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OZET

KOKULU UZUMUN (Vitis labrusca L.) KURAKLIK STRESINE
TOLERANSININ IN VITRO’DA SORBITOL KULLANILARAK
BELIRLENMESI

Demet AKIN
ORDU UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI, 43 SAYFA

(TEZ DANISMANI: Do¢. Dr. Hatice BILIR EKBIC)

Bu arastirma Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiindeki
doku kiiltiiri laboratuvarinda 2021 yili vejetasyonunda gerceklestirilmistir. Bitkisel
materyal olarak kokulu {iziimiin (Balik¢1 Siyahi tipinde) aktif siirglinlerinden alinan,
tek bogum igeren 2-3 cm uzunlugundaki mikro c¢elikler kullanilmistir. Mikro
geliklere %20 ticari ¢amasir suyunda 20 dakika siireyle yiizey sterilizasyonu
yapilmustir. Steril edilen eksplantlar 1 mg/l BA igeren Murashige-Skoog ortaminda
(MS) kiiltiire alinmistir. BA igeren ortamda kiiltiire alinan eksplantlardan siiren
stirgiinler koklendirme asamasinda, kuraklik stresinin olusturulmasi amaciyla ortama
5 farkli dozda 0, 0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 M sorbitol ilave edilmistir. Deneme asamasinda;
bitki canlilig1 (%), siirgiin uzunlugu (cm), siirgiin yas ve kuru agirligi (g), siirgiindeki
bogum sayisi (n) ve yaprak sayist (n), yaprak taze ve kuru agirligi (g), klorofil
igerigi, zararlanma derecesi, tolerans oran1 (TO), iyon akisi (%), yaprak turgor
agirlig, hiicre zar1 zararlanma oram1 (HZZO, %), eksplantin oransal su kapsami (%)
incelemeleri gerceklestirilmistir. Arastirma sonuglarina bakildiginda bitki canlilig
(%), stirglin boyu (cm), siirgiindeki bogum sayisi ve yaprak sayist (n), siirgiin yas ve
kuru agirligi (g), zararlanma derecesinin (1-4) kontrol uygulamasina kiyasla sorbitol
dozunun artmasina bagl olarak azaldig1 gozlemlenmistir. En fazla zararlanmanin 0.3
M ve 0.4 M sorbitol uygulamalarinda oldugu ve bitki biiyiime ve gelismesinin de
onemli dl¢giide azaldig1 saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Kuraklik stresi, in vitro, kokulu tiziim, sorbitol



ABSTRACT

DETERMINATION OF DROUGHT STRESS TOLERANCE FOX GRAPE
(Vitis labrusca L.) ROOTSTOCK BY USING SORBITOL IN VITRO
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This research was carried out in the tissue culture laboratory of Ordu
University Faculty of Agriculture, Department of Horticulture in 2021 vegetation. As
a material, 2-3 cm long micro-cuttings containing with a single node from active
shoots of foxy grape (Balikci Siyahi grape type) were used. Surface sterilization was
performed on micro-cutting in 20% commercial bleach for 20 minutes. Sterilized
explants were cultured in Murashige-Skoog medium (MS) containing 1 mg/l BA.
During the rooting phase of explants cultured in BA-containing medium, 5 different
doses of 0, 0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 M sorbitol were added to the medium in order to
create drought stress. In the trial phase; plant viability (%), shoot length (cm), dry
and weight of shoots (g), number of internodes and leaves on shoots (n), fresh and
dry weight of leaves (g), chlorophyll content (SPAD), degree of damage, tolerance
rate (TO), ion flow (%), leaf turgor weight (g), cell membrane damage rate (HZZO,
%), proportional water scope (%) of explant were examined. Looking at the results of
the research, it was observed that plant viability (%), shoot length (cm), dry and
weight of shoots (g), number of internodes and leaves on shoots (n), decreased due to
the increase in sorbitol dose compared to the control application. It was determined
that the most damage was in 0.3 M and 0.4 M sorbitol applications and plant growth
and development were significantly reduced.

Anahtar Kelimeler: Drought stress, in vitro, fox grapes, sorbitol
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1. GIRIS

Tabii afetlerin en basinda yer alan kuraklik, ¢cevreye ve insana ¢ok fazla zarar
vererek biliyiik kayiplara yol agmaktadir. Diinyada ise, kiiresel 1sinma nedeniyle
meydana gelen orman yangnlari, yagislarin azalmasi, sera gazlarindaki artis, Su
kaynaklarmin yetersiz kalmasi ve iklim degisikligi ile birlikte tilkeleri tehdit eden
biiyiik bir sorun haline gelmistir (Hekimoglu ve Altindeger, 2008). Ayrica kuraklik
stresi, Diinya iizerinde ekilebilir alanlarda goriilen stres faktorleri igerisinde %26°lik
oranla en biiyiik paya sahiptir. (Kalafatoglu ve Ekmekgi, 2005). Bitkilerin hayatta
kalabilmeleri i¢in ihtiya¢ duyduklari nemi bulamamalar1 nedeniyle kuraklik stresi,
yagislarin yeterli olmadigi bolgelerde yaygindir (Sircelj ve ark., 2007). Iklim
foktorleri arasinda tiretim ve verim iizerinde en yiiksek etkiye sahip olan yagis
faktoriinlin, zamansal ve mekansal olarak bitkilerde ¢ok biiyiikk degisimlere sebep

oldugu bilinmektedir (Kapluhan, 2013).

Yasanan iklim degisikligiyle beraber diinyanin bir¢ok bdlgesinde oldugu gibi
tilkemizde de ozellikle yaz aylarinda yagislarin azaldigi ve diizensiz oldugu
goriilmektedir (Kaynas ve Kaynas, 2003). Iklim degisikligi ile birlikte iilkemizde
sicaklik degerleri yiikselecek ve yiikselen bu sicakliktan, yeterli suya sahip olmayan
yar1 kurak ve kurak boélgelerin etkilenebilecegi ongoriilmektedir. Yagis miktarinda
meydana gelen bu azaliglar ve yagisin aylara olan dagiliminin diizensizliginden
dolay1 bitki veriminin ve tarimsal {iretimin olumsuz yonde etkilenmesi tahmin
edilmektedir (Oztiirk, 2002). Ulkemiz iklim degisikliginden muhtemelen etkilenecek
risk grubu iilkeler arasinda bulunacag: ve dzellikle ilerleyen zamanlarda I¢ Anadolu
ve Akdeniz bolgelerimizin kiiresel 1sinmadan daha fazla etkilenecegi bildirilmistir
(Sircelj ve ark., 2007). Bu baglamda Tiirkiye 2006-2007 yillar1 arasinda son 37 yilin
en kurak 5. dénemini yasamis ve bu dsnemden en fazla I¢ Anadolu, Ege ve Marmara

Bolgelerinin etkilendigi saptanmistir (Simsek ve Cakmak, 2010).

Diinya’da niifusunun hizla artmasiyla beraber kisi basina tiiketilen su miktari
da artmistir. 1700°1ii yillarda kisi basina tiiketilen su miktar1 110 m® iken, bu miktarin
biiyiik bir boliimiiniin tarim alanlarinin sulanmasinda kullanildigi, 1990’11 yillarda ise
bu miktarm 40 kat arttigi bilinmektedir (Kilig, 2008). Diinyadaki {iriin kaybinin
%50’den daha fazlasina abiyotik stres faktorleri neden olmaktadir (Wang ve ark.,
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2001; Wang ve ark., 2003). Bitkiler kuraklik, sicaklik ve tuzluluk gibi abiyotik stres
faktorlerine, biiylime ve gelismeleri en az zarar gorecek sekilde fizyolojik ve
metabolik olaylarla tepki vermektedirler. Kuraklik stresi, bitki gelisimini olumsuz
yonde etkileyen en Onemli abiyotik stres faktorlerinden biridir. Kuraklik stresi
bitkilerde bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve metabolik olaylari etkilemekte ve buna
bagli olarak bitkiler, ¢evre kosullarina uyum saglayabilmek adina tolerans

mekanizmalar gelistirebilmektedirler (Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005).

Kuraklik stresi, bitkilerde hiicrelerin bdliinmesini engelleyerek bitki biiylime
ve gelismesini olumsuz yonde etkilemektedir. Bununla beraber turgor basincinin
azalmas1 ve transpirasyonla kaybedilen su miktarindaki azalma ile birlikte mineral
madde alimini engellemekte bu durum ise, bitki gelisimini olumsuz etkileyerek
dogrudan verimi azaltmaktadir. Buna dayali olarak tarimsal iiretimde en 6nemli
siirlayict faktorlerden biri kuraklik olarak bildirilmistir (Capell ve ark., 2004,
Faroog ve ark., 2009). Kuraklik stresinde transpirasyonla kaybedilen su miktarindaki
azalma ile birlikte, yapraklarda ve koklerde olusan morfolojik degisimler topraktaki
suyu daha yiiksek bir kuvvetle absorbe ederler (Cirak ve Esendal, 2006; Kutlu,
2010). Bitkiler kuraklik stresine girdiklerinde yapraklarmi dokerek ve yaprak
alanlarimi kiiciilterek su kaybim1 ve transpirasyonu azaltmaya c¢alismaktadirlar.
Yaprak alanindaki azalmayla birlikte birim alandaki CO2 fiksasyonu da azalir. Bu
nedenle bitki daha az fotosentez yapar ve harcadiklarini yerine koyamadigi i¢in
gelisme ve biiylimede yavaglar. Buna ilaveten yaprak yiizeyindeki tiyler alttaki
hiicrelerin sicakligini 1-2°C diisiirerek transpirasyon hizini diigiiriir. Ayrica yaprak
yiizeyindeki mum tretimi artar ve kiitikula tabakasi giines 1sinlarini yansitarak
sicakligin etkisini azaltir, boylece transpirasyon hizi azalir (Goksoy ve Turan, 1991;
Costa-Franga ve ark., 2000; Tiirkan ve ark., 2005). Son olarak, kuraklik stresi
bitkide su potansiyelinde azalma, yapraklarda solma, hiicre biiyiime ve gelismesinde
azalma ve stomalarmn kapanmasi seklinde goriilmektedir. Siddetli kuraklik ise,
metabolizma bozuklugu, fotosentezin azalmasi ve son olarak 6liimle sonuglanabilir
(Bohnert ve Jensen, 1996). Bu sebeple bitkilerde su eksikligi iiriin kayiplarina yol

actigindan bitki yetistiriciligi i¢in 6nemli bir faktordiir.

Asmanin kuraklik stresine olan dayaniklilig1 strese maruz kalma siiresine gore
degismekle birlikte, ciceklenme doneminde ve ciceklenmeden hemen sonra daha
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duyarli hale gelmektedir. Su stresinin {iriin tizerindeki etkisi kurakligin siddetine ve
maruz kalma siiresine gore degismektedir (Grimplet ve ark., 2007; Deluc ve ark.,
2009; Chaves ve ark., 2010). Bag alanlarmin biiyiik bir boliimii, yiiksek sicaklikla
birlikte toprak ve havanin nispi neminde azalmalara neden olan, iiriin kalite ve
veriminde de fazlasiyla sinirlamalara yol agan mevsimsel kurakligin goriildiigii
yerlerde yaygindir (Chaves ve ark., 2007). Kuraklik tizerine yillik yagis miktarindan
ziyade, yagisin aylar lizerine diizgiin dagilis1 etkilidir (Cirak ve Esendal, 2006).
Ancak bag alanlarmin ekolojik Ozellikleri esas alindiginda, genel olarak yagis
miktarmin vejetasyon doneminde diisiik oldugu bilinmekte ve bu durumun, verim ve

kalite tizerine onemli etkilere neden oldugu gézlenmektedir (Agaoglu ve ark., 2003).

Baz1 ¢ogaltma yontemlerinin sinirli sayida ve uzun zaman igerisinde bitki
iiretimine imkan saglamasi, hastalik ve zararlilarin tasinmalarina ve istenmeyen
mutasyonlara neden olmasi gibi olumsuz 6zellikleri vardir. Bu 6zellikler nedeniyle
giiniimiizde bitki ¢ogaltiminda viriisten arindirilmis gesitlerin daha hizli ve tiretimde
daha etkili olan doku kiiltiirii yontemlerinin 6nem kazandig1 goriilmektedir. Asmada
ilk mikro ¢ogaltmanin mikro ¢eliklerden bitkicik elde edilmesi i¢in kullanildig:
bilinmektedir (Jean ve ark., 1998; Kinfe, 2010). Doku kiiltiirii yontemiyle ¢ogaltma
ile, genetiksel olarak homojen bitki popiilasyonlarinin ¢ogaltilmasiyla birlikte daha
kuvvetli, patojenden ari ve verimi yiiksek bitkilerin tiretimi saglanabilmektedir
(Murashige and Skoog, 1974; Blazina ve ark., 1991). Doku kiiltiiriinii alisilmig
yontemlerin diginda, steril sartlar saglanmasiyla, yapay bir besin ortami igerisinde
bitkinin hiicre, doku veya organ gibi boliimlerinden yararlanarak, yeni bastan doku
ya da bitki tiretilmesi veya ¢ogaltilmasi seklinde tanimlamak miimkiindiir. Bitki doku
kiltiirii  teknikleri, bitki 1slahinda ve 1slah dist uygulamalarda da fazlasiyla
kullanilmaktadir. Bitki 1slahinda, haploid bitki iiretimi, in vitro seleksiyon, in vitro
dollenme, genetik kaynaklarin muhafazasi, protoplast fiizyonu, gen transferi vb. gibi
alanlarda kullanilirken; 1slah disinda da mikro ¢ogaltim, sentetik tohum iiretimi,
sekonder metabolit tiretimi gibi alanlarda da kullanilmaktadir (Babaoglu ve ark.,
2001). In vitro olarak yetistirilen bitki dokular1 farklilagarak kok, siirgiin ve yaprak
gibi yeni organlart dogrudan ya da dolayli olarak meydana getirebilirler.

Abiyotik stresin bitkiler {izerindeki etkilerini incelemek igin, in vitro
kosullarda fiziksel ortamin siki bir sekilde kontrol edilmesi gerekmektedir (Verslues
3



ve ark., 2006; Kielkowska ve ark., 2012). Doku kiiltiiriinde stres, besin ortamina bazi
0zel bilesiklerin ilavesiyle uyarilabilir. Fizyokimyasal 6zelliklerine bagli olarak bu
bilesikler, stresi tetikleyici iyonik ve hiicreye niifuz eden gibi smiflara ayirmak
miimkiindiir. Bunlar iyonik olmayan ve niifuz eden (mannitol, sorbitol) ve iyonik
olmayan ve niifuz etmeyen (polietilen glikol (PEG)) seklinde ayrilabilir
(Gangopadhyay ve ark., 1997). Genel olarak, kuraklik stresi kiiltiir ortamina PEG,
mannitol veya sorbitol gibi bilesiklerin eklenmesiyle yapay olarak olusturulabilir
(Ahmad ve ark., 2007). Mannitol veya sorbitol gibi ozmotikler, hiicrelerden mineral
alimin1 engellerler. Bu nedenle bitkilerin bliylime ve gelismesi yavaslar ve olumsuz
etkilenir (Dodds ve Roberts, 1985; Thomson ve ark., 1986). Yapay kuraklik stresi
olusturmak amaciyla polietilen glikol (PEG) veya sorbitol kullanildigina dair birgok
calisma bulunmaktadir. Sorbitol aslinda bitkiler tarafindan metabolize edilmeyen bir
cozeltidir. Buna ilaveten besin ortaminin ozmotik potansiyelini azaltir ve bitkiler
tarafindan metabolize edilmeyen su stresini olusturur (Rai ve ark., 2011; Bidabadi ve

ark., 2012; Placide ve ark., 2012; Vanhove ve ark., 2012).

Karadeniz Bolgesinde Amerika iiziimii, cilek tiziimii, kokulu kara iiziim veya
Izabella gibi farkli isimlerle taninan Labrusca grubu iiziim tipi bakimmdan oldukca
zengin bir potansiyel bulunmaktadir (Oraman, 1972; Celik ve ark., 1998; Celik,
2004). Bu bolgede yaygin olarak yetisen kokulu iiziimler, gerek bahgelerde ¢ardak
seklinde gerekse, ormanlarda agaglara sarilarak yetistigi ve hatta serbest
birakildiginda agaglara sarilarak 12 m’ye kadar tirmandig: bilinmektedir. Ayrica bu
tiire giren lizlim tipleri mantari hastaliklardan etkilenmemekle beraber herhangi bir

ilaglama yapmadan yetisebilmektedirler (Cangi, 1999; Celik, 2004).

Yapilan bu ¢alisma ile hem kokulu Kkara {iziim tiplerinden biri olan Balik¢1
Siyahi’nin tek bogumlu mikro gelikleri kullanilarak in vitro kosullarda yapay bir
kuraklik olusturma imkani sunan sorbitoliin etkinligi belirlenmis hem de bu amaca

yonelik en etkili sorbitol dozu/dozlar1 belirlenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Al-Khayri ve Al-Bahrany (2002), in vitro kosullarda farkli
konsantrasyonlarda sorbitol ve sukroz tarafindan uyarilan ozmotik stresin, piring
kallus kiiltiiriiniin (Oryza saliva L.) biiyiime ve prolin birikmesi {izerine tepkilerini
incelemislerdir. Diisiik sorbitol konsantrasyonlarinda kallus biiyiimesinin arttigi,
yiiksek sorbitol konsantrasyonlarinda ise kallus biiylimesinin azaldigi gézlenmistir.
Ayrica arastiricilar sorbitol konsantrasyonunun arttik¢a, sukroz konsantrasyonundan
bagimsiz olarak piring kallusundaki prolin birikiminin arttigin1 bildirmislerdir.
Aragstiricilar hem sorbitol hem de sukrozun ozmotik strese katkida bulundugunu ve

buna bagli olarak prolin birikiminin ilave bir sekilde arttigini bildirmislerdir.

Brito ve ark., (2003) Olea europaea spp. Maderensis siirgiinlerini in vitro
sartlarda 2 ay DKW (Driver ve Kuniyuki Ceviz ortami) ortaminda yetistirmistir.
Siirgiinler DKW ortaminda 0.1 M (orta kuraklik stresi) ve 0.2 M (siddetli kuraklik
stresi) sorbitol kullanilarak kuraklik stresine maruz birakilmistir. Siddetli kuraklik
seviyesi (0.2 M) siirgiin gelisimini azaltirken, orta dereceli kuraklik seviyesinin (0.1
M) siirgiin gelisimini etkilemedigi ve K igerigini yiikselterek ozmotik diizenlemeye
tesvik ettigi gozlemlenmistir. Siddetli kuraklik seviyesi (0.2 M) sorbitol
konsantrasyonunda lipid peroksidasyonun arttigi, buna karsin su ve coziinebilir
protein igeriginin azaldigi belirtilmistir. Ayrica siirglinlerdeki Mg ve Zn igerigi her
iki sorbitol konsantrasyonunda da diisiik bulunmustur. Ayni zamanda siddetli

kuraklik stresinde de K ve Cu iceriginin azaldig1 belirtilmistir.

Turhan ve Baser (2004) bu arastirmada ayg¢icegi cesitlerinin kuraklik stresine
kars1 tepkilerini in vitro ve in vivo kosullarda arastirmiglardir. /n vitro kuraklik icin
bir dizi polietilen glikol (PEG1000) konsantrasyonuyla takviye edilmis Murashige ve
Skoog bazal ortami kullanilmistir. Hem in vitro hem de in vivo denemelerden elde
edilen sonuglar, bitki biiylimesinin artan PEG konsantrasyonlar1 i¢inde azaldigimi
gostermistir. Ayrica ¢esitler arasinda kurakliga tepkileri acisindan da farkliliklar
goriilmiistiir. /n vitro (kok sayis1 hari¢) ve in vivo karakterler arasindaki 6nemli
korelasyonlar, in vitro yaklasimin arazi denemesinden Once kuraklik tepkisinin

taranmasi ve secilmesinde faydali olabilecegini gdstermistir. Olgiilen tiim in vitro



karakterler (kok sayisi harig), aygigegi genotiplerinin kuraklik karsisinda in vivo

performansi i¢in ipuglar1 verebilecegini gostermistir.

Gopal ve Iwama (2007), bu arastirmada 3 farkli patates genotiplerinin
kurakliga dayanimini belirlemeyi hedeflemislerdir. /n vitro sartlarda MS ortamina
farkli dozlarda (0, 0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 M) sorbitol ve (0.000, 0.003, 0.006, 0.009,
0.012 M) polietilen glikol (PEG) ilave edilerek siirgiin ve kok biyiimeleri
incelenmistir. Tlim genotiplerde sorbitol konsantrasyonundaki artigla birlikte bitki
boyu azaldi. Tiim genotiplerde 0.3 M ve 0.4 M sorbitol igeren ortamlarda siirgiin
biiylimesi ¢ok az olmustur. Arastiricilar, 0.2 M sorbitol ve 0.003 M PEG uygulanmig
IWA-1, IWA-3 ve IWA-5 genotiplerindeki kdk uzunlugu, kok hacmi ve kok-kuru
agirliginin daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Denemede patatesin kisitli su-stresi
sartlarinda in vitro taranmasinin, arazi kosullarinda beklenen kok kiitle iiretimine
yonelik genotipleri etkili bir bicimde belirlemek amaciyla, bir sistem saglayabilecegi

neticesine varilmistir.

Hassan ve Bekheet (2008) ozmotik stres ortaminin, in Vitro yetistirilen ¢ilek
kiiltiirlerinin orta vadeli depolanmasi iizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. MS
ortamima (0.1, 0.2 ve 0.4 M) mannitol ve sorbitol ilave edilerek ozmotik stres
olusturulmus, hayatta kalma ytizdesi (%), siirgiin sayisi ve eksplant bagina kok sayisi
4, 6, 10, 14 ve 15 aylik depolamadan sonra incelenmistir. En yiiksek hayatta kalma
yiizdesi 0.2 M sorbitol ortaminda gozlenirken, siirgiin sayis1 10 aylik depolamadan
sonra artmustir. Siirglin  lizerindeki kok sayist 0.1 ve 0.2 M sorbitol
konsantrasyonlarinda gozlenmistir ve tim diger uygulamalarda ise siirgiin lizerinde

kokler gozlenmemistir.

Abu-Romman (2010), hiyar (Cucumis sativus L.) tohumlarina in vitro
kosullarda MS ortamina (0, 25, 50, 75 ve 100 mM) sorbitol ilavesiyle ozmotik stres
olusturulmus ve kallus biiylimesi, bitki canliligi, bitki yas ve kuru agirliklari
incelenmigtir. Kallus biiylimesi, canliligi, taze ve kuru agirhigi yiiksek sorbitol
seviyelerinde 6nemli dl¢lide azalmistir. Taze agirlikta ve nispi bliyiimede 75 mM' ye
kadar her artis i¢in 6nemli diistisler gozlemlenmistir. En az kallus kuru agirligi 75 ve
100 mM sorbitol konsantrasyonunda gozlenmis olup, kontrol, 25 mM ve 50 mM

konsantrasyonlarinda kallus agirlig1 degismemistir.



Sorkheh ve ark., (2010) 8 yerli iran bademi tiiriinii ‘Euamygdalus’ (Prunus
communis, Prunus eleagnifolia, Prunus orientalis); ‘Lycioides’ (Prunus lycioides,
Prunus reuteri); ‘Spartioides’ (Prunus arabica, Prunus glauca, Prunus scoparia) in
vitro kosullarda sorbitol ve polictilenglikol kullanarak kuraklik toleransi agisindan
degerlendirmislerdir. Arastiricilar tiirler bazinda "Spartioides" den gelen yabani
tirlerin "Lycioides" ve "Euamygdalus" dan gelen tiirlere gore kurakliktan daha az
etkilendigini belirlemislerdir. Ayrica ayni su potansiyelinde, sorbitoliin PEG'den
daha diisiik yan etkilere sahip oldugu gozlenmistir. 0.2 M sorbitol ve 0.003 M PEG
ilave edilen ortamda yetisen 'Spartioides', toplam kok uzunlugu ve kék hacminin yani
sira, 'Lycioides' ve 'Euamygdalus'in koklerinden 6nemli Olglide daha fazla kok

liretmistir.

Albiski ve ark., (2012) on sekiz patates ¢esidinin (Solanum tuberosum L.) in
vitro kosullarda siirgiin ve kok gelisimi Olgiilerek kuraklik toleransi agisindan
taramiglardir. MS besin ortamina %2, %4, %6, %8 ve %10 sorbitol ekleyerek
kuraklik stresi olusturulmustur. Kiiltiirdeki kuraklik stresi bitki biiylimesini olumsuz
yonde etkilerken ortamin su potansiyeli sorbitol ilavesiyle azalmistir. Kuraklik
stresine bagli olarak bitki boyu, govde kalinligi, yaprak alani, yaprak sayisi, kok
sayisi, kok uzunlugu, kok kalinhigi, bitki yas ve kuru agirliklar ile bitki su igerigi

azalmistir.

Karimi ve ark., (2012) yar1 kurak ve kurak kosullarda 5 badem cesidi ve bir
hibrit anacin (GF 677) in vitro kosullarda kurakliga dayanimini incelemislerdir. 3
farkli dozda PEG 6000 ile olusturulan kuraklik stresiyle, bitkilerin bitki biliylime
endeksleri, yaprak oransal su icerigi (RWC), toplam klorofil ve yanal siirgiin sayis1
gibi 6zellikleri incelenmistir. Incelenen kriterlerin kuraklik siddetinin artmasiyla,
kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Ote yandan kuraklik stresi
altinda prolin konsantrasyonu ve lateral siirglin sayis1 6nemli Ol¢iide artmustir.
Eksplantlarda prolin birikiminin, badem kuraklik stresine genel bir tepkisi oldugu
bulunmustur. Sonuglar, kurakliga dayanikli badem genotiplerinin in vitro

denemelerde taranabilecegini gostermistir.

Placide ve ark., (2012) kurakliga dayanikli muz (Musa sp.) cesitlerini segmek

amaciyla in vitro’da yapay kuraklik stresi olusturmuslardir. Williams, Popoulou,



Obino I'Ewai, Lep Chang Kut, Mbwazirume (kurakliga duyarli)) ve Cachaco
(kurakliga toleransli) muz ¢esitleri, 0.09 M sukroz, 0.09 M sorbitol, 0.09 M sukroz +
0.1 M sorbitol, 0.09 M sukroz + 0.2 M sorbitol, 0.09 M sukroz + 0.3 M sorbitol, 0.09
M sukroz + 0.4 M sorbitol, 0.09 M sukroz + 0.5 M sorbitol konsantrasyonlari ilave
edilerek MS sivi ortaminda yetistirilmistir. Ozmotik stres nedeniyle bitki
biliylimesinde en az etkilenme Cachaco gosterirken en fazla olumsuz etkilenme ise
Mbwazirume ¢esidinde belirlemislerdir. Ortamda 0.1 ila 0.5 M sorbitol tarafindan
ilave edilen farkli ozmotik stres seviyelerinin arastirilmast ve bunlarin muz
bitkiciklerinin biiylimesi {izerindeki etkilerine bakildiginda, 0.2 M sorbitol
konsantrasyonunun farkli bliylime parametrelerini ortaya ¢ikarmak igin en yiiksek
konsantrasyon oldugunu kanitlamislardir. Arastiricilar tiim muz ¢esitlerinin sorbitol
kaynakli ozmotik stresden etkilendigini, ancak duyarlilik derecesinin farkli oldugunu
gozlemlemislerdir. Cogu biiyiime parametresi icin Cachaco en diisilk azalmay1
gosterirken, Mbwazirume ozmotik stres nedeniyle en yiiksek azalmay1 gostermistir.
Williams ve Lep Chang Kut cesitleri, Cachaco'dan sonra bir diizeyde kurakliga
tolerans gostermistir. Ardindan Obino I'Ewai dordiincii siray1 alirken, Popoulou
besinci sirayr almistir. Mbwazirume, degerlendirilen birgok biiylime parametresinde
yiiksek azalma ile sorbitol kaynakli ozmotik stres toleransinda son sirada yer
almigtir. Bu ¢alismadan, kurakliga dayanikli muz gesitlerini belirlemek igin in vitro
bir teknik gelistirmisler ve Cachaco ve Lep Chang Kut'un kurakliga toleransini ve
Mbwazirume'nin kurakliga duyarhiligini kanitlanmiglardir. Toplam yas ve kuru
agirlik, yeni yaprak sayisi ve yaprak alanini, in vitro kosullarda kurakliga dayanikli
muz g¢esitlerinin  belirlenmesi  i¢gin  uygun biliylime parametreleri olarak
belirlemislerdir. Arastiricilar sorbitoliin, in vitro muz bitkisi yetistiriciliginde iyi bir
bir enerji kaynagi olmadigint ve ndtr bir ozmotik indiikleyici olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Danial ve ark., (2014) MM 106 elma anaci (Malus domestica Borkh.) ve
armut (Pyrus calleryana)’dan alinan explantlart MS ortaminda kiiltiire almislardir.
Polietilen glikol konsantrasyonun (PEG 6000) dort farkli dozunun (% 0.0, %2, %4,
%06) ortama eklenmesiyle kuraklik stresi olusturulmustur. %4 ve %6 dozunda daha
siddetli olmakla birlikte silirglin sayisinda ve siirgiin uzunlugunda azalma oldugu

tespit edilmistir.



Bundig ve ark., (2017) in vivo ve in vitro kosullarda on sekiz patates
genotipini (Eurobravo, Euroflora, Euronova, Euroresa, Eurostarch, Heidrun, Jasia,
Kiebitz, Kolibri, Kormoran, Lambada, Maxi, Priamos, Ramses, Sibu, Tomba, Topas,
Verdi) ve iki yabani tiiriinii (S. tarijense, S. chacoense) kuraklik toleransi bakimindan
degerlendirmislerdir. Arastiricilar MS ortamina sorbitol ilavesiz ve 0.2 M sorbitol
ilave ederek kuraklik stresi olusturmuslardir. /n vitro kosullarda her genotipte ve
yabani tiirde bitki biiylimesi, kok yas ve kuru agirligi ve siirgiin bliylimesi azalmistir.
Kuru agirlikta en fazla azalma yabani tiirlere kiyasla, genotiplerde meydana
gelmistir. Bununla birlikte, her iki kosulda da en toleransli genotip ‘Maxi’ve en

hassas genotipin ‘Eurobravo’ oldugu bildirilmistir.

Gelmesa ve ark., (2017) in vitro kosullarda ozmotik stres toleransi igin farkli
patates genotiplerini degerlendirmek ve kurakliga toleranshi genotipleri tanimlamak
icin kiiltiir ortaminda iki konsantrasyonda (0.1 ve 0.2 M) sorbitol kullanarak ozmotik
stresin  uyarilmasint  saglamiglardir. Toleransli genotipte her iki sorbitol
konsantrasyonunda da kok ve slirgiin biiylimesi onemli 0Olgiide etkilenmezken,

duyarli genotipde kok ve siirgiin bliylimesi dnemli 6l¢iide olumsuz etkilenmistir.

Kietkowska (2017), in vitro’da kiiltiire alinmis soganda (Allium cepa L.)
cesitli sorbitol konsantrasyonlarinin (100, 200 ve 360 mM) ve NaCl'nin (100, 200 ve
300 mM) kok meristem hiicreleri tizerindeki etkilerini incelemistir. Her iki kok
meristem hiicredeki ¢ekirdek hacminin ve kesit alaninin ozmotik stres altinda
azaldigmmi gozlemlemistir. Arastirici, NaCl (200 mM) ve sorbitol (360 mM),

konsantrasyonlarinda ise mitodepresif etkiler gdzlendigi belirtmistir.

Marssaro ve ark., (2017) in vitro sartlarda kurakliga toleransli muz
genotiplerini (Musa sp.) segmek amaciyla BRS Tropical ve Prata Ana gesitlerini
incelemislerdir. Arastiricilar MS ortamina 15, 30, 45 ve 60 g L™t PEG6000 ve 18.2,
36.4, 54.6 ve 72.8 g L sorbitol ilave ederek kuraklik stresi olusturmuslardir.
Sorbitol ve PEG konsantrasyonlarinin biiyiimeyi durduramadigi, ancak kontrol ile
karsilagtirildiginda diisiik bir biiylime sergiledigi ve PEG iginde yetistirilen ¢esitlerin
sorbitol icinde yetistirilenlerden daha fazla bir azalma gosterdigi gozlemlenmistir.
Ayrica, in vitro su stresi simiilasyonu igin en iyi konsantrasyonlarin 15 g L PEG ve

36.4 g L sorbitol oldugu bildirilmistir.



Simgek ve ark., (2018) Troyer sitranji ve C-35 sitranji turunggil anaglarini
kullanmislardir. Bu anaglara ait tohumlar ¢imlendirildikten sonra in vitro kosullarda
5 farkli dozda PEG 8000 (%0, 1, 2, 4 ve 6) kuraklik stresine maruz birakilarak
¢ogalma performanslar1 ve kurakliga karsi verdikleri reaksiyon belirlenmistir. Her iki
anacinda verdikleri tepkilere bakildiginda artan PEG konsantrasyonlarinda yasamlari
ve cogalmalarma devam ettirdikleri ancak, performanslarinin artan doza gore

geriledigi tespit edilmistir.

Mese ve Tangolar (2019), Kober 5 BB (kurakliga hassas), 110 R (kurakliga
dayanikli) ve 1103 P (kurakliga orta dayanikli) anaglari kullanilarak, in vitro
kosullarda kurakliga dayanimin erken belirlenmesi icin uygun Polietilen Glikol
(PEG) dozunun belirlenmesi hedeflenmistir. Siirgiinlerden alinan bogumlar in vitro
sartlarda 1 mg/L BA iceren Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiire alinmis ve
sonrasinda bu bogumlardan elde edilen siirgiinler yapay kuraklik stresi olusturmak
amactyla %0, %2.5, %5.0, %7.5 ve %10.0 oraninda PEG ilave edilmis 1 mg/L. IBA
iceren MS ortamina transfer edilmistir. Alt1 haftalik kiiltiir sonunda siirgiinlerin zarar
derecesi, bitki boyu, bogum sayisi, ortalama kok uzunlugu ve kok sayist, bitki yas ve
kuru agirhigl, kok yas ve kuru agirhigi, klorofil miktart ve bitki besin elementi
igerikleri gibi fizyolojik paremetreler incelenmistir. Artan PEG dozlariyla birlikte
zarar derecesinin artt181, biiyiime ve gelismenin geriledigi, bitki yas ve kuru agirlhigi
ile kok yas ve kuru agirhginin azaldigr belirlenmistir. Bitki boyunun, kontrol
uygulamasinda 6.5 cm iken %7.5 ve %10PEG’ de 1.7 cm olarak tespit edilmistir.
Kontrol bitkilerine kiyasla bitki yas ve kuru agirligi (sirastyla, 0.257 ve 0.042 g) ile
kok yas ve kuru agirligi (sirasiyla, 0.218 ve 0.023 g) PEG dozlarindan daha yiiksek
cikmistir.  Klorofil miktarmin ise artan PEG dozuyla birlikte azaldigim
gbozlemlemislerdir. Besin elementi iceriklerine bakildiginda ise, farkli PEG
uygulamalarinda, P, K ve Ca ile Mn ve Cu element degerlerinin kontrol bitkilerine
kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir. Arastirma sonucunda, asma anaglarinda
kuraga dayanimin in vitro sartlarda erken belirlenmesi amaciyla PEG’in 6zellikle
%2.5 ve %5.0 dozlan ile, siirgiin ve kok ozelliklerinin kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir.

Gegene (2020) in vitro kosullarda kuraklik stres toleransinin ‘Balik¢1 Siyahi’®
tiziim tipinde (Vitis labrusca L.) PEG kullarak degerlendirilmesini amaglamistir.
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Bunun i¢in Murashige and Skoog (MS) besin ortami igerisine 5 farkli Polietilen
Glikol (PEG) dozu (%0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0) ilave edilerek yapay kuraklik stresi
olusturulmustur. Bitki canlilig1 (%), siirgiin uzunlugu (cm), siirgiin bogum sayisi (n),
siirgtindeki yaprak sayisi (n), klorofil miktari, siirgiin yas agirligi (g), siirglin kuru
agirhgr (g), yaprak taze ve kuru agirligi (g), hiicre zari zararlanma oranmi (%),
zararlanma derecesi, siirgiin tolerans orani, yaprak turgor agirligi (g), eksplant
oransal su kapsami (%), iyon akist (%), kok sayis1 (n), kok uzunlugu (cm), kok yas
ve kuru agirhigr (g) parametreleri incelenmistir. Sonuglara bakildiginda PEG
dozlariin artmasiyla birlikte bitki canliligir (%), siirglin uzunlugu (cm), siirgiin
bogum sayisi (n), siirgiindeki yaprak sayisi (n), klorofil miktari, siirgiin yas agirligi
(g), stirgiin kuru agirlhigt (g), kok sayisi, kok uzunlugu, kék yas ve kuru agirliginin
azaldigi, hiicre zar1 zararlanma oraninin, iyon akisinin, zarar derecesinin ise arttig
gozlemlenmistir. En fazla zararlanmanin %4.5 ve %6.0 PEG igeren besin

ortamlarinda oldugu, bitki biiytimesinin azaldig tespit edilmistir.

M. Harun-Or-Rashid ve ark., (2021) yerli ve yabanci olmak iizere 16 patates
genotipinin (Yerli; Ausha, Chollisha, Dohazari, Jamalu, Lalpakri, Patnai, Sadaguti,
Sheelbilati, Sindurkouta, Surjamukhi), (Yabanci; Arun, Asterix, Cardinal, Courage,
Diamant, ve Granola) stres toleransi1 6zellik indeksi (STTI), temel bilesen analizi
(PCA) ve kiimeleme analizi (CA) kullanilarak morfofizyolojik 6zellikler araciligiyla
kuraklik toleransinin belirlenmesi amaglanmistir. Alt1 farkli sorbitol konsantrasyonu
[kontrol= 0 (sorbitol olmayan), %2, %4, %6, %8 ve %10] ile takviye edilmis MS
ortaminda, 4 tekerriirlii olmak tizere kiiltiire alinmistirSonuglara bakildiginda, temel
bilesen analizi i¢in, Arun, Granola, Surjomukhi, Sheelbilati, Jamalu, Chollisha,
Patnai ve Dohazari cesitleri kurakliga tolerans ac¢isindan nispeten daha yiiksek
degerler gostermistir. Kiimeleme analizi i¢in ise Arun, Granola ve Surjomukhi
cesitleri kurakliga karsi yiiksek tolerans gostermistir. Test edilen genotiplerde
sorbitol uygulamasina bagli olarak siirglin uzunlugu ve kalinligi, yaprak ve kok
sayisi, kok uzunluk ve kalinligi, yas ve kuru agirlik ve su igeriginin azaldigi
goriilmiistiir. Bu calismayla bitki yetistiricileri ve biyoteknologlarin kurakliga
egilimli bolgelerde patates tohumlarmin/yumrularinin seri iiretimini gelistirmelerine

yardimc1 olunmasi amaglanmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma 2021 vejetasyon doneminde Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Bahge Bitkileri Boliimiinde yer alan Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

Calismada Ordu Universitesi Bahge Bitkileri Béliimii Uygulama ve Arastirma
bagindan temin edilen kokulu tiziimiin (Balik¢1 Siyahi iiziim tipinde) aktif biiyiime
donemindeki siirgiinlerinden alinan tek bogum igeren 2-3 cm uzunlugundaki mikro
gelikleri kullanilmistir (Sekil 3.1). Calismada kullanilan kokulu {iziim tipinin genel
ozellikleri asagida belirtilmistir.

3.1.1 Balikex Siyahi (Vitis labrusca L.)

Balik¢1 Siyahi iiziim tipi, Rhamnales takimi, Vitaceae familyasi, Vitoideae alt
familyasi, Vitis cinsi igerisinde bulunmakta ve Amerikan kokenli tiirler arasinda yer
almaktadir (Celik, 2007). Balik¢1 Siyahi tiziim tipinin (Vitis labrusca L.) tane
sekilleri yuvarlak olup, kiiclik veya orta biiyiikliikte ve parlak-siyah renktedir. Ayrica
yogun bir pus tabakasi ile Ortiiliidiirler. Dig kabugu oldukga kalin olup igerisinde
yaklagik 1-5 adet ¢ekirdek bulundurmaktadir. Buna ilaven, dalli silindirik formdaki
salkimlar1 ise kii¢iik ve olduk¢a dolgun yapilidir. Bu {iziim ¢esidinin tadi ise cilek
aromahdir (Celik, 2006). Ulkemizde ise kokulu iiziimler, Dogu Karadeniz

Bolgesinde dogal olarak yetismektedir (Celik, 2007).

Sekil 3.1 Balik¢ Siyah1 Uziim Tipinin Mikro Celik Goriiniimii.
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3.2. Yontem

3.2.1. Kullamilan Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu
Calismada kullanilan bisturi, pens, kurutma kagitlar1 ve deney tiiplerinin (15
cm x 2.5 cm), sterilizasyonlar1 1.05 atm basing altinda 121°C’de ki otoklavda 15

dakika tutularak saglanmistir.

3.2.2 Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Aragtirmada mikro geliklerin siirmesini saglamak amaciyla, MS temel besin
ortami (Cizelge 3.1) ve biiylime diizenleyici olarak 1 mg/l BA (Benzil Adenin)
kullanilmistir. Siirgiin koklendirme ve kuraklik stresi olusturma asamasinda ise 1

mg/l IBA (Indole -3-butirik asit) kullanilmistir.

Besin ortaminin hazirlanmasinda, bir miktar saf su igerisine 30 g sukroz ilave
edilmis ve balik yardimiyla eritilmistir. Daha sonra toz haldeki hazir temel MS
ortami (Murashige Skoog, 1962, M5519, SIGMA) ve myo-inositol ve bitki biiyiime
diizenleyici (BA) ilave edildikten sonra saf su ile hacim tamamlama islemi yapilmus,
besin ortaminin pH’ s1, 0.1 N HCI ve 0.1 N KOH kullanilarak 5.8 e ayarlanmistir.
Ortama katilastict olarak ise 8 g/L agar ilave edilmis ve kaynatilmistir (Sekil 3.2).

Ortam seffaflagip kaynadiktan sonra, deney tiiplerine yaklagik 10 ml olacak
sekilde esit miktarda dagitilmis ve tiiplerin kapaklar1 kapatilmistir. Sonrasinda hazirlanan
ortamlarin sterilizasyonlar1 1.05 atm basing altinda ve 121°C’deki otoklavda 15 dakika
tutularak saglanmistir. Sterilizasyonlar1 gergeklestirilen ortamlar sonrasinda steril kabin

igine transfer edilmistir.

Yapay kuraklik stresi olusturmak amaciylal mg/l IBA iceren hazir MS besin
ortamina 5 farkli dozda sorbitol (0, 0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 M) ilave edilmistir.
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Sekil 3.2 Ortam Hazirlik Asamalarindan Goriiniim

Cizelge 3.1 MS temel besin ortaminin igerigi (Murashige ve Skoog, 1962)

Bilesik Standart ortam konsantrasyonu (mg/l)
Makro Elementler (x10)

CaCl2.2H.0 440
KNO3 1900
NHsNOs 1650
KH2PO4 170
MgSO47H.0 370
Mikro Elementler (x 100)

MnS0O4.4H20 22.3
H3BOs 6.2
ZnS04.7H,0 8.6
Na:Mo004.2H,0 0.25
CuS04.5H20 0.025
KI 0.83
CoCl..6H20 0.025
Na;EDTA.2H,0 37.3
FeS04.7H.0 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/l) 30
Agar (g/l) 8
pH 5.8
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3.2.3 Bitki Materyalinin Hazirhg: ve Kiiltiire Alinmasi

Balik¢i  Siyahi iiziim tipinden alinan mikro c¢elikler doku kiiltiirti
laboratuvarina getirilmistir. Saglikli bir sterilizasyon amaciyla yaprak kisimlar
c¢ikartilan mikro ¢eliklerin, bitki kaynakli enfeksiyonlarin azaltilmasi amaciyla yiizey
sterilizasyonu i¢in, farkli doz ve siirelerde ticari camasir suyu yardimiyla bir 6n
deneme kurulmustur. Bunun i¢in mikro gelikler 1) %20 ticari ¢amasir suyu iginde 10
dakika, 2) %20 ticari camasir suyu i¢inde 15 dakika, 3) %20 ticari ¢amasir suyu
icinde 20 dakika, 4) %15 ticari camasir suyu icinde 10 dakika, 5) %15 ticari camasir
suyu icinde 15 dakika, 6) %15 ticari ¢gamasir suyu i¢inde 20 dakika bekletilmistir.

On sterilizasyon denemesi sonucunda %20 ticari ¢amasir suyu ve 20 dakika
yiizey sterilizasyon siiresinin uygun olduguna karar verilmis ve hazirlanan ylizey
sterilizasyon ¢ozeltisine 1-2 damla Tween 20 bulunduran ¢ozelti iginde 20 dakika
tutularak yiizey sterilizasyonlar1 saglanmis ve ardindan steril kabin i¢inde steril saf su

ile 3 defa calkalanmustir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Mikro Celiklerin Yiizey Sterilizasyonuna Ait Goriiniim

Sterilizasyonu yapilan bogumlarin, alt tarafta 1.5 cm kalacak sekilde
bogumun hemen iizerinden kesilmistir. Hazirlanan eksplantlar steril kabin i¢inde 1
mg/l BA ilave edilmis MS besin ortamina dikilerek, tiiplerin kapaklar1 kapatilip

agizlart streg film ile sarilmig ve iklimlendirme odasina alinmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Eksplantlarin Kiiltiire Alinmasindan Goriiniim
Ortalama 3 hafta sonrasinda eksplantlarda yer alan bogumun siirmesiyle
olusan siirgiinler eksplantlardan kesilip ¢ikarilmistir. Koklendirilmesi ve kurakliga
kars1 olan tepkilerinin incelenmesi amaciyla 1 mg/l IBA ve farkli sorbitol dozlarini
(0,0.1,0.2,0.3ve 0.4 M) igeren MS besin ortamina transfer edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Bogumlardan Olusan Siirgiinlerin Kéklendirme Ortamlarina
Transfer Edilmesi

3.2.4 Kiiltiir Kosullar

Bitkilerin dikim isleminin tamamlanmasinin ardindan, sicakligi 25+2 °C,
fotoperyodu 16 saat aydinlik 8 saat karanlik olacak sekilde ve 1siklanmas1 3000-4000
liks siddetinde olan beyaz floresan lambalarin bulundugu biiyiitme odalarinda

tutulmustur.

3.3 incelenen Ozellikler
Eksplantlardan ~ siirgiin = olusumu ve ardindan olusan siirgiinlerin
koklendirilmesi ve kurakliga karsi verdikleri tepkilerin gozlemlenmesi amaciyla

olusturulan denemede baz1 6zellikler incelenmistir.
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3.3.1 Bitki Canlihigi (%)
In vitro kosullarda farkli dozlarda sorbitol uygulamasi yapilmis olan
bitkilerden canli kalanlarin sayisi toplam bitki sayisina boliiniip 100 ile ¢arpilmasiyla

elde edilmis ve ‘%’ ile gosterilmistir.

3.3.2 Siirgiin Uzunlugu (cm)
Farkli dozda sorbitol dozlar1 uygulanan bitkilerde uygulama sonrasi
olusturduklart siirglinler cetvel yardimi ile Olgiilmiis ve ‘cm’ cinsinden

degerlendirilmistir.

3.3.3 Siirgiin Yas Agirhg (g)
Farkli dozda sorbitol dozlar1 uygulanan bitkilerin uygulama sonrasi
olusturduklart siirglinler +£0.001 g duyarliliktaki hassas terazi yardimiyla gram

cinsinden siirgiin yas agirliklar1 belirlenmistir.

3.3.4 Siirgiin Kuru Agirhg (g)
Sitirgiin  yas agirligi belirlenen siirglinler, etiivde 65 °C de 72 saat
kurutulduktan sonra £0.001 g duyarliliktaki hassas terazi yardimiyla gram cinsinden

stirgiin kuru agirliklar belirlenmistir.

3.3.5 Siirgiindeki Bogum Sayisi (adet)
Farkli dozda sorbitol uygulanan bitkiciklerin bogum sayisi adet olarak

belirlenmistir.

3.3.6 Siirgiindeki Yaprak Sayisi (adet)
Farkli dozda sorbitol uygulanan bitkiciklerin bulundurdugu yapraklar adet

olarak belirlenmistir.

3.3.7 Yaprak Taze Agirhg: (g)
Sorbitol uygulamasi sonrasinda bitkiciklerin ortamdan ¢ikarilmasi esnasinda
her bitkicigin tasidig1 yapragin taze agirliklart £0.001 g duyarliliktaki hassas terazi

yardimiyla tartilmig ve gram cinsinden belirlenmistir.

3.3.8 Yaprak Kuru Agirhg (g)
Yas agirliklar1 belirlenen yapraklarin kuru agirliklart 65°C ye ayarlanmig
etiivde 24 saat tutulup kurutulmasi sonrasinda + 0.001 g duyarliktaki hassas terazi

yardimiyla gram cinsinden belirlenmistir.
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3.3.9 Yaprak Turgor Agirhklar:

Uygulama sonrasi1 bitkiciklerden alinan yaprak ornekleri 6 saat saf su

icerisinde bekletilerek turgor agirliklar: saptanmuistir.

3.3.10 Klorofil igerigi (SPAD)
Yaprak orneklerinde klorofil tayini bir klorofilmetre (SPAD-502, Konica

Minolta Sensing, Inc., Tokyo, Japan) yardimiyla belirlenmistir.

3.3.11 Zararlanma Derecesi (1-4)
Zararlanma derecesinin belirlenmesinde asagidaki skala kullanilmistir.

(Sivritepe ve ark., 2008) (Sekil 3.6).
1: Zararlanmanin olmadigi bitkiler
2: Siirgiin ucu ve yaprak kenarlarinda yaniklik ve kurumalarin oldugu bitkiler

3: Yapragin tamami ve gévdenin bir kisminda olusan nekrozlarin bulundugu bitkiler

— 3 -

4: Oli bitkiler.

2 3 4

Sekil 3.6 Bitki Zararlanma Derecesi Skalasindan Goriiniim

3.3.12 Siirgiin Tolerans oram (TO)
Calismada kullanilan kokulu {izim tipinin kuraklik stresine olan toleransi
asagida belirtilen formiile gore siirglin kuru agirligi bazinda her sorbitol dozu igin

ayr1 ayr1 hesaplanmistir.
TO: Tx/To

Tx: Belli konsantrasyonda sorbitol uygulanmis bitkiciklerin siirgiin kuru agirliklar
(9)

To: Sorbitol uygulanmamais bitkiciklerin siirgiin kuru agirliklari (g)
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3.3.13 iyon akis1 (%)

Uygulamalardan 6 hafta sonra alinan 0.3 g’lik esit pargalara ayrilmis yaprak
ornekleri 25 mmx150 mm’lik cam tiiplere konulup {izerine 15 ml saf su ilave
edilmistir. Hazirlanan Ornekler calkalayicida 24 saat 100 rpm’de calkalanmistir.
Inkiibasyon sonrasinda EC metre kullanilarak soliisyonun elektriksel iletkenligi
(EC1) Olglilmiistir. Daha sonra ayni Ornekler 115°C’de 10 dakika siireyle
otoklavlanmstir. Ornekler 24 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra soliisyonun
elektriksel iletkenlik (EC2) degeri tekrar Olglilmiistiir. Yapraklardaki iyon akisi
EC1/EC2x100 olarak hesaplanip % olarak ifade edilmistir. (Ozden ve ark., 2009)
(Sekil 3.7)

u D@ V i : LS
Sekil 3.7 Iyon Akisinin Belirlenme Asamasindan Bir Goriiniim

3.3.14 Hiicre zar zararlanma oram (HZZO, %)

Hiicre zar1 zararlanma oram1 iyon akisinda elde edilen aymi veriler
kullanilarak asagidaki formiile gére hesaplanmistir (Dlugokecka ve Kacperska-
Palacz, 1978; Fan ve Blake, 1994).

HZZO (%) = [1- (1- EC1 = EC2) + (1 -EC* 1 = EC % 2) X 100] (1.1)

EC : Kontrol 6rneklerinin elektriksel iletkenligi, ps/ms),
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3.3.15 Eksplant oransal su kapsam (%)

Yamasaki ve Dillenburg (1999)’a gore saptanmistir. Yaprak orneklerinin
oransal su kapsamlari; taze agirliklart (YA), 6 saat saf su igerisinde bekletilerek
saptanan turgor agirliklar1 (TA) ve 80°C sicaklikta 24 saat bekletme sonunda
saptanan kuru agirliklart (KA) dikkate alinarak asagidaki formiil kullanilarak %

olarak bulunmustur.
YOSK (%): [(YA - KA) + (TA-KA) x 100] (2.1)

3.4 Istatiksel Analiz
Deneme 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 9’ar eksplant bulunduran tesadiifi

parseller deneme desenine gore planlanmistir. Denemede uygulamalarin etkinligi i¢in
varyans analizi %5 onem 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
Biiylime ve gelisme parametrelerine ait bulgular Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2’

de gosterilmistir.

4.1.1 Bitki Canhihg: (%0)

Balik¢1 Siyahi iiziim tipine uygulanan farkli sorbitol konsantrasyonlarinin, in
vitro kosullarda bitki canlilig1 iizerine etkisi istatistiki agidan 6nemli bulunmustur.
Cizelge 4.1 incelendiginde en yiiksek canlilik orani %90°lik degerle %0 (Kontrol)
Sorbitol, %0.1 Sorbitol ve %0.2 Sorbitol konsantrasyonlarinda oldugu belirlenmistir.
%0.4 Sorbitol konsantrasyonu ise % 65.5’lik degerle en diisiik bitki canlilik oranini

saglamistir (Sekil 4.1).

Aragtirmada artan sorbitol konsantrasyonuna dayali bitki canlilik oraninda
azalma gozlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen bitki canlilik orani bulgular1 Hassan
ve Bekheet (2008), Abu-Romman (2010), Gegene (2020) ve Karimi ve ark.,
(2012)’nin arastirma bulgulariyla desteklenmektedir.

90 90 90
832

e e
[——]

65,5

Bitki Canlilig1 (%)
_ W oA &
o o @ o @ @ @

[—]

0M 0.1 M 0.2M 0.3 M 0.4 M
SorbitolDozu

Sekil 4.1 Farkli Sorbitol Dozlarinin Balik¢r Siyahi Uziim Tipinin Bitki
Canlilig1 Uzerine Etkisi
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4.1.2 Siirgiin Uzunlugu (cm)

Farkli dozlardaki sorbitol uygulamasinin in vitro sartlarda Balik¢1 Siyahi
liziim tipinde siirgiin uzunluguna olan etkisi Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2° de
gosterilmistir. Cizelge incelendiginde farkli sorbitol konsantrasyonlarinin siirgiin
uzamasinda istatistiki olarak 6nemli oldugu saptanmistir. En yiiksek siirgiin uzunlugu
3 cm degeri ile %0 sorbitol uygulamasinda, en diisiik siirgiin uzunlugu ise 1 cm

degeri %0.4 sorbitol uygulamasinda belirlenmistir.

Albiski ve ark., (2012) on sekiz patates g¢esidinde (Solanum tuberosum L.)
sorbitol ilavesiyle olusturulan kuraklik stresinin artmasiyla birlikte siirgiin
uzunlugunda azalma oldugunu saptamislardir. Gopal ve lwama (2007) 3 farkli
patates genotiplerinin kurakliga dayanimini saptamak i¢in yaptiklar1 ¢alismada, tiim
genotiplerde sorbitol konsantrasyonundaki artigla birlikte bitki boyu azaldiginm
belirlemiglerdir. Danial ve ark., (2014) MM 106 elma anacinda PEG 6000 (%0, %2,
%4, %6) ilavesiyle olusturduklart kuraklik stresinde %4 ve %6 dozunda daha siddetli
olmakla birlikte siirglin sayisinda ve siirgiin uzunlugunda azalma oldugunu tespit
etmiglerdir. Gelmesa ve ark., (2017) patates genotiplerini degerlendirmek ve
kurakliga toleransli genotipleri tanimlamak igin yaptiklart caligmada kontrole
kiyasla, 0.1 ve 0.2 M sorbitol dozlarinda siirglin uzunlugunun daha diisiik oldugunu
saptamiglardir. Mese ve Tangolar (2019) Kober 5 BB (kurakliga hassas), 110 R
(kurakliga dayanikli) ve 1103 P (kurakliga orta dayanikli) anaclariyla in vitro
kosullarda %0, %?2.5, %5.0, %7.5 ve %10.0 oraninda PEG ilavesiyle yapay kuraklik
stresi olusturmuslardir. Incelenen parametreler arasinda yer alan bitki boyunun artan
PEG dozlarniyla birlikte azaldigi tespit edilmistir. Bitki boyunun, kontrol
uygulamasinda 6.5 cm iken %7.5 ve %10 PEG’ de 1.7 cm olarak tespit edilmistir.
Artan PEG dozlarnyla birlikte siirgiin uzunlugunun azaldig: tespit edilmistir. Bu
calismadan elde edilen artan Sorbitol dozuna bagli siirglin uzunlugu degerlerindeki

azalma yukarida belirtilen arastiricilarin sonuglariyla da desteklenmektedir.
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Sekil. 4.2 Farkli Sorbitol Dozlarinin Balik¢t Siyahi Uziim Tipinin Siirgiin
Uzunlugu Uzerine Etkisi
4.1.3 Siirgiin Yas ve Kuru Agirhg (g)

Farkli dozlardaki sorbitol uygulamalarinin siirgiin yas ve siirgiin kuru agirligt
Ozelliklerine olan etkisi istatistiki anlamda 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.1). Artan
doz uygulamalariyla birlikte siirglin yas ve kuru agirh@inda azalma oldugu
gozlenmistir. En yliksek siirgiin yas ve kuru agirligt %0 Sorbitol uygulamasinda
(0.201 g, 0.011 g sirasiyla) oldugu tespit edilmistir. En diistik siirglin yas agirligi 0.3
M ve 0.4 M sorbitol uygulamalarinda (0.103 g, 0.090 g sirasiyla) saptanmuistir.
Siirglin kuru agirliginda ise en diisikk deger 0.4 M (0.008 g) sorbitol i¢eren ortamda
tespit edilmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Albiski ve ark., (2012) on sekiz patates ¢esidinin (Solanum tuberosum L.) in
vitro kosullarda %2, 4, 6, 8 ve % 10 sorbitol ekleyerek yapay kuraklik stresi
olusturmus ve artan sorbitol dozuyla birlikte bitki yas ve kuru agirliginin azaldigini
saptamiglardir. Abu-Romman (2010) hiyar (Cucumis sativus L.) tohumlarina in vitro
kosullarda MS ortamina (0, 25, 50, 75 ve 100 mM) sorbitol ilavesiyle ozmotik stres
olusturmustur. Bitki yas ve kuru agirliklar1 yiiksek sorbitol seviyelerinde onemli
Ol¢iide azalmistir. Taze agirlikta ve nispi biiylimede 75 mM'ye kadar her artis igin
onemli disiisler gozlemlemistir. M. Harun-Or-Rashid ve ark., (2021) vyerli ve
yabanct olmak iizere 16 patates genotipinin MS ortamina 6 farkli sorbitol
konsantrasyonu (0, 2, 4, 6, 8, 10%) ilave ederek kuraklik stresi olusturmus ve bitki

yas ve kuru agirliginin artan sorbitol dozlartyla birlikte azaldigini saptamislardir.
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Belirtilen tiim bu arastirma sonuglart bu ¢alismanin siirgiin yas ve kuru agirlik

sonuclariyla paralellik géstermektedir.
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Sekil 4.3 Farkli Sorbitol Dozlarinin Balik¢r Siyahi Uziim Tipinin Siirgiin
Kuru Agirhigi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.4 Farkli Sorbitol Dozlarinin Balik¢1 Siyahi Uziim Tipinin Siirgiin Yas
Agirligi Uzerine Etkisi

4.1.4 Siirgiindeki Bogum Sayisi1 (adet)

Farkl1 dozlarda sorbitol uygulamasinin in vitro kosullarda yetistirilen Balik¢1
Siyah1 iizlim tipinin bogum sayis1 tlizerine etkisi istatistiki agidan Onemli
bulunmustur. Siirgiindeki bogum sayisinin en yiiksek ¢iktigi uygulama %0 sorbitol
dozu (2.9 adet) oldugu tespit edilmistir. %0.1 Sorbitol dozu (2.7 adet) ayn1 istatistiki
grupta bulunarak bu uygulamay1 takip etmistir. En az bogum sayisi ise %0.3 (1.6
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adet) uygulamasinda oldugu saptanmustir (Cizelge 4.1). Danial ve ark., (2014), MM
106 elma anact (Malus domestica Borkh.) ve armut (Pyrus calleryana)’dan alinan
explantlart MS ortamina farkli dozlarda PEG6000 (%0, %2, %4 ve %6) ilave ederek
kuraklik stresi olusturmuslardir. %4 ve %6 dozunda daha siddetli olmakla birlikte
stirglin sayisinda ve siirgiin uzunlugunda azalma oldugunu tespit etmislerdir. Mese ve
Tangolar (2019) ve Gegene (2020)’nin PEG kullanrak gergeklestirdikleri in vitro
kuraklik stresi olusturma calismalarinda da kurakliga bagli olarak bogum sayisinin
artan PEG dozlariyla birlikte azaldigi tespit edilmistir. Denememizden kurakliga
bagli olarak elde edilen diisik bogum sayisi verileri de belirtilen g¢alismalarla
desteklenmektedir (Sekil 4.5).
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4.1.5 Siirgiindeki Yaprak Sayisi (adet)

Farkli dozlarda sorbitol uygulamasinin in vitro kosullarda yetistirilen Balik¢1
Siyahi iiziim tipinin yaprak sayis1 iizerine etkisi istatistiki agidan énemli bulunmustur
(Cizelge 4.1). Denemede farkli dozlarda uygulanan sorbitoliin yaprak sayisi {izerine
olan etkisi bakimindan en iyi sonu¢ 0 M sorbitol uygulamasindan (2.7 adet) elde
edilmistir. 0.1 M sorbitol (2.3 adet) uygulamasinda ayni istatistiki grupta yer alarak
bu uygulamay: takip etmistir. En az yaprak sayisi ise yine ayni istatistiki grup
igerisinde yeralan 0.3 M (1.3 adet) ve 0.4 M (1.7 adet) sorbitol uygulamalarindan
elde edilmistir (Sekil 4.6). Yaprak sayisi tizerine elde edilen bulgular Albiski ve ark.,
(2012), Gegene (2020) ve M. Harun-Or-Rashid ve ark., (2021)’ nin sonuglariyla

desteklenmektedir.
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Sekil 4.6 Farkli Sorbitol Dozlarinin Balik¢1 Siyahi Uziim Tipinin Siirgiindeki
Yaprak Sayis1 Uzerine Etkisi

Cizelge 4.1 Sorbitol’lin siirgiin biiylime ve gelisimi {izerine etkisi.

Siirgiin Siirgiin

Sorbitol Bitkiv Siirgiirvn Bogum  Yaprak Klorpfil Yas Kuru

Dozu (M) Canlii@i  Uzunlugu  Sayisi Sayisi Icerigi Agrhi  Agirhg
(%) (cm) (adet) (adet) (SPAD) ©) )

oM 90.0 a 2.02 a 29a 2.7a 18.86 a 0.201a 0.011a
0.1M 90.0a 185a 2.7ab 2.3ab 1424b 0.173ab 0.010ab
02M 90.0a 141b 2.0bc 1.7 be 11.65¢c  0.138bc  0.009 ab
0.3 M 83.2a 1.26 Db 1l6¢c 13c 11.41cd 0.103c  0.009 ab
04M 65.5b 1.28b 2.0bc 1.7 bc 9.56 d 0.090c 0.008 b
LSD %5 10.1 0.35 0.7 0.8 2.07 0.050 0.002
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4.1.6 Yaprak Yas ve Kuru Agirhg (g)

Farkli dozlardaki sorbitol uygulamasinin yaprak yas ve kuru agirligina olan
etkisi Cizelge 4.2’ de incelenmistir. Cizelge 4.2 incelendiginde farkli dozlardaki
sorbitol uygulamalarinin yaprak yas ve kuru agirligi iizerine istatistiki olarak belirgin
bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir. En yiiksek yaprak yas agirligi 0.1 M (0.033 g)
sorbitol uygulamasinda, en yiiksek yaprak kuru agirligi ise 0.2 M (0.004) sorbitol
uygulamasinda gortilmiistiir. En diisiik yaprak kuru agirligina bakildiginda (0.002) 0
M, 0.1 M ve 0.3 M sorbitol uygulamalarinda bulunurken, en yiiksek yaprak kuru
agirligi ise 0.2 M (0.004)’ da bulunmustur.

4.1.7 Klorofil icerigi (SPAD)

Yapilan bu ¢aligmada farkli dozlardaki sorbitol uygulamasinin klorofil igerigi
tizerine etkisi istatistiki agidan onemli bulunmustur. Denemede sorbitol dozunun
artmasiyla birlikte klorofil miktarinda azalma oldugu tespit edilmistir. En yiiksek
SPAD degerinin 0 M sorbitol uygulamasinda 18.86 oldugu bulunurken, en diisiik
deger ise 0.4 M sorbitol uygulamasinda 9.56 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.7).
Karimi ve ark., (2012), 5 badem ¢esidi ve bir hibrit anacin (GF 677) in vitro kosullarda 3
farkli dozda PEG 6000 ilavesiyle kurakliga dayanimini inceleyen arastiricilar toplam
Klorofilin kuraklik siddetinin artmasiyla birlikte kontrol grubuna kiyasla daha disiik
oldugunu tespit etmislerdir. Gegene (2020), in vitro kosullarda kuraklik stresi
bakimindan ‘Balik¢i Siyaht’ {iziim tipinin (Vitis labrusca L.) degerlendirilmesini
amaglayan arastirmaci, Murashige and Skoog (MS) besin ortami igerisine bes farkl
Polietilen Glikol (PEG) dozu (%0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0) ilave ederek yapay kuraklik
stresi olusturmustur. Arastirmada, artan PEG dozuyla birlikte klorofil miktarinda
azalma oldugu saptanmistir. En yiiksek degerinin 19.49 ile PEG ilavesiz (kontrol)
ortamda oldugu belirlenmistir. Mese ve Tangolar (2019) Kober 5 BB (kurakliga
hassas), 110 R (kurakliga dayanikli) ve 1103 P (kurakliga orta dayanikli) anaclariyla
in vitro kosullarda %0.0, %2.5, %5.0, %7.5 ve %10.0 oraninda PEG ilavesiyle yapay
kuraklik stresi olusturmuslardir. Belirtilen arastirma sonuglarinda da belirtildigi gibi

bu caligmada da klorofil igerigi artan kurakliga baglh olarak azaldig1 saptanmistir.
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4.2 Fizyolojik Parametre Bulgular
4.2.1 Zararlanma Derecesi (1-4)

Artan dozlarda uygulanan sorbitoliin in vitro kosullarda yetistirilen Balik¢1
Siyahi {iziim tipinin bitkilerindeki zararlanma derecesi lizerine etkisi Cizelge 4.2” de
gosterilmistir.  Cizelge incelendiginde zararlanma derecesi iizerine sorbitol
uygulamalarinin etkisi istatistiki a¢idan 6nemli bulunmustur. Sorbitol dozlarinin
artmastyla birlikte zararlanma derecesi de artmigtir. 0 M (1.15 derece) uygulamasina
kiyasla 0.1 M ve 0.2 M sorbitol uygulamalarinda (1.52 derece) daha ¢ok zararlanma
tespit edilmistir. 0.3 M ve 0.4 M sorbitol dozlarinda ise sirasiyla 1.92 ve 2.22°lik
derecelerde zararlanma gozlenmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Mese ve Tangolar
(2019) Kober 5 BB (kurakliga hassas), 110 R (kurakliga dayanikli) ve 1103 P
(kurakliga orta dayanikli) anaglartyla in vitro kosullarda %0, %2.5, %5.0, %7.5 ve
%10.0 oraninda PEG ilavesiyle yapay kuraklik stresi olusturmuslardir. Incelenen
parametreler arasinda yer alan zaralanma derecesinin artan PEG dozlariyla kuraklik
artigiyla birlikte arttigi tespit edilmistir. Gegene (2020), in vitro kosullarda kuraklik
stresi  bakimindan ‘Balikgr  Siyahi” {iziim tipinin (Vitis labrusca L.)
degerlendirilmesini amaglayan aragtirmaci, Murashige and Skoog (MS) besin ortami
igerisine bes farkli Polietilen Glikol (PEG) dozu (%0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0) ilave ederek
yapay kuraklik stresi olusturmustur. PEG dozlarmin zararlanma derecesi iizerine
etkisi istatistiki acidan énemli bulunmus olup, PEG dozlarinin artmasiyla kuraklikla

birlikte zararlanma derecesinin de arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.9 Farkli Sorbitol Dozlarinin Balik¢1 Siyahi Uziim Tipinin Siirgiin Zararlanma
Derecesi Gortiniimii
4.2.2 Siirgiin Tolerans orani (TO)

Farkli dozlardaki sorbitol uygulamalarinin siirgiin tolerans oranina etkisi
istatistiki olarak onemli bulunmustur (Cizelge 4.2). Doz uygulamalariin artmasiyla
birlikte siirglin tolerans oraninda azalma oldugu saptanmistir. En yiliksek siirgiin
tolerans oran1 kontrol uygulamasinda (1.000) saptanmistir. Bunu 0.1 M ve 0.2 M
sorbitol dozlar1 (0.876 ve 0.800, sirasiyla) takip etmistir. En diisiik tolerans orani ise
0.4 M sorbitol dozunda (0.641) belirlenmistir (Sekil 4.10). Gegene (2020), in vitro
kosullarda kuraklik stresi bakimindan ‘Balik¢1 Siyahi® iiziim tipinin (Vitis labrusca
L.) degerlendirilmesini amaclayan arastirmaci, Murashige and Skoog (MS) besin
ortami icerisine bes farkli Polietilen Glikol (PEG) dozu (%0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0) ilave
ederek yapay kuraklik stresi olusturmustur. Denemede %0 PEG dozunda siirgiin
tolerans oran1 1.00 olarak tespit edilmistir. PEG dozlarinin artmasia bagli olarak

tolerans oranlarinda da diisiis tespit edilmistir.
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Sekil 4.10 Farkli Sorbitol Dozlarmin Balik¢1 Siyahi Uziim Tipinin
Siirgiin Tolerans Oram Uzerine Etkisi
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4.2.3 Yaprak Turgor Agirhg ()

Denemedeki Balik¢1 Siyahi tiztim tipine in vitro kosullarda farkli dozlardaki
sorbitol uygulamalarinin yaprak turgor agirlig1 tizerine etkisi istatistiki olarak 6nemli
bulunmamistir. Diger fizyolojik paremetrelerde saptanan doz miktarinin artisina
bagl degerlerdeki diisiis turgor agirligt igin ¢ok net belirlenmemistir. En yiiksek
yaprak turgor agirhigi 0.1 M sorbitol (0.042 g) uygulamasinda, en diisiik yaprak
turgor agirligr ise 0.3 M sorbitol (0.020) uygulamasinda tespit edilmistir (Cizelge
4.2). Yaprak turgor agirhigr iizerine elde edilen bulgular Gegene (2020)’in

sonuclariyla desteklenmektir.

Cizelge 4.2 Sorbitol’iin Baz1 Gelisim ve Fizyolojik Parametreler Uzerine Etkisi.

Yaprak - Yaprak Eksplan
Sorbitol Yaprak égri Zararlar_1ma Sirgiin Tﬁpr)ggr ora?fs)a"jl1 stj
Yas D Derecesi (1- Tolerans N
Dozu Agrhgi(g) Agirhg 2) Oram Agirhg kapsami
(9) (9) (%)

0 (Kontrol) 0.023 0.002 1.15¢ 1.000 a 0.027 144.73 a
0.1M 0.033 0.002 1.52 bc 0.876 ab 0.042 77.58 b
0.2M 0.027 0.004 1.52 bc 0.800 b 0.038 65.58 b
0.3M 0.026 0.002 1.92 ab 0.778 b 0.020 58.10 b
04M 0.029 0.003 222a 0.641c 0.039 57.41b

LSD % 5 O.D. O.D. 0.57 0.134 O.D. 20.42
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4.2.4 Tyon akis1 (%0)

Farkli dozlardaki sorbitol uygulamalarmin iyon akisi iizerine etkisi Sekil
4.11°de gosterilmistir. Diger incelenen 6zelliklerde saptanan doz miktarinin artigina
bagli degerlerdeki diisiis iyon akisi i¢in ¢ok net belirlenememistir. En yiiksek iyon
akig degeri 0.2 M sorbitol dozunda %119.8 olarak belirlenmistir. Bunu sirasiyla 0.4
M ve 0.3 M uygulamalar1 %88.4 ve %88 degerleri ile takip etmistir. En diisiik iyon
akisi ise 0.1 M uygulamasinda %58 olarak tespit edilmistir. Gegene (2020), in vitro
kosullarda kuraklik stresi bakimindan ‘Balik¢1 Siyahi’ {iziim tipinin (Vitis labrusca
L.) degerlendirilmesini amaglayan arastirmaci, Murashige and Skoog (MS) besin
ortamu igerisine bes farkli Polietilen Glikol (PEG) dozu (%0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0) ilave
ederek yapay kuraklik stresi olusturmustur. Denemesinde PEG dozunun artmasiyla
kurakliga bagh bitkilerde iyon akisi degerinde artis meydana gelmistir. En yiiksek
degerin ise %6.0 PEG uygulamasinda %69.42 olarak tespit edilmistir.
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4.2.5 Hiicre zar1 zararlanma oranm1 (HZZO, %)

Calismadaki Balik¢1 Siyahi liziim tipinin hiicre zar1 zararlanma orani {izerine
etkisi Sekil 4.12°de gosterilmistir. Daha 6nceki fizyolojik parametrelerde gézlenen
doz artisina bagli degerlerdeki diislis hiicre zari zararlanma orani i¢in ¢ok net
belirlenememistir. Bu baglamda en yiiksek hiicre zar1 zararlanma orani iyon akisi
Ozelliginin bulgularinda da go6zlendigi gibi %91.7°lik oranla 0.2 M sorbitol
uygulamasindan elde edilmistir. Bunu sirasiyla 0.1 M ve 0 M sorbitol uygulamalar1
%42.2 ve %33.6’lik oranlarla takip etmistir. En diisiik hiicre zar1 zararlanma orani ise

%11.7’lik oranla 0.4 M sorbitol dozundan elde edilmistir.

Gegene (2020), in vitro kosullarda kuraklik stresi bakimindan ‘Balik¢1 Siyaht’
tizim tipinin (Vitis labrusca L.) degerlendirilmesini amaglayan arastirmaci,
Murashige and Skoog (MS) besin ortami igerisine bes farkli Polietilen Glikol (PEG)
dozu (%0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0) ilave ederek yapay kuraklik stresi olusturmustur.
Kontrol uygulamasinda hiicre zar1 zararlanmasi goriilmemis olup, en yliksek deger

%6.0 PEG uygulamasinda %67.6 olarak saptanmaistir.
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4.2.6 Eksplant oransal su kapsam (%)

In vitro kosullarda artan dozlarda Sorbitol uygulamasinin eksplant oransal su
kapsami tizerine etkisi istatistiki a¢idan Onemli bulunmustur (Cizelge 4.2).
Denemede Sorbitol ile olusturulan yapay kuraklik stresinin artmasiyla eksplant
oransal su kapsami igeriginin azalma gosterdigi tespit edilmistir. En yiiksek eksplant
su icerigi 0 M (kontrol) uygulamasinda %144.73 olarak belirlenmistir. Diger 0.1 M,
0.2 M, 0.3 M, 0.4 M sorbitol i¢eren besin ortamlar1 (%77.58, 65.58, 58.10, 57.41)
ayni istatistiki grup igerisinde yer alarak en diisiik eksplant su igerigine neden
olmuslardir (Sekil 4.13). Albiski ve ark., (2012), on sekiz patates ¢esidinin (Solanum
tuberosum L.) in vitro kosullarda %2, 4, 6, 8 ve % 10 sorbitol ilavesiyle yapay
kuraklik stresinde ve olusturmus ve artan sorbitol dozuyla birlikte bitki su igeriginin
azaldigin1 saptamislardir. M. Harun-Or-Rashid ve ark., (2021) ise yerli ve yabanci
olmak tizere 16 patates genotipinin kurakliga olan toleranslarini belirlemek amaciyla,
MS ortamina 6 farkli sorbitol konsantrasyonu (0, 2, 4, 6, 8, 10%) ilave ederek
kuraklik stresi olusturmus ve bitki su igeriginin artan sorbitol dozlariyla birlikte
azaldigini tespit etmislerdir. Gegene (2020), in vitro kosullarda kuraklik stresi
bakimindan ‘Balik¢1r Siyahi” iiztim tipinin (Vitis labrusca L.) degerlendirilmesini
amaglayan arastirmaci, Murashige and Skoog (MS) besin ortami icerisine bes farkli
Polietilen Glikol (PEG) dozu (%0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0) ilave ederek yapay kuraklik
stresi olusturmustur. PEG dozlarinin artmasiyla eksplant oransal su igeriginde azalma
oldugu tespit edilmistir. Karimi ve ark., (2013), 5 adet badem ¢esidi ve bir hibrit
anacin (GF 677) in vitro kosullarda kurakliga dayanimini incelemek amaciyla ortama
3 farkli dozda PEG 6000 ile kuraklik stresi olusturmus ve yaprak su igeriginin artan
konsantrasyonlarda azaldigini tespit etmislerdir. Kiligarslan ve ark., (2020), kuraklik
stresinin fasulye tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada su

noksanliginda doku oransal su igeriginin azaldigini belirtmislerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Denemede, Balikg1 Siyahi tiziim tipinden (Vitis labrusca L.) elde edilen 2-3
cm uzunlugundaki mikro ¢elikler kullanilarak in vitro kosullarda yapay bir kuraklik
stresi olusturma olanagi sunan sorbitoliin hem en etkin dozunun hem de kokulu

lizimiin kuraklik stresine olan toleransinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu baglamda c¢alismada Balik¢1 Siyahi {iziim tipinden alinan mikro ¢elikler 1
mg/l BA MS besin ortaminda (Murashige Skoog, 1962) kiiltiire alinmistir. BA igeren
ortamda kiiltiire alinan eksplantlardan siiren siirgiinler koklendirme asamasinda

kuraklik stresi olusturmak amaciyla farkli sorbitol dozlari ilave edilmistir.

Bu arastirmada biiyiime, gelisme ve bazi fizyolojik parametrelerden bitki
canliligy, siirglin uzunlugu, siirgiin yas ve kuru agirligi, siirgindeki bogum sayis1 ve
yaprak sayisi, yaprak yas ve kuru agirligi, klorofil igerigi, zararlanma derecesi,
tolerans orani, iyon akisi, hiicre zar1 zararlanma orani, yaprak turgor orani, eksplantin

oransal su kapsami parametreleri incelenmistir.

Artan sorbitol dozuyla birlikte yapraklarda zararlanma ve kuruma, siirgiin ve
govdede nekrozlar goriilmiistiir. Arastirmada bitki canliligi, bitki boyu, siirgindeki
bogum sayis1 ve yaprak sayisi, siirgiin yas ve kuru agirhigi, zararlanma derecesinin
kontrol uygulamasina kiyasla sorbitol dozunun artmasina bagli olarak 6zellikle 0.3 M

ve 0.4 M sorbitol uygulamalarinda kuraklik stresinden etkilendigi saptanmistir.

Yaprak turgor agirliginda ise en yiiksek zararlanma 0.1 M sorbitol
uygulamasindan elde edilmistir. Siirgiin tolerans orani ise Kontrol uygulamasina
kiyasla 0.4 M sorbitol uygulamasinda 0.641 olarak bulunmustur. Eksplant oransal su
kapsamit ise sorbitol dozlarinin artmasiyla birlikte azalmis ve 0.1 M, 0.2 M, 0.3 M ve
0.4 M sorbitol uygulamalarinin ayni istatistiki grup igerisinde yer aldigi tespit

edilmistir.

Iyon akis1 ve hiicre zar1 zararlanma oranina bakildiginda, her iki parametrede
de diger parametrelerde gozlenen artan doz miktartyla birlikte degerlerdeki diisiis
cok net gdzlemlenmemistir. Iyon akisi ve hiicre zar1 zararlanma oraninda en yiiksek

sonuglar 0.2 M Sorbitol uygulamasindan elde edilmistir.
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Bitkilerdeki klorofil miktar1 ise, sorbitol dozunun artmasiyla birlikte kontrole
kiyasla (18.86), 0.4 M sorbitol uygulamasinda (9.56) yaklasik yari yariya diistigii
tespit edilmistir.

Deneme bulgularindan ve daha dnceki yapilan ¢alismalardan da anlasildigi
tizere kuraklik stresi, bitkilerde pek ¢ok fizyolojik ve metabolik olay1 olumsuz yonde
etkileyen ve iriin verimi ve Kkalitesini azaltan Onemli unsurlar arasinda

bulunmaktadir.

Arastirma neticesinde, Balik¢1 Siyahi iiziim tipinin kuraga dayaniminin in
vitro sartlarda onceden belirlenmesi amaciyla sorbitoliin ve bu denemede incelenen
yaprak, siirgiin ve fizyolojik bulgularin kullanilabilecegi kanisina varilmistir.
Bilhassa 0.3 M ve flizeri sorbitol igeren besin ortamlarinda bitki biiyiime ve
gelismesinin biiyiik 6lciide azalmasi sebebiyle, buna benzer arastirmalarda kullanim
icin 0.3 M ve iizeri sorbitol dozlarinin kullanilmasi1 6nerilmektedir. Bu baglamda
bitkilerde su eksikligi iiriin kayiplarina yol a¢tigindan bitki yetistiriciligi i¢cin dnemli
bir faktordiir. Bu nedenle bitkilerin kuraklik toleranslarinin artirilmasi yolunda ciddi
adimlar atilmalidir. Ayrica sorbitol ilavesiyle olusturulan yapay kuraklik stresinin,

etkin dozlarinin belirlenmesi igin in vivo kosullarda da taranmasi 6nerilmektedir.
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