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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

OHxF 333 VE OHxF 97 ARMUT KLON ANACLARININ TUZ STRESINE
TEPKILERININ IN VITRO KOSULLARDA BELIRLENMESI VE SILISYUM
UYGULAMASININ ETKILERI

Elif UYDURAN

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Bekir SAN

Bu ¢alismada OHXF 333 ve OHXF 97 armut klon anaglarinin tuz stresine gosterdigi
tepkiler ve Si uygulamalarmin tuz stresinin azaltilmasindaki etkileri arastirilmigtir. Bu
amagcla 2 farkli deneme yapilmistir. 1. denemede OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon
anaglarinin in vitro bitkileri kademeli olarak artirilan farkli konsantrasyonlarda tuz (0,
50, 100, 150 ve 200 mM NaCl) iceren 2 MS ortaminda kiiltiire alinmistir. 2.
Denemede ise 2 MS ortamina bitkilerin kismen zarar gordiigi 100 mM NaCl
konsantrasyonuna ilave olarak 0.5, 1.0 ve 2.0 mM konsantrasyonlarinda Na>O7Si3
ilave edilmis ve bitkiler toplam 8 hafta bu ortamlarda inkiibasyona tabi tutulmustur.

Deneme 1°de in vitro kosullarda tuz konsantrasyonlari arttik¢a, rejenerasyon orani Ve
slirgiin sayis1 degerleri azalmis, zararlanma derecesi ise onemli derecede artmistir. 200
mM NaCl uygulamasinda ¢ogu siirgiinlin canliliklarimi yitirdikleri tespit edilmistir.
Artan tuz konsantrasyonlarmin biyokimyasal parametreler {izerindeki etkisi
incelendiginde toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde, prolin ve ¢oziinebilir
protein  igeriklerinin  azaldigi, lipid peroksidasyon igeriginin ise tuz
konsantrasyonlarina paralel sekilde arttig1 belirlenmistir. Ancak toplam fenolik ve
flavonoid madde igeriklerinde 150 mM NaCl uygulamasinda tekrar bir yiikselisin
oldugu tespit edilmistir. Deneme 2’de ise Si uygulamalarinin tuz stresinin olumsuz
etkilerinin giderilmesi yoniinde 6nemli bir etkisinin olmadig: belirlenmistir. Deneme
2’de toplam fenolik ve toplam flavonoid madde icerikleri artan Si konsantrasyonuna
paralel olarak OHXF 333 anacinda artarken, OHXF 97 anacinda azalmistir. Her 2
anacin lipid peroksidasyon igerigi Si konsantrasyonuna paralel olarak azalirken, prolin
iceriginin nispeten arttig1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Armut, Anag, In vitro, Tuz stresi, Silisyum

2023, 59 sayfa



ABSTRACT
Master’s Thesis

DETERMINATION OF SALT STRESS RESPONSES OF OHxF 333 AND
OHxF 97 PEAR CLONE ROOTSTOCKS IN VITRO AND EFFECTS OF
SILICON APPLICATION

Elif UYDURAN

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Bekir SAN

In this study, the responses of OHxF 333 and OHxF 97 pear clone rootstocks to salt
stress and the effects of Si applications on reducing salt stress were investigated. For
this purpose, two different experiments were conducted. In the first experiment, in
vitro plants of OHxF 333 and OHxF 97 pear clone rootstocks were cultured in 2 MS
medium containing gradually increasing different concentrations of salt (0, 50, 100,
150 and 200 mM NacCl). In the second experiment, Na>O7Si3 was added at 0.5, 1.0 and
2.0 mM concentrations in addition to the 100 mM NaCl concentration, where the
plants were partially damaged, and the plants were incubated in these media for a total
of 8 weeks.

In Experiment 1, as the salt concentrations increased in vitro conditions, the
regeneration rate and shoot number values decreased, while the degree of damage
increased significantly. It was determined that most shoots lost their viability in 200
mM NaCl application. When the effects of different salt concentrations on biochemical
parameters were examined, it was determined that total phenolic substance, total
flavonoid substance, proline and soluble protein contents decreased, while lipid
peroxidation content increased in parallel with salt concentrations. However, it was
determined that there was an increase in the total phenolic and flavonoid substance
contents in 150 mM NaCl application. In Experiment 2, it was determined that Si
applications did not have a significant effect on eliminating the negative effects of salt
stress. In Trial 2, while the total phenolic and total flavonoid contents increased in
parallel with the increasing Si concentration in OHxF 333 rootstock, it decreased in
OHXF 97 rootstock. While the lipid peroxidation content of both rootstocks decreased
in parallel with the Si concentration, it was observed that the proline content increased
relatively.

Key Words: Pear, Rootstock, In vitro, Salt stress, Silicon

2023, 59 pages



TESEKKUR

Tezimin yiiriitiilmesinde destegini ve emegini esirgemeyen, beni tecriibeleri ile
yonlendiren, tez damismanim sayin Prof. Dr. Bekir SAN hocama tesekkiirlerimi
sunarim.

2021-YL1-0123 No'lu Proje ile tezimi maddi olarak destekleyen Isparta Uygulamali
Bilimler Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi Baskanligi’na
tesekkiir ederim.

Tez galiymamda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, yardimlarini esirmeyen Ars.
Gor. Civan CELIK ve Yiiksek Ziraat Miihendisi Berna BAYAR’a tesekkiirlerimi
sunarim.

Laboratuvar calismalarinda yardimlarini esirgemeyen ve daima yanimda olan
dostlarim Yiiksek Ziraat Miihendisi Meltem ESEN’e ve Vesile ARSLAN’a tesekkiir
ederim.

Tezimin her asamasinda beni yalniz birakmayan annem Hatice UYDURAN, babam

Keramettin UYDURAN’a sonsuz sevgi ve saygilarimi sunarim.

Elif UYDURAN
ISPARTA, 2023



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 4.1. OHxF 333 anacinda uygulanan farkli tuz konsantrasyonlari .................... 26
Sekil 4.2. OHxF 97 anacinda uygulanan farkli tuz konsantrasyonlart ...................... 26
Sekil 4.3. OHXF 333 anacinda in vitro kosullarda farkli Si uygulamalari................. 32
Sekil 4.4. OHxF 97 anacinda in vitro kosullarda farkli Si uygulamalari................... 32



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.

Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Sayfa
Temel ortaminin mineral ve vitamin igeriKIeri...........ccccovviiiieiiiinenn, 17
OHXF 333 ve OHxF 97 armut klon anaglarinda farkli NaCl
konsantrasyonlart uygulamalart ..........ccccovviiniiiiiiiin e 18
OHXxF 333 ve OHxF 97 armut klon anaglarinda farkli NaCl
uygulamalarinin morfolojik degerler iizerine etkisi..........cccvvviviiiinnnnns 25
OHXF 333 ve OHxF 97 armut klon anaglarinda farkli NaCl
uygulamalarinin biyokimyasal 6zellikler tizerine etkileri..................... 28
OHXxF 333 ve OHxF 97 armut klon anaclarinda farkli Si
konsantrasyonlar1 uygulamalarinin morfolojik 6zellikler..................... 31
OHXF 333 ve OHxF 97 armut klon anaclarinda farkli Si

konsantrasyonlar1 uygulamalarinin biyokimyasal 6zellikler {izerine
BT e 34

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BAP 6-benzilaminopiirin

Cm Santimetre

EDTA Etilen diamintetraasetik asit
EtOH Etil alkol

FAO Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
H202 Hidrojen peroksit

HCL Hidroklorik Asit

IAA Indol asetik asit

IBA Indol biitirik asit

L Litre

M Molar

MDA Malondialdehid

Mg Miligram

Ml Mililitre

mM Mili molar

Mm Milimetre

MS Murashige ve Skoog
NaCl Sodyum klortir

NADPH  Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NBT Nitroblue tetrazolium

Nm Nanometre

OH" Hidroksil

OHXxF Old Home x Farmingdale
pH Hidrojenin giicii

Ppm Milyonda bir kisim

PVPP Polivinilpirolidon

ROS Reaktif oksijen tiirleri

Si Silisyum

TBA Tiobarbitiik asit

TUIK Tiirkiye Istatistik Kurumu
% Yiizde

ul Mikrolitre

uM Mikro molar

vii



1. GIRIS

Diinyada giin gectik¢e dogal kaynaklarin azalmasi, her alanda oldugu gibi tarimda da
yeni arayislar1 ortaya c¢ikarmaktadir. Artmakta olan diinya niifusu ve cesitli stres
faktorlerinin etkisi ile tarim alanlar1 ve {iriin verimliligindeki azalma, dniimiizdeki
yillarda insanoglunun ciddi bir beslenme sorunu ile karsilasacagini gostermektedir.
Diinya niifusunun artmasina bagl olarak da tarimsal iiretimde verimliligin 6n plana
¢ikmasi ve mevcut iiretim alanlarindan en yliksek verimin elde edilmesi yoniindeki
calismalar hiz kazanmistir. Bunun yaninda bilim insanlari iklim sistemindeki
bozulmalarin olumsuz sonuglara neden olacagini belirtmislerdir. Tiirkiye de kiiresel
1sinmaya bagl olarak iklim degisikliginden en fazla etkilenecek iilkeler arasinda yer
almaktadir. Gerekli onlemler alinmadig takdirde ise dogal dengenin bozulmasina
neden olan faktorler giderek artacak ve bunun sonucunda kiiresel 1sinmaya bagli iklim
degisiklikleri meydana gelecektir. Clinkii beseri nedenlerle, atmosferdeki sera gazi
birikimlerinde ve partikiillerde meydana gelecek artis, dogal ¢evrenin tahribi, ozon
tabakasindaki incelme, kiiresel boyutta sicaklik artisina neden olacaktir. Sicaklik
artiglar1 ise yagislarin azalmasi, kuraklik ve topragin tuzlulagsmasi gibi bir¢ok stres
faktoriinii etkin hale getirecek ve bu da olumsuz sonuglar doguracaktir. Ozellikle bu
abiyotik stres faktorleri, kiiresel gida giivenligi, kalitesi ve bitki verimliligi tizerinde

sinirlayicr etkiler olusturmaktadir (Oztiirk, 2002; Hayaloglu, 2018; Demirci, 2023).

Diinyadaki sulanabilir tarim arazilerinin yaklasik %20's1 toprak tuzlulugundan
olumsuz etkilenmektedir. Bu sorun asir1 giibre kullanimi, sulama sularinin uygunsuz
bir sekilde kullanilmasi, dogal ¢evre kosullar ve kiiresel iklim degisikligi ile birlikte
giderek artig gostermistir (Zhao vd., 2021).

Tuzluluk bitkilerde biiylime ve gelismeyi, {irliniin nitelik ve niceligini olumsuz
etkileyen Onemli gevresel stres etmenlerinden birisidir. Bitkisel iiretimde, tiriin
kayiplarinin yaklasik olarak %50’si abiyotik stres faktorleri nedeni ile ortaya
cikmaktadir. Nitekim giiniimiizde de sulanabilir alanlarin %30’u olmak iizere
toplamda %6°1ik bir alan toprak tuzlulugu ile kars1 karsiya durumdadir. Diger taraftan
yanlis yapilan kiiltiirel uygulamalar da (giibreleme, sulama gibi) tuzlulugun giderek

artmasina neden olmaktadir (Hasanuzzaman vd., 2013).



Tuz stresi bitkinin; ¢imlenme, biiyiime ve gelisme, ¢igeklenme ve meyve tutumu gibi
tiim agsamalar1 olumsuz yonde etkileyen bir abiyotik stres faktoriidiir. Tuzlu topraktaki
yiiksek sodyum konsantrasyonlari, bitkide su alimini ve besinlerin emilimini
siirlamaktadir. Su eksikligi ve beslenme dengesizligi, ozmotik stres ve iyonik stres
durumlarin1 6n plana ¢ikartmaktadir. Tuz stresi ile birlikte cesitli fizyolojik ve
molekiiler degisiklikler meydana gelmekte ve fotosentez sinirlanarak bitki biiylime ve
gelismesinde sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (Van Zelm vd., 2020; Gong, 2021). Bu da

tuz stresinin 6nemli bir abiyotik stres faktorii oldugunu gostermektedir.

Glintimiizde abiyotik ve biyotik stres faktorlerinin olumsuz etkilerini azaltmaya
yonelik cok sayida yontem ve uygulama bulunmaktadir. Son yillarda bitkilerin
biiylime ve gelisim fonksiyonlari tizerine silisyum kullaniminin dogrudan veya dolayl
yonden olumlu etkilerinin ortaya ¢ikmasi ile yapilan ¢alismalar 6n plana ¢ikmaktadir.
Silisyumun bitkiler i¢in mutlak gerekli olmayan mineral maddelerden birisi oldugu
ifade edilmistir. Ancak tuzluluk ve kuraklik da dahil olmak {izere besin toksisitesi veya
eksikligi gibi bircok abiyotik strese karsi bitki direncini artirmada yararh etkileri
oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmektedir (Janislampi, 2012; Coskun vd., 2016;
Saleh vd., 2017; Das vd., 2019). Silisyumun tuz stresinin hafifletilmesindeki etkisi;
bitkide su durumunun korunmasi, iyon toksisitesini ve oksidatif hasar1 hafifletmesi,
bitki hormon diizeylerini ve ¢oziinen maddelerin biyosentezini diizenledigi
bildirilmistir (Tantawy vd., 2015). Silisyum giiniimiizde ¢ogu bitki besin ortami
formiilasyonunda yer almamaktadir. Ancak tarimsal alanlardaki kullanimi ile bir¢ok
bitki tiiriine onemli katkilar sagladig1 yaygin bir sekilde kabul edilmektedir (Coskun
vd., 2016). Ayn1 zamanda silisyumun stres faktorlerinde etkili oldugu gibi stressiz
kosullar altinda da bitki biiylime ve gelisimi iizerindeki katkis1 nedeni ile kullanimi

son yillarda giderek 6nem kazanmaya baglamistir.

Siirekli artan tarimsal iiretim ihtiyacinin karsilanmasi i¢in, uygun olmayan alanlarda
da bitkisel tiretimin gerceklestirilmesi zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir. Bitki tiir ve
cesitleri arasinda tuza tolerans bakimindan bazi farkliliklar bulunsa da genel olarak
kiltiir bitkilerinin biiyiik cogunlugunun tuzluluga kars1 hassas oldugu bilinmektedir
(Akdogan vd., 2000; Yakit ve Tuna, 2006; Kusvuran vd., 2008; Kulak, 2011). Meyve
yetistiriciliginde tuz stresi kosullarinda yetistiricilik yapmak icin tuza toleransl anag

ya da ¢esitlerin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar 6nem kazanmistir. Bununla birlikte
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mevcut ana¢ ve g¢esitlerin tuz stresine tolerans seviyelerinin de belirlenmesi
gerekmektedir. Bunun yaninda bitkilerde bazi uygulamalarin da stres kosullari altinda
bitkilerin tolerans diizeyinin artirilmasina yonelik kullanildigi bildirilmektedir. Bu
amagcla silisyum uygulamasi disinda brassinosteroidler, melatoninler, poliaminler,
nitrik oksit, selenyum (Se) ve strigolakton gibi kimyasal uygulamalarin da etkili
oldugu belirtilmektedir (Zhang vd., 2006; Coban, 2014; Shu vd., 2015; Jiang vd.,
2016; Bybordi vd., 2018; Kog, 2022). Ancak bu uygulamalarin etkisi tiirlere gore
farklilik gostermektedir. Armut anaglarinin tuza tolerans diizeylerinin belirlenmesine
yonelik yapilan arastirmalar bulunmakla birlikte (Aydinli, 2021; Javadisaber vd.,
2023) in vitro kosullarda silisyum uygulamalarinin tuz stresinin hafifletilmesine

yonelik bir arastirmaya rastlanmamastir.

Bu ¢alismada OHXF 333 ve OHXF 97 armut klon anaglarinin in vitro kosullarda farkli
konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilarak bitkilerin tuz stresine karsi
gelistirdigi tolerans mekanizmalarinin baz1 morfolojik ve biyokimyasal parametreler
ile in vitro kosullarda belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica calismamizda anaglarda tuz
stresi zararinin azaltilmasi amaciyla in vitro kosullarda farkli konsantrasyonlarda
silisyum uygulamalarinin bazi morfolojik ve biyokimyasal parametreler lizerine etkisi

de arastirilmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Armut ve Armut Anaclar ile Ilgili Bilgiler

Armut, Rosales takimimin, Rosaceae familyasinin, Pyrus cinsi igerisinde yer
almaktadir. Diinyada 22 tiirli bulunan ve yetistiriciligi yapilan Pyrus cinsinin igerisinde
Pyrus communis L. ekonomik olarak yetistiriciligi yapilan en 6nemli tiirdiir (Bell vd.,
1996; Hancock ve Lobos, 2008). Armut, 1liman iklim kusaginda en ¢ok iiretimi yapilan
meyve tiirleri igerisinde yer almaktadir. Tirkiye’de armut iiretim miktar1 en son
verilere gore 545569 tondur (Anonim, 2022a). Tiirkiye; Cin, ABD, italya ve
Arjantin’den sonra armut iiretimi yapan 5. ililke konumundadir. Ayn1 zamanda
1 381 923 ha olan diinya armut liretim alaninda Tiirkiye 26 389 ha (%1.9) ile 5. sirada
yer almaktadir (FAOSTAT, 2020). Tirkiye’de armut yetistiriciligi en ¢ok Bursa,
Antalya, Sakarya, Canakkale, Mersin, Karaman, Ankara, Amasya, Denizli ve Konya
illerinde yapilmaktadir (Anonim, 2022b).

Glinlimiizde armut yetistiriciliginde ¢0giir anaglart yerine bodur veya yar1 bodur
gelisen ayva ve armut klon anaglari kullanilarak asili fidanlar elde edilmektedir
(Hartmann vd., 2014). Bu anaglarin bir¢ok avantaji olmasina ragmen kis soguklarina,
kiregli toprak kosullarinda, kloroza ve ates yanikligina (Erwinia amylovora)
hassasiyetleri bulunmaktadir. Bunun yaninda topraga tutunma ve as1 uyusmasinin
zay1f olmasi gibi olumsuz yonleri de bulunmaktadir. Bu nedenlerden dolay: farkli anag
1slah programlarinda gelistirilen Pyrodwarf, OHxF, Farold, Fox, BP ve CTS serisi ile
farkli baz1 armut tiirlerinden elde edilen armut klon anaglariin kullanimi son yillarda
yayginlik kazanmaya baslamistir (Jackson, 2003; Hancock ve Lobous, 2008; Dondini
ve Sansavini, 2012). Armut klon anaglarindan ates yanikligi hastaligina dayanimini
saglamak amaciyla elde edilen “OHX*F” serisi 20. yiizyilin sonlarina dogru yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu anaglar Old Home ve Farmingdale armut
cesitlerinin melezlenmesi ile elde edilmistir. Old Home, tohumdan yetisen populasyon
icinden seleksiyonla elde edilen bir armut ¢esidi olup, ates yanikligina kars1 dayanikli,
ancak kendine verimsizdir. Farmingdale ¢esidi ise, Barlett seleksiyonu olup, ates
yaniklig1 hastaligmma dayanikli ve kendine verimli olmasina karsin Bartlett kadar
kaliteli bir ¢esit degildir. Old Home ve Farmingdale ¢esitleri Reimer tarafindan Oregon
(Oregon State University- ABD)’da melezlenerek ates yanikligina dayanikli, kendine

4



verimli, soguga dayanikli ve gelisme kuvvetleri farkli olan bireylerin yer aldigi seri
elde edilmistir. Melezleme sonucunda genellikle odun celikleriyle basarili olarak
cogaltilabilen 13 adet OHXF genotipi secilmistir. Bunlar OHxF 18, 34, 51, 69, 87, 97,
112, 198, 217, 230, 267, 333 ve 361°dir (Postman vd., 2013). OHXF serisi Pyrus
kokenli olmast nedeniyle de armut ¢esitleri ile as1 uyusmazligr gostermemektedir
(Simard vd., 2004). Bu seri i¢inde yer alan anaglar kis soguklarina dayanikli olup,
tizerine asili ¢esitler verimli ve kaliteli meyve vermektedir (Anonim, 2019; Hepaksoy,
2019).

Yaygin olarak kullanilmakta olan OHXF serisinden OHxF 97 anaci; serinin kuvvetli
anaglarindandir. Armut ates yaniklig1 ve geriye 6liim hastaliklarina dayanikli olmasi
ile birlikte soguklara dayanimi da oldukca iyi olan bu ana¢ ayni zamanda verime de
yatkindir. Ancak odun c¢elikleri ile ¢ogaltimi1 zor olmaktadir. OHXF 333 anaci ise
Diinya’da ve Tiirkiye’de en yaygin kullanilan klon anacglarindan biri olmasinin
yaninda ticari olarak da kullanilan en 6nemli anactir. Bir¢ok hastaliga dayaniminin iyi
olmasi ve orta kuvvette gelisim gostermesi nedeniyle diger anaclara gére daha iistiin
bulunmustur. Yari-bodur bir anagtir, kok yayilimi bu serideki anaglara gore ¢ok azdir.
Armut agacinin standart bliytikliigliniin 72 veya 75’1 kadar gelisim gosterebilmektedir.
As1 uyusmas iyidir ve lizerine asili gesitlerin erken meyveye yatmasini saglar. Kis
soguklart ile kumlu ve killi topraklara ¢ok toleranslidir. Armut ates yaniklig
hastaligina, bakteriyel kanser ve kok funguslarina karst olduk¢a dayanikli bir anactir

(Akgay, 2007).

Armutlarin stres unsurlarina karsi ¢esitlerin gosterdigi tepkiler cogunlukla iizerine asili
olduklar1 anaglar tarafindan belirlenmektedir. Stres kosullar1 dogrudan bitkinin kok
sistemini etkiledigi icin stres unsuruna toleranshi anaclarin asili fidan iiretiminde
kullanim1 olumsuz kosullara kars1 ¢oziim niteligi tasimaktadir (Dolcet-Sanjuan vd.,
1990; Ma vd., 2005; Matsumoto vd., 2006; Musacchi vd., 2006; Matsumoto vd., 2008;
Sharma ve Sharma 2008; Donnini vd., 2008; Wu ve Zou, 2009).

Kullanilan anaglar, toprak ve iklim kosullarina uyum i¢in 6nemli oldugu kadar hastalik
zararlilara dayanim, agacin gelisme kuvveti, verim ve kalite gibi birgok faktore etki
etmektedir. Bu nedenle amaca uygun dogru ana¢ se¢imi meyve yetistiriciliginde

oldukca oOnemlidir. Bugiine kadar, bircok meyve tiirlinde anag¢ 1slah caligmalari
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yapilarak, cok farkli 6zellikte anaclar elde edilmis ve tilkelere ya da bolgelere gore bu
anaglarin kullanim yayginliklar degisiklik gostermistir. Bu nedenle cesitli biyotik ve
abiyotik stres kosullarina toleransli, bodur ya da yar1 bodur gelisim gosteren armut

anaclarini elde edilebilmesi i¢in yogun ¢alismalar devam etmektedir.

2.2. Tuz Stresi ve Tuz Stresi ile lgili Yapilan Cahsmalar

Bitkiler giinliik ve mevsimsel periyotlarda meydana gelen degisiklikler karsisinda
biiylimelerine devam ederler. Fakat beklenmedik durumlarda ve degisken siirelerde
gerceklesen bir kosula siirekli maruz birakildiklarinda biiylime parametrelerinde bir
azalma ve hayatta kalma cabasinda bir artis ger¢eklesmektedir. Uzun siireli bir kosula
maruziyet; hastaliklar1, hasarlar1 ve fizyolojik degisimleri de ister istemez beraberinde
getirmektedir (Shaoa vd., 2008). Stres faktorliniin bitkilerin yagayan dokularinda
olusturabilecegi hasar; bitkinin tiiriine, tuzun uygulanma dozuna, uygulanma
zamanina (bitkinin yasam evresine) ve uygulanma siiresine bagl olarak degisiklik

gostermektedir (Irshad vd., 2002).

Tuzluluk, topraktaki ¢oziinebilen tuzlarin yiiksek konsantrasyonlari ile tanimlanan bir
durumdur. Tuz derigimi, bitki tarafindan gerekli su potansiyelini kritik araliga kadar
cektiginde (0.5-1.0 bar) bitki stres ile karsi karsiya kalmakta ve bu da tuz stresi olarak
ifade edilmektedir (Levitt, 1980). Tuzluluk sadece bir stres faktorii olarak degil, aym
zamanda besin ihtiyacinin karsilanacagi topraklarin verimini etkileyen ve {irlin
miktarlarinda degisikliklere neden olabilecek bir kriterdir. Ayrica tuzluluk kaynakli
faktorler bitkilerin geligmesini tek bir sebebe bagli olarak kisitlamaz, ayn1 zamanda
bitkisel gelisim i¢in gerekli olan besin elementlerinin aliminda rekabete girerek besin

eksikligi noktasinda da bitkiyi olumsuz etkileyebilmektedir (Levitt, 1980).

Tuzluluk, olusum nedenlerine gore primer ve sekonder tuzluluk olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Primer tuzlulugun olusma nedenlerini; ana kayalarmm ayrigmasi,
okyanuslar ve iklimsel etmenler olusturmaktadir (Munns ve Tester, 2008). Sekonder
tuzlulugun olusma sebepleri ise; kurak kosullarda tuzlu yer alti suyunun toprak
yiizeyine ylikselmesi, tuzlu sularla sulama yapilmasi, bir bdolgenin dogal
vejetasyonunu yok ederek arazilerin tarima agilmasi ve topraklarin tuzluluga sebep

olan kimyasallarla kontaminasyonudur (Pessarakli ve Szabolcs, 1999). Tuzluluga
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gostermis olduklar tepkilere gore bitkiler halofitler (tuzcul bitkiler) ve glikofitler
(yiksek tuz yogunluklarindan zarar goren bitkiler) olmak {izere iki gruba
ayrilmaktadir. Halofitler iyonlarin birikimi ile diisiik ozmotik potansiyele sahip olan,
boylece yiiksek konsantrasyonlarda tuz igeren alanlarda yasayabilme yetenegine sahip
olan bitkilerdir. Bunlarin aksine yiiksek bitkilerin biiyiik bir gogunlugu glikofit bitkiler
icerisinde yer almakta ve bu bitkiler tuz stresi kosullarinda ozmotik diizenlemeyi

gerceklestirememektedirler (Asraf, 2004; Kusvuran, 2008).

Toprakta ve sulama suyunda birikerek stres faktoriinii olusturan tuzlar genellikle,
kloriirler (NaCl, CaClz, MgCl), siilfatlar (Na2SO4, MgSOa4), nitratlar (Na2NOsz, KNO3),
karbonatlar (Na2COs, NaHCOs) ve boratlardir. Sodyum kloriir (NaCl) yiiksek
¢Oziiniirliiglinden dolay1 diger tuzlara gore daha fazla toksik etki yaratir. Bu sebeple
bitkilerde goriilen tuz stresi genellikle NaCl tuzundan kaynaklanmaktadir (Sivritepe,
1995; EI-Swaify, 2000; Walker vd., 2004; Grimplet vd., 2007; Ben Ahmed vd., 2008).
NaCl kaynakl tuz stresi kurak ve yar1 kurak bolgelerde yaygin olarak karsilasilan,

verimde ciddi diistislere neden olan bir sorundur.

Tuzluluk, ya ortamin osmotik basincini yiikseltmesi sonucu bitkinin su alimin ve
beslenmesini yavaslatip sonrasinda durdurarak ya da NaCl gibi tuzlarin ortamda fazla
miktarda bulunmasi nedeni ile bitki besin maddelerinin alimimini zorlastirip
metabolizmay1 bozarak bitkinin biinyesine zarar vermektedir (Ekmeke¢i vd., 2005).
Bitki kok bolgesinde yeteri kadar nem olmasina ragmen, bitki bu sudan
faydalanamamakta ve bu nedenle bitki kurumaya baslamaktadir (Semiz, 2020).
Meydana gelen etkilerin sonucunda ise, hiicre membranlarinda bozukluk, fotosentezin
engellenmesi, toksik metabolitlerin olusmasi, besin aliminda azalma ve bitki
oliimlerinde artig gibi durumlar gézlemlenmektedir (Hasanuzzaman vd., 2011). Artan
tuzluluk, bitki gelisim fizyolojisi lizerinde farkh etkilere sahiptir. Tuzlulugun; osmotik
stres, iyon segiciligi, beslenme ve hormon dengesizligi ile oksidatif hasar gibi ¢esitli
olumsuz etkileri bulunmaktadir (Hasanuzzaman vd., 2012). Tuzlu kosullar altinda
kalan bitkiler fizyolojik (transpirasyon ve solunum) ve morfolojik (yas ve kuru agirlik,
verimin azalmasi) bakimdan olumsuz etkilenmektedir. Fotosentez basta olmak iizere
meydana gelen bu olumsuzluklar sonucunda hormonal dengede yikimdan, hiicresel
bazda protein sentezinde azalmalara kadar olumsuz sonuglar ortaya ¢ikmaktadir

(Cakarlar ve Topguoglu, 1985). Tuzlu kosullar, hiicresel bazda potasyum dengesinin
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bozulmasina sebep olarak, oksidatif strese neden olur. Bu durum hiicre 6liimlerine,
besin aliminda azalmalara, genetik ve epigenetik etkilere, metabolik toksisiteye,
fotosentezin engellenerek karbonhidrat sentezinin azalmasia ve kék solunumunun
yavaslamasina sebep olmaktadir. Bunun yaninda bitki gelisiminin yani sira bazi
onemli hiicresel enzimlerin aktivitesini de etkilemektedir (Abogadallah, 2010;
Demirkiran vd., 2013; Liu vd., 2014; Marakli vd., 2014). Stres altindaki bitkilerde
klorofil ve karatenoidlerin miktarinin azaldigi ve lipid peroksidasyonun arttig
goriilmektedir (Bacelar vd., 2006). Oksidatif stres sonucu hiicre zarlarinda meydana
gelen lipid peroksidasyonu hiicre zarinin gegirgenligini bozarak, hiicrenin sivi
kaybetmesi nedeniyle olimiine neden olmaktadir. Malondialdehid oksidatif strese
giren bitkilerde, lipid peroksidasyon indikatorii ve hiicredeki oksidatif hasarin bir
gostergesi olarak ifade edilmektedir (Biiyiik vd., 2012; Hassan vd., 2018).

Son yillarda kiiresel iklim degisikligi sicaklik artislarina neden olmaktadir. Nitekim
Diinya’da oldugu gibi Tiirkiye’de de su kaynaklarinin azalmasi sonucunda topraklarda
tuzlulasmanin meydana geldigi goriilmektedir. Tuzlulasan topraklar bitkilerde
bliylime ve gelisimi kisitladig1 gibi kullanilabilir tarim alanlarinin ve su kaynaklarinin
azalmasma neden olmaktadir (Sivritepe, 1995). Ozellikle Tiirkiye’nin de iginde
bulundugu kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde yagisin diizensiz ve yetersiz olmasi
ile suda eriyebilir tuzlar uzaklara taginamamaktadir. Bunun sonucunda tuzlu taban
sular1 olugmakla birlikte, kontrolsiiz yapilan sulama ile bu alanlardaki tuz oram
yiikselis gostermektedir. Evaporasyonun yiiksek olmasi ile sular toprak yiizeyinden
buharlasirken, beraberinde tasidiklari tuzlar toprak yilizeyine veya ylizeye yakin
kisimlarda kalmaktadir (Saruhan vd., 2008; Gong vd., 2010). Boylece tuzluluk ve
kuraklik sorunu birbirine bagh sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Nitekim, baz1 bitki tiir ve
cesitleri stres faktorlerinden ¢ok az etkilenirken, bazilar1 ise 6liimciil bigimde zarara

ugramaktadirlar (Alexieva vd., 2003; Tattersall vd., 2007).

Calhan (2020) tarafindan yapilan arastirmada, 2 mersin genotipini in vitro kosullarda
farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilarak bu genotiplerin morfolojik ve
biyokimyasal bakimindan gosterdigi tepkiler incelenmistir. Caligmada 1-1.5 cm
uzunlugundaki in vitro siirgiinler 0, 50, 100, 150 ve 200 mM NacCl igeren MS besin
ortamlarina dikilerek hem dogrudan (Deneme 1) hem de kademeli olarak arttirilan

(Deneme 2) farkli tuz konsantrasyonlarinda 8 hafta boyunca inkiibe edilmistir.
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Calisma sonunda deneme I’de dogrudan 200 mM NaCl i¢eren MS ortamlarina dikilen
bitkilerin tamaminin o6ldigli, 150 mM NaCl igeren ortamlarda Asimersin ve
Tatlimersin genotiplerinde sirastyla bitkilerin %96.7’si ve %93.4’{iniin 61diigii, 50 mM
NacCl igeren ortamlarda ise siirgiin uzunlugunun kontrol uygulamasindan daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Deneme II’de ise bitkilerde kismi oliimler gerceklesmistir.
NaCl konsantrasyonlar: arttirildik¢a prolin miktarlart artmis, toplam fenolik madde
igeriklerinde diisiisler gbzlenmistir. NaCl konsantrasyonlari arttik¢a bitkilerin Zn, Mg,
K, Ca, Mn ve Cu alimlarinda azalis, Fe, P ve Na alimlarinda ise artis goriilmistiir.
Prolin igerigi bakimindan Tatlimersin (Siyah meyveli) genotipinde, toplam fenolik
madde icerigi bakimindan ise Asimersin (beyaz meyveli) genotipinde daha yiiksek
degerler tespit edilmistir. Mineral maddeler arasindan Mg, B, Ca ve Mn alim
Tatlimersin genotipinde, P alim1 ise Asimersin genotipinde daha yliksek bulunmustur.

Zn, Fe, Na, K ve Cu bakimindan genotipler arasinda farklilik goriilmemistir.

Kaya (2020) tarafindan yapilan bir arastirmada, 41B, 5BB, 140Ru, SO4, Harmony ve
Salt Creek asma anaglarinin tuz stresine gosterdigi tepkiler in vitro kosullarda
incelenmistir. Tuz stresi olusturmak i¢in MS besin ortamina 0, 0.75 ve 1.5 g Lt
konsantrasyonlarinda NaCl ilave edilmistir. Calisma sonucunda, tuz stresinin
anaglarda biiylime ve gelismeyi engelleyerek bodurlasmaya neden oldugu, NaCl
konsantrasyonunun artmasi ile kok olusumunun engellendigi, klorofil miktarlarinin
diistligii belirlenmistir. Ayni zamanda ortamda bulunan NaCl etkisi ile makro ve mikro
besin elementi konsantrasyonunun anaglara gore degistigi ve genel olarak azaldigi
tespit edilmistir. Buna karsin 5SBB ve Harmony anaglarinda potasyum (K)
konsantrasyonunun bir miktar yiikselis gosterdigi saptanmistir. Parametreler dikkate

alindiginda denemede kullanilan anaglar arasi hassasiyet oranlarmin sirasiyla; 41B,

S04, 5BB, 140Ru, Harmony ve Salt Creek seklinde oldugu goriilmiistiir.

Pyrus communis anaglarinda yapilan c¢alismada, in vitro kosullarda tuz stresi
uygulamasi sonucu, anaglarin siirgiin say1si, stirgiin uzunlugu, yaprak sayis1 ve hayatta
kalma durumlar1 olumsuz yonde etkilenmistir. Nitekim tuz siddeti azaldik¢a armut
stirgiinlerinin biiylime ve gelismesinde artigin goriildiigii bildirilmistir (Rahman vd.,
2007).



Yasemin (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, Zinnia sp. tiirlerinin tuz stresine karsi
tolerans mekanizmalarinin arastirilmasi amaciyla iki asamali deneme yiiriitilmiistiir.
Birinci yilda mevsimlik ¢i¢ek olan yirmi Zinnia gesidinde tarama ¢alismasi, ikinci
yilda ise secilen hassas ve tolerant ¢esitlerle ayrintili ¢alismalar yapilmistir. Birinci yil
calismalarinda tuz stresi uygulanan (0 ve 100 mM NaCl) ¢esitlerde bazi morfolojik ve
fizyolojik Ozellikler bakimindan degerlendirmeler yapilmistir. Yapilan incelemeler
sonucunda goreceli hassas olarak Zinnia elegans tiiriine ait ‘Zinnita Scarlet’ ¢esidi,
goreceli tolerant olarak ise Zinnia marylandica tiiriine ait ‘Double Zahara Fire
Improved’ ¢esidi secilmistir. Ikinci yil segilen iki gesitte farkl1 tuz konsantrasyonlari
(0, 50, 100, 150, 200 mM NaCl) uygulanmistir. Calisma sonucunda gesitler géz Oniine
alindiginda, ¢esitler arasinda genis bir varyasyon olmakla beraber, Zinnia bitkisinin
tuz stresine orta diizeyde toleransh olabilecegi ifade edilmistir. Ayni1 zamanda Zinnia
cesitlerinden bazilarinin 100 mM NaCl konsantrasyonunun oldugu kosullara kadar

tolerans gosterebilecegi ortaya konulmustur.

Eraslan vd. (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada, kiraz anaglarinin in vitro kosullarda
tuz stresine tolerans durumlar1 incelenmistir. Murashige ve Skoog (MS) ortamina 0,
25 ve 50 mM konsantrasyonlarinda NaCl ilave edilerek deneme kurulmustur.
Anaglarda; siirgiin gelisimi, lipid peroksidasyonu, membran gecirgenligi, toplam
antioksidan aktivitesi, prolin igerigi, toplam klorofil icerigi, katalaz ve peroksidaz
antioksidan enzim izoformlari ile Na ve ClI iyon konsantrasyonlar1 incelenmistir. Tuz
stresi anaglarin siirgiin gelisimini ve toplam klorofil icerigini kontrole gore azaltirken,
lipid peroksidasyonu, membran gegirgenligi, antioksidan aktivitesi ve prolin i¢erigini
artirmistir. Anaglarin katalaz izoformlarinda ise uygulamalar ve anaglar arasinda
belirgin bir farklilik goézlenmemistir. Parametreler biitiiniiyle degerlendirildiginde,
NaCl stresine Maxma 14 anacinin hassas, Colt anacinin orta derecede hassas ve Gisela

5 anacinin ise dayanikli oldugu belirlenmistir.

Javadisaber (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada, bazi armut (Ankara armudu ve OH
x F 333) (Pyrus communis L.), ahlat (Ahlat-1, Ahlat-2, Ahlat-3) (P. elaeagrifolia Pall.)
ve ayva (C. oblonga Mill.) (Quince A) genotiplerinde in vitro kosullarda farkli tuz
konsantrasyonlar1 (75, 150, 225 ve 300 mM NaCl ve 7.5, 15, 22.5 ve 30 mM
CaCl2.2H;0) ilave edilmistir. In vitro stres kosullarinda mikro siirgiinler 4 hafta

stireyle tutulduktan sonra morfolojik ozellikler bakimindan incelenmistir. Calisma
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sonucunda, Ankara armudu, Quince A ve Ahlat-3 genotiplerinin tiim tuz seviyelerinde
stirglinlerin canlilik oran1 yiliksek degerlerde (%80.5-100.0) bulunmustur. Ortalama
siirglin sayis1 tim genotiplerde kontrole (4.36-8.47 adet/eksplant) gore tuz
uygulamalarinda istatistiksel anlamda onemli diizeyde (1.0-2.52 adet/eksplant)
diigmiistiir. Genel olarak tuz konsantrasyonunun yiikselmesi ile ortalama siirgiin
kalinlik diizeyi azalmais, siirgiin uzunlugu ise genel olarak kontrol ile benzer olmustur.
Yine kallus ¢ap1 ve toplam yas agirlik degerlerinde diisiis gozlenmis olup stirglinlerde
zararlanma diizeyinin arttig1 goriilmiistiir. Siirgiinlerde en siddetli zararlanma diizeyi
300 mM NaCl+30 mM CaCl2.2H20 tuz uygulamasinda belirlenmistir. Ahlat3, Quince
A ve Ankara armudunun mikro siirgiinlerinin = 6zellikle yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda canliliklarini yiiksek oranlarda devam ettirmesi nedeniyle bu

genotiplerin tuz stresine karsi toleransli olabilecegi kanaatine varilmistir.

2.3. Silisyum ve Silisyumun Tuz Stresine Etkileri ile Ilgili Yapilan Cahsmalar

Silisyum toprak minerallerinin ana elementlerinden biri olup yerkabugunda %25
ortalama ile oksijenden sonra en bol bulunan elementlerden bir tanesidir (Garg ve
Bhandari, 2016; Kang vd., 2017). Silisyum %23 ile %35 arasi oranlarda farkli
formlarda toprakta bulunabilmektedir. Ancak en yaygin ¢ozelti formu silisik asit
[Si(OH)4] olup bitki tarafindan dogrudan alimi1 da bu formdadir (Parveen vd., 2016).
Silisyum aslinda bitkiler i¢in temel bir besin elementi olarak goriilmese de bitki
biiylimesi, gelismesi ve verimi iizerinde yararli bir etkiye sahip ve gerekli olan bir

elementtir.

Silisyumun uygun olmayan iklim sartlarinda asir1 sicaklik ve kuraklik stresi, mineral
toksisite, yipranmaya karsit dayaniklilik gibi abiyotik; bitki hastaliklar1 ve bdcek
zararlilarina kars1 koruyucu etkileri gibi biyotik streslere karsi bitkiyi koruyan ve

gelisimini artiran potansiyel etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Ma, 2004).

Silisyumun stres altindaki bitkilerde antioksidant savunma enzim aktivitesini
arttirdigi, bitki govdesini kuvvetlendirdigi, fotosentez ve su kullanma etkinligi tizerine
olumlu etkilerinin oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda plazma membranlarinin
gecirgenligi ve membran lipid peroksidasyonunu azaltarak, membran fonksiyonu ve

biitiinliiglinii koruyarak, tuz stresinin olumsuz etkisini azaltmaktadir (Gong, 2003; Zhu
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vd., 2004; Zhu vd., 2004; Aranda vd., 2005; Liang vd., 2005). Yine silisyumun Na
alimimini azalttig1 ve kloroplastlardaki serbest radikalleri bertaraf edicilerin varligini
arttirdigl, tuz stresi altinda kloroplast membraninda zararlanmay1 azalttigi, boylece
bitkinin tuz stresinden daha az etkilendigi goriilmiistiir (Qian vd., 2006; Sivanesan ve
Jeong, 2014). Silisyumun bitkilerin su alimimindaki azalmaya karsi olumlu etkisini,
s6z konusu elementin antioksidan enzim aktivitelerinin savunma kabiliyetlerini
arttirmasi ve fonksiyonel molekiillerin oksidatif zararini iyilestirmesi ile iliskili oldugu
belirlenmistir (Gong vd., 2005). Bunun yaninda silisyumun su alinimindaki azalmaya
neden olacak stres kosulu altinda bitkilerin kdk gelisimini tesvik ederek, diisiik tag/kdk
orani olusturmastyla bitki kuru agirlig1, su igerigi ve su kullanma kabiliyetlerinde artis

oldugu gozlemlenmistir (Lux vd., 2002; Hattori vd., 2005).

Silisyum bitki gelisimi i¢in mutlak gerekli elementler arasinda olmamasindan dolay1
bitki doku kiiltiiriinde kullanilan besin ortamlarinda bulunmamaktadir. Bunun nedeni
optimum kosullarda bitkilerin, gelisim igin bu elemente ihtiyag duymamasindan
kaynaklanmaktadir. Ancak yapilan bir ¢aligmada in vitro besin ortamina silisyum ilave
edilmesiyle, ¢ogaltilan bitkilerde, hemiseliiloz ve lignin iceriginin artarak hiicre duvari
sertligini sagladigi ve bitkilere bu sekilde faydali olabilecegi bildirilmistir (Camargo
vd., 2007).

Rodrigues vd. (2017) c¢alismalarinda, farkli  silisyum kaynaklart ve
konsantrasyonlarinin in vitro kosullarda tath patates bitkilerinin biiyiime 6zelliklerine
olan etkilerini incelemislerdir. Calismada potasyum silikat, kalsiyum silikat ve
sodyum silikat kaynaklar1 0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg L konsantrasyonlarinda olacak sekilde
besin ortamina ilave edilmistir. incelemelerin sonucunda en fazla yaprak (7.0 adet) 2
mg LY en uzun siirgiin (4.02 cm) olusumu ise 1 mg L' sodyum silikat iceren
ortamlardan elde edilmistir. En yiiksek yas agirligin kalsiyum silikat ve potasyum
silikat (sirasiyla, 0.2835 g ve 0.2627 g) igeren ortamlarda oldugu belirlenmistir.
Silisyum kaynaklar1 degerlendirildiginde kalsiyum silikatin bitki gelisimi iizerinde

daha iyi sonug verdigi saptanmustir.

Dias vd. (2017), in vitro kosullarda silisyum kullaniminin antoryum ¢icegi bitkisinde
morfolojik ve fizyolojik 6zellikler iizerine etkilerini incelemislerdir. Eksplantlar farkli

sodyum silikat konsantrasyonlar1 (0, 0.5, 1.0 veya 2.0 mg L™?) ile Pierik ortaminda

12



kiiltiire alinmistir. Calisma sonunda bitkilerde en yiiksek klorofil a ve b degerinin 2.0
mg L sodyum silikat konsantrasyonunda oldugu gézlenmistir. 0.5 ve 2.0 mg L*
sodyum silikat konsantrasyonlar1 uygulamasi ile yaprak sayisi ve kuru agirliginda bir
art1s oldugu ve daha iyi bir gelisme gosterdigi bildirilmistir. Ayni1 zamanda 1.0 mg L~
! sodyum silikat konsantrasyonunda da bitkilerin kok sayisinda bir artis goriilmiistiir.
Kiiltir ortammda sodyum silikat kullaniminin, Antoryum bitkisinde besin
elementlerinin alimin1 artirarak bitki kalitesini olumlu yonde etkiledigi tespit

edilmistir.

Manivannan vd. (2018) calismalarinda, karanfil bitkisinde in vitro kosullarda
potasyum silikat (K2SiOz) ve kalsiyum silikat (CaSiOz) uygulamalarinin etkilerini
incelemislerdir. Si uygulamalari i¢in bogum eksplantlari {i¢ farkli konsantrasyonda (0,
1.8 ve 3.6 mM) K2SiOs ve CaSiOs igeren veya icermeyen, 1.0 mg L™ 6-benziladenin
ve 0.5 mg L indol-3-asetik asit eklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmustir. Alt1
haftalik siire sonunda stirgiin olusturma orani, siirgiin sayist, fotosistem (PS) I ve I 6z
proteinlerinin ekspresyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri incelenmistir. Si
kaynaklari arasinda K2SiO3z uygulamasinin CaSiOs uygulamasina gore aksiller siirgiin
rejenerasyonu ve Si alimi arttirdig belirlenmistir. Silisyum kaynaklarimin her iki
formu da stoma yogunlugunun artmasina neden olmustur. PsaA ve PsbA gibi PS ile
iligkili protein, fotosentetik gidis iizerine Si' un goriintir etkisi belirlenmistir. Bununla
birlikte, Si ilavesinin in vitro siirgiin ¢ogalmasi sirasinda antioksidan kapasiteyi
gelistirdigi belirlenmistir. Genel olarak, bu ¢alismanin sonuglari, karanfilin in vitro

cogalmasi sirasinda silisyumun ek bir kaynak olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Celik (2016) tarafindan yapilan c¢aligmada, kavun fideleri tuz stresine maruz
birakilmigtir. Arastirmada kontrol ve stres altindaki kavun fidelerine silisyum
uygulamalar1 da yapilarak etkileri arastirilmistir. Uygulamada fideler kontrole gore
kiyaslandiginda Si konsantrasyonu uygulanan fidelerde bitkinin ve koklerin yas ve
kuru agirliklarinda bir artis oldugu tespit edilmistir. Silisyum uygulamasinin tuz stresi
altinda yetistirilen kavun fidelerinde Na ve Cl iyonlarimin yapraklara taginiminm
azalttig1, yapraklardaki K* ve Ca?" miktarinda ise artis sagladig goriilmiistiir. Calisma
sonucunda, silisyum uygulamasinin genelde kontrole gore bitki biiylimesine pozitif
yonde bir katki sagladig1 ve bitkilerin tuz stresine karsi diren¢ kazanmasinda etkili

oldugu belirlenmistir.
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Oral vd. (2020) tarafindan yapilan c¢alismada, fasulye fideleri farkli
konsantrasyonlarda (0, 50, 100 ve 150 mM) NaCl igeren MS besin ortamlarinda
kiltiire alinmastir. Ayrica tuz stresinin olumsuz etkilerini hafifletmek amaciyla besin
ortamlarina 0, 50, 100 ve 200 ppm oranlarinda silisyum ilave edilerek bazi fizyolojik
ve biyokimyasal parametreler incelenmistir. Calisma sonucunda; tuz stresinde
incelenen tiim parametrelerde silisyum kullaniminin etkisinin istatistiksel olarak
onemli oldugu saptanmistir. Tuz stresi kosullarinin yaprak dokularinda iyon sizintisi
ve malondialdehid disindaki tiim parametrelerde azalislara neden oldugu tespit
edilmistir. Silisyum uygulamalariin ise yaprak dokularinda bagil su igerigi, yaprak
dokularinda iyon sizintist ve yaprak dokularinda membran dayaniklilik indeksi harig
diger tiim parametreler lizerindeki etkisinin istatistiksel olarak énemli oldugu tespit

edilmistir.

Ibrahim vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, tuz stresi altinda yetistirilen bugday
bitkisinde verimi arttirmak amaciyla silisyum uygulamalarinin  etkilerini
arastirmislardir. Calisma sonucunca, silisyum uygulamasinin tuzluluk stresini azalttig

ve bitki bliylimesini artirmada etkili oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, Egirdir Meyvecilik Arastirma Enstitiisii biinyesinde yiiriitiilen proje
kapsamindaki OHXF 333 ve OHxF 97 armut klon anaglarindan alinan siirgiin uglari
materyal olarak kullanilmistir. Deneme 2020-2021 yillarinda Isparta Uygulamali
Bilimler Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii, Doku Kiiltiirii

Laboratuvarinda yiirtitiilmistiir. Anaglarin 6zellikleri asagida verilmistir.

OHXxF 333: Armut i¢in diinyada ve Tiirkiye’de en yaygin kullanilan klon anaglarindan
biri olmasinin yaninda ticari olarak da kullanilan en 6nemli anactir. Bir¢cok hastaliga
dayaniminin iyi olmasi ve orta kuvvette gelisim gdostermesi nedeniyle diger anaglara
gore daha iistiin bulunmustur (Hepaksoy, 2019). Yari-bodur bir anagtir. Kok yayilimi
bu serideki anacglara gore daha azdir. Ancak topraga tutunma kuvveti oldukca iyidir.
Armut agacinin standart biiylikliigli /2 veya %5’line kadar bodurlastirilabilmekte ve bu
bodurlasma yaz budamalar ile daha da arttirilabilmektedir. As1 uyusmasi iyidir ve
izerine asili gesitlerin erken meyveye yatmasini saglar. Kis soguklari ile kumlu ve killi
topraklara ¢ok toleranslidir. Armut ates yanikligi hastaligmma (Erwinia amylovora
(Burill)), bakteriyel kanser ve kok funguslarina karsi olduk¢a dayanikli bir anagtir
(Akgay, 2007).

OHXxF 97: Serinin kuvvetli anaglarindan olmasi ile birlikte armut ates yanikligi ve
geriye dogru olim (peardecline) hastaliklarina dayaniklidir. Soguklara oldukga

dayanikli bir anagtir ancak odun c¢elikleri ile cogaltimi1 zordur (Hepaksoy, 2019).

3.2. Yontem

3.2.1. In vitro Kkiiltiiriin farkh asamalarinda kullamlan Kiiltiir kaplar1 ve

malzemeler

In vitro kiiltiir ile ilgili olarak yiiriitiilen bu ¢alismada, siirgiinlerin biiyiime ve gelisme
asamast ile cogaltma asamasinda otoklavlanabilen cam magenta kaplar1 kullanilmistir.

In vitro kiiltlirtin tim asamalarinda malzeme olarak, pens, bisturi ve steril kurutma
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kagitlart kullanilmistir. Calismada kullanilan MS besin ortami ve agar Duchefa
Biochemie firmasindan satin alinmistir. NaCl, BAP, IBA ve sakkaroz merck, Na2O7Si3

ise Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.

3.2.2. Sterilizasyon

Pensler, bisturiler ve petri i¢erisine konulan kurutma kagitlar1 kullanilmadan 6nce su
almayacak sekilde aliiminyum folyoya sarilarak, 121°C sicaklik altinda 1.2 atm
basingta 50 dakika siire ile otoklavlanarak steril edilmistir. Otoklavlanan malzemeler
steril hale geldikten sonra laminar hava akigl kabin igerisine taginmistir. Malzemeler
otoklav sonrasi kabine alinmadan 6nce kabin alkol ile silinerek dezenfekte edilmistir.
Ayn1 zamanda dikim sirasinda da kabin yiizeyi %70’lik alkol ile ara ara silinmis,

kullanilan aletler (pens ve bisturi) elektrikli sterilizator igerisinde steril edilmistir.

Hazirlanan besin ortamlari, 100 ml i¢ hacme sahip olan cam magenta kaplarina
yaklasik 25 ml ortam olacak sekilde dagitilmistir. Daha sonra besin ortamlar1 121°C
sicaklik ve 1.2 atm basinca ayarli otoklav igerisinde 15 dakika siire bekletilerek steril
edilmistir. Steril hale gelen besin ortamlar1 laminar hava akigh kabin icerisine taginarak

oda sicakligina gelinceye kadar sogumaya birakilmistir.

Arastirmada kullanilan 2-3 cm uzunlugundaki siirgiin uclar1 ise mayis ay1 iginde
alinmis ve once musluk suyu altinda 15 dakika siire ile yikanarak temizlenmistir.
Sonrasinda %70’lik etanol igerisinde 1 dakika bekletildikten sonra steril saf su ile
yikanarak alkolden arindirilmistir. Son agsamada ise siirgiin uglar birkag damla Tween
20 igeren %20’lik sodyum hipoklorit (%15 CI igerikli) ¢ozeltisi igerisinde 18 dakika
boyunca ¢alkalanarak bekletilmistir. Siire sonunda laminar hava akisli kabin icerisine
alan siirglin uclar1 3 kez 5’er dakika siire ile steril saf su igerisinde bekletilerek
sodyum hipokloritten tamamen arindirilmistir. Steril hale gelen siirgiin uclart steril
kurutma kagidi tizerine birakilarak nemi alinmistir. Daha sonra 0.5-1 cm uzunlugunda

hazirlanan siirgiin uclar1 besin ortamlaria dikilmistir.
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3.2.3. Denemelerin kurulmasi

Steril hale gelen siirgiin uglar1 yaklasik 0.5-1 cm uzunlugunda hazirlanarak magenta
kaplar icerisindeki besin ortamlarina dikilmistir. Denemenin tiim asamalarinda besin
ortam1 olarak Murashige ve Skoog (1962)’un hazir besi ortami kullanilmistir. Bu

ortamin mineral ve organik madde igerikleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Temel ortaminin mineral ve vitamin igerikleri (Murashige ve Skoog,

1962)
Makro Miktar Miktar Miktar
Mikro Elementler Vitaminler
Elementler (mg/l) (mal/l) (mg/l)
KNOs 1900 MnSO. 22.3 Myo-inositol 100
NH4sNO3 1650 H3BO3 6.2 Thiamine. HCI 0.1
CaCly. 2H,0 440 ZNSO.. 4H,0 8.6 Pyridoxine. HCI 0.5
MgSOs. 7H,0 370 Kl 0.83 Nicotinic acid 0.5
KH2PO4 170 NA>;MO 0O,. 2H,0 0.25 - -
FeS04.7H,0 27.8 CuSOs4. 5H0 0.025 - -
Na,EDTA.2H,0 37.3 Co Cl2. 6H:0 0.025 - -

Tuz stresi ve Na2O7Siz denemeleri igin yeterli siirgiin sayisina ulagilana kadar
eksplantlar 4’er haftalik siire ile alt kiiltiirlere alinarak cogaltilmistir. Cogaltma
asamasinda MS besin ortamina 1.5 mg/L BAP, 0.1 mg/L IBA ve 30 g/L sakkaroz
eklenmistir. Besin ortaminin pH’s1 5.7 ye ayarlandiktan sonra 7 g/L agar ilave edilip
steril edilmistir. Cogaltma asamasindaki in vitro kiiltiirler 22°C sicaklik ve 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik kosullara ayarli iklim odasinda inkiibe edilmistir. Arastirmada
yeterli miktarda siirgiin sayisina ulasildiginda, denemelere baslanmistir. Bu amacla 2
farkli deneme kurulmustur. 1. denemede anaglarin farkli konsantrasyonlarda tuz
stresine toleranslik durumlar1 degerlendirilmistir. 2. denemede ise Na207Si3
uygulamalarinin tuz stresi zararini hafifletici etkisinin belirlenmesi amaciyla besin

ortamina NaCl ve Na2O7Siz birlikte eklenmistir.

Tuz stresi uygulamasi (Deneme 1)

Denemede yaklasik 1-1.5 cm uzunluguna gelen in vitro siirgiinler kullanilmistir. Tuz
denemesi i¢in %2 MS besin ortamina 1.5 mg/L BAP ve 0.1 mg/L IBA ve 30g/L

sakkaroz ilave edilmistir. Ayn1 zamanda her hafta kademeli olarak arttirilan 50, 100,
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150 ve 200 mM NaCl konsantrasyonlar1 besi ortamlarinin igerisine ilave edilerek
ortamlar hazirlamistir (Cizelge 3.2). Besin ortamlarinin pH’s1 5.7°ye ayarlandiktan
sonra 7 g/L agar ilave edilmistir. Uygulama sonrasi siirgiinler 22°C sicaklik ve 16 saat
aydimlik 8 saat karanlik kosullara ayarl1 iklim odasinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
islemi tuz stresi kosullarinda toplam 8 hafta stirmiistiir. Deneme sonunda eksplantlarda
morfolojik bakimdan rejenerasyon orani, siirgiin uzunlugu, siirgiin sayist ve
zararlanma derecesi incelenmistir. Ayni zamanda biyokimyasal parametrelerden
toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde, lipid peroksidasyon, prolin ve

¢oOziinebilir protein igerikleri belirlenmistir.

Cizelge 3.2. OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon anaclarinda farkli NaCl
konsantrasyonlar1 uygulamalari
Uygulamalar* Inkiibasyon Kosullar

Kontrol (0 mM NaCl) Y5 MS temel besin ortaninda 8 hafta inkiibasyon

50 mM NaCl 0 mM NacCl i¢eren %2 MS ortaminda 1 hafta, sonrasinda 50 mM NaCl
iceren ortamda 7 hafta inkiibasyon

0 mM NaCl iceren 2 MS ortaminda 1 hafta, sonrasinda 50 mM NaCl
100 mM NaCl iceren ortamda 1 hafta ve 100 mM NacCl igeren ortamda 6 hafta
inkiibasyon

0 mM NaCl igeren Y2 MS ortaminda 1 hafta, 50 mM NaCl igeren
150 mM NaCl ortamda 1 hafta, 100 mM NacCl igeren ortamda 1 hafta ve 150 mM
NaCl igeren ortamda 5 hafta inkiibasyon

0 mM NaCl igeren 2 MS ortaminda 1 hafta, 50 mM NaCl igeren
200 mM NaCl ortamda 1 hafta, 100 mM NaCl igeren ortamda 1 hafta, 150 mM NaCl
iceren ortamda 1 hafta ve 200 mM NaCl igeren ortamda 4 hafta
inkiibasyon

*Tiim besin ortamlarina 30 g/l sakkaroz, 7 g/l agar, 1.5 mg/l BAP ve 0.1 mg/l IBA ilave edilmistir.

Sodyum silikat uygulamasi (Deneme 2)

Bu asamada deneme 1’de (tuz stresi uygulamasi) siirgiinlerin kismen zarar gordiigii
100 mM NaCl igeren 2 MS ortami1 kontrol olarak kullanilmistir. Hazirlanan 2 MS
besin ortamina 1.5 mg/L BAP, 0.1 mg/L IBA, 30 g/L sakkaroz ve 7 g/L agar eklenmis
ve pH’st 5.7°ye ayarlanmistir. Denemede besin ortamlarina 100 mM NaCl’ye ilave
olarak 0.5, 1.0 ya da 2.0 mM konsantrasyonlarinda Na;Si;O3 ilave edilmistir.
Denemede kullanilan NazSizO3 %26.5 oraninda SiO2 i¢cermektedir. Calismada besin

ortamina ilave edilen 100 mM NaCl konsantrasyonu, deneme 1’de oldugu gibi
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kademeli olarak artirtlmistir. 1-1.5 cm uzunlugundaki siirgiinler besin ortamlarina
dikildikten sonra sicakligi 22°C ve 16 saat aydinlik kosullara ayarl iklim odasinda 8
hafta siire ile gelismeye birakilmistir. Deneme sonunda eksplantlarda morfolojik
bakimdan rejenerasyon orani, siirgiin uzunlugu siirgiin sayis1 ve zararlanma derecesi
incelenmistir. Ayn1 zamanda biyokimyasal parametrelerden toplam fenolik madde,
toplam flavonoid madde, lipid peroksidasyon, prolin ve ¢oziinebilir protein igerikleri

belirlenmistir.

3.2.4. Ol¢iim ve analizler

Rejenerasyon orani: Yeni siirgiin olusturan eksplantlarin kiiltiire alinan toplam
eksplant sayisina oranlanmasiyla belirlenmis olup % olarak ifade edilmistir.
Rejenerasyon orani (%) = Siirgiin olusturan eksplant sayisi /toplam eksplant sayist x
100

Siirgiin uzunlugu: Siirgiin uzunluklan dijital kumpas yardimiyla mm cinsinden
Olctilerek ortalamalar1 hesaplanarak belirlenmistir.

Siirgiin sayisi: Ana eksplant {izerinde ¢ikan siirgiinler sayilarak ortalamalar1 alinmis
ve adet/eksplant olarak belirlenmistir.

Zararlanma derecesi: Denemelerde eksplantlarda goriilen zararlanma derecesi
asagidaki skala dikkate alinarak puanlandirilmistir (Sivritepe vd., 2008).

1 puan: Cok siddetli zararlanma (eksplantlarin tamamen kurumasi)

2 puan: Siddetli zararlanma (eksplantlarda sararma ve lokal kurumalarin olmast),

3 puan: Orta diizeyde zararlanma (eksplantlarda siddetli kloroz goriilmesi ve
gelismenin durmasi),

4 puan: Az zararlanma (eksplantlarda kloroz goriilmesi ve zayif geligsme),

5 puan: Zararlanma yok (eksplantlar yesil renkli ve ¢cogalma 1y1),

Toplam fenolik madde analizi: Toplam fenolik madde igerikleri Singleton ve Rossi
(1965) tarafindan belirtilen Folin-Ciocalteau yonteminin modifiye edilmesi ile
yapilmistir. Ekstraksiyon hazirlama asamasinda 6rnekler 0.2 g olacak sekilde tartilip
tiiplere konularak icerisine %80’lik 10 ml metanol eklenip homojenizatér yardimiyla
pargalama islemi yapilmistir. Parcalanan siirgiinler ¢alkalamali inkiibator igerisinde
oda sicakliginda 15 dakika boyunca karistirilmistir. Sonrasinda 10 dakika siire ile 4000

rpm’de santrifiij islemi uygulanarak tiiplerin igerisinden siipernatant kismi ayrilmastir.
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Kalan peletin igerisine ise tekrar %80’lik metanol eklenerek ¢alkalamali inkiibatdrde
15 dakika siire ile karistirilmigtir. Ardindan 10 dakika 4000 rpm devirde santrifiij
islemi yapildiktan sonra siipernatant kismi tekrar ayrilip son hacim %80’lik metanol
ile 25 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan 6rneklere 0.1 ml metanoloik ekstrakti ile 0.1
ml Folin-Ciocalteu eklenerek karistirilmistir. Karigim 6 dakika siire ile karanlik
kosulda ve oda sicakliginda bekletilmis, sonrasinda 0.5 ml %20°lik sodyum karbonat
¢oOzeltisi eklenip oda sicakliginda (karanlik ortamda) 30 dakika siire ile bekletilmistir.
Son asamada ise Orneklerin absorbans degerleri spektrofotometrede 760 nm dalga
boyunda okunarak yontem tamamlanmistir. Okuma igleminden sonra sonuglar, Gallik
asit standardina gore hesaplanmis olup mg GAE/g yas agirlik (YA) seklinde ifade

edilmistir.

Toplam flavonoid madde analizi: Toplam flavonoid madde analizi Zhishen vd.
(1999)’in belirttigi yontem modifiye edilerek yapilmistir. Islem oncesi ekstraksiyon
hazirlama asamasinda ornekler 0.2 g olacak sekilde tartilip tiiplere alindiktan sonra
igerisine %380’lik 10 ml metanol eklenip homojenizator yardimiyla pargalanmuistir.
Pargalanan ornekler calkalamali inkiibatorde oda sicakliginda 15 dakika siire ile
karistirilmistir. Sonrasinda 10 dakika siire ile 4000 rpm devirde santrifiij edilip
stipernatant kismi ayrilmistir. Kalan pelet lizerine %80’lik metanol eklenerek ayni
islem tekrar uygulanmis olup siipernatant kismi alinarak son hacim %80°1ik, metanol
ile 25 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanmis olan 6rneklerin igerisine sirast ile 0.25 ml
metanoloik ekstrakt, 75 L sodyum nitrit (%5) eriyigi ve 1.5 ml saf su ilave edilmistir.
6 dakika siire ile oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda hazirlanan karigim
igerisine 0.15 ml %10’luk aliiminyum klorit ilave edilerek karistirilmis ve tekrar 5
dakika siire ile bekletilmistir. Bekletilen karisima 0.5 ml 1 M NaOH ilave edildikten
sonra 510 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans degerleri okunarak islem
tamamlanmistir. Sonuglar katesin standardina gore hesaplanarak mg KE/g YA

seklinde ifade edilmistir.

Coziinebilir protein analizi: C6zilinebilir protein analizi Hartree (1972) nin belirttigi
yontem modifiye edilerek yapilmistir. Ekstraksiyon hazirlama asamasinda 6rnekler 1
g olacak sekilde tartilmistir. Stirgiinler tiiplere alindiktan sonra igerisine soguk EtOH
(5 ml) ilave edilerek homojenizatdrde pargalanmistir. Sonrasinda 4°C’de 10 000g

devirde 20 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan siipernatant
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kismi atilarak kalan peletin igerisine 8.333 ml soguk EtOH’dan (%80’lik) ilave
edilmistir. Cozdiiriilme islemi yapildiktan sonra ayni kosullarda santrifiij edilerek,
siipernatant (s1vi) kismi tekrar atilmistir. Ardindan 50 mM Tris+1.2 M NaCl protein
ekstraksiyon buffer1 hazirlanip pH’s1 7.0’ye ayarlandiktan sonra 5 ml olacak sekilde
peletlerin igerisine konularak ¢ozdiiriilme islemi yapilmistir. 30 dakika stire ile buzda
bekletildikten sonra ayni kosullarda santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 miracloth
bezi ile siizdiiriildiikten sonra 6rnekler analiz i¢in tekrar kullanilana kadar -20°C’de
muhafaza edilmistir. Cozilinebilir protein analizinde A, B ve C olacak sekilde 3 farkl
sollisyon hazirlanmistir. A sollisyonu hazirlama asamasinda; 500 ml 1IN NaOH
igerisinde 2 g potasyum sodyum tartarat ve 100 g sodyum karbonat ¢ozdiiriilerek son
hacim 1 L’ye tamamlanmistir. B soliisyon hazirlama asamasinda; 2 g potasyum
sodyum tartarat ve 1 g bakir siilfat 70 ml suda ¢6zdiirtildiikten sonra igerisine 10 ml
IN NaOH ilave edilerek son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. Son olarak C soliisyonu
giinliik olarak hazirlanmistir. Bu amagla Folin-Ciocalteu 1/15 oraninda seyreltilmis ve
sonrasinda 1N NaOH ilave edilerek pH’s1 10’a ayarlanmistir. Hazirlanan protein
ekstraktindan 1 ml almip igerisine soliisyon A’dan 0.9 ml ilave edilerek
vortekslenmistir. Ardindan ornekler, 10 dakika siire ile 50°C’de bekletildikten sonra
sogumalari i¢in oda sicakliginda tutulmustur. Her bir 6rnege B soliisyonundan 0.1 ml
ilave edilerek vorteks ile karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika
bekletilmistir. Bekleme siiresi sonrasinda her bir O6rnege hizli bir sekilde C
soliisyonundan 3 ml eklenerek vortekslenmistir. Ardindan tekrar 10 dakika 50°C’de
bekletildikten sonra oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Son olarak hazirlanmig
olan Orneklerin absorbans degerleri 650 nm dalga boyunda spektrofotometrede
okunmustur. Okuma isleminden sonra sonuglar BSA standardizasyonuna gore

hesaplanmis olup mg/g YA cinsinden ifade edilmistir.

Lipid peroksidasyonu analizi: Lipid peroksidasyonu Jiang vd. (2010)’nin belirledigi
yontem modifiye edilerek yapilmistir. Ekstraksiyon hazirlama asamasinda; drnekler
10 g olacak sekilde tartilmistir. Sonrasinda sivi azot yardimi ile pargalanmistir.
Ardindan 6rnekler i¢cin 0.5 g PVPP (polivinil polipyrolidin) iceren 100 mM sodyum
fosfat buffer1 25 ml olacak sekilde hazirlandiktan sonra pH’s1 6.4 olarak ayarlanmustir.
Homojenizatorde parcalanan ornekler 4°C sicaklikta 50 dakika siire ile 27 000 g
devirde santrifiij edilmistir. Analiz i¢in siipernatant kismi kullanilmak iizere

ayrilmistir. Hazirlanan ekstraklar cam tiiplere alinarak igerisine %0.5’lik 2 ml
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tiobarbitiik asit (TBA) igeren %15 trikloroasetik asit ilave edilip {izerine 1 ml enzim
ekstraktt eklenmistir. Sonrasinda 95°C sicaklikta 20 dakika bekletilmis ve hemen
ardindan buz banyosunda 5 dakika siire ile sogutulma islemi yapilmistir. Ardindan
12 000 g devirde 10 dakika siire ile santrifiijlendikten sonra O6rneklerin absorbans

degerleri 532 ve 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur.

Lipid peroksidasyon igerigi asagida belirtilen Denklem (3.1)’e gore hesaplanmis olup
nmol/g YA olarak ifade edilmistir.

Lipid peroksidasyonu (nmol/g YA) =
[(A532-A600)*(1000*CH)] / (€¥YA*10-3) (3.1)

YA: Yas agirlik

A532: 532 nm’de okunan absorbans degeri
A600: 600 nm’de okunan absorbans degeri

€: MDA konsantrasyonunun ekstinsiyon katsayisi

CH: Cozeltinin hacmi (ekstrakt)

Prolin analizi: Prolin analizi Bates vd. (1973) tarafindan tarif edilen yontem modifiye
edilerek yapilmustir. Islem 6ncesi hazirlik asamasinda drnekleri 0.06 g olacak sekilde
tartilmigtir. Stirglinler tiiplere alindiktan sonra igerisine %3’liik 3 ml stilfosalisilik asit
ilave edilerek homojenizatorde parcalanmistir. Ardindan oda sicakligi kosullarinda 10
dakika 12 000 g devirde santriflij islemi yapilarak siipernatant kismi analiz igin
kullanilmak iizere ayrilmistir. Sonra cam tiipler icerisine 1 ml drnek (slipernatant), 1
ml asit ninhidrin ve 1 ml glasiyel asetik asit ilave edilip tiipler vortekslenmistir.
Sonrasinda ise tiipler 1 saat siire ile 100°C’de bekletilmis olup ardindan buz banyosuna
aliarak sogutma islemi yapilmistir. Sogumus olan tiiplere 2 ml toluen ilave edilerek
30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda karigim 2 faza
ayrilmistir. Son olarak karisimin st fazindan 1 ml alinarak 520 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okumasi yapilmis ve islem tamamlanmistir. Okuma isleminden
sonra sonuglarin degerleri, D-proline standardina gére hesaplanmis olup umol/g YA

seklinde ifade edilmistir.
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3.2.5. Deneme deseni ve verilerin degerlendirilmesi

Deneme faktoriyel tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii ve her
tekerriirde 10 eksplant olacak sekilde planlanmistir. Elde edilen veriler, Minitab paket
programinda (MINTAB 17 inc) varyans analize tabi tutulmustur. Ortaya cikan
farkliliklar Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore saptanarak, ortalamalar arasindaki

farklar farkli harfler yardimiyla gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deneme 1

4.1.1. Tuz stresi uygulamalarimin morfolojik ozellikler iizerine etkisi

Aragtirmada, farkli tuz konsantrasyonlar1 uygulanan OHxF 333 ve OHxF 97 armut
klon anaglarinda morfolojik 6zellikler bakimindan rejenerasyon orani, siirgiin sayisi,
stirglin uzunlugu ve zararlanma dereceleri incelenmistir. Elde edilen verilere varyans

analizi uygulanmig ve sonuglar Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Farkli tuz konsantrasyonlarmin in vitro kosullarda armut klon anaglarinda
rejenerasyon oranlari (%) lizerine etkileri incelenmistir. Varyans analiz sonuglarina
gore anag X uygulama interaksiyonu 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.1). Bu verilere
gore armut klon anaglarima uygulanan tuz konsantrasyonu arttik¢a rejenerasyon
oranlarinda diisiis oldugu gézlenmistir. Calismada en yiiksek rejenerasyon oranlarinin
hem OHXF 333 hem de OHXF 97 anaglarinda kontrol uygulamasinda (sirasiyla %90
ve %100) oldugu goriilmistiir. En diisiik rejenerasyon oraninin OHxF 333 anacinda
%20, OHXF 97 anacinda ise %15 orani ile 200 mM NaCl uygulamasinda oldugu tespit
edilmistir. Bunun sonucunda da 200 mM NaCl uygulamasiin bitkilerde ciddi
zararlanmalara sebep oldugu belirlenmistir. Uygulama ortalamalar1 incelendiginde
uygulamalar arasi fark 6nemli bulunmustur. Ortalama rejenerasyon oraninin, kontrol
uygulamasinda %95, 200 mM NaCl uygulamasinda %18 oraninda oldugu tespit

edilmistir. Rejenerasyon orani bakimindan anaglar arasinda ise fark gdzlenmemistir.

Arastirmada incelenen kriterlerden bir digeri siirgiin uzunlugu olup, yapilan varyans
analizi sonucunda ana¢ x uygulama interaksiyonu istatistik olarak Onemli
bulunmustur. Farkli tuz konsantrasyonlariin in vitro kosullarda klon anaglarinda
siirglin uzunlugu iizerine etkileri Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Ana¢ bakimindan
incelendiginde OHxF 333 anacinda uygulamalar aras1 fark gézlenmemistir. OHxF 97
anacinda ise siirgiin uzunlugu bakimindan kontrol, 50, 100 ve 150 mM NaCl
uygulamalar arasindaki farklilik istatistik olarak 6nemli bulunmamistir. En diisiik
stirgiin uzunlugunun 200 mM NaCl konsantrasyonunda oldugu kaydedilmistir.

Uygulama ortalamalarina bakildiginda da istatistik olarak fark énemli bulunmustur.
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En yiiksek siirglin uzunlugu 150 mM NaCl konsantrasyonunda 20.6 mm, en diisiik
stirgiin uzunlugu ise 200 mM NaCl uygulamasinda 16.1 mm olarak tespit edilmistir.

Stirglin uzunlugu bakimindan anaglar arasinda fark gozlenmemistir.

Cizelge 4.1. OHxF 333 ve OHXxF 97 armut klon anaclarinda farkli NaCl
uygulamalarinin morfolojik degerler iizerine etkisi

MORFOLOJIK DEGERLER
ANAC TUZ STRESI Rejenerasyon Siirgiin Siirgiin sayisi Zararlanma
UYGULAMASI orani uzunlugu (adet/ derecesi
(%) (mm) eksplant) (0-5 arahgr)

Kontrol (0 mM NacCl) 90 ab* 15.3 bc 3.94ab 46a

50 mM NaCl 70 abcd 17.5 abc 2.70 cd 3.6ab

OHXxF 333 100 mM NaCl 80 abc 17.9 abc 2.20 cde 46a

150 mM NaCl 40 de 20.3 abc 150e 42a

200 mM NaCl 20e 17.6 abc 1.10e l2c

Kontrol (0 mM NacCl) 100 a 17.4 abc 415a 46a

50 mM NaCl 80 abc 21.5ab 2.90 bc 42a

OHXF 97 100 mM NaCl 60 bed 219a 2.00 cde 34ab
150 mM NaCl 50 cde 20.9 abc 1.60 de 2.6 bc

200 mM NaCl 15e 145¢c 115e 12c

Kontrol (0 mM NacCl) 95a 16.4b 4.04a 46a

UYGULAMA 50 mM NaCl 75a 19.5 ab 280D 39ab
ORTALAMALARI 100 mM NaCl 73a 19.9 ab 210c 4.0ab

150 mM NaCl 45b 206a 1.55 cd 34b

200 mM NaCl 18c¢c 16.1b 1.13d 12c

ANAC OHXxF 333 61 17.8 2.29 3.64a
ORTALAMALARI OHXxF 97 61 19.2 2.36 3.20b

*Ayni siitunda farkl harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0.05)

Calismada siirgilin sayis1 bakimindan ana¢ x uygulama interaksiyonu 6nemli ¢ikmistir
(Cizelge 4.1). En yiiksek siirgiin sayisinin hem OHxF 97 hem de OHxF 333 anacinda
kontrol uygulamasinda (4.15 adet/eksplant ve 3.94 adet/eksplant) oldugu goriilmiistiir.
Uygulanan tuz konsantrasyonlarinin artmasma paralel olarak bitkilerin siirglin
sayillarinda azalis oldugu saptanmistir. En diisiik silirgin sayist 200 mM NaCl
uygulamasinda gortilmistir. OHxF 333 anacinda 1.10 adet/eksplant, OHxF 97
anacinda 1.15 adet/eksplant oldugu tespit edilmistir. Uygulama ortalamalaria
bakildiginda da istatiksel olarak fark énemli goriilmiistiir. En yiiksek siirgiin sayisinin
kontrol uygulamasinda 4.04 adet/eksplant, en diisiik siirgiin sayisinin ise 200 mM
NaCl uygulamasinda 1.13 adet/eksplant oldugu belirlenmistir. Siirgiin sayisi

bakimindan anaglar arasinda istatistik olarak Onemli bir fark goriilmemistir.
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Zararlanma derecesini incelemek amaci ile yapilan varyans analizi sonucunda anag¢ X
uygulama interaksiyonu istatistik olarak 6dnemli bulunmus olup, elde edilen veriler
Cizelge 4.1°de sunulmustur. Bitkilerde zararlanma belirtileri olarak dncelikle siirgiin
gelisiminin zayif olmasi, yapraklarda sararma ve kurumalar seklinde kendini
gostermistir (Sekil 4.1). Cizelgede 4.1°deki degerler incelendiginde her iki anag i¢in
de en fazla zararlanmanmn 1.2 degeri ile 200 mM NaCl uygulamasinda oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.2). Bu uygulamada baz1 bitkiler gelismeye devam etse de cogu
bitkinin canliligim yitirdigi gézlenmistir. Uygulama ortalamalarina bakildiginda da
istatiksel olarak fark 6nemli goriilmiistiir. En yliksek skalanin kontrol uygulamasinda
(4.6 skalas1) oldugu gozlemlenirken zararlanmanin en yiiksek oldugu yani en diisiik
skalanin (1.2 skalas1) 200 mM NaCl uygulamasinda oldugu belirlenmistir. Zararlanma
derecesi bakimindan anaglar karsilastirildiginda OHXF 333 anacinin tuz stresi
kosullarina OHXF 97 anacinda gore (zararlanma dereceleri sirasiyla, 3.64 ve 3.20)

nispeten daha tolerant oldugu goriilmiistiir.

Wa Ay LK

KONTROL 50 mM NaCl 100 mM NaCl
Wwfs Pise
150 mM NaCl 200 mM NaCl

Sekil 4.1. OHxF 333 anacinda uygulanan farkl tuz konsantrasyonlari

e 20
A A ; ~
W g 34U
AL A #
KONTROL 50 mM NaCl 100mM NaCl

fg’f% i+

150 mM NacCl 200 mM NaCl

Sekil 4.2. OHxF 97 anacinda uygulanan farkli tuz konsantrasyonlar1
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4.1.2. Tuz stresi uygulamalarimin biyokimyasal o6zellikler iizerine etkisi

Tuz stresi ¢alismalarinda 200 mM NaCl igeren besin ortamlarinda bitkilerde yiiksek
oranda zararlanma goriildiigii i¢in biyokimyasal analizler i¢in yeterli bitki ornegi
almamamistir. Bu nedenle 200 mM NaCl uygulamasinda biyokimyasal analizler
yapilamamistir. Stres aninda bitki biinyesinde degisime ugrayarak stres fizyolojinin
bir parcasi olmasi nedeniyle toplam fenolik madde igerigi dnem tasimaktadir. Farkl
tuz konsantrasyonlart in vitro kosullarda OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon anaglarina
uygulanarak toplam fenolik madde igerikleri {izerine etkileri Cizelge 4.2°de
gosterilmistir. Varyans analiz sonuglarina gore toplam fenolik madde igerigi
bakimindan tuz stresi uygulamalarinin ana¢ x uygulama interaksiyonu Onemli
bulunmustur. Calismada en yiiksek toplam fenolik madde icerigi OHxF 333 anacinda
kontrol uygulamasinda 4.66 mg/g degerinde goriilmiistiir. OHXF 97 anacinda ise 150
mM NaCl uygulamasinda 1.98 mg/g degerinde oldugu tespit edilmistir. En diigiik
toplam fenolik madde icerikleri ise OHxF 333 ve OHXF 97 anaglarinda 100 mM NacCl
uygulamasinda sirasiyla 1.99 mg/g ve 0.83 mg/g olarak tespit edilmistir. Uygulanan
tuz konsantrasyonlari arttik¢a anaglarin toplam fenolik madde igeriklerinde azalma
gorilmiistiir. Ancak 150 mM NaCl uygulamasinda iki anacin toplam fenolik madde
igeriklerinde tekrar bir ylikselis goriilmiistiir. Tuz stresi uygulama ortalamalari
arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur. En yiiksek toplam fenolik madde
iceriginin kontrol uygulamasinda oldugu saptanirken, en diisiik i¢erigin 100 mM NaCl
konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir. Anaglar arasindaki fark da 6nemli ¢ikmastir.
Buna gore OHXF 333 anacinin toplam fenolik madde igerigi 3.02 mg/g iken, OHxF
97 anacinda bu deger 1.60 mg/g olarak bulunmustur.

In vitro kosullarda OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon anaglarina farkli tuz
konsantrasyonlar1 uygulanarak toplam flavonoid madde icerigi iizerine etkileri Cizelge
4.2°de gosterilmistir. Varyans analiz sonuglarina gore toplam flavonoid madde igerigi
bakimindan tuz stresi uygulamalarinin ana¢ x uygulama interaksiyonu Onemli
bulunmustur. En yiiksek toplam flavonoid madde igerigi her iki anagta da 150 mM
NaCl uygulamasinda (OHXF 333 anacinda 0.55 mg/g, OHxF 97 anacinda 0.90 mg/g)
goriilmiistiir. Ancak OHXF 333 anacinda tuz stresi uygulamalar1 arasindaki farklilik
istatistik olarak 6nemsiz bulunmustur. Tuz stresi uygulama ortalamalar1 arasinda ise

fark istatistik olarak Onemli bulunmustur. En yiiksek deger 150 mM NacCl
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uygulamasinda saptanirken, en diisiik deger 100 mM NaCl uygulamasinda
goriilmiistiir. Toplam flavonoid igerigi bakiminda anaglar arasindaki fark istatistik
olarak 6nemli ¢ikmistir. Bu bakimdan OHxF 97 anacinin toplam flavonoid igerigi

OHXF 333 anacina gore daha yiiksek (sirasiyla, 0.62 mg/g ve 0.50 mg/g) bulunmustur.

Cizelge 4.2. OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon anaclarinda farkli NaCl
uygulamalarinin biyokimyasal 6zellikler iizerine etkileri

BiYOKIMYASAL DEGERLER
: Toplam Toplam
ANA TUZ STRESI pe pram Céziinebilir | MDA Prolin
¢ UYGULAMASI fenolik flavonoid .
Protein (nmol/g (umol/g
madde madde
(mg/g YA) YA) YA)
(mg/g YA) | (mg/g YA)
Kontrol (0 mM NacCl) 4.66 a* 0.53ab 0.76cd 23.0ab 111.0a
50 mM NaCl 212¢c 0.44b 0.82 cd 26.9a 484 b
OHXF 333

100 mM NaCl 1.99cd 0.43b 0.64 de 23.2ab 139b

150 mM NaCl 3.22b 0.55 ab 0.45e 229ab 40.5b

Kontrol (0 mM NaCl) 1.87 cd 0.49 ab 1.38a 16.1c 23.1b

50 mM NaCl 1.66d 0.67 ab 0.97 bc 20.7 bc 18.8 b

OHXxF 97

100 mM NaCl 0.83e 0.44b 1.11b 22.9ab 21.7b

150 mM NaCl 1.98 cd 0.90a 0.81 cd 21.3b 24.2b

Kontrol (0 mM NacCl) 330a 0.51ab 1.07a 195b 67.3a

UYGULAMA 50 mM NaCl 1.20c 0.55 ab 0.90b 23.8a 33.6b
ORTALAMALARI 100 mM NaCl 1.40d 0.44b 0.90b 23.0a 17.8b
150 mM NaCl 2.60b 0.72a 0.70 ¢ 22.1ab 32.4b

ANAC OHXF 333 3.02a 0.50 b 0.70 b 24.0a 53.6a
ORTALAMALARI OHXF 97 160b 0.62 a 1.10a 20.2b 22.0b

* Ayni siitunda farkl harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak onemlidir (p<0.05)

Farkli tuz konsantrasyonu uygulamalarinin OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon
anaglarinda ¢oziinebilir protein igeri8i iizerine etkileri Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
Yapilan varyans analizi sonucunda, ana¢ X uygulama interaksiyonu istatistik olarak
onemli bulunmustur. Calismada en yiiksek ¢oziinebilir protein igeriginin OHxF 333
anacinda 50 mM NaCl uygulamasinda 0.82 mg/g degerinde oldugu goriilmiistiir.
OHxF 97 anacinda ise en yiiksek deger 1.38 mg/g ile kontrol uygulamasinda
saptanmustir. En diisiik ¢ozilinebilir protein igerigi ise hem OHxF 333 hem de OHxF
97 anaglarinda 150 mM NaCl uygulamasinda (sirastyla, 0.45 mg/g ve 0.81 mg/g)
saptanmistir. Cozilinebilir protein bakimindan tuz stresi uygulama ortalamalari
arasindaki fark istatistik anlamda 6nemli bulunmustur. En yiiksek ¢6ziinebilir protein
iceriginin kontrol uygulamasinda oldugu belirlenmistir. Coziinebilir protein igerigi

bakimindan anaglar arasindaki fark istatistik olarak onemli bulunmustur. Buna gore
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OHXF 97 anacinda ¢6ziinebilir protein igerigi 1.10 mg/g iken, OHxF 333 anacinda bu
deger 0.70 mg/g olarak belirlenmistir.

Farkli tuz konsantrasyonu uygulamalariin OHXF 333 ve OHxF 97 armut klon
anaglarinda lipid peroksidasyonu iizerine etkileri Cizelge 4.2°de verilmistir. Varyans
analizi sonucunda, ana¢ x uygulama interaksiyonu istatistik olarak Onemli
bulunmustur. En yiiksek lipid peroksidasyon igeriginin OHXF 333 anacinda 26.9
nmol/g degeri ile 50 mM NaCl uygulamasinda oldugu goriilmiistir. OHxF 97
anacinda ise en yiiksek lipid peroksidasyonu 100 mM NaCl uygulamasinda 22.9
nmol/g olarak bulunmustur. Lipid peroksidasyonu bakimindan tuz stresi uygulama
ortalamalar1 arasindaki fark istatistik anlamda énemli bulunmustur. En yiiksek lipid
peroksidasyon icerigi 50 ve 100 mM NaCl uygulamasinda (sirasiyla 23.8 ve 23.0
nmol/g) oldugu goriilmiistiir. En diisiik degerin ise kontrol uygulamasinda 19.5 nmol/g
oldugu tespit edilmistir. Anaglar karsilagtirildiginda ise OHxF 333 anacinin (24.0
nmol/g), OHXF 97 anacina (20.2 nmol/g) gore daha yiiksek lipid peroksidasyonu

icerdigi saptanmustir.

Farkli tuz konsantrasyonu uygulamalarimin OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon
anaclarinda prolin igerigi lizerine etkileri Cizelge 4.2’de verilmistir. Varyans analiz
sonuglarina gore prolin igerigi bakimindan tuz stresi uygulamalarinin anag X uygulama
interaksiyonu O6nemli bulunmustur. Calismada en yiiksek prolin igerigi OH*F 333
anacinda kontrol uygulamasinda 111.0 umol/g degerinde goriilmistiir. OHxF 97
anacinda ise uygulamalar arasi istatistiksel olarak fark gbézlenmemistir. Tuz stresi
uygulama ortalamalart degerlendirildiginde en yiiksek prolin igeriginin kontrol
uygulamasinda (67.3 pmol/g) oldugu tespit edilmistir. Prolin igerigi bakimindan
anaglar arasindaki farklilik istatistik olarak nemli bulunmus olup, OHXF 333 anacinin
prolin igerigi (53.6 umol/g) OHXF 97 anacindan (22.0 pmol/g) daha yiiksek olarak

saptanmuistir.
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4.2. Deneme 2

4.2.1. Si uygulamalarimin morfolojik 6zellikler iizerine etkisi

Arastirmamizda, tuz stresi altindaki (100 mM NaCl) OHxF 333 ve OHxF 97 klon
anacglarinda 0.5, 1.0 ve 2.0 mM Si uygulamalarinin tuz stresini hafifletici etkileri
incelenmistir. Bu amagla morfolojik 6zellikler bakimindan rejenerasyon orani, siirgiin
sayisi, slirgiin uzunlugu ve zararlanma dereceleri degerlendirilmistir. Elde edilen

verilere varyans analizi uygulanmig ve sonuglar Cizelge 4.3’de sunulmustur.

Farkl1 Si konsantrasyonlarmin in vitro kosullarda OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon
anaglarinda rejenerasyon orani lizerine etkileri incelenmistir (Cizelge 4.3). Varyans
analiz sonuglarina gére anag X uygulama interaksiyonunda ortalamalar arasindaki fark
O6nemli bulunmamistir. Ancak OHxF 333 anacinda 0.5 mM Si+100 mM NaCl
uygulamasinda rejenerasyon oraninin (%40) nispeten daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Caligmada rejenerasyon orani bakimindan hem Si uygulamalar1 hem de

anaglar arasindaki farkliligin istatistik olarak 6nemli olmadig: tespit edilmistir.

Siirglin uzunlugu {izerine yapilan varyans analizi sonucunda, ana¢ X uygulama
interaksiyonunda fark 6nemli bulunmamistir. Ancak OHXF 333 anacinda kontrol
uygulamasinda (25.1 mm), OHxF 97 anacinda 0.5 mM Si+100 mM NacCl
uygulamasinda (26.1 mm) siirgiin uzunlugunun diger uygulamalara nazaran daha
yiiksek degerde oldugu goriilmiistiir. Calismada siirgiin uzunlugu bakimindan hem Si
uygulamalar1 hem de anaglar arasindaki farkliligin istatistik olarak énemli olmadig1

tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Siirgiin  sayis1 bakimindan varyans analiz sonuglarma gore anag X uygulama
interaksiyonunda fark 6nemli ¢ikmamistir. Uygulama ortalamalarina bakildiginda da
istatiksel olarak fark onemli goriilmemistir. Siirglin sayisinin 0.5 mM Si+100 mM
NaCl uygulamasinda (1.42 adet/eksplant) nispeten daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Yine siirgiin sayist degerleri bakimindan anaclar arasindaki fark da

istatistik olarak 6nemli bulunmamustir.
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Cizelge 4.3. OHxF 333 ve OHXF 97 armut klon anaglarinda farkli Si konsantrasyonlari

uygulamalarinin morfolojik 6zellikler
MORFOLOJIiK DEGERLER
Rei o Siirgiin 2 |
ANAC Si UYGULAMASI ejenerasyon Siirgiin sayis ararlanma
orani uzunlugu derecesi
(%) (mm) AT 1 (o5 arangy
(o) mm -d arahgi

Eksplant) £
Kontrol (100 mM NaCl) 30 251 1.39 4.00 ab*

0.5 mM Si+100 mM NaCl 40 227 1.56 3.90ab

OHXF 333

1.0 mM Si+100 mM NaCl 10 249 1.17 3.70ab

2.0 mM Si+100 mM NaCl 10 22.8 1.10 3.70ab

Kontrol (100 mM NaCl) 20 20.8 1.24 3.90ab

0.5 mM Si+100 mM NaCl 30 26.1 129 470a

OHXxF 97

1.0 mM Si+100 mM NaCl 30 22.8 1.29 4.30 ab

2.0 mM Si+100 mM NaCl 30 18.6 1.43 310b

Kontrol (100 mM NaCl) 25 23.0 1.32 3.93ab

UYGULAMA 0.5 mM Si+100 mM NacCl 36 24.4 142 429 a
ORTALAMALARI 1.0 mM Si+100 mM NaCl 21 23.8 1.23 4.00 ab
2.0 mM Si+100 mM NaCl 20 20.7 1.27 343D

ANAC OHXxF 333 22 239 131 3.82

ORTALAMALARI OHXF 97 29 221 131 4.00

*Ayni stitunda farkl harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (p<0.05)

Calismada zararlanma derecesi bakimindan OHXF 333 anacinda istatistik olarak fark
onemli ¢ikmamistir. Ancak OHxF 97 anacinda uygulamalar arasindaki fark 6nemli
cikmakla birlikte Si uygulamalarinin kontrole gore istatistik anlamda bir artis
saglamadig1 goriilmiistiir. Istatistik anlamda fark olmamakla birlikte OHxF 97
anacinda 0.5 mM Si+100 mM NaCl (4.70) ve 1.0 mM Si+100 mM NaCl (4.30)
uygulamalarinin kontrole gore (3.90) kismi bir iyilesme sagladigi sdylenebilir. Benzer
sonuglar uygulama ortalamalar1 i¢in de soylenebilir. Zira 0.5 ve 1.0 mM Si
uygulamalarinin kontrole gore kismi bir artis sagladigi gorilmektedir. Zararlanma

derecesi bakimindan anaglar arasinda ise fark 6nemli bulunmamustir (Sekil 4.4).
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: Kenﬁ'ﬂl{”mml) 0.5 mM Si + 100mM NaCl 1.0 mM Si + 100mM NaCl 2.0 mM Si + 100mM NaCl

Sekil 4.4. OHxF 97 anacinda in vitro kosullarda farkli Si uygulamalari

4.2.2. Si uygulamalarinin biyokimyasal ozellikler iizerine etkisi

Arastirmamizda, tuz stresi altindaki (100 mM NaCl) OHxF 333 ve OHxF 97 klon
anaglarinda 0.5, 1.0 ve 2.0 mM Si uygulamalarinin tuz stresini hafifletici etkilerinin
belirlenmesi amaciyla biyokimyasal 6zelliklerden toplam fenolik madde, toplam
flavonoid madde, lipid peroksidasyonu ve prolin igerikleri incelenmistir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 4.4’de verilmistir.

Toplam fenolik madde bakimindan degerlendirildiginde Si uygulamalarinin anag¢ x

uygulama interaksiyonu 6nemli bulunmustur. Caligmada en yiiksek toplam fenolik
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madde igerigi OHxF 333 anacinda 1.0 mM Si+100 mM NaCl uygulamasinda (3.25
mg/g) goriilmistiir. OHXF 97 anacinda ise en yiiksek toplam fenolik madde igeriginin
kontrol uygulamasinda (3.33 mg/g) oldugu tespit edilmistir. Arastirmada en diisiik
toplam fenolik madde igerigi OHxF 333 anacinda kontrol uygulamasinda (1.92mg/g)
OHXF 97 anacinda ise 2.0 mM Si+100 mM NaCl uygulamasinda (2.56 mg/g)
belirlenmistir. Toplam fenolik madde bakimindan uygulama ortalamalar1 arasindaki
fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur. En yiiksek toplam fenolik madde igerigi 1.0
mM Si+100 mM NaCl uygulamasinda (3.10 mg/g) goriliir iken, en diisiikk toplam
fenolik madde igerigi 0.5 mM Si+100 mM NaCl uygulamasinda (2.44 mg/g) tespit
edilmistir. Anaglar arasindaki fark da 6nemli ¢ikmistir. Buna gére OHXF 333 anaci

2.47 mg/g, OHxF 97 anaci1 2.86 mg/g degerinde bir sonug gostermistir.

Toplam flavonoid madde igerigi bakimindan farkli Si konsantrasyonu uygulamalarinin
ana¢ x uygulama interaksiyonu 6nemli bulunmustur. Calismada en yiliksek toplam
flavonoid madde igerigi OHxF 333 anacinda 1.0 mM Si+100 mM NaCl
uygulamasinda (1.04 mg/g) goriilmiistir. OHXF 97 anacinda ise en yiiksek toplam
flavonoid madde icerigi kontrol uygulamasinda (0.86 mg/g) tespit edilmistir. En diisiik
toplam flavonoid madde igerigi ise hem OHXF 333 hem de OHXF 97 anaglarinda 0.5
mM Si+100 mM NaCl uygulamasinda (sirasiyla, 0.70 mg/g ve 0.73 mg/g)
saptanmigtir. Uygulama ortalamalar1 arasinda istatistik olarak fark Onemli
bulunmustur. En yliksek ortalama deger 1.0 mM Si+100 mM NaCl uygulamasinda
(0.93 mg/g) saptanmistir. En diisiik ortalama deger ise 0.5 mM+100 mM NacCl
uygulamasinda (0.72 mg/g) belirlenmistir. Toplam flavonoid madde bakimindan anag
ortalamalar1 arasindaki fark ise istatistik olarak dnemli bulunmamaistir. Buna gore her

iki anagta da 0.81 mg/g degerinde bir sonu¢ goriilmiistiir.

Lipid peroksidasyonu bakimindan degerlendirildiginde istatistik olarak anag¢ X
uygulama interaksiyonu 6nemli bulunmustur. Fakat Si uygulamalarinin her iki anagta
da kontrole gore lipid peroksidasyonunu artirmadigi belirlenmistir. Uygulama
ortalamalar1 arasinda fark 6nemli bulunmamistir. Anaglar arasindaki uygulamalara
bakildiginda ise fark 6nemli ¢ikmistir. Buna gére OHxF 333 anaci 19.6 nmol/g, OHXF

97 anac1 16.3 nmol/g degerinde bir sonug gostermistir.
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Cizelge 4.4. OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon anaglarinda farkli Si konsantrasyonlari
uygulamalarinin biyokimyasal dzellikler tizerine etkileri

BiYOKIMYASAL DEGERLER
Toplam Toplam .
ANAC fenolik f i MDA Prolin
. enoli avonoi
SI UYGULAMASI (nmol/g (nmol/g
madde madde
YA) YA)
(mg/g YA) (mg/g YA)
Kontrol (100 mM NaCl) 1.92 d* 0.71e 20.0a 17.8d
0.5 mM Si+100 mM NaCl 2.28cd 0.70e 19.1ab 15.5d
OHXF 333

1.0 mM Si+100 mM NaCl 3.25ab 1.04a 19.5ab 17.7d

2.0 mM Si+100 mM NaCl 2.45¢cd 0.79cd 199a 38.6a

Kontrol (100 mM NaCl) 3.33a 0.86b 16.4 ab 18.7d
0.5 mM Si+100 mM NaCl 2.60 bc 0.73 de 16.2 ab 118 e

OHXF 97 _

1.0 mM Si+100 mM NaCl 2.91 abc 0.83 bc 14.3b 379b

2.0 mM Si+100 mM NaCl 2.56 cd 0.80 bed 18.2ab 29.3¢c

Kontrol (100 mM NaCl) 2.60b 0.79b 18.2 183 ¢

UYGULAMA 0.5 mM Si+100 mM NaCl 244b 0.72¢ 17.6 13.7d
ORTALAMALARI 1.0 mM Si+100 mM NaCl 3.10a 0.93a 16.9 27.8b
2.0 mM Si+100 mM NaCl 250b 0.79b 19.1 339a

ANAC OHXF 333 247hb 0.81 19.6 22.4

ORTALAMALARI OHXF 97 2.86 a 0.81 16.3b 24.4

*Ayni stitunda farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05)

Prolin igerikleri bakimindan degerlendirildiginde ana¢ X uygulama interaksiyonu
istatistik olarak dnemli bulunmustur. Verilere gore ¢izelgede en yiiksek prolin igerigi
OHxF 333 anacinda 2.0 mM Si+100 mM NaCl uygulamasinda (38.6 pmol/g)
gorilmiistiir. OHXF 97 anacinda ise en yiiksek prolin igerigi 1.0 mM Si+100 mM NaCl
uygulamasinda (37.9 pmol/g) tespit edilmistir. Uygulama ortalamalarina bakildiginda
istatistik olarak fark énemli ¢ikmistir. En yiiksek prolin igerigi 2.0 mM Si+100 mM
NaCl uygulamasinda (33.9 umol/g) belirlenmistir. En diisiik prolin igerigi ise 0.5 mM
Si+100 mM NaCl uygulamasinda (13.7 pmol/g) gézlemlenmistir. Anaglar arasinda ise

fark 6nemli bulunmamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yiirlitmiis oldugumuz bu ¢aligmada, armut yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan
OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon anaglarinin in vitro kosullarda farkli
konsantrasyonlarda tuz stresine tolerans veya hassasiyet diizeyleri belirlenmeye
calistlmistir. Ayn1 zamanda armut klon anaglarinda tuz stresi zararinin azaltilmasi
tizerine farkli konsantrasyonlarda silisyum uygulamalarinin etkileri de arastirilmis
olup bazi morfolojik ve biyokimyasal mekanizmalar bakimindan parametreler
incelenerek  ¢ikarimlarda  bulunulmustur. Elde edilen bulgular asagida

degerlendirilmistir.

5.1. Deneme 1

Bitkiler tuzlu kosullara karsi olduk¢a duyarlidir. Bu nedenle tuz stresi, bitkilerin
vejetatif gelisimlerini birgok yonden olumsuz etkilemektedir. Calismamizda in vitro
kosullarda farkli tuz konsantrasyonlarinin rejenerasyon orani {lizerine etkileri
degerlendirildiginde, tuz konsantrasyonlarinin artisina paralel olarak rejenerasyon
oranlarinda istatistiki olarak dnemli bir azalmanin oldugu goriilmiistiir. Yapilan bazi
calismalarda da bizim sonuglarimiza benzer bulgular elde edilmistir. Nitekim
Krasensky vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, sogan bitkisinin in vitro kosullarda tuz
stresine verdigi tepkiyi incelemislerdir. Calisma sonunda bitkinin taze ve kuru
agirh@inda azalislarin oldugunu tespit etmislerdir. Zambi (2019) tarafindan yapilan
arastirmada, 6 farkli bezelye genotipine farkli tuz konsantrasyonlari (0, 25, 50, 75, 100,
125, 150 mM NaCl) uygulanmistir. Caligma sonucunda tuz konsantrasyonlarinin

artigina paralel olarak bitki gelisiminin olumsuz etkilendigi bildirilmistir.

Calismada tuz stresi seviyesinin artmasina paralel olarak siirgiin sayisinin 6nemli
diizeyde azaldig1 tespit edilmistir. Bizim sonug¢larimizi destekler sekilde Rahman vd.
(2007) tarafindan yapilan aragtirmada, in vitro kosullarda tuz stresi uygulamasinin P.
communis anaglarinda siirgiin sayisini kontrole gore azalttigi bildirilmektedir. Benzer
sekilde Shiyab vd. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, tuz stresi uygulamalarinin
(kontrol, 50, 100, 150, 200 ve 300 mM NaCl) turungta siirgiin gelisimini azaldig: ifade
edilmistir. Arasgtiricilar 200 ve 300 mM NaCl konsantrasyonlarinda ise bitkilerin
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gelisme parametrelerinin biiylik oranda etkilenerek siirgiinlerin canliligini yitirdigini

ifade etmislerdir.

Aragtirmamizda her iki anagta da NaCl konsantrasyonlar1 arttikca siirgiin
uzunluklarinin da arttig1 goriilmiistiir. Ancak 200 mM NaCl uygulamasinda biiyiime
ve gelismenin tamamen durmasi nedeniyle siirgiin uzunlugunda kontrole gore bir artis
olmamustir. Siirgiin uzunlugu degerlerinin tuz konsantrasyonuna paralel olarak artmis
olmasinin, siirgiin sayisindaki azalmanin bir sonucu olabilecegi diistiniilmektedir. Zira
genel olarak tuz stresi kosullarinda bitki gelisiminde 6nemli oranda azalmalar ve
zararlanmalar goriilmiistiir. Onceki yapilan ¢alismalarda da bizim sonuglarimiza
benzer sekilde artan NaCl konsantrasyonlarina paralel olarak siirglin gelisiminde
azalmalarin oldugu bildirilmektedir. Dajic (2006), tuz stresi uygulanmis olan bitkilerin
siirglin gelisimindeki azalma ile fotosentezin yavasladigini bildirmistir. Calismada
ayni zamanda turgorun azaldigi ve mineral madde tagmiminin gii¢ oldugu ifade
edilmistir. Hamrouni vd. (2008), asma genotiplerine in vitro kosullarda farkli tuz
konsantrasyonlarimi (0, 20, 50, 80, 100, 150 ve 200 mM NaCl) uygulamislardir.
Arastirma sonunda in vitro kosullarda NaCl konsantrasyonu arttik¢a genotiplerde
biiylime ve gelismenin azaldigini tespit etmislerdir. Uyar (2016) tarafindan yapilan
calismada, Hamburg Misketi ile Isabella iiziim cesitlerine farkli NaCl
konsantrasyonlarmi (0, 50, 100, 150, 200 mM) uygulanmistir. Calisma sonunda
cesitlerde tuz konsantrasyonu arttikca sodyum igeriginin arttigr belirlenmistir. Bu

durumun da siirgiinlerde zararlanmalara yol actig1 bildirilmistir.

Arastirmada zararlanma derecesine bakildiginda, tuz konsantrasyonlarinin artmasi ile
birlikte zararlanmanin da dogru orantili olarak arttig1 tespit edilmistir. Farkli tuz
konsantrasyonlarinin  uygulandigr in vitro kosullarda yetistirilen bitkilerin
stirglinlerinde sararma, kahverengilesme, kuruma ve siirgiin boylarinda kisalmalarin
meydana geldigi goriilmiistiir. Calismamizda 0, 50 ve 100 mM NaCl
konsantrasyonlarinda bitki 6liimlerinin  goriilmedigi, gelisimin devam ettigi
gozlenmistir. 200 mM NaCl uygulamasinda ise zararlanmanin en yiiksek seviyeye
ulastig1; ancak bitkilerin tamamen canliligini yitirmedigi tespit edilmistir. Sudha ve
Riazunnisa (2015) tarafindan yapilan g¢alismada, dort sogan c¢esidine in vitro

kosullarda 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Deneme
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sonundaki 200 mM NaCl konsantrasyonunun g¢alismamizdaki sonuglara benzer bir

sekilde bitki gelisiminde gerilemelere neden oldugu bildirilmistir.

Bitkiler farkli c¢evre kosullar1 etkilerine uyum saglayabilmek amaci ile
metabolizmalarinda degisiklikler meydana getirmektedir. Bu degisiklikler sonucunda
bitkilerin dis goriiniislerinde ¢esitli belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Yapraklarda sararma,
erken c¢igek agma, yapraklarin dokiilmesi veya yapraklarin kivrilmasi seklinde
belirtiler gostermektedir. Fenolik bilesikler bu siiregte aktif rol almaktadir. Fenolik
bilesikler; dis faktorlerin bitkide sinyal olusturmasi, olusan sinyalin ilgili organlara
tasinmas1 ve bazi bitki kisimlarinda kimyasal sentezlenmesinin saglanmasinda
etkilidir. Ayn1 zamanda yapraklarda stomalarin agilip kapanmasi, erken olgunlasma,
solunum aktivitesinde degisiklik meydana gelmesinde de aktif rol oynamaktadir
(Hacikamiloglu, 2023). Calismamizda toplam fenolik madde icerigi her iki anacta da
tuz stresi seviyesine paralel olarak azalmistir. Ancak 150 mM NaCl uygulamasinda
tekrar bir artisin oldugu saptanmistir. Nitekim yapilan caligmalarda tuz stresi
uygulanan bitkilerde daha fazla fenolik bilesik biriktigi gdzlemlenmistir. Petridis vd.
(2012)’nin zeytinde yaptiklar1 ¢aligmada, tuz konsantrasyonun artisi ile birlikte toplam
fenolik madde igeriginde de artis oldugu bildirilmistir. Seker kamisinda yapilan tuz
stresi ¢aligmasinda ise toplam fenolik madde iceriginin stres kosullarinda ii¢ kat arttig1
belirtilmistir (Wahid ve Ghazanfar, 2006). Ancak tuz stresi kosullarinda toplam
fenolik madde iceriginin azaldigi veya etkilenmedigi, bu bilesiklerin tuz
konsantrasyonuna gore farklilik gosterebilecegi yapilan ¢alismalarda ifade edilmistir.
Bourgou vd. (2010), Nigella sativa bitkisinde yaptiklar1 c¢alismada tuz stresi
uygulamalar1 sonucu toplam fenolik madde igeriginin azaldigim1 bildirmislerdir.
Benzer sekilde tuz stresi altinda patlican bitkisinde toplam fenolik madde igeriginin
azaldig1 Shaheen vd. (2012) tarafindan da bildirilmistir. Yine Calhan (2020), mersin
genotiplerine in vitro kosullarda farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulamistir.
Calismada sonuglarimiza benzer sekilde tuz konsantrasyonlari arttikga bitkilerdeki
toplam fenolik madde igeriginin azaldigi, yiiksek tuz konsantrasyonu uygulamalarinda
ise toplam fenolik madde iceriginde tekrar bir yiikselis oldugu bildirilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar literatiirler ile uyumlu bulunmustur.

Flavonoidler ise fenolik bilesiklerin alt grubu olup farkli stres kosullarina karsi bitKki

savunma sistemine katilmaktadir (Woodland, 1997; Harborne vd., 2000).
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Caligmamizda elde edilen bulgularda toplam flavonoid madde igeriginin tuz
konsantrasyonlarina gore istatistik olarak 6nemli anlamda bir farklilik gostermedigi
belirlenmistir. Ancak sadece OHxF 97 anacinda 150 mM NaCl uygulamasinda
kontrole gore bir artis saptanmistir. Gengmao vd. (2015) tarafindan yapilan ¢calismada,
aycicegi bitkisinde tuz stresi uygulanmistir. Calisma sonucunda toplam flavonoid
madde igeriginin kontrol uygulamasina gore artis gosterdigi bildirilmistir. Ancak tuz
stresi altindaki bitkilerin toplam flavonoid madde igeriginde azalmalarin oldugunu
bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir. Nitekim Petropoulos vd. (2017), yaptiklart
calismada yiiksek tuz konsantrasyonlarinda toplam flavonoid madde igeriginin ¢ok az
artig gosterdigini veya stres etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Yine Kadife ¢igeginde
yapilan bir arastirmada tuz stresi uygulamasinda toplam flavonoid madde igeriginin
kontrole gore azaldigi tespit edilmistir (Khalid vd., 2010). Havadar (2021), domates
bitkisinde yaptig1 ¢calismada toplam flavonoid madde iceriginin tuz stresi kosullarinda
azaldigimi bildirmistir. Bizim ¢alismamizda da bulmus oldugumuz bu sonuglar ile
OHXF 333 ve OHxF 97 armut klon anaglarinin tuz stresi kosullarinda toplam
flavonoid madde igeriginde once kismi bir azalma, 150 mM NaCl uygulamasinda ise

tekrar bir artigin oldugu goriilmiistiir.

Bitkiler tuz stresi altinda iken oksidatif stresi aktive ettiinden membran lipid
peroksidasyonu zararlanmalarina yol agmaktadir (Ye vd., 2000). Bu zararlanma ile de
lipid peroksidasyonu olay1 gerceklesir. Lipid peroksidasyonu ile de membranda olusan
zararlanma geri dondiiriilemez ve en Oonemli {iriin olan malondialdehid halini alir.
Calismamizda tuz stresi uygulamalarinda lipid peroksidasyonunun OHXxF 333
anacinda istatistik olarak etkilenmedigi, OHxF 97 anacinda ise 100 ve 150 mM NaCl
uygulamalarinda kontrole gore arttigi belirlenmistir. Ertiirk vd., (2007) yaptiklari
calismada, kiraz anaglarina in vitro kosullarda tuz stresi uygulamis ve anaglarin
tolerans diizeylerini incelemislerdir. Calisma sonucunda tuz stresi altinda hem lipid
peroksidasyonun hem de antioksidatif enzim aktivitelerinin artis gosterdigi
belirlenmigtir. Yine Tanou vd. (2009), cilek bitkisinde yaptiklari ¢alismada 200 mM
NaCl uygulamasinda oksidatif stresin gergeklestigini, Yyapraklarda nekrotik
lezyonlarin olustugunu, dokularda H202/O; birikimi meydana geldigini ve lipid
peroksidasyonun arttigint bildirmislerdir. Wu ve Zou (2009), Pyrus betulafolia
tiiriinde yapmis olduklari tuz stresi ¢alismasinda 0, 50, 100, 150 ve 200 mM olmak

tizere farkli NaCl konsantrasyonlarini uygulamislardir. Arastiricilar tuz stresinin
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fotosentez oranini 6nemli derecede azalttigini, lipid peroksidasyon igerigini ise

arttirdigini bildirmislerdir.

Bitkiler stres altinda iken kendilerini stres etmeninden korumak amaci ile ¢esitli
ozmotik diizenleyicileri sentezleyerek biinyelerinde biriktirmektedir. Bu ozmotik
diizenleyicilerden biri olan prolin, ozmotik etkisinin yaninda enerji kaynagi olmasi ve
ayni zamanda antioksidan 6zellik tagimasi gibi farkli fonksiyonlar1 da barindiran bir
aminoasittir (Ben Ahmed vd., 2008; Chookhampaeng, 2011). Arastirmamiz
sonucunda tuz stresi uygulamalarinin OHxF 97 anacinda prolin igerigini istatistik
olarak etkilemedigi goriilmiistiir. OHXF 333 anacinda ise tuz stresi uygulamalari ile
birlikte prolin igeriginin dnemli oranda azaldigi belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda
tuz stresi altindaki bitkilerde stres seviyesinin artisi ile birlikte prolin birikiminin de
arttig1 ifade edilmistir. Ancak bazi aragtirmalarda ise prolin igeriginin her zaman artig
gostermedigi de ifade edilmistir. Prolinin stres kosullarinda tolerans etkisi 6zelliginin
incelenmesi sonucunda, bazi bitki tiirlerinde tuz stresi altinda iken bu durumun gecerli
olmayabilecegi goriisii savunulmustur (Mansour ve Ali, 2017). Nitekim Panicum
virgatum tiiriiniin 46 genotipinde yapilan tuz stresi ¢alismasinda, tuza duyarl bazi
genotiplerde prolin igeriginin 5000 kat artt181, toleransl hatlarda ise bu artisin kiigiik
bir diizeyde oldugu tespit edilmistir (Kim vd., 2016). Borrelli vd. (2018), 5 bugday
genotipinde farkli NaCl konsantrasyonlar1 (50, 100 ve 200 mM NaCl) uygulamislardir.
Calisma sonucunda 200 mM NaCl uygulamasinda prolin iceriginin tiim genotiplerde
artis gosterdigini belirlemislerdir. Arastiricilar 50 mM ve 100 mM NacCl

uygulamalarinda ise artig ve azaliglar oldugunu bildirmislerdir.

Bitkilerin, tuz stresi kosullarinda iken ozmolitler yardimi ile protein yapisini stabilize
ederek kendini ROS’dan korudugu bilinmektedir (Zhu, 2001). Calismamizda
¢oziinebilir protein igerigine bakildiginda, tuz konsantrasyonunun artmasina paralel
olarak 6nemli oranda azalmalarin oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda stres
faktorlerinin ¢oziinebilir protein igerigi iizerinde artiglara veya azalislara neden oldugu
bildirilmistir. Bekheet vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, in vitro kosullarda
sogan bitkisine tuz stresi uygulanarak tolerans diizeyleri belirlenmistir. Artan tuz
konsantrasyonlarinin ¢oziinebilir protein iceriginde artisa yol agtigr bildirilmistir.

Yapilan bagka bir calismada ise bizim sonuglarimiza benzer sekilde tuz stresi
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sonucunda sorgum bitkisinin ¢oziinebilir protein igeriginde diisiisler oldugu tespit
edilmistir (Parlak, 2006).

5.2. Deneme 2

Bu denemede tuz stresi (100 mM NaCl iceren /2 MS ortami) altindaki OHxF 333 ve
OHXF 97 armut anaglarinda tuz stresinin olumsuz etkilerinin hafifletilmesi tizerine
farkl1 dozlardaki Si uygulamalarinin (0, 0.5, 1 ve 2 mM) etkileri arastirilmistir.
Calismada rejenerasyon orani bakimindan degerlendirildiginde Si uygulamalarinin
istatistik olarak herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmistiir. Bizim sonuglarimiza
benzer sekilde tuz stresi altindaki yer fistig1 bitkisinde Si uygulamalarinin morfolojik
ozellikler bakiminda tuz stresini hafifletici etkisinin olmadigi bildirilmektedir (Kuru,
2014). Bununla birlikte yapilan bir¢ok calismada Si uygulamasinin tuz stresinin
olumsuz etkilerinin hafifletilmesinde etkili oldugu bildirilmektedir (Dias vd., 2017;
Rodrigues vd., 2017). Ancak bu etkinin genotipe gore farklilik gosterebildigi ifade
edilmektedir (Demirci, 2023). Bitki beslenmesinde mutlak gerekli olmamakla birlikte
doku kiiltiirli ¢alismalarinda besin ortamina Si ilavesinin faydali oldugu ifade
edilmistir. Nitekim Sivanesan ve Park (2014), mikro ¢ogaltim problemlerini ¢6zmek
ve doku kiiltiirli bagarisini arttirmak i¢in doku kiiltiirli ortaminda yardimer bir besin

olarak Si'un eklenmesi gerektigini tavsiye etmektedir.

Arastirmamizda farkli Si uygulamalariin siirglin uzunlugu tizerinde istatistik olarak
onemli bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Ancak bizim bulgularimizin aksine Si
uygulamalarinin  siirgiinlere pozitif yonde etki ettigini bildiren c¢alismalar da
bulunmaktadir. Bu farkliligin nedeni kullanilan Si kaynagi (kalsiyum silikat, sodyum
silikat, potasyum silikat) uygulama yontemi (in vitro, in vivo) ve genotip farkliligi gibi
faktorler olabilir. Tahir vd. (2010) tarafindan yapilan caligmada, tuz stresinin
genotiplerde siirglin ve kdk biyokiitlesini onemli 6lgiide azalttigini, Si uygulamasinin
ise tuzlu kosullarda bitki biyokiitlesini, siirglinlerdeki potasyum miktarint artirdigi
belirlenmistir. Trivedi vd. (2004), yaptiklar1 ¢alismada, 50 mM NaCl uygulanan
bugday fidelerine 2 ve 4 mM konsantrasyonlarinda Si ilave ederek etkisini
incelemiglerdir. Calisma sonunda tuz stresi, bitkinin kdk ve siirgiin uzunlugunu,
klorofil igerigini, yaprak doku toleransii olumsuz etkilemistir. Ilave edilen Si

konsantrasyonlar1 ise siirgiinlerde sodyum aliminmi azaltarak tuz stresinin olumsuz
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etkisini iyilestirmistir. Ayrica arastiricilar yaprak dokusunun sodyuma karsi toleransini
da arttirdigimi bildirmislerdir. Yine Degirmenci (2023), yaptigr calismada kavun
bitkisine iki farkli tuz konsantrasyonu (0 ve 100 mM NaCl) ve 2 mM Si ilave ederek
uygulama yapmistir. Calisma sonucunda, tuz stresi altinda yetistirilen kavunlara
uygulanan Si’un istatistik olarak 6nemli Olglide etkili oldugu, bitki biiylimesi ve

fizyolojik parametreler lizerinde pozitif yonde katki sagladig: ifade edilmistir.

Calismamizda Si uygulamalarinin anaglar iizerinde siirgiin sayisina istatistik olarak bir
etkisi goriilmemistir. Ancak istatistik olarak Oonemli olmamakla birlikte 0.5 mM
Si+100 mM NaCl uygulamasinin OHxF 333 anacinda, 2.0 mM Si+100 mM NaCl
uygulamasinin ise OHxF 97 anacinda az da olsa siirgiin sayisin1 artirict bir etkisinin
oldugu diistiniilmektedir. Bunun yaninda bitkilerde tuz stresinin olumsuz etkilerini
azaltmak amaci ile yapilan Si uygulamalar1 son yillarda arastiricilar tarafindan tercih
edilmeye baslanmistir. Yapilan birgok arastirmada tuz stresi altindaki bitkilerin
fizyolojik siirecinde Si’un 6nemli bir diizenleyici rolii oldugu bildirilmistir (Rios vd.,
2017; Khan vd., 2019). Sienkiewicz-Cholewa vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada,
bugday fidelerinde farkli tuz konsantrasyonlari (70 ve 100 mM NaCl) uygulamasina
1 ve 1.5 mM konsantrasyonlarinda Si ilave edilerek etkileri aragtirilmistir. Calisma
sonucunda Si’un bugday kok ve siirgiin agirligini, yapraklardaki fotosentetik

pigmentlerini 6nemli dl¢tlide arttigr bildirilmistir.

Arastirmamizda in vitro kosullarda farkli dozlarda Si uygulamalarinin, tuz stresinin
zararini hafifletici etkisinin istatiksel olarak dnemsiz oldugu tespit edilmistir. Ancak
OHXF 97 anacinda 0.5 mM Si+100 mM NaCl uygulamasinin zararlanma derecesine
az da olsa olumlu yonde bir etkisinin oldugu disiiniilmektedir. Ibrahim vd. (2016)
tarafindan yapilan ¢alismada, tuz stresi altindaki bugday bitkisinde verimi arttirmak
amaciyla Si ilave edilerek etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda, Si
uygulamasinin tuz stresinin etkisini azalttigi ve bitki bilylimesini artirmada etkili
oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde Torun (2012) tarafindan yapilan ¢alismada da Si

uygulamasinin tuz stresini hafifletici etkisinin oldugu bildirilmistir.

Calismamizda OHxF 333 anacinda uygulanan Si konsantrasyonlarinin, toplam fenolik
madde ve toplam flavonoid madde igerigi lizerine etkisinde kontrol uygulamasina

kiyasla artma egilimi gosterdigi tespit edilmistir. Ancak OHXF 97 anacinda kontrol
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uygulamasina gore azalisin devam ettigi belirlenmistir. En yiiksek toplam fenolik ve
toplam flavonoid madde madde igerigi OHXF 333 anacinda 1.0 mM Si+ 100 mM NaCl
uygulamasinda saptanmistir. OHxF 97 anacinda ise en yiiksek toplam fenolik madde
ve toplam flavonoid madde igeriginin kontrol uygulamasinda (100 mM NaCl) oldugu
belirlenmistir. Boylece sonuglara bakarak aymi tiir igerisindeki farkli genotiplerin
degiskenlik gosterebilecegi kanaatine varilmistir. Glines (2022), stres altindaki bugday
bitkisine Si uygulamistir. Calisma sonunda bitkinin toplam fenolik ve toplam
flavonoid madde igeriginde azalmalar oldugunu belirterek Si’un stres iizerinde azaltici
etkisi olabilecegini bildirilmistir. Calismamizda Si uygulamalarinin OHxF 97
anacinda stres etmenini azaltarak toplam fenolik ve toplam flavonoid madde igerigini

diisiirmiis olabilecegi varsayilmaktadir.

Caligmamizda Si konsantrasyonlari arttikca anaglarda lipid peroksidasyon iceriginin
genel olarak diistligli ancak 2.0 mM Si+100 mM NaCl konsantrasyonunda tekrar bir
artisin oldugu goriilmiistiir. Yapilan bircok calismada tuz stresi kosullarinda lipid
peroksidasyon igeriginin arttig1 belirtilmistir. Si’un, tuz stresi altindaki bitkilerde
antioksidan savunma mekanizmasinin isleyisini destekledigi, fotosentez iizerinde
olumlu etkileri oldugu, su igerigini arttirdig, stres altindaki bitkilerde lipid
peroksidasyonunu ve membran gegirgenligini azalttigi yapilan g¢alismalarda
bildirilmistir (Gong vd., 2003; Zhu vd., 2004; Liang vd., 2008). Nitekim bitkiler stres
kosullar altinda iken Si’un, hiicre zarindaki lipid oksidasyonunun bir sonucu olarak
ortaya ¢ikan lipid peroksidasyon i¢eriginde dnemli bir azalma sagladigi belirtilmistir.
Ayn1 zamanda membran fonksiyonunun biitiinliiglinii koruyarak tuz stresinin olumsuz
etkisini de ortadan kaldirdig: bildirilmistir (Zhu vd., 2004; Aranda vd., 2005; Aydin
vd., 2012). Giines (2022), stres altindaki bugday bitkisine Si uygulamigtir. Caligma
sonunda bitkinin lipid peroksidasyon iceriginde azalislarin oldugunu belirterek Si’un

stres lizerinde azaltici etkisi olabilecegi bildirilmistir.

Calismamizda tuz stresi altindaki anaglarda farkli Si uygulamalar1 sonucunda prolin
icerigi degerlendirildiginde, OHXF 333 anacinda 2.0 mM Si+100 mM NaCl
uygulamasindaki degerin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. OHxF 97 anacinda ise 1.0 mM Si+100 mM NaCl uygulamasindaki degerin
kontrole gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Akgiin (2015), tarafindan yapilan

calismada Dagdas genotipinde tuz stresi altinda prolin igeriginin azaldigi, tuz stresi+Si
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uygulamast ile prolin igeriginin arttigi bildirilmistir. ES-14 genotipinde ise Dagdas
genotipinin aksine tuz stresi altindayken prolin iceriginin kontrole gore arttigi, tuz
stresi+Si uygulamasi ile prolin igeriginin azaldigim1 bildirmistir. Sonuglarimiz

yapilmis olan ¢alisma ile uyumlu bulunmustur.

Veriler biitiin olarak degerlendirildiginde,

Deneme 1°de morfolojik 6zelliklerin incelenmesi sonucunda tuz konsantrasyonlari
arttikca anacglarda biiylime ve gelisme parametrelerinin 6nemli diizeyde azaldigi, 200
mM NaCl uygulamasinda ise ¢ogu siirgiiniin canliliklarini yitirdikleri tespit edilmistir.
Calismada biyokimyasal 6zellikler incelendiginde ise toplam fenolik madde igeriginin
OHXxF 333 anacinda kontrol uygulamasinda diger uygulamalara nazaran daha yiiksek
degerde oldugu belirlenmistir. OHXF 97 anacinda ise toplam fenolik madde igeriginin
150 mM NaCl uygulamasinda daha yiiksek degerde oldugu tespit edilmistir. Toplam
flavonoid madde igerigine bakildiginda her iki anagta da 150 mM NaCl
uygulamasindaki degerin diger uygulamalara gore daha yliksek oldugu saptanmistir.
Tuz konsantrasyonu arttikca ¢Oziinebilir protein igeriginde diisiislerin oldugu
gozlemlenmistir. Prolin icerigine bakildiginda OHxF 333 anacinda kontrol
uygulamasina kiyasla distislerin oldugu saptanmustir. Lipid peroksidasyon igerigi
degerlendirildiginde, OHxF 333 anacinda 50 mM NaCl uygulamasindaki degerin
kontrole gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. OHxF 97 anacinda ise 100 mM NacCl
uygulamasindaki degerin kontrole kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Deneme 2’de Si uygulamasmin morfolojik ozellikler bakimindan neredeyse bir
etkisinin olmadig1 kanaatine varilmistir. Ancak OHxF 97 anacinda zararlanma
derecesine bakildiginda 0.5 mM Si+100 mM NaCl uygulamasinin kontrol
uygulamasina gore daha yiiksek degerde oldugu saptanmistir. Yani 0.5 mM Si+100
mM NaCl uygulamasmin tuz stresinin zararini nispeten azaltici etkisi oldugu
sOylenebilir. Calismada biyokimyasal parametrelerin incelenmesi sonucunda, OHxF
333 anacinda toplam fenolik ve toplam flavonoid madde igerigi degerlendirildiginde,
Si uygulamalarindaki degerlerin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. OHXF 97 anacinda toplam fenolik ve toplam flavonoid madde igerigine
bakildiginda ise, Si uygulamalarindaki degerlerin kontrol uygulamasina gore daha

diisiik oldugu goriilmiistiir. OHxF 333 anacinda prolin igerigi degerlendirildiginde 2.0
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mM Si+100 mM NaCl uygulamasindaki degerin kontrole gére daha yiliksek oldugu
belirlenmistir. OHxF 97 anacinda prolin icerigine bakildiginda ise 1.0 mM Si+100
mM NaCl uygulamasindaki degerin kontrole goére daha yliksek oldugu tespit
edilmistir. Lipid peroksidasyon igerigi bakimindan ise istatistik olarak fark

goriilmemistir.

Sonug olarak hem OHXF 97 hem de OHxF 333 klon anaglarinin yiiksek dozlardaki tuz
stresine hassas oldugu gorilmiistiir. Bununla birlikte 100 mM NaCl gibi yliksek
sayilabilecek tuz stresi altinda, az da olsa gelisim gosterdikleri belirlenmistir. Onceki
yapilan ¢alismalarda Si uygulamalarinin stres altindaki bitkilerde iyilestirici etkisinin
oldugu belirlenmis olmasina ragmen, bu ¢alismada Si uygulamalarinin pozitif yonde
bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Anaglar birbiri ile kiyaslandiginda ise gerek
morfolojik ve gerekse biyokimyasal analiz sonuglarina gore istatistik anlamda bir fark
olmamakla birlikte OHXF 333 anacinin OHXF 97 anacina gore az da olsa 6n plana
¢iktig1 belirlenmistir. Daha kesin sonuglarin alinmasi i¢in in vitro ve in vivo kosullarda
daha detayli aragtirmalarin yapilmasi gerekir. Si uygulamalariin stresi hafifletici
etkisinin belirlenmesinde potasyum silikat ya da kalsiyum silikat gibi farkli Si
kaynaklarinin da denenmesi diisiiniilmelidir. Ayrica in vitro kosullarda koksiiz bitkiler

yaninda koklii bitkilerin de denemeye dahil edilmesi gerekir.
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