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OZET

SALAK KAYISI CESIDINDE DUMAN SUYU VE KARRIKIiNIN TUZLU
SARTLARDA BAZI STRES IiLISKIiLi GENLER UZERINE ETKILERININ
BELIRLENMESI

Yasemin KEMEC HURKAN

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi

Danigman: Prof. Dr. Ciineyt AKI
28/08/2023, 115

Tuz stresi, diinyadaki bitkisel iiretimin %20'sini etkileyen en dnemli abiyotik stres
faktorlerinden biridir. Bitki kaynakli duman, abiyotik stres kosullar1 altinda ekinlerin tohum
cimlenmesini, fide biiyiimesini ve fizyolojik 6zelliklerini uyarmada biyolojik olarak aktif bir
bitki tirlinii olarak rapor edilmistir. Arastirmada yonca samani yakilarak duman suyu (DS)
elde edilmistir. DS ve ticari olarak satilan karrikin (KAR1) maddesi ile Salak kayis1 (Prunus
armeniaca L.) ¢esidi tohumlarinda ¢imlenme ve siirgiin gelistirme oranlari, kok ve govde
uzunluklari, gévde capi, yaprak sayisi, yaprak alani belirlenmistir. Ayrica tuz stresine karsi
antioksidan etki gosteren enzimlere [katalaz (CAT), sliperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GPX)] ait genlerin anlatimindaki degisimler qPZR ile arastirilmistir. Cimlenme
yoniinden en yiiksek oran %60 ile 1:1000 DS ve %72 ile 1 uM KAR1 olmustur. Siirgiin
gelisimi, kok ve govde uzunlugu bakimindan en iyi sonucu DS grubunda 1:100, KAR1
grubunda ise 1 uM konsantrasyon vermistir. Siirgiin gelisim oranlar1 DS ve KAR1 grubunda
sirasi ile %95,83 ve %87,50 olmustur. Kok uzunlugu DS ve KAR1 grubunda sirasi ile 137,68
ve 141, 92 mm olurken, govde uzunlugu sirasi ile 103,78 ve 102,67 mm olmustur. DS ve
KARL1 korelasyon matrisinde gévde capi ve yaprak sayisit disindaki biitiin parametreler
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tuz stresi altinda kayis1 fidelerine DS ve KAR1
uygulamalarimin CAT, SOD ve GPX genlerinin ekspresyonunu arttirdigini ve lipit
peroksidasyonu seviyesini azalttigini isaret etmektedir. Sonug olarak, DS ve KAR1’in stres

adaptasyonunun diizenlenmesinde biiyiilk 6nemi oldugu ortaya konulmustur.



Anahtar Kelimeler: Karrikin, Duman Suyu, Salak Kayis1, Tuz Stresi, Antioksidan

Enzimler, Lipit Peroksidasyonu



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF SMOKE WATER AND KARRIKIN
ON SOME STRESS-RELATED GENES IN SALT CONDITIONS IN SALAK
APRICOT VARIETY
Yasemin KEMEC HURKAN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Biological Science
Advisor: Prof. Dr. Ciineyt AKI
28/08/2023, 115

Salt stress is one of the most important abiotic stresses affecting 20% of the world's
crop production. Plant-derived smoke has been reported as a biologically active plant
product in stimulating seed germination, seedling growth and physiological properties of
crops under conditions of abiotic stress. In this thesis study, smoke water (DS) was obtained
by burning alfalfa straw. Germination and shoot development rates, root and stem lengths,
stem diameter, number of leaves, leaf area were determined in Salak apricot seeds with DS
and KARL. In addition, changes in the expression of genes belonging to enzymes [(CAT),
(SOD) and (GPX)] that have antioxidant effects against salt stress were investigated by
gPCR. The highest rate of germination was 1:1000 DS with 60% and 1 uM KAR1 with 72%.
In terms of shoot development, root and stem length, 1:100 concentration in DS group and
1 uM concentration in KAR1 group gave the best results. Shoot growth rates were 95.83%
and 87.50% in the DS and KARL1 groups, respectively. The root length was 137.68 and
141.92 mm in the DS and KARL1 groups, respectively, while the stem length was 103.78 and
102.67 mm, respectively. It indicates that DS and KAR1 applications to apricot seedlings
under salt stress increase the expression of CAT, SOD and GPX genes and decrease lipid
peroxidase accumulation. As a result, it has been revealed that DS and KAR1 are of great

importance in the regulation of stress adaptation.

Keywords: Karrikin, Smoke Water, Salak Apricot, Salt Stress, Antioxidant Enzymes,

Lipid Peroxidase
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Tirkiye gerek iklim ve toprak ozellikleri bakimindan gerekse yeralti ve yeriisti
kaynaklar1 bakimindan oldukga zengin bir iilkedir. Anadolu’da ¢ok ¢esitli meyve ve sebze
yetistirilip ihra¢ edilmesi Anadolu’nun uygun ekolojik kosullarinin bir gostergesidir.
Ulkemiz meyve tiir, ¢esit ve iiretim miktar1 bakimindan diinyada énemli meyve iireticisi
iilkeleri arasinda yer almaktadir. Anadolu armut, elma, kizilcik, kiraz, visne, erik, kestane,
ceviz, badem, fistik, findik, nar, incir, zeytin ve iliziimiin anavatanidir. Bu meyve tiirlerinin
disinda c¢esitli amagclar i¢in faydalanilan karayemis, bogiirtlen, kusburnu, alig, idris, buttum,
melengi¢, c¢itlenbik, keg¢iboynuzu, igde ve daha pek c¢ok meyve agaci dogal olarak
yetismektedir (Asma, 2011).

Anadolu’nun verimli topraklarinda 2500 yildan beri iiretilip ticareti yapilan
meyvelerden birisi de kayisidir. Kayis1 (P. armeniaca) Rosaceae (Giilgiller) familyasina ait
sert cekirdekli meyveler grubunda yer almaktadir. Kayisi tohumla ¢ogaltilmasi ve c¢ok
degisik ekolojik kosullarda yetistirilmesi sonucunda 6-8 ekolojik gruba ve 13 bolgesel alt
gruba ayrilmaktadir (Asma, 2011; Layne vd., 1996; Ledbetter, 2008). Kayisinin anavatani
Orta Asya’dan Kuzey Cin’e kadar oldukga genis bir alan1 kapsamaktadir. Giiniimiizde kayis1
agaclarina ¢ok soguk bolgelerden (Sibirya), subtropik bolgelere (Kuzey Afrika), ¢olden
(Orta Asya), nemli alanlara (Japonya ve Dogu Cin) kadar ¢ok genis bir yelpazede
rastlanilmaktadir. Kayis1 M.O. 334 yilinda Biiyiik Iskender’in Asya Seferi sirasinda askerler
tarafindan Iran ve Transkafkaslar yoluyla Anadolu’ya getirilmistir. Ayrica iran-Azerbaycan
eyaleti (Giiney Azerbaycan) Kayisi yetistiriciligi agisindan 6énemli bir yere sahiptir ve bu
bolge gen kaynaklari agisindan ¢ok zengindir (Asma, 2011; Faust vd., 1998; Gharaghani vd.,
2017; Layne vd., 1996; Vasebi vd., 2019).

Kayist insan saghgi agisindan 6nemli bir meyve olup seker, potasyum, fosfor,
kalsiyum, demir, diyet lifi ve A vitamini (p-karoten) bakimindan oldukc¢a zengindir. Kayisi
kuru formda A vitamini bakimindan zenginken (100 g kuru kayisida yaklasik 10.000-12.000
IU A vitamini bulunur), ¢agla doneminde C vitamini bakimindan olduk¢a zengindir (

10mg/100g C vitamini igerir). Kayis1 zengin bir antioksidan olan A vitamini sayesinde viicut
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direncini arttirarak enfeksiyon ve kansere karsi koruyucu 6zelliginin yani sira géz saghigi,
epitel doku, endokrin bezlerin calismasi, kemik ve dis gelisimi bakimindan oldukca
yararhidir (Agkurt, 1999; Otlu vd., 2008; Yiicecan, 1994). Icerigindeki potasyum sayesinde
hepatit ve siroz tedavisinde, kalp yetmezliginde kullanimi tavsiye edilmektedir. Diyet lifi
(100 g kuru kayisida yaklasik 7-24 g bulunmaktadir), kabizlik, apandisit, irritabl kolon
sendromu, hemoroid, sismanlik, dis hastaliklar1, kroner kalp hastaligi, seker hastaligi ve
kolon kanseri gibi hastaliklarda fayda saglamanin yani sira bagirsaklarin diizenli ¢alismasini

da saglamaktadir (Asma, 2011; Ural, 1995).

Tiirkiye’de yaklasik 58 kayisi ¢esidi bulunmaktadir. Bunlardan 28’1 tescilli kayisi
cesitlerimizdir (Tablo 1). Salak (Aprikoz) Igdir ve Kagizman bélgesinde yetistiriciligi
yapilan sofralik kayisi ¢esididir. Meyveleri oblong (uzun) sekilli ve ¢ok iri olup ortalama
meyve agirhig 50-65 g’dir. Meyveleri tath, kabuk ve et rengi saridir, sekli simetrik ve karin
cizgisi ¢ok belirgindir. Cekirdekleri uzun ve tathdir, ortalama agirhigr ise 2,1-2,6 g
agirhigindadir. Suda ¢o6ziiniir kuru madde miktar1 %17-20, pH 4,4-4,8 ve toplam asitlik
%0,30-0,50°dir. Igdir ve Malatya sartlarinda Haziran ayinin son haftasinda olgunlasir
(Asma, 2011; Aydogdu, 2016).



Tablo 1

Yerli ve tescilli kayisi ¢esitlerimiz (Asma, 2011; Anonim, 2022)

Yerli ve Tescilli Kayis1 Cesitleri

Hacihaliloglu* Cataloglu* Sekerpare*
Hasanbey* Cologlu* Dilbay

Kabaag1™ Alyanak* Mahmudun Erigi*
Sogancr* Aprikoz (Salak)* Adilcevaz-5
Tokaloglu-Erzincan Imrahor* Hacikiz
Tokaloglu -Yalova Kuru Kabuk* Ismailaga

Tokaloglu-Konya Eregli Sam* Iri Bitirgen*
Tokaloglu-izmir Turfanda {zmir* Karacabey*
Cigili Izmir* Cekirge 52 Sahinbey
Sakit-1-2*-3-4-5-6-7 Agerik Mektep*
Turfanda Eskimalatya™ Hirmanl Proyma*
Ethembey* Geg ve Giiz Aprikoz Levent*
Ozal Kamelya Kadioglu
Ziraat Okulu Roxana* Casna Drenova*
Kayisi Erigi Inciaz Erigi Alkaya*
Alatayildiz Stark Early Orange* Cagribey
Cagataybey Ordubat* Dr. Kagka

* Tescilli kayist gesitlerimiz.

Tiirkiye’de Malatya, Elazi1g, Erzincan, Sivas, Kahramanmaras, Mut (Mersin), Isparta,
Hatay ve Antalya (Akdeniz Bélgesi), Igdir-Kagizman, Afyon, Manisa ve Izmir (Ege
Bolgesi), Kayseri, Konya, Ankara, Nevsehir, Nigde, Yozgat, Karaman ve Aksaray (I¢
Anadolu Bolgesi), Canakkale, Balikesir, Tekirdag ve Edirne (Marmara Bolgesi) illerinde
kayisi yetistiriciligi yapilmaktadir (Asma, 2011; Aydogdu, 2016). Kayis1 diinyada en fazla
Asya kitas1 (Iran) ve Akdeniz’e yakin olan iilkelerde, Afrika, Amerika ve Avrupa kitalarinda
yayillmig ve yetisme alan1 bulmus bir iiriindiir. Kayismin Diinya Gida ve Tarmm Orgiitii
(FAO) 2022 verilerine gore, diinyada 562 bin hektar alanda (ha) tiretimi yapilmakta olup, bu
tiretim alaninda Tiirkiye’nin pay1 ise %23,6’dir. Kayis1 ekim alaninda énemli diger iilkeler
sirastyla Iran, Ozbekistan, Cezayir, Ispanya ve Italya’dir. Tiirkiye FAO 2022 verilerine gore,
diinya genelinde 833 bin ton ile taze kayis1 iiretiminde birinci sirada yer almaktadir. FAO
2022 verilerine gore, diinyada toplam 169,7 bin ton kuru kayis1 ihracat1 yapilirken, 95 bin
ton (%56) kuru kayis1 Tiirkiye tarafindan ihra¢ edilmektedir. Tiirkiye’de 2021 yili tiretim
verilerine gore, zerdali dahil toplamda 1,36 milyon dekar alanda kayis1 {retimi

gerceklesmistir. Kayisi liretim alaninda %63,5 ile Malatya birinci siradadir. Malatya’y1 sirast



ile Elaz1g (%7,6), Kahramanmaras (%6,6), Mersin (%6,4), 1gdir (%2,9) ve Isparta (%1,9)
izlemektedir. Tiirkiye’de 2021 iiretim doneminde zerdali dahil toplam 859,5 bin ton kayisi
iiretimi yapilmistir. 389 bin ton iiretim ile Malatya birinci siradadir. Tiirkiye tiretiminin
%48, 7’lik kismini olusturmaktadir. Malatya’y1 sirast ile Mersin (%20,3), 1gdir (%5,4),
Elaz1g (%3,9), Isparta (%2,8), Hatay (%2,6) ve Kahramanmaras (%2,3) takip etmektedir.
Kuru kayis1 tiretiminde Malatya ilk sirada yer alirken diger iller sirasi ile Elazig, Sivas,

Kahramanmaras ve Mersin’dir (TEPGE, 2022).

1.1.  Kayisimin Toprak Istekleri ve Tuzluluk Stresi

Kayis1 agaglar toprak istekleri bakimindan derin gegirgen, sicak, organik madde ve
besin maddelerince zengin, taban suyu yiiksek olmayan drenaji1 iyi, pH: 6,5-7,5 arasinda
olan, tinl1 veya tinli- kiregli, tuzluluk problemi olmayan topraklari tercih ederler (Asma,
2011; Korkmaz, 2007).

Tuzlu topraklar, elektriksel iletkenligi (EC) 4 dS m™*’den fazla; pH degeri 8,5’den az
sodyum yiizdesi ise 15’den az olan topraklardir (Demirbas ve Balkan, 2018; Karaoglu vd.,
2018). Toprakta tuzluluk dogal ve yapay olusum olmak iizere iki sekilde meydana
gelmektedir. Bunlardan birincisi (dogal olusum) kurak ve yar1 kurak alanlarda, asir1 sicak
sartlarda, diiz havzalarda toprak drenajinin yetersiz olusu ile yagislarla tasinan tuzlarin
toprak yiizeyine ¢ikmasi ile olusur. ikincisi (yapay olusum) ise bilingsiz sulama ile taban
suyunun yiikselmesi ve asir1 glibre kullanimi ile uzun yillar toprakta meydana gelen birikim
sonucunda olusur (Ozbek vd., 1999; Sénmez ve Sénmez, 2007). Diinyada yaklasik olarak
%46 oraninda kurak ve yar1 kurak alan bulunmaktadir. Bu alanlarin yaklasik %50’sinde ise
degisik diizeylerde tuzluluk sorunu bulunmaktadir. FAO/UNESCO Diinya Toprak Haritasi
verilerine dayanarak, diinya genelinde 954 milyon ha tuzdan etkilenmis ve iiretkenligi
kisitlanmis toprak bulundugu bildirilmektedir. Diinya genelinde tuzlu topraklar; Afrika’da
80,5 milyon, Avustralya’da 357,3 milyon, Amerika’da 146,9 milyon, Avrupa’da 50,8
milyon ve Asya kitasinda 319,3 milyon hektar alan kaplamaktadir. Ulkemizde de bu tip
topraklar yaklasik olarak 2 milyon ha oldugu belirtilmektedir. Gliniimiizde her gecen giin
tuzluluktan dolay1 bir¢ok tarim alani bozularak elden c¢ikmaktadir. Onlemler almmadig

takdirde ¢6llesme kaginilmaz olacaktir (Karakaya vd., 2018; Sonmez, 2003). Bitkiler tuza



kars1 gosterdikleri tepkiye gore halofitler ve glikofitler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Halofitler tuza dayanikli bitki grubudur ve 300-400 mM tuz konsantrasyonunda rahatlikla
yasayabilirler. Glikofitler ise tuza duyarli bitki grubudur ve  100-200 mM tuz
konsantrasyonunda yasayamazlar (Karaoglu vd., 2018). Yapilan bir¢ok ¢alismaya gore
kayis1 tuzluluk stresine karsi hassas bitkiler grubuna girmektedir (Bernstein vd., 1956;
Bernstein, 1965; Gucci ve Tattini, 1997; Karaoglu ve Yalgin, 2018; Maas, 1984; William,
1986).

Bitkilerde tuzluluk stresinin etkileri ozmotik ve iyon stresi olarak iki sekilde meydana
gelmektedir. Bitkilerin kok bolgesinde ve toprakta biriken tuz koklerden su alimini kisitlar
ve ozmotik stres meydana gelir. Ozmotik stres bitkilerde, besin dengesinin ve membran
ozelliklerinin bozulmasina, fotosentetik aktivite ve stoma a¢ikliginin azalmasina, azalan
fotosentetik aktivite sonucu reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunun artmasi sonucunda
oksidatif hasarin meydana gelmesine neden olur (Munns ve Tester, 2008; Rahnama vd.,
2010). Bitkilerde Na* ve Cl iyonlarmn birikmesi ile iyon stresi meydana gelir. Na* iyonu
K*ve Ca?" iyonlarimn aliimini ve stoma agikliginin diizenlenmesini engellerken, Cl ise
klorofil yikimina neden olarak fotosentetik aktivitede bozulmaya neden olur. Iyon
toksisitesi, kok ve yapraklarda fazla iyon alinimi sonucu iyon dengesinde bozulmalara ve
fizyolojik bozukluklara neden olmaktadir (Demirbas vd., 2013; Tavakkoli vd., 2011).

Bitkilerde cevresel stresler sonucunda hidroksil radikali (OH™), siiperoksit radikali
(O27) ve hidrojen peroksit (H202) gibi ROT’un artis1 ile onlar1 detoksifiye eden,
antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif stres meydana gelmektedir. ROT {iretimi ve
detoksifikasyonu her zaman bir denge halindedir. Cesitli nedenlerden dolay1 bu dengenin
bozulmasi durumunda proteinlerde oksidasyon, membran lipitlerinde peroksidasyon, DNA
ve RNA’da hasar meydana gelir ve hiicrenin 6liimii ile sonuglanir (Choudhury vd., 2017).
Bitkiler cevresel stresten kaynakli olarak ROT artigina  karsi c¢esitli adaptasyon
mekanizmalar1 gelistirmistir. Bitkiler, hiicrelerini oksidatif hasardan koruyan enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Enzimatik antioksidan
sistemleri, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz ~(DHAR), monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR), glutatyon peroksidaz (GPX), guaiakol peroksidaz (GOPX), glutatyon-s



transferaz (GST)’dir. Enzimatik olmayan antioksidan sistemleri ise askorbik asit, glutatyon
(GSH), alkaloidler, fenolik bilesikler, protein olmayan aminoasitler ve a-tokoferollerdir
(Demirbas ve Acar, 2017; Gill ve Tuteja, 2010).

1.2. Karrikinler

Diinyada Akdeniz tipi ekosistemler, Sili ve Kaliforniya’nin Biiylik Okyanusa bakan
kiyilarinda, Avustralya’nin bat1 ve giiney kesimlerinde, Giiney Afrika’nin Kap bdlgesinde
ve Akdeniz havzasinda yer alir ( Beeby ve Brennan, 1997; Tiirkan vd., 1985). Akdeniz tipi
ekosistemlerde yangin vejetasyonu sekillendiren bir olgu oldugundan dolay1 orada yayilis
gosteren bitkilerin evriminde biliyiik 6neme sahiptir ve dogal secilimin bir sonucu olarak
hayatta kalabilmek i¢in bazi uyum mekanizmalart gelistirmislerdir. Bu uyum
mekanizmalari; dayanikli kabuk olusturma, yeniden filizlenme, tohum tutma ve yanginla
uyarilan tohum dagilimi, yangin ile uyarilan ¢igeklenme, kolay tutusabilirlik, erken yaslarda
iiremeye baslama ve yangin ile uyarilan ¢imlenmedir (Tavsanoglu vd., 2004). Yangn ile
uyarilan ¢imlenme iki sekilde olmaktadir. Birincisi, yangin ile olusan 1s1 soku dormansi
durumunda bulunan sert kabuklu tohumun kabugunu catlatip ya da eriterek suyun gecisine
izin vermesi ile olur (Christensen, 1985; Keeley, 1995). ikincisi ise, yanmis odunun ortamda
bulunmasiyla ve duman yoluyla kimyasal olarak gerceklesir (Keeley vd., 1985; 1986; 1997;
1998). De Lange ve Boucher, (1990) tarafindan, bitki kaynakli dumanin tohum ¢imlenmesini
sicakliktan daha fazla tesvik ettigi bildirilmistir. Sadece orman yanginlari sonucunda olusan
dumanin tohum ¢imlenmesini tesvik etmedigi, ayn1 zamanda laboratuvar ortaminda iiretilen
dumanin da tohum c¢imlenmesini tesvik ettigi bulunmustur. Themeda triandra Forssk.
bitkisinin yanmasi ile elde edilen dumanin dormant tohumlarda ¢imlenmeyi tesvik ettigi
gozlenmistir (Baxter vd., 1994). Kuru veya yas bitki materyali yakildiginda (Aktif maddeler
160-200 °C’de olusmaktadir) ortaya cikan suda c¢oziilebilen ugucu bilesikler yiiksek
sicakliklarda buharlagsmaktadirlar, suda c¢oziildiiklerinde birgok tiirlin tohumlarinin
cimlenmesini tesvik etmelerinin yaninda ayni zamanda fide biiylimesini, siirgiin
dallanmasini, kok olusumunu, ¢iceklenmeyi ve abiyotik stres durumlarinda toleransi da

tesvik ederler (Brown ve Van Staden 1997; De Cuyper vd., 2017).



Bitkisel materyalden elde edilen dumanin aktif kisminda 71 tane bilesik
tanimlanmistir  (Baldwin vd., 1994). Bunlardan butenolidlerin, azot oksitlerin ve
siyanohidrinlerin ¢imlenmeyi tesvik edici 6zelligi oldugu saptanmistir (Nelson vd., 2012).
Bu maddeler suda ¢oziilebilen, yapisin1 uzun siire koruyabilen, 1siya dayanikli ve disiik
konsantrasyonlar1 oldukga yiiksek aktiviteye sahip kimyasallardir (Baldwin vd., 1994; Van
Staden vd., 2000). Flematti vd., (2004), duman suyunu (DS) likit kromatograsi ile
fraksiyonlarina ayirip her bir fraksiyonu tohum ¢imlenme testi i¢in kullanmistir ve DS’ nin
icerigindeki aktif bilesigi boylelikle tespit etmistir. Bu bilesik 3-metil-2H-furo [2,3-c] pyran-
2-one sistematik adiyla bir piran halkasina kaynagmis butenolid olarak bilinen 6zel bir lakton
tirtidiir. Bu bilesik kimyasal yapisi olarak karrikinler grubuna ait bir madde olup
karrikinolide olarak adlandirilmistir. Karrikinler, KAR olarak kisaltilir ve dumandaki

tanimlanmalarina gore numaralandirilirlar (Sekil 1).
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Sekil 1. Karrikin ailesi (Flematti vd., 2015).

KAR, yanan bitkisel materyalin (saman, seliiloz ve seker de dahil olmak iizere
karbonhidratlarin 1sitilmas1 ya da yakilmasi sonucunda olugabilmektedir) dumaninda
bulunan bitki biiyiime diizenleyicisi grubuna girmektedir (Flematti vd., 2011). KAR sadece
C, H ve O igeren bir piran halkasina kaynastirilmig bir butenolit olarak bilinen spesifik bir
lakton tipidir ve bu 6zelliginden dolayi strigolaktonlara benzemektedir (Flematti vd., 2015).
Bu zamana kadar alt1 tane KAR kesfedilmistir. Bunlar; KAR1, KAR2, KAR3, KAR4, KARS



ve KARG6 olarak adlandirilmistir, ancak genellikle dumanda en bol bulunan ve tohum

¢imlenmesinde en aktif olant KAR1’dir (Nelson vd., 2012).

Arastirmada yonca (Medicago sativa L.) saman1 yakilarak elde edilen ve igeriginde
bitkilerin gelisimini tesvik eden maddelerin bulundugu duman suyunun (DS) ve sentetik
karrikin (KAR1) maddesinin kayisida (P. armeniaca, cv. Salak) tuz kaynakli abiyotik strese
kars1 uygulandiginda antioksidan savunma sisteminde neden olan degisimleri ve tuz stresine
kars1 koruma saglayip saglamadigini belirlemeyi amaglamaktadir. Bu amaca yonelik; salak
cesidi kayist tohumlart DS ve KARI1 maddesi ile yetistirilerek ¢imlenme orani, siirgiin
gelistirme orani, kok ve govde uzunluklari, govde capi, yaprak sayisi, yaprak alani
belirlenmistir, lipit peroksidasyon (TBARS) seviyesi belirlenmistir Ve tuz stresine karsi
antioksidan etki gosteren enzimlere [katalaz (CAT), sliperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GPX)] ait genlerin anlatimindaki degisimler RT-gPZR ile arastirilmistir. Bu
arastirmadaki uygulamalarin hepsi kayisi bitkisinde ilk defa deneneceginden ve literatiirde

bir ilk oldugundan dolay1 ¢calismanin 6zgilinliigiinii ortaya koymaktadir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Kayis1 fidani liretiminde en ucuz ve en Kolay yontem asi ile ¢ogaltim yontemidir. Ast
ile gcogaltim yonteminde genellikle kiiltiire alinmis kayisi ¢esitlerinin ¢ekirdekleri ve zerdali
¢Ogiir anaglar1 kullanilir. Bazen de badem, seftali ve erik anaglar1 kullanilir. Anag se¢iminde
toprak sartlar1 ve iklim, meyve kalitesi ve verimi, hastalik ve zararlilar, aga¢ biiytkligii ve
ast uyusmazhigi gibi faktorler biliylik 6nem tasimaktadir. En iyi anag farkli toprak sartlarina
adapte olabilen, kalem ile uyusma problemi olmayan, ¢ogaltilmas1 kolay olandir. Kayis1
tiretiminde biiyiik bir problem olan viriisten ari fidan iiretimi i¢in genellikle dogal veya in
vitro yontemler ile elde edilen siirgiin ucu asilama yontemi kullanilmaktadir. Kayisiy1 gesit
ozelligini kaybetmeden tohum ile iiretmek olduk¢a zordur. Birden fazla kayisi ¢esidinin
bulundugu bir bahgede yabanci délleme olacagindan dolay: heterozigotluk olacaktir. Bu da
kayisinin ¢esit 6zelliginin kaybolmasina neden olacaktir. Bu durumun olmamasi i¢in tek bir
c¢esitin bulundugu kayis1 bahgelerinden tohum almak gerekmektedir (Asma, 2011; Yildirim,
2006). Baz1 tohum tiirlerinin mekanik ve fizyolojik engelleri kaldirilarak tohum ¢imlenmesi
arttirilabilir. Ornegin tohumlarin su ve gaz gegirgenligini arttirmak icin in vivo ortam
sartlarinda katlama yontemi kullanilir. Kayist tohumu i¢in optimum sogukta katlama
sicakligr +2 ve 4 °C araligindadir. Yaklasik 0 °C ve +6 °C'nin {izerindeki bir sicaklikta,
dinlenme fazinin (dormansi) iistesinden gelmek icin gereken sogutma dozu tohumlar
tarafindan daha yavas birikmeye neden olur ve ¢imlenme gecikir (Szymajda vd., 2013).
Suszka, (1967)’ya gore, ilk kayis1 tohumlarinin ¢imlenmesine kadar olan katlama siiresi 77
ile 98 giin arasinda iken, Fadl vd., (1978) ve Polat, (2007)’e gore ise 72’inci giinde en iyi
tohum ¢imlenme orani elde edilmektedir. Jakubowski, (2004)’e gore kayist tohumlarinin en
az 50 giinliik katlama gerektirdigini ve siirenin tohumlarin genotipine bagli oldugunu
bildirmistir. Tohumlarin dormansisini kirmak igin gereken katlama siiresinin uzunlugunu
bilmek fidanlik uygulamasinda esastir. Buna ve fidanlikta tohum ekimi i¢in planlanan tarihe
dayanarak, katlama uygulamasina baslama tarihi belirlenmektedir. Tohum dormansisini
kirmanin bir diger yolu da ABA gibi biiyiimeyi engelleyici maddelerin uzaklagtirilmasi i¢in
tohumlarin suda bekletilmesi islemidir. Embriyonun dormansi durumunun {istesinden
gelmesine yardimci olmak igin gibberellik asit (GAs) gibi bilyiime diizenleyicileri ile
muamele etmek ya da 10 ile 12 hafta boyunca 3 ile 5 °C sicaklikta tohum vernalizasyonunu

saglamak da diger bir yontemdir (Mayer vd., 2017).
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Kayisiin in vivo ve in vitro ¢ogaltimu ile ilgili bircok ¢alisma mevcuttur. Genellikle

in vivo ortam sartlarinda soguk nemli katlama yontemi kullanilmustir.

2.1. Kayis1 ve Diger Sert Cekirdekli Meyvelerin Tohumlari ile Yapilan In Vivo
Cogaltim Calismalar:

Szymajda vd., (2019), kayisi tiirlerinin tohumlarinin dormansi halini kirmak igin
endokarpta, tohum kabugunda ve endospermde bulunan absisik asitin (ABA) etkisini
azaltmak i¢in tohumun bu kisimlarinin uzaklastirilmasi ile ¢imlenen tohumlarin sayisinin
arttirtlabilecegini diisiinmiislerdir. Calismada ii¢ seftali ¢esidi “Madison”, “Elberta” ve
“Rakoniewicka” ile ii¢ kayis1 ¢esidinin “M 11.42”, “Bella” ve “Somo” tohumlarina farkl
muameleler uygulayarak tohum ¢imlenmesi ve elde edilen geng fidelerin biiyiime verileri
incelenmistir. Tohum muameleleri, 5 °C'de farkli sogukta katlama siirelerini ve endokarpin,
endospermli tohum kabugunun ve embriyonun kotiledonlarinin bir kisminin ¢ikarilmasini
icermektedir. Seftali cesitleri i¢in yaklasik %96 ve kayisi ¢esitleri i¢in %100 olan en iyi
tohum/embriyo ¢imlenmesi, tohumlarin 90 giin boyunca sogukta katlama islemine ve daha
sonra endosperm ile tohum kabugunun ¢ikarilip embriyolarin 20 °C sicakliga tabi
tutulmasiyla elde edilmistir. Bu sekilde muamele edilen tohumlardan elde edilen fideler 1y1
bir biliylime gostermistir. Bu muameleler kullanilarak daha fazla sayida kayis1 ve seftali
fidan1 elde etmek ve bu tiirlerin iireme verimini artirmak miimkiin olabilecegi

diistiniilmektedir.

Hussein vd., (2020), P. armeniaca (Zaginia ¢esidi) tohumlarinda farkli sogukta
katlama stireleri (0, 15, 30, 45 ve 60 giin) ile ii¢ farkli tarimsal ortamin (turba yosunu, 1: 2
turba yosunu ve tinli toprak) ve giibrelemenin (iki farkli konsantrasyon hiimik asit (2,4 g L
1) ¢cimlenme ve bitki gelisimi iizerine etkisini incelemislerdir. Sonuglar, 45 giinliik sogukta
katlama periyodu ve turba yosunlu tarim ortamimin yan1 sira 4 g L seviyesinde hiimik asit
ile gilibrelemenin, kayisi tohumu c¢imlenme yiizdesini (%96,67) ve kayis1 fidelerinin

biiytimesini diger uygulamalara gore 6nemli 6l¢iide arttirdigr bulunmustur.

Szymajda vd., (2013), MN-1, MN-2, MN-4, MN-6, MN-46, MN-53 ve MN-59
olarak adlandirilan P. armeniaca c¢esitlerinin en iyi ana¢ olma potansiyellerini

arastirmiglardir. Calismada farkli katlama stirelerinin (50, 60, 70, 80, 90, 100 ve 110 giin)
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tohum ¢imlenme oranina etkileri incelenmistir. 50. glinde tohumlarda ¢imlenme meydana
gelmistir, fakat en iyi ¢imlenme oranit 70-90 giin arasindaki katlama siiresinde meydana

gelmistir.

Polat, (2007), farkli katlama siirelerinin (0, 30, 45 ve 60 giin) Hacihaliloglu kayisi
cesitlerinin fide ¢ikiglari, tohum ve ¢ekirdeklerinin ¢imlenmesi iizerine etkilerini
incelemistir. Tohumlar ekimden sonra 7 °C sicaklikta bekletilmistir. ilk ¢ikis oranlar1 ve
streleri ile maksimum ¢ikis oranlar1 ve sireleri arastirilmistir. Hem tohumlar hem de
cekirdekler i¢in en erken ¢ikis (sirastyla 12 ve 17. giin), 60 giinliik katlama islemi i¢gin elde
edilmistir. Bu siire, tedavi edilmeyen kontrol grubu icin 63. giin olarak kaydedilmistir.
Tohum ve ¢ekirdekler i¢in ortalama ilk ¢ikis oranlar1 60 giinliik katlama siiresi i¢in %24
iken, kontrol i¢in %12 olarak kaydedilmistir. En yiiksek ¢ikis oran1 (%92), 60 giin boyunca
katlama islemi uygulanan tohumlarda 33. giinde, en yiiksek ¢ikis orani ise kontrol
uygulamasinda 96. giinde %54 olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak maksimum ¢ikis hiz1 ve
stiresi birlikte degerlendirildiginde 45 ve 60 giinliik katlama uygulamas: diger uygulamalara

gore daha olumlu sonuglar verdigi bulunmustur.

Marin vd., (2002), bu ¢alismada, Prunus cinslerinin tohumlarinda iki katlama
sicakligr (0° ve 4 °C) karsilastirilmig ve tiirler arasit hibrit embriyolarin gelisimi ile
iliskilendirilmistir. Siireci optimize etmek i¢in embriyo boyutunun etkisi de belirlenmistir.
Veriler, katlama sicakligi 4 °C oldugunda tohumlarmn %91'inde ¢imlenmenin gergeklestigini
gostermistir ve bu deger ile 0 °C’ye gore en iyi ¢imlenme orani saglanmistir. Katlama
sirasinda, ekimden 30 ve 60 giin sonra embriyo agirligi ve embriyo agirhgindaki artis
degerlendirilmistir. Katlama sicakligi, ekimden 60 giin sonra hem embriyo agirliginda hem
de embriyo agirligindaki artista 6nemli bir etki gosterirken, embriyonun biiyiikliigiine daha

az etki gostermistir.

Radhi vd., (2013), P. armeniaca bitkisinin tohumlarinda soguk katlama 5 C°+1 ve
sicak katlamanin (oda sicakliginda) ¢imlenme ve biiyiime oranlarina etkisini degerlendirmek
amaciyla yapilmistir. 45 giinliik bir katlama siiresi sonunda sonuglar degerlendirilmistir.
Sonuglar, soguk katlamanin tohum ¢imlenmesini ve fide uzunlugunu 6nemli 6l¢iide arttigini

gostermistir. Veriler sirastyla %74,72 ve 62,57 cm’dir.
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Hakimi, (2019), bes farkli P. amygdalus L. genotipine ait tohumlarin ¢imlenmesi ve
bu tohumlardan elde edilen ¢ogiirlerin gelisimi lizerine degisik katlama siirelerinin etkilerini
belirlemek amaci ile yaptig1 calismada, tohumlar nemli perlit ortaminda 0, 15 ve 30 giin
boyunca 4 C° sicaklikta katlamaya birakilmistir. Daha sonra tohumlar viyollere aktarilmis
ve tohumlarda ¢imlenme hizi ve ¢imlenme orani belirlenmistir. Tohumlarda ¢gimlenme hizi
ve orani genel olarak 30 giinliik katlamaya alinan tohumlarda en yiiksek seviyeye ¢cikmistir.
En yiliksek govde uzunlugu ve gdvde capi gelisimi Kahharbayi cesidi 15 giin katlama

uygulamasindan elde edilmistir.

Edizer vd., (2009), P. avium L. tohumlarina, farkli dozlarda (500, 1000 ve 1500 ppm)
GAs’te 24 saat bekletilmis ve daha sonrasinda katlama ortamina (4£1 °C) konulmustur.
Tohumlar 60, 75, 90, 105 ve 120 giin katlama siiresinden sonra ¢imlenme ortamina
aktarilarak sonuglar degerlendirilmistir. Arastirma sonuglarina gore %90 ile en yiiksek
cimlenme orani, Tip-E’de 1000 ppm GAs uygulandiktan sonra 105 giin katlama sonrasi
olarak belirlenmistir. Tip-E disinda diger tiim tiplerde 8. giinden sonra hi¢ ¢imlenme

gerceklesmedigi belirtilmistir.

Cetinbas ve Koyuncu, (2005), kus kirazi1 (P. avium L.) tohumlarinda tohum
kabugunun ve katlama uygulamalarinin dormansi mekanizmasi iizerine etkilerini belirlemek
amaciyla yapilmistir. Tohumlar katlamaya alinmadan 6nce 24 saat suda bekletilmistir. Daha
sonra 80, 100 ve 120 giin 4+1 °C sicaklikta katlamaya alindiktan sonra kabuklu ve kabuksuz
olarak ¢imlendirilmislerdir. 120 giin katlanan kabuklu ve kabuksuz tohumlarda ¢imlenme
oranlari sirasi ile %44,53 ve %56,91 olarak bulunmustur. Kabuksuz tohumlarda ¢imlenme

daha hizli ve erken basladig tespit edilmistir.

Ghayyad, (2018), Alt farkli Prunus (P. amygdalus L., P. armeniaca, P. domestica
L., P. persica L., P. mahaleb L. ve P. avium L.) tiirii i¢in ¢imlenme optimizasyonu ¢alismasi
yapmustir. Bunun igin farkli konsantrasyonlarda GAs (1,3,5 mg L™?) ve diisiik sicakligin (5
°C) laboratuvar kosullarinda filtre kagidi {izerinde 6 farkli Prunus kotiledonlarindan izole
edilen embriyolarin uzunluklarin1 nasil etkiledigi belirlenmistir. En yiliksek ¢imlenme
yiizdesi (%96,67) soguk uygulamasi olmadan 1 mg L™ GAs ya da 3 mg L GAs3 + soguk
uygulamasi ile P. amygdalus tiirtinde olmustur. En yiiksek embriyo uzunlugu (15,47 mm)

ise soguk uygulamasi olmadan 1 mg L™ GAsile yine P. amygdalus tiiriinde olmustur. P.
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mahaleb ve P. avium 3 mg L™ GAs + soguk uygulamasinda sirastyla %31,16 ve %33,33 gibi
diistiik ¢cimlenme yiizdeleri gostermistir. P. armeniaca tiiriinde en yiiksek ¢imlenme yiizdesi
(%91,67) 1 mg L GAsz+ soguk uygulamasi, P. domestica tiiriinde ise 1 veya 3 mg L™ GAs
+ soguk uygulamasi (%80) olmustur. P. persica, P. mahaleb ve P. avium tiirlerinde
¢imlenme 1 mg L GAs + soguk uygulamasinda sirasiyla %76,67, %31,16 ve %33,33

olmustur.

2.2. Kayis1 ve Diger Sert Cekirdekli Meyvelerin Tohumlari ile Yapilan in Vitro
Cogaltim Calismalar:

Yildirim, (2006), Hacihaliloglu kayisi ¢esidinin tohum, nodal tomurcuk ve siirgiin
ucunu kullanarak sterilizasyon optimizasyonu ve organogenesis c¢aligmasi yapmustir.
Sterilizasyon ¢aligmasi igin tohumlart %5 NaOCI (sodyum hipoklorit) igerisinde 15 dakika
(dk.); nodal tomurcuklar1 %5 NaOCI igerisinde 10 dk. ve siirgiin uglarini ise %10 NaOCl
icerisinde 15 dk. bekletmenin uygun olacagini tespit etmistir. 1 mg L™ 6-Benzylamino purine
(BAP) igeren Kkiiltiir ortaminda kayisi tohumlarinda %67 c¢imlenme olurken siirgiin
uzunlugunun 17,99 mm oldugu gorilmistir. Tohumdan elde edilen siirgiinlerin
rejenerasyonu igin; 1 mg L BAP kullanilmis ve 3,68 = 0,65 adet siirgiin ve ortalama siirgiin
uzunlugunun 10,66 £+ 0,90 mm oldugu tespit edilmistir. Nodal tomurcuklardan elde edilen
siirgiinlerin ¢ogaltiminda ise; 1 mg L™t BAP kullanilarak 2,64 + 0,69 adet siirgiin elde edilmis
ve 5,80 + 0,40 mm ortalama siirgiin uzunlugu oldugu bulunmustur. Tohumdan elde edilen
siirgiinlerin koklendirilmesi igin; 0,5 mg L™ naftalen asetik asit (NAA) kullanimi %60
oraninda koklenme ile en iyi sonucu verdigi gézlenmistir. Nodal tomurcuklardan elde edilen
siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in; 2 mg L™ IBA kullanim1 %60 oraninda kéklenme ile en iyi

sonucu gostermistir.

Wang vd., (2011), “Canino”, “Dorada” ve “Moniqui” kayist g¢esitlerinin olgun
tohumlarinin hipokotil dilimlerinden adventif siirgiin rejenerasyonu tizerinde ¢aligmislardir.
Sterilizasyon islemi igin endokarpi kirilan tohum 20 dk. boyunca %1’lik NaOCl ve 20 pL
Tween-20 igeren 100 mL’lik steril saf su igerisinde bekletilmistir. Dort kere steril saf su ile
durulandiktan sonra steril saf su icerisinde bir gece boyunca 4 °C’de bekletilmistir. Siirgiin
rejenerasyon ylizdeleri sirasiyla %31,7 (Canino), %44,4 (Dorada) ve %46,9 (Moniqui)
olarak bulmuslardir. Yapilan istatistik ¢calismaya gore thidiazuron (TDZ) ve indol-3-biitirik
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asit (IBA) hormonlar1 ii¢ kiiltiir i¢in de rejenerasyon yiizdeleri bakimindan anlamli
bulunmamustir. Ortalama olarak, “Canino” ¢esidi (%26,7), “Moniqui” ve “Dorada” ¢esidine
gore (sirastyla %37,8 ve %36,0) onemli olgiide (P <0,05) daha az rejenerasyon yetenegi

gosterdigi tespit edilmistir.

Wang vd., (2013), yapilan ¢alismada eksplant olarak dort kayisi ¢esidinden (Canino,
Dorada, Real Fino, Moniqui) ve bir anagtan [“ansu Maxim” (P. armeniaca L. var. “ansu
Maxim”)] elde edilen olgun tohumlarin kotiledonlar1 kullanilmistir. Sterilizasyon islemi i¢in
endokarp1 kirillan tohum 20 dk. boyunca %1°lik NaOCl ve 20 pL Tween-20 igeren 100
mL’lik steril saf su igerisinde bekletilmistir. Dort kere steril saf su ile durulandiktan sonra
steril saf su igerisinde bir gece boyunca 4 °C’de bekletilmistir. Calisma i¢in dort farkl
besiyeri [SRM (shoot regeneration medium), QL (Quoirin ve Lepoivre), MS (Murashige and
Skoog) ve WPM (woody plant medium)] kullanilmistir. TDZ ve IBA bitki biiyiime
diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Siirglin rejenerasyonu ‘ansu
Maxim’ eksplantlarinda gozlenmistir. Kullanilan besiyerlerinin siirgiin olusum yiizdeleri
sirasiyla 35,7+5,7 ile MS, 45,246,3 ile WPM ve 46,745 ile QL’dir. QL besiyeri siirgiin
olusum yiizdesi bakimindan yiiksek olsa da ti¢li arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir. En yiiksek rejenerasyon yiizdeleri TDZ (4 ve 8 uM) ve 0,25 uM IBA ile
birlikte iki haftalik karanlik inkiibasyon siiresi ile elde edilmistir ve “Canino”, “Dorada”,
“Moniqui”, “Real Fino” ve “ansu Maxim” i¢in sirastyla % 67,2, %56,8, %66,7, %46,3 ve

%66, 7'ye varan rejenerasyon ylizdelerine ulasilmistir.

Yildirim, (2012), yapmis oldugu ¢alismada 15 farkli kayist ¢esidi (Hacihaliloglu,
Cataloglu, Kabaasi, Alyanak, Tokaloglu, , Ismailaga, Sakit-I, Soganci, Iri bitirgen, Hacikiz,
Cekirge-52, Imrahor, Salak (Aprikoz), Karacabey ve Hasanbey) kullanmistir. Sterilizasyon
islemi i¢in tohumlar %70’1ik alkol ile 45 saniye boyunca on sterilizasyona tabi tutulmus ve
steril saf su ile calkalanmistir. Daha sonra tohumlar 15 dk. boyunca %5°lik NaOCl (Sodyum
Hipoklorit % 53-Axion) iginde yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmus ve ardindan 3 defa 5’er
dk. steril saf su ile durulanmigtir. Tohum kabugunun daha rahat soyulmasi ve embriyolarin
daha kolay ayrilmasi i¢in tohumlar 1 saat boyunca steril saf su igerisinde beklemeye
birakilmistir. Boylece Kayisilardan in vitro sartlarda embriyolar izole edilip 1 mg L' BAP

ile desteklenen MS ve WPM besiyerlerinde kiiltiire alinmistir. EKimden 14 sonra ¢imlenme
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orani, siirgiin uzunlugu, siirgiin capi, siirgiin agirligl, kok uzunlugu ve kok agirlig
Ol¢iilmiistiir. Embriyo ¢imlenme oranlar1t MS besiyerinde Tokaloglu, Kabaasi ve Cekirge-52
cesitlerinde; WPM besiyerinde ise Tokaloglu ve Hacihaliloglu ¢esitlerinde % 100 olarak
elde edilmistir. Stirgiin uzunlugu her iki besiyerinde de en iyi sonucu Hacihaliloglu ¢esidinde
gerceklesmis ve sirasiyla 11,86 mm (WPM) ve 11,56 mm (MS) olarak ol¢iilmiistiir. Kok
uzunlugu bakimindan her iki besiyerinde de en iyi sonucu Karacabey ¢esidi vermistir ve

sirastyla WPM besiyerinde 14,48 mm MS besiyerinde ise 15,79 mm olarak 6l¢iilmistiir.

Yildirim vd., (2011a), Hacihaliloglu kayist ¢esidinin tek bogum, siirgiin ucu ve
tohum gibi eksplantlarinda ylizey sterilizasyon optimizasyon ¢aligmasi yapmuslardir. Kiiltiir
besiyeri olarak MS ortam1 kullanilmistir. Sterilizasyon ig¢in NaOCI (Axion %53)‘in farkli
konsantrasyonlar1 (% 0,5, 10, 15 ve 20) ve en 1yi sonug veren NaOCIl konsantrasyonunda
farkli ¢alkalama siirelerinin (5, 10, 15, 20 ve 30 dk.) etkileri incelenmistir. Sonug¢ olarak
sirgiin uglarinin sterilizasyonu i¢in 15 dk. %10‘luk NaOCIl igerisinde, tek bogum
eksplantlarin sterilizasyonu i¢in 10 dak. %5°lik NaOCl igerisinde, tohumlarin sterilizasyonu
icin 15 dk. %5°lik NaOCI igerisinde bekletmenin yiizey sterilizasyonunun optimizasyonu

icin uygun olacagi tespit edilmistir.

Yildirnm vd., (2011b), Hacihaliloglu kayist ¢esidinde in vitro proliferasyon,
koklendirilme ve aklimatizasyon ¢alismasi yapmislardir. Temel besiyeri olarak MS ortami
kullanmilmistir ve TDZ, BA ve kinetin (Kin) gibi sitokininlerin ayr1 ayr1 ve BA’nin fakl
konsantrasyonlar1 kullamilmustir. Siirgiin proliferasyonu i¢in 1 mg L™ BA en iyi sonucu
verdigi tespit edilmistir. Siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek deger 3,42+0,19 ile, 2,0 mg L~
! BA iceren besiyerinden elde edilmistir. En iyi koklenme oran1 MS besiyerine ilave edilmis
2,0 mg Lt IBA ile elde edilmistir. Elde edilen bitkiler basarili bir sekilde aklimatizasyonu
yapilmustir.

Mante vd., (1989), P. domestica L. ve P. cerasus L. olgun tohumun, P. persica L. ise
olgunlagmamis tohumun kotiledonlarinin proksimal kismindan (embriyonik eksen
¢ikarilmis) bitki rejenerasyon ¢alismasi yapmislardir. Calismada 1,1-2,75 mg L™ TDZ ve 0-
0,5 mg L IBA ile desteklenmis MS besiyeri kullanilmistir. Sterilizasyon islemi icin
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tohumlarin endokarpr kirilmis, kotiledonlart ayrilmis ve embriyonik eksen ¢ikarilmstir.
Tohumlar 5 dk. boyunca akan musluk altinda yikanmistir. 12-15 dk. %0,5 sodyum hipoklorit
(birkag damla %1 Triton x 100 ile %10 ticari agartici) ile dezenfekte edilmistir. Dezenfekte
edildikten sonra ti¢ kere steril saf su ile durulanmistir. Dezenfekte edilen tohumlar gece
boyunca steril saf suda bekletilmistir. Siirglin rejenerasyonunun en iyi oldugu ortam en
yiiksek TDZ konsantrasyonuyla birlikte 0,5 mg L™ IBA’nin kullamldigidir. Elde edilen
siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in ise 0,5-1 mg L™ IBA ile destekli 2 MS besiyeri kullanilarak

aklimatizasyon islemleri ger¢eklestirilmistir.

Schmidt ve Ketzel, (1996), kiraz 1slah ¢alismasinda bazi hibrid gesitlere ait olgun
tohumlarin in vitro ¢imlendirilmesi ile bitki iiretimi gergeklestirilmeye ¢aligilmistir. Siirgiin
eldesi i¢in tohumlar 2 mg L™ BA ve 1 mg L IAA ile destekli MS besiyerine ekilmis ve
ekimden 2 hafta sonra ilk siirgiinler elde edilmistir. Elde edilen siirgiinlerin uzamasi i¢in 0,1
mg Lt NAA ve 0,5 mg L™ BA ile destekli MS besiyerine aktarildiktan 3-4 hafta sonra
koklenmesi icin 0,5 mg Lt NAA ile destekli 4 MS besiyerine aktarilmistir. Kullanilan

tohumlarin olgunlasma oran1 yiiksek oldugu i¢in rejenerasyon orani yiiksek bulunmustur.

Hokanson ve Pooler, (2000), sekiz farkli siis kirazinin olgun tohumlarindan kallus
olusumu ve siirgiin rejenerasyonu calismasi yapmislardir. Calismada embriyonun farkli
boliimleri (kotiledon ve hipokotil) ve farkli konsantrasyonlarda bitki biliylime diizenleyicileri
(BA, 2,4-D, IBA, NAA ve TDZ) kullanmilmustir. Sterilizasyon islemi ig¢in, endokarp
kirilmadan 6nce tohumlar 30 dk. boyunca %2,1 NaOCl i¢inde bekletilmistir ve ii¢ kez steril
saf su ile durulanmistir. Endokarplar kirildiktan sonra , tohumlar 1 dk. siireyle %70 etanolde
bekletilmistir, daha sonra %0,01 Tween-20 ile %0,8 NaOCl kombinasyonlu ¢ozeltiye
aktarihp 30 dk. boyunca bekletilmistir. Tekrar ti¢ kez steril saf su ile durulanmustir.
Sterilizasyonun ardindan tohumlar, gece boyunca steril saf su igerisinde bekletilmistir.
Siirglin olusturma oranlari gesitlere gore farklilik gostermis olup, P. virginiana ve P. serrula
tirtinden gelen embriyolarin yaklasik %20 ile %50'si ve P. maackii tiiriiniin embriyolarinin

%S5 ile %30'u siirgiin iiretmistir. Diger taksonlarin siirgiin tiretmedigi bildirilmistir.

Aktiirk, (2009), P. avium L. bitkisinin tomurcuk ve tohum eksplantlarindan in vitro
mikrogogaltim ¢alismasi yapmistir. Tomurcuk (25 dk.) ve tohumlarin (20 dk.) yiizey
sterilizasyonu i¢in  %15’lik NaOCl kullanilmistir. Tomurcuklar i¢in en uygun kiiltiir
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baslatma donemi Ocak-Mart aylar1 arasi oldugu belirtilmistir. Tomurcuklar i¢in kiiltiir
baslatma ¢alismasinda modifiye edilmis MS ortamina 0,5 mg LYIAA+2 mg L BAP veya
2 mg L BAP ilavesi ile %95’in iizerinde basar1 saglanmistir. Tohumdan kiiltiir baslatma
caligmasi i¢in enine boliinerek embriyonik ucun kiiltiire alinmasi ile daha basarili bir sonuca
ulagilmigtir. Tohumdan in vitro ¢imlendirme igin besiyerine herhangi bir bitki biiylime
diizenleyicisinin ilavesinin gerekmedigi bildirilmistir. Siirgiin ¢ogaltim ¢aligmasinda; farkl
besiyerleri (MS, WPM, QL, SH), farkl: sitokininler ve konsantrasyonlarinin (BAP, TDZ,
Kin), GAs ve floroglukinol’iin etkileri incelenmistir. Tomurcuklardan elde edilen siirgiin
¢ogaltim1 i¢in en iyi sonucu modifiye edilmis MS besiyerine 2,0 mg L BAP+0,3 mg L
GAs ilavesi ile elde edilmistir. Siirglin sayist %96+4, siirgiin adet 1,7+0,4, ana siirgiin
uzunlugu 12,04+0,5 mm, yan siirgiin uzunlugu 5,0+0,3 mm olarak bulunmustur. Besiyerine
floroglukinol eklemenin siirgiin ¢ogaltimina herhangi bir etkisi olmadigi goriilmiistiir.
Tohumlar i¢in BAP konsantrasyonu arttik¢a siirgiin sayisinin da arttigi goriilmiistiir. En
yiiksek siirgiin sayis1 4,0 mg L BAP (5,4+0,7 adet) ilaveli besiyerinden elde edildigi
belirtilmistir. Tohum kaynakli siirgiinlerle yiiriitilen koklendirme g¢alismasinda IBA ve
NAA’nin farkli konsantrasyonlari kullanilmistir. Basar1 orani %75 ile %95 arasinda
degismekte olup en iyi IBA igeren ortamdan elde edilmistir. Tomurcuklardan elde edilen

stirgiinlerde basaril bir seklide koklenmenin olmadig1 goézlenmistir.

Balla ve Brozik, (1996), hibrit kirazlarda embriyo kiiltiirii yaparak in vitro ¢ogaltim
caligmas1 yapmuslardir. Yiizey sterilizasyonu i¢in tohumlar 15 dk. boyunca %9’luk
NaOCl’de bekletilmistir. Embriyolar modifiye edilmis MS besiyerine aktarildiktan sonra
120 giin boyunca 4 °C’de muhafaza edilmis ve bu siirenin sonunda biiylime odasina
almmustir. 11 farkli kombinasyona ait hibrit tohumlarda ¢imlenme orani %3-36 arasinda

degistigi belirtilmistir.

Schulze vd., (2017), olgunlasmamuis P. lusitanica tohumlarini in vitro ¢imlendirmek
icin bir doku kiiltiirii protokolii gelistirmislerdir. Calisma, dnce ¢imlenme i¢in en 1yi ortamin
belirlenmesi ve ardindan tohum tavlamasinin etkileri incelenerek gergeklestirilmistir. Birinci
uygulamada, tohumlar polinasyondan 12 hafta (WAP)+1 hafta sonra toplanmistir ve
perikarp ¢ikarildiktan sonra ortama yerlestirilmistir. Her biri BA ve GAsigeren sekiz farkli
MS (M1-M8) besiyeri denenmistir. En uzun siirgiinler M4 besiyerinde (1,45 mM GAs3, 6
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mM BA ve 30 g L siikroz) ve ardindan M1 besiyerinde (0 mM GA3, 3mM BAve 30 g L
! siikroz) olusmustur. Radikiil ve siirgiin ¢ikisi, katlama isleminden sonra M1, M3 ve M4
i¢in %90'dan fazla olmustur. Ikinci uygulama ise M1, soguk katlama ve soguk katlama
olmadan 6, 9 ve 12 WAP'de kok ve siirgiin olusumunu test etmek i¢in kullanilmistir. Katlama
islemi olmadan 6 WAP’da sadece kallus gelisimi goriilmiistiir. Soguk katlama islemi 12
WAP grubunda siirgiin olusumunu %4'ten %28'e ¢ikard1 ve bu da siirgilin ¢ikmasi i¢in kritik
gorilmiistiir. Kotiledonlar tohumda tutulursa, in vitro ¢imlenme kullanilarak P. lusitanica
tirliniin  iremesini  hizlandirmaya yonelik gelecekteki ¢abalar, 12 WAP'tan 0&nce
toplanmamalidir ve M1 veya M4'te ¢cimlenmeden 6nce soguk katlama isleminin yapilmasi

gerekmektedir.

Abdelsattar vd., (2020), P. persica L. tiiriniin kotiledon eksplantindan siirgiin
rejenerasyon ¢alismasi yapmislardir. Calismada MS ve WPM besiyerlerinin ve IBA, |AA,
TDZ ve BA biiylime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarini kullanmislardir. P. persica
tohumlarinin tohum kabugu kirilmistir, kabuktan ¢ikarilmistir ve 25 dk. boyunca iki ile tig
damla Tween 20 ile desteklenen %75 Clorox ¢ozeltisine bekletilerek 6n sterilize islemine
tabi tutulmustur. Ardindan ti¢ kez steril saf su i¢inde 5 dk. durulanmistir. Daha sonra,
sterilize edilmis tohumlarin, uyku halini kirmak i¢in 17 °C'de 60 saat boyunca steril saf su
icinde inkiibe edildi. Her 12 saatte bir suyu degistirerek testanin kolay ¢ikarilmasi i¢in
saglandi. Tohumlar ekim isleminden 6nce tekrar steril edilmistir. IAA ile kombine edilmis
TDZ, %70 ile en yiiksek siirgiin rejenerasyon yiizdesini ortaya ¢ikarmistir. Bunu %66'lik bir

slirglin rejenerasyon orant ile BA ve IAA kombinasyonu izlemistir.

Carmona ve Petri, (2020), Prunus anaglarinin olgun tohumlarindan hipokotil ve
kotiledon eksplantlarindan etkili bir rejenerasyon prosediirii gelistirmislerdir. Calismada P.
cerasifera tiirliniin dort genotipi ('Adara’, 'Ademir’, 'Myrobolan B' ve 'Myrobalan 29C") ve
P. insititia tiiriiniin bir genotipi (Pixi) kullanilmistir. Tohumlarin dezenfeksiyonu igin,
endokarp kirilmistir ve tohumlar, 20 dk. boyunca %20 ticari ¢amasir suyu (ticari ¢camasir
suyu= % 6,15 sodyum hipoklorit) ve %0,02 Tween-20 ¢6zeltisi igerisinde bekletilmistir ve
li¢ kez steril saf su ile durulanmigtir. Dezenfekte edilmis tohumlar, 4 °C'de gece boyunca
steril saf suda bekletilmistir. Temel kiiltiir ortam1 olarak MS besiyeri kullanilmistir. Bitki
biliyiime diizenleyicileri ise TDZ, IBA, BAP, 2,4-D ve NAA’dir. 9,05 uM 22.,4-D her iki tiir
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eksplanttan gelen adventif organogenezi 6nemli 6l¢iide uyarmistir. Hipokotil boliimlerinden
elde edilen en iyi rejenerasyon oranlar1 "Ademir", "Adara", "Myrobalan B", "Myrobalan
29C" ve "Pixi" igin sirasiyla %16,28, %31,25, %13,79, %46,86 ve %53,03 diir.
Kotiledonlardan elde edilen en iyi rejenerasyon oranlari, "Ademir", "Adara", "Myrobalan
B", "Myrobalan 29C" ve "Pixi" i¢in sirasiyla %60,00, %51,61, %42,86, %75,00, ve
%90,48"dir.

2.3. Kayis1 ve Diger Sert Cekirdekli Meyveler ile Tlgili Yapilan Tuzluluk Stresi
Cahsmalan

Rieger, (2001), Kuzey Amerika’da strese yatkin habitatlara 6zgii dort Prunus tiirti (P.
andersonii Gray, P. maritima Marsh., P. mexicana Wats., P. havardii (Wight) Mason) ve
seftali (P. persica) anac1 ‘Nemaguard’a gore Na® veya CI iyonlarini tolere etme yetenekleri
acisindan degerlendirmistir. Hidroponik biiytime kosullar1 kullanilarak bir serada 8 haftalik
bir deney gerceklestirilmistir ve her tiirtin besin ¢ozeltisine 50 mM NaCl eklenmistir. Kok,
govde ve toplam biyokiitle, P. persica, P. maritima ve P. mexicana i¢in yaklasik %30-50
azalirken P. andersonii ve P. havardii etkilenmemistir. Bununla birlikte, tuz stresine yanit
olarak bes tiiriin tiimii i¢in yaprak biyokiitlesi azalmistir. Yaprak hasar1 i¢in yapilan
calismada P. maritima tiiriiniin yapraklarinda P. persica ve P. mexicana tiiriinden daha
yiiksek Na* veya Cl" iyon igerigine sahip oldugu bulunmustur. Bes tiir arasinda koklerin Na*
veya Cl iyon tolerans yeteneklerinde higbir fark bulunmamistir. Yapilan ¢alismada P.
maritima tiirii incelenen diger tiirlere gore yaprakta Na* veya CI toleransini en iyi gosteren

tiir olmustur.

Wang vd., (2016), dort P. maritima genotipi (B0, B1, B3 ve B5), P. salicina Lindl.,
P. persica (L.) Batsch. ve P. cerasifera Ehrh. igeren yedi Prunus tiiriiniin fotosentetik ve gaz
degisim 6zellikleri ile tuz stresi altinda goreceli tuz toleranslar1 degerlendirilmistir. Bir yillik
fideler, 30 giin boyunca 100 mM NaCl ¢ozeltisi ile muamele edilirken, yapragin ¢esitli
fizyolojik indeksleri degerlendirilmistir. Sonuglar, yedi kayis1 bitkisinin net fotosentez
hizinin (PN), stomatal iletkenligin (GS) ve terleme hizinin (TR) tuz stresi altinda azaldigin,
ancak bu bitkiler arasinda her birinin etkilendigi boyutla ilgili farkliliklar oldugunu
gostermistir. Ornegin, PN’nin azalma oram Bl (%27,84)<B5(%40,03) <P. persica
(%52,99)<B3 (%55,81) <P. salicina (%74,76)<B0 (%84,01)< P. cerasifera (%86,93) olarak
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siralanmigtir. Tuz stresi altinda, dort P. maritima genotipinin hiicreler arast CO2
konsantrasyonu (Ci) azalirken (B1<B5<B3<BO0) digerlerinde artmistir (P. persica>P.
cerasifera>P. salicina). Ayrica, tuz stresi altinda dort P. maritima genotipinin su kullanim
verimliligi (WUE) artarken digerleri azalmistir. Artis oran1 BO>B3>B5>B1, diisiis oran1 ise
P. cerasifera<P. salicina<P. persica olarak siralanmigtir. Dort Prunus tiiriiniin tuz stresi
altindaki fotosentetik kapasitesinin P. maritima>P. persica>P. salicina>P. cerasifera
olarak, dort P. maritima genotipinin ise B1>B5>B3>B0 olarak siniflandirilabilecegi
bulunmustur. Bu ¢alismanin sonucu P. maritima tiiriiniin diger ti¢ Prunus tiiriinden daha iyi
tuz toleransina sahip oldugunu ve dort P. maritima genotipi arasinda B1 ve B5'in daha iyi

tuz toleransina sahip oldugunu gdstermektedir.

Eraslan vd., (2016), bu calismada, ti¢ farkli kiraz anacinin; Colt (P. avium X P.
pseudocerasus), Maxma (P. mahaleb x P. avium) ve Gisela 5 (P. cerasus x P. avium) tuz
stresine tolerans mekanizmalar1 in vitro kosullar altinda arastirilmistir. In vitro ¢alismada
MS besiyeri kullanilmis ve ortama 0, 25 ve 50 mM NaCl eklenmistir. Anaglarda; siirgiin
gelisimi, membran gegirgenligi (MG), lipid peroksidasyonu (MDA), prolin igerigi, toplam
antioksidan aktivitesi (TAA), toplam klorofil icerigi, peroksidaz (POX, EC 1.11.1.7) ve
katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) antioksidan enzim izoformlari ile Na ve CI konsantrasyonlari
belirlenmistir. Tuz stresi anaglarin toplam klorofil igerigini ve siirgiin gelisimini kontrole
gore azaltirken; MDA igerigini, TAA, MG ve prolin icerigini artirdigin1 gézlenmistir. Stres
kosullarinda siirgiin POX enzim aktivitesinin arttigi ve ti¢ farkli POX izoformunun elde
edildigi gozlenmistir. Maxma anacinin POX aktivitesi digerlerine gore daha diisiik oldugu
sonucuna varilmistir. Anaglarin CAT izoformlarinda belirgin bir farklilik elde edilmemistir.
Sonuglar degerlendirildiginde, NaCl stresine Maxma anacinin hassas, Colt anacinin orta

derecede hassas ve Gisela 5 anacinin da dayanikli oldugu sonucuna varilmastir.

Sorkheh vd., (2012), sekiz yabani badem tiiriinde tuz toleransi ile iligkili olan
antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisiklikleri ve bazi metabolitlerin seviyelerinin
degisimlerini igermektedir. Tiim tiirler kontrol, 40, 80 ve 120 mM NaCl'e maruz birakilmistir
ve sonuclar 40 giin sonra degerlendirilmistir. Sekiz badem tiiriiniin tuz stresli ve stressiz
bitkilerinin yapraklarinda, bitki taze biyokiitlesi, a, y ve & tokoferol, toplam ¢oziiniir
proteinler, malondialdehit (MDAeq), H202, toplam fenolikler ve aktiviteler, siiperoksit

dismutaz (SOD), peroksidaz (POX) ve katalaz (CAT) analizleri yapilmigtir. Tiim tiirlerde
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tuz stresi, SOD ve POX aktivitelerini, toplam fenolik ve y-6 tokoferol seviyelerini 6nemli
Olgiide artirmigtir. Yiiksek tuz stresi seviyeleri, toplam ¢oziinilir protein, MDA ve CAT
aktivitesini diistiriirken, yaprakda H20: igerigini 6nemli 6l¢iide etkilememistir. Regresyon
analizi, tuz seviyeleri ile toplam ¢6ziiniir proteinler, CAT, y tokoferol, MDAeq, SOD ve
POX arasindaki iliskinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir. Temel bilesen
analizi, badem tiirlerini tuzlu kosullara tolerans / duyarlilik derecelerine gore ayirt etmistir:
P. reuteri Boiss. et Bushe ve P. glauca (Browicz) A.E. Murray tuza toleransli, P. lycioides
Spach ve P. scoparia Spach orta derecede toleransli ve P. communis (L.) Archang, P.
eleagnifolia (Spach) Fritsch, P. arabica (Olivier) Neikle ve P. orientalis Mill. (syn. P.
argentea Lam.) tuza duyarli olarak siralanmistir. Sonuglarin, badem yetistiriciliginde anag
olarak kullanilacak tuza toleransli genotiplerin secilmesinde kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

Ochatt ve Power, (1989), Colt kirazi (P. avium x pseudocerasus) kallus kiiltiirlerini,
yaprak protoplastlarindan, kok hiicre siispansiyon kiiltlirlerinin protoplastlarindan veya
yaprak ve kok dokularinin dogrudan kiiltiirtinden elde etmiglerdir. 25,50, 100 veya 200 mN
(milinormal) NaCl, Na2SO4, KCI ve izo-ozmotik (NaCl igeren) mannitol konsantrasyonlari
iceren bazal proliferasyon ortaminda kiiltiirlenen kalluslarin hayatta kalmast oran1 %1 ile
%15 arasinda degigmistir. Ayn1 ortamda alt1 kez alt kiiltlir yapildiktan sonra hayatta kalan
hiicre hatlar1 bazal proliferasyon ortaminda ve NaCl, KCI, Na2SOs4 ve mannitol ile
desteklenmis bazal proliferasyon ortaminda kiiltiire alinmistir. Calismada tuz ve mannitole
toleransh hiicre hatlari, se¢ilmemis hiicre hatlarindan daha kii¢iik hiicrelere sahip oldugu,
daha hizli biiytidiigii, kallus ve hiicrelerin hayatta kalma oranlarmin ¢ok yiiksek oldugu
bildirilmistir. Bir maddeye (sodyum tuzu, potasyum tuzu veya mannitol) tolerans igin se¢ilen
hiicre hatlari, baska bir maddeye minimum tolerans gostermistir. Bununla birlikte, bitkiler
tuza veya mannitole toleranslh kallustan yeniden iiretildiginde ve bunlardan tiiretilen yeni
kiiltiirler oldugunda, yeni kiiltiirler tiim tuzlara ve mannitole tolerans gosterdigi sonucuna

varilmistir.

Chatzissavvidis vd., (2008), CAB-6P (P. cerasus L.) anacinda tuzlulugun enzimik ve
enzimik olmayan antioksidan aktivitesine, siirgiin proliferasyonuna ve besin birikimine
etkisi in vitro kiiltiirlerde incelenmistir. Modifiye edilmis bir MS ortamina {i¢ konsantrasyon
(0, 30 ve 60 mM) NaCl ve CaClz ilave edilmistir. Ayrica siirgiin gelisimi igin besiyeri ortami
0,6 mg L BA, 0,2 mg L GAs ve 0,05 mg L IBA ile desteklenmistir. POX ve CAT
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aktivitelerine poliakrilamid jel elektroforezinde bakilmistir. Yapraklardaki POX ve anyonik
izoformlarinin say1s1 30 mM CaClzve 60 mM NaCl veya CaCl: altinda artmistir. Ote yandan,
0'dan 60 mM CaCl2'ye yiikselen tuzluluk, yapraklarda katalaz aktivitesinin azalmasina ve
ardindan yapraklarda tespit edilen tek katalaz izoformunun (60 mM CaClz2) ortadan
kaybolmasina neden olmustur. NaCl ile muamele edilen eksplantlarin gévdelerinde POX
aktivitesi azalmigtir. Sonuglar, CAB-6P eksplantlarinin govdelerinin ve yapraklarinin,
kullanilan tuz formuna bagli olarak degisken antioksidan savunma mekanizmasi

gelistirdigini gostermektedir.

Sevgin, (2018), Giineydogu Anadolu'dan segilen ti¢ P. microcarpa genotipinin (G1,
G2 ve G3) in vitro tuzluluk toleransi bazi standart anaglarla (MaxMa 14, GiselA 5, Pixy, SL
64 ve Garnem) karsilastirilarak incelenmistir. Anaglarin tuzluluk toleransini belirlemek igin,
eksplantlar in vitro olarak 0, 50, 100 ve 150 mM NaCl i¢eren Nas ve Read Medium (NRM)
besiyerinde kiiltlire alinmistir. Tuzluluk uygulamasinin ardindan dort hafta sonra siirgiin
biiytimesi, klorofil a, klorofil b, prolin, lipid peroksidasyonu (MDA), hidrojen peroksit
(H202) analiz edilmistir. Tuzluluk stresi, in vitro olarak tiim genotiplerin biiylimesini ve
gelismesini inhibe etmistir ve genotiplere bagli olarak, tuzluluk stresine tepkide farklilik
olmustur. Tuzluluk stresi altinda 6zellikle 100 ve 150 mM NaCl diizeyinde Prolin ve H202
tiim genotiplerde artmustir. P. mikrocarpa, 6zellikle G2 genotipleri, test edilen diger tiirlerin
genotiplerine kiyasla tuzluluk stresine daha toleransli gériinmiistiir. Bu ¢calismada test edilen
Tiirkiye menseli P. microcarpa genotipleri, meyve kiiltiiriine uygun topraklarda, hafif tuzlu
topraklarda ve sulama suyunun aci oldugu durumlarda daha az test edilen diger standart

anaglar kadar giivenli potansiyel anag olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Aric1 ve Eraslan, (2012), Colt (P. avium X P. psudocerasus) kiraz anacinin in vitro
kosullar altinda tuz (NaCl) stresine kars1 reaksiyonlar1 aragtirilmigtir. Eksplant olarak siirgiin
ucu kullanilmigtir ve eksplantlar farkli konsantrasyonlarda NaCl igeren (0, 30, 50, 100, 150
mM) MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Siirgiinlerin sayisi ve uzunlugu 0-30 mM NaCl
iceren ortam diger uygulamalara gore artis gosterdigi gozlenmistir. Ote yandan 150 mM
NaCl igeren besiyerindeki siirglinlerde nekrozlar meydana gelmistir, 50-100 mM NaCl
iceren MS besiyerindeki siirgiin uglarinda sararmalarin olustugu tespit edilmistir. NaCl
konsantrasyonu arttikca bitkilerde Na miktarinin arttig1 ve siirgiin sayisi, uzunlugu, klorofil

miktar1, yas agirhgi, P, Mg, Ca, K, Fe, Mn, Zn ve Cu igeriklerinin azaldig: tespit edilmistir.
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Ye vd., (2016), NaCl stresi altinda seftali (P. persica L. Batsch) fidelerinin fizyolojik
ozelliklerini 5-aminolevulinik asit (ALA) ile tolere etmeye ¢alismislardir. Eksojen ALA ile
muamele edilmis NaCl stresli seftali fidelerinin biliylime ve fizyolojik parametreleri
incelenmistir; bu parametreler arasinda siirgiin ve kok kuru agirligi, yaprak alani, bitki boyu,
govde cap, hiicreler aras1 CO2 konsantrasyonu (Ci), stomatal iletkenlik (Gs), net fotosentetik
oran (Pn), terleme hiz1 (Tr), zar gegirgenligi ve kok canliligi bulunmaktadir. Ayrica klorofil,
prolin, ¢oziiniir sekerler, ¢6ziiniir proteinler, malondialdehit (MDA) igerikleri ve antioksidan
enzimlerin aktiviteleri degerlendirilmistir. Sonuglar, 100 mM NaCl uygulanan seftali
fidelerinin fizyolojik 6zelliklerinin inhibe edildigini gostermistir. 100 mM NaCl ve 200 mg
Lt ALA ile muamele edilen seftali fidelerinin biiyiime parametrelerinde (siirgiin ve kok kuru
agirhigi, yaprak alani, bitki boyu, gévde c¢api, hiicreler arasi CO2 konsantrasyonu (Ci),
stomatal iletkenlik (Gs), net fotosentetik oran (Pn), terleme hiz1 (Tr), zar gegirgenligi ve kok
canlilify) iyilesme goriilmiistiir. ALA uygulamasi klorofillerin, ¢oziiniir sekerlerin, ¢oziiniir
proteinlerin ve prolin i¢eriklerini arttirdig1, ancak membran gegirgenligini ve MDA igerigini
azaltigim1 gostermektedir. Dahasi, ALA uygulamasi SOD, POX ve CAT aktivitelerini
onemli olgiide artirdi. Bu bulgular, eksojen ALA uygulamasinin, fotokimyasal verimliligi,
ozmotik igerigi ve antioksidan enzim aktivitesini artirarak seftali fidelerinin biiylimesini

iyilestirebilecegini ve NaCl stresine toleransin artacagini gostermektedir.

Ertiirk vd., (2007), tath kiraz anaci Gisela 5'in (P. cerasus x P. canescens) MS
besiyeri ortamindaki artan NaCl konsantrasyonlarina (0, 50, 100 ve 150 mM) in vitro tepkisi
incelenmistir. Tuz uygulamasi ile siirgiinlerde biiyiime ve klorofil igerigi azalirken, su
iceriginde higbir degisim olmadigi gézlenmistir. SOD, APX, POX, CAT ve GR gibi
antioksidan enzimlerde de o&nemli olglide yiikselme oldugu gozlenmistir. ClI
konsantrasyonunda herhangi bir degisiklik gozlenmemekle birlikte, siirgiinlerin Na
konsantrasyonu onemli dlgiide artmig ve NaCl uygulamalar1 K, Ca ve Mg beslenmesini

bozmus ve K: Na ve Na: Ca oranlarinda dengesizligi tetikledigi bulunmustur.
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2.4. Duman Suyu ve Karrikin ile Ilgili Literatiirler

2.4.1. Duman Suyu Eldesi ile ilgili Cahsmalar

Coons vd., (2014), dumandan gelen suda ¢oziiniir bilesiklerin tohum g¢imlenmesi
tizerindeki etkisini arastirmak i¢in bitki materyalinden duman c¢ozeltileri iiretmek i¢in
verimli ve ucuz bir sistem gelistirilmistir. DS, bir ¢eker ocak igerisinde 300 mL su igeren bir
siseye yanmaz hortum ile arict koriigii tutturularak 100-200 g kurutulmus bitkisel materyalin
yakilmasi ile elde edilmistir. Dumanin suda ¢oziinmesi i¢in cam sise vakumlu su
aspiratoriine  baglanmistir.  Diger duman solliisyonu hazirlama  sistemleriyle
karsilastirildiginda, bu sistemin montaji ve ¢alistirmasi kolay, yapimi ucuz ve kiigiik bir

kapali alanda istenen tiirlerden duman soliisyonlar1 iiretmede etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Van Staden vd., (2004), Passerina vulgaris Thoday ve Themeda triandra L. bitkileri
20 L kapasiteli bir kapta hortum vakum sistemi ile yakilarak ¢ikan dumanin 2 L su bulunan
cam sise igerisinde ¢oziinmesi saglanmistir. Konsantre DS diklorometan ile kapsamli bir
sekilde ekstrakte edilmistir. Daha sonra 6 kez %1 (w/v) sulu NaOH ile yikanmistir, ardindan
H20 ile pH’1 nbtr olana kadar 3 yikama yapilmistir. Ekstrakte edilen DS vakumlu sivi
kromatografisine tabi tutularak ayrigmasi saglanmistir. Daha sonra aktif bilesiklerin
ayrilmasi i¢in HPLC ile fraksiyonlar ayrilmistir. Ayrilan fraksiyonlar GS-MS ile daha fazla
saflastirilarak marul tohumlarinda ¢imlenme testi yapilmistir. Kontrol (su uygulamasi), ham
DS, ekstrakte edilen DS ve HPLC isleminden sonra GC-MS ile saflastirilan DS’den olusan
bir deney grubu kurulmustur. En fazla ¢imlenme HPLC isleminden sonra GC-MS ile
saflastirilan DS’den (107) elde edilmistir. Ham DS (1:10%) ve ekstrakte edilen DS (1:10%)
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Kontrol grubunda ¢imlenme diger gruplara gore

diisiik bulunmustur.

Flematti vd., (2009), DS elde etmek i¢in vakumlu bir sistemde yulaf samani
yakilmigtir. Elde edilen DS diklorometan ile ekstre edilmistir ve birlesik organik ekstrakt,
asidik bilesikleri uzaklastirmak i¢in 1 M NaOH ile yikanmistir. Elde edilen organik 6ziit, tuz
ile yikanmig, kurutulmus (Na2SOs), siiziilmiis ve notr fraksiyon verecek sekilde vakumla
buharlastirilmistir. Daha sonra aktif bilesiklerin ayrilmasi i¢in HPLC ile fraksiyonlar
ayrilmistir. Ayrilan fraksiyonlar GS-MS ile daha fazla saflastiriimistir. Solanum orbiculatum

Poir. tohumlarinda ¢imlenme testi i¢in elde edilen saf fraksiyonlar 1:10 seyreltme ve
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seyreltilmemis olarak denenmistir. Her iki grupta da 19., 20. ve 25. fraksiyonlar ¢imlenmeyi
daha fazla tesvik ettigi bulunmustur. Bu fraksiyon bélgelerinde ¢imlenmeyi tesvik edici

butenolid bilesiklerinin daha fazla bulundugu diisiiniilmektedir.

Flematti vd., (2011), ¢alismada dumanin igerisinde var olan ve ¢imlenmeyi tesvik
edici olan D-glucose, D-xylose ve L-glycine ticari olarak alinip maddeler yakilarak vakumlu
bir sistem ile dumanlarinin suda ¢6ziinmesi saglanmistir. Karrikinolide (KAR1) eldesi i¢in
su yontem kullanilmistir; asetik anhidrit igindeki sodyum asetat ve trifenilfosfin karisimi 5
dk. boyunca 140 °C'de sitilmistir. Asetik anhidrit ile seyreltilmis bir ¢ozelti, 5 dk. boyunca
1isitilmis karisima damla damla ilave edilmistir. Karisim 30 dk. daha 1sitilmis ve sogumaya
birakilmigtir. Sulu ¢6zelti siiziilmiistiir ve diklorometan ile ekstrakte edilmistir. Organik
ekstrakt, 1 M NaHCOs ile yikanmis, kurutulmus, siiziilmiis ve buharlastirilmistir (Flematti
vd., 2005). D-glucose, D-xylose ve L-glycine maddelerinden elde edilen DS igerisindeki
aktif bilesiklerin ayrilmasi i¢in HPLC ile fraksiyonlar ayrilmistir. Ayrilan fraksiyonlar GS-
MS ile daha fazla saflastirnlmistir. Solanum orbiculatum Poir. tohumlarinda ¢imlenme testi
icin kontrol (saf su igeren), KAR 1 (100 ppb), saflastirilmamis DS (0 (seyreltilmemis), 1:10
ve 1:100 seyreltme) ve HPLC/GC-MS ile saflastirilmis DS (0 (seyreltilmemis), 1:10 ve
1:100 seyreltme) deney gruplart kullanilmistir. Sonuglar, seyreltilmemis ekstraktlarin her
birinin ¢imlenmeyi engelledigini, kontrole goére 1:100 seyreltme seviyesinde tim
ekstraktlarin ¢imlenmeyi uyardigin1 gostermektedir. 1:10 seyreltme seviyesinde ¢imlenme
siras1 ile, D-ksiloz + L-glisin > D-ksiloz > D-glikoz olmustur. HPLC/GC-MS ile
saflastirilmis DS deney gruplarinda ise tiim 6rneklerin 1:10 ve 1:100 seyreltme seviyelerinde
cimlenmeyi destekledigi gosterilmistir. Yine seyreltilmemis ekstraktlarin her birinin

cimlenmeyi engelledigi goriilmiistiir.

Gupta vd., (2019), DS iretmek, bunun standardizasyonunu ve ana aktif
biyomolekiillerin miktarin1  belirlemek i¢in disiik maliyetli verimli bir cihaz
gelistirmislerdir. Bunun i¢in Themeda triandra Forssk, Heteropogon contortus Beauv. ex
Roemer ve J. A. Schultes, Tristachya leucothrix Trin. ex Nees, Hyparrhenia hirta (L.) Staph,
Avristida junciformis Trin. ve Rupr ve Cymbopogon validus Stapf ex Burtt Davy otlarini (26
kg) gelistirmis olduklar1 bir sistem ile yakmis (160-200 °C) ve dumanin suda (26 L)
¢ozlinmesini saglamiglardir. Hazirlanan ham duman suyu (SW), damitilmis su (SW: DW)
ile 75:25, 50:50 ve 25:75 (h/h)'ye kadar seyreltilmistir ve bu alt diliisyonlar ayrica 1:500'e
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seyreltilmistir; 1:1000; 1:1500; 1:2000; 1:2500; 1:3000 ve 1:3500 (v/v). SW'nin
standardizasyonu i¢in, en iyi ¢aligma konsantrasyonunu belirlemek i¢in marul tohumlari
(Lactuca sativa L. cv. Grand Rapids) ile test edilmistir. SW'nin 25:75 (h/h) alt-
dilisyonundan 1:2500 (v/v) orani, karanlikta marul tohumlarin1 en iyi ¢imlendiren
konsantrasyon olmustur ve sadece %7-10'luk su kontroliine karsi %91 ¢imlenme elde
edilmistir. Duman suyu ne kadar fazla seyreltilirse icerisinde bulunan c¢imlenme
inhibitoriiniin (trimetilbiitenolid, TMB) etkinliginin azalip daha fazla ¢imlenmeyi tesvik
edecegi belirtilmistir. Calismada ayrica Karrikinolid 1, (KAR1) ve Kkarrikinolide 2, (KAR2)
ve c¢imlenme inhibitoriiniin de (trimetilbiitenolid, TMB) miktarina bakilmigtir. Yeni
tasarlanmig aparat ile hazirlanan duman sularinda ve 1993 ve 1998 yillarinda hazirlanan
duman sularinda KAR1, KAR2 ve TMB'nin miktarlarina ultra yiiksek performansh sivi
kromatografisi-elektrosprey = pozitif — iyonizasyon tandem  kiitle  spektrometrisi
(UHPLCESI(+)-MS/MS) cihazi ile bakilmigtir. Ham SW'de (2018) KAR1, KAR2 ve TMB
seviyeleri sirastyla 11400£2300 nmol L™?, 19400+4200 nmol L™ ve 51500+5800 nmol L
olarak bulunmustur. Ancak 1993 6rneginde KARI, KAR2 ve TMB seviyeleri sirasiyla
8,2+3,2 nmol L2, 16,6+2,5 nmol L ve 1654,9+27,4 nmol L iken, 1998 6rneginde 32,5+1,4
nmol L7, 28,9+4,1 nmol L ve 7659,9+492 nmol L ™Y*dir. 2018 yilinda iiretilen SW'ye kiyasla
1993 ve 1998 yillarindaki ham SW'deki diisiik KAR1, KAR2 ve TMB seviyeleri, yeni
tasarlanmis cihazdan hazirlanan SW'nin oldukga giiclii oldugunu yansitmaktadir, bu da yeni
duman su cihazinin mevcut aktif bilesiklerin ¢oziinmesinde daha etkili oldugunu

gostermektedir.

Hrdlicka vd., (2019), KAR analizi i¢in farkli yillarda hazirlanan alti tiir ekstrakt
kullanilmistir. Bunlar; 1993 yilinda 5 kg fynbos bitki ortiisii (SW1); 1998 yilinda 5 kg
Passerina vulgaris ve T. triandra otu (SW2), 1994 yilinda 5 kg T. triandra otu (SW3), 1999
yilinda 6zel bir aparatla hazirlanan 10 gr T. triandra otu (SW4); 2003 yilinda 5 kg fynbos
bitki ortiisti (SW5). Ayrica {i¢ ticari {irliniin Ornekleri de kullanilmigtir: 2003 yilinda
hazirlanan damitilmig duman suyu konsantresi (SW6), Fire Grow ™ (SW7) ve Super smoke
plus (2004, SW8). Bu numuneler 10 °C'de saklanmistir ve analizden 6nce 10 kat
seyreltilmistir. Biitiin bu 6rneklerin miktarina UHPLC-ESI(+)-MS/MS cihazi ile bakilmistir.
KARI1 miktar1 sirast ile SW6_2003 (101,6+7,9 nmol L), SW5_ 2003 (74,4+3,7 nmol LY),
SW3_1994 (63,2+1,5 nmol L), SW2_1998 (32,5+1,4 nmol L), SW1 1993 (11,7+4,3
nmol L) ve SW4_1999 (9,4+0,4 nmol L) bulunmustur. KAR2 miktari siras1 ile SW3_1994
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(88,7+1,4 nmol L), SW5_2003 (64,2+3,5 nmol L), SW2 1998 (28,9+4,1 nmol L),
SW6_2003 (28,8+1,7 nmol L), SW1_1993 (21,7+2,7 nmol L) ve SW4 1999 (14,3+1,5
nmol L) bulunmustur. incelenen her iki ticari ekstrede (SW7 ve SW8) hi¢bir KAR tespit

edilmemistir.

Kochanek vd., (2016), farkl1 bitkisel materyalleri, farkli siire ve sicaklikta yakarak
biyokomiir elde edilmistir. Yesil atiklar ile olusturulan deney gruplari; Tech A (300 kg)
yavas 1s1l islem (piroliz) 550 °C’de 40 dk., Tech B (250 kg) yavas 1s1l islem 590 °C’de 28-
29 dk. ve Tech C (600 kg) hizli 1s1l igslem, 600-660 °C’de 2,5 dk.’de bitkisel materyaller
yakilmistir. Seker kamisi atiklartyla olusturulan deney grubunda; Tech C hizli 1s1l islem (600
kg), 680-730 °C’de 2 dk. boyunca bitkisel materyaller yakilmistir. Kagit fabrikas1 atiklari ve
talastan olusturulan deney grubu; Tech A yavas 1s1l islem (20 L kapasiteli bir reaktorde
yakilmistir), 450 °C 40 dk. boyunca yakilmistir. Elde edilen biyokomiirlerin KAR1
standartina karst HPLC ve GC-MS islemleri ile miktar tayini ve kimyasal
karakterizasyonuna bakilmistir. Yavas 1s1l islem birimlerinden (Tech A ve B) elde edilen
biyokomiirler, hizli 1s1l islemden elde edilen biyokomiirlere kiyasla en az ii¢ kat daha fazla
KARI1 igermektedir (yavas 1s1l islem yaklasik 70-80 ng mL™; hizli 1s1l islem yaklasik 6-20
ng mL™ KAR1). Tech C iinitesindeki daha sicak ve daha hizl1 1s11 islem kosullarinin KAR1'i
uzaklastirmig veya buharlagtirmig olabilecegini, daha soguk ve daha yavas Tech A ve B
kosullarinda ise daha fazlasinin tutuldugu tahmin edilmektedir. >70 ng mL* KAR1'e sahip
biyokomiir 'KAR1 bol' veya 'yiiksek KAR1' biyokomiirleri olarak adlandirilmaktadir. Tech
A (300 kg) iinitesinden gelen biyokomiirler, Tech A'min 20 L kapasiteli reaktor
versiyonundan gelen biyokomiirlerden en az yedi kat daha fazla KAR1 igerdiginden {initenin
boyutu da KAR1'in tutulmasini etkilemektedir (biiyiik iinite, yaklasik 80 ng mL™* KARI;
kiiciik iinite, yaklasik 5-12 ng mL™ KAR1). Tech B teknigi ile iiretilen DS’de 69+8,8 ng
KAR1 mL? (460 nM, n = 2) icermektedir. DS ortalama olarak 265 nM KAR1 i¢ermektedir.
Hizli 1s1l islemden (Tech C) elde edilen her iki biyokdmiir, ¢ok farkli hammadde
kaynaklarindan olmalarina ragmen yavas 1s1l islemden (yesil atiklar1 igeren Tech A ve B

birimleri) elde edilenlere gore diisiik KAR1 igerigine sahiptir.
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2.4.2. Bitki Gelisimine Etkileri ile flgili Cahsmalar

Kazanci, (2014), ¢alismada DS’nin Akdeniz vejetasyonuna ait ¢ok sayida bitki
tiirtiniin tohumlarinin ¢imlenme oranlarini ve fide boylarini artirip artirmadigina bakilmstir.
DS elde etmek i¢in Quercus coccifera L. dal ve yapraklari metal kaplara konularak agzi
aliminyum folyo ile kapatilmis ve etiivde 30 dk. boyunca 190-195 °C sicakliga maruz
birakilmigtir. Siirenin  sonunda aliiminyum folyonun kenarlarindan igerideki dumani
kacirmadan 50 mL distile su eklenerek 10 dk. bekletilmistir. Daha sonra siiziilerek sivi
duman ¢ozeltisi 24 saat boyunca tohumlara uygulanmistir. Duman ¢dzeltisi uygulamasi
sonucu ¢imlenen tohumlar 7 gilin bekletilerek fide boylar1 ol¢iilmiistiir. Calismada 76
taksonun yaris1 DS’dan pozitif yonde etkilenmistir. Lamiaceae familyasinin {iyelerinin
cogunun ¢imlenmesi DS uygulamast ile artmistir. DS uygulamasindan sonra sadece bir tiiriin

fide boyunda kontrole kiyasla bir artig olmustur.

Catav vd., (2018b), calismada Akdeniz Havzasinda yayilis gOsteren 37 tiiriin
¢imlenme ve fide biiyiimesi iizerine DS, KAR1, mandelonitril (bir siyanohidrin analogu-
MAN), potasyum nitrat (KNO3) ve gibberellik asitin etkisi degerlendirilmistir. 21 tiiriin
cimlenme ve fide biiylimesi, yangindan tiiretilen kimyasallarin en az biri tarafindan
arttirlldigin1 ortaya koymaktadir. DS ¢ozeltisini saman ve filtre kagidini yakarak elde
etmislerdir. Saman ve seliilozdan tiiretilen DS ¢ozeltilerinde ¢imlenme yiizdeleri yiiksek
oranda korelasyon gostermistir. Genel olarak ¢imlenmeyi karrikinolid ve mandelonitril
yiiksek oranda uyarmistir. Ama bu tiirden tiire farklilik gdstermistir. incelenen 33 tiiriin iigii
cimlenme bakimindan gibberellik asit tarafindan tesvik edilmistir. KAR1+MAN
kombinasyonu 11 tiirlin ve KNO3 9 tiirlin, ¢cimlenmesini tesvik eden en etkili uygulamalar

olmustur.

Catav vd., (2015), ¢alismada Dogu Akdeniz Bolge’sinde yayilis gosterin 12 farkli
tirin DS ve nitrat uygulamasma karsi gostermis olduklar1 ¢imlenme performanslari
degerlendirilmistir. DS eldesi i¢in Pinus brutia Ten. tliriniin igneli yapraklar1 kullanilmstir.
20 g yaprak ornegi 195 °C’de 30 dk. boyunca cam sise i¢inde firinda yakilmistir. 10 dk. kala
yanan yapraklarin iizerine 50 mL steril saf su dokiilmiistiir. Bu sekilde DS’nin igeriginde
bulunan aktif bilesiklerin ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra bir cam sisenin igerisine filtre

kagidi ile slizdiiriilmiistiir. DS uygulamasinda Daucus carota L., Onopordum caricum L. ve
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Sarcopoterium spinosum (L.) Spach tiirlerinin ¢imlenme oram kayda deger bir sekilde
artmistir fakat Hypericum aviculariifolium Jaup. uygulamadan negatif yonde etkilenmistir.
Nitrat uygulamasi kontrole gore 5 tiiriin ¢imlenmesinde 6nemli bir gelisme gdstermistir.

Genel olarak DS ve nitrat uygulamasi 12 tiirin 6’sinin ¢imlenme oranini arttirmistir.

Tavsanoglu, (2011), bu c¢alismada, Cistus creticus L. (Cistaceae) tohumlarinin
laboratuvar kosullarinda 1s1 soku ve DS’nin ¢imlenme davranisi arasindaki iliski
arastirtlmistir. Tohumlar Mugla Bozburun yarimadasinda bulunan uzun siire yanmamis
Pinus brutia Ten. ormanindan elde edilmistir. Isil islemler 80, 100, 120 ve 150 °C' de bes
dk. siireyle gergeklestirilmistir. DS uygulamasi i¢in tohumlar 24 saat sivi duman
sollisyonunda inkiibe edilmistir. Hem kuru hem de sulu kontroller sirasiyla 1s1 ve duman
muameleleri i¢in deneye dahil edilmistir. Muamele edilmis ve muamele edilmemis tohumlar,
bir substrat olarak agar igeren petri kaplara ekilmistir ve ¢imlenmeler deneyin sonuna
kadar izlenmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda, 100, 120 ve 150 °C' lik 1s1 soku ¢imlenme
tepkisi lizerinde Onemli uyarici etkilere sahipken, 80 °C 1s1 soku ve DS’nin bir etkisi
olmamistir. Sonuglar C. creticus popiilasyonunun tohum ¢imlenmesinin orta ve yiiksek 1s1
yogunluklar1 tarafindan uyarildigini, ancak diisiikk 1s1 yogunlugu ve duman tarafindan

uyarilmadigini géstermistir.

Catav vd., (2012), calismada Akdeniz Havza’sinda bulunan 5 odunsu tiiriin, farkli
bitki tiirlerinden tiretilen duman ¢6zeltilerine karsi ¢cimlenme tepkisi incelenmistir. DS eldesi
icin Pinus brutia Ten., Quercus infectoria Olivier subsp. boissieri (Reut.) ve Chrysopogon
gryllus (L.) Trin. subsp. gryllus bitkilerinin dal ve yaprak kisimlar1 yakilmistir. incelenen 5
tirden 2'si (Sarcopoterium spinosum (L.) Spach ve Satureja thymbra L.), kontrole kiyasla
DS uygulamasindan sonra ¢imlenme yiizdesinde Onemli artiglar gosterirken, kalan 3
(Calicotome villosa (Poir.) Link, Cistus salviifolius L. ve Lavandula stoechas L.) tiirde artis
olmamigtir. Bununla birlikte, tiirlerin higbiri ¢imlenme oraninda herhangi bir degisiklik
gostermemistir. Ayrica, ¢esitli bitkilerden tiretilen duman ¢ozeltileri, tiim tiirlerde ¢imlenme
tepkisini (¢imlenme yiizdesi ve orani) etkilememistir. Bu sonuglar, farkli bitki tiirlerinden
kaynaklanan dumanin ¢imlenme tepkisi iizerindeki etkisinin bdlgeden bagimsiz olarak

kiiresel olarak benzer oldugunu teyit etmektedir.
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Tavsanoglu vd., (2017), nadir tek yillik Chaenorhinum rubrifolium (Robill. ve Cast.
ex Lam. veDC.) Fourr. (Plantaginaceae) tiiriniin ¢cimlenme modelleri, laboratuvar ortaminda
karanlik ve fotoperiyod kosullar1 altinda 1s1 soku, DS, azotlu bilesikler, gibberellik asit,
KARI ve mandelonitrile (bir siyanohidrin analogu, MAN) yanit olarak incelenmistir. Bu
muamelelerin  kombinasyonlar1 da deneye dahil edilmistir. DS uygulamas: g¢esitli
konsantrasyonlarda (%100=1:1, %10=1:10 ve %1= 1:100) uygulanmistir. DS elde etmek
icin Quercus coccifera L. dal ve yapraklar1 metal kaplara konularak agzi aliiminyum folyo
ile kapatilmis ve etiivde 30 dk. boyunca 190-195°C sicakliga maruz birakilmistir. Siirenin
sonunda aliiminyum folyonun kenarlarindan igerideki dumani kagirmadan 50 mL distile su
eklenerek 10 dk. bekletilmistir. Daha sonra siiziilerek sivi duman ¢ozeltisi 24 saat boyunca
tohumlara uygulanmistir. Eppendorf tiiplerindeki tohumlara 24 saat C. rubrifolium
tohumlarindaki gii¢lii fizyolojik dormansi hali, 11k kosullar1 altinda DS ve nitrat dahil olmak
iizere yanginla ilgili birka¢ ¢imlenme isaretiyle kismen kirilmistir. KAR1 ve MAN ayrica
cimlenmeyi de uyarmistir ve ¢imlenmedeki en yiiksek gelisme, 151k varliginda KARI
isleminden elde edilmistir. Is1 soku+DS ve KAR1+MAN kombinasyonlari, sirastyla 151k
kosullarinda ¢imlenme iizerinde pozitif sinerjik ve ek etkilere sahip olmustur. Isik,
¢imlenmenin desteklenmesinde ¢ok oOnemli bir rol oynamustir. Sonucglar, Akdeniz
Havzasinda tek yillik bir tiir olan C. rubrifolium i¢in yangin ile ilgili birden fazla isaretin

¢cimlenmeyi tesvik ettigini gostermektedir.

Catav vd., (2014), ¢alismada Akdeniz Lamiaceae tiirlerinde dumanin ¢imlenmeyi
artirdig1 hipotezini test etmek i¢in, yedi Dogu Akdeniz Lamiaceae taksonunda cesitli
konsantrasyonlarda (1:1, 1:10 ve 1:100) DS uygulamalar1 da dahil olmak iizere bir ¢gimlenme
deneyi gergeklestirilmistir. Incelenen taksonlardan altis1 (Lavandula stoechas L., Origanum
onites L., Phlomis bourgaei Boiss, Stachys cretica L. subsp. smyrnaea, Satureja thymbra L.,
Teucrium lamiifolium  d'Urv ssp. stachyophyllum), kontrole kiyasla en az bir DS
uygulamasinda ¢imlenme yiizdesinde 6nemli artislar gostermistir. Ayrica L. stoechas, S.
thymbra ve T. lamiifolium ssp. Stachyophyllum tiirlerinden en az bir DS uygulamasinda
kontrole gore daha hizli ¢imlenme gdstermistir. DS uygulamasindan sonra ¢imlenme
yiizdelerinde 6nemli artiglar gdsteren tiirlerden en az bir tek duman ¢dzeltisi konsantrasyonu,
tim duman islemlerine olumlu yanit veren L. stoechas ve S. thymbra tiirleri disinda
¢imlenmeyi uyarmamistir. Bu nedenle, ¢imlenmeyi iyilestiren DS konsantrasyonu

spesifiktir. Sonuglar gostermistir ki, Akdeniz Lamiaceae tiirlerinde DS’nin ¢imlenme
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hakkindaki mevcut sinirli bilgiye katkida bulunmustur ve dumanin bu aile i¢in 6nemli bir

¢imlenme isareti oldugu fikrini desteklemistir.

Chumpookam vd., (2012), bu ¢calismada DS’nin, papaya (Carica papaya ev. Tainung
No. 2) tohum ¢imlenmesi ve fide biiylimesi iizerindeki etkisi incelenmistir. DS elde i¢in kuru
piring samani (Oryza sativa) yakilmistir ve ¢imlenme deneyleri, bliylime deneyleri ve
tohumlarin anatomik yap1 degisiklikleri igin kullanilmistir. Cimlenme deneylerinde papaya
tohumlari, farkli konsantrasyonlarda DS (%0,1, %0,2, %1, %2, %3, %4, %5, %7 ve %10,
v/V) igerisinde 24 saat bekletilmistir. Sonug olarak diisitk DS konsantrasyonlar1 (%0,1 ve
%0,2, v/v) sadece maksimum ¢imlenme oranini desteklemekle kalmamaistir, ayn1 zamanda
cimlenme siiresini de kisaltmistir. %0,1 ve %0,2 v/v DS konsantrasyonlar1 ile muamele
edilen tohumlarin uzunlamasina kesitlerinin analizi, DS’ nin su gecirmezlik engellerinin
istesinden gelebilecegi, ¢iinkii tohum kabugunun yirtilmasimi uyardigi ve radikulanin
uzamasina ve daha hizli ortaya c¢ikmasina izin verdigi sonucuna varimistir. Biiylime
deneylerinde, papaya fideleri, farkli DS konsantrasyonlari (%0, %1, %2, %3, %4, %5, %7
ve %10, v/v) ile doyurulmus saksilara nakledilmistir. Sonuglar, tim biiyiime
parametrelerinin kontrole kiyasla 6nemli Olgiide arttigini gostermistir. Ek olarak, DS
uygulamas stirekli ve 6nemli dl¢iide koklerde ve siirgilinlerde azot ylizdesini artirmigtir ve
stirgiinlerdeki magnezyum yiizdesini énemli dl¢lide artirmistir. Diisiik konsantrasyonlarda
DS ¢imlenme oraninda artis gostermektedir ve tiim konsantrasyonlarda klorofil igerigi ve

fide canlilig1 indeksi gibi ¢oklu biiylime 6zelliklerini tesvik ettigi sonucuna varilmstir.

Kulkarni vd., (2007), bu ¢alisma DS ve butenolidin (DS’den izole edilmistir) bamya
[Abelmoschus esculentus (L.) Moench] ve domates (Lycopersicon esculentum Mill.)
yapraklarina uygulanmasinin fide biiyiimesi tizerine etkileri incelenmek i¢in yapilmigtir. DS
ekstresi icin Themeda triandra Forssk bitkisi bir sistem igerisinde 45 dk. boyunca yakilip
dumanin 500 mL su igerisinde ¢dzlinmesi saglanmistir. DS (1:500 v/v), 1 mL sulu duman
ekstraktinin damitilmis su ile 500 mL'ye seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Butenolid 0,1 uM
kullanilmistir. Bamya fidelerinin DS (1: 500 v/v) ile muamele edilmesi, siirgiin/kok
uzunlugunda, siirgiin taze/kuru agirhiginda, yaprak sayisinda, toplam yaprak alaninda ve
govde kalinliginda 6nemli (P<0,05) bir artis gosterdigi bulunmustur. Bamya fidelerinin DS
ile muamelesi, haftalik mutlak biiyiime oranim énemli 8lciide (P<0,05) artirmustir. Ote

yandan, DS’nin ve butenolidin yapraklara uygulanmasi, domatesin fide biiyiimesi iizerinde
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belirgin bir etki gdstermistir. Her iki muamele i¢in incelenen biiylime parametrelerinin cogu,
onemli dlgtide (P <0,05) artmis ve kontrolden 6nemli dlgiide (P <0,05) daha yiiksek haftalik
mutlak biiyiime orani ve fide canliligi indeksi ile sonuglanmistir. Bu calisma, DS veya
butenolidin yapraklara uygulanmasinin, sebze mahsullerinin fide biiylimesini arttirmak i¢in

faydali ve ucuz bir teknik olabilecegini gostermektedir.

Kulkarni vd., (2006), bu ¢alismada, DS ve butenolidin (DS’den izole edilen), yerel
bir ¢eltik ¢esidinin siirgiin ve kok uzamasi tizerindeki etkileri incelenmistir. DS 1:500,
1:1000, 1:2000 konsantrasyonlarinda, butenolid ise 108 10° ve 10 mM
konsantrasyonlarinda kullanilmistir. DS (1:500) ve butenolid (10 mM) uygulamalar,
siirgiin uzunlugunu énemli dl¢iide arttirmustir. Diisiik bir butenolid konsantrasyonu (107°
mM) kontrole gore maksimum kok uzunlugunu ve fide agirligini arttirmistir. Butenolid (10°
8 mM) uygulanan fide, islenmemis fidelerden ¢ok sayida daha fazla yanal koklere sahip
olmustur. DS (1:500) ve butenolid ile muamele edilmis (10® mM) celtik tohumlarmnin

canlilik indeksi, muamele edilmemis tohumlardan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek bulunmustur.

Kulkarni vd., (2008), "Heinz-1370" domates (Solanum lycopersicum L.) fideleri,
verim ve besin bilesimi agisindan DS ve butenolid ile test edilmistir. Themeda triandra
bitkisinin yapraklar1 (5 kg), 20 L'lik bir metal varil icinde yakildi ve basingli hava
kullanilarak duman 45 dk. boyunca 500 mL su igeren bir cam kolondan siirekli olarak
fokurdatilmistir. DS filtre kagidindan siiziilmiistiir ve stok ¢ozelti olarak kullanilmigtir. DS
iki farkli konsantrasyonda (1:500 ve 1:2000) uygulanmistir, butenolid ise 1 nM
uygulanmistir. DS (1:500) uygulamasi, ekimden 57 ile 78 giin sonra maksimum fide boyu,
yaprak sayist ve govde kalinligin1 gostermistir. Ekimden 85 ile 95 giin sonra meyveli
bitkilerin yiizdesi, DS ve butenolid soliisyonunun uygulanmasiyla kontrole gére ¢cok daha
fazla bulunmustur. Pazarlanabilir toplam meyve sayisi, DS ile muamele edilmis (1:500)
domates bitkileri (168) i¢in kontrole gore (124) 6nemli Ol¢iide daha yiiksek (P<0,05)
bulunmustur. Butenolid ve daha diisik DS konsantrasyonu (1:2000) daha fazla meyve
vermistir, ancak kontrolden 6nemli 6l¢iide (P>0,05) farkli bulunmamustir. Daha fazla sayida
meyve elde edilmesine ragmen, duman uygulamalar1 meyvenin boyutunu, agirligini ve besin
bilesimini (askorbik asit, b-karoten, likopen ve toplam ¢6ziiniir katt maddeler) 6nemli 6l¢iide
degistirmemistir (P>0,05). DS ve butenolid uygulanmis bitkilerin hasat endekslerine

bakildiginda, domates yetistiriciligi icin DS’ nin kullanimi tavsiye edilmektedir.
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Baxter ve Van Staden, (1994), Themeda triandra bitkisinden elde edilen DS yine
ayni bitkinin tohumlarina uygulanarak tohum ¢imlenme ve fide gelisim oranlar
incelenmistir. Tohumlar 24 saat saf su ve DS ile islatilmis filtre kagitlar1 tlizerinde 6n
uygulamaya tabi tutulmustur. Daha sonra kontrol gruplari ile birlikte saf su ile 1slatilmig
nemli filtre kagitlarinda 25 °C+2 °C sicaklikta saklanmistir ve 3., 7. ile 21. giinler
degerlendirilmistir. Kontrollere gore en iyi ¢imlenme 21. giinde 6n uygulamadan ge¢gmis DS
grubunda gerceklesmistir. DS uygulamasinin fide biiyiimesi iizerine herhangi bir olumsuz
etkisi olmamistir. Saf su ile 6n uygulamaya tabi tutulan tohumlardan elde edilen fidelerin

yiiksekliginde ve siirgiin sayisinda 6nemli derecede azalma olmustur.

Van Staden vd., (2006), Themeda triandra bitkisinden elde edilen DS (1:500) ve
DS’den izole edilen butenolidin (107 M) domates, bamya, fasulye ve misir tohumlarinin
stirgiin, kok ve fide gelisim oranlar tizerine etkisi incelenmistir. DS ve butenolid, kontrole
kiyasla tiim tohumlarin hem kok hem de siirglin uzunluklarini artirarak fide biiylimesini
onemli Olgiide arttirmistir. Domateste, butenolid ile muamele edilen fidelerin kok
uzunluklari, su ile biiyiitiilen kontrol fidelerinin kdklerinden 10 kat daha uzun bulunmustur.
Hem bamyada hem de fasulyede kok uzunluklari ortalama olarak ti¢ kata kadar ¢ikarilmistir.
Muamele edilmemis ve butenolid ile muamele edilmis fideler arasindaki siirgiin
uzunluklarindaki fark, hem domates hem de bamyada istatistiksel olarak olduk¢a onemli
bulunmustur (P<0,05), bu da duman bilesiginin hiicre uzamasini ve bdliinmesini
uyarabilecegini dislindiirmektedir. Hem DS hem de butenolid ile muamele edilmis
tohumlar, muamele edilmemis tohumlara kiyasla énemli 6l¢iide (P<0,05) daha yiiksek taze
fide kiitlesi ve canlilik indeksleri gostermistir. Ayrica, 8 giinliik butenolid ile muamele
edilmis ve dumanli suyu ile muamele edilmis misir fidelerinin, kontrol fidelerine kiyasla
daha fazla kok gelistirdigi gozlenmistir. Ekimden bir saat dnce butenolid ¢ozeltisine
batirilmig misir tohumlari, 30 giin sonra kdk ve siirgiiniin taze ve kuru agirliklarini 6nemli
Olglide arttirdigi bulunmustur. Butenolid ile muamele edilmis bitkilerde yaprak sayisi,
stirgiin yiiksekligi ve fide canlilik yiizdesi daha yiiksek bulunmustur. Sonuglar dumandan
tiiretilen bilesigin ¢imlenme sonrasinda da uyarici etkiler sergiledigini ve bir bitki biiylime

destekleyicisi olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.

Kochanek vd., (2016), farkli bitkisel materyalleri, farkli siire ve sicaklikta yakarak
biyokomiir elde edilmistir. Yesil atiklar ile olusturulan deney gruplari; Tech A (300 kg)
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yavas 1s1l islem (piroliz) 550 °C’de 40 dk., Tech B (250 kg) yavas 1s1l islem 590 °C’de 28-
29 dk. ve Tech C (600 kg) hizli 1s1l igslem, 600-660 °C’de 2,5 dk.’de bitkisel materyaller
yakilmistir. Seker kamisi atiklartyla olusturulan deney grubunda; Tech C hizli 1s1l islem (600
kg), 680-730 °C’de 2 dk. boyunca bitkisel materyaller yakilmistir. Kagit fabrikasi atiklari ve
talagtan olusturulan deney grubu; Tech A yavas 1s1l islem (20 L kapasiteli bir reaktdrde
yakilmistir), 450 °C 40 dk. boyunca yakilmistir. Cimlenme ve bitki gelisimi ile ilgili deney
gruplar1 kurulmustur. Cimlenme testi i¢in dormansisi kolayca kirilan Solanum orbiculatum
Poir. ve Brassica tournefortii Gouan. tiirleri kullanilmistir. Bitki bliylime analizinde marul
(Lactuca sativa L. cv. Archangel Nr) ve domates kullanilmistir, ¢linkii her iki tiir de KARI,
biyokdmiir ve fitotoksinlere karsi plastisite gostermektedir. Saf KAR1'in bitki parametreleri
tizerindeki etkilerini karsilastirmak i¢in, 0,67 uM KAR1 konsantrasyonda kullanilmistir.
Ayrica Tech B'den gelen DS dormansi analizinde test etmek i¢in, 1:10, 1:100, 1:500, 1:1000,
1:5000 ve 1:2000 oranda seyreltilmistir. Ekstraktlar1 hazirlamak i¢in kuru agirlikca 50 g
biyokomiir (5,7 mm'lik bir elekten elenmig) 100 mL Milli-Q su ile birlestirilmistir ve
karanlikta donen bir sistem ile 24 saat ¢oziinmesi saglanmistir. Ekstraktlar iki Whatman #1
filtre kagidindan vakumla siiziilmiis ve ekstrakte edilmistir. Saf (seyreltme yok), 1:5, 1:20
ve 1:50 oraninda seyreltilmistir. Tohumlar ekstraktlar ile 1slatilmis filtre kagitlar: ile petri
kaplarina yerlestirilmistir. Saf KAR1 (0,67 uM ) tohumlar1 %100'e kadar ¢imlendirmistir,
ancak yalnizca su tizerine ekildiginde sirasiyla %0 ve %8 oraninda ¢gimlendirmistir. Solanum
orbiculatum Poir. tohumlar1 Tech B biyokdmiirii ile %82 oraninda ¢imlenmistir. Bu ekstrakt
giderek seyreltikge ¢imlenen tohum sayisi %50 ve altina diigmistir. Ancak
biyokomiirlerdeki KAR1 bollugu tohum ¢imlenmesini garanti etmemistir; B. tournefortii
tohumlarinin dormansisi, yiiksek miktarda KAR1 igeren biyokomiir tarafindan kirtlmamistir
ve S. orbiculatum tohumlari, yiiksek miktarda KAR1 igeren Tech B biyokomiiriiniin 6zleri
ile basarili bir sekilde ¢imlendirilmistir, ancak daha da yiiksek KAR1 konsantrasyonlari
iceren Tech A biyokomiirii ile ¢imlendirilmemistir. Buna karsilik, Tech B'den gelen DS,
¢imlenmeyi neredeyse sentetik karrikinolid kadar etkili bir sekilde uyarmustir (S.
orbiculatum icin %91'e ve B. tournefortii i¢in %96'ya kadar). Bitki gelisimlerine etkisi
bakildiginda, domates bitkisi boyutu genellikle ara biyokomiir oranlarinda maksimum
zirveye yiikselmistir ve daha sonra daha yiiksek dozlarda azalmistir, bu nedenle siirgiinler
bodur ve kiicliik elde edilmistir, marul bitkileri biyokomiir dozu arttikca genellikle

biiytimiistiir, boylece en biiyiik bitkiler en yiiksek dozdan elde edilmistir. Bununla birlikte,
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biyokomiiriin kok tepkisi her iki tiir icin de benzer olmustur; kokler genellikle artan

biyokomiir dozlarinda ¢ok kisa kaldigi bulunmustur.

2.4.3. Tuz Stresi ve Gen Anlatimn ile ilgili Cahsmalar

Jamil vd., (2014), Bauhinia variegata (L.) Benth. ve Cymbopogon jwarancusa (L.)
Spreng. bitkilerini yakarak DS elde etmislerdir. Elde ettikleri DS’1 1:100, 1:500 ve 1:1000
oraninda sulandirarak tuz stresi altindaki (NaCl) indica c¢eltik ¢esidinin (NIAB-IR-9)
fizyolojik ve biyokimyasal yonleri {izerine arastirma yapmislardir. Tohumlar hem su hem de
duman c¢ozeltilerinde 24 saat boyunca bekletilmistir. Cimlenme ve fide canliligi i¢in on
giinliik deneme yapilirken, bitkiler biyokimyasal parametreleri degerlendirmek i¢in 30 giin
boyunca dort tuz seviyesi (0, 50, 100 ve 150mM NaCl) ile tuzlanmis kum kiiltiiriine tabi
tutulmustur. DS’de bekletilmis tohumlarin ¢imlenme yiizdesinde (%23,3) ve fide
kuvvetinde, yliksek tuz konsantrasyonunda dumansiz tohumlara kiyasla Onemli artis
meydana gelmistir. DS’de bekletilmis tohumlar, taze ve kuru agirliginda da 6nemli bir artis
gostermistir. Farkli duman seyreltmeleriyle bekletilmis tohumlardan yetistirilen bitkiler,
tuzlu kosullarda suda bekletilmis tohumlardan yetistirilen bitkilere kiyasla K*, Ca?*"'y1
arttirmig ve Na® igerigini azaltmistir. Benzer sekilde, DS’de bekletilmis tohumlardan
yetistirilen bitki, dumanla islem gérmemis bitkilere kiyasla daha yiiksek klorofil a ve b ve
karotenoid igerigine sahip oldugu bulunmustur. Tuz seviyesi arttik¢a duman ¢ozeltileri ile
muamele edilen bitkilerde toplam azot ve protein igerigi konsantrasyonu da arttigi
gozlenmistir. 1:500 hem fizyolojik hem de biyokimyasal diizeyde tuz stresini nemli 6l¢iide
azaltan en fazla etki gosteren seyreltme olmustur. Calismada bitki kaynakli duman
cozeltisinin, ¢eltik bitkilerinde tuz stresinin olumsuz etkilerini azaltarak verimliligi

artirabilecek bazi biiylime diizenleyici bilesiklere sahip oldugu sonucuna varilmistir.

So6s vd., (2009), misirda erken ¢imlenme sonrasi fazda DS’nin fide canliligi ve
transkriptomdaki degisiklikler iizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Kontrol (su), 1:500 ve
1:1,000 (v/v) DS gruplar ile 100 uM ABA ve 1:500 DS+100 uM ABA deney gruplari
olusturulmustur. DS uygulamasinin baglamasindan 24 ve 48 saat sonra embriyolarin ve
ortaya ¢ikan radikulalarin  transkripsiyonel yanmitt arastirilmistir.  Kontrol ile
karsilastirildiginda, 1:500'lik DS konsantrasyonu onemli dl¢iide ¢imlenmeyi daha fazla

arttirmigtir. ABA uygulamasi deneyin ilk yarisinda daha yavas bir ¢imlenme oranina neden

35



olmustur ancak daha sonra ¢imlenme yiizdesi kontrollerle ayn1 oranda gerceklesmistir. En
yiiksek fide canliligi, 1:500 DS grubunda meydana gelmistir. Bu fideler, kontrole kiyasla
onemli 6l¢iide daha uzun kok ve siirglinlere, daha fazla kdke sahip oldugu bulunmustur ve 9
giin sonra 6nemli 6l¢iide daha yiiksek kuru agirli§a sahip oldugu tespit edilmistir. DS+100
uM ABA ile birlikte uygulandiginda, su veya tek basina ABA ile karsilastirildiginda
canliligin azaldig1 gozlenmistir. Fide canlilig1 {izerindeki bu azalmanin temel olarak daha
diisiik ¢cimlenme yiizdesine ve daha kisa kok uzunluguna bagli olabilecegi diisiintilmektedir.
Mikrodizi ¢alismasi, aralarinda stres ve ABA ile ilgili genlerin asir1 anlatima ugradigi bir
dizi dumana duyarli gen ortaya ¢ikarmistir. Bu genlerin asir1 ifadeye ugramasi, duman
uygulamasinin ¢imlenme sonrasi erken fazda stres ve ABA ile ilgili tepkileri indiikledigini
ve bunun da ¢imlenme sirasinda meydana gelen g¢evresel stres faktorlerine daha iyi
adaptasyona yol agtigini ve sonugta daha fazla fide canlilig1 ile sonuglandigin1 gosterdigi

diistiniilmektedir.

Jain ve Van Staden, (2007), bu c¢alisma domates (Solanum esculentum Mill.)
tohumlarinin ¢imlendirme ajani olarak DS’nin (butenolid) potansiyelini degerlendirmek i¢in
yapilmigtir. DS uygulanmis tohumlar baslangicta 48 saatlik bir siire icinde su On
uygulamasina maruz birakilan ve birakilmayan tohumlardan daha hizli ¢imlenirken, su
emdirilmis tohumlar 60 saatlik inkiibasyonla DS ile 6n uygulamaya maruz birakilan
tohumlarla benzer bir ¢imlenme seviyesine ulagsmistir. Kokiin ortaya c¢ikisi, su on
uygulamasina maruz birakilan tohumlarda ¢ok daha hizli olmustur. 36 saatlik emdirmeden
sonra, DS ile 6n uygulamasina maruz birakilan tohumlar (%22), suyla 6n uygulamasina
maruz birakilan tohumlara (%12) kiyasla daha fazla kok olusumu sergilemistir. DS ile 6n
uygulamasina maruz birakilan tohumlar, siirekli olarak su ya da DS varliginda ya da sadece
suyla 6n uygulamasina maruz birakilan tohumlardan 6nemli 6lgiide daha giiglii fideler
tretmistir. Bununla birlikte, DS ile 6n uygulamasina maruz birakilan tohumlarda canlilik
indeksi, su 6n uygulamasina maruz birakilan tohumlardan 6nemli Glglide daha yiiksek
bulunmustur. Cesitli stres kosullar1 altinda (tuzluluk, osmotik ve sicaklik) DS ile 6n
uygulamasina maruz birakilan tohumlar icin canlilik indeksleri, kontrol ve su 6n
uygulamasina maruz birakilan tohumlara kiyasla 6nemli dl¢lide daha yiiksek bulunmustur.
Mevcut c¢aligmanin sonuglari, butenolidin iyi bir tohum hazirlama maddesi oldugunu
gostermektedir. Ek olarak, 6n uygulamaya maruz birakilan tohumlar 6nemli bir siire tesvik

edici etkisini korumustur. Bu ayn1 zamanda cesitli simiile edilmis tarla stres kosullari
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altindaki domates tohumlari i¢in de gegerliydi. Mevcut ¢alismanin sonuglari, DS’nin iyi bir
tohum hazirlama maddesi oldugunu gostermistir. Bu ayn1 zamanda ¢esitli tarla stres kosullar1
altindaki domates tohumlar1 i¢in de kullanim potansiyelinin olabilecegini ortaya

koymaktadir.

Masondo vd., (2018), tuzluluk stresi altindaki Ceratotheca triloba (Bernh.) bitkisinde
DS ve KAR1 maddesinin etkilerini arastirmislardir. DS 1:500 v/v, KAR1 10”8 M ve NaCl
ise 0, 5, 15, 25, 50 MM konsantrasyonlarda kullanilmistir. Tohumlar 48 saat boyunca DS ve
KAR1 maddeleri ile muamele edilmistir. Daha sonra ¢imlenme ve fide gelisimi i¢in filtre
kagidi arasinda gelisimleri saglanmistir. Tuz genel olarak ¢imlenmeyi ve bitki gelisimini
olumsuz etkilemesine ragmen artan tuzluluk konsantrasyonunda KAR1, kontrol ve DS
grubuna gore daha fazla tohum ¢imlenmesini saglamistir. KAR1 DS’ye gore daha fazla
stirgiin ve kok gelisimini desteklemistir. Bitkilerin canlilik indeksi ise yine KAR1 grubunda

daha fazla bulunmustur.

Shah vd., (2020), bu ¢alismada, Sapium sebiferum (L.) Small bitkisinde KAR1’in
tuzluluk stresini 6nemli oOlgiide azaltabildigi bulunmustur. Biiylime ortamma 1 nM
konsantrasyonda KARL1 takviyesi, tuz stresi kosullar1 altinda tohum ¢imlenmesi igin yeterli
bulunmustur. KARL'Iin 1 nM’1 fide biyokiitlesini gelisimini saglamis, kok uzunlugunu
arttirmig ve abiyotik stres kosullar1 altinda yan koklerin sayisini arttirmistir, bu da KARL'in
bitkilerde abiyotik stres kosullari igin gii¢lii bir madde oldugunu diistindiirmektedir. Abiyotik
stres kosullar1 altinda, KAR1 ile muamele edilmis fideler, kontrol ile karsilagtirildiginda,
SOD, POX, CAT ve APX gibi temel antioksidatif enzimlerin daha yiiksek aktivitesine sahip
olmustur, bu da daha diisiikk bir H202, ve MDA seviyesine yol a¢maktadir. Ayrica,
metabolom analizi, KAR1 uygulamasinin stres kosullar1 altinda redoks homeostazinda
onemli roller oynayan organik asitler ve amino asitlerin seviyesini nemli dl¢tide arttirdigini
gostermistir, bu durum KAR’larin redoks homeostazinin diizenlenmesi yoluyla abiyotik

stresleri hafifletebilecegini diisiindiirmektedir.

Catav vd., (2021), bugday (cv. Bayraktar-2000) bitkisinde DS’nin (%0,1) tuzluluk
(150 mM) stresine karsi etkilerini incelemislerdir. Calismada tuz stresine maruz kalan
bugday fidelerinde dumanin, transkripsiyon faktorlerini ve antioksidan enzimleri (APX,
CAT, GR, POX ve SOD) kodlayan bazi genlerin ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir.
Tuzluluk stresi altindaki fidelerde DS nin TaDREB1, TaWRKY2, TaWRKY19, CAT ve

37



Cu/Zn-SOD ekspresyon seviyelerini arttirdigi bulunmustur. DS ayrica normal biiyiime
kosullar1 altinda TaWRKY 19 ve Cu/Zn-SOD genlerinin transkripsiyonunu da arttirmistir.
Ek olarak, dumanin bugday fidelerinin tuzluluga kars1 fizyolojik tepkilerini hafiflettigi
bulunmustur. Sonuglar, DS’nin tuz stresi altinda toplam fenolik igerigi ve serbest radikal
temizleme aktivitesini arttirdigini ancak prolin birikiminde 6nemli bir azalmaya yol actigini
gostermektedir. Ayrica tuz stresi altindaki deney grubuna karsi NaCl+DS grubunda kdk ve

stirglin uzunlugunda artis meydana gelmistir.

Malook vd., (2017), iki celtik cesidinin (Basmati-385 ve Shaheen Basmati)
tohumlari, 24 saat boyunca duman ¢dzeltisine maruz birakilmistir. DS’ye maruz birakilan
tohumlar, bitkinin taze ve kuru biyokiitlesi, elementel alimi1 ve miyeloblastoz (MYB) ve
¢inko parmak (ZAT12) genlerinin farkli NaCl seviyelerine (0, 50, 100 ve 150 mM) kars1
ifadesi tizerindeki etkisini degerlendirmek igin kullanilmistir. Tuz stresinin artan seviyesi ile
bitkinin taze ve kuru biyokiitlesi azalirken, duman 6n islemine maruz birakilmis tohumlardan
yetistirilen  bitki, tuz stresinin olumsuz etkisini azaltmistir. Ortamdaki tuz
konsantrasyonunun artmasiyla sodyum iyonu konsantrasyonu ve Na® /K" orani artarken,
potasyum iyonu konsantrasyonu azalmistir. Sodyum iyonu miktar1 koklerde siirgiinlere gore
daha yiiksek, potasyum ise koklerde siirgiinlere gore daha diisiik bulunmustur. Duman
cozeltisi hem koklerde hem de siirglinlerde sodyum iyonu alimii azaltarak ve potasyum
iyonlarint artirarak tuz stresinin zararhi etkisini azaltmistir. MYB ve ZAT12 genlerinin
ekspresyonu RT-PZR kullanilarak kontrol edilmistir. Sonuglar, MYB ve ZAT12 protein
genlerinin, gesitli tuz stresi seviyeleri altinda farkli sekilde ifade edildigini, tohumlar1 DS ile
hazirlamanin tuz stresinin siddetli etkisini hafifleterek MYB ve ZAT12 protein genlerinin
ifade profilini degistirdigini géstermektedir. Duman soliisyonu ile 6n isleme maruz birakilan
bitkileri iyonik toksisiteden korudugu, celtik biiylimesi iizerinde umut verici bir etki
gosterdigi ve tuzlu kosullarda mahsul verimliligini arttirmak i¢in kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir.

Mathnoom ve Abo Al-Timmen, (2020), ¢alisma farkli konsantrasyonlarda NaCl’iin
(0, 100, 150, 200 nM) Cucumber sativus L. tohum ¢imlenmesi tizerindeki toksik etkisini
hafifletmek i¢in farkli konsantrasyonlarda DS 6ziitliniin (0, 1:10, 1:100, 1:200) kullanimini
icermektedir. Tohumlar, iki farkli periyot (24, 72) saat boyunca DS ekstraktinda

bekletilmistir. Tohumlarin DS’de bekletmek ¢imlenmede 6nemli bir artisa neden olmustur,
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yizde 40,38'den 71,08'e ¢ikmistir. Ayrica DS’de bekletme siiresinin artmasi ¢imlenme
yiizdesinin artmasina neden olmustur. Tohumlar1 72 saat DS’de bekletmek 200 mM NacCl
konsantrasyonunda kontrole gore (%2) 1:200 DS konsantrasyonu (%99) ¢imlenmeyi 6nemli
Olgide arttirmistir. Ayrica c¢alismada IAA, GA, CK ve ABA konsantrasyonlar1 da
belirlenmistir. Endojen fitohormonlar, DS nin, tuz stresinin ve hazirlama siiresinin etkisi igin
fizyolojik bir parametre olarak tahmin edilmstir. Tohumlar farkli NaCl konsantrasyonlari ile
muamele edildiginde IAA ve GA konsantrasyonunun kademeli olarak azaldig1 gériilmiistiir.
Bununla birlikte, tohumlar 6zellikle 72 saat boyunca DS’de bekletildiginde IAA
konsantrasyonu artmistir. Oysa stres kosullart sirasinda CK 6nemli 6l¢iide artmistir. DS
ekstrakti ile On isleme maruz birakilmigs tohumlarin yani sira, DS konsantrasyonunun
azalmasiyla ters orantili olarak CK konsantrasyonlarinda kademeli bir artis goriilmiistiir ve
bu etkiler 72 saatlik DS uygulamasindan sonra ortaya ¢ikmistir. Ote yandan, ABA tuz stresi
ve DS uygulamasi sirasinda 6nemli 6l¢iide azalirken, 72 saat boyunca DS’de bekletmek

artisa neden olmustur.

Sharifi ve Shirani Bidabadi, (2020), bu g¢alismada, ¢érek otunda tuz toleransini
arttirmak igin KAR ve kalsiyumun (CaClz) etkilerini degerlendirmislerdir. Tuzluluk stresi,
elektrolit s1zintis1, malondialdehit ve hidrojen peroksit icerigini artirarak oksidatif strese
neden olurken, ¢orek otu tohum verimi, yag asidi igerigi ve bilesimi, toplam klorofil igerigi,
klorofil floresansi ve yaprak gazi degisim parametreleri tizerinde olumsuz bir etkiye neden
oldugu bulunmustur. KAR 06n isleme tabi tutulmus fidelerde CaClz uygulamasi ayrica
askorbat-glutatyon dongiisiindeki enzimlerin, diger antioksidanlarin (SOD, CAT) ve prolin

aktivitelerini artirarak tuzluluk kaynakli degisiklikleri iyilestirdigi tespit edilmistir.

Hayat vd., (2022), bu c¢alismada DS’nin bugdaydaki tuz stresini nasil
azaltabileceginin molekiiler mekanizmasini rapor etmiglerdir. 2000 ppm DS, tohum
cimlenmesini, kok/siirglin uzunlugunu ve fidenin taze agirligini arttirdigini bulmuslardir.
Bununla birlikte, 500 ve 1000 ppm DS, énemli bir etki gdstermemistir. 150 ve 200 mM'deki
tuz stresi, bugday fidelerinin tohum c¢imlenme oranini, kok/siirgiin uzunlugunu ve taze
agirhgint 6nemli 6lgiide azaltmistir. 2000 ppm konsantrasyonda DS takviyesi, tuz stresi
kosullarinda tohum ¢imlenmesini yeniden sagladig tespit edilmistir. Ayrica DS 150 ve 200
mM tuz stresi altinda kok/siirgiin uzunlugunu ve fide biyokiitlesini iyilestirmistir, bu da

DS'nin  mahsullerde abiyotik stresi azaltabilen gii¢lii bir bitki {irlini  oldugunu
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diisiindiirmektedir. Kontrol ile karsilastirildiginda, DS ile muamele edilmis fideler tuz stresi
alinda SOD, POX ve APX gibi major antioksidatif enzimlerin aktivitesinde artis
gostermistir, bu da hidrojen peroksit ve lipid peroksidasyonu seviyelerinin diismesine neden

olmustur, bu durum DS'nin muhtemelen tuz stresine yardimci olabilecegini gostermektedir.

Catav vd., (2021), tuz stresine (150 mM NaCl) maruz kalan bugday fidelerinde
DS’nin, transkripsiyon faktorlerini ve antioksidan enzimleri kodlayan bazi genlerin
ekspresyonunu diizenledigini gostermislerdir. Tuzlu fidelerde DS’nin (%0,1) TaDREB1,
TaWRKY2, TaWRKY19, CAT ve Cu/Zn-SOD ekspresyon seviyelerini arttirdigi
bulunmustur. DS ayrica normal biiyiime kosullar1 altinda TaWRKY19 ve Cu/Zn-SOD
genlerinin transkripsiyonunu da arttirdigi bulunmustur. Ek olarak, DS’nin bugday fidelerinin
tuzluluga kars1 fizyolojik tepkilerini modiile ettigi bulunmustur. Sonuglar, DS’nin tuz stresi
altinda toplam fenolik igerigi ve serbest radikal temizleme aktivitesini arttirdigini ancak
prolin birikiminde 6nemli bir azalmaya yol a¢tigin1 géstermektedir. Sonug olarak, mevcut
caligma, dumanin test edilen konsantrasyonda biiyiime iizerinde kayda deger bir etkisi
olmamasina ragmen, kisa siireli tuz stresine maruz kalan bugday fidelerinde fizyolojik,

biyokimyasal ve molekiiler siire¢leri etkileyebilecegini ortaya koymaktadir.

Shahvd., (2021), bugdayda KAR1'in tuz stresinin toleransinda rol oynayan fizyolojik
mekanizma arastirilmigtir. Sonuglar, KAR1'in GAs biyosentezini diizenleyen genlerin nispi
ekspresyonunu uyararak ve ABA biyosentezi ve sinyal genlerinin ekspresyon seviyelerini
azaltarak tuzluluk stresi altinda tohum c¢imlenme yiizdesini artirdigini gostermektedir.
Tohum ¢imlenmesinde goriildiigii gibi, KAR1'in eksojen takviyesi, bugday fidelerinde tuz
stresini 6nemli 6l¢iide azaltmistir ve tek basina tuz stresine kiyasla biyokiitlede dlgiilen kok
ve siirgiin biiytimesinin artmasina neden olmustur. Tuz stresi, endojen hidrojen peroksit ve
malondialdehit seviyelerini ©6nemli Olg¢lide indiiklerken, KAR1 bunlar kesinlikle
dengelemistir. KAR1'in eksojen takviyesi, tuz stresine maruz kalan bugday fidelerinde
enzimatik antioksidanlarin aktivitelerini 6nemli Olgiide desteklemistir. KARI1, tuzluluk
altinda bugday fidelerinde antioksidanlarin biyosentezini diizenleyen genlerin nispi
ekspresyonunu indiiklemistir. Sonug olarak bu c¢alismada, bugdayda tuz stresine karsi

KARI'in koruyucu rolii ortaya konulmustur.

40



Shah vd., (2020), bu ¢alismada Sapium sebiferum yag bitkisinde KAR1’in hem
kuraklik hem de tuz stresini onemli dlgiide azaltabildigi bulunmustur. Biiyiime ortaminda
nanomolar (nM) konsantrasyonda KAR1 takviyesi, tuz ve ozmotik stres kosullar1 altinda
tohum c¢imlenmesi i¢in yeterli olmustur. KAR1'in bir nanomolar1 fide biyokiitlesini
tyilestirmis, kok uzunlugunu arttirmis ve abiyotik stresler altinda yan koklerin sayisinm
arttirmistir, bu da KARL'in bitkilerde abiyotik stres faktorlerinde giiglii bir tolerans
sagladigimi disiindiirmektedir. Abiyotik stresler altinda, KAR1 ile muamele edilmis fideler,
kontrol ile karsilastirildiginda SOD, POX, CAT ve APX gibi temel antioksidatif enzimlerin

aktivitesini arttirmistir ve daha diisiik H202, MDA ve elektrolit sizintisina yol agmaistir.

Shabir vd., (2021), bu ¢alismada iki bugday ¢esitleri (NARC 2011 ve NARC 2009),
DS ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlarinda emdirilmis ve tuzluluga (50 mM ve 100 mM
NaCl) tabi tutulmustur. Her ii¢ konsantrasyon arasinda (1:100, 1:250 ve 1:500), 1:500 DS
cozeltisi ¢imlenme, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerde gelisme gostermistir.
50 mM ve 100 mM tuzlulukta sirastyla %48,9 ve %27,7 ¢imlenme yiizdesinde artis oldugu
bulunmustur. Bitki fizyolojik 6zellikleri (yani, bagil su icerigi, yaprak su potansiyeli, yaprak
ozmotik potansiyeli, zar stabilite indeksi, yaprak klorofil igerigi, iyonik igerik) ve
biyokimyasal parametreler (yani prolin igerigi, serbest amino asit, ¢oziiniir seker, protein
icerigi) arasinda da benzer sonuglar bulunmustur. Antioksidan enzim olan SOD aktivitesi,
1:500 DS soliisyonu uygulanarak 50 mM ve 100 mM NaCl'de sirastyla %14.02 ve %10.5'lik
bir azalma gostermistir. Sonug olarak stres kosullarinda DS'nin NARC 2011 bugday c¢esidi
lizerinde olumlu ve uyarict etkiler gosterdigi bulunmustur. Ayrica DS gelecekte

fitohormonlara alternatif olarak kullanilabilinecegi bulunmustur.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Aragtirmada, materyal olarak Rosaceae (Giilgiller) familyasina ait P. armeniaca,
bitkisinin cv. Salak kayisi ¢esidinin olgun tohumlari (agag¢ yas1 10-12) kullanilmustir (Sekil
2). Calismada kullanilan materyallerin tamami Igdir Universitesi Tarimsal Uygulama ve
Aragtirma Merkezinden (TUAM) temin edilmistir. Toplanan kayisi meyveleri etli

kisimlarindan ayrildiktan sonra yikanarak golge ve serin bir yerde Kurutulmustur.

Sekil 2. Kullanilan materyalin sirasiyla aga¢, meyve ve tohum hali.

3.2. Yontem

3.2.1. Duman Suyu Eldesi

Carbolite marka ELF 11/6B model kiil firininda yonca samani 1 kg/1 L yakilarak
dumanin nuge erlenindeki suda ¢oziinmesi saglanip duman suyu (smoke water-DS) elde
edilmistir (Sekil 3). Yonca samani 275 °C sicaklikta 60 dk. boyunca kiil olana kadar yanmasi
saglanmistir. Dumanin suda daha fazla ¢6zlinebilmesi i¢in nuge erleninin altina buz akiisii

konulmustur. Elde edilen DS kullanilana kadar +4 °C’de saklanmustir.
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Sekil 3. A: Yonca samanini kiil firininda yakma islemi, B: Elde edilen duman suyu.

3.2.2. HPLC ile Duman Suyu I¢erigindeki Karrikin Miktarimin Ol¢iimii

HPLC uygulamasi Igdir Universitesi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve
Arastirma Merkezinde (ALUM) hizmet alimi ile gerceklestirilmistir. HPLC islemi Diode
Array (DAD) dedektorii iceren Agilent 1260 Infinity Series cihazi ile yapilmistir. Kolon
olarak 5 mikrometre ¢apinda, 20 mikrometre enjeksiyon hacmine sahip Zorbax C18
(4,6%250 mm) ters faz kolonu kullanilmistir. Kolon 1 mL/dk. 30 °C’de %50 asetonitril ile
10 dk., daha sonra %50 H20 ile 10 dk. boyunca yikanmustir (elute). UV absorbansi 325/4nm
dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Daha sonra ticari olarak temin edilen KAR1 (Toronto Research
Chemicals Canada) HPLC cihaz kiitiiphanesine eklenmistir. KAR1 cihaza 5,08076 ng uL™*
konsantrasyonda tanitilmistir. Daha sonra DS’nin igerisindeki KAR1 miktarini 6lgmek igin

DS cihaza tanitilmis, cihazin vermis oldugu pik siiresi ve KAR1 miktar1 degerlendirilmistir.

3.2.3. Tohum ve Calismada Kullanilacak Diger Malzemelerin Sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonundan once kayisi tohumlarmin endokarp kismi ¢ekic ile
kirtlmigtir. Tohumlar 3-5 dk. akan suyun altinda yikandiktan sonra %70’lik etil alkol
icerisinde 40 sn’lik bir 6n sterilizasyona tabi tutulmustur. Farkli siire ve konsantrasyonlarda

sodyum hipoklorit (NaOCI) soliisyonunda yiizeysel sterilizasyonlari saglanmistir (Tablo 2).
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Sterilizasyondan sonra 3 defa steril saf su ile durulanmistir. Tohum iizerindeki testanin
soyulmasini kolaylastirmak ve ABA’nin etkinligini azaltmak i¢in tohumlar 24 saat boyunca
4+1 °C’de steril saf suda bekletilmistir.

Tablo 2
Kayis1 tohumlarinin yiizey sterilizasyonu
Sterilizasyon Numarasi Siire (dk) NaClO (%)

1 10 %10
2 15 %10
3 20 %10
4 10 %15
5 15 %15
6 20 %15
7 10 %20
8 15 %20
9 20 %20

2 mg KAR1 maddesi steril edilmeden o6nce 2 mL kloroform ¢oziiciisiinde
¢ozdiirtildiikten sonra elde edilen stok ¢ozeltiden (1000 ppm) seyreltme (0,01 uM, 0,1 uM,
1 uM, 5 uM, 10 uM) yapilarak kullanilmistir. DS ise yakim isleminden sonra elde edilen
stok ¢ozeltiden seyreltme (1:100, 1:500, 1:1000, 1:5000, 1:10000) yapilarak kullanilmistir.
DS c¢aligmada kullanilmadan once filtre kagidindan gecirilmistir. DS, KAR1, BAP ve GAs

kullanilmadan 6nce membran filtreden (0,22 um) gegirilerek steril edilmistir.

Calismada kullanilacak olan cam malzemeler (petri kaplari, magentalar, meziir,
erlen, beher, siseler vb.), filtre kagitlari, pens ve bistiiriler, saf su ve hazirlanan besi ortamlari
1,2 atmosfer basing altinda 121 °C sicaklikta 15 dk. siire boyunca otoklavda sterilize

edilmistir.
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3.2.4. Tohumlarin Cimlendirilmesi ve Doku Kiiltiirii Denemeleri

Kiiltiir Ortaminin ve Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi

Calismada besi ortami olarak temel besi ortami olan MS kullanilmistir. 1 L ortam
icin 4,4 g L™t MS besi yerine ilave olarak 30 g siikroz, 6,3 g agar eklenmistir. Besi ortami

hazirlandiktan sonra pH 5,75’e ayarlanmustir.

1 mg mL! BAP stok ¢ozeltinin hazirlanmas igin, 50 mL distile su igerisine 100 mg
BAP tartilmistir. Icerisine 1N HCI’den 2-3 mL ilave edilip manyetik karistiricida eriyene
kadar karistirilmistir. BBD’sinin hacmi 100 mL‘ye tamamlanmistir. 2 mg mL™* GAs stok
cozeltisi i¢in, 100 mL distile su igerisine 200 mg GAs tartilip hepsi eriyinceye kadar
manyetik karistiricida karistirilmistir. DS ¢ozeltileri de stok ¢ozeltiden 1:100, 1:500 ve

1:1000 oraninda sulandirilarak kullanilmistir.

Doku kiiltiirti uygulamalariin tiimii aseptik kosullar altinda yapilmis olup, bunun
icin laminar akigh ve HEPA filtreli steril kabin kullanilmistir. Besi ortamlari sterilizasyondan
sonra kabin igerisine alinarak deney gruplari i¢in icerisine BAP, GA3s ve DS eklenmistir.
Besi ortamlar1 her bir magenta kabia 40-50 mL olacak sekilde pay edilmistir. Calismalar
ilk olarak DS ile denenmistir, optimizasyon saglandigi taktirde KAR1 denemeleri ona goére

kurulmustur.

Doku kiiltiirii ¢aligsmalart i¢in farkli denemeler kurulmustur;

1. Tohumlar 2, 4, 8 ve 12 hafta 4 °C’de bekletilerek farkl: siirelerdeki sogukta
katlamanin (vernalizasyon) etkisi incelenmistir. Besi ortamina DS ve bitki biiyiime

diizenleyicileri eklenmemistir.

2. Tohumlar endokarp kismi kirilmadan 9 giin boyunca steril saf suda
bekletildikten sonra sterilizasyon islemi uygulanip besi ortamina ekimi saglanmistir.
Sogukta katlama ihtiyaci icin besi ortamina GAs eklenmistir ve ¢imlenmeye etkisi

incelenmistir (Shah vd., 2013).
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3. 12 hafta sogukta katlamada yiiksek oranda ¢imlenme elde edildigi i¢in

sogukta katlama+BAP’in ve DS’nin ¢imlenmeye etkisi incelenmistir.

Kayis1 Tohumlarimmin Besi Ortamima Ekimi

Kayis1 tohumlarinin tam ya da yarim olarak kullanilip kullanilmayacagina literatiir
taramasindan sonra karar verilmistir. Literatiirde de belirtildigi gibi ¢imlenmenin daha kolay
olmasi ve kotiledonlarin daha kolay ayrilmasi i¢in yarim tohum kullanimina karar verilmistir
(Yildirim, 2006) (Sekil 4). Baz1 tohumlar testa kism1 soyulurken ikiye ayrilmistir, onlarin da
embriyo tagtyan kismi kullanilmistir. Tohumlar 5 tekrarl olacak sekilde her magenta kabina

5 tohum gelecek sekilde ekilmistir.

Sekil 4. A: Tam tohum, B: Yarim tohum, C: Tohumlarin besi yerine ekimi.

Kiiltiir kaplar1 2542 °C’ye ayarhi iklimlendirme kabininde optimum kosullar
saglanarak muhafaza edilmistir. 1 hafta sonra ¢imlenen tohumlar, 2 hafta sonra ise siirgiin

gelistiren tohumlar sayilmistir.

3.2.5. Tohumlarin Cimlendirilmesi ve In Vivo Ortama Aktarilmasi

Doku kiiltiiri  ¢aligmalarindaki  denemelerde bazi  problemlerden dolayi
stirdiiriilebilirlik saglanamadigi igin ¢alismaya in vivo olarak devam edilmistir. Calismada
doku kiiltiirii denemelerinde de basari saglanan sogukta katlama islemi i¢in 4+1 °C’de 12
hafta bekletilmis tohumlar kullanilmistir. Tohumlarin ekim islemi aseptik kosullar altinda
yapilmis olup, bunun i¢in laminar akisli ve HEPA filtreli steril kabin kullanilmustir. Steril

edilen tohumlarin testa kismi soyulduktan sonra igine filtre kagidi yerlestirilmis petri
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kaplarma aktarilmistir (Sekil 5). Tohumlar 10 tekrarli olacak sekilde her petri kabina 5 tohum
gelecek sekilde ekilmistir.

Sekil 5. Tohumlarin petri kaplarina ekim islemi.

Ekim isleminden sonra deney gruplarina gore her biri ayr1 ayr1 dnceden hazirlanan
soliisyonlarla 1slatilmigtir (Sekil 6). Kontrol grubu sadece steril saf su ile 1slatilmistir. Nemli
filtre kagitlarinin kurumasini engellemek i¢in petri kaplarinin etrafi stre¢ film ile sarilmistir.
Tohumlar ¢imlenene kadar 4+1 °C’de (sogukta nemli katlama) ve karanlik kosullar altinda

muhafaza edilmislerdir.

Kontrol 1:100 DS 1:500 DS 1:1000 DS 1:5000 DS 1:10000 DS
0,0l YMKARI 0,1 tMKARI 1 M KARI 5 UM KARI 10 M KARI

Sekil 6. Cimlendirme ¢alismasi i¢in hazirlanan deney gruplar1 (DS: duman suyu, KAR1:
karrikinl maddesi).

Tohumlar 1 hafta sonra ¢imlenmis olup perlit ve torf karisimi igeren viyollere (24
gozlii) 4 tekrarl olacak sekilde aktarilmistir. Bitkiler 24 °C+1’de 16 saat aydinlik/8 saat

karanlik uzun giin fotoperiyoduna sahip iklimlendirme odasinda yetistirilmistir. Viyoller
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topragin kuruluguna gore her biri ayr1 ayr1 Hoagland (%100-Himedia TS1117)+deney

gruplarinda kullanilan soliisyonlarla diizenli olarak 2-3 giinde bir sulanmustir (Sekil 7).

I A AR R A

Hoagland Hoagland Hoagland Hoagland Hoagland Hoagland Hoagland
+ + + + + +

1:100 DS 1:500D5  1:1000DS  0,01uM KAR1 0,1uM KAR1  1uM KAR1

Sekil 7. Viyollere aktarilan deney gruplari.

3.2.6. Morfolojik Parametreler

Morfolojik parametreler icin bitkilerin 1 ay gelisimleri saglandiktan sonra istatistik

analizler i¢in dl¢limler yapilmistir.

Cimlenen Tohum

Ekilen olgun kayist tohumlarinin 1 haftalik kiltiirii sonunda, petrilerdeki ¢imlenen
tohum sayisinin, deneyde kullanilan toplam tohum sayisina orani ile bulunmus ve yiizde

olarak ifade edilmistir.

Siirgiin Gelistiren Tohum

Ekim isleminin ardindan 2 hafta sonra siirgiin gelisimi gerceklesmistir (Sekil 8).
Siirgiin gelistiren tohum sayisinin ¢imlenen toplam tohum sayisina orani ile bulunmus ve

ylizde olarak ifade edilmistir.
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Sekil 8. A: Cimlenen tohum, B: Siirgiin gelistiren tohum.

Ko6k-Govde Uzunlugu

Gelisen siirgiinlerdeki kok ve govde uzunlugunun dijital kumpas ile olgiilerek

ortalamasinin alinmasi ile kaydedilmistir.

Govde Capr

Govde tizerinden topragin degdigi eksenin 2 cm yukarisindan dijital kumpasla

Olctilerek belirlenmistir.

Bitkilerdeki Yaprak Sayis1

Her bir bitki lizerindeki yapraklarin sayilip ortalamasinin alinmasi ile belirlenmistir.

Yaprak Alam

Bitkilerin 1 aylik gelisimlerinin ardindan gévdenin orta kismindaki gelismis 3 yaprak
alimip 4 tekrarli olacak sekilde ortalarina cetvel konularak ImageJ bilgisayar programinda

alanlar dlgiilerek belirlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Image] bilgisayar programi ile yaprak alaninin dl¢giilmesi.
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3.2.7. Toprak Analizi

Toprak tuzlulugunun tayini i¢in Igdir merkezde bulunan Melekli kdyiindeki Igdir
Universitesi Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezindeki (TUAM) kayis1 bahgesindeki
kayisilarin kok bolgesinden toprak 6rnekleri alinmistir. Toprak drnekleri tohum temin edilen
agacin ¢evresinden ti¢ farkli bolgeden 30-40 cm derinlikten alinmistir. Toprak Ornekleri
laboratuvara getirilerek 100 g toprak 500 mL suda 15 dk. bekletilmistir. Yiizeyde kalan su
filtre kagidindan gecirilerek arazi tipi EC metre (Milwaukee CD611) ile EC degeri ve pH

degerleri Ol¢lilmiistiir.

3.2.8. Tuz Stresi Uygulamasi

Toprak tuzlulugu analizi sonucunda elde edilen degere gore 100 mM tuz
uygulamasinin [gdir sartlarinda kayis1 bitkisinin strese girmesi i¢in uygun olacagi sonucuna
vartlmistir. Bir aylik gelisimlerini tamamlayan bitkilerin oldugu her bir viyol 100 mM
konsantrasyonda hazirlanan NaCl (Bioshop SOD004) soliisyonu ile sulanmistir. Ornekleme
0. (kontrol), 3., 6., ve 9. saatlerde yapraklar ependorflara alinarak sivi azota daldirilmis ve

gen anlatimi ¢aligmast i¢in kullanilana kadar -20°C sicaklikta muhafaza edilerek yapilmistir.

3.2.9. Gen Anlatimi Uygulamalar

Gen anlatimi uygulamasi deney gruplarindan morfolojik olarak en iyi hangi

konsantrasyon daha etkili olduysa onunla gerceklestirilmistir.
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Total RNA izolasyonu

(Calismaya baslanmadan once kullanilacak tiim malzemeler 1,2 atmosfer basing
altinda 121 °C sicaklikta 15 dk. siire boyunca otoklavda sterilize edilmistir. Calisma TRIzol
(Thermo Fisher Scientific USA-Cat: 15596018) ile iireticinin protokolii modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Daha sonra yaklasik 100 mg’lik doku 6rnekleri sivi azot igeren porselen

havan igerisinde 700 pL TRIzol ile homojenize edilerek, 5 dk. oda sicakliginda bekletilip

tizerine 0,2 mL kloroform eklenmistir. Daha sonra 15 sn tiipler elle kuvvetlice ¢alkalanmig
ve 2-3 dk. oda sicakliginda bekletilmistir. +4 °C’de 15.000 rpm’de 20 dk. santrifiij edildikten
sonra st faz steril bir tiipe aktarilmig ve {izerine 350 uL izopropanol alkol eklenip RNA’lar
cokeltilmistir (Sekil 10).

Sekil 10. A: Homojenize edilmis dokularin santrifiij edildikten sonraki hali, B: Cokelen RNA

pargasi.

10 dk. 14000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edilerek ist faz dikkatli bir sekilde
uzaklastirthip, 750 pL 9%70’lik etanol pelletin iizerine ilave edilip pelletin ylizmesi
saglanmistir. Ardindan 5 dk. 10000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra
RNA ¢okeltisi ethenol uzaklasincaya kadar 5-10 dk. kurumaya birakilmistir. RNA ¢okeltisi
30 pL steril su ile ¢oziiliip 8-10 dk. 55 °C’de bekletilmistir. Daha sonra Qubit cihazi ile RNA
konsantrasyonu ve kalitesi kontrol edilmis, %2’lik agaroz jel (Bioshop-Cat: AGA501.50)
elektroforezi ile de RNA biitiinliigli ve degredasyon olup olmadigi kontrol edilmistir.
Elektroforezde 108 g/L tris, 55 g/L borik asit ve 7.5 g/l EDTA ile hazirlanan TBE tamponu
(pH:8,0) ve 120 mL jel igerisinde 6 uL Red Safe DNA boyasi kullanilmustir. izole edilen
RNA ve marker (GeneRuler 1kb DNA Ladder, Thermo Scientific, SM0311) 6X yiikleme
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tamponu ile karistirthip kuyucuklara yiliklenmistir ve elektriksel alanda yliriitiilmiistiir.
Kullanilan markerin haritasi Sekil 11°de verilmistir. Elektroforez sonunda jel UV 151k altinda

goriintilenmistir.

o PP S Cad Cal Lt
R e S S e s e
[=

5B

£

Sekil 11. Kullanilan markerin haritast.

cDNA Sentezi

cDNA sentez islemi Oncesinde genomik DNA (gDNA) kontaminasyonunun
engellenmesi i¢in bir 6nceki adimda elde edilen ve saglam oldugu tespit edilen RNA
izolatlarina DNase 1 enzimi (Thermo Scientific, USA) kit protokoliine gore uygulanmis ve
ortamdaki DNA ortadan kaldirilmistir. Bunun i¢in 1000 ng RNA iizerine, 1pL 10Xbuffer,
IuL DNAse ve niikleaz igermeyen su (NFW) eklenerek hacim 10 plL'ye tamamlanmustir.
Daha sonra PZR cihazinda 37 °C'de 30 dk. inkiibe edilmistir. Islem bittikten sonra {izerine 1
uL EDTA eklenerek tekrar PZR cihazinda 65 °C'de 10 dk. inkiibasyonu saglanmuistir.

Daha sonra komplementer DNA (cDNA) sentezi High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Thermo Scientific, USA) ticari cDNA sentez kiti kullanilarak tiretici
tarafindan saglanan protokole uygun olarak gergeklestirilmistir (Tablo 3). Bunun igin buz
akiisii izerinde PZR tiipiiniin igerisine 2 uL buffer, 0,8 uL dNTP, 2 uL random primer, 1 uL

enzim ve 4,2 uL NFW karisimi hazirlanmistir. Hazirlanan karisim {izerine 10 uL RNA
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eklenerek vortex yapilmis ve ardindan santrifiij ile ¢oktiiriilmiistiir. cDNA sentezi i¢in PZR

profili Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3
cDNA sentezi i¢in kullanilan PZR profili
Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicakhik (°C) 25 37 85 4
Siire (dK) 10 120 5 0

cDNA sentezinin basarili bir sekilde gergeklestiginin teyidi igin Actin (ACT) geni
ile PZR yapilmustir ve agaroz jel elektroforezi ile bolgenin ¢ogaldig: teyit edilmistir. ACT
icin PZR tiipiiniin igerisine 10Xmaster mix’den 6,60 uL (Thermo Scientific, USA), NFW 90
uL, 10Xbuffer 13,20 pL, 10 mM dNTP 2,64 puL, 25 mM MgCl210,56 pL, DMSO 2,64 uL,
10 uM primer 1 2,64 pL, 10 uM primer 2 2,64 pL, Su Taq 1,06 pL (Thermo Scientific,
USA) hazirlanip 19 puL karisim igerisine 1 pL kalip cDNA konulmustur. ACT geni PZR
profili i¢in ilk denatiirasyon 95 °C 1 dk, daha sonra 35 dongii boyunca 95 °C 30 sn, 54 °C 45
sn, 72 °C 1dk., son uzama ise 72 °C 15 dk. olarak olusturulmustur. cDNA ve marker
(GeneRuler 100bp DNA Ladder, Thermo Scientific, SM0241) 6X yiikleme tamponu ile
karistirthp kuyucuklara yiiklenmistir ve elektriksel alanda yiiriitiilmistiir. Kullanilan
markerin haritas1 Sekil 12’de verilmistir. Elektroforez sonunda jel UV 1sik altinda
goriintiilenmistir. cDNA'lar 6nce primerlerin verimlilikleri i¢in daha sonra ise gen anlatimi

caligsmalarinda kullanilmistir.

Sekil 12. Kullanilan markerin haritast.

53



Referans genlerin secimi, primer tasarimi ve verimlilik calismalar

Gen anlatimi ¢aligmalarinda normalizasyon i¢in literatiirde P. mume (Japon kayisisi)
tirlinde abiyotik stres sartlarinda en stabil gen olarak belirlenen actin (ACT) geni
kullanilmistir (Wang vd., 2014). CAT, SOD ve GPX enzimlerini kodlayan genler igin gerekli
primerleri tasarlamak i¢in Geneious R8 Kearse vd., (2012) yazilimi kullanilmistir. Bu
amagla ilk 6nce genomu dizilenmis ve birlestirilmis olan ve kayisiya (P. armeniaca)
filogenetik agidan en yakin tiir olan seftaliye ait (P. persica) genoma Phytozome V12.1 veri
tabanindan erisilmistir. Veri tabaninda CAT, SOD ve GPX enzimlerini kodlayan gen
bolgelerine ait transkript dizileri indirilerek Geneious R8 yazilimi igerisine alinmistir ve
yazilim igerisindeki primer tasarimi eklentisi ile her bir gen igin 3’er adet primer ¢ifti
tasarlanmistir (Tablo 4). Tasarim sirasinda optimum Tm sicakliginin yaklasik 59 °C olmasi,
primerler arasindaki Tm farkinin 5 °C’den fazla olmamasi, optimum iiriin boyutunun
yaklasik 120b¢ olmasi, ekzon birlesme (exon junction) bolgelerini kapsamasi, sag tokasi ve
kendi ilizerine katlanma sicakliklarinin qPZR profilindeki sicakliklarda olmamasi gibi

sartlara dikkat edilmistir.

54



Tablo 4

Referans gen ve primer dizileri

Tahmini
Gen ad1 Primer dizileri (ileri/Geri, 5'—3") (ng) b‘;;‘llj‘t‘u UZ(‘:)Z')”" %GC Referans
(b¢)

CCCTAAGGCTAACAGAGAAAAGA 50,2 212 23 435 Wang vd

Actin CAGCAAGGTCCAGACGAAGAAT 57,4 22 50,0 2014)

Katalaz CTCATACTGGTCTCAGGCAGA 5862 116 21 52,4
CCCACTGCTGGGAACTCAAA 60,18 20 55,0
TCTCATACTGGTCTCAGGCAG 58,62 117 21 52,3
CCCACTGCTGGGAACTCAA 59,54 19 57,8
TCATACTGGTCTCAGGCAGATAAA 5904 118 24 41,7
TTGCCCACTGCTGGGAACT 61,77 19 57,8

Siiperoksit CCACATCGGCATAACATCCG 59,13 119 20 550 Geneious RS

dismutaz ~ TGGTTCAACGTGATCTCAGAA 57,26 21 42,9 sazhminda
GGAGATGGCCCAACTACTGT 59,1 120 20 55,0 AN
GAAATGCGGTCCAGTTGACA 58,8 20 500 ocarlanmistr
AACCAACGGTTGCTTGTCAA 58,8 120 20 45,0 (Kearse vl
CCATCGTCCCCAACAGTGAT 59,7 20 55,0 2012)

Glutatyon ~ ACGTGGCTTCAAAATGTGGATTGA 6176 128 24 41,67

peroksidaz  AGGCTCTTGGCCCCCAAA 61,19 18 61,11
ACGGGTTCTCTTTGAAATCACC 58,85 129 22 45,45
CCTTTCCGTCAATATCCTTGACAC 59,67 24 45,83
AGGTGACCTTGTCAAGTGGAA 59,16 119 21 47,62
CCAGTTTCTGGATATCCCTCTCAA 59,59 24 45,83

Tm: Erime sicakligi. GC: Guanin ve sitozin orani, b¢: Baz ¢ifti

gPZR primerlerinin %100 verimlilikte ¢alismasi i¢in kullanilmadan 6nce verimlilik
testinin yapilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in yaprak RNA’larindan sentezlenen cDNA kalip
olarak kullanilmustir. Her biri digerinden 10°er kat 6 kez seri sulandirilan cDNA kullanilarak
qPZR reaksiyonu kurulmustur. Calismada kullanilan reaksiyon karisimma 5 pL SYBR
Green Master Mix (RealQ Plus 2x Master Mix Green — Ampligon, A324402), her bir
primerden 0,5 pL, 1 pL (10 ng) kalip cDNA ve 3 pL su eklenmistir. Bu ¢alismalar 3 teknik
tekrara gore yapilmistir. Sonuglar ise AACQ (Esik degeri) yontemi kullanilarak
hesaplanmistir. Esik degeri dongiileri (Cq, Threshold cycle) Rotor-Gene Q Series Software
2.3.5 yazilim programi kullanilarak belirlenmistir. RT-qRZR sonuglarina gore calisilan her
bir gene 6zgii Cq degerlerinin ortalamasina karsi, tahmini kopya sayilariin logaritmasi
kullanilarak standart egriler cizilmistir. Cizilen egrilerin egimi ve korelasyon katsayis1 (R?)
hesaplanarak bu degerin 1’e yakin olmas1 dikkate alinmistir. Verim i¢in kullanilan formiil
Verim = (10¢Vegimdegerd) _1) x100°diir (Dorak, 2007). Arastirmada R? degeri 0,98 den yiiksek
olan ve verimlilik aralig1 %90-110 olan primerler kullanilmistir. Uriin 6zgiinliigii igin ilgili

bolge disinda bir bolgenin ¢ogalmadigini géstermek icin SYBR Green boyasi kullanilarak
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yapilan erime egrisi analizinde tek bir pik géormek gerekmektedir. Bu da primer se¢iminde

dikkate alinan kriterler arasindadir.

Gerg¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)

Kayis1 bitkisinde CAT, SOD ve GPX enzimlerini kodlayan genlerin anlatimlarini
belirlemek icin SYBR Green boyas1 kullanilarak Ger¢ek Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu c¢alismalar1 yapilmistir. SYBR Green ¢ift iplikli DNA’ya baglanan floresan
boyadir ve PZR fiiriinleri belirli bir yogunluga ulastiktan sonra (3 ile 15. dongiliden sonra)
boyanin yaydigi floresan miktar1 her dongiide iki katina ¢ikmaktadir. Buna PZR’unun iissel
faz1 (exponential phase) denilmektedir (Dorak, 2007) (Sekil 13).

Morm. Fluoro.

10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Sekil 13. Ger¢ek Zamanl Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in 6rnek ¢ogalma egrisi.

30 ve 35. dongiilerden sonra genel olarak PZR plato fazina gegmektedir. Rotor-Gene
Q Series Software 2.3.5 yazilim programi kullanilarak iissel fazin orta noktasina gore esik
degeri (Threshold cycle, Cq) belirlenmistir. Sonraki analizde ise bu Cq degerine gore

yapilmigtir.
Kayis1 bitkisinin yaprak dokusu kullanilarak cDNA’lar elde edilmis ve RT-gPZR’da

kullanilarak reaksiyonlar kurulmustur (Tablo 5). RT-gPZR c¢alismalar1 3 biyolojik 3 teknik
tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir.
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Tablo 5
RT-qPZR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar Final Konsantrasyon
Ampligon RealQ Plus 2x 5 puL 1x

Master Mix Green

Forward primer 0,5 uL 0,2 uL

Reverse primer 0,5 uL 0,2 uL

Kalip cDNA 1uL 10 ng

Niikleaz icermeyen su 3uL -

Toplam 10 uL

Reaksiyonlar her bir tiipiin son hacmi 10 pL olacak sekilde 72 kuyucuklu plate’lere
yerlestirilerek kurulmustur. Daha sonra bu plate’ler Rotor-Gene Q 5plex HRM (Cat. No. /
ID: 9001580) cihazina yerlestirilerek Tablo 6°’daki PZR kosullar1 saglanmustir.

Tablo 6
RT-qPZR i¢in kullanilan PZR profili
Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
95 15 dk 1
95 20 sn
60 30 sn 45
72 30 sn

SYBR Green sayesinde spesifik olmayan triinler ya da primer dimerleri de PZR
sirasinda 1s1ma yapmaktadir. Bu yiizden PZR calismasimin sonunda bu spesifik olmayan
iiriinlerin varligina melt cure analizi ile bakilmistir. Uriin 6zgiinliigii kontrolii igin erime
egrisi analizi 65-90 °C arasinda gergeklestirilmistir. Sicakligin artmasi ile birlikte ¢ift iplikli
DNA acilmaya baglar ve iirinler Tm derecelerine ulastiklarinda SYBR Green boyasinin
salinimina bagli olarak floresan miktarinda bir diisiis olusmaktadir. Eger bu erime egrisinde
tek bir pik var ise RT-qPZR’nun tek bir {iriin olusturdugu anlamina gelmektedir. Calismada
ayrica kontrol igin -RT kontrol (revers transkriptaz enziminin bulunmadigi) ve negatif
kontrol (kalip kullanilmayan) reaksiyonlari da kurulmustur. Normalizasyon i¢in de actin

(ACT) geni kullamlmustir (Wang vb., 2014). Gen anlatimimin degerlendirilmesi i¢in 27 42¢T
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metodu kullamilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Veriler ise Rotor-Gene Q Series

Software 2.3.5 yazilim programi kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.10. Biyokimyasal Analiz

Lipit Peroksidasyonu Miktarinin Belirlenmesi

Bitki 6rnekleri %0,1°lik trikloroasetik asitte (TCA) homojenizi edilmis ve ardindan
10.000 xg’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Stipernatanta %0,5 tiobarbitiirik asit (TBA) ve %20
TCA igeren reaksiyon karisimi eklendikten sonra 95 °C’de 30 dk. boyunca sicak su
banyosunda bekletilmistir. Ardindan buz banyosunda sogutulduktan sonra 10.000 xg’de 15
dk. santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantlar 532 nm ve 600 nm absorbanslarda
oliilmiis ve 155 mM™ cm™ ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplamalar yapilmistir
(Madhava Rao ve Sresty, 2000).

3.2.10. istatistiksel Analizler

Arastirmadan elde edilen verilerin hepsi tesadiif parselleri deneme desenine gore
XLSTAT 2021 istatistik paket programinda ANOVA vyapilarak degerlendirilmistir.
Istatistiksel olarak &nemli bulunan islemler belirlendikten sonra ortalamalar arasindaki
farklar p=0,05 seviyesinde Duncan testi ile belirlenmistir. Elde edilen veriler ortalama +
standart sapma olacak sekilde tablo olarak verilmistir. Morfolojik verilerdeki istatistik
Rstudio yaziliminda tidyverse ve Hmisc kiitliphaneleri kullanilarak pearson korelasyon

yapilmustir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. HPLC Bulgulan

HPLC ile DS’nin igerigindeki KAR1 miktarin1 6lgmek i¢in cihaz kiitiiphanesine
eklenen KAR1 maddesi 4,287 dk.’de pik vermistir (Sekil 14A). Daha sonra DS’nin
icerisindeki KAR1 miktarini 6lgmek i¢in DS cihaza tanitilmigtir ve 4,328 dk.’de 8,70398 ng
uL? KAR1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 14B).
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Sekil 14. A: KAR1 maddesinin pik zamani (retetion time), B: DS’nin pik zaman (retetion

time).

4.2. Tohum Sterilizasyonu ile Tlgili Bulgular

“Salak” kayisi ¢esidine ait tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in NaOCIl’in %10, 15
ve 20’lik konsantrasyonlariin etkisi ve farkli maruz kalma siireleri 10,15 ve 20 dk. test
edilmistir. Istatistiksel veriler Tablo 7°de verilmistir. Calismada kullanilan NaOCI’in farkl

konsantrasyonlar1 ve farkli siireler arasinda istatistiksel olarak Onemli farklilik
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bulunmaktadir (P<0,05). Yapilan ¢alismada %20 NaOCl + 15 dk. uygulamasinin %12
kontaminasyon ile yiizey sterilizasyonu i¢in yeterli olacagi sonucuna varilmistir. Calismanin
diger kisimlarinda da tohum sterilizasyonu igin uygun olan %20 NaOCl + 15 dk.
konsantrasyon ve siire kullanilmistir. %20 NaOCI + 20 dk. uygulamasinda kontaminasyon
yiizdesi %10 ile diisiik bulunmasina ragmen tohum ¢imlenmesi %66 ile %20 NaOCI + 15

dk. uygulamasina gore (%88) diisiik diizeyde gergeklesmistir.

Tablo 7
Tohumlarin yiizey sterilizasyonuna NaOCl’nin farkli konsantrasyonlarinin ve siirelerinin

etkisi

Sterilizasyon Numarasi Kontaminasyon (%) Cimlenme (%0)
Kontrol 88,90+0,3352 15,56+0,391
1 86,00+0,229? 30,00+0,250¢
2 76,00+0,374° 46,00+0,502¢
3 68,00+0,245° 50,00:£0,512¢
4 74,00+0,391° 48,000,320
5 66,00+0,229° 52,00+0,600%
6 52,00+0,332° 54,00+0,450%
7 46,00+0,502¢ 62,00+0,350°°
8 12,00+0,332¢ 88,00+0,2452
9 10,00+0,250¢ 66,00+0,320P
P<0,0001 P<0,0001

4.3. Doku Kiiltiirii Denemeleri i¢in Cimlenen ve Siirgiin Gelistiren Tohum ile

Tlgili Bulgular

1. Deneme ile ilgili bulgularda 2 hafta sogukta katlamaya birakilan tohumlarda
herhangi bir ¢imlenme meydana gelmemistir. 4 ve 8 hafta sogukta katlamaya birakilan
tohumlarda ise sadece bir tohumda ¢imlenme meydana gelmistir. 12 hafta sogukta katlamaya
birakilan tohumlarda ise %45 oraninda bir ¢imlenme meydana gelmistir. 12 hafta
bekletmenin ¢imlenmeye etkisi yiiksek oldugu icin ¢aligmanin diger basamaklarinda bu

tohumlarin kullanilmas1 uygun bulunmustur.
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2. Denemede 2 mg mL? GA3+9 giin suda bekletmenin etkisi incelenmistir. Bu
denemede sadece bir tohumda ¢imlenme meydana gelmistir. Bir ay boyunca gelisimleri
gozlenmis fakat herhangi bir gelisme olmamustir.

3. Denemede 12 hafta sogukta katlama ve BAP’1n etkinligi incelenmistir. Bununla

ilgili ¢imlenme verileri Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8
Doku kiiltiirti denemelerinde DS ve BAP’1n ¢imlenme tizerine etkileri
Deney Gruplari Cimlenen Tohum (%)
Kontrol 39,29+0,378"
BAP 49,05+0,598"
1:100 DS 21,43+0,416%
1:500 DS 75,00+0,440°
1:1000 DS 50,00+0,378°
1:100 DS+BAP 14,29+0,247¢
1:500 DS+BAP 75,71+0,440°
1:1000 DS+BAP 50,00+0,463°
P<0,0001

Ekimden bir hafta sonra ¢imlenen tohumlar istatistiksel olarak degerlendirilmistir
(Sekil 15). Deney gruplar arasindaki analize gore ¢imlenen tohum oranlari bakimindan
istatistiksel olarak 6énemli farklilik bulunmustur (P<0,05). Cimlenme yOniinden en yiiksek
oran %75,71 ile 1:500 DS+BAP olurken, en diisiik oran ise %14,29 ile 1:100 DS+BAP

olmustur. Yapilan istatistik analize gére BAP’1n ¢cimlenmeye etkisi olmadig1 goriilmektedir.

Sekil 15. A: 1:500 DS’nin ¢imlenmeye etkisi, B: 1:500 DS’nin siirgiin gelisimine etkisi, C:
1:500+BAP’ 1 siirgiin gelisimine etkisi.
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Ekimden iki hafta sonra siirgiin gelistiren tohumlar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Siirgiin gelistiren tohum oranlar1 bakimindan deney gruplar1 arasindaki

istatistiksel fark 6nemli bulunmustur (P<0,05) (Tablo 9).

Tablo 9
Doku kiiltiirii denemelerinde DS ve BAP’1n siirgiin gelisimi iizerine etkileri
Deney Gruplan Siirgiin Gelisimi (%)
Kontrol 32,14+0,580%
BAP 50,00+0,495"
1:100 DS 21,43+0,319%
1:500 DS 75,00+0,562%
1:1000 DS 17,86+0,226%
1:100 DS+BAP 14,29+0,247¢
1:500 DS+BAP 89,29+0,2472
1:1000 DS+BAP 32,14+0,515%
P<0,0001

Cimlenen tohumlardaki siirgiin olusturma oranlar1 bakimindan en iyi sonucu %89,29
ile 1:500 DS+BAP verirken, en diisiik sonucu ise %14,29 ile 1:100 DS+BAP vermistir. DS
siirglin gelisim bakimindan BAP kadar etkili olmustur ve oranlar birbirlerine ¢ok yakin
cikmigtir. Cimlenen tohumlarin  koklerinde ekimden iki hafta sonra kararma ve

kahverengilesme meydana gelmistir (Sekil 16).

Sekil 16. Koklerde meydana gelen kararma ve kahverengilesme.
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Bu da ¢alismanin bir sonraki asamasi olan tuzluluk stresi uygulamasin1 miimkiin
kilmamigtir. Literatiir taramasina gore, koklerde biriken fenolik bilesiklerin buna neden
oldugu yoniindedir (Thomas, 2008). Bunun i¢in ise aktif karbon kullanilmasi1 gerektigi
belirtilmistir. Bir diger secenek ise kullanilan besi yerinin igeriginden ve tuz miktarindan
kaynakl1 olabilecegi yoniindedir. Biitiin bu faktorler degerlendirilmistir fakat doku kiiltiirii
calismalarinin devam edemeyecegine karar verilmistir. Bir sonraki asamada calismanin

devamliligi igin tohumlar ¢imlendikten sonra in vivo ortama aktarilmasina karar verilmistir.

4.4. Tohumlarim Cimlendirilmesi ve In Vivo Ortama Aktarilmas1 Denemeleri

icin Morfolojik Parametre Bulgular:

4.4.1. Tohum Cimlenmesi ile Ilgili Bulgular

Deney gruplarindaki tohumlar 3 giin sonra ¢imlenmeye baslamistir. Bir hafta sonra

ise ¢imlenme oranlari belirlenmistir (Sekil 17).

-
=

Sekil 17. A: 1 uM KARI maddesinin ¢imlenmeye etkisi, B: 1:1000 DS nun ¢imlenmeye

etkisi.

Yapilan istatistik analiz sonucunda ¢imlenme bakimindan gruplar arasindaki fark
onemli bulunmustur (P<0,05). Cimlenme yoniinden en yiiksek oran %60 ile 1:1000 DS ve
%72 ile 1 uM KAR1 olmustur (Tablo 10). Calisma boyunca denenen konsantrasyonlarda
DS maddesinde konsantrasyon azaldik¢a ¢imlenmenin arttigi, KAR1 maddesinde ise
konsantrasyon arttikga ¢imlenmenin arttigi gozlenmistir. Bunun i¢in ¢imlenmede
konsantrasyon optimizasyonu i¢in DS grubunda 1:5000 ve 1:10000 konsantrasyonlar1 ile
KARL1 grubundaise 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlarda tekrar denemeler kurulup ¢imlenme

oranlar1 belirlenmistir. Yapilan ¢alismaya gore denenen konsantrasyonlarda ¢imlenmenin
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azaldig1 gozlenmistir. Cimlenme yoniinden DS grubunda 1:1000, KAR1 grubunda ise 1 uM

konsantrasyonun kullaniminin uygun oldugu tespit edilmistir.

Tablo 10

DS ve KAR1’in ¢imlenme iizerine etkileri

Deney Gruplan Cimlenen Tohum (%)
Kontrol 34,00+0,229¢f
1:100 DS 40,00+0,387°¢%f
1:500 DS 50,00+0,403°
1:1000 DS 60,00+0,3872
1:5000 DS 28,00+0,245
1:10000 DS 30,00+0,512
0,01 uM KAR1 46,00+0,2290°d
0,1 uM KARI1 54,00+0,391°¢

1 uM KARI 72,00+0,3322

5 uM KAR1 38,00+0,350%f
10 uM KARI1 18,00+0,3509
P<0,002
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2. Siirgiin Gelistiren Tohum ile flgili Bulgular

Ekilen tohumlarda 2 hafta sonra siirgiin gelisimi meydana gelmistir. Siirgiin geligim
oranlarimin degerlendirilmesi ekimden 1 ay sonra tuz stresi uygulamasindan 6nce yapilmistir

(Sekil 18).

Sekil 18. Siirgiin gelistiren ve gelisimlerini tamamlayan bitkiler.

Siirgilin gelistiren tohum oranlar1 bakimindan deney gruplari arasindaki istatistiksel
fark 6nemli bulunmustur (P<0,05). Siirgiin gelisimi bakimindan DS grubundan en iyi sonucu
%95,83 oran ile 1:100 konsantrasyon, KAR1 grubundan ise %87,50 oran ile 1 uM
konsantrasyon vermistir (Tablo 11). Veriler kontrol ile kiyaslandiginda ayni ve benzer
istatistik grup igerisinde yer aldiklar1 gozlenmistir. Veriler birbirine ¢ok yakin ¢ikmistir bariz

bir fark yoktur.

Tablo 11

DS ve KAR1’in siirgiin gelisimi lizerine etkileri

Deney Gruplari Siirgiin Gelisimi (%0)
Kontrol 77,27+0,400°

1:100 DS 95,83+0,1862

1:500 DS 79,17+0,380°°

1:1000 DS 85,42+0,400%

0,01 pM KARI1 83,33+0,312%¢

0,1 M KARI 68,75+0,462°

1 uM KARI 87,50+0,250%
P<0,025
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4.4.3. Kok Uzunlugu ile ilgili Bulgular

Deney gruplarinin kdklenmeye etkisinin arastirildigi bu ¢alisma 1 aylik gelisimlerini
tamamlayan fideler {izerine yapilmistir (Sekil 19). DS grubunda konsantrasyon azaldikga
kok uzunlugunda azalma meydana gelmistir. KAR1 grubunda ise konsantrasyon arttik¢a kok

uzunlugunda artma meydana gelmistir.

° ° u’o
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-?—&%l{

L]
X <
4
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.,

Kontrol 1:100 DS 1:500 DS 1:1000 DS . . Kontrol 0,01 pM 0,1 pM 1M
- KAR1 KAR1 KAR1

Sekil 19. Duman suyu ve karrikinin kok geligimi tizerine etkileri.

Kok uzunluklart bakimindan deney gruplar arasindaki istatistiksel farklilik 6nemli
bulunmustur (P<0,05). Kontrole kiyasla DS grubundan 137,68 mm ile 1:100 en iyi sonucu
verirken, KAR1 grubunda ise 141, 92 mm ile 1 uM KARI en iyi sonucu vermistir (Tablo
12). Kok uzunlugu bakimindan 1:1000 110,39 mm ile KAR1 grubundan ise 0, 01 uM 104,31

mm ile kontrole gore daha az kok gelisimine katkida bulundugu belirlenmistir.

Tablo 12

DS ve KAR1’in kdk gelisimi {izerine etkileri
Deney Gruplar Kok Uzunlugu (mm)
Kontrol 129,06+0,8302°
1:100 DS 137,68+0,7012
1:500 DS 113,77+0,6250¢¢
1:1000 DS 110,39+0,194%
0,01 uM KARI 104,31+0,488°
0,1 uM KARI1 136,30+0,862%
1 uM KARI 141,9240,143?
P<0,002
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4.4.4. Govde Uzunlugu ile ilgili Bulgular

Bir aylik gelisimlerini tamamlayan deney gruplarinda gévde uzunlugu bakimindan
DS grubunda konsantrasyon azaldik¢a govde uzunlugunda azalma, KAR1 grubunda ise

konsantrasyon arttik¢a govde uzunlugunda artma gozlenmistir (Sekil 20).

A~/
Kontrol 1:100DS —1:500DS  1:1000 DS : Kontrol 0,01 uM 0,1 uM 1M
x KARL KAR1 KAR1

% ¥
- L2

Sekil 20. Duman suyu ve karrikinin govde uzunluguna etkileri.

Govde uzunlugu bakimindan deney gruplarinin etkisi istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (P<0,05). DS grubunda 1:100 konsantrasyon 103,78 mm ile KAR1 grubunda
ise 1 uM konsantrasyon 102,67 mm ile en iyi sonucu vermistir (Tablo 13). DS grubunda
1:1000 konsantrasyon 78,87 mm ile KAR1 grubunda ise 0,01 uM konsantrasyon 83,99 mm

ile gdévde uzunlugu gelisimine daha az katkida bulunduklar1 gdzlenmistir.

Tablo 13
DS ve KARI’in govde uzunluguna etkisi

Deney Gruplan Govde Uzunlugu (mm)
Kontrol 90,90+0,889°¢

1:100 DS 103,78+0,5592

1:500 DS 81,90+0,561¢

1:1000 DS 78,87+0,341¢

0,01 pM KARI1 83,99+0,226%

0,1 uM KARI1 92,08+0,200°°

1 uM KAR1 102,67+0,254%
P<0,0001
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4.4.5. Govde Capu ile ilgili Bulgular

Govde capr lizerinde yapilan istatistik analiz sonucunda deney gruplari arasindaki
farklilik 6nemli bulunmustur (P<0,05). Fakat verilere genel olarak bakildiginda kontrol ile
diger gruplarin hepsi ayni istatistik grup icerisinde yer almaktadir. Govde ¢ap1 bakimindan
verilerde gozle goriiliir bir fark yoktur. KAR1 grubunda konsantrasyon arttikca govde
capinda artis oldugu gozlenmistir. KAR1 ve DS grubunda 2,26 mm ile sirasiyla 1 pM ve

1:500 konsantrasyonlar en iyi sonucu vermistir (Tablo 14).

Tablo 14

DS ve KAR1’in gévde capi lizerine etkisi
Deney Gruplari Govde Capi (mm)
Kontrol 2,17+0,220%°
1:100 DS 2,01+0,182°
1:500 DS 2,26+0,2837
1:1000 DS 2,10+0,215%°¢
0,01 uM KARI1 2,05+0,234°
0,1 pM KARI1 2,08+0,291%°
1 uM KAR1 2,26+0,288%
P<0,009
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4.4.6. Yaprak Sayist ile ilgili Bulgular

Deney gruplarmin yaprak sayisi lizerine olan etkisi istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (P<0,05). DS grubunda 14,05 adet ile 1:100 konsantrasyon, KAR1 grubunda
ise 14,10 adet ile 1 uM konsantrasyon en iyi sonucu vermistir (Tablo 15). Yaprak sayisi
verileri istatistiksel olarak birbirine ¢ok yakin ¢ikmuistir. Kontrol ile 1:100 DS ve 1 uM
KAR1, 1:1000 DS ile 0,01 pM KARI1 aynu istatistik grupta yer almaktadirlar. Istatistiksel
olarak en az yaprak sayisi 1:500 DS grubunda oldugu gézlenmistir.

Tablo 15

DS ve KAR1’in yaprak sayis1 iizerine etkisi
Deney Gruplan Yaprak Sayisi (adet)
Kontrol 14,00+2,0802
1:100 DS 14,05+1,5642
1:500 DS 11,35+1,797°¢
1:1000 DS 12,85+2,197%
0,01 pM KARI1 13,35+1,590%
0,1 utM KARI1 12,351,424
1 uM KARI1 14,10+1,670?
P<0,0001

4.4.7. Yaprak Alam ile Tlgili Bulgular

Deney gruplarinin yaprak alani {izerine olan etkisi istatistiksel olarak Snemli
bulunmustur (P<0,05). DS grubunda 4,09 cm?ile 1:100 konsantrasyon, KAR1 grubunda ise
3,97 cm? ile 1 pM konsantrasyon en iyi sonucu vermistir (Tablo 16). Yaprak alani
bakimindan verilere bakildiginda kontrol ile ayn1 ve benzer istatistik grup igerisinde yer
aldiklart gozlenmistir. Veriler birbirine ¢ok yakin ¢ikmistir. DS grubunda konsantrasyon
azaldik¢a yaprak alaninda azalma, KAR1 grubunda ise konsantrasyon arttik¢a yaprak
alaninda artma meydana gelmistir. 0,01 uM KARI1 grubunda kontrole kiyasla yaprak

alaninda ciddi bir azalma meydana gelmistir.
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Tablo 16
DS ve KAR1’in yaprak alani iizerine etkisi

Deney Gruplar Yaprak Alam (cm?)
Kontrol 3,96+0,627%

1:100 DS 4,09+1,2572

1:500 DS 3,09+0,924°

1:1000 DS 3,37+0,834%¢

0,01 uM KARI1 2,57+1,143°

0,1 uM KARI1 3,54+1,015%

1 uM KARI 3,97+0,981%
P<0,005

Deney gruplart (DS ve KARI1) ve konsantrasyonlarin etkilesiminde bakilan
korelasyon matrisinde gévde ¢api1 ve yaprak sayisi disindaki biitiin parametreler istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Sekil 21). Grafikteki verilere gore govde uzunlugu ve kok
uzunlugu arasinda (r?=0,90), gévde uzunlugu ve yaprak alani (r>=0,76) arasinda pozitif
korelasyon vardir. Ayrica kok uzunlugu ve yaprak alani (r>=0,87) arasinda da pozitif
korelasyon oldugunu korelasyon matrisi gostermektedir. DS ve KAR1 gévde ve kok
uzunluguna ve ayrica yaprak alanina daha etkili olmustur. Govde uzunlugu ve gévde cap1
arasinda (r>=-0,06), yaprak sayis1 ve govde ¢apr (r?=-0,28) arasinda negatif korelasyon

mevcuttur. DS ve KAR1 govde ¢ap1 ve yaprak sayisina etkinligi olmadigi gozlenmistir.
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GU
KU

*
GU 1.00 0.90
KU 1.00

YS

Sekil 21. Morfolojik veriler arasindaki korelasyon matrisi. GU: Gévde uzunlugu, KU: Kok
uzunlugu, YS: Yaprak sayisi, GC: Govde ¢ap1, YA: Yaprak alani. * Korelasyon P<0,05

o

2 5 N
*
0.67 0.76
*
0.45 0.87
1.00 0.55

GC | 1.00

YA 1.00

0.8

0.6

- 0.4

- 0.2

diizeyinde anlamlidir, ** Korelasyon P<0,01 diizeyinde anlamlidir.

4.5. Toprak Analizi ile lgili Bulgular

Kayis1 1500-3000 pS cm™ aras1 EC degerine sahip topraklarda tuzluluga kars: hassas
bitkiler grubuna girmektedir. Igdir Ovasi’nda yer alan TUAM’daki kayis1 bahgesinden

alinan topragmn EC degeri (1966 pS cm™) kayisi agaci igin tuzlu toprak kategorisine

girmektedir (Tablo 17).
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Tablo 17
Toprak 6rneklerinin alindig1 bolgelerdeki EC ve pH degeri

EC (uS cm?) pH
Ornek 1 2000 7,86
Ornek 2 1900 7,90
Ornek 3 2000 7,93
Ortalama 1966 7,90

Toprak analizi sonuglarina gore laboratuvarda viyollerdeki steril torf-perlit igeren
topraklara 50 mM ve 100 mM tuz uygulanmis ve EC degerlerine bakilmistir. 50 mM 1600
uS cm, 100 mM ise 2200 uS cm™ EC degerine denk gelmistir. Kayis1 agaci igin 2200 uS
cm? EC degeri stres araliginda oldugu igin tuzluluk stresi ¢alismasi igin 100 mM

konsantrasyonun kullanilmasina karar verilmistir.

4.6. Gen Anlatimi Uygulamalar ile lgili Bulgular

4.6.1. Total RNA Izolasyonu ile Ilgili Bulgular

Kayist agaci in vivo olarak ¢imlendirildikten sonra bahge ortamina dikilmektedir.
Tuzluluk gibi abiyotik stres faktoriine de fide halindeyken maruz kalmaktadir. Bu yiizden
cimlenme bakimindan 1:1000 DS daha etkili olmasina ragmen, morfolojik gelisim
bakimindan 1:100 DS daha etkili oldugu i¢in gen anlatimi ¢aligmasima 1:100 DS grubu ile
devam edilmesine karar verilmistir. KAR1 grubunda ise hem ¢imlenme hem de morfolojik
gelisim bakimindan 1 uM KAR1 daha etkili oldugu i¢in onunla devam edilecektir. Trizol
kimyasal1 ile gergeklestirilen RNA ekstraksiyonu ile total RNA elde edilmistir. Qubit cihazi
ile 6l¢iilen RNA konsantrasyonu cDNA sentezi i¢in uygun bulunmustur (Tablo 18).

72



Tablo 18

RNA ekstraksiyonu sonucunda qubit cihazi ile 6l¢iilen RNA konsantrasyon verileri

Deney Gruplan Saat Konsantrasyon (ng/pL)

Kontrol 0 1550,18
100 mM NaCl 3 880,16
100 mM NaCl 6 1218,10
100 mM NaCl 9 1255,08
1:100 DS 0 980,64
1:100 DS 3 863,12
1:100 DS 6 1002,20
1:100 DS 9 1588,88

1 uM KARI1 0 655,56
1 uM KARI 3 550,58
1 uM KARI 6 1454,20
1 uM KARI 9 348,18

RNA izolasyonu sonrasinda yapraktan elde edilen total RNA miktarlarinin sirasiyla
en diisiik ve en yiiksek 348,18 ve 1588,88 ng pL? arasinda degerlere sahip oldugu
bulunmustur. Yapilan %2’lik agaroz jel elektroforezinde elde edilen RNA’larin

biitiinliigiiniin korundugu ve saglam oldugu rRNA bantlarinin varligindan anlagilmistir
(Sekil 22).

LY o - Stk

Sekil 22. ¢cDNA i¢in kullanilan total yaprak RNA’lar1. Kuyucuklarda sirasi ile kontrol, 100
mM NaCl 3. sa, 100 mM NacCl 6. sa, 100 mM NaCl 9. sa, 1:100 DS 0. sa, 1:100 DS 3. sa,
1:100 DS 6. sa, 1:100 DS 9. sa, 1 uM KARI1 0. sa, 1 uM KARI1 3. sa, 1 uM KARI1 6. sa, 1
uM KARI1 9. sa 6rnekler vardir.
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4.6.2. cDNA Sentezi ile Tlgili Bulgular

cDNA sentezinin bagarili bir sekilde gerceklestiginin teyidi i¢in primerlerini kayisi
bitkisi i¢in tasarladigimiz Actin (ACT) geni geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ile cogaltilmis ve agaroz jel elektroforezi ile bolgenin ¢ogaldigi teyit edilmistir (Sekil 23).
Jel elektroforez goriintiilerinden de anlasilacagi gibi ¢cDNA sentezi basarili bir sekilde

gerceklesmistir.

Sekil 23. ¢cDNA sentezi sonrasinda sentezin basarili bir sekilde gerceklestirildigi, ACT
referans genine ait primerler kullanilarak PCR ile teyit edilmistir. Kuyucuklarda sirasi ile
kontrol, 100 mM NaCl 3. sa, 100 mM NaCl 6. sa, 100 mM NacCl 9. sa, 1:100 DS 0. sa, 1:100
DS 3.sa, 1:100 DS 6. sa, 1:100 DS 9. sa, 1 uM KAR1 0. sa, 1 uM KARI1 3. sa, I uM KAR1
6.sa, 1 uM KARI1 9. sa 6rnekler vardir.

4.6.3. Primer Verimliligi ile Ilgili Bulgular

gPZR her gene 6zgii primer giftleri ile 6 kez seri sulandirilmis cDNA kaliplari
kullanilarak yapilmistir ve elde edilen Cq degerleri ve temsili kopya sayilarinin logaritmik
degerleri ile Excel yaziliminda standart egriler ¢izilerek verimlilik hesab1 yapilmistir. ACT
geninin primer ciftine ait standart egride R? degeri 0,9986 olarak hesaplanmistir ve gizilen
standart egri dogrusaldir. Elde edilen egrinin egimi -3,506’dir ve bu egim degeri kullanilarak
verimlilik hesab1 yapildiginda, bu primere ait qPZR caligmalarinin %92,9 verimlilikle
calistigi belirlenmistir (Sekil 24). Sonug olarak, bu primer ¢iftini ACT gen anlatimi

caligsmalarinda kullanmak giivenilirdir.
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C
Sulandirma | Temsili Kopya Sayis1 | Log | | Sulandirma Katsay1s1 = 10
Degerleri
1. 1000000 6 | 22,30 Sulandirma Sayis1 = 6
2. 100000 5 |25,24
3. 10000 4 129,09 Hedef = ACT
4. 1000 3 132,60 Sample = cDNA
5. 100 2 |36,15 Egim = -3,506
6. 10 1 verimlilik (%) = -
dPZR Verimi
45
0
s
30
5
S 25
gt
T 20
S
15
y =-3.506x +43.1
10 R? = 0.9986
5
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Log Sulandirma

Sekil 24. ACT genine ait qPZR primer ¢iftinin standart egrisi.

CAT geninin primer ¢iftine ait standart egride R? degeri 0,9988 olarak hesaplanmistir

ve c¢izilen standart egri dogrusaldir. Elde edilen egrinin egimi -3,388’dir ve bu egim degeri

kullanilarak verimlilik hesabi yapildiginda, bu primere ait qPZR caligmalarinin %97,3

verimlilikle ¢aligtigr belirlenmistir (Sekil 25). Sonug olarak, bu primer ¢iftini CAT gen

anlatimi ¢alismalarinda kullanmak gilivenilirdir.
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C
Diliisyonlar | Temsili Kopya Sayis1 | Log | Sulandirma Katsayisi = 10
Degerleri
1. 1000000 6 |19.88 Sulandirma Sayis1 = 6
2. 100000 5 (2292
3. 10000 4 |26.56 Hedef = CAT
4. 1000 3 129.96 Sample = cDNA
5. 100 2 Egim = -3.388
6. 10 1 Verimlilik (%) = !
gPZR Verimi
40
S S S
I R R e
= 25
9
o
50 20
T
o
Y15
10 y = -3.388x + 40.076
R? = 0.9988
5
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Log Sulandirma

Sekil 25. CAT genine ait qPZR primer ¢iftinin standart egrisi.

SOD geninin primer ¢iftine ait standart egride R? degeri 0,9913 olarak hesaplanmistir

ve ¢izilen standart egri dogrusaldir. Elde edilen egrinin egimi -3,284’diir ve bu egim degeri

kullanilarak verimlilik hesab1 yapildiginda, bu primere ait qPZR ¢alismalarinin %101,6

verimlilikle calistig1 belirlenmistir (Sekil 26). Sonu¢ olarak, bu primer ¢iftini SOD gen

anlatimi ¢alismalarinda kullanmak giivenilirdir.
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Diliisyonlar | Temsili Kopya Sayis1 | Log De;jleri Sulandirma Katsayisi = 10
1. 1000000 6 [211 Sulandirma Sayis1 = 6
2. 100000 5 |24.45
3. 10000 4 |28.33 Hedef = SOD
4. 1000 3 | 3175 Sample = cDNA
5. 100 2 | 33.87 Egim = -3.284
6. 10 1 Verimlilik (%) = !
dgPZR Verimi

40

35

30

Cq degerleri
= = N N
o (6, ] o (]

(¢,

3 4

Log Sulandirma

y = -3.284x + 41.036
R?=0.9913

Sekil 26. SOD genine ait qPZR primer ¢iftinin standart egrisi.

GPX geninin primer ciftine ait standart egride R? degeri 0,9836 olarak hesaplanmustir

ve ¢izilen standart egri dogrusaldir. Elde edilen egrinin egimi -3,421’dir ve bu egim degeri

kullanilarak verimlilik hesab1 yapildiginda, bu primere ait qPZR ¢aligmalarinin %96,0

verimlilikle calistig1 belirlenmistir (Sekil 27). Sonug olarak, bu primer ¢iftini GPX gen

anlatimi ¢calismalarinda kullanmak giivenilirdir.
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C
Diliisyonlar | Temsili Kopya Sayis1 | Log | Sulandirma Katsayisi = 10
Degerleri
1. 1000000 6 |24.66 Sulandirma Sayis1 = 6
2. 100000 5 |[28.75
3. 10000 4 13290 Hedef = GPX
4. 1000 3 |34.48 Sample = cDNA
5. 100 2 [38.90 Egim = -3.421
6. 10 1 Verimlilik (%) = !
qgPZR Verimi
45
40
35
30
5
T 25
£
T 20
S
15 y =-3.421x + 45.622
R? = 0.9836
10
5
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Log Sulandirma

Sekil 27. GPX genine ait qPZR primer ¢iftinin standart egrisi.

Primer verimlilikleri belirlendikten sonra tiim primerlere ait erime egrisi analizleri
incelenmis ve elde edilen sonuglara gore bu primerler ile tek bir iiriin ¢ogaldigi tespit
edilmistir (Sekil 28). Primer verimlilikleri ve erime egrisi analizlerinin sonuglarina gére gen
anlatimi ¢aligmast igin secilen tiim primerlerin qPZR c¢alismalar1 i¢in kullanilabilecegi

belirlenmistir.
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Sekil 28. Primerlerin erime egrisi analizleri.

4.6.4. Ger¢cek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPZR) ile
Tlgili Bulgular

CAT Gen Anlatimn ile Tlgili Bulgular

Deney gruplarinin CAT gen anlatimi iizerine olan etkisi istatistiksel olarak énemli
bulunmustur (P<0,05). CAT gen anlatimi ile ilgili sonuglar kontrole kiyasla, DS

uygulamasinin gen anlatimini %11 arttirdigini gostermektedir (Sekil 29).

79



CAT Gen Anlatim1 Duman Suyu
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3. Saat 6. Saat 9. Saat
mK mDS mNaCl DS+NacCl
CAT Gen Anlatimi Karrikin
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3. Saat 6. Saat 9. Saat

EK EKAR1 mNacCl KAR1+NaCl

Sekil 29. CAT qPZR anlatim sonucu. K: Kontrol (0. saat), DS: Duman suyu (0. saat), KAR1:
Karrikin (0. saat).

Tuz uygulamasmin 3. ve 6. saatlerinde kontrole kiyasla gen anlatiminda sirasiyla
%16 ve %10 azalma oldugu, 9. saatinde ise %2 artma oldugu belirlenmistir. DS ve KARI
gruplarina tuz uygulandiginda gen anlatiminda artis oldugu saptanmistir. DS grubunda 6. ve
9. saatlerde kontrole kiyasla gen anlatiminda sirasiyla %11 ve %15 artis oldugu
belirlenmistir. KAR1 grubunda ise 3., 6. ve 9. saatlerde kontrole kiyasla gen anlatiminda

strastyla %20, %18 ve %14 artis oldugu belirlenmistir.

Grafiklerden de anlasilacagi gibi tek basmma DS uygulamast KARI gore gen
anlatiminin artisinda daha fazla etkili olmustur. DS ve KAR1 gruplarina tuz uygulandiginda,
KARI grubunun DS grubuna gore gen anlatiminda daha etkili oldugu anlasilmaktadir. DS

80



grubu 9. saatte daha fazla etki gosterirken KAR1 grubu ise stresin ilk basamagi olan 3.
saatten itibaren etkisini gostermeye basladigi goriilmektedir. Sonu¢ olarak CAT gen
anlaiminda DS ve KAR1 gruplarina tuz uygulandiginda, KAR1 uygulamasinin DS

uygulamasina gore daha etkili oldugu belirlenmistir.

SOD Gen Anlatimu ile Tlgili Sonuclar

Deney gruplarinin SOD gen anlatimi iizerine olan etkisi istatistiksel olarak dnemli
bulunmustur (P<0,05). SOD gen anlatimi ile ilgili sonuglar kontrole kiyasla, DS

uygulamasinin gen anlatimini %5 arttirdigini géstermektedir (Sekil 30).

SOD Gen Anlatim1 Duman Suyu
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3. Saat 6. Saat 9. Saat
EK mDS mNaCl mDS+NaCl
SOD Gen Anlatimi Karrikin
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b a

1.20 - I g c 4 d be i
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0.20
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3. Saat 6. Saat 9. Saat

EK EKAR1 mNacCl KAR1+NaCl

Sekil 30. SOD gPZR anlatim sonucu. K: Kontrol (0. saat), DS: Duman suyu (0. saat), KAR1:
Karrikin (0. saat).
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Tuz uygulamasinin 3. ve 6. saatlerinde kontrole kiyasla gen anlatiminda sirasiyla
%18 ve %5 azalma oldugu, 9. saatinde ise %6 artma oldugu belirlenmistir. DS ve KARI
gruplarina tuz uygulandiginda gen anlatiminda artis oldugu saptanmistir. DS grubunda 3. 6.
ve 9. saatlerde kontrole kiyasla gen anlatiminda sirasiyla %8, %8 ve %14 artis oldugu
belirlenmistir. KAR1 grubunda ise 3., 6. ve 9. saatlerde kontrole kiyasla gen anlatiminda

sirastyla %8, %4 ve %13 artis oldugu belirlenmistir.

Grafiklere bakildiginda tek basina DS ve KAR1 uygulamalar1 gen anlatiminda ¢ok
fazla etkili olmadig1 goriilmektedir. DS ve KAR1 gruplarina tuz uygulandiginda her ikisi de
benzer sonuglar gostererek uygulamanin 9. saatinde daha etkili oldugu goriilmektedir. Sonug
olarak SOD gen anlatim1 i¢in DS ve KARI1 gruplarina tuz uygulandiginda esit etki gosterdigi

belirlenmistir.

GPX Gen Anlatimu ile Tlgili Sonuclar

Deney gruplarinin GPX gen anlatimi iizerine olan etkisi istatistiksel olarak énemli
bulunmustur (P<0,05). GPX gen anlatimi ile ilgili sonuglar kontrole kiyasla, DS

uygulamasinda gen anlatimint %3 arttirdigini géstermektedir (Sekil 31).
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GPX Gen Anlatimi Duman Suyu
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Sekil 31. GPX qPZR anlatim sonucu. K: Kontrol (0. saat), DS: Duman suyu (0. saat), KAR1:
Karrikin (0. saat).

Tuz uygulamasinin 3. saatinde kontrole kiyasla %8 azalma, 6. ve 9. saatlerinde
kontrole kiyasla gen anlatiminda sirasiyla %5 ve %3 artis oldugu belirlenmistir. DS ve
KAR1 gruplarina tuz uygulandiginda gen anlatiminda artis oldugu saptanmistir. DS
grubunda 3. 6. ve 9. saatlerde kontrole kiyasla gen anlatiminda sirasiyla %8, %12 ve %17
artis oldugu belirlenmistir. KAR1 grubunda ise 3., 6. ve 9. saatlerde kontrole kiyasla gen

anlatiminda sirastyla %14, %11 ve %15 artis oldugu belirlenmistir.

Grafiklere bakildiginda tek basina DS uygulamasi KAR1 gore gen anlatiminin
artisinda daha fazla etkili olmustur. DS ve KAR1 gruplarina tuz uygulandiginda her ikisinin
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de 9. saatte daha etkili oldugu goriilmektedir. Sonu¢ olarak GPX gen anlatiminda DS ve

KARI gruplarina tuz uygulandiginda benzer sonuglar gosterdigi belirlenmistir.

4.7. Biyokimyasal Analiz ile ilgili Bulgular

4.7.1. Lipit Peroksidasyon Miktar1

Deney gruplarimin lipit peroksidasyon miktari iizerine olan etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (P<0,05). Tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS), lipid
peroksidasyonunun bir yan iriiniidiir ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin pargalanmasi
sonucu olusan son {irlin olan malondialdehiti (MDA) 6lger. TBARS seviyesinde kontrole
kiyasla DS uygulamasinda %6 azalma, KAR1 uygulamasinda ise %2 artma meydana
gelmistir (Sekil 32).

84



Lipit Peroksidasyon Duman Suyu
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Sekil 32. Duman suyu ve karrikinin lipit peroksidayonu tizerine etkileri. K: Kontrol (0. saat),
DS: Duman suyu (0. saat), KARL1: Karrikin (0. saat).

Tuz uygulamasinin 3. 6. ve 9. saatlerinde siras1 ile kontrole kiyasla hiicrelerde %13,
%39 ve %52 TBARS seviyesinin arttig1 goriilmektedir, bu da hiicresel membran hasarinin
tuz stresinin bir sonucu oldugunu gostermektedir. DS ve KARI1 gruplarina tuz
uygulandiginda TBARS seviyesinde azalma oldugu saptanmistir. DS grubunda 3. 6. ve 9.
saatlerde kontrole kiyasla TBARS seviyesinde sirasiyla %24, %52 ve %96 azalma oldugu
belirlenmistir. KAR1 grubunda ise 3., 6. ve 9. saatlerde kontrole kiyasla TBARS seviyesinde
sirastyla %36, %62 ve %67 azalma oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar DS’nin ve KAR1’in
tuz stresinin neden oldugu hiicresel membran hasarimi iyilestirme kabiliyetine sahip
oldugunu gostermektedir. Fakat DS nin KAR1’e gore daha etkili bir iyilestirme gosterdigi

sonuglardan anlagilmaktadir.
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Grafiklere bakildiginda tuzluluga maruz kalma siiresi arttik¢a bitkinin tuzluluk
stresinden etkilendigi ve TBARS seviyesinde artis oldugu saptanmistir. Tuzluluk stresi
altindaki bitkiye DS ve KARI uygulamasi ile TBARS seviyesinde azalma oldugu
gbzlenmistir. TBARS seviyesindeki bu azalma ile DS ve KAR1 uygulamalarimin oksidatif

hasar etkili bir sekilde iyilestirdigine isaret etmektedir.

4.8. Tartisma

Avustralya, Giiney Afrika ve Kuzey Amerika'da her yil genis orman yanginlari
cikmaktadir ve bu yanginlarin ardindan bazi bitki tiirleri hizla ¢imlenir, biiytir, ¢cigek acar ve
yeni bitkiler {iretirler. Bu, bazi bitki tiirleri i¢in hayatta kalma stratejilerinden bir tanesidir
(Flematti vd., 2015). 1990'da yayinlanan bir ¢alisma, yanan bitkilerden elde edilen dumanin,
tohumlarin ¢imlenmesini tesvik edebilecegini gostermistir (De Lange ve Boucher, 1990). O
zamandan beri, yanmis kagittan ¢ikan dumanin ve hatta 1sitilmis agar veya seliilozdan
hazirlanan ekstraktlarin bile ¢imlenmeyi uyarabildigi gosterilmistir (Jiger vd., 1996). Daha
sonra yapilan ¢alismalar sonucunda ¢imlenmeyi uyaran bu maddenin dumanin igerigindeki
KAR1 oldugu tespit edilmistir (Flematti vd., 2004). DS’nin igerigindeki KAR1 miktarimnin
yakilan materyale, yakma sicakligina, yakma stiresine ve yakilan materyalin miktarina bagl
olarak degisebilecegini diisiinmekteyiz. Yapilan calismalarin ¢cogunda yakilan materyal
olarak T. triandra Forssk, Heteropogon contortus Beauv. ex Roemer ve J. A. Schultes,
Tristachya leucothrix Trin. ex Nees, Hyparrhenia hirta (L.) Staph, Aristida junciformis Trin.
ve Rupr, Cymbopogon validus Stapf ex Burtt Davy, Cynodon dactylon (L.) Pers. gibi orman
zemini vejetasyonu, Eucalyptus lanceolatus Labill., Eucalyptus camaldulensis Dehnh.,
Saraca asoca (Roxb.) Willd., Morus alba L., Ficus religiosa (L.) Forssk, Passerina vulgaris
Meisn. gibi ¢ali ve agac formundaki bitkilerin yaprak ve odun kisimlari, saman, kentsel atik
bitki materyalleri, kagit, seker kamisi, seliiloz, glukoz, ksiloz ve glisin gibi sentetik iiriinler
kullanilmustir (Flematti vd., 2009, 2011; Gupta vd., 2019; Hrdlicka vd., 2019; Kochanek vd.,
2016; Shabir vd., 2021). Arastirmada yakilan materyal olarak yonca samani kullanilmustir.
Samanin igeriginde %30-40 aras1 seliiloz, %20-30 arasi ise ksiloz bulunmaktadir (Artik vd.,
1993; Yiiksel, 2017). Yapilan bir caligmaya gore sentetik seliiloz, glukoz, ksiloz ve glisin
yakilmis ve igerigindeki KAR miktarina bakilmistir. Sonu¢ olarak sirasi ile en fazla
ksiloz+glisin>ksiloz>seliiloz>glukoz igerisinde KAR bulunmustur (Flematti vd., 2011).

Literatiire gore, bitkisel materyalin 180-200 °C sicaklikta 30 dk. yakilmasi durumunda
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cimlenmeyi tesvik edecek olan maddelerin agiga ¢ikmasi i¢in yeterli olacagi
diistiniilmektedir (Flematti vd., 2015). Yapilan caligmalara gore genel olarak yakma sicakligi
ve siiresi 180-200 °C 10-30 dk. arasi1 kullanilirken (Brown ve Van Staden, 1997; Catav vd.,
2018a; Catav vd., 2018b; Downes vd., 2013; Shabir vd., 2021; Van Staden vd., 2004), baska
bir ¢alismada ise 450-730 °C 2-40 dk. (Kochanek vd., 2016) gibi ¢ok yiiksek sicaklik
kullanilmigtir. Arastirmada ise 275 °C 60 dk. boyunca bitkisel materyal yakilmistir. HPLC
calismasi literatiir ile karsilastirildiginda, elde etmis oldugumuz DS’de daha fazla KAR1
maddesi oldugunu ortaya koymaktadir (Tablo 19). Bununda yakmis oldugumuz materyalden
(yonca samani), yakma sicakligindan, yakma siiresinden ve yakilan materyalin miktarindan
kaynakl1 olabilecegini diigiinmekteyiz. Ayrica dumanin ¢dziildiigii nuge erleninin altina buz
akiisii koyarak, gazlarin suda daha hizli ve etkili ¢oziinmesinin saglanmasi1 da DS’de daha

fazla KAR1 maddesinin tutundugunu gostermektedir.

Literatiir verilerine bakildiginda bu arastirmadaki gibi 1:1 oraninda maddenin
yakildig1 ¢alismada (Gupta vd., 2019) elde edilen KAR1 miktar1 bu arastirmaya en yakin
sonu¢ oldugu goriilmektedir. Diger ¢alismalarda oransal olarak daha fazla madde yakilsa
bile elde edilen KAR1 miktar1 ¢cok diisiik olmustur. Kochanek vd., 2016’nin yapmis oldugu
caligmaya gore, KAR1 maddesinin yogun olmasi i¢in, yavas, diisiik sicaklik altinda ve biiyiik
hammadde miktarlartyla olabilecegi diistiniilmektedir. Bunun aksine hizli, daha yiiksek
sicaklik altinda veya kii¢iik hammadde miktarinda KAR 1 maddesinin daha ¢abuk tiiketildigi
ve bozuldugu, etkili bir sekilde olusmadig1 ve dolayisiyla bu kosullar altinda iiretilen DS

karisimlarinda yalnizea diisiik konsantrasyonlarda mevcut oldugu tahmin edilmektedir.
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Tablo 19

Literatiir ve bu calismada elde edilen verilerin karsilagtiriimasi

] % 1 B P
DS de.kl KARI1 Bu ¢alisma:Literatiir Sicaklik (°C) Siire (dk.) Yakilan materyal Yakllz‘m madde
miktari orani miktari
Bu calismanin verileri 8,70398 ng ulL 275 60 Medicago sativa 1kg/lL
Themeda triandra,
Heteropogon
contortus,
1,71148 + 2300 ng Eiﬁﬂ;ﬁ’f
-1 . 1
ns (2_012? yili 51 Hyparrhenia hirta, 26 kg/26 L
verileri) S
Aristida
Gupta vd., 2019 Bitki materyali kiil olana kadar yakilmustir. é;:ﬁg?;%‘gh
validus
0,00123 £3,2 ng Fynbos (Giiney
uL1 (1993 yili 7076:1 Afrika bitki Grtiisii)
verileri) yapraklari
0,00488 + 1,4 ng Passerina vulgaris Shesoomt
-1 . [l
uL™ (1998 yih 1784:1 Themeda triandra
verileri)
Referanslar Fynbos (Guney
0,00176 + 4,3 ng 4945:1 Afrika bitki Srtiisii)
puL
yapraklari
0,00488 = 1,4 ng 17841 Passerina vulgaris, 5 kg/500 mL
uLt ) Themeda triandra
0’00943511’5 ne 917:1 - 45 Themeda triandra
Hrdli¢ka vd., 2019
0'0014:;10'4 e 6173:1 Themeda triandra 10 kg/500 mL
Fynbos (Gliney
0.011 17:_13 ;7 ng 779:1 Afrika bitki ortiisii) 5 kg/500 mL
K yapraklari
0,01525+7,9 ng ) o e Ticari duman suyu marka model
Lt 571:1 Bitki materyali kiil olana kadar yakilmustir. belirtilmenis
Kochanek vd., 2016 | 0,069 + 8,8 ng L. 126:1 590 28-29 P ‘“’htslililfgil)("d““ 250 kg/20 L

Literatiire gére bu ¢alismada elde edilen KAR1 oranlar1.
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Kayist bir bahge bitkisi oldugundan dolay1 siirgiinleri, nodal tomurcuklari,
embriyolar1 ve tohumlari gibi eksplant kisimlar1 hem distan hem de igten gelen bakteriyel ve
fungal birtakim mikroorganizmalarin yasayip barmabilecegi uygun yerlerdir. In vitro ya da
in vivo ¢alismalarda kayis1 gibi bir meyve agaci ile ¢alisiliyorsa, eksplant kaynagi olarak da
laboratuvar gibi kontrollii kosullar altinda yetistirilen bir bitkiden degil de bahgeden
dogrudan agactan alinmak zorunda ise mutlaka ilk oncelik calisilacak eksplantin yiizey
sterilizasyon optimizasyonunun saglanmasi gerekmektedir. Bu ¢calismada <5 NaOCl iceren
domestos marka sterilant kullanilmistir. Bazi arastirmacilar %10 ve %53 (Axion) NaOCl
igeren ticari sterilantlar kullanmislardir. (Mante vd., 1989; Yildirim, 2006, 2012; Yildirim
vd., 2011a). Yildirim (2006, 2011a, 2012), kayisi tohumunun %5 NaOCl + 15 dk.
uygulamasinin daha iyi sonug verdigini tespit ederken, Mante vd., (1989), ise %0,5 + 12-15
dk. uygulamasinin daha iyi sonu¢ verdigini tespit etmistir. Wang (2011, 2013), kayisi
tohumlarinin 20 dk. boyunca %1°lik NaOCl ve 20 ul Tween-20 uygulamasinin sterilizasyon
icin yeterli olacagini belirtmistir. Arastirmada %20 NaOCl + 15 dk. bekletme siiresinin
kay1s1 tohumlarinin sterilizasyonu i¢in yeterli bir uygulama oldugunu diisiinmekteyiz. Genel
olarak in vivo ve in vitro calismalarin siirdiiriilebilirligi ¢alisilacak materyalin yiizey
sterilizasyonu optimizasyonuna baglidir. Calisilacak bitki tiirli, ¢esidi ve eksplant tipine
bagli olarak konsantrasyon ve siire farklilik gosterecegi i¢in en uygun yiizey sterilizasyon
tekniklerinin gelistirilmesi ¢ok dnemli bir asamadir. Ornegin; gesitli kayisi ve sert gekirdekli
meyve tiirlerinin farkli eksplant (siirgiin ucu, meristem, tek bogum tomurcuklari, embriyo
ve tohum vb.) tiplerinin yiizey sterilizasyon ¢alismalarinda farkl sterilant, 6n sterilizasyon,
farkl1 konsantrasyon ve bekletme siireleri uygulandigi bilinmektedir. Bazi ¢aligmalarda
kullanilan eksplanta fungusit ya da Tween-20 gibi deterjan bazli materyaller ile 6n
sterilizasyon islemi yapilmis daha sonra normal sterilizasyon siirecine devam edildigi
bildirilmistir. Eksplantin alinacagi bitkinin durumu, bitkinin tiirii ve ¢esidi, materyalin
alinacagi mevsim ve donem gibi etkenlerden dolay1 sterilizasyon uygulamalarinda farklilik

olmasi muhtemeldir.

Kayis1 ya da diger sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin siirgiin, tohum, nodal tomurcuk,
embriyo vb. eksplant kisimlar1 bircok arastirmaci tarafindan in vitro olarak ¢ogaltilmaya
calisiimistir (Abdelsattar vd., 2020; Aktiirk, 2009; Balla ve Brozik, 1996; Carmona ve Petri,
2020; Ghayyad, 2018; Hokanson ve Pooler, 2000; Mante vd., 1989; Schmidt ve Ketzel,
1996; Schulze vd., 2017; Wang vd., 2013; Yildirim, 2006; 2011b; 2012). Arastirma igin
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kayis1 tohumundan ilk olarak in vitro calisma denemeleri kurulmustur. Calismada
kullanilacak olan besiyeri, bitki biiylime diizenleyicisi, konsantrasyonlar ve ortam sartlari
literatiir verilerine gore secilmistir (Mante vd., 1989; Pérez-Tornero vd., 2000; Yildirim,
2006). Fakat galismanin belli bir kismindan sonra ilerleme saglanamamustir. Koklerde
meydana gelen kararma ve kahverengilesmelerden dolayr c¢alisma in vivo olarak
degistirilmistir. Kararma ve kahverengilesmenin, koklerde biriken fenolik bilesiklerden,
hava akisi olmayan magenta kaplarinin kullanilmasindan (magenta kaplarinin {ist kisminda
biriken etilenden kaynakli olarak), aktif karbon kullanilmamasindan (Thomas, 2008) ve
kullanilan MS ortaminin modifiye edilmemesinden (Gentile vd., 2002; Marino vd., 1991,
Marino vd., 1993; Yildirim, 2006) kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ozellikle Rosaceae familyasina ait cofu meyve agacinin tohumlari, dormansinin
kirilmasi i¢in 6n isleme tabi tutulmadikca ya filizlenmemektedir ya da ¢ok diisiik ¢imlenme
oran1 gostermektedir (Kaska, 1970). Kayis1 ¢ekirdegi, sirasiyla tohumun kendisinin ve
endokarpin bilesenlerinin neden oldugu hem endojen hem de eksojen iki farkli dormansiye
sahiptir. [liman bolge meyvelerinde dormansi istenmeyen bir dzelliktir ve tohumlar 6n islem
uygulanmadan ekildiginde diizenli ¢imlenme gostermemektedirler. Bu nedenle katlama
islemi, bitki biiylime diizenleyicisi kullanimi ve asit ile muamele gibi bir takim 6n islemler
dormansinin kirilmasini kolaylastirmaktadir. Optimum katlama i¢in diisiik sicaklik (0—
10°C), yeterli hava akisi, yiiksek nem ve yeterli siire gerekmektedir. Biitiin bu kosullar
saglandig1 taktirde tohumlarin ¢imlenme hizinda bir artis saglanmaktadir (Polat, 2007).
Westwood, (1988), meyve agaci tohumlarinda sogukta katlama isleminin tiirler ve gesitler
arasinda farklilik oldugunu belirtmistir; seftali i¢in 45-100 giin, kayis1 i¢in 60 giin, armut
icin 60-90 giin ve badem i¢in 20-30 giin arasinda degismektedir. Zerdali ve kayis1 tohumlari
tizerinde yapilan onceki ¢alismalar, farkli sonuglar gostermektedir (Kaska, 1970; Kiiden ve
Kaska, 1990), ancak hepsinde katlama isleminin ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin
¢imlenme hizi ve canliligl iizerinde olumlu etkileri oldugunu gostermektedir. Sogukta
katlama islemi i¢in pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Sogukta katlama islemi igin, Szymajda vd.,
(2019), 5 °C derecede 90 giin, Hussein vd., (2020), 5 °C derecede 45 giin, Szymajda vd.,
(2013), 4 °C derecede 70-90 giin, Polat, (2007), 7 °C derecede 45-60 giin, Marin vd.,
(2002), 4 °C derecede 60 giin, Radhi vd., (2013), 5 °C derecede 45 giin, Hakimi, (2019), 4
°C derecede 30 giin, Edizer vd., (2009), 4 °C derecede 105 giin, Cetinbas ve Koyuncu,
(2005), 4 °C derecede 120 giin uygulamalarmin en uygun oldugunu tespit etmislerdir.

90



Aragstirmada tohumlar ilk 6nce kabuklu olarak 4 °C+1°de 12 hafta boyunca sogukta katlama
islemine, daha sonra ise tohumlarin kabuk kismi kirildiktan ve testa kismi soyulduktan sonra
4 °C+1°de bir hafta boyunca sogukta nemli katlama islemine tabi tutularak ¢imlenmeleri
saglanmistir. Bekletme siiresi ve sicakligi literatiir ile karsilastirildiginda en uygun 4 °C+1
derece sicaklikta, 12 hafta ya da daha iistii siirede bekletmenin en uygun optimum kosullar

oldugu diisiiniilmektedir.

Bitki kaynakli duman bilesikleri, tohumlarin duyarliligindaki degisikliklerden
fitohormonlara ve 151k gereksinimlerine, tohum kabugu morfolojisi ve gegirgenlik
ozelliklerine kadar tohumlarda bir¢ok degisiklige neden olmaktadirlar (Chiwocha vd.,
2009). KARI1 birgok tiiriin ¢imlenmesini uyardigindan ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (<1
ppb veya 1 nM) hareket ettiginden, diger fitohormonlarin {iretimini veya metabolizmasini
etkileyerek hareket edebilecegi varsayilmaktadir. Fitohormonlar olan gibberellik asit (GA)
ve absisik asit (ABA), bitki gelisim siireclerinde ve cevresel tepkilerde ¢ogunlukla
antagonistik roller oynayan temel endojen diizenleyiciler olarak yaygin olarak kabul
edilmektedir. GA, birgok tiirde dormansiyi kirarak tohum ¢imlenmesinin desteklenmesinde
onemli bir rol oynarken, ABA tohum dormansisini indiiklemektedir ve uzatmaktadir. DS ve
KARZ1’in GA ve ABA metabolizmasini etkiledigine dair pek ¢ok ¢alisma vardir ( Bewley,
1997; Commander vd., 2009; Daws vd., 2007; Grossmann, 1990; Kucera vd., 2005; Merritt
vd., 2006; Nelson vd., 2009; Stevens vd., 2007; Van Staden vd., 1995). Fakat bu mekanizma
hala tam olarak bilinmemektedir. DS ve KAR’larin tohumlar1 ¢imlendirdigine dair pek ¢ok
calisma mevcuttur ve biitiin ¢alismalar da bu maddelerin ¢imlendirme hizini arttirdigini
gostermektedir (Baxter vd., 1994; Chumpookam vd., 2012; Catav vd., 2012, 2014; 2015;
2018b; Kazanci, 2014; Kochanek vd., 2016; Tavsanoglu, 2011; Tavsanoglu vd., 2017).
KAR’lar dormansiyi kirarak dormant durumda bulunan tohumun ¢imlenmesini tesvik
ederler. Bitki materyalinden elde edilen dumanin (smoke water), Arabidopsis dahil olmak
tizere 80 farkli cinsten 1200 bitki tilirlinlin tohum ¢imlenmesini olumlu yonde etkiledigi
caligmalar sonucunda gosterilmistir (Chiwocha vd., 2009). DS orman yanginlar1 sonucunda
toprak altinda bulunan dormant durumdaki tohumlarin ¢imlenmesini tesvik ederek, yanan
bolgede yeni bir floranin olusmasini uyarir ve ayrica Striga ve Orobanche gibi parazitik
bitkilerin ¢imlenmesini uyardigi ¢esitli ¢alismalar sonucunda rapor edilmistir (De Cuyper
vd., 2017). KAR'ler suda ¢oziiniir maddelerdir. KAR'ler, genellikle 10~° mol L™ nin altinda

olmak {izere ¢ok diisiik konsantrasyonlarda tohum c¢imlenmesini tesvik edici aktiviteye
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sahiptirler (Light vd., 2009; Nelson vd., 2012). Fakat, DS’nin yiiksek konsantrasyonlari
cimlenmeyi engellerken, daha diisiik konsantrasyonlar ¢imlenmeyi tesvik edici bir etkiye
sahip oldugundan, DS’nin ¢imlenme {izerinde “¢ift yonlii diizenleyici” bir etkisi olma
egiliminde oldugu bilinmektedir (Light vd., 2002). Bitki kaynakli dumandan izole edilen bir
bilesik olan 3,4,5-Trimethylfuran-2(5H)-one (2,3,4-trimethylbut-2-enolide) ¢imlenmeyi
inhibe etme aktivitesinden sorumlu oldugu bulunmustur (Light vd., 2010). Bu nedenle,
uyaricl biyolojik aktivitesini en list diizeye cikarmak i¢in, kullanimdan 6nce DS’nin
genellikle bitki tiiriine bagl olarak 1:250, 1:500, 1:1000, 1:1500 ve 1:2000 (v/v) oranlarinda
su ile seyreltilmesi gerekmektedir (Van Staden vd., 2004). Yiiksek konsantrasyonlarda
(1:100 ve daha az seyreltme) DS ¢imlenmeyi engellemektedir. Bununla birlikte, daha diisiik
konsantrasyonlar (1:1000 seyreltme), kontrole kiyasla onemli Ol¢iide ¢imlenmeyi
arttirmaktadir (Light vd., 2002). Literatiir verileri ile uyumlu olarak bu arastirmada kayisi
tohumlar1 i¢in DS konsantrasyonu diistiikge ¢imlenmenin arttigi, KARI1’de ise
konsantrasyon arttikca c¢imlenmenin arttigi gozlenmistir. DS i¢in en iyi ¢imlenme
optimizasyonu 1:1000 konsantrasyonda, KARI1 i¢in ise 1uM konsantrasyonda saglanmaistir.
1:5000 ve 1:10000 DS konsantrasyonlarinda ¢imlenme yiizdesinde azalma gozlenmistir.
Bunun seyreltme orami arttikga igeriginde var olan 3,4,5-Trimethylfuran-2(5H)-one
maddesinin yani sira KAR maddesinin yogunlugunda da azalma oldugu ve ¢cimlenme hizinm
yavaglattigini diisiinmekteyiz. 5 uM ve 10 uM KARI konsantrasyonunda da ¢imlenme
ylzdesinde azalma gozlenmistir. Bunun da konsantrasyon arttik¢a tohum igin toksik etki

yaratarak ¢imlenme hizini yavaslattigini diisiinmekteyiz.

Hem DS hem de KARI1'in diger bitki biliylime diizenleyicileri ile etkilesime girdigi
ve siklikla sitokinin ve oksin benzeri aktiviteler sergiledigine dair varsayimlar mevcuttur
(Chiwocha vd., 2009). Bu fitohormonlar gibi aktiviteler sergiledigi diistiniildiigiinden, KAR
ve DS’nin ¢imlenme sonrasinda, siirgiin ve kok uzunlugunda, fide gelisimi ve uzunlugunda,
yaprak sayisinda, yaprak alaninda, kok ve siirgiin kuru ve yas agirhiginda, gévde kalinliginda
ve meyve sayisinda onemli Ol¢lide artis sagladigi calismalar sonucunda kanitlanmistir
(Baxter vd., 1994; Chumpookam vd., 2012; Catav vd., 2018b; Kazanci, 2014; Kulkarni vd.,
2006; 2007; 2008; Van Staden vd., 2006). Domates, bamya, fasulye ve misir tohumlart ile
yapilan bir ¢alismaya gore DS hem kok hem de siirglin uzunluklarini artirarak fide
bliyiimesini 6nemli 6l¢iide arttirdigi bulunmustur. Sonuglar dumandan tiiretilen bilesigin

cimlenme sonrasinda da uyarici etkiler sergiledigini ve bir bitki bilyiime destekleyicisi olarak
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kullanilabilecegini gostermektedir (Van Staden vd., 2006). Bamya ve domates yapraklarina
uygulanan DS fide biiyiimesini 6nemli 6l¢iide arttirdig: tespit edilmistir. Bamya fidelerinin
DS ile muamele edilmesi, silirgiin/kdk uzunlugunda, siirgiin taze/kuru agirliginda, yaprak
sayisinda, toplam yaprak alaninda ve gdvde kalinliginda 6nemli bir artis gosterdigi
bulunmustur. Boylelikle DS’nin yapraklara uygulanmasinin, sebze mahsullerinin fide
biiytimesini arttirmak i¢in faydali ve ucuz bir teknik olabilecegi diisiiniilmektedir (Kulkarni
vd., 2007). Bu arastirmanin sonuglar1 degerlendirildiginde KAR1 ve DS siirgiin, kok ve
govde uzunlugunda bir artisa neden olmustur. Yapilan korelasyon matrisi verilerine gore
govde uzunlugu ve kok uzunlugu arasinda, gévde uzunlugu ve yaprak alani arasinda pozitif
korelasyon vardir. Ayrica kok uzunlugu ve yaprak alani arasinda da pozitif korelasyon
oldugunu korelasyon matrisi gostermektedir. Literatiir verileri ile uyumlu olarak DS ve
KARI1 govde ve kok uzunluguna ve ayrica yaprak alanina daha etkili olmustur. Fakat
korelasyon matrisi verilerine gore yaprak sayisi ve govde ¢api istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir ve literatiir verilerinin aksine bu ¢aligmada yaprak sayis1 ve govde capina DS
ve KARY’in etkinligi bulunmamistir. Cimlenme sonuglariin aksine morfolojik verilerde DS
i¢in en iyi konsantrasyon 1:100 olmustur. Bunun viyollerdeki topraklarin Hoagland ¢ozeltisi
ile sulandiginda topraktaki DS konsantrasyonunun azaldigi ve dolayisi ile i¢erigindeki KAR
konsantrasyonunun da azalmasindan kaynakli olabilecegini diisiinmekteyiz. Ciinkii dogada
KAR’lar yagmurla yikanabilir ve kumlu topraklarda nispeten hizli bir sekilde ayrisabilirler,
bu nedenle konsantrasyonlari siirekli olarak diismektedir (Flematti vd., 2015).

Bitkilerden elde edilmis dumanin bitki gelisimi iizerine olumlu etki gosterdigine dair
pek cok caligma mevcuttur. DS ve igeriginde yapilan ¢aligmalar sonucunda var oldugu tespit
edilen KAR (Flematti vd., 2004) dormansiyi kirarak tohum ¢imlenmesini (Chiwocha vd.,
2009; Catav vd., 2018b; De Cuyper vd., 2017; Kazanci, 2014), yan kok gelisimini (De
Cuyper vd., 2017; Kulkarni vd., 2006; Van Staden vd., 2006), siirgiin gelisimini (Nelson vd.,
2012), fide de boyca uzamay1 (Kulkarni vd., 2007; Van Staden vd., 2006) tesvik etmektedir.
KAR’lar bitki sistemi tarafindan, oksidatif stres, kuraklik, diisiik 1s1k yogunluklari, yiiksek
sicaklik, tuzluluk, diisik ozmotik potansiyel gibi abiyotik faktorlerin farklh
kombinasyonlarina karsi koruma saglamak icin kullanildiklarina dair pek ¢ok c¢aligma
mevcuttur (Banerjee vd., 2019; Ghebrehiwot vd., 2008; Jamil vd., 2014). Tuzluluk, bitkilerin
su alma kabiliyetini kisitlayan ve iyon toksisitesine neden olan abiyotik stres faktorlerinden

bir tanesidir (Munns ve Tester, 2008). Tuz stresinin neden oldugu bu iki kosulun hiicre
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bliylime hizini, yaprak gelisimini, stoma iletkenligini, fotosentezi, iyon dengesini ve
oksidatif homeostazi olumsuz etkiledigi bilinmektedir (AbdElgawad vd., 2016; Jiang ve
Deyholos, 2006; Shabala ve Munns, 2012). Bitkilerin tuzluluga kars: tepkileri fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler seviyelerde meydana gelmektedir. Ornegin, antioksidan
enzimlerin artan aktiviteleri (CAT, SOD, GPX, vb.), tuz stresinin neden oldugu oksidatif
hasarin hafifletilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Krasensky ve Jonak, 2012; Yang
vd., 2011). Bitki dokularinda prolin ve fenolik bilesiklerin birikmesinin de tuzluluga kars1
toleransi iyilestirdigi bildirilmistir (Nxele vd., 2017; Waskiewicz vd., 2013). Tuz stresine
maruz kalma, artan elektrolit sizintisi, prolin igerigi, H202 iiretimi ve MDA birikimi ile
iliskilidir. Yapilan ¢aligmalar tuz stresi altinda bulunan bitkiye DS ya da KAR
uygulamasinin, MDA birikimi ve H20z tiretiminin azaldigin1 gosterirken, prolin birikimini
daha da arttirdigin1 géstermektedir (Catav vd., 2021; Hayat vd., 2022; Shah vd., 2021, 2020;
Sharifi ve Shirani Bidabadi, 2020). Yapilan c¢alismalar ile uyumlu olarak bu ¢alismada
sadece tuz stresine maruz kalan bitkide MDA birikiminin arttig1, tuz stresi altindaki bitkiye
DS ve KAR uygulandiginda ise MDA birikiminde azalma oldugu saptanmistir. Bu sonuglar
DS’nin ve KAR’in tuz stresi altindaki kayis1 bitkisinde ROT'un toksik etkilerini en aza
indirebilecegini gostermektedir. Antioksidan enzimler, biyomolekiilleri ve hiicreleri ROT
kaynakli oksidatif hasara karsi korumada ¢ok onemli bir rol oynar. Bu enzimlerin gen
anlatimmin ve aktivitesinin, zorlu ¢evre kosullarina ve bitki biiyiime diizenleyicilerine
vermis olduklar1 yanitlar bir¢ok bitki tiirlinde degisiklik gosterdigi bilinmektedir (Sharma
vd., 2012; Vardhini ve Anjum, 2015). Arastirmada, DS’nin ve KAR‘in tuzluluk stresine
kars1 cesitli antioksidan enzimlerin (CAT, SOD ve GPX) transkripsiyon seviyeleri
iizerindeki etkileri ayr1 ayr1 arastirilmistir. Onceki calismalarla uyumlu olarak (Catav vd.,
2021; Hayat vd., 2022; Shah vd., 2020; Sharifi ve Shirani, 2020), sonuglarimiz DS ve
KAR’1n tuz stresinde CAT, SOD ve GPX genlerinin ekspresyonunu arttirdigini isaret
etmektedir. Sharifi ve Shirani, (2020)’nin yapmis oldugu caligmaya gore, KAR
uygulamasinin CAT ve SOD enzimlerinin aktivitelerini tuzluluk stresi ile arttirdigt
belirtilmistir. Boylelikle KAR’1n tuzluluk stresine kars1 adaptasyon mekanizmasini harekete
gecirdigi ortaya konmustur. Arastirmanin aksine GPX aktivitesinin ise kontrole kiyasla
azaldig1 belirtilmistir. Hayat vd., (2022)’nin yapmis oldugu c¢alismaya gore, bugday
bitkilerine uygulanan DS’nin SOD, APX ve POX enzimlerinin aktivitelerini arttirdigi
belirtilmistir. Bu arastirmada da kullanilan DS uygulamasinda kontrole goére, SOD

aktivitesinde artis oldugu ve tuz stresinin vermis oldugu hasara karsi bitkinin koruma
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mekanizmasini harekete gegirdigi ortaya konmustur. Catav vd., (2021)’in yapmis oldugu
caligmaya gore, DS uygulamasi ile tuz stresinin Cu/Zn-SOD, Fe-SOD ve Mn-SOD
genlerinin anlatimini arttirdig1 belirtilmistir. Sonug, bu arastirma ve Hayat vd., (2022)’nin
yapmis oldugu c¢alisma ile ortiismektedir. Ayrica yapilan ¢alismaya gore SOD ve APX
aktivitelerinin kontrol fidelerine gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir ve bu enzimleri
kodlayan genlerin asir1 anlatiminin, tuz toleransini iyilestirmede ¢ok dnemli bir rolii oldugu
one siiriilmiistiir. Ayrica yapilan ¢alisma ile tuz deney grubunda CAT geninin anlatiminda
azalmaya yol agmasina ragmen, CAT aktivitesini degistirmedigi gosterilmistir. Bu bulgu
aragtirma ile uyumlu olarak yapmis oldugumuz c¢alismada da tuz grubu kontrole gore
anlattminda azalma meydana geldigi gozlenmistir. Diger literatiir ve bu arastirma
caligmasindaki veriler ile Shah vd., (2020, 2021)’nin yapmis oldugu ¢aligmanin sonuglari
uyumlu olarak, tuzluluk stresi altinda KARI1 ile muamele edilmis bugday fidelerinde SOD,
CAT, POX ve APX'in gen anlatimlar1 6nemli 6l¢iide daha yiiksek bulunmustur. Literatiir
verileri de dogrulamaktadir ki, DS ve KAR tuzluluk stresine karsi antioksidan enzimlerin
aktivitesini ve gen anlatimmi arttirmaktadir. KAR’larin endojen H202 iiretimini, MDA
birikimini ve prolin birikimini kontrol edebilecegi, elektrolit sizintisin1 6nleyebilecegi ve

abiyotik stresler altinda membran biitlinliigiinii iyilestirebilecegi goriilmektedir.
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BESINCIi BOLUM
SONUC VE ONERILER

Duman suyunun tohum ¢imlenmesi, fide bilylimesi, siirgiin ve kok gelisimi, abiyotik
stres faktorleri lizerindeki etkisi, farkli ortamlarda yetisen ¢ok sayida bitki tiiriinde kapsamli
bir sekilde incelenmistir. Bu caligmalarin sonuglari, konsantrasyona ve maruz kalma
stiresine bagli olarak dumanin bitki biiyiimesi ve gelisimi lizerinde tesvik edici etkisi
oldugunu gostermektedir. Dumanin uyarici aktivitesi esas olarak iki halka yapisindan olusan
bir bilesik ailesi olan karrikinlerden (KAR1-KARG6) kaynaklanmaktadir. Ayrica DS yiiksek
konsantrasyonlarda karrikinolide (KARI1) karsi antagonistik bir etki gosteren 3,4,5-
trimetilfuran-2(5H)-one,  5,5-dimetilfuran-2(5H)-one ve 5-etilfuran-2(5H)-one  gibi
bilesikler igerir. Ek olarak, katekol ve gliseronitril (bir siyanohidrin) gibi bazi duman
kimyasallarinin ¢imlenme ve fide biiylimesi tizerinde ¢ift fazli doza bagl bir etki sergiledigi
bilinmektedir (Baldwin vd., 1994; Catav vd., 2018a; Daws vd., 2007; Downes vd., 2013;
Flematti vd., 2015; Van Staden vd., 2006). Arastirmada 1 kg yonca samani, 275°C sicaklikta
60 dk. boyunca kiil olana kadar yakilarak 1 L su igerisinde ¢dziinmesi saglanmis ve DS elde
edilmistir. Arastirmada gelistirdigimiz yontem sayesinde DS’nin icerisinde literatiire gore
daha yogun KAR1 ( 8,70398 ng/ul ) maddesi elde edilmistir. Ayrica dumanin ¢6ziindiigi su
dolu nuge erleninin altina buz akiisii konmasinin, dumanin su igerisindeki ¢ozinirligini
arttirdig1 ve su igerisinde daha fazla KAR1 maddesinin tutunmasini sagladigi sonucuna

varilmistir.

Kayis1 (P. armeniaca ) bitkisi hem sofralik hem de kurutmalik olarak kullanilabilen
ticari oneme sahip bir tarim triniidiir ve Tiirkiye kayist iiretimi konusunda diinyada 6nde
gelen iilkelerden biridir. DS ve KAR, bir¢ok bitkide calisilmis olsa da agag tiirleri lizerine
yapilan ¢alismalar hi¢ yoktur. Literatiirde kayis1 bitkisi ve DS-KAR iliskisi hakkinda bir
yaym bulunmamaktadir ve bu ¢alisma liiteratiirde bir ilk olacaktir. Arastirma Tiirkiye’de
sofralik kayist olarak kullanilan Salak kayist ¢esidinin tohumlart DS ve KARL1 ile
cimlendirilmis ve ¢imlenen tohumlar topraga aktarilarak morfolojik olarak gelisimleri
degerlendirilmistir. Cimlenme yoniinden elde edilen sonuglar DS ve KAR1 literatiir verileri
ile paralel olarak ¢imlenmeye konsantrasyona bagli olarak katkida bulundugu belirlenmistir.
Arastirmada DS konsantrasyonu azaldik¢a ¢imlenmenin arttigi, KAR1 konsantrasyonu

arttikca ¢imlenmenin arttigi bulunmustur. DS ve KARL ¢imlenme sonrasinda bitkinin
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gelisiminde O6nemli derecede katkida bulundugu literatlir verileri ile kamitlanmistir.
Arastirmada KAR1 ve DS siirgiin, kdk ve gévde uzunlugunda bir artisa neden olmasina
ragmen, literatiir verileri ile kiyaslandiginda yaprak sayisi, govde ¢ap1 ve yaprak alaninda

diger galismalarin aksine anlamli bir sonu¢ bulunamadig tespit edilmistir.

Kayis1 tuzluluk stresi bakimindan hassas bitkiler grubuna girmektedir. Igdir Ovasi
toprak oOzelligi bakimindan tuzlu toprak kategorisine girmektedir. Calismada tuz
konsantrasyonunu belirlemek i¢in kayisi toplanan agaglarin ¢evresinden 6rnekler alinip EC
degerlerine bakilmistir. Laboratuvar ortaminda steril torf-perlit iceren topraklara 50 ve 100
mM tuz uygulanip EC degerleri 6l¢ililmiis ve arazideki toprak EC degeri ile kiyaslanip tuz
konsantrasyonuna karar verilmistir. Bu ¢alismada topraga aktarilan tohumlar morfolojik
olarak degerlendirildikten sonra 100 mM tuz uygulamasi yapilmistir. Uygulamadan sonra
gen anlatimi ¢alismasi i¢in doku 6rnekleri toplanmis ve sivi azotta dondurulmustur. DS ve
KARZ’in ¢imlenme ve morfolojik yonden bitki gelisimine katkida bulunduklar1 pek ¢ok
calisma ile kanitlanmis olmasina ragmen, abiyotik stres faktorlerinde toleransi arttirdigina
dair ¢cok az galisma mevcuttur. Arastirmada DS ve KAR1’in antioksidan enzimlerin (CAT,
SOD ve GPX) transkripsiyon seviyelerini arttirarak ve lipit peroksidasyon (MDA ) miktarini

ise azaltarak ROT un zararl etkilerine kars1 bitkiyi korudugu kanitlanmistir.

DS tarimda, bahgecilikte ve laboratuvar ¢alismalarinda kullanim potansiyeli olan
elde etmesi ucuz ve basit, uzun yillar saklanip kullanilabilinecek bir maddedir. Bir ¢ok
calismada bitkiler {izerinde bitki biiyliime diizenleyicisi gibi rol aldig1 i¢in ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile tohum ¢imlenmesini, siirgiin, kok, bitki biiylimesini destekleyen
ekonomik bir maddedir. Ticari olarak temin edilebilen bitki biiylime diizenleyicileri
(giberellik asit, oksin, sitokinin, absisik asit, strigolakton vb.) hem ¢ok pahalidir, hem uzun
siire saklanamazlar hem de 1stya kars1 hassastirlar. Boylelikle bu ¢alismada tasarlanan DS
hazirlama sistemi ile diger bitki biiylime diizenleyicilerinden daha diisiik maliyetli, elde
edilme yontemi basit, ¢ok daha fazla miktarda iiretilen, ¢cok yiiksek konsantrasyonlarda, 1s1ya
dayanikli, uzun yillar saklanabilen ve kullanilabilen DS elde edilebilmektedir. Diger
kullanilan sistemlerden farkli olarak bu calismada, yanma sicakliginin ve siiresinin
ayarlanabiliyor olmas: da daha kontrollii ve etkin performans saglamaktadir. DS potansiyel
olarak bitki doku kiiltiirii, molekiiler biyoloji, bitki fizyolojisi, bitki koruma, tarla ve bahge

bitkilerinde kullanilabilmektedir. Bundan sonra yapilmasi planlanan bilimsel arastirmalarda,

97



DS eldesi icin daha farkli ve cesitli bitki tiirlerinin yakim i¢in kullanilmasi, biiyiik dl¢ekli
tiretimin yapilmasi, ¢imlenme ve morfolojik gelisim i¢in daha ¢esitli bitki ve agac
formundaki bitkilerin kullanilmasi, bitkiye farkli abiyotik stres faktorleri (oksidatif stres,
kuraklik, diistik 151k yogunluklari, yiiksek sicaklik, diisiik ozmotik potansiyel vs.) uygulanip
hem gen anlatim1 seviyesinde hem de biyokimyasal olarak ¢esitli antioksidan enzim (APX,
GR, POX, DHAR, MDHAR, GOPX ve GST vb.) aktivitelerine bakilmasi ve bunun yaninda

prolin, H202 ve MDA seviyelerine bakilmasi yararli olacaktir.

Diinyanin milyarlarca yillik gegmisinde tiim canlilik mucizevi molekiil olan klorofil
pigmenti lizerine kurulmustur. Bu molekiile sahip canlilar tarafindan iiretilen besin
molekiilleri, glinlimiize kadar tiim canliligin mimar1 olmustur. Canlilar diinya tarihi boyunca
sayllamayacak kadar ¢cok felakete maruz kalmis, milyonlarca tiir yok olmus, milyonlarca tiir
ortaya ¢ikmistir. Canlilar sadece kendi tiirleri ile degil, ¢cevresinde yasamini siirdiiren diger
tim canlilar ve gevresel etmenler ile ekosistemi olusturmaktadir. Bu ekosistemde her bir
canli, cevresinden gelen sinyallere gore yasam dongiisiinii sekillendirmektedir. Diinya tarihi
boyunca ¢esitli nedenler sonucunda (volkanik aktiviteler, meteoroitler, dogal yanginlar v.b.)
gergeklesen biiyiik yanginlar sonucunda bile bitkiler giiniimiize kadar yasamlarini devam
ettirebilmiglerdir. Yangimn bitkiler i¢in bir son degil yeniden baglangicin bir isaretidir.
Onlarca yildir toprak altinda biriktirmis olduklari tohum bankalar1 sayesinde, yangindan
sonra olusan dumanin yagmur sular1 ile yikanmasi sonucunda tohumlar uzun uykularindan
uyanip filizlenerek dogaya tekrardan hayat vermektedir. Doganin bu 6zelliginden dolay1
dogal ya da insan eli ile ¢ikan yanginlarda, yanmis bolgeye tekrardan agaglandirma ¢alismasi
yapmak yerine doganin tekrardan uyanisini izlemek dogru bir tercih olacaktir. Bu
aragtirmaya da konu olan duman suyunun i¢inde bulunan onlarca molekiilden biri olan
karrikinlerin bitkiler ile olan etkilesimi, birlikte evrimlesmenin en yaygin ve Onemli
orneklerinden biridir. Aragtirmada elde edilen veriler, bu etkilesimin 6nemini tekrar ortaya
koyarken, karrikin maddesinin yeni bir 6zelligi olan tuzluluk stresine kars1 bitkilerin koruma
mekanizmasina yardimci olmasi yine bu ¢alisma ile ilk defa ortaya ¢ikarilmistir. Elde edilen
verilerin bitkilerin ¢evreleri ile olan etkilesimi, ¢imlenme fizyolojisi, abiyotik strese karsi
bitkilerin korunmasinda yeni ve daha etkin molekiillerin kesfi konularinda bilim diinyasina

onemli katkilar saglayacagini diisiinmekteyiz.
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