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OZET

FARKLI SALISILIK iASIT DOZLARININ BAZI A“MERiKAN ASMA
ANACLARININ TUZLULUGA OLAN DAYANIMLARI UZERINE ETKILERININ
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Bu caligma, 2016 yilinda Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolumii
Arastirma ve Uygulama Serasi ile Doku Kiiltiirli laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Arastirmada
tuz stresi altinda ki (200 mM NaCl) 41 B ve 1103 P Amerikan asma anacinin tek bogumlu
mikro celikleri kullanilmistir. Arastirmada farkli dozlardaki salisilik asit uygulamastyla (0,
0.5, 1 ve 2 mM) anaglarin tuzluluga olan dayamimlarinin arastirilmasi ve en uygun salisilik
asit dozunun belirlenmesi hedeflenmistir.

Aragtirmada mikro geliklerde patlama siiresi (giin), siirme siiresi (giin), bitki canliligi (%),
yaprak sayis1 (adet), siirgiin uzunlugu (cm), siirgiin yas agirligi (g), stirgiin kuru agirhig (g),
zararlanma derecesi (0-3), siirgiin tolerans orami (STO), siirgiin tolerans indeksi (STI)
Ozellikleri incelenmistir.

Calismada 1103 P anacinin 41 B anacina gore tuzluluga daha dayanikli oldugu
belirlenmistir. Tuzluluk toleransi ve bitki gelisimi agisindan en etkin salisilik asit dozlarinin
1103 P anaci i¢in 1 mM; 41 B anaci i¢in 0.5 ve 1 mM olduklari saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Asma, Salisilik asit, Stres, Tuzluluk, In vitro



ABSTRACT

DETERMINATION OF EFFECTS OF DIFFERENT SALICYLIC ACID DOSES ON
RESISTANCE TO SALINITY IN SOME AMERICAN GRAPEVINE ROOTSTOCKS
BY IN VITRO

Seda CIGERLI

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Natural and Technology
Department of Horticulture, 2018
Master’s Thesis, 51p.

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Hatice BILIR EKBIC

This thesis was conducted in a greenhouse located in Research and Implementation fields
and Tissue Culture Laboratory of Ordu University Agricultural Faculty in 2016. The effects
of different salicylic acid treatments (0, 0.5, 1 and 2 mM) on one bud micro cuttings of two
American grapevine rootstocks (1103P and 41 B) under salt stress (200 mM NaCl) were
investigated.

For this purpose, duration of bud break (day) in micro cuttings, duration of shooting (day) in
micro cuttings, plant vigor (%), number of leaves (n), shoot length (cm), shoot fresh weight
(9), shoot dry weight (g), degree of damage (0-3), shoot tolerance ratio (STR), shoot
tolerance index (STI) were determined.

In the study, 1103 P American grapevine rootstock was more tolerant to salt than 41 B
American grapevine rootstock. It was determined that the most effective salicylic acid dose
for salinity tolerance and plant growth were found 1 mM for 1103 P; 0.5 and 1 mM for 41 B
American grapevine rootstock.

Key words: Grapevine, Salicylic asid, Stress, Salinity, In vitro
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SIMGELER ve KISALTMALAR

IBA . Indol Bitirik Asit

BA : Benzil Adenin
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1.GIRiS

Abiyotik stres igcinde yer alan mineral stresi kuraklik stresinden sonra en énemli yeri
tutmaktadir (Blum, 1986). Mineral stresinin ¢ok biiyiik bir kismini tuzluluk
olusturmakta olup diinyada tuzluluga maruz kalmis toplam alanin 9 milyon ha’dan
fazla oldugu bildirilmektedir (Tuteja, 2007). Tuzluluk; kurak ve yar1 kurak
bolgelerde yagis azligi nedeniyle yikanmanin az olmasi sonucunda suda ¢ozinebilir
tuzlarin (karbonat, bikarbonat, siilfat, kloriir ve borat formunda bulunanlar) daha
derinlere tasinamamasiyla tuzlu taban suyuyla birlikte toprak yiizeyine ¢ikmasindan
kaynaklanmaktadir. Sicaklik nedeniyle toprak ylizeyinden suyun buharlagsmasi ve
tuzlarin toprak yiizeyi ve yiizeye yakin yerde birikmesi sonucunda toprak tuzlulugu
olusmaktadir (Saruhan ve ark., 2008). Dogada tuzluluga sebep olan kimyasallarin
kullanimi, dogal bitki oOrtlisiiniin asir1 bozulmasi, kurak bolgelerde tuzlu taban
suyunun yikselmesi ile gereksiz ve yanlis sulama yapilarak topraklarda tuz

birikiminin olusumuna neden olunmaktadir (Ergene, 1987).

Tuz konsantrasyonunun artis1 kullanilabilir su potansiyeli ve verim distkligi ile
kalite kaybina neden olurken sararma, solma ve ileri boyutlardaki tuzluluk stresinde
ise bitkinin Olimi gergeklesmektedir. Tuz bitkiler (zerinde beslenme ve
metabolizmay1 bozarak ozmotik ve toksik etkiye neden olmaktadir. Ozmotik etki,
kok bolgesinde yeterli miktarda kullanilabilir suyun bulunmasina karsin bitkinin tuz
yogunlugundan dolayr bu sudan faydalanamayip kuraklik yasamasi seklinde
olusmaktadir. Fizyolojik kuraklik nedeniyle bitkideki siirgiin gelisimi yavaslarken
kullanilabilir suyun alinamamasi durumunda hiicre genislemesinde azalmaya neden
Olurken ozmotik stresin devaminda ise besin elementleri Na ve CI° ile
baskilandigindan dolay1 bitkilerde besin elementi eksikligi veya besin elementlerinin

dengesiz dagiliminin meydana geldigi bilinmektedir.

Tuz zarar bitkide ozmotik basinci ve pH degerini artirarak bitki koklerinin gerekli
olan su ve bitki besin elementlerinin alinmasini engellemektedir. Bu durum bitkinin
biiyiime ve gelismesini yavaslatmaktadir. Tuzluluk nedeniyle bitki biinyesine alinan
sodyum, klor gibi elementler bitki icin zehirleyici etki yapmaktadir (Bakir, 2012).
Bitki su kaybmi en aza indirmek i¢in stomalarmi kapatmaktadir. Diisik su

potansiyeli bitkilerde diisiik turgoriteye ve hiicrelerde iyon konsantrasyonunun



artmasina neden olmaktadir. Bitki bunyesinde meydana gelen bu olaylar hicre
membranlarinin biiziilmesine, hormonal dengesizlige, klorofil yapisinin bozulmasina,

ve kloroza neden olmaktadir (Turhan ve ark., 2005; Yilmaz ve ark., 2011).

Bitkilerin tuz stresine gosterdikleri tepkiler genotip ve ¢evre sartlarina bagl olarak
degismektedir. Bitki tiirleri igerisinde asmanin tuzluluga karsi genellikle orta
derecede dayanikli oldugu bilinmektedir. Asma anaglarinin ise tuzluluga karsi
verdikleri tepkiler degismektedir (Mullins ve ark., 1992; Bakir, 2012). Genotip
olarak bakildiginda ise 1616 C, 1103 P, Kober 5 BB gibi anaglarin tuzluluga olan
dayanimi yiiksekken 41 B en hassas anag olarak bilinmektedir (Howell, 1987).

Kullanilan bu anaglarin strese karsi gosterilen hassasiyetleri ve zararlanmalarini en
alt seviyelere indirmeye yonelik olarak farkli ¢alismalar yurutilmeye baslanmistir.
Tuzluluk stresini azaltmaya yonelik calismalar i¢inde salisilik asit uygulamalar1 da
son yillarda 6nemli yer almaktadir. Salisilik asitin kullanildig1 caligmalarda bitkinin
strese karst dayanimini arttirmast ve bitkideki igsel yapilara zarar etkisinin
azaltilmasiyla bitki gelisiminde olumlu etkiye neden oldugu saptanmustir. Salisilik
asit, cok sayida bitkide dogal olarak bulunan, bitki biiyiime ve gelisimini, fotosentez,
stoma acilip kapanmasindaki diizenleme, cigeklenme, solunum ve iyon aliminda
6nemli olan i¢sel bir biyume dizenleyicisidir (Hayat ve ark., 2010; Kumlay ve ark.,
2011; Vicente., Plansencia, 2011). Salisilik asit digsal uygulamalar yoluyla bitkilerde
biyotik ve abiyotik stres kosullarinda sistemik dayaniklilig tegvik etmekte ve strese
kars1 bitkiyi korumaktadir (Kok, 2012). Bu biyume duzenleyicisinin tuzluluk,
kuraklik, sicaklik ve agir metal gibi stres faktorlerine kars1 da 6nemli 6lgude etkili
oldugu bildirilmektedir (Hayat ve ark., 2010). Birgok bitki tiirlinde yapilan galismada
salisilik asitin lokal patojen saldirilarina karsi bitki savunma mekanizmasinin ve
bitkilerin hastalik direncini artirdig1 ve kazanilmis olan sistemik dayaniklilikla birgok
stres faktoriine karsi bitkinin gosterdigi tepkileri de olumlu olarak diizenledigi
bildirilmektedir (Shirasul., 1997; Alverez, 2000).

Bitki stresini engellemeye yonelik calismalarda hizli ve etkili sonu¢ vermesi
bakimindan doku kiiltiirii yontemlerinin de énemli yeri vardir (Ucler, 1994). Bitki
doku kiilttiri teknikleri diger cogaltma yontemlerinden farkli olarak bitkinin ¢esitli

kisimlarindan alian kiiciik bir doku, organ veya hiicre gibi bitki kisimlarinin aseptik



sartlarda yapay bir besin ortaminda istenilen ¢evre kosullarini saglayarak kiiltiire
alinmasi islemidir (Srivastava, 1981; Vidalie, 1986; Goniilsen, 1987). Doku kultirt
teknigi se¢ilmis genotiplerin degerlendirilmesinde, hizli biiylime ve gelisme gdsteren
cesitlerin, soguga, kurakliga, tuzluluga, hastaliklara dayanikli bireylerin secilmesinde
avantajli ve etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Kaya, 1988). Bunun yaninda doku
kiiltiirti yontemlerinin kullaniminda daha kisa siireye ihtiya¢ duyulmasi, biitiin y1l
istenilen zamanda ¢ogaltma olanagimin bulunmasi ve boylelikle daha hizli ve daha
bliyiik miktarlarda {iretimin saglanabilmesi agisindan diger yontemlere gore avantajl
olmaktadir. Asmanin doku kiiltiirii yontemleriyle klonal mikro ¢ogaltimi, daha ¢ok
virlsten ari bitkilerin elde edilmesi amaciyla kullanilan meristem kiiltiirii yoluyla ya
da siirgiin ucu ve bogumlardaki tomurcugun siirmesini tesvikiyle yapilmaktadir.
Bununla beraber tek bogum igeren mikro ¢eliklerin kiiltiire alinmasi ile gelismis
stirgiiniin daha kisa siirede elde edilmesi olanagi bulunmaktadir. Ayrica tek bogumlu
mikro ¢elik kullanilarak in vitro seleksiyonun gergeklestirilmesiyle de 1slah siiresinin
kisaltilmas1 da saglanabilmektedir (Kuksova ve ark., 1997; Kunter Marasali ve

Degirmenci, 2007; Bilir Ekbig, 2010).

Bu ¢alismayla tuzlu kosullarda iki farkli Amerikan asma anacinin (1103 P ve 41 B)
mikro geliklerine farkli dozlarda salisilik asit uygulamasiyla, bitkilerin tuzluluk

stresine olan tepkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Taha, (1972), baz iiztim c¢esitlerinde (Thompson, Roumi Red Guava ve Bolady)
8000 ppm sodyum klorir (NaCl) ve kalsiyum Klorlr (CaCl,) iceren sulama suyu
kullanarak yaptig1 calismasinda tuz konsantrasyonuyla dogrusal olarak sdrgin

blyumesinin ve bitki kuru agirliginin belirgin olarak azaldigini belirlemistir.

Hawker ve Walker, (1978), Cabernet Sauvignon ¢esidinin koklii ¢eliklerine 0, 20, 50
ve 75 mM konsantrasyonlarindaki NaCl uyguladiklar1 ¢alismalarinda; tuz
konsantrasyonlarinin siirgiin, yaprak, salkim olusum ve gelisimini azalttigini
saptamiglardir. Cigeklenmeden 10 giin sonra uygulanan 20 mM NaCl’ iin asmalarin
stirme giliclinii azalttigini, 50 ve 75 mM NaCl konsatrasyonunun siirgiinlerde
bodurluga neden oldugunu, 75 mM NaCl dozunun ise salkimlarin gelisimini
engelledigini belirlemislerdir. Ayrica NaCl konsantrasyonlarimin yaprak ve tane
bliylime oranin1 azaltmasina karsin bitkilerdeki ferment ve pektin aktivitesini

degistirmedigini tespit etmislerdir.

Downton ve ark., (1981), calismada saksida yetistirilen Thompson Seedless Gzim
cesidine U¢ hafta slreyle 0, 25, 50 ya da 100 mM NaCl (0 ozmotik potansiyeli, - 0.1,
- 0.2, - 0.4 MPa, sirasiyla) uygulanmis ve asma yapraklarindaki degisiklikler
belirlenmigtir. 50 ve 100 mM NaCl uygulamalar1 géren asma yapraklarinda 6 saat
icinde absisik asit duzeyleri 3-9 kat artmig ve 25 mM NaCl uygulamasi gorenlerde
ise ABA diizeyi 24 saat sonra iki kat artmistir. Uygulamay1 takiben 20 gln icinde
bitiin uygulamalarda ABA konsantrasyonunun geriledigini gozlemlemislerdir.
Calismada tim uygulamalarda phaseic asit ilk 8 giin boyunca 6nemli 6lglide arttig
ve daha sonra azaldigi belirlenmistir. Calismada prolin miktarmin 100 mM NacCl
uygulanan asmalarda 1 giin sonra 6nemli 6l¢ilide arttigini ve birikmeye devam ettigini
ayrica disik NaCl uygulamalarinda ise prolin miktar1 birikiminin az oldugunu
saptamiglardir. Caligmada indirgen seker miktar1 baslangicta artmig fakat 4. giinden
sonra azalma gostermistir. K™ miktar ilk 8 giin boyunca Na miktarindan daha fazla
artis gostermis ve K ve Na toplaminin miktar1 Cl birikimine esit bulunmustur.
Calismada NaCl uygulanan tiim bitkilerde stoma dayanikliligi artis gosterirken

kontrol bitkilerinde ise turgor potansiyeli 0.1 MPa diizeyinde kalmistir.



Kishore ve ark., (1985), Perlette liziim ¢esidinin biiylime 6zellikleri {izerine tuzun
etkisini arastirmislardir. Calismada saksidaki bir yasindaki fidanlara % 0.15, % 0.23
ve % 0.3 dozlarinda sodyum, kalsiyum, magnezyum ve potasyum siilfat ve klorit ve
karbonatli uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Arastirmanin tiim sonuglarinda tuz ile
ilk zararlanma belirtisinin siirgiin ucu nekrozu ve ardindan yaprakta dokilme
seklinde oldugu belirlenmistir. Calismada sodyum ve potasyum uygulamalarina gore
magnezyumlu ve kalsiyumlu tuzluluk uygulamalariyla 120 giin sonra bitkinin hayatta

kalma olasiliginin daha fazla oldugu saptanmustir.

Sivritepe ve Eris, (1997), in vitro kosullarda 5 BB, 41 B ve 1613 C Amerikan asma
anaglariin tuzluluga karsi toleranslarini aragtirmiglardir. Bitkilere MS ortaminda %
0, 0.25, 0.50, 0.75 ve 1.00 diizeyinde NaCl uygulamislardir. Anaglarin tuzlu kosullar
altinda gelisme ve klorofil igeriklerinin azalma gosterdigini belirtmislerdir.
Calismada 1613 C anacinin tuzluluga en dayanikli 5 BB ve 41 B anaglarin ise daha

hassas oldugu belirtilmistir.

Sivritepe ve Eris, (1999), in vitro ortaminda bazi liziim ¢esitlerinin (Cavus, Miiskiile
ve Sultani Cekirdeksiz) tuza olan toleranslarini belirlemislerdir. MS ortamina 5 pm
BA ilave edilmis ortamda tek bogumlu siirgiinler 4 ve 8 hafta olmak iizere iki farkl
zaman periyodunda 5 farkli NaCl konsantrasyonuna (% 0.00, 0.25, 0.50, 0.75 ve
1.00) maruz birakilmiglardir. Artan NaCl konsantrasyonu ve uygulama periyoduna
bagli olarak eksplantlarda, ¢ogalma orani, biiylime, toplam klorofil miktar1 ve
canliligin azaldig1 tespit edilmistir. NaCl konsantrasyonu eksplantlarda nekroza
sebep oldugu ve bu zararlanmanin c¢eside, NaCl uygulamasi ve uygulama
periyoduna bagli olarak degistigi belirlenmistir. Caligmada, iiziim ¢esitlerinde tuz
uygulamasima en cok toleranst Cavus iiziim c¢esidi gostermis olup bunu Sultani
Cekirdeksiz ve Miiskiile lizim cesitleri izlemistir. Tuza dayanikli oldugu saptanan
iziim ¢esitlerinin tuzlu ortamlarda dahi biiylime oranlarii koruyabildikleri ve
klorofil noksanligt gibi metabolik bozukluklardan fazla etkilenmedikleri

belirlenmistir.

Troncoso ve ark., (1999), in vitro kosullarda 11 Amerikan asma anaci gesidi ve
klonlarinda artan tuz konsantrasyonlarmin (0, 50, 85, 120, 155 mM NaCl) etkisini

aragtirmiglardir. In vitro kosullarda tuzun siirgiin uzamasi, bogum sayisi, koklenme



kabiliyeti lizerine etkisini de incelemiglerdir. Anaglar icinde 41 B, Rupestris du Lot,
110 R, 140 Ru ve 161-49 anaclarinin hassas; 13.5 ve Ramsey kismen toleransli; 196-
17, CH-1, CH-2 ve Superior’un ise toleransli oldugu saptanmistir. Artan tuz
konsantrasyonlar: bitki kok ve yapraklarinin azalmasina neden oldugu belirlenmistir.
Artan tuz konsantrasyonlarinda yapraklarin yuksek miktarda potasyum ve kiglk
miktarda da fosfor ve kalsiyum icerdigi saptanmistir.

Wafaa ve ark., (1999), Flame Seedless iiziim ¢esidinin bogum kiiltiiriinde surgin
olusturmada en Ustiin sonucu MS ortamina 0.2 mg BA, 30 g seker ve 7 g agar ilave
edilmesiyle elde etmislerdir. King Ruby ve Early Superior ¢esitleri igin ise en uygun
BA konsantrasyonunu 0.5 mg/l olarak belirlemislerdir. Calismada, in vitro da
cogaltilan siirgiinlerin tuz streSine toleransi agisindan en {istiin sonuglar Early
Superior g¢esidinden alinirken bunu sirasiyla Flame Seedless ve King Ruby cesitleri
takip etmistir. Kat1 tuzlu ortamda (2000 ve 4000 ppm NaCl, CaCl, ve MgCl,)
yetistirilen Early Superior ¢esidinin diger ¢esitlere gore 4 ve 12 hafta sonunda
hayatta kalma yiizdesi en yiiksek bulunmustur. Ayrica Early Superior ¢esidinin
yeniden yaprak ve kok olusturma oranlar1 da daha yiiksek bulunmustur. Artan tuz
konsantrasyonuna bagli olarak prolin igerigindeki artis en yiiksek Early Superior

¢esidinde saptanmustir.

Dalal ve ark., (1991), Pusa Seedless ve Beauty Seedless uUzlm cesitlerinin agikta
yetisen asmalarinin siirgiin uglarin1 materyal olarak kullanmiglardir. Modifiye
edilmis MS ortamina 10 um BA ilave ederek 10 mm uzunlugundaki siirgiin uglari
kiiltire alinmistir. Bes farkli ortamda; MS-1 makro tuzlara tam dayanikli, MS-2
makro tuzlara yari dayanikli, MS-3 makro tuzlara tam dayanikli ile azot igeren
tuzlara yar1 dayanikli, MS-4 macro tuzlara tam dayanikli ile amonyum nitrat’a tam
dayanikli ve MS-5 macro tuzlara tam dayanikli ile dortte bir oraninda amonyum
nitrata dayanikli ortamlar hazirlanmigtir. MS-1 ortaminda alt kiiltlire alinan bitkiler
15 ve 30 giin sonra disart aktarilmistir. Calismada, MS-2’deki kiltdrlerin
eksplantlarindaki esmerlesme ve eksplantlarin en yiiksek hayatta kalma yiizdelerine
bakilmigtir. Denemede, MS-1 ortaminda ilk olarak kiltire alinan bitkiler
karsilagtirilmis ve biliylime ile ¢ogalmanin azaldigi belirlenmis buna ragmen
cogalanlar ise MS-1 ortamina transfer edilmistir. MS-4 ortaminda kiiltiire alinan

eksplantlar azalmis ve ortam esmerlesmis, MS-2’de benzer durum goriilmiis ve MS-1



ortamindaki ¢ogalan eksplantlarin hayatta kalmalar1 karsilastirilmistir.  MS-2
ortamindaki eksplantlarin ¢ogalmasi ve zarar etkileri gézlemlenmis canli bitkiler

MS-1 ortaminda alt kiiltiire alinip takip edilmistir.

Sivritepe, (2000), Cavus (tuza nispeten dayanikli), Miiskiile (tuza hassas) ve Sultani
Cekirdeksiz (tuza orta derece hassas) liziim gesitlerine ait koklii ¢elikleri, perlit
bulunan blytme Kkaplarinda, farkli konsantrasyonlarda (% 0.00, 0.50 ve 0.75) NaCl
ilave edilmis '%’lik Hoagland besin ¢ozeltisiyle sulayarak tuz stresine tabi tutmustur.
Miiskiile ve Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esitlerinde stoma iletkenligi ve transpirasyon,
tuz uygulamalar ile ¢arpici bir sekilde engellenirken; Cavus ¢esidinde kontrollii bir
azalma ile bu fizyolojik aktivitelerin devam ettigi tespit edilmistir. Tuz uygulamalari
ile Miigkiile iiziim ¢esidinde yaprak oransal su kapsaminin azaldigi, turgor kaybinin
ise arttigi; Sultani Cekirdeksiz c¢esidinde siddeti azalsa da benzer degisimlerin
meydana geldigi saptanmistir. Cavus liziim ¢esidinde ise artan tuz konsantrasyonlari
ve uygulama surelerine karsin yaprak oransal su kapsami ve turgorun korundugu
bulunmustur. Genel olarak stres kosullar1 altinda tiim ¢esitlerde su kullaniminin
azaldig1; uygulamalara ve cesitlere bagl olarak bitki biliylitme ortamlarinda meydana
gelen tuz birikiminin ise cesitlerin giinlilk su ihtiyaclar1 ile orantili oldugu
saptanmigtir. Cavus lizim ¢esidinde, tuza hassas olan diger cesitlerden farkli olarak
elde edilen bulgular, bu gesitte ozmotik diizenleme kabiliyetinin olduguna isaret

etmistir.

Singh ve ark., (2000), NaCl’e tolerans gosteren 6 asma genotipinde in vitro da
stirgun ¢ogaltim1 yapmislardir. Calismada Perlette {iziim ¢esidinin 175 mM NaCl’e
tolerans gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢esidi 150 mM NaCl uygulamas: ile Pusa
Seedless ve Beauty Seedless ¢esitleri takip etmistir. Arastiricilar, yapraktaki klorofil
a+b iceriginin NaCl stresi altinda geriledigini govde dokularinda ki toplam seker ve
prolin igeriginin ise giderek arttigin1 saptamislardir. Arastiricilar genotiplerin tuza

dayanimlariin tespitinde in vitro yontemlerin kullanilabilecegini 6nermistir.

Zaid ve ark., (2001), baz iiziim ¢esitlerinin (Delight, Flame Seedless, Thompson
Seedless ve Emperor) siirgiin uglar1 ve bogumlarini farkli konsantrasyonlardaki BAP
(1, 2 ve 4 mg/l) ve IBA (1, 2 ve 4 mg/l) ilave edilen NN (Nitsch and Nitsch)
ortaminda kiiltiire almiglardir. Calismada uygulanan 2000, 4000, 6000 ve 8000 ppm



NaCl’tn in vitro ve in vivo’daki etkilerini arastirmiglardir. Arastiricilar asma
cogaltimi icin bogum eksplantlarindan ¢ok siirgiin eksplantlarinin daha etkili
oldugunu tespit etmislerdir. En iyi sonuglar1 koklenme i¢in 2mg/l IBA ve ¢ogaltim
icin ise 2mg/l BAP ilave edilmis ortamdan elde etmislerdir. Arastiricilar, farkli Gzim
cesitlerinin ~ NaCl  konsantrasyonlarina  tepkilerinin  farklihlk  gosterdigini
gozlemislerdir. Calismada gesitler arasinda en yiiksek tuz toleransin1 Flame Seedless
cesidi gostermistir. Incelenen bilylime parametreleri (siirgiin uzunlugu, siirgiin
kalinligi ve yaprak sayisi) ve canli kalma yuzdeleri 6000 ve 8000 ppm NacCl

uygulamalarinda 6nemli derecede azalmistir.

Charbaji ve Ayyoubi, (2004), Vitis vinifera tiirii iginde yer alan dort farkli iiziim
¢esidinin (Ashlamesh, Helwani, Kassofee ve Khoudeiry) farkli dozlardaki tuza olan
toleranslarini belirlemislerdir. Uziim gesitleri DSD1 ortaminin kdklenme asamasinda
30 gun sureyle 0, 10, 20, 30, 40, 80, 120 ya da 150 NaCl bulunduran sivi ortamda
kilttre alinmigtir. 10 ve/veya 30 mM NaCl uygulamalari siirglin uzunlugu ve yaprak
sayis1 Ozelliklerinde Ashlamesh, Helwani ve Kassofee gesitleri igin 6nemli derece
artisa neden olurken Kassofee c¢esidi hari¢ diger c¢esitlerde 150 mM NaCl
uygulamasiyla siirgiin uzunlugu degerlerinde diislis belirlemislerdir. Caligmanin
biitin ¢esitlerinde 80 mM ve daha yuksek NaCl uygulamalarinda daha yiiksek

klorofil igerigi ve kok sayis1 diisiisii tespit edilmistir.

Fisarakis ve ark., (2004), su kaltirinde kendi koku tzerinde ve 110 R, 140 Ru, 1103
P, SO4 ve 41 B Amerikan asma anaclar1 iizerinde asili olarak yetistirilen Thompson
Seedless (Vitis vinifera L.) iiziim ¢esidinde tuzlulugun potasyum (K), kalsiyum (Ca),
magnezyum (Mg), fosfor (P) ve nitrat-azot (NOs—N) icerikleri Gzerine etkilerini
arastirmiglardir. Bitkiler 25 I’lik saksilarda 60 giin siireyle % 50 Hoagland’in 2
numarali besin ¢ozeltisi i¢inde 5, 25, 50 ve 100 mM NaCl ihtiva eden sulama suyu
ile tuzluluga maruz birakilmiglardir. Stres siiresinin sonunda, asmalarin yaprak sapi,
yaprak ayasi, slrgunleri, govdesi ve koklerinde K, Ca, Mg, P ve NO3-N
konsantrasyonlar1 olgiilmiistiir. Tuzluluk ile NO3-N ve K konsantrasyonunun
asmanin tim kisimlarinda azaldigr tespit edilmistir. Calismada tuzlulugun
strgunlerde Ca ve Mg, gévdede P ve Mg ve kokte P, Ca ve Mg konsantrasyonlari
tizerine higbir etkisinin olmadigini belirlemislerdir. Yaprak ve kokte Ca, yaprak
sapinda Mg ve NO3z—N, surglinde P ve NOs—N ve govdede P ve NO3-N igerikleri



haricinde anag¢ genotiplerinin asmanin farkli organlarindaki besin igerigi tizerine

belirgin etkide bulundugunu saptamislardir.

Wang and Li, (2006), disaridan salisilik asit uygulamasi sonucu asmanin sicak ve
soguga olan toleransini arastirmislardir. Calismada asma ¢elikleri 4:6 oranindaki torf
ve perlit karigimini iceren saksilarda sera ortaminda koklendirilmistir. Arastiricilar
koklenen asmalara 10 yaprakli olunca 100 pmol.I" dozunda salisilik asiti yapraktan
piskiirtmiisler ve sonrasinda soguk ve sicak stresine maruz birakmiglardir.
Arastirmalarinda geng yapraklardaki salisilik asit uygulamasinin soguk ve sicak stres
altinda tiziim yapraklarinda tiyobarbiturik asit reaktif maddeleri (TBARS) ve nisbi
elektrolit yikinu (REL) azalttigint ve bu sayede strese olan toleranslarini artirdigini
belirlemislerdir. Arastiricilar, soguk ya da sicak stres altinda salisilik asit ile 6n
muamele yapilmis asmalarda, askorbat peroksidaz (APX), glutatiyon rediiktaz (GR),
monodehidroaskorbat (MDHA) aktiviteleri yiiksek bulunurken normal sicaklikta
tutulanlarla stres altinda bulunan asmalarda da benzer askorbat-glutatiyon aktivitesini
tespit etmislerdir. Calismada salisilik asit ile muamele edilen grubun mezofil
hiicrelerindeki sitozolik Ca*™® miktar1 normal sicakliktaki kontrol grubuna gére daha
yiksek bulunmustur. Arastirmada, soguk ve sicak strese maruz birakma Oncesinde
salisilik asit uygulamasi gerceklestirilen asmalarda kontrol grubuna gore, mezofil
hiicrelerindeki Ca*™*’nin vakuollere ve hiicreler aras1 bosluklara dogru pompalandigi
ve bu ylizden kloroplast yapisinin bozulmadan kaldigini tespit etmislerdir. Kontrol
grubu asmalarinda ise bu durumun tersi oldugu belirlenmistir. Arastiricilar Ca*%nin

yaninda antioksidant sistemlerinde strese olan toleransin artirilmasinda etkili

oldugunu tespit etmisglerdir.

Turhan ve ark., (2005), Marmara ve Ege Bolgesinde genis ¢apta kullanilan 1103 P
(Berlandieri Resseguier No.2x Rupestris du Lot (St. George) 1103 Poulsen), 420 A
(Berlandieri x Riparia 420 A Millardet Et de Grasset) ve 5 BB (Berlandieri x Riparia
Teleki 8 B Seleksiyon Kober 5BB) Amerikan asma anaglarinin tuz stresine
toleranslarini tespit etmeyi amaclamislardir. Bu aragtirmada dikimden 1 ay sonra
bitkilerde 2-3 ger¢ek yapragin goriildigi 27 Nisan 2002 tarihinden itibaren 5 ayri
dozdaki tuz konsantrasyonu (0, 5000, 10000, 15000 ve 20000 mg/L NaCl) verilmeye
baslanmig ve 50 giin siire ile uygulanmistir. Arastirmada sokiilen geliklerde siirgiin

uzunlugu (cm), bogum sayis1 (adet), yaprak sayisi (adet), slirglin yas agirhig (g),



stirgiin kuru agirlig (g), kok yas agirhigr (g), ve kok kuru agirligr (g) belirlenmistir.
Sonug olarak biitiin parametreler dikkate alindiginda, tuz stresine en ¢ok dayaniklilik
gOsteren anacin 5 BB bunun ardindan ise 1103 P oldugu ve en dayaniksiz anacin da

420 A oldugu saptanmistir.

Horvath ve ark., (2007), bitkide salisilik asitin abiyotik stres faktdrlerine olan
toleransin artirllmasindaki etkisini arastirmislardir. Arastiricilar, biyotik stres
faktorleri tizerine salisilik asitin roliiniin daha onceki yapilan ¢alismalarla ortaya
konuldugunu belirtirlerken abiyotik stresi engellemedeki roliiniin ise son yillarda
calisilmaya baslandigin1  bildirmislerdir. Arastiricilar, salisilik asitin hidrojen
peroksitin depolanmasindan kaynakli olarak oksidatif strese neden oldugunu buna
karsin ayni salisilik asitin abiyotik strese de bitkilerin dayanmasinda da rol
oynadigini belirtmislerdir. Arastirmada digsaridan uygulanan salisilik asidin stresi
engellemedeki etkinliginin ise bitki tiiriine ve bitkinin bulundugu gelisim sathasina

gore farklilik gosterdigini tespit etmislerdir.

Kok, (2007), Tirkiye’nin iki farkli cografi bolge (Marmara ve Akdeniz) orjinli V.
vinifera subsp. sylvestris (C.C. Gmelin) ekotiplerinin tohum ¢imlenme ve ¢ogiir
asamalarinda tuzluluk stresine olan tepkisini arastirmistir. Caligmada V. vinifera
subsp. sylvestris (CC Gmelin), Kober 5 BB (V. berlandieri Planch x V. riparia
Michx) ve Isabella Gzim (V. labrusca L.) gesitleri karsilastirilmigtir. V. vinifera
subsp. sylvestris (CC Gmelin) ekotipleri, 5 BB Kober ve Isabella iiziim ¢esidi, 0
(Kontrol) 2.7, 5.4, 8.1 ve 10.8 ds m™ NaCl konsantrasyonlarinda tuzlar besin
cozeltisine eklenerek bes ayri diizeyde tuzluluga maruz birakilmislardir. Calismada
oncelikle tohumlar suyu gegiren nemlendirilmis kumda bekletilmistir. Daha sonra,
tohumlar, yukarida bahsedilen farkli tuz stresi kosullar1 altinda ¢imlendirilmistir.
Cimlenme sathasinin sonunda, tiim tohumlar i¢in ¢imlenme orani ile ¢ogiir
asamasinda ise siirgiin ve koklerde yas ve kuru agirlik (mg), su icerigi (%), tolerans
indeksi degerleri, Na":K" oram tespit edilmistir. Stres kosullar1 altinda biitiin
tohumlarda cimlenme gozlenirken, 10.8 dsm™ NaCl uygulamasinda hi¢ ¢imlenme
goriilmemistir. Cesitli tuz tolerans indekslerine dayanarak, Marmara Bolgesi
¢ogiirleri 8.1 dsm™lik NaCl uygulamasma dayanarak Akdeniz Bolgesi'ndeki
¢ogiirlerden daha dayanikli bulunmustur. Sonug olarak, V. vinifera subsp. sylvestris

(CC Gmelin) ekotipi tuzluluga yiiksek bir direng gdstermesi nedeniyle Marmara
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Bolgesinde tuzlu toprak kosullari ig¢in koklii fidan eldesinde ana¢ olarak
kullanilabilecegi saptanmustir. Arastirici, bagcilik 1slah programlarinda tuzluluga
direngli asma anaglari elde etmek i¢in Marmara Bolgesi tohumlarinin

kullanilabilecegini 6nermistir.

XiuCai ve ark., (2007), ¢calismada tuza dayanikli olan Kangzhen No.5 anaci ve tuza
karst duyarli Macadams anacini tuz stresinin asma yapraklarinda organik
ozmolitlerin ve lipid peroksidasyon igerigi iizerine etkisini arastirmak amaciyla
materyal olarak kullanmistir. Sonug olarak, NaCl stresi altinda yapraktaki artan
MDA igerigi ile zarmn tahrip edildigini ve zar gegirgenliginin azaldigini
belirlemislerdir. Caligmada tuz stresi altindaki yapraklardaki organik ozmolit
analiziyle prolin ve ¢oziiniir seker igeriginin onemli derecede arttigi buna karsin

¢oziinlir protein igeriginde degisim olmadigini belirlemislerdir.

Aksu, (2008), Ege bolgesinde yaygin olarak bagciligin yapildigi alanlarda tuzluluk
ve bor toksisitesi problemleriyle baglarin beslenme durumunun belirlenmesini
amaclamistir. Manisa Merkez, Saruhanli, Salihli, Alasehir ilgeleriyle Denizli’nin Cal
ilgesindeki yerli bagcilik yapilan temsili 100 bagdan toprak ve yaprak orneklerini
alip, toprakta; pH, EC, Na, Cl, B gibi tuzluluk ile ilgili parametreler ve yarayish
besin maddesi miktarlarin1 (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn ve Cu) bitki analizinde ise
N, P, K, Na, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu, B ve Cl miktarlarin1 belirlemistir. Yapilan
analiz sonuglarinda topraklarin kiregli ve yiiksek pH’ya sahip oldugunu, elektriksel
iletkenlik degerlerine gore tuzluluk problemlerinin olmadigini1 belirlemistir. Bolge
topraklarinin % 28’ nin B kapsami bakimindan yiiksek ve % 9’ nun ¢ok yiiksek
oranda oldugunu saptamistir. Topraklarin % 21° inde N, % 49’ unda Zn ve %
43’iinde Mn yetersiz oldugunu, % 43’ inde P, % 46 sinda K, % 86’sinda Ca ve %
87’ sinde Fe fazla oldugunu belirlemistir. Sonug olarak bitkilerin % 77°sinde B’ un
fazla oldugu belirlenmistir. Bitkilerin % 21’ inde Na ve % 10’ unda da CI miktarinin

kritik diizeyde oldugu saptanmastir.

Hamrouni ve ark., (2008), in vitro kosullarda anaglar ve bazi izim gesitlerinde ¢abuk
ve etkin sekilde tuza toleransin belirlenmesini amaglamistir. Calismada tuzluluk
tolerans tesbiti ve ¢ogaltimi i¢in bogum kiiltiiri kullanilmistir. Tek bogumlu olan

stirgiinler alt1 farkli NaCl konsantrasyonlar1 (0, 20, 50, 80, 100 ve 200 mM NacCl)
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iceren MS ortaminda 45 gln siireyle kiiltiire alinmigtir. Canli kalma kapasitesi,
stirgiin uzunlugu, bogum olusumu ve koklenme kapasitesi gibi farkli biiylime
parametreleri incelenmistir. Sonuclara gére tuzluluk in vitro’da ki asmalarin biiyiime
ve gelisimini olumsuz etkilemistir. Artan NaCl konsantrasyonlar1 nedeniyle
eksplantlarda ¢ogalma, biiyiime, koklenme ve canliligi azalmistir. Ilk stres
simptomlar1 80 mM NaCl uygulamasindan 10 giin sonra yapraklarda toplam kuruma
seklinde goriilmiistiir. Calismada, NaCl konsantrasyonu ve genotipe bagh olarak tuz
zararinin siddeti degismistir. Arastirmalarinda tuzlu ortamdaki bitki giicii ile
tuzluluga tolerans arasinda korelasyonun oldugu belirlenmistir. Genotipler icinde
tuzluluga en ¢ok tolerans gosteren Sejene ve Asli bulunurken bunu kismen hassas
olan gesitler Saouadi ve Sakasly ve hassas olan Razegui, 1103 P, 41 B ve SO4 takip
etmistir. BOylelikle asmalarda tuz toleransinin genetik gecmise bagli oldugu

gorilmiistiir.

HuiYun ve ark., (2008), dort farkli asma anacinin tuzluluga dayanimlarini
arastirmiglardir. Anaglarin ¢eliklerine topraktan % 0.1, % 0.2, % 0.3 ve % 0.4
dozlarindaki NaCl uygulanmis ve bitkilerdeki siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), peroksidaz (POD) ve melondialdehit (MDA) igerikleri belirlenmistir.
Sonuglara gore tuzluluk altinda MDA igeriginin arttifin1 ve SOD, CAT ve POD
iceriklerinin ise oncelikle artig1 ve sonrasinda ise artan toprak tuzlulugu ile azaldigini
belirlemislerdir. Calismada, V.amurensis x V.riparia No.1 ve V.riparia tuz stresine
kars1 yiliksek derecede dayanikli bulunurken, Dogridge orta derecede dayanikli ve SO4

anaci ise duyarli bulunmustur.

Shitole ve ark., (2008), 2.2 uM BAP ve 10.72 uM NAA ilave edilmis MS ortaminda
bogum kullanilarak kallus kiiltiirii seklinde yapmislardir. NaCl’ e dayanikli hatlar,
kalluslarin 128.25 mM NaCl’e maruz birakilan kalluslarin onuncu alt kiltlrinden
sonra elde edilmistir. Denemede, bu tuz dozuna dayanikli olan kalluslar tuz dozlari
artirlldiginda (0’dan 171 mM NaCl) en diisiik gelisimi 0 mM NaCl uygulamasinda
gosterirken, tuz dozunun artisiyla gelisimleri de dogrusal olarak arttigi tespit
edilmistir. Sec¢ilmeyen kalluslarin ise artan tuz dozlarindan negatif olarak
etkilendigini belirlemislerdir. Tiim kalluslarda ise toplam c¢oziiniir seker igerigi
artmistir. Ancak arastirmada tuza dayanikli kalluslardaki ¢oziiniir seker igerigi stres

altindaki kalluslardan dort kat fazla bulunmustur. Arastirmada prolin igeriginin ise
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tuza dayanikli kalluslarda on sekiz kat daha fazla bulunurken tuza dayanikli
kalluslardan rejenere olan bitkilerde ise tuza hassas olanlara gore yirmi kat daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Tuzluluga dayanikli olan kallus ve rejenere olan
bitkilerindeki Na ve CI icerikleri tim tuz konsantrasyonlarinda yiiksek olarak
belirlenmistir. Artan tuz konsantrasyonuyla potasyum igeriginin azaldigi
saptanmistir. Ancak 128.25 mM NaCl tuz dozunda dayanikli kalluslarin rejenere
olan bitkilerinde tuza hassas olanlara gore potasyum igerigi daha diisiik bulunmustur.
Aragtiricilar bu durumu tuza dayanikli kallus ve rejenere olan bitkilerinin tuzlu
kosullara adapte olabilmek i¢in bilinyelerinde daha yiiksek ¢oziiniir seker ve prolin

biriktirme potansiyelinin oldugu seklinde yorumlamiglardir.

Ersoz, (2009), bor ve tuz stresine tolerans mekanizmalarinin stresle ilgili fizyolojik
Ozellikler ve antioksidan enzimlerle belirlenmeye calisilan arastirmada 6 farkl
Amerikan asma anact (Vitis sp.) (5 BB, 41 B, 99 R, 110 R, 1103 P, 1616 C) ve
Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidine 25 ve 50 mM tuz (1:1, NaCl:Na;SO4) 20 mg kg™
bor ile birlikte ve ayr1 ayri uygulamistir. Calismada tuz ve tuzla birlikte bor
toksisitesine hassas oldugu belirlenen anaglarda, nisbi nem igeriklerinin azaldigi,
membranlarin zarar gérdiigii, prolinin akiimiile oldugu, lipid perosidasyonunun ve
hidrojen peroksit konsantrasyonunun arttigi belirlenmistir. Uygulama sonucunda
anaclarda CAT ve APX aktivitelerinin arttigi buna karsin SOD aktivitelerinde
herhangi bir degisikligin goriilmedigini bildirmistir. En diisiik CAT aktivitesini 99 R
ve en yiikksek CAT aktivitesini 41 B anacglarinda belirlemistir. 99 R anacinin tuz
uygulamalarindan en ¢ok etkilendigi ve tuzla birlikte bor uygulamalartyla direng
kazandig1 belirlenmistir. Sonug olarak tuz ve tuzla birlikte bor uygulamalarina en
hassas olan 41 B anacinin oldugunu; 5 BB, 99 R ve 1103 P anaclar ile Sultani
Cekirdeksiz ¢esidinin orta derecede duyarli oldugunu ve en ¢ok dayaniklilik gosteren
anaglarin ise 110 R ve 1616 C anaglar1 oldugunu belirlemistir. Anaclarin siirgiin,
govde, kabuk, petiyol, gen¢ ve yash yapraklarinin bor, sodyum ve klor icerikleri
anaclar ve uygulamalar arasinda farkliliklar yaratmistir. Bitki bor konsantrasyonu
bakimindan Sultani Cekirdeksiz ¢esidinin siirgiin, gévde, kabuk, gen¢ ve yash yaprak
bor kapsamlari1 diger anaglardan daha yiiksek bulunmustur. Uygulamada hassasiyet

gosteren anacglardan 6zellikle 99 R anacinda gévdede bor ve sodyum, kabukta klor ve
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genc yaprakda sodyum konsantrasyonlarmin diger anaglarinkinden daha yiiksek

oldugunu saptamistir.

Hanke ve ark., (2009), bazi yeni bilinen asma anaglarinda doku kiiltlriinde
mikrogogaltim yontemini olusturmaya ¢alismistir. Ortam tiplerine BAP ilave edilmis
vejetatif ve kimyasal durumu incelenmis ve tolerans gosteren bu anaglarin in
vitro’daki tuz ve kuraklik stresi incelenmistir. MS ortaminda ki bitkilerin biiyiik zarar
gordiigli goriiliirken Gamborg ortamindaki odunsu bitkilerin gelisimlerinin olumlu
oldugu goriilmiistir. MS ve Gamborg da kullanilan odunsu bitkilerde 6nemli
derecede en yiiksek deger kok sayist ve ortalama kok uzunlugu oldugu
gozlemlenmistir. BAP 2.0 mg/l uygulamasi konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda
asma anaglarinda toplam iiretimde c¢ok olumlu sekilde sonuglanmistir. Diger
anaclarla karsilagtirildiginda SO4 anacinda en yiiksek deger go6zlemlenmistir.
Anagclardaki bu aragtirma da tuzluluk toleransi1 ve kuraklik (ifade edilen PEG % 10)

sonuglar1 gosterilmistir.

Sakhanokho ve Kelley, (2009), salisilik asit kullanimiyla bitkilerin abiyotik stres
kosullarina dayanimlar1 saglandigi gibi in vitro kosullarda bitki rejenerasyonunun da
saglandigin1 belirtmiglerdir. In vitro da iki Hibiscus tlrinun (Hibiscus moscheutos
(cv. Luna Red) ve Hibiscus acetosella) slrgiin uglar {izerine farkli salisilik asit
konsantrasyonlarinin (0.05 ve 1 mM ) siirgiin biiylimesi ve ¢ogalmasi, kok olusumu,
kok uzamasi, bitkinin canlilik orani ve prolin depolanmasi {lizerine etkileri
degerlendirilmistir. Calismada hem tuzlu hem de tuzsuz kosullar icin 0.5 mM
salisilik asit dozunun tiim tiirler i¢in en etkili doz oldugu saptanmistir. Arastirmada
Hibiscus moscheutos tirt Hibiscus acetosella tiiriine gore tuzluluga daha dayanikli

Ve in vitro rejenerasyon agisindan daha iistiin bulunmustur.

Alizadeh ve ark., (2010), dort asma anacinin (Dogridge, SO4, H-144 ve 3309C) tuzlu
kosullara dayaniminin tespiti amaciyla in vitro’ da tuza toleranslar1 ve biyokimyasal
degisiklikleri incelenmistir. Sabit kiiltiirden elde edilen iki bogumlu mikro ¢elikler
iceriginde 0.5 UM IBA, 200 mg/dm™ aktif komiir ve 0 ve 125 araliginda degisen
farkli NaCl konsantrasyonlar1 bulunduran MS koéklendirme ortaminda alt kiiltiire
alinmistir. Canliligina devam eden ve ¢ogalan kiiltiirler daha sonra ayn1 ortamda dort

kez alt kiiltire alinmistir. Dogridge ve H-144 anaglar1 125 mM ve 100 mM NaCl’ e
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sirasiyla tolerans gostermistir. SO4 ve 3309 C anaglar ise sadece 75 mM NaCl’ e
kadarki tuz dozunda canli kalabilmisledir. NaCl ilavesi dokulardaki protein, prolin
K" ve Na' iceriklerini artirirken Klorofil icerigi ve ¢oziiniir seker miktarim
azaltmistir. K/Na oran1 Dogridge ve H-144 anaglarinda SO4 ve 3309 C anaglarina
gore daha yiiksek ¢iktigi goriilmiistiir. Tuza tolerans agisindan incelenen anaglarda
tolerans durumu sirastyla Dogridge > H-144 > SO4 ve 3309 C seklinde tespit

edilmistir.

Upreti ve ark., (2010), tuzlulugun asma anaglarinda kok gelisimi, poliaminler ve
absisik asit iizerine etkisini aragtirmiglardir. Arastiricilar Dogridge, 1613 C, St.
George ve Salt Creek asma anaglarinda tuzlulukla (0, 50, 100 ve 250 mM NacCl)
gelisim, kok ve siirgiin kuru agirlik orani, ozmotik potansiyel (yx), Na* ve K" icerigi,
poliaminler ve absisik asit (ABA) degisimleri iizerine calismislardir. Kontrol
anaglarinda, en uzun kokler Dogridge anacinda, K* ve ABA icerikleri ise en yiiksek
Salt Creek anacinda tespit etmislerdir. Calismada, tuzluluk uygulamalariyla kokte
Na* artarken K" icerigi azalmistir. St. George anacinda ise Na' igerigi yiiksek oldugu
icin Na'/ K" orani yiiksek bulunmustur. Arastirmada, tiim anaglarda 100 mM NaCl
dozuna kadar olan uygulamalarda kok ve siirgiin kuru agirliginda azalma
belirlemislerdir. Artan NaCl konsantrasyonlar1 ile putressin, spermin ve spermidin
iceriginin tutarli bir artis gosterdigi ve putressin artiginin en yiiksek St. George
anacinda ve spermin ve spermidin artisinin ise en yiiksek Salt Creek ve Dogridge
anacinda oldugu saptanmistir. Tuzluluk altinda, ABA igeriginin tiim anaglarda arttig
Salt Creek ve Dogridge anaclarinda St George anacindan daha fazla oldugu

saptanmistir.

Hatami ve ark., (2010), Vitis vinifera tirl icinde yer alan iki liziim ¢esitinde
(Rishbaba ve Sahebi) bazi gaz degisim Ozellikleri iizerine tuzlulugun etkisini
arastirmiglardir. Calismada farkli dozlardaki tuzluluga maruz birakilmig ve
fotosentez orani, stoma iletkenligi, karbondioksit ve terleme orani déhil olmak tizere
bazi fizyolojik ozellikleri 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM NaCl
seviyeleri altinda belirlenmeye calisilmistir. Calismada bir yasindaki kokli celikler
perlit iceren saksilara dikilmis ve Hoagland besin ¢ozeltisi ile beslenmistir. Tuzluluk
stresinin artistyla, fotosentez hizi, stoma iletkenligi ve terleme azalmistir. Sonug

olarak Rishbaba ¢esidinin tuzluluga karsi daha dayanikli oldugu saptanmistir.
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Sivritepe ve ark., (2010), asili asmalarin tuzluluga olan tepkisi ve anaglarin ve
kalemlerin etkilerini arastirmiglardir. Rupestris du Lot (Vitis rupestris Scheele) ve
110 R (Vitis berlandieri x Vitis rupestris) tizerine asili iki yasindaki Sultani ve
Miiskiile tiziim gesitleri (Vitis vinifera L.) toprak, kum, torf ve ciftlik giibresi karigimi
(2:1:1:1 v/v) icinde 60 giinliik siire ile 0.3, 2.7 ve 5.45 ds m™ NaCl cozeltisi ile
sulanarak yetistirilmistir. Calismada tuzlulugun tiim as1 kombinasyonlarinda
biyokutle birikimi, nisbi klorofil igerigi, yaprak su potansiyeli, stoma iletkenligi ve
terlemeyi O6nemli Olgiide azalttigr belirlenmistir. Arastirmada, tuzlulugun gelisim
tizerine etkisi kullanilan kalem ve anaca gdre ayn1 zamanda tuzlulugun derecesine
gore de degisiklik gosterdigini belirlemislerdir. Kullanilan kaleme gore tuzluluga
olan tepkinin degisiklik gosterdigini bunun nedeninin de Sultani iiziim ¢esidinde
Miiskiile ¢esidine gore stoma iletkenligi ve terlemenin daha yiiksek miktarlarda
bulundugunu  belirtmislerdir. ~ Tuzluluk  uygulamasiyla, tiim kalem/anag
kombinasyonlarinin yapraklarinda Na, K, Ca, N, P, Mg, Fe, Mn ve Zn
konsantrasyonlar1 artis gosterirken yapraktaki Cu konsantrasyonunun ise
degismedigini bulmuslardir. Tuzluluk tiim as1 kombinasyonlarinin koklerinde N
iceriginde bir artisa ve K iceriginde ise azalmaya neden olurken, Ca, P, Cu ve Zn
konsantrasyonlar1 lizerinde bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Miiskiile {iziim
cesidinde Sultani ¢esidinin tersine tuzluluk uygulamasiyla koklerde Mg, Fe ve Mn
igeriginde azalmanin oldugunu tespit etmislerdir. Tuzlu ya da tuzlu olmayan kosullar
altinda kalem genotipi iyon depolanmasi lizerine etkili oldugunu belirtmislerdir.
Tuzluluga yanit olarak, Sultani iiziim ¢esidinin kdklerinde yapraklarindan daha fazla
iyon biriktirdigini gozlemislerdir. Miiskiile tizim ¢esidinin koklerinde daha yiiksek
iyon konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Bu nedenle, artan tuz stresi ile yapraklara
kadar inorganik iyonlarin tasinmasinda Sultani {izim ¢esidinin ozmotik dengeyi

ayarlamasi dnemli goriilmiistiir.

Cetin ve ark., (2011), yapilan g¢alismada iilkemizde asili asma fidaninda yaygin
olarak en ¢ok kullanilan 41 B ve Kober 5BB Amerikan asma anaglan ile tuza
dayanikli oldugu bilinen 1616 C’nin in vitro sartlarda tuz stresine karsi gostermis
oldugu performansi incelenmistir. Bu amagla yapilan ¢alismada in vitro sartlarda
elde edilen surgtnler 0 (kontrol), 50 mM, 100 mM, 150 mM ve 200 mM olmak uzere
bes farkli konsantrasyonda NaCl iceren 0.5 mg/l benzil adenin (BA) ve 0.05 mg/l
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naftalen asetik asit (NAA) eklenmis MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmislardir. Ug
haftalik kiiltiir stiresi sonunda bitkiciklerde yaprak sayisindaki artis ve siirglin yas
agirhigr ile prolin miktarlar1 belirlenmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda yaprak
sayisindaki artis bakimindan genotipler arasinda bir farklilik gézlenmemis ve stirgiin
yas agirlig ile prolin igerigi bakimindan 41 B anacinin diger anaglara gore daha

diisiik degerler gosterdigi tespit edilmistir.

Keram ve ark., (2011), ii¢ tiziim ¢esidinin NaCl stresine gosterdikleri farkli tepkileri
arastirmiglardir. Huoyanwuhe, Shunvhong ve Xinyu c¢esidine ait celikler saksi
denemesinde farkli NaCl stres konsantrasyonlari altinda yaprak hiicre membran
gecirgenligi, ozmotik denge ve toplam klorofil miktar1 gibi fizyolojik indeksi
egilimini  incelemislerdir. Calismada sonu¢ olarak 0-150 mmol/l NaCl
konsantrasyonu altinda, bu iiziim ¢esitlerinin hepsinde temelde zararlanma olmadigi
ve bazi tuz tolerans Ozelliklerine karsi, bu cesitler icinden Xinyu ¢esidinin gii¢lii
oldugunu belirlemislerdir. Cesitler arasinda Xinyu ¢esidinde zararlanma diisiik
derecede olurken, 200-250 mmol/l tuz stresi altinda ¢ iiziim c¢esidinde de
zararlanmalar ortaya ¢ikmis fakat en yliksek zararlanma Huoyanwuhe cesidinde

saptanmistir.

Salem ve ark., (2011), kokli ve asili Flame Seedless iiziim ¢esidin tuzlu su
sollisyonlar1 ile sulanmasi sonucu tuza toleransini belirlemeye caligmiglardir.
Arastirma 2009 ve 2010 yillarinda kokli Freedom ve Ramsey anaci iizerine asili
Flame Seedless iiziim g¢esidinde tuzlu su ile sulanmasi sonucu tuzlulugun biiyiime ve
kimyasal bilesikler ilizerindeki etkileri arastirtlmistir. Elde edilen sonuclara gore
yiiksek tuz konsantrasyonlart (3000 ve 4000 ppm) altindaki Freedom anaci {izerine
asili Flame Seedless (izim gesidinde en yiiksek yaprak prolin igeriginin yani sira
yaprak ve kokte Na ve Cl igerigi de yiiksek bulunmus ve ilk tuzluluk zarar1 da tespit
edilmistir. Ayrica Ramsey anaci ve bu anag tizerine asili Flame Seedless ¢esidinde en
yiiksek bitki canliligt (%), silirgiin kuru agirhigr (g) ve yaprak klorofil igerigi
belirlenmistir. Bununla birlikte, Flame Seedless yapraklarinda yaprak alani, K ve Ca
igeriginin yliksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglara dayanarak, Ramsey
anaci ve iizerine agili Flame Seedless ¢esidinin tuzluluk uygulamalarina en dayanikl

asma olarak belirlenmistir.
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Kok, (2012), degisik dozlarda hazirlanan salisilik asidin (0, 1 ,5,10 mM) tuz stresi
altindaki (8ds m™ 5120 ppm) 5 BB, SO4 ve 140 Ru asma anaci ¢eliklerinin biiyiime
ve bazi fizyolojik 6zellikleri {izerine etkilerini arastirmistir. Sonug olarak asma anaci
celiklerinde salisilik asidin farkli dozlarinin birgok yonden etkili oldugu ve o6zellikle
celiklerin siirglin ve yapraklarinda 6nemli zararlar meydana getiren 2. ve 3. derece
tuzluluk zararlarinin kontrole gore (0 mM) salisilik asit uygulanmis ¢eliklerde diisiik

oranlarda ortaya ¢iktigini saptamistir.

Fozouni ve ark., (2012 a), su kiiltiiriinde yetistirilen asma ¢esitlerinde tuzlulugun
mineral igerigi ve bliylime parametreleri iizerine kisa siireli etkilerini arastirmiglardir.
Sera kosullarinda su kiiltiirtinde yetistirilen dort farkli kendi kokU iizerine yetistirilen
sofralik tiziim ¢esitlerinin (Red Rishbaba, Red Sahebi, Dastarchin ve Red Sultana)
degisik tuz konsantrasyonlarina (0, 25, 50 ve 100 mM NaCl) olan tepkisi
aragtirtlmistir. Arastirma kapsaminda yaprak ve koklerde biiylime parametreleri,
toplam klorofil (a+b) ve prolin igerigi tespit edilmistir. Yaprak ayasi ve sapi ile kokte
CI, Na', K* ve NO™ konsantrasyonlari da $l¢iilmiistiir. Tuz stresi altinda (P<0.05)
stirglin biiyiimesi, toplam kuru agirlik, yapraktaki toplam klorofil (a+b), NO3s-N ve K
ierikleri onemli dlgiide azalirken artan tuz konsantrasyonlari ile prolin, CI" ve Na
birikiminin 6nemli Ol¢lide arttig1 belirlenmistir. Red Rishbaba ve Red Sahebi
cesitlerinde yapraktaki toplam klorofil miktari, prolin miktar, K* ve NOs™ igeriginde
daha az miktarda azalma tespit edilirken, bu ¢esitlerdeki bu maddelerin birikimi
Dastarchin ve Red Sultana ¢esitlerine gore daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Ayrica Red Sahebi ve Red Rishbaba cesitlerinin siirgiinlerinde diger cesitlere gore
daha diisik oranda CI' ve Na’ birikimini gdzlemislerdir. Calisma sonucunda
arastiricilar, Red Rishbaba ve Red Sahebi ¢esitlerinde Sahebi Dactarchin ve Red

Sultana ¢esitlerinden tuzluluga daha dayanikli oldugunu saptamislardir.

Fozouni ve ark., (2012 b), dort farkli lizim cesidinde tuzlulugun yaprak su
potansiyeli, fotosentetik pigmentler {izerine etkilerini arastirmiglardir. Sera
kosullarinda su kiiltiirtinde kendi kokii iizerine yetistirilen sofralik {iziim ¢esitleri
(Red Rishbaba, Red Sahebi, Dastarching ve Red Sultana) tizerine farkli tuz
konsantrasyonlariin (0, 25, 50 ve 100 mM ) etkilerini belirlemislerdir. Cesitler
yaprak alani, yaprak su potansiyeli ve klorofil a, b ve prolinle ilgili olarak karotenoid

igerigi ve c¢Ozlniir seker birikimi agisindan analiz edilmistir. Tuzlulugun tiim
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cesitlerin biiylimesini azalttigin1 (P<0.05) gozlemlemislerdir. Ayrica yaprak su
potansiyeli, klorofil a, b igeriginin azaldigi, ancak karotenoid, prolin ve ¢dzUnUr
sekerlerin artan NaCl konsantrasyonu ile arttigi belirlenmistir. Dactarchin ve Red
Sultana, yaprak su potansiyeli ve klorofil icerigi ile diisiikk karotenoid birikimi,
prolin, ¢oziiniir sekerler ile yiiksek biiyiime kaybiyla tuza duyarli bulunmustur.
Ayrica tuz stresinin tiim ¢esitlerde 6zellikle Dastarchin ve Red Sultana ¢esitlerinde
lipid peroksidasyon oranin1 énemli Ol¢lide arttirdigi belirlenmistir. Malondialdehit
icerigindeki artisin oksidatif stresten kaynaklanan tuzluluk problemini ortaya
cikardigini  belirlemislerdir. Arastirmada, yaprak su potansiyeli ve NaCl
konsantrasyonlar1 arasinda negatif bir kolerayon (R% -0.781, p<0.001) bulunmustur.
Tim tuz uygulamalarinda ise lamina prolin igerigi ve NaCl konsatrasyonlari
(R2:+O.964, p<0.001) arasinda ise pozitif bir korerasyon bulunmustur. Sonug olarak
Red Rishbaba ve Red Sahebi, Dastarchin ve Red Sultana ile karsilastirildiginda daha

dayanikli bulunmustur.

Alirezanezhad ve ark., (2013), tuz toleransinda degerlendirmeye tabi tutulan iki
cekirdeksiz Uzlm gesidinin (Askari ve Yaghuti) fidanlarina 0, 25, 50, 75, 100 mM
NaCl uygulanmistir. Arastirmada siirgiin uzunlugu, yaprak sayisi, yaprak sicakligi,
yaprak alani, yaprak yas agirligi, yaprak kuru agirligi, klorofil indeksi, prolin miktari,
eriyebilir seker ve yaprak sicakligi olciimleri yapilmustir. Iki {iziim cesidinde
Ol¢iilmiis Ozelliklerde yaprak sicakligi ve yaprak alani bakimindan belirgin farklilik
gostermistir (p>0.5). Artan tuz dozlartyla her iki ¢esitte de siirgiin uzunlugu
azalmustir. Iki kiiltiir cesidinde de ¢ogalan prolin ve eriyebilen seker miktarinda artis

saptanmistir.

Baneh ve ark., (2013), dort farkl Iran iiziim cesidinde (Vitis vinifera L.) tuzlulugun
fizyolojik parametreler ve oksidatif enzimatik faaliyetleri Gzerine etkilerini
aragtirmiglardir. Farkli konsantrasyonlardaki (0, 40, 80 ve 120 mM) NaCl’in doért
farkli koklu V.vinifera gesitinde (Askari, Yaghoti, Sarghola., Rasha) fotosentez orant,
¢cOziinlir seker, prolin igerigi ve CAT aktivitesi lizerine etkileri belirlenmeye
calisilmistir. Analiz sonuglarinda artan tuz konsantrasyonu ile fotosentez oraninin
azaldig1 (P<0.05) ve en diisiik fotosentez oraninin ise sirasiyla Yagho ve Rasha iiziim
cesitlerinde meydana geldigi gozlenmistir. Coziiniir sekerler ve prolin igeriginin en

yiiksek tuz konsantrasyonlarinda belirgin bir artis gosterdigi belirlenmistir. Yaghoti
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cesidinde yiiksek miktarda seker ve prolin icerigi belirlenirken Rasha g¢esidinde ise
disiik miktarda seker ve prolin igerigi belirlenmistir. 0 mM dozundan 120 mM’a
kadar artan tuz konsatrasyonlarda CAT aktivitesinin Rasha ve Sarghola ¢esitlerinde
artt1g1 ancak Askari ve Yaghoti ¢esitlerinde higbir tepkinin goriilmedigi saptanmuistir.
Sonug olarak aragtirmada, Rasha ¢esidinin tuzluluga karsi diger cesitlerden daha

dayanikli oldugu belirlenmistir.

Karimi ve ark., (2013), farkli tuz seviyelerinin iki farkli Iran iiziim ¢esidinin (Vitis
vinifera L.) morfolojik ve fizyolojik Ozellikleri {izerine etkisini arastirmiglardir.
Calismada tuza toleransi belirlemek igin iki {iziim ¢esidinde (Ghezel Uzum ve Red
Seedless) farkli diizeylerde (0, 50, 100 ve 150 mM) tuz dort tekerriirli tesadiifi
bloklar seklinde uygulanmistir. Calismada tuz stresi 4 gozIli bir yasindaki
fidanlarimin tizerinde gergeklestirilmistir. Stres uygulanmasindan {i¢ ay sonra
numuneler almmistir. Elde edilen sonuglara gore, tuzluluk dozlarmin {iziim
cesitlerinde morfolojik ve fizyolojik parametrelerini 6nemli derecede etkiledigi
belirlenmistir. Fakat kok wuzunlugunun tuzluluk seviyesine bagli olmadigi
bulunmustur. Sap uzunlugu, yaprak yas ve kuru agirligi, kok kuru agirligi, klorofil
indeksi, ¢Oziiniir sekerlerin miktar1 ve karsilikli yaprak sicakligi 6zellikleri agisindan
cesitlerin tuzluluk dozlar arasindaki interaksiyonlart 6nemli bulunmustur. Bitkide
yaprak sayisi, yaprak alani, yaprak yas ve kuru agirligi, kok ve govdenin kuru
agirlig1 ve klorofil indeksi ile yaprak nispi su igerigi 6zelliklerinin tuzluluk artist ile
onemli Ol¢lide azaldig1 saptanmistir. Ancak prolin miktari, ¢oziinebilir sekerler ile
yaprak sicakliginin tuzluluk dozlarmin artistyla arttigi belirlenmis ve Ghezel iiziim
cesidinde tiim Olgililen parametrelerde yiiksek bulunmustur. Arastirmada, Ghezel
tizim c¢esidinde yaprak sicaklifinin Red Seedless c¢esidine gore daha diisiik
bulundugu tespit edilmistir. Arastirmadan elde edilen sonuclara gére Ghezel
¢esidinin farkli tuzluluk konsantrasyonlarina, morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri

bakimindan Red Seedless ¢esidinden daha dayanikli oldugu bulunmustur.

Uyar, (2016), Hamburg Misketi ve Isabella iiziim ¢esidinde farkli dozlarda (0, 50,
100, 150 ve 200 mM NaCl ) tuz uygulamasi yapmistir. Calismada zararlanma
derecesi, tolerans orani, tolerans indeksi, sirgun, kokteki fiziksel ve fizyolojik

ozelikler incelenmistir. Calismadan sonug olarak incelenen parametrelerde Hamburg
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Misketi ¢esidi Isabella ¢esidine oranla tuza dayaniminin daha yiliksek oldugu

bulunmustur.

Ozcan, (2016), ii¢ farkli Amerikan asma anaci celiklerinde (1103 P, 41 B ve 110 R)
tuz stresine tabi tutarak farkli dozlarda salisilik asit uygulamasinin bitki {izerindeki
etkisini incelemistir. Arastirma sonunda incelenen parametreler bakimindan 41 B ve
1103 P asma anaglarinda tuzluluk stresini azaltmada 6 ve 9 mM salisilik asit
uygulamasinin etkili oldugu belirlenirken 110 R anaci i¢in herhangi bir doz 6nerisi

yapamamistir.
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3.MATERYAL ve METOD

Bu ¢alisma 2016 yilinda Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolumii

Arastirma ve Uygulama Serasi ile Doku Kiiltiirii laboratuvarinda yiiritilmistiir.
3.1. Materyal

Arastirmada tuzluluga dayanimi yiiksek olan 1103 P ile tuzluluga dayanim disiik
diizeyde olan 41 B Amerikan asma anaglarinin tek bogumlu mikro celikleri eksplant

olarak kullanilmistir. Materyallere ait genel 6zellikler asagida belirtilmistir.
3.11.41B

1882 yilinda Millardet tarafindan Chasselas x Berlandieri 41 B Millardet Et de
Grasset melezlerinden elde edilmistir. Bu anacin yapraklar1 bes koseli goriiniiste,
yiizeyi diizgiin, acik yesil, hemen hemen tiiysiiz, dis kenarlar1 dis biikey, damarlari
ortimcek ag1 gibi tiiylii, yaprak sap cebi U seklinde, disleri genis ve dis bukey, uc
cikintilar1 seklinde uzun ve sivridir. Siirgiinleri ¢izgili, tlysliz, bogumlar1 dip
kisimlarda morumsu menekse renginde, siiliikleri ¢ok biiyiik ve catallidir. Siirgiin
ucu kece gibi tiiylii, diizgiin ve acik, yapraklarinin kenarlarinda iz seklinde
kirmiziliklar goriiliir. Yillik siirgiinleri ¢izgili, tiiysiiz, kabuk rengi glimiisiimsii gri
renkte, belirgin olan bogumlar1 koyu ¢ikolata renginde ve bogum aralari orta
uzunlukta, gozleri ¢ok iri ve kubbe seklindedir. Cigekleri disi yapiya sahip olup,

siyah yuvarlak ve kiigiik tanelerden olusan kii¢iik bir salkim olusturur.

41 B anacinin en 6nemli 6zelligi vejetatif doneminin kisa olmasi ve toprakta yiiksek
oranda bulunan kirece dayanikli olmasidir. Ozellikle kiregli topraklarda ve sofralik
liziim ¢esitlerinde olgunlastirmay1 hizlandirmak i¢in kullanilir. Mevcut anaglar iginde
topraktaki aktif kirece (% 40) en dayanikli olan anagtir. Kiregli topraklara dayanikli
olmast nedeniyle Fransa’da Sampanya bolgesinde yogun bir sekilde anag¢ olarak
kullanilmaktadir. Fazla nemli topraklarda kirece dayamiklilik azalmakta, mutlak
anlamda olmasa bile filokseraya yeterli diizeyde dayanikli, tuza ve mildiydye karsi
hassastir. Bu anacin en olumsuz 6zelligi zor kdklenmesi ve geliklerinde koklenme
oranmin diisiik olmasidir. Celikleri odunlagsma ve saglikli olmasina bagl olarak %
15-40 oraninda koklenme gostermektedir. Buna karsin bagdaki asilamalarda asi

tutma orani oldukga iyidir (Celik, 1998).
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3.1.2.1103 P

1982 yilinda Sicilya’da Amerikan asma fidanlig1 direktorii olan Paulsen tarafindan
Berlandieri Resseguier No. 2x Rupestris du Lot (St. George) 1103 Paulsen
ebeveynlerinin melezlenmesiyle elde edilen bir anagtir. Bu anacin yapraklari kiigiik
bobrek seklinde, hemen hemen lobsuz, rengi koyu yesil ve kenarlar i¢ biikey
seklinde kivrimli, yaprak ayasi tliysiiz, damarlart mor renkte, yaprak sapi cebi (U)
seklinde, tliylii ve yaprak sapinin dip kismi ¢iplaktir. Stirglin ve stirgiin ucu érimcek
ag1 gibi tiyli, ¢izgili, morumsu renkte bogumlari mor renkte ve yar tiiylidir. Yillik
stirgiinler cikolata benzeri kahverenginde, bogumlar: hafif tiiylii, bogum aralar1 uzun,
goOzler kugulk, ince ve sivridir. 1103 P anacinin gelisimi kuvvetli olup, nemli ve killi-
kiregli topraklara iyi adapte olmustur. Toprakta % 17-18 oraninda bulunan kirece ve
kurak topraklara karsi olduk¢a dayaniklidir. Koklenme ve ag1 tutma kabiliyeti yiiksek
olan bu anag kurak topraklar icin 6nerilmektedir (Celik, 1998).

3.2. Metot

Denemede kullanilan Amerikan asma anaglarinin c¢elikleri, Manisa Bagcilik
Arastirma Enstitiisiine bagli anaglik parselinden temin edilmistir. Bu ¢alisma in vivo
yoluyla eksplant hazirligi, in vitro salisilik asit uygulamasi ve in vitro tuzluluk

denemesinin kurulmasi asamalarindan olugmustur.
3.2.1. In vivo Yoluyla Eksplant Hazirhg:

Denemede materyal olarak kullanilan 1103 P ve 41 B Amerikan asma anaglarindan
15 Subat tarihinde alinan celikler dikim zamanina kadar +4 °C’ de ki soguk hava
deposunda muhafaza edilmistir. Kis dinlenmesini tamamlamig 1 yash dallarindan
alman c¢elikler 2 gz birakilarak dikim i¢in hazir hale getirilmistir. Hazirlanan
celikler Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama alani1 serasinda ici
perlit ile doldurulan alttan 1sitmasiz tavalara 18.03.2016 tarihinde dikilmistir. Dikilen
celiklerin diizenli araliklarla sulamasi yapilmistir. Celiklerin 27.06.2016 tarihinde

siren taze surgunlerinden tek bogumlu mikro gelikler alinmigtir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Anag celiklerinin dikim tavasindaki gérintmleri

3.2.2. Invitro Salisilik Asit Uygulamasi

Celiklerden elde edilen sirgunlerden alinan tek bogumlu mikro ¢eliklerde canlilik
orant bakimindan optimum salisilik asit uygulama stresinin belirlenmesi igin 6n
calismalar gerceklestirilmistir. On deneme amacli 6ncelikli olarak ortama salisilik
asitin ilave edilip sonrasinda otoklovda steril edilmesi denenmistir. Salisilik asitin bu
sekilde uygulanmasi sonucunda ortamda yogun sekilde civiklik goriilmiistir. Bu
yuzden yiizey sterilizasyonu yapilan bogumlarin soguk sterilizasyonu yapilan
salisilik asit icinde bekletilmesinin uygun oldugu disiiniilmiistiir. Buna dayanarak
yapilan ikinci 6n denemede ise mikro celiklerin en yiksek salisilik asit dozu olarak
belirlenen 2 mM dozunda 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 ve 48 saat siireyle bekletilerek canlilik
gozlemleri yapilmistir. Bu sayede salisilik asitin en uygun bekletme siresi
belirlenmistir. On deneme sonucunda 1 saat stireyle 2 mM salisilik asitte bekletilen
bogumlarin canliliklarint koruduklar1 gézlemlenmistir (Sekil 3.2). Bu ylzden

denemede bu sure dikkate alinarak tim uygulamalar bu sekilde gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.2. 1 saat sireyle 2 mM Salisilik
asit ¢ozeltisinde bekletilen
mikro celiklerin gorinimi

Mikro celikler % 20 sodyum hipoklorid ve 1-2 damla Tween 20 iceren ¢ozeltide 15
dakika siireyle bekletilerek yiizey sterilizasyonu tamamlanmis ve ardindan steril
kabin igerisinde steril saf su ile 3 kez ¢alkalanmistir. Sterilizasyonu yapilan bitkiler
steril kabin igerisinde hazirlanan farkl: salisilik asit dozlarini (0.5, 1 ve 2 mM) igeren
steril beherlere konulmustur. Salisilik asit ¢Ozeltisinin sterilizasyonu ise soguk
sterilizasyon seklinde yani steril kabin icinde ‘Sartarius Minisart NML’ marka 0.2
Mm capinda filtre ve siringa kullanilarak steril bir beher i¢ine filtre edilmesi yoluyla
gerceklestirilmistir. Tiim salisilik asit dozlar1 mikro ¢eliklere 1 saat siire ile bekletme
seklinde uygulanmustir (Sekil 3.3). Salisilik asit uygulamasi yapilan mikro celikler 1
mg/l BA iceren MS (Murashige., Skoog, 1962) besin ortaminda (Cizelge 3.1) 15 cm
X 2.5 cm boyutlarinda deney tiiplerinde 27.06.2016 tarihinde kiiltiire alinmustir.

Besin ortami hazirlanirken ise tim kimyasallar hazirlanip saf su ile hacim
tamamlama islemi yapilmis ve pH diizeyi 1 N HCI ve 1 N KOH kullanilarak 5.8’e
ayarlanmistir. Son olarak ise katilastirici olarak agar eklenmis ve sonrasinda ortam
kaynatilmistir. Ortam kaynayip seffaflasinca her deney tiipiine 10 ml ortam olacak

sekilde dagitilip kapaklar1 kapatilmistir. Tipler stereilizasyon amaciyla otoklava
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yerlestirilip 121°C ve 1 atm basingta 15 dakika siireyle tutulmustur. Sterilizasyonu

tamamlanan besin ortamlart steril kabin i¢ine alinmistir.

Kiiltiire alman mikro ¢elikler sicakhigi 25+2 °C, fotoperyodu 16 saat ve 1sik
yogunlugu 3000-4000 lux (11000-15000 wat.m?) diizeyinde ayarlanan iklim

odasinda tutulmustur. Isiklanma beyaz LED 1siklarla saglanmstir.

Sekil 3.3. Anaclardan alinan mikro ¢eliklere
salisilik asit uygulamasi
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Cizelge 3.1. MS temel besin ortaminin igerigi (Murashige ve Skoog, 1962)

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

CaCl,.2H,0 440
KNO; 1900
NH;NO; 1650
KH,PO, 170
MgSO,7H,0 370
Mikro Elementler (x 100)

MnSO,.4H,0 22.3
H3;BO; 6.2
ZnS0,.7H,0 8.6
Na,Mo0,.2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
Kl 0.83
CoCl,.6H,0 0.025
Na,EDTA.2H,0 37.3
FeSO,.7H,0 27.8
Vitaminler (x 100)

Glycine 2.0
Nicotinic Acid 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Pyridoxine-HCI 0.5
Blyumeyi Dlzenleyiciler

Salisilik asit 0,05,1ve2mM
IBA (Indole Butyric Acid) 1 mg/l
BA (Benzil Adenin) 1 mgl/l
NaCl 200 mM

Organik Maddeler

Myo-Inositol 100
Sukroz (g/l) 30
Agar (g/l) 8
pH 5.8
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3.2.3. In vitro Tuz Denemesinin Kurulmasi

Kiiltlire alinan mikro ¢eliklerden siiren siirglinler belli bir gelisme gosterdikten sonra
(2-3 yaprakli asama) icinde 1 mg/l IBA ile 200 mM NaCl (Sakhanokho ve Kelley,
2009; Cetin ve ark., 2011; Uyar, 2016) bulunduran MS besin ortamina transferleri
gerceklestirilmistir.

Bitkilerin zararlanma dereceleri g6zonlinde bulundurularak yaklagik 10 gin
sonrasinda farkli salisilik asit dozlarinin bitkilerde ki tuz stresini engellemede ki
etkisinin belirlenmesi amaciyla asagida belirtilen oOzelliklerde incelemeler

yapilmustir.

3.3. Incelenen 6zellikler

3.3.1. In vitro Salisilik Asit Uygulamasi1 Kapsaminda incelenen Ozellikler
3.3.1.1. Patlama Suresi (Gun)

Farkli dozlarda salisilik asit uygulanmis mikro celiklerin 1 mg/l BA ilaveli MS
ortamina dikimini takiben bogumda bulunan gozden yesil organin goriildiigli zamana

kadar gecen siire olarak kaydedilmistir (Anonim, 1997).
3.3.1.2. Sirme Sdresi (Gn)

Farkli dozlarda salisilik asit uygulanmis mikro ¢eliklerin 1 mg/l BA ilaveli MS
ortamina dikimini takiben bogumda bulunan goéziin patlayip 1-2 bogumlu siirgiin

olusturmasina kadar gecen siire olarak belirlenmistir (Bilir Ekbig, 2010).
3.3.1.3. Bitki Canlihig1 (%0)

Farkli dozlarda salisilik asit uygulamasi sonrasi canli kalan siirgiinlerin sayis1 toplam

surgln sayisina boliiniip 100 ile carpilmasiyla bulunmus ve ‘%’ ile gosterilmistir.
3.3.2. In vitro Tuz Denemesi Kapsaminda Incelenen Ozellikler
3.3.2.1. Bitki Canlihg1 (%)

Bogum Kkiiltiirti sathasinda farkli dozlarda salisilik asit uygulamasi yapilmis mikro
celiklerin siiren siirgiinlerinden tuzlu kosullarda canli kalanlarinin sayisi toplam

stirgiin sayisina boliiniip 100 ile carpilmastyla bulunmus ve ‘%’ ile ifade edilmistir.
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3.3.2.2. Zararlanma Derecesi

Bu Ozellik igin Martinez Barraso ve Alvarez (1997)’ in cilek bitkisi igin
olusturduklar1 skala modifiye edilerek kullanilmistir. Bu skalaya gore tuzdan
kaynaklanan nekrotik dokulara sahip olmayan bitkiler ‘0. derece’, yaprak uglarindaki
hafif kuruma ve nekrozlar *1. derece’, yapragin % 50’sinden fazlasinda ve gévdede
olusan nekrozlar ‘2. derece’, bitkinin 6lumune sebep olacak nekrozlar ise ‘3. derece’

zararlanmalar olarak nitelendirilmistir.

Sekil 3.4. Zararlanma Derecesi Gorunumu (0-3)

3.3.2.3. Yaprak Sayisi (adet)

Sirgunlerin tuzlu ve farkli dozlarda salisilik asit uygulama sonrasi siirgiinlerde

bulunan yapraklar adet olarak belirlenmistir.
3.3.2.4. Siirgiin Uzunlugu (cm)

Siirgiinlerin tuzlu ve farkli dozlarda salisilik asit uygulama sonrasi siirgiinlerin

uzunluklari cetvel yardimi ile 6l¢ililmiis ve ‘cm’ cinsinden degerlendirilmistir.
3.3.2.5. Siirgiin Yas Agirhg (g)

Siirgiinlerin tuzlu ve farkli dozlarda salisilik asit uygulama sonrasi siirgiinlerin yas
agirhiklar1 +0.01 g duyarliliktaki hassas terazi yardimiyla gram cinsinden

belirlenmistir.
3.3.2.6. Siirgiin Kuru Agirhg (g)

Siirgiinlerin tuzlu ve farkli dozlarda salisilik asit uygulama sonrasi siirgiinlerin kuru
agirliklar etlivde 65°C de 72 saat kurutulup sonrasinda £0.01 g duyarliliktaki hassas

terazi yardimiyla gram cinsinden belirlenmistir.

29



3.3.2.7. Surgun Tolerans Orani (TO)

Calismada kullanilan Amerikan asma anaglarinin tuzlu kosullardaki farkli salisilik
asit uygulamalari sonucu gostermis olduklart dayaniminin karsilastirilabilmesi
amaciyla kullanilmistir. Bu 6zellik i¢in asagidaki formiile gore siirgiin kuru agirlig
(g) bazinda, her anag ve her salisilik asit dozu i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir (Turhan
ve ark., 2005).

TO=Ty/ T,
Tx: Belli konsantrasyonda salisilik asit uygulanmis bitkicigin siirgiin kuru agirlhigi (g)

To: Belli konsantrasyonda salisilik asit uygulanmamis bitkicigin siirglin kuru agirlig

(9).

3.3.2.8. Siirgiin Tolerans Indeksi (TT)

Tolerans indeksi (T1) Amerikan asma anac1 (41B ve 1103 P) siirgiinlerine uygulanan
tim NaCl konsantrasyonlarina karsi genel tavrini ortaya koyabilmek igin ve tuza
kars1 olan performanslarini kiyaslayabilmek amaciyla kullanilmistir (Turhan ve ark.,

2005). Siirgiin kuru agirhig bazinda asagidaki formiile gore hesaplanmustir;
Ti= 100+Sn [ x (Tx/T0)100]

n= 5 (Uygulama say1si)

x=10,0.5, 1.0 ve 2.0 % NaCl (200 mM NaCl)

Tx= (x %) NaCl uygulanmis stirgiinlerin kuru agirhigi (g)

To= NaCl uygulanmamus siirgiinlerin siirgiin kuru agirhigi (g)

3.4. Istatistiksel Analiz

Deneme 3 yinelemeli, her yinelemede 10’ar bitki eksplanti kullanilacak sekilde
Tesaduf parselleri deneme desenine gore diizenlenmis, farkli gruplarin tespiti % 5
onem seviyesinde LSD testinden faydalanilarak JMP 10.0 istatistiki paket
programinda degerlendirilmistir. % degerler ac1 transformasyon degerine

cevrildikten sonra istatistiki olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. In vitro Salisilik Asit Uygulamasi1 Bulgulari
4.1.1. Patlama Siresi (GUn)

Tuz uygulamas1 6ncesinde mikro celiklere uygulanan farkli dozdaki salisilik asidin

mikro ¢eliklerin patlama siiresi lizerine etkisi Cizelge 4.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. incelendiginde uygulanan salisilik asit dozlar1 ve anag ile salisilik asit
dozlar1 arasindaki intreaksiyonun patlama silresine olan etkisinin istatistiki agidan
onemli oldugu goriilmistiir. Anaglarin patlama siresine etkisi ise belirgin
bulunmamuistir. Genel Salisilik asit uygulama ortalamalart agisindan 2 mM dozun 17
gun ile en ge¢ patlamaya neden oldugu tespit edilmistir. Calismada 41 B anacinin 2
mM salisilik asit uygulamasinda en geg patlama (19 giin) gozlenirken her iki anagta

da 0.5 mM salisilik asit uygulamasiyla en erken patlama (10 giin) saglanmistir.

Her iki ana¢ icinde 0.5 ve 1.0 mM salisilik asit uygulamasinin mikro g¢eliklerin
patlama siiresi iizerine erkencilik etkisi olusturdugu gozlenmistir. Buna yonelik
etkinin sadece Ozcan (2016)’in arastirmasinda incelendigi belirlenmistir.
Aragtiricinin 41 B, 110 R ve 1103 P anaglarini kullandig1 caligmasinda farkli salisilik

asit dozlarmin patlama siiresine etkinin belirgin olmadigi belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Farkli Salisilik Asit Dozlarmin 41 B ve 1103 P Amerikan Asma Anaglarinin
Mikro Celiklerinde Patlama Suresine Etkisi (Gun)

Salisilik Anag

Asit Dozlan 41 B 1103 P Ortalama
0mM 13 bc 15b 14 b
0.5 mM 10d 10d 10 ¢

1 mM 12 cd 11 cd 11¢

2 mM 19a 15b 17 a
Ortalama 14 13

LSD %05 (Anag): O.D.  LSD %5 (Uygulama): 1 LSD %5 (Ana¢ x Uygulama):2

4.1.2. Strme Suresi (GUn)

Cizelge 4.2°den de anlasildig1 gibi salisilik asit uygulamalarinin bogumlarin siirme
stireleri lizerine etkisi anag, salisilik asit dozlari ve ana¢ x salisilik asit doz
interaksiyonlar1 arasinda % 5 Onem diizeyinde istatistiki agidan 6nemli farklilik
gostermistir. Salisilik asit uygulamasi genel ortalamasina gore en erken siirme (17

giin) 1 mM en geg siirme ise 2 mM salisilik asit uygulamalarinda tespit edilmistir.
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Anagclarin genel ortalamalar1 agisindan 1103 P anacinin daha erken (19 giin) siirdiigii
g0zlenmistir. Calismada anag ve salilisik asit interaksiyon degerleri bakimindan 0.5
mM ve 1 mM salisilik asit dozlarinda daha erken siirme meydana gelmistir. 41 B

anacinin 2 mM salisilik asit uygulamasinda en geg stirme (28 giin) tespit edilmistir.

Her iki anag i¢inde 0.5 ve 1.0 mM salisilik asit uygulamasinin mikro ¢eliklerin siirme
stiresi lizerine erkencilik etkisi olusturdugu gozlenmistir. Buna yonelik etkinin
patlama siiresi bulgularinda oldugu gibi Ozcan (2016)’1n arastirmasinda incelendigi
belirlenmistir. Arastiricinin 41 B, 110 R ve 1103 P anaglarini kullandig1 ¢alismasinda

farkl salisilik asit dozlarmin stirme siiresine etkinin belirgin olmadig: belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Farkli Salisilik Asit Dozlarinin 41 B ve 1103 P Amerikan Asma Anaglarmin
Mikro Celiklerinde Stirme Siresine Etkisi (Giin)

Salisilik Anag Ortalama
Asit Dozlar 41 B 1103 P

0mM 24 b 23 b 23b
0.5mM 19¢ 17 ¢ 18 ¢
1mM 17¢ 17¢ 17¢c

2 mM 28 a 22 b 25a
Ortalama 22 a 19b

LSD %5 (Anag): 1 LSD %5 (Uygulama): 1  LSD %5 (Anag x Uygulama):2

4.1.3. Bitki Canlihg1 (%)

Bogum kiiltiiriinde farkli dozlarda gerceklestirilen salisilik asit uygulamasinin bitki
canliligina olan etkisi Cizelge 4.3’ de gosterilmistir.  Cesit genel ortalamalari
bakimindan bitki canliliginin salisilik asit uygulamasindan istatistiki olarak
etkilendigi belirlenmistir. Bu agidan en yiiksek canlilik % 73.3 degeriyle 1103 P
anacindan elde edilmistir. 41 B anacimin canliligit % 56.6 olarak saptanmistir.
Salisilik asit uygulamasi ile ana¢ ve salisilik asit uygulama interaksiyonu agisindan
da elde edilen farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Uygulama genel
ortalamalarina gore en yiiksek canlilik degeri 0, 0.5 ve 1 mM; en diisiik canlilik ise 2

mM salisilik asit dozlarindan (% 34.5) elde edilmistir.

Anag ve uygulama interaksiyonu agisindan degerlendirildiginde en yiiksek canlilik
1103 P anacinin 1 mM salisilik asit uygulamasindan (% 96.2) elde edilmistir. 41 B
anaci i¢in en yiiksek canlilik kontrol ve bu uygulamayi takiben 0.5 mM salisilik asit

uygulamasinda (% 73.5) oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. Farkl Salisilik Asit Dozlarinin 41 B ve 1103 P Amerikan Asma Anaglarinin
Mikro Celiklerinde Bitki Canlilig1 (%) Uzerine Etkisi

Salisilik Anag Ortalama
Asit Dozlan 41 B 1103 P

0mM 78.7 bc 65.9 d 72.3a
0.5 mM 73.5cd 87.1ab 80.3a

1 mM 49.2 ¢ 96.2 a 72.7 a

2 mM 25.0f 439¢e 345b
Ortalama 56.6 b 73.3a

LSD %5 (Anag): 5.6 LSD %5 (Uygulama): 8.0 LSD %5 (Anag¢ x Uygulama): 11.3

4.2. In vitro Tuz Denemesi Bulgular
4.2.1. Bitki Canhihg (%0)

Farkli dozlarda salisilik asit uygulamasi yapilan mikro celiklerin tuzlu kosullardaki
bitki canliligi Uzerine etkisi istatistiki acidan onemli bulunmustur. Interaksiyon
degerlerine gore tuzlu ortam kosullarinda en diisiik canlilik orani kontrol grubunda
tespit edilmistir (41 B’de % 35.2 ve 1103 P’de % 55.2). Salisilik asit uygulamasinda
artan dozlarin etkisiyle tuzlu ortamda bitki canliligi artis gostermistir. Uygulama
genel ortalamasina gore ise 0.5 mM, 1 mM ve 2 mM salisilik asit uygulamalari
kontrole gore daha yiiksek canlilik degerinin olusumunu saglamis ve ayni grup i¢inde
yer almiglardir (Cizelge 4.4).

Bu calismada salisilik asidin bitkilerin tuzluluk zararimi azaltmasi ve dolayisiyla
canlilik oranindaki artig Szepesi, (2006), Horvath ve ark., (2007), Gunes ve ark.,
(2007), Sakhanokho ve Kelley, (2009), Ozcan (2016) ve Bilir Ekbig, (2017),
tarafindan da bildirilmistir. Bu bakimdan c¢alisma sonuclar1 belirtilen arastiricilarin

sonuclarini destekler nitelikte bulunmustur.

Cizelge 4.4. Farkl Salisilik Asit Dozlarinin Tuzlu Kosullarda ki 41 B ve 1103 P Amerikan
Asma Anacinin Bitki Canliligi Uzerine Etkisi (%)

Salisilik Anag Ortalama
Asit Dozlan 41 B 1103 P

0mM 35.2¢ 55.2b 452 Db
0.5 mM 77.0a 80.0a 78.5a

1 mM 90.0a 83.5a 86.8 a
2mM 90.0a 72.3a 8l.2a
Ortalama 73.1 72.8

LSD %05 (Anag): O.D. LSD %5 (Anag x Uygulama): 18.7 LSD %5 (Uygulama): 13.2

33



4.2.2. Yaprak Sayis1 (Adet)

Cizelge 4.5°den de goriildigii gibi farkli dozlarda salisilik asit uygulanan mikro
celiklerin olusturdugu ve tuzlu kosullarda yetistirilen siirgiinlerindeki yaprak sayisi
istatistiki olarak farkli bulunmamistir. Denemede yaprak sayilari 2-3 adet arasinda
degismistir. Zaid ve ark., (2001), Cetin ve ark., (2011), Turhan ve ark., (2005) ve
Karimi ve ark., (2013), yapmis olduklar1 ¢aligmalarda artan tuz dozlariyla birlikte
yaprak sayilarinda onemli 6lgiide azalmanin oldugunu saptamislardir. Kok, (2012),
Ozcan, (2016), bazi Amerikan asma anaci ¢esitlerine uygulanan salisilik asit
uygulamasinin tuz stresi kosullarindaki bitkilerin yaprak sayisini kontrole gore
artirdigin1 belirlemislerdir. Bu arastiricilara karsin bu c¢alismada salisilik asit dozlari

arasinda yaprak sayis1 bakimindan farklilik elde edilememistir.

Cizelge 4.5. Farkli Salisilik Asit Dozlarinin Tuzlu Kosullarda ki 41 B ve 1103 P Amerikan
Asma Anaci bitkilerinin Yaprak Sayis1 Uzerine Etkisi (Adet)

Salisilik Anag Ortalama
Asit Dozlar 41 B 1103 P

0mM 3 2 2

0.5 mM 2 2 2

1 mM 2 2 2

2 mM 2 3 2
Ortalama 2 2

LSD %5 (Anag): O.D. LSD %5 (Uygulama): O.D. LSD %5 (Anag¢ x Uygulama):O.D.

4.2.3. Siirgiin Uzunlugu (cm)

Siirgiin uzunlugu {izerine anac¢ ve salisilik asit uygulamalarinin etkisi istatiski
anlamda 6nemli bulunmazken anag ve salisilik asit uygulamasinin interaksiyonu bu
ozellik i¢in 6nemli bulunmustur. Cizelge 4.6 incelendiginde interaksiyon degerleri
acisindan  siirglin uzunlugunun 1.17 cm ile 1.80 cm arasinda degisim gosterdigi
belirlenmistir. Tuz stresine dayanikli olan 1103 P anacinda yapilan salisilik asit
uygulamasi siirgiin uzunlugunu arttirarak kontrole gdére daha uzun sdrglnlerin
olusmasinda etkili olmustur. Tuzluluga hassas olan 41 B anacinda ise salisilik asit
uygulamasi sonucunda bitkilerde siirgiinler daha kisa meydana gelmis ve en yiiksek

stirgun uzunluk degeri kontrol grubu bitkilerinde (1.80 cm) tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. Farkli Salisilik Asit Dozlarinin Tuzlu Kosullarda ki 41 B ve 1103 P Amerikan
Asma Anaci Bitkilerinin Siirgiin Uzunlugu Uzerine Etkisi (cm)

Salisilik Anag Ortalama
Asit Dozlar 41 B 1103 P

0mM 1.80a 1.24b 1.52
0.5 mM 1.34b 1.67 a 151

1 mM 1.33b 1.78 a 1.56
2mM 1.17b 1.78 a 1.47
Ortalama 141 1.62

LSD 95 (Anag): 0.16 LSD %5 (Uygulama): O.D. LSD %5 (Anag x Uygulama): 0.32

Calismada 41 B anacinda artan tuz dozlariyla gorulen strgin kisalmasi degisik
arasgtiricilar tarafindan da bildirilmistir ((Zaid ve ark., (2001); Charbaji ve ark.,
(2004), Ozcan, (2016), Uyar, (2016)). Horvath ve ark. (2007), salisilik asitin

abiyotik strese karsi bitkilerin dayaniminda 6nemli oldugunu belirtmislerdir.

1103 P anacinda ise salisilik asit uygulamasi yapilan bitkilerde kontrole gore daha
uzun siirgiinler elde edilmistir. Kok, (2012), Ozcan, (2016), Bilir Ekbig, (2017)
farkli Amerikan asma anaglarina uygulanan salisilik asitin tuzluluga olan etkisini
inceledikleri calismalarda salisilik asit uygulamasi yapilan bitkilerin siirgiinlerinin
daha uzun oldugunu goézlemislerdir. Belirtilen arastiricilarin bu 6zellik icin elde
ettikleri sonuglar bu arastirmanin 1103 P anaci sonuglarini desteklemektedir
Sakhanokho ve Kelley, (2009), ise in vitro sartlarinda Hibiscus acetosella ve
Hibiscus moscheutos tiiriine ait iki bitkideki ¢alismasinda NaCl uygulamasi yapilan
bitkilere salisilik asit uygulamas1 yapmislardir. Cikan sonuglarda kontrol grubunun
(0 mM SA uygulamasi) siirgiin boyu ¢ok diisiik bulunmustur. 200 mm NaCl
uygulamasi yapilan eksplantlarda siirglin boyunda azalma olurken salisilik asit
uygulamasi yapilan bitkiler kontrol grubuna gore daha iyi durumda bulunmustur.
Yapilan ¢aligmalara bakildiginda abiyotik stres altinda salisilik asit uygulamasinin

yarari bu arastirma sonuglariyla da desteklenmektedir.

4.2. 4. Siirgiin Yas Agirhgi ()

Farkli salisilik asit dozlarmin tuzlu kosullarda ki 41 B ve 1103 P Amerikan asma
anacit Dbitkilerinin slrgin yas agirligi tizerine etkisi Cizelge 4.7° de gosterilmistir.
Slrgiin yas agirlign iizerine ana¢ ve salisilik asit uygulamalarinin etkisi istatiski

anlamda 6nemli bulunmazken anag ve salisilik asit uygulamasinin interaksiyonu bu

Ozellik i¢in 6nemli bulunmustur. Anaglar arasinda en yiiksek silirgiin yas agirhigi
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degeri 1103 P anacinda belirlenmis (0.079 g) ancak bu farklilik istatistiki olarak
onemli olmamistir. Salisilik asit uygulamasi genel ortalamalarina gore siirgiin yas
agirlik degerleri 0.062-0.079 g arasinda degismistir. Anag ve salisilik asit uygulamasi
interaksiyon degerlerine gore 1103 P anaci i¢in en yliksek siirgiin yas agirlik degeri
0.110 g ile 2 mM salisilik asit dozundan elde edilmistir. 41 B anacinda ise siirgiin
uzunlugu sonuglarina paralel olarak uygulama dozunun artistyla bu 6zellik iginde
degerlerin azaldig1 tespit edilmistir. Buna gore en yiiksek siirgiin yas agirlik degeri
kontrol uygulamasinda (0.093 g), en diisiik siirgiin yas agirlik degeri ise 2 mM
salisilik asit uygulamasindan (0.110 g) elde edilmistir.

Cizelge 4.7. Farkl Salisilik Asit Dozlarimin Tuzlu Kosullarda ki 41 B ve 1103 P Amerikan
Asma Anaci Bitkilerinin Siirgiin Yas Agirhigi Uzerine Etkisi (g)

lsilik Anag

Salisili

Asit Dozlar1 41 B 1103 P Ortalama
0mM 0.093 ab 0.062 bc 0.077

0.5 mM 0.070 bc 0.075 abc 0.072

1 mM 0.055¢ 0.068 bc 0.062

2 mM 0.048 ¢ 0.110 a 0.079
Ortalama 0.066 0.079

LSD %05 (Anag): O.D. LSD %5 (Uygulama): O.D.

LSD %5 (Ana¢ x Uygulama): 0.036

Bitkilerde stres kosullarinin devam etmesi halinde fizyolojik ve biyokimyasal
bozulmalar nedeniyle bitkilerdeki biiyiime ve gelisme, mineral beslenme dengesi,
fotosentez ve transpirasyon olaylar1 aksamaya ugramaktadir (Sudhir ve Murthy,
2004; Cramer ve ark., 2007). Cetin ve ark., (2011), in vitro denemelerinde 41 B, 5
BB ve 1616 C Amerikan asma anaglarinin tuz stresi altindaki bitkilerinde en diisiik
stirgiin yas agirh@ degerini 200 mM NaCl dozunda belirlerlerken 41 B anacinin
diger anaglara gore silirgiin yas agirligt bakimindan en diisiik degerlere sahip
oldugunu saptamiglardir. Turhan ve ark., (2005), Karimi ve ark., (2013), artan tuz
dozlariyla siirgiin yas agirliginda azalmanin oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda
ise tuzlu kosullarda farkli dozlarda uygulanan salisilik asitin 1103 P anacinin strgin
yas agirhigini arttirdigr tespit edilmistir. Kok, (2012), ise 5 BB, SO4 ve 140 Ru
Amerikan asma anaglarinda tuz stresine karsi salisilik asit uygulamasinin siirgiin yas
agirhgmi arttirdigini belirtmistir. Ozcan, (2016), 41 B, 110 R ve 420 A anaglari i¢in

tuzlu kosullarda yapilan salisilik asit uygulamasiyla siirgiin yas agirliginda artis
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saptamiglardir. Bilir Ekbi¢, (2017), ise in vivo kosullarda 99 R, 420 A ve 1616 C
anaclarinda 6 mM dozuna kadar uygulanan salisilik asit uygulamasinin siirgiin yas
agirlik degerini artirdigini; 9 mM dozunda ise bu de§erde azalmanin meydana
geldigini saptamistir. Ozellikle ¢alismanin 1103 P anacindan elde edilen siirgiin yas
agirhk degeri sonuclart Kok, (2012), Ozcan, (2016), ve Bilir Ekbig, (2017),’in

aragtirma sonugclartyla desteklenmektedir.

4.2.5. Siirgiin Kuru Agirhg (g)

Calismamizda salisilik asit uygulamasi yapilmis iki anacin slrgunlerinin tuzlu
ortamda ki siirglin kuru agirligi degerleri iizerine etkisi Cizelge 4.8” de verilmistir.
Calismada, anag ve salisilik asit uygulamalari istatistiki agidan 6nemli bulunmazken
anag ile salisilik asit uygulamasi arasindaki interaksiyonlarda belirgin farklilik elde

edilmistir.

Bu 6zelligin ana¢ ve uygulama arasindaki interaksiyon degerleri agisindan en yiiksek
deger (0.008 g) 1103 P anacinin 1 mM salisilik asit uygulamasinda; en diisiik deger
ise 41 B anaciin (0.004 g) 2 mM salisilik asit uygulamasinda oldugu belirlenmistir.
41 B anaci i¢in kontrole gdre uygulanan salisilik asit dozlarina bagl olarak siirgiin
kuru agirlik degerlerinde diisiis saptanmistir. Buna kargin 1103 P anaci i¢in kontrole

gore salisilik asit uygulamasiyla siirgiin kuru agirliginda artis elde edilmistir.

Cizelge 4.8. Farkli Salisilik Asit Dozlarinin Tuzlu Kosullarda Yetistirilen 41 B ve 1103 P
Amerikan Asma Anaci Bitkilerinin Stirgtin Kuru Agirligi Uzerine Etkisi (g)

Salisilik Anac

Asit Dozlar 41 B 1103 P Ortalama
0mM 0.006 bc 0.005 cd 0.006
0.5 mM 0.005 cd 0.007 ab 0.006

1 mM 0.005 cd 0.008 a 0.006
2mM 0.004 d 0.006 bc 0.005
Ortalama 0.005 0.006

LSD %5 (Anag): O.D. LSD %5 (Uygulama): O.D. LSD %5 (Anag x Uygulama): 0.001

Taha, (1972), Joolka ve ark., (1976), Turhan ve ark., (2005), Upreti ve Murti, (2010),
Salem ve ark., (2011), ve Karimi ve Zadeh, (2013)’ in yapmis olduklar1 ¢alismalarda
artan tuz dozlaryla birlikte siirglin kuru agirliginda  azalmanin  oldugunu
belirtmislerdir. Calismamizda salisilik asit uygulamasiyla 1103 P anaci igin siirgiin
kuru agirhiginda artis 41 B anacinda ise azalma belirlenmistir. Kok, (2012), Ozcan,
(2016), ise yapmis olduklar1 ¢alismada tuzlu kosullardaki bitkilere salisilik asit
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uygulamig ve siirgiin kuru agirhiginda artis oldugunu belirtmistir. Bilir EKbi¢ (2017)
ise in vivo kosullarda 99 R, 420 A ve 1616 C anaglarinda 6 mM dozuna kadar
uygulanan salisilik asit uygulamasinin siirgiin kuru agirlik degerini artirdigini; 9 mM
dozunda ise bu degerde azalmanin meydana geldigini saptamistir. Arastiricilarin
calisma sonuglart bu arastirmanin 1103 P anacindaki siirgiin kuru agirlik sonuglarini

ve siirgiin yas agirlik sonuclarini destekler nitelikte bulunmustur.
4.2.6. Zararlanma Derecesi

Farkl1 salisilik asit dozlarinin tuzlu kosullarda yetistirilen 41 B ve 1103 P Amerikan
asma anaci bitkilerinin zararlanma derecesi lizerine etkisi Cizelge 4.9°da verilmistir.
Calismada ana¢ ile salisilik asit uygulama interaksiyonu ve salisilik asit
uygulamasinin etkisi zararlanma derecesi bakimindan istatistiki olarak 6nemli

bulunmustur.

Uygulama sonucunda genel ortalamalara bakildiginda en yiiksek diizeyde zararlanma
2.2 zarar derecesiyle salisilik asit uygulamasi yapilmayan tuzlu ortamdaki kontrol
bitkilerinde tespit edilmistir. Bu zarar diizeyi 0.5 mM salisilik asit uygulamasinda 1.3
diizeyinde belirlenirken 1 ve 2 mM salisilik asit uygulamasinda en diisiik zararla 0.8
diizeyinde aymi grupta belirlenmistir. Ana¢ ve doz interaksiyonu agisindan
bakildiginda ise her iki anacin kontrol uygulamasindan en yiiksek zararlanma siddeti
(41 B anaci igin: 2.4, 1103 P anaci i¢in: 1.9) tespit edilmistir. Tuzluluga hassas
olarak bilinen 41 B anacinin en diisiik zararlanmasi, 0.5 zarar derecesi ile 2 mM

salisilik asit uygulamasindan elde edilmistir (Sekil 4.1 ve 4.2).

Cizelge 4.9. Farkli Salisilik Asit Dozlarmin Tuzlu Kosullarda Yetistirilen 41 B ve 1103 P
Amerikan Asma Anaci Bitkilerinin Zararlanma Derecesi Uzerine Etkisi (0-3

Skalast)
Salisilik Ana
Asit Dozlan 41 B : 1103 P Ortalama
0mM 24 a 19a 22A
0.5 mM 1.3b 1.3b 1.3B
1 mM 0.8 bed 0.9 bed 0.8C
2mM 05d 1.1bc 0.8C
Ortalama 1.2 1.3

LSD %5 (Anag): O.D. LSD %5 (Uygulama):0.4 LSD %5 (Anag x Uygulama):0.5
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Sekil 4.1. 41 B anaci siirgiinlerinin tuz zararima ait zararlanma goérantmleri

Sekil 4.2. 1103 P anaci siirgiinlerinin tuz zararina ait zararlanma gérantmleri

Zararlanma derecelerini % olarak ifade edildiginde ise edilen sonuglar Sekil 4.3 ve
Sekil 4.4°deki gibi olmustur. Buna gore tuzluluga hassas olarak bilinen 41 B
Amerikan asma anacinin mikro ¢eliklerinde salisilik asit uygulamasinin yapilmadigi
kontrol grubunda 3. derecedeki zarar oran1 % 60 olurken 0.5 mM salisilik asit
uygulamasiyla bu deger % 7.4 bulunmustur. Bu anag i¢in salisilik asitin 1 ve 2 mM
uygulamasi 3. derecedeki zararin olusumunu engellemistir. 41 B anacinda 0. derece
olarak kabul edilen saglikli strgln orant kontrol uygulamasinda % 0 bulunurken
artan salisilik asit dozlariyla baglantili olarak bu oranin arttigi saptanmistir. 0.5 mM
salisilik asit uygulamasiyla 1. derecedeki zarar orani diger uygulamalara gore daha
yiiksek ¢cikmistir. Bu anagta 2. derecedeki zarar orani kontrol uygulamasinda % 36.7
belirlenirken 0.5 mM salisilik asit uygulamasiyla % 28.9 ve 1mM salisilik asit
uygulamasiyla ise % 16.7 degerlerine kadar diigiis gostermistir. 2mM salisilik asit

uygulamasiyla 2. derece zararlanma goériilmemistir.

Tuzluluga dayanimi yiiksek olarak bilinen 1103 P anacinda zarar dereceleri % olarak
degerlendirildiginde 3. derece zarar oraninin salisilik asit uygulanmayan kontrol

grubunda % 22.3 oldugu belirlenmistir. 0.5 mM, 1 mM ve 2 mM salisilik asit
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uygulamasiyla 3. derece zararlanmanin ortadan kalktigi gézlenmistir. Bu anag igin 2.
derece zararlanma en diisiik 1 mM salisilik asit uygulamasindan elde edilmistir. 1.
derece zararlanmanin orani ise en fazla 1 mM salisilik asit uygulamasinda (% 46.7)
saptanmistir. Saglikli siirgiinlerin (0 derece) oram1 0.5 mM (% 18.5) ve 1 mM
salisilik asit (% 35.8) uygulama dozlarinin artigina bagli olarak artis gostermistir.
Ancak 2 mM salisilik asit uygulamasiyla O derece zararlanan stirguin orani bir miktar

diisiis gostermistir (% 21).
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Sekil 4.3. Farkli Salisilik Asit Dozlarmn In vitro Tuzlu Kosullarda Yetistirilen 41 B
Amerikan Asma Anacinin Zararlanma Derecesi (%) Uzerine Etkisi

Sivritepe ve Eris., (1999), in vitro kosullarda 3 farkli c¢esitin tuzluluga
olantoleranslarin1  belirlemeye ¢alismiglardir.  Arastiricilar, tuzluluk zararmin
eksplantlarda nekroza sebep oldugunu ve bu zararlanmalarin ¢eside ve NaCl dozuna
bagl olarak degistigini belirtmislerdir. Homrouni ve ark., (2008), in vitro kosullarda
bazi ¢esit ve anaglarda tuzluluk calismalarinda genotiplere artan NaCl
konsantrasyonlarina bagli olarak yapraklarda nekroz, siirglinlerde kurumanin
oldugunu ¢ogalma, biliyiime, kdklenme ve yasama oraninin azaldigini belirtmislerdir.
Calismamizda salisilik asit uygulamasi yapilan bitkilerdeki zararlanmanin kontrol
grubundaki bitkilere gore az oldugu ve zarar derecesinin daha diisiik seviyelerde
oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada salisilik asidin bitkilerin tuzluluk zararinm

azaltmadaki etkisi Szepesi, (2006), Horvath ve ark., (2007), Giines., ve ark., (2007),
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Sakhanokho ve Kelley, (2009), Ozcan, (2016), ve Bilir Ekbig, (2017), tarafindan da
bildirilmigtir. Bu bakimdan ¢alisma sonuglar1 belirtilen arastiricilarin sonuglariyla

desteklenmistir.
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Sekil 4.4. Farkl1 Salisilik Asit Dozlarmin In vitro Tuzlu Kosullarda Yetistirilen 1103 P
Amerikan Asma Anacinin Zararlanma Derecesi (%) Uzerine Etkisi

4.2.7. Siirgiin Tolerans Oram (STO)

Calismamizda salisilik asit uygulamasinin siirgiin tolerans orani {izerine etkisi
anaglar ve anag ile salisilik asit dozlar1 arasindaki interaksiyon agisindan istatistiki

olarak dnemli bulunmustur (Cizelge 4.10).

Anag¢ genel ortalamalarina gore iki anag¢ arasinda siirgiin tolerans orani en yiiksek
ana¢ 1103 P (1.38) oldugu goriilmiistiir. Interaksiyon degerleri acisindan en yiiksek
stirglin tolerans oranit 1103 P anacinda 1.62 degeriyle 1| mM ve 1.38 degeriyle 0.5
mM salisilik asit uygulamasindan elde edilmistir. 2 mM salisilik asit uygulamasi ise
bu anag i¢in siirgiin tolerans degerinde diisiise neden olmustur. 41 B anacinda ise 0.5
ve 1 mM salisilik asit uygulamasiyla siirgiin tolerans orani degerleri daha yiiksek
bulunmustur (0.84, 0.72; sirasiyla). 2 mM salisilik asit uygulamasi 1103 P anacinda
oldugu gibi bu anacinda siirgiin toleransin1 distrmiistiir (Cizelge 4.10). Tuz
dozlarindaki artisa bagli olarak siirgiin tolerans oraninda diisiisiin gerceklestigi
Sivritepe ve Eris, (1999), Turhan ve ark., (2005), tarafindan da bildirilmektedir.

Salisilik asit uygulamasinin abiyotik stresi Onleyici etkisi ve dolayisiyla tuzluluga
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karsin siirgiin tolerans oranindaki artisin saglanmasi ise bu c¢alismada oldugu gibi

Ozcan, (2016) ve Bilir Ekbig, (2017)’in arastirmalarinda da elde edilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli Salisilik Asit Dozlarinin Tuzlu Kosullarda Yetistirilen 41 B ve 1103 P
Amerikan Asma Anaci Bitkilerinin Siirgiin Tolerans Oram1 Uzerine Etkisi

(STO)
Salisilik Anag
Asit Dozlar 41 B 1103 P Ortalama
0mM
0.5 mM 0.84 bc 1.38a 1.11
1 mM 0.72 bc 1.62a 1.17
2 mM 0.60c 1.16 ab 0.92
Ortalama 0.75B 1.38A

LSD %5 (Anag): 0.29 LSD %5 (Uygulama): O.D. LSD %5 (Anag x Uygulama): 0.51

4.2.8. Siirgiin Tolerans indeksi (ST1)

Farkli dozlarda uygulanan salisilik asitin siirgiin kuru agirligi bazinda hesaplanan
strgun tolerans indeksi sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir. Bu 6zellik agisindan
anaglar arasinda elde edilen farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Sirgin

tolerans indeksi en yliksek olan anag 215.6 degeriyle 1103 P anaci olmustur.

Cizelge 4.11. 41 B ve 1103 P Amerikan Asma Anaglarinda Farkli Salisilik Asit Dozlarinin
Siirgiin Tolerans indeksi Uzerine Etkisi (ST1)

Anag
41B 1103 P

162.5b 2156 a

LSD %5 (Anag): 42.1

Artan tuzlulukla beraber cesitlerin tuzluluga olan tepkisi degisiklik gosterdigi
bilinmektedir. Ancak Sivritepe ve Eris, (1999),” in yaptig1 ¢aligmada genel olarak
artan tuzlulukla beraber c¢esitlerde siirgiin tolerans indeksi degerinde diisme
belirlenmistir. Ancak tuzlu kosullara bagli olarak c¢esitlerin gdsterdigi tolerans
mekanizmasi degismektedir. Bu bakimdan bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore
1103 P anacinin 41 B anacina gore gosterdigi yiiksek siirgiin tolerans indeksi degeri
Ozcan, (2016)’nin ¢alismasindan elde edilememistir. Ancak 1103 P anacindan elde
edilen yiiksek siirgiin tolarans indeksi degeri Ozcan, (2016),’nin ¢alismasinda kok

tolerans indeksi degerinde kendini gostermistir.

42



5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligmada in vitro kosullarinda tuzlu ortamda yetistirilen, tuza dayanikli 1103 P
ve tuza hassas olarak bilinen 41 B Amerikan asma anaclarinin farkli dozlardaki
salisilik asit uygulamasiyla tuzluluga olan dayanimlarinin dahada artiritlmasi ve bu
amaca yonelik olarak da en uygun salisilik asit dozunun belirlenmesi hedeflenmistir.
Bu kapsamda arastirmada bitkilerin patlama ve siirme siiresi, bitki canlilik orani,
zararlanma derecesi, yaprak sayisi, slirglin uzunlugu, siirgiin yas ve kuru agirligi,

surguin tolerans oran1 ve surgun tolerans indeksi gibi parametreler incelenmistir.

Calismanin ilk kismim salisilik asit uygulama siiresinin belirlenmesi olusturmustur.
Buna yonelik olarak ise denemede yer alan her iki anag i¢in tuzsuz kosullarda dikilen
tek bogumlu mikro celiklere farkli doz ve siirelerde salisilik asit uygulanmis, en
uygun uygulama siiresinin 1 saat olduguna karar verilmistir. Her iki anactada
uygulanan dozlar iginde en yiiksek doz olan 2 mM salisilik asit dozunun bitkilerde
yuksek oranda kararmaya ve dolayisiyla canlilik oraninin diismesine neden oldugu

belirlenmistir.

Calismanin ikinci ve temel kismini ise her iki anacin salisilik asit uygulanmis bu
mikro celiklerinden siren sdrglnlerin tuzlu kosullarda gosterdikleri gelisimlerinin
belirlenmesi olusturmustur. Bu kapsamda incelenen 6zellikler ve anacin farklilig

salisilik asit doz onerisinde farkliliga neden olmustur.

Tuzluluga toleransi yiiksek olarak bilinen 1103 P anaci i¢in 1 mM salisilik asit
uygulamasiyla tuzlu kosullarda bitki canlilik oraninin daha da arttigi belirlenmistir.
Salisilik asitin bu dozunun uygulanmasiyla siirgiin gelisiminin kontrole gére daha
iistlin ve bitkilerin zararlanma derecesinin de daha diisiik oldugu saptanmistir. 1 mM

salisilik asit uygulamasinin bu anag i¢in tavsiye edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Tuzluluga toleransi diisiik olan 41 B anaci i¢in ise farkli dozlardan farkli olumlu
sonuglar alinmistir. Tuzsuz kosullarda salisilik asit uygulamasiyla bitki canliliginda
en diisiik oranin elde edildigi 2 mM salisilik asit uygulamasiyla da tuzlu kosullarda ki
0.5 ve 1 mM salisilik asit dozlarinda oldugu gibi en yiiksek canlilik oraninin elde
edildigi dikkat ¢ekmistir. 2 mM salisilik asit dozu ile de bu anag i¢in tuzlu kosullarda
en disiik zararlanma derecesi elde edilmistir. Uygulamalarin siirgiin gelisimine olan

etkisine bakildiginda 0.5 mM, 1 mM ve 2 mM salisilik asit uygulamalartyla kontrole
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gore siirgiin gelisiminde azalmanin oldugu saptanmistir. Tiim gelisim 6zellikleri,
zararlanma derecesi ve canlilik orani 6zellikleri birlikte degerlendirildiginde 0.5 ve 1
mM salisilik asit uygulamalariyla kontrole gore en az diizeyde olumsuz etkilenen ve
dolayisiyla siirglin gelisimi ve zararlanma derecesi ile en yiiksek canlilik oraninin

elde edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Calismada anaclar kendi iginde kiyaslandiginda ise tuzlu kosullarda diger
arastiricilarin belirttigi gibi 1103 P anacinin 41 B anacina gore tuzluluga daha

dayanikli oldugu da belirlenmistir.

Bu calismayla salisilik asit uygulamalarinin tuzluluk stresini azaltict etkiye sahip
oldugunun in vitro kosullarda gosterilmesi hedeflenmistir. In vitro denemelerinin in
vivo denemelere gore temelde 1slah siiresini kisaltmasi gibi bir¢ok avantajinin oldugu
bilinmektedir. Calismamizda da in vitro kosullarda bu tarz tuzluluk stresi
caligmalarmin ve tuzluluk stresini engelleyici uygulamalarin fizyolojik olarak

yurutilebilecegi de goriilmiistiir.

Sonug olarak salisilik asit uygulamalariyla birgok olumlu 6zellikleriyle yogun olarak
kullanilan ancak tuzluluga hassasiyeti diisiik olan anaglardan vazgegilmeden bu yolla
sistemik olarak dayanikliligin saglanilabilecegi goriilmektedir. Tuzluluga dayanimi
yiiksek olan anaglarda ise dayaniminin daha da artirilip siirgiin gelisimlerinin daha

yiiksek diizeylere ¢ikarilabilecegi sonucuna varilmistir.

Bu tlr uygulamalar sonucunda kesin Oneri verilmesi agisindan ilerde yapilacak
caligmalarda daha fazla anag ve gesitler ile deneme dozu sayisi, stireleri ile farkl tuz

dozlarinin beraber denenmesi uygun olacaktir.
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