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Bu yuksek lisans ¢alismasinda farkli bitki biyume diizenleyicilerinin etkileri
ve farkli konsantrasyonlardaki tuzun Brassica napus L. (kanola)’nin gelisimi
uzerinde olusturdugu stres embriyo kultlrd teknigi kullanilarak incelenmistir. En
iyi gelisim bir sitokinin olan Kinetin ile elde edilmistir. a-NAA, IAA ve
gibberellik asit govde gelisimini arttirmis fakat kok gelisimi tzerinde yeterli etki
gosterememistir. Sentetik bir oksin olan 2,4-D en az etki gosteren buyime
duzenleyicisi olmus, hatta gelisimi olumsuz yonde etkilemistir. Yiksek
konsantrasyonlardaki tuzun kanola Uzerinde stres olusturdugu, gelisimi
yavaglattigl fakat engellemedigi saptanmistir. Kanolanin tuz stresine Kkarsl
toleransh oldugu ve ortamda bulunan disuk konsantrasyondaki tuzun kanolanin

gelisimini olumlu yonde etkiledigi bulunmustur.
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In this master of science thesis study, the effects of different plant growth
regulators and the stress caused by different salt concentrations on the growth of
Brassica napus L. (canola) are investigated by using embryo culture technique.
The best growth is obtained with Kinetin which is a kind of cytokinin. a-NAA,
IAA and gibberellic acid induced the shoot growth but did not have sufficient
effect on root development. A kind of synthetical auxin, 2,4-D, was the least
effective growth regulator, even it had negative effect on growth. It is found that
high concentrations of salt caused stress on canola, decelerated development, but
did not inhibit growth. The study demonstrated that canola is tolerant to salt stress

and low salt concentration positively affects the growth.
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1. GIRIS

Yirminci yuzyilin ikinci yarisina damgasini vuran ve daha simdiden
hayatimiza girmeye baslayan biyoteknolojinin tip, eczacilik, gida, tarim,
hayvancilik, veterinerlik, madencilik, ormancilik, sehircilik, su aritimi vb,
alanlarda yararlari ve yeni kullanim vyerleri her gin artmaktadir. Bilim ve
muihendislik yontemlerini kullanarak ve biyolojik ajanlardan yararlanarak
maddelerden yeni urunler elde etmek, Griinleri degistirmek veya 6zel kullanim
amach mikroorganizmalari gelistirmek amaciyla kullanilan teknolojiler olarak
tanimlanabilen biyoteknolojinin uygulama alanlari icinde en hizli gelisme
potansiyeline sahip olanlarindan  birisi  bitki  biyoteknolojisidir.  Bitki
biyoteknolojisi ise cesitli doku Kkiltiri ve genetik mihendisligi tekniklerini
kullanarak bitkilerin molekiler diizeyde iyilestirilmesini amaglamaktadir.

Dinya nufusu her gecen giin hizla artmaktadir. Normal bir artis hiziyla
2025 yilinda 8,3 milyara ve 2100 yilinda da 11 milyara ulasacagl tahmin
edilmektedir. Buna paralel olarak 21. yizyilin sonunda diinyadaki mevcut
kaynaklar insanlarin gelecekteki ihtiyaclarini karsilamakta yeterli olmayacaktir.
(Babaoglu 2001). Dunya tizerindeki tarim alanlari sinirli oldugu icin bitki islahina
verilen 6nem giderek artmaktadir. Bitki i1slahinin en 6nemli amagclarindan biri
verim ve Kkaliteyi artirmaktir (Algan ve Aygun 2001). Bitki islahi sayesinde
kalturd yapilan bitkilerin verim kabiliyetlerini arttirmak, trtin kalitesini diizeltmek
ve masraflari azaltmak, hastaliklar ve zararlilar nedeniyle olusan Urtin kayiplarini
azaltmak, uygun olmayan cevresel sartlara dayanikli bitkiler elde etmek
mumkaindr.

Dinya nifusunun beslenmesinde en ¢ok kullanilan yaklasik 30 bitki grubu
icinde en onemlileri tahillar, baklagiller, endistri bitkileri, sebzeler ve meyve
agaclaridir. Ancak bugday, celtik, misir ve patatesin tretim miktarlarinin toplami
diger drunlerin toplamindan daha fazladir. Bununla beraber diinya florasinda
yaklasik 250 bin bitki tirtinin bulundugu fakat bunlardan sadece 3000 adedinin
besin degerine sahip oldugu bildirilmektedir (Babaoglu, 2001). Bu nedenle
mevcut bitkileri en iyi sekilde degerlendirmenin yolu bitki 1slahidir.

Bitki biyoteknolojisinin en Onemli uygulama alanlarindan birisi doku

kaltaraduar. Bitki doku kaltlr(; aseptik sartlarda, yapay bir besi yeri ortaminda,



batin bir bitki, hicre (meristematik hicreler, stispansiyon veya kallus hiicreleri),
doku (cesitli bitki kisimlari) veya organ (apikal meristem, kdk vb.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel rtnlerin (metabolitler gibi)
uretilmesidir. Yeni cesit gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik varyabilite
olusturmak doku kultirinin temel amaglari arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki
doku kulttrleri genetiksel iyilestirme calismalarinda énemli bir rol oynamaktadir.
Ayrica kaybolmakta olan tirlerin korunmasinda ve g¢ogaltilmasi zor olan turlerin
uretiminde ¢esitli doku kalttra teknikleri rutin olarak uygulanmaktadir.

Bitki doku kltdrlerinin bitki 1slahindaki uygulama alanlari: somatik hicre
melezlemesi, gen transferi, hastaliksiz bitki elde etmek icin meristem kultlrQ,
mikro gogaltim, sentetik tohum Uretimi, sekonder metabolit dretimi ve ozellikle
siis bitkilerinin elde edilmesinde kullanilan kimeralar seklinde siralanabilir. Doku
kalturd ayrica protoplast izolasyonu, hiicre, doku ve bitki beslenmesi, sitogenetik
calismalar, morfogenesis calismalari ve biyolojik azot fiksasyonu gibi temel
arastirmalarda da kullaniimaktadir.

Doku kultiriinde ovul ve embriyo kilturt, meristem kultlrd, anter ve polen
kaltura, kallus ve hicre kdltird ve protoplast kaltara gibi  teknikler
uygulanmaktadir.

Embriyo kaltirinde en kolay yontem, embriyonun dogal yeri olan
ovaryumda, ya da izole edilmis tohum taslaginda gelisimini saglamaktadir. Eger
tohum taslagl uygun besleyici ortama konursa zigotun olgunlasarak gelismesi
mimkdn olur. Bitki embriyogenezi konusundaki arastirmalar son yillarda izole
embriyolarin aseptik kultirlerde incelenmesi seklinde yapilmaktadir (Palavan-
Unsal 1993).

Kanola (Brassica napus L.) ekonomik 6nemi gittikce artan degerli bir
tarim bitkisidir. Diger adi da kolzadir. Bu cesitler ilkonce Kanada'da islah
edilmesi nedeniyle Kanada ve yag (oil) isimlerinin birlikte kullanilmasi ile kanola
adini almistir (Anonim). Kanola, bitkisel yag kaynagi olarak yagl tohumlu
bitkiler olan aycicegi, soya, pamuk ve yer fistigl arasinda tretim agisindan tgtinci
siraya sahiptir. Dunya'da yilhk tretimi 22 milyon ton civarindadir. Ulkemizde de
bitkisel yag acigini kapatmak amaciyla kanola tariminin yayginlasmasi icin

calismalar yapilmaktadir (Suzer 2001a).



Ulkemizde rapiska, rapitsa, isimleriyle de bilinen kanola, kislik ve yazhk
olmak Uzere iki fizyolojik déneme sahip bir yag bitkisidir. Kanola danesinde
bulunan % 38-50 yag ve % 16-24 protein ile onemli bir yag bitkisidir. Onceden
kolza olarak isimlendirilen cesitlerde bulunan % 45-50 oranindaki insanlar ve
hayvanlar icin toksik olan erisik asit ve glukosinolat igerigi, 1slah ¢alismalari ile
% 0 dlzeyine dusirilerek bitkisel yag ihtiyaci icin Gretime alinmistir (Algan
1990, Shahidi 1990).

Kanola cesitlerinden elde edilen bitkisel yag besin degeri ve igerigi
bakimindan zeytinyagi ve yerfistigi yaginin kalitesine yakin olup, dinya kanola
uretiminin 6nemli bir kismi insan beslenmesinde kullaniimaktadir. Doymus yag
orani oldukca dusuktir (%7), dengeli bir omega-3 ve omega-6 yag asidi
dagihmina sahiptir (Anonim). Bu nedenle margarinlerde kullanilabilmektedir.
Ayrica yaglayicilarda ve plastik sanayinde de kullanimi vardir (Adamsen ve
Coffelt 2005). Kanola tohumlarinda yag cikarildiktan sonra geriye kalan kispe
degerli bir hayvan yemidir. Cicekleri ise aricilik acisindan onemlidir (Atakisi
1991).

Alternatif enerji kaynagi olarak da Kanola yagindan Biyodizel Giretimi son
yillarda hizla artmaktadir. Kanola tohumlarindan soguk presleme ile elde edilen
ham yag metanol ile katalizor esliginde normal basing ve 1sida estere
donustdrdalir. 1 kg tohumdan 450 gr yag ¢cikmaktadir ve metanol ile reaksiyondan
sonra 450 gr biyodizel yakit elde edilebilmektedir (Suzer 2001b).

Tuz stresi gida Grunlerinin Gretimi icin giderek artan bir sorun haline
gelmektedir. Yanlis sulama nedeniyle tarim alanlari giderek tuzlanmakta ve
bitkiler daha fazla tuz maruz kalmaktadir. Tuzluluk tarim, ormancilik ve mera
gelisimi gibi etkinlikleri tehdit etmektedir (Ramoliya ve Pandey 2004).

Bu calismada ¢ok cesitli kullanim alanlarina sahip olan ve 6nemi giderek
artan Kanola bitkisinin doku kudltirti ile Gretiminde hangi bitki blylme
maddelerinin kullanilmasinin uygun olacagi ve farkli tuz konsantrasyonlarinin
kanola bitkisinin gelisimi Uzerinde olusturdugu stres embriyo kultiri teknigi

kullanilarak incelenmistir.



1.1. Embriyonun Yapisi

Dollenmeden sonra olgunlasip gelisen tohum taslagl ve iginde olusan
embriyo tohum denilen yapiyr meydana getirir. Tohumun icerdigi besin maddeleri
onun ¢imlenip fotosentetik olarak etkin bir organizma seklini almasini saglar.
Dollenmeden sonra tohum taslagr ve endosperm biyimesi beraber gider,
endosperm miktarinin birden artisi embriyo kesesinin gelismesi ile paralellik
gosterir. Endosperm miktari en yuksek dizeye ulastiginda embriyo gelismeye
baslar, endosperm surekli azalirken tohum taslagi ve embriyoda birbirine paralel
bir artig goralir.

Dollenmis  yumurta hicresinin  (zigotun) gelismesi ile bitin bitkiyi
olusturma potansiyeline sahip olan embriyo meydana gelir. Embriyo bitkinin
kigik bir yavrusudur. Cimlenmeden sonra embriyo geng¢ bitkiyi verir.
(Karamanoglu 1973). Kapali tohumlu bitkiler cenek (kotiledon) sayisina goére ¢ift
cenekli (Dicotyledonae) ve tek ¢enekli (Monocotyledonae) siniflarina ayrilirlar.
Embriyoda baslica su kisimlar bulunur:

1. Kotiledon veya ¢anak (yapraksi yapr)

2. Plumula (govdeyi verecek olan meristem bdlgesi)

3. Radikula (koki verecek olan meristem bolgesi)

4. Hipokotil (kotiledonlarin alt kismindaki kisa eksen)

5. Epikotil (kotiledon ile plumula arasindaki kisa eksen)

Stspansor proembriyonun radikular ucunda bulunan gegici bir yapidir. Bu
yapl embriyoyu embriyo kesesine baglar ve uygun bir besi ortami olan
endospermin igine dogru iter. Bazi familyalarda endosperm yoktur, embriyo ¢ok
iyi gelismis olan stuspansor emecleri igerir (Akman 1998a).

1.2. Cimlenme
Cimlenme biyolojik anlamda, elverigli kosullarda tohum embriyosundan

normal bir bitki meydana getirebilme yeteneginde olan yapilarin ortaya ¢ikmasi

seklinde tanimlanir. Diger bir deyimle tohum gdmleginden radikulanin belirimi



cimlenme olayinin en 6nemli kriteri olarak kabul edilir. Cimlenme olayini su, isik,
gazlar, sicaklik, tesvik ediciler ve ket vurucular gibi etmenler etkiler.

Kuru tohum son derece disik metabolizmaya sahiptir. Kuru tohumun su
icerigi %5-10 arasindadir ve metabolizma potansiyel olarak korunmaktadir. Kuru
tohumlar sulu bir ortama kondugunda (uygun sicakhik ve oksijen) ¢imlenme
stirecinin birbirini izleyen dort kademeden olustugu ortaya ¢ikar: suyun emilimi,
enzim sistemlerinin olusmasi, biyumenin baslamasi ve kok belirimi ile fidenin

buyumesi.

1.3. Kallus Olusumu

Embriyo kultlrlerinde, tohumdan embriyonun ¢ikartiimasi sirasinda ya da
besi ortamina ekim yapilirken embriyo lzerinde yaralar meydana gelebilmektedir.
Bu yaralar embriyonun ilerleyen gelisim asamalarinda uygun kosullarda kallus
olustururlar. Bitkiler kesik yizeyler (zerinde kok olusturma yetenekleri
bakimindan birbirinden farklidir. Yaralanma sonucu olusan kesik ylzeylerde
kallus olusmasi ile adventif kdkler meydana gelir. Bunlara yara kokleri denir.
Adventif kokler bitkilerin vejetatif olarak Gremesine yardimci olur. Bunlar asi ve
celikle Gretmeden ayri olarak doku kiltirindn temelini olustururlar (Aslanargun
1992).

1.4. Kararma ve Salgilama

Bitkilerin bircogu dogal olarak fenolik bilesikler bakimindan zengindir ve
bu maddeler genellikle engelleyici maddeler olarak bilinmektedirler. Polifenollere
ilave olarak bitkiler kumarinler, terpenoidler ve steroidler gibi diger bazi
engelleyici bilesikleri de icerebilirler. Bu engelleyiciler bitkiler (zerinde
clicelesme ve hatta 6lum gibi cesitli fitotoksik etkilere sahiptirler.

Dokular ana bitkiden ayrilip eksplant hazirlanmasi sirasinda yaralanirlar; bu
durum cogunlukla hava tarafindan okside edilen, peroksidazlar tarafindan okside
edilen veya polifenoloksidazlar tarafindan okside edilen ve hem dokularda hem de

kaltur ortaminda kahverengilesmeye veya kararma ile sonuclanan cesitli



bilesiklerin aciga c¢ikmasina neden olur. Bitki zarar gordugunde (eksplant
hazirlanmasinda oldugu gibi) fenolik bilesikler, plastidlerle ve diger organellerle
karisik bir halde vakuollerin icerisinde blylk miktarda depolanirlar ve okside
olmus polifenollerin meydana gelmesiyle de koyu renk pigmentasyonu goriilmeye
baslanir. Okside olmus bu bilesikler, enzim aktivitesini etkilemekte; bdylece

eksplanti 6ldiricu kararma sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Elliathoglu 2000).

1.5. Bitki Bayume Maddeleri

Bitkilerin blyume ve gelismelerinde rol oynayan en dnemli i¢ faktorler bitki
hormonlari veya bitki biyume maddeleri ya da duzenleyicileridir. Bitkilerde
meydana gelen belli basli buyume duzenleyicileri: Oksinler, Giberellinler,
Sitokininler, Absisik asit ve Etilen'dir. BlyUme dizenleyici faaliyetlerinde
bulunan birkag bilesik daha bitkilerde bulunmustur. Fakat bircok bitki tirlerinde
bunlarin bulunduklari yer gosterilememistir ve bitki metabolizmasindaki rolleri
tam olarak aciklanmamistir (Aslanargun 2002).

Bitki buylme maddeleri bitki icerisinde tasinma 6zelligine sahip olup gittigi
doku ve organlarda blylme ve farklilasmaya neden olular. (Akman ve Darici
1998). Tasinma mesafesi yapraktan tomurcuga tasinma gibi nispeten uzun
olabilecegi gibi apikal meristemden alttaki hicrelere tasinma gibi daha kisa
uzakhkta da meydana gelebilir. Genellikle bitki buyime maddelerinin igsel
konsantrasyonlari 1uM veya daha azdir. (Palavan-Unsal 1993). Bitkinin blylime

ve gelismesi daima kontrol altindadir.

1.5.1. Oksinler

Oksinler cok diisuk konsantrasyonlarda koleoptil segmentleri veya fidelerin
hipokotilleri gibi duyarli bitki organlarinin uzunlamasina blylimesini tesvik eden
bilesiklerdir. 1lk olarak kesfedilen bitki biiyime maddeleridir (Street ve Opik
1984). Basit olarak indol-3-asetik asit (IAA) olarak tanimlanmiglardir. Oksin
sentezi, govdenin apeksinde, u¢ tomurcuklarin genc yapraklarinda ve meristem

hlcrelerinde gerceklesir. Ayrica internodlarin uzamasini saglayan interkalar



meristemler de aktif oksin sentez yerleridir. Oksin bitkide, sentezlendigi yerden
koklere kadar gider ve yolda bir bozulmaya ugramaz.

Bir oksinin etkisi biyuk olcude dokulardaki veya ortamdaki konsantrasyonuna
baglidir. Genellikle hiicre uzamasina etki eder. Govdeler ve ¢igek saplarinda oksinin
etkisi en hassas hucrelerde, yani subapikal uzama bélgelerinde bulunan hiicrelerde
belirgin bir uzamaya sebep olur.

Oksinler bitkilerde fototropizma olayinda rol oynarlar. Fototropizma,
karanlik yuzle aydinlik yiiz arasindaki blylime farkinin sonucudur, buradaki
bikilmelerin - oksin dagilisinin  esit olmamasi sonucu meydana geldigi
dusunulmektedir.

Oksin, dokulara ve bunlarin farklilasmasina ¢ok degisik sekillerde etki eder.
Oksin iletim dokularinin olusumunu (histogenez) kolaylastirir; degisik dozlarda,
tomurcuklarin gelisimini engeller veya hizlandirir ve nihayet koklerin olusumunu
(rizogenez) uyarir (Akman ve Darici 1998).

Oksinlerin bitkiler Uzerindeki diger etkileri genel olarak su sekilde
siralanabilir:  oksinler hiicre bolunmesini tesvik ederler, bazi tlrlerde
partenokarpik meyve gelisimini saglarlar, kesilmis parcalarin koklenmesini
saglarlar, bazen yaprak absisyonu ve senesensi engellerler, cifteseyli ciceklerin
cinsiyetini etkilerler ve morfogenezde rol oynarlar (Street ve Opik 1984).

Yergekimi hareketine karsi oksinler yan dallarin topraga bakan yiziinde
birikerek strekli hicre biylmesini saglarlar. Bu sekilde dallarin strekli yukariya
dogru yonelmesini temin ederler.

Koklerde ise durum gdvdedekinin tam tersinedir. Daha dlsuk
konsantrasyonlardaki oksinler daima Ust kisimlardaki hicrelerin biylimelerin
saglarlar.

Bitki stirguinlerinde yan gozlerin biyumesi, apikal ve terminal gézlerin oksin
meydana getirmesi sonucu engellenir. Eger apikal g6z u¢ alma veya budama ile
kesilirse, hemen yan gozler buyumeye baslar ve ¢ok dalli bir bitki meydana gelir.
Eger ucu kesilmis dalin kesme yizlne oksin uygulanirsa yan gozlerin buyimesi
engellenir. Boylece apikal gozunun meydana getirdigi oksinle yan gozlerin
biylmelerinin engellenmesine "Apikal Dominansi” denir. Oksinler apikal
baskinlikta aktiftirler (Aslanargun 2002).



1.5.2. indol-3 Asetik Asit (IAA)

Bitki dokularinda teshis edilen en 6nemli dogal oksin Indol-3-asetik asit
(IAA)'tir (Sekil 1.1). Diger indol bilesikleri de bitki dokularinda dogal oksin

olarak bulunurlar. Fakat bunlarin IAA’in turevleri oldugu tahmin edilir.

Sekil 1.1 IAA’nin kimyasal formili (Akman ve ark. 2001)
1.5.3. a-Naftalen Asetik Asit (a-NAA)

a-naftalen asetik asit 6zellikle doku kiltiriinde en ¢ok kullanilan sentez
oksinidir (Sekil 1.2). Bu hormon IAA’dan biraz daha etkilidir. Yiksek dozda az
toksiktir ve IAA ile kullanilandan 2-5 defa daha az dozda kullanilarak benzer

etkiler elde edilir.

Sekil 1.2. a-NAA’in kimyasal formiili (Akman ve ark. 2001)



1.5.4. 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D)

2,4-D sentetik olarak elde edilen fenoksiasetik asit trevi bir oksindir
(Sekil 1.3). Muhtemelen en fazla kullanilan sentetik oksindir. IAA kadar hizl
metabolize edilemedigi icin oldukga etkilidir. Misir gibi monokotiller tarafindan
kolayca metabolize edilebildikleri icin dikoltil yabani otlara karsi herbisid olarak
kullanihr. (Taiz ve Zeiger 2002).

Sekil 1.3. 2,4-D’nin kimyasal formilu (Akman ve ark. 2001)

1.5.5. Kinetin

Kinetin (6-furfurilaminopurin) DNA'nin otoklavdan gecirilmesi ile elde
edilmistir (Sekil 1.4). Doku kiltari calismalarinda yaygin olarak kullanilan
sentetik bir sitokinindir. Sitokininlerin en 6nemli 6zellikleri DNA’dan sentetik

olarak elde edilmeleridir.

Sekil 1.4. Kinetin’in kimyasal formili (Akman ve ark. 2001)
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Sitokininler bitki dokularinda 6zellikle hicre bolinmeleri sirasinda ortaya
cikan ve 6-Adenin turevleri olan organik maddelerdir. Bitkilerde dogal olarak
gorilen on bes civarinda dogal sitokinin bilinmektedir (Street ve Opik 1984). Bir
sitokinin olan Kinetin 1956’da kesfedilmistir (Akman ve Darici 1998).
Sitokininler ozellikle doku kiltirleri ile gogaltmada hicre bolinmesini tesvik
ederler. Sitokinin ¢ok kucik konsantrasyonlari dahi dokularda hiicre sayisi ve
kuru agirhigi arttirir (Aslanargun 2002).

Sitokinlerin organizma duzeyindeki etkileri su sekilde siralanabilir: Yan
tomurcuklarin olusumunu baslatirlar ve tepe tomurcugunun dominansinin neden
oldugu engellemeyi azaltirlar. Buna Karsilik koklerin gelisimini sinirlarlar.
Partenokarpi ve ciceklenmeyi tesvik eder ve senesensi geciktirirler.

Cok sayida tohumun dormansisini kaldirirlar, bunlarin ¢imlenmesini de
kolaylastirmaktadir. Elverissiz fotoperiodik kosullarda, bazi tiurlerde ¢icek
taslaklarinin gelisimine yol acarlar. Proplastidlerin kloroplastlara dontsumini
uyarirlar, klorofilin dongusinl yavaslatirlar ve etli yapraklarin yaslanmasini
geciktirirler. Bu etkiler icinde hiicre biyimesi ve yeni tomurcuklarin olusumu

biyolojik olarak en 6nemli olaylar olarak gérinmektedir (Akman ve Darici 1998).

1.5.6. Gibberellinler

Bitki buyumesini tesvik eden hormonlardan tipik bir sekilde uzamayi
etkileyen gibberellinlerdir. Bu madde ilk kez 1926°da Japonlar tarafindan
Gibberella fujikuroi adli 6zel bir kiif mantarinda tespit edilmistir (Onder 1985).
Bir Ascomycetes tlrl olan bu parazit mantar, konak bitkide Bakanea hastaligi
denen devlesmeye neden olmaktadir (Akman ve ark. 2001).

Sekil 1.5. Gibberellik asit (GA3)’iin kimyasal formiilii (Street ve Opik 1984)
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Gibberellinler kimyasal yapida diterpenoid olarak tanimlanir. Bugiine kadar
yapilan arastirmalarla gibberellinlerin  125’den fazla degisik tipinin varlig
saptanmistir (Taiz ve Zeiger 2002). Yapilan arastirmalarla gibberellinlerin sentez
merkezlerinin embriyo, gen¢ yapraklar ve kok ucu gibi yapilar oldugu
kanitlanmistir. Ayrica farkli ortam sartlari, Gibberellik asidin kimyasal yapisi
(Sekil 1.5), gibberellinlerin biyosentezini etkiler.

Yapilan bircok arastirma, gibberellinlerin bazi enzimlere etkisini ortaya
koymustur, 6zellikle gibberellin, nisastay! parcalayan o-amilaza etki ederek
glikoza donistimuni hizlandirir. Glikozun artmasina bagli olarak Krebs ¢cemberi
hizlanir ve solunumun bu fazinda meydana gelen ATP sentezleri de artar. Enerji
cogalinca bitkideki sentez olaylari da hizlanir. Gibberellinin bu etkisinden baska,
en onemli Ozelliklerinden birisi de uzamayi hizlandirmasi ve kalitsal cticeligi
(nanizm) ortadan kaldirmasidir. Bundan baska, c¢iceklenmeyi hizlandirdigi,
bitkiyi erkeklik yoniinde etkiledigi, vernalizasyonun yerini tuttugu, meyvelenmeyi
cabuklastirdigl ve partenokarpik meyve gelismesine sebep oldugu saptanmistir.
Bu bulgulara ek olarak, gibberellinlerin organlardaki uyku halini kaldirdigl,
cimlenmeyi hizlandirdigl, absisyona ket vurdugu da kanitlanmistir. Bunlardan
baska bircok veri gibberellinlerin etkilerini oksinlerle birlikte calisarak

gosterdiklerini ortaya koymustur (Onder 1985).

1.6. Stres Fizyolojisi

1.6.1. Stresin tanimi ve gesitleri

Hem dogal hem de tarimsal kosullarda bitkiler siklikla cevresel streslere
maruz kalirlar. Hava sicakhigl gibi bazi cevresel faktorler sadece birka¢ dakika
icinde stres olusturabilirken, toprak suyu igerigi ve topraktaki mineral eksikligi
gibi digerler faktorlerin stres olusturmasi gunler hatta haftalar sirebilir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde optimal olmayan iklim ve toprak kosullarinin neden
oldugu stresten dolayi, tarla trlnlerinin genetik potansiyellerinin yalnizca % 22’si

kadar Grln verdigi tanmin edilmektedir (Boyer 1982).
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Ayrica, toprak ve iklimin, bitki turlerinin dagihisini nasil sinirlandirdigini
belirlemede stres blyk bir rol oynar. Bu nedenle, bitkilerin cevresel strese uyum
ve aklimasyon mekanizmalari ile stres yaralanmalari altinda yatan fizyolojik
strecleri anlamak, hem tarim hem de ¢evre acisindan biyk bir neme sahiptir.

Stres, degisik sekillerde tarif edilmekle birlikte kisaca; canlilarda hasar
meydana getiren gi¢ (potansiyel) olarak tarif edilir. Bu zarar metabolizma sonucu
meydana gelir. Sonugta bir bitkinin veya organin blyimesinde ve verimliliginde
azalmaya, hatta 6lime neden olabilir (Kocagaliskan 2002). Cizelge 1.1 bitkileri
etkileyen stres ¢esitlerini gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Kaynaklarina gore bitkileri etkileyen stres cesitleri (Kocagaliskan 2002)

A. Fiziksel B. Kimyasal C. Biyolojik

1. Kurakhk 1. Tuzluluk 1. Alleopati

2. Sicaklik 2. Besin 2. Rekabet

3. Isinlar 3. Hava kirliligi 3. Parazitizm

4. Elektromanyetik alan 4. Pestisitler 4. Insan tahribi
5. Ruzgar ve firtina 5. Herbisitler 5. Hayvan tahribi
6. Toprak yapisi 6. Toprak pH’sI 6. Hastaliklar

Stres kisaca bitki lizerinde olumsuz etki yapan herhangi bir digsal faktordur.
Cogu durumda stresin miktari bitkinin hayatta kalma, Grin verme, gelisimi
(biyomas birikimi) ile ve ya birincil asimilasyon surecleri ile lculdr.

Eger strese maruz kalma nedeni ile tolerans artiyorsa bitkinin aklimatize
oldugu (ortama uydugu) soylenir. Aklimatizasyon adaptasyonla ayni anlama
gelmez. Adaptasyon pek ¢ok jenerasyon sonunda bir secilim sireci ile kazanilan,
genetik olarak belirli bir direnclilik duizeyini belirtmek icin kullanilir.

Cevresel strese adaptasyon ve aklimasyon, bitkinin anatomik ve morfolojik
diizeyinden, hucresel, biyokimyasal ve molekiler diizeyine kadar pek ¢ok entegre
olaylarla sonuclanir. Strese hiicresel cevap hiicre déngusi ve hiicre bolinmesinde,
endomembran sisteminde ve hicrenin vakuolizasyonunda, hicre duvarinin
yapisinda hicrelerin strese toleransini saglayan degisiklikleri icerir. Biyokimyasal
duzeyde bitkiler gevresel stresi bitirmek igcin metabolizmalarini gesitli sekillerde
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degistirirler. Bu degisiklikler prolin ve glisin-betain gibi osmoregilatér
bilesiklerin yapimini igerir. Stres sinyalinin algilanmasini tolerans saglayan
genomik cevaplarla iliskilendiren molekiler olaylar son yillarda yogun sekilde

arastiritimaktadir (Taiz ve Zeiger 2002).

1.6.2. Stresin dereceleri

Eger bitkiler herhangi bir stres kaynagina maruz degilseler, bu durumda
stresten soz edilemez. Bu sekilde optimum sartlarin bulunmasina bazi
fizyologlarca “sifir stres” adi verilmektedir. Stresin dereceleri ¢cok genis sinirlar
icindedir. Sifir stresten, ilimh ve siddetli strese kadar degisen dereceleri vardir.
Ancak tabiatta bitkiler icin tamamen stressiz bir ortam ¢ok zor bulunur. Stresin
siddeti yaninda bitkinin strese maruz kalma stiresi de 6nemlidir.

Stresin dereceleri bitki tlriine gore degismektedir. Yani bir bitki tiriinde
siddetli strese sebep olan bir stres faktord, bir baska tirde tlimli strese ya da sifir
strese sebep olabilir. Stresin derecesi, canh sistemlerdeki metabolik olaylarin
degisimine etki eden enerji miktarina da baghdir. Bir bitkinin tumi veya bazi
kisimlari (tohumlar, dormant tomurcuklar ve dormant hicreler) strese Karsi
direncli olabilirken bazi kisimlar (meristem dokular, sukkulent organlar, genc
fideler) ise strese karsi duyarlidirlar. Meristemler; canli, ince ceperli, faal,
protoplazmasi bol, nukleus iri oldugu ic¢in daha c¢ok etkilenir. Destek doku
hicreleri kalin ¢eperli, sitoplazmasi az ve hiicrelerinin %50°sinden fazlasi koful

oldugu icin strese dayanikhidirlar.

1.6.3. Stresle ilgili kavramlar

Tolerans (esneklik): Bir bitkinin uygun olmayan c¢evre sartlarina maruz
kalmasi durumunda, hayatini devam ettirmesi ve strese tahammduli olarak tarif
edilir. Daha ziyade bitkinin genotipi ile ilgilidir.

Aklimasyon (uyum): Yeni bir cevreye maruz kalan bitkideki kalitsal

olmayan degisiklikler olarak tarif edilebilir. Bir stres faktorli metabolizmayi
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degisiklige ugratabilir ve bunun sonucu olarak bitki morfolojisinde de bir
degisiklik meydana gelebilir. Fakat bu durumda da bitki hayatini devam ettirebilir.

Avoidans (korunma): Stresten sakinma ve korunma anlamina gelir. Eger
stres kaynag! ile bitki dokusu veya organi arasinda fiziki bir engel varsa, stres
yeteri kadar etkili olmaz. Bu sekilde bitki kendini stresten korumus olur. Kaltsal
olabilir veya olmayabilir (Onder ve Yentiir 1999).

1.6.4. Tuz Stresi

Tuzluluk bitki gelisimini ve verimliligini sinirlandiran baslica gevresel
faktorlerdendir. (Allakhverdiev ve ark. 2000). Dunya yizeyindeki suyun blyuk
bir kismi ¢ogu cigekli bitki icin zararhi olan miktarda (%3) NaCl iceren tuzlu
deniz suyudur. Dogal kosullar altinda kara bitkileri tuzlu ve tath sularin karistigi
veya birbirinin yerini aldigi deniz kiyisina yakin yerlerde, tropik mangrove
batakliklarinda, tuz godlleri civarinda yuksek yogunlukta tuza maruz kalirlar
(Street ve Opik 1984). Kara igindeki topraklar ise gin gectikge insan etkisi ile
yanlis sulama sonucunda tuzlu hale gelmektedir. Bu nedenle bitkiler tuz stresine
maruz kalirlar ve tuzluluk genis alanlarin kullanimini sinirlandirir. Dinya
uzerindeki sulanan tarim alanlarinin  1/3’nin  tuzdan etkilendigi tahmin
edilmektedir (Taiz ve Zeiger 2002). Bu topraklarda buharlagsma ve terleme saf
suyu topraktan uzaklastirir ve su kaybi toprakta tuz birikmesine neden olur
(Akman ve ark. 2001).

Tuzlu topraklar ile normal topraklar arasindaki gecis kademelidir. Bitkiler
icin uygun tuzlulukta olan topraktaki NaCl konsantrasyonu %0,5 civaridir. Bu tlr
topraklarda gelisebilen bitkilere glikofitler denir (Street ve Opik 2004).
Topraktaki tuz yogunlugu glikofitlerinin tuz yogunluk esiginin tzerine ¢iktiginda
gelisme bozuklugu, yaprak rengi bozuklugu ve kuru agirhk kaybi gibi belirtiler
goralur. Halofitler ise %0,5’den daha yuksek NaCl konsantrasyonlarina
dayanabilirler. Fakat hemen hemen tim tarimsal bitkiler glikofittir. Halofitlerin
buyik bir kismi fakultatiftir, fakat gelisme icin en az %0,5’lik NaCl’e ihtiyac
duyan obligat halofitler de mevcuttur.

Toprakta biriken tuz bitki fonksiyonuna ve toprak yapisina zarar verir.

Bazi bolgelerde NaCl’nin yani sira Mg*?, Ca*® ve SO de esas olarak tuzluluga
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katihr. Sodyumlu topragin yiksek Na*? yogunlugu sadece direkt olarak bitkiye
zarar vermez, ayrica porosite ve su gecirgenligini dustrerek de toprak yapisini
bozar.

Pek cok bitki tuzu hicrelerinin disinda tutmak veya hucre igindeki
varhligini tolere etmek icin mekanizmalar gelistirmistir. Bir bitkideki tuz stresinin
baslangicinda ve gelisiminde tim metabolizma etkilenir. ilk cevap yaprak yiizey
artigindaki gerilemedir ve stres yogunlastikca blyume Kkesintiye ugrar. Stres
ortadan kalktiginda gelisim devam eder. Tuz stresine 6zellikle de NaCl ye maruz
kalan bitkilerde hicre blyltmesi icin 6énemli olan karbonhidratlarin sentezini
saglayan fotosentez orani da dlstktir (Parida ve Das 2005).

Tuzluluk hassas tirlerde gelismeyi ve fotosentezi yavaslatir. Misir,
sogan, salata fasulye gibi bitkiler tuza karsi ¢ok hassastir. Pamuk ve arpa orta
derecede hassasiyet gosterirken seker pancari ve hurma gibi bitkiler ise tuza karsl
toleranshdir.

Tuz zarari hem osmotik etkileri hem de spesifik iyon etkilerini icerir.
Kok bolgesindeki ¢oziinmus tuzlar toprak su potansiyelini disuren dusiik osmotik
basing olustururlar. Bitkilerin genel su dengesi bundan etkilenir ¢iinku yapraklar
toprak ve yapraklar arsindaki inisli gradient su potansiyeli farkliligini devam
ettirmek icin daha disuk su potansiyeli olusturmaya ihtiyac duyarlar.

Na*, CI" veya SO,*nin zararh diizeydeki yogunluklari hiicrelerde
biriktigi zaman spesifik iyon etkileri olusur. Tuzsuz kosullar altinda, yiiksek
bitkilerin hiicrelerinin sitosolleri bircok enzimin optimum seviyede c¢alistigl iyonik
ortam olan 100-200 mM K" ve 1-10 mM Na" icerirler.

Na”’un K"un anormal orani ve total tuzun yiiksek yogunluklari
enzimleri inaktif hale getirir ve protein sentezini engeller. Yiksek yogunluklarda
Na* pamugun kok tilylerinin plazma zarindaki Ca*?’in yerini alir, bu durum
plazma zarinin gegirgenliginde K™un hiicrelerde sizintisinin belirlenmesi ile
belirlenen degisiklikle sonuglanir.

Yilksek yogunluklardaki Na* ve/veya CI kloroplastlarda biriktigi zaman
fotosentez engellenir. Fotosentetik elektron tasinmasinin tuzlara karsi hi¢ hassas
olmamasi nedeniyle ya karbon metabolizmasi ya da fotofosforilasyon

etkilenebilir. Tuza toleransh bitkilerden elde edilen enzimlerde tuza hassas
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glikofitlerden elde edilen enzimler kadar NaCl’un varligina hassastirlar. Bu
nedenle, halofitlerin tuzlara direnci tuz-direng metabolizma mekanizmasinin
sonucu degildir. Bunun yerine diger mekanizmalar tuz zararlarinin
engellenmesinde gorev alir.

Bitkiler tuzun zararlarindan korunmak igin farkl stratejiler kullanirlar.
Bitkiler tuz zararini meristemlerden, Ozellikle dallarda ve aktif blylyen ve
fotosentez yapan yapraklardan tuzu iceri almayarak azaltirlar. iyonlarin kék
apoplastindan ksileme ve daha sonra terleme akimi ile dallara taginmasi iyonlarin
kaspari seridini gegebilmesi igin simplastik yolu gerektirmesi ile sinirlanir. Bitkiyi
korumak icin ksileme iyon hareketinin ne kadar kisitlanmasi gerektigi stresin
ciddiyetine ve spesifik bitkinin dallardaki iyonlarla basa cikabilme kapasitesine
baghidir.

Na iyonlari koklere pasif tasinma ile girerler (elektrokimyasal potansiyel
farklihgl Gzerinden hareket ederek), boylece kok hiicreleri Na*'un disaridaki
sollisyona aktif taginmasi icin enerji harcarlar. Buna karsin CI" kok plazma zarinin
bu iyona distik gecirgenligi nedeniyle iceri alinmaz. Na*'un yapraklara hareketi:
Na'un koklerden dallara hareketi sirasinda transpirasyon akimindan (ksilem 6zu)
emilimi ile daha da azalir. Bazi tuza direncli bitkiler, (Tamarix sp. ve Atriplex sp.)
iyonlari kokleriyle iceri almamazlik edemezler ancak bunun yerine yaprak
yiizeylerinde tuz bezlerine sahiptirler. Iyonlar, tuzun kristallestigi ve artik zararsiz
oldugu bu bezlere taginir (Akman ve Darici 1998).

1.6.5. Tuz stresine tolerans metabolizmasi

Bitkiler tuz stresinin tstesinden gelmek icin molekiler ve biyokimyasal
mekanizmalar gelistirirler. Tuz tolerans saglayan Grtinlere ve sureclere gotiiren
biyokimyasal yollar muhtemelen sinerjik olarak is gorurler (lyengar ve Reddy
1996). Biyokimyasal stratejiler ise iyonlarin secici birikimini veya disa atilimini,
iyonlarin koéklerden alinip yapraklara tasinmasinin kontrolund, iyonlarin hiicresel
ve tim bitki dizeyinde bolumlendirilmesini, uygun c¢ozlinen sentezini,
fotosentetik yolda degisimi, membran yapisindaki degismeleri, antioksdatif

enzimlerin indiksiyonunu ve bitki hormonlarinin induksiyonunu igerir.
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Iyon diizenlemesi ve béltimlendirilmesi sadece normal gelisim icin degil tuz
stresi altida da blylk 6nem tasir clinki stres iyon homeostasizini altlst eder
(Adams ve ark. 1992). ister glikofit isterse halofit olsun bitkiler sitoplazmada asiri
miktarda tuzu tolere edemezler ve bu nedenle asiri tuzu vakuolde biriktirerek veya
farkli dokularda bolimlendirerek metabolik fonksiyonlarini kolaylastirirlar.
Glikofitler sodyum alimini sinirlandirir veya yasli dokularda depo ederler
(Cheeseman 1988).

Uygun cozunenlerin artan biyosentezi: Vakuollerdeki iyonik dengeyi
saglamak icin sitoplazma dustk molekdl agirlikhi bilesikleri biriktirir ¢tnku
bunlar normal biyokimyasal reaksiyonlara katilmazlar, bunun yerine biyokimyasal
reaksiyonda suyun yerine gecerler (Hasegawa ve ark. 2000).

Sekerler (gukoz, fruktoz, sukroz) ve nisasta gibi karbonhidratlar tuz stresi
altinda birikirler, bunlarin temel fonksiyonu osmotik koruma, osmotik ayarlama
ve karbon depolamadir.

Tuza maruz kalan bitkide amino asitler, amidler, imino asitler proteinler
poliaminler gibi bir miktar azot tasiyan bilesikler birikir. Bu bilesikler bitki turiine
gore degisir. Bu bilesiklerin birikme nedenleri ozmotik ayarlama, hicresel
makromolekullerin korunmasi, azot depolama, hiicresel pH’nin strdurilmesi ve
hlcrelerin detoksifikasyonu olarak sayilabilir.

Bitki hormonlarinin induksiyonu: Yiksek tuz konsantrasyonu ABA ve
sitokininler gibi bitki blyiime maddelerinin duzeylerinde artisa neden olur. ABA
tuz stresinde induklenen genlerin degisiminden sorumludur.

Fotosentetik yolda degisme: Tuz stresi su potansiyelini azaltarak
fotosentezi engeller. Bu nedenle tuz toleransinin temel amaci tuzlu kosular altinda
su kullaniminin etkinliligini arttirmaktir. Bunun igin fakdltatif halofitler
fotosentez tiplerini C3 den CAM (Crassulean Asit Metabolizmasi)’a cevirirler.
Boylece stomalarini gece acarak transpirasyonla su kaybini azaltirlar. Atriplex
lentiformis gibi bazi bitkiler ise fotosentez tiplerini C3 den C, e cevirirler (Zhu ve
Meinzer, 1999).
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1.6.6. Tuz stresine kars! toleransta molekuler mekanizmalar

Tuz stresine kars! toleransta molekiler mekanizmalar da farkli genlerin
ve proteinlerin indiksyonu ile olur. Tuz stresine tolerans multigenik 6zelliktedir
ve tuz stresi proteinlerini kodlayan farkli fonksiyonel gruplara ayrilarak kategorize
edilen bir miktar gen bulunmaktadir. Bu genler; fotosentetik enzimleri kodlayan
genler, uygun c¢ozinenlerin sentezinden sorumlu genler, vakuol ayirici enzimleri

kodlayan genler ve radikal bulucu genlerdir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu calismada bitki materyali olarak kanola (Brassica napus L.) bitkisinin
tohumlari kullanilmistir. Tohumlar kanola tariminin yapildigi Canakkale’nin
Gelibolu ilgesine bagli Bolayir Beldesinden temin edilmistir. Kanola Brassicaceae
(Cruciferae) familyasindan bir yillik otsu bir bitkidir. Alt yapraklari beyaz tlylu,
genellikle krem ya da acik sari renkli cicekleri olan bir tirdir (Sekil 2.1 ve 2.2)
(Secmen ve ark. 1995).

Sekil 2.1. Kanola bitkisinin genel Sekil 2.2. Kanola ¢icegi (Anonim)
gorindst (Anonim)

2.2. Yontem

Birinci deneyde Kinetin, IAA, gibberellik asit (GA3), 2,4-D ve a-NAA gibi
bitki blylime maddelerinin kanola tohumlarinin gelisimine etkileri incelenmistir.
Bu amacla her biri 0,1 mg/l farkli blyime dizenleyici madde iceren MS
(Murashige ve Skoog 1962) besiyeri hazirlanmistir. Kanola embriyolari normal
MS besi ortaminda 3 giin sure ile gelistirilmis ve daha sonra da farkli bitki
blylime maddelerini iceren bu steril gelistirme kaplarina aktarilarak gelisimleri
g6zlenmistir (Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5). Her bir bitki biiyime maddesi i¢in
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bes adet kanola bitkicigi iceren iki adet gelistirme kabi kullaniimistir.
Bitkiciklerin gelisimleri iki hafta boyunca gozlenmis ve kok ve govde uzunluklari
ve yasayan bitkiciklerinin sayisi kaydedilmistir.

Ikinci deneyde ise tuzun kanola embriyolarinin gelisimlerine etkileri
incelenmistir. Bunun icin igerisinde %3, %2, % 1,5, %1 ve %0,5 (W/V) oraninda
tuz (NaCl) bulunan MS besi yerleri ve kontrol icin de normal MS besi yeri
kullaniimistir. Buytme duzenleyici olarak 0,1mg/l Kinetin kullanilmistir. Her bir
konsantrasyon icin 5’er embriyo iceren 4 petri kutusu kullaniimistir (Sekil 3.14,
3.15, 3.16, 3.17 ve 3.18) Embriyolarin gelisimi dort hafta boyunca izlenmis; kok

ve govde uzunluklari ile yasayan embriyo sayilari diizenli olarak kaydedilmistir.

2.2.1. Sterilizasyon

Bitki doku kdltiirh laboratuari ¢alismaya baslamadan dnce her gin %10’ luk
zefiranli su ile paspaslanmistir. Ayrica steril kabin i¢inde bulunan 2600 A°luk UV
lambasi kullanarak ¢alisma ortami steril edilmistir.

Calismalar sirasinda sterilizasyona 6nem verilmistir. Steril eldiven,
binokuler, steril maske steril kabin icine konulmus, steril kabin icindeki 2600 A°
luk UV lambasi, laboratuarin tamamini steril eden 2600 A° luk UV lamba
kullaniimigtir. Sterilizasyon isleminden sonra kabinin bulundugu odaya girerken
onlik giyilmis ve galos takilmistir. %210’luk alkol ¢Ozeltisi puskirtme aleti ile
kabinin icine ve 0Ozellikle kenarlarina puskdrtilmistir. Calismaya baslamadan
once steril eldivenler giyilmis, steril maske takilmistir. Kullanilan pens, bisturi
spattl gibi aletler her islemden sonra %96’lik alkole batirilip bek atesinde

yakilarak steril edilmistir.

2.2.2. MS besiyerinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Bitki doku kulturi calismalarinda besi ortaminda su, inorganik ve organik
bilesikler bulunmaktadir. Kimyasal maddelerin farkhi miktarlarda kullanilarak
uygulayicilarin adlari ile anilan ¢ok sayida besi ortami bilesimi bulunmaktadir. Bu
embriyo kilturt calismasinda MS (Murashige ve Skoog) besi ortami

kullaniimistir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Murashige & Skoog (MS) besiyeri bilesiminde bulunan kimyasal maddeler ve

konsantrasyonlari

Makro elementler (mg/lt)
NH4NO3 1650
KNO; 1800
CaCl,2H,0 440
MgSO47H,0 370
KH,7PO4 170
NayEdta 37,5
FeSO,7H,0 27,8
Mikro Elementler

H3;BO3 6,2
MnSO44H,0 22,3
ZnS044H,0 8,6
Kl 0,86
Na;M00O42H,0 0,25
CuS0O47H,0 0,025
CoCl»6H,0 0,025
Organik Bilesikler

Sucrose 30000
Agar 10000
Glycines 2
inositol 100
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Thiamin-HCI 0,1
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Besi ortaminin dokilecegi temiz petri kaplari 180 °C’deki kuru havali
firinda 3 saat sure ile steril edilmistir. Daha sonra ekim sirasinda kullanilacak olan
saf su bir cam balona konmus ve agzi pamuk ve aliminyum folyo ile
kapatiimistir. Besi ortami 120°de 1,5 atmosfer basingta 20 dakika otoklavda steril
edilmistir. Islemin tamamlanmasindan sonra besiyerinin sicakhgl 40°C’ye
dustigiinde hormonlar eklenip karistirilmistir. Steril kabin icinde, besiyeri bek

alevinin yaninda steril petri kutularina dokulmustr.

2.2.3. Tohumlarin vyizey sterilizasyonu, embriyolarin steril ortamda

cikartilmasi ve ekimi

1- Embriyosu cikarilacak olan kanola tohumlarin testalarinin yumusamasi
icin bir giin suda bekletilmistir. Yumusamasi saglanan tohumlar daha sonra steril
kabin icine alinmistir.

2- Steril kabin icinde 3 beher hazirlanmistir. Bir tanesine %3’lik sodyum
hipoklorat (¢amasir suyu), ikincisine %75’lik alkol ve digerine steril saf su
konmustur.

3- Bu l¢ beherde tohumlar sirasi ile dnce ¢camasir suyunda 5 dakika, %75’lik
alkolde 5 dakika ve steril saf suda 5 dakika bekletilmistir. Sonra stereo mikroskop
altinda, alkollenip alevden gegirilmis pens ve bisturiler yardimiyla tohum kabugu
ve testasi ayrilmistir. Cikartilan embriyo pens ile bek yaninda iginde besiyeri
bulunan petrilere ekilmistir.

4- Her petri kutusuna 5 embriyo ekilmis ve petriler parafilm ile sariimistir.
Etiketlenen petriler 25°C’ye ayarli iklim kabinine konulmustur.

5- Daha sonra gelisen embriyolar birinci deneyde yeni besi ortamina
aktarilmis ve fotoperiyot uygulamasina gecilmistir.

6- Fotoperiyot icin toplam 80W’lik beyaz flioresans lambalar ile aydinlanan
iklim kabini kullanilmistir. Aydinlik ve karanlik periyotlar 14 saat aydinlik 10 saat
karanhk uygulamasi seklinde yapiimistir.
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3. BULGULAR

Bitki gelistirme kaplari ve petri kutularinda kék ve goévde uzunluklari ile
canl bitki sayisi her hafta 6l¢lilmustur. Deneyler sirasinda bazi petri ve plastik
gelistirme kaplarinda kontaminasyonlar olustugu go6zlenmistir. Ayrica bazi
embriyolarin cevresinde aktarma ve tasima sirasinda olusan yaralar nedeniyle
kallus olusumu ve buna bagli olarak salgilanma gorilmustiir. Kontamine olan

kaplardaki embriyolar hesaplamalara katilmamistir.

3.1. Farkh Bitki Baytume Maddelerinin Kanola Bitkisinin Gelisimine Etkileri

Birinci haftanin sonunda en iyi govde gelisimi Kinetin ve GAgs iceren
besiyerlerinde gorulmistur. Diger gelistirme kaplarinda ise govde gelisimi
kinetinin yarisi kadar olmustur (Cizelge 3.1). Kinetin hari¢c kok gelisiminde
onemli bir artis olmamistir (Cizelge 3.2). IAA, o-NAA ve GAg; igeren
besiyerlerinde canli bitki sayisinda azalmalar gorilmustir. o-NAA’I ve 1AA’li
besiyerinde 1, GAgs’lide 2, Kinetinli besiyerinde 3 bitkicikte yaprak olusumu
baslamistir. 2,4-D iceren gelistirme kaplarinda salgilama olusmustur.

Ikinci haftada ise 2,4-D ve GA; iceren besiyerinde gévde gelisimi hemen
hemen durmustur (Sekil 3.9 ve 3.10). a-NAA ve Kinetinli besiyerlerindeki hizl
govde artisi gozlenmistir (Sekil 3.6 ve 3.7). Tum gelistirme kaplarinda kok
gelisimleri neredeyse durmustur. Sadece Kinetin ve IAA iceren gelistirme
kaplarinda cok az kdk uzamasi saptanmistir (Cizelge 3.2). 1AA ve 2,4-D iceren
besiyerlerinde bitki sayisinin azaldigi gorulmustir. 2,4-D iceren besiyerinde
sadece bir bitkicik kalmistir (Cizelge 3.3). 2,4-D ve IAA igeren besiyerlerinde
salgilama ve kallus olusumu olmus ve buna bagl olarak gelisim oldukca

yavaslamistir (Sekil 3.8 ve 3.10).



Sekil 3.1. a-NAA iceren MS besiyerindeki kanola bitkicikleri

Sekil 3.2. Kinetin iceren MS besiyerindeki kanola bitkicikleri
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Sekil 3.3. IAA igeren MS besiyerindeki kanola bitkicikleri

Sekil 3.4. GAs iceren MS besiyerindeki kanola bitkicikleri
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Sekil 3.5. 2,4-D igeren MS besiyerindeki kanola bitkicikleri

Sekil 3.6. a-NAA iceren MS besiyerindeki kanola bitkiciklerinin 2 hafta sonraki goérinimi
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Sekil 3.7. Kinetin iceren MS besiyerindeki kanola bitkiciklerinin 2 hafta sonraki gérinima

Sekil 3.8. IAA iceren MS besiyerindeki kanola bitkiciklerinin 2 hafta sonraki gérinimdi
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Sekil 3.9. GA; iceren MS besiyerindeki kanola bitkiciklerinin 2 hafta sonraki gérinimi

Sekil 3.10. 2,4-D iceren MS besiyerindeki kanola bitkiciklerinin 2 hafta sonraki gérinim
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Cizelge 3.1. Ortalama gévde uzunluklari

a-NAA 2,4-D IAA Kinetin GA;
Baslangic 1,45 2,09 1,60 1,40 1,81
1. hafta 1,62 2,31 1,74 1,82 2,20
2. hafta 2,00 2,32 1,91 2,09 2,22
Fark 0,55 0,23 0,31 0,69 0,41
2,5
o ]
2 ]
~ Z O a-NAA
5 154 | m24-D
3 B1AA
S 1 - - @ Kinetin
> GA3
0,5 = -
0
Baslangic 1. hafta
Sekil 3.11. Ortalama govde uzunluklar
Cizelge 3.2. Ortalama kok uzunluklari
a-NAA 2,4-D 1AA Kinetin GA;
Baslangic 0,64 0,89 1,20 0,73 1,10
1. hafta 0,64 0,92 1,22 1,11 1,11
2. hafta 0,64 0,92 1,23 1,13 1,11
Fark 0 0,03 0,03 0,4 0,01
1,4
1,2 -
4 ] - Ba-NAA
g 0,8 - [ o24-D
3 BIAA
§ 0.6 1 & Kinetin
" 04 GA3
0,2 -
0
Baslangi¢ 1. hafta 2. hafta Fark

Sekil 3.12. Ortalama kdk uzunluklari



Cizelge 3.3. Yasayan bitki sayilari
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a-NAA 2,4-D 1AA Kinetin GA;
Baslangic 10 10 10 10 10

1. hafta 7 8 9 10 10
2. hafta 7 1 6 10 10
12
10

s 8 B o-NAA

= m 24D

gz 6 21AA

E @ Kinetin

= 4 1 p

§ GA3

2. hafta

Sekil 3.13. Yasayan bitki sayilari
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3.2. Brassica napus L. (Kanola)’da Tuz Stresi

Kanola embriyolarinin farkl oranda tuz igeren besiyerlerine ekiminden bir
hafta sonra en fazla gévde gelisimi %0,5 tuz iceren besiyerinde en az gelisme ise
%3 oraninda tuz igeren besiyerlerinde él¢ilmustir (Cizelge 3.4). Kok gelisiminde
de en iyi gelisim %0,5 tuz iceren petrilerde géralmastir. %3 ve %2 oraninda tuz
iceren petrilerde kok gelisimi oldukca azdir (Sekil 3.14 ve 3.15). Tuz icermeyen
kontrol grubunda ise gelisim ileri dlizeydedir (Cizelge 3.5). %3, %2, %1,5 ve %1
oraninda tuz iceren petrilerde canh bitki sayisinda azalma goérilmustir (Cizelge
3.6). %2 tuz iceren bir petrideki embriyolarda tiylli kok yapisi gelistigi
gOzlenmistir.

Ikinci haftada govde gelisimi azalarak devam etmistir. En fazla artis %2 ve
%1 oraninda tuz iceren petrilerde olgllmustir. Kontrol ve %0,5 tuz igeren
besiyerlerinde govde gelisimi yavaslamistir (Cizelge 3.4). %3 tuz iceren bir
petride kontaminasyon baslamistir. Kok gelisimi %2’lik petrilerde hemen hemen
durmustur. %1,5 ve %1 tuz iceren besiyerlerinde kok gelisimi hizli devam
etmesine karsin kontrol (Sekil) ve %0,5 tuz iceren besiyerlerinde yavas kok
gelisimi saptanmistir (Cizelge 3.5). %1,5 ve %21’lik petrilerde bitki sayisi
azalmistir (Cizelge 3.6). Ayrica %2’lik ve kontrol petrilerinde bazi embriyolarda
yaprak olusmustur.

Uclincti haftada gévde uzunlugunda en fazla artis yine %Zloraninda tuz
iceren petrilerde gorilmustir. Diger besiyerlerinde govde blyimesi az olmustur.
Kontrol ve %0,5’lik petrilerde govde uzunlugu ortalamalari esitlenmistir. Kok
gelisimlerine bakildiginda lgtincu haftada % 3, %1,5 ve % 0,5 oraninda tuz iceren
petrilerde oldukga hizli bir artis olmustur. %2’lik petrilerde ise kok gelisimi
durmustur (Cizelge 3.5). %2 tuz iceren besiyerlerinde canli bitki sayisi 18’den
11’e inmistir. Tum petri kaplarinda yaprak olusumu goérilmastar.

Dordinci haftanin sonunda %3 ve %1 tuz igeren petrilerde govde gelisimi
digerlerine gore daha fazla olmustur (Sekil 3.19). Son haftada % 0,5 tuz igeren
petrilerde kok uzunluklarinda oldukc¢a fazla bir artis goéralmastar (Sekil 3.23).
Canli bitki sayisi %1 tuz iceren besiyerinde 15’e dismus, diger besiyerlerinde
degisme olmamistir (Cizelge 3.6). %2 oraninda tuz igeren bir petride

kontaminasyon olusmustur.



Sekil 3.14. %3 NaCl iceren MS besiyerine ekilen kanola embriyolari

Sekil 3.15. %2 NaCl iceren MS besiyerine ekilen kanola embriyolari
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Sekil 3.16. %1,5 NaCl iceren MS besiyerine ekilen kanola embriyolari

Sekil 3.17. %1 NaCl iceren MS besiyerine ekilen kanola embriyolari
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Sekil 3.18. %0,5 NaCl iceren MS besiyerine ekilen kanola embriyolari

Sekil 3.19. %3 NaCl iceren MS besiyerindeki kanola embriyolarinin 4 hafta sonraki gérinimi
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Sekil 3.20. %2 NaCl iceren MS besiyerindeki kanola embriyolarinin 4 hafta sonraki gorinimi

Sekil 3.21. %1,5 NaCl iceren MS besiyerindeki kanola embriyolarinin 4 hafta sonraki gérintimi
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Sekil 3.22. %1 NaCl iceren MS besiyerindeki kanola embriyolarinin 4 hafta sonraki gérinimi

Sekil 3.23. %0,5 NaCl iceren MS besiyerindeki kanola embriyolarinin 4 hafta sonraki gérintim



Sekil 3.24. NaCl icermeyen MS besiyerindeki kanola embriyolarinin 4 hafta sonraki gérinimu

Cizelge 3.4. Tuz stresine bagl ortalama gdvde uzunluklar

% 3 % 2 % 1,5 %1 % 0,5
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl KONTROL
1. hafta 1,19 1,84 1,40 1,60 2,51 2,54
2. hafta 1,42 2,38 1,82 2,06 2,67 2,69
3. hafta 1,43 2,54 1,85 2,55 2,80 2,80
4. hafta 1,92 2,65 2,22 2,66 2,89 2,90
3,5
3 a
25 | - &% 3 NaCl
A % % % 2 NaCl
T 2 % %l 0% 1,5 NaCl
Z 151 = % % @% 1 NaCl
] % % B % 0,5 NaCl
1 % % @ KONTROL
05 % % =
o LEN FMll EN B Sl
1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta

Sekil 3.25. Tuz stresine bagli ortalama gévde uzunluklar



Cizelge 3.5. Tuz stresine bagli ortalama kok uzunluklar
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% 3 % 2 % 1,5 % 1 % 0,5
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl KONTROL
1. hafta 1,50 1,02 2,10 1,77 3,21 2,34
2. hafta 1,75 1,03 2,87 2,22 3,26 2,54
3. hafta 2,61 1,03 3,65 2,60 3,78 2,79
4. hafta 2,64 1,04 3,99 2,84 4,91 2,90
6
8% 3 NaCl
G % 2 NaCl
f 0% 1,5 NaCl
= 8% 1 NaCl
§ m % 0,5 NaCl
m KONTROL
Sekil 3.26. Tuz stresine bagli ortalama kdk uzunluklari
Cizelge 3.6. Tuz stresine bagh canli bitki sayilari
% 1,5 % 0,5
0, 0, ! 0, !
% 3NaCl % 2 NaCl NaCl % 1 NaCl NaCl KONTROL
1. hafta 15 18 16 19 20 20
2. hafta 15 18 12 18 20 20
3. hafta 12 11 12 17 20 19
4. hafta 12 11 12 15 20 19
25
20 -
2 % 3 NaCl
E 5. % 2 NaCl
= 0% 1,5 NaCl
= 0 @% 1 NaCl
5 m % 0,5 NaCl
5 o KONTROL
O i

Sekil 3.27. Tuz stresine bagli canli bitki sayilari
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Bu calismada Brassica napus L. (kanola) bitkisinin tohumlarindan ¢ikartilan
embriyolar in-vitro kosullarda kiltire alinmig, MS besiyerinde embriyo kilttrt
teknigi kullanilarak ilk asamada 2,4-D, Kinetin, IAA, a-NAA ve GA; bitki
blylime maddelerinin embriyolarin gelisimine etkileri; ikinci asamada ise farkl
tuz (NaCl) konsantrasyonlarinin embriyolar zerinde olusturdugu stres
incelenmistir.

Farkli blytme maddelerinin etkileri arastirilirken embriyolarin normal MS
besi ortaminda bir stre gelismeleri saglanmis daha sonra da gelisen bitkicikler
farki buyume maddeleri iceren gelistirme kaplarina aktarilarak gelisimleri
g6zlenmistir. Birinci haftada en iyi gévde gelisimi Kinetin ve GA; de gozlenmistir
(Sekil 3.2 ve 3.4). ikinci haftada ise GAs igeren besiyerindeki gévde gelisimi
yavaslamis, buna karsin Kinetin ve a-NAA besiyerlerinde artmistir. iki hafta
sonunda en iyi govde gelisimi Kinetin ve a-NAA; en az gelisme ise 2,4-D
biylime maddelerini iceren gelistirme ortamlarinda gozlemistir (Sekil 3.11).
Kinetin doku kdltlrlerinde gelisimi  hizlandirmak icin  yaygin olarak
kullaniimaktadir. Bir oksin olan a-NAA subapikal uzama bolgelerinde bulunan
hlcrelerde belirgin bir uzamaya neden olmaktadir (Akman ve ark 2001).

Kok gelisimine bakildiginda ise en iyi gelisim yine Kinetin iceren
besiyerinde elde edilmistir. Diger buyume dizenleyicilerinin kok gelisimi
Uzerinde fazla bir etkisi olmamistir (Sekil 3.12). Sitokininlerin esas sentez yeri
kokin apikal meristemine yakin bolgeleridir ve normal fizyolojik
konsantrasyonlarda Kinetin kok olusumunu sinirlandirir (Taiz ve Zeiger 2002).
Fakat dusik konsantrasyonlarda mitoz ve farklilasmaya uygulanmis uyarti
nedeniyle boyle olumlu bir etki ortaya ¢cikmis olabilir (Akman ve ark 2001). Diger
yandan Mauseth (1991)’e gore sitokininler doku kdltirlerinde kok ve tomurcuk
olusumunu stimile ederler. Oksinlerin kok gelisimine ve uzamasina etkileri
konsantrasyona gore farklilik gostermektedir. Optimum konsantrasyonun altinda
olumlu etki gosterirken optimum degerin tzerindeki konsantrasyonlar zehir etkisi

yapabilir. Bu da IAA, a-NAA ve 2,4-D iceren besiyerlerinde kdk gelisiminin
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neden az oldugunu acgiklayabilir. Gibberellinlerin ise kok olusumuna etkisi yoktur
(Akman ve ark. 1998).

Iki hafta sonunda yasayan bitki sayisi GA;z ve Kinetinde degismemis, 2,4-D
de ise sadece bir bitki kalmistir (Sekil 3.13). Sentetik bir oksin olan 2,4-D tarimda
herbisid olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir (Taiz ve Zeiger 2002).
Muhtemelen bu herbisid etkisi kanola bitkilerinin yasamasini engellemistir. IAA
ve o-NAA iceren besiyerlerinde yaralanma sonucunda olusan salgilama
sonucunda canli bitki sayisinda azalma gortlmustir. Bu salgilama sonucu
bitkiciklerin 6lme sebebinin bitki tarafindan Gretilen ve gelisimi engelleyici etkisi
oldugu bilinen polifenoller olabilecegi dustunilmektedir (Elliatlioglu 2000).

Bu sonuclara genel olarak bakildiginda, gerek govde gerekse kok uzunlugu
bakimindan kanola bitkisinin en iyi miktarda Kinetin iceren MS besiyerinde
gelistigi gorilmektedir. a-NAA de govde gelisiminde iyi sonucglar vermis fakat
kok uzamasinda ve canlilikta yeteri diizeyde etki gosterememistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise farkli tuz konsantrasyonlarinin kanola
uzerinde olusturdugu stres incelenmistir. Bu amagla farkl oranlarda NaCl igeren
MS besiyerlerinde kanola embriyolarinin gelisimi dort hafta siire ile izlenmistir.

Birinci haftada en az govde gelisimi %3 oraninda NaCl iceren besiyerinde
gorulmustdr. En iyi gelisme ise %0,5 oraninda NaCl iceren MS besin ortamda ve
tuz icermeyen kontrol grubunda olmustur. 2., 3. ve 4. haftalarda govde gelisimleri
ayni oranda artarak devam etmistir (Sekil 3.20, 3.21 ve 3.22). Deney sonunda en
iyi govde gelisimi kontrol grubu ve %0,5 tuz iceren MS besiyerlerinde
olculmustir (Sekil 3.25). Tuz konsantrasyonu arttikca kanola bitkiciklerinin
govde gelisiminde azalma olmustur. Artan NaCl konsantrasyonu kanolada strese
sebep olmus gelisimi azaltmistir. Ancak %2’lik besiyerindeki gelisim %1 ve %1,5
tuz icerenlere gore daha fazladir.

Ortalama kok uzunluklarina bakildiginda en iyi gelisim %0,5 NaCl iceren
besiyerinde elde edilmistir (Sekil 3.26). Bu gelisim kontrol grubundan daha
fazladir. %2 oraninda NaCl iceren besiyerinde kok gelisimi birinci haftanin
sonunda hemen hemen durmustur.

Canh bitki sayilarina bakildiginda tuz konsantrasyonundaki artisin neden

oldugu stres daha belirgin olarak gorilmektedir. (Sekil 3.27). Kontrol grubu ve
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%0,5 NaCl iceren besiyerlerinde bitkilerin neredeyse tamami hayatta kalirken,
daha yiiksek oranda tuz iceren % 2 ve % 3 lik besiyerlerinde bitkilerin yaklasik
yarisi 6lmustar.

Bu sonuglara genel olarak bakildiginda tuz konsantrasyonundaki artisa
paralel olarak tuzun neden oldugu stresin de arttigi gorlir. Tuz stresinin govde
gelisimi Uzerindeki etkisi ile koklerin gelisimi Uzerindeki etkisi ayni dizeyde
olmamistir. Kok govdeye gore daha az etkilenmistir. Bajii, Kinet ve Lutts (1998)
bir halofit bitki olan Atriplex halimus L. ile yaptiklari tuz stresi ¢alismasinda
kokin govde ve yapraklara oranla daha az etkilendigini bulmuslardir. Benzer
sekilde Ramoliya ve Pardey (2003)’e gore de topraktaki tuzluluk kok gelisimini
gbvdeye oranla daha az baskilamaktadir.

Artan tuz konsantrasyonuna paralel olarak kanola bitkiciklerinde stres
olusmus, kok ve govde gelisimi yavaslamis fakat zamanla bitkicikler ortamdaki
tuza tolerans gostermislerdir. Kanola glikofit bir bitki olmasina ragmen % 3 gibi
yuksek oranda tuz iceren ortamda gelisebilmistir. Bu da kanolanin tuza dayanikl
oldugunu gostermistir (Sekil 3.19). Puppala ve arkadaslarinin (1999), farkl
sicakliklarda tuz stresinin kanolaya etkilerini inceledikleri ¢alismalarina gore de
kanola tuza orta derecede toleranslidir. Tuz icermeyen kontrol grubuna kiyasla
kanola embriyolar1 %0,5 NaCl iceren ortamda daha iyi gelismislerdir (Sekil 3.18,
3.23 ve 3.24). Street ve Opik (1984)’e gore de bitkiler icin uygun tuzlulukta olan
topraktaki NaCl konsantrasyonu %0,5 civaridir.

Bu bulgulara gore kanola bitkisinin doku kuilturd ile Gretiminde blylme
duzenleyici madde olarak Kinetin kullanilmasi uygun olacaktir. Farkl blytme
duzenleyicileri kanola embriyolari Uzerinde farkli etkiler yapmistir. Bitkilerde
blylime ve gelisme farkli hormonlarin dengesine gore diizenlenir, buna gore
Kinetin ile birlikte baska bir blylme maddesinin kullaniimasi gelisime sinerjik
veya antagonistik etki yapabilir.

Ortamda bulunan disuk miktarda tuzun kanola gelisimini olumlu etkiledigi
gorulmustdr, buna gore hafif tuzlu topraklarda kanola tretimi yapilabilir. Artan
tuz stresine bagli olarak kanolanin istenilen 6zelliklerinden olan yag iceriginin

nasil etkilendigi arastirilabilir.
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