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OZET

Bugday (7riticum aestivum L.) Doku Kiiltiiriinde Tuz Stresinin Etkileri

Abiyotik streslerden biri olan tuzluluk, tarimsal alanlarda verimliligi olumsuz ydnde
etkileyen 6nemli bir etmendir. Gilinlimiizde biyoteknolojik gelismeler ile tuzluluk gibi
cesitli stres kosullarina toleransli bitki tiirlerinin seleksiyonu miimkiin olmaktadir.

Bu calismada Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85 bugday cesitlerinin in vitro doku
kiiltiirleri kurulmus ve bu kiiltiirlerde farkli tuz konsantrasyonlarin etkisi belirlenmistir.

Bugday doku kiiltiirlerininde, uygulanan tuz konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak,
her ii¢ ¢esidin, kallus olusumu ve bitki rejenerasyon yiizdesi, kallus ve bitki taze agirligi
ve klorofil miktarlarinda azalma saptanmistir. Tuzluluk kosullar1 altinda Tekirdag ve
Pehlivan gesitlerinin suda ¢oziinebilir protein miktarlarinda azalig gézlenirken Flamura-
85 c¢esidinin suda ¢oziinebilir protein miktarlarinda artis saptanmustir. Ayrica her ii¢
cesitte tuz stresine cevap olarak siiperoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz enzim
aktivitelerinin arttig1 belirlenmistir.



SUMMARY

Effects of Salt Stress on Wheat (Triticum aestivum L.) Tissue Culture

Salinity, which is one of abiotic stresses, is an important factor that negatively affects
the productivity in agricultural fields. Today, with the developing of biotechnology, the
selection of plant species tolerant to various stress conditions such as salinity is
possible.

In this study, in vitro tissue cultures of Tekirdag, Pehlivan and Flamura-85 wheat
varieties were established and effects of different salt concentrations on these cultures
were examined.

Depending on the increase in salt concentrations applied, a decrease was detected in
percentages of callus formation and plant regeneration, in fresh weights of callus and
plant and in chlorophyll amounts of each three varieties in wheat tissue cultures. An
increase was observed in soluble protein amounts of Flamura-85 variety under salinity
conditions, while a decrease was observed in soluble protein amounts of Tekirdag and
Pehlivan varieties. In addition, an increase in superoxide dismutase, peroxidase and
catalase enzyme activities were determined at each three varieties as in response to salt
stress.



1. GIRIS

Diinyada sulanabilir tarim alanlarinin artan tuzluluk sorunu ile karst karsiya kalmasi
tarimsal gida {iretimini olumsuz yonde etkilemektedir. Insanlarin temel gida
gereksinimlerinin karsilanmasi, tarimsal alanlarin en iyi sekilde kullanilarak tarimsal
liretimin artirilmasina baghidir. Bu yiizden tarim yapilan tuzlu topraklarda, ortaya ¢ikan
ekonomik kayiplarin azaltilmasi veya ortadan kaldirilmasi bu topraklarda

yetistirilebilecek en uygun bitki tiirlerinin sec¢ilmesini gerektirmektedir.

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan tuzluluk, diger stres faktorleri gibi (sicaklik,
agir metaller, mineral eksikligi, kuraklik, don, zararli mikroorganizmalar, parazit
bitkiler, pestisitler, insektisitler vb.) bitkilerin biiylimesini, gelismesini ve iirlin verimini
olumsuz yonde etkilemektedir [1, 2]. Tuzluluk bitkilerde su potansiyelinde degismelere,
iyon dengesizligine ve toksisiteye neden olmaktadir. Bunun sonucunda hiicre
membranlarinin organizasyonu bozulmakta, fotosentez azalmakta ve bitki gelisiminde
bozukluklar ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica tuz stresi ile reaktif oksijen tiirevlerinin
liretiminin artmasi, bitkilerde oksidatif strese yol agmaktadir. Reaktif oksijen tiirevleri
hiicre membranlarinin yapisindaki lipidleri oksitleyerek membranlarin yapisinin
bozulmasina, DNA’da mutasyonlara, protein ve enzimlerin yapisinda ise
dejenerasyonlara neden olmaktadirlar. Strese bagli reaktif oksijen tiirevlerinin {iretimi
hiicre savunma mekanizmalarinin basedebilecegi seviyeyi astigi durumlarda, hiicrede
olusan yapisal ve fonksiyonel zararlanmalar sonucu bitkinin 6liimii gibi ekstrem olaylar

meydana gelebilmektedir [1, 2, 3].

Bu arastirmaya; iilkemiz tariminda 6nemli bir yer tutan bugday (7riticum aestivum L.)
bitkisine ait Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85 cesitlerinin olgun embriyolarindan
kurulan kallus ve rejenerasyon kiiltiirlerinde, kallus ve rejenere olan bitki taze
agirliklari, rejenere olan bitkilerin klorofil ve suda ¢Ozilinebilir protein miktarlari,

antioksidant enzimlerden siiperoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz aktiviteleri gibi



biyokimyasal ve fizyolojik parametreler iizerine farkli konsantrasyonlardaki tuz

stresinin etkisini belirlemek amag¢lanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BUGDAY ve BUGDAY DOKU KULTURU

Bugday bitkisi, Gramineae familyasindan Triticum cinsine ait bir bitkidir. Monokotil
bir bitki olan bugday bitkisi, kendi kendini ddlleyebilen, kokleri sagakli, meyvesi
karyopsis tipinde olan, tek yilik bir bitkidir [4, 5]. Her tiirlii iklim kosullarina uyum
gosterebilmesi, hammadde olarak kullanim alaninin genisligi ve beslenmede 6nemli yer
tutmasi nedeniyle, diinyanin her tarafinda en ¢ok yetistirilen tarim {iriinleri arasinda yer

almaktadir.

Bugday bitkisinin, diploid (2n=14 kromozomlu), tetrapolid (2n=28 kromozomlu) ve
heksapoid (2n=42 kromozomlu) tiirleri mevcuttur. 42 kromozomlu Triticum aestivum L.
(ekmeklik bugday) ve 28 kromozomlu Triticum durum Desf. (durum bugdayi)
tilkemizde yetistirilen en yaygin bugday tiirleridir [5].

Danenin sertligine (sert, yar1 sert ve yumusak bugdaylar), danenin rengine (kirmiz1 ve
beyaz bugdaylar) ve ekilis donemine gore (yazlik ve kislik bugdaylar) bugday bitkisi

kendi i¢inde siiflara ayrilir [6].

2004-2005 sezonunda diinya bugday iiretimi yaklasitk 617 milyon ton civarinda
gerceklesmistir. Ulkemiz bu iiretimin 21 milyon tonluk kismini karsilamis ve % 3 liik

pay ile 8. sirada yer almistir [6].

Genetik degeri ve verim potansiyeli yiiksek ticari ¢esitlerin segilerek kullanilmasi
tarimda ¢ok Onemli bir yer tutmaktadir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak
kontrollii kosullar altinda gerceklestirilen in vitro seleksiyon yontemi ile populasyon

icerisinden istenilen 6zelliklere sahip genotiplerin se¢ilmesi miimkiin olabilmektedir.



Son yillarda in vitro hiicre ve doku kiiltiirii teknikleri, klasik bitki 1slah programlarina
yardimei1 olarak gelistirilmektedir. Bitki doku kiiltiirii, bitkilerin sahip oldugu totipotensi
yeteneginden yararlanilarak aseptik sartlarda, bitkilerden alinan hiicre (meristem
hiicreleri, kallus hiicreleri vb.), doku (¢esitli bitki kisimlar1) ve organ (iireme organlari,
cigek, kok, embriyo, govde vb.) kisimlarinin yapay besiyerleri igerisinde gelistirilerek
yeni bir birey olusturulmasidir. Bitkiden alinarak biiylimesi i¢in yapay ortama taginan
hiicre, doku ve organ kisimlarina eksplant denir. Eksplantlardan amaca uygun sekilde
organogenez, embriyogenez veya kallus dokusu tesvik edilerek in vitro sartlarda bitki
olusumu saglanabilir. Bitki doku kiiltliri teknikleri ile embriyo kiiltiirleri, meristem
kilttirleri, kallus kiiltiirleri, haploid kiiltiirler, siispansiyon kiiltiirleri, protoplast

kiltiirleri kurulabilir [7, 8].

Uygun besiyerine yerlestirilen eksplantin aktif bir sekilde ¢ogalarak farklilagmamis
hiicre toplulugu olusturdugu kallus kiiltiirleri baslangic materyali olarak bitki doku
kiltliriinde siklikla kullanilmaktadir [8].

Bitkilerin tohum ve tohum taslaklarindan embriyolarin izole edilerek kiiltiir ortamina
tasinmasi ile olusturulan embriyo kiiltiirleri ile embriyonal biiylime ve farklilagma
tizerine kimyasal ve fiziksel faktorlerin etkileri incelenebilir. Ayrica embriyo kiiltiirleri
ile tohumlarin dormansi periyodu kirilabilmekte, haploid bitki eldesi ve genetik

yapilarin korunmasi saglanabilmektedir [8].

Tahillarin endospermi kullanarak ilk basarili in vitro kiiltiir La Rue tarafindan 1949
yilinda kurulmustur. Gamborg ve Eleveigh, 1968 yilinda 2,4-D (2,4-diklorofenoksi
asetik asit), B vitamini ve sukroz igeren farkli besi ortamlar1 kullanarak bugdayda
stispansiyon Kkiiltiirlinii gerceklestirmislerdir [9]. Sonraki yillarda bugday bitkisinde
olgun embriyo, olgunlasmamis embriyo, yaprak tomurcugu, olgunlasmamuis infloresans,
ovul, tohum ve endosperm destekli olgun embriyo gibi farkli eksplantlar kullanilarak in

vitro kiiltiirler kurulmustur [9-21].

Yapilan caligmalarda bugday doku kiiltiirlerinde olgun ve olgunlagsmamis embriyo
eksplantlarindan yiiksek oranda kallus ve bitki rejenerasyonu elde edildigi

bildirilmektedir [10-13].



Ozgen ve dig. 12 farkl kislik bugday cesitlerinin olgun ve olgunlasmamis embriyolarini
eksplant olarak kullandiklar1 kallus kiiltiiriinde Murashige ve Skoog (MS) besiyerine
2,4-D ilave ederek, olgunlasmamis embriyolardan % 53.3 — 93.3 arasinda ve olgun
embriyolardan ise % 80 - 98.3 arasinda degisen oranlarda kallus tesviki
gozlemlemislerdir. Bu kallus kiiltiirlerinden elde edilen rejenerantlarin orani ise sirast

ile % 27.9 - 96.7 ve % 90.9 -100 arasinda degismektedir [10].

Bugday doku kiiltiiriinde bitki rejenerasyonunu ve kallus tesvikini, eksplantin se¢imi,
kiltiir ortaminin igerigi, besiyerine eklenen biiyiime diizenleyicileri ve genotip

etkilemektedir [10, 11, 13].

Bugday bitkisinden kurulan kiiltiirlerde rejenerasyonu tesvik etmek amaci ile
besiyerinin belirlenmesi konusunda birgok arastirma yapilmistir. Bugday doku
kiiltiiriinde yaygin olarak MS besiyeri kullanilmakla birlikte Linsmair ve Skoog (LS) ve
CHU (Ng) gibi farkli besiyerleri de kullanilmaktadir [13, 14, 21, 22].

Almansouri ve dig. 3 farkli durum bugdayi ¢esidinden kurduklari embriyo kiiltiirlerinde
LS besiyerini kullanmislar ve embriyolardan bitki gelisiminin % 95 in {izerinde
oldugunu saptamiglardir [21]. 28 farkli durum bugday ile yapilan bir baska ¢caligmada
ise olgunlagmamis embriyo eksplantlarindan kurulan kallus kiiltiirlinde MS  besiyeri
kullanilmis ve % 86 - 100 arasinda degisen oranlarda kallus elde edildigi saptanmistir

[13].

Virkant ve Rashid, bugday yaprak eksplantlarini kullandiklar1 ~ ¢aligmada
MS besiyerinde % 56 oraninda embriyonik kallus ve Ns besiyerinde ise % 67

oraninda embriyonik kallus olusumu meydana geldigini bildirmektedirler [14].

Doku kiltiirii ¢alismalarinda rejenerasyon ve kallus olusumunu tesvik etmede bitki
bliylime diizenleyicilerinin konsantrasyonlarinin saptanmasi biiyiik 6énem tasimaktadir.
Bugday doku kiiltiirii calismalarinda biiylime diizenleyicilerinden oksin olarak 2,4-D ve

indol-3-asetik asit (IAA), sitokinin olarak ise 6-benzilaminopurin (BAP) tercih



edilmektedir. Kiiltiirlerde 2 - 4 mg/I 2,4-D hormonunun kallus tesviki i¢in daha etkili
oldugunu buna karsilik diisiik konsantrasyonlarda 2,4-D kullaniminin ise rejenerasyon

yetenegini arttirdig1 bildirilmektedir [9, 19, 22].

MS besiyerine 10 uM 2,4-D ve 1 uM TAA ilave edilerek kurulan kallus kiiltiirlerinde
bugday embriyolarinda % 90 in lizerinde kallus tesviki gdzlenmistir [19]. Bugday
embriyolarinin eksplant olarak kullanildigi bir baska caligmada ise, 0.2 mg/l 2,4-D,
Img/l BAP ve 0.2 mg/l IAA hormon ilavesiyle hazirlanan besiyerindeki
rejenerasyonun, 0.2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l BAP hormon ilavesiyle hazirlanan

besiyerindeki rejenerasyona oraninin 5/7 oldugu bildirilmektedir [22]

6 heksaploid kislik Triticosecale Wittmack ¢esidininin olgunlagmamis embriyo, olgun
embriyo ve endosperm destekli olgun embriyo eksplantlarindan kurulan kiiltiirlerde
kallus tizerinden indirekt rejenerasyon sonucu, bitki rejenerasyonunun % 53.5 — 98.8
arasinda oldugunu tespit edilmistir. Rejenerasyon yiizdeleri arasindaki bu degisimin

genotip farkliligindan kaynaklandig bildirilmektedir [11].

Bitki doku kiiltiirli, tuz tolerans1 ve bitki gelisim seviyeleri arasindaki korelasyonu
arastirmak i¢cin uygun metodlardir [23]. Cevresel faktorlerin kontrol altina alindigi bu
kiiltiirlerde ayni yapidaki doku veya tek bir bitki hiicresi ile ¢aligmak miimkiin
olmaktadir. Bitki doku kiltiirii teknikleri ile tuz stresine karsi olusan toleransin
molekiiler temelleri  arastirilabilmekte, tuz stresi kosullarinda bitkilerde olusan bu
degisikliklere bagli olarak bitki metabolizmasinda ortaya ¢ikan fizyolojik ve
biyokimyasal olaylar incelenebilmekte ve tuza toleransl bitki soylarmnin seleksiyonu

saglanabilmektedir [24].

2.2. TUZ STRESI

Tuzluluk, 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde iiriin verimini sinirlayan ana
streslerden biridir [25]. Tiirkiye’de yapilan etiitlere gore, drenaj problemli topraklarin
yaridan fazlasi, toplam arazinin % 2 si veya yaklasik 1.5 milyon ha arazi tuzluluk

ve/veya alkalilikten etkilenmektedir. Ulkemizde tuzdan etkilenmis topraklarin



miktarlari; hafif tuzlu topraklar 615 000 ha, tuzlu topraklar 505 000 ha, hafif tuzlu-alkali
topraklar 126 000 ha ve tuzlu-alkali topraklar ise 265 000 ha dir. Tirkiye’nin i¢
kisimlarinda tuzlar, tortul kayaclardan, volkanik depozitlerden, sulama suyundan ve
taban suyundan kaynaklanirken, kiy1r bolgelerinde tuzlanma, daha ¢ok aliivyal
materyalin  deniz yakininda veya i¢inde depolanmasindan kaynaklanmaktadir.
Buralardaki taban suyu yiliksek ve tuzlu oldugundan, kis mevsiminde iist toprak
katmanindaki tuzlar yikanamamaktadir. Tiirkiye’nin topraklarinin yiizeyinde veya
profilinde biriken NaCl, CaCl,, MgCl, gibi kloriirler, Na,SO4 ve MgSO, gibi siilfatlar,
NaNO; ve KNOj gibi nitratlar, NaCO; ve NaHCOs gibi karbonat ve bikarbonatlar ile
boratlar, topragin olustugu ana maddeden ileri gelebilecegi gibi, daha yukar
arazilerden asagilara yikanma ile, yiliksek taban suyundan, diisiik kaliteli sulama

suyundan veya yanlis sulama tekniklerinden meydana gelmektedir [26].

Bilingsiz sulama, yanlis giibreleme ve yanlis toprak isleme gibi etmenlerle ortaya ¢ikan
tuzluluk, tarimda verimin giderek azalmasina neden olmakta ve 6zellikle son yillarda

sulamanin yeni bagladigi GAP bolgesinde bir sorun olmak iizeredir [27].

Topraklarin tuzlanmasinda, bilingsiz sulama yaninda, drenaj olanaklarinin yetersizligi
ve yiiksek taban suyunun rolii de ¢ok biiyiiktiir. Ozellikle, sulama sonucu topraklarmn
tuzlu ve alkali hale doniigsmesi, sulu tarimin uygulandig1 bolgelerde giincel bir sorundur.
Drenaj sebekelerinin yetersizligi ve sulama sonucu yilikselen taban suyu, kurak
bolgelerde tuzlulugun baslica nedenidir. Bitki kok bolgesinde fazla miktarda eriyebilir
tuzlarin birikmesi, toprakta tuzluluk sorununun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Boyle bir toprakta, kiiltlir bitkilerinin ¢imlenme, biiylime ve {iriin verimleri, mevcut

tuzlarin cinsi ve miktarlarina bagl olarak azalmakta ve hatta tamamen durmaktadir [28].

Tuzluluk, bitki gelisimi ve verimini azaltan temel etmenlerden biri olarak diinyadaki
arazilerin toplam % 7 sini etkilemektedir. Tarim yapilan alanlarin % 23 i ve sulanan
alanlarin % 20 si tuzluluktan etkilenmekte ve her yil diinyada % 10 oraninda tuzlulukta

art1s egilimi goriilmektedir [28].

Bitkiler, tuzlu ortamda yagayabilme kapasitelerine gore halofitler ve glikofitler olarak

iki gruba ayrilirlar. Halofitler, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilen bitkilerdir.



Glikofitler 1ise tuza duyarli bitkilerdir. Pek c¢ok bitki glikofit olup yiiksek
konsantrasyonda tuz stresini tolere edemez. Yiiksek konsantrasyonda tuz varligi,
topragin osmotik potansiyelini azaltmakta ve bunun sonucu olarak bitkilerde iyon
dagilimindaki ve su potansiyelindeki dengenin bozulmasina neden olmaktadir. Iyon ve
su dengesindeki siddetli degisiklikler bitkilerde molekiiler diizeyde zararlanmalara,

bitki biiylimesinin durmasina ve bitki 6liimiiniin meydana gelmesine neden olur [2, 29].

Topraklardaki tuzlulugun bitkilerde su ag¢ig1 yaratmasmin temel nedeni, topragin
osmotik basmcinin diismesi sonucu bitkilerin topraktan su alimmin azalmasidir.
Protoplazmada biriken Na" ve Cl” konsantrasyonlarinin artmasi iyon dengesizligine
neden olmaktadir [30]. Ozellikle protoplazmada Na* birikimi K*, Mg" ve Ca™ alimm
engellemektedir [31]. Ayrica Na™ yapraklarda birikerek klorofil molekiillerindeki Mg
ile yer degistirmesi sonucu klorofillerin yapisi bozulmakta ve klorozis olusmaktadir

[32].

Stres durumunun devam etmesi halinde bitkilerde kok biiyiimesi engellenmekte,
sirglinlerin  boyu kisalmakta, yapraklar kii¢iilmekte ve hiicrelerin  Oliimii
gerceklesmektedir. Koklerde, tomurcuklarda, yaprak kenarlarinda ve siirglin uglarinda
nekrozlar olusmakta, yapraklar sararmakta ve siirgiiniin tiim kisimlarinda kurumalar
meydana gelmektedir. Solunum zincirinde fotofosforilasyon ve fosforilasyon ile az
enerji iiretilmekte, fotosentez miktar1 ve bitki gelisim hizi diismektedir. Fotosentez ve
solunumun azalmasi, verimin ve kalitenin diismesine ve biyomas iiretiminin azalmasina

neden olmaktadir [24].

Tuz stresinin, bitkiler iizerinde yaptigi etkiyi gosteren bir¢cok c¢alisma yapilmistir.
Sairam ve dig., Fogle ve Munns’un, yaptiklar1 c¢alismada osmotik stresin bugday
fidelerinin kok biiylimesini azalttigini ve bunun sonucunda bitkilerin topraktan yeterli
besini alamadiklarini tespit ettiklerini bildirmektedirler [31]. Misir, yonca ve mavi
ayrik bitkilerinden kurulan su kiiltiirlerine degisik konsantrasyonlarda tuz stresi
uygulanmis ve tuz konsantrasyonundaki artisa bagli olarak c¢esitlerin ¢imlenme

hizlarinin, kék uzunluklarinin ve fide boylarinin azaldig: tespit edilmistir [33].



Biiyliyen ve genisleyen hiicrelerde turgor basincinin azalmasi ve bu hiicrelerdeki kritik
metabolik basamaklar iizerine tuz akiimiilasyonunun toksik etkisi, bitki biiylime
inhibisyonunda etkilidir. Biliylime inhibisyonunun c¢esitli bitki tiirleri arasinda
farkliliklar géstermesinin nedeni ise genotipik tuz direncinin farkli olmasindan ve farkl

oranlarda tuz akiimiilasyonundan kaynaklandigi bildirilmektedir [34].

Biyokimyasal incelemeler tuz stresi altinda  bulunan bitkilerde reaktif oksijen
tirevlerinin iretiminin arttigin1  gostermektedir. Bitkiler maruz kaldiklar1 stres
faktorlerine karsi oksijenin uyarilmis formlar1 olan singlet oksijen, siiperoksit ve
hidroksil radikallerini olusturarak cevap verirler. Bitki hiicrelerinde bu radikallerin
baslica iiretim yeri kloroplastlardaki ve mitokonrideki elektron transfer zinciri ile
peroksizomlardir. Sitotoksik etki gdsteren reaktif oksijen tiirevleri hiicrelerdeki lipid,

protein ve niikleik asitlere zarar verirler [35-38].

Bitkiler, reaktif oksijen tiirevlerinin zararli etkilerinden korunmak i¢in bazi
mekanizmalar gelistirmislerdir. Stres sonucu olusan reaktif oksijen tiirevleri, bitki
hiicrelerindeki  toksik {riinlerin artistna  bagli  olarak antioksidant savunma
mekanizmalarinda yer alan c¢esitli enzimlere sinyal gondererek bu mekanizmalari

harekete gegirirler [35].

Mitokondri ve kloroplastlardaki elektron transfer zincirleri siiperoksit radikallerinin
baslica olusum yerleridir. Siiperoksit radikallerinin enzimatik veya enzimatik olmayan
dismutasyonu sonucu hidrojen peroksit (H,O,) olusur. Hidrojen peroksidin bir diger
olusum yolu da peroksizomlardaki gliyoksilat ¢emberinde yaglarin pB-oksidasyonudur.
Oksitleyici 0zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerden derhal uzaklastirilmasi gereken
H,0,, demir, bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin olusumuna

neden olur [35-38].

Son derece reaktif olan hidroksil radikalinin DNA ile tepkimesi, baz
modifikasyonlarina, baz delesyonlarina ve zincir kirilmalarima neden olabilir. Ayrica
proteinlerin  oksidasyonu sonucu proteinleri proteolitik yikima ugratir, membran
lipidlerinin peroksidasyonuna neden olarak zar yapisini bozar ve gegirgenligini artirarak

hiicrenin 6lmesine sebep olur [35-38].
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Stres altinda olusan diger bir reaktif oksijen tiirevi ise singlet oksijendir. Singlet oksijen
eksitasyon sonucu olusabilecegi gibi siiperoksit radikalinin dismutasyonu sonucunda da
olusabilir [36-39]. Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksi
radikalini olusturur ve hidroksil radikalleri kadar etkin bir sekilde lipid
peroksidasyonunu baslatabilir [39]. Lipid peroksidasyonu ise hiicre membranlarinin

yapisi ve islevleri iizerine etkili olan en 6nemli zararlanmalarindan biridir.

Bitkilerde tuz stresi altinda lipid peroksidasyonunun oOnemli bir gostergesi
malondialdehid (MDA) miktarinin artmasidir ve bu konuda c¢esitli arastirmalar
yapilmistir. Neto ve dig. tuza toleransh ve tuza duyarli misir g¢esitleri ile yaptiklari
calismada 100 mM’lik NaCl stresi altinda tuza toleransh olan ¢esidin yapraklarindaki
MDA miktarin kontrole gore ¢ok fazla artis gostermedigini, fakat tuza duyarl olan
cesidin yapraklarindaki MDA miktarinin kontrole goére % 24 lik bir artisa neden
oldugunu bildirmislerdir [40]. 3 sogan cesidi ile yapilan bir baska calismada ise artan
tuz konsantrasyonuna bagl olarak her ii¢ varyetenin MDA miktarlarinda anlamli bir

art1g saptanmustir [41].

Bitkilerde tuzluluga bagli olarak protein iceriginde de degismeler oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir. Proteinler, tuzluluga karsi bitkilerde osmotik diizenleyici
olarak rol almakta ve farkli bitkilerde artis veya azalis gostermektedirler [42].
Proteinlerdeki siilfiir ve tiyol gruplari stres durumunda olusan reaktif oksijen

metabolitlerine kars1 son derece duyarlidirlar [43].

Ashraf ve Harris calismalarinda, Ashraf ve O’Leary’nin tuza duyarli ve tuza toleranslh
bugday cesitleri ile yaptiklar1 calismada, tuz stresi altinda suda ¢6ziinebilir protein
miktarlarinin tuza duyarli olan ¢esitlerde daha fazla oldugunu buna karsilik Ashraf ve
Washeed’in mercimek cesitleri ile yaptiklar1 ¢aligmada ise tuz stresi altinda
yapraklardaki suda ¢Oziinebilir protein miktarinin azaldigimi tespit ettiklerini

bildirmektedirler [44].

Bitkiler reaktif oksijen metabolitlerinin zararli etkilerinden korunmak i¢in bazi

mekanizmalar gelistirmiglerdir. Bu diren¢ mekanizmalari enzimatik ve enzimatik
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olmayan antioksidant savunma sistemleridir. Bitkilerde stres karsisinda olusan bu
diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi, istenilen 6zellikteki bitki ¢esitlerinin seleksiyonu

i¢in onemlidir.

Bitkilerin antioksidant savunma sistemlerinde baslica antioksidant enzimler arasinda
stiperoksit dismutaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz, katalaz, glutatyon S-transferaz,
glutation reduktaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidant enzimler yer alir. Bitkilerin
yapilarinda strese karsi biriktirdikleri enzimatik olmayan osmoprotektanlar ise
kuaterner amino asit bilesikleri (prolin, glisin betain, B-alanin betain, prolin betain
vb.), basit sekerler (fruktoz ve glukoz vb.), alkol sekerleri (gliserol ve metil inositol
vb.), kompleks sekerler (trehaloz, raffinoz, ve fruktans vb.), siilfath bilesikler (kolin
o-siilfat, dimetil siilfat propironat vb.), C vitamini (askorbik asid) ve E vitamini

(a-tokoferol) dir [36- 38, 45].

Tuzluluk gibi ¢evresel stres faktorleri sonucu bitkilerde meydana gelen siiperoksit
radikallerinin ortamdan uzaklastirilmas1 gorevini 6nemli antioksidant enzimlerden biri
olan siiperoksit dismutaz iistlenmistir. Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikallerini
hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriir. Bu dismutasyon reaksiyonu sonucu olusan ve
canli sistemlerde oldukg¢a toksik etki gosteren hidrojen peroksit enzimatik savunma
gbrevi yapan peroksidaz ve katalaz enzimleri tarafindan su ve oksijene doniistiiriiliir

[36-39].

Bor ve Tiirkan, seker pancari gesitleri ile yaptiklar1 ¢alismada 0-500 mM arasinda
degisen tuz konsantrasyonlarindaki artiga bagli olarak katalaz, peroksidaz, askorbat
peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon reduktaz  aktivitelerinde kontrol
gruplarina gore artig saptamislardir [46]. Piring bitkisi ile yapilan baska bir ¢calismada
ise 150 mmol/l tuz stresinin piring yapraklarindaki guaiacol peroksidaz, askorbat
peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon reduktaz aktivitelerinin kontrol gruplarina

gore arttirdig1 gdzlenmistir [47].

Topraktaki tuzluluk oranmin diisiirmek i¢in yapilan teknolojik c¢aligmalar oldukca
masraflidir. Tuzluluk oraninin az oldugu topraklarda da cesitli etmenler nedeni ile yavas

seyreden bir tuzluluk ka¢inilmaz olacagindan genetik dayanima yonelmek zorunlu
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olmaktadir [48]. Bu durumda genetik dayaniklilik 6nem kazanmakta ve stres sartlarina

dayanikl1 genotiplerin saptanmasi ve performanslarinin tespit edilmesi gerekmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. DENEY MATERYALLERININ ELDESI

Arastirmamizda ii¢ farkli bugday cesidine ait tohumlar kullanilmigtir. Tekirdag,
Pehlivan ve Flamura-85 bugday (7riticum aestivum L.) gesitlerine ait tohumlar Trakya

Tarmmsal Arastirma Enstitlisii’nden temin edilmistir.

3.2. DOKU KULTURUNUN KURULMASI

3.2.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85 bugday (7riticum aestivum L.) cesitlerine ait
tohumlarin olgun embriyolarindan kurulacak olan kiiltiirlerde rejenerasyonu tesvik
etmek amact ile MS besiyeri (Tablo 3.1) ve biiyiime diizenleyicisi olarak 2,4-D
kullanilarak kallus ve rejenerasyon besiyerleri hazirlandi (Tablo 3.2). Segici besiyeri
olusturmak amaci ile 0; 0.05; 0.1; 0.15; 0.2; 0.25 M NaCl ilave edildi. Besiyerinin pH
si 5.8 e ayarlandi ve 10 g/l agar ilave edilerek 1.2 atmosfer basing, 121 °C’de 20
dakika otoklavda steril edildi. Steril besiyeri aseptik kosullarda steril kiiltiir
kaplarina dokildi.

3.2.2. Yiizey Sterilizasyonu

Her ii¢ c¢eside ait bugday tohumlar1 yiizey sterilizasyonu igin % 70 lik etil
alkolde 5 dakika bekletilip 3 kez steril saf su ile yikandiktan sonra, 20 dakika
% 20 lik ticari ¢amasir suyunda bekletildi ve 3-4 kez steril saf su ile yikandi. Daha
sonra tohumlar 35°C’lik etiivde 2 saat siire ile steril saf suda bekletilerek sismeleri

sagland1 [10].

3.2.3. Eksplantlarin Eldesi ve Kiiltiir Ortamina Ekimi

Sismeye birakilan tohumlarin embriyolari, aseptik kosullar altinda steril pens ve
bistiiri yardimi ile endospermlerinden  ayrilarak  igerisinde farkl

konsantrasyonlarda NaCl bulunan kallus ve rejenerasyon besiyerlerine ekildi.
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Kiiltiirler, 26 °C’de, 16 saat giin / 8 saat karanlik giin periyoduna sahip biiylime

kabinine yerlestirildi ve 28 giin boyunca gdézlemleri yapildi.

Tablo 3.1 Doku kiiltiirleri i¢in hazirlanan MS besiyerinin igerigi.

Inorganik Tuzlar mg/1
Ammonium nitrate 1650.0
Borik acid 6.2
Calcium chloride anhydrous 332.2
Cobalt chloride 6H,O 0.025
Cubric sulfate SH,O 0.025
Sodium EDTA 37.26
Ferrous sulfate 7H,O 27.8
Magnesium sulfate 180.7
Manganase sulfate HO 16.9
Molydic acid 0.25
Potassium iodide 0.83
Potassium nitrate 1900.0
Potassium phosphate monobasic 170.0

Zinc sulfate 7H,O 8.6
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Tablo 3.2: Doku kiiltiirii i¢in hazirlanan kallus ve rejenerasyon besiyerinin igerigi

Biiyiime Diizenleyicisi

Besiyeri 2.4-D (mg/ml) Seker (g/l)
Kallus Besiyeri MS 3 20
Rejenerasyon MS 0.1 20
Besiyeri

3.2.4. Kiiltiir Ortaminda Olusan Kalluslarin ve Rejenere Olan Bitkilerin Taze

Agirhiklarinin Saptanmasi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilan Tekirdag, Pehlivan
ve Flamura-85 ¢esitlerine ait olgun bugday embriyolarindan kurulan kiiltiirlerde olusan
kalluslarin ve rejenere olan bitkilerin taze agirliklart 28. giinde tek tek tartilarak

saptandi.

3.3. KLOROFIL MIKTARININ SAPTANMASI

Kontrol ve tuz stresi uygulanan kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin klorofil miktarlari
saptandi. Bunun i¢in rejenere olan kiiltiirlerin yapraklar1 1/20 (w/v) olacak sekilde % 80
lik soguk aseton icerisinde soguk havanda ekstre edildi. Homojenat 20 dakika 3000
rpm’ de santrifiij edildi. Ust stvi1 alindi ve klorofil a pigmenti igin 645 nm, klorofil b
pigmenti i¢in 663 nm dalga boyunda absorbsiyon degerleri saptandi. Arnon (1949)

formiiliinde yerine konularak mg total klorofil/l degerleri saptand1 [49].

Total klorofil = 20.2 x Dgas + 8.02 X Dggs
Klorofila = 12.7 X Dggz— 2.69 X Dggs
Klorofil b = 22.9 x D645— 4.68 x D663
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3.4. PROTEIN MIKTARI, SUPEROKSIT DiSMUTAZ, PEROKSIDAZ ve
KATALAZ AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Kontrol ve tuz stresi uygulanan Kkiiltiirlerde rejenere olan bitkilerden alinan yaprak
ornekleri 1/10 (w/v) olacak sekilde fosfat tamponu (pH 7) i¢inde homojenize edildi.
Homojenat +4°C’de 15 000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Ust s1v1 suda ¢oziinebilir
protein miktari, sliperoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz aktivitelerinin tayini igin

kullanildi.

3.5. SUDA COZUNEBILIR PROTEIN TAYINI

Suda ¢6ziinebilir proteinlerin tayini Bradford yontemine gore yapildi [50]. Bovin serum
albumin (BSA)’nin farkli konsantrasyonlarindan hazirlanan standartlar i¢cin 595 nm
dalga boyunda absorbans degerleri Olgiildii ve BSA’nin konsantrasyonlarindan
yararlanilarak standart grafik cizildi ve dogru denklemi ¢ikarildi (Sekil 3.1). Yaprak
orneklerinden elde edilen ekstraksiyon iist sivisindan 40 pl alinarak Bradford belirteci
ile 2 mI’ye tamamlandi ve 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. Elde
edilen absorbsiyon degerleri standart grafik yardimi ile belirlenerek suda ¢oziinebilir
protein konsantrasyonu saptandi.

0.7 -
06 4
0.5 -
04 4
03 1
02 -
01 4

[:I L] | ¥ ¥ ]
] 02 04 06 08 1
Protein miktari (mg/ml)

*

y=0.265 + (0.438) x
R%= 098

Absorbans (595 nm)

Sekil 3.1: BSA standardina gore ¢izilen kalibrasyon egrisi.
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3.6. SUPEROKSIT DiISMUTAZ AKTIVITESI

Stres altinda olusan siiperoksit radikalleri nitroblue tetrazolyum (NBT) ile reaksiyona
girerek renkli formazon kristalleri olusturur. Reaksiyon ortaminda antioksidant
enzimlerden olan siiperoksit dismutaz varliginda siiperoksit radikalleri ortamdan
uzaklastirildigr i¢in formazon olusumu inhibe olmaktadir. Siiperoksit dismutaz
aktivitesini belirlemek i¢in kiiltiirlerden elde edilen ekstraksiyon iist sivisindan 30 pl
aliarak lizerine 2 ml substrat tamponu ve riboflavin eklendi (Tablo 3.2). Bu karisim
15 dakika 15 W’lik floresan 1s1k altinda bekletildikten sonra 560 nm dalga boyunda
spektrofotometrik Ol¢iim yapildi  [31]. Blank (koér Ornek) siiperoksit dismutaz
icermedigi icin inhibisyona ugramamis tepkime kabul edilip degeri 100 olarak alindi.
Tiim ornekler i¢in % inhibisyon degeri bunlara ait degerin blank ile oranlanarak 100

den ¢ikarilmasi sonucu asagidaki formiile gore hesaplandi [51].

% Inhibisyon Degeri = 100 - [ Ornek Absorbans x 100 / Blank ]

3.7. PEROKSIDAZ ENZIM AKTIiVITESI

Kiiltiirlerden elde edilen ekstraksiyon {ist stvisindan 25 pl alinarak tizerine 2 ml substrat
tamponu eklendi (Tablo 3.3). Enzim aktivitesi iirtindeki artisin 470 nm dalga boyundaki
absorbsiyonuna bakilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Bunun i¢in 10 sn aralikla 2

dakika icerisinde absorbans degerleri saptandi [52].
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Tablo 3.2: Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesini tespit etmek i¢in kullanilan tampon igerigi

Tampon Ad icerigi
Ezme Tamponu 0.1 M Fosfat Tamponu
pH7
1.5M N32CO3
200 mM L-Metionin
Substrat 2.25 mM NBT
T;ms :;::u 3 mM Etilendiamintetraasetik asit
p (EDTA)
0.1 M Fosfat Tamponu
distile H,O
Katalizor 60 uM Riboflavin

Tablo 3.3: Peroksidaz enzim aktivitesini tespit etmek i¢in kullanilan tampon igerigi

Tampon Adi icerigi
Ezme Tamponu 0.1 M Fosfat Tamponu
pH7
40mM H,0,

Substrat Tamponu % 1.6 guaiacol
o 1.
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3.8. PEROKSIDAZ JEL ELEKTROFOREZI

Kiiltiir ortaminda rejenere olan bitkilerden izole edilen peroksidazin varligini
karakterize etmek i¢in nativ poliakrilamid jel elektroforezi kullanildi. Bunun igin
hazirlanan % 7 lik alt jel, jel kasetine dokiildii ve 1 saat polimerizasyon icin oda
sicakliginda bekletildi. Polimerize olan alt jelin iizerine hazirlanan % 3.125 lik
5 ml {ist jel dokiildii. Ust jelin polimerizasyonundan sonra jel kaseti nativ elektroforez
tamponu igeren elektroforez tankina yerlestirildi. Ornekler yiikleme tamponu ile 2:1
oraninda karistirilarak jele yiiklendi (Tablo 3.4). Peroksidaz 6rnekleri 150 V’ta yaklasik
5 saat yiritildi. Elektroforez sonunda
40 mM H,0;, ve % 1.6 guaiacol iceren 0.1 M fosfat tamponu icerisinde 15 dakika

calkalandi ve peroksidaz enzimine ait bantlarin fotograflari ¢ekildi [53].

3.9. KATALAZ ENZIM AKTIiVITESI

Kiiltiirlerden elde edilen ekstraksiyon tist sivisindan 2 ml alinarak {izerine 1 ml substrat
tamponu eklendi (Tablo 3.5). Enzim aktivitesi substrat tamponundaki H,O,
konsantrasyonundaki azalisin 240 nm dalga boyundaki absorbsiyonuna bakilarak
spektrofotometrik olarak Olgiildii. Bunun i¢in 10 sn aralikla 2 dakika igerisinde

absorbans degerleri saptandi [54].
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Tablo 3.4: Nativ Elektroforez Jelinin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

Tampon Ad icerigi Konsantrasyonu
Akrilamid %7T
Metilenbisakrilamid % 5 Chis
% 7 lik Alt Jel Tris 947 mM
N,N,N',N"-
Tetrametilenetilendiamin
(TEMED) 2ou
Amonyum persiilfat 0/0 0.06
Riboflavin 70.002
Akrilamid %3.125T
Metilenbisakrilamid % 5 Cyis
% 3.125 lik Tris 158 mM
Ust Jel N N N' Nv_
Tetrametilenetilendiamin
TEMED ,20ul
Amonyum persiilfat OA’ 0.06
Riboflavin 760.002
Elektroforez Tamponu Tris 37.6 mM
pH 8.89 Glisin 40 mM
Yiikleme Tamponu Sukroz % 50

Bromfenol Mavisi % 0.1
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Tablo 3.5: Katalaz enzim aktivitesini tespit etmek i¢in kullanilan tampon igerigi

Tampon Ad Icerigi
Ezme
Tamponu 0.1 M Fosfat tamponu
pH7
Substrat 30mM H,0,
Tamponu 0.05 M Fosfat tamponu pH 7

3.10. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Kontrol ve farkli NaCl konsantrasyonlari uygulanmis kiiltiirlerde 28. giinde olusan
kallus taze agirliklarinin ve rejenere olan bitki taze agirliklarinin istatistiksel
degerlendirmeleri, varyans analizine gére yapildi. Istatistiksel olarak anlamli bulunan

kallus ve bitkilerin taze agirliklarinin karsilastirilmasinda Dunnet’s testi uygulandi [55].
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4. BULGULAR

4.1. TEKIiRDAG CESIiDi

4.1.1. Tuz Stresinin Kallus Olusumu ve Kallus Taze Agirhg Uzerine Etkisi

Tekirdag cesidine ait tohumlarin olgun embriyo eksplantlarindan kurulan kallus
kiiltiirlerine 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.25 M NaCl uygulandi. Uygulanan tuz stresinin
konsantrasyonuna bagli olarak 28 giin siire ile kiiltlirlerin gdzlemleri yapildi ve tuz

stresinin Tekirdag cesidinin kallus kiiltiirleri lizerine olan etkisi saptandi.

Tekirdag cesidine ait embriyo kiiltiirlerinde 28. giinde eksplant sayisi, kallus sayisi ve
yilizdesi ile ortalama kallus taze agirliklari Tablo 4.1 de sunulmustur. Kontrol ve
0.05 M NaCl uygulanan kiiltiirlerde tiim eksplantlardan kallus olusumu meydana
gelmistir. {1k tuz konsantrasyonu olan 0.05 M NaCl konsantrasyonunun kallus olusumu
tizerine her hangi bir etkisi goriilmezken 0.1 M NacCl stresi uygulanan kiiltiirlerde kallus
olusum yiizdesi % 96, 0.15 M NaCl konsantrasyonunda % 16, 0.2 M NaCl
konsantrasyonunda % 12 dir. Kontrol grubu ile 0.05 M NaCl ve 0.1 M NaCl
konsantrasyonlar1  arasinda  belirgin  bir  fark  goriilmezken yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda kallus olusumunun etkilendigi goriilmektedir. 0.25 M NaCl

konsantrasyonunda ise kallus olusumu gézlenmemistir.

Kontrol gruplarinda 80.9 mg olan ortalama kallus taze agirligi, 0.05 M NacCl
uygulamasinda 39.1 mg, 0.1 M NaCl uygulamasinda 30 mg, 0.15 M NaCl
uygulamasinda 4.1 mg ve 0.2 M NaCl uygulamasinda ise 2.6 mg olarak tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak bir azalma gostermistir. Kontrol grubuna gore,
ortalama kallus taze agirli§i bakimindan belirgin bir diislisiin oldugu 0.05 M NacCl
konsantrasyonundan itibaren saptanmistir. Tekirdag cesidine ait tohumlarin olgun
embriyo eksplantlarindan kurulan kiiltiirlerde olusan kalluslarin ortalama taze

agirliklart, uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan etkilenmektedir (Sekil 4.1).
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Tablo 4.1: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulanan bugday bitkisine ait Tekirdag
cesidinin 28 giinliikk kallus kiiltiirlerinde, eksplant sayisi, kallus sayis1 ve yiizdesi ile ortalama
kallus taze agirlig.

Tuz Eksplant  Olusan Kallus Ortalama Kallus Taze
Konsantrasyonlari Sayisi Sayisi % Agirhigr (mg)
Kontrol 50 50 100 80.9 a*
0.05 M NaCl 50 50 100 39.1b
0.1 M NaCl 50 48 96 30b
0.15 M NaCl 50 8 16 41c
0.2 M NaCl 50 6 12 26¢
0.25 M NaCl 50 - - -

*Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve uygulanan tiim tuz konsantrasyonlarinda kallus taze agirlik ortalamalari arasindaki
farklarin Dunnet’s testine gore 0.05 seviyesinde 6dnemli oldugunu gostermektedir.

100

80 4

100)

60 4

40 -

Yiizdesi (Kontrol

20 4

Ortalama Kallus Taze Agirhik

0

Kontrol

0,05 M

Tuz Konsantrasyonu (NaCl)

0,1M

0,15 M

0,2M 0,25 M

Sekil 4.1: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl stresi uygulanan bugday bitkisine ait
Tekirdag ¢esidinden kurulan 28 giinliik kiiltiirlerde ortalama kallus taze agirlik yiizdeleri.
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Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda uygulanan NaCl konsantrasyonlarinin

ortalama kallus taze agirlig1 lizerine etkisi 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Deney gruplarinin birbiri ile karsilastirilmasi Dunnet’s testine gore yapilmistir. Elde
edilen sonuglara gore kallus taze agirligi bakimindan kontrole gore uygulanan tiim tuz
konsantrasyonlardaki farklar 6nemlidir (P<0.05). 0.05 M ve 0.1 M NaCl
konsantrasyonlarindaki kalluslarin taze agirliklarr arasindaki farklar 6nemsiz, kontrol
grubu ile arasindaki farklar Onemlidir. Ayrica 0.15 M ve 0.2 M NaCl
konsantrasyonlarindaki kalluslarin taze agirliklar1 arasindaki farklar 6nemsiz ancak
kontrol ve 0.05 M ve 0.1 M NaCl konsantrasyonlarindaki kalluslarin taze agirliklar
arasindaki farklar nemlidir (P<0.05).

4.1.2. Tuz Stresinin Rejenerasyon ve Bitki Taze Agirh@ Uzerine Etkisi

Farkl1 konsantrasyonlardaki tuz stresinin etkisini belirlemek i¢in Tekirdag ¢esidine ait
tohumlarin olgun embriyolarindan kurulan kiiltiirlere 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 ve
0.25 M NaCl uygulandi ve tuz konsantrasyonunun embriyo kiiltiirlerinde rejenerasyon

tizerine olan etkisi saptandi.

Farkli tuz konsantrasyonlarinda rejenere olan Tekirdag cesidine ait 28 giinliik embriyo
kiiltiirlerinde rejenere olan bitkilerin sayist ve yiizdesi ile ortalama bitki taze agirliklar
Tablo 4.2 de sunulmustur. Tekirdag ¢esidinde tuz konsantrasyonlarindaki artisa bagl
olarak rejenerasyon yeteneginde bir diislisiin meydana geldigi saptanmistir. Tekirdag
cesidinde kontrolde % 86 olan rejenerasyon yetenegi 0.1 M NaCl uygulamasinda %36,
0.2 M NaCl uygulamasinda ise % 4 tiir. 0.25 M NaCl etkisinde ise kiiltiir ortaminda
rejenerasyon meydana gelmemistir. Uygulanan tuz konsantrasyonlarinin eksplantlarin
rejenere olmalarimi etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.2). Tekirdag g¢esidine ait embriyo
kiiltiirlerinde 28. gilinde ortalama bitki taze agirliklarinda NaCl uygulamasma baglh
olarak azalma goriilmektedir. Kontrol gruplarinda 268.3 mg olan ortalama bitki taze
agirligr 0.05 M NaCl konsantrasyonunda 140.5 mg, 0.1 M NaCl konsantrasyonunda
63.3 mg, 0.15 M NaCl konsantrasyonunda 27.6 mg ve 0.2 M NaCl konsantrasyonunda
ise 3 mg dir. Ortalama bitki taze agirligi 0.05 M NaCl uygulamasindan itibaren belirgin
bir diislis gostermektedir (Sekil 4.3).
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Tablo 4.2: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulanan bugday bitkisine ait Tekirdag
¢esidinin 28 giinliikk embriyo kiiltiirlerinde, eksplant sayisi, rejenere olan bitki sayis1 ve yilizdesi
ile ortalama bitki taze agirligi.

Tuz Eksplant Rejenere Olan Bitki Ortalama Bitki Taze
Konsantrasyonlari Sayisi Sayist A Agirhg (mg)
Kontrol 50 43 86 268.3 a*
0.05 M NaCl 50 31 62 140.5b
0.1 M NaCl 50 18 36 633c
0.15 M NaCl 50 10 20 27.6 cd
0.2 M NaCl 50 2 4 3d
0.25 M NaCl 50 - - -

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve uygulanan tiim tuz konsantrasyonlarinda bitki taze agirlik ortalamalar1 arasindaki farklarmn
Dunnet’s testine gore 0.05 seviyesinde 6énemli oldugunu gostermektedir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda uygulanan NaCl konsantrasyonlarinin

ortalama bitki taze agirlig1 lizerine etkisi 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Deney gruplarinin birbiri ile karsilastirilmasi Dunnet’s testine gore yapilmistir. Elde
edilen sonuclara gore bitki taze agirhigi bakimindan kontrol ile uygulanan tiim tuz
konsantrasyonlar1 arasindaki farklar 6nemlidir. 0.05 M NaCl konsantrasyonu ile kontrol
ve diger deney gruplart arasindaki farklar Onemlidir (P<0.05). 0.1 M NaCl ve
0.15 M NaCl konsantrasyonlarinda rejenere olan bitkilerin taze agirliklar1 arasindaki
farklar 6nemsiz, ancak kontrol grubu arasindaki farklar 6nemlidir. 0.15 M NaCl ve
0.2 M NaCl konsantrasyonlarinda rejenere olan bitkilerin taze agirliklar1 arasindaki

farklar 6nemsiz ancak kontrol grubu arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.3: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl stresi uygulanan bugday bitkisine ait
Tekirdag ¢esidinden kurulan 28 giinliik kiiltiirlerde ortalama bitki taze agirlik yiizdeleri.

4.1.3. Tuz Stresinin Klorofil Miktarina Etkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Tekirdag ¢esidine
ait kiilttirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki klorofil miktarini saptamak amaci
ile spektrofotometrik olgiimler yapildi. 645 nm ve 663 nm dalga boylarinda absorbans
degerleri oOlciilerek klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarlar1 hesaplandi.
Tablo 4.3 te goriildiigii gibi farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilan
kiiltiirlerin yapraklarindaki total klorofil miktarlarinda bir azalig saptandi. 0.2 M NaCl
bulunan besiyerinde rejenere olan bitkilerin yapraklarinda bulunan klorofil a, klorofil b
ve total klorofil miktar1 diger deney gruplarindaki kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin

yapraklarindaki klorofil miktarlarina gore belirgin bir azalma gostermektedir.



28

Tablo 4.3: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanan 28 giinliik bugday bitkisine
ait Tekirdag ¢esidinden kurulan kiiltiirlerin yapraklarindaki klorofil a, klorofil b ve total klorofil
miktarlari.

Yapraklardaki Klorofil Miktar

Tuz (mg / g x taze agirhk)
Konsantrasyonu
Total Klorofil Klorofil a Klorofil b
Kontrol 0.748 = 0.039 0.417 +£0.029 0.331 £0.011
0.05M NaCl 0.516 £0.016 0.282 +0.009 0.234+0.024
0.1 M NacCl 0.482 +0.004 0.254 + 0.003 0.228 +0.002
0.15M NacCl 0.334+0.014 0.183 = 0.008 0.151 £ 0.007
0.2 M NaCl 0.220+ 0.028 0.114 £ 0.002 0.106 £0.027

+ Standar Sapma

4.1.4. Tuz Stresinin Suda Céziinebilir Protein Miktar1 Uzerine EtKisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Tekirdag cesidine
ait kiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki suda ¢oziinebilir protein derisimi
595 nm dalga boyundaki spektrofotometrik absorbans degerleri kullanilarak standart
grafik yardimu ile saptandi. Tablo 4.4 te goriildiigii gibi farkli konsantrasyonlarda tuz
stresine maruz birakilan kiiltiirlerin yapraklarindaki suda ¢dziinebilir protein miktar1
uygulanan tuzun konsantrasyonundaki artigsa bagli olarak kontrol gruplarina gore tim
deney gruplarinda azalis gostermektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonu uygulanan
kiiltiirlerdeki suda ¢oOziinebilir protein miktarlar, 0.05 M NaCl ve 0.1 M NaCl

uygulanan gruplardaki suda ¢oziinebilir protein miktarina gore bir artis gostermistir.

4.1.5. Tuz Stresinin Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine Etkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Tekirdag c¢esidine
ait kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki siiperoksit dismutaz aktivitesini
saptamak amact ile 560 nm dalga boyunda spektrofotometrik absorbans degerleri
ol¢iildii. Tablo 4.5 te goriildiigu gibi farkli konsantrasyonlarda tuz stresini uygulanan
kiiltiirlerin yapraklarindaki siiperoksit dismutaz aktivitesi tuz konsantrasyonundaki
artisa bagh olarak kontrol gruplarina gore tiim gruplarda belirgin bir artis géstermekle
birlikte en fazla siiperoksit dismutaz aktivitesi 0.2 M tuz stresi uygulanan deney

gruplarinda saptandi.
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Tablo 4.4: Bugday bitkisine ait Tekirdag cesidinde rejenere olan bitkilerdeki suda ¢ozilinebilir
protein miktarlari.

Suda coziinebilir
Tuz Konsantrasyonlar: proten miktarlar
(mg /g x taze agirhk)

Kontrol 1.91
0.05 M NaCl 0.83
0.1 M NaCl 0.87
0.15 M NaCl 1.40
0.2 M NaCl 1.22

Tablo 4.5: Bugday bitkisine ait Tekirdag ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki siiperoksit
dismutaz aktivitesi.

Tuz Konsantrasyonu % Inhibisyon Degeri
Kontrol 13.7
0.05M NacCl 16.31
0.1 M NaCl 30.02
0.15M NaCl 26.71

0.2 M NaCl 38.06
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4.1.6. Tuz Stresinin Peroksidaz Enzim Aktivitesine EtkKisi

Tekirdag c¢esidine ait bugday tohumlarinin olgun emriyolarindan kurulan doku
kiiltiirlerinde kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanan kiiltiirlerin
rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki peroksidaz aktivitesini saptamak amaci ile
yapilan spektrofotometrik 6l¢im sonuglart Tablo 4.6 da verilmistir. Uygulanan tuz
stresine yanitta peroksidaz enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore artis gosterdigi

saptanmigtir.

Tablo 4.6. Bugday bitkisine ait Tekirdag ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki peroksidaz enzim
aktivitesi.

Peroksidaz enzim aktivitesi

Tuz Konsantrasyonlari
(AA/ dak. x g x taze agirhk )

Kontrol 67.61
0.05 M NaCl 94.07
0.1 M NaCl 105.82
0.15 M NaCl 112.37
0.2 M NaCl 118.76

Peroksidaz varligin1 molekiiler diizeyde gostermek amaci ile nativ poliakrilamid jel
elektroforezi yapildi. Elektroforez sonucunda Tekirdag ¢esidine ait jel lizerinde kontrol
ve NaCl stresi uygulanan tiim deney gruplarinda iki izoenzim band1 goriildi.
Artan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak polimorfizm goézlenmezken 0.15 M ve
0.2 M NaCl stresine maruz birakilan bitkilerde 2. izoenzim bantlar1 daha yogun olarak

belirlendi (Sekil 4.4).
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Kontrol 0.05M NaCl 0.1 M NaCl 0.15M NaCl 0.2 M NaCl

, -

Sekil 4.4: Bugday bitkisine ait Tekirdag ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki peroksidaz
aktivitesinin nativ poliakrilamid jel goriintiisii.

4.1.7. Tuz Stresinin Katalaz Enzim Aktivitesine EtKkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Tekirdag ¢esidine
ait kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki katalaz aktivitesini saptamak
amaci ile spektrofotometrik olgiimler yapildi. 240 nm dalga boyunda absorbans degeri
Olgiilerek AA / dak x g x taze agirlik formiiliine gore katalaz aktivitesi hesaplandi.
Tablo 4.7 de goriildiigii gibi kontrol gruplarinda 0.25 AA / dak. x g X taze agirlik olan
katalaz  aktivitesi uygulanan tuz konsantrasyonuna bagli olarak artig gostererek
0.1 M NaCl uygulamasinda 0.35 AA / dak. x g x taze agirhga 0.2 M NaCl
uygulamasinda ise 0.73 AA / dak. x g x taze agirliga yiikselerek rejenere olan bitkilerin

yapraklarinda belirgin bir artis gosterdigi saptanmustir .
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Tablo 4.7: Bugday bitkisine ait Tekirdag ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki katalaz enzim
aktivitesi.

Katalaz enzim aktivitesi

Tuz Konsantrasyonlari
(AA / dak. x gx taze agirhk )

Kontrol 0.25
0.05 M NaCl 0.28
0.1 M NaCl 0.35
0.15 M NaCl 0.40

0.2 M NaCl 0.73
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4.2. PEHLIVAN CESIDI

4.2.1. Tuz Stresinin Kallus Olusumu ve Kallus Taze Agirhg Uzerine Etkisi

Pehlivan c¢esidine ait tohumlarin olgun embriyo eksplantlarindan kurulan kallus
kiiltiirlerine 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.25 M NaCl uygulandi. Uygulanan tuz stresinin
konsantrasyonuna bagl olarak 28 giin siire ile kiiltiirlerin gézlemleri yapildi ve tuz

stresinin Pehlivan ¢esidinin kallus kiiltiirleri lizerine olan etkisi saptandi.

Pehlivan ¢esidine ait embriyo kiiltiirlerinde 28. giinde eksplant sayisi, kallus sayisi ve
ylizdesi ile ortalama kallus taze agirliklar1 Tablo 4.8 de sunulmustur. Kiiltiir ortamina
ekilen eksplantlarin kallus olusturma yiizdeleri kontrol grubunda % 100 iken
0.05 M NaCl uygulamasinda % 30, 0.1 M NaCl konsantrasyonunda % 18, 0.15 M
NaCl konsantrasyonunda % 10, 0.2 M NaCl konsantrasyonunda ise % 18 dir. 0.25 M
NacCl konsantrasyonunda ise kallus olusumu gozlenmemistir. Tuz stresi uygulanan tiim
gruplarda kontrol gruplarina gore kallus olusumunun etkilendigi goriilmektedir.
Uygulanan ilk tuz konsantrasyonu olan 0.05 M NaCl konsantrasyonundan itibaren bu

etki goriilmektedir.

Kontrol gruplarinda 56.4 mg olan ortalama kallus taze agirligi, 0.05 M NaCl
uygulamasinda 10.9 mg, 0.1 M NaCl uygulamasinda 4.7 mg, 0.15 M NaCl
uygulamasinda 2.3 mg ve 0.2 M NaCl uygulamasinda ise 3.7 mg dir. Kontrol grubuna
gore, ortalama kallus taze agirhigi bakimindan belirgin bir disiis 0.05 M NacCl
konsantrasyonundan itibaren saptanmistir. Pehlivan c¢esidine ait tohumlarin olgun
embriyo eksplantlarindan kurulan kiiltiirlerde olusan kalluslarin ortalama taze

agirliklart, uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan etkilenmektedir (Sekil 4.5).

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda uygulanan NaCl konsantrasyonlarinin

ortalama kallus taze agirlig1 lizerine etkisi 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Deney gruplarinin birbiri ile karsilastirilmast Dunnet’s testine gore yapilmistir. Elde

edilen sonuclara gore kallus taze agirligi bakimindan kontrole ile uygulanan tiim tuz
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konsantrasyonlardaki farklar 6nemlidir (P<0.05). Farkli konsantrasyonlarda NaCl
uygulanan tiim deney gruplarindaki kallus taze agirliklar1 arasindaki farklar istatistiksel

bakimdan 6nemsiz bulunmustur (P<0.05)

Tablo 4.8: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulanan bugday bitkisine ait Pehlivan
cesidinin 28 giinliik kallus kiiltiirlerinde, eksplant sayisi, kallus sayisi ve ylizdesi ile ortalama
kallus taze agirlig1.

Tuz Eksplant _ Olusan Kallus Ortalama Kallus Taze
Konsantrasyonlari Sayisi Sayist % Agirhgi (mg)
Kontrol 50 50 100 56.4a°
0.05 M NaCl 50 15 30 109b
0.1 M NaCl 50 9 18 470
0.15 M NaCl 50 5 10 23b
0.2 M NaCl 50 9 18 370
0.25 M NaCl 50 - - -

Ed
Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanan deney gruplarindaki kallus taze agirlik
ortalamalar1 arasindaki farklarin, Dunnet’s testine gore 0.05 seviyesinde 6nemli oldugunu géstermektedir.

100

o
o
1

=100)
()]
o

Yizdesi (Kontrol
N
o

20 A1

Ortalama Kallus Taze Agirlik

0 L) L} L} L}
Kontrol 0,05 M 0,1 M 0,15 M 0,2M 0,25 M

Tuz Konsantrasyonu (NacCl)

Sekil 4.5: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl stresi uygulanan bugday bitkisine ait
Pehlivan ¢esidinden kurulan 28 giinliik kiiltiirlerde ortalama kallus taze agirlik yiizdeleri.
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4.2.2. Tuz Stresinin Rejenerasyon ve Bitki Taze Agirh@ Uzerine Etkisi

Farkl1 konsantrasyonlardaki tuz stresinin etkisini belirlemek i¢in Pehlivan g¢esidine ait
tohumlarin olgun embriyolarindan kurulan kiiltiirlere 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 ve
0.25 M NaCl uygulandi ve tuz konsantrasyonunun embriyo kiiltiirlerinde rejenerasyon

tizerine olan etkisi saptandi.

Farkli tuz konsantrasyonlarinda rejenere olan Pehlivan ¢esidine ait 28 giinliik embriyo
kiiltiirlerinde rejenere olan bitkilerin sayist ve yiizdesi ile ortalama bitki taze agirliklar
Tablo 4.9 da sunulmustur. Pehlivan ¢esidinde tuz konsantrasyonlarindaki artisa bagl
olarak rejenerasyon yeteneginde bir diisiisiin meydana geldigi saptanmistir. Pehlivan
cesidinde kontrolde % 82 olan rejenerasyon yetenegi 0.1 M NaCl uygulamasinda % 44,
0.2 M NaCl uygulamasinda ise % 4 tiir. 0.25 M NaCl etkisinde ise kiiltiir ortaminda
rejenerasyon meydana gelmemistir. Uygulanan tuz konsantrasyonlarinin eksplantlarin
rejenere olmalarini etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Pehlivan ¢esidine
ait embriyo Kkiiltiirlerinde 28. giinde ortalama bitki taze agirliklarinda NaCl
uygulamasina bagli olarak azalma goriilmektedir. Kontrol gruplarinda 271.3 mg olan
ortalama bitki taze agirhigi 0.05 M NaCl konsantrasyonunda 132 mg, 0.1 M NaCl
konsantrasyonunda 80.2 mg, 0.15 M NaCl konsantrasyonunda 21.3 mg ve 0.2 M NaCl
konsantrasyonunda ise 0.93 mg dir. Ortalama bitki taze agirhigit 0.05 M NaCl
uygulamasindan itibaren belirgin bir diisiis gostermektedir (Sekil 4.8).

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda uygulanan NaCl konsantrasyonlarinin

ortalama bitki taze agirlig1 iizerine etkisi dnemli bulunmustur (P<0.05).

Deney gruplarinin birbiri ile karsilastirilmasi Dunnet’s testine gore yapilmistir. Elde
edilen sonuclara gore bitki taze agirligi bakimindan kontrol ile uygulanan tiim tuz
konsantrasyonlar1 arasindaki farklar onemlidir. 0.05 M NaCl konsantrasyonu ile
0.1 M NaCl konsantrasyonlarinda rejenere olan bitkilerin taze agirliklar1 arasindaki
farklar 6nemsiz, ancak kontrol grubu arasindaki farklar 6nemlidir. 0.1 M NaCl ve
0.15 M NaCl konsantrasyonlarinda rejenere olan bitkilerin taze agirliklar1 arasindaki
farklar 6nemsiz, ancak kontrol grubu arasindaki farklar 6nemlidir. 0.15 M NaCl ve

0.2 M NaCl konsantrasyonlarinda rejenere olan bitkilerin taze agirliklar1 arasindaki
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farklar onemsiz ancak 0.2 M NaCl konsantrasyonlarinda rejenere olan bitkilerin taze

agirliklari ile kontrol ve diger deney gruplari arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).

Tablo 4.9: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulanan bugday bitkisine ait Pehlivan
cesidinin 28 giinliik embriyo kiiltiirlerinde, eksplant sayisi, rejenere olan bitki sayisi ve yiizdesi
ile ortalama bitki taze agirhigi.

Tuz Eksplant Rejenere Olan Bitki Ortalama Bitki Taze
Konsantrasyonlari Sayisi Sayisi A Agirhg (mg)
Kontrol 50 41 82 271.3a"
0.05 M NaCl 50 28 56 132b
0.1 M NaCl 50 22 44 80.2 be
0.15 M NaCl 50 15 30 213 cd
0.2 M NaCl 50 2 4 0.93d
0.25 M NaCl 50 - - -

£
Aynt harfle gosterilmeyenler, kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanan deney gruplarindaki kallus taze agirlik
ortalamalar arasindaki farklarin, Dunnet’s testine gére 0.05 seviyesinde dnemli oldugunu gostermektedir.

100

80 4

=100)

60 4

40 -

Ortalama Bitki Taze Agirlik
Yiizdesi (Kontrol

20 4

0 L] v v ‘
Kontrol 0,05 M 0,1M 0,15 M 02M 0,25 M

Tuz Konsantrasyonu (NaCl)

Sekil 4.8: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl stresi uygulanan bugday bitkisinin
Pehlivan ¢esidinden kurulan 28 giinliik kiiltlirlerde ortalama bitki taze agirlik yiizdeleri.
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Kontrol 0.1 M NaCl ;

Sekil 4.6: Kontrol ve 0.1 M NaCl stresi uygulanmis bugday bitkisinin Pehlivan ¢esidine ait
olgun embriyo eksplantlarindan kurulan 28 giinliik kiiltiirler.

Sekil 4.7: Kontrol ve 0.2 M NacCl stresi uygulanmis bugday bitkisinin Pehlivan ¢esidine ait
olgun embriyo eksplantlarindan kurulan 28 giinliik kiiltiirler.
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4.2.3. Tuz Stresinin Klorofil Miktarina Etkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Pehlivan g¢esidine
ait kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki klorofil miktarini saptamak amaci
ile spektrofotometrik dl¢timler yapildi. 645 nm ve 663 nm dalga boylarinda absorbans
degerleri Olciilerek klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarlar1 hesaplandi.
Tablo 4.10 da goriildiigi gibi farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilan
kiiltiirlerin yapraklarindaki total klorofil miktarlarinda bir azalis saptandi. Yiiksek tuz
konsantrasyonu olarak uygulanan 0.2 M NaCl konsantrasyonunda rejenere olan
bitkilerin yapraklarinda bulunan klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktar1 diger
deney gruplarindaki kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki klorofil

miktarlarina gore belirgin bir diisiis gostermektedir.

Tablo 4.10: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanan 28 giinliik bugday
bitkisine ait Pehlivan ¢esidinden kurulan kiiltiirlerin yapraklarindaki klorofil a, klorofil b ve
total klorofil miktarlari.

Yapraklardaki Klorofil Miktari

Tuz (mg / g x taze agirhk)
Konsantrasyonu
Total Klorofil Klorofil a Klorofil b

Kontrol 0.838 £ 0.033 0.485+0.23 0.353 +£0.01
0.05M NacCl 0.639 + 0.006 0.325+0.004 0.314 £ 0.002
0.1 M NaCl 0.359 + 0.0063 0.184 +0.003 0.175 £ 0.0034
0.15M NacCl 0.297 + 0.0062 0.150 £ 0.037 0.147 £ 0.003
0.2 M NacCl 0.141 + 0.023 0.094 + 0.007 0.047 £ 0.02

+ Standart Sapma
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4.2.4. Tuz Stresinin Suda Céziinebilir Protein Miktar1 Uzerine EtKisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Pehlivan g¢esidine
ait kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki suda ¢oziinebilir protein derisimi
595 nm dalga boyundaki spektrofotometrik absorbans degerleri kullanilarak standart
grafik yardimi ile saptandi. Tablo 4.11 de goriildiigi gibi farkli konsantrasyonlarda tuz
stresine maruz birakilan kiiltiirlerin yapraklarindaki suda ¢oziinebilir protein miktari
uygulanan tuzun konsantrasyonundaki artisa bagl olarak kontrol gruplarina goére tim
deney gruplarinda azalig goriilmekle birlikte en fazla etkilenen deney grubunun.

0.1 M NaCl konsantrasyonunda oldugu saptanmustir.

Tablo 4.11: Bugday bitkisine ait Pehlivan ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki suda ¢odziinebilir
protein miktarlar1.

Suda ¢oziinebilir protein

Tuz Konsantrasyonlari miktarlan
(mg / g x taze agirhk)
Kontrol 1.40
0.05 M NaCl 0.59
0.1 M NaCl 0.30
0.15M NaCl 0.66
0.2 M NaCl 0.52

4.2.5. Tuz Stresinin Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine Etkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Pehlivan g¢esidine
ait kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki siiperoksit dismutaz aktivitesini
saptamak amaci ile 560 nm dalga boyunda spektrofotometrik absorbans degerleri
oOl¢iildii. Tablo 4.12 de goriildiigli gibi farkli konsantrasyonlarda tuz stresini uygulanan
kiltlirlerin yapraklarindaki siiperoksit dismutaz aktivitesi tuz konsantrasyonundaki
artisa bagl olarak kontrol gruplarina gore tiim gruplarda belirgin bir artis gostermekle
birlikte en fazla siliperoksit dismutaz aktivitesi 0.2 M tuz stresini uygulanan deney

gruplarinda saptandi.
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Tablo 4.12: Bugday bitkisine ait Pehlivan ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki siiperoksit
dismutaz aktivitesi.

Tuz Konsantrasyonu % inhibisyon Degeri

Kontrol 8.27
0.05 M Na(Cl 17.26
0.1 M NaCl 21.98
0.15 M NaCl 18.44
0.2 M NaCl 30.73

4.2.6. Tuz Stresinin Peroksidaz Enzim Aktivitesine Etkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Pehlivan ¢esidine
ait kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki peroksidaz enzim aktivitesini
saptamak amaci ile yapilan spektrofotometrik l¢tim sonuglar1 Tablo 4.13 te verilmistir.
Kontrol grubunda 53.47 AA/ dak. x g x taze agirlik olan peroksidaz aktivitesi
uygulanan tuz konsantrasyonuna bagli olarak bir artis gostererek 0.1 M NaCl
konsantrasyonunda 99.50 AA/ dak. x g x taze agirlik, 0.2 M NaCl konsantrasyonunda
ise 114.56 AA/ dak. x g x taze agirlik degerine ulasmistir.

Tablo 4.13: Bugday bitkisine ait Pehlivan ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki peroksidaz enzim
aktivitesi.

Peroksidaz enzim aktivitesi

Tuz Konsantrasyonlari (AA / dak. x gx taze agirhk )

Kontrol 53.47
0.05 M NaCl 97.43
0.1 M NaCl 99.50
0.15 M NaCl 104.03

0.2 M NaCl 114.56
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Peroksidaz varligin1 molekiiler diizeyde gostermek amaci ile nativ poliakrilamid jel
elektroforezi kullanildi. Elektroforez sonucunda jel iizerinde kontrol ve farkli
konsantrasyonlarda NaCl stresi uygulanan deney gruplarina ait iki izoenzim bandi
goriildii. Artan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak polimorfizm gézlenmezken 0.15 M
ve 0.2 M NaCl stresine maruz birakilan bitkilerde 2. izoenzim bantlar1 daha yogun

olarak belirlendi (Sekil 4.9).

Kontrol 0.01 MNaCl 0.15MNaCl 0.2 MNaCl 0.25 M NaCl

2 | .

Sekil 4.9: Bugday bitkisine ait Pehlivan ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki peroksidaz
aktivitesinin nativ poliakrilamid jel goriintiisii.
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4.2.7. Tuz Stresinin Katalaz Enzim Aktivitesine EtKisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Pehlivan ¢esidine
ait kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki katalaz aktivitesini saptamak
amaci ile spektrofotometrik olgiimler yapildi. 240 nm dalga boyunda absorbans degeri
Olgiilerek AA / dak x g x taze agirlik formiiliine gore katalaz aktivitesi hesaplandi.
Tablo 4.14 te goriildiigl gibi kontrol gruplarinda 0,32 AA / dak. x g x taze agirlik olan
katalaz  aktivitesi uygulanan tuz konsantrasyonuna bagli olarak artig gostererek
0.1 M NaCl uygulamasinda 0.39 AA / dak. x g x taze agirhga 0.2 M NaCl
uygulamasinda ise 0.49 AA / dak. x g x taze agirliga yiikselerek rejenere olan bitkilerin

yapraklarinda belirgin bir artis gosterdigi saptanmustir .

Tablo 4.14: Bugday bitkisine ait Pehlivan ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki katalaz enzim
aktivitesi.

Katalaz enzim aktivitesi

Tuz Konsantrasyonlari (AA / dak. x gx taze agarhik )

Kontrol 0.32
0.05 M NaCl 0.37
0.1 M Na(Cl 0.39
0.15 M NaCl 0.36

0.2 M NaCl 0.49
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4.3. FLAMURA-85 CESIDI

4.3.1. Tuz Stresinin Kallus Olusumu ve Kallus Taze Agirhg Uzerine Etkisi

Flamura-85 c¢esidine ait tohumlarin olgun embriyo eksplantlarindan kurulan kallus
kiiltiirlerine 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.25 M NaCl uygulandi. Uygulanan tuz stresinin
konsantrasyonuna bagl olarak 28 giin siire ile kiiltiirlerin gézlemleri yapildi ve tuz

stresinin Flamura-85 cesidinin kallus kiiltiirleri lizerine olan etkisi saptandi.

Flamura-85 ¢esidine ait embriyo kiiltiirlerinde 28. giinde eksplant sayisi, kallus sayist
ve yiizdesi ile ortalama kallus taze agirliklar1 Tablo 4.15 te sunulmustur. Kontrol ve
0.05 M NaCl uygulanan kiiltiirlerde tiim eksplantlardan kallus olusumu meydana
gelmistir. {1k tuz konsantrasyonu olan 0.05 M NaCl konsantrasyonunun kallus olusumu
tizerine her hangi bir etkisi goriilmezken 0.1 M NaCl stresi uygulanan kiiltlirlerde
kallus olusum yiizdesi % 72, 0.15 M NaCl konsantrasyonunda % 10, 0.2 M NaCl
konsantrasyonunda % 6 dir. 0.1 M NaCl uygulamasindan itibaren kallus olusumunun
etkilendigi goriilmektedir. 0.25 M NaCl konsantrasyonunda ise kallus olusumu

gozlenmemistir.

Kontrol gruplarinda 47.8 mg olan ortalama kallus taze agirligi, 0.05 M NaCl
uygulamasinda 30.1 mg, 0.1 M NaCl uygulamasinda 13.7 mg, 0.15 M NaCl
uygulamasinda 1.8 mg ve 0.2 M NaCl uygulamasinda ise 1 mg olarak tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak bir azalma gostermistir. Kontrol grubuna gore,
ortalama kallus taze agirligi bakimindan belirgin bir diislisiin oldugu 0.05 M NaCl
konsantrasyonundan itibaren saptanmistir. Flamura-85 cesidine ait tohumlarin olgun
embriyo eksplantlarindan kurulan kiiltiirlerde olusan kalluslarin ortalama taze

agirliklar, uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan etkilenmektedir (Sekil 4.10).
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Tablo 4.15: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulanan bugday bitkisine ait
Flamura-85 ¢esidinin 28 giinliik kallus kiiltiirlerinde, eksplant sayisi, kallus sayisi ve yiizdesi ile
ortalama kallus taze agirhig1.

Tuz Eksplant  Olusan Kallus Ortalama Kallus Taze
Konsantrasyonlari Sayisi Sayisi % Agirhg (mg)
Kontrol 50 50 100 4784
0.05 M NaCl 50 50 100 30.1b
0.1 M NaCl 50 36 72 13.7¢
0.15 M NaCl 50 5 10 1.8d
0.2 M NaCl 50 3 6 1d
0.25 M NaCl 50 - - -

X
Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanan deney gruplarindaki kallus taze
agirlik ortalamalar arasindaki farklarin, Dunnet’s testine gore 0.05 seviyesinde 6nemli oldugunu gostermektedir.

100

80 4

100)

60 4

40 -

Yiizdesi (Kontrol

20 4

Ortalama Kallus Taze Agirhik

0 T T
Kontrol 0,05 M 0,1M 0,15 M 0,2M 0,25 M

Tuz Konsantrasyonu (NaCl)

Sekil 4.10: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl stresi uygulanan bugday bitkisinin
Flamura-85 ¢esidinden kurulan 28 giinliik kiiltiirlerde ortalama kallus taze agirlik yiizdeleri.
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Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda uygulanan NaCl konsantrasyonlarinin

ortalama kallus taze agirligi izerine etkisi dnemli bulunmustur (P<0.05).

Deney gruplarinin birbiri ile karsilastirilmasi Dunnet’s testine gore yapilmistir. Elde
edilen sonuglara gore kallus taze agirligi bakimindan kontrole gore uygulanan tiim tuz
konsantrasyonlardaki farklar o6nemlidir (P<0.05). 0.15 M ve 02 M NaCl
konsantrasyonlarindaki kalluslarin taze agirliklar1 arasindaki farklar 6nemsiz ancak
kontrol ve bu konsantrasyonlarin, 0.05 M NaCl ve 0.1 M NaCl konsantrasyonlarindaki

kalluslarin taze agirliklari ile arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).

4.3.2. Tuz Stresinin Rejenerasyon ve Bitki Taze Agirhg Uzerine Etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki tuz stresinin etkisini belirlemek i¢in Flamura-85 ¢esidine
ait tohumlarin olgun embriyolarindan kurulan kiiltiirlere 0, 0.05, 0.1, 0.15,
0.2 ve 0.25 M NaCl uygulandi ve tuz konsantrasyonunun embriyo kiiltiirlerinde

rejenerasyon lizerine olan etkisi saptandi.

Farkli tuz konsantrasyonlarinda rejenere olan Flamura-85 c¢esidine ait 28 giinliik
embriyo kiltlirlerinde rejenere olan bitkilerin sayis1 ve ylizdesi ile ortalama bitki taze
agirliklar1 Tablo 4.16 da sunulmustur. Flamura-85 ¢esidinde tuz konsantrasyonlarindaki
artisa bagl olarak rejenerasyon yeteneginde bir diislisiin meydana geldigi saptanmustir.
Flamura-85 c¢esidinde kontrolde % 100 olan rejenerasyon yetenegi 0.1 M NaCl
uygulamasinda % 46, 0.2 M NaCl uygulamasinda ise % 14 , 0.25 M NaCl
uygulamasinda % 6 dir. Uygulanan tuz konsantrasyonlarinin eksplantlarin rejenere

olmalarini etkiledigi goriilmektedir (Sekil 11, 12 ve 13).

Flamura-85 c¢esidine ait embriyo Kkiiltiirlerinde 28. gilinde ortalama bitki taze
agirliklarinda NaCl uygulamasina bagli olarak azalma goriilmektedir. Kontrol
gruplarinda 231.6 mg olan ortalama bitki taze agirligi 0.05 M NaCl konsantrasyonunda
159.9 mg, 0.1 M NaCl konsantrasyonunda 67.2 mg, 0.15 M NaCl konsantrasyonunda
26.3 mg, 0.2 M NacCl konsantrasyonunda 9.3 mg ve 0.25 M NaCl konsantrasyonunda
ise 2.5 mg dir. Ortalama bitki taze agirligi 0.05 M NaCl uygulamasindan itibaren
belirgin bir diisiis gdstermektedir (Sekil 14).
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Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda uygulanan NaCl konsantrasyonlarinin

ortalama bitki taze agirlig1 lizerine etkisi 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Deney gruplarinin birbiri ile karsilastirilmasi Dunnet’s testine gore yapilmistir. Elde
edilen sonuglara gore kallus taze agirligi bakimindan kontrole gore uygulanan tiim tuz
konsantrasyonlardaki farklar 6nemlidir (P<0.05). 0.15 M NaCl, 0.2 M NaCl ve 0.25 M
NaCl konsantrasyonlarindaki kalluslarin taze agirliklari arasindaki farklar Onemsiz
ancak bu konsantrasyonlarin, kontrol, 0.05 M NaCl ve 0.1 M NaCl
konsantrasyonlarindaki kalluslarin taze agirliklar1 ile arasindaki farklar 6nemlidir.

(P<0.05).

Tablo 4.16: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulanan bugday bitkisine ait
Flamura-85 ¢esidinin 28 giinliik embriyo kiiltiirlerinde, eksplant sayisi, rejenere olan bitki
sayis1 ve yiizdesi ile ortalama bitki taze agirligi.

Tuz Eksplant Rejenere Olan Bitki Ortalama Bitki Taze
Konsantrasyonlari Sayisi Sayisi A Agirhg (mg)
Kontrol 50 50 100 231.6 a*
0.05 M NaCl 50 42 84 1599b
0.1 M NaCl 50 23 46 67.2c¢
0.15 M NaCl 50 14 28 26.3d
0.2 M NaCl 50 7 14 9.3d
0.25 M NaCl 50 3 6 2.5d

*
Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanan deney gruplarindaki kallus taze agirlik
ortalamalar1 arasindaki farklarin, Dunnet’s testine gore 0.05 seviyesinde énemli oldugunu gostermektedir.
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0.05 M NaCl

Sekil 4.11: Kontrol ve 0.05 M NaCl stresi uygulanmis bugday bitkisinin Flamura-85 ¢esidine ait
olgun embriyo eksplantlarindan kurulan 28 giinliik kiiltiirler.

Kontrol 0.1 M NaCl

Sekil 4.12: Kontrol ve 0.1 M NaCl stresi uygulanmis bugday bitkisinin Flamura-85 cesidine ait
olgun embriyo eksplantlarindan kurulan 28 giinliik kiiltiirler.
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Kontrol 0.25 M NaCl

Sekil 4.13: Kontrol ve 0.25 M NaCl stresi uygulanmis bugday bitkisinin Flamura-85 ¢esidine ait
olgun embriyo eksplantlarindan kurulan 28 giinliik kiiltiirler.
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x
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g > 20 -
o
O L) L) L) L)
Kontrol 0,05 M 0,1 M 0,15 M 0,2 M 0,25 M

Tuz Konsantarasyonu (NaCl)

Sekil 4.14: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl stresi uygulanan bugday bitkisinin
Flamura-85 ¢esidinden kurulan 28 giinliik kiiltlirlerde ortalama bitki taze agirlik yiizdeleri.
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4.3.3. Tuz Stresinin Klorofil Miktarina Etkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Flamura-85
cesidine ait kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki klorofil miktarini
saptamak amaci ile spektrofotometrik Ol¢limler yapildi. 645 nm ve 663 nm dalga
boylarinda absorbans degerleri 6l¢iilerek klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarlari
hesaplandi. Tablo 4.17 de gorildiigii gibi farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz

birakilan kiiltiirlerin yapraklarindaki total klorofil miktarlarindabir azalis saptandi.

Tablo 4.17: Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanan 28 giinliik bugday
bitkisine ait Flamura-85 ¢esidinden kurulan kiiltiirlerin yapraklarindaki total klorofil ,klorofil a
ve klorofil b miktarlari.

Yapraklardaki Klorofil Miktar:

Tuz (mg / g x taze agirhk)
Konsantrasyonu Total Klorofil Klorofil a Klorofil b

Kontrol 0.848 £0.123 0.500 + 0.096 0.348 £ 0.027
0.05M Na(Cl 0.683 £0.115 0.403 +£0.016 0.280+£0.10
0.1 M NaCl 0.516+£0.013 0.263 + 0.006 0.253 +£0.008
0.15M NacCl 0.444 £ 0.028 0.234+£0.016 0.210+£0.012
0.2 M Na(Cl 0.199 + 0.005 0.107 £ 0.0008 0.092 + 0.004
0.25M NaCl 0.159+0.015 0.098 +0.002 0.061+0.016

+ Standart Sapma

4.3.4. Tuz Stresinin Suda Céziinebilir Protein Miktar1 Uzerine Etkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Flamura-85
cesidine ait kiiltlirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki suda ¢oziinebilir protein
derisimi 595 nm dalga boyundaki spektrofotometrik absorbans degerleri kullanilarak
standart grafik yardimi ile saptandi. Tablo 4.18 de goriildiigi gibi  farkli

konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilan kiiltiirlerin yapraklarindaki suda
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¢Oziinebilir protein miktar1 uygulanan tuzun konsantrasyonundaki artisa bagli olarak

kontrol gruplarina gore tiim deney gruplarinda artis gostermektedir.

Tablo 4.18: Bugday bitkisine ait Flamura-85 ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki suda
¢Oziinebilir protein miktarlar

Suda ¢o6ziinebilir protein

Tuz Konsantrasyonlari miktarlar
(mg / g x taze agirhk)

Kontrol 0.88
0.05 M NaCl 1.42
0.1 M NaCl 1.55
0.15 M NaCl 1.61
0.2 M NaCl 1.64
0.25 M NaCl 1.68

4.3.5. Tuz Stresinin Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine Etkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Flamura-85
cesidine ait kiiltliirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki siiperoksit dismutaz
aktivitesini saptamak amaci ile 560 nm dalga boyunda spektrofotometrik absorbans
degerleri olgiildii. Tablo 4.19 da goriildiigii gibi farkli konsantrasyonlarda tuz stresini
uygulanan  kiiltiirlerin  yapraklarindaki  siliperoksit — dismutaz  aktivitesi tuz
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak kontrol gruplarina gore tiim gruplarda
belirgin bir artis gostermekle birlikte en fazla siiperoksit dismutaz aktivitesi 0.25 M tuz

stresini uygulanan deney gruplarinda saptandi.
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Tablo 4.19: Bugday bitkisine ait Flamura-85 ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki siiperoksit
dismutaz aktivitesi.

Tuz Konsantrasyonu

% Inhibisyon Degeri
Kontrol 6.85
0.05 M NaCl 11.35
0.1 M NaCl 14.18
0.15 M NaCl 12.53
02 M NaCl 17.49
0.25 M NaCl 19.62

4.3.6. Tuz Stresinin Peroksidaz Enzim Aktivitesine Etkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Flamura-85
cesidine ait kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki peroksidaz aktivitesini
saptamak amaci ile yapilan spektrofotometrik 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4.20 de verilmistir.
Uygulanan tuz stresine yanitta peroksidaz enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore artis

gosterdigi saptanmustir.

Tablo 4.20: Bugday bitkisine ait Flamura-85 ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki peroksidaz
enzim aktivitesi.

Peroksidaz enzim aktivitesi

Tuz Konsantrasyonlari (AA / dak. x gx taze agrhik )

Kontrol 41.93
0.05 M NaCl 70.96
0.1 M NaCl 77.43
0.15 M NaCl 86.52
0.2 M NaCl 98.98

0.25 M NaCl 108.35
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Flamura-85 c¢esidinde peroksidaz varliimi molekiiler diizeyde gostermek i¢in nativ
poliakrilamid jel elektroforezi kullanildi. Elektroforez sonucunda jel iizerinde kontrol ve
farkl1 konsantrasyonlarda NaCl stresi uygulanan deney gruplarinda 5 izoenzim bandi
goriildii. Kontrol gruplarinda 1., 2. ve 5. izoenzim bantlart belirgin; 3. ve 4. izoenzim
bantlar ise zayif bantlar olarak gézlendi. NaCl uygulanan deney gruplarinda ise 1. ve
2. izoenzim bantlar1 belirgin bulunurken 3. izoenzim bandi1 0.1 M ve 0.15 M ve 0.25 M
NaCl uygulanan gruplarda gézlenmedi. 4. izoenzim bandi tiim gruplarda zayif bant
olarak goriiliirken 5. izoenzim bandi 0.05 M ve 0.25 M NaCl konsantrasyonlarinda

belirgin diger deney gruplarinda ise zayif bant olarak belirlendi (Sekil 4.15).

o
K ontrol 0.0 M 0.1 M 0.15M 02 M 025 M
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

Sekil 4.15: Bugday bitkisine ait Flamura-85 ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki peroksidaz
aktivitesinin nativ poliakrilamid jel goriintiisii.
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4.3.7. Tuz Stresinin Katalaz Aktivitesine EtKisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanarak kurulan Flamura-85
cesidine ait kiiltiirlerde rejenere olan bitkilerin yapraklarindaki katalaz aktivitesini
saptamak amaci ile spektrofotometrik olglimler yapildi. 240 nm dalga boyunda
absorbans degeri Olgiilerek AA / dak x g x taze agirlik formiiliine gore katalaz aktivitesi
hesaplandi. Tablo 4.21 de goriildiigli gibi kontrol gruplarinda 0,18 AA / dak. x g x taze
agirhik olan katalaz aktivitesi uygulanan tuz konsantrasyonuna bagli olarak artis
gostererek 0.1 M NaCl uygulamasinda 0.34 AA / dak. x g x taze agirliga 0.25 M NaCl
uygulamasinda ise 0.41 AA / dak. x g x taze agirliga yiikselerek rejenere olan bitkilerin

yapraklarinda belirgin bir artig gosterdigi saptanmustir .

Tablo 4.21: Bugday bitkisine ait Pehlivan ¢esidinde rejenere olan bitkilerdeki katalaz enzim
aktivitesi

Katalaz enzim aktivitesi

Tuz Konsantrasyonlari (AA/ dak. x gx taze agarhik )

Kontrol 0.18
0.05 M NaCl 0.20
0.1 M NaCl 0.34
0.15 M NaCl 0.32
0.2 M NaCl 0.38

0.25 M NaCl 0.41
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu caligmada besin degeri yiiksek tahil iiriinlerinden biri olan bugday (7T .aestivum. L)
bitkisinin Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85 ¢esitlerine ait olgun embriyo
eksplantlarindan kurulan kiiltiirlere farkli konsantrasyonlarda NaCl stresi uygulanmais,
28. giinde kiiltiir ortaminda kallus ve rejenerasyon ylizdeleri tespit edilmis, kallus ve
rejenere olan bitkilerin taze agirliklar1 saptanmustir. Kiiltiir ortaminda rejenere olan
bitkilerin yapraklarindaki klorofil ve suda ¢06ziinebilir protein miktarlari, siiperoksit

dismutaz, peroksidaz, katalaz enzim aktiviteleri belirlenmistir.

Calismamizda, tuz stresinin kallus olusumu iizerine etkisini gostermek amaci ile
kurdugumuz kiiltiirlerde her 3 deney ¢esidinin kontrol gruplarinda tiim eksplantlardan
kallus olusumu gozlenmistir. Pehlivan ¢esidinde kallus olusumu iizerine NaCl stresinin
etkisi uygulanan en diisiik tuz konsantrasyonundan itibaren gozlenirken Tekirdag ve

Flamura-85 c¢esitlerinde 0.1 M NaCl konsantrasyonundan itibaren goriilmiistiir.

Calismamizda bugday bitkisinin Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85 ¢esitlerinden
kurulan doku kiiltiirlerinde kallus tesviki i¢cin ~ MS besiyeri ve bitki biiylime

diizenleyicisi olarak 2,4-D kullanilmistir.

Bitki doku kiiltiirlinde yiiksek oranda kallus ve rejenerasyon tesviki i¢in besiyeri
igeriginin ve besiyerine ilave edilecek olan biiylime diizenleyicilerinin konsantrasyonlar1
biiyiik 6nem tagimaktadir [9]. Calismamizda kullandigimiz MS besiyeri ve 2,4-D bitki
biliylime diizenleyicisi bugday doku kiiltliriinde kallus ve rejenerasyon tesviki igin

yaygin olarak kullanilmaktadir [10, 11, 56-58].

Arastirmacilar, MS besiyerine ilave edilen 2.25 - 36 pmol/l konsantrasyonlari
arasindaki 2,4-D hormonunun, konsantrasyon artisina bagli olarak kallus olugumunu
tesvik etmesine ragmen rejenerasyon yetenegini azalttigini bildirmektedirler [20]. Olgun

bugday embriyolarinin  eksplant  olarak kullanildig1 bir baska calismada ise
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MS besiyerine 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l NAA (naftalen asetik asit) ilave ederek
% 83.33 oraninda kallus tesviki saglanmistir [58].

Calisgmamizda bugday embriyo eksplantlarindan kurulan kiiltiirlerde NaCl stresinin
kallus taze agirligi lizerine etkisi tespit edilmistir. 28 giinliikk Tekirdag ¢esidine ait kallus
kiltiirlerinde NaCl stresi uygulanan kalluslarin, ortalama kallus taze agirliklari, kontrol
grubuna gore % 51.7 - 96.8 lik azalma gdstermektedir. Pehlivan ¢esidinde % 80.7 - 95.9
degerinde olan azalig, Flamura-85 ¢esidinde % 37 - 97.9 dir. Calismamizda uygulanan

tuz stresi kallus taze agirliklari iizerinde etkili olmustur.

Bitkilerde NaCl stresine bagli olarak besiyerinde yiikselen osmotik basing kallus
hiicrelerinde su kaybina neden olmakta ve bunun sonucunda hiicre biyomas: azalarak
kallus taze agirliginda bir diisiis meydana gelmektedir [59]. Pamuk bitkisinde yapilan
bir caligmada 200 mM NaCl’lin tuza toleranshi varyetelerde % 52 oraninda, duyarh
varyetelerde ise % 91 oraninda kallus taze agirlifinda azalma meydana getirdigi tespit

edilmistir [59].

Soya bitkisinde, 100 mM NaCl stresine direncli soya kalluslarinda 28. giinde kiiltiir
ortaminda hiicre proliferasyonunun ve kallus taze agirliginin  kontrol grubuna gore

artt1ig1 bildirilmektedir [60].

Bugday bitkisinin 28 farkli varyetesinden kurulan kallus kiiltiirlerinde  farkli
konsantrasyonlarda NaCl uygulamasina cevap olarak kallus tesvikinin ve kallus taze
agirh@inin  azaldigi, bu azalmanin varyeteler arasinda farklilik gosterdigi
bildirilmektedir [13]. Tuz stresine bagli olarak meydana gelen bu farkliliklar bizim

calismamizda da her {i¢ ¢esitte de gortilmiistiir.

Arastirmamizda bugday bitkisinden kurulan kiiltiirlerde NaCl stresi uyguladiktan sonra
Tekirdag cesidinde rejenerasyon ylizdesi, uygulanan tiim NaCl konsantrasyonlarinda
kontrole gore bir azalis gostermis ve kontrolde rejenere olan bitki yiizdesi % 86 iken,
NaCl uygulamasiyla % 4 — 62, Pehlivan ¢esidinde kontrolde rejenere olan bitki
ylizdesi % 82 iken NaCl uygulamasi ile % 4 — 56 ve Flamura-85 ¢esidinde ise
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kontrolde rejenere olan bitki ylizdesi % 100 iken uygulanan NaCl konsantrasyonlarina

bagli olarak % 6 - 84 oranlar1 arasinda diisiis géstermistir.

3 durum bugday1 c¢esidinin tohumlar1 ve olgun embriyo eksplantlar1 kullanilarak
yapilan calismada, NaCl uygulamasi sonucu su absorbsiyonunun azalmasi ile tohum
ve olgun embriyolardaki o-amilaz ve B-amilaz enzim aktivitelerinin azaldig1r ve bu
enzimlerin aktivitelerinin azalmasina bagli olarak tohumlardaki nisasta yikiminin
yavasladigi, bunlarin sonucu olarak da  tohumlarin rejenerasyon kapasitelerinin

diistiigii bildirilmektedir [21].

Zair ve dig. 8 durum bugday cesidine doku kiiltiirii ortaminda 0; 2.5; 5; 10; 15 g/l
NaCl stresi uygulamiglar ve kontrolde % 55 - 75 arasinda degisen rejenerasyon
kapasitesinin artan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak azaldigin1i ve 15 g/l NaCl

stresinde % 6 - 9 oranina diistiigiinii sOylemektedirler [56].

Caligmamizda bugday embriyo eksplantlarindan kurulan kiiltiirlerde NaCl stresinin
bitki taze agirlig1 lizerine etkisi tespit edilmistir. 28 giinliik Tekirdag cesidine ait
rejenerasyon kiiltiirlerinde NaCl stresine maruz birakilan bitkilerin ortalama taze
agirliklarinda, kontrol grubunda bulunan bitkilerin ortalama taze agirliklarina gore
% 47.6 - 98.9 luk diislis saptanmistir. Pehlivan ¢esidinde kontrol grubuna gore
% 51.35 - 99.7 lik bir diisiis ve Flamura-85 ¢esidinde ise NaCl uygulamasina bagl
olarak kontrol gruplarina gore % 30.96 - 98.92 lik bir diisiis goriilmektedir.

Farkli bitkilerle yapilan tuz stresi calismalarinda, hiicre i¢inde asir1 miktarda NaCl
birikiminin, yaprak hiicrelerindeki su potansiyelini diisiirdiigii, bu diisiise bagli olarak
stomalarin kapandig1 ve stomalarin kapanmasi ile CO; emiliminin azaldig1 bunun

sonucu olarak da yapraklardaki fotosentez aktivitesinin diistiigii bildirilmektedir [61].

Di Baccio ve dig. % 20 oraninda deniz suyu igeren soliisyonlarla suladiklar1 aygigegi
fidelerinin hem bitki taze agirliklarinin  hem de bitki kuru agirliklarinin kontrol
gruplarina gore tuzdan etkilenerek azalma gosterdigini sdylemektedirler [62]. Tuza

duyarli ve tuza toleransh iki piring ¢esidi ile yapilan in vitro ¢alismada 250 mM NaCl
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stresinin bitki taze agirliklarin1 kontrol gruplarina gére % 17 ve % 6 oraninda azalttig1

bildirilmektedir [63].

Sivritepe ve Eris yaptiklar1 ¢aligmalarinda, Cavus, Miiskiile ve Sultani Cekirdeksiz
lizim cesitlerine in vitro kosullar altinda % 0; 0.25; 0.50; 0.75 ve 1.00 (w/v)
konsantrasyonlarinda NaCl stresini 4 ile 8 hafta siire ile uygulamislar ve artan NaCl
konsantrasyonunun uygulama siiresine bagli olarak; hiicre proliferasyon oraninin, bitki

biiylime oraninin, bitki taze agirliginin ve fide boyunun azaldigini saptamiglardir [64].

Stres calismalarinda bitki gelisiminde 6nemli bir kriter olan fotosentetik aktivitenin
belirlenmesi 6nemlidir. Fotosentetik pigmentlerin diizeyi gerek i¢sel gerekse gevresel
cok sayida faktor tarafindan etkilenmektedir [65]. Bitkilerde gesitli streslere toleransl
bireylerin belirlenmeye calisildig1 arastirmalarda, klorofil miktar1 gibi bitki gelisimini

etkileyen parametreler incelenerek tuzluluga karsi toleranslari saptanabilmektedir.

Calisgmamizda olgun bugday embriyolarindan kurulan  kiiltiirlerde farklh
konsantrasyonlardaki NaCl stresinin klorofil pigmentleri iizerine olan etkisini ortaya
koymak amaci ile rejenere olan bitkilerin klorofil miktarlar1 belirlenmistir. NaCl
uygulamasinin her ii¢c bugday cesidinde de total klorofil, klorofil a ve klorofil b
miktarlarinda diisiise neden oldugu saptanmustir. 0.2 M NaCl stresi uygulanan Tekirdag
¢esidinin yapraklarindaki total klorofil miktar1 kontrole gore % 70.6, Pehlivan
cesidinde % 83.18 ve Flamura-85 ¢esidinde de % 76.5 oraninda gostermistir.

Calismamizda rejenere olan bitkilerin klorofil miktarlarinda meydana gelen diisiis,
uygulanan tuz stresinin klorofil sentezinden sorumlu enzimlerin inhibe olmasina neden
oldugu veya kloroplast yapt ve fonksiyonunda degismeler meydana getirdigini

diistindiirmektedir.

Garg ve Singla, 4 nohut ¢esidi ile yaptiklar1 ¢alismada 15 giinliik fidelere farkl
konsantrasyonlarda NaCl, Na,SO4, CaCl, stresi uygulamislar ve uygulamadan 40, 70
ve 100 giin sonra topladiklar1 6rneklerin yapraklarindaki klorofil miktarlarinin tim

varyetelerde artan tuz konsantrasyonlarina bagl olarak azaldigini, duyarl ¢esitlerdeki
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klorofil pigmentlerinin azalisinin  toleransh cesitlere gore daha fazla oldugunu

gozlemislerdir [66].

Bugday, piring, liziim gibi c¢esitli bitkiler ile yapilan ¢alismalarda da uygulanan NaCl
konsantrasyonunun artigina bagli olarak yapraklardaki total klorofil miktarinin azaldigi

bildirilmektedir [64, 67, 68]

Calisgmamizda kullandigimiz bugday bitkisinin Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85
cesitlerine ait tohumlarin olgun emriyolarindan kurulan doku kiiltiirlerinde farkl
konsantrasyonlarda NaCl stresinin suda ¢oziinebilir protein derisimi {lizerine olan etkisi
saptanmistir. NaCl konsantrasyonundaki artisa bagli olarak kontrole gore Tekirdag ve
Pehlivan c¢esitlerinde suda ¢oziinebilir protein miktarlarinda azalma gozlenmistir.
Protein miktarlarindaki bu azalig, Tekirdag ¢esidinde kontrol grubuna gore % 26.7-56.5
ve Pehlivan ¢esitlerinde % 52.9 - 78.6 arasinda degisen oranlardadir. Flamura-85
cesidinde ise uygulanan NaCl konsantrasyonundaki artisa bagli olarak, kontrol
grubuna gore % 61.4 - 90.9 arasinda degisen oranlarda bir artig saptanmistir. Tekirdag
ve Pehlivan c¢esitlerinde protein igeriklerinde bir azalma gdzlenirken, Flamura-85

cesidinde protein miktarinda NaCl konsantrasyonuna bagl olarak artig goriilmektedir.

Bitkilerde tuzluluga bagli olarak protein igeriklerinde degismeler oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Arpa, aycicegi, piring ve bugday cesitleri ile yapilan
calismalarda tuz stresi altinda tuza duyarli ¢esitlerin tuza toleransh g¢esitlere gére daha
yiiksek konsantrasyonlarda suda ¢oziinebilir protein miktarma sahip olduklari tespit
edilmistir [44]. Bu proteinler NaCl stresine cevap olarak sentezlenebilmekte veya
bitkiler NaCl stresine maruz kaldiginda protein miktarinda diisiik konsantrasyonlarda
artis meydana gelmektedir [69]. Lutts ve dig. calismalarinda, Flowers ve Dalmond’un
magnezyum iyonunun, protein sentezinin regiilasyonunda gorev aldigin1 ve magnezyum
iyonunun konsantrasyonundaki degisme ile klorofil ve protein miktarlar1 arasinda bir

baglantinin olabilecegini soylediklerini bildirmektedirler [68].

NaCl’niin konsantrasyonundaki artiga bagli olarak ¢06ziinebilir protein derigiminin
azaldigimi gosteren caligmalarda vardir. Piring bitkisinde 0 - 50 mM arasinda degisen

konsantrasyonlarda NaCl stresi uygulamast sonucu tuza duyarli cesitlerin
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yapraklarindaki ¢oziinebilir protein miktarinda diisiis oldugu bildirilmektedir [68].
Bizim c¢alismamizda da Tekirdag ve Pehlivan ¢esitlerinde suda ¢oziinebilir protein

miktarlarinda bir diisiis goriilmiistiir.

Garrat ve dig. caligmalarinda, Corpas ve dig.’nin tuza duyarli bezelye bitkileri ile
yaptiklar1 calismalarinda, NaCl stresine bagli olarak fotosolunumda rol alan iirat

oksidaz, hidroksipiruvat reduktaz gibi enzimlerin miktarinda azalma gdzlediklerini

bildirmektedirler [59].

Bu proteinlerin stres karsisinda bitkileri korumada rol aldiklar diisiiniildiigiinde, protein
degisiklikleri tuza toleransli ve duyarli bitkilerin seleksiyonu i¢in 6nemli bir kriter
olmaktadir. Her ¢esidin kendine ozgii biyokimyasal ozelliklerinden yararlanilarak,
genlerin ana iirlinii olan proteinlerin degerlendirilmesi ile populasyonlarda mevcut olan

varyasyonlar1 saptamak miimkiin olmaktadir [70].

Yapilan calismalarda, yiliksek konsantrasyonlarda NaCl stresine maruz kalan bitki
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirevlerinin liretiminde artis oldugu bildirilmektedir [41].
Bu artisin en 6nemli nedeninin uygulanan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak hiicre
icine su aliminin azalmasi ve kloroplastlardaki elektron transfer zincirinin bu olaydan
etkilenmesi gosterilmektedir. Ayrica, klorofil molekiillerinin fotooksidasyona
ugrayarak asirt miktarda eksite olmasi hiicre i¢i reaktif oksijen tiirevlerinin iiretimini

artiran diger bir etken olarak bildirilmektedir [2, 37].

Calismamizda Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85 cesitlerine ait tohumlarin olgun
emriyolarindan kurulan kiiltiirlerde farkli konsantrasyonlarda NaCl stresinin
antioksidant enzim olan siiperoksit dismutaz aktivitesi iizerine olan etkisi belirlenmistir.
Tiim varyetelerde NaCl stresine cevap olarak siiperoksit dismutaz seviyesinin arttig1

goriilmektedir.

Canli sistemler reaktif oksijen tlirevlerinin neden oldugu zararlanmalar1 onlemek igin
cesitli antioksidant sistemler gelistirmislerdir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz
gibi enzimler bitki antioksidant savunma sisteminde yer alan en 6nemli serbest elektron

yakalayicilarindandir ve antioksidant savunma sisteminde yer alan siiperoksit dismutaz,
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NacCl stresine bagl olarak hiicre i¢inde iiretimi artan siiperoksit radikallerinin hidrojen

peroksite doniistimiinii katalizleyen bir enzimdir [36-38].

Parida ve dig. mangrov bitkisinde yaptiklar1 bir ¢alismada 100, 200 ve 400 mM
konsantrasyonlarindaki NaCl stresinin siiperoksit dismutaz aktivitesini sirasiyla
% 27, % 120 ve % 128 oranlarinda arttirdigini saptamuslardir [71]. In vitro sartlarda
yapilan bir bagka calismada, 175 mM NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan ay¢icegi
kalluslarindaki stiperoksit dismutaz aktivitesinin tuza duyarli kallus hatlarinda

14. giinde kontrol gruplarina gére % 114 oraninda artig gosterdigi bildirilmektedir [72].

Carrizo citrange bitkisinde 90 mM NaCl stresinin siliperoksit dismutaz aktivitesini
arttirdigi ve kontrolde 284.04 U (mg protein)”' olan siiperoksit dismutaz miktarmin

NaCl stresi ile 477.7 U (mg protein) "¢ yiikseldigi gosterilmistir [73].

Calismamizda kullanilan her ii¢ bugday cesidinin siiperoksit dismutaz aktivitelerinde
kontrol gruplarina gore bir artis gézlenmekle beraber 0.15 M NaCl konsantrasyonunda
0.1 M NaCl konsantrasyonuna gore bir diisiis gozlenmistir. Bunun yanisira Tekirdag ve
Pehlivan bugday cesitlerinin 0.15 M NaCl konsantrasyonundaki suda ¢oziinebilir
protein miktarlari, daha diisiik konsantrasyonlardaki tuz uygulanan deney gruplarina
gore bir artis gostermistir. Tekirdag ve Pehlivan cesitlerinde 0.15 M NaCl
konsantrasyonunda siiperoksit dismutaz aktivitesinde meydana gelen bu diigiis ve ayni
konsantrasyonda protein miktarinda meydana gelen artis, bu konsantrasyonda
osmoprotektan olarak gdrev alan proteinlere [42] bagl farkli tolerans mekanizmalarinin

ortaya ¢iktigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda bugday bitkisinin olgun embriyolarindan kurdugumuz kiiltiirlerde
antioksidant enzimlerden olan peroksidaz ile NaCl stresi arasindaki iliski arastirilmastir.
Uygulanan tuzun konsantrasyonundaki artisa bagli olarak her ii¢ varyetede kontrol
grubuna gore peroksidaz aktivitesinde belirgin bir artig tespit edilmistir. Tekirdag
cesidinin yapraklarindaki peroksidaz aktivitesi, 0.1 M NaCl uygulamasinda kontrole
gore % 56.5 oraninda artarken 0.2 M NaCl stresi uygulanan gruplarda ise % 75.6
oranina yiikselmistir. Pehlivan ¢esidinde perokidaz aktivitesinde Tekirdag ¢esidindekine

benzer bir artis gozlenerek 0.1 M NaCl konsantrasyonunda kontrole gore
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% 86.1 oraninda ve 0.2 M NaCl konsantrasyonunda da % 114.25 oraninda yiikselme
kaydedilmistir. Flamura-85 c¢esidinin yapraklarindaki peroksidaz aktivitesi kontrol
gruplarina gore 0.1 M NaCl konsantrasyonunda % 84.7 oraninda, 0.2 M NaCl
uygulamasinda % 136.1 oraninda ve 0.25 M NaCl stresi uygulamasinda ise % 158.4

oraninda artmistir.

Hiicre i¢i peroksidaz aktivitesindeki artig tuzluluk, yiiksek sicaklik, kuraklik gibi
cevresel stres faktorlerinin artigina bagli olarak bir indikator gorevi géormektedir. Tuza
hassas piring ve seker pancari ¢esitlerinde peroksidaz aktivitesinin tuzlu kosullarda

arttigini gosteren cesitli calismalar yapilmistir [46, 74].

Zhu ve dig. yaptiklar bir caligmada, 50 mM NacCl stresi uygulamasinin 5 ve 10 giinliik
salatalik (Cucumis sativus L.) yapraklarinda H,O, miktarini arttirdigini ve buna bagh
olarak peroksidaz aktivitesinin artis gosterdigini bildirmektedirler [75]. Bitkilerde
enzimatik savunmada gorev yapan peroksidazlar H,O, nin H,O ve O,’e donilistimiinii
saglayarak bitkileri olusacak olan toksisiteye karsi korurlar [35]. Piring cesitleri ile
yapilan calismada da O - 300 mM konsantrasyonlardaki NaCl uygulamasinin
yapraklarindaki  peroksidaz aktivitesinin kontrol gruplarmma gore arttirdig1 tespit

edilmistir [63].

Jbir ve dig. bugday bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada NaCl stresi altinda peroksidaz

aktivitesine bagl olarak ligninlesmenin arttigini géstermislerdir [76].

Bitki savunma sisteminde bulunan peroksidazlar bitkide lignin biyosentezinde
etkilidirler [77] ve hiicre duvart olusumunda lignin monomerlerinin oksidatif
polimerizasyonunu katalizlerler [78]. Cesitli stres altinda bulunan bitkilerde peroksidaz
aktivitesindeki degismeler  birgok  bitkide ligninlesmeyi artirmaktadir
[79-80].

Calismamizda peroksidaz aktivitesini molekiiler diizeyde gostermek icin yiirittiiglimiiz
nativ poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda jel iizerinde Tekirdag ve Pehlivan
cesitlerine ait 2 izoenzim bandi ve Flamura-85 cesidine ait 5 izoenzim bandi

goriilmistiir. Flamura-85 c¢esidinde spektrofotometrik oOl¢iimlere gore elde edilen
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peroksidaz aktivitesinin diger iki c¢eside gore yiiksek degerde c¢ikmasi elektroforez

sonucu ile uyumludur.

Peroksidaz aktivitesini molekiiler diizeyde gostermek i¢in yapilan ¢alismada, Bahary
Red, Giza-6 ve Giza-20 sogan c¢esitlerine 2000 - 6000 ppm arasinda degisen
konsantrasyonlarda NaCl uygulanmig ve elektroforez sonucunda jel iizerinde
peroksidaz izoenzimlerine ait tek bant tespit edilmistir. Uygulanan NaCl
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak bandin yogunlugunda artis gozlenmekle
beraber bu yogunlugun Giza-20 ¢esidinde diger iki c¢eside gore daha fazla oldugu
bildirilmektedir [41].

Mittal ve Dubey, farkli konsantrasyonlarda NaCl stresine maruz biraktiklar1 tuza duyarh
ve tuza toleransh piring g¢esitlerinin kok ve govdelerinde elektroforez sonucunda farkl
sayida peroksidaz izoenzimi gdzlemislerdir. Toleransli olan ¢esitlerin koklerinde
3 izoenzim, govdesinde ise 5 izoenzim bandi tespit edilirken duyarli olan ¢esitlerin kok
ve govdelerinde 6 izoenzim bandi saptamiglar ve bitkinin farkli kisimlarinda goriilen bu
farkli izoenzim aktivitelerindeki artisin strese karsi tolerans mekanizmasi ile ilgili

oldugunu bildirmislerdir [53].

Mangrov bitkisi ile yapilan ¢aligmada 100, 200, 400 mmol/l konsantrasyonlarinda NaCl
uygulamasinin yapraklardaki peroksidaz aktivitesini kontrol grubuna gore sirasiyla
% 44, % 139, % 169 oranlarinda arttig1 bildirilmektedir. Ayrica elektroforez sonucunda

jel tizerinde peroksidaz izoenzimlerine ait 6 bant gézlenmistir [71].

Calismamizda kullandigimiz bugday bitkisinin; Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85
cesitlerine ait tohumlarin olgun emriyolarindan kurulan doku kiiltiirlerinde farkl
konsantrasyonlarda NaCl stresinin bir diger antioksidant enzim olan katalaz aktivitesi
tizerine etkisi incelenmistir. Katalaz aktivitesinde uygulanan NaCl konsantrasyonundaki
artisa bagl olarak kontrol gruplarina gore Tekirdag cesidinde % 12 — 192 Pehlivan
cesidinde % 12.5 - 53.12 ve Flamura-85 ¢esidinde de % 11.11 - 127.8 arasinda degisen

oranlarda artis gézlenmistir.



63

Tuz stresine bagli olarak siiperoksit dismutaz enziminin dismutasyon reaksiyonu ile
meydana gelen hidrojen peroksit toksisitesini ortadan kaldirmakla gorevli bir diger
enzim de katalazdir. Sogan, domates, piring, bugday, misir, aygicegi gibi bitkilerde
yapilan ¢aligmalar da tuz stresi altinda katalaz aktivitesinin arttig1 gosterilmistir [41, 74,

81, 82, 83].

Davenport ve dig. aycicegi kalluslarina 175 mM konsantrasyonunda NaCl uygulamiglar
ve katalaz aktivitesinin, tuz stresine duyarli olan 14 giinliik kallus hatlarinda kontrol
gruplaria gore % 60 oraninda artis gosterdigini, tuz stresine toleranslt kallus hatlarinda
ise katalaz aktivitesinde kontrol gruplarina gore herhagi bir degisme olmadigini

bildirmektedirler [72].

El-Baky ve dig. tuz stresi uyguladiklar1 c¢alismalarinda ii¢ sogan c¢esidinin katalaz
aktivitelerinde artig tespit etmisler ve en yiiksek artisin Bahary Red ¢esidinde kontrole
gore 2000, 4000 ve 6000 ppm’lik NaCl konsantrasyonlarinda sirasiyla % 137, % 154
ve % 167 oranlarinda gerceklestigini bildirmektedirler [41]. Bu sonuglar, bitki

cesitlerinde uygulanan tuz stresine karsi farkli yanitlarin oldugunu gostermektedir.

Bu tez kapsaminda yiiriitiilen ¢aligmalar sonucunda;

Tuz stresinin, bugday (7T.aestivum. L) bitkisinin Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85
cesitlerinin doku kiiltiirleri {lizerinde etkili oldugu ve bu etkinin artan tuz

konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik gosterdigi saptanmustir.

Farkl1 konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanan her ii¢ bugday cesidinin olgun embriyo
eksplantlarindan kurulan kiiltiirlerde, artan tuz konsantrasyonlarinin, kallus ve bitki

taze agirligi lizerine etkisi istatistiksel agidan anlamli bulunmusgtur.

Kiiltiirlere en yiiksek tuz uygulamasi olan 0.25 M NaCl konsantrasyonunda
Flamura-85 ¢esidinde bitki rejenerasyonu gozlenirken diger iki c¢esitte rejenerasyon

gbzlenmemistir.
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Tuz stresinin, her ii¢ bugday c¢esidinin doku Kkiiltiirlerinde rejenere olan bitkilerin

yapraklarindaki klorofil miktarlarin1 olumsuz olarak etkiledigi saptanmustir.

Tuz stresi, Tekirdag ve Pehlivan ¢esitlerinin suda ¢6ziinebilir protein miktarlarinda

kontrol gruplarina gore azalmaya, Flamura-85 ¢esidinde ise artisa neden olmustur.

Tuz stresine bagl olarak her {i¢ bugday cesidinin doku kiiltiirlerinde rejenere olan
bitkilerin yapraklarindaki antioksidan enzimlerden olan siiperoksit dismutaz, peroksidaz

ve katalaz aktiviteleri kontrol gruplarina gore artis gostermistir.

Ulkemiz tariminda oldukg¢a 6nemli bir yere sahip olan bugday (T.aestivum. L)
bitkisinin tuz toleransinin in vitro teknikler kullanilarak farkli parametrelerde
arastirilmasi, kisa siirede istenilen Ozelliklere sahip genotiplerin seleksiyonunun
yapilmasina olanak saglayacaktir. Bu tez calismasinda elde edilen sonuclarin, tuza
direncli bitkilerin saptanmas1 icin yapilacak ¢aligmalara katkida bulunacagi
diistiniilmektedir. Boylelikle, hizla tuzlanmakta olan topraklarimizda daha fazla iiriin

elde edilmesi mumkiin olacaktir.
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