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caligmasi olarak sunulmadigint beyan ederim.
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OZET

KOKULU UZUMUN (Vitis labrusca L.) KURAKLIK STRESINE
TOLERANSININ PEG UYGULAMASIYLA IN VITRO
KOSULLARDA BELIRLENMESI

INCi GECENE
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI, 36 SAYFA

(TEZ DANISMANI: DOC.DR. HATICE BILIiR EKBIC)

Bu calisma 2019 vejetasyon déneminde Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimiinde yer alan doku kiiltiirii laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
Bitkisel materyal olarak, ‘Balik¢t Siyahi’ {iziim tipinin (Vitis labrusca L.) aktif
biiyiime donemindeki siirglin uglar1 kullanilmistir. Eksplantlar yiizey sterilizasyonlari
yapildiktan sonra silirgiin olusturmast amaciylal mg/l Benzil Adenin’ in (BA)
bulunduran Murashige and Skoog (MS) besin ortami i¢inde kiiltiire alinmistir. BA
igeren ortamda kiiltiire alinan eksplantlardan siiren stirgiinler koklendirme asamasinda
bes farkli Polietilen Glikol (PEG) dozu (%0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0) iceren MS besin
ortamina transfer edilmistir. Ug haftalik kiiltiir sonunda bu siirgiinlerde bitki canlilig
(%), stirglin uzunlugu (cm), siirgiin bogum sayisi (n), siirgiindeki yaprak sayisi (n),
klorofil miktari, siirgiin yas agirligi (g), siirgiin kuru agirligi (g), yaprak taze ve kuru
agirligr (g), hiicre zar zararlanma orani (%), zararlanma derecesi, siirgiin tolerans
orani, yaprak turgor agirligi (g), eksplant oransal su kapsami (%), iyon akis1 (%), kok
sayist (n), kok uzunlugu (cm), kok yas ve kuru agirligi (g) incelenmistir. Sonug olarak
PEG dozlarinin artmasiyla hiicre zar zararlanma oraninin, zarar derecesinin, iyon
akisinin arttigi, bliylime ve gelismenin geriledigi, bitki yas ve kuru agirligi ile kok
sayisi, kok uzunlugu, kok yas ve kuru agirhiginin azaldign belirlenmistir. Ozellikle
%4.5 ve %6.0 PEG iceren besin ortamlarinda zararlanmanin fazla olup bitkide biiyiime
ve gelismenin 6nemli dlgiide azaldig1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Balik¢1 Siyahi, Siirgiin Ucu, Vitis labrusca L.
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ABSTRACT

DETERMINATION OFTOLERANCETO DROUGHT STRESS INFOXY
GRAPE (Vitis labrusca L.) BY PEG APPLICATION IN VITRO
CONDITIONS

INCI GECENE

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

HORTICULTURE

GRADUATE THESIS, 36 PAGES
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. HATICE BIiLIR EKBIC)

This study was carried out in the tissue culture laboratory of the Horticulture
Department of Faculty of Agriculture of Ordu University during the vegetation period
of 2019. As the plant material, the shoot tips of the ‘Balik¢1 Siyahi’ genotype (Vitis
labrusca L.) were used during the active growth period. The explants were cultured in
Murashige and Skoog (MS) nutrient medium containing 1 mg/l Benzyl Adenine (BA)
to form shoots after surface sterilization. Growing shoots from explants cultured in BA
media were transferred to MS nutrient medium containing five different Polyethylene
Glycol (PEG) doses (0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0 %) during rooting. Plant viability (%), shoot
length (cm), number of shoot internodes (n), number of leaves in the shoot (n),
chlorophyll amount, shoot wet weight (g), shoot dry weight (g), wet and dry weight of
leaves (g), cell membrane damage rate (%), degree of damage, shoot tolerance rate,
leaf turgor weight (g), explant proportional water scope (%), ion flow (%), number of
roots (n), root length (cm), wet and dry weight of roots (g) were examined at the end
of three weeks of culture on these shoots. As a result, with increasing PEG doses, it
was determined that cell membrane damage rate, damage level, ion flow increased.
Growth and development, wet and dry weight of plant and root number, root length,
wet and dry weight of root decreased.

Key words: Balik¢1 Siyahi, Shoot Tips, Vitis labrusca L.
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TESEKKUR

Calismamin gerceklesmesinde, degerli bilgilerini paylagmakla kalmayip yol
gosteren, giiler yiiziinii ve samimiyetini esirgemeyen, kiymetli ve danisman hoca
statiisiinii hakkiyla yerine getiren Sayin Dog. Dr. Hatice BILIR EKBIC e tesekkiirleri

bir borg biliyor ve siikranlarimi sunuyorum.

Tiim hayatim boyunca maddi ve manevi destekleriyle beni higbir zaman yalniz
birakmayan, her zaman yaptiklarimin arkasinda duran ve yol gosteren hayatimin en
0zel iki insan1 annem Zerrin ve babam Birol GECENE’ye ayn1 zamanda her zaman

yanimda olan kardeslerim Sel¢uk ve Egemen GECENE’ye tesekkiirii borg bilirim.
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1. GIRIS

Bitkilerin biiyiime ve gelismesini yavaglatan veya olumsuz yonde etkileyen
cevre faktorlerindeki de§ismeler olarak tanimlanan stres, fiziksel, kimyasal veya
biyolojik kaynakli olabilmektedir (Cerci, 2012).

Bitkiler kuraklik, yiiksek veya diislik sicaklik, asir1 yagis, tuzluluk, radyasyon
gibi abiyotik stres kosullarina maruz kaldiginda en az diizeyde zarar gormek amaciyla
bazi fizyolojik degisimler gosterirler. Bitkilerin olumsuz cevre kosullarma karsi
hayatta kalabilmek i¢in gosterdigi reaksiyona ise “stres direnci” denilmektedir (Levitt
1980). Abiyotik stres, bitki yasamini sinirlayan onemli faktdrlerden biri olup
yetistiricilik acisindan biiyiik tehditler igermekte ve diinyadaki iiriin kayiplarmin verim
diisiikligiiniin %50’sinden daha fazlasina sebep olmaktadir (Wang ve ark., 2001;
Wang ve ark., 2003). Diinyada kullanilan tarim alanlarmin farkli stres faktorlerinden
etkilenme oranlarma bakildiginda kuraklik %26 oranla en yiiksek orana sahip olup,
bunu %20 oranla mineral madde stresi, %15 oranla soguk ve don stresi takip
etmektedir. Bunlarin disinda kalan %29’luk alanin diger stres faktorlerinden
etkilendigi, toplam kullanilabilen tarim alanlarin sadece %10’luk kisminin herhangi
bir strese maruz kalmadigi belirtilmektedir (Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005).

Halen diinya niifusunun %40’in1 barindiran bir bdlgesinde su sikintisi
yasanirken, onlimiizdeki 15 yil iginde bu oranin %60’a ulasacagi, hatta gliniimiizde su
zengini sayilabilecek birgok iilkenin (Kanada, ABD-California, Cin gibi) gelecekte su
sikintis1 yasayabilecegi ongoriilmektedir (Anonim, 2003). 1700’ li yillarda diinya
niifusu 700 milyon civarinda iken su tiiketimi 110 m? oldugu ve bu miktarinda %90’1na
yakin bir kisminin tarim alanlarmin sulanmasinda kullanildigi, 1990’11 yillara

gelindiginde ise tliketilen bu su miktarinin 40 kat arttig1 bilinmektedir (Kili¢,2008).

Artan bu miktara kars1 su kaynaklarinda degisikligin olmamas1 bitki
yetistiriciliginde daha sinirli kosullarda sulama yapmay1 zorunlu hale getirmistir. Su
kaynaklarimi diinya ¢apinda miktar1 ve kalitesinde olusan azalmadan dolayr kuraklik
stresi genel olarak tiim bitkilerde 6zelde ise ekonomik 6neme sahip olan bitkilerde
olumsuz baz1 fizyolojik degisimlere neden olmaktadir (Ors ve Ekinci, 2015). Son
yillarda kiiresel 1sinmasinin etkisinden dolay: ortaya ¢ikan iklim degisikliginin yani

sira sicakliktaki artigta kuraklik olarak kendini gostermektedir.



Tiirkiye genel anlamda Akdeniz iklim kusaginda yer almakla birlikte, farkli
iklim tiplerinin de yasandig: bir iilkedir. Ulkemiz bu iklim yapisi iginde, iklim
degisikliginden en fazla etkilenebilecek iilkelerin basinda gelmektedir. Ulkemiz
ozellikle kiiresel 1sinmaya bagli olarak olusabilecek su kaynaklarinin azalmasi, orman
yanginlary, kuraklik ve ¢ollesme ile bunlara bagli ekolojik bozulmalardan
etkilenebilecegi Hekimoglu ve Altindeger (2008) tarafindan bildirilmistir. Diinyanin
bircok bolgesinde oldugu gibi iilkemizde de 6zellikle yaz bitki bliylime doneminde
yagislarin diizensiz ve zayif oldugu da dikkat ¢cekmektedir (Kaynas ve Kaynas 2003,
Kapluhan, 2013). Tiirkiye 2006-2007 doneminde tarim yillar1 arasinda son 37 yilin en
kurak 5. dénemini yasamis ve bu kurakliktan en fazla i¢ Anadolu, Ege ve Marmara
Bolgelerinin etkilendigi belirlenmistir (Simsek ve Cakmak, 2010).

Tarimsal iretimin yapildigi alanlarda meydana gelen su eksikligi, toprak
verimliligini olumsuz yonde etkilerken, {iriin verim ve kalitesini etkileyen en 6nemli
sorunlardan birisidir. Bitkilerdeki kuraklik stresi genel olarak su noksanlig1 ve kuruma
olarak ikiye ayrilmaktadir (Smirnoff, 1993). Bitkilerde meydana gelen su noksanligi
ilk olarak stomalarin kapanmasina ve gaz degisiminde kisitlamaya neden olarak orta
diizeydeki su kayb1 ile sonuglanir. Oransal su kapsaminin yaklasik %70’de kaldig:
hafif su eksikligine maruz kalan bitkilerde stomalarin kapanmasma bagl olarak
karbondioksit alim1 kisitlanmaktadir. Kuruma ise metabolizma ve hiicre yapisinin
tamamen bozulmasmma ve enzimle katalizlenen reaksiyonlarin durmasina neden
olabilecek asir1 miktardaki su kaybi1 olarak tanimlanabilir (Smirnoff, 1993;
Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

Bitkiler kuraklik stresine maruz kaldiginda biinyelerinde fazla miktarda serbest
oksijen radikalleri sentezlenmektedir. Sentezlenen bu radikaller hiicrelere zarar
vererek Ozellikle yavaslama siirecine giren fotosentezin etkisini de kisitlamakta,
klorofil, membran lipitleri, protein ve DNA gibi hiicre komponentlerini de bozup
sonunda hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Karanlik, 2001; Ozden ve ark., 2009). Birgok
stres faktoriinde oldugu gibi kuraklik stresininolusumunda da bazi enzim, poliamin
veamino asitlerin miktarlarinda artisolmaktadir (Koskeroglu, 2006).Kuraklik stresine
kars1 bitkilerin gosterdigi tepkiler genotipik farklilik ve c¢evre faktorlerinden
etkilenmektedir. Bazi bitki tiir ve ¢esitleri 6liimciil bi¢imde zararlanirken bazilari ise stres

faktoriinden ¢cok daha az etkilenmektedir (Tattersall ve ark., 2007).



Kiiltiirii oldukg¢a eski tarihlere dayanan asmanin ilk olarak Kafkasya ve
Anadolu’da kiiltiire alindig1 bilinmektedir. Glinlimiizde de bag alanlar1 daha ¢ok diisiik
kalite ve verime neden olan yliksek sicaklik ve diisiik toprak ve hava nisbi nemine
sahip mevsimsel kurakligin goriildiigii bolgelerde kurulmustur (Chaves ve ark., 2007;
Cramer ve ark., 2007; Flexas ve ark., 2010). Bu bdlgelerde topragin su tutma
kapasitesinin diisiik ve evapotranspirasyonun yiiksek olmasindan dolay1 asmalar sik
sik kuraklik stresine maruz kalmaktadirlar (Patakas ve Noitsakis, 2001; Patakas ve
ark., 2005; Toumi ve ark., 2008).

Cevik ve ark., (1997)’na gore asma normal bir vejetatif bliyiime ve olgunluk
icin toprakta belli bir miktar suya ihtiyac gostermektedir. Yiiksek buharlagma ve diisiik
faydali nem kosullarinda; diisiik oranda gbz uyanmasi, siirgiin biiyiimesinde gerileme,
anormal kisa bogum aralari, zayif tane tutumu, yapraklarda erken sararma ve dokiilme,
yetersiz odunlagma gibi belirtiler ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica renklenme, tane
biiyiikliigii ve olgunlagsmada heterojenlik dikkati ¢ekmektedir. Tiiliicii ve Tekinel
(1981)’in Smart, (1974)’na dayanarak verdikleri bilgilere gore; tanelerde ben diisme
doneminden Once su eksikligi olursa, bu donemden sonra sulama ile tanelerin normal
biiyiikliigiine erisemedigini, slirgiin biiylimesinin su eksikligine kars1 biiyilik duyarlilik
gosterdigini ve en fazla su tiikketiminin sofralik {iziimlerde daha sonra saraplik ve
kurutmalik {izimlerde oldugunu belirtmislerdir. Asmada goriilen baglica susuzluk
belirtileri oncelikle siirglin ucu ve geng yapraklarda olmak iizere yapraklarda porsiime,
pOrsiimeden sonra yapraklarda sararmalar, siirgiinlerde erken renk degisimi ve erken
odunlagsmanin baslamasi fakat tamamlanamamasi, biiylimenin yavaslamasi ve giderek
durmasi, biliylime yavasladigindan bogum aralarinda kisalma, yasli yapraklarda
kenarlardan baslayarak kizarma, sararma ile kahverengilesmenin baslamasi ve giderek
erken dokiilmeler, salkim iskeletinde sertlesme ve tanelerin normal iriligine
ulagsamamasi, salkimlarin seyreklesmesi, iiziimlerin olgunlugunda gecikme, tam dogal
rengini alamamasi hatta tane renginde matlik, fotosentezdeki azalmayla beraber asit
ve seker miktarinda da azalma, tane kabugunun kalinlagmasi ve giines yanikligi
lekelerine benzer lekeler bulundurmasi seklindedir (Kocamaz 1983).

Bagcilikta kuraklik stresinin olusturulmasi ve fizyolojik incelemelerin
gerceklestirildigi bazi in vivo ¢alismalar ile sinirli sayida in vitro ¢aligmalar (Iraki ve

ark., 1989; Escobar-Gutiérrez ve ark., 1998; Mohamed ve ark., 2000; Abebe ve ark.,



2003; Vivas ve ark., 2003; Seckin, 2005; Okursoy, 2006; Kulkarnil ve Deshpande,
2007; Liu ve ark., 2011;Yamaner, 2011; Ertirk ve ark., 2012; Giiler ve ark.,
2012;Babalik ve ark., 2015; Ipek, 2015; Eksioglu, 2016; Mese ve Tangolar, 2019)
yiiriitilmektedir. Ozmotik stresin olusturulmasina dayali olarak yapay kuraklik stresi
caligsmalarinda bu amaca yonelik olarak daha ¢ok mannitol, sorbitol ve polietilen glikol
(PEQG) gibi elisitdor maddelerden yararlanilmaktadir. Molekiil agirlig: araligi 200 den
6000’e kadar degisen 6zellikleri ve kullanim alanlari, molekiil agirligina goére degisim
gosteren PEG’in ¢ok yiiksek saflikta kristal yapida oldugu, diisiik buhar basing¢larinda
hidrolize olmayip bozulmadig bilinmektedir. Nem tutucu 6zelligi ile bitkilerde yapay
kuraklik olugturmada kullanilabilmektedir.

In vitro’da bu tiir ¢calismalarin yiiriitiilmesi vejetasyon siiresinin daha etkin
kullanilmasi, kontrollii kosullarda fizyolojik incelemelerin gergeklestirilmesindeki
kolayliklar ve 1slah siirecini kisaltmada ki erken seleksiyona imkan saglamasi
acisindan 6nem tagimaktadir.

Karadeniz Bolgesinde Arhavi (Artvin) — Sinop arasindaki sahil seridinde ¢ilek
tadin1 andiran 6zel aromaya sahip, kalin kabuklu, c¢ekirdekli, kabugu et kismindan
kolaylikla ayrilan ve Vitis labrusca L. tiiriiniin dogal yollarla melezlenmesi sonucunda
ortaya ¢ikmis olan mavi-siyah, pembe, bakir kirmizi, beyaz, siyah renkli tiziim tip ve
varyeteleri ¢ardak yapilarak veya agaglara sardirilarak yetistirilmektedir. Vitis
labrusca kani tagiyan “foxy” tada sahip Izabella, tilki {iziimili, Kuzey Muskati, erik
lizlimii, bataklik lizimii, yabani iiziim, ¢ilek liziimii veya kokulu kara {iziim olarak
bilinen {iziim ¢esit veya tipleri iliman iklim kusaginda yetismekte olup kigin yapragini
doken odunsu yapida bir bitkidir (Celik,2004 a). Vitis labrusca L. tiirii igerisinde yer
alan bu cesit ve tipler Karadeniz bolgesinin iklim ve toprak yapisina iyi adapte
oldugundan yaygin olarak yetistirilmektedir (Atak ve ark; 2017).

Bagcilikta, kokulu iiztimiin kuraklik stresine karsi tepkisinin belirlenmesinin in
vitro kosullarda PEG uygulamastyla yapildig1 herhangi bir ¢alisma yer almamaktadir.
Bu agidan yapilacak olan bu ¢alisma ile hem in vitro kosullarda yapay bir kuraklik
olusturma imkan1 sunan polietilen glikoliin (PEG) en etkin dozunun hem de kokulu

liztimiin kuraklik stresine olan toleransinin belirlenmesi amacglanmaistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Fu ve Huang, (2001) iki ¢im bitkisinde (Poa pratensis ve Festuca arundinacea)
tiirline uyguladiklart kuraklik stresinin bitki gelisimi, nispi su igerigi, lipid
peroksidasyonu, klorofil igerigi, antioksidant enzim aktivitelerini arastirmislardir.
Arastiricilar kuraklik stresinin artigina bagli olarak nispi su igerigi ve klorofil

iceriginde azalma ile MDA, POD ve SOD enzim aktivitelerinde artig belirlemislerdir.

Bertamini ve ark., (2006) kurakli stresine maruz biraktiklari Riesling tiziim
cesidinde nisbi su igerigi, yaprak kuru madde miktari, klorofil icerigi, toplam yaprak
proteinleri, serbest amino asit, prolin, Rubiloz-1,5-bifosfat karboksilaz (RuBPC),
nitrat reduktaz (NR) ve proteaz enzimlerindeki degisimleri incelemislerdir. Su stresine
maruz kalan bitkilerde toplam yaprak protein igerigi, klorofil igerigi, net fotosentez
orant (PN), RuBPC ve NR aktiviteleri belirgin olarak azaldigin1 belirlemislerdir.
Arastiricilar, serbest aminoasitlerin birikimiyle toplam yaprak protein iceriginde de
belirgin olarak azalma tespit etmislerdir. Arastiricilar stres kosulunda dokulardaki

proteaz aktivitesi ve prolin igeriginde artig oldugunu bildirmistir.

Gopal ve Iwama (2007), in vitro kosullarda patates genotiplerinin kuraklik
toleransini belirlemek amaciyla, MS ortamina farkli dozlarda (0, 0.003, 0.006, 0.009
ve 0.012 M) sorbitol veya polietilen glikol (PEG) ilave edilmis ve filiz ve kok
bliylimeleri incelenmistir. Arastiricilar, 0.2 M sorbitol ve 0.003 M PEG uygulanmis
IWA-1, IWA-3 ve IWA-5 genotiplerinde daha fazla kok uzunlugu, kok hacmi ve kok-
kuru agirligi belirlemislerdir. Arastirmada patatesin sinirli su-stresi kosullar altinda in
vitro taranmasinin, arazi sartlarinda beklenen kok kiitle tiretimine yonelik genotipleri

etkili bir sekilde ayirmak i¢in bir sistem saglayabilecegi sonucuna varilmistir.

Manoj ve ark., (2007), in vitro sartlar1 altinda domates genotiplerine 0, 20, 40
ve 60 g/l polietilen glikol (PEG) uygulamasimin kok uzunlugu, kok agirlig siirgiin
uzunlugu ve agirligt gibi 6nemli fide 6zellikleri {izerine etkisini belirlemislerdir.
Arastirmada PEG konsantrasyonunun artis1 fide biiylimesinde azalmaya neden
olmustur. Mutant melez ve tiirevleri, siddetli su stresi ile miicadele etme kabiliyeti
gostermisve kok biiylimesine devam etmistir. Mutant tiirevleri ve hibritler genotiplere
gbre tiim su stres seviyeleri altinda daha iyi performans gOstermistir. Arastirma

sonuglara dayali olarak Hy-3 ve MTG 1-4 genotipleri su stresinin her seviyesinde



olaganiistii performansa sahip olmasi nedeniyle kurakliga direncgli oldugu

belirlenmistir.

Yagmur, (2008), kuraklik stresinin etkilerini arastirmak amaci ile 5 farkh
Amerikan asma anact (1103P, 110R, 140Ru, 41B, 1613C) ve 3 yerli saraplik {iziim
cesidini (Kalecik karasi, Cal karasi, Bogazkere) 10 giin boyunca kuraklik stresine
maruz birakmistir. Calisma sonucunda Bogazkere ve 1613C bitkilerinde kontrole gore
ortalama yas ve kuru agirlik degerlerinin 6nemli derecede azaldigi, ayrica Calkarasi,
41B ve 1613C g¢esitlerinde ise bagil nem igeriginin de dikkate deger oranda azaldigi
tespit edilmistir. Kuraklik stresi altinda, 1613C, Kalecik karasi ve Cal karasi
cesitlerinde prolin miktarmin, 1103P, Bogazkere, 110R, 1613C, Cal karasi ve 140Ru

cesitlerinde ise malondialdehit igeriginin arttig1 belirlenmistir.

Wani ve ark., (2010), Hindistan’da piring ¢esitlerinin (PAU 201 ve PR 116)
tohumlarini kullanarak, ¢esitli PEG-6000 (%0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0) dozlarini iceren MS
ortaminda kiiltiire almiglardir. Artan PEG-6000 stres seviyeleri ile verimlilik kallus
indiiksiyon yetenegi ve bitki rejenerasyonunda azalma olmustur. Her iki ¢esit de PEG-
6000 ile olusturulan stres altinda benzer bir tepki gdstermistir. Kontrol ortaminda
normal ¢ogalma gdzlenirken ortamdaki PEG-6000 konsantrasyonu arttik¢a, kallus taze
agirliginda bir azalma olmustur. PAU 201 ¢esitinde %1.0 PEG 6000 dozunda taze
agirlik, 124.4 mg ve %0 PEG-6000’de 198.9 mg olurken PR 116 ¢esitinde %1.0 PEG-
6000' de 123.7 mg ve %0 PEG-6000' de 196.9 mg olarak belirlenmistir.

Joshi ve ark., (2011), farkl1 piring ¢esitlerinin in vitro somatik embriyogenesis
yontemi ile gogaltilma olanaklar1 ve kuraklia kars: toleranslarini incelemislerdir. Ug
aromatik (Pusa Basmati 1, Pant Sugandh Dhan 17, Taraori Basmati) ve bir aromatik
olmayan (Narendra 359) cesitlerin olgun embriyolar1 2,4 D ile takviye edilmis
Murashige ve Skoog(MS) ortami {izerinde kallus gelisimi i¢in kullanilmistir.
Kalluslarmn kurakliga toleransinin belirlenmesi amactyla farkli dozlarda ki PEG-6000
(10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 g/l) kullanilarak yapay kuraklik olusturulmaya
calisilmistir. Arastiricilar, kallus yogunlugunun PEG konsantrasyonundaki artigsa bagl
olarak azaldigmmi prolin igeriginin ise Onemli derecede arttifin1 saptamislardir.
Calismada Narendra 359 ¢esidi, 70 g/IPEG dozunda kallus biiyiimesi agisindan en iyi

yanit1 gostermistir. Secilen kalluslarda en yiiksek somatik embriyogenesis Pusa



Basmati 1 ¢esidinde; en az ise Pant Sugandh Dhan 17'de gozlenmistir. MS + 0.1 mg/1
naftalen asetik asit (NAA) ve MS +2.0 mg/1 2.4 D uygulamalarinda miikemmel siirgiin
olusumu ve koklenme tespit etmislerdir. Rejenere olan bitkiler basarili olarak disari

sasirtilmis ve %981 seralarda basarili sekilde yetistirilmistir.

Priyanka-Soni ve ark., (2011), 12 farkl fasiilye genotipinde ¢imlenme ve fide
asamasinda PEG uygulamasiyla olusturulan diisiik su potansiyelinin biiylime, seker
igerigi, strese baglh enzimlerine (Catalase, GPOX) olan etkisini incelemislerdir. Bu
amagla %5, %10, %15 ve %20 konsantrasyonlarinda PEG-6000 uygulamasi
yapmuglardir. Arastiricilar, %8 PEG uygulamastyla belirgin olarak yiliksek ¢imlenme
belirlerken %15 PEG uygulamasi yapilan yedi giinlik fidelerde ise solgunluk
gozlemislerdir. Kontrol uygulamasi yapilan ¢ogiirlerde uygulama yapilanlara gore
daha uzun siirgiin ve kokler, daha yiiksek siirgiin ve kok agirligi ile kuraklik toleransi

belirlemislerdir.

Gengtan ve ark., (2013), 8 ekmeklik bugday ¢esidinde (dayanikli olarak; Kate
A1, Karahan 99, Tosunbey, orta dayanikli olarak; Golia, hassas olarak; Alpu 2001,
Sultan 95, Konya 2002, Eser) polietilen glikol (PEG 600) kullanilarak olusturulan 4
farkli osmotik basing (0 MPa, -.0.5 MPa, -1.0 MPa,-1.5 MPa) ve kuraklik stresinin
¢imlenme ve erken fide gelisimine olan etkileri incelenmistir. -1.5 MPa ’lik osmotik
basing altinda higbir ¢esitte ¢cimlenme olmamus, -1.0 MPa’ lik osmotik basing altinda
ise, ¢imlenme gergeklesmis fakat fide gelisimi olmamistir. Osmotik stresin artmasi,
¢imlenme orani, kok uzunlugu, fide boyu, kok yas agirhigi, toprak iistii yas agirligi ve
toprak {stli kuru agirhigini 6nemli 6l¢iide azaltmis, ortalama ¢imlenme siiresi ve kok
kuru agirhigini ise 6nemli derecede arttirmistir. Kuraga dayanikli ¢esitlerin osmotik
strese yanitlarinin digerlerinden daha iyi oldugu belirlenmistir. Boylece, osmotik
basing uygulamalarimin ¢imlenme ve erken fide gelisme doneminde bugday
genotiplerinin kuraga dayanikliliini test etmede hizli ve etkili bir yontem olabilecegi
bildirilmigtir.

Toosi ve ark., (2014), PEG-6000 ile olusturulan kuraklik stresinin hardal
otunun ¢imlenmesi ve erken fide gelisimi {izerindeki etkisini aragtirmislardir. Hardal
otunun tohum ¢imlenme oran1 PEG-6000 (-0.20, -0.40, -0.60, -0.80, -1 ve -1.2 MPa)

konsantrasyonlarindan énemli derecede etkilenmistir. PEG-6000 ozmotik potansiyeli



artirmig ve ¢imlenmeyi azaltmistir. Kontrol i¢in ¢imlenme belirtileri ve diisiik
PEG6000 dozu ile olusturulan ozmotik potansiyel ekimden 24-48 saat sonra meydana
gelmistir. PEG-6000 ile olusturulan kuraklik stresi arttikga fidelerin hipokotil

uzunluklar1 azalmis ve slirglinlerin uzamasi tamamen engellenmistir.

Babalik ve ark., (2015), Kober 5 BB Amerikan asma anacinin su stresi altinda
baz1 fiziksel ve biyokimyasal Ozelliklerini incelemislerdir. In vitro bitkiciklerde
kuraklik stresi yaratmak icin besin ortamina %0, 1.2, 2.4, 3.6 ve 4.8 olmak {iizere 5
farkli konsantrasyonda polietilen glikol (PEG) ilave edilmistir. Farkli oranlarda PEG
iceren ortamlarda yetistirilen in vitro siirgiinlerde kiiltlir sonrasinda zararlanma
derecesi, bitki agirligi, prolin miktari, ¢oziinebilir protein miktari ile antioksidan enzim
aktiviteleri (stiperoksit dismiitaz, katalaz ve askorbat peroksidaz) incelenmistir. Artan
kuraklikla birlikte Kober 5 BB anacinda biiyiime ve gelismenin geriledigi ve stresin
gostergesi olan biyokimyasal degisimlerde ise Onemli farkliliklarin oldugu
belirlenmistir. Diger taraftan asmanin strese karsi koyabilmek adina bir takim
mekanizmalar gelistirdigi; bunun sonucu olarak da bilinyesindeki prolin ve serbest
oksijen radikallerinin yok edilmesinde etkin olan SOD, CAT ve APX gibi antioksidan
enzim aktivitelerini artirdig1 tespit edilmistir. Buna gore ¢alismanin sonucunda SOD
enzim aktivitesinin 14.74-32.21 {inite mg protein!, CAT enzim aktivitesinin 5.64-
12.04 uM dak 'mg protein™' arasinda degistigi belirlenmistir. APX enzim aktivitesi ise
31.43-81.30 pM dak™! mg protein! arasinda degisim gostermistir.

Carpici ve ark., (2015), baz1 yonca gesitlerinin (Bilensoy-80, Alsancak, Gozlii-
1, Prosementi ve Iside)cimlenme doneminde ki kuraklik stresine tepkilerinin
belirlemiglerdir. Calismada dort farklh kuraklik stresi seviyesi (0, -2.95, -4.91 ve -10.27
bar) ele alinmis ve farkli seviyelerde kuraklik stresi olusturmak amaciyla PEG-6000
kullanilmistir. Aragtirmada ¢imlenme ylizdesi, sap¢ik uzunlugu, kokeiik uzunlugu ve
giic indeksi gibi Ozellikler incelenmistir. Arastrmada kuraklik seviyesindeki artis,
yonca c¢esitlerinin ¢imlenme Ozelliklerini 6nemli derecede etkiledigi saptanmistir.
Calisma sonuclarina gore ¢cimlenme yiizdesi %0.00-99.50, sapg¢ik uzunlugu 0.00-43.24
mm, kokgiik uzunlugu 0.00-54.45 mm ve gii¢ indeksi 0.00- 43.79 arasinda degismis
olup, kuraklik stresinin incelenen 6zellikler lizerine 6nemli dercede etkili oldugu
belirlenmistir. Cesitler, ¢cimlenme yiizdesi bakimindan -4.91 bar seviyesine kadar

dayanabilmis, bu seviyeden sonra ¢cimlenme yilizdesi onemli 6l¢lide azalmistir. Sapgik
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uzunlugu ve gii¢ indeksi bakimindan gesitler -2.95 bar, kdk¢ilik uzunlugu bakimindan
ise -4.91 seviyesine kadar tolerans gosterebilmisler, bu noktadan sonra azalislar ya da
Olimler goriilmiistiir. Arastirmda Bilensoy-80 ve Alsancak c¢esitleri ¢imlenme

doneminde kuraga dayanim yoniinden digerlerine oranla daha ¢ok 6n plana ¢ikmaistir.

Ipek, (2015) in vitro kosullarda Myrobolan 29C ve Garnem anaglarmnn farkl
PEG ile olusturulan yapay kurakliga kars1 (-0.5MPa, -1.0MPa ve -1.5MPa) morfolojik
ve biyokimyasal tepkilerini incelemistir. Myrobolan 29C anacinda en yiiksek bitki
boyu kontrol grubuna ait bitkilerde (%4.04), en diisiik bitki boyu ise -1,5MPa kuraklik
stresinde (%1,98) tespit edilmistir. Benzer bulgular Garnem anacinda da gézlenmistir.
En yiiksek yaprak membran gecirgenligidegeri, Myrobolan 29C anacinda %97.92 ve
Garnem anacinda %97.43 ile -1.5MPa uygulamasindan elde edilmistir. Arastirici,
Myrobolan 29C anaci i¢in yapilan protein analizlerine gore tiim kuraklik
uygulamalarinda 3.giine kadar bir artis ve bu zamandan sonra ise azalistespit etmistir.
Garnem anacininprotein analiz sonuglarma gore ise ilerleyen kuraklik doneminde
protein miktarinda azalma saptanmistir. Myrobolan 29C’de -0.5MPa ile -1.0MPa
uygulamalarinda prolin igeriginde 13.giine kadar artig, -1.5MPa uygulamasinda ise
9.giinden sonra prolin iceriginde azalma saptamislardir. Arastiricilar enzim analiz
sonuclarina gore Myrobolan 29C anacinda siiperoksit dismutaz (SOD) enzim
aktivitesinin 9.giine kadar artig gosterdigini ancak ilerleyen zamanda aktivitenin
azaldigin1 belirlemislerdir. Garnem anacinda ise 13.gliniine kadar enzim aktivitesinin
arttigin1 sonrasinda ise azalmalarin oldugunu belirlemislerdir. Arastirmada katalaz
(KAT) enzim aktivitesi, Myrobolan 29C anacinda belirli bir giine kadar artis devam
eden siiregte ise azalma gostermistir. Garnem anacinda ise KAT enzim aktivitesi
stirekli olarak artig gostermistir. Myrobolan 29C anacinda peroksidaz (POD) enzim
aktivitesi 11.gline kadar artig; 11.giinden sonra azalis gosterdigi belirlenmistir. Buna
karsin Garnem anacinda ise POD enzim aktivitesi ¢alisma sonuna kadar artig
gostermistir. En yiiksek glutatyon rediiktaz aktivitesi her iki ana¢ icinde -1.5MPa
uygulamasindan elde edilmistir. Garnem ve Myrobolan 29C anaglarinda en yiiksek
askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi -1.5MPa uygulamasindan elde edilmistir.
En yiiksek malondialdehit (MDA) miktar1 ise her iki ana¢ icinde -1.0MPa
uygulamasindan elde edilmistir. Arastirmada Myrobolan 29C anacinda askorbik asit

miktarindaki en az degisim kontrol grubu bitkilerinde (%47.33); en fazla degisim ise



-1.0 MPa kuraklik stresinde (%193.27) meydana gelmistir. Garnem anacina ait
bitkilerde ise en az degisim kontrol grubuna ait bitkilerde, en fazla degisim ise -
1.0MPa kuraklik stresinde meydana gelmistir. Myrobolan 29C anacinda kalsiyum,
potasyum, fosfor ve magnezyum miktarlar1 tiim kuraklik uygulamalarinda azalislar
gostermistir. Garnem anacinda makro elementlerden kalsiyum, potasyum, sodyum,
fosfor ve magnezyum miktarlarinda azalmalar tespit edilirken, kuraklik
uygulamalarinin tiimiinde kiikiirt miktar1 kontrol grubuna gore daha yiiksek degere
sahip olmustur. Arastirici, sonug olarak Garnem anacinin kuraklik stresine Myrobolan
29C anacma gore daha dayanikli oldugunu belirlemistir belirlenmistir. Kuraklik
stresinin artmasiyla bitkilerin morfolojik gelisimleri ve biyokimyasal igerikleri

olumsuz yonde etkilenmistir.

Ghiyasi ve Amirnia,(2016), PEG-5000 uygulamasiyla tesvik edilen osmotik
stresin lavantada c¢imlenme ve fide biiylimesine olan etkisini aragtirmiglardir.
Denemede 0, -4, -6, -8, -10 ve -12 bar ozmotik basin¢ olusturan PEG-5000 dozlar1
uygulanmistir. Cimlenme denemesi 10 giin siirdiiriilmistiir. Her muamele i¢in her
tekrarda 100 tohum kullanilarak her 24 saatte ¢imlenen tohumlar kayit altina
alimmustir. Cimlenmeden sonra 30 adet fide de incelemeler yapilmis ve fide biiyiime
indeksi saptanmistir. Osmotik potansiyel diistiik¢ce ¢imlenme orani da azalmas; fide,
sapgik ve kokciik uzunluklart ise osmotik potansiyel arttikga azalma gostermistir.
Sonug olarak arastiricilar osmotik stresin ¢imlenme Ozellikleri {izerine olumsuz etki
yaptigini belirlemislerdir. Cimlenme orani 0, -2, -4, -6, -8, -10 ve -12 bar seviyelerinde

strastyla %96, %93, %89, %80, %73, %52 ve %41 oldugu tespit edilmistir.

Mese ve Tangolar,(2019),Kober 5 BB (kurakliga hassas), 110 R (kurakliga
dayanikli) ve 1103 P (kurakliga orta dayanikli) anaclarinda kuraklik stresine
toleranslarin in vitro kosullarda erken belirlenmesi amaciyla optimum Polietilen
Glikol (PEG) dozunun belirlenmesini amaglamislardir. Arastiricilar besin ortamina %
0.0, %2.5, %5.0, %7.5 ve %10.0 oraninda PEG dozu ilave etmis ve alt1 haftalik kiiltiir
sonunda bu siirgiinlerde zarar derecesi, bitki boyu, bogum sayisi, ortalama kok
uzunlugu ve kok sayisi, bitki yas ve kuru agirligi, kok yas ve kuru agirligi, klorofil
miktar1 ve bitki besin elementi igeriklerini incelemislerdir. PEG' in artan dozlar ile
zarar derecesinin artt1g1, bliylime ve gelismenin geriledigi, bitki yas ve kuru agirhigr ile

kok yas ve kuru agirliginin azaldigi belirlenmistir. Bitki boyu, kontrol uygulamasinda
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6.5 cm iken %7.5 ve %10 PEG’ de 1.7 cm olarak 6l¢iilmiistiir. Kontrol bitkilerinin
bitki yas ve kuru agirligr (sirasiyla, 0.257 ve 0.042 g) ile kok yas ve kuru agirhig
(sirastyla, 0.218 ve 0.023 g) PEG uygulamalarindan daha yiiksek ¢ikmis. SPAD
okumalarinda da degerlerin artan PEG dozlarn ile ters orantili olarak azaldig
goriilmiistiir. Bitki element igerikleri dikkate alindiginda, farkl1 PEG uygulamalarinda,
P, K ve Ca ile Mn ve Cu element degerlerinin kontrol bitkilerine gore daha diisiik
oldugu belirlenmis. Sonu¢ olarak asma anaglarinda kuraga dayanimin in vitro
kosullarda erken belirlenmesi amaciyla PEG’in 6zellikle %2.5 ve %5.0 dozlar ile

stirglin ve kok 6zelliklerinin kullanilabilecegi kanaatine varmislardir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma 2018-2019 vejetasyon déneminde Ordu Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda yiirtitiilmiistiir.

3.1 Materyal

Denemede materyal olarak Karadeniz Bolgesinde yogun olarak yetistirilen
kokulu iiztim grubunda yer alan Balik¢1 Siyahi tiztim tipinin (Vitis labrusca L.) siirgiin
uclart kullanilmistir. Denemede eksplant olarak kullanilan tipin genel ozellikleri

asagida belirtilmistir.

3.1.1Balik¢1 Siyah (Vitis labrusca L.)

Vitis labrusca L. tiiriine giren liziim tip ve ¢esitleri yabanci tozlanmaya agik
oldugundan Balik¢1 Siyahi {iziim tipi dogal melezlemeler sonucu ortaya ¢ikmistir
(Celik, 2004b). Balik¢1 siyahi liziim tipi, Rhamnales takimi Vitaceae familyasi,
Vitoideae alt familyas1 i¢inde yer alip Vitis cinsine girmekte ve Amerikan kokenli
tirler arasinda yer almaktadir. Kokulu iiziimler iilkemizde Dogu Karadeniz
Bolgesinde dogal olarak yetismektedir (Celik, 2007).Kokulu {iziim tiplerinden Balik¢1
Siyahi’nin taneleri yuvarlak sekilli, parlak-siyah renkte ve yogun bir pus tabakasi ile
ortiiliidiir, taneleri kiiclik veya orta biiytlikliikte, dis kabugu olduk¢a kalin olup
icerisinde ortalama 1-5 adet ¢ekirdek bulundurmaktadir. Dalli silindirik formdaki
salkimlar1 ise kiiciik ve olduk¢a dolgun yapilidir. Bu iiziim ¢esidinin tad1 ise ¢ilek

aromalidir. Hastalik ve zararlilara kars1 dayanimi oldukga yiiksektir (Celik, 2006).
3.2 Yontem

Calisma Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Béliimii Uygulama
ve Arastirma bagininagikta yetisen Vitis labruscatiiriine ait Balik¢1 Siyahi {iziim tipinin
kis budamasi sirasinda alinan ¢elikleri soguk hava deposunda bekletilmistir. Celik
gozlerinin doku kiiltiirii laboratuvarinda Mayis ayinda su igerisinde patlamasi
saglanmis ve olusan siirgiinlerden siirgiin uclar1 eksplant olarak kullanilmistir (Sekil

3.1). Calisma, asadaki islem sirastyla yliriitilmiistiir.
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Sekil 3.1 Denemede kullanilan
Balik¢1  Siyahi {iziim
tipinin ¢elikten elde
edilen stirglin
goriniimii (Orjinal
foto: Inci Gegene)

3.2.1 Kullanilan Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Calismada kullanilan pens, bisturi, deney tiipleri (15 cm X2.5 cm) ve kurutma
kagitlarinin sterilizasyonu 1.05 atm basincinda 121°C’ de ki otoklavda 15 dk tutularak

gergeklestirilmistir.
3.2.2 Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Aragtirmanin biitliniinde MS temel besin ortami kullanilmigtir (Cizelge 3.1).
Biiylime diizenleyici olarak siirgiin gelistirme asamasinda 1 mg/l BA (Benzil Adenin),
koklendirme ve kuraklik stresi olugturma agsamasinda ise 1 mg/l IBA (Indole -3-butyric
acid) kullanilmistir. Denemede kullanilmis olan bitki biiylime diizenleyicilerinden stok

¢ozeltiler hazirlanip, derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Besin ortamu1 hazirlanirken 30 g sukroz, toz haldeki hazir temel MS ortami
(Murashige Skoog, 1962, M5519, SIGMA) ve bitki biiylime diizenleyicisi karistirilip,

hacim tamamlama asamasindan sonra besin ortaminin pH’ s1, 0.1 N HCl ve 0.1 N KOH
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kullanilarak 5.8” e ayarlanmistir. Bu islemden sonra ortama katilastirict olarak 8 g/L

agar eklenip kaynatilmistir.

Yapay kuraklik stresi olusturmak amaciylal mg/l IBA iceren hazir MS
besinortamina 5 farkli dozda PEG (%0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0) ilave edilmistir.

Ortamin kaynamasi sonrasinda deney tiiplerine yaklasik 10 ml olacak sekilde
esit miktarda dagitilmis ve tiip kapaklari kapatilmistir. Daha sonra hazirlanan
ortamlarin sterilizasyonu 1.05 atm basing altinda ve 121°C’de otoklavda 15 dakika
tutularak saglanmistir.Sterilizasyonlar1 gercgeklestirilen ortamlar daha sonra steril

kabin igerisine transfer edilmistir (Sekil 3.2).

v o
i
¥, i

Sekil 3.2 Ortam hazirlik asamalarindan goriiniim (Orjinal foto: Inci Gegene)

Cizelge 3.1 MS temel besin ortaminin i¢erigi (Murashige ve Skoog, 1962)

Bilesik Standart ortam konsantrasyonu
(mg/l)

Makro Elementler (x10)

CaCL.2HxO 440

KNO; 1900

NH4NO; 1650

KH>PO4 170

MgS0O47H,0 370

Mikro Elementler (x100)

MnS0O4.4H20 223

H3BOs 6.2

ZnS04.7H20 8.6

NaxMo004.2H20 0.25

CuS04.5H,0 0.025
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KI 0.83

CoCl2.6HO 0.025
Na;EDTA.2H,O 37.3
FeSO4.7H>0O 27.8
Vitaminler (x 100)

Glycine 2.0
Nicotinic acid 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Pyridoxine-HCI 0.5
Biiyiimeyi Diizenleyiciler

IBA (Indol butirik asit) 1 mg/l
BA (Benzil adenin) 1 mg/l
Organik Maddeler

Myo- Inositol 100
Sukroz (g/1) 30
Agar (g/) 8

pH 5.8

3.2.3 Bitki Materyalinin Hazirhi@ ve Kiiltiire Alinmasi

Balik¢1 Siyahi iiziim tipinin odun ¢eliklerinin doku kiiltiirii ortaminda
siirdiiriilmesi yoluyla elde edilen siirgiin uglarinda oOncelikle eksplant kaynakli
enfeksiyonlarin azaltilmasi amaciyla farkli doz ve siirelerde sodyum hipokloridin
(NaOCl) yer aldig1 6n yiizey sterilizasyon denemesi kurulmustur. Bu amaca yonelik

olarak;

1. %5 sodyum hipoklorid (NaOCl]) i¢inde 6 dakika
%35 sodyum hipoklorid (NaOCl) i¢inde 8 dakika
%35 sodyum hipoklorid (NaOClI) i¢inde 10 dakika
%35 sodyum hipoklorid (NaOClI) i¢inde 12 dakika
%15 sodyum hipoklorid(NaOCl) i¢cinde 10dakika
%15 sodyum hipoklorid (NaOCl) i¢inde 12 dakika
%15sodyum hipoklorid (NaOClI) iginde 15 dakika

NS kR e
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8. %5 sodyum hipoklorid (NaOCI) i¢inde 15 dakika tutulmuslardir.

On deneme sonucunda, %15 sodyum hipoklorid dozunun tiim siireleri ile %35
sodyum hipoklorid dozunun 8, 10, 12 dakikalik yiizey sterilizasyon siirelerinde
kararma gdzlenmistir (Sekil 3.4). On sterilizasyon denemesi sonucunda %35 sodyum
hipoklorid ve 6 dakika yiizey sterilizasyon siiresinin uygun olduguna karar verilmis ve
hazirlanan yiizey sterilizasyon ¢ozeltisine 1-2 damla Tween 20 bulunduran ¢ozelti
icinde 6 dakika tutularak ylizey sterilizasyonlar1 saglanmis ve ardindan steril kabin

icinde steril saf su ile 3 defa calkalanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Siirgiin uglarinin yiizey sterilizasyonuna ait goriiniim (Orjinal foto: Inci
Gecene)

Sterilizasyonu yapilan siirgiin uclari, steril kabin i¢inde 1 mg/l BA ilave edilmis
MS besinortamina dikilmistir. Daha sonra tiiplerin kapaklar kapatilip agizlar1 streg

film ile sarilmis ve iklimlendirme odasina alinmastir.

Dikimin 3 hafta sonrasinda eksplantlarda yer alan siirgilin u¢larinin siirmesiyle
olusan stirglinler eksplantlardan kesilip ¢ikarilmistir. Koklendirilmesi ve kurakliga
kars1 olan tepkilerinin incelenmesiyle amaciyla 1 mg/l IBA ve farkli PEG dozlarini (%

0, 1.5,3.0,4.5, 6.0) iceren MS besin ortamina transfer edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 1 mg/l IBA ve PEG igeren MS besin ortamina
transfer edilen siirgiin goriinimi(Orjinal foto:
Inci Gegene)

3.2.4 Kiiltiir Kosullar:

Dikim iglemleri tamamlanan eksplantlar sicakligi 25+2 °C, fotoperyodu 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik olarak ayarlanan ve isiklanmasi 3000-4000 liiks siddetinde

olan beyaz floresan lambalarin yer aldig1 iklimlendirme odasinda tutulmuslardir.

3.3 incelenen Ozellikler

Eksplantlardan siirgiin  olusumu ve sonrasinda olusan siirgiinlerin
koklendirilmesi ve kurakliga karsi tepkilerinin arastirilmasi amaciyla olusturulan

deneme kapsaminda bazi 6zellikler incelenmistir.

3.3.1 Bitki canliligi (%)

Farkli dozlarda PEG ilaveli MS besinortamina dikimi yapilan bitkiciklerden
canli kalanlarin sayisi toplam bitkicik sayisina boliiniip 100 ile carpilmasiyla

bulunmus ve ‘%’ ile gosterilmistir.
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3.3.2 Siirgiin uzunlugu (cm)

PEG uygulamasi sonrasinda bitkiciklerin ortamdan ¢ikarilmasi esnasinda

stirglin uzunlugu cetvel yardimiyla belirlenmistir.

3.3.3 Siirgiin Yas Agirhg (g)

PEG uygulamasi sonrasinda bitkiciklerin ortamdan ¢ikarilmasi esnasinda
siirgiinlerin yas agirliklar1 £0.001 g duyarliktaki hassas terazi yardimiyla gram

cinsinden belirlenmistir.

3.3.4 Siirgiin Kuru Agirhg (g)

Stirgilin yas agirliklar1 belirlenen siirgiinlerin kuru agirliklari, 65 °C’lik etiivde
72 saat tutulup kurutulmasi sonras1 +0.001 g duyarliliktaki hassas terazi yardimiyla

gram cinsinden belirlenmistir.

3.3.5Siirgiindeki Bogum sayisi (adet)

PEG uygulamasi1 sonrasinda bitkiciklerin ortamdan ¢ikarilmasi esnasinda

bulundurdugu bogumun sayilmasiyla belirlenmistir.

3.3.6Siirgiindeki Yaprak Sayis1 (adet)

PEG uygulamasi1 sonrasinda bitkiciklerin ortamdan c¢ikarilmast esnasinda

bulundurdugu yapragin sayilmasiyla belirlenmistir.

3.3.7 Yaprak Taze Agirhg (g)

PEG uygulamasi sonrasinda bitkiciklerin ortamdan ¢ikarilmasi esnasinda her
bitkicigin tagidig1 yapragin taze agirliklart 4+0.001 g duyarhiliktaki hassas terazi

yardimiyla tartilmig ve gram cinsinden belirlenmistir.

3.3.8 Yaprak Kuru Agirhg (g)

Yas agirliklar belirlenen yapraklarin kuru agirliklar1 65 © C ye ayarlanmig
etlivde 24 saat tutulup kurutulmasi sonrasinda + 0.001 g duyarliktaki hassas terazi

yardimiyla gram cinsinden belirlenmistir.

18



3.3.9 Klorofil I¢cerigi (SPAD)

Yaprak orneklerinde klorofil tayini bir klorofil metre (SPAD-502, Konica
Minolta Sensing, Inc., Tokyo, Japan) yardimiyla belirlenmistir (Khan ve ark. 2004)
(Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Yaprak orneklerinde klorofil tayininden goriiniim (Orjinal foto:
Inci Gegene)

3.3.10 Kok Yas Agirhg (g)

Bu ozellik bitkiciklerin ortamdan c¢ikarilmasi esnasinda her bir bitkicigin
tasidig1 koklerin yas agirliklar: + 0.001 g duyarhiliktaki hassas terazi yardimiyla gram

cinsinden belirlenmistir.

3.3.11 Kok Kuru Agirhg (g)

Yas agirliklart Slgiilen koklerin 65 °C ye ayarlanmig etiivde 24 saat tutulup
kurutulmasi sonrasinda + 0.001 g duyarliktaki hassas terazi yardimiyla gram cinsinden
kok kuru agirliklart belirlenmistir.

3.3.12 Kok Uzunlugu (cm)

Bu 6zellik bitkiciklerin ortamdan c¢ikarilmasi esnasinda her bir bitkicigin

tasidig1 koklerin uzunluklari cetvel yardimiyla belirlenmistir.
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3.3.13 Kok Sayisi (adet)

Bu 6zellik bitkiciklerin ortamdan c¢ikarilmasi esnasinda her bir bitkicigin

tasidig1 koklerin sayilmasiyla belirlenmistir.

3.3.14 iyon Akis1 (%)

Bu 6zellik bitkiciklerin ortamdan ¢ikarilmasi esnasinda 0.3 g’lik esit pargalara
ayrilmis yaprak 6rnekleri 25 mm x150 mm’lik cam tiiplere konulup {izerine 15 ml saf
su ilave edilmistir. Hazirlanan ornekler calkalayicida 24 saat 100 rpm’de
calkalanmustir. inkiibasyon sonrasinda EC metre kullanilarak soliisyonun elektriksel
iletkenligi (EC1) 6lgiilmiistiir. Daha sonra ayn1 6rnekler 115 °C’de 10 dakika siireyle
otoklavlandiktan sonra oOrnekler 24 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra
soliisyonun elektriksel iletkenlik (EC2) degeri tekrar 6l¢iilmiistiir. Yapraklardaki iyon
akis1 (EC1/EC2) x100 formiilii ile hesaplanmis ve % olarak ifade edilmistir (Ozden ve
ark., 2009) (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Iyon akisinin belirlenmesine ait gdriiniim (Orjinal foto: Inci Gegene) .
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3.3.15 Hiicre zar1 zararlanma oram1 (HZZO, %)

Uygulama sonrasi hiicre zar1 zararlanma orani iyon akisinda elde edilen ayni
veriler kullanilarak asagidaki formiile gére hesaplanmistir (Dlugokecka ve Kacperska-
Palacz, 1978; Fan ve Blake, 1994).

HZZ0 (%) =[1 - (1—EC1+EC2)+(1—EC*1+EC%2)x100]

EC*: Kontrol 6rneklerinin elektriksel iletkenligi, us/ms

3.3.16 Yaprak Turgor Agirhklar:

Uygulama sonrasi bitkiciklerden alinan yaprak 6rnekleri 6 saat saf su igerisinde

bekletilerek turgor agirliklar: saptanmaistir.

3.3.17 Eksplant oransal su kapsam (%)

Yaprak orneklerinin oransal su kapsamlari;yas agirliklar: (YA), 6 saat saf su
icerisindebekletilerek saptanan turgor agirliklar1 (TA) ve 80°C sicaklikta 24 saat
bekletme sonunda saptanan kuru agirliklart (KA) dikkate alinarak asagidaki formiil
kullanilarak % olarak belirlenmistir (Yamasaki ve Dillenburg, 1999).

YOSK (%): [(YA-KA)/(TA-KA)x 100]

3.3.18 Zararlanma Derecesi (1-4)

Zararlanma derecesinin belirlenmesinde asagidaki skala kullanilmistir
(Sivritepe ve ark., 2008). Bu skalaya gore zararlanmanin olmadigi bitkiler ‘1°, siirgiin
ucu ve yaprak kenarlarinda yaniklik ve kurumalarin oldugu bitkiler ‘2°, yapragin
tamami1 ve govdenin bir kisminda olusan nekrozlarin bulundugu bitkiler ‘3° ve o6li

bitkiler i¢in ‘4’ olarak derecelendirilmistir (Sekil 3.7)
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Sekil 3.7 Bitki Zararlanma Derecesi Skalasindan Goriiniim (Orjinal foto: Inci
Gecene)

3.3.19 Siirgiin Tolerans Oram (TO)

Calismada kullanilan Balik¢i Siyahi iiziim tipinin kuraklik stresine olan
toleransi agagida belirtilen formiile gore siirgiin agirliklart bazinda her PEG dozu igin

ayr1 ayr1 hesaplanmistir.

TO: Tx/To

Tx: Belli konsantrasyonda PEG uygulanmis bitkiciklerin siirgiin agirliklart (g)
To: PEG uygulanmamis bitkiciklerin siirgiin agirliklari (g)

3.4 istatiksel Analiz

Deneme 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 10’ar eksplant kullanilip tesadiifi
parseller deneme desenine gore dizayn edilmistir. Denemede uygulamalarin etkinligi
icin varyans analizi %5 6nem seviyesinde LSD testi ile JMP 10.0.0 istatistiki paket

programinda gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1 Biiyiime ve Gelisim Parametrelerine Ait Bulgular
4.1.1 Bitki Canlilik Orani (%)

In vitro kosullarinda Balik¢1 Siyahi tipinde farkli dozlarda PEG uygulamasinin
bitki canlilig1 iizerine etkisi istatistiki agidan 6nemli bulunmustur. Cizelge 4.1
incelendiginde en yliksek canlilik oran1 %90’lik degerle %0 PEG (kontrol) ve %70.1
degeriyle %1.5 PEG uygulamalarinda belirlenmistir. En diisiik bitki canlilig1 ise
%48.9’luk oranla %6.0 PEG uygulamasinda tespit edilmistir. Calismada PEG dozu

arttikca bitki canlilik oraninda azalma gézlenmistir.

Calismada yapay kuraklik olugturmak amaciyla kullanilan PEG dozunun artis1
canlilik oraninda belirgin diislise neden olmustur. Bu ¢alismadan elde edilen bitki
canlilik oranm1 bulgular1 degisik arastiricilarin sonuglariyla (Priyanka-Soni ve ark.,
2011; Toosi ve ark., 2014; Carpic1 ve ark., 2015; Ghiyasi ve Amirnia, 2016; Mese ve
Tangolar, 2019) desteklenmektedir.

4.1.2 Siirgiin Uzunlugu (cm)

Farkli dozlardaki PEG uygulamasinin in vitro kosullarinda Balik¢1 Siyahi
lizim tipinin siirglin uzunluguna olan etkisi Cizelge 4.1’ de gosterilmistir. Cizelge
incelendiginde artan PEG dozlarinin siirgiin gelisimi tizerine olumsuz etkisinin oldugu
goriilmektedir. En yiiksek siirgiin uzunlugu 2.01 cm degeri ile %0 PEG uygulamasinda
belirlenmistir. Bu uygulamayi ayni istatistiki grup igerisinde yer alan 1.87 cm siirgiin
uzunlugu ile %1.5 PEG, 1.40 cm ile %3.0 PEG ve 1.24 cm siirgiin uzunlugu ile %#4.5
PEG uygulamalan takip etmistir. En diisiik siirgiin uzunlugu degeri ise 1.14 cm ile

%6.0 PEG uygulanmasinda tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Ghiyasi ve Amirnia, (2016)’nin lavantada ¢imlenme ve fide biiylimesi tizerinde
yaptiklar1 ¢alismada da PEG ile olusturulan yapay kuraklik stres siddetinin artisiyla
siirglin uzunlugunda azalma belirlemiglerdir. Mese ve Tangolar, (2019) da farkh
Amerikan asma anaglarinda yaptig1 calismada 6.5 cm ile kontrol grubunda en uzun
stirgiin uzunlugu elde etmis ve PEG dozlarinin artisiyla siirgiin uzunlugunda azalma
meydana geldigini belirtmislerdir. Calismamizdaki artan PEG dozlariyla belirlenen

stirglin kisalig1 daha 6nce yapilmis calismalar ile ortiismektedir.
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4.1.3 Bogum Sayisi (Adet)

Farkli dozlarda PEG uygulamasinin in vitro kosullarda yetistirilen Balik¢1
Siyahi iiziim tipinin bogum sayisi lizerine etkisi istatistiki agidan 6nemli bulunmustur
(Cizelge 4.1). Bitki bogum sayisinin en yliksek ¢iktig1 uygulama, %0 PEG (3.3 adet)
uygulamasi oldugu belirlenmistir. %1.5 PEG (2.7 adet) ve %3.0 PEG (2.4 adet)
uygulamalari da kontrol uygulamasini izlemis ve ayni istatistiki grupta yer almislardir.
En az bogum sayis1 ise ayni istatistiki grup icerisinde yer alan %4.5 PEG (1.8 adet) ve
%6.0 PEG (1.5 adet) uygulamalarindan elde edilmistir. Mese ve Tangolar (2019),
farkli Amerikan asma anaglarinda PEG ile olusturulan invitro kuraklik stresi
caligmasinda bogum sayisinin artan PEG konsantrasyonuna bagli olarak kuraklik
stresinden olumsuz etkilendigi belirlemislerdir. Babalik ve ark., (2015)’da Kober SBB
anacinda in vitro’da olusturduklar1 yapay kuraklik stresiyle bitkilerde siirgiin
bliyiimesinin azaldigin1 ve dolayisiyla diisiik sayida bogum olusturdugunu
belirlemislerdir. Calismamizdan elde edilen bogum sayist bulgular1 da belirtilen

arastirmalarla desteklenmektedir (Sekil 4.1).

4.1.4 Yaprak Sayis1 (Adet)

Calismanin yaprak sayist bulgular1 siirgiin uzunlugu ve bogum sayisi
bulgulariyla paralellik gostermistir. Buna gore artan dozlarda uygulanan PEG’in
yaprak sayisi iizerine olan etkisi agisindan en iyi sonug kontrol olarak kabul edilen %
0 uygulamasindan (5 adet) elde edilmistir. Ayni istatistiki grup igerisinde yer alan
%1.5 PEG (3.6 adet) ve %3.0 PEG (3.4 adet) uygulamalar ise kontrol uygulamasini
izlemistir. En az yaprak sayis1 ise yine ayni istatistiki grup icerisinde yer alan %4.5
PEG (2.9 adet) ve %6.0 PEG (2.5 adet) uygulamalarindan elde edilmistir (Cizelge 4.1,
Sekil 4.1).Calismada PEG dozunun artistyla yaprak sayisinda da azalma goriilmiistiir.
Bu 6zellik iizerine elde edilen bulgular Babalik ve ark., (2015) ve Mese ve Tangolar,
(2019)’1n sonuglariyla desteklenmektedir.

4.1.5 Klorofil fcerigi (SPAD)

Calismada in vitro kosullarda farkli dozlarda PEG uygulamasi yapilan Balik¢1
Siyahi liziim tipinin bitkiciklerinin yaprak klorofil igerikleri (SPAD) bulgular1 Cizelge

4.1°de gosterilmistir. Farkli dozdaki PEG uygulamalarinin klorofil igerigi iizerine
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etkisi istatistiki anlamda onemli bulunmustur. Calismada PEG dozunun artisiyla
klorofil miktarinda azalma saptanmistir. En yiiksek SPAD degerinin 19.49 ile %0 PEG
uygulamasinda, en diisiik degerin ise 9.23 ile %6.0 PEG uygulamasinda oldugu
belirlenmistir. Ipek (2015) iki farkli anacta yaptig1 ¢alismada kuraklik seviyesinin
artisinin kontrol grubu hari¢ diger tiim uygulamalarda klorofil igeriginde azalmaya
neden oldugunu bildirmistir. Mese ve Tangolar, (2019)’nin yaptig1 calismada ise
SPAD degerlerinin, 110 R (15.3) ve 1103 P (15.2) anaglarinda, Kober 5 BB (10.8)
anacindan daha yiiksek oldugu belirlenmis ve PEG konsantrasyonunun artmasiyla
klorofil miktarinin da azaldig1 en yiiksek degerin (27.8) kontrol; en diisiik degerin (6.7)
ise %10.0 PEG igeren ortamdan alindig: bildirilmistir. Benzeri diger kuraklik stresi
caligmalarinda da (Cer¢i, 2012; Yagmur, 2008; Duman, 2013), ¢alismamizdaki gibi
uygulanan PEG dozlarinin artmasiyla olusturulan yapay kuraklik stresine paralel
olarak kontrol grubuna gore klorofil miktarinda azalmalarin oldugu belirlenmistir.
Elde edilen bu o0zellik sonuglar1 belirtilen arastiricilarin  sonuglariyla da

desteklenmektedir.

4.1.6 Siirgiin Yas ve Kuru Agirhg (g)

Farkli dozlardaki PEG uygulamalarinin in vitro kosullarda yetistirilen Balik¢1
Siyahi {iziim tipinin bitkiciklerinde siirgiin yas ve stlirglin kuru agirligi bakimindan
istatistiki acidan etkisinin oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.1). PEG dozlarinin
artmasiyla birlikte siirgiin yas ve kuru agirliginda belirgin bir azalmanin oldugu
gozlenmistir.En yiiksek siirgiin yas ve kuru agirliklar1 her iki 6zellikte de kontrol
uygulamasinda (0.198 g ve 0.017 g sirastyla) oldugu belirlenmistir. En diisiik siirglin
yas agirlig1 degerleri ayni istatistiki grup i¢inde yer alan %4.5 ve %6.0 PEG iceren
ortamdan (0.097 g ve 0.101 g sirasiyla) elde edilmistir. En diisiik siirgiin kuru agirlig
ise 0.008 g degeri ile %6.0 PEG iceren ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.1). Mese ve
Tangolar, (2019) kuraklik stresi uygulanan asma anaglarinda bitki yas ve kuru
agirliklarinin PEG dozlarinin artmasiyla kontrollere gore azalma gosterdigini
belirtmislerdir. Ipek (2015), Myrobolan 29C ve Garnem anaglarinda PEG ile yaptiklari
kuraklik uygulamalarinda bitkilerin yas, kuru ve nispi agirliklarinda PEG’in (198 g/L,
287 g/L ve 355 g/L) artan dozlariyla azalmalar oldugunu tespit etmistir. Balkan ve
Gengtan., (2013) da ekmeklik bugdayda yaptiklar1 calismada PEG’in artan dozlariyla

25



stirgiin yas ve kuru agirliginin azaldigini tespit etmislerdir. Bertamini ve ark., (2006)
ise Riesling iliziim ¢esidinde in vivo da yaptiklar1 kuraklik stresi uygulamasinda,
kontrole gore stres uygulanan bitkilerde yas ve kuru agirhgin azaldigim
belirlemislerdir. Yapilan ¢calismalar goz 6niine alindiginda ¢calismamizdan elde edilen
sirglin yas ve kuru agirhig sonuglart belirtilen arastiricilarin - sonuglariyla

ortiismektedir.

4.1.7 Yaprak Yas ve Kuru Agirhgi (g)

Calismamizda farkli dozlardaki PEG uygulamasinin Balik¢1 Siyahi {iziim
tipinin in vitro bitkilerindeki yaprak yas ve kuru agirligina olan etkisi Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. En yiiksek yaprak yas agirligi ayni istatistiki grup igerisinde yer alan %
0 (0.080 g) ve %1.5 PEG (0.099 g) uygulamalarinda goriilmiistiir. Yine yaprak kuru
agirliginda da en yiiksek deger %0 (0.007 g) ve %1.5 PEG (0.008 g) uygulamalarinda
belirlenmistir. En diislik yaprak yas agirlik degerleri ayni istatistik grup i¢inde yeralan
%3.0, %4.5 ve %6.0 PEG uygulamalarinda saptanmistir. En diisiik yaprak kuru agirhig
(0.003 g) ise aym istatistiki grup icinde yeralan %4.5 PEG ve %6.0 PEG
uygulamalarindan elde edilmistir. Bu 6zelliklerden elde edilen sonuglarin siirgiin

gelisim ozellikleriyle paralellik gostermistir (Sekil 4.1).
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Cizelge 4.1Farkli PEG Dozlarinin Balik¢1 Siyah1 Uziim Tipinin Biiyiime ve Gelisme Parametrelerine Etkisi

PEG Bitki Siirgiin Bogum Yaprak Klorofil Siirgiin Siirgiin Yaprak Yas Yaprak Kuru
DOZU Canhlifn  Uzunlugu Sayisi Sayisi icerigi Yas Agirhg Kuru Agirhig Agirhig
(%) (cm) (adet) (adet) (SPAD) ® Agirhgi () (® (®
%0 90.0 a 2.01a 33a 50a 19.49 a 0.198 a 0.017 a 0.080 a 0.007 a
%1.5 70.1b 1.87 a 2.7b 3.6b 15.56b 0.181b 0.011b 0.099 a 0.008 a
%3.0 59.0 be 1.40b 24D 3.4bc 13.14 ¢ 0.130 ¢ 0.010 be 0.044 b 0.005 ab
%4.5 53.1c¢ 1.24 be 1.8¢ 29cd 11.67d 0.097d 0.008 be 0.040 b 0.003 b
%6.0 489c 1.14c 1.5¢ 2.5d 923¢ 0.101d 0.008 c 0.044 b 0.003 b
LSD %5 16.7 0.23 0.4 0.7 1.26 0.015 0.003 0.033 0.003
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4.2 Kok Gelisim Bulgular:
4.2.1 Kok Sayis1 (adet)

Cizelge 4.3 incelendiginde farkli dozlardaki PEG uygulamasinin kok sayisi
lizerine istatistiki olarak belirgin bir etkisinin oldugu goriilmektedir. Uygulama
sonucunda en fazla kdklenme kontrol olarak kabul edilen %0 uygulamasinda (5 adet)
goriilmistiir. %1.5 PEG ve %3.0 PEG uygulamalar1 ayni istatistiki grup icerisinde yer
almis ve 3 adet kok olusturmuslardir. %4.5 PEG ve %6.0 PEG uygulamalarinda ise
stres seviyesinin artisina bagli kok olusumu gozlenmemistir (Sekil 4.1). Kok,
bitkilerde c¢esitli fizyolojik ve molekiiler tepkileri baslatmak i¢in su eksikligini
algilayan ve gosteren ilk organdir. Balkan ve Gengtan, (2013) ekmeklik bugdayda
yaptiklar1 ¢aligmada su stresine giren fidelerde ozmotik basincin artmasiyla kok
sayisinda azalmanin oldugunu belirtmislerdir. Mese ve Tangolar, (2019)’da yaptiklar
caligmada kok sayist en fazla kuraga dayanikli 110 R anacinda yiiksek bulunmus,
ikinci siray1 kurakliga orta dayanikli 1103 P, tigiincii siray1 ise kurakliga hassas 5 BB

anacinda saptamislardir. Caligma sonuglarimiz bu ¢alismalar ile desteklenmektedir.
4.2.2 Kok Uzunlugu (cm)

Farkli PEG dozlarinin Balik¢1 Siyahi {iziim tipinin in vitro’da elde edilen
bitkiciklerinin kdk uzunluguna olan etkisi Cizelge 4.3’de verilmistir. Cizelge 4.3
incelendiginde en uzun kok kontrol uygulamasinda 0.49 cm olarak dl¢tilmistiir. %1.5
PEG ve %3.0 PEG uygulamalar ise sirastyla 0.35 ve 0.25 cm ile ayn istatistik grup
icerisinde yer almiglardir. Diger iki uygulama ise %4.5 ve %6.0 PEG’ de kok gelisimi
olmamustir (Sekil 4.1).

Balkan ve Gengtan, (2013) ekmeklik bugdayda yaptiklar1 ¢alismada ozmotik
stres arttikca kok uzunlugunda azalma ve en uzun koklerinde su stresinin olmadig:
uygulamada belirlemislerdir. Gopal ve Iwama (2007) in vitro kosullarda patates
genotiplerinin kuraklik toleransi belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢alismada PEG dozlar
arttikca kok uzunlugunun azaldigini belirtmislerdir. Mese ve Tangolar, (2019)’da
farkl1 asma anaglarinda yaptig1 calismada PEG konsantrasyonlarinin armasiyla kok
uzunlugunda azalma meydana geldigini belirtmistir. Bu agidan ¢alismadan elde edilen

sonuglar belirtilen ¢calisma sonuglariyla desteklenmektedir.
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4.2.3 Kok Yas Agirhgi (g) ve Kok Kuru Agirhg (g)

Farkli dozlara PEG uygulamasmin in vitro’da elde edilen Balik¢1 Siyahi
bitkiciklerinin kok yas agirligina etkisi istatistiki agidan 6nemli bulunmus ancak
uygulamalar arasi1 farklilik kok kuru agirligi icin istatistiki olarak 6nemli olmamustir.
Her iki ozellik i¢cin %4.5 PEG ve %6.0 PEG uygulamalarinda kok gelisimi
gozlenmemistir. Kok yas agirligi bakimindan en yiiksek deger kontrol uygulamasinda
0.035 g olarak belirlenmistir. %1.5 PEG uygulamasinda ise kok yas agirligi 0.022 g
olarak tespit edilmistir. En diisik kok yas agirligi ise 0.009 ile %3.0 PEG
uygulamasinda 6l¢iilmiistiir Kok kuru agirligi agisindan PEG uygulamalari arasinda
istatistiksel bir fark olugsmamis olmasina karsin PEG dozlarinin artisiyla kok kuru

agirhiginda azalma tespit edilmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.1).

Cizelge 4.2 Farkli PEG Dozlarinin Balik¢1 Siyahi Uziim Tipinin Kok Gelisimine Etkisi

Kok Kok Uzunlugu Kok Kok Kuru
PEG Dozu Sayisi (adet) (cm) Yas Agirhg (g) Agirhg
(2)

%0 S5a 049 a 0.035a 0.003
%1.5 3b 0.35b 0.022 b 0.002
%3.0 3b 0.25b 0.009 ¢ 0.001
%4.5 - - - -
%6.0 - - - -
LSD %5 1 0.12 0.009 O.D.

Priyanka Soni ve ark., (2011)’ da 12 farkl fasiilye genotipinde yaptiklar1 PEG
uygulamasinda bazi genotiplerde kok yas ve kuru agirliginda artis meydana geldigini
belirtmigler. Mese ve Tangolar, (2019)’da farkli Amerikan anacglarinda yaptiklar
calismada PEG’in konsantrasyonlarinin artmasi ile kok yas ve kuru agirliginda
azalmalar meydana geldigi saptanmislardir. Kuraklik stresinin bitki kok yas ve kuru
agirliklar1 bakimindan azalmalara neden oldugu, Gopal ve Iwama (2007)’nin patateste,
Kusvuran (2010)’1n kavunda, Cer¢i (2012)’nin turunggillerde yaptiklari ¢calismalarda
da belirtilmistir.
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Sekil 4.1 Farkli PEG Dozlarmin Balik¢1 Siyahi Uziim Tipinin Siirgiin ve Kok
Gelisimi Uzerine Etkisi (Orjinal foto: Inci Gegene)

4.3 Fizyolojik Parametre Bulgulari
4.3.1 Hiicre Zari1 Zararlanma Orani

Artan dozlarda uygulanan PEG’in in vitro kosullarda yetistirilen Balik¢1 Siyaht
iiztim tipinin bitkilerindeki hiicre zararlanma oranlari {izerine etkisi Cizelge 4.2°de
gosterilmistir. Bu 6zellik {izerine PEG uygulamalarinin etkisi istatistiki olarak 6énemli
bulunmustur. Kontrol olarak kabul edilen %0 PEG uygulamasinin bitkilerinde hiicre
zararlanmas1 goriilmemis olup %1.5, %3.0 ve %4.5 PEG uygulamalarinda sirasiyla
%45.7, %A44.3 ve %50.5 oraninda hiicre zararlanmasi belirlenmis ve bu ii¢c uygulama
istatistiki acidan ayn1 grupta yer almistir. En yiiksek hiicre zararlanmasi ise %67.6’1ik

oranla %6.0 PEG uygulamasindan elde edilmistir.

4.3.2 Zararlanma Derecesi (1-4)

Artan dozlarda uygulanan PEG’in in vitro kosullarda yetistirilen Balik¢1 Siyahi
liziim tipinin bitkilerindeki zararlanma derecesi lizerine etkisi Cizelge 4.2° de
gosterilmistir. Zararlanma derecesi iizerine PEG uygulamalarinin etkisi istatistiki
olarak O6nemli bulunmustur. Bu calismada PEG dozlarinin artisiyla zararlanma
derecesinin de arttig1 belirlenmistir. Kontrol (1.1 derece) uygulamasina kiyasla %1.5
ve %3.0 PEG uygulamalarinda sirasiyla 1.6 ve 2.0’lik derecelerdeki daha cok
zararlanma zararlanma belirlenmistir. %4.5 ve %6.0 PEG dozlarinda ise sirastyla 2.3

ve 2.5’ lik derecelerde zararlanma gézlenmistir.

Mese ve Tangolar (2019)’da bu ¢alisma sonucunda oldugu gibi farkli dozdaki
PEG uygulamasinin farkli Amerikan asma anaglarinin (110 R, 1103 P ve 5 BB)

30



zararlanma derecesi lizerine etkisini istatistiki agidan 6nemli oldugunu ve doz artisiyla
zararlanmanin da arttigini bildirmislerdir. Babalik (2012)’da in vitro kosullarda Kober
5BB asma anacinda yaptig1 calismada da stresin goriilebilir ilk zarari, siirgiin ve yaprak
ucundaki kurumalar olarak tespit etmis ve bu calismada gozlendigi gibi yapilan
istatistik degerlendirme sonucunda zararlanma derecesinin artan PEG miktar
karsisinda arttig1 ve en fazla zararlanmanin %4.8 PEG iceren besin ortaminda (%3.22)

olustugunu bidirmislerdir.
4.3.3 Siirgiin Tolerans Orani

In vitro’da farkli dozlarda PEG uygulanan Balik¢1 Siyahi iiziim tipinin siirgiin
tolerans orani bakimindan elde edilen uygulamalar arasi farklilik istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Calismadakontrol uygulamasinda siirgiin tolerans orani1 1.00
olarak belirlenmis olup artan dozlara bagli olarak tolerans oranlarinda da diisiis
belirlenmistir. %1.5 ve %3.0 PEG uygulamalar1 (0.642 ve 0.629, sirasiyla) ayn
istatistiki grupta yer almistir. En diisiik tolerans oranlar1 ise ayni istatistiki grup i¢inde
yeralan %4.5 ve %6.0 PEG uygulamalarindan (0.490 ve 0.444, sirasiyla) elde
edilmistir (Cizelge 4.2).

4.3.4 Yaprak Turgor Agirhg:

Calismadaki Balik¢1 Siyahi iiziim tipine in vitro’da farkli dozlardaki PEG
uygulamalarinin yaprak turgor agirliglr iizerine etkisi istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur. Diger fizyolojik parametrelerde gozlenen doz artisina baglh degerlerdeki
diisiis turgor agirligi icin ¢ok net belirlenmemistir. En yiiksek yaprak turgor agirligi
%1.5 PEG (0.159) uygulamasinda goriilmiistiir. %3.0 ve %6.0 PEG uygulamalari
(0.091 ve 0.090 sirastyla) ise ayni istatistiki grup icerisinde yer almislardir. En diisiik
yaprak turgor agirligi ise %4.5 PEG uygulamasinda belirlenmistir.

4.3.5 Eksplant Oransal Su Kapsami (%)

Artan dozlarda PEG ilavesi ile in vitro® da yapay kuraklik stresine maruz kalan
Balike¢1 siyahi liziim tipinde eksplant oransal su igeriginin PEG dozlar arttikga azalma
gosterdigi tespit edilmistir. En yiliksek eksplant su igerigi kontrol grubu ve %1.5 PEG
(13.91 ve 15.05) iceren besin ortaminda belirlenmistir. Diger %3.0, %4.5 ve %6.0 PEG
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iceren besin ortamlari (8.63, 7.86 ve 8.68, sirastyla) ayni istatistiki grup icerisinde yer
alarak en diisiik eksplant su icerigine neden olmuslardir. Yagmur, (2008) 5 farkli
Amerikan asma anac1 (1103 P, 110 R, 140 Ru, 41 B, 1613 C) ve 3 yerli saraplik {iziim
cesitinde (Kalecik Karasi, Cal Karas1 ve Bogazkere) torbada yetistirme seklinde
yaptiklar1 kuraklik stresi ¢alismasinda kullanilan materyallerin hepsinde kuraklik
stresine bagli olarak oransal su kapsaminda azalma belirlenmistir. Ayni durum
Duman, (2013)’nin pepino fidelerinde yaptig1 ¢alismada tespit etmistir. Kalefetoglu
ve Ekmekgi (2009), nohut (Cicer arietinum L.) gesit ve hatlariin kuraklik stresine
kars1 dayanakliliginin karakterizasyonu arastirmis ve kuraklik stresiyle birlikte
genotiplerdeki oransal su igeriklerinin kontrole kiyasla azaldigini belirlemistir. Moran
ve ark., (1994), bezelye bitkisinde Fu ve Huang (2001) ise iki farkli ¢cim (Poa pratensis
ve Festuca arundinacea) tiriinde yaptiklar1 aragtirmada kuraklik stresine maruz
kalinmayla bitkilerin oransal su i¢eriginde azalmanin oldugunu belirtmislerdir. Tiirkan
ve ark., (2005), kurakliga hassas ve toleransh fasulyelerle yaptiklari ¢aligmada,
toleransli olan genotipin kurakliktan etkilenmedigini ve duyarli olan genotipte oransal
su igeriginin azaldigim tespit etmislerdir. Yapilan ¢aligmalar géz oniine alindiginda
calisgmamizdan elde edilen eksplant oransal su igerigi sonuglari bu ¢alisma

sonuglariyla ortiigmektedir.

4.3.6 Iyon Akis1 (%)

In vitro’da farkli dozlarda PEG uygulamasininiyon akisi iizerine etkisi
istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. Calismada PEG ile olusturulan yapay
kurakliklik stresinin artis1 bitkilerdeki iyon akisi degerinde de artisa neden olmustur.
En yiiksek iyon akis degeri %6.0 PEG uygulamasinda %69.42 olarak belirlenmistir.
En diisiik iyon akis1 degeri ise ayni istatistiki grup icerisinde yer alan %0 ve %3.0 PEG
uygulamalarindan (%36.73) elde edilmistir.
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Cizelge 4.3Farkli PEG Dozlarinin Balik¢1 Siyah1 Uziim Tipinin Bazi1 FizyolojikParametrelerine Etkisi

Hiicre Zan Yaprak Eksplant

PEG Zararlanma Derecesi Siirgiin Iyon Akisi
DOZU Zararlanma Oram (1-4) Tolerans Orani Turgor oransal su (%)
(%) Agirhg (g) kapsami (%)

%0 Oa I.la 1.000 a 0.146 b 1391b 36.73 ¢
%1.5 45.7b 1.6 ab 0.642 b 0.159a 15.05a 47.65 be
%3.0 443D 2.0 bc 0.629 b 0.091 ¢ 8.63 ¢ 36.73 ¢
%4.5 50.5b 23c 0.490 ¢ 0.063 d 7.86 ¢ 57.45 ab
%6.0 67.6c 2.5d 0.444 c 0.090 ¢ 8.68 ¢ 69.42 a

LSD %S5 7.5 0.4 0.107 0.008 0.92 20.53
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, Vitis labrusca tiirli iginde yer alan kokulu {izim tiplerinden olan
Balik¢1 Siyahi iizlim tipinin siirgiin uglar1 kullanilarak in vitro yapay bir kuraklik
olusturma imkani1 sunan polietilen glikoliin (PEG) hem en etkin dozununhem de

kokulu tiziimiin kuraklik stresine olan toleransinin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu amagla aragtirmada Balik¢1 Siyahi {iziim tipinden siiren siirgiin uclarinin
siirmesini tesvik etmek amaciyla MS besin ortamina (Murashige Skoog, 1962) ait
makro ve mikro besin elementleri, vitaminleri ve biiyiime diizenleyici olarak da 1 mg/1
BA kullanilmistir. Olusan siirgiinlerin koklendirme asamasinda ise besin ortaminin
i¢cine biiyiime diizenleyici olarak 1 mg/l IBA ve kuraklik stresi olusturmak amaciyla

farkli PEG dozlar ilave edilmistir.

Bu kapsamda siirgiinlerin biiyiime ve gelisme parametrelerinden bitki canliligi,
stirgiin uzunlugu, bogum sayisi, yaprak sayisi, klorofil igerigi, siirglin yas ve kuru
agirhigl, yaprak yas ve kuru agirligi ile kok gelisim parametrelerinden olan kok sayisi,
kok wuzunlugu, kok yas ve kuru agirligr ozellikleri incelenmistir. Fizyolojik
parametreler olarak ise hiicrezari zararlanma orani, zararlanma derecesi, siirgiin
tolerans orani, yaprak turgor agirligi, eksplant oransal su kapsami ve iyon akisi

incelenmistir.

PEG’in artan dozlarindaki bitki yapraklarinda zararlanma, siirgiin ve yaprak
ucunda kurumalar ve gévdede nekrozlar gorilmiistiir. Calismamizda bitki canliligi,
bitki boyu, bogum sayis1 ve siirgiindeki yaprak sayisisiirglin yas ve kuru agirliginin
kontrole kiyasla PEG’in artan konsantrasyonlarina bagli olarak 6zellikle %4.5 ve %6

PEG kuraklik stresinden etkilendigi belirlenmistir.

Yine bitkilerde klorofil miktar1 artan PEG dozlariyla ciddi oranda azaldigi en
fazla zararlanma %6 PEG dozunda tespit edilmistir. Yapilan istatistik degerlendirme
sonucunda hiicre zar1 zararlanma en fazla %6 PEG de (%67.6) zararlanma derecesinin
ise artan PEG miktar1 karsisinda arttig1 ve en fazla zararlanmanin %6 PEG igeren besin

ortaminda (%2.5) ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir.
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Siirgiin tolerans orani ise kontrol uygulamasina kiyasla %4.5 ve %6 PEG
uygulamas1 ayni istatistiki grup icerisinde yer alarak sirasiyla 0.490 ve 0.444
bulunmustur. Yaprak turgor agirliginda ise en fazla zararlanma %4.5 PEG ortaminda
tespit edilmistir. Eksplant oransal su kapsami ise %3.0, %4.5 ve %6 PEG dozlarinda
ayni etkisinin oldugu tespit edilmistir. Iyon akisi incelendiginde diger &zelliklerin
tersine artan PEG dozlarina parallel olarak artis meydana gelmistir. Caligmanin
koklendirme ve kok gelisimi asamasinda kuraklik stresinin artmasiyla %4.5 ve %6
PEG dozlarinda kéklenme olmamis ve en fazla kok sayisi, kok uzunlugu ve kok yas

agirhig1 kontrol uygulamasi ve %1.5 PEG uygulamasinda belirlenmistir.

Bu sonuclar kapsaminda, Balik¢1 Siyahi {izlim tipinin siirgiin uglariyla in vitro

cogaltim amaciyla hizli ve verimli olarak ¢ogaltilabilecegi goriilmiistiir.

Bu ¢alisma sonuglar1 incelendiginde arastirma bulgularindan ve daha once
yapilan ¢aligmalardan da goriildiigii tizere kuraklik stresi bitkilerde bir¢ok metabolik
olay1 olumsuz yonde etkileyen ve 6zellikle iirlin kalitesi ve verimi diisliren énemli

faktorler arasinda yer almaktadir.

Calisma sonucunda, Balik¢1 Siyahi {iziim tipinin kuraga dayanimin in vitro
kosullarda erken belirlenmesi amaciyla PEG’in ve bu ¢alismada incelenen siirgiin, kok
ve fizyolojik bulgularin kullanilabilecegi sonucuna varilmstir. Ozellikle %4.5 ve iizeri
PEG igeren besin ortamlarinda bitkide biiylime ve gelismenin 6nemli 6l¢iide azalmasi
nedeniyle, benzeri calismalarda kullanim i¢in %4.5 ve ilizeri PEG dozlarinin
kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Ileride planlanan galismalarda kurakligin enzimler

ve genetik ekspresyon iizerine etkisine bakilmasinin faydali olacag diigiiniilmektedir.
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