére 1 uM ve 2 uM epiBL uygulamasinin etkisi istatistiksel
olarak farklilik olusturmamistir. 100 mM tuz dozunda epiBL uygulamasizlara gore 1
uM epiBL uygulamasi kallus ¢apini azaltirken, 2 pM epiBL uygulamasi ise ¢ok az
arttirmistir. 100 mM tuz dozunda epiBL uygulamasinin etkisi istatistiksel olarak

onemli degildir (Cizelge 3.36.).

Cizelge 3.36. Hipokotil eksplantlarindan gelisen epiBL uygulamasiz ve uygulamal 30 giinliik
kalluslarin ¢ap1 (cm)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mMM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 1.54+0.037° 1.3440.035° 1.49+0.0372 1.3440.021 1.01£0.022  0.85+0.018

1 1.5740.035%  1.45+0.045%°® 1.32+0.031°  1.36+0.029  1.03£0.020 0.82+0.017
2 1.19£0.023°  1.46+0.030°  1.47+0.026°  1.33£0.023  1.00£0.022  0.87+0.025

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayn1 siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gére
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Kullandigimiz tuz dozlarina gore kallus c¢api tiizerine eksplant tipinin, epiBL

dozlarmin ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun etkisinin olup olmadig:
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degerlendirilmistir. 0, 80 ve 100 mM tuz dozlarinda kullanilan eksplant tipinin; 0, 40
ve 60 mM tuz dozlarinda ise epiBL dozlarinin ve 20 mM tuz dozu hari¢ diger tiim
tuz dozlarinda eksplant tipi x epiBL dozlari interaksiyonunun istatistiksel olarak

onemli farklilik olusturdugu bulunmustur (Cizelge 3.37.).

Cizelge 3.37. Tuz dozlara gore kallus ¢ap1 iizerine eksplant tipi, epiBL dozlari ve
eksplant tipi x epiBL dozlar interaksiyonunun etkisi

Tuz Dozlar1 (mM) Eksplant Tipi EpiBL Dozlar Eksplant Tipi x EpiBL Dozlar1

0 P<0.0001 P<0.0001 P=0.0001
20 ns ns ns
40 ns P=0.0006 P<0.0001
60 ns P=0.0007 P=0.0046
80 P<0.0001 ns P=0.0202
100 P=0.0018 ns P=0.0331

EpiBL'nin kalluslara uygulandig1 bu calismada sonug¢ olarak, kullandigimiz M-28
domates c¢esidine ait eksplant tipinin ve tuz stresine karst kullandigimiz epiBL
dozlarimin kallus yas agirligi, kallus kuru agirlignr ve kallus ¢api iizerine olumlu

etkileri belirlenmistir.

3.3.2. EpiBL'nin eksplantlara uygulandigi in vitro Kiiltiir calismasina ait

bulgular

EpiBL uygulamasi yapilan eksplantlar, artan tuz dozlarimi iceren 1 mg/l BAP+1 mg/I
2,4-D ilaveli MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Olgiilen EC degerleri asagidadir;

i. 0 mM NacCl (kontrol) ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortami =5.80 mS/cm
ii. 20 mM NaCl ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortami = 7.64 mS/cm

iii. 40 mM NaCl ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortami = 9.49 mS/cm

iv. 60 mM NaCl ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortam1 = 11.64 mS/cm

v. 80 mM NaCl ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortam1 = 13.37 mS/cm

vi. 100 mM NaCl ve BAP+2,4-D ilaveli MS ortami = 14.84 mS/cm

30 giinliik kiiltiirde 6zellikle hipokotil eksplantlar tuz stresinden olumsuz etkilenmis

ve bilhasssa 100 mM tuz dozunda gelisim ¢ok fazla gerilemistir (Sekil 3.20.).
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Sekil 3.20. EpiBL uygulamasiz ve uygulamal hipokotil eksplantlarindan 30 giin sonra kallus
olusumlar (Olgii ¢izgisi: 1 cm)
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Kotiledon eksplantlarindan gelisen kalluslarin yas agirligi artan tuz dozlarinda
birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. EpiBL uygulamasiz kalluslarda, artan tuz dozlari
ile kallus yas agirhig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon (p=0.2173;
r=-0.08) bulunmamustir (Sekil 3.21.).
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Sekil 3.21. Artan tuz dozlarma gore epiBL uygulamasiz kotiledon eksplantlarindan
gelisen kalluslarin yas agirhg (g)
Tuz dozlarina gore epiBL uygulamasinin etkisine bakildiginda; kotiledon
eksplantindan gelisen kalluslarin yas agirligi, tuzsuz ortamda epiBL kullanim ile
artmis ve istatistiksel olarak farklilik 6nemlidir. 20 mM tuz stresinde ise kallus yas
agirligr epiBL uygulamasi sonucunda artis gostermis ve sadece 2 puM epiBL
uygulamasinin etkisi istatistiksel olarak dnemli olmustur. 40, 60 80 ve 100 mM tuz
dozunda her iki epiBL uygulamasinin kallus yas agirlig1 iizerinde istatistiksel olarak

farklilik olusturmamustir (Cizelge 3.38.).
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Cizelge 3.38. EpiBL uygulamasiz ve uygulamal kotiledon eksplantlarindan gelisen 30 giinliik
kalluslarin yas agirhg (g)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100

0 0.2240.01°  023+£0.01°>  027£0.01  0.25+0.012  0.20£0.011  0.21+0.010?
1 0.29+0.01*  0.27+0.01*  0.23+0.01  0.27+0.016  0.21+0.010  0.23+£0.010%
2 0.33£0.01*  0.30+£0.02°  0.25£0.01  0.2620.009  0.23+£0.008  0.18+0.008°

Degerler, ortalamastandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

Hipokotil eksplantlarindan gelisen kalluslarin yas agirligi tuzsuz ortama gére 20 mM
ve 40 mM tuz iceren ortamlarda yiikselmis, ancak artan tuz dozlarinda azalma
egilimi gdstermistir. EpiBL uygulamasiz kalluslarda, artan tuz dozlar ile kallus yas
agirlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ve kuvvetli olmayan negatif bir

korelasyon (r=-0.38) bulunmustur (Sekil 3.22.).
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Sekil 3.22. Artan tuz dozlarina gore epiBL uygulamasiz hipokotil eksplantlarindan
gelisen kalluslarin yas agirhg (g)

Aazami vd. (2010), 6 domates ¢esidinde hipokotil eksplantlarin1 1 mg/l BAP+1 mg/I
2,4-D ve 0, 25, 50, 75, 100 mM NaCl igeren MS ortaminda kiiltiire almislar ve

kalluslarin bilylime oraniin tuz stresinden olumsuz etkilendigini tespit etmislerdir.
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Buna karsilik kuru agirhik ylizdesinin tuz stresi ile arttigini belirlemislerdir.
Calismamizda kallus yas agirligi iizerine tuz stresinin olumsuz etkisinin olmasi diger
caligmalarin sonuglarmin birbiri ile uyumlu oldugunu géstermektedir. Calismamizda
tuz stresine karsi kullandigimiz epiBL'min etkisini degerlendirdigimizde, kullanilan
herbir tuz dozuna gore epiBL uygulamasinin etkisine baktigimizda; hipokotil
eksplantindan gelisen kalluslarin yas agirligi, tuzsuz ortamda epiBL kullanimi ile
olumsuz etkilenmistir. 20 ve 40 mM tuz stresinde de benzer sekilde epiBL kullanimi
kallus yas agirhgimi azaltmistir. 60 mM tuz stresinde, epiBL kallus yas agirligini
arttirmis ve 1 uM epiBL uygulamasi ile istatistiksel olarak 6nemli farklilik olmustur.

Diger yiiksek tuz dozlarinda epiBL'nin olumlu etkisi gézlenmemistir (Cizelge 3.39.).

Cizelge 3.39. EpiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarindan gelisen 30 giinliik
kalluslarin yas agirhg (g)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
dozlan
(M) 0 20 40 60 80 100

0 0.3140.02%  0.41+0.01*  0.32+0.01°  0.27+0.01°  0.26+0.012*  0.19+0.008?
1 0.20£0.01°  0.40+0.01* 0.26:0.01°  0.32+£0.01*  0.24+0.009%  0.17+0.008%

2 0.22+0.01°  0.3440.01°  0.26:0.01°  0.29+£0.01%®  0.21+0.009°  0.16+0.009°

Degerler, ortalama+standart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

Kullandigimiz tuz dozlarma gore kallus yas agirhigi iizerine eksplant tipinin, epiBL
dozlarmin  ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun etkisi
degerlendirilmistir. Tiim tuz dozlarinda kullanilan eksplant tipinin kallus yas agirlig
tizerine istatistiksel olarak Onemli etkisi olmustur. Eksplanta yapilan epiBL
uygulamasi sadece 40 ve 100 mM tuz dozlarinda istatistiksel olarak 6nemli farklilik
olusturmustur. Kallus yas agirligi tizerine eksplant tipi x epiBL dozlar interaksiyonu,
0, 20 ve 80 mM tuz dozlarinda istatistiksel olarak 6nemli fark olusturmustur (Cizelge

3.40)).
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Cizelge 3.40. Tuz dozlarina gore kallus yas agirhg iizerine eksplant tipi, epiBL dozlar1 ve
eksplant tipi x epiBL dozlar: interaksiyonunun etkisi

Tuz Dozlar1 (mM) Eksplant Tipi  EpiBL Dozlarn  Eksplant Tipi X EpiBL Dozlar1

0 P=0.0420 ns P<0.0001
20 P<0.0001 ns P<0.0001
40 P=0.0042 P=0.0003 ns
60 P=0.0041 ns ns
80 P=0.0180 ns P=0.0006
100 P<0.0001 P=0.0006 ns

EpiBL uygulamasiz kotiledon eksplantlarindan gelisen kalluslarin kuru agirligi yas
agirliga benzer sekilde artan tuz dozlarini igeren ortamlarda birbirine yakindir.
Dolayisi ile epiBL uygulamasiz kalluslarda, artan tuz dozlar ile kallus yas agirlig
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon (p=0.3057; r=-0.15)
bulunmamustir (Sekil 3.23.).
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Sekil 3.23. Artan tuz dozlarina gore epiBL uygulamasiz kotiledon eksplantlarindan
gelisen kalluslarin kuru agirhg (mg)
Kotiledon eksplantindan gelisim gosteren kalluslarin kuru agirligi {izerine tuz
stresine kargt epiBL uygulamalarinin etkisini degerlendirdigimizde; tuzsuz ortamda
epiBL uygulamasi sonucunda kuru agirlik artis gostermistir; ancak farklilik 6nemli

olmamistir. 20 mM tuz dozunda, kallus kuru agirlig1 epiBL uygulamasi ile artmistir
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ve her iki dozdaki artis istatistiksel olarak 6nemli farklilik olusturmustur. Diger tuz

dozlarinda epiBL uygulamasmin kallus kuru agirhigi iizerine istatistiksel olarak

onemli etkisi olmamistir (Cizelge 3.41.).

Cizelge 3.41. EpiBL uygulamasiz ve uygulamal kotiledon eksplantlarindan gelisen 30 giinliik
kalluslarin kuru agirhg (mg)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlar:
(uM) 0 20 40 60 80 100

0 28.45£2.51  23.98+2.72°  29.05£2.80  27.80£220  25.92+2.62  22.77+2.21
1 35.80+2.24  35.32+1.94*  27.63£1.99  21.66+2.11  21.66+2.11  22.18+1.90

2 31.43+£2.47  32.05£2.34*  28.11+£3.25 27.242.05 27.22+£2.05  22.37+1.61

Degerler, ortalama+standart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

EpiBL uygulamasiz hipokotil eksplantlarindan gelisen kalluslarin kuru agirhigi
tuzsuz ortama gore 20 mM tuz iceren ortamda ylikselmis, ancak tuz dozlarinin
artmast sonucunda azalma gostermistir. EpiBL uygulamasiz kalluslarda, artan tuz
dozlan ile kallus yas agirlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli  (p<0.05) ve

kuvvetli olmasa da negatif bir korelasyon (r=-0.39) bulunmustur (Sekil 3.24.).

r=-0.39; p =0.0042; y =32.8025 - 0.0892*x
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Sekil 3.24. Artan tuz dozlarna gore epiBL uygulamasiz hipokotil eksplantlarindan
gelisen kalluslarin kuru agirhg (mg)
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Hipokotil eksplantindan gelisen kalluslarin kuru agirligi iizerine tuz stresine karsi
epiBL uygulamalarimin etkisi degerlendirildiginde, hi¢bir tuz dozunda epiBL'nin
olumlu etkisi gozlenmemis ve istatistiki olarak farklilik 6nemli olmamustir (Cizelge

3.42.).

Cizelge 3.42. EpiBL uygulamasiz ve uygulamal hipokotil eksplantlarindan gelisen 30 giinlitk
kalluslarin kuru agirhg: (mg)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(M) 0 20 40 60 80 100

0 30.80+2.89%  35.93+2.42%  26.5142.65 26.11+2.50 27.01+2.01 23.172+2.28
1 17.15£3.30°  25.7642.39°  23.66£1.67 27.31£1.79 22.1842.36  22.584+2.03
2 34.05£2.70°  31.74+2.00®°® 21.07£2.39 23.68+2.16 20.38+1.60  22.16+2.38

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farklilig gostermektedir.

Kullandigimiz tuz dozlarina gore kallus kuru agirligi tizerine eksplant tipinin, epiBL
dozlarinin ve eksplant tipi x epiBL dozlari interaksiyonunun etkisinin olup olmadigi
degerlendirildiginde; 0, 40 ve 60 mM tuz dozlarinda kullanilan eksplant tipinin
kallus kuru agiligi lzerine istatistiksel olarak Onemli etkisi olmustur. EpiBL
uygulamasi, hi¢ bir tuz dozunda istatistiksel olarak énemli farklilik olusturmamustir.
Kallus kuru agirlig: tizerine eksplant tipi x epiBL dozlart interaksiyonunun etkisi,
sadece 0 ve 20 mM tuz dozlarinda istatistiksel olarak onemli olmustur (Cizelge

3.43).

Cizelge 3.43. Tuz dozlarina gore kallus kuru agirhg iizerine eksplant tipi, epiBL dozlar1 ve
eksplant tipi x epiBL dozlari interaksiyonunun etkisi

Tuz Dozlari (mM)  Eksplant Tipi EpiBL Dozlar Eksplant Tipi x EpiBL Dozlar1

0 P=0.0453 ns P=0.0002
20 ns ns P=0.0001
40 P=0.0327 ns ns
60 P=0.0037 ns ns
80 ns ns ns
100 ns ns ns

Genel olarak epiBL'nin eksplantlara uygulandigi kallus kiiltiirii ¢alismasinda, kallus

yas ve kuru agirhigi lizerine diisiik ve orta diizeydeki tuz stresinde epiBL'nin etkisi
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gozlenmistir. Buna karsilik olarak, kalluslarin doku ve rengi bakimindan hipokotil
eksplantlar1 daha basarili sonuglar vermistir. Hipokotil ekplantindan gelisen
kalluslarin renginin yesil ve sulu dokulu oldugu; tuz stresinin renk ve doku tizerinde
olumsuz etki sergilemedigi gozlenmistir. Buna karsilik, kotiledon eksplantlarindan
gelisen kalluslarin, sulu olmasina ragmen acgik sari-bej renginde oldugu ve kallus

dokusunun ¢ok gelismedigi tespit edilmistir.

3.4. In Vitro Direk Siirgiin Rejenerasyonu Calismasina Ait Bulgular

Domateste, tuz toleransini degerlendirmede kullanilan in vitro siirglin morfogenezisi,
tuz stresinin etkilerini gérmek amaci ile yapilan 6nemli bir metotdur. Dolayisi ile tuz
stresi altinda kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonunu gérmek
hem de tuz stresi altinda rejenerasyon iizerine epiBLmin etkisini degerlendirmek
amaci ile tez kapsaminda bu ¢alisma yapilmistir. Bir aylik kiiltiir siiresinin sonunda
rejenere siirglinlerle ilgili sonuglar elde edilmistir. Artan tuz dozlarinmi igeren ancak
bitki biiyiime dilizenleyicisi ilavesiz MS ortaminda kotiledon eksplantlarinin

kiiltiiriinde siirgiin rejenerasyonu gézlenmemistir (Sekil 3.25.).

EpiBL
(M)
NacCl
(mM)
0
100

Sekil 3.25. EpiBL uygulamasiz ve uygulamal kotiledon eksplantlarinin MS ortamndaki
kiiltiirlerinde 30 giin sonraki durumlari (Ol¢ii ¢izgisi: 1 cm)
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Bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen ve artan tuz dozlari ilaveli MS ortaminda
kiiltiire alman kotiledon eksplantlarindan rejenerasyon gozlenmemesine karsin;
hipokotil eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu gézlenmistir. Rejenerasyon ylizdesi
tuz stresinden olumsuz etkilenmis ve artan tuz stresi ile rejenerasyon olumsuz
etkilenmistir. Tuzsuz ortamda, rejenerasyon %31'dir ve epiBL uygulamasi ile bu
rejenerasyon yiizdesi diislis goOstermistir. 20 mM tuz dozunda 2 puM epiBL
uygulamast ve 40 mM tuz dozunda 1 pM epiBL uygulamasinin rejenerasyon
yilizdesini arttirmis ancak epiBL'nin etkisi istatistiksel olarak 6nemli olmamustir
(Sekil 3.26.). 60 mM tuz dozunda epiBL uygulamasiz ve 1 uM epiBL uygulamali
eksplantlarda rejenerasyon gozlenmezken, 2 uM epiBL uygulamasinda %2
rejenerasyon gozlenmistir. 80 mM tuz dozunda rejenerasyon gézlenmemis, oysa 100
mM tuz dozunda %?2 rejenerasyon gozlenmistir. Tuz dozlarinin artisi ile rejenerasyon

frekansindaki diistisle birlikte eksplantlarda ¢atlamalar ve yarilmalar gozlenmistir
(Sekil 3.27.).
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Sekil 3.26. MS ortaminda kiiltiire alinan epiBL uygulamasiz ve uygulamah
hipokotil eksplantlarinda rejenerasyon yiizdesi (%)
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Sekil 3.27. EpiBL uygulamasiz ve uygulamah hipokotil eksplantlarinin MS ortamndaki
kiiltiirlerinde 30 giin sonraki durumlari (Ol¢ii ¢izgisi: 1 cm)

Hipokotil eksplantlarindan rejenere olan adventif siirgiinlerin ortalama sayisi, tuzsuz
ortama gore 20 mM ve 40 mM tuz dozlarinda epiBL uygulamasiz eksplantlardan
rejenere olan siirgiin sayist diisiik iken, 60 mM ve 80 mM tuz dozlarinda adventif
stirgiin olusmamistir. 100 mM tuz dozunda ise adventif siirglin gozlenmistir. Tuz
stresine karsi epiBL uygulamasinin etkisine baktigimizda; tuzsuz ortamda 1 puM
epiBL uygulamasi, 20 mM tuz dozunda her iki dozdaki epiBL uygulamasi eksplant
basina diigen siirglin sayisini arttirmasina karsin epiBL'nin istatistiksel olarak olumlu
etkisi olmamistir. 60 mM tuz dozunda 2 uM epiBL uygulamasi siirgiin sayisini

arttirmig ve artig istatistiksel olarak dnemli olmustur (Cizelge 3.44.).
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Cizelge 3.44. MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamah hipokotil eksplantlarindan
rejenere olan siirgiinlerin sayisi (adet/eksplant)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlari
(M) 0 20 40 60 80 100
0 2.61+0.40  1.60+024  2.00£0.00  0.00+0.00°  0.00+0.00 7.00£0.0
1 3.14+0.55  2.33+1.33  1.0040.00  0.00+0.00°  0.00£0.00  0.00+0.00
2 1.85£0.45 3.66+£1.20  1.00£0.00 3.00+0.00®° 0.00+0.00  0.00+0.00

Degerler, ortalama+tstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar1 arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

Rejenerasyon sonucu olusan adventif siirgiinlerin ortalama boyu tuz stresinden
olumsuz etkilenmis ve 40 mM tuz dozundan itibaren rejenerasyon olsa bile siirgiin
boyu Olciilebilecek kadar siirgiin gelisimi olmamistir. Tuzsuz ortamda 1 uM epiBL
uygulamasi siirglin boyunu arttirsa da istatistiksel olarak énemli olmamistir. 20 mM
tuz stresinde, epiBL uygulamasi adventif siirgiin boyunu arttirmis ve sadece 2 uM

epiBL uygulamasi istatistiksel olarak dnemli farklilik olusturmustur (Cizelge 3.45.).

Cizelge 3.45. MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamah hipokotil eksplantlarindan
rejenere olan siirgiinlerin boyu (mm)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(M) 0 20 40 60 80 100
0 6.95+2.34 1.68+£0.64°  0.00+£0.00 0.00£0.00 0.00+0.00  0.00+0.00
1 10.61£3.95  2.83+2.08%°  0.00+0.00 0.00+0.00  0.00+0.00  0.00+0.00
2 4.50+1.18 17.28+3.65%  0.00+£0.00  0.00£0.00  0.00+0.00  0.00+0.00

Degerler, ortalamasstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Adventif siirglinlerin yaprak sayisi da siirglin boyuna benzer sekilde tuz stresinden
olumsuz etkilenmistir. Tuz stresine karst epiBL uygulamasinin etkisi
degerlendirildiginde, tuzsuz ortamda epiBL uygulamali eksplantlardan gelisen
sirglinlerin yaprak sayis1 epiBL uygulamasiz eksplantlardan gelisenlere gére azalma
sergilemistir. 20 mM tuz dozunda epiBL uygulamasi yaprak sayisini arttirmis ancak
artis istatistiksel olarak onemli farklilik olusturmamustir. Diger tuz dozlarinda epiBL
uygulamali hipokotil eksplantlarindan yaprak sayisi belirlenebilecek bir siirgiin

olusumu gézlenmemistir (Cizelge 3.46.).
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Cizelge 3.46. MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarindan
rejenere olan siirgiinlerin yaprak sayisi (adet)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlar:
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 1.64+0.15 1.12+0.12  0.00+0.00  0.00+0.00  0.00£0.00  0.00£0.00
1 1.5440.19  1.334£0.33  0.00£0.00  0.00+£0.00  0.00+£0.00  0.00+0.00
2 1.30+0.13 1.45+0.14  0.00+£0.00  0.00+£0.00  0.00+£0.00  0.00+0.00

Bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS ortaminda epiBL uygulamali kotiledon ve
hipokotil eksplantlarininin rejenerasyon iizerine basarisina baktigimizda hipokotil
eksplantinin siirgiin organogenezisine yanit verdigi, oysa kotiledon eksplantinin

slirglin organogenezisine yanit vermedigi belirlenmistir.

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarinin artan tuz dozlarini iceren
MS ortamindaki 30 giinliik kiiltiirlerinin  sonunda rejenerasyon gdzlenen
eksplantlarda gozle géremedigimiz ancak siirgiin gelisiminin olabilecegi diisiiniilen
doku orneklerinde, SEM (Scaning Elektron Mikroskobu) incelemesi yapilmistir.
SEM incelemesi sonucunda rejenere siirglinleri veren organogenik kallus bolgesi
(Sekil 3.28. a), rejenerasyonla olusan adventif siirgiinlerin yaprak primordiasinin
olusumu (Sekil 3.28. b), tam olusmus yaprak primordialart (Sekil 3.28. ¢ ve d) ve

yaprak primordialarinin arasindaki meristematik bolge (Sekil 3.28. e) gozlenmistir.
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Sekil 3.28. Artan tuz dozlarmi iceren MS ortaminda kiiltiire alinan epiBL uygulamasiz ve
uygulamal hipokotil eksplantlarindan 30 giin sonra gozlenen rejenerasyon
safhalarinin SEM goriintiisii ( : organogenik kallus ve yaprak primordilar:

arasindaki meristematik bolgeyi ve —p farkli donemlerdeki yaprak
primordialarim gostermektedir; Olcii cizgisi: 100 pm)

Tuz stresine karst epiBL'nin in vitro siirgiin rejenerasyonu {iizerine etkisini
degerlendirmek iizere, 2 mg/l BAP iceren MS ortaminda kotiledon ve hipokotil
eksplantlar kiiltiire alinmistir. Kotiledon eksplantlarindan rejenerasyon yiizdesinin
tuzsuz ortam sartlarinda yiiksek oldugu belirlenmistir. Tuz dozlarmin artisi,
rejenerasyon yiizdesini olumsuz sekilde etkilemistir. Tuzsuz sartlarda ve 1 uM epiBL
uygulamali eksplantlarda en yiiksek rejenerasyon belirlenirken (%94), 100 mM tuz

dozunda epiBL uygulamasiz eksplantlarda rejenerasyon gozlenirken uygulamali
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eksplantlarda hi¢ rejenerasyon gozlenmemistir. Tuz stresine karst epiBL
uygulamalarinin etkisine baktigimizda, 20 mM tuz stresinde epiBL uygulamalarinin
rejenerasyon ylizdesini arttirmasi istatistiksel olarak 6nemi farklilik olusturmustur.
40 mM tuz dozunda epiBL uygulamalar rejenerasyonu arttirmis bunlardan 1 pM
epiBL uygulamasinin etkisi istatistiksel olarak anlamlidir. 60 mM tuz dozunda
epiBL'nin etkisi goriilmezken, 80 mM tuz dozunda 1 puM epiBL uygulamasi
istatistiksel olarak onemli farklilik olusturmustur (Sekil 3.29.), (Sekil 3.30.).
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Sekil 3.29. BAP ilaveli MS ortaminda Kkiiltiire alinan epiBL uygulamasiz ve uygulamah
kotiledon eksplantlarinda rejenerasyon yiizdesi (%)

130



EpiBL
(nM)

NaCl
(mM)

20

40

60

80

Sekil 3.30. EpiBL uygulamasiz ve uygulamah kotiledon eksplantlarimin 2 mg/l BAP ilaveli MS
ortaminda Kkiiltiirlerinde 30 giin sonraki rejenerasyon durumlari (Olgii ¢izgisi: 1 cm)
EpiBL uygulamasiz hipokotil eksplantlarinin BAP ilaveli MS ortaminda
rejenerasyon yiizdesi, tuz stresinin artisina bagli olarak tedrici bir azalma
gostermistir. EpiBL uygulamasiz eksplantlardan tuzsuz ortamda %96 rejenerasyon
gozlenirken 20 mM tuz dozunda %76, 40 mM'da %54, 60 mM'da %34, 80 mM'da

%7 ve 100 mM'da %10 rejenerasyon belirlenmistir. Kotiledon eksplantinda ise
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kontrolden en yiliksek tuz dozunda kadar %90, %62, %30, %22, %3 ve %3
rejenerasyon tespit edilmistir. Hipokotil eksplantinda tiim tuz dozlan ig¢in
rejenerasyon yiizdesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Her iki eksplanta orta tuz
dozlar1 rejenerasyonu diisiirmiis, ylksek tuz dozlarinda bu diisiis cok daha fazla
olmustur. Tuzsuz, diisik ve orta dereceli tuz igeren ortamlarda yapraklara sahip
adventif siirglinler gozlenirken, en yiiksek tuz dozunda (100 mM) yaprakli siirgiin
olusumu ve gelisiminin olumsuz etkilendigi belirlenmistir. Mercado vd. (2000), Pera
ve HF ¢esidinde yaprak disk eksplantlarin1 17.8 uM BAP+5.7 uM IAA ilaveli MS
ortaminda kiiltiire alip 1.3 uM BAP'li1 MS ortaminda alt kiiltiire aldiktan sonra 0, 43,
86, 129, 172 ve 256 mM NaCl tuzuna maruz birakmislardir. Tuzsuz sartlarda her iki
cesitte, bizim calismamizdaki sonucglara benzer sekilde %90 rejenerasyon tespit
etmiglerdir. 86 mM tuz dozuna kadar Pera c¢esidinde rejenerasyon ¢ok
etkilenmezken, HF ¢esidinde rejenerasyon %73 diisiis gostermistir. 129 mM NaCl'de
her iki ¢esitte rejenerasyon %30'a inmis ve 172 ve 256 mM tuz dozlarinda
rejenerasyon gozlenmemistir. Sonuglar bize tuz stresinin artis1 ile domates ¢esidi,
genotipi  ve eksplant tipine bagli olarak rejenerasyonun degisebilecegini
gostermektedir. Benderradji vd. (2012), iki bugday c¢esidinde (MD ve HD1220)
embriyo kiiltliriinii kullanarak tuz stresinin kallus indiiksiyonu ve proliferasyonu ile
rejenerasyon etkinligini degerlendirmislerdir. Arastiricilar tuz stresi altinda MD
cesidinin  kallus indiiksiyonu, kalluslarin siirgiine proliferasyonu ve siirgiin
rejenersyonu lizerine daha 1yi sonu¢ verdigini belirlemislerdir. Calismamizda tuzsuz
ortamda rejenerasyon yiizdesi yiiksek iken (%96) epiBL uygulamasi ile hafif azalma
gostermistir. 20 mM ve 40 mM tuz dozlarinda epiBL uygulamas: ile rejenerasyon
yiizdesi azalmistir. 60 mM tuz dozunda her iki epiBL uygulamasi ile rejenerasyon
artmis ve 1 uM epiBL etkisi ile rejenerasyon yiizdesindeki artis istatistiksel olarak
anlamli olmustur. 80 mM tuz dozunda 1 pM epiBL uygulamasi rejenerasyon
yiizdesini arttirmis ve istatistiksel olarak onemli farklilik olusturmustur. 100 mM tuz
dozunda ise 2 uM epiBL uygulamasi yiizdeyi attirsa da istatistiksel olarak anlamli

artis olmamustir (Sekil 3.31.), (Sekil 3.32.)

132



0 mM NacCl 20 mM NacCl
120 120
~ 100 — 100
g g
.g 'Q
2 80 g 80
N N
:; =§.
S 60 S 60
(< o
> >
" 2]
E 40 E 40
c c
2, 2,
[ Q
x 2 ® 20
0 0
EpiBL dozlari (uM) EpiBL dozlari (uM)
40 mM NaCl 60 mM NacCl
70 70
60
g g
D ‘® 50
Q [
X X
3 3 40
s s
> > 30
5 5
.§. -E-'. 20
3 3
10
0
EpiBL dozlari (uM) EpiBL dozlari (uM)
80 mM NaCl 100 mM NaCl
25 25
g g
] @
Q [
3 b=
> >
c c
S S
@ o 10
I o
3 o
H s
& g s
0

EpiBL dozlari (pM)

EpiBL dozlari (uM)
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Sekil 3.32. EpiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarinin 2 mg/l BAP ilaveli MS
ortaminda 30 giin sonraki rejenerasyon durumlari (Olgii gizgisi: 1 cm)
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2 mg/l BAP ilaveli MS ortaminda bulunan tuz dozlarina gore rejenerasyon yiizdesi
tizerine eksplant tipinin, epiBL dozlarinin ve eksplant tipi x epiBL dozlan
interaksiyonu istatistiki olarak degerlendirilmistir. 60, 80 ve 100 mM tuz dozlarinda
kullanilan eksplant tipinin rejencrasyon yiizdesi lizerine etkisi istatistiksel olarak
onemli olmustur. EpiBL uygulamasi, 100 mM tuz dozu hari¢ diger tim tuz
dozlarinda istatistiksel olarak onemli farklilik olusturmustur. Eksplant tipi x epiBL
dozlar1 interaksiyonu, 20, 40, 60 ve 100 mM tuz dozlarinda istatistiksel olarak
onemli farklilik olusturmustur (Cizelge 3.47.)

Cizelge 3.47. Tuz dozlarina gore rejenerasyon yiizdesi iizerine eksplant tipi, epiBL dozlar1 ve
eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun etkisi

Tuz Dozlar1 (mM)  Eksplant Tipi EpiBL Dozlar Eksplant Tipi x EpiBL Dozlar1

0 ns P=0.0271 ns

20 ns P=0.0393 P=0.0007
40 ns P=0.0272 P<0.0001
60 P<0.0001 P=0.0004 P=0.0043
80 P<0.0001 P<0.0001 ns
100 P<0.0001 ns P=0.0276

Rejenerasyon ylizdesi yaninda olusan rejenere siirgiinlerin sayisi, boyu ve siirgiindeki
yaprak sayisi belirlenmistir. EpiBL uygulamasiz kotiledon eksplantlarinda eksplant
basina diisen rejenere siirgiin sayisi 40 mM tuz dozuna kadar birbirine yakin iken 60
mM tuz dozundan itibaren azalis kendini gostermistir. Eksplant basina en yiiksek
sirglin sayist 80 mM tuz dozunda 2 uM epiBL uygulamali eksplantlarda tespit
edilmistir (11.00 adet/eksplant). 80 mM ve 100 mM tuz dozlarinda epiBL
uygulamasizlarda rejenere siirgiin sayisi ¢ok diismiis (1.00 adet/eksplant) ve 100 mM
tuz dozunda epiBL uygulamalilarda rejenerasyon hi¢ goériilmemistir. Mohamed vd.
(2011), Pearl ve Beril domates cesitlerine ait steril fidelerin kotiledon ve hipokotil
eksplantlarin1 2 mg/l BAP ve 0, 25, 50, 75 mM NaCl ilaveli MS ortaminda kiiltiire
almiglardir ve kiiltiirde 8 hafta sonrasinda siirgiin sayisinin azaldigini tespit
etmislerdir. Yapilan calismada kontrolden en yiiksek tuz dozuna kadar siirgiin sayisi
3.12 den 1.1'e kadar diismiistiir ve kontrole gore diisiis ylizdesi, 25, 50, 75 mM tuzda
siras1 ile %25, %47 ve %65 olmustir. Oysa bizim g¢alismamizda siirglin sayist
kontrolde 100 mM'a tuz stresine kadar 8.14'den 1.00'e dismiistiir. Sonuclar, tuz

stresinin  siirgiin organogenezisini olumsuz etkilemesi hususunda birbiri ile
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uyumludur ancak, tuz stresi altinda bizim kullandigimiz c¢esidin siirgiin
organogenezisine daha iyi yanit verdigi ortaya ¢ikmistir. Arastiricilar kullandiklar
cesitler arasinda farkliligin olmadigimi ancak, kotiledon eksplantlarinin hipokotil
eksplantlarina gore daha fazla siirgiin lrettigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda
ise kotiledon eksplantina gore hipokotil eksplanti, eksplant basina diisen siirgiin
sayist lizerine daha iyi sonug vermistir. Bu da bize kullanilan ¢esit ve eksplant tipinin
tuz stresi sartlarinda rejenerasyon yiizdesi ve rejenere slirglin sayisi iizerine farklilik
olusturabilecegini gostermektedir. Calismamizda tuz stresine karsi kullandigimiz
epiBL uygulamalarimin etkisine baktigimizda sadece 80 mM tuz dozunda 2 uM
epiBL uygulamasinin siirgiin sayisina etkisi istatistiksel olarak anlamli olmustur.

Diger tuz dozlarinda anlamli etki gozlenmemistir (Cizelge 3.48.).

Cizelge 3.48. BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamah kotiledon
eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin sayisi (adet/eksplant)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 8.14+1.32  9.17+1.79 8.2742.28 5.87+2.25 1.00£0.00°  1.00+£0.00
1 7.80+1.18  9.08+1.45 5.54+129 537+1.74  2.66£0.33°  0.00+£0.00
2 8.00£1.63  8.82+1.49 6.93+2.24 2.87+0.49  11.00+0.57*  0.00+0.00

Degerler, ortalamatstandart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

BAP ilaveli MS ortaminda kiiltiire alinan epiBL uygulamasiz ve epiBL uygulamali
hipokotil eksplantlarindan gelisen adventif siirgiinlerin sayis1 kontrole gore (tuzsuz
sartlar) tuz stresinin artisindan olumsuz etkilenmis ve 40 mM tuz dozundan itibaren
keskin diisis kendini gOstermistir. Chamandoosti (2007), kanola hipokotil
segmentlerinin ¢esitli bitki biliylime diizenleyicilerini igeren MS ortamindaki
kiiltiirlerinde tuz stresinin etkilerini arastirmislardir. En iyi adventif siirgiin olusumu
1 mg/l IBA+1 mg/l BAP ilavesinde gozlenmis ve siirgiin sayisinin tuzsuz sartlarda
2.25 adet, 68.37 mM tuz dozunda 3.02 adet tespit etmislerdir Artan tuz stresi adventif
siirglin sayisin1 azaltmis ve 205.12 mM tuz dozundan itibaren rejenerasyon inhibe
edilmistir. Tez calismamizda ise tuz stresine karst epiBL'nin etkisine baktigimizda, 0
mM ve 40 mM tuz dozlarinda her iki konsantrasyondaki epiBL kullanimi siirgiin

sayisint arttirmis ancak istatistiksek farklilik olusturmamistir. 60 mM tuz dozunda
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her iki epiBL uygulamasi siirgiin sayisini arttirmig, bunlardan 1 uM epiBL
uygulamasinin olumlu etkisi istatistiksel olarak anlamlidir. 80 mM tuz stresinde 2
uM epiBL uygulamasi ile 100 mM tuz dozunda her iki epiBL uygulamas1 siirgiin

sayisini arttirmis ancak istatistiksel olarak 6nemli farklilik olmamustir (Cizelge 3.49).

Cizelge 3.49. BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamah hipokotil
eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin sayis1 (adet/eksplant)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlari
(M) 0 20 40 60 80 100
0 20.30+2.37  13.50+1.68  6.12£0.95  3.92+0.63°  4.33+1.45 2.50+1.19
1 24.82+2.64 12.79£1.82 7.29+1.52  8.41+1.35% 3.87+1.10 3.25+1.60
2 22224256 12.75+1.52 7.81+1.38 5.88+0.79% 9.66+4.97 4.00+1.15

Degerler, ortalama+tstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

2 mg/l BAP ilaveli MS ortaminda bulunan tuz dozlarina gore rejenerasyonla olusan
adventif slirglin sayisi iizerine eksplant tipinin, epiBL dozlarinin ve eksplant tipi x
epiBL dozlar1 interaksiyonunun istatistiki etkisi degerlendirilmistir. 0, 20 ve 100 mM
tuz dozlarinda kullanilan eksplant tipinin adventif siirgiin sayis1 iizerine etkisi
istatistiksel olarak onemli olmustur. EpiBL uygulamasi, sadece 80 mM tuz dozunda
istatistiksel olarak Onemli farklilik olusturmustur. Eksplant tipi x epiBL dozlar
interaksiyonu, hi¢ bir tuz dozunda istatistiksel olarak onemli farklilik olusturmamistir

(Cizelge 3.50.).

Cizelge 3.50. Tuz dozlarina gore rejenere siirgiin sayis1 iizerine eksplant tipi, epiBL dozlar ve
eksplant tipi x epiBL dozlari interaksiyonunun etkisi

Tuz Dozlar1 (mM) Eksplant Tipi EpiBL Dozlar Eksplant Tipi x EpiBL Dozlari

0 P<0.0001 ns ns
20 P=0.0034 ns ns
40 ns ns ns
60 ns ns ns
80 ns P=0.0028 ns
100 P=0.0171 ns ns

EpiBL uygulamasiz kotiledon eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin boyu

kontrole gore artan tuz stresinin etkisi ile artis gostermis ancak 100 mM tuz dozunda
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rejenere siirgiinler c¢ok kiigiikk oldugundan (<0.5 mm) adventif siirgiin boyu
Olciilememistir. Mohamed vd. (2011), Pearl ve Beril domates ¢esitlerinde ortamdaki
tuz stresinin artis1 ile silirglin boyunun azaldigin1 bulmuslardir. Siirgiin boyu,
kontrolde 3.61 cm iken 75 mM tuz dozunda 0.56 cm'e inmistir. Siirgiin boyundaki
diisiis yilizdesi, 25, 50, 75 mM tuz dozlarinda %38, %67 ve %85 olmustur.
Aragstiricilar siirgiin boyu tlizerine Beril ¢esidinin ve kotiledon ekplantlariin farklilik
olusturdugunu belirlemislerdir. Bizim sonug¢larimiza baktigimizda 100 mM tuz dozu
hari¢ siirgiin boyu tuz stresinden fazla etkilenmemistir. Kullandigimiz c¢esidin
kotiledon eksplantlarindan olusan adventif siirgiinlerin boyunun, diger ¢alismalarda
gozlenen siirgiin boyundan daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu da bize g¢esit
farkliligin1 gostermistir. Calismamizda tuz stresi altinda, epiBL uygulamas1 yapilmis
kotiledon eksplantlarindan rejenere olan siirgilinlerin boyu iizerine epiBL'nin etkisi

istatistiki olarak degerlendirilmis ve anlamli fark ortaya ¢ikmamistir (Cizelge 3.51.).

Cizelge 3.51. BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamah kotiledon
eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin boyu (mm)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 4.73+0.32 7.45+0.54  9.89+1.05*  7.53+1.67 6.00+0.00*  0.00+0.00
1 4134034  6.45+0.76  6.00+0.73°  5.57£1.04  1.00+£0.00°  0.00:0.00
2 4814044 6.49+0.51  7.27+0.94%°  1.00£0.00 4.66+0.66*  0.00:0.00

Degerler, ortalama+standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Hipokotil eksplantlarindan rejenerasyonla olusan adventif siirgiinlerin boyu, epiBL
uygulamasiz ve epiBL uygulamalilarda kontrole gore (tuzsuz ortam) tuz stresi
sartlarinda daha ytliksek olmustur. Bu durum kotiledon eksplantlarindan rejenere olan
adventif siirgiin boyuna benzerdir. Tuz stresine karst epiBL'min etkisini
degerlendirdigimizde, tuz stresine kars1 epiBL uygulamalarinin olumlu etkisi sadece
100 mM tuz dozunda 1 pM epiBL uygulamasinda goriilmiis ve artis istatistiksel
olarak anlamli olmustur (Cizelge 3.52.).
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Cizelge 3.52. BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamal hipokotil
eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin boyu (mm)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlan
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 3.29+0.09 6.844031 9.07+0.72 8.22+0.97*° 10.00£2.51  3.50+0.95°
1 3.1840.09  7.77+0.47 7.10+0.79  8.22+0.70°  8.92+1.86  8.33+2.33%
2 3.37+0.11  7.1740.40 9.47+0.73  5.69+0.59°  5.00+£0.57  3.90+0.73°

Degerler, ortalama+tstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

2 mg/l BAP ilaveli MS ortaminda bulunan tuz dozlarina gore rejenerasyonla olusan

adventif slirglin boyu iizerine eksplant tipinin, epiBL dozlarinin ve hem eksplant tipi

hem de epiBL dozlarinin kombine etkisinin olup olmadig1 degerlendirilmistir. 0, 60
ve 100 mM tuz dozlarinda kullanilan eksplant tipinin adventif siirglin boyu {izerine
etkisi istatistiksel olarak 6nemli olmustur. EpiBL uygulamasi, sadece 40 ve 60 mM

tuz dozlarinda istatistiksel olarak 6nemli farklilik olusturmustur. Eksplant tipi x

epiBL dozlar interaksiyonu, hi¢ bir tuz dozunda istatistiksel olarak onemli farklilik

olusturmamistir (Cizelge 3.53.).

Cizelge 3.53. Tuz dozlarina gore siirgiin boyu iizerine eksplant tipi, epiBL dozlar1 ve
eksplant tipi x epiBL dozlari interaksiyonunun etkisi

Tuz Dozlar1 (mM) Eksplant Tipi  EpiBL Dozlar1  Eksplant Tipi x EpiBL Dozlari

0 P<0.0001 ns ns
20 ns ns ns
40 ns P=0.0034 ns
60 P=0.0315 P=0.0304 ns
80 ns ns ns

100 P<0.0001 ns ns

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali kotiledon eksplantlarindan gelisen rejenere

stirgiinlerin yaprak sayilart birbirine yakin olup tuz stresine Kkarsi

epiBL

uygulamasinin rejenere siirgiinlerin yaprak sayisi lizerine etkisi istatistiksel olarak

onemli bulunmamistir (Cizelge 3.54.).
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Cizelge 3.54. BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamal kotiledon
eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin yaprak sayisi (adet)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlari
(M) 0 20 40 60 80 100
0 1.14£0.02  1.18+0.03  1.17+0.05  1.23+0.12  1.00+£0.00  0.00+0.00
1 1.08+0.02  1.12+0.03  1.22+0.08  1.36+0.13  1.00+£0.00  0.00+0.00
2 1.16£0.04  1.16+0.03 1.24+0.08  1.00+£0.00  1.33+0.33  0.00+0.00

Degerler, ortalama+tstandart hatadir. Ayni stitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Rejenerasyonla ilgili olarak hipokotil eksplantlarindan gelisen adventif siirgiinlerin
yaprak sayist biiyiik farkliliklar gostermemistir. EpiBL uygulamasiz  ve
uygulamalilarda, artan tuz dozlarina gore silirglin yaprak sayisi ¢ok az yiikselmis ve
en yiiksek tuz dozunda azalma gostermistir. Tuz stresine karst epiBL kullaniminin
sonucunda; Tuzsuz ortamda 2 uM epiBL kullaniminin yaprak sayisini arttirmasi
istatistiksel olarak Onemli olmustur. 20 mM tuz stresinde epiBL kullanimi ile
adventif slirglinlerin ortalama yaprak sayisi artmis, bunlardan 2 pM epiBL
uygulamasi istatistiksel olarak dnemlidir. Diger tuz dozlarinda epiBL'nin istatistiksel

olarak anlamli olmamustir (Cizelge 3.55).

Cizelge 3.55. BAP ilaveli MS ortaminda epiBL uygulamasiz ve uygulamal hipokotil
eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin yaprak sayisi (adet)

EpiBL Tuz Dozlar1 (mM)
Dozlanr
(uM) 0 20 40 60 80 100
0 1.01£0.004°  1.10+£0.01°  1.26£0.05 1.20£0.07 1.33+£0.33  1.00+0.00
1 1.01£0.004°  1.1940.04%®  1.25+0.08 1.37+0.08 1.07+0.07  1.00+0.00
2 1.084£0.013%  1.25+0.04* 1.17+£0.05 1.38+0.09 1.33+0.21 1.11+0.11

Degerler, ortalama=standart hatadir. Ayni siitundaki degerler bakimindan, harflendirmeler P<0.05'de kontrole gore
epiBL dozlar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

2 mg/l BAP ilaveli MS ortaminda bulunan tuz dozlarina gore rejenerasyon sonucu
olusan adventif siirglindeki yaprak sayisi tizerine eksplant tipinin, epiBL dozlarinin
ve eksplant tipi x epiBL dozlar interaksiyonunun etkisi degerlendirilmistir. 0 ve 100
mM tuz dozlarinda kullanilan eksplant tipinin adventif siirgiindeki yaprak sayisi

tizerine etkisi, istatistiksel olarak 6nemli olmustur. EpiBL uygulamasi, sadece tuzsuz
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ortamda istatistiksel olarak onemli farklilik olusturmustur. Eksplant tipi x epiBL
dozlar1 ise, sadece 20 mM tuz dozunda istatistiksel olarak Onemli farklilik

olusturmustur (Cizelge 3.56.).

Cizelge 3.56. Tuz dozlarina gore siirgiindeki yaprak sayisi iizerine eksplant tipi, epiBL dozlar1
ve eksplant tipi x epiBL dozlar1 interaksiyonunun etkisi

Tuz Dozlar1 (mM)  Eksplant Tipi EpiBL Dozlar Eksplant Tipi x EpiBL Dozlar1

0 P<0.0001 P<0.0001 ns

20 ns ns P=0.0330
40 ns ns ns

60 ns ns ns

80 ns ns ns
100 P<0.0001 ns ns

EpiBL uygulamasiz ve uygulamali hipokotil eksplantlarinin artan tuz dozlarmi ve
BAP bitki biiyiime diizenleyicisini igeren MS ortamindaki 30 giinliik kiiltiirlerinin
sonunda reejenerasyon gozlenen eksplantlarda alinan doku orneklerinde, SEM
incelemesi yapilmistir. SEM incelemesi sonucunda kallus kitleleri arasinda rejenere
stirgiinleri olusturan organogenik kalluslar (Sekil 3.33. a, b ve c), rejenere
siirglinlerin agsama asama olusumlar1 (Sekil 3.33. a, b ve c), adventif siirgiinlerin
gelisen ilk yaprak primordis1 (Sekil 3.33. d) ve tam olusumus yaprak primordialari
(Sekil 3.33. e, £, g, h ve 1) gbzlenmistir.
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Sekil 3.33. Artan tuz dozlarimm1 ve BAP'1 iceren MS ortaminda Kkiiltiire alinan epiBL uygulamasiz
ve uygulamal hipokotil eksplantlarindan 30 giin sonra rejenerasyon safhalarinin
SEM goriintiisii ( : organogenik kallusu ve —» farkl dénemlerdeki yaprak
primordialarim gostermektedir; Olgii ¢izgisi: 100 pm)
Bitki biliylime diizenleyicisi ilavesiz MS ortaminda kotiledon eksplantlarindan
rejenerasyon hi¢ gézlenmezken hipokotil eksplantlarinin rejenerasyon frekansi diisiik
kalmistir. Bunlara karsilik olarak, rejenerasyon iizerine 40 mM tuz dozunda 1 pM
epiBL; rejenere siirglin sayisi lizerine 60 mM tuz dozunda 2 pM epiBL ve siirgiin
boyu iizerine 20 mM tuz dozunda 2 puM epiBL uygulamasinin 6nemli etkisi
belirlenmistir. Oysa MS ortamina eklenen 2 mg/l BAP ilavesi oncelikle kotiledon
eksplantlarinda rejenerasyonun olusumunu saglamistir. BAP, hem kotiledon hem de
hipokotil eksplantlarinda rejenerasyon frekansini arttirmis ve tuz stresine karsi
epiBL'nin etkisinin her iki eksplantta da degerlendirilmesine olanak tanimistir.
Hipokotil eksplant1 kotiledon eksplantina nazaran rejenerasyon yiizdesi ve rejenere

stirgiin sayis1 bakimindan daha iy1 sonu¢ vermistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Tuzluluga orta derecede toleransli olan ve tarimsal 6neme sahip domateste in vitro
tuz stresine karst epiBL'nin etkisi in vitro kiiltiirler ile degerlendirilmistir. M-28
domates ¢esidinde NaCl igeren ortamda tohum ¢imlendirme, kallus kiiltiirleri, siirgiin
rejenerasyonu ve siirgiin ucu kiiltiirleri yapilmistir. Diger pek ¢ok bitki tiirlinde
belirtildigi gibi domateste diislik tuz stresi, tohum ¢imlenmesini ve bitki gelisimini
indiiklemektedir. Ancak, tuz stresinin artisina bagl olarak bitki gelisimi olumsuz
sekilde etkilenmektedir. Cimlenme ve gelisimi inhibe edici tuz dozlart bitki tiirii ve
genotiplerine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Calismamizda M-28 domates
cesidinde 20 mM tuz dozu genel olarak gelisimi indiiklemistir. 40 mM ve 60 mM
NaCl'nin olumsuz etkisi gdzlenmis, 80 mM ve 100 mM gibi yiiksek tuz dozlarinda

arastirilan tiim parametrelerde olumsuz etki agik bir sekilde goriilmiistiir.

Calismamizda son yillarda abiyotik stres faktorlerine karsi bitki toleransini arttirdigi
belirtilen BR'lerden olan epiBL'nin etkisi arastirilmistir. Tuz stresine karst epiBL'nin
etkisi ilk tohum c¢imlenmesinde irdelenmistir. EpiBL uygulamas: kiiltiir 6ncesi
tohumlara uzun siireli (24 saat) ve kisa siireli (10 saniye) yapilmistir ve uygulamali
tohumlar artan dozlarda NaCl iceren semi-solid /2 MS ortaminda kiiltiire alinmastir.
Petri kabinda filtre kagidu tizerinde yaplan ¢imlendirme ¢alismasinda M-28 domates
hibrit ¢esidi icin 150 mM tuz dozu ¢ok yiiksek bulundugundan tiim ¢alismalarda
maksimum tuz dozu 100 mM olmustur. Kiiltiir 6ncesi tohumlara uzun siireli epiBL
uygulamasimin tuz stresine karst olumlu bir etkisi goézlenmemis, kisa siireli
uygulamada ise ¢imlenme ve bitki gelisimi bakimindan olumlu sonuglar alinmistir.
40, 80 ve 100 mM tuz dozlarma karsi tohumlara kisa siire 1 ve 2 uM epiBL
uygulamasi ¢imlenme yiizdesini arttirmistir. Kiiltiirden gelisen 17 giinliik bitkilerin
boyu, yas agirligi, kuru agirhigi, yaprak sayisi ve kok gelisimi iizerine farkli tuz
dozlarina kars1 epiBL uygulamalarinin iyilestirici etkisi belirlenmistir. Tuz stresine

kars1 tohuma uygun dozlarda kisa siireli epiBL uygulamasi onerilebilir.
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2 mg/l K+0.4 mg/l NAA ilaveli MS ortaminda gelisen 12 giinliik siirgiinlere epiBL
uygulamasi (1 ve 2 uM) yapilmis ve artan dozlarda NaCl igeren (20, 40, 60, 80, 100
mM) MS ortaminda kiiltiire alinmistir. 30 giinliik kiiltiirde bitkilerin gelisimi tuz
stresinden olumsuz etkilenmistir. Tohum ¢imlendirme ¢alismasina benzer sekilde 20
mM tuz dozu bitki gelisimini olumsuz etkilemezken, 40 ve 60 mM tuz dozlarinda
bitki gelisimi olumsuz etkilenmis ve yiiksek tuz dozlarinda (80 ve 100 mM)
gelisimde biiyiik bir gerileme gozlenmistir. Tuz stresine karsi kullandigimiz ekzojen
epiBL'nin iyilestirici etkisinin oldugu belirlenmistir. Diislik tuz dozunda (20 mM) 2
uM epiBL uygulamasmin bitki yas ve bitki kuru agirligi tizerine, 100 mM tuz
dozunda ayni epiBL uygulamasinin bitki boyu, bitki yas ve kok kuru agirlig {izerine
onemli etkisi bulunmustur. 1 uM epiBL uygulamasinin 100 mM tuz stresine karsi
bitkilerin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerigini arttirdigi belirlenmistir.
MDA (lipit peroksidasyon firiinii) artan tuz dozu ile artmis, 1 uM epiBL uygulamasi
MDA igerigini azaltmistir. Tuz stresi altinda birikimi artan prolin igeriginin, 40 mM
tuz dozunda 1 ve 2 uM epiBL uygulamasi ile azalmasi istatistiki 6nemli olmustur.
Toplam c¢oziilebilir protein igerigi tuz stresine bagl olarak azalmig, 40 mM tuz
dozunda 2 uM epiBL uygulamasi, ¢oziilebilir protein igeriginde istatistiki 6nemli
artisa neden olmustur. Tuz stresi ile artig gosteren SOD aktivitesi, gerek 1 uM epiBL
uygulamasi (20, 40, 80 mM NacCl) ve gerekse 2uM epiBL uygulamas1 (60 ve 100
mM NacCl) ile de artig gostermistir. POX aktivitesi, 60, 80 ve 100 mM tuz dozlarinda
1 ve 2 uM epiBL uygulamasi ile 6nemli olarak artmistir. Bitki gelisimsel ve
biyokimyasal parametreleri sonuglar1 tuz stresine karsi epiBL uygulamasinin bitki

toleransini arttirici rollinli gdstermistir.

In vitro kallus kiiltiirii aligmas: iki sekilde yapilmis ve ilk olarak 1 mg/l BAP+1 mg/I
2,4-D ilaveli MS ortaminda kotiledon ve hipokotil eksplantlarmin kiiltiirii ile kallus
tiretilmistir. 80 mg'lik kallus kitlesine epiBL uygulanmis ve artan tuz dozlarini igeren
MS ortaminda (aym biiyiime diizenleyicilerini igeren) alt kiiltiire alinmistir. Ikinci
olarak epiBL uygulamasi yapilan kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 artan tuz
dozlarin1 ve 1 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. 30
giinliik kiiltiir sonrasi, kalluslarin yas agirhigi, kuru agirligi ve kallus ¢apr belirlenmis
ve epiBL'nin tuz stresine karst olumlu etkisi belirlenmistir. Sonug olarak tuz stresi

altindaki kallus kiiltiirlerinde epiBL'nin etkisinin belirlenmesinde M-28 ¢esidi igin
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eksplanta uygulamaya gore kallusa yapilan epiBL uygulamasi daha iyi sonug vermis
ve kallus Kkiiltiirlerinde tuz toleransi Tlizerine epiBL'min etkisi acik sekilde

gbzlenmistir.

Tuz stresi altinda siirgiin rejenerasyonu ve adventif siirgiinlerin gelisimleri (eksplant
basina diisen siirglin sayisi, siirgiin boyu ve siirgiindeki yaprak sayisi) iizerine
epiBL'nin etkisi degerlendirilmistir. 2 mg/l BAP ilaveli MS ortaminda yapilan epiBL
uygulamali kotiledon eksplantlarindan 20, 40 ve 80 mM tuz stresine karst 1 pM
epiBL uygulamasinin, hipokotil eksplantinda ise 60 ve 80 mM tuz stresine kas1 1 uM
epiBL uygulamasmin rejenerasyon ylizdesi iizerine olumlu etkisi belirlenmistir.
Kotiledon eksplantinda sadece 80 mM tuz dozunda 2 pM epiBL uygulamasinin
eksplant basina diisen adventif siirgiin sayisi tizerine etkisi olumlu bulunmustur.
Hipokotil eksplantlarinda rejenere siirgiin sayisi tizerine 60 mM tuz stresine karsi 1
uM epiBL uygulamasi, siirgiin boyu iizerine 100 mM tuz stresine kars1 1 uM epiBL
uygulamasi ve siirglindeki yaprak sayisi lizerine 20 mM tuz stresine karsi 2 pM

epiBL uygulamasinin olumlu etkisi bulunmustur.

Tiim ¢aligsmalarimizi degerlendirdigimizde, tuz stresi tohum ¢imlenmesinde, siirgiin
ucu kiiltiiriinde ve kallus kiiltiirii ile siirglin rejenerasyonu ¢aligmalarinda olumsuz
etki gostermistir. Anti-stres 6zellige sahip olan epiBL'nin tuz stresine karsi olumlu
etkisi gozlenmistir. EpiBL, M-28 domates hibrit ¢esidinde tuz toleransini arttirici etki

gostermistir.

Tuz stresi ile ilgili olarak ¢ok sayida in vitro ¢alisma yapilmis ancak domateste tuz
stresine karst epiBL'nin etkisini belirlemeye yonelik olarak simdiye kadar herhangi
bir in vitro caligmaya rastlanmamistir. Tez calismamiz ile epiBL'min tuz stresi

tizerine olan olumlu etkisi in vitro kiiltiirlerde belirlenmistir.

145



KAYNAKLAR

Aazami, M.A., Torabi, M. ve Jalili, E. (2010) In vitro response of promising tomato
genotypes for tolerance to osmotic stress, Afr J Biotechnol, 9 (26): 4014-4017.

Abu-Khadejeh, A., Makhadmeh, I., Shibli, R.A. ve Mohammed, M.J. (2011)
Physiological responses of tomato microshoot cultures to in vitro induced
salinity stress, Jordan J Agr Sci, 7 (2): 260-272.

Abu-Shama, M.M., Shibli, R.A., Ereifej, K.I., Makhadmah, .M. ve Abed Alrahman,
M.A. (2005) Growth and physiological responses of tomato Landrace
"Rohaba" (Lycopersicon esculentum Mill.) to in vitro induced water deficit,
Jordan J Agr Sci, 1 (1): 107-118.

Ahammed, G.J., Zhou, Y.H., Xia, X.J., Mao, W.H., Shi, K. ve Yu, J.Q. (2013)
Brassinosteroid regulates secondary metabolism in tomato towards enhanced
tolerance to phenanthrene, Biol Plantarum, 57 (1): 154-158.

Akca, Y. ve Samsunlu, E. (2012) The effect of salt stress on growth, chlorophyll
content, proline and nutrient accumulation, and K/Na ratio in walnut, Pakistan
J Bot, 44 (5): 1513-1520.

Akinci, LE. ve Simsek, M. (2004) Ameliorative effects of potassium and calcium on
the salinity stress in embriyo culture of cucumber (Cucumis sativus L.), J Biol
Sci, 4 (3): 361-365.

Ali, A.A. ve Abdel-Fattah, R.l. (2006) Osmolytes-antioxidant behaviour in
Phaseolus vulgaris and Hordeum vulgare with brassinosteroid under salt stress.
J Agron, 5 (1): 167-174.

Ali, Q., Athar, H-U-R. ve Ashraf, M. (2008) Modulation of growth, photosynthetic
capacity and water relations in salt stressed wheat plants by exogenously
applied 24-epibrassinolide, Plant Growth Regul, 56: 107-116.

Aly, A.A., Khafaga, A.F. ve Omar, G.N. (2012) Adverse effect of salt stress in
Egyptian clover (Trifolium alexandrinum L.) by Asa application through some
biochemical and RT-PCR markers, Journal of Applied Phytotechnology in
Environmental Sanitation, 1 (2): 91-102.

Amini, F. ve Ehsanpour, A.A. (2005) Soluble proteins, proline, carbohydrates and
Na'/K" changes in two tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) cultivars under
in vitro salt stress, Am J Biochem & Biotech, 1 (4): 204-208.

Amini, F. ve Ehsanpour, A.A. (2006) Responce of tomato (Lycopersicon esculentum
Mill.) cultivars to MS, water agar and salt stress in in vitro culture, Asian J
Plant Sci, 9 (1): 170-175.

146



Anuradha, S. ve Rao, S.S.R. (2001) Effect of brassinosteroids on salinity stress
induced inhibition of seed germination and seedling growth of rice (Oryza
sativa L.), Plant Growth Regul, 33: 151-153.

Anuradha, S. ve Rao, S.S.R. (2003) Application of brassinosteroids to rice seeds
(Oryza sativa L.) reduced the impact of salt stress on growth, prevented
photosynthetic pigment loss and increased nitrate reductase activity, Plant
Growth Regul, 40: 29-32.

Anuradha, S. ve Rao, S.S.R. (2007) The effect of brassinosteroids on radish
(Raphanus sativus L.) seedlings growing under cadmium stress, Plant Soil
Environ, 11: 465-472.

Arora, N., Bhardwaj, R., Sharma, P. ve Arora, H.K. (2008) 28-Homobrassinolide
alleviates oxidative stress in salt-treated maize (Zea mays L.) plants, Braz J
Plant Physiol, 20 (2): 153-157.

Ashraf, M. (2004) Some important physiological selection criteria for salt tolerance
in plants, Flora, 199: 361-376.

Ashraf, M. (2009) Biotechnological approach of improving plant salt tolerance using
antioxidants as markers, Biotechnol Adv, 27: 84-93.

Ashraf, M., Akram, N.A., Arteca, R.N. ve Foolad, M.R. (2010) The physiological,
biochemical and molecular roles of brassinosteroids and salicylic acid in plant
processes and salt tolerance, Crit Rev Plant Sci, 29: 162-190.

Ashraf, M. ve Foolad, M.R. (2007) Roles of glycine betaine and proline in improving
plant abiotic stress resistance, Environ Exp Bot, 59: 206-216.

Ashraf, M. ve Harris, P.J.C. (2004) Potential biochemical indicators of salinity
tolerance in plants, Plant Sci, 166: 3-16.

Avcu, S., Akhoundnejad, Y. ve Dasgan, H.Y. (2013) Domateste tuz stresi iizerine
selenyum ve silikon uygulamalarinin etkileri, TABAD, 6 (1): 183-188.

Aydin, Y., Talas-Ogras, T., Ipek¢i-Altas, Z. ve Goziikirmizi, N. (2006) Effects of
brassinosteroid on cotton regeneration via somatic embryogenesis, Biologia, 61
(3): 289-293.

Aydin, Y., Talas-Ogras, T., Altinkut, A., Ismailoglu, 1., Arican, E. ve Goziikirmizi,
N. (2010) Cytohistological studies during cotton somatic embryogenesis with
brassinosteroid application, IUFS J Biol, 69 (1): 33-39.

147



Azpeitia, A., Chan, J.L., Saenz, L. ve Oropeza, C. (2003) Effect of 22(S), 23(S)-
homobrassinolide on somatic embryogenesis in plumula explants of Cocos
nucifera (L.) cultured in vitro, J Hortic Sci Biotech, 78 (5): 591-596.

Babaoglu, M., Yorgancilar, M., Akbudak, M.A., 2001. Doku kiiltiiri: temel
laboratuvar teknikleri, Boliim 1, s.1-35. Bitki Biyoteknolojisi, Doku Kiiltiirii ve
Uygulamalari, Eds. Babaoglu, M., Giirel, E., Ozcan, S., Selcuk Universitesi
Vakfi Yayinlari, Konya, 374 s.

Bajguz, A. (2000) Blockade of heavy metals accumulation in Chlorella vulgaris cells
by 24-epibrassinolide, Plant Physiol Bioch, 38: 797-801.

Bajguz, A. (2007) Metabolism of brassinosteroids in plants, Plant Physiol Bioch, 45:
95-107.

Bajguz, A. ve Hayat, S. (2009) Effects of brassinosteroids on the plant responses to
environmental stresses, Plant Physiol Bioch, 47: 1-8.

Baran, A. ve Dogan, M. (2014) Tuz stresi uygulanan soyada (Glycine max L.)
salisilik asidin fizyolojik etkisi, SDU,Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 18 (1):
78-84.

Bartwal, A., Mall, R., Lohani, P., Guru, S.K. ve Arora, S. (2013) Role of secondary
metabolites and brassinosteroids in plant defense against environmental
stresses, J Plant Growth Regul, 32: 216-232.

Bates, L.S., Waldren, R.P. ve Teare, 1.D. (1973) Rapid determination of free proline
for water stress studies, Plant Soil, 39: 205-207.

Beaucamp, C. ve Fridovich, I. (1971) Superoxide dismutase improved assays and an
assay applicable to acrylamide gels, Anal Biochem, 444: 276-287.

Behnamnia, M., Kalantari, M. ve Rezanejad, F. (2009) Exogenous application of
brassinosteroid alleviates drought-induced oxidative stress in Lycopersicon
esculentum L., Gen Appl Plant Physiol, 35 (1-2): 22-34.

Benderradji, L., Brini, F., Kellou, K., Ykhlef, N., Djekoun, A., Masmoudi, K. ve
Bouzerzour, H. (2012) Callus i1nduction, proliferation, and plantlets
regeneration of two bread wheat (Triticum aestivum L.) genotypes under saline
and heat stress conditions, ISRN Agronomy, 2012: 1-8.

Bradford, M.M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of

microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding,
Anal Biochem, 72: 248-254.

148



Biiyiik, 1., Soydam-Aydin, S. ve Aras, S. (2012) Bitkilerin stres kosullarma verdigi
molekiiler cevaplar, Tiirk Hij Den Biyol Derg, 69 (2): 97-110.

Cano, E.A., Perez-Alfocea, F., Moreno, V., Caro, M. ve Bolarin, M.C. (1998)
Evaluation of salt tolerance in cultivated and wild tomato species through in
vitro shoot apex culture, Plant Cell Tiss Org, 53: 19-26.

Chamandoosti, F. (2011) Effect of sodium chloride on establishment of callus and
organogenesis in Brassica napus L., Pak J Biol Sci, 10 (21): 3880-3884.

Chance, B. ve Maehly, C. (1955). Assay of catalase and peroxidases, Method
Enzymol, 11: 764-775.

Chinnusamy, V., Schumaker, K. ve Zhu, J.-K. (2004) Molecular genetic perspectives
on cross-talk and specificity in abiotic stress signalling in plants, J Exp Bot, 55
(395): 225-236.

Chinnusamy, V., Jagendorf, A. ve Zhu, J.-K. (2005) Understanding and improving
salt tolerance in plants, Crop Sci, 45: 437-448.

Clouse, S.D. (1996) Molecular genetic studies confirm the role of brassinosteroids in
plant growth and development, The Plant Journal, 10 (1): 1-8.

Clouse, S.D. (2000) A role for sterols in embryogenesis, Curr Biol, 10 (16): 1-4.

Clouse, S.D. (2003) Recent advances in brassinosteroid research: from molecular
mechanisms to pratical applications, J Plant and Growth Regul, 22 : 273-275.

Canakgi, S. ve Munzuroglu, O. (2004) Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) celiklerinde
agirlik degisimleri, pigment ve protein miktarlar: tizerine asetilsalisilik asit ve
tuz (NaCl) uygulamasinin karsiikl etkileri, GU, Gazi Egitim Fakiiltesi
Derqgisi, 24 (1): 23-40.

Cavusoglu, K. ve Kabar, K. (2007) The effects of pretreatments of some plant
growth regulators on germination and seedling growth of radish seeds under
saline conditions, DPU, Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 14: 27-36.

Colak, G., Keser, O. ve Caner, N. (2008) Lycopersicon esculentum Mill. ve
Raphanus sativus L. bitkilerinde ¢imlenme ve sonrasi biiyiime asamalarinda
Na,SOy tipi tuz stresinin etkileri, Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Dergisi, 24 (1-2): 17-38.

Colak, G., Keser, O. ve Caner, N. (2011) The effects of NaCl, Na,SO4 and Na,COs3
type salt stress some macromorphological parameters about Lycopersicon
esculentum (tomato) and Raphanus sativus (radish) which in first seedling
growth period, Biological Diversity and Conservation, 4 (2): 29-48.

149



Culha, S. ve Cakarlar, H. (2011) Tuzlulugun bitkiler iizerine etkileri ve tuz tolerans
mekanizmalar, AKU FEBID, 11: 11-34.

Dhaubhadel, S., Chaudhary, S., Dobinson, K.F. ve Krishna, P. (1999) Treatment with
24-epibrassinolide, a brassinosteroid, increases the basic thermotolerance of
Brassica napus and tomato seedlings, Plant Mol Biol, 40: 333-342.

Ding, H.-D., Zhu, X.-H., Zhu, Z.-W., Yang, S.-J., Zha, D.-S. ve Wu, X.-X. (2012)
Amelioration of salt-induced oxidative stress in eggplant by application of 24-
epibrassinolide, Biol Plantarum, 56 (4): 767-770.

Dogan, M., Avu, A., Can, E.N. ve Aktan, A. (200.8) Farkli domates tohumlarinin
¢imlenmesi tizerine tuz stresinin etkisi, SDU Fen Edebiyat Fakiiltesi Fen
Dergisi, 3 (2): 174-182.

Dorion, N., Wies, N., Burteaux, A. ve Bigot, C. (1999) Protoplast and leaf explant
culture of Lycopersicon cheesmanii and salt tolerance of protoplast-derived
calli, Plant Cell Tiss Org, 56: 9-16.

Dolarslan, M. ve Gil, E. (2012) Toprak bitki iligkileri agisindan tuzluluk, Tiirk
Bilimsel Derlemeler Dergisi, 5 (2): 56-59.

Doélek, M.N. (2009) Degisik karpuz genotiplerinin tuz stresine tolerans diizeylerinin
belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Toprak Anabilim Dal1, Adana, 60s.

Ekmekgi, E., Apan, M. ve Kara, T. (2005) Tuzlulugun bitki gelisimine etkisi, OMU,
Zir Fak Dergisi, 20 (3): 118-125.

El-Enany, A.E. (1995) Proline effect on shoot organogenesis and protein synthesis in
salinity-stressed tomato cultures, J Islam Acad Scie, 8 (3): 137-142.

El-Khallal, S.M., Hathout, T.A., Ahsour, A.E.R.A. ve Kerrit, A.-A.A. (2009)
Brassinolide and salicylic acid induced antioxidant enzymes, hormonal balance
and protein profile of maize plants grown under salt stress, Res J Agri Biol Sci,
5 (4): 391-402.

El-Meleigy, E.-S.A., Gabr, M.F., Mohamed, F.H. ve Ismail, M.A. (2004) Responses
to NaCl salinity of tomato cultivated and breeding lines differing in salt
tolerance in callus cultures, Int J Agri Biol, 6 (1): 19-26.

Erdal, 1., Tiirkmen, O. ve Yildiz, M. (2000) Tuz stresi altinda yetistirilen hryar
(Cucumis sativus L.) fidelerinin gelisimi ve kimi besin maddeleri igerigindeki
degisimler {izerine potasyumlu giibrelemenin etkisi, YYU, Ziraat Fakiiltesi, J
Agric Sci, 10 (1): 25-29.

150



Fariduddin, Q., Mir, B.A., Yusuf, M. ve Ahmad, A. (2013) Comparative roles of
brassinosteroids and polyamines in salt stress tolerance, Acta Physiol
Plantarum, 35: 2037-2053.

Farooq, M., Wahid, A., Basra, S.M.A. ve Din, 1. (2009) Improving water relations
and gas exchange with brassinosteroids in rice under drought stress, J Agron
Crop Sci, 195: 262-269.

Ferrie, A.M.R., Dirpaul, J., Krishna, P., Krochko, J. ve Keller, W.A. (2005) Effects
of brassinosteroids on microspore embryogenesis in Brassica species, In Vitro
Cell Dev-PI, 41: 742-745.

Flowers, T.J. ve Colmer, T.D. (2008) Salinity tolerance in halophytes, New Phytol,
179: 945-963.

Flowers, T.J., Garcia, A., Koyama, M. ve Yeo, A.R. (1997) Breeding for salt
tolerance in crop plants-the role of molecular biology, Acta Physiol Plantarum,
19 (4): 427-433.

Fuji, S ve Saka, H. (2001) The promotive effect of brassinolide on lamina joint-cell
elongation, germination and seedling groth under low-temperature stress in rice
(Oryza sativa L.), Plant Prod Sci, 4 (3): 210-214.

Fujioka, S., Noguchi, T., Yokota, T., Takatsuto, S. ve Yoshida, S. (1998)
Brassinostreoids in Arabidopsis thaliana, Phytochemistry, 48 (4): 595-599.

Gapinska, M., Sklodowska, M. ve Gabara, B. (2008) Effect of short-and long-term
salinity on the activities of antioxidative enzymes and lipid peroxidation in
tomato roots, Acta Physiol Plantarum, 30: 11-18.

Gechev, T.S., Breusegem, F.V., Stone, J.M., Denev, I. ve Laloi, C. (2006) Reactive
oxygen species as signals that modulate plant stress responses and programmed
cell death, BioEssays, 28: 1091-1101.

Gill, S.S. ve Tuteja, N. (2010) Polyamines and abiotic stress tolerance in plants,
Plant Signaling & Behavior, 5 (1): 26-33.

Gill, S.S. ve Tuteja, N. (2010) Reactive oxygen species and antioxidant mechinery in
abiotic stress tolerance in crop plants, Plant Physiol Bioch, 48: 909-930.

Glenn, E.P., Brown, J.J. ve Blumwald, E. (1999) Salt tolerance and crop potential of
halophytes, Crit Rev Plant Sci, 18 (2): 227-255.

Gonzalez-Olmedo, J.L., Cordova, A., Aragon, C.E., Pina, D., Rivas, M. ve
Rodriguez, R. (2005) Effect of an analogue of brassinosteroid on FHIA-18
plantlets exposed to thermal stress, InfoMusa, 14 (1): 18-20.

151



Gonzalez, O., Hernandez, M.M., Silva, J., Espinosa, A., Oliva, E., Sigarroa, A. ve
Nunez, M. (2003) Evaluation of two brassinosteroid analogues on callus
formation and shoot induction in sweet potato (Ipomoea batatas (L.) Lam.),
Cultivos Tropicales, 24 (3): 11-18.

Gruszka, D. (2013) Brassinosteroid signaling pathway-new key players and
interconnections with other signaling networks crucial for plant development
and stress tolerance, Int J Mol Sci, 14: 8740-8774.

Gudesblat, G.E. ve Russinova, E. (2011) Plants grow on brassinosteroids, Curr Opin
Plant Biol, 14: 530-537.

Giirel, A. ve Avcioglu, R. (2004) Bitkilerde strese dayanikiilik fizyolojisi, Bolim 21,
S5.288-326. Bitki Biyoteknolojisi 1I, Genetik Miihendisligi ve Uygulamalari,
Eds. Ozcan, S., Giirel, E., Babaoglu, M., Selguk Universitesi Vakfi Yaynlari,
Konya, 456 s.

Hao, J., Yin, Y. ve Fei, S.-Z. (2013) Brassinosteroid signaling network: implications
on yield and stress tolerance, Plant Cell Rep, 32: 1017-1030.

Harish, M.C., Rajeevkumar, S. ve Sathishkumar, R. (2010) Efficient in vitro callus
induction and regeneration of different tomato cultivars of India, Asian J
Biotech, 2 (3): 178-184.

Hasegawa, P.M. ve Bressan, R.A. (2000) Plant cellular and molecular responses to
high salinity, Annu Rev Plant Phys, 51: 463-499.

Hassan, N.M., Serag, M.S., El-Feky, F.M. ve Nemat Alla, M.M. (2008) In vitro
selection of mung bean and tomato for improving tolerance to NaCl, Ann Appl
Biol, 152: 319-330.

Hassanein, A.M. (2004) Effect of relatively high concentrations of mannitol and
sodium chloride on regeneration and gene expression of stress tolerant (Alhagi
graecorum) and stress sensitive (Lycopersicon esculentum L.) plant species,
Bulg J Plant Physiol, 30 (3-4): 19-36.

Haubrick, L.L. ve Assmann, S.M. (2006) Brassinosteroids and plant function: some
clues, more puzzles, Plant Cell Environ, 29: 446-457.

Hayat, S., Maheshwari, P., Wani, A.S., Irfan, M., Alyemeni, M.N. ve Ahmad, A.
(2012) Comparative effect of 28 homobrassinolide and salicylic acid in the
amelioration of NaCl stress in Brassica juncea L., Plant Physiol Bioch, 53: 61-
68.

152



Heath, R.L., ve Packer, L. (1968). Photoperoxidation in isolatedchloroplast. I.
Kinetics and stoichiometry of fatty acid peroxidation, Arch Bioch, Biophys,
125: 189-198.

Heidari, A., Bandehagh, A., Toorchi, M. (2014) Effects of NaCl stress on
chlorophyll content and chlorophyll fluorescence in sunflower (Helianthus
annuus L.) lines, YYU Tar Bil Derg (YYU J Agr Sci), 24 (2): 111-120.

Holmberg, N. ve Biilow, L. (1998) Improving stress tolerance in plants by gene
transfer, Trends Plant Sci, 3 (2): 61-66.

Houimli, S.I.LM., Denten, M. ve Mouhandes, B.D. (2010) Effects of 24-
epibrassinolide on growth, chlorophyll, electrolyte leakage and proline by
pepper plants under NaCl-stress, EurAsia J BioSci, 4: 96-104.

Janeczko, A., Koscielniak, J., Pilipowicz, M., Szarek-Lukaszewska, G. ve
Skoczowski, A. (2005) Protection of winter rape photosystem 2 by 24-
epibrassinolide under cadmium stress, Photosynthetica, 43 (2): 293-298.

Janeczko, A., Hura, K., Skoczowski, A., ldzik, I., Biesaga-Koscielniak, J. ve
Niemczyk, E. (2009) Temperature-dependent impact of 24-epibrassinolide on
the fatty acid composition and sugar content in winter oilseed rape callus, Acta
Physiol Plantarum, 31: 71-79.

Janeczko, A., Biesaga-Koscielniak, J., Oklestkova, J., Filek, M., Dziurka, M.,
Szarek-Lukaszewska, G. ve Koscielniak, J. (2010) Role of 24-epibrassinolide
in wheat production: physiological effects and uptake, J Agron Crop Sci, 196:
311-321.

Janeczko, A. ve Swaczynova, J. (2010) Endogenous brassinosteroids in wheat treated
with 24-epibrassinolide, Biol Plantarum, 54 (3): 477-482.

Javid, M.G., Sorooshzadeh, A., Moradi, F., Sanavy, S.A.M.M. ve Allahdadi, I.
(2011) The role of phytohormones in alleviating salt stress in crop plants, Aust
J Crop Sci, 5 (6): 726-734.

Joseph, B., Jini, D. ve Sujatha, S. (2010) Insight in to the role of exogenous salicylic
acit on plants grown under salt environment, Asian J Crop Sci, 2 (4): 226-235.

Juan, M., Rivero, R.M., Romero, L. ve Ruiz, J.M. (2005) Evaluation of some
nutritional and biochemical indicators in selecting salt-resistant tomato
cultivars, Environ Exp Bot, 54: 193-201.

Kagale, S., Divi, U.K., Krochko, J.E., Keller, W.A. ve Krishna, P (2007)
Brassinosterois confers tolerance in Arabidopsis thaliana and Brassica napus
to a range of abiotic stresses, Planta, 225: 353-364.

153



Kalefetoglu, T. ve Ekmekgi, Y. (2005) The effects of drought on plants and tolerance
mechanism, GU J Sci, 18 (4): 723-740.

Kang, Y.-Y., Guo, S.-R., Li, J. ve Duan, J.-J. (2007) Effects of 24-epibrassinolide on
antioxidant system in cucumber seedling roots under hypoxia stress, Agr Sci
China, 6 (3): 281-289.

Kaur, N. ve Gupta, A.K. (2005) Signal transduction pathways under abiotic stresses
in plants, Current Sci, 88 (11): 1771-1780.

Kaya, C., Tuna, A.L. ve Okant, A.M. (2010) Effect of foliar applied kinetin and
indole acetic acid on maize plants grown under saline conditions, Turk J Agric
For, 34: 529-538.

Keser, O., Colak, G. ve Caner, N. (2009) Tuza tolerans1 farkl iki kiiltlir bitkisinde
bazi fizyolojik ve makromorfolojik parametreler tizerine Na,COs tipi tuz stresi
etkileri, BAU FBE Dergisi, 11 (2): 64-80.

Khamiss, K., Sabouh, M. ve Kanbar, A. (2011) Evaluating the impact of brassinolide
on ascorbate peroxidase activity during Brassica napus embryo development in
vitro, J Appl Sci Res, 7 (8): 1336-1339.

Khavari-Nejad, R.-A. ve Mostofi, Y. (1998) Effects of NaCl on photosynthetic
pigments, saccharides, and chloroplast ultrastructure in leaves of tomato
cultivars, Photosynthetica, 35 (1): 151-154.

Koca, H., Ozdemir, F. ve Turkan, 1. (2006) Effect of salt stress on lipid peroxidation
and superoxide dismutase and peroxidase activities of Lycopersicon
esculentum and L. pennellii, Biol Plantarum, 50 (4): 745-748.

Koca, H., Bor, M., Ozdemir, F. ve Tiirkan, I. (2007) The effect of salt stress on lipid
peroxidation, antioxidative enzymes and proline content of sesame cultivars,
Environ Exp Bot, 60: 344-351.

Koyuncu, N. (2012) Baz1 Makarnalik bugday (T. durum Desf.) ¢esitlerinin in vitro
kosullarda yiiksek tuz dozlarina tepkileri, Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii Dergisi, 21 (2): 70-74.

Krishna, P. (2003) Brassinosteroid-mediated stress responses, J Plant Growth Regul,
22: 289-297.

Kusvuran, S., Yasar, F., Abak, K., Ellialtioglu, S. (2008) Tuz stresi altinda
yetistirilen tuza tolerant ve duyarli Cucumis sp.’nin bazi genotiplerinde lipid
peroksidasyonu, klorofil ve iyon miktarlarinda meydana gelen degisimler,
YYU, Ziraat Fakiiltesi, Tarim Bilimleri Dergisi (J Agric Sci), 18 (1): 11-18.

154



Kugvuran, §. (2010) Kavunlarda kuraklik ve tuzluluga toleransin  fizyolojik
mekanizmalart arasindaki baglantilar, Doktora Tezi, Cukurova Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Bahce Bitkileri Anabilim Dali, Adana, 2010, 356s.

Li, J. ve Chory, J. (1999) Brassinosteroid actions in plants, J Exp Bot, 50 (332): 275-
282.

Liu, Y., Zhao, Z., Si, J., Di, C., Han, J. ve An L. (2009) Brassinosteroids alleviate
chilling-induced oxidative damage by enhancing antioxidant defense system in
suspension cultured cells of Chorispora bungeana, Plant Growth Regul, 59:
207-214.

Lutts, S., Kinet, J.M., Bouharmant, J. (1996) NaCl-induced senescence in leaves of
rice (Oryza sativa L.) cultivars differing in salinity resistance, Ann Bot, 78:
389-398.

Mahajan, S. ve Tuteja, N. (2005) Cold, salinity and drought stresses: An overview,
Arch Biochem Biophys, 444: 139-158.

Mahajan, S., Pandey, G.K. ve Tuteja, N. (2008) Calcium- and salt-stress signaling in
plants: Shedding light on SOS pathway, Arch Biochem Biophys, 471: 146-158.

Malabadi, R.B. ve Nataraja, K. (2007) Brassinosteriods influences in vitro
regeneration using shoot tip sections of Cymbidium elegans Lindl., Asian J
Plant Sci, 6 (2): 308-313.

Malabadi, R.B. ve Nataraja, K. (2007) 24-epibrassinolide induces somatic
embryogenesis in Pinus wallichiana A.B. Jacks., J Plant Sci, 2 (2): 171-178.

Malabadi, R.B., Teixeira da Silva, J.A. ve Mulgund, G.S. (2011) Induction of
somatic embryogenesis in Pinus caribaea, Tree and Forestry Science and
Biotechnology, 5 (1): 27-32.

Mansour, M.M.F. ve Salama, K.H.A. (2004) Cellular basis of salinity tolerance in
plants, Environ Exp Bot, 52: 113-122.

Mazorra, L.M., Nunez, M., Hechavarria, M., Coll, F. ve Sanchez-Blanco, M.J.
(2002) Influence of brassinosteroids on antioxidant enzyme activity in tomato
under different temperatures, Biol Plantarum, 45 (4): 593-596.

Mercado, J.A., Sancho-Carrascosa, M.A., Jimenez-Bermudez, S., Peran-Quesada, R.,
Pliego-Alfaro, F. ve Quesada, M.A. (2000) Assessment of in vitro growth of
apical stem sections and adventitious organogenesis to evaluate salinity
tolerance in cultivated tomato, Plant Cell Tiss Org, 62: 101-106.

155



Mittova, V., Guy, M., Tal, M. ve Volokita, M. (2002-a) Responce of the cultivated
tomato and its wild salt-tolerant relative Lycopersicon pennellii to salt-
dependent oxidative stress: increased activities of antioxidant enzymes in root
plastids, Free Radical Res, 36 (2): 195-202.

Mittova, V., Tal, M., Volokita, M. ve Guy, M. (2002-b) Salt stress induces up-
regulation of an efficient chloroplast antioxidant system in the salt-tolerant
wild tomato species Lycopersicon pennellii but not in the cultivated species,
Phsiol Plantarum, 115: 393-400.

Miyama, M. ve Hanagata, N. (2007) Microarray analysis of 7029 gene expression
patterns in burma mangrove under high-salinity stress, Plant Sci, 172: 948-957.

Mohamed, A.N., Rahman, M.H., Alsadon, A.A. ve Islam, R. (2007) Accumulation of
proline in NaCl-treated callus of six tomato (Lycopersicon esculentum Mill.)
cultivars, Plant Tissue Cult Biotech, 17 (2): 217-220.

Mohamed, A.-A.N., Ismail, M.R. ve Rahman, M.H. (2010) In vitro response from
cotyledon and hypocotyls explants in tomato by inducing 6-
benzylaminopurine, Afr J Biotechnol, 9 (30): 4802-4807.

Mohamed, A.N. ve Ismail, M.R. (2011) Changes in organic and inorganic solutes of
in vitro tomato cultivars under NaCl stress, Aust J Crop Sci, 5 (8): 939-944.

Mohamed, A.N., Ismail, M.R., Kadir, M.A. ve Saud, H.M. (2011) In vitro
performances of hypocotyl and cotyledon explants of tomato cultivars under
sodium chloride stress, Afr J Biotechnol, 10 (44): 8757-8764.

Montoliu, A., Lopez-Climent, M.F., Arbona, V., Perez-Clemente, R.M. ve Gomez-
Cadenas, A. (2009) A novel in vitro tissue culture approach to study salt stress
responses in citrus, Plant Growth Regul, 59: 179-187.

Mugdal, V., Madaan, N. ve Mugdal, A. (2010) Biochemical mechanism of salt
tolerance in plant: a review, Int J Bot, 6 (2): 136-143.

Munns, R. (2002) Comparative physiology of salt and water stress, Plant Cell
Environ, 25: 239-250.

Munns, R. ve Tester, M. (2008) Mechanisms of salinity tolerance, Annu Rev Plant
Biol, 59: 651-681.

Murashige, T. ve Skoog F. (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures, Physiol Plant, 15: 473-497.

Mutlu, F. ve Bozcuk, S. (2000) Tuzlu kosullarda ay¢igegi tohumlarinin ¢gimlenmesi
ve erken biiyiime {izerine digsal spermin’in etkileri, Turk J Biol, 24: 635-643.

156



Miissig, C. (2005) Brassinosteroid-promoted growth, Plant Biology, 7: 110-117.

Miissig, C. ve Altmann, T. (1999) Physiology and molecular mode of action of
brassinosteroids, Plant Physiol Bioch, 37 (5): 363-372.

Miissig, C. ve Altmann, T. (2003) Genomic brassinosteroid effects, J Plant Growth
Regul, 22: 313-324.

Nassar, A.H. (2004) Effect of homobrassinolide on in vitro growth of apical
meristems and heat tolerance of banana shoots, Int J Agri Biol, 6 (5): 771-775.

Neelakandan, A.K. ve Wang, K. (2012) Recent progress in the understanding of
tissue culture-induced genome level changes in plants and potential
applications, Plant Cell Rep, 31: 597-620.

Noaman, M.M. ve Ahmad, E. (2004) Development of alfalfa tolerant to salinity
stress using organogenesis technique, Biotechnology, 3 (2): 136-139.

Nunez, M., Mazzafera, P., Mazorra, L.M., Siqueira, W.J. ve Zullo, M.A.T. (2003)
Influence of a brassinosteroid analogue on antioxidant enzymes in rice grown
in culture medium with NacCl, Biol Plantarum, 47 (1): 67-70.

Nunez, M., Siqueira, W.J., Hern, M., Zullo, M.A.T., Robaina, C. ve Coll, F. (2004)
Effect of spirostane analogues of brassinosteroids on callus formation and plant
regeneration in lettuce (Lactuca sativa), Plant Cell Tiss Org, 78: 97-99.

Ogweno, J.0., Hu, W.H., Song, X.S., Shi, K., Mao, W.H., Zhou, Y.H. ve Hu, J.Q.
(2010) Photoinhibition-induced reduction in photosynthesis is alleviated by
absisicacid, cytokinin abd brassinosteroid in detached tomato leaves, Plant
Growth Regul, 60: 175-182.

Osman, M.G., Elhadi, E.A. ve Khalafalla, M.M. (2010) Callus formation and
organogenesis of tomato (Lycopersicon esculentum Mill, c.v. Omdurman)
induced by thidiazuron, Afr J Biotechnol, 9 (28): 4407-4413.

Oncel, 1. ve Keles, Y. (2002) Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinde biiytime,
pigment icerigi ve ¢Oziiniir madde kompozisyonunda degismeler, CU, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Fen Bilimleri Dergisi, 23 (2): 8-16.

Oz, M. ve Karasu, A. (2007) Pamugun ¢imlenmesi ve erken fide gelisimi tizerine tuz
stresinin etkisi, UU, Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 21 (1): 9-21.

Ozdemir, F., Bor, M., Demiral, T. ve Tiirkan, 1. (2004) Effects of 24-epibrassinolide
on seed germination, seedling growth, lipid peroxidation, proline content and
antioxidative system of rice (Oryza sativa L.) under salinity stress, Plant
Growth Regul, 42: 203-211.

157



Parida, A.K. ve Das, A.B. (2005) Salt tolerance and salinity effects on plants: a
review, Ecotox Environ Safe, 60: 324-349.

Parvaiz, A. ve Satyawati, S. (2008) Salt stress and phyto-biochemical responses of
plants - a review, Plant Soil Environ, 54 (3): 89-99.

Pullman, G.S., Zhang, Y. ve Phan, B.H. (2003) Brassinolide improves embryogenic
tissue initiation in conifers and rice, Plant Cell Rep, 22: 96-104.

Rai, M.K., Kalia, R.K., Singh, R., Gangola, M.P. ve Dhawan, A.K. (2011)
Developing stress tolerant plants through in vitro selection - An overview of
the recent progress, Environ Exp Bot, 71: 89-98.

Ramakrishna, A. ve Ravishankar, G.A. (2011) Influence of abiotic stress signals on
secondary metabolites in plants, Plant Signaling & Behavior, 6 (11): 1720-
1731.

Rao, S.S.R., Vardhini, B.V., Sujatha, E. ve Anuradha, S. (2002) Brassinosteroids - A
new class of phytohormones, Curr Sci, 82 (10): 1239-1245.

Rodriguez-Rosales, M.P., Kerkeb, L., Bueno, P. ve Donaire, J.P. (1999) Changes
induced by NaCl in lipid content and composition, lipoxygenase, plasma
membrane H*-ATPase and antioxidant enzyme activities of tomato
(Lycopersicon esculentum Mill.) calli, Plant Sci, 143: 143-150.

Roy, R., Agrawal, V. ve Gupta, S.C. (2009) Comparison of drought-induced
polypeptides and ion leakage in three tomato cultivars, Biol Plantarum, 53 (4):
685-690.

Sairam, R.K. ve Tyagi, A. (2004) Physiology and molecular biology of salinity stress
tolerance in plants, Curr Sci, 86 (3): 407-421.

Sajid, Z.A. ve Aftab, F. (2012) Role of salicylic acid in amelioration of salt tolerance
in potato (Solanum tuberosum L.) under in vitro conditions, Pak J Bot, 44: 37-
42,

Sakurai, A. (1999) Brassinosteroid biosynthesis, Plant Physiol Bioch, 37 (5): 351-
361.

Santa-Cruz, A., Acosta, M., Perez-Alfocea, F. ve Bolarin, M.C. (1997) Changes in
free polyamine levels induced by salt stress in leaves of cultivated and wild
tomato species, Phsiol Plantarum, 101: 341-346.

Schaller, H. (2003) The role of sterols in plant growth and development, Prog Lipid
Res, 42: 163-175.

158



Shahbaz, M. ve Ashraf, M. (2007) Influence of exogenous application of
brassinosteroid on growth and mineral nutrients of wheat (Triticum aestivum
L.) under saline conditions, Pak J Bot, 39 (2): 513-522.

Shahbaz, M., Ashraf, M. ve Athar, H.-U.-R. (2008) Does exogenous application of
24-epibrassinolide ameliorate salt induced growth inhibition in wheat (Triticum
aestivum L.)?, Plant Growth Regul, 55: 51-64.

Shahid, M.A., Pervez, M.A., Balal, R.M., Mattson, N.S., Rashid, A., Ahmad, R.,
Ayyub, C.M. ve Abbas, T. (2011) Brassinosteroid (24-epibrassinolide)
enhances growth and alleviates the deleterious effects induced by salt stress in
pea (Pisum sativum L.), Aust J Crop Sci, 5 (5): 500-510.

Shalata, A. ve Tal, M. (1998) The effect of salt stress on lipit peroxidation and
antioxidants in the leaf of the cultivated tomato and its wild salt-tolerant
relative Lycopersicon pennellii, Phsiol Plantarum, 104: 169-174.

Shalata, A., Mittova, V., Volokita, M., Guy, M. ve Tal, M. (2001) Response of the
cultivated tomato and its wild salt-tolerant relative Lycopersicon pennellii to
salt-dependent oxidative stress: The root antioxidative system, Physiol
Plantarum, 112: 487-494.

Shannon, M.C. ve Grieve, C.M. (1999) Tolerance of vegetable crops to salinity, Sci
Hortic, 78: 5-38.

Sharma, 1., Ching, E., Saini, S., Bhardwaj, R. ve Pati, P.K. (2013) Exogenous
application of brassinosteroid offers tolerance to salinity by altering stress
responses in rice variety Pusa Basmati-1, Plant Physiol Bioch, 69: 17-26.

Sheeja, T.E., Mondal, A.B., Rathore, R.K.S. (2004) Efficient plantlet regeneration in
tomato (Lycopersicon esculentum Mill.), Plant Tissue Cult, 14 (1): 45-53.

Shibli, R.A., Kushad, M., Yousef, G.G. ve Lila, M.A. (2007) Physiological and
biochemical responses of tomato microshoots to induced salinity stress with
associated ethylene accumulation, Plant Growth Regul, 51: 159-1609.

Singh, 1. ve Shono, M. (2005) Physiological and molecular effects of 24-
epibrassinolide, a brassinosteroid on thermotolerance of tomato, Plant Growth
Requl, 47: 111-119.

Sinha, A.K., Jaggi, M., Raghuram, B. ve Tuteja, N. (2011) Mitogen-activated protein

kinase signaling in plants under abiotic stress, Plant Signaling & Behavior, 6
(2): 196-203.

159



Smolik, M., Kram, P., Krupa-Malkiewicz, M., Smolik, B. ve Malinowska, K (2011)
Response of tomato genotypes to salinity stress assessed at the seedling stage,
Elektronic Journal of Polish Agricultural Universities, 14 (4): 1-7.

Stevens, J., Senaratna, T. ve Sivasithamparam, K. (2006) Salicylic acid induces
salinity tolerance in tomato (Lycopersicon esculentum cv. Roma): associated
changes in gas exchange, water relations and membrane stabilisation, Plant
Growth Regul, 49: 77-83.

Strain, H.H. ve Svec, W.A. (1966) Extraction, separation, estimation and isolation of
chlorophylls, s.21-66, Bernon, V.P., Secely, G.R., (editorler), In the
chlorophylls, Academic Pres, New York.

Surgun, Y., Yilmaz, E., C6l, B. ve Birin, B. (2012) Altinct grup bitki hormonu:
brassinosteroidler, CBU Fen Bilimleri Dergisi, 8 (1): 27-46.

Szabados, L. ve Savoure, A. (2009) Proline : a multifunctional amino acid, Trends
Plant Sci, 15 (2): 89-97.

Taiz, L. ve Zaiger, E. (2008) Bitki fizyolojisi, ceviri editdrii: ismail Tiirkan, Palme
Yayincilik, Ankara, 690s.

Tabur, S. ve Demir, K. (2008) Tuz stresi altindaki mitotik indeks ve kromozom
anormallikleri {izerine triakontanol 6n uygulamasinin etkileri, BIBAD, 1 (1):
11-15.

Talano, M.A., Agostini, E., Medina, M.l., Milrad De Forchetti, S. ve Tigier, H.A.
(2003) Tomato (Lycopersicon esculentum cv. Pera) hairy root cultures:
characterization and changes in peroxidase activity under NaCl treatment, In
Vitro Cell Dev-Pl, 39: 354-3509.

Tekin, F. ve Bozcuk, S. (1998) Helianthus annuus L. var. Santafe (Aygigegi)

tohumlarmin ¢imlenmesi ve erken biliyiime iizerine tuz ve digsal putresinin
etkileri, Turk J Biol, 22: 331-340.

Trovato, M., Mattioli, R. ve Costantino, P. (2008) Multiple roles of proline in plant
stress tolerance and development, Rend Lincei, 19: 325-346.

Tuna, A.L., Kaya, C., Ashraf, M., Altunlu, H., Yokas, 1. ve Yagmur, B. (2007) The
effects of calcium sulphate on growth, membrane stability and nutrient uptake
of tomato plants grown under salt stress, Environ Exp Bot, 59: 173-178.

Tuteja, N. ve Sopory, S.K. (2008) Chemical signaling under abiotic stress
environment in plants, Plant Signaling & Behavior, 3 (8): 525-536.

160



Tiirkan, I. ve Demiral, T. (2009) Recent developments in understanding salinity
tolerance, Environ Exp Bot, 67: 2-9.

Tiirkmen, O., Sensoy, S. ve Erdal, i. (2000) Effect of potassium on emergence and
seedling growth of cucumber grown in salty conditions, YYU, ZF, J Agric Sci,
10 (1): 113-117.

Tiirkmen, O., Sensoy, S., Erdal, 1. ve Kabay, T. (2002) Effect of calcium applications
on the emergence and growth of seedlings grown in salty seedling growing
conditions, YYU, ZF, J Agric Sci, 12(2): 53-57.

Vardhini, B.V., Sujatha, E. ve Rao, S.S.R. (2011) Brassinosteroids: alleviation of
water stress in certain enzymes of Sorghum seedlings, J Phytology, 3 (10): 38-
43.

Verbruggen, N. ve Hermans, C. (2008) Proline accumulation in plants: a review,
Amino Acids, 35: 753-759.

Verma, A., Malik, C.P. ve Gupta, V.K. (2011) In vitro effects of brassinosteroids on
the growth and antioxidant enzyme activities in groundnut, ISRN Agronomy,
2012: 1-8.

www.agrotektohum. com

Xia, J.X., Huang, Y.Y., Wang, L., Huang, F.L., Yu, Y.L., Zhou, Y.H. ve Yu, J.Q.
(2006) Pesticides-induced depression of photosynthesis was alleviated by 24-
epibrassinolide pretreatment in Cucumis sativus L., Pestic Biochem Phys, 86:
42-48.

Xia, X.-J., Chen, Z. ve Yu, J.-Q. (2010) ROS mediate brassinosteroids-induced plant
stress responses, Plant Signaling & Behavior, 5 (5): 532-534.

Yaman, S.T., Colak, G. ve Caner, N. (2009) Lycopersicon esculentum Mill.’de bazi
morfometrik parametreler {izerine Ca(NO3), ve MgSO, tuzlulugunun etkileri,
KSU Doga Bil Derg, 12 (1): 29-39.

Yang, C.-J., Zhang, C., Lu, Y.-N., Jin, J.-Q. ve Wang, X.-L. (2011) The mechanisms
of brassinosteroids' action: from signal transduction to plant development, Mol
Plant, 4 (4): 588-600.

Yasar, F., Ellialtioglu, S., Ozpay, T. ve Uzal, O. (2008) Tuz stresinin karpuzda
(Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf.) antioksidatif enzim (SOD, CAT, APX ve
GR) aktivitesi iizerine etkisi, YYU, ZF, J Agric Sci, 18 (1): 61-65.

Yeo, A. (1998) Molecular biology of salt tolerance in the context of whole-plant
physiology, J Exp Bot, 49 (323): 915-929.

161



Yildiz, M., Terzi, H., Cenkci, S., Arikan Terzi, E.S. ve Urusak, B. (2010) Bitkilerde
tuzluluga toleransin fizyolojik ve biyokimyasal markorleri, Anadolu
Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi-C, 1 (1): 1-33.

Yildiztekin, M. (2012) Bazi bor bilesiklerinin ve yaygin kullanilan pestisitlerin
domates bitkisinin (L. esculentum) fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri tizerine
etkilerinin arastirilmasi, Doktora Tezi, Mugla Sitki Kogman Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali, Mugla, 144s.

Yilmaz, E., Surgun, Y. ve Biirin, B., (2009). Pamuk siirgiin ucu Kkiiltiirlerinde epibrassinolid ve
homobrassinolid uygulamasmin etkisi, 17. Biyoteknoloji Kongresi, 13-16 Aralik 2009, Antalya.

Yilmaz, E., Tuna, A.L. ve Biiriin, B. (2011) Bitkilerin tuz stresi etkilerine kars1
gelistirdikleri tolerans stratejileri, CBU Fen Bil Dergisi, 7 (1): 47-66.

Yokas, 1., Tuna, A.L., Biirin, B., Altunlu, H., Altan, F. ve Kaya, C. (2008)
Responses of the tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) plant to exposure to
different salt forms and rates, Turk J Agric For, 32: 319-329.

Yokoi, S., Bressan, R.A. ve Hasegawa, P.M. (2002) Salt stress tolerance of plants,
JIRCAS Working Rep, 25-33.

Yoon, J.Y., Hamayun, M., Lee, S.-K. ve Lee, I.-J. (2009) Methyl jasmonate
alleviated salinity stress in soybean, J Crop Sci Biotech, 12 (2): 63-68.

Zhu, J.-K. (2001) Plant salt tolerance, Trends Plant Sci, 6 (2): 66-71.

Zhu, J.-K. (2002) Salt and drought stress signal transduction in plants, Annu Rev
Plant Biol, 53: 247-273.

162



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad Soyad : Emel YILMAZ GOKDOGAN
Uyruk : T.C.
Dogum Yeri ve Tarihi: Bodrum-02/04/1978
Medeni Hali : Evli
Telefon : 0505 875 8648
E-posta : emelyilmaz@mu.edu.tr
Egitim
Alman Derece Aldig1 Kurum/Universite Mezuniyet Y1l
Lise Milas Lisesi 1995
Lisans Mugla Univesitesi 2000
Yiiksek Lisans Mugla Universitesi 2004
Is Tecriibesi
Yil Yer Pozisyon/gorev
2001-2004 Mugla Universitesi Arasgtirma Gorevlisi
2004-2007 Mugla Seckin Birey Dershanesi Biyoloji Ogretmenligi
Ortaca Giiney Ege Dershanesi
2007-2014 Mugla Universitesi Arastirma Gorevlisi
Yabanca Dil(ler)
Dil (Ingilizce, vs) Baslangic Orta Tleri
Yazma X
Konusma X
Anlama X
Okuma X

163




Bilimsel Faaliyetler

Makaleler

- Surgun, Y., Yilmaz, E., Col, B. ve Biiriin, B. (2012) Altinct grup bitki hormonu:
brassinosteroidler, CBU Fen Bil Dergisi, 8 (1): 27-47.

- Yilmaz E., Tuna A. L. ve Biiriin B. (2011) Bitkilerin tuz stresi etkilerine Kkars1
gelistirdikleri tolerans stratejileri, CBU Fen Bil Dergisi, 7 (1): 47-66.

Bildiriler
Uluslararasi Bildiriler

- Surgun, Y., Yilmaz, E., C6l, B. ve Biiriin, B. (2014) Pamukta kallus indiiksiyonu, Siirgiin ucu ve
kotiledon nodlarmdan bitki gelisimi ve somaklonal varyasyon, 3. Uluslararas: Molekiiler Biyoloji ve
Biyoteknoloji Kongresi, 2-6 Haziran, Bosna-Hersek.

Ulusal Bildiriler

- Yilmaz, E. ve Biiriin, B. (2014-a) Domates (Lycopersicon esculentum) in vitro
tohum kiiltiirlerinde tuz stresine karsi 24-epibrassinolid uygulamasinin etkileri, 22.
Ulusal Biyoloji Kongresi, 23-27 Haziran, Eskisehir.

- Yilmaz, E., Aldemir, G., Surgun, Y. ve Biiriin, B. (2013) Bitki genetik
kaynaklarinin 6nemi, korunmasi ve yararlanilmasi, /3. Biyogesitlilik Sempozyumu,
22-23 Mayis, Marmaris/Mugla.

- Yilmaz, E., Surgun, Y. ve Biirin, B. (2010) Pamuk Kkallus Kiiltiirlerinde
brassinosteroidlerin etkisi, 20. Ulusal Biyoloji Kongresi, 21-25 Haziran, Denizli.

- Yilmaz, E., Surgun, Y. ve Biirlin, B. (2009) Pamuk siirgiin ucu kiiltiirlerinde epibrassinolid ve
homobrassinolid uygulamasimin etkisi, 17. Biyoteknoloji Kongresi, 13-16 Aralik, Antalya.

- Surgun, Y., Yilmaz, E. ve Biiriin, B. (2009) Genetik mithendisligi ve gevresel riskler, 9. Ulusal
FEkoloji ve Cevre Kongresi, 7-10 EKim, Nevsehir.

Hazirlanan Yaynlar

- Yilmaz, E. ve Biiriin, B. (2014-b) Domates (Lycopersicon esculentum Mill.) in vitro
kiiltiirlerinde kallus indiiksiyonu ve siirgiin rejenerasyonu (Makale SDU Fen
Bilimleri Dergisine gonderilmistir).

164



