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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

IN VITRO ORTAMDA YETIiSTiRILEN BUGDAYIN MiKROYAPISAL
ANALIZLERININ SPEKTROSKOPIK ve MIKROSKOBIK YONTEMLERLE
INCELENMESI

Merve SIRKECI

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Fizik Anabilim Dah

Damisman : Doc. Dr. Feyza GUZELCIMEN
II. Damisman : Dog¢. Dr. Ayse SEN

Bu tez ¢alismasinda, doku kiiltiiri ortaminda (in-vitro sartlarda) farkli konsantrasyonlarda tuz
stres etmenine maruz birakilarak yetistirilen Selimiye ¢esidine ait dort haftalik bugday
fidelerinin mikroyapilarindaki degisimlerin biyokimyasal, spektroskopik ve mikroskopik
yontemlerle incelenmesi amaglanmustir.

Bugday (Triticum aestivum L.), sistematik agidan Poaceae ailesinin bir iiyesidir ve diinya
capinda en onemli {iglincli tahil bitkisidir. Diinya niifusunun yaklagik %35’inin temel besin
kaynagidir ve kalori ile protein ihtiyacinin %20’sini karsilamaktadir.

Bitkiden yiliksek verim elde edebilmek icin, optimum c¢evre isteklerini karsilamasi
gerekmektedir. Optimum isteklerde meydana gelen her tiirlii sapma, bitkide strese neden olur.
Stres bitkinin metabolizmasin etkilemektedir, biiyiime ve gelismesini engelleyebilir; sonugta
iriin ve verim kaybi olusabilmektedir. Tuzluluk, bitkilerin gelisimini ve iirlin verimliligini
etkileyen en 6nemli abiyotik stres etmenlerinden biridir. Hem karasal hem de sulanan alanlarin
tuz stresoriinden biiylik Ol¢iide etkilendiginin gosterildigi c¢ok sayida bilimsel calisma
mevcuttur. Bu sayede tuzluluk stres etmeninin bitki iizerine etkilerini degerlendirmeye yonelik
giincel ¢aligmalar artmaktadir. Bir stres etmeninin bitkiye etkilerinin incelenebilmesi siirecinde,
homojen konsantrasyonlarda ve kontrollii kosullarda uygulanmasina olanak saglayan in-vitro
ortamlarin yaratilmasi da dnemlidir.
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Selimiye ¢esidine ait bugday tohumlarinin olgun embriyolar1t MS besiyeri igeren doku kiiltiirii
ortamlarinda, tuz icermeyen bir (1) kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlarda (50 mM, 100
mM, 150 mM, 200 mM NaCl) tuz igeren dort (4) grup olarak yetistirilmistir. Ik asamada;
uygulanan tuz stresoriiniin bitki 6rneklerine verdigi zararlanmalarin tespitinde biyoindikator
olarak siklikla kullanilan malondialdehit (MDA), klorofil ve karotenoid degerlerinin
Olctimiinde UV-Goriinlir Bolge Spektroskopi teknigine dayanan biyokimyasal yontemler
kullanildi. Ikinci asamada; Raman Spektroskopisi (RS) ve Taramali Akustik Mikroskopisi
(TAM) yontemleri uygulanarak, tuzluluk stres etmeninin yetistirilen bugdaylarin yaprak
orneklerinin mikroyapisi lizerindeki etkilerinin ortaya konmasi amaglanmaistir.

Incelenen &rneklerin 200 — 2200 cm™! dalga sayis1 araliginda Raman spektrumlari elde
edilmistir ve titresim bandlar1 atanmistir. Bandlara atfedilen titresim modlarinin siddetlerinin
degisimi analiz edilmistir.

Incelenen drneklerin yiizey morfolojisini bozmadan ve herhangi bir 6n hazirlik yapilmadan iki
boyutlu ylizey akustik goriintiileri TAM teknigi ile haritalanmis ve ortalama akustik empedans
degerleri hesaplanmigtir. Bugdaylarm yumusak ve sert dokularinin mikroyapisindaki
hastaliklara/zararlanmalara bagli olarak yiizey mikrosertliginde, elastikiyetinde degisimler
tespit edilmistir.

Bu tez calisgmasinin amaci dogrultusunda; uygulanan tuzluluk stres etmeninin bugday
orneklerinde yarattig: etkilerin tespitinde Raman ve TAM tekniklerinin giiniimiizde siklikla
kullanilan biyokimyasal tekniklere gore daha hizli, insan giicii gereksinimini ve zaman kaybinin
daha az oldugu stresor tayin yontemleri olarak kullanilabilirligi ortaya konmustur.

Haziran 2021, 83 sayfa.

Anahtar kelimeler: Bugday, doku kiiltiirii, in-vitro, tuzluluk stresérii, biyokimyasal analizler,
MDA, klorofil, karotenoid, UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi,
Raman Spektroskopisi, Taramali Akustik Mikroskopisi
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF MICROSTRUCTURAL ANALYSES OF WHEAT
GROWN IN IN VITRO CONDITION by SPECTROSCOPIC and
MICROSCOPIC METHODS

Merve SIRKECI

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Physics

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Feyza GUZELCIMEN
Co-Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ayse SEN

In this thesis, it was aimed to investigate the changes in the microstructure of of the four-
week-old wheat seedlings of Selimiye variety grown in tissue culture medium (in-vitro
conditions) by exposing to different concentrations of salt stress factor by biochemical,
spectroscopic and microscopic methods.

Wheat (Triticum aestivum L.) is systematically a member of the Poaceae family and is the third
most important cereal crop worldwide. It is the main food source of approximately 35% of the
world's population as well as meets 20% of the calorie and protein needs. In addition, wheat
constitutes a large part of the grain production in Turkey.

In order to obtain high yield from the plant, it must meet the optimal environmental demands.
Any deviation from optimal demands causes stress in the plant. A stress impacts the plant
metabolism, it can prevent its growth and development; then, product and yield loss may occur.
Salinity is one of the major abiotic stress factors affecting growth and crop productivity of
plants. There are many scientific studies showing that both terrestrial and irrigated areas are
greatly affected by salt stressor. Therefore, the current studies to evaluate the effects of salt
stressor on plants are increasing. In the process of examining the effects of a stress factor on
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the plant, it is also important to create in-vitro environments that allow it to be applied in
homogeneous concentrations and under controlled conditions.

Selimiye wheats were grown in tissue culture environments containing MS (Murashige and
Skoog) media as one (1) control group without salt and four (4) groups under different salt
concentrations (50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM NacCl). In the first step, biochemical
methods based on UV-Visible Spectroscopy technique were used in the measurement of
malondialdehyde (MDA), chlorophyll and carotenoid values, which are frequently used as
bioindicators in the determination of the damage caused by the applied salt stressor to the
plant samples.In the second step, the effects of salinity stress factor on the microstructure of
leaf samples of grown wheats were aimed to be revealed by performing Raman Spectroscopy
(RS) and Scanning Acoustic Microscopy (SAM).

Raman spectra of the samples examined have been obtained in the wavenumber range of
200—2200 cm™* and vibrational bands have been assigned. The variation of the intensities of
vibration modes attributed to each band has been analyzed.

Two-dimensional surface acoustic images of the investigated samples without disturbing the
surface morphology and without any preliminary preparation have been mapped by SAM
technique, and the average acoustic impedance values have been calculated. Changes in surface
microhardness, elasticity have been determined depending on diseases/damages in
microstructure of soft and hard tissues of wheats.

In line with the purpose of this thesis study; in the determination of the effects of applied salt
stressor on wheat samples, it has been demonstrated that Raman and TAM techniques can be
used as stressor determination methods that are faster as well as less manpower requirement
and time loss compared to the biochemical techniques that are frequently used today.

June 2021, 83 pages.

Keywords: Wheat, tissue culture, in-vitro, salt stressor, biochemical analysis, MDA, chlorophyll,

carotenoid, UV-Visible Spectrophotometer, Raman Spectroscopy, Scanning
Acoustic Microscopy
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1. GIRIS

Calismanin ana konusunu; in-vitro ortamda farkli konsantrasyonlarda tuz stres etmeni
uygulamasina maruz birakilarak yetistirilen Selimiye c¢esidine ait bugday fidelerinin
mikroyapisindaki degisimlerin biyokimyasal, spektroskopik ve mikroskopik yontemlerle

incelenmesi olusturmaktadir.

Bugday (Triticum aestivum L.), insanlar ve hayvanlar i¢in en Onemli tahillarin basinda
gelmektedir. Icerdigi yiiksek protein ve karbonhidrat miktar: sayesinde hem doyurucu hem de
besleyici bir bitkidir. Tiirkiye tarimsal {iretim i¢in elverisli topraklara sahiptir ve bu konuda
oncii iilkeler arasindadir. Ulkemizde 2015 yilinda yaklasik 23 milyon ton olan bugday iiretimine
sahipken 2018 yilinda bu miktar 20 milyon tona gerilemistir. Bundan dolay1 bugday iiretiminde
%11.5’lik bu diisiis tilkemiz i¢in kabul edilebilir degildir. Bunun en 6nemli nedenlerinden biri

kuskusuz diinyanin ve Tiirkiye’nin elzem sorunlarindan biri olan iklim degisikligidir.

Mevcut iklim kosullar1 g6z 6niine alidiginda bugdayin tuzluluk gibi olusabilecek abiyotik stres
etmenlerine kars1 toleransinin hizli tayin edilmesi gerekmektedir. Bugday gibi bitkilerin tuz
stresorii gibi stres etmenlerine karst vermis olduklari cevabin tayininde farkli yontemler
kullanilir. Bu yontemler arasinda siklikla tercih edilenlerin basinda malondialdehit (MDA),
klorofil ve karotenoid miktarlarinin tespiti i¢in, UV- Goriiniir Bolge spektroskopisi yontemine
dayanan biyokimyasal yontemler gelir. Bu tez ¢aligmasinin amaci, Selimiye ¢esidine ait bugday
bitkisine uygulanan farkli konsantrasyonlarda tuz stresorlerine karsit vermis oldugu tepkileri
halihazirda kullanimi olan yontemlere gore daha hizli ve giivenilir spektroskopik ve
mikroskobik yontemler kullanarak ortaya koymak, insan giicii gereksinimini ve zaman kaybini
en aza indirmek yoniinde katkida bulunmaktir. Bu tez ¢alismasi kapsami i¢in, in-vitro ortamda
yetistirilen Selimiye cesidine ait bugday tohumlar1 Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden
(Edirne) temin edildi.

Genel kisimlar boliimiinde; bugday bitkisi, doku kiiltiirii, tuzluluk stres etmeni ve ¢alismamizda
kullanilan spektroskopik ve mikroskobik yontemler hakkinda bilgiler igeren bilimsel ¢alismalar

ve literatiir taramasi verildi.



Malzeme ve Yontem bolimiinde; deney materyali olan Selimiye cesidine ait bugday
tohumlarinin eldesi, besi ortamlarinin hazirlanmasi ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresorii
uygulanmasi, eksplantlarin elde edilmesi ve doku kiiltiir ortamina ekimi, UV- Goriiniir Bolge
spektroskopisi yontemine dayanan biyokimyasal yontemler, Raman Spektroskopisi (RS) ve
Taramali Akustik Mikroskopisi (TAM) ile ilgili teorik bilgiler verildi. Literatiirde bu konulara

ait yapilmis olan daha 6nceki ¢alismalara ise ilgili boliimlerde verildi.

Bulgular boliimiinde; UV- Goriiniir Bolge spektroskopisi yontemine dayanan biyokimyasal

yontemler, RS ve TAM yontemleri ile alinan 6lgtimler ve analizlerden bahsedildi.

Tartisma ve Sonug boliimiinde; galismada incelenen bugday bitki 6rneklerinin maruz kaldigi
tuz stresorii konsantrasyonuna bagli, molekiiler yapi/mikroyapi degisimine etkilerini belirleyen

Olctim sonuglart karsilastirmali olarak incelendi ve ayrintili olarak yorumlandi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BUGDAY

Tahil tirtinlerinden olan bugday (Triticum aestivum L.) ¢cevre sartlarina kolay adapte oldugu igin
diinya capinda yaygin bir sekilde ekimi ve {iretimi yapilan bitkisel iriinlerin basinda

gelmektedir (Davis, 1985; Segmen ve dig., 2000; Sheaffer ve Moncada, 2012).

Bugday bitkisi, Poaceae ailesinden Poales takimina mensup Triticum cinsine aittir. Monokotil

bir bitki olan bugday; kendini dolleyebilen tek yillik bir bitkidir (Sekil 2.1).

Alem: Familya:
Plante Poaceae
Sube : ,
Ao Cins:
ngiospermae .
Triticum
Sinif :
Monocotyledoneae
Takim: s s )
Triticum aestivum L.
Poales

Sekil 2.1: Bugday (Triticum aestivum L.) bitkisinin sistematigi (Kurtulus, 2019).

Insan ve hayvan beslenmesinde énemli bir yer tutan bugday, temel besin kaynagi olup diinya
niifusunun enerji, besin, kalori ve protein ihtiyacinin yaklasik %20-80’nini karsilamaktadir
(Shurpalekar ve Rao, 1977; Cummins ve Robert-Thomson, 2009; Shewry, 2009; Elgiin ve
Ertugay, 2011).

Bugday, yilda yaklasik 800 milyon tondan fazla iiretimi ile diinya ¢apinda tiretilen ilk ii¢ {iriin
icerisindedir (Shewry, 2009). Bugday iireten tilkeler arsinda Tiirkiye 12. siradadir (FAO, 2019).
2018 yilinda bugday ekimi yapilan alan yaklagik 73 milyon dekardir. Ayni yil iiretilen bugday,
20 milyon ton olarak yaymlanmistir (TUIK, 2019).



2.2. DOKU KULTURU

Tahillardan ilk basaril1 in-vitro kiiltiir galismasi1 La Rue tarafindan eksplant olarak endosperm
dokusu kullanilarak 1949 yilinda yapilmistir (Sen, 2005).

Doku kiiltiirii ortami olarak da ifade edilen in-vitro kiiltiir ortamlarinda bitkinin biiylimesi i¢in
optimum kosullarda gerekli olan tiim makro ve mikro besin elementleri ve vitaminlerin ilave
edildigi yapay besi ortamlar1 igerisinde aseptik ve kontrollii sartlarda bitkiler yetistirilir.
Bitkilerin yetistirilebilmesi i¢in gerekli olan mikro ve makro elementlerin igerisinde bulunan
besiyerler farkli konsantrasyonlarda olusturulabilmektedir. Bitkilerin kontrollii sartlarda
yetistirilmesinde kullanilan yapay besi ortamlari arasinda en sik tercih edilenleri MS
(Murashige ve Skoog, 1962), LS (Linsmaier ve Skoog, 1965), WS (Wolter ve Skoog, 1966),
SH (Schenk ve Hildebrand, 1972), GD (Gresshoff ve Doy, 1972), CHU (Chu, 1978), DKW
(Driver ve Kuniyuki, 1984) ve N6 (Li ve dig., 1988) sayilabilir (Vidalie, 1986;
George ve dig., 1987; Ucler, 1994; Arzani ve Mirodjagh, 1999; Almansouri ve dig., 2001;
Vikrant ve Rashid, 2001; Alizadeh ve dig., 2004; A¢ikgoz, 2017). Bu yapay besi ortamlarinin
birbirinden farki icerdikleri mikro ve makro besin elementlerinin konsantrasyonlarinin

birbirinden farkli olmasidir.

Sears ve Deckard (1982), bugday bitkisinin 39 genotipini MS besi ortaminda kallus ve bitki
rejenerasyonu lizerine ¢aligmalar yapmiglardir. Arzani ve Mirodjagh (1999), yapmis olduklar
calismada 28 farkli makarnalik bugday c¢esidinin olgunlasmamis embiyolarim1 MS besi

ortaminda yetistirmislerdir.

Dodig ve dig. (2008), MS besiyerinde 96 bugday genotipi ile kurulan doku kiiltiiri
caligmalarinda tane verimi, bitki boyu gibi 6zellikleri lizerine aragtirma yapmislardir. Benzer
sekilde Sen ve Alikamanoglu (2011), olgun bugday embriyolar1 ile yapmis olduklar1 ¢alismada
3 farkli bugday ¢esidini MS besi ortaminda kiiltiire almiglardir.

Doku kiiltiirli ortamlarina bitkilerin gelisimini tesvik etmek i¢in bilylime diizenleyicileri ilave
edilebilmektedir. Bugday bitkisinin kiiltiir ortaminda tesvik etmek ic¢in kullanilan biiylime
diizenleyicileri arasinda 2.4-D (2.4-Diklorofenoksiasetik Asit), IAA (Indol-3-asetik asit) ve
NAA (a-Naftalen Asetik Asit) oksin olarak ve BAP (6-benzilaminopurin) ise sitokinin olarak
tercih edilmektedir (Wang ve Wei, 2004).



Alizadeh ve dig. (2004) bugday embriyolar1 ile yapmis olduklari ¢alismada, 0.2 mg/l 1AA,
0.2 mg/l 2.4-D ve 1 mg/l BAP hormonlarinin besiyere ilave edilmesi ile rejenerasyon oraninin

7°de 5 oldugunu bildirmislerdir.

Bitki doku kiiltiirii teknikleri, aseptik sartlarda bitkinin ¢esitli bolgelerinden alinan eksplantlarin
yapay besiyerlerin igerisine yerlestirilerek burada yeni bir bitki olusturulmasinmi saglar. Doku
kiltirleri farkli eksplantlar yani kiiltiiriin baslangici i¢in farkli bitki kisimlarinin
kullanilmastyla olusturulabilir. Bunlar; embriyo, kallus, haploid, meristem, protoplast ve
siispansiyon kiiltiirii olarak kurulabilir (Alikamanoglu, 1999; Babaoglu ve dig., 2002). Bu
kiiltiir ortamlarinin kurulmasinda baslangic materyali olarak bitkilerin embriyolari,

meristematik bolgeleri, anterleri gibi kisimlar1 yeni bir bitki olusumu saglamak i¢in kullanilir.

Bitki tohumlarindan olgun embriyolarin ¢ikartilmasi ile kurulan kiltiirlerde fiziksel ve/veya
kimyasal faktorlerin bitki gelisimi iizerine etkisi incelenebilmektedir (Babaoglu ve dig., 2002;
Wang ve dig., 2004). Kiiltiir ortamlarinda bu tip ¢alismalarin yapilmasinin en biiyiik avantaji
bitkilere uygulanan kimyasal/fiziksel faktorlerin kontrollii cevre sartlarinda homojen bir sekilde
uygulanmalarina olanak sunmasidir. Bitki doku kiiltiirii ¢alismalariin diger 6nemli avantajlari
arasinda hastaliklardan arinmis ¢ok sayida ayni genetik kompozisyona sahip bitkilerin kisa

siirede tiretimi de bulunmaktadir.

Arzani ve Mirodjagh (1999) yapmis olduklari calismada, 28 farkli makarnalik bugday ¢esidinin
olgunlasmamis embiyolarindan MS besiyeri ile olusturulmus doku kiiltiirii ve bu bitkilerin tuz

toleranslarma kars1 verdigi tepkileri incelemislerdir.

Ayan (2010), doku kiiltiirii ortaminda soya bitkisi lizerinde yapmis oldugu ¢alismada tuz ve
radyasyon stresi uygulayarak bitkide meydana gelen farkliliklar1 arastirmigtir. Sen ve
Alikamanoglu (2011), olgun bugday embriyolari ile yapmis olduklari ¢alismada 3 farkli bugday
¢esidi kullanilmis ve kiiltir ortam1 MS besiyerinin igerisinde tuz stresorii ilave edilerek

olusturulmustur. Tuzun, rejenerasyonu azalttigini tespit etmislerdir.

Nazirzadeh (2018), in-vitro ortamda MS besiyerine kuraklik ve tuz stres etmeni uygulayarak

patateste meydana gelen degisimleri incelemistir.

Bilimsel ¢alismalar i¢in doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak bugday yetistirmek, arazi sartlarina

gore daha kontrollii ve giivenilir bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



2.3. TUZLULUK STRESORU

Cevremizde bitkilerin yetismesini etkileyen birgok etmen vardir. Selye (1956), bu etmenler
konusunda yillarca arastirmalar yiiriiterek stres ve stresor terimlerinin tanimini yapmustir.
Canlilarda bir dizi tepki yaratan ¢evresel uyarilari stresor olarak, bu uyaricilara karsi canlinin
gosterdigi tepkiyi ise stres olarak tanimlamistir. Stres kavramini Levitt (1980) canli
organizmalar i¢in uygun olmayan g¢evre sartlar1 olarak tanimlamistir (Korkmaz ve Durmaz,

2017; Keskin, 2006).

Bitkiler yasamlari boyunca bir¢ok stresore faktoriine maruz kalirlar. Bilim insanlari bu
stresorleri kendi igerisinde Sekil 2.2°de gosterildigi gibi abiyotik (cansiz etmenler) ve biyotik

(canli etmenler) olarak siniflandirirlar (Lichtenthaler, 1996; Jena ve dig., 2020).

STRESOR

ABIYOTIK BIYOTIK
« TUZLULUK « BITKILER
« KURAKLIK « MIKROORGANIZMALAR
« SICAKLIK « HAYVANLAR
. SOGUK « INSAN ETKILERI
« ISIK
+ DON

+ AGIR METAL
+ RADYASYON

Sekil 2.2: Bitkilerin maruz kaldig1 abiyotik ve biyotik stres etmenleri (Lichtenthaler, 1996; Jena ve dig.,
2020).

Tuz stresi etmeni bitkilerin maruz kaldig1 abiyotik stresorlerden biridir (Sekil 2.2). Tuzluluk
topragin en ist katmanlarinda suda ¢oziinen tuzlarin birikimidir. Toprakta meydana gelen
tuzluluk bitkinin morfolojisini ve anatomisini etkileyen 6nemli bir faktordiir (Y1ldirim, 2019).
Diinya’daki ve Tiirkiye’deki kurak/yari kurak bolgelerde iiriin verimini ve biiyiimesini
etkilemektedir (Foolad ve Lin, 1997; Shams, 2019; Tuna, 2019).



Topraktaki tuzluluk; bitkinin boy uzunlugunda/biiylimesinde, kok uzunlugunda, bitkinin
ozmotik basincinda ve bitkinin yapisinda bir¢ok negatif etkiye yol agmaktadir (Biiyiik ve dig.,
2012).

Tuzluluk stresoriine maruz kalan bitkide oncelikle 0zmotik stres olugsmakta ve bununla birlikte
su miktarinda azalma meydana gelmektedir. Tuz stres etmeninin bitki tizerine bir diger etkisi
de iyon stresi olarak kendini gostermektedir. Tuz stres etmenine maruz kalan bitkilerde Na* ve
CI" iyonlar1 6zellikle K* iyonu ile rekabet igerisine girmektedirler. Bunun sonucunda hiicre
icerisindeki iyon oranlarinda dengesizlikler ortaya ¢ikmaktadir. K* disinda ayrica bitki gelisimi
icin gerekli Ca*? ve Mg* gibi diger iyonlarin aliminin azalmasina neden olmaktadir. Bu durum
da hiicre canliligini etkileyerek 6liime kadar giden metabolik siirecleri tetiklemektedir (Parida

ve Das, 2005; Kusvuran ve dig., 2008; Tarim, 2019).

Delane ve dig. (1982), bitkiler yiiksek seviyelerde NaCl'ye maruz kaldiklarinda yetersiz iyon
tedarikinin yaprak biiylimesini sinirlayabilecegini 6ne siirmiislerdir. Curtis ve Lauchli (1985)
kenaf bitkisinde, Aslam ve dig. (1986) Atriplex amnicola’da ve Lazof ve Lauchli (1991) marul
bitkisinde tuz stres etmeni altinda yaprak uzama siireleri {izerinde ¢alismalar yapmislardir. Tuz
stresoriiniin birincil etkisinin yaprak ¢ikma hizinin ve genel siirgiin gelisiminin yavaslamasi
oldugu gosterilmistir. Sienkiewicz-Cholewa ve dig. (2018), tuz stres etmeninin bugdayin

fizyolojik siirecini olumsuz etkiledigini tespit etmislerdir.

Bitkiler tuzluluk gibi stres etmenlerine maruz kaldiklarinda; stiperoksit radikali, singlet oksijen,
hidrojen peroksit, hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT) adi verilen serbest
radikallerin tiretimi tetiklenir. (Sen, 2005; Ayan, 2010).

Bu reaktif tiirlerin hiicre igerisinde iretiminin artmasi hiicre membranlarindaki lipit
kompozisyonunu, hiicrenin 6nemli yapitaslari olan protein, karbonhidrat ve klorofil gibi makro
molekiillerini ve canlilarda kalittm materyalini olusturan niikleik asitlerin yapisini

etkilemektedir (Parida ve Das, 2005; Kugvuran ve dig., 2008).

Reaktif oksijen tiirevleri hiicre membranlarindaki lipidler ile etkilesime girmesi sonucunda bu
lipitlerden elektron kopartarak lipid peroksidasyonunu tetikler. Hiicre membranlarindaki lipid
peroksidasyon reaksiyonlarinin son iriinlerinden biri de malondialdehit (MDA)’dir. Yapilan
caligmalarda reaktif oksijen tlirevlerinin artan aktivitesi ile orantili olarak hiicre icerisindeki

MDA miktarinin artis gosterdigi tespit edilmistir. (Arora ve dig., 2002; Parida ve Das 2005;



Smirnoff, 2005; Sunkar, 2010). Bu durum MDA’nin bitkilerde stresér zararlanmasinda

biyoindikat6r olarak kullanimini yayginlastirmistir (Sen ve Alikamanoglu, 2011).

Ayan (2010) Adasoy soya cesidi iizerinde yapmis oldugu g¢aligmada, bitkiye tuz ve gama
radyasyonu uygulayarak artan stres etmenine bagli olarak gére biyoindikator olarak kullanilan
MDA miktarinin degisimini incelemistir. Lastochkina ve dig. (2017), siv1 patates-glukoz agar
iceren besi ortaminda NaCl stresorii uygulanan bugday bitkisinde MDA miktarinda artigin

meydana geldigini tespit etmislerdir.

Stres etmenleri altinda iiretimi artan ROT’larin bir diger 6nemli etkisi de klorofil gibi hiicrenin
Oonemli yapitaglarin1 olusturan makro molekiiller iizerinededir. Tuzluluk nedeni ile bitki
hiicresinde meydana gelen ozmotik stresore bagli olarak bitki daha fazla su kaybetmemek i¢in
genellikle stomalarini kapatir. Bu durum fotosentez igin gerekli olan havadan karbondioksitin
emilimini azaltarak fotosentetik reaksiyonlardaki kuantum verimini disiiriir ve fotosentetik
aparatin reaksiyon merkezindeki uyarilma enerjisinin artigini tetikler. Sonug¢ olarak
fotosistem Il (PSII) elektronlart oksijene transfer ederek serbest reaktif oksijen tiirevlerinin
tiretimini tetikler. ROT’lar klorofili indirgeyerek yikimina neden olur ve fotosentezi etkiler.
Kloroplastlardaki ROT’larin meydana getirdigi zararlanmanin yikici etkileri ile miicadelede
karotenoidler onemli gorevler istlenmistir. Kloroplastlarin tilakoid membranlar1 iizerinde
yerlesim gosteren karotenoidler 15181 absorbe ederek klorofil a’ya iletmektedirler (Ezer ve dig.,
2010). Karotenoidlerin diger bir 6nemli gorevi de singlet oksijen gibi ROT’lar1 siipiirerek
etkisiz hale getirmektir (Parida ve Das, 2005). Bdylece klorofillerin biitiinliigiiniin korumasina
katki saglarlar. Klorofil ve karotenoid gibi fotosentetik pigmentlerin miktarinin stres etmenleri
altinda azaldigim bildiren ve bu pigmentlerin stres etmenlerinin bitkideki etkisinin
belirlenmesinde biyoindikator olarak kullanildigini gosteren ¢esitli calismalar vardir (Parida ve
Das, 2005; Sen ve Alikamanoglu, 2011; Sienkiewicz-Cholewa ve dig., 2018; Dogru ve
Bildiren, 2020).

Sen ve Alikamanoglu (2011), MS besiyeri kullanarak iki farkli bugday cesidinde yapmis
olduklar1 ¢alismada tuz konsantrasyonu arttikga buna bagli olarak klorofil (a, b ve total)

miktarlarinda azalmay1 tespit etmislerdir.

Sienkiewicz-Cholewa ve dig. (2018) yapmis olduklari ¢alismada NaCl ve silikon uygulayarak

bugday bitkisini yetistirmislerdir. Farkli NaCl konsantrasyonu uygulanan ortamda biiyiiyen



bitkilerin toplam klorofil ile karotenoid miktarlarinda kontrol grubuna gore azalma oldugu

bildirilmistir.

Dogru ve Bildiren (2020), iki farkli bugday tiirii iizerine uygulanan tuz stres etmeninin neden
oldugu degisimi inceleyerek klorofil miktarlarinin birbirlerinden farklilik gosterdigini

gozlemlemislerdir.

Yukarida verilen literatiir taramasi sonuglarina gore, bitkiler iizerine tuzluluk gibi stres
etmenlerinin etkisinin tespit edilmesinde MDA, klorofil ve karotenoid miktarlarinin optimum
kosullarda ve stres etmenlerinde biyokimyasal yontemler siklikla kullanilmaktadir. Yine bu tip
biyokimyasal analizlerde spektroskopik tekniklerden biri olan UV-Gorinir Bolge
Spektrofotometresi tercih edilmektedir. Bu teknigin biyolojik 6rnegin 6l¢iim i¢in hazirlanmasi,
Ol¢iimii ve analiz noktasinda bazi sinirlandirmalara sahip olmasi bilim insanlarinmi alternatif

teknik arayislarina yonlendirmistir.
2.4. SPEKTROSKOPIK VE MIKROSKOBIK TEKNIiKLER

Spektroskopi; numune ve elektromanyetik radyasyon arasindaki temel etkilesimleri inceleyen
bir bilim dalidir. Ornekteki molekiillerin kimyasal 6zellikleri hakkinda bilgi verir (Parlak,
2020).

Calismamizda kullanilan spektroskopik teknikler; UV-Goriiniir Bolge Spektroskopisi ve

Raman Spektroskopisi’dir.

Absorbsiyon spektroskopik yontemlerinden olan UV-Goriinlir Bolge teknigi g¢alismanin

biyokimyasal analizlerinde kullanilmak i¢in se¢ildi.

UV-Goriiniir Bolge teknigi; bir 6rnegin absorbans dzelliklerini dalga boyunun bir fonksiyonu
olarak inceler. Isik, orneklerin atom ve molekiilleri tarafindan absorbe edilebilmektedir. Bu
bolgedeki 15181 absorpsiyonu atomlarin bagh elektronlar ile gergeklesir (Unlii, 2012). Bu sayede,
ornegin molekiiler sistemindeki titresim ve donii enerji seviyelerinde bir degisime neden olur.
Absorbsiyonu etkileyen parametreler, 6rnek igindeki molekiiller aras1 uzaklik ve yiik dagilimidir
(Unlii, 2012).

Biyokimyasal analizlerde, bitki Orneklerinin absorbans degerleri UV-Goriiniir Bolge

Spektrofotometresi ile okunarak biyokimyasal biyoindikatorlerin miktar tayini hesaplamalari



10

yapilabilmektedir (Cekig, 2004; Sen, 2005; Ayan, 2010; Bahadur ve dig., 2016; Sharova ve
Romanova, 2018).

Sacilma spektroskopik yontemlerinden olan RS, ¢alismamizda yetistirilen bugday bitkilerinin
mikroyapisi lizerindeki etkilerini ortaya koymak i¢in segilen bir diger yontemdir. Bu yontemde
elde edilen Raman spektrumlarinda kimyasal yapi, titresim modlar1 ve bu modlara karsilik
gelen relatif siddet degerlerinin degisimi ile analiz edilebildigi i¢in, titresimsel spektroskopik
tekniklerden biri olarak da bilinmektedir (Haken ve Wolf, 2008).

RS, canli ve biyolojik 6rneklerde pratik olarak kullanilabilir, 6n hazirlik gerektirmeden ve

ornege zarar vermeden olglim alabilir.

RS; biyomedikal ¢alismalardan (Lawson ve dig., 1998), biyofizige (Kneipp ve dig., 2002), adli
tiptan (Khandasammy ve dig., 2018), arkeoloji ve sanata (Casadio ve dig., 2016; Ziemann ve

Madariaga, 2020) kadar farkli giincel uygulama alanlarina sahiptir.

Schrader ve dig. (1999), yesil keten tohumu iizerinde yapmis olduklari ¢alismada canli
hiicrelerin tahribatsiz analizinin giiclinli gostermeyi amaglamislardir. Schrader ve dig. (2000),
bitki ve hayvan dokularinda RS’nin kullanimi tizerinde ¢alismiglardir. Baranska ve dig. (2004)
ise rezene meyvelerinde, papatya salkiminda ve zerdegal koklerinde galismalar yapmislardir.
Philippe ve dig. (2006), bugday tanelerinin hiicre duvari yapisini incelemislerdir. Weselucha-
Birczynska ve dig. (2012), islenmemis yazlik bugday yapraklarindaki Raman spektrumunu
kaydetmis, karotenoid ve kinonlar gibi aktif molekiillerin dagilimini tespit etmislerdir.
Kurdziel ve dig. (2015), farkli stresor toleranslarina sahip bugday genotiplerinin taneleri
tizerinde yapmis olduklari ¢alismada RS ile yag asidi igeren esterlerin ve proteinlerin dagilimini
incelemislerdir. Rys ve dig. (2015), taze soya fasulyesinin saks1 ortaminda yetistirilmesi ve
kuraklik stresorii uygulanmasi sonucunda kontrol ve diger grup {iizerinde yag asitleri,
karotenoidler ve klorofillerdeki  degisimi FT-Raman  spektrometresi  kullanarak
gozlemlemislerdir. Filek ve dig. (2019), saksida yetistirilen yazlik bugday yapraklar iizerinde

yaptiklar1 caligmada karotenoid miktarlarini belirlemislerdir.

Mikroskopi, gorebildigimiz alanin iginde olmayan Ornekleri biiyiiterek goriintiileyebilmek
adina mikroskop aletini kullanan teknik bir alandir. Bu aletlerde; 6rnekten 1s181n absorbsiyonu,
gecirgenligi, yansimasi, Kkirilmasi, girisimi, difraksiyonu vb. o6zelliklerinden yararlanilarak

goriintii elde edilebilmektedir (Junqueria ve Carneiro, 2009). Bir¢ok aydinlatma kaynagi (1s1k,
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elektronlar, iyonlar, x-isinlar1 vb.) yardimiyla bir goriintii tiretilir. Bu sayede, molekiiller
tizerinde yapilan ¢alismalardan canli organizmalara kadar tiim yasam bilimi arastirmalarinda
yaygin olarak tercih edilen bir tekniktir. Mikroskobik teknikler, 6rneklerin yapisal bilesimini,
morfolojisini, fiziksel 6zelliklerini incelemeyi/degerlendirmeyi miimkiin kilar (Rydz ve dig.,

2019).
Calismamizda kullanilan mikroskopik teknik; Taramali Akustik Mikroskopisi’dir.

TAM, her tirlii numunenin mikro boyuttaki morfolojisini bozmadan ve boyama islemi
gerektirmeden elastikiyet modiilii, ses hiz1 ve akustik empedans degerlerini belirleyebilen, iki

boyutlu ylizey taramasi ile haritalandirabilen, hizli ve kullanimi kolay olan bir tekniktir.

Bu yontemde kullanilan mikroskop, malzemelerin elastik 6zelikleri hakkindaki bilgiyi, ses hizi
ve akustik empedansi Glgerek veren bir tiirdiir. Bu sistemlerde, incelenen 6rnegin yapisal
icerigine zarar vermeden (kimyasal etki, radyasyon ve fiziksel deformasyon olmaksizin)
yaklagsik iki dakika siiren bir tarama ile ses hizi, kalinlik ve akustik empedans bilgisine ulagmak,
mikroskobik seviyede analiz yapmak miimkiindiir (Giizelgimen, 2020). Yumusak ve sert
dokularda mikro yap1 ve hastaliga bagli olarak sertlik, dolayisiyla da akustik ozellikler
degiseceginden TAM ile ¢ok erken safhada bu bolgeler tespit edilebilmektedir (Bilen ve dig.,
2018b; Bilen ve dig., 2019; Demirkan ve dig., 2019).

Bitki 6rneklerinde TAM kullanilarak yapilan ¢alismalara goz atarsak; Clair ve dig. (2000), odun
liflerinin hiicre duvari sertliginin kantitatif 6l¢limiinii yapmisglardir. Elbaum ve dig. (2008), sera
kosullarinda yetistirdikleri makarnalik bugdaymin basaklarinda bulunan kilg¢iklar {izerinde
yaptiklar calismada aktif kisimlardaki hiicre duvarlarinin kontrplak yapinin kusurlarindan
meydana geldigi diisiincesi ile baslamiglardir ve bu kusurlar1 tespit edebilmek i¢cin TAM
yontemini kullanmiglardir. Povey ve dig. (2013) ise sogan kabugunun akustik goriintiisiinii elde
etmislerdir. Yapmis olduklar1 bu ¢aligmada sogan hiicrelerini ve makroskopik hiicresel yapiy1

acik¢a gozlemlemislerdir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEY MATERYALLERININ ELDESI

Tez caligmamizda kullanilan Selimiye g¢esidine ait bugday (Triticum aestivum L.) tohumlar

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden (Edirne) temin edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Calismamizda kullanilan Selimiye ¢esidine ait bugday tohumlarinin gériiniimdi.

3.2. IN-VITRO SARTLARDA DOKU KULTURU OLUSTURULMASI VE FARKLI
KONSANTRASYONLARDA TUZ UYGULANMASI

3.2.1. Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Bugday bitkisinden elde edilen olgun embriyolarin yetistirilecegi doku kiiltiirii ortaminin
olusturulmasi i¢in temel besi ortami olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) kullanildi. MS
besiyerine ilave edilen 20 g/l sukroz (C12H12021) karbon kaynagi, bitki biiyiime diizenleyecisi
olarak 50 pg/l 2.4-D (2.4-Diklorofenoksiasetik Asit) ve katilastirict olarak 8 g/l Agar ilave
edilerek arastirmamizda kullanacagimiz rejenerasyon besiyeri hazirlandi. Tablo 3.1°de
kullanilan inorganik tuzlar ve litre basina agirliklar (miligramlart) verildi. In-vitro ortamda

yetistirilecek bugday embriyolarin tuz stresoriine duyarliliklarimi belirlemek icin yukarida



13

igerigi verilen rejenerasyon besi ortamina farkli konsantrasyonlarda (50 mM - 100 mM - 150
mM - 200 mM NaCl) NaCl ilave edildi. Olusturulan karisimlarin pH degerleri yaklasik 5.8 ile
6.0 arasinda olacak sekilde 1 M NaOH (sodyum hidroksit) ve 1 M HCI (hidroklorik asit)
kullanilarak ayarlandi. Olusturdugumuz besi ortamlart 20 dakika 1.2 atmosfer basingta 121°C
otoklavda steril edildi. Daha sonra steril edilen besiyerler aseptik ortamda steril olan

magendalara esit miktarda dokiildi (Sen ve Alikamanoglu, 2011).

Tablo 3.1: Doku kiiltiiriniin olusturulmasinda kullanilan MS (Murashige ve Skoog, 1962) besiyerinin

icerigi.
Inorganik Tuzlar mg/I
Amonyum nitrat 1650.0
Borik Asit 6.2
Susuz Kalsiyum kloriir 322.2
Kobalt Kloriir 6H20 0.025
Bakir Siilfat SH20 0.025
Demir Siilfat 7H20 27.8
Magnezyum Siilfat 180.7
Manganez Siilfat H.0 16.9
Molibdik Asit 2H20 0.25
Potasyum Iyodiir 0.83
Potasyum Nitrat 1900.0
Cinko Siilfat 7H,0 8.6
Sodyum EDTA 37.26

Monobazik Potasyum Fosfat 170.0
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3.2.2. Yiizey Sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu i¢in bugday tohumlari; %70°lik etil alkolde 20 saniye kadar tutuldu, 3 kez
steril distile su serisinden gegirildikten sonra 20 dakika %20’lik ticari ¢amasir suyunda
bekletildi ve camasir suyunu uzaklastirmak i¢in 3 kez distile su serisinden tekrar gegirildi. Daha
sonra tohumlar 35°C’lik etiivde 2 saat siire ile steril distile su igerisinde inkiibe edilerek

sismeleri saglandi (Ozgen ve dig., 1998; Sen, 2005).
3.2.3. Eksplantlarin Elde Edilmesi ve Kiiltiir Ortamina Ekimi

Yiizey sterilizasyonu sonrasi sismeye birakilan tohumlarin olgun embriyolari, aseptik kosullar
altinda steril pens ve bisturi yardimi ile endospermlerinden ayrildiktan sonra tuz stres etmeni
uygulamasi icin farkli konsantrasyonlarda NaCl iceren besiyerlerine ekildi. Kiiltiirler
25+2 °C’de 16 saat 151k/ 8 saat karanlik giin periyodunda 4 hafta boyunca gozlendi (Sen, 2005).

Sekil 3.2°de kiiltiir ortamina alinan olgun embriyolar goriilmektedir.

Sekil 3.2: Bugday embriyolarinin besiyere yerlestirilmesi.
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3.3. BIYOKIMYASAL ANALIiZ YONTEMLERI

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan tuz stresoriiniin bugday bitkisinde meydana getirdigi
zararlanmalarin tespiti i¢in biyoindikator olarak siklikla kullanilan MDA, klorofil ve karotenoid

miktarlar: 6l¢tildi.
3.3.1. MDA Miktarinin Belirlenmesi

Calismamizda MDA miktarini belirlemek i¢in Heath ve Packer (1968), yontemi takip edildi.
Bunun i¢in yaklasik 0.1 g yaprak dokusu %0.1°lik trikloroasetik asit (TCA) i¢inde homojenize
edildi ve elde edilen homojenat 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Ardindan 500 pl’lik
tist sivi1 igerisinde %0.5°lik thiobarbiturik asit (TBA) ve %20’lik TCA igeren 2 mlI’lik reaktif
¢ozelti ile karigtirildi. Bu karisim 95°C’de 60 dakika su banyosunda kaynatildi ve buz igerisinde

sogutuldu.

Sogutulan karisim tekrar 10.000 rpm’de santrifiij edildi ve st sivi UV-Goriliniir Bolge
Spektrofotometresinde (IMPLEN NanoPhotometer, U.K) 532 nm (Asz2) ve 600 nm (Asoo) dalga
boylarinda 6l¢iildii. Elde edilen absorbans sonuglari Denklem (3.1)’de yerine koyularak, MDA

miktar1 “nmol/ml” cinsinden hesaplandi.

MDA (anI/ml) = A532 - A600/155000 X 106 (31)

3.3.2. Klorofil ve Karotenoid Miktarlarimin Belirlenmesi

Farkl1 konsantrasyonlarda tuzluluk igeren kiiltiir ortamlarinda yetisen Selimiye bugday ¢esidine
ait bitkilerin yaprak numunelerinde total klorofil ve karotenoid miktarlarinin Glgiilmesinde
Lichtenthaler ve Wellburn (1983), yontemi kullanildi. Bunun igin her bir deney grubuna ait 0.1
g yaprak ornekleri 1 ml %100’lik aseton kullanilarak havanda homojenize edildi. Ardindan
homojenat 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen st sivilan
645 nm (Aess), 662 nm (Ass2) ve 470 nm (As7) dalga boyunda UV-Goriiniir Bolge
Spektrofotometre ile okundu. Klorofil a Denklem (3.2)’de, klorofil b Denklem (3.3)’de, total
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klorofil Denklem (3.4)’de ve karotenoid Denklem (3.5)’de miktarlar1 asagida verilen

denklemlerin yardimi ile pg/ml cinsinden hesaplandi.

Klorofil a (Kl a)(ug/ml) = [(11.75 x Agez) — (2.35 X Agas)] (3.2)
Klorofil b (Kl b)(ug/ml) = [(18.61 x Agss) — (3.96 X Age2)] (3.3)
Total Klorofil (ug/ml) = Kla+ Klb (3.4)

Karotenoid (pg/ml) = [(1000 x A7) — (2.27 xKla) — (81.4x Kl b)]/227 (3.5)

3.4. RAMAN SPEKTROSKOPISI

Raman olayi ilk olarak, 1928 senesinde Hintli bilim insan1 Sir C.V. Raman’in kurmus oldugu
bir diizenek ile gozlemlenmistir. Gaz molekiilleri {izerine 151k gondererek yapmis oldugu bu

calisma, Raman’a 1930 senesinde Nobel 6diilii kazandirmistir.

Molekiillerin enerji seviyeleri arasinda absorbsiyon, emisyon olaylarinin yani sira sagilma da
gerceklesir. RS, maddenin bir 151k kaynagi ile aydinlatilmasiyla maddenin titresim modlarini
belirlemek i¢in kullanilan molekiiler parmak-izi teknigidir. Madde iizerine gonderilen 15181
sacilmasi yoluyla olusan sagilma spektrumu incelendiginde, spektrumdaki spektral ¢izgilerin
frekanslarinda kayma oldugu fark edilmistir ve bu olay literatiirde Raman etkisi (RE) olarak
bilinmektedir. Sagilma spektrumunda molekiillerin titresim ve donii ¢izgilerine karsilik gelen

pikler gozlemlenmektedir (Er, 2010).

RS’de; numuneye gonderilen 15181 dalga boyuna gore, numune molekiillerinden sagilan 15181n
dalga boyunda olusan ve Raman kaymasi olarak bilinen farklar 6lgiilebilmektedir. Enerjideki

degisim, sistemdeki titresim modlar1 hakkinda bilgi verir (Haken ve Wolf, 2008).
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Klasik fizikte, sagilan 151k elastik sag¢ilma olarak gozlendigi zaman frekans degisimi gozlenmez,
dolayisiyla enerji korunur ve bu olay Rayleigh sagilmasi olarak adlandirilir. Zamana bagl

elektromanyetik dalganin elektrik alan bileseni asagidaki gibi temsil edilir:

E = Eycos (2my,yt) (3.6)

E, elektrik alanin genligini, v, gelen 15181n frekansini temsil etmektedir.

Elektromanyetik alan ile molekiil etkilesime girdiginde, bu alan sayesinde molekiile ait enerji
seviyelerinde (elektronik kabuklarda) gelen 1s18in frekansi ile titresen bir dipol moment
olusmaktadir. Bu moment, molekiiliin boyutuna ve sekline bagl olan kutuplanabilirlik 6zelligi ile

dogru orantilidir (Haken ve Wolf, 2008).

Titresen elektrik dipol i¢in, gelen fotonla ayni frekansta olan Rayleigh fotonu, gelen fotondan
daha yiiksek frekansli Anti-Stokes fotonu ve gelen fotondan daha disiik frekansli Stokes fotonu
olusur. Klasik teoriye gore, diisiik ve yiiksek enerjilerdeki bu ¢izgilerin ayni siddete sahip
olmalar1 beklenmektedir. Ancak, Stokes ¢izgilerinin ger¢ekte daha siddetli gézlemlenmesi
durumu, RE’nin kuantum mekaniksel yaklagim altinda agiklanabilecegini gostermektedir.
Burada, molekiiliin baslangigta uyarilmis enerji seviyelerinde olmasini1 gerektiren Anti—Stokes
cizgilerinin siddetinin daha diisiik olmasini, bu seviyelerdeki molekiillerin sayisinin sicaklikla

azalmasi ile agiklayabiliriz (Nakamoto, 1986; Haken ve Wolf, 2008).

Kuantum mekaniksel teoride; RS’de elastik olmayan sagilma gerceklesmektedir. Bu durumda,
diisik ve yiiksek enerjilere kaymalarin her ikisi de gozlenebilir. Bu kayma gelen 1s18in
frekansindan bagimsiz olarak sagilan molekiile ait bir 6zelliktir. Sistem enerji kaybettiginde
Stokes sagilmasi tespit edilirken, sacilan fotonun enerjisi gelen 15181n enerjisine gore artarsa

Anti-Stokes sagilmasi gozlemlenir (Sekil 3.3).
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_________________________________ Sanal
Enerji Seviyesi

Titresim
Enerji Seviyeleri

Rayleigh Stokes Anti -Stokes
Sacilmasi Sacilmasi Sacilmasi

Sekil 3.3: Rayleigh, Stokes ve Anti-Stokes enerji ge¢islerinin sematik gdsterimi (Jablonski diyagramni).

Ornek iizerine UV-Gériiniir Bolge elektromanyetik dalga boyu araliginda 151k gonderildiginde,
gelen 1smna dik yonde sa¢ilma meydana gelir. v, frekansi ile Rayleigh sagilmasi gergeklesir ve
gelen 151n ile sacilan 1sinin frekanst esit oldugu icin, bu sagilmadan molekiiliin titresim
seviyeleri ile ilgili bilgi elde edilemez. Bunun yani sira, molekiil titresiminin frekansi v,,, olmak
tizere, (vo — vy,) frekansi ile Stokes ve (vg + v,,,) frekansi ile Anti-Stokes olaylar1 gergeklesir

(Ferraro ve dig., 2003).

Raman Spektroskopisi ii¢ ana boliimden olusmaktadir. Bunlar; Raman spektrometresi, numune
aydinlatmasi ve 1sik kaynagi (genellikle Laser)’dir. Laser kaynagi elektronlari uyarmak igin
mercek tizerinden 6rnege gonderilir ve geri sagilan 151k da ayni mercek tizerinden toplanir
(Skoog ve dig., 1998). Sekil 3.4’te, Raman spektroskopisi deney diizenegi sematik olarak

gosterilmistir.
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C; Lens
Raman Filtreleri
Ayna 1 17 O
Ayna Lens

| -

785 nm Faraday Filtre
Diyod Laser izolator

Sekil 3.4: Raman spektroskopisi deney diizeneginin sematik gosterimi.

3.5. TARAMALI AKUSTIiK MiKROSKOPISi

TAM diizenegi, kuvars lensli bir doniistiiriicii, pulser/alici, osiloskop, bilgisayar ve ekrandan
olugmaktadir. Sekil 3.5’te kurulumu sematik olarak verilmektedir (Bilen ve dig., 2018a;
Giizelgimen ve dig., 2020).

17 pm spot biiytikliigii ve 1.5 mm odak uzakligi olan 80 MHz’lik doniistiiriicii, tekrarlama orani
10 kHz ile 5 ns genislige sahip pulse iiretmektedir, numune ve referanstan yansiyan akustik
dalgalar1 topladig: i¢in pulser/alict gorevi gérmektedir (Bilen ve dig., 2018b; Giizelgimen ve

dig., 2020).

Sekil 3.5°ten goriilebilecegi gibi su, kuvars mercekle alt katman (substrat) arasindaki birlesme
ortami olarak kullanilir. Bilgisayar ile X-Y diizlemi kontrol edilmektedir. X-Y diizlemi
doniistiiriiciiniin iki boyutlu taramasindan sorumludur. Ol¢iimii yapilacak olan numuneden
yanstyan sinyaller ile referans deger olarak kullanilan distile sudan yansiyan sinyaller osiloskop
ile analiz edilir. 300 x 300 6rnekleme ile numunenin incelenen bolgesinden yaklasik olarak
20 um’lik yanal ¢oziiniirliik ile akustik yogunluk ve empedans haritalar1 gorsellestirilmektedir

(Giizelgimen ve dig., 2020).
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Referans Numune
Steril Su

Kuvars Lens

80 MHz
Transdiser

X-Y Alani —— Bilgisayar +«— Ekran

Pulser/Alici

Sekil 3.5: Akustik empedans modunda TAM kurulumunun semast.

Akustik empedans 6l¢limiiniin ¢aligma prensibi sematik olarak Sekil 3.6’da gosterilmistir. Bir
akustik dalga piezo-elektrik doniistiiriicti tarafindan tretilir ve safir kuvars lens tarafindan bir
numuneye odaklanir, daha sonra ayni déniistiiriicii tarafindan yansitilir ve almir. Incelenen

numune hedef olarak adlandirilmaktadir.

ref Numune

‘ Distile Su

Sekil 3.6: Akustik empedans 6l¢limiiniin ¢aligma prensibinin sematik olarak gosterimi.

Referans olarak kullanilan materyal ise genellikle distile (damitilmis) sudur. Hedef sinyal

Shedef 1S€;
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Zhedef—Zalt S (37)

S =
heaef Zhedef+Zalt 0

olarak tanimlanir. S,, piezo-elektrik dondstiiriicii (80 MHz) tarafindan {iretilen akustik

sinyaldir. Z, akustik empedans: ifade eder ve birimi MRayl’dir (1 Rayl = 1 kgm™2.s~1).

Zhedef » numunenin akustik empedansidir. Z,;, alt tabakanin (polistriren substratin) akustik
empedansi (2.37 MRayl) olarak tanimlanir. Z,., distile suyun akustik empedansi (1.50 MRay1)

olmak iizere referanstan yansiyan sinyal:

Syer = Zref—Zalt S (3.8)

olarak tanimlanir. Sonug olarak, numunenin akustik empedansi:

1 Shedef 1 ShedefZait=Zref)
7 — + So 7 — Sref(Zalt+Zref) (3 9)
hedef 1_5hedef alt ) Shedef(zalt—zref) alt '
So I Sref Zait+Zref)

ile hesaplanir. Gozlem siirecinde S;’1n sabit oldugu varsayilmaktadir (Bilen ve dig., 2018b;

Bilen ve dig., 2019; Demirkan ve dig., 2019; Giizelgimen ve dig., 2020).

Calismamizda kullanilan TAM deney diizeneginin sematik diyagrami Sekil 3.7°de
gosterilmistir. Numunenin yapisina gore elde edilen yansimanin yogunluk goriintiisii, 6rnege
ait akustik empedansa veya ornekten gecen ses hizina doniistiiriiliir. Numune altinda (X-Y
diizleminde) bulunan transformatorler ile mekanik olarak tarama gergeklesir. Bdoylece

mikroskobik diizeyde iki boyutlu goriintiler gdzlenir. Incelenen 6rnek  tiiriine
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(malzeme/doku/hiicre/bitki vb.) bagli olarak transformatoriin frekansi degisir. Bu frekans

degisimleri ile sistemin ¢6ziiniirligi dogru orantilidir.

Akustik mikroskop, iki boyutta 16 pm?’lik bir tarama ile maksimum 4.8 mm X 4.8 mm alan
yaklagik iki dakikada tarayarak ol¢iim almaktadir (Bilen ve dig., 2018a; Bilen ve dig., 2019;
Demirkan ve dig., 2019; Glizelgimen ve dig., 2020).

Numune

Alt Tas

Sinyal Islem <+
Doniigtiiriicti I —  Bilgisayar
—% Pulser/Alict Dijitale Cevirme
X-Y Tarama Makinesi
1

Sekil 3.7: TAM deney diizeneginin sematik diyagramu.

Yiizey akustik empedans degeri, numunenin yogunlugu, elastikiyeti ve mikrosertligi ile

iliskilidir.

Z=pV= JE,p (3.10)

Denklem 3.10°da p yogunluk, V akustik hiz, E,, elastikiyet modiiliidiir.
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Mikrosertlik, bir numunenin uygulanan bir dis kuvvet ve/veya stres etmenleri altinda tepki
olarak zararlanmalara/deformasyona direnme derecesini belirler. Bir malzemenin mikrosertligi,

elastikiyet modiiliindeki artigla artma egilimindedir.
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4. BULGULAR

4.1. FARKLI KONSANTRASYONLARDA TUZ UYGULAMASININ BUGDAY
GELISIMINE ETKIiSi

Selimiye ¢esidine ait bugdaym olgun embriyolarindan kurulan kiiltiirlerde tuz stres etmeni
uygulanmayan (kontrol) grup ile 50 mM - 100 mM - 150 mM - 200 mM konsantrasyonlarda
tuz stresoriiniin uygulandig1 gruplarin 4 haftalik gelisme siireci sonunda bitkilerin biiytime

durumlan Sekil 4.1°de goriilmektedir.

Doku kiiltiirii ortaminda, artan tuz konsantrasyonu uygulamasina bagli olarak bitki
rejenerasyonunda azalma tespit edilmistir. Bu tez ¢calismasinda uygulanan en yiiksek tuz stres
etmeni olan 200 mM NaCl’lik kiiltiir ortaminda, 4 haftalik bitki gelisim siirecinde bitki

rejenerasyonu elde edilememistir.
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4.2. BIYOKIMYASAL OLCUMLER

Bu tez calismasinda, kiiltiir ortaminda farkli konsantrasyonlarda tuzluluk uygulamasinin
Selimiye bugday c¢esidinde meydana getirdigi biyolojik zararlanmalarin tespiti igin
biyokimyasal 6l¢iimler Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji boliimiinde yer alan
Molekiiler Radyobiyoloji ve Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari’inda UV-Goriiniir Bolge
Spektrofotometresi kullanilarak gergeklestirildi.

4.2.1. MDA Miktan

Tuz stres etmeninin hiicre membranlarindaki lipid peroksidasyonu iizerindeki etkisini tespit
etmek i¢in ¢alismamizda MDA miktar1 6l¢iildii. Kontrol ve ¢esitli konsantrasyonlarda tuz
uygulanmig Selimiye cesidine ait 4 haftalik kiiltiirlerin yaprak érneklerindeki MDA analizi
sonuglart Tablo 4.1 de verildi. Kontrol grubunda 1.853+0.109 (nmol/ml) olarak hesaplanan
degerin, 50 mM NaCl uygulamasinda 2.045+0.285 (nmol/ml) degerine yiikseldigi goriildii.
MDA miktarinin degeri, 100 mM ve 150 mM NaCl’lik gruplarda kontrol grubuna ait MDA

miktariin altinda bir degere sahip oldugu tespit edildi.

Tablo 4.1: Farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanan Selimiye bugday ¢esidine ait yaprak 6rneklerinin

hiicre membranlarina ait lipid peroksidasyonlari.

Tuz Konsantrasyonlari MDA (nmol/ml)
Kontrol 1.853+0.109

50 mM NacCl 2.045+0.285

100 mM NacCl 1.395+0.161

150 mM NacCl 1.359+0.103

+ Standart Sapma
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4.2.2. Klorofil ve Karotenoid Miktarlar

Tuz stres etmeninin Selimiye bugday1 ¢esidinden kurulan kiiltiirlerde total klorofil, klorofil a,
klorofil b ve karotenoid miktari iizerine etkisini tespit etmek icin yaptigimiz spektrofotometrik
Ol¢timlerin sonuglar1 Tablo 4.2°de verildi. Klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarlarinin,
calismamizda uygulanan tuz stresériiniin en diisiik dozu olan 50 mM’lik deney grubundaki
bugday bitki 6rnekleri i¢in, kontrol ve 100 — 150 mM NaCl’lik deney gruplarinin {izerinde bir
degere sahip oldugu tespit edildi.

Tablo 4.2: Farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanan Selimiye bugday ¢esidine ait yaprak drneklerindeki

klorofil a, klorofil b, total klorofil ve karotenoid miktarlari.

Tuz Klorofil a Klorofilb  Total Klorofil ~Karotenoid
Konsantrasyonlari (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Kontrol 16.036+3.313 7.839+2.344  23.875+4.261 6.594+1.411

50 mM NaCl 18.669+1.365 8.415+1.492  27.084+2.844  6.929+1.464

100 mM NaCl 15.330+4.578 7.277+4.180  22.607+8.045  6.597+2.475

150 mM NaCl 15.780+2.605 6.521+1.860  22.301+4.451 5.723+1.194

+ Standart Sapma
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4.3. RAMAN OLCUMLERI

Bu tez calismasinda doku kiiltiirii ortaminda farkli tuz konsantrasyonlarinda (kontrol, 50 — 100
— 150 mM NaCl) 4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye ¢esidine ait bugday yapraklarindan
alinan Orneklerinin Raman spektrumlar;, Bogazi¢i Universitesi, Medikal Gériintiileme
Laboratuvari’nda yer alan Ocean QE Pro Spektrofotometre, 10x mikroskop objektif cihazi ile
analiz edilmistir (Sekil 4.2).

Raman sisteminde, dalga boyu 785 nm olan diyot Laser 15181 kullanildi. Spektrofotometrenin

giris aralig1 (entrance slit) 50 pm ve spektral ¢oziiniirliigii 11 cm™ dir.

Olgiim ve analiz parametrelerinden; drnek iizerinde Laser giicii ~100 mW, spektrometrenin
sinyal toplama zaman araligi 1 s olarak ayarlanmistir. Onislemde, Karanlik/Beyaz giiriiltii
diizeltmesi, Raman kaymasi kalibrasyonu, Floresan taban diizeltmesi, vektér normalizasyonu
yapilmistir. Goriintiileme, 10 ym tarama adimlart ile 600 pm X 600 um alanin1 kapsayacak

sekilde kaydedilmistir.
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Sekil 4.2: Raman Spektroskopisi deney diizenegi.

Bugday yaprak drneklerinin mikroyapisiyla ilgili bilgilerin eldesi igin hizli, giivenilir ve yiiksek
hassasiyetli spektroskopik tekniklerden olan RS uygulanarak, 6rnek ile etkilesen laser 1g1ginin
dalga boyuna gore, ornekten sagilan 1s1g8in dalga sayisindaki farklar Sl¢iildii ve Raman

spektrumlari kaydedildi.

Bu spektroskopik yontemde, kullanilan Raman tarama tablasini ve deney asamasinda 6lgiim
icin bitki yapraklarindan alinan 6rneklerin bu tablaya yerlesimini gosteren gorseller Sekil 4.3°te
verilmektedir.
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Sekil 4.3: a) Raman tarama tablasi ve b) 6rnek yerlesimi.

RS yontemi ile elde edilen veriler, MATLAB programi (MATLAB:R2021a, 2021) yardimiyla
Raman kayma dalga sayis1 (cm?) ile relatif Raman siddeti arasindaki iliskiyi gdsteren

spektrumlar olarak kaydedildi.

Raman 6l¢iimlerinde yapilan uygulamalardan biri olan nokta analizi, 6rnegin tek bir noktasinin
Raman spektrumunu elde etmede yaygin olarak kullanilir. Olgiim, érnegin herhangi noktasal
bir kismindan ve yaklasik birka¢ dakikalik kisa bir siire i¢erisinde yapilabilir (Smith ve Dent,
2005).

Raman 6l¢timlerinde, doku kiiltliri ortaminda farkli tuz konsantrasyonlari (kontrol, 50 — 100 —
150 mM NaCl) uygulanarak tuz etmenine maruz birakilan bugdaylardan alinan her bir yaprak
orneginden 3721 nokta tlizerinde tarama yapilarak, nokta analiz 6l¢limii gerceklestirildi. Her

deney grubundan yaprak ornekleri i¢in nokta Raman dl¢timleri alindi.

Besi ortaminda tuz igermeyen bir kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlarda tuz igeren dort
stres etmeni grubu olarak 4 haftalik yetistirilen Selimiye c¢esidine ait bugdaylarin yaprak

orneklerinden elde edilen Raman spektrumlari ve band atamalar1 Sekil 4.4°te goriilmektedir.
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Sekil 4.4: MS besi ortaminda tuz icermeyen bir kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlarda tuz igeren
dort grup olarak 4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye c¢esidine ait bugdaylarin yaprak

orneklerinden alinan Raman spektrumlar1 ve band atamalart.

Bugday bitki yaprak orneklerinin kimyasal yapilarindaki farkliliklart ayrintili olarak
gorsellestirmek icin, iki seliiloz bandma (522 ve 1115 cm™) ve pektin bandina (747 cm™) ait
dalga sayisi kaymalar1 {izerinden 2-3 boyutlu Raman haritalandirma teknigi kullanildi
(Sekil 4.5 - 4.7). 2-3 boyutlu Raman haritalarinin olusturulmasinda MATLAB programindan
(MATLAB:R2021a, 2021) yararlanildi. Bu grafikler, 6rnek {izerinde taranan bolgenin
molekiiler yapisinin goriintiilenmesi anlamini tagimaktadir. Bu goriintiilerin siddet dagilimlari,

farkli dalga sayilarina gore degisim gdstermektedir.

Bu haritalandirmada, tarama tablas1 kullanilarak, her adimda 10 pm ilerlemek iizere, X-y
eksenlerinde toplamda 610’ar pm?’lik alan tarandi. 61°er noktadan alinan birer saniyelik
Olgtimler sonucu elde edilen spektral goriintii sayesinde, incelenen kimyasal yapinin uzamda
nasil degisiklik gosterdigi anlagilabilmektedir. Goriintiiler, sinyal toplama zamanim
tyilestirmek adina, ¢oziiniirliikten feragat edilerek elde edildi. Bitkilerle yapilan Raman

goriintiileme deneylerinde 10 pum’lik yanal ¢oziiniirliik oldukca yeterlidir. Fakat daha fazla
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ayritinin istendigi durumlarda, sinyal/giiriiltii oran1 g6z 6niinde bulundurulmadan daha ytiksek

¢Oztiniirliiklii goriintii elde etmek de miimkiindiir.

Kontrol 50 mM NaCl
11000 5500
5000
12000 s 6000
4500
10000 9000 5000
4000
8000 8000 4000
6000 3000 3500
7000
4000 2000 3000
6000
2000 1000 2500
5000
0 0 2000
60 60
4000 1500
3000 1000
0
(b)
150 mM NaCl
2400 2200
2200 2000
2500 2500 A
2000 1800
2000 2000
1800 1600
1500 1500
1600 1400
1000 1000
1400 1200
500 500
1200 1000
0 1000 0
60 60 800
800
600
600
400

Sekil 4.5: 522 cm™ seliiloz bandina gore degisimi gdsteren ii¢ boyutlu Raman haritalari.
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Kontrol 50 mM NaCl
2200
3500 2000
4000 2500
1800
S 3000 2000 -
1500
2000 2500 1400
1000 1200
1000 2000 500 1000
0 g 0 800
60 1500 60
600
1000 400
150 mM NaCl
1000 1000
900
1200 900 1200
1000 800 1000 800
800 700 800 700
600 600
600 900
400 400
500
200 500 200
0, 400 0 g 0
6!
60 0 300
300
200

Sekil 4.6: 747 cm™ pektin bandina gore degisimi gosteren ii¢ boyutlu Raman haritalar.
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Kontrol 50 mM NaCl
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Sekil 4.7: 1115 cm™* seliiloz bandina gére degisimi gosteren ii¢ boyutlu Raman haritalari.

Bu tez ¢alismasinda, iki seliiloz bandinm (522 ve 1115 cm™?) ve pektin bandinin (747 cm™)
siddetlerinde ciddi farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Ornegin; Sekil 4.7°den goriilebilecegi
gibi, kontrol grubu orneklerinden alnan 1115 cm™ seliiloz bandinin 8lgiimiinde 200 - 1000
arasinda degisim gosterirken, bitki rejenerasyonunun tespit edildigi en yiiksek tuz

konsantrasyonuna sahip 150 mM NaCl’lik deney grubunda 0 - 250 arasinda degismektedir.
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4.4. TAM OLCUMLERI

Bu tez ¢alismasinda doku kiiltiirii ortaminda farkli tuz konsantrasyonlarinda (kontrol, 50 — 100
— 150 mM NaCl) 4 haftalik yetistirilen Selimiye ¢esidine ait bugdaylardan alinan yaprak
orneklerinin yiizey akustik goriintiileri, Bogazi¢i Universitesi, Medikal Goriintiileme
Laboratuvari’nda yer alan SAM AMS-50SI (Honda Electronics) cihazi ile analiz edilmistir
(Sekil 4.8).

Sekil 4.8: Bogazici Universitesi, Medikal Gériintilleme Laboratuvari’nda yer alan SAM AMS-50SI

(Honda Electronics) cihazi.
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Sekil 4.9: TAM ol¢limlerinin elde edilmesini saglayan programin ara yiizii.

TAM olclimleri alinmasi ve verilerin kaydedilmesi esnasinda kullanilan bilgisayar programinin
ara yiizii Sekil 4.9'da goriilmektedir. Ara yiizde, 1: bitki yaprak drnegine ait dl¢limlenen yiizey
alanindan yansiyan ses sinyallerinin siddet degisimini; 2: akustik yiizey goriintiisiini;
3: ornekten yansiyan akustik sinyalleri, 4: 6l¢iim icin secilen akustik sinyali; 5: 6l¢lim alinmasi
istenilen modun se¢ildigi ve X-Y odak noktalarinin belirlendigi bolgeyi; 6: kaydetme ve analiz
etme bolgesini; 7: referans ve alttas (substrat) malzemelerine ait akustik empedans degerlerinin

verildigi bolgeyi ifade eder.

TAM yontemi ile doku kiiltiirinde uygulanan farkli konsantrasyonlardaki tuz uygulamalarinin
bitkide yaratmis oldugu etkiler/zararlanmalar, 6rnek basina yaklasik iki dakikalik bir 6l¢iim

sonucu ile saptandi. Tiim bitki deney gruplarindaki bugdaylardan, her bir deney grubu icin
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Ol¢tim alinan 6rnekler arasindan segilen 4’er yaprak orneginin TAM yontemi ile elde edilen

ylizey akustik goriintiileri Sekil 4.10 — 4.13°te gosterilmistir.

237 S 237 %
& g
223 & 223 S
208 2 2.09 §
3 194 2
194 2 ol
1.80 uEJ 1.80 2
4 T
1.65 % 1.66 g
=
1.51 -:E 1.52 :E
237 5 265 2
C‘é <)
23 § 246 &
209 2 227 2
3 £
194 2 209 8
180 190 &
-l
166 = 171 g
2 Z
-5
152 £ 152 %

50 100 150 200 250 300

Sekil 4.10: Kontrol deney grubunda 4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye ¢esidine ait bugdaylardan
6l¢lim alinan 6rnekler arasindan segilen 4’er yaprak 6rneginin TAM yontemi ile elde edilen yiizey

akustik goriintiileri: a) Kontrol 1, b) Kontrol 2, ¢) Kontrol 3, d) Kontrol 4.
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Sekil 4.11: 50 mM NaCl’lik deney grubunda 4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye ¢esidine

bugdaylardan 6l¢iim alinan 6rnekler arasindan secilen 4’er yaprak 6rneginin TAM ydntemi

elde edilen yiizey akustik gortntiileri: a) 50 mM 1, b) 50 mM 2, ¢) 50 mM 3, d) 50 mM 4.

Akustik Empedans (MRayl)

Akustik Empedans (MRayl)

ile
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Sekil 4.12: 100 mM NaCl’lik deney grubunda 4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye c¢esidine ait
bugdaylardan 6l¢iim alinan 6rnekler arasindan secilen 4’er yaprak 6rneginin TAM yontemi ile

elde edilen yiizey akustik goriintiileri: a) 100 mM 1, b) 100 mM 2, ¢) 100 mM 3, d) 100 mM 4.
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Akustik Empedans (MRayl)

Akustik Empedans (MRayl)
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Sekil 4.13: 150 mM NaCl’lik deney grubunda 4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye g¢esidine

bugdaylardan Sl¢iim alman ornekler arasindan segilen 4’er yaprak érneginin TAM yoOntemi

Akustik Empedans (MRayl)

Akustik Empedans (MRayl)

ait

ile

elde edilen yiizey akustik gortintiileri: a) 150 mM 1, b) 150 mM 2, ¢) 150 mM 3, d) 150 mM 4.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada; Selimiye ¢esidine ait olgun bugday embriyolar1 doku kiiltiirii ortaminda kontrol,
50, 100, 150 ve 200 mM NacCl stres etmenine maruz birakarak 4 hafta boyunca yetistirildi. Tuz
stres etmeninin bugday bitkisinde neden oldugu etkiler/zararlanmalar; UV-Goriiniir Bolge
Spektrofotometresi kullanilarak biyokimyasal biyoindikatorlerin olgiilmesi, RS kullanilarak
biyokimyasal biyoindikatorlerin band atamasi ve relatif siddetlerinin Olgiilmesi, TAM
kullanilarak yiizey akustik goriintiileri ve akustik empedans degisimlerinin 6l¢iilmesi yoluyla

tespit edildi.

5.1. DOKU KULTURU ORTAMINDA TUZ UYGULAMASI VE BUGDAY BITKIiSi
UZERINE ETKILERININ ANALIiZi

Selimiye bugday ¢esidinin olgun embriyolarina doku kiiltiirii ortaminda uygulanan farkli
konsantrasyonlarda tuzun etkisi 4 haftalik biiylime siirecinde diizenli periyotlarla takip edildi.
Bu siire¢ boyunca 200 mM NaCl konsantrasyonuna ait doku kiiltiirii ortamindaki bitkilerde
biiytimenin ger¢eklesmedigi, diger gruplarda ise biiyiimenin olustugu gézlenmistir. Bu nedenle
calismamizdaki tiim oOlgiimler kontrol, 50, 100 ve 150 mM NaCl iizerinden yapildi. Tuz
stresoriiniin etkisi 50 MM NaCl olan en diisiik konsantrasyondan itibaren goriilmiistiir. Kurulan
doku kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda tuz stres etmeni uygulandiktan sonra kontrol grubu
baz alinarak incelendiginde, tuz konsantrasyonu arttik¢a bitki biiylimesinde konsantrasyona

bagli olarak azalma meydana gelmistir.

Izci (2009) ii¢ farkli pamuk, Aver ve dig. (2020) pamuk, Kadan ve Uzal (2020) biber bitkisine
doku kiiltiirii ortaminda farkli NaCl konsantrasyonlar1 uygulamislar ve artan konsantrasyona
bagli olarak bitki bilylimesinde azalmanin meydana geldigini bildirmislerdir. Caligmamizda

elde edilen sonugclar literatiir ile uyumluluk gostermektedir.

4. haftanin sonunda doku kiiltiirii ortaminda rejenere olan bugday bitki yapraklarindaki

klorofil a, klorofil b, total klorofil, karotenoid ve MDA analizi yapild.

MDA 6l¢iimii, tuz stresoriiniin neden oldugu hasari belirlemek i¢in sik kullanilan bir 6l¢iimdiir.
Calismamizda Denklem 3.1 yardimiyla hesaplanan MDA miktar1 degerleri dikkate alindiginda,
50 mM NaCl’lik grupta kontrol grubuna gore artisin meydana geldigi goriilmistiir. MDA
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analizinde, 100 mM ve 150 mM NaCl’lik gruplardaki MDA degerleri kontrol grubununda
altinda tespit edilmistir (Sekil 5.1).

28 T T T ¥ T b I

o i
(=) L
T T
I 1

MDA (nmol/ml)

L2 —

08 1 " 1 n 1 " 1
Kontrol 50 mM 100 mM 150 mM

Tuz Konsantrasyonlari

Sekil 5.1: MDA miktarinin konsantrasyona gore degisimi.

Tuz stres etmeninin etkisi ile artan ROT’larin hiicre zarindaki doymamis-yag-asitlerinde
oksidasyona sebep oldugunu ve buna bagli olarak membranlarda lipid peroksidasyonunun son
tiriinlerinden biri olan MDA igeriginin maruz kalinan tuz konsantrasyonuna bagli olarak
arttigini gosteren bir¢ok calisma mevcuttur (Baran, 2011; Yildiztugay, 2011; Karadag, 2013;
Mir ve dig., 2015; Kirkisla, 2018). Fakat yapmis oldugumuz ¢alismada goriildiigii gibi, stres
etmenlerine bagl 6lgiim alinan MDA miktarinin uygulanan stres etmeninin siddeti ile dogru
orantili olarak artig/azalis gostermedigini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur. Shalata ve Tal
(1998), Koca ve dig. (2006), Lycopersicon pennellii de tuz stresorii uygulayarak MDA
miktarindaki direngli gesitte duyarli geside gore daha diisiik oldugunu saptamislardir. Esfandiari
ve dig. (2007), iki farkli bugday ¢esidi tizerine tuz stres etmeni uygulamis ve MDA miktarinin
birinde arttigin1 digerinde ise degisiklik meydana gelmedigini bildirmislerdir.
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Ayan (2010), Adasoy soya ¢esidi ile yapmis oldugu c¢alismada uygulanan tuz stres etmenine
gore MDA miktarinin, 50 mM NaCl grubunda kontrol grubuna gére azaldigini tespit etmistir.
En yiiksek MDA miktarini kontrol grubunda, en diigiik miktar1 ise 60 mM NaCl olan grubunda
oldugunu hesaplamistir. Kirkigla (2018), yapmis oldugu ¢aligmada tuz stresorii altinda bugday
bitkisinin siirgiin dokusunda MDA miktarini 6lgmiis bu 6l¢iim degerlerinin rakamsal olarak

artis gosterdigini fakat bu artisin istatiksel olarak bir anlam ifade etmedigini rapor etmistir.

Calismamizda Selimiye bugday ¢esidinin olgun embriyolarindan kurulan kiiltiirlerde dort farkl
konsantrasyondaki tuz stres etmeninin yapraklarinda meydana getirdigi klorofil miktarlarindaki
degisimi de belirlendi. Total klorofil miktari; kontrole gore 100 mM ve 150 mM NaCl stresorii
uygulanan gruplarda diistiigii gézlenirken, 50 mM NaCl stresorii uygulanan grupta artisin
meydana geldigi saptanmistir. Benzer sonuglar klorofil a ve b miktarlari i¢in de s6z konusudur

(Sekil 5.2).

Calismamizda yapraklarda bulunan karotenoid miktar1 da 6l¢iilerek, 50 mM NaCl’lik grupta
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu, 100 mM ve 150 mM NaCl’lik stres etmeni
uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna gore azalis gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 5.2). Bu
sonuglar dogrultusunda tuz stres etmeni altinda biiyiiyen Selimiye g¢esidine ait bugday
yapraklarinda zararlanmalar meydana getirdigi, klorofil ve karotenoid miktarlarindaki

degisimlerin gozlenmesi vasitasiyla belirlenmistir.
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Sekil 5.2: Karotenoid, klorofil a ve klorofil b miktarlarinin konsantrasyona gore degisimi.

Garg ve Singla (2004) yaptiklar1 ¢alismada dort nohut gesidi itizerinde farkli tuz stres
etmenlerini (NaCl, CaClz, Na,SO4) uygulayarak 40, 70 ve 100 giin sonra yapraklarindaki
klorofil miktarini tayin etmislerdir. Tuz stres etmeninin bitkide meydana getirdigi sararmalarin
klorofil pigmenti tizerinde olumsuz etkisi oldugunu bildirmislerdir ve buna bagl olarak klorofil
miktarlarinda azalmalar oldugunu gozlemislerdir. Tuz stresorii metabolik olaylarin aksamasina,
Cave K, P, Mg ve N gibi makro elementlerinin emilimlerinde azalmaya neden olarak klorofil

sentezini olumsuz etkiledigi vurgulanmaktadir (Yakat, 2005).

Sairam ve dig. (2002) ve Sairam ve Srivastava (2002) bugday bitkine uygulanan tuz etmenleri
sonucunda klorofil miktarinda azalma tespit etmislerdir. Fasulye (Canak¢1 ve Munzuroglu,
2004), misir (Khodory, 2004), Charbaji ve Ayyoubi (2004) ise iiziim ¢esitlerinde ve arpa (EI-
Tayeb, 2005) bitkilerinde artan tuz uygulamasinin etkisi ile klorofil (a, b ve total) miktarlarini

azalttig1 tespit edilmistir.

Karotenoidler, yesil bitkilerin klorofillerinde yag ve proteinlere bagli olarak bulunurlar

(Karadurak, 2020).



45

Dut {izerine yapilan bir ¢alismada tuz stresoriiniin yapraklarda bulunan Kklorofil miktarinin
yanisira karotenoid miktarinida azalttigi rapor edilmistir (Agastian ve dig., 2000). Benzer
sekilde hashas bitkisinde yapilan baska bir ¢alismada ise tuz stres etmeninin karotenoid
miktarinda azaltma yarattigi gosterilmistir (Durukan, 2011). Kirkisla (2018), bugday bitkisi
tizerinde tuz stresoriintin etkisini tespit etmek i¢in yapilan ¢alismada yapraklardaki klorofil
miktarlarinin yani sira karotenoid miktarininda azaldig: bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda elde

edilen 6l¢tim sonuglari da bir 6nceki sonuglar ile bagdagmaktadir.

5.2. RAMAN SONUCLARININ ANALIZI

Selimiye ¢esidine ait olgun bugday embriyolarinin doku kiiltiirii ortaminda 4 hafta boyunca
yetistirilmesi ile elde edilen yaprak 6rneklerinden alinan numunelerin tuz konsantrasyonuna
bagli Raman spektrumlart incelendi. Uygulanan farkli konsantrasyonlarda tuz uygulamalarina
kars1 bitkinin verdigi tepkiler, spektrumda gozlenen Raman kayma dalga sayilarina titresim
modlarindaki siddet degisimleri vasitasiyla tayin edilmeye ¢alisildi. Tablo 5.1°de,
spektrumlardaki bandlara karsilik gelen band atamalar1 yapildi ve atfedilen titresim modlari

verildi.

Raman Spektroskopisinde, C=C, C-O-C ve C-N gibi kimyasal baglarin titresimleri giiglii
sinyaller vermektedir (Kneipp ve dig., 1999; Farber, 2018). Gerilme titresimleri; atomlar
arasindaki mesafenin, atomlarin bag eksenleri boyunca devamli olarak degismesi ile ilgilidir
(Celik ve dig., 2003; Kumsar, 2015). Esneme titresimleri v ile gosterilir, atomlarin birbirlerine
dogru yaklagsma ve uzaklagma hareketi ile ilgilidir. Egilme titresimi; atomlar arasindaki a¢inin
degismesi ile ilgilidir ve dort tipi vardir bunlar; kesilme, sallanma, burulma ve biikiilmedir
(Celik ve dig., 2003; Kumsar, 2015). Calismamiz da elde edilen Raman spektrumu band
atamalarinda gozlemlenen egilme titresim modlar1 burulma ve diizlem dis1 biikiilmedir. o
burulma titresimine, y diizlem dis1 biikiilme titresimine karsilik gelmektedir (Kumsar, 2015;
Farber, 2018; Farber, 2020).
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Tablo 5.1: Raman spektrumlarinda gézlemlenen bandlarin raman kayma dalga sayilari (cm™), titresim

modlar1 ve band atamalari referanslari ile birlikte verilmistir.

Raman Band
Titresim modu Referans
Kaymasi (cm™) atamasi
522 v (C-0-C) Seliiloz Edwards ve dig., 1997
747 y (C-O-H) Pektin Synytsya ve dig., 2003
816 v (C-0-C) Seliiloz Edwards ve dig., 1997
855 C-C-N gerilme Serin Zhu, 2011
1065 v (C-0-C) Seliiloz Edwards ve dig., 1997
1122 v (C-0-C) Seliiloz Edwards ve dig., 1997
1235 - 1250 C-N gerilmesi Amide 111 Williams ve dig., 1980
1382 & CHzegilme titresimi  Alifatik Yu ve dig., 2007
1515 C=C gerilmesi Karotenoid  Jehlicka ve dig., 2014
1554 COC titresimi Klorofil a Jehlicka ve dig., 2014
) Schulz ve Baranska,
1563 COC titresimi Klorofil b
2007
Williams ve dig., 1980;
1630 C=0 gerilmesi Amide | Schulz ve Baranska,
2007
Williams ve dig., 1980;
1680 C=0 gerilmesi Amide | Schulz ve Baranska,

2007

Calismamizda uygulanan tuz konsantrasyonu arttikga, Raman spektrumunda siddeti azalan

bandlar; 522, 747, 816, 855, 1065, 1122, 1235 — 1250, 1630, 1680 cm™* olarak gdzlemlendi.

522, 816, 1065, 1115 cm? bandlari seliloza, 747 cm™® pektin, 855 cm™ serin,
1630 - 1680 cm™ aras1 amide I ve 1235 - 1250 cm™ aras1 ise amide III bandlarna karsilik
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gelmektedir (Williams ve dig., 1980; Edwards ve dig, 1997; Synytsya ve dig., 2003; Schulz ve
Baranska, 2007; Zhu, 2011). Karotenoid 1515 cm™, klorofil 1556 cm™ ve alifatikler 1374 cm™
bandlarina karsilik geldigi ise 6nceki ¢aligsmalarda rapor edilmistir (Schulz ve Baranska, 2007;
Yu ve dig., 2007; Jehlicka ve dig., 2014).

4 haftalik bugday yaprak oOrneklerine ait Raman spektrumu Ol¢iimlerinin, olgun bugday
embriyolarinin yetistigi besiyer icerisindeki tuz konsantrasyonu artarken, Raman spektrum
cevabinin 450 - 1250 cm™ bolgesinde azalma yoniinde oldugu, 1250 - 1600 cm™ dalga sayisi
araliginda tuz konsantrasyonu 50 mM NaCl olarak uygulanan gruba ait 6rneklerde diger
incelenen gruplara gore bir artis gézlemlendi. 1600- 1800 cm™ dalga sayis1 araliginda ise, tuz

konsantrasyonu arttikga Raman siddet degerlerinde lineer bir azalis tespit edildi.

Bitkiler stres etmenlerine maruz kaldiklarinda hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi
ROT’larin iiretimi tetiklenir. Uretimdeki bu artis hiicrenin énemli yapitaslar1 olan protein,
karbonhidrat ve klorofil gibi makro molekiillerinin yapilarina zarar verir (Parida ve Das, 2005;
Kusvuran ve dig., 2008; Sienkiewicz-Cholewa ve dig., 2018; Dogru ve Bildiren, 2020). Bu
durum, calismamizda elde ettigimiz Raman spektrumlarinda tespit edilen ve spektrumda
karakteristik bandlara karsilik gelen klorofil ve karotenoid biyoindikatorlerin siddetlerinde
degisime neden olmaktadir. Raman spektrumundaki klorofile ait en siddetli pik 50 mM NaCl’
de gortildii ve bunu kontrol, 100 mM NaCl ve 150 mM NaCl’ye ait olan pikler takip etti. Bu
analizin biyokimyasal 6l¢timler ile belirlenen klorofil miktarlari ile uyumlu oldugu goriildii.
ROT’larin meydana getirdigi zararlanmanin etkilerini azaltmada gorevli olan karotenoidlerin
degisimi de Raman spektrumunda gozlendi. Spektrumda karotenoide ait en siddetli pik 50 mM
NaCl’ de goriildii ve bunu 100 mM NacCl, kontrol ve 150 mM NaCl’ye ait pikler takip etti.
Klorofil miktarinda oldugu gibi RS ile biyokimyasal dl¢iimler sonucunda belirlenen karotenoid

miktarlarinin da uyumlu oldugu goriildii.

Bitkilerin hiicre duvarlarinin yapisinda bulunan seliiloz, bitkinin temel yap1 taglarindan biridir
(Akoglu ve dig., 2010). Seliiloziin bitkinin mikrosertligi ve elastikiyeti ile baglantili oldugu
sOylenebilir. Raman analizi sonucunda tuz stres etmeninin etkisi ile seliiloziin titresim
modlarina atfedilen band siddetlerindeki degisim goézoniine alindiginda, bitkinin yapisal
ozelliklerinden olan mikrosertliginde meydana gelen degisimler ile ilgili de bilgi edinilebilecegi

yorumuna varilabilir.
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Seliiloz, hemiseliiloz diginda bitkinin hiicre duvarlarinin yapisinda pektin, protein ve ligninler
de bulunur (Kaur ve dig., 2017). Pektin, bitkilerin hiicre duvarlarinin yapisinda bulunmasi
nedeni ile stres etmenlerine karst vermis oldugu cevaplar, ilgili bandin siddetlerinin farklilig:
ile yorumlanabilir. Seliiloz, hemiseliiloz ve pektin degerlerinin tuz stres etmeni altinda diistiigi
literatiirde de bildirilmistir (Piro ve dig., 2003).

Raman haritalanmasi kullanilarak Sekil 4.5 - 4.7°de goriilen seliiloza ait iKi bandin (522 ve 1115
cm™) ve pektine ait bandin (747 cm™) siddet degerlerinde belirgin farklilik oldugu gézlemlendi.
Aradaki bu farkliligin nedeni, tuz stres etmenine maruz kalarak biyiiyen bitkilerin
membranlarinda tuza bagli olarak meydana gelen zararlanmalar nedeni ile yapisinin
bozulmasini ve islevini kaybetmesiyle Raman spektrumundaki siddetlerde diisiistin meydana

gelmesi olarak yorumlamaktayiz.

Proteinlerin tuz stresorii altindaki bitkilerde ozmotik diizenlemeyi sagladigi bildirilmektedir
(Ashraf ve Haris, 2004). Uygulanan tuz stres etmenine bagh olarak protein sentezi ve
seviyesinin azalmasina ve sonug olarak bitkinin biiytimesi ve gelismesini olumsuz yonde
etkilemektedir (Artlip ve Funkhouser, 1995; Kong ve dig., 2005; Sonmez, 2019). Stresor
aminoasidi olarak bilinen serin, bitki dokusunda stres etmeninin meydana getirdigi olumsuz
etkilerin giderilmesinde gorevli oldugu literatiirde bildirilmistir (Ros ve dig., 2014; Olgun ve
dig., 2016). Serin ayn1 zamanda tirozin ile birlikte hiicre duvarinin yapisinda bulunan
aminoasitlerden biridir (Zhu, 2011). Stres etmeni altinda biiyiiyen bitkilerde serin aminoasiti ve
prolin birikiminin arttig1 literatiirde bildirilmektedir (Mansour, 2000).

Literatiir bilgisine gore Raman spektrumlarinda protein degisimi Amide | (1630 — 1680 cm™
aras1) ve Amide III (1234 - 1248 cm™) bantlarinda gozlemlenir (Williams ve dig., 1980; Schultz
ve Baranska, 2007). Calismamizda elde ettigimiz Raman spektrumlarinda bu bantlarin Raman

siddetlerinin uygulanan tuz konsantrasyonuna bagli olarak azaldigi1 gozlendi.

Yapilarinda karbon ve hidrojen bulunduran alifatiklerin hidrokarbonik yapida olduklar
bildirilmistir (Sheppard, 1948). Farkli bitki yaprak yapilarinda, alifatik hidrokarbon serilerinin
bulundugu literatiirdeki ¢alismalarda mevcuttur (Li ve dig., 2012; Bush ve Mclnerney, 2015;
Pu ve dig., 2017; Pu ve dig., 2018). Calismamizda 1382 cm™’e atanan alifatik bandinin Raman
siddeti degerleri 50 mM NaCl’lik tuz uygulanan deney grubunda daha siddetli oldugu

gbzlemlendi.
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4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye ¢esidine ait bugdaylarin yaprak érneklerinden elde edilen
Raman spektrumlarinda goézlenen seliilloz bandlarinin tuz konsantrasyonuna bagli Raman
siddeti degisimleri Sekil 5.3’te; pektin, serin ve alifatik bandlarinin tuz konsantrasyonuna bagl
Raman siddeti degisimleri Sekil 5.4’te; karotenoid, klorofil a ve klorofil b bandlarinin tuz
konsantrasyonuna bagli Raman siddeti degisimleri Sekil 5.5°te; amide I ve amide III
bandlarinin tuz konsantrasyonuna bagli Raman siddeti degisimleri Sekil 5.6’da karsilagtirmali

olarak verilmistir.
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Sekil 5.3: 4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye ¢esidine ait bugdaylarin yaprak orneklerinden elde
edilen Raman spektrumlarinda goézlenen seliiloz bandlarinin tuz konsantrasyonuna bagli Raman

siddeti degisimleri.
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Sekil 5.4: 4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye ¢esidine ait bugdaylarin yaprak érneklerinden elde
edilen Raman spektrumlarinda gozlenen pektin, serin ve alifatik bandlarinin tuz

konsantrasyonuna bagli Raman siddeti degisimleri.
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Sekil 5.5: 4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye ¢esidine ait bugdaylarin yaprak orneklerinden elde
edilen Raman spektrumlarinda gézlenen karotenoid, klorofil a ve klorofil b bandlarinin tuz

konsantrasyonuna bagli Raman siddeti degisimleri.
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Sekil 5.6: 4 hafta boyunca yetistirilen Selimiye ¢esidine ait bugdaylarin yaprak érneklerinden elde
edilen Raman spektrumlarinda gézlenen amide I ve amide III bandlarinin tuz konsantrasyonuna

bagli Raman siddeti degisimleri.

Incelenen bugday yaprak orneklerinin Raman spektrumlarindaki belirli titresim modlarina
karsilik gelen bandlarin Raman siddet degisimleri, 6rneklerin maruz kaldig: tuz stresoriine karsi
vermis oldugu tepkiler ve stres etmeninin neden oldugu zararlanmalardan kaynakli oldugu
diisiiniilmektedir. RS, incelenen bitkinin mikroyapisinda meydana gelebilecek degisimleri daha
hizli, yiliksek hassasiyetle ve yiiksek ¢oziiniirliikle belirleyebilmemize olanak saglar. RS teknigi,
bitki ylizeyine 785 nm dalga boyunda laser 15181 gdnderilerek incelenen bitki ylizeyinde yiiksek
¢oOziiniirliikte hizl1 bir taramaya olanak saglamaktadir. Bu yontem ile yapilan dlgiimlerde 6n
hazithk gerekmemekte olup, her bir 6rnege ait 200 — 2200 cm™ dalga sayis1 arahigindaki
spektrum bir kerede ve istenilen ¢oziiniirlige bagl olarak 5 dakika ile 30 dakika arasinda

degisen siirelerde hizl bir sekilde elde edilmektedir.

Bu calismada her bir bitki yapragi ornegi i¢in Raman spektrumu, yaklasik 30 dakikada
kaydedildi. UV-Goriiniir Bolge Spektroskopisinde ise, 6lglimii yapilacak her bir biyoindikator
icin ayrt ayrt uzun bir 6n hazirhik islemi yapilmasi gerekmektedir. Calismamizdaki
biyokimyasal analizler; MDA, klorofil ve karotenoid olgiimleri 6rnek basma yaklasik

30 dakika ile 120 dakika arasinda degisen siirelerde tamamlanmaktadir ve her bir analizin
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Ol¢timii i¢in spektrofotometre cihazi farkli dalga boyuna ayarlanmistir. RS ile UV-Goriiniir
Bolge Spektroskopi teknigine dayanan biyokimyasal ydntemler karsilastirildiginda; RS
tekniginin hem insan giicii gereksinimini hemde 6l¢iim zamanmi 6nemli olgiide azalttig

goriilmektedir.

5.3. TAM SONUCLARININ ANALIZI

TAM ile bugday bitkisinin yiizeyi hizli bir sekilde tarand1 ve tuz konsantrasyonuna bagli olarak

bitkinin yiizeyinde meydana gelen degisimler gozlemlendi.

Tuz stres etmeninin bitkilerin zarlarinda neden oldugu olumsuz etkiler lipid kompozisyonun,
zarin yapisinda bulunan proteinlerin aktivitesinin degisimi ile olusan zar yapisinin bozulmast
sonucunda zarin akiskanliginin ve gecirgenliginin etkilenmesidir (Wu ve dig., 1998; Reddy ve
lyengar, 1999; Huang, 2006).

Calismamizda dort farkli deney grubuna ait bugday yaprak 6rneklerinin 4.8 mm x 4.8 mm’lik

alan1 akustik dalga gonderilerek tarandi. Bulgular Boliimii’nde 6rneklerin akustik goriintiileri

verilmistir (Sekil 4.10 — 4.13).

NaCl stresorii uygulanmis orneklerin yiizey akustik empedansinin daha hassasiyetle elde
edilebilmesi igin, kontrol grubu referans alinarak diger gruplarda gosterdigi degisimi medyan
ortalama yontemine gore hesaplandi ve verilerden olusturulan grafik Sekil 5.7°de verildi. Bu
yonteme gore, her grup i¢in dlgiilmiis 6rneklerin TAM goriintiisli analiz edildi. Bu analizin

asamalar1 agagidaki gibidir:

e Kontrol grubundaki 6l¢iimlerin medyan degerlerinin hesaplanmasi ve ortalamalarinin
alinmasi,

e Ortalama degerinden biiyiik olan nokta Ol¢iim sayisinin, tiim goriintiilerde bulunup
sayilmasi,

e Kontrol grubu referans alinarak; 50 — 100 — 150 mM deney gruplariin her biri igin,
medyan degerinden biiyiik olan nokta 6l¢iim sayilarinin ortalamasi ve standart sapma

degerlerinin hesaplanmasidir.
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Sekil 5.7: Medyan degeri 6l¢iim sayilarinin (nokta l¢timlerinin sayisi) konsantrasyona gore degisimi.

Yapilan hesaplara gore, kontrol ortalama degeri 30389 ve ortalama degeri igin 15758 standart
sapma miktari; 50 mM NacCl i¢in ortalama 40640 ve standart sapma degeri 22725 bulunmustur.
100 mM ve 150 mM NacCl stresorii altinda kontrol medyan degeri 6lgiim sayilarinda azalma
gostererek; 100 mM i¢in ortalama degerin 25554 ve standart sapmanin 18429; 150 mM icin
ortalama degerin 9916 ve standard sapmanin 3967 oldugu hesaplanmistir (Sekil 5.7).

Medyan Ol¢tim hesabina ek olarak; bugday bitkilerinden alinan yaprak orneklerinin yiizey
akustik empedans degerleri hesaplandi. MATLAB programi (MATLAB:R2021a, 2021)
yardimiyla, her bir yaprak yiizeyi i¢in goriintiilenen akustik haritalarda tamamen yapraga ait
olan alanlar alinacak sekilde bir esik (threshold) bolgesi segilip, bu alanlara karsilik gelen yiizey

akustik empedans degerleri hesaplandi.
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Tablo 5.2°de kontrol grubundaki her bir 6rnek igin yiizey akustik empedans degerleri standart
sapmalart ile birlikte verilmistir. Kontrol, 50 — 100 — 150 mM NaCl deney gruplari i¢in agirlikli

ortalama akustik empedans degeri de hesaplanmustir.

Tablo 5.2: Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen Bugday bitkilerinden alinan yaprak drnekleri igin
TAM yontemi ile belirlenen yiizey akustik empedans degerleri (MRayl cinsinden) standart
sapmalan ile verilmistir. Kontrol, 50 — 100 — 150 mM deney gruplan i¢in agirlikli ortalama

akustik empedans degeri hesaplanmaistir.

Agirhikh Ortalama
) Standart sapma
Deney Grubu Akustik Empedans
degeri
Degeri (MRayl)

Kontrol 2.27 0.07
50 mM NaCl 2.46 0.10
100 mM NaCl 1.95 0.03

150 mM NaCl 1.64 0.05
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Sekil 5.8: Tuz konsantrasyonuna bagl agirlikli ortalama yiizey akustik empedans degerleri (MRayl)

standart sapmalart ile verilmistir.

Her bir 6rnek tizerinden elde edilen akustik empedans degerlerinin standart sapmalar1 dikkate
alinarak, agirlikli (mean) ortalama hesabi1 yapildi. Agirlikli ortalama degerlerine bakildiginda,
bugday bitkisinin yiizey akustik empedansinin 50 mM tuz stresériine maruz kalmis olan deney
grubu i¢in en yiiksek degeri aldigi goriilmektedir (Sekil 5.8). Ortalama akustik empedans
degerlerine bakildiginda, farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen 4 haftalik Selimiye
cesidine ait bugday yaprak Orneklerinin yilizey akustik empedans degerlerinde bir degisim

meydana geldigi goriilmektedir.

Calismamizda TAM yontemi ile elde ettigimiz sonuglarda, tuz stres etmeninin bitki yiizeyinde
meydana getirdigi zararlanmalar sonucunda bitkinin mikrosertlik ve ylizey elastikiyetinin de
degistigi saptanmistir. Kontrol grubu baz alarak, tuz konsantrasyonu farkina gore
karsilastirma yaptigimizda bitkinin yiizey akustik empedansinin en yiiksek oldugu degerin

50 mM NaCl’lik tuz konsantrasyonuna sahip deney grubunda gozlemlendigi goriilmektedir.
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Denklem 3.14’ten de anlasilacagi gibi, akustik empedans degeri 6rnegin elastikiyeti ile dogru
orantili olarak degistigi bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda TAM yontemi uygulanarak elde
edilen ol¢lim sonuglarin analizi, dogrudan bitki yaprak Orneklerinin mikrosertlik ve

elastikiyetlerinin degisimine de isaret ettigi diigiiniilmektedir.

TAM sonuglarindan; bitkilerin maruz kaldiklar1 stres etmenleri ile basa ¢ikabilmek ve
yasamlarii devam ettirebilmek i¢in bolgesel olusabilecek zararlanmalara kars1 oncelikli olarak
yiiksek bir direng gosterdikleri ve maruz kalinan stresoriin siiresine bagli olarak da sonrasinda

bu direnci koruyamadiklar1 yorumu yapilabilir.

Bu tez calismasinda;, TAM ile incelenen bugday bitki 6rneklerinin maruz kaldigi tuz
konsantrasyonu degisimine bagl olarak molekiiler yapisinin degisime ugradigi goriilmektedir.
Boylece TAM tekniginin hem 6rnege zarar vermeden hem de 2 dakika gibi ¢ok kisa bir siirede
stres etmeninin bitkinin mikroyapisina vermis oldugu zararlanmalar1 tayin edebilme amaglh
olarak kullanilabilecegi Ongoriilebilir. Literatiir taramasi sonucunda; Clair ve dig. (2000),
Elbaum ve dig. (2008), Povey ve dig. (2013) yapmis olduklari ¢alismalarda TAM’1n bitki hiicre
yapisinin analizinde kullanmiglardir. Fakat TAM’1n stres etmenlerinin bitki {izerinde meydana

getirdigi etkinin tespitine yonelik kullanimina rastlanmamaistir.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar 1s1ginda tuzluluk gibi stres etmenlerine maruz kalan
bitkilerin stres maruziyetlerinin belirlenmesine yonelik yapilacak ¢aligmalarda Raman ve TAM
gibi yiiksek ciktili ileri analiz tekniklerinin entegre edilmesi, analiz siirecine kolaylik, hiz ve

zaman kazandirma yoniinde katki saglayacag: diisiiniilmektedir.



58

KAYNAKLAR

Acikgdz, M.A., 2017, Achillea gypsicola tiiriinde kallus kiiltiirii ile sekonder metabolit iiretim
potansiyelinin belirlenmesi, Doktora Tezi, Ordu Universitesi.

Agastian, P., Kingsley, S.J. and Vivekanandan, M., 2000, Effect of salinity on photosynthesis
and biochemical characteristics in mulberry genotypes, Photosynthetica, 38, 287—290.

Akoglu, A., Karahan, A.G., Cakmak¢i, M.L. and Cakir, 1., 2010, Bakteriyel seliilozun
ozellikleri ve gida sanayisinde kullanimi, Gida, 35 (2), 127-134.

Alikamanoglu, S., 1999, |n vitro tekniklerle haploid seker pancar: (Beta vulgaris L.) bitkisinin
eldesi ve somatik mutasyonlarin olusturulmasinda gama radyasyonunun kullaniimasi,
Doktora Tezi, Istanbul Universitesi.

Alizadeh, H., Naghavi, M.R., Omidi, M. and Saatian, B., 2004, Effect of plant growth regulators
on direct shoot regeneration of wheat (Triticum aestivum L.), 4th International Crop
Science  Congress Brisbane, Australia, 1.10.2004, ISBN: 920-842-209,
http://www.agronomyaustraliaproceedings.org/images/sampledata/2004/poster/3/4/2/89
3_saatian.pdf, [Ziyaret Tarihi: 30.08.2020].

Almansouri, M., Kinet, J.M. and Lutts, S., 2001, Effect of salt and osmotic stresses on
germination in durum wheat (Triticum durum Desf.), Plant and Soil, 231, 243-254.

Arora, A., Sairam, R. K., Srivastava, G. C., 2002, Oxidative stress and antioxidative systems in
plants, Current Science, 82, 10.

Artlip, T.S. and Funkhouser, E.A., 1995, Protein synthetic responses to environmental stresses,
M. Pessarakli (Ed.), Handbook of Plant and Crop Physiology, 627— 644.

Arzani, A. and Mirodjagh, S.S., 1999, Response of durum wheat cultivars to immature embryo
culture, callus induction and in vitro salt stress, Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 58,
67-72.

Ashraf, M and Harris, P.J.C., 2004, Potential biochemical indicators of salinity tolerance in
plants, Plant Science, 166 (1), 3-16.

Aslam, Z., Jeschke, W.D., Barrett- Lennard, E.G., Setter, T.L., Watkin, E. and Greenway, H.,
1986, Effects of external NaCl on the growth of atriplex amnicola and the ion relations
and carbohydrate status of the leaves, Plant, Cell & Environment, 9 (7), 571-580.

Ayan, A., 2010, Soya (Glycine max L. Merrill) doku kiiltiiriinde antioksidan savunma
sistemlerine oksidatif stresin etkileri, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi.

Avcl, UY., Ahmed, H.A.A., Akdogan, G. and Uranbey, S., 2020, Farkli pamuk ¢esitlerinin in
vitro kosullarda tuz stresine toleransinin belirlenmesi, Gaziosmanpasa Bilimsel
Aragtirma Dergisi (GBAD), 9 (1), 13-26.



59

Babaoglu, M., Giirel, E. and Ozcan, S., 2002, Bitki biyoteknolojisi | doku Kiiltiirii ve
uygulamalari, Selcuk Universitesi Vakif Yayinlar:, Konya. ISBN: 975-6652-04-7.

Bahadur, A., Jangid, K.K., Singh A.K, Singh, U., Rai, U., Singh, M.K,, Rai, N., Singh, P.M.,
Rai, A.B. and Singh, B., 2016, Tomato genotypes grafted on eggplant: Physiological and
biochemical tolerance under waterlogged condition, Vegetable Science, 43 (2), 208-215.

Baran, A., 2011, Bitkilerin tuz stresine toleransinda salisilik asit ve prolinin fizyolojik roliiniin
arastiriimasi, Yiksek Lisans Tezi, Harran Universitesi.

Baranska, M., Schulz, H., Rosch, P., Strehle, M.A. and Popp, J., 2004, Identification of
secondary metabolites in  medicinal and spiceplants by NIR-FT-Raman
microspectroscopic mapping, The Analyst, 129, 926-930.

Bilen, B., Gokbulut, B., Kafa, U., Heves, E., Inci, M.N. and Unlii, M.B., 2018a, Scanning
acoustic microscopy and time-resolved fluorescence spectroscopy for characterization of
atherosclerotic plaques, Scientific Reports, 8, 14378.

Bilen, B., Gékbulut B., Kafa, U., Heves, E., Inci, M.N. and Unlii, M.B., 2018b, Time-Resolved
fluorescence spectroscopy for characterization of atherosclerotic plaques, Scientific
Reports, 8, 1-10.

Bilen, B., Tiirker Sener L., Albeniz, 1., Albeniz, 1., Sezen, M., Unlii, M.B. and Ugurlucan, M.,
2019, Determination of ultrastructural properties of human carotid atherosclerotic plaques
by Scanning Acoustic Microscopy, Micro-Computer Tomography, Scanning Electron
Microscopy and Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy, Scientific Reports, 9, 1-10.

Bush, R.T. and Mclnerney, F.A., 2015, Influence of temperature and C4 abundance on n-alkane
chain length distributions across the central USA, Org Geochem, 79, 65-73.

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

Casadio, F., Daher, C. and Bellot-Gurlet, L., 2016, Raman Spectroscopy of cultural heritage
materials: Overview of applications and new frontiers in instrumentation, sampling
modalities, and data processing, Topics in Current Chemistry, 374 (5), 62.

Charbaji, T. and Ayyoubi, Z., 2004, Differential growth of some grapevine varieties in Syria in
response to salt in vitro, In Vitro Cellular and Developmental Biology-Plant, 40 (2), 221-
224.

Chu, C.C., 1978, In: Proceedings of symposium on plant tissue culture, Science Press, Peking,
43-50.

Clair, B., Djespaux, G., Chanson, B. and Thibaut, B., 2000, Possible use of scanning acoustic
microscopy to study local wood properties: preliminary study of experimental conditions,
Annals of Forest Science, 57 (4), 335-343.

Cummins, G.A. and Robert-Thomson, C., 2009, Prevalence of celiac disease in the Asia—
Pacific region, Journal of Gastroenterology and Hepatology, 24, 1347-1351.



60

Curtis, P.S. and Lauchli, A., 1985, Responses of kenaf to salt stress: germination and vegetative
growth, Crop Science, 25 (6), 944-949.

Canakg, S., and Munzuroglu, O., 2004, Fasulye phaseolus vulgaris 1. celiklerinde agirlik
degisimleri, pigment ve protein miktarlar1 iizerine asetilsalisilik asit ve tuz NaCl
uygulamasinin karsilikl etkileri, Gazi Universitesi Gazi Egitim Fakiiltesi Dergisi, 24 (1),
23-40.

Cekic, F.O., 2004, Tuz ve agir metal stresine maruz birakilan domates bitkisinde bazi fizyolojik
parametrelerin ve antioksidant savunma sisteminin incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi,
Mersin Universitesi.

Celik, I., Akkurt, M., Ide, S., Tutar, A. and Cakmak, O., 2003, C7H8Br4 molecule conformation
analysis and optimization of quantum mechanical methods, the resulting x-ray structure
analysis of electronic and structural parameters in comparison with the results, Gazi
University Journal of Science, 16 (1), 27- 35.

Davis, P., 1985, Flora of Turkey and The East Aegean Islands, Vol. 9, Edinburgh University
Pres, Edinburgh, ISBN: 9780852244944,

Delane, E., Greenway, H., Munns, R. and Gibbs, J., 1982, lon concentration and carbohydrate
status of the elongating leaf tissue 4Hordeum vulgare growing at high external NaCl: I.
relationship between solute concentration and growth, Journal of Experimental Botany,
33 (4), 557-573.

Demirkan, 1., Yaprak, G., Ceylan, C., Algiil, E., Parlak, M., Unlii, M.B. and Bilen, B., 2019,
Acoustic impedance measurement of radiotherapy-induced effect on the human tooth by
320 MHz scanning acoustic microscopy, Imaging, Manipulation, and Analysis of
Biomolecules, Cells, and Tissues XVII, 108811S.

Dodig, D., Zoric, M., Mitic, N., Nikolic, R. and Surlan- Momirovic, G., 2008, Tissue culture
and agronomic traits relationship in wheat, Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 95,
107.

Dogru, A. and Bildiren, $., 2020, Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinde foliar bor
uygulamalarinin neden oldugu fizyolojik ve biyokimyasal degisimler, Boron, 5 (2), 100-
107.

Driver, J.A. and Kuniyuki, A.H., 1984, In vitro propagation of Paradox walnut rootstock,
HortScience, 19 (4), 507-509.

Durukan, H., 2011, Tescilli hashas (Papaver somniferum L.) cesitlerinde tuz stresinin
antioksidant enzimler iizerine etkisi, Yiksek Lisans Tezi, Gaziosmanpasa Universitesi.

Edwards, H. G., Farwell, D. W. and Webster, D., 1997, FT Raman microscopy of untreated
natural plant fibres, Spectrochim. Acta Part A: Mol. Biomol. Spectrosc., 53, 2383-2392.

El-Tayeb, M.A., 2005, Response of barley grains to the interactive effect of salinity and
salicylic acid, Plant Growth Regulation. 45, 215-224.



61

Elbaum, R., Gorb, S. and Fratzl, P., 2008, Structures in the cell wall that enable hygroscopic
movement of wheat awns, Journal of Structural Biology, 164, 101-107.

Elgiin, A. and Ertugay, Z., 2011, Tahil isleme Teknolojisi, Atatiirk Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi Yayinlart, 297, 411.

Er, E., 2010, Konfakal Raman Yéntemleri, Yiiksek Lisans Tezi, Trakya Universitesi.

Esfandiari, E., Shekari, F., Shekari, F. and Esfandiari, M., 2007, The effet of salt stres on
antioksidant enzymes activitiy and lipit peroxidation on the wheat seedling, Not. Bot.
Hort. Agrobot. Cluj, 1842-4309.

Ezer, T., Kara, R. and Demir, 1., 2010, Bazi akuatik ve akuatik olmayan biryofitlerin pigment
konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi; klorofil a/b ve toplam karotenoid, Biyoloji
Bilimleri Arastirma Dergisi, 3 (2), 181-183.

FAO, 2019, FAO Statistical Databases, http://www.fao.org/faostat/en/#home, [Ziyaret Tarihi:
18.05.2020].

Farber, C. and Kurouski, D., 2018, Detection and 1dentification of plant pathogens on maize
kernels with a hand-held Raman Spectrometer, Anal. Chem., 90, 3009-3012.

Farber, C., Bryan, R., Paetzold, L., Rush, C. and Kurouski, D., 2020, Non-Invasive
characterization of single-, double- and triple-viral diseases of wheat with a hand-held
Raman Spectrometer, Frontiers in Plant Sience, 11, 1-7.

Ferraro, J.R., Nakamoto K. and Brown C. W., 2003, Introductory Raman Spectroscopy, 2nd
Ed., Academic Press, San Diego, ISBN: 9780122541056.

Filek, M., Sieprawskab, A., Koscielniakc, J., Oklestkovad, J., Jurczykc, B., Telke, A., Biesaga-
Koscielniaka, J. and Janeczkoa, A., 2019, The role of chloroplasts in the oxidative stress
that is induced by zearalenone in wheat plants — The functions of 24-epibrassinolide and
selenium in the protective mechanisms, Plant Physiology and Biochemistry, 137, 84-92.

Foolad, M. and Lin, G., 1997, Genetic potential for salt tolerance during germination in
Lycopersicon species, HortScience, 32, 296-300.

Garg, N. and Singla, R., 2004, Growth, photosynthesis, nodule nitrogen and carbon fixation in
the chickpea cultivars under salt stress, Braz. J. Plant Physiol, 16 (3).

George, E.F., Puttock, D.J.M. and George, H.J., 1987, Plant culture media. Vol. 1, formulations
and uses, Exegetics Limited, England.

Gresshoff, P.M. and Doy, C.H., 1972, Haploid Arabidop- sis thaliana callus and plants from
anther culture, Australian J. Biol. Sci., 25, 259-264.

Giizelgimen, F., Tandren, B., Cetinkaya, C., Dénmez, K.M., Efkere, H.I., Ozen, Y., Bingél, D.,
Sirkeci, M., Kinac1, B., Unlii, M.B. and Ozcelik, S., 2020, The effect of thickness on
surface structure of rf sputtered TiO2 thin films by XPS, SEM/EDS, AFM and SAM,
Vacuum, 182, 109766.



62

Haken, H. and Wolf, H.C., 2008, Molekiil Fizigi ve Kuantum Kimyasi, Degisim Yaynlari,
Istanbul, ISBN: 9786054031030.

Heath, R.L. and Packer L., 1968, Photoperoxidation in isolated chloroplasts: I. Kinetics and
stoichiometry of fatty acid peroxidation, Archives of Biochemistry and Biophysics, 125
(1), 189-198.

Huang, B., 2006, Cellular membranes in stress sensing and regulation of plant adaptation to
abiotic stresses, Plant-Environment Interactions, Published by CRC/Taylor and Francis,
416.

Izci, B., 2009, Pamukta (G. hirsutum L.) farkli tuz konsantrasyonlarinin in vitro kosullarda
fotosentetik pigmentler lizerine etkisi, Alinteri,17B, 7-13.

Jehlicka, J., Edwards, H.G.M., Osterrothova, K., Novotna, J., Nedbalova, L., Kopecky, J.,
Nemec, I. and Oren, A., 2014, Potential and limits of Raman spectroscopy for carotenoid
detection in microorganisms: implications for astrobiology, Philos. Trans. R. Soc A., 372.

Jena, J., Sahoo, S.K. and Dash, G.K., 2020, An introduction to abiotic stress in plants, Advances
in Agronomy, 9 (1-9), 163-186.

Junqueria, L.C. and Carneiro, J., 2009, Temel Histoloji (Text & Atlas), Nobel Tip Kitabevleri,
Istanbul, ISBN: 9789754206999.

Kadan, H.Y. and Uzal, O., 2020, Tuz stresi ve geri kazanim siirecinde biberin (Capsicum
annuum L.) bitki gelisimi ve iyon alimindaki degisimler, /[gdir Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Dergisi, 10 (3), 1476-1485.

Karadag, F., 2013, Farkli dozlarda selenyum uygulamalarinin hashas (Papaver somniferum L.)
yapraklarinda antioksidan enzimler iizerine etkisi, Yiksek Lisans Tezi, Gaziosmanpasa
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti.

Karadurak, E.K., 2020, Botryococcus sp.’nin karotenoid kompozisyonlarinda isiga bagl
degisimlerin belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Kirikkale Universitesi.

Kaur, S., Dhugga, K.S., Beech, R. and Singh, J., 2017, Genome-wide analysis of the cellulose
synthase-like (Csl) gene family in bread wheat (Triticum aestivum L.), BMC Plant
Biology, 17, 193.

Keskin, C.B., 2006, Bugdayda (Triticum aestivum L.) absisik asitle iligkili gen anlatimi,
Doktora Tezi, Istanbul Universitesi.

Khandasammy, S.R., Fikiet, M.A., Mistek-Morabito, E. and Ahmed. Y., 2018, Bloodstains,
paintings, and drugs: Raman spectroscopy applications in forensic science, Forensic
Chemistry, 8, 111-133.

Khodory, S.E.A., 2004, Effect of salicylic acid on the growth, photosynthesis and carbohydrate
metabolism in salt stressed maize plants, International Journal of Agriculture and
Biology, 6 (1), 5-8.



63

Kirkisla, M., 2018, Bitki kokenli duman soliisyonunun tuz stresi altindaki bugday (Triticum
aestivum L.) bitkisinde ¢imlenme ve fide gelisimi iizerine etkisi, Yiksek Lisans Tezi,
Mugla Sitki Kocaman Universitesi.

Kneipp, K., Kneipp, H., Itzkan, I., Dasari, R.R. and Feld, M.S., 1999, Surface enhanced non-
linear Raman scattering at the single-molecule level, Chemical Physics, 247, 155-162.

Kneipp, K., Kneipp, H., Itzkan, I., Dasari, R.R. and Feld, M.S., 2002, Surface-enhanced Raman
scattering and biophysics, Journal of Physics: Condensed Matter, 14,18.

Koca, H., Ozdemir, F. and Turkan, I., 2006, Effect of salt stress on lipid peroxidation and
superoxide dismutase and peroxidase activities of Lycopersicon esculentum and L.
Pennellii, Biologia plantarum, 5 (4), 745-748.

Kong, K., Daduang, S., Wongkham, C.H., Bun— Nag, S., Kosittrakun, M. and Theerakulpisut,
P., 2005, Protein profiles in response to salt stress in leaf sheaths of rice seedlings, Sci.
Asia, 31, 403-408.

Korkmaz, H. and Durmaz, A., 2017, Bitkilerin abiyotik stres faktorlerine verdigi cevaplar,
GUFBED/GUSTIJ Derleme/Review, 7 (2), 192-207.

Kumsar, F., 2015, ki ve ¢cok atomlu molekiillerin dc)'m@e-titreﬁm enerjilerinin yaklagim
yontemleriyle incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Hitit Universitesi.

Kurdziel, M., Dlubacz, A., Weselucha-Birczynska, A., Filek, M. and Labanowska, M., 2015,
Stable radicals and biochemical compounds in embryos and endosperm of wheat grains
differentiating sensitive and tolerant genotypes — EPR and Raman studies, Journal of
Plant Physiology, 183, 95-107.

Kurtulus, G., 2019, Bugday (Triticum aestivum L.)’da aliiminyum toksisitesine karsi kitosan
uygulamasinin etkileri, Yiksek Lisans Tezi, Marmara Universitesi.

Kusvuran, S., Yasar, F., Abak, K. and Ellialtioglu, S., 2008, Tuz stresi altinda yetistirilen tuz
tolerant ve duyarli Cucumis sp.’nin bazi genotiplerinde lipid peroksidasyonu, klorofil ve
iyon miktarlarinda meydana gelen degisimler, Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Tarim Bilimleri Dergisi (J. Agric. Sci), 18 (1), 13-20.

Lastochkina, O., Pusenkova, L., Yuldashevb, R., Babaevc, M., Garipova, S., Blagova, D.,
Khairullin, R. and Aliniaeifard, S., 2017, Effects of Bacillus subtilis on some
physiological and biochemical parameters of Triticum aestivum L. (wheat) under salinity,
Plant Physiology and Biochemistry, 121, 80-88.

Lawson, E.E., Barry, B.W., Williams, A.C. and Edwards, H.G.M., 1998, Biomedical
applications of raman spectroscopy, Journal of Raman Spectroscopy, 28 (2-3), 111-117.

Lazof, D. and Lauchli, B., 1991, The nutritional status of the apical meristem of Lactuca sativa
as affected by NaCl salinization: An electron-probe microanalytic study, Planta,184 ,334-
342.



64

Levitt, J., 1980, Responses of Plants to Environmental Stresses: Chilling, freezing, and high
temperature stresses, Second Ed., Vols. I Il, New York and London Academic Press,
ISBN 10: 0124455018, 497.

Li, H., Qureshi, J.A. and Kartha, K.K., 1988, The influence of different temperature treatments
on anther culture response of spring wheat (Triticum aestivum L.), Plant Science, 57 (1),
55-61.

Li, R, Luo, G., Meyers, P.A., Gu, Y., Wang, H. and Xie, S., 2012, Leaf wax
nalkanevchemotaxonomy of bamboo from a tropical rain forest in South west China,
Plant Syst Evol, 298 (4), 731-738.

Lichtenthaler, H.K. and Wellburn, A.R., 1983, Determinations of total carotenoids and
chlorophyll a and b of leaf extracts in different solvents, Biochem. Soc. Transac., 11, 591-
592.

Lichtenthaler, H.K., 1996, Vegetation stress: an introduction to the stress concept in plants,
Journal of Plant Physiology, 148 (1-2), 4-14.

Linsmaier, E. M. and Skoog, F., 1965, Organic growth factor requirements of tobacco tissue
cultures. Physiol. Plant. 18, 100-127.

Mansour, M.M.F., 2000, Nitrogen containing compounds and adaptation of plants to salinity
stress, Biologia Plantarum, 43, 491-500.

MATLAB:R2021a, 2021, Natick, Massachusetts, The Mathworks, Inc., MATLAB version
9.10.0.1613233 (R2021a).

Mir, B.A., Mir, S.A., Khazird, J., Tonfacke, L.B., Cowanb, D.A., Vyasa, D. and Koula, S.,
2015, Cold stress affects antioxidative response and accumulation of medicinally
important withanolides in Withania somnifera (L.) Dunal, Industrial Crops and Products,
74, 1008-1016.

Murashige, T. and Skoog, F., 1962, A Revised Medium for Rapid Growth and Bioassays
Tobacco Cultures, Physiologia Plantarum, 15, 473-497.

Nakamoto, K., 1986, Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds, 5.
Ed., John Wiley and Sons, New York, ISBN: 0471010669.

Nazirzadeh, A., 2018, Farkli patates (solanum tuberosgtm L.) cesitlerinin in vitro kuraklik ve
tuzluluk stresine tepkileri, Doktora Tezi, Ankara Universitesi.

Olgun, M., Basciftci-Budak, Z., Ayter, N.G., Turan, M., Aydin, D., Saban, Z., Séonmez, A.C.
and Koyuncu, O., 2016, Potasyum iyodiir uygulamasiin ekmeklik bugday cesiterinin

biyokimyasal &zellikleri iizerine etkisi, Siileyman Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Dergisi, 11 (2), 46-60.

Ozgen, M., Tiiret, M., Altiok, S. and Sancak, C., 1998, Effects callus induction and plant
regeneration from mature embryo culture of winter wheat (Triticum aestivum L.)
genotypes, Plant Cell Reports, 18, 331-335.



65

Parida, A.K. and Das, A.B., 2005, Salt tolerance and salinity effects on plants: a review,
Ecotoxicology and Environmental Safety, 60, 324-349.

Parlak, M., 2020, Tissue imaging with scanning acoustic microscopy and raman spectroscopy,
Yiiksek Lisans Tezi, Bogazici Universitesi.

Philippe, S., Barron, C., Robert, P., Devaux, M.F., Saulnier, L. and Guillon, F., 2006,
Characterization using Raman Microspectroscopy of arabinoxylans in the walls of
different cell types during the development of wheat endosperm, Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 54, 5113-5119.

Piro, G., Leucci, M.R., Waldron, K. and Dalessandro, G., 2003, Exposure to water stress causes
changes in thebiosynthesis of cell wall polysaccharides in roots of wheatcultivars varying
in drought tolerance, Plant Science, 165, 559-569.

Povey, M.JW., Watson, N. and Parker, N.G., 2013, Ultrasonic and acoustic microscopy:
principles and applications to food microstructures, Food microstructures, Woodhead
Publishing Series in Food Science, Technology and Nutrition, 192-222.

Pu, Y., Wang, C. and Meyers, P.A., 2017, Origins of biomarker aliphatic hydrocarbons in
sediments of alpine Lake Ximencuo, China, Palaeogeogr Palaeoclimatol Palaeoecol,
475, 106-114.

Pu, Y., Jia, J. and Cao, J., 2018, The aliphatic hydrocarbon distributions of terrestrial plants
around an alpine lake: a pilot study from Lake Ximencuo, Eastern Qinghai-Tibet Plateau,
Front. Earth Sci., 12 (3), 600-610.

Reddy, M.P. ad lyengar, E.R.R., 1999, Crop Responses to Salt Stress: Seawater Application
and Prospects, Handbook of Plant Crop Stress, In: Pessarakli, M. (ed.), 50, Marcel
Dekker, New York, ISBN 0-8247-1948-4, 1041-1068.

Ros, R., Bertomeu, J.M. and Krueger, S., 2014, Serine in plants: biosynthesis, metabolism, and
functions, Trends in Plant Science, 19 (9), 564-569.

Rydz, J., Siskova, A. and Eckstein, A.A., 2019, Microscopic techniques in materials science:
Current trends in the area of blends, composites, and hybrid materials, Advances in
Materials Science and Engineering, 2019, 9072958.

Rys, M., Szaleniec, M., Skoczowski, A., Stawoska, I. and Janeczko, A., 2015, FT-Raman
spectroscopy as a tool in evaluation the response of plants to drought stress, Open Chem.,
13, 1091-1100.

Sairam, R.K. and Srivastava, G.C., 2002, Changes in antioxidant activity in sub-cellular
fractions of tolerant and susceptible wheat genotypes in response to long term salt stress,
Plant Science, 162 (6), 897-904.

Sairam, K.R., Rao, V.K. and Srivastava, G.C., 2002, Differential response of wheat genotypes
to long term salinity stress in relation to oxidative stress, antioxidant activity and osmolyte
concentration, Plant Science, 163 (5), 1037-1046.



66

Schenk, R.U. and Hildebrandt, A.C., 1972, Medium and techniques for induction and growth
of monocotyledonous and dicotyledonous plant cell cultures, Can J Bot, 50, 199-204.

Schrader, B., Klump, Schenzel, K. and Schulz, H., 1999, Non-destructive NIR FT Raman
analysis of plants, Journal of Molecular Structure, 509, 201-212.

Schrader, B., Schulz, H., Andreev, G.N., Klump, H.H. and Sawatzki, J., 2000, Non-destructive
NIR-FT-Raman spectroscopy of plant and animal tissues, of food and works of art,
Talanta, 53 (1), 35-45.

Schulz, H. and Baranska, M., 2007, Identification and quantification of valuable plant
substances by IR and Raman spectroscopy, Vibrational Spectroscopy, 43, 13-25.

Sears, R.G. and Deckard, E.L., 1982, Tissue culture variability in wheat: callus induction and
plant regeneration, Crop science, 22 (3), 546-550.

Secmen, O.., Gemici, Y., Gork. G., Bekat, L. and Leblebici, E., 2000, Tohumlu bitki
sistematigi, Ege Universitesi Basimevi, Bornova, Izmir, ISBN: 975-483-028-2.

Selye, H., 1956, The Stress of life, New York: McGraw-Hill.

Shalata, A. and Tal, M., 1998, The effect of salt stres on lipid peroxidation in the leaf of the
cultivated tomato and its wild salt-tolerant relative Lycopersicon pennellii, Physiologia
Plantarum, 104, 169-174.

Shams, M., 2019, Tuz stresinin biberde bitki gelisimi, fizyolojik ve biokimyasal dzellikler, dna
metilasyonu ile tohum ¢imlenmesi iizerine etkisi, Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi.

Sharova, E. and Romanova, A., 2018, Ascorbate in the apoplast of elongating pant cells,
Biological Communiications, 63 (1), 77-86.

Sheaffer, C.C. and Moncada, K.M., 2012, Crop Profiles: Grasses-Wheat. Introduction to
Agronomy Food, Crops and Environment 2nd Edition, USA, 541-547.

Sheppard, N., 1948, Some characteristic frequencies in the raman spectra of saturated aliphatic
hydrocarbons, J. Chem. Phys., 16, 690-697.

Shewry, P.R., 2009, Wheat, Journal of Experimental Botany, 60 (6), 1537—1553.

Shurpalekar, S. R. and Rao, P.H., 1977, Wheat Germ. In "Advances in Food Research, Volume
23", Chichester, C.O. (ed), Academic Press, New York, 187-304.

Sienkiewicz-Cholewa, U., Sumislawska, J., Sacala, E., Dziagwa-Becker, M. and Kieloch, R.,
2018, Influence of silicon on spring wheat seedlings under salt stress, Acta Physiologiae
Plantarum, 40, 54.

Skoog, D.A., Holler, F.J. and Nieman, T. A., 1998, Principles of Instrumental Analysis, 5th
Ed., Saunders College Publishing, Philadelphia, ISBN: 9780030020780.

Smirnoff, N., 2005, Antioxidants and reactive oxygen species in plants, Blackwell Publishing,
UK, Garsington Road, Oxford, ISBN: 978-1-4051-2529-1.



67

Smith, E. and Dent, G., 2005, Modern Raman Spectroscopy — A Practical Approach, John
Wiley & Sons Ltd, Chichester, ISBN: 0 471 49668 5.

Sonmez, E., 2019, Tuz stresi altindaki misir (Zea mays L.) bitkisinde potasyum uygulamalarinin
fizyolojik ve biyokimyasal etkisinin arastirilmasi, Yiksek Lisans Tezi, Sakarya
Universitesi.

Sunkar, R., 2010, Plant stress tolerance, Humana Press, UK, Hatfield, ISBN: 978-1-60761-
702-0.

Synytsya, A., Copikova, J., Matejka, P. and Machovic, V., 2003, Fourier transform Raman and
infrared spectroscopy of pectins, Carbohydr. Polymers, 54, 97-106.

Sen, A., 2005, Bugday (T ri_tjcum aestivum L.) doku kiiltiiriinde tuz stresinin etkileri, Yiiksek
Lisans Tezi, Istanbul Universitesi.

Sen, A. and Alikamanoglu, S., 2011, Effect of salt stress on growth parameters and antioxidant
enzymes of different wheat (Triticum aestivum L.) varieties on in vitro tissue culture,
Fresenius Environmental Bulletin, 20, 2a.

Tarim, C., 2019, Patates (Solanum Tuberosum L.) genotiplerinin tuz stresine tepkilerinin
laboratuvar ve sera kosullarinda karsilastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Nigde Omer
Halisdemir Universitesi.

Tuna, T.U., 2019, Kavunda mikroalg (Chlorella vulgaris) kullanimin geng bitki asamasinda
tuza tolerans tizerindeki etkileri, Yiiksek Lisans Tezi, Cankir1 Karatekin Universitesi.

TUIK, 2019, Tirkive  Istatistik  Kurumu,  Bitkisel  iiretim  istatistikleri,
http://www.tuik.gov.tr/PreTablo.do?alt_id=1001, [Ziyaret Tarihi: 16.08.2020].

Ugler, A.O., 1994, Titrek kavak (Populus tremula L.) ve Kafkas thlamumuru (Tilia rubra Dc.)’
nun doku kiiltiirii teknikleri ile iiretilmesi, Doktora Tezi, Karadeniz Teknik Universitesi.

Unlii, I.D., 2012, fla¢ numunelerinde amilorid hidroklorid ve hidrq_klorotiyazid kemometrik
yontemlerle tayinleri, Yiiksek Lisans Tezi, Stileyman Demirel Universitesi.

Vidalie, H., 1986, In vitro culture and 1ts applications in horticulture, Economic Botany, 51 (1),
92-93.

Vikrant, A. and Rashid, A., 2001, Comparative study of somatic embryogenesis from immature
and mature embryos and organogenesis from leaf-base of Triticale, Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, 64, 33-38.

Wang, C-T. and Wei, Z.M., 2004, Embryogenesis and regeneration of green plantlets from
wheat (Triticum aestivum L.) leaf base, Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 77, 149-
156.

Wang, W., Vinocur, B., Shoseyov, O. and Altman, A., 2004, Role of plant heat-shock proteins
and molecular chaperones in the abiotic stress response, Trends in Plant Science, 9 (5),
244-252.



68

Weselucha-Birczynska, A., Labanowska, M., Kurdziel, M. and Filek, M., 2012, Resonance
Raman and EPR spectroscopy studies of untreated spring wheat leaves, Vibrational
Spectroscopy, 60, 113-117.

Williams, R.W., Cutrera, T., Dunker, A.K. and Peticolas, W.L., 1980, The estimation of protein
secondary structure by laser raman spectroscopy from the amide III’ intensity
distribution, Elsevier North- Kolland Biomedical Press, 115 (2), 306-308.

Wolter, K.E. and Skoog, F., 1996, Nutritional requirements of fraxinus callus cultures,
American Journal of Botany, 53 (3), 263-269.

Wu, J., Seliskar, D.M. and Gallagher, J.L., 1998, Stress tolerance in the marsh plant spartina
patents: impact of NaCl on growth and plasma membran lipid composition, Physiologia
Plantarum, 102, 307- 317.

Yakat, S., 2005, Tuz stresi altindaki misir bitkisinde (Zea mays L.) stres parametreleri iizerine
Ca, K ve Mg 'un etkileri, Yiksek Lisans Tezi, Mugla Universitesi.

Yildirim, O., 2019, Tuz stresi altindaki biber bitkisine kalsiyum uwygulamalarimin etkisinin
arastiriimast, Yiksek Lisans Tezi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi.

Yildiztugay, E., 2011, Endemik Centaurea tuzgoluensis Ayta¢ & H. Duman ve Centaurea
lycaonica Boiss. & Heldr’min fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri iizerine tuz stresinin
etkileri, Doktora Tezi, Selcuk Universitesi.

Yu, M.M., Schulze, H.G., Jetter, R., Blades, M.W. and Turner, R.F., 2007, Raman
microspectroscopic analysis of triterpenoids found in plant cuticles, Appl. Spectrosc., 61,
32-37.

Zhu, G., Zhu, X., Fan, Q. and Wan, X., 2011, Raman spectra of amino acids and their aqueous
solutions, Spectrochimica Acta Part A, 78, 1187-1195.

Ziemann, M.A. and Madariaga, J.M., 2020, Applications of Raman spectroscopy in art and
archaeology, Journal of Raman Spectroscopy, 52 (1), 8-14.



69

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi1 Soyadi Merve SIRKECI
Dogum Yeri
Dogum Tarihi
Uyrugu 3 T.C. [ Diger:
Telefon
E-Posta Adresi
Web Adresi
Egitim Bilgileri
Lisans
Universite ISTANBUL UNIVERSITESI
Fakiilte FEN FAKULTESI
Boliimii FizIK BOLUMU
Mezuniyet Y1l 15.09.2017
Yiiksek Lisans
Universite ISTANBUL UNIVERSITESI
Enstitii Ad1 FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Anabilim Dali FiZIK ANABILIM DALI
Programi ATOM VE MOLEKUL FiZiGI PROGRAMI
Makale ve Bildiriler

“The effect of thickness on surface structure of rf sputtered TiO2thin films by XPS,
SEM/EDS, AFM and SAM” F. Giizelgimen, B. Tanoren, C. Cetinkaya, M. Donmez
Kaya, H. I. Efkere, Yunus Ozen, D. Bingol, M. Sirkeci, B. Kinaci, M.B. Unli, S.
Ozgelik, Vacuum 182, 2020, 109766.






