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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DOKU KULTURU SARTLARINDA EKMEKLiK BUGDAYDA (Triticum
aestivum L.) UV-B STRESINE KARSI o-TOKOFEROLUN KORUYUCU ETKIiSi

Sedat KARACA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Bitkisel Biyoteknoloji Bilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR

Tiim fotoototrofik organizmalar icin 151k, fotosentetik mekanizmalar tarafindan tutulan
ve karbondioksiti organik bilesiklere doniistiirmek icin kullanilan bir enerji kaynagidir.
Son yillarda, stratosferik ozonun incelmesi sonucu, giines 1s1ginin bir bileseni olan
yiiksek Ultraviyole (UV) -B radyasyonu (280—320 nm), atmosferden gegerek diinyanin
yiizeyine ulagmaktadir. Bu abiyotik stres kaynagi, bitkilerin hareketsiz yagamlarindan
dolayr kaginilmaz olup, biiyiime inhibisyonuna ve hatta hiicre O6liimiine neden
olabilmektedir. Bu ¢alismada, insan beslenmesinde 6nemli bir tahil olan bugdaym UV-
B radyasyon stresine karsi toleransinda lipofilik antioksidan olan eksojen a-tokoferoliin
roliinii belirlemek i¢in, kallus olusum ortaminda Kirik bugday c¢esidinin olgun
embriyolarindan tiiretilen 10 giinliik kalluslar 0, 2, 4 ve 6 saat boyunca UV-B
radyasyonuna maruz birakilmigtir. Daha sonra UV-B stresine maruz kalan kalluslar, a-
tokoferol (0, 50 ve 100 mg/l) igeren kallus olusum ortammna aktarilmis ve 20 giin
boyunca kallus ortaminda kiiltiirlenmistir. 30 giin sonunda meydana gelen
embriyogenik kalluslar bitki rejenerasyonu ig¢in bitki rejenerasyon ortamina
aktarilmistir. Bu ¢alismada kallusun nispi gelisme orani (%), embriyogenik kallus orani
(%), cevap veren embriyogenik kallus orani (%) ve eksplant basina bitki sayis1 (adet) ile
ilgili veriler elde edildi. Calisma sonucunda, kallus nispi gelisim orani, embriyogenik
kallus orani, cevap veren embriyogenik kallus orani ve eksplant basina diisen bitki
sayist UV-B siiresindeki artisa bagli olarak énemli dl¢iide azalma belirlenmistir. Diger
taraftan a-tokoferol uygulamasi ile birlikte tim bu parametrelerde iyilesmeler meydana
gelmis ve UV-B stresinde bitki rejenerasyon parametreleri bakimindan en iyi sonug 100
mg/l a-tokoferol uygulamasinda gzlenmistir.

2019, 60 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bitki rejenerasyonu, bugday, in vitro, UV-B stresi, vitamin E
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PROTECTIVE EFFECT OF ¢-TOCOPHEROL AGAINST UV-B STRESS iN
BREAD WHEAT (Triticum aestivum L.) UNDER TiSSUE CULTURE
CONDITIONS

Sedat KARACA

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology
Department of of Plant Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR

Light for all photoautotrophic organisms is an energy source held by photosynthetic
mechanisms and used to convert carbon dioxide into organic compounds. In recent
years, as a result of thinning of stratospheric ozone, high Ultraviolet (UV)-B radiation
(280-320 nm), a component of sunlight, passes through the atmosphere and reach the
surface of the earth. This source of abiotic stress is inevitable for plants due to their
sessile life and may lead to growth inhibition or even cell death. In this study, To
determine the role of exogenous a- tocopherol which is lipophilic antioxidant in the
tolerance of wheat, which is an important cereal plant in human nutrition, to stress from
UV-B radiation, The 10-days calli that derived from mature embryos of the Kirik wheat
cultivar in callus induction medium were exposed to UV-B radiation for 0, 2, 4 and 6
hours. Afterwards, calli exposed to UV-B stress was transfered, and cultured in callus
medium containing alpha tocopherol (0, 50 and 100 mg/l) for 20 days. After 30 days,
embryogenic calli were transferred to plant regeneration medium for plant regeneration.
Data related to callus relative development rate (%), embryogenic callus ratio (%),
responsive embryogenic callus ratio (%) and number of plants per explant (number)
were obtained in this study. As a result of the study, callus relative development rate,
embryogenic callus ratio, responsive embryogenic callus ratio and number of plants per
explant decreased considerably depending on the increase in UV-B treatment periods.
With a-tocopherol application, all these parameters were improved, and the best results
under UV-B stress was observed with 100 mg/1 a-tocopherol application according to
plant regeneration parameters.
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Keywords: Plant regeneration, wheat, in vitro, UV-B stress, vitamin E
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1. GIRIS

Tarim, artan diinya niifusunun beslenme ihtiyaclarii karsilamasi, bireylerin sagligi
tizerindeki etkisi, istthdam saglamasi, diger sektorlerin hammadde ihtiyacini
karsilamasi, tilkelerin sosyal-ekonomik gelisimine katkida bulunmasi gibi nedenlerden
dolay1 6nemli bir sektor konumundadir. Tarim sektoriiniin ana unsurlarindan biri olan
bitkisel iiretim, tarla ve bag-bahce tarimi olarak gruplandirilmaktadir. Tarla tariminin en
onemli grubu hi¢ siiphesiz hububatlardir, bugday insan beslenmesi, sagligi ve yasam

kalitesi i¢in en temel bitkisel {irlindiir (Stizer ve Demir 2012).

Poaceae (Bugdaygiller) familyasina ait Triticum cinsi, Triticum monococcum L. (AA),
Triticum urartu (AA), Triticum turgidum L. (AABB), Triticum timopheevii (AAGG),
Triticum aestivum L. (AABBDD) ve Triticum zhukovskyi L. (AAAAGG) olmak iizere
alt1 ana tiirden olugmaktadir. Bu tiirler ve alt tiirleri de kromozom sayilarina gore diploit
(2n=2x=14), tetraploit (2n=4x=28), hekzaploit (2n=6x=42) olarak gruplandirilmaktadir.
Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) diinya bugday tiiretiminin %90’lik boliimiinii
olusturdugu i¢in, ge¢cmisten giiniimiize sitolojik ve genetik calismalarin en Snemli

materyallerinden birisi olmustur (Matsuoka 2011; Atak 2017).

Bugday, tarih boyunca insanlarin beslenme ihtiyaglarinin giderilmesi agisindan biiyiik
Ooneme sahip bir tahil bitkisi olmustur. Diinyanin hemen hemen biitiin cografik
bolgelerinde yasayan insanlar i¢in vazgecilmez bir gida tiiriidiir. Bunun nedeni ise deniz
seviyesinden yiiksek noktalara adapte olmus, kisa siire igerisinde ve kolay
yetistirilebilmesi, besin degerinin yiiksek olmasi, depolanmasinin ve saklanmasinin
kolay olmasi, ekmeklik kalitesinin diger tahil bitkilerine gore daha yiiksek olmasi
seklinde agiklanmaktadir (Atar 2017). FAO 2017 yili verilerine gore, Diinyada bugday
ekim alan1 218,5 milyon ha, iiretim miktar1 771,7 milyon ton, dekara verimi ise 353,1
kg/da olarak gergeklesmistir. Bugday iiretiminin yaklasik %70°1 Cin, Hindistan, Rusya,
ABD, Fransa, Avustralya, Kanada, Pakistan, Ukrayna ve Almanya’da yapilmaktadir.
Yine, FAO verilerine gore 2018/19 sezonu igin iiretimin 730,2 milyon ton, talebin 747,1
milyon ton olmasi tahmin edilmektedir (FAO 2018). Ulkemizde ise TUIK’in 2018 yil1



verilerine gore 38,82 milyon ha olan toplam tarim alaninin 19,74 milyon ha
islenmektedir. Bu islenen tarim alanlarindan 15,44 milyon ha’im1 tahillar
olusturmaktadir. Tahillar igerisinde yer alan bugday ise 7,30 milyon ha’lik bir alani
kaplamakta ve yillik liretim miktar1 20 milyon tondur. Yine iilkemizde 2019 yili
tahminlerine gore bugday lretiminin %2,5 azalarak 19,5 milyon tona diisecegi tahmin

edilmektedir (TUIK 2018).

Ulkemizde bugday tarimi, biiyiik dlgiide stresli sartlarda yapildigindan dolayr verim
diisiik ve buna bagli olarak da bugday iiretimi yapan ciftcinin geliri de diger {iriin
tiretimi yapan ciftcilere gore daha diisiik olmaktadir. Diger taraftan bazi bolgelerimizde
bugdaya alternatif bir iiriin olmayisi bu bolgelerde zorunlu bir sekilde bugday-nadas
ekim nobeti sisteminin uygulanmasina neden olmaktadir. Ayrica sulak alanlarda yani
polikiiltiir tarim1 yapilmakta olan boélgelerimizde bugday veriminin fazla olmasinin
yaninda is¢iliginin daha az ve kolay olmasi1 nedeniyle iiretici ilk olarak bugday tirliniinii

tercih etmektedir (Kizilaslan 2004).

Bugday {iretiminin ¢ok fazla ve genis alanlara yayilmasi, iretim tekniklerinin
bilinirligini artirmakta buda stresli sartlarda ve marjinal alanlarda {iretiminin
yapilmasma yol agmaktadir. Bu durum birim alandan elde edilmekte olan {iretim
miktarini azaltmaktadir. Cevresel stresler, bugdayda dahil olmak iizere tiim bitkileri
dogrudan ya da dolayli olarak etkilemekte, bitkilerin biiylime ve gelismeleri igin sahip
olduklar1 genetik potansiyelin tiimiinlin ortaya ¢ikmasini engellemektedir. Bitkiler
ultraviyole (UV) gibi birgok abiyotik strese maruz kalmaktadir. Bu durum, ozellikle

tarimsal tirtinlerin verimlerinde ciddi azalmalara yol agmaktadir (Laposi et al. 2009).

Stratosferin iist kisminda bulunan tabaka Ozon Tabakasi olarak adlandirilmaktadir. Bu
tabaka giinesten gelen zararli ultraviyole (UV-B, UV-C) 1sinlarin diinyaya ulagmasini
engellemektedir. Dolayisiyla koruyucu bir filtre gorevi yapmaktadir. Bu zararli 1sinlar
bir sekilde yeryiiziindeki canli organizmalarin hepsine zarar vermektedir ve ozon
tabakas1 zarar gordiikge de diinyaya ulasan 1sinlarin miktar1 artmaktadir. Degisen ¢evre

kosullar1, insan aktiviteleri, atmosferik kirlenme (klorlanmis hidrokarbon vb.) ve birgok



etmen sonucu stratosferik ozon tabakasinda meydana gelen degisimler UV etkilerinin
artmasina yol agmaktadir. UV radyasyonu, incelen atmosferde daha az dagilim ve
emilim gosterdigi i¢in yiikseklikle birlikte artmaktadir. Deniz seviyesinden yiikseklere
¢ikildik¢a, UV radyasyonu her bin metrede yaklasik %10 oraninda artig gostermektedir.
Bu nedenle, daglik alanlar diiz alanlara goére daha fazla UV radyasyonuna maruz

kalmaktadir (Laposi et al. 2009).

Giines 1sinlarinda mevcut olan UV-A, UV-B ve UV-C radyasyonlarindan 320 ile 390
nm arasinda dalga boyuna sahip UV-A atmosferdeki gazlar tarafindan absorplanarak,
ozon tabakasi tarafindan tutuldugu igin stratosferik ozon incelmesinden
etkilenmemektedir. UV-C radyasyonlari ise 280 nm’den daha kisa dalga boyuna sahip
isinlar olduklarindan yeryiiziine erisemezler. Biiylime ve gelisme iizerinde olumsuz
etkilere sahip olan 280-315 nm dalga boyu araligindaki UV-B 1sinlar1 ise ozon
tarafindan absorbe edildiginden dolay1 en fazla dikkat c¢ekici radyasyon tipi olmustur.
Stratosferik ozon incelmesine bagli olarak yer kabugundaki giinlik UV-B miktar
artmaktadir (Ormrod and Hale 1995). Biyosferdeki biitiin canli organizmalar, solar ag1
ve stratosferik ozon tabakasmnin kalinligindaki degisim nedeniyle siddetli UV-B
radyasyonuna maruz kalmaktadir (Zlatev et al. 2012). Goddard Uzay Arastirmalari
Enstitiisti’ntin, 1979-1992 yillarina ait verilerine gore, 2010-2020 yillar1 arasinda
yeryiiziine ulasan UV-B miktarinda yillik maksimum Kuzey Yarimkiire’de %14, Giiney
Yarimkiire’de %40 diizeyine kadar artis ongormiistiir (Li et al. 2010). Bununla birlikte,
ozon tabakasindaki her %]1’lik incelmenin, diinya yiizeyine ulasan UV-B
radyasyonunda %2’lik artisa karsilik geldigi ileri siiriilmektedir (Laposi et al. 2009; Li
et al. 2010). Son yillarda kloroflorokarbon gazlar1 gibi baz1 hava kirleticileri nedeniyle
ozon tabakasinda meydana gelen incelmenin 6niimiizdeki 50 yil icinde her y1l yaklasik
%0,3-1 oraninda artmaya devam edecegi ileri siiriilmektedir (Chameides et al. 1994).
Yukaridaki dngoriiler gecmis yillarda yapildigi i¢in glintimiizde farkli iklim senaryolari
da mevcuttur. Diinya Meteoroloji Organizasyonu (WMO) nun 2010 yili raporuna gore
ozon miktarinda artis olacaginin bildirilmesine ragmen, Petkov et al. (2014) yeryiiziine
ulasan UV-B 1simlan ile ilgili tahminleri yaparken cok dikkatli olunmasi gerektigini

vurgulamaktadirlar. Ciinkii ilgili bilim insanlart Avrupa’da 34 farkli meteoroloji



istasyonlarindan aldiklar1 2011 yilina ait verilere gore ozon tabakasinda azalma
oldugunu belirtmiglerdir. Bununla birlikte, Eyring et al. (2007) 1990’1 yillarin aksine

gilinlimiizde ozon miktariin artacagina dair sinyaller oldugunu bildirmektedirler.

UV-B 1sinlarinin 6nemli bir 6zelligi, yliksek enerjileri nedeniyle hiicrelere zarar verme
potansiyeline sahip olmalaridir. UV-B’nin bitkiler tizerindeki genel etkileri; biiylime,
gelisme, morfoloji (epidermal hiicreler, palizat parankimasi ve bek¢i hiicreleri) ve
fotosentezdeki degisiklikler ile DNA, protein ve membran hasarlarim1 igermektedir
(Correia et al. 1999; An et al. 2000; Laposi et al. 2009; Zu et al. 2010). UV-B
radyasyonu bitkilerin genetik materyal ve hiicre membranlarinda zarara sebep olmakta
ve bunun sonucu olarak hiicrede pek ¢ok metabolik siireci de etkilemektedir (Laposi et
al. 2009). UV-B isinlari, niikleik asitlerin, amino asitlerin, proteinlerin ve enzimlerin

yapisint bozmaktadir (Hightower et al. 1994) (Sekil 1.1).

UV-B stresi sonucu hiicrede fazla biriken reaktif oksijen tiirleri (ROT) DNA, RNA,
proteinler ve membran lipitleride dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel yapilara zarar
vererek metabolizmanin bozulmasima neden olurlar. ROT lar bitkilerde redoks sinyal
iletim yolunda sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir. Fazla 1518a maruz kalan
bitkide, i¢sel CO2 seviyesinin azaldigi ve devaminda oksidatif stres sonucunda
ROT’larin olustugu bildirilmektedir. ROT’lar bitki gen ifadesinde ve genetik iiriin

diizenlenmesinde ¢ok yonlii rollere sahiptir (Foyer and Noctor 2009).
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Sekil 1.1. UV-B radyasyonunun etkileri (*F/S: Fotosentez/Solunum) (Dahlback 2002)

UV-B sinlarinin etkiledigi en onemli hedeflerden birisi de DNA’dir. UV-B dogrudan
primidin-primidon (6-4) ve siklobiitan T-T dimerleri gibi fotokimyasal {irlinlerin
olusumuna ya da ROT’lar araciligiyla 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OH-dG)
olusumuyla dolayli olarak DNA’da lezyonlara neden olmaktadir (Sacca and Izzotti
2014) (Sekil 1.2). Ayrica sitozinin biinyesine su alarak hidrasyonuna neden olmakta ve
DNA cift sarmal yapisindaki seker-fosfat baglarini par¢alamaktadir. Biitiin bu zararlarin
sonucunda, DNA’nin yapist korunmazsa ve foto-lezyonlar onarilmazsa transkripsiyon
ve replikasyon durmaktadir. Koruyucu pigmentler vasitasiyla UV-B  hasarinin

yani bitkilerde DNA  biitlinligi
onarilabilmektedir (Riquelme et al. 2007; Singh et al. 2012).

onlenmesinin sira, enzimatik olarak da
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Sekil 1.2. UV-B isinlarinin DNA {izerindeki dogrudan ve dolayli etkisi (Sacca and
Izzotti 2014).

UV-B radyasyonu, lipid peroksidasyonu ile membran yapisint bozmaktadir ve
engellenen membran transportu da fotosentetik aktiviteyi olumsuz etkilemektedir
(Hightower et al. 1994; Allen et al. 1998). Tilakoid membranin hasar gormesi
fotosentezde 6nemli bir diislise ve 6zellikle tarim {irlinlerinin veriminde azalmaya sebep

olmaktadir (Biiyiik vd 2012).

UV-B 1simasina maruz kalmanin, yiiksek bitkilerde pek ¢ok cevabin olusmasina yol
actig bildirilmektedir. Oksidatif stres altinda bitkiler hayatta kalabilmek ve stresle basa
cikabilmek icin ROT’larin temizlenmesinde ¢esitli enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar gorev almaktadir. Bu antioksidanlar yaglarin oksidasyonunu yavaslatan
maddelerdir. Devam eden canli biinyesindeki kimyasal olusumlarin 6zellikle de stres
kosullarinda serbest radikallerin kontrolsiiz ve etkisiz bir bi¢imde ¢ogalmasina ve bunun
sonucunda da oksitlenmelere neden olmaktadir. Yiiksek seviyede ROT’lar degisik
molekiillerle reaksiyona girmekte ve hiicreye bu nedenle de canliya onemli derecede

zarar vermektedir. Bu durumda serbest radikallerle bag kuran antioksidanlar savunma



mekanizmasi olarak gorev yapar ve hiicrenin, yani canlinin zarar gérmesini engellerler

(Mackerness et al. 2001).

Nispeten diisiik konsantrasyonlarda bitki biliylime diizenleyicisi olarak goriilen
vitaminler; bir¢cok fizyolojik siliregte etki mekanizmasina sahip olmalarinin yani sira
enzimlerin sentezi, koenzimlerin aktivasyonu, bitki biiylimesi ve gelismesi gibi
stireclerde de 6nemli role sahiptir (Reda et al. 2005; Nahed et al. 2009). Vitaminlerin
temel gorevleri membrandaki fosfolipitlerin peroksidasyonunu ve hiicre membraninin
hasar gormesini engellemektedir. Lipofilik o6zelligi sayesinde E vitamini hiicre
membran1 igerisinde yer alir. Ozellikle dogada en ¢ok bulunan E vitamini a-, -, 8-, y-
tokoferoller ve a, B, v, 0-tokotrienoller gibi 8 farkli izomerik yapida bulunmaktadir. S6z
konusu vitamin, fotosistem II evresinde elektronlarin tasinmasina yardimda
bulunmasinin yani sira fenolik hidroksil grubu bulunduran aromatik halka sayesinde
yapisal olarak gliclii bir antioksidan ozellige sahiptir (Sekil 1.2) (Baskin and Salem
1997; Soltani et al. 2012). Tokoferoller 50-100 mg/l konsantrasyon araliginda
maksimum antioksidan etki gosterirler. Antioksidan etkisiyle a-tokoferol, kolayca
oksitlenen farkli bilesiklerin oksidasyona ugramasina engel olmaktadir (Baysal 1990).
Ayni1 zamanda hiicre igerisinde bulunan ve yagda ¢6ziinebilen vitaminler sinifinda yer

alan a-tokoferol, diger enzimler gibi kofaktor olarak gorev yapmamaktadir.

CH;

Sekil 1.3. a-tokoferoliin kimyasal yapis1 (Engin 2009)

Lipofilik 6zelligi sayesinde hiicre membrani igerisinde yer alan a-tokoferol
membrandaki fosfolipitlerin peroksidasyonunu ve hiicre membraninin hasar gérmesini

engellemektedir (Gey et al. 1991; McNeil et al. 2004). a-tokoferol hiicre membraninda



yer alan ROT’lar1 ve membran fosfolipitlerinde bulunan doymamis ¢oklu yag asitlerinin
zararli etkisini Onleyen koruyucu bir rol tstlenmistir. a-tokoferol stres durumunda
olusan lipid peroksil radikallerini yok ederek lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini

sonlandirmaktadir (Baysal 1990).

Tokoferoller bitki biiylimesi ve gelismesi, lipid peroksidasyonunun o6nlenmesi,
yaslanma, abiyotik ve biyotik sinyalleri iletmek ve sinyalleri katlayarak etkilesimi

artirmak gibi farkli fizyolojik olaylarda rol oynamaktadir (Sattler et al. 2004).

Hizla artan diinya niifusunun beslenme sorunlarinin giderilmesinde, giiniimiizde azalan
tarim alanlarinda yapilan bitkisel iiretimdeki kalite ve verim istikrarinin artirilarak
korunmas1 biiyik &nem tasimaktadir. iklimde ortaya c¢ikan degismelerde
diisiiniildliginde istikrarli, yliksek verimli, kuraga, yatmaya, zararli ve hastaliklara
dayanikli ve bunun yaninda da kaliteli bugday cesitlerinin gelistirilmesi 1slah
calismalarinin en Onemli amaglarindandir (Kaya 2006). Bitki 1slah1 caligsmalarinda

giinlimiizde yaygin olarak kullanilan modern tekniklerden biri de bitki doku kiiltiirtidiir.

Bitki doku kiiltiirii, kisaca bitkilerin steril kosullarda yapay besi ortamlarinda
gelistirilmesi islemidir. Doku Kkiiltiirii tekniklerinden yararlanilarak, bitkiden alinan
herhangi bir parca (eksplant) ile kisa siirede bitkinin istenen kisimlarinin veya tiim bir
bitkinin ¢ogaltimi miimkiindiir. Ayrica, in vitro sartlarda agir metal, patojenlere, yliksek
sicakliga, tuzluluga vb. dayanikli veya toleransh hiicre se¢imleri yapilabilmektedir.
Bitki hiicrelerinde in vitro kiiltiirii ile uygun ortamlar hazirlanarak doku ve organlar
tizerinde istenilen karakterler belirlenip, yeni bitki eldesi saglanmaktadir. Bu teknik ile
ayn1 zamanda, arzulanan fenotipik biiyiimelerin ve selektif ajanlarin kullanilmasiyla da

istenilen toleransin uyarilmasi saglanmaktadir. (Babaoglu et al. 2001).

In vitro kiiltiirde genellikle kullanilan selektif ajanlar arasinda NaCl (tuz toleranst igin),
PEG (Polietilen glikol) veya mannitol (kuraklik toleransi igin), mantar kiiltiir filtrati
veya fitotoksin (hastalik direnci) yer almaktadir. Eksplantlar kiiltiir ortamina eklenen bu

segici ajanlarin genis yelpazeli etkisine maruz birakilmaktadir. /n vitro seleksiyon bitki



gelisimi sirasinda UV, kuraklik, yiiksek tuzluluk ve hastalik gibi biyotik ve abiyotik
strese toleransh bitki genotipi elde etmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Ayrica, bitkilerin
bu yolla daha iri meyve biiyiikliigii, yiiksek verim ve daha lezzetli bir tat gibi arzu edilen
karakterlere ulagsmasi saglanabilmektedir. Strese dayanikli bitkilerin gelistirilmesi igin
geleneksel ve teknik ozelliklere sahip dogal bir mekanizmadir. Bitki hiicrelerinin in
vitro kiiltiirti, segici maddeler igeren bir ortam tizerindeki dokular veya organlar, arzu
edilen oOzelliklere sahip bitkilerin secilmesi ve yenilenmesi i¢in olanak saglamaktadir

(Rai et al. 2011).

Diinyada ve Tirkiye’de yetistiriciligi en fazla yapilan bugday bitkisinde in vitro
sartlardaki caligmalarda onemli bir asama olan kallus kiiltlirii i¢in eksplant kaynagi
olarak siirgiin ucu, mezokotil, yaprak segmentleri, apikal meristemler, olgunlasmamis
cicek durumu, anterler, olgunlagmamis embriyolar, tohumlar ve olgun embriyolarin
eksplant olarak kullanildigi belirtilmektedir (Yurkova et al. 1982; Mendoza and
Kaeppler 2002; Patnaik and Khurana 2003; Haliloglu and Baenziger 2005; Aydin et al.
2011).

Bugdayda en fazla kullanilan eksplant olan olgunlasmamis embriyolarin en 6nemli
sorunu donor bitkiden yalnizca belirli donemde temin edilisi ve kislik olan c¢esitlerde
vernelizasyon ihtiyacinin giderilmesi igin kontrollii kosullara ve seralara ihtiyag
duyulmasidir. Bu sartlarda da daha uzun bir zamana ve daha fazla finans giiciine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu kadar fazla soruna ragmen, olgun embriyolarin kaynagi olan
tohumlarin kolay temin edilebilmesi ve yine kolay depolanabilmesi yil igerisinde her
donemde c¢alisma 1mkéani saglamaktadir. Endosperm destekli olgun embriyolar,
tohumdan direkt olarak elde edilen olgun embriyolar ve ince embriyo parcalari bitki

rejenerasyonu bakimindan daha iyi sonug verdigi bildirilmektedir (Aydin et al. 2011).

Ozon tabakasindaki incelme senaryolarinin incelenmesi ve radyasyon degisikliklerinin
biyolojik sonuglarii degerlendirmek insanligin gelecegi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu
amagla, UV-B radyasyonu, yapay UV-B kaynaklari ile bitki materyaline plastik

torbalarda, biliyime odalarinda veya seralarda  uygulanarak arastirmalar
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yiiriitiilebilmektedir. Bu ¢alismada ise Kirik bugday ¢esidinin olgun embriyo kiiltiiriinde
in vitro sartlarda UV-B stresinin bitkideki olumsuz etkileri incelenmis ve meydana
gelen olumsuz etkilerin ortadan kaldirilabilmesi i¢in a-tokoferol uygulamasinin etkileri

belirlenmeye ¢alisilarak a-tokoferoliin UV-B stresine toleransta rolii agiklanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Diinya niifusunun hizla artmasi ile birlikte kiiresel gida ihtiyaci da siirekli artmaktadir.
2019 yilinda yaklasik 7,8 milyar olan diinya niifusunun 2050 yilinda 9,7 milyara
cikacagl tahmin edilmektedir. Artan diinya niifusunun beslenme ve gida ihtiyacini
kargilayabilmek icin tarimsal tretim girdilerinin 2050 yilina kadar %70 oraninda

artirllmasi gerekmektedir (Saygili vd 2018).

Bugday, giinlimiizde insanlarin beslenme ve gida ihtiyaglarinin giderilmesinde
kullanilan kiiltiir bitkileri arasinda diinyada en ¢ok ekilen ve tiiketilen tahildir.
Insanlarin giinliik enerji ihtiyaglarmin yarisina yakinimi bugday karsilamaktadir. Yapilan
calismalar gelecek 20-30 yil boyunca bu durumun benzer sekilde devam edecegini
ongdrmektedir (Atar 2017).

Yiiksek iiriin kalitesi ve verim gilinlimiiz tariminin oncelikli hedefidir. Ancak, bitkisel
tiretimi etkileyen biyotik ve abiyotik stres faktorleri iiriinlerin verim ve kalitesini
olumsuz yonde etkilemektedir. Abiyotik etkilerin hangi diizeylerde stres olarak kabul
edilecegi tiirler arasinda degisiklik gostermesi nedeniyle s6z konusu stres kavraminin
tanimlanmasinda zorluklar yasanmaktadir. Levitt (1981), stres kavramini herhangi bir
nesneye uygulanan kuvvet, nesnenin boyutlarinda olusan degisimi ise gerilim olarak
tanimlamis ve bu degisimin stres kaynakli oldugunu 6ne siirmiistiir. Bu tanimlardan
yola c¢ikarak ekolojik stres; bitkilerin dogal yasam alanlar1 igerisinde biiylime
durumlarinda degisiklik meydana getiren, metabolik yapilarini degistiren veya bozan bir
etki olarak tanimlanmistir (Korkmaz ve Durmaz 2017). Abiyotik stresler, tarim igin
ciddi tehditlerdir ve bitkilerde ortalama %50’den daha fazla verim ve kalite kaybina

neden oldugu diisiiniilmektedir (Wang et al. 2003).

Glines enerjisi gezegendeki yasam icin ¢ok 6nemlidir. UV-B 1sinlar yeryiiziine ulasan
en kisa dalga boylu giines 1511 spektrumunun bir kismidir. Atmosferdeki ozon miktari

diinyaya ulasan UV-B miktarin1 belirlemektedir. Bu ozon miktar1 ¢esitli sebepler ve
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insan aktiviteleri sonucu rediiksiyona ugramaktadir. Bunun sonucunda da ozon tabakasi

gittik¢e artan bir hasara ugramaktadir (Soheila 2000).

Insan aktiviteleri, atmosferik kirlenme gibi bircok etmen sonucu stratosferik ozon
tabakasinda meydana gelen olumsuz degisimler glines 1sinlarinin istenmeyen etkilerinin
artmasma yol ac¢maktadir. Bu degisimler sonucu meydana gelen abiyotik stres
faktorlerinden biri de UV-B stresidir. UV-B isinlarinin neden oldugu fotooksidatif etki,
biyomembran lezyonu, protoplazma proteinlerinin disiilfit baglarinin yikimi gibi énemli
zararlara ornek olarak gosterilmektedir. Tevini (1994) ise UV-B radyasyonunun, ¢esitli
mono ve polikromatik etki spektrumlarina bagli olarak, organizmalarin DNA ve

fizyolojik stiregleri tizerinde zararli etkilere neden oldugunu bildirmistir.

UV-B radyasyonu bitkilerde 6zellikle, DNA’ya, protein yapisina ve membranlara zarar
verip fotosentezi, terlemeyi, biiylimeyi ve gelismeyi bozmaktadir (Jansen et al. 1998;
Frohnmeyer and Staiger 2003). Ayrica UV-B spesifik morfogenik tepkileri
indiiklemektedir (Jansen 2002). Tipik tepkiler arasinda biiylime inhibisyonu (azalan
gbdvde ve yaprak uzamasi) ve biliylime aktivasyonu (artan yaprak kalinlagsmasi ve aksiller
dallanma) bulunmaktadir. Dogal giin 15181 kosullari altinda, diigiikk bir UV-B dozu
Arabidopsis'te kok dallanmasini uyarirken, daha yiiksek bir UV-B dozunun dallanmayi
onledigi Brodfiihrer (1955) tarafindan belirtilmistir. Yine, Kakani et al. (2003), pamuk
(Gossypium  hirsutum L.) bitkisinde UV-B radyasyonunun yapraklar {izerindeki
etkilerini incelemislerdir. Bitkiler ortaya ¢iktiktan sonra 8 saat boyunca UV-B 1simasi
uygulamislardir. Sonuclara gore, ilk olarak yapraklarda sararma gozlemlenmis ve
devam eden UV-B 1simasi sonucu nekrotik lekelerin olustugu rapor edilmistir. UV-
B’nin yaprak kalinlifinda azalmaya neden oldugu ve hem bitkisel hem de lireme

parametrelerini diisiirdiigii gozlemlenmistir.

Barnes et al. (1990), ekmeklik bugday ve yulaf (Avena sativa) lizerinde UV-B
radyasyonunun  etkilerini  degerlendirmisler ve arastirma sonucunda UV-B
radyasyonuna bagli olarak siirglin uzunlugunun azaldigini buna kargin kardeslenmenin

arttigin1 rapor etmislerdir.
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Al-Oudat et al. (1998), tarla kosullarinda UV-B’nin kurakliga dayanikli bugday
(Triticum durum) ve bakla (Vicia faba L.) tizerindeki etkilerini aragtirmislardir. Her iki
tiir izerinde de ¢imlenmeden hasata kadar %10’luk bir ozon azalmasin1 teskil eden UV-
B’nin %20’s1 kadar bir giinliik UV-B dozu uygulamislardir. Her iki tiiriinde bitki boyu,
siirglin sayisi, kuru kiitle ve yaprak alani vejetatif biliylime asamalarinda UV-B
1stmasina olumlu tepki gosterdigini belirtmislerdir. Hasat sirasinda bakladaki tohum
kiitlesi UV-B’ye maruz birakilmayan bitkilerle esit oldugu, bugdayda ise hububat

kiitlesinde 6nemli bir artis oldugu gézlemlenmistir.

Correia et al. (1999), yiiksek seviyede UV-B radyasyonuna maruz kalan Triticum
aestivum L.’nin yaprak alaninin, fotosentez ve transpirasyon oranlarinin ve su kullanim
etkinliginin azaldigin1 ve buna bagl olarak bitki biyokiitlesinde azalma oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica, UV-B absorbe eden pigmentlerin birikiminde belirgin bir degisiklik

olmadigini ifade etmislerdir.

Agrawal and Rathore (2007), ekmeklik bugday’da yaptiklari ¢alismada UV-B igimasina
bagl olarak biyokiitlede ve fotosentetik pigmentlerde azalma oldugu, ayrica mineral
besinlerin uygulanmasi (N, P ve K) UV-B’nin olumsuz etkisini hafifleterek bugdayda
pozitif bir etki gosterdigini gozlemlemislerdir. Zu et al. (2010) ise UV-B
radyasyonunun sebep oldugu pigment miktarlarindaki degisimi ve tilakoid
membranlardaki bozulmayi klorofil a/b oranindaki artisa baglamistir. Diger taraftan An
et al. (2000) ekmeklik bugdayda, UV-B radyasyonu nedeniyle fosfolipid iceriginde

onemli bir diisiis ve membran viskozitesinde artis oldugunu saptamiglardir.

Zlatev et al. (2012), stratosferik ozon azalmasina bagli olarak artan UV-B
radyasyonunun bitkiler iizerine etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, artan UV-B
radyasyonuna bagli olarak bitkilerde DNA hasari, membran degisimi ve protein
denatlirasyonunun arttig1, fotosentezin etkilendigi ve cesitli fizyolojik proseslerin
bozuldugunu belirlemislerdir. Yine UV-B artisina bagli olarak bitki biiytimesi, gelisimi
ve morfolojisinin degistigi, 6zellikle duyarl tarim bitkilerinde iirlin veriminin azaldig1

rapor edilmistir.
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Tropikal bolgeler, 6zellikle UV-B olmak iizere en yiiksek UV radyasyonuna sahip
bolgelerdir. Bu bolgelerde giinlilk UV-B radyasyonunun giinliik ortalama dozu 10 kJ m"
2°dir. Bu doz birgok Avrupa iilkesinin giinliik ortalama UV-B radyasyonundan yaklasik
%50 daha fazladir. Hindistan’da dogal UV-B i1simasii uzaklastirmak i¢in segici
filtrelerin kullanildig1 bir saha calismasinda, arastirma materyali olarak Guar fasiilyesi
(Cyamopsis tetragonoloba), siyah mercimek (Vigna mundo) ve mas fasiilyesi (Vigna
radiata) kullanilmis ve dogal UV-B radyasyonunun engellenmesi ile fide yiiksekligi,
yaprak alani ve mahsiil veriminin %50 oraninda arttig1 rapor edilmistir (Amudha et al.

2005).

Disiik seviyelerde UV-B radyasyonunun neden oldugu morfogenik tepkilerin, mekanik
strese maruz kalan bitkilerde gozlenen tepkilere benzer oldugu rapor edilmistir. Tipik
olarak mekanik strese maruz kalan bitkilerin daha kisa ve dalli olmalarinin yani sira,
kok agirliklarinin da degistigi bazi arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Anten et al.
2005, Liu et al. 2006). Furness and Upadhyaya (2002), yabani ot tiirlerinin UV-B
radyasyonuna karst farkli morfolojik duyarliliklari, UV-B’nin seviyesindeki
degisikliklerin yabani otlar ve iligkili mahsul tiirleri arasindaki rekabet iligkilerini
degistirebilecegini 6ne slirmiislerdir. Calismada yaygin olarak bilinen kus otu (Stellaria
media), kirpi dar1 (Setaria viridis), sogiit otu (Polygonum persicaria), kazayagi
(Chenopodium album), kaba tiiylii solmaz ¢igek (Amaranthus retroflexus) ve ¢oban
cantas1 (Capsella bursa-pastoris) yabanci ot tiirleri fide doneminde 6 hafta boyunca bir
sera icerisinde UV-B 1simas1 (0,7 ve 11 kJ m? d?) altinda biiyiitiilerek gelisimlerini
gozlemlemislerdir. UV-B radyasyonunun fide biiylimesi ve morfolojisi lizerine
etkilerini belirleyerek, UV-B radyasonunun Kirpi daris1 (Setaria viridis), kaba tiiylii
solmaz ¢icek (Amaranthus retroflexus) ve kazayagi (Chenopodium albiim)’nda siirgiin
yiiksekligini disiirdiigiinti, ek olarak kirpi darisi (Setaria viridis)’nda kardeslenmeyi
artirdigin1 gézlemlemislerdir. Arastirmada, kus otu (Stellaria media), kirpi dar1 (Setaria
viridis), kazayag1 (Chenopodium albiim) ve gobangantasi (Capsella bursa-pastoris)’nda
yaprak yiizeyi ile yaprak ve sap agirliginin UV-B radyasyonuna bagli olarak diisiis
gosterdig  belirlenmistir.  S6giit otu (Polygonum  persicaria)’nun  ise UV-B

radyasyonundan etkilenmedigini gdzlemlemislerdir.
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UV-B stresi dogal ortamlarda tuz, kuraklik, susuzluk, patojen, agir metal gibi diger stres
sartlartyla birlikte yer almaktadir (Baumbusch et al. 1998). Yapilan ¢alismalar bir¢ok
stres faktorlerinin birbirini etkiledigini ortaya koymustur. Yakin zamanda UV-B ile
susuzluk stresi arasinda bir etkilesimin oldugu bulunmustur. Alexieva et al. (2001),
ekmeklik bugday ve bezelye (Pisum sativum L.) {izerinde yaptiklar1 ¢alismada UV-B ve
susuzluk arasindaki iligkiyi incelemislerdir. UV-B radyasyonu uygulandiktan sonra
yapraklardaki su miktarinda bir degisiklik olmadigi gézlemlenmistir. Bu durumun farkli
degisimleri uyardigimi ve antosiyanin ile fenollerde meydana gelen artiglarin UV-B
uygulamasindan sonra ortaya ¢iktigini belirtmislerdir. Olgiilen parametrelere gore, UV-
B stresinin bu iki bitkinin gelisiminde susuzluktan daha etkili bir stres tipi oldugunu

rapor etmislerdir.

Bowler and Fluhr (2000), Arabidopsis bitkisinin Pseudomonas syringae zararlisina
maruz birakildiginda o6ldigiinii, UV-B radyasyonu uygulandiktan sonra zararli ile

karsilastiginda yagamini devam ettirdigini kanitlamislardir.

Soya fasulyesinin polen ve c¢iceklerinde sicaklik ve UV-B stresinin ayr1 ayri veya
birlikte Oliimciil etki yarattigi Caldwell et al. (2007) tarafindan belirlenmistir. Tek
basmma CO2 miktarinin artirilmast onemsiz degisikliklere neden olurken, yiiksek
miktarlarda UV-B ve COz uygulandiginda polen iiretimi, tiremesi ve morfolojisi biiylik
Olglide etkilenmistir (Caldwell et al. 2007). UV-B stresi ve sicaklik stresi arasinda
mevcut negatif bir iliskinin s6z konusu oldugu belirlenmistir (Mittler 2006). Diger
taraftan, UV-B 1s1masi 6ncesinde bagka bir abiyotik etkiyle 6n uygulama yapildiginda
UV-B radyasyonunda bitki performansimin arttigi bildirilmistir (Fedina et al. 2006;
Cakarlar et al. 2008).

Yeryiiziine ulasan UV-B seviyesinin artis gostermesi ile bitkilerin UV-B stresine karsi
gosterdikleri tepkide degismis ya da artan antioksidan yollarinin uyarimi da dahil
oldugu birgok stres reaksiyonunun meydana geldigi kanitlanmistir. Smith et al. (2001)
Phaseolus vulgaris L. iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda poliaminlerin UV-B 1s1masi

boyunca arttigini belirlemiglerdir. Calisma boyunca 2 haftalik siirelerde Phaseolus
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vulgaris L.’e UV-B uygulanmis ve putresindeki diisiisten dolayr UV-B stresine cevap
olarak total serbest poliaminlerin 6nemli bir azalis sergiledigi gozlemlenmistir. Diger
taraftan, Demorrow and Henry (1978), Pisum sativum fidelerine karanlik ve aydinlik
sartlarda UV stresinin polifenol oksidazin (PPO) dort degisik substrati {izerine etkisini
incelemisler ve UV stresinin PPO aktivitesi iizerinde herhangi bir etki yapmadigin
tespit etmislerdir. Singh et al. (2014) fasiilyede UV-B stresi altinda siiperoksit dismutaz
(SOD), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT) enzimlerinin
indiiklendigini ve fasiilye yaprak proteomunda biyiik degisiklikler oldugunu SDS-
PAGE analizi ile belirlemislerdir.

Manaf et al. (2016), caligmalarinda Echinacea purpurea bitkisinin kallus ve
stispansiyon Kkiiltlirlerinde UV-B radyasyonunun bazi biyokimyasal degisiklikler ve
biliyiime parametreleri lizerine olan etkisini incelemislerdir. UV-B, kallus ve hiicre
siispansiyonunda tiim biiylime parametrelerinin ve antioksidan aktivitesinin inkiibasyon
stiresine bagl olarak artmasina, hiicre siispansiyonunda ise kafeik asit tiirevlerinin artis

gostermesine neden oldugu bildirilmistir.

Su eksikligi ve UV-B radyasyonunun arpada olusturdugu stres iizerine yapilan bir
aragtirmada (Bandurska et al. 2012), stres etmenlerinin kuru madde agirligini azalttigi,
prolin miktarin1 artirdigi, tek bagina UV-B’nin kuru madde igerigini ve prolin miktarini

degistirmedigi gézlenmistir.

Kakani et al. (2003) UV-B’nin spesifik olarak DNA’ya, proteinlere ve lipitlere zarar
verdigini ayrica kloroplastlarin  fonksiyonunu bozdugunu, bitki biyokiitlesini,
fotosentezi ve protein sentezini azalttigini One siirmiiglerdir. Taylor et al. (1996),
ekmeklik bugdayda yaptiklari ¢aligmada bitkiye UV-B stresi uygulamislar ve Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) teknigi ile DNA’da olusan lezyonlar tespit
etmislerdir. UV-B kaynakli gen ifadesindeki gozlemlenen degisikliklerin bugday yaprak
genomunda olusan foto iiriinlerle DNA lezyonlarinin ortaya ¢ikmasina birlikte neden
oldugunu bildirmislerdir. Singh et al. (2014), fasiilyede (Phaseolus vulgaris L. cv. Pusa
Komal) RAPD teknigini kullanarak UV-B stresi altindaki bitkilerin genomik DNA



17

profillerini ¢ikarmiglar ve genomik kararlilik stabilitesinde 6nemli derecede bir azalma

oldugunu bildirmislerdir.

Stres altindaki bitkiler iizerinde ¢alisma yapilmasinin iki 6nemli sebebi vardir. Birincisi
bitkilerin strese kars1 direng mekanizmasinin 6grenilmesi, ikincisi ise tarimsal alanlarda
stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma yeteneklerinin 6l¢iilmesi
ve dolayisiyla daha verimli iiriin elde edilmesidir. Bu anlamda doku kiiltiirii
uygulamalariyla in vitro sartlarda abiyotik stres faktorlerine toleransli hiicre segimi

yapilabilmektedir.

Doku kiiltiirii teknigi giiniimiizde strese toleransli bitkiler gelistirmek icin uygun ve
diisitk maliyetli bir alternatif yontem olarak kullanilmaktadir. Bu teknik sinirli alan ve
zamanda kontrollii kosullarda c¢alisilabilir ve diisiik maliyette, hizli ve giivenilir bir
sekilde strese toleranshi varyantlarin seleksiyonunda kullanilabilir (Sakhanokho and
Kelley 2009). Her ne kadar in vitro sec¢imler, bitkilerin verimini artirmak ve strese
toleransli bitkiler yetistirmek i¢in zaman kazandiracak olsa da, Jain (2001)’in de
onerdigi gibi arzu edilen karakterler ve genetik stabiliteyi korumak igin bu bitkilerin

tarla kosullarinda test edilmesi gerektigi unutulmamalidir.

Gregianini et al. (2003), Psychotria brachycerus bitkisine giinde 4 veya 16 saat UV
radyasyonu uygulayip besi ortaminda inkiibe ettikleri g¢alismada, kontrol grubu
bitkilerde 16 saatlik UV-C 1simasinin ardindan brakiserin igeriginde 10 kat artis, 4
saatlik UV-C uygulumasinda ise yapraklarda bulunan alkoloidlerin miktarinda 2 kat
artis oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 zamanda UV-B uygulamasinin alkoloid miktarinda

2 katlik bir artisa neden oldugunu gézlemlemislerdir.

Antognoni et al. (2007), UV-B radyasyonunun Passiflora quadrangularis kallus
kiiltiirlerinde flavonoid tiretimine etkisini inceledikleri ¢alismada, UV-B radyasyonunun
kalluslarda glikozil flavonoid tiretimini artirdigini belirtmiglerdir. Kiiltiirlerin 7 giin UV-
B 1s181ina maruz kalmasindan sonra, izoorentin liretiminin serada yetistirilen bitkilerin

taze yapraklarinda bulunanlara benzer konsantrasyonlarda oldugu rapor edilmistir.
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Flavonoid iiretiminin en fazla arttigt UV-B uygulanan kallus kiiltiirleri, UV-B
uygulanmayanlara kiyasla %28 ila %76 arasinda degisen bir artigla daha yiiksek bir

antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Namli et al. (2009), doku Kkiltiiri teknigini kullanarak Kantaron (Hypericum
triquetrifolium)’da hiperisin igerigini arttirmak i¢in UV-C radyasyonunun etkilerini
inceledikleri ¢alismada, tohumlar in vitro sartlar altinda MS ortami1 {izerinde
cimlendirilmis ve olusan siirgiinleri 0,25 mg/L BA ilave edilen MS besi ortamina
aktararak ¢ogaltmislardir. UV-C radyasyonu farkl: siirelerde bitkiye uygulanmistir. 15
dakikalik uygulama hiperisin miktarin1 arttirirken, 60 dakikalik UV-C uygulamasinin
hiperisin miktari1 azalttigi rapor edilmistir. Arastiricilar ek olarak UV-C
radyasyonunun farkli parametrelerde uygulanmasma bagli olarak siirgiinlerde

morfolojik degisikliklerin meydana geldigini bildirmislerdir.

ROT’lar yiiksek oranda reaktif ve kismen indirgenmis oksijen formlarini tanimlamak
icin kullanilan bir terimdir. Kuraklik, tuzluluk, UV radyasyonu, agir metaller gibi
cevresel streslerin etkisi nedeniyle mitokondri, kloroplast, peroksizomlar, endoplazmik
retikulum, sitoplazma ve hiicre zar1 dahil birgok organelde iiretilmektedirler (Desikan et
al. 2005). ROT’lar bitki biinyesinde sinyal molekiilii olarak gérev almaktadirlar. Ancak,
stres kosullarinda ROT’larin asir1 tiretimi DNA, protein ve membran lipidlerine zarar
vermektedir (Silva et al. 2010). ROT iiretimi artig1 stresin siiresine, siddetine ve bitkinin
tolerans seviyesine bagli olarak degisiklik gostermektedir (Miller et al. 2010). Bu
durumda serbest radikallerle bag kuran antioksidanlar savunma mekanizmasi olarak

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

ROT’larin zararli etkisi, hiicrelerde bulunan antioksidan savunma sistemlerinin
etkinliklerine baglhdir. Antioksidan savunma, oksidatif hasar1 onarmak, tehlikeli
molekiilleri uzaklagtirmak ve ROT gibi serbest radikal olusumlar1 engellemek gibi
birka¢ basamakta gerceklesir (Lepedus et al. 2011). Hiicrelerin antioksidan savunma
sistemleri bir¢ok antioksidan molekiilii kapsar. Bu antioksidan molekiillerden biri olan

a-tokoferol, membranlarda ROT ve yag radikallerini temizleyen faydali lipofil



19

antioksidan sinifinda yer alan bir bilesendir. E vitaminleri arasinda yer alan dort (a-, -,
0-, v-) farkli izomer igerisinde antioksidan etkisi en yiiksek olan a-tokoferol’diir.
Tokoferoller bilinen yapisal ve islevsel iki yetenege sahiptirler. Kloroplastlardaki yaglar
ve membran bilesenlerini, serbest oksijen ve su stresine karsi korur. Stres sartlarina
bagli olarak olusan fazla enerjiye karsida fotosistemll sistemini korumaktadir. Ayrica
LPO dongiistinde kararsiz zincir ¢ogalmasini engellemekte ve etkin serbest radikalleri

de tokoferoller yakalamaktadir (Das and Roychoudhury 2014).

Fotosentetik sistemde ©Onemli rol oynayan tokoferollerin plastid membranlarinda
abiyotik stresle birlikte igeriginin arttifi gorilmiistiir. Stres derecesi ile tokoferol
yogunlugu arasinda dogrusal bir iligski bildirilmistir (Baumbusch et al. 1998). O> ve
ROT’lara kars1t membranlarin kararliginin korunmasinda da tokoferollerin kritik 6neme

sahip oldugu rapor edilmistir (Biiyiik vd 2012).

Hidrojen peroksit (H202), toksik bir metabolit olmasina ragmen bitkilerde sinyal
molekiilii olarak gorev yapmaktadir. H2O2 olusumu stres sartlar1 altinda artis
gostermektedir. Neto et al. (2005), H202’nin bitkilerde yiiksek yogunluklarda programli
hiicre oliimlerine neden oldugunu, diisiik yogunluklarda ise gesitli ¢evresel streslere
kars1 dayaniklilig1 artiran sinyal molekiilii olarak gorev yaparak iki yonlii calistigim

rapor etmislerdir.

Bitkilerde UV-B stresi gibi etmenlerin tokoferol igerigi ile iligkili oldugu Munne’-
Bosch and Alegre (2002) tarafindan bildirilmistir. Farkli bilesiklerin etkisini inceleyen
birgok calisma bulunmaktadir. Carletti et al. (2003), UV-B stresine maruz birakilan
misirda a-tokoferol’iin bu stres sonucunda olusan ROT’larin iiretimini azalttigini
gozlemlemislerdir. Yine bagka bir ¢calismada Hectors et al. (2014), Arabidopsis’te UV-
B stresi uygulamiglar ve a-tokoferoliin UV-B stresine cevapta rolii oldugunu ifade

etmislerdir.

Havaux et al. (2015), UV-C radyasyonuyla olusturulan stres sartlarinin bitkilerin o-

tokoferol diizeylerindeki etkilerini incelemisler ve a-tokoferoliin ¢oklu doymamis yag
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asitlerindeki zincir reaksiyonu ile lipit oksidasyon kaynakli serbest radikal molekiillerini
sonlandirma fonksiyonunun da oldugunu ve bu o6zelliginin zincir kiricr etkili bir
antioksidan ¢esidi olmasindan kaynaklandigini rapor etmislerdir. Bu nedenle UV-C
uygulamasi altinda artan a-tokoferol oraninin, ayni zamanda deney materyalini stres

sartlarindan korunmasinda etkili oldugu belirtilmistir.

Soltani et al. (2012), pridoksin ve a-tokoferol’iin bitki gelisimi iizerindeki etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada, tarla kosullarinda Calendula officinalis L. bitkilerine farkli
dozlarda (50 ve 100 ppm) o-tokoferol uygulayarak bitkilerin biiyiime ve gelisme
durumlarini incelemisler ve bitki gelisimi icin 100 ppm a-tokoferol uygulamasini
onermiglerdir. Yaprak alani, klorofil b, kok agirligi, hiperoside ve indirgen seker

miktarlarinin azaltilmasiyla da en yiiksek tohum veriminin alinacagini rapor etmislerdir.

Szarka et al. (2012), Arabidopsis bitkisinde askorbat, glutatyon ve a-tokoferol
uygulamalarinin bitkilerde abiyotik stres kosullarma kars1 verdikleri tepkilerin
sonucunda, bu ii¢ uygulamanin da bitkilerde zararlanma oranimi diisiirdiigiinii ve ROT

olusumunu engelledigini bildirmislerdir.

El-Bassiouny et al. (2005) ve Abbasi et al. (2007), bakla bitkisinin yapraklarina sprey
yardimiyla a-tokoferol uygulamislar ve s6z konusu bitkinin biiyiime parametrelerinde,
verim ve verim bilesenlerinde, klorofil a, klorofil b ve karotenoid igeriklerinde artis

oldugunu bildirmislerdir.

Delong and Steffen (1998), 1spanak tilakoid membranlarii UV-B stresine maruz
birakmiglar ve buna karst a-tokoferol’lin antioksidan koruma sagladigini

gozlemlemislerdir.

Jain et al. (2004), UV-B stresi altindaki hiyar tohumlarinda, lipid radikalleriyle

reaksiyona giren a-tokoferol ve antioksidan enzim seviyelerinde artis tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Arastirmada bitki materyali olarak Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Bolimii'nden temin edilen Kirik ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) ¢esidi
kullanilmistir. Kirik, olgun embriyo kiiltiirline oldukga iyi cevap veren (Aydin et al.
2010) bir ekmeklik bugday ¢esididir.

3.1.2. Kallus Kkiiltiirii ortamlarinda kullanilan kimyasallar

3.1.2.a. Temel besi ortami

Kallus olusumu ve somatik embriyogenez ¢alismalarinda Murashige and Skoog (1962)
tuzlart kullanilmistir. MS ortamiin igerdigi kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. MS Kkiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1

KiMYASAL BILESIMI Miktar1 (mg/l)
Inorganikler

Makro elementler

NH4NOs 1650
KNO; 1900
CaCl; 332,2
MgSO, 180,7
KH;PO, 170
Mikro Elementler

Na; EDTA 37,26
FeSO4.7H.0 27,8
MnSQ4.H,0 16,9
Kl 0,83
H3;BO; 6,2
ZnS04.7H,0 8,6
Na;M004.2H,0 0,25
CuSQ04.5H0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Organikler

Glisin 2
Myo-inositol 100
Nikotonik asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Tiamin-HCI 0,1

3.1.2.b MS tuzlari ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

MS tuzlarina ve vitaminlerine ilave olarak ¢alismada kullanilan kimyasallar Cizelge

3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. MS tuzlar ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

Kullamlan Kimyasallar Miktari
MES hidrat 1,95 g/l
Fitajel 29/l
Sakkaroz 20 g/l
Dikamba (3,6-Dikolorobenzoik asit) 12 mg/l
IAA (indol-3-Asetik Asit) 0,5 mg/l

TDZ (Tidiazuron) 0,5 mg/l




23

3.1.3. Bitki rejenerasyonu ortaminda kullanilan kimyasallar

Bitki rejenerasyon ¢alismalarinda oksinsiz kallus olusum ortamina ilave olarak 0,5 mg/I

TDZ ilave edilmistir.

3.1.4. UV-B stresi uygulama siiresi ve UV-B stresine karsi kullanilan kimyasal ve

konsantrasyonlari

UV-B stresini olugturmak i¢in Philips Special 20W /Dar bant (311 nm) lamba ve UV-B
stresine karsi a-tokoferol kullanilmistir. Calismada uygulanan UV-B 1s1ma siireleri ve

a-tokoferol konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3. Bugday olgun embriyo kiiltlirlinde uygulanan UV-B 1s1ma stireleri ve a-
tokoferol konsantrasyonlari

UV-B Isima Siireleri 0 saat, 2 saat, 4 saat ve 6 saat
a-tokoferol Konsantrasyonlar: 0 mg/l, 50 mg/l ve 100 mg/I
3.2. Yontem

Bu caligmanin yiiriitiilmesi sirasinda asagida belirtilen islemler uygulanmistir.

3.2.1. Sterilizasyon yontemleri

3.2.1.a. Calisma ortaminin ve kullamlan aletlerin sterilizasyonu

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

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

otoklav edilmis 10 x 15 cm boyutlarindaki kurutma kagitlar1 tizerinde yapilmistir.

3.2.1.b. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Tohumlar musluk suyunda yikandiktan sonra %70’lik EtOH’da 5 dakika karistirilarak
steril kabin icerisinde 3 defa steril saf suyla calkalanip daha sonra %1’lik NaOCIl’de
(%20’lik ticari camagir suyu) 35 dakika karistirilmis ve 3 kez steril saf su ile

durulanmustir.

3.2.1.c. Besi ortaminin ve diger bilesenlerinin sterilizasyonu

Besi ortamlar1 105 kPa basingta 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Sicakta bozulan vitaminler ve bitki biiyiime diizenleyicilerini sterilize etmek igin 0,22

um poroziteli seliiloz nitrat filtreler (milipor®) kullanilmustir.

3.2.1.d. Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

%70’lik EtOH hazirlamisi: %96°1lik etil alkolden 700 ml alinarak hacim saf su ile 960

ml’ye tamamlanmistir.

%1’lik Sodyum hipoklorit soliisyonunun hazirlamsi: %5 NaOCI (sodyum hipoklorit)
iceren ticari ACE® marka camasir suyundan 200 ml alinarak hacim saf su ile 1000
ml’ye tamamlanmig, amber renkli siseye doldurulmus ve oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.
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3.2.2. Kallus ve bitki rejenerasyon ortamlarinin hazirlanmasi

3.2.2.a. Temel besi ortamui i¢in stok soliisyonlarin hazirlanisi

MS makro (20X), mikro (100X) elementler ile demir selat (100X) ve vitaminler (100X)

i¢in stok soliisyonlar hazirlanmistir.

- MS makro elementler icin stok soliisyonunun hazirlanis

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

strastyla izlenmistir.

a) Cizelge 3.1’de verilen, bir litrede bulunmasi gereken makro element miktarlarinin
20’ser kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

b) 2 litrelik bir erlenmayer kabina yaklasik olarak 700 ml saf su konulmus igerisine
manyetik balik atilarak manyetik karistirici lizerine konulmustur. Tartilan makro
elementler tek tek eridikce ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi
saglanmistir. Ilave edilen makro elementler su igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra,
karistmin hacmi saf su ile bir litreye tamamlanmis ve amber siseye doldurularak

buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

- MS mikro elementler igin stok soliisyonunun hazirlanisi

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

strastyla izlenmistir.

a) Cizelge 3.1’de mikro elementler basliginda belirtilen FeSO4.7H20 ve Nax-EDTA
haricindeki diger bilesiklerin 100’er kat1 hassas bir terazi ile tartilmigtir.
b) 2 litrelik bir erlenmayer kabina yaklasik olarak 700 ml saf su konulmus icerisine

balik atilarak manyetik karistirict iizerine konulmustur. Tartilan mikro elementler tek
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tek eridikce ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi saglanmustir. Ilave
edilen mikro elementler su icerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karigimin hacmi saf su ile
bir litreye tamamlanmis ve amber siseye doldurularak buzdolabinda (4°C) muhafaza

edilmistir.

- MS demir selat stok soliisyonunun hazirlanisi

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

izlenmistir.

a) Cizelge 3.1°’de mikro elementler bashiginda belirtilen FeSO4.7H20 ve Na-EDTA
miktarlarinin 100 kat1 hassas terazide tartilmistir.

b) Yarim litrelik cam erlenmayer igerisine 300 ml saf su konulmus igerisine balik
atilarak manyetik karistirict lizerine oturtulmus, 1sitict ve karistirict agilmistir. Tartilan
3,726 gram Na-EDTA ilave edilmis ve tamamen erimesi saglanmistir. Erime islemi
tamamlanir tamamlanmaz 1sitici kapatilmis karistirma islemi devam ederken hacim oda
sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmastir.

c¢) Farkli cam bir erlenmayere 300 ml saf su konulmus igerisine balik atilarak manyetik
karistirici iizerine oturtulmus, 1sitict ve karistirict agilmistir. Tartilan 2,78 gram
FeS04.7H,0 ilave edilmis ve tamamen erimesi saglanmistir. Erime igslemi tamamlanir
tamamlanmaz 1sitict  kapatilmis karigtirma islemi devam ederken hacim oda
sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmistir.

d) Bu iki ayr1 ¢ozelti birlestirilerek toplam hacim oda sicakligindaki saf su ile 1 litreye
tamamlanmistir. Bu birlestirme isleminden sonra agik sar1 rengi alan stok amber siseye

doldurularak buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

- MS vitamin stok soliisyonunun hazirlanisi

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

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

b) Hacmi 1000 ml olan bir erlenmayere 700 ml saf su konulmus igerisine balik atilarak
manyetik karistiric1 ilizerine konulmustur. Tartilan vitaminler tek tek eridikge ilave
edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi saglanmustir. Ilave edilen vitaminler su
icerisinde iyice ¢Oziildiikten sonra, karisimin hacmi saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmis

ve amber sigseye doldurularak buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

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

soliisyonlariin hazirlanisi

MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak calismada kullanilan kimyasallar ve miktarlar
Cizelge 3.4’de verilmistir. Bu kimyasallarin miktar1 direkt tartilarak ortama eklenmistir.
Calismada kullanilan oksin hormonlarinin stok soliisyonlarinin hazirlanisi Cizelge

3.5’de ve sitokinin stok sollisyonlarinin hazirlanis1 Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.4. MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

Kullamlan Kimyasallar Miktari
MES hidrat 1,95 g/l
Fitajel 29/
Sakkaroz 20 g/l

Cizelge 3.5. Oksin stok soliisyonunun hazirlanisi

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

Cizelge 3.6. Sitokinin stok soliisyonunun hazirlanigi

Sitokinin Tipi Coziicii Seyreltici  Saklama Kosulu Calisma Konsantrasyonu
Dimetil Siilfoksit
TDZ +4° 1 mg/ml
(DMSO) Su C o/

3.2.2.c. a-tokoferol stok soliisyonunun hazirlanisi

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

tokoferol stok soliisyonlarinin hazirlanig1 Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. a-tokoferol stok soliisyonunun hazirlanis

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

100 20
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3.2.2.d. Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

Asagidaki islemler sirastyla uygulanmistir.

1. 1 1t’lik behere 600 ml bidistile su konulmus ve manyetik karistirici ile karistirilmaya
baslanmuistir.

2. MS makro element stok soliisyonundan (20X) 50 ml, mikro element stok
sollisyonundan ve demir selattan (100X) 10’ar ml eklenmistir.

3. Bunun tizerine 20 g sakkaroz ve 1,95 g MES tartilip eklenmis ve eriyinceye kadar
karistirilmistir. Hacim 950 ml tamamlanmis ve 1N NaOH gerektiginde de 0,1 N HCl
¢ozeltisinden faydalanilarak pH:5,8’e ayarlanmistir.

4. Son hacim saf su ile 985 ml’ye tamamlanmustir.

5. Igerisinde 2 g jel yapict madde (Fitajel) bulunan karisim erlen icerisine aktarilmis ve
agz1 aliminyum folyo ile kaplandiktan sonra sterilizasyon islemi i¢in otoklavda 20
dakika boyunca 105 kPa basingta 121°C’de tabi tutulmustur.

6. Is1 ile bozulabilen vitamin ve hormonlar otoklavdan sonra ilave edilmistir. Bunun igin
50 ml beher igerisine MS vitamin stok soliisyonundan (10X) 10 ml ilave edilmis ve son
hacim saf su yardimi ile 15 ml’ye ayarlanmistir.

7. Otoklavlanan besi yerinin sicaklii 40-45°C’ye diisiince 0,22 um porotizeteli seliiloz
nitrat filtrelerden gecirilerek steril edilen vitamin ve hormonlar besiyerine ilave

edilmistir.

3.2.3. In vitro’da a-tokoferol ve UV-B uygulamasi

Aragtirmada endosperm destekli olgun embriyo kiiltiirii i¢in asagida belirtilen kiiltiir

asamalar1 uygulanmistir (Aydin et al. 2011).

a) Yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlarin olgun embriyolart tohum iizerinden

ayrilmadan 6 parcaya boliinmistiir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Sterilizasyon sonrast su emdirilmis tohumun embriyosunun kesim
kisimlariin gosterimi

b) Kallus olusumu i¢in MS ortamina ilave olarak 12 mg/l dikamba, 0,5 mg/l IAA, 20 g/l
sakkaroz, 2 g/l fitajel ve 1,95 g/l MES hidrat i¢eren kallus olusum ortaminda karanlikta
25+1°C de 10 giin siireyle tutulmustur. 10. giiniin sonunda olusan olgun embriyo
kaynakli kalluslar iizerinde asili olan (30 cm) Philips Special 20W /Dar bant(311nm)
lambalardan elde edilen UV-B stresine 0, 2, 4 ve 6 saat siireyle maruz birakilmis (petri
kapaklar1 agik sekilde) (Manaf et al.2016) ve bu kalluslar a-tokoferol (0 mg/l, 50 mg/I
ve 100 mg/l) igceren kallus olusum ortaminda alt kiiltlire alinarak kiiltiir stiresi 30 giine
tamamlanmastir.

¢) Meydana gelen kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in MS ortamina ilave olarak 20 g/l
sakkaroz, 2 g/l phytagel ve 1,95 g/l MES hidrat igeren ortamda iki hafta siireyle 25+1
°C’de 16:8 saat 151k : karanlik fotoperiyotta tutulmustur. Bu islemin ardindan kalluslar
bu ortama ilave olarak 0,5 mg/l TDZ, 2 mg/l phytagel ve 20 g/l sakkaroz igeren ortamda
ve ayni kiiltlir sartlarinda 21 giin siireyle alt kiiltiire alinmistir. Rejenerasyon ortaminda
aydinlatma kaynagi olarak floresan lambasi kullanilmis ve 151k yogunlugu 62 pmol m2
s * olarak ayarlanmustir.

d) Rejenerasyon sonunda meydana gelen bitkiler yaklasik 10-12 cm oluncaya kadar MS
tuzlarina ve vitaminlerine ilave olarak 20 g/l sakkaroz ve 2 g/l fitajel igeren cam

kavanozlarda 25+1°C’de 16:8 saat 151k : karanlik fotoperiyotta biiyiitiilmiistiir.
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3.2.4. Arastirmada incelenen karakterler

1) Kallus nispi gelisim oram1 (KNGO) (%)

Asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Siddique et al. 2014).

KNGO = Son kallus taze agirligi — Baslangic kallus taze agirlig1 / Baslangi¢ kallus taze
agirligy

Baslangig kallus agirligi tuz ve a-tokoferol igermeyen kallus ortaminda meydana gelen
10. giindeki kalluslarin agirhigidir. Son kallus agirlign ise kallus kiiltiir siiresinin

sonundaki kallusun agirhigidir.

2) Embriyogenik kallus olusum orani (EKOO) (%)

Embriyogenik kallus, sert dokulu, dagilabilir 6zellikte, sik1 (piitiirlii) yapili ve embriyo
olusturma kapasitesine sahip kalluslardir. Kallus kiiltlir siiresi sonunda asagidaki

formiile gore hesaplanmistir (Aydin 2010).

EKOO oran1 (%) = (embriyogenik kallus sayis1 / eksplant sayisi) x 100

3) Cevap veren embriyogenik kallus oran1 (CEKO) (%)

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

CEKO orani (%) = (cevap veren embriyogenik kallus sayisi* / eksplant sayisi) x 100

*: Bitkicik olusturan embriyogenik kallus.
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4) Eksplant basina bitki sayis1 (EBBS) (Adet)

Rejenerasyon kiiltiir siiresi sonunda agagidaki formiile gore hesaplanmaktadir (Aydin

2010).

EBBS=Toplam bitki saysis1 / eksplant sayis1

3.2.5. Verilerin istatiksel analizi

Bu calismada kallus nisbi gelisim oranina, embriyogenik kallus olusum oranina, cevap
veren embriyogenik kallus oranina ve eksplant basina bitki sayisi iizerine 4 farkli UV-B
1sima stresinin (0, 2, 4 ve 6 saat) ve 3 farkli a-tokoferol (0, 50 ve 100 mg/l)
uygulamasinin etkileri tam sansa bagli deneme planina gore 4 (UV-B) x 3 (a-tokoferol)
faktoriyel diizende varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Denemede her petri
bir tekerriir olarak kabul edilmis ve her petride 10 adet endosperm destekli olgun
embriyo kullanilmistir. Her uygulama icin 5 adet petri kullanilmis ve her bir petri
tekerriir olarak kabul edilmisitir. UV-B ve a-tokoferol uygulamalari ve bunlarin ikili
interaksiyonuna ait ortalamalar1 arasindaki farklar %5 onem seviyesinde LSD (Least
Significant Difference) ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Istatistik analizler

SAS (v 9.3) bilgisayar programi kullanilarak yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu arastirmada bugdayda olgun embriyo kiiltiiriinde UV-B stresinin farkl siirelerinin
(0, 2, 4 ve 6 saat) ve bu strese kars1 a-tokoferol (0, 50, 100 mg/l) uygulamasinin kallus
nisbi gelisim orant (%), embriyogenik kallus olusum oranm1 (%), cevap veren
embriyogenik kallus orani (%) ve eksplant basina bitki sayist (adet) parametrelerine

etkileri incelenmistir. Bu parametrelere ait veriler sirasiyla asagida agiklanmistir.

4.1. Kallus nispi gelisim orani (%)

Kallus nispi gelisim oran1 (KNGO) iizerine UV-B stresinin siiresinin ana etkisi ¢ok
onemli olmustur (p<0,001) (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2). UV-B uygulamasinin siiresindeki
artisa bagli olarak KNGO’ nun azaldig1 belirlenmistir. En yiiksek KNGO, %7,0 ile 0 saat
UV-B uygulamasindan elde edilirken en diisiik %2,4 ile 6 saat UV-B uygulamasindan
elde edilmistir. Bu deger 2 saat UV-B uygulamasinda 9%5,6; 4 saat UV-B
uygulamasinda ise %5,0 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2) Diger taraftan, arastirmada
a-tokoferoliin  KNGO’ya etkisi ¢ok onemli olmustur (p<0,01) (Cizelge 4.1). a-
tokoferoliin miktarindaki artisa paralel olarak KNGO’da artis goriilmiistiir. KNGO’nun
ana etkisi incelendiginde 0 mg/1’de %3,6 olan KNGO, 50 mg/I’de %5,4 ve 100 mg/I’de
%06,0 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Kallus nispi gelisim oranina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F p
UV-B (V) 3 56,277 289,049 0,000**
a-Tokoferol (T) 2 31,172 160,104 0,000**
UxT 6 2,551 13,101 0,000**
Hata 48 0,195

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

UV-B stresinin kalluslarin nispi gelisim oranina etkisi a-tokoferoliin uygulamasina goére

farklilik gostermis bu da UV-B x a-tokoferol interaksiyonunun ¢ok énemli (p<0,01)



34

¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.1). Tiim UV-B stresi uygulamalarinda a-tokoferol
miktarindaki artiga paralel olarak kallus nisbi gelisim oranlarinda da artig gozlenmistir.
En yiiksek KNGO 100 mg/1 a-tokoferol uygulamasinda; en diisiik ise 0 mg/1 a-tokoferol
uygulamalarinda tespit edilmistir. 50 mg/l a-tokoferol uygulamalarinda bu iki doz

arasindaki degerler elde edilmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1).

Cizelge 4.2. UV-B stresinde uygulanan o-tokoferole gore kallus nispi gelisim orani (%)

UV-B (Saat) a-Tokoferol (mg/l) Ka““gg‘;}’;%hs‘m
0 6,5
0 50 7,2
100 75
Ortalama 7,0
0 3,9
2 50 6,4
100 6,6
Ortalama 5,6
0 2,7
4 50 5,6
100 6,6
Ortalama 5,0
0 1,4
6 50 2,4
100 3,4
Ortalama 2,4
0 3,6
UV-B Ortalamasi 50 5,4
100 6,0
ORTALAMA 5,0
LSD(o,05) (UV-B Stresi) (U) 0,3
LSD,05) (a-Tokoferol) (T) 0,3
LSD(o,05) (UXT) 0,6

Varyasyon Katsayisi (%) 8,8
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=@ 0 mg/l a-Tokoferol
8 —= 50 mg/l a-Tokoferol

== 100 mg/l a-Tokoferol

KNGO (%)

0 T T T T
0 2 4 6

UV-B stresi (saat)

Sekil 4.1. UV-B stresinde uygulanan a-tokoferoliin kallus nispi gelisim oranina etkisi

Sekil 4.2. UV-B’nin farkli 1sima siirelerinde kallus gelisimine, cevap veren

embriyogenik kallus ve bitki sayis1 diizeyinde verdigi zararlar
(A) 2 saat UV-B + 0 mg o-tokoferol, (B) 4 saat UV-B + 0 mg a-tokoferol, (C) 6 saat UV-B + 0 mg a-
tokoferol

4.2. Embriyogenik Kallus Olusum Oram (%)

Cizelge 4.3 incelendiginde UV-B stresinin ve a-tokoferol uygulamasmin ana etkileri
¢ok 6nemli (p<0,01); bunlara ait interaksiyonun (UV-B x a-tokoferol) énemsiz (p>0,05)

oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. Embriyogenik kallus olusum oranina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F p
UV-B (U) 3 2075,556 0,000
a-Tokoferol (T) 2 245,000 0,001™
UXT 6 40,556 0,269%
Hata 48 30,833

**: Cok 6nemli (p<0,01) ve ¥: Onemsiz deger (p>0,05).

Embriyogenik kallus olusum oran1 (EKOO) iizerine UV-B stres siiresinin ana etkisi
incelendiginde, UV-B uygulamasinin siiresindeki artisa bagli olarak EKOO’nun
azaldig1 belirlenmistir. En yiiksek EKOO, %87,3 ile 0 saat UV-B uygulamasindan elde
edilirken, en disiik %60,7 ile 6 saat UV-B uygulamasindan elde edilmistir. Bu deger 2
saat UV-B uygulamasinda %82,7; 4 saat UV-B uygulamasinda ise %73,3 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.4). Diger taraftan, a-tokoferol uygulamasindaki artiga paralel

olarak EKOO’da artig gortilmiistiir. 0 mg/lI’de %72,0 olan EKOO, 50 mg/I’de %77,5,

100 mg/I’de ise %78,5 olarak gozlemlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. UV-B stresinde uygulanan a-tokoferole gore embriyogenik kallus olusum

orani (%)

a-Tokoferol Embriyogenik Kallus Olusum
UV-B (Saat) (mg/l) Oram (%)
0 86,0
0 50 88,0
100 88,0
Ortalama 87,3
0 80,0
5 50 84,0
100 84,0
Ortalama 82,7
0 70,0
4 50 74,0
100 76,0
Ortalama 73,3
0 52,0
5 50 64,0
100 66,0
Ortalama 60,7
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Cizelge 4.4. (devam)

0 72,0

UV-B Ortalamasi 50 77,5

100 78,5

ORTALAMA 76,0

LSD,05) (UV-B Stresi) (U) 4,1

LSD,05) (a-Tokoferol) (T) 3,5
LSD(0,05) (UXT) -

Varyasyon Katsayisi (%) 7,3

UV-B stres siiresinin tiim uygulamalarinda, a-tokoferol miktarlarindaki artisa paralel
olarak EKOO’nun artmas1 UV-B stres siiresi x a-tokoferol interaksiyonunun onemsiz
(p<0,05) ¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.4). Tiim UV-B stresi uygulamalarinda en
diisiik EKOO 0 mg/1 a-tokoferol da; en yiiksek ise 100 mg/l a-tokoferol uygulamasinda
elde edilmistir. Diger taraftan EKOO bakimindan UV-B stresi ve a-tokoferol
uygulamalari birlikte degerlendirildiginde en diisik EKOO (%52,0) 6 saat UV-B ve 0
mg/l a-tokoferol uygulamasindan elde edilirken en yiiksek (%88) ise 0 saat UV-B’de 50
ve 100 mg/l a-tokoferol uygulamalarinda elde edilmistir (Sekil 4.3).

100 -
~®— 0 mg/l a-Tokoferol

80 50 mg/l a-Tokoferol

60 =& 100 mg/l a-Tokoferol

EKOO (%)

40 -

20

UV-B stresi (saat)

Sekil 4.3. UV-B stresinde uygulanan o-tokoferoliin embriyogenik kallus olusum
oranina etkisi
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4.3. Cevap veren embriyogenik kallus oram (%)

Cevap veren embriyogenik kallus oran1 (CEKO) iizerine UV-B stresinin ve a-tokoferol
uygulamasimin ana etkilerinin sirasiyla istatistiksel olarak ¢ok onemli (p<0,01) ve

onemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5).

Cizelge 4.5. Cevap veren embriyogenik kallus oranina ait varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynaklar SD KO F p
UVv-B (U) 3 3330,556 114,190 0,000**
a-Tokoferol (T) 2 131,667 4,514 0,016*
UxT 6 60,556 2,076 0,074%
Hata 48 29,167

*%: Cok 6nemli (p<0,01), *: Onemli (p<0,05) ve *: Onemsiz deger (p>0,5)

CEKO iizerine UV-B stresin etkisi incelendiginde UV-B uygulamasindaki stirenin (0, 2,
4, 6 saat) artisina paralel olarak azalis gostermistir. CEKO UV-B stressiz sartlarda (0
saat uygulamada) %72.0, 2 saat uygulamada %56,7, 4 saat uygulamada %50,7 ve 6 saat
uygulamada %36,0 olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Diger taraftan, CEKO a-tokoferol
konsantrasyonunu bagli olarak farklilik gostermistir. En yiiksek CEKO %56,0 ile 50
mg/l a-tokoferol uygulamasinda, en diisik ise %51,0 ile 0 mg/l a-tokoferol
uygulamasinda tespit edilmistir. Bu oran 100 mg/I’de %54,5 olarak belirlenmistir

(Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. UV-B stresinde uygulanan a-tokoferole gore cevap veren embriyogenik
kallus oran1 (%)

Cevap Veren

UV-B (Saat) a-Tokoferol (mg/l) Embriyogenik Kallus
Orani (%)

0 70,0

0 50 74,0

100 72,0

Ortalama 72,0

0 58,0

2 50 58,0

100 54,0

Ortalama 56,7

0 48,0

4 50 52,0

100 52,0

Ortalama 50,7

0 28,0

5 50 40,0

100 40,0

Ortalama 36,0

0 51,0

UV-B Ortalamasi 50 56,0

100 54,5

ORTALAMA 53,8

LSD,05) (UV-B Stresi) (U) 4,0

LSD(o,05) (a-Tokoferol) (T) 34
LSD(o,05) (UXT) -

Varyasyon Katsayisi (%) 10,0

UV-B uygulama siirelerinin tamaminda a-tokoferol miktarina genelde benzer tepkiler
vermesi UV-B x a-tokoferol interaksiyonlarinin 6nemsiz (p>0,05) ¢ikmasina neden
olmustur (Cizelge 4.5). Tim UV-B siirelerinde, en diisik CEKO 0 mg/l a-tokoferol
uygulamasinda elde edilmistir. En yliksek CEKO ise 0 saat UV-B’de 50 mg/l, 2 saat
UV-B’de 0 ve 50 mg/l, 4 ve 6 saat UV-B’de ise 50 ve 100 mg/l a-tokoferol
uygulamalarinda elde edilmistir. UV-B ve a-tokoferol uygulamalarinin tamamu birlikte
degerlendirildiginde ise en yiiksek CEKO (%74) 0 saat UV-B’de 50 mg/l a-tokoferol
uygulamasinda, en diislik ise 6 saat UV-B’de 0 mg/l a-tokoferol uygulamasinda elde

edilmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. UV-B stresinde uygulanan a-tokoferoliin cevap veren embriyogenik kallus
olusum oranina etkisi

Sekil 4.5. UV-B’nin farkli 151ma siirelerinde meydana gelen cevap veren embriyogenik

kalluslarin gériintimleri
(A) kontrol, (B) 2 saat UV-B + 100 mg a-tokoferol, (C) 4 saat UV-B + 100 mg a-tokoferol, (D) 6 saat
UV-B + 100 mg a-tokoferol



41

4.4. Eksplant Basina Bitki Sayis1 (Adet)

Eksplant bagma bitki sayist (EBBS) {izerine UV-B stresinin ve a-tokoferol
uygulamasinin ana etkilerinin ¢ok énemli (p<0,01); bunlara ait interaksiyonun (UV-B X

a-tokoferol) ise 6nemsiz (p>0,05) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7).

Cizelge 4.7. Eksplant basina bitki sayisina ait varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynaklari SD KO F p
UV-B (U) 3 5,009 172,233 0,000**
a-Tokoferol (T) 2 0,183 6,309 0,004**
UXT 6 0,066 2,267 0,052%
Hata 48 0,029

*%: Cok dnemli (p<0,01) ve 6d: Onemsiz deger (p>0,05).

EBBS iizerine UV-B stresinin ana etkisi incelendiginde UV-B uygulamasindaki siire
artisina paralel olarak EBBS’de azalma belirlenmistir (0, 2, 4, 6 saat). En yiiksek EBBS
(2,86) 0 saat UV-B uygulamasinda; en diisiik ise (1,54) 6 saat UV-B uygulamasinda
gozlemlenmistir. Bu degerler, 2 ve 4 saat UV-B uygulamalarinda sirasiyla 1,95 ve 1,77

adet olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8).

UV-B uygulama siiresinin aksine, a-tokoferol uygulmasinda konsantrasyon artigina
paralel olarak EBBS’de artis tespit edilmistir (Cizelge 4.8). EBBS (adet), 0 mg/I’de 1,92
adet, 50 mg/l’de 2,08 adet ve 100 mg/I’de ise 2,10 adet olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. UV-B stresinde uygulanan a-tokoferole gore eksplant basina bitki sayisi
(adet)

UV-B (Saat) a-Tokoferol (mg/l) EkSpSl:;:s??il;;)Bltkl

0 2,56

0 50 3,00

100 3,02

Ortalama 2,86

0 1,92

5 50 1,96

100 1,96

Ortalama 1,95

0 1,76

4 50 1,76

100 1,80

Ortalama 1,77

0 1,44

6 50 1,58

100 1,60

Ortalama 1,54

0 1,92

UV-B Ortalamasi 50 2,08

100 2,10

ORTALAMA 2,03

LSD(,05) (UV-B Stresi) (U) 0,13

LSD,05) (a-Tokoferol) (T) 0,11
LSD(0,05) (UXT) -

Varyasyon Katsayisi (%) 8,40

Tim UV-B uygulamalarinda uygulanan 50 ve 100 mg/l a-tokoferoliin 0 mg/I’ye gore
EBBS’de artisa neden oldugu gozlemlenmistir. Tiim UV-B siirelerinde en diisiik EBBS
0 mg/l a-tokoferolde; en yliksek ise ise 0 saat UV-B’de 100 mg/I’de, 2 saat UV-B’de 50
ve 100 mg/I’de, 4 saat UV-B’de 100 mg/I’de ve 6 saat UV-B’de ise 100 mg/I’de elde
edilmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.4). Bu sonuglar, UV-B x a-tokoferol uygulamasinin
Oonemsiz ¢ikmasina neden olmustur. EBSS iizerine tiim uygulamalarin birlikte etkisi
incelendiginde en yiiksek 3,02 adet ile 0 saat UV-B’de 100 mg/1 a-tokoferol; en diisiik
ise 1,44 adet ile 6 saat UV-B’de 0 mg/l a-tokoferol uygulamalrindan elde edilmistir
(Cizelge 4.8).
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Sekil 4.6. UV-B stresinde uygulanan a-tokoferoliin eksplant bagina bitki sayisina etkisi

Sekil 4.7. UV-B’nin farkli 151ma siirelerinde meydana gelen bitkiciklerin goriintimleri
(A) kontrol, (B) 2 saat UV-B + 100 mg a-tokoferol, (C) 4 saat UV-B + 100 mg a-tokoferol, (D) 6 saat
UV-B + 100 mg a-tokoferol
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5. TARTISMA ve SONUC

Bugday, insan beslenmesinde tarim iiriinleri i¢inde ilk sirada yer almaktadir. Diinya
niifusunun yaklasik %36’sinin temel besin kaynagi olan bugday diinya niifusu i¢in
gerekli olan karbonhidratin %55’ini, kalorinin ise %20’sini saglamaktadir (Breiman and
Graur 1995).

Bitkiler biiyiime ve gelismelerini olumsuz yonde etkileyen farkli biyotik ve abiyotik
stres faktorlerine maruz kalmaktadir. Tarimda 6nemli dlgiide {iretimi etkileyen ve {iriin
kayiplarina yol agan en 6nemli abiyotik stres faktorlerinden biri UV-B radyasyonudur.
Yapilan ¢aligmalar neticesinde oniimiizdeki yillarda bu stres tiiriiniin tirlinlerin verim ve
kalitesinde Onemli derecede kayiplara yol acacagi on gorilmektedir. UV-B stresi
bitkiler iizerinde biiyiime, gelisme, morfoloji ve fotosentezdeki degisiklikler ile DNA,
protein ve membran hasarlarini icermektedir. UV-B radyasyonu genis etki diizeyi ile
hiicrede pek ¢cok metabolik siireci etkilemektedir (Correia et al. 1999; An et al. 2000;
Laposi et al. 2009; Zu et al. 2010).

Arastirmamizda UV-B uygulama siiresindeki artiga bagli olarak kallus nispi gelisim
oraninda azalma belirlenmistir. Biiylime inhibisyonu, UV-B’ye maruz kalan bitkilerde
en sik karsilagilan tepkilerden biridir. Hem dis ortamda giines spektrumunun bir parcasi
olarak hem de kontrollii ortamlardaki UV-B lambalarindan gelen bu radyasyon, c¢ok
cesitli tiirlerde gelisimi etkilemektedir (Zavala et al. 2001; Searles et al. 2001; Flint et
al. 2004). Gelisim oranindaki azalig, UV-B 1s1mas1 sonucu strese giren kalluslardaki
hiicre boliinmesinin engellenmesi ve hiicre genislemesinin yavaslamasina baglanabilir.
Nitekim Hopkins et al. (2002) ekmeklik bugdayda UV-B stresinin, mitotik olarak aktif
hiicrelerin oranmni diisiirdiiglinii ve hiicre boliinmesi i¢in harcanan zamani arttirdigini
bildirmislerdir. Hiicre bdliinmesi ve hiicre genislemesinin dinamiklerinin UV-B
radyasyonundan nasil etkilendigine dair odaklanan sadece birka¢ rapor vardir. Strese
neden olan UV-B kosullar1 genellikle hiicre ¢ogalmasimi inhibe ederken, hem hiicre
cogalmast hem de genislemesi diisiik dozlardan veya kronik UV-B i1simasindan

etkilenmektedir (Staxén and Bornman 1994; Allen et al. 1998; Laakso et al. 2000;
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Hopkins et al. 2002; Hofmann et al. 2003; Kakani et al. 2003; Hectors et al. 2007).
Ornegin, baz1 tiirler UV-B'ye maruz kaldiktan sonra olgun epidermal hiicre sayisi
azalmistir (Gonzalez et al. 1998; Hopkins et al. 2002). Marulda (Lactuca sativa) UV-B,
yapraklarda hiicre genisleme oranini ve yaprak boyutunu azaltmistir (Wargent et al.
2011). UV-B 1s1mas1 DNA hasari, hiicre dongiisiiniin durmasi, biiyiime inhibisyonu ve
hiicre 6liimiine yol agmaktadir. UV-B siklobiitan primidin dimerleri ve primidin (6-4)
primidon foto tirtinleri gibi primidin dimerlerinin olusumuna neden olmaktadir. Bunun
sonucunda ise DNA replikasyonu ve transkripsiyonunun engellenmesi, mutasyon
sayisinin artmasi, hiicre dongiisiiniin durmasi ve hiicre 6limii ger¢eklesmektedir (Lo et
al. 2005; de Lima-Bessa et al. 2008). Yine, bitkilerde hiicre boyutunun diizenlenmesi
hiicre boliinmesinin ve hiicre genislemesinin kontroliinde ger¢eklesmektedir (Sugimoto-
Shirasu and Roberts 2003). Endoreduplikasyon, daha biiyiik hiicrelerle iliskili ve daha
yiikksek ploidi seviyelerine sahip hiicre boyutunun bir belirleyicisidir. UV-B, hiicre
sayisini ve endoreduplikasyonu azaltarak hiicre dongiisii ilerlemesini engellemektedir.

Tiim bu nedenler biiylimeyi olumsuz yonde etkilemektedir.

Biiyiimedeki azalmanin bir diger nedeni ise yine UV-B stresi altinda olusan ROT’lar
hiicre zarinda meydana getirdigi hasardan kaynaklanmis olabilir. UV-B stresi sonucu
hiicrede fazla biriken ROT’lar membran lipitleri de dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel
yapilara zarar vererek metabolizmanin bozulmasina neden olurlar (Foyer and Noctor
2009). Nitekim, Jansen et al. (1998), UV-B stresinin membranlara zarar verip
fotosentezi, biiylimeyi ve gelismeyi bozdugunu tespit etmislerdir. Buna bagli olarak
yaprak gelisiminde diisiik biiyiime oranlar1 gozlemlemislerdir. Yaprak gelisimindeki
benzer diisiisler tere fidelerinde (Steinmetz and Wellmann 1986) ve domates fidelerinde
(Ballaré et al. 1995) gbzlemlenmistir. Yine Zlatev et al. (2012) UV-B artisina bagh
olarak bitki biiylimesi, gelisimi ve morfolojosinin degistigini, ek olarak 6zellikle duyarlh

tarim bitkilerinde iiriin veriminin azaldigin1 tespit etmislerdir.

Arastirmamizda bu fizyolojik 6zelligin disinda embriyogenik kallus olusum orani (%),
cevap veren embriyogenik kallus orani (%) ve bitki sayisi (adet) {lizerine UV-B’nin

etkisi onemli olmustur. UV-B 1s1ma siiresindeki artisa bagli olarak bu o6zelliklerde
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azalma oldugu tespit edilmistir. /n vitro sartlarda yapilan deneylerde elde edilen
sonuclar, UV-B 1simasinin ¢imlenme ve biiyiimeyi inhibe ettigini kanitlamaktadir. 34
bitki tiirii ile yapilan bir arastirma UV-B stresine bagh olarak bitkilerin biiylime ve
gelisiminde azalmalar oldugunu gostermistir. Aragtirmacilar, bitki tiirtine bagli olarak
iiriin verim ve kalitesini ciddi sekilde kisitlayacak derecede %10-15 oraninda azalmalar
tespit etmislerdir (Torabinejad et al. 1998; Conner and Neumeier 2002; Koti et al.
2004).

Arastirmamizda UV-B stresine bagli olarak embriyogenik kallus oranindaki azalmanin
nedeni UV-B stresinin somatik embriyolarin olusmamasinda énemli olan bitki biiyiime
diizenleyicilerine 6zellikle oksinlere olan etkisinden kaynaklanmis olabilir. Somatik
embriyogenez siireci, embriyo farklilagma derecesine gore ii¢ asamaya ayrilir:
embriyogenezin indiiklenmesi, somatik embriyolarin ¢ogalmasi ve olgunlagmasi ve
olgun embriyolarin komple bitkilere doniistiiriilmesidir (Mala et al. 2009). Somatik
embriyogenezi uyarmada ve ¢ogalmasinda en 6nemli bitki biiytime diizenleyicilerinden
biri de oksinlerdir. UV-B stresinin dolayli olarak oksinlere etki ettigi bilinmektedir.
Tipik olarak UV-B’ye maruz kalan dokularda ve organellerde flavonoidler
birikmektedir (Agati and Tattini 2010). Flavonoid aglikonlar, oksidasyon tasiyicilar
yoluyla polar tasinmayr olumsuz yonde etkileyerek veya oksin katabolizmasini
degistirerek oksin homeostazini etkilemektedir (Peer and Murphy 2007). Nitekim, bazi
Arabidopsis flavonoid mutantlarinin  oksin dagiliminda ve bitki morfolojisinde
degisiklikler gosterdigi belirlenmistir (Peer et al. 2004; Ringli et al. 2008). Hectors et
al. (2012), iki Arabidopsis oksin mutantinin, flavonoid birikimi ve UV-B’ye maruz
kaldiginda degistirilmis bir morfogenik tepki gosterdigini bildirmiglerdir. Bu, UV
kaynakli morfolojik tepkilerin flavonoid birikimi ve oksin homeostaz1 arasindaki ¢apraz
etkilesimden pozitif yonde etkilenebilecegi anlamina gelmektedir. Ilging bir sekilde,
UVRS yolu birka¢ flavonoid biyosentez geninin ekspresyonunu kontrol etmektedir, bu
nedenle flavonoidler ve oksinler arasindaki c¢apraz iliski UVRS sinyallemesine

baglanabilir (Brown et al. 2005).
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UV-B stresinin doku kiiltiirii parametrelerine olan olumsuz etkilerinden biri de somatik
embriyogenezde hiicresel farklilasma i¢in de 6nemli olan poliaminler (PA) (Chi et al.
1994; Bajaj and Rajam 1996; Kevers et al. 2000) iizerine olan etkisinden kaynaklanmig
olabilir. Cesitli abiyotik stresler, bitki dokularinda PA birikmesine neden olmaktadir.
Bununla birlikte yiiksek stres PA sentezinde bir azalisa neden olabilmektedir (Smith et
al. 2001; Aydin et al. 2016; Eliasova et al. 2018). Yiiksek UV-B stresinde PA
seviyesinde azalis oldugu Smith et al. (2001) tarafindan bildirilmistir. Bu sebeplerden
dolay1 ¢alismamizda embriyogenik kallus olusum ve cevap veren embriyogenik kallus
oranlarinda bir azalig s6z konusu olmustur. Poliaminler (PA), somatik embriyogenez ve
bitki rejenerasyonunun olusumundaki ana bilesenlerdir (Aydin et al. (2016). Somatik
embriyolardan bitki olusumu somatik embriyo olgunlagmasi, dehidrasyon toleransi
gelisimi ve depolama bilesiklerinin sentezi ve birikmesi gibi faktorlere baghdir. (Xu et
al. 1990). Nitekim Aydin et al. (2016), poliaminlerin bugdayda endosperm destekli
olgun embriyo kaynakli somatik embriyogenesiste ve bitki rejnerasyonunda bu
asamalarda 6nemli rollere sahip oldugunu bildirmislerdir. Yine, Santanen and Simola
(1992), poliaminlerin Picea abies L'de tohum depolama proteininin ve embriyo

olgunlagsmasinin birikmesinde rol oynayabilecegini belirtmistir.

UV-B stresinin doku Kkiiltiirli parametrelerine olan olumsuz etkisinin muhtemel
nedenlerinden biri de somaklonal varyasyondur. UV-B stresi altinda olusan ROT’lar in
vitro sartlarda DNA seviyesinde baz delesyonuna ve eklenmesine, kromozom
seviyesinde, kromozon sayisinda ve yapisinda degisikliklere (Czene and Harms-
Ringdahl 1995) ve DNA’nin hiper veya hipometilasyonuna sebep olarak somaklonal

varyasyona neden olurlar (Wacksman 1997).

UV-B, bitki tarafindan algilandiktan sonra gen ifadesindeki degisiklikler gibi tepkiler
vermek i¢in bir sinyal iletim yolu olusturmaktadir. Sinyal iletim yollari, bir dizi ara
iriinii icermekte ve bunlar yakin zamanda mutantlar, transgenik bitkiler ve farmasotik
reaktifler dahil cesitli yaklasimlar kullanilarak arastirllmistir. ROT’lar UV-B’ye cevap
olarak artmakta ve hem yukar1 hem de asag1 regiile edilmis genlerin diizenlenmesinde

onemli bir rol almaktadir (Mackerness et al. 1999). UV-B’nin gen ifadesi iizerindeki
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etkisi kapsamli bir sekilde gézden gecirilmistir (Mackerness and Jordan 1999. Bununla
birlikte, bir takim kilit noktalar1 yinelemek gerekmektedir. UV-B'nin DNA'ya dogrudan
zarar verme potansiyeli, bunun gen ifadesini etkilemenin bir yolu olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, gen ifadesinin modifikasyonunun c¢ok daha
karmasik ve spesifik oldugunu gostermektedir. Ornegin, gen ifadesi UV-B 1s1masiyla
eszamanli olarak diizenlenmektedir (Jordan et al. 1994), UV-B'nin gen ifadesi
tizerindeki etkisi gelisim asamasindan giiclii bir sekilde etkilenmekte ve DNA hasar
seviyelerinin gen aktivitesindeki degisikliklerle iliskisinin olmadigi bilinmektedir

(Mackerness et al. 1996).

Strese toleransh bitkilerde genellikle tokoferol miktarinda artisin oldugu goézlenmistir
(Szarka et al. 2012). Tokoferol sinyal iletim yolaklarinda ve bitki savunmasi ve
fotoasimalatlarin tasinimi gibi farkl siire¢lerde gen ifadesinin diizenlenmesinde anahtar
bir role sahiptir (Falk and Munne’-Bosch 2010). Tokoferol bitkilerde yaygin olarak
bulunan bir antioksidandir. Ozellikle tekli oksijen tiirlerini ve diger ROT’lar1 ortadan
kaldirir (Foyer et al. 2005). Tokoferol siddetli stres sartlarinda 6nemli bir goéreve
sahipken, diger antioksidanlar orta siddetli stres sartlarinda gorev almaktadir (Havaux et
al. 2005). Tokoferol antioksidan aktivitesi serbest radikallere fenolik hidrojen verme
yetenegine baglidir. Tokoferol izomerlerinde a-tokoferol en yiiksek antioksidan
aktiviteye, O-tokoferol ise en az antioksidant aktiviteye sahiptir. Diger B- ve y-
tokoferoller orta seviyede antioksidan kapasiteye sahiptirler (Kamal-Eldin and
Appelgvist 1996; Evans et al. 2002). Tokoferol lipidperoksil radikallerini ortamdan
uzaklastirarak hiicre membranlarinin yapisinin stabilitesini saglamaktadir (Liebler

1993).

Arastirmamizda, a-tokoferoliin incelenen fizyolojik ve doku kiiltiirii 6zellikleri iizerine
UV-B’nin olumsuz etkisini azalttigi belirlenmistir. Munne’-Bosch et al. (1999), a-
tokoferoliin stres faktdrlerini minimize ettigini tespit etmislerdir. a-tokoferoliin bu etkisi
iyon dengesini ve hiicre membran stabilitesini saglamast ve de DNA, protein ve
membran lipidlerine zarar veren ROT’lara kars1 gostermis oldugu antioksidan

Ozelliginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Carletti et al. (2003), UV-B stresine
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maruz birakilan misirda a-tokoferoliin bu stres sonucunda olusan ROT’larin iiretimini
azalttigimi bildirmislerdir. Tiim canli organizmalar kendileri i¢in zararli olan serbest
radikallerin olumsuz etkilerini 6nlemek icin hiicrelerinin i¢indeki antioksidan sistemlere
sahiptirler. Antioksidanlar, enzimatik kaynakli ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olarak iki gruba ayrilir. Bu ¢esitler icerisinde, o—tokoferol en 6nemli antioksidanlardan
biridir (Noga and Schmitz 1998). a-tokoferoliin lipid peroksidasyonunu engelledigine
dair ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Kapoor et al. 2015). Abbasi et al. (2009) transgenik
tiitin  yapraklarinda tokoferol eksikliginin lipid peroksidasyonunu artirdigini
belirlemislerdir. Yine, a-tokoferol, gulutatyon, askorbat, karatenoid gibi diger
antioksidanlar ile igbirligi i¢inde, fotosentetik zarlarda ROT seviyelerinin azaltilmasinda
rol oynar ve ilgili hidroperoksitlerin lipid peroksil radikallerini azaltarak lipid
peroksidasyonunun biiyiik 6l¢iide sinirlandirirlar (Munne’-Bosch 2005). Diger taraftan
Sattler et al. (2006) tokoferoliin lipid peroksidasyonunda gorev alan genlerin ifadesini

diizenledigini de bildirmiglerdir.

5.1. Sonuc ve oneriler

Bu aragtirmadan elde edilen sonuglar ve daha sonra yapilacak g¢aligmalara yonelik

Oneriler su sekilde siralanabilir.

1. UV-B stresinin kallus gelisim oranini (%), embriyogenik kallus olusum oranini (%),
cevap veren embriyogenik kallus oranin1 (%) ve eksplant basina bitki sayisini (adet)
azalttig1 belirlenmistir.

2. Arastirmada incelenen tiim 6zelliklerde UV-B stresine bagli olarak meydana gelen bu
olumsuzluklar a-tokoferol uygulamasiyla iyilesme gostermistir.

3. a-tokoferoliin 50 ve 100 mg/l dozunun UV-B stresi altinda yetistirilen bitkiler i¢in
adaptif bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir ve UV-B’nin olumsuz etkilerini 6nlemek
amaciyla kullanilmasi 6nerilebilir.

4. Bugdayda UV-B’ye toleransli genotiplerin belirlenmesinde geleneksel yontemlere

alternatif olarak in vitro yontemlerin basarili bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.
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5. In vitro sartlarda UV-B stresinin ve a-tokoferoliin biyokimyasal ve molekiiler
seviyedeki (genomik, transkriptomik, proteomik) etkilerinin daha sonra yapilacak

caligmalarla belirlenmesinin yararli olacag diisiiniilmektedir.
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