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Bu yiiksek lisans ¢calismamizda farkli konsantrasyonlardaki NaCl’iin O.onites ve
O.majorana’nin gelisimi lizerinde olusturdugu stres meristem kiiltlirii teknigi
kullanilarak incelenmistir. % 0.01, % 0.02, % 0.03 gr konsantrasyonlarindaki
NaCl’ iin bitkiler iizerinde gelisimi yavaslattig1 saptanmistir. % 0.01 gr NaCl
iceren besiyerlerinde kok ve yaprak uzunluklar1 artarken O.onites ve
O.majorana’nin tuz stresine karsi toleransli oldugu ve ortamda bulunan degisik
konsantrasyonlardaki tuzun bitkilerin gelisimini yavaglattigi fakat tamamen
durdurmadigt bulunmustur. O.majorana’da normal MS, % 0.02 ve % 0.03 gr tuz
iceren besiyerlerinde klorofil ve karotenoid miktarlar1 tayin edilmistir. Tuz
icerigi arttikga klorofil-a ve klorofil-b miktarlarinda azalma, karotenoid

miktarinda artig gortilmustiir.
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In this study, stress effects of NaCl in different concentrations on the
development of O.onites and O.majorana by using meristem culture. It was
determined that 0.01 %, 0.02 %, 0.03 % g concentrations of NaCl decrase the
development of the plants. Other hand, on the 0.01 % g NaCl concentration,
lenghth of root and leaves increased. It was determined that, O.onites ve
O.majorana could tolerate NaCl, and different concentrations of NaCl decrase
the development of the plants, but not completely abort. Chlorophyll and
carotenoid concentrations were determined in the O. majorana, which cultured in
normal MS, 0.02 % and 0.03 % g salt containing culture mediums. As the amount
of salt increases, a reduction in the amount of chloropyll-a and chloropyll-b and

an increase in the amount of carotenoids has been observed.
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1. GIRIS

Kekik iilkemiz ekonomisine Onemli katki saglayan, gidalarimizi
cesnilendiren ve sagligimiz i¢in 6nemli Ozelliklere sahip bir bitkidir. Tiirkiye,
Diinya Bitki Ticaretinde, Cin ve Hindistan’dan sonra iigiincii iilke durumundadir.
Cesitli adlarla ihrag¢ edilen bitkiler arasinda “Kekik” adiyla toplanip satilanlarin
miktar1 ise 8 000 tona civarindadir. Bu rakama, yurt i¢inde baharat ve ¢ay olarak
tiiketilen 1 000 tonu ve ugucu yag tiretiminde kullanilan 1 000-1 500 tonu da ilave
edilecek olursak, Tiirkiye’nin kekik tiretim miktart 10 000 tona ulagmaktadir
(Baser, 2001). Tiirk kekigi kalitesini diinyaya kabul ettirmistir. Ulkemizdeki
isletme tesislerinde iiretilen kekik; temiz olmasi ve yiiksek oranda yabanci madde

tasitmamast nedeniyle kabul gérmektedir (Olivier W.G., 1997; Oflaz, 2001).

Kekik bitkisinin bu kadar onemli bir bitki olmasi nedeniyle gelisimi
izerinde hangi durumlarin strese neden oldugu arastirma konumuzdur. Bitkisel
tiretimlerde gerekli olan toprak ve su, icerdikleri yogun tuz miktari nedeni ile
zaman zaman sorun olmakta ve yetistiriciligi sinirlandiran en onemli faktorler
arasinda yer alabilmektedir. Toprak tuzlulugu yagisin az oldugu kurak ve yari
kurak ekolojilerde sik¢a rastlanan bir stres kaynagi olup, genellikle toprakta fazla
miktarda NaCl birikimini ifade etmektedir. Calismamizda gida {iriinlerinin iiretimi
icin giderek artan bir sorun haline gelen tuz stresinin bitki iizerindeki etkilerini
inceledik. Bu incelemede doku kiltiirii tekniginden yararlanildi. Bitkinin
gelisimindeki optimum sartlar saglanmis, incelemek istedigimiz makroelement
konsantrasyonlarinin bitki gelisimi iizerinde olusturdugu stres meristem kiiltiirii
teknigi kullanilarak incelenmistir. Bu teknigi se¢gmemizdeki amag¢ daha hizh
cogalma hizina sahip olmasi, daha az yere gereksinim duyulmasi, tiim yil boyunca
iretim yapilabilmesi, kimyasal ve fiziksel ortam kosullari {izerinde daha fazla bir
oranda kontrol olanagi saglanmasi, olgun dokularin yeniden gelistirilmesi ve kisa

siirede gelisim imkaninin olmas1 gibi avantajlarini siralayabiliriz.



Anadolu’da kekik adiyla bilinen bitkiler: Origanum, Satureja, Thymbra,
Thymus ve Corydothymus cinslerinin tiirleridir (Bager, 1995). Bu tiirlerin bazilar

dogadan dogal olarak toplanirken bazilarinin ise tarimi yapilabilmektedir.

Diinya tizerinde 50 kadar tiirle temsil edilen Origanum tiirleri ¢ogunlukla
Akdeniz bolgesinde ve Balkanlarda yayilis gosterirler. Origanum tiirleri, birden
fazla dik govdesi olan, ¢cok yillik otsu veya yar1 calimsi bitkiler olup ¢icekleri
salkims1 veya gévde uclarinda toplu halde bulunmaktadir. Orta biiytikliikteki ¢cok
yillik bu bitkiler, genellikle sicak iklimi sever ve kurak, besince zengin,
cogunlukla kiregli topraklarda iyi yetisirler. Giinlimiizde Origanum tiirleri

dogadan toplanildig1 gibi bazilarinin gelikle ve tohumla iiretimi de yapilmaktadir.

Giiniimiiz biyoloji bilimi hizli bir gelisim gdstermektedir. Biyoteknoloji,
biyolojik bilimlerdeki gelismelerin teknolojideki gelismeler yardimi ile
uygulamaya konularak kullanilmasi1 seklinde tarif edilebilir. Biyoteknolojinin
uygulama alanlar i¢inde en hizli gelisme potansiyeline sahip olanlardan birisi
bitki biyoteknolojisidir. Bitki biyoteknolojisi ise cesitli doku kiiltiirii ve genetik
miihendisligi tekniklerini kullanarak bitkilerin molekiiler diizeyde iyilestirilmesini
amaclamaktadir. Bitki doku kiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besi yeri
ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre, doku veya organ gibi kisimlardan yeni doku,
bitki veya bitkisel iirlinlerin iiretilmesidir. Yeni c¢esit gelistirmek ve mevcut
cesitlerde genetik varyabilite olusturmak doku kiiltiiriiniin temel amaglar1 arasinda
sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme caligmalarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve
cogaltilmast zor olan tiirlerin iiretiminde ¢esitli doku kiiltlirii teknikleri rutin
olarak uygulanmaktadir. Doku kiiltlirli ayrica protoplast izolasyonu, hiicre, doku
ve bitki beslenmesi, sitogenetik ¢alismalar, morfogenesiz ¢alismalar1 ve biyolojik

azot fiksasyonu gibi temel aragtirmalarda da kullanilmaktadir.

Doku kiiltiirleri s1v1 ya da kat1 olabilmektedir. Diger kiiltiir yontemlerinden
farki destek materyali olarak agar gibi organik bilesiklerin kullanilmasidir. Diger
yandan ortamin osmotik basincini ve pH’in1 ayarlamakda 6nemlidir. Bu yontemle
mikrobiyal bulagma kuvvetle olasidir. O yiizden sterilite ¢ok Onemlidir. Aksi

halde organik ortam mikroorganizmalarin hizla iiremesini saglayacaktir. Bu



yontemin ayricaliklarindan biri de tiim bitki yerine doku, doku pargaciklari, hiicre
ve hatta hiicre organelleri kullanilmasidir. Bu ayricalik iiretimde hiz getirebildigi
gibi, cesitliligi de beraberinde saglar. Bu yontemde besleme ortamina biiylimede
hiz1 saglayacak vitaminler ve bitki biiylime maddeleri ilave edilir. Bliyiime
maddeleri tiretim sirasinda kallus govdeli bitki, koklii bitki ya da komple bitki gibi

istekleri yonlendirir.

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalart icinde en yaygin olanlarinda biri meristem
kiiltiirtidiir. Meristem kiiltiirii teknigi, bitkiden alinan kiigiik meristem hiicreleri
toplulugundan uygun sartlarda uygun besi yerle ve hormonlarla yeni bir bitki elde
edilmesidir. Meristem kiiltlirii calismalar1; bitki 1slah1 ve viriissiiz bitki
yetistirilmesi hizli ve nitelikli bitki liretme gayretinden dogmustur. Cok sayida
otsu bitkinin meristem kiiltiirii teknigi ile saglikli ve giicli bir kok sistemi
olusturma kapasitesine sahip olduklar1 saptanmis olup bu olgudan c¢icekeilik,
seracilik ve fidancilikta yararlanilmaktadir. Son yillarda patates, seker kamisi,
bezelye, karnabahar, ¢ilek, muz, turunggiller gibi bir¢ok bitki tiirlinde meristem
kiiltiirti, termoterapi (sicaklikla iyilestirme) ile kombine edilerek uygulanmakta ve

virussiiz bitkiler elde edilmektedir.

Tim bunlar géz alindiginda 6nemli bir sanayi ve gida maddesi olarak
kullanilan kekik bitkisinin hangi tuz araliklarinda daha verimli oldugunu

saptamak i¢in bu ¢alisma ger¢eklestirilmistir.

1.2. Meristemin Yapisi

Meristem dokunun kdkeni embriyodur. Yiiksek yapili bitkilerde yumurta
hiicreleri ile erkek gametin birlesmesinden meydana gelen zigot boliinerek
embriyoyu verir. Embriyo esas bitkiyi meydana getirebilmek i¢in devamli
boliinerek hiicre sayisini arttira bilme yetenegindedir. Boliinme 06zelliginden
dolay1r da bitkilerin uzama ve kalinlagmasini saglar. Meristemler tarafindan
tiretilen hiicreler biiylimelerine ve morfofizyolojik degismelerine, 6zellesmelerine

degisim denir. Boylelikle embriyonik karakter kaybolur ve olgun dokular olusur.



Orn: Elekli boru hiicreleri, cekirdek veya ¢ekirdek materyali, ihtiva eden biitiin
degismez doku hiicreleri yeterli uyari aldiklarinda yeniden bdliinme, biiyiime ve

degisme kabiliyetindedirler. Buna hatipotensi denir (Anonim 2008).

Mersitem hiicreleri; bol sitoplazmali, ince ¢eperli, hiicreler aras1 bosluklar
olmayan, kofulsuz yada kii¢iik ve az kofullu, biiyiik ¢ekirdekli, farklilagmis kiigiik
hiicrelerdir. En oOnemli oOzellikleri sik sik bdoliinerek yeni hiicreler meydana

getirebilmeleri. Meristemler kokenlerine gore 2’ye ayrilir (Anonim 2008).

1- Primer meristem

1i- Seconder mersitem

Primer meristem, embriyo sathasindan itibaren bdliinme yetenegini
kaybetmeyen ve dogrudan dogruya embriyo hiicrelerinden gelisen hiicrelerdir.
Uzunluguna biiylimeyi gergeklestirirler. Meristem bitkide bulundugu yere gore
(apikal, lateral ve interkalar meristem olarak) 3’e ayrilir; apikal meristem kok,
govde ve dallarin ucunda yani biiylime noktalarinda bulunur. Govdede
boliinmenin oldugu kisim vejetasyon konisi adini alir ve biiylime noktasini teskil

eder (Anonim 2008).

Vejetasyon konisinin en dis kisminda tunika bulunur. Tunikanin dis
tabakas1 dermatogen (protoderma) adini alir ve geliserek epidermay1 olusturur.
Periblem denilen i¢ tunika tabakasimnin gelismesiyle korteks ve destek doku
meydana gelir. Ikinci tabakada korpustur ve buda 6z veya 6ze yakin iletim
demetlerini meydana getirir. Interkalar meristem organlarmm uzunluguna

biiyiimesini saglar.

Lateral meristem enine biiylimeyi saglar. Biiylimeye devam eden pena
koklerin ug¢ kisimlarinda da bir vejetasyon konisi bulunur. Yalniz bu geng kokler
toprakla devamli temas halinde bulunduklarindan bu kisim kaliptra denen
yiiksiikle korunur. Burada distan ice dogru kaliptrogen, dermatogen, periderm,

korpus bulunur.

Primer meristemler kok, govde ve dallarin ucundaki siirekli mitoz boliinme

ozelliginde olan hiicrelerden olusur. Kok ve govde ucundaki bu kisimlar koni



seklini almistir. Geng hiicrelerden olusan bu biiylime konileri kokte kaliptra,

govdedeyse koruyucu yapraklarla dis etkenlerden korunur.

Sekonder meristem; ¢igeksiz bitkiler ve monokotillerde yoktur. Béliinmez
doku hiicrelerinin hormonlarin etkisiyle yeniden bdliinme yetene§i kazanmasi
sonucu meydana gelen boliiniir dokulardir. Kok ve gdvdenin enine biiyiimesini

saglar, kambiyum ve mantar meristemi bu gorevi yapar (Anonim 2008).

1.3 .Kararma

In vitro kosullardaki kararma, kimyasal olarak agiklanabilen ve ¢ogunlukla
tanenler ve okside olan polifenoller nedeniyle ortaya ¢ikan bir olaydir.

Dokular ana bitkiden ayrilip eksplant hazirlanmasi sirasinda yaralanirlar;
bu durum c¢ogunlukla hava tarafindan, peroksidazlar tarafindan veya
polifenoloksidazlar tarafindan okside edilen ve hem dokuda, hem de kiiltiir
ortaminda kahverengilesme veya kararma ile sonuclanan cesitli bilesiklerin agiga
cikmasina neden olur (Elliatlioglu 2000).

Katekol oksidaz’t da iceren polifenoloksidazlar, saglikli ve geng
dokulardaki plastidlerde saklanmaktadirlar. Bitki zararlandiginda eksplant
hazirlanmasinda oldugu gibi fenolik bilesikler, plastidlerle ve diger organellerle
karigik bir halde vakullerin igerisinde biiylik miktarlarda depolanirlar ve okside
olmus polifenollerin meydana gelmesiyle de koyu renk pigmentasyonu goriilmeye
baglanir. Okside olmus bu bilesikler, enzim aktivitesini engellemekte boylece

eksplant1 6ldiiriicli kararma sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Elliatlioglu 2000).

1.4. Stres Fizyolojisi

1.4.1. Stresin Tanimi

Stres canlilarda hasar meydana getiren gili¢ olarak tarif edilir. Bu zarar
metabolizma sonucu meydana gelir. Sonugta bir bitkinin veya organin
biliylimesinde ve verimliliginde azalmaya, hatta 6liime neden olabilir. Hem dogal

hem de tarimsal kosullarda bitkiler siklikla ¢evresel strese maruz kalirlar. Stresin



dereceleri ¢ok genis sinirlar icindedir. Hava sicakligi gibi bazi ¢evresel faktorler
sadece birkac dakika iginde stres olusturabilirken, toprak suyu igerigi ve
topraktaki mineral eksikligi diger faktorlerin stres olusturmasi giinler hatta
haftalar stirebilir. Ayrica, toprak ve iklimin, bitki tiirlerinin dagilisini nasil
sinirlandirdigint belirlemede stres biiyiik bir rol oynar. Bu nedenle, bitkilerin
cevresel strese uyum ve aklimasyon mekanizmalar ile stres yaralanmalar1 altinda
yatan fizyolojik siirecleri anlamak, hem tarim hem de ¢evre acisindan biiyiik bir

oneme sahiptir.

Cevresel strese adaptasyon ve aklimasyon, bitkinin anatomik ve
morfolojik diizeyinden, hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler diizeyine kadar pek
cok entegre olaylarla sonuglanir. Strese hiicresel cevap hiicre dongiisii ve hiicre
boliinmesinde, endomembran sisteminde ve hiicrenin vakuolizasyonunda, hiicre
duvarinin yapisinda hiicrelerin strese toleransini saglayan degisiklikleri igerir.
Biyokimyasal diizeyde bitkiler ¢evresel stresi bitirmek icin metabolizmalarini
cesitli sekillerde degistirirler. Bu degisiklikler prolin ve glisin-betain gibi
osmoregiilator bilesiklerin yapimini igerir. Cizelge 1.1°de bitkileri etkileyen stres

cesitleri gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Kaynaklarma gore bitkileri etkileyen stres gesitleri (Kocagaligkan 2002)

A.Fiziksel B.Kimyasal C.Biyolojik
1.Kuraklik 1.Tuzluluk 1.Alleopati
2.S1caklik 2.Besin 2.Rekabet
3.Isinlar 3.Hava kirliligi 3.Parazitizm
4.Elektromanyetik alan 4.Pestisitler 4.Insan Tahribi
5.Riizgar ve firtina 5.Herbisitler 5.Hayvan tahri bi
6.Toprak yapisi 6.Toprak pH’s1 6.Hastaliklar



1.4.2 Stresin dereceleri

Bitkiler herhangi bir stres kaynagina maruz degillerse, bu durumda stresten
s0z edilmez. Bu sekilde optimum sartlarin bulunmasina “’sifir stres >’ adi
verilmektedir.Stresin dereceleri ¢ok genis sinirlar icindedir. Tabiatta bitkiler igin
tamamen stressiz bir ortamin bulunmasi ¢ok zordur. Stresin siddeti yaninda

bitkinin strese maruz kalma siiresi de 6nemlidir.

Bitki tiirtinde siddetli strese sebep olan bir stres faktorii, bir baska tiirde
hatta tiirlerin kendi i¢inde bile 1limli strese ya da sifir strese sebep olabilir. Bir
bitkinin tiimii veya bazi kisimlar1 (tohumlar, dormant tomurcuklar ve dormant
hiicreler) strese karst direngli olabilitken bazi kisimlar (meristem dokular,
sukkulent organlar, geng fideler) ise strese kars1 duyarhidirlar. Meristemler; canli,
ince ceperli, faal, protoplazmasi bol, nukleus iri oldugu i¢in daha ¢ok etkilenir.
Destek doku hiicreleri kalin ¢eperli, sitoplazmasi az ve hiicrelerinin yarisindan

fazlas1 koful oldugu icin strese dayaniklidir (Onder ve Yentiir 1999).

1.4.3.Stresle Ilgili Kavramlar

Aklimasyon (Uyum): Yeni bir c¢evreye maruz kalan bitkideki kalitsal
olmayan degisiklikler olarak tarif edilebilir. Bir stres faktorii metabolizmay1
degisiklige ugratabilir ve bunun sonucu olarak bitki morfolojisinde de bir

degisiklik meydana gelebilir. Ancak bitki yasamini siirdiirebilir.

Tolerans (Esneklik): Bitkinin uygun olmayan c¢evre sartlarina maruz
kalmasi durumunda, hayatini devam ettirmesi ve strese dayanikli olarak tarif

edilebilir. Daha ¢ok bitkinin genetik yapisiyla ilgilidir.

Avoidans (Korunma): Stresten sakinma ve korunma anlamina gelir. Eger

stres kaynagi ile bitki dokusu veya organi arasinda fiziki bir engel varsa, stres



yeteri kadar etkili olmaz. Bu sekilde bitki kendini stresten korumus olur. Kalitsal

olabilir veya olmayabilir (Onder ve Yentiir 1999).

1.4.4.Tuz Stresi

Bitkide strese neden olan etmenler; hastalik olusturanlar ve zararlilar gibi
biyotik kokenli olabilmesinin yaninda; tuzluluk, kuraklik, diisiik ve yiiksek
sicakliklar, besin elementlerinin eksik veya fazlaliklar1 gibi abiyotik kdkenli de
olabilmektedir.

Cevik (1986), Tiirkiye topraklarinin toplam alaninin 78 milyon hektar
oldugunu, bunun %36’simin iglenebilir arazi olup bu alanlarin %3.2’sinin tuzluluk
problemine sahip oldugunu belirtmektedir. Sonmez (1990) ise, Tiirkiye’de 4
milyon hektar alanin tuzla etkilenmis topraklara sahip olduguna isaret etmekte; bu
degerin, sulanabilir alan potansiyelimizin yaklastk %18’1 oldugunu
vurgulamaktadir.

Tarimsal iiretim alanlarinda tuzluluk, topraklarin verimliligini olumsuz
yonde etkileyen, iirlin verimini sinirlandiran en 6nemli faktorlerden birisidir.
Toprak tuzlulugunu cogunlukla yagis miktar1 az, yliksek sicaklik derecelerine
sahip olan kurak ve yar1 kurak bolgelerde ortaya ¢ikmaktadir.

Toprakta bulunan ¢oziinebilir tuzlarin miktari, bitkinin biiylime ve
gelismesi i¢in gerekli olan miktarin {izerine ¢iktifinda sorunlar ortaya ¢ikmaya
baslar. Toprak tuz igerigi arttik¢a bitkinin su alimi kisitlanir. Tuz konsantrasyonu,
kullanilabilir su potansiyelini diisiirmeye yetecek kadar oldugunda (0.5-1.0 bar)
bitki strese girer ki, bu da tuz stresi olarak adlandirilir (Yasar 2003).

Ekonomik anlamda 6neme sahip bitkilerin ¢ogu tuzluluga kars1 duyarlidir.
Tuzlu ortamlarda yetisen bir bitki biliylimeyi engelleyici faktorleri {ic grupta
toplamak olasidir: a) kok bolgesindeki diisiik su potansiyeli nedeniyle su aliminin
azalmast veya diger bir degisle su stresi, b) iyon toksisitesine neden olacak
diizeyde yiikselen Na ve Cl iyonlarinin bitki biinyesinde birikimi, c) besin
maddelerinin alim1 ve taginimi sirasinda ortaya ¢ikan dengesizlikler ve 6zellikle K
ve kismen Ca eksikliklerinin ortaya cikmasi. Bitkilerin tuza kars1 gosterdigi

tepkiler; bitkinin i¢cinde bulundugu gelisme donemine, stres faktorii olan tuzun



konsantrasyonuna, tuzun bitkiye etki ettigi siireye gore degisebilmekte; ayrica
iklim ve toprak 6zelligine bagh olarak da farklilik gosterebilmektedir. Cevresel
faktorler ve fizyolojik etkilerin eslik ettigi tuza tolerans 6zelliginin esas kaynagi
kalitsal unsurlardir. Tuza tolerans bakimindan bitkiler arasinda 6nemli farkliliklar
bulunmaktadir. Familya, cins ve tiirler arasinda farkliliklar bulundugu gibi, aym
tiire ait ¢esitler arasinda da tuza tolerans bakimindan farkliliklarin bulundugu
bilinmektedir.

Tuz zaran bitkilerde farkl: belirtilerle kendini gosterebilmektedir.
Tuzluluk, bitkinin morfolojisini ve anatomisini de kapsayan tiim metabolizmasini
etkileyen bir faktordiir. Toprak ¢ozeltisindeki tuz konsantrasyonu arttiginda ve su
potansiyeli azaldiginda, bitki hiicrelerinin ozmotik potansiyeli diiger ve bitki
hiicrelerinin boliinmesi ya da uzamasi birden yavaslar. Bu stres kosullar1 altinda
genellikle stomalar kapanir ve sonug olarak fotosentez azalir. Stres kosullarinin
devam etmesi halinde bitki biiyiimesi tamamen durabilir. Bitki tiir ve ¢esitleri
arasinda tuzluluga gosterilen tepki bakimindan farklilik bulunmakla birlikte,
gilikofit bitkilerin kok bolgesinde tuzlulugun hafta veya ay diizeyindeki bir siire¢
boyunca artmasina karsi1 gosterilen ilk fenotip yanit, siirglin biiylimesindeki
azalmadir. Bu bilgiye ek olarak tuzluluga en fazla duyarlilik gdsteren organlarin
yapraklar oldugunu bildiren Munns ve Termaat (1986)’1n agiklamalarindan
sonraki yillarda yapilan baska caligmalar sonucunda misirda (Cramer ve ark.,
1988) ve domateste (Snapp ve Shennan, 1992) kok biiylimesi ve gelismesinin de
tuzluluktan benzer bi¢cimde etkilendigini ortaya konmustur. Yurtseven (2000)
tuzlulugun patlican bitkisinin bitki su tiiketimine etkisini aragtirmis ve tuzluluk
artis1 ile bitki su tiiketiminin azaldigin1 belirlemistir. Bu azalma toprak
ortamindaki ¢ozelti konsantrasyonunun sulama suyu ile iletilen tuzlar nedeniyle
artmast ve bunun bir sonucu olarak ozmotik basincin yiikselmesinin bitki su
alimin1 zorlastirmasindan kaynaklanmistir. Scardaci ve ark (2002) toprak ve su
tuzlulugunun piring verimine etkisini arastirmiglardir. Tuzlulugun artmasiyla
piring verimi azalma gostermistir. Yine sulama suyundaki ¢oziinms tuz
konsantrasyonu artmastyla tohum yogunlugu ve bio kiitle degerleri de azalma

gostermistir.



Tuz stresi bitkinin 6liimiine neden olabildigi gibi tolerans durumuna bagl
olarak biiylimeyi engellemekte, kloroz, nekrotik lekelerin olusumuna yol
acabilmekte, verim ve kalitenin azalmasina neden olmaktadir. Mer ve ark. (2000)
tuzun toksit etkisinin ilk dnce yash yapraklarda goriilmeye basladigini, bu
yapraklarin u¢larindan baslayip yaprak ayasina ve sapina dogru ilerleyen kloroz
seklinde kendini gosterdigini, daha sonra bu kisimlarin 6ldiigiinii belirtmektedir.
Tuzlu kosullarda biiyliyen bitkilerin biiylime hiz1 diisiik olup bodur bir yap1
sergilemektedirler, yapraklari ise cogunlukla kiigiik ve rengi koyu yesildir. Tuz
stresinde hiicre biiylimesi ve hiicre boliinmesindeki, yavaglamanin, sitokinin
miktarinin azalmasi sonucu ortaya ¢iktig1 ileri siiriilmektedir. Hormon dengesinde
ortaya ¢ikan degisikliklerin tohum ¢imlenmesi iizerinde de etkide bulundugu,
azalan sitokinin sentezlenmesinin sonucu olarak ¢imlenme oraninda azalma
olusturdugu iddia edilmektedir. Tuzlu kosullarda ¢cimlenmenin engellenmesi ve
¢imlenme ylizdesinin diismesi beklenen bir tepkidir (Demir ve Demir, 1992). Tuz
stresine maruz kalan bitkilerde karsilagilan farkliliklar arasinda kok, govde ve
stirglin uzunlugunda azalma; yaprak alan1 ve sayilarinda azalma; klorofil
miktarinda azalama; veriminde, meyve tat ve renklerine bozulma
kaydedilmektedir. Bitki uzun bir siire tuzluluk stresi altinda kaldiginda, yasl
yapraklarda iyon toksisitesi ve su noksanligi, geng yapraklarda ise karbonhidrat
noksanlig1 ve buna bagli belirtilerin ortaya ¢iktig1 kaydedilmektedir (Greenway ve
Munns, 1980; Franco ve ark.,1993; Sivritepe, 1995; Tipirdamaz ve Ellialtioglu,
1994; 1997).

Levitt (1980) ise, tuz stresinden kaynaklanan iyon toksisitesini birincil
derecede etkili stres faktorii; bunun ardindan olusan su aliminin azalmasi yani su
stresi ve mineral maddedeki dengesizlikler ve beslenmedeki bozulmay: ikincil
stres faktorleri olarak yorumlamaktadir. Tuz stresi ve buna bagli olusan su stresi
arasindaki iliskiyi ayirt etmek oldukea giictiir. Topraktaki tuz miktarinin artisi ile
suyun ozmotik potansiyeli diistiiglinden, tuz stresi bitkiyi ikincil bir ozmotik

strese, bir bagka degisle fizyolojik kuraklik stresine maruz birakmaktadir.
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Sodyum, bitkide hem floem, hemde ksilem igerisinde hareket edebilme
olanagina sahip bir element olarak bilinmektedir. Bohra ve Doffling (1993), tuz
stresinde bitkinin kok bolgesinde iyon dengesinin bozuldugunu; artan miktardaki
sodyum aliminin, diger mineral maddelerin alim1 ile rekabete girerek beslenme
noksanligina yol agtigm bildirmektedir. Iyon dengesizliginin ve koklerde hiicre
zar1 gecirgenligi bozulmasinin bitkinin beslenme rejimini etkileyerek, metabolik
olaylarda kullanilan temel baz1 elementlerin alimin1 6nledigi, bunun da fizyolojik
sorunlarin ortaya c¢ikmasina neden olacagi ileri siiriilmektedir. Levitt (1980),
ortamda sodyum kloriiriin fazla olmast durumunda, bitkiler tarafindan Na
iyonunun gereginden fazla alindig1 ve olusan rekabet nedeniyle K iyonu aliminda
azalmalarin ve boylece K noksanliginin ortaya ¢iktigini ifade etmektedir. Yiiksek
sodyum iyonunun bulundugu ortamda bitkide potasyum aliminin azaldigi bilinen
bir gergektir. Chow ve ark. (1996)’nin ¢eltik bitkisinde yapmis oldugu
aragtirmada, bitkilerin yaprak ve govdesinde artan sodyumun, potasyum iizerinde
etkisi belirgin bulunmazken, koklerde artan tuzla birlikte potasyum aliminin
azaldig1 saptanmistir. Bitki genotiplerinin farkli oranlarda Na ve K absorbsiyonun
yapmasi ve bdylece biinyelerinde farkli K/Na oranlarina sahip olmasinin (Na — K
aymrim Ozelligi) tuzluluga dayanim konusunda rol oynadigi, Heimler ve ark.
(1995), Lopez ve Satti (1996), Yu ve ark. ( 1998) ve Aktas (2002) tarafindan
gosterilmistir.

Tuzluluk, diger abiyotik stres faktorlerinden olan yiliksek ve diisiik
sicaklik, kuraklik ve mineral element eksikliginden kaynaklanan stres
faktorlerinde oldugu gibi bitkilerde karbon metabolizmasini ve elektron taginim
aktivitesini engellemektedir. Tuz stresi altindaki bitkiler su kaybini1 azaltmak i¢in
stomalarin1 kapatmakta, boylece CO, gazmin girisi engellenmektedir. Bunun
sonucu olarak CO, fiksasksiyonu azalmaktadir. Karbondioksit fiksasyonunda
kullanilmayan elektronlar ile absorbe edilen 151k enerjisi O>’nin aktivasyonunda,
yani radikallerin sentezlenmesinde kullanilmaktadir. Karanlik (2001) tarafindan
da acgiklanildig: gibi, stres altindaki bitkilerde artan diizeylerde sentezlenen serbest
radikaller hiicrelere zarar vermekte 6zellikle yavaglama siirecine giren membran

lipitleri ve niikleik asitler ile klorofil gibi hiicre komponentlerini de bozmaktadir.
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Tuzlu sartlar altinda bazi1 beslenme bozukluklarinin da ¢ikmasi beklenir.
Gelisme ortaminda agir1 NaCl oldugu zaman, Na ve Cl bitki organlarinda birikir
ve bu tuz iyonlart hem diger besin elementleri ile rekabete girerek hem de hiicre
zarlarinin  segici gecirgenligini etkileyerek diger besin maddelerinin alimini
etkileyebilirler (Bohra ve Dofflig, 1993). Ornegin, Na, K ile rekabete girer ve Na
fazlaliginda K eksikligi ortaya ¢ikabilir (Levitt,1980). Yiiksek tuz konsantrasyonu
Ca alimimi sinirlayabilir ve Ca eksikligine sebep olabilir (Cramer ve ark.,1986). K
ve Ca elementleri bitkide cesitli fizyolojik olaylarda anahtar rolii oynar ve bu
rekabet sonucunda K ve Ca igeriginde azalma ile beslenme dengesizligi ortaya
cikar. Tuzluluk sonucu Na igeriginin artmasi buna karsilik K, Ca igerigi ve K/Na
ve Ca/ Na oranlarindaki azalmasi literatiirde ¢ok karsilasilan sonuglardir (Yasar,

2003).

1.4.5.Tuz stresine bagh klorofil azalmasi

Bilindigi gibi klorofil olusumu; bitkilerin ototrofik yapilarini ortaya
koyabilmelerinin, yani inorganik maddelerden organik maddeler iireterek
biiyliylip gelisebilmelerinin temel tasidir. Tuz stresi altinda klorofil miktarlarinda
genel metabolik siiregteki aksamaya bagli olarak azalma bircok arastirici
tarafindan bildirilmistir. Cigcek ve Cakirlar (2002) misirda, Gadallah (1999) ise
bakla bitkisinde tuz stresi altinda yapraklarin klorofil igeriginde azalmalar
goriildiiglini bildirmislerdir. Bitkilerin, kdk bolgesindeki tuz (NaCl) yogunlugu,
Na+'un yapraklarda birikerek klorofil molekiillerinin Mg++ ile yer degistirmesini
ve klorofillerin yapisini bozarak klorozis'i sonugladigi bilinmektedir.

Santos (2004) tuz stresinde klorofil miktarlarindaki azalmalari 6-
aminolevulinik asit dehidrataz (ALA-dehidrataz) inhibisyonuna ve dolayisiyla da
klorofil biyosentezinin sinirlandirilmasina baglamistir. Reddy ve Vora (1986) ise
tuz stresinden kaynaklanan bu azalmalarin klorofil par¢alanmasinda rol oynayan
klorofillaz enziminden dolayi olabilecegini belirtmistir. Makrofit dokularinin iyon
miktarlarindaki (Na iyonu) artiglarin da klorofil miktarlarinda azalmalara neden

olabilecegi rapor edilmistir. Kadmiyum stresinin de ALA dehidrataz ve klorofil

12



biyosentezi ile iligkili olan protoklorofillid rediiktaz gibi enzimlerin inhibisyonu,
klorofil biyosentezi icin gerekli olan Mg ve Fe elementlerinin alinimi ve
kullaniminin zayiflamasi, Zn yetersizligi sonucunda karbonik anhidraz enziminin
inhibisyonu ve klorofil molekiiliiniin tetrapirol halkasindaki Mg’nin yerine
baglanmasi yollariyla klorofil biyosentezini inhibe ederek klorofil miktarlarinda
azalmaya neden oldugu ifade edilmektedir (Santos 2004).

Tuz (NaCl) stresi kosullarinda Na+'a direnip, klorofil molekiillerindeki
Mg++'la yer degistirmesini engellemeleri ve klorofil miktarin1 giderek

arttirabilmeleri onlarin tuza dayaniklili§inin en 6nemli bir gostergesi olmaktadir.

1.4.6.Tuz stresine tolerans metabolizmasi

Bitkiler dogadaki her tiirlii biyotik ve abiyotik kdokenli stres faktorlerine
karsi bazi savunma mekanizmalart gelistirmekte, olumsuz kosullara uyum
saglayarak biiyiime ve gelismelerine devam etmeye cabalamaktadirlar. Tuzluluk
stresi ile kars1 karsiya kalan bitkilerde genotipik 6zellikler ¢ercevesinde tepkiler
olugmakta, bazi bitki tiir ve cesitleri tuzluluktan az diizeyde etkilenirken, bazilari
ise Oliimciil bi¢imde zarara ugramaktadir. Genel temellere dayanan bu tip farkl
uyum yeteneklerinin yani sira herhangi bir bitkinin farkli gelisme donemleri,
tuzun cinsi, konsantrasyonu, uygulama siiresi gibi faktorlerin de bitkilerin
gelistirdigi savunma mekanizmalar {izerinde etkili oldugu bilinmektedir. Ornegin,
Nelson ve Paris (1984) kavunlarda tuz stresi konusunda yapmis olduklar
aragtirmada, ¢imlenme doneminde NaCl tuzluluguna en iyi toleransi gosteren
genotiplerin fide doneminde tuzdan c¢ok cabuk etkilendigi, ya da bu durumun
tersinin gergekleserek ¢imlenme sirasinda tuzluluktan olumsuz yonde etkilenen
bazi genotiplerin fide doneminde tuza kars1 daha yiiksek bir tolerans sergiledikleri
saptanmistir. Al-Karaki (2000) ve Dasgan ve ark.(2002) domateste, yiiksek Na
birikiminden sakinma yetenegi ve siirgiinlerde yiiksek K/Na ve Ca/N oraninin
tuza toleranst ve dayanimi artirdigini bildirmislerdir. Kaya ve ark. (2002)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, NaCl stresi altindaki ¢ilek bitkilerine ilave Ca
uygulamasinin, NaCl’nin bitki gelisimi ve verim iizerine olan olumsuz etkisini

azalttigi kaydedilmistir.
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1.Materyal

Bu calismada bitki materyali olarak Origanum onites ve Origanum
majorana kullanilmistir. Bu bitkiler tohumlart TBAM vasitasiyla temin edilmis ve
saksilarda yetistirilmigtir. Ugucu yag iceren yart ¢alimsi veya otsu ¢ok yilliktir.
Yapraklar basit, brakteler kiremitvari olarak {ist iiste dizilmistir. Korolla mor,
pembe veya beyaz renkte, 2 dudakli, stamenler 4, altaki uzundur. Origanum cinsi
Tiirkiye’de 23 tiir 32 takson, diinyada 41 tiir 52 taksonla temsil edilir (Oflaz ve
ark., 2004).

Alem: Plantae
Alt alem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Alt simif: Asteridae
Ordo: Lamiales

Aile: Lamiaceae

Origanum onites Tiirkiye’de ticareti yapilan bes tiir arasinda en ¢ok
ihracat1 gerceklestirilen tiirdiir. Ulkemizde Ege ve Akdeniz Bolgelerinde dogal
olarak yetisir. Halk arasinda ‘Bilyali kekik, Tas kekik, Peynir Kekigi, Izmir
Kekigi’ gibi yoresel adlarla bilinen Origanum onites, dogal floramizin bir {iriinii
olmasmin yani sira kiiltiir bitkisi olarak yetistirilen tek ticari Origanum tiirtidiir.
Origanum onites’in Ege bolgesinde tarimi yapilmaktadir. Tarim alanlart son
yillarda 6300 dontime ulasmistir. Oldukca yaygin kullanima sahip ve ekonomik

acidan Oonemli bu bitki, halk arasinda yemeklerde baharat olarak ve c¢esitli
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sekillerde hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Toprak iistii kistmlar midevi olarak,
soguk alginligi, bas agris1 gibi durumlarda kullanilir. Ugucu yag: ile yapilan
caligmalarda analjezik etkisi tespit edilmistir. Yiiksek miktarda fenol icermesi

nedeni ile antibakteriyal, antispazmodik ve antiseptik etkileri bilinmektedir

Origanum majorana takriben 20-50cm boyunda genellikle bir yillik, bazen
iki yillik ve sik catallagan bir bitkidir. Stirgiinleri grimsi yesil, saplari esmer veya
kirmizimsi esmer renkte ve tliyliidiir. Yapraklari oval sekilde 1-2cm uzunlugunda,
0,5-1cm eninde kenarlar biitiin koyu yesil renkli, karsilikli bir sonraki ise ¢apraz,
kisa sapli veya sapsizdir. Cigekleri siirglinlerin ucunda salkim seklinde oldukga
kiiciik ciceklerden meydana gelir. Ta¢ yapraklar1 beyaz renkte nadiren pembe,
geri kismi borucuk, seklinde ve kupa yapraklar1 ¢an seklinde olup tag yapraklar
kavramigstir. Vatan1 Akdeniz iilkeleri olan bitki, glinlimiizde orta Avrupa tlkeleri,
kuzey Amerika ve Asya’nin Tiirkiye’den dogu Tirkistan’a kadar olan alanda
yetistirilir. Mart aylarinda saksi, kasa veya seralara ekilir ve fideleri mayista bahge

veya tarlalara ekilir (Anonim 2007).

Origanum majorana bebeklerdeki nezle ve lslitmeye yetigkinlerde ise
istahsizlik, sindirim rahatsizlii, akut ve kronik gastrit, ilser, sigkinlik, kulak
iltihaplanmasi, bas agrisi, kadin hastaliklari, ezilme, burkulma, karaciger
rahatsizliklari, bel tutulmasmma karsi ve de sinirleri, kalbi ve kan dolasimini
kuvvetlendirmek i¢in  kullanilir. Halk arasinda mide ve bagirsak
rahatsizliklarindan; siskinlik, sanci, kramp ve hazimsizliga karsi, sinirlik, bas
agrisi, migren, bas donmesi, iisiitmeye ve nezleye karsi kullanilir. Dahili olarak

cayl, harici olarak merhemi kullanilir (Bager 2001).
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Sekil 2.1.0riganum majorana Sekil 2.2. Origanum onites

2.2. Yontem

Tuz stresinin O.onites ve O.majorana meristem dokularinin gelismelerine
etkileri incelenmistir. Bunun i¢in igerisinde % 0.01 gr/lt, % 0.02/ gr/lt ve % 0.03
gr/lt tuz (NaCl) bulunan 1 MS besi yerleri ve kontrol i¢in de normal MS besi yeri
kullanilmistir. Biiylime diizenleyici olarak 0.Ilmg/lt Kinetin kullanilmistir.
Meristemlerin gelisimi dort hafta boyunca izlenmis, kok ve yaprak uzunluklari ile

yasayan meristem sayilari diizenli olarak kaydedilmistir.

Daha sonraki asamada O.majorana’da klorofil ve karotinoid Slgiimleri
yapilmistir. Bunun i¢in normal MS, % 0.02 gr/lt ve 0.03 gr/lt tuz iceren
besiyerlerindeki bitki yapraklarindan 0.1 gr alinmis, tartilmis ve kiyilmistir.
Kiyilan 6rnekler havana alinmis asetonitril, etonol, safsu (72:8:3) ilave edilmis ve
tokmakla ezilerek ekstrati ¢ikarilmistir. 645 ile 663 nm’de ayr1 ayrn
spektrofotometrede absorbanslar1 6lcililmiistiir. Sifir ayar1 %80’lik asetonitril ile
yapilmistir. Karotenoid tayini i¢in de ayni orneklerde ayrica 450 nm’de okuma

yapilmistir. (Strain ve Svec,1966).
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Klorofil ekstraktinin iki farkli dalga boyuna yapilan optik yogunluk (OD)
Ol¢iimlerinden elde edilen degerlerin asagida verilen esitliklerde yerlerine
konmasiyla, bitki yaprak dokusunun 1 g’minda bulunan klorofil a, klorofil b ve

toplam klorofil miktarlart mg. olarak hesaplanmistir.
mg klorofil a/ g doku =[ 12,7 (D663) — 2,69 (D645) ] (V /1000 W)
mg klorofil b/ g doku = [ 22,9(D645) — 4,68 (D663) 1 (V / 1000 W)

Esitliklerde : OD, klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki optik
yogunlugunu (absorbans degerini); V, %80’lik asetonitril son hacmini (10 ml); W,

ekstre edilen dokunun g olarak yas agirligini (0,1 g) gostermektedir.

Klorofil tayini i¢in hazirlanmis ekstraktin 450 nm dalga boyunda 6lgiilen
absorbans degeri, asagidaki formiilde yerine koymak suretiyle, yaprak yas

agirhiginin 0,1 gramindaki mg karotenoid miktar1 saptanmistir.

Toplam karotenoid =[ 4,07 x D450 - (0,0435 x kla miktar1 + 0,367 x klb

miktari) |

2.2.1. Sterilizasyon

Caligmalar sirasinda sterilizasyona 6nem verilmistir. Steril eldiven, steril
maske, kullanilan pens, bisturi gibi aletler ve c¢alisacagimiz alan steril kabin
icindeki 2600 A° luk UV lambasi ile steril edilmistir. Kullanilan pens, bisturi,
spatiil gibi aletler her islemden sonra % 96’lik alkole batirilip bek atesinde

yakilarak steril edilmistir.

2.2.2. MS besiyerinin hazirlanmas ve sterilizasyonu
Bu meristem kiiltiirii calismasinda MS (Murashige ve Skoog) besi ortami1

kullanilmistir. Bitki doku kiiltiirii calismalarinda besi ortaminda su, inorganik ve

organik bilesikler bulunmaktadir.
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Besi ortaminin dokiilecegi temiz petri kaplari 180 °C’deki kuru havali
firinda 3 saat siire ile steril edilmistir. Ekim sirasinda kullanilacak saf su cam
balona konmus, agz1 pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Ayn1 sekilde
besi yerleri de pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatilarak 120° de 1,5 atmosfer
basingta 1 saat otoklavda steril edilmistir. Islemin tamamlanmasindan sonra
besiyerinin sicakligi 40°C’ ye diistiigiinde hormonlar eklenip karistirtlmistir. Steril

kabin i¢inde besiyeri bek alevinin yaninda steril petri kutularina dokiilmiistiir.

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

Makro mg/l | Mikro Elementler | mg/l | Organik Bilesikler | mg/l
Elementler
NH4NO; 1650 | H;BO; 6.2 | Sukroz 30000
KNO; 1800 | MnSO,4H,0 22.3 | Agar 10000
CaCL,2H,0 440 | ZnSO44H,0 8.6 | Glycine 2
MgS0O47H,0 370 | KI 0.86 | Inositol 100
KH,7P0O4 170 | Na,Mo0O42H,0 0.25 | Nikotinik Asit 0.5
Na,Edta 37.5 | CuSO,47H,0 0.025 | Pridoksin- HCI 0.5
FeSO,7H,0 27.8 | CoCl,6H,0 0.025 | Thiamin- HCI 0.1
Kinetin 1
NAA 0.5
2,4-D 0.5
IAA 0.5
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2.2.3. Meristemlerin yiizey sterilizasyonu ve ekimi

Steril kabin i¢inde 3 beher hazirlanmistir. Bir tanesine %3’lilkk sodyum
hipoklorat (¢camasir suyu), ikincisine %75°lik alkol ve digerine steril saf su

konmustur.

Bu ii¢ beherde ekimi yapilacak meristem dokular1 6nce camasir suyunda 2
dakika, %75’lik alkolde 2 dakika ve steril saf suda 5 dakika bekletilmistir. Daha
sonra meristem dokular alkollenip alevden gecirilmis pens ve bisturi yardimiyla
bek alevi yaninda besi yeri bulunan petrilere ekilmistir. Petriler parafilm ile
sartlmigs 25°C’ ye ayarhi iklim kabinine konulmustur. Fotoperiyot i¢in toplam
80W’lik beyaz fliioresans lambalar ile aydinlanan iklim kabini kullanilmistir.
Aydinlik ve karanlik periyotlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik uygulamasi
seklinde yapilmistir.
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3. BULGULAR

Ekimi yapilan meristem dokularin kok ve yaprak uzunluklar ile canli bitki
sayilart her hafta Ol¢lilmiistiir. Deneyler sirasinda kontaminasyonlar ve doku
kararmalar1 goriilmiistiir. /n vitro kosullardaki kararma, kimyasal olarak
aciklanabilen ve ¢ogunlukla tanenler ve okside olan polifenoller nedeniyle ortaya

c¢ikan bir olaydir. Kontamine olan petrilerdeki bitkiler hesaplara katilmamaistir.

3.1. Origanum onites ve Origanum majorana’da Tuz Stresi

Origanum onites ve O. majorana meristemleri farkli oranda tuz iceren
besiyerlerine ekiminden bir hafta sonra yaprak gelisimi O.onites’te sabit
goriilmesine ragmen, O. majorana’da % 0.02 ve 0.03 gr NaCl igeren
besiyerlerinde yaprak gelisimi ayni diizeyde gdzlenmistir (Cizelge 3.1 ve 3.4).
Kok gelisiminde en iyi gelisim O. onites’te kontrol grubuna gore % 0.01 gr ve %
0.02 gr tuz igeren petrilerde gozlenirken O.majorana’da % 0.01 ve % 0.02 gr tuz
iceren petrilerde gelisim daha 1yi diizeydedir (Cizelge 3.2 ve 3.5).

Ikinci haftada yaprak gelisimi O.onites’te % 0.02 gr tuz igeren petride artis
goriilmistiir. % 0.01 gr ve % 0.03 gr tuz iceren petrilerde gelisim goriilmemistir
(Cizelge 3.1). O. majorana’da % 0.01 gr ve % 0.02 gr tuz igeren petrilerde artig
goriilmiistiir. % 0.03 gr tuz iceren her iki bitkide de 2.haftada yaprak biiyiimesi
goriilmemistir (Cizelge 3.4). Kok gelisimi O.onites’te % 0.03 gr tuz igeren
petrilerde artig goriiliirken, O.majorana’da herhangi bir gelisim goriilmemistir
(Cizelge 3.2 ve 3.5). O.majorana’da kontrol grubunda bir bitkide kararma
goriilmistiir (Cizelge 3.6). Kontrol grubunda O. majorana’da yaprak uzunlugu
artarken O.onites’te yaprak ve kok uzunlugu sabit kalmistir (Cizelge 3.1, 3.2 ve

3.4).

Ucgiincii haftada O.onites’te % 0.01 gr ve % 0.02 gr tuz iceren
besiyerlerinde yaprak uzunlugu artarken, O.majorana’da bir artig goriilmemistir
(Cizelge 3.1 ve 3.4). Kok gelisimi O.onites 'te ve O.majorana’da % 0.01 gr tuz

iceren petrilerde artmistir (Cizelge 3.2 ve 3.5). O.onites’te kontrol grubundan ve
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% 0.02 gr, % 0.03 gr tuz iceren besiyerlerindeki birer bitki kararmistir (Cizelge
3.3). Kontrol grubunda hem O.majorana’da hem de O.onites’te yaprak ve kok

uzunluklarinda artis gortilmiistiir.

Dordiincii haftanin sonunda O.onifes’te yaprak uzunluklart % 0.01 ve %
0.03 gr tuz igeren besiyerlerinde artmistir (Cizelge 3.1). O.majorana’da % 0.01 gr
tuz igeren besiyerlerinde yaprak uzunluklari artmistir (Cizelge 3.4). Kok
uzunluklar1 O.onites’te son haftada % 0.02 gr tuz iceren besiyerinde artig
goriiliirken, O.majorana’da % 0.02 gr tuz iceren besiyerinde artis goriilmiistiir
(Cizelge 3.2 ve 3.5). Kontrol grubunda O.onites’te yaprak uzunlugu artarken,
O.majorana’da hem yaprak hem de kok uzunlugu artis1 gortilmiistiir (Cizelge 3.1,

3.4 ve 3.5).

Sekil 3.1. MS besiyerine ekilen O.majorana eksplantlari
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Sekil 3.2. MS besiyerine ekilen 0.majorana eksplantlarnn 2 hafta sonraki
gorunamleri

Sekil 3.3. MS besiyerine ekilen O.majorana eksplantlarinin 4 hafta sonraki
goriiniimleri
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Sekil 3.4. MS besiyerine ekilen O.onites eksplantlarinin 1 hafta sonraki
goriiniimleri

Sekil 3.5. MS besiyerine ekilen O.onites eksplantlarinin 4 hafta sonraki
gortintimleri
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Sekil 3.6. % 0.01 gr NaCl igeren MS besiyerine ekilen meristem eksplantlari

N

Sekil 3.7. % 0.01 gr NaCl igceren MS besiyerine ekilen meristem eksplantlarinin 2
hafta sonraki goriintimleri
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Sekil 3.8. % 0.01 gr NaCl igeren MS besiyerine ekilen meristem eksplantlarinin 3
hafta sonraki goriiniimleri

Sekil 3.9. % 0.01 gr NaCl igeren MS besiyerine ekilen meristem eksplantlarinin 4
hafta sonraki goriiniimleri
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Sekil 3.10. % 0.02 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlar

Sekil 3.11. % 0.02 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlarinin 2
hafta sonraki goriiniimleri
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Sekil 3.12. % 0.02 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlarinin 3
hafta sonraki goriiniimleri

Sekil 3.13. % 0.02 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlarinin 4
hafta sonraki goriiniimleri
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Sekil 3.14. % 0.03 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlar

Sekil 3.15. % 0.03 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlarinin 3
hafta sonraki goriiniimii
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Sekil 3.16. % 0.03 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlarinin 4
hafta sonraki goriiniimii

Cizelge 3.1. Origanum onites’de NaCl stresine bagli ortalama yaprak

uzunluklar1 (mm)

Kontrol 0.01gr  0.02gr  0.03gr
NaCl NaCl NaCl
L.hafta 1 1 1 1
2.hafta 2 1 2 1
3.hafta 3 2 3 1
4.hafta 4 3 3 2
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Sekil 3.17. Origanum onites ‘de NaCl stresine bagli ortalama yaprak uzunluklar
(mm)

Cizelge 3.2. Origanum onites “deNaCl stresine bal ortalama kok uzunluklar (mm)

Kontrol 0.01gr 0.02gr 0.03gr
NaCl NaCl NaCl

l.hafta 3 2 2 1
2.hafta 3 2 2 2
3.hafta 4 3 2 2
4.hafta 4 3 3 2
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Sekil 3.18. Origanum onites ‘de NaCl stresine bagli ortalama kok uzunluklar

(mm)

Cizelge 3.3. Origanum onites’de NaCl stresine bagli canli bitki sayilari

1.hafta
2.hafta
3.hafta
4.hafta

Kontrol

S~ B U W

0.01gr
NaCl

3

3
3
3
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Sekil 3.19. Origanum onites ‘de NaCl stresine bagli canli bitki sayilari

Cizelge 3.4. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagli ortalama yaprak

uzunluklari (mm)

1.hafta
2.hafta
3.hafta
4.hafta

Kontrol
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0.01gr
NaCl

1

2
3
4
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Sekil 3.20. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagli ortalama yaprak
uzunluklari (mm)

Cizelge 3.5. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagl kok uzunluklar: (mm)

Kontrol 0.01gr  0.02gr  0.03gr
NaCl NaCl NaCl

l.hafta 3 2
2.hafta 3 3 3 2
3.hafta 4 4 3 3
4.hafta 5 4 4 3
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Sekil 3.21. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagli ortalama kdk uzunluklari
(mm)

Cizelge 3.6. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagli canli bitki sayilari

Kontrol 0.01gr  0.02gr  0.03gr
NaCl NaCl NaCl

l.hafta 5 3 3 3
2.hafta 4 3 3 3
3.hafta 4 3 3 3
4.hafta 4 3 2 2
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Sekil 3.22. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagli canli bitki sayilar
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3.2 Origanum mojorana’da Klorofil-a, Klorofil-b ve Karetinoid Ol¢iimii

Klorofil igerigi, tuz stresi altindaki bitkilerde olumsuz etkilenmektedir.
O.majorana’da yapilan hesaplamalar sonucunda Klorofil-a ve Klorofil-b tuz
konsantrasyonu arttikca azalmistir. Klorofil-a’da, kontrol bitkilerine oranla tuz
iceren besiyerlerinde bariz azalma goriilmiistiir. Klorofil-b’de fark ¢ok fazla
goriilmemistir. Karotinoid miktarinda ise en fazla artis % 0.03 gr tuz igeren
besiyerinde goriilmiistiir (Cizelge 3.7).

Tuz stresi altinda genel metabolik faaliyetlerin aksamasi, bagta Ca ve K
olmak iizere N, P ve Mg gibi makro besin elementlerinin alinimlarinda kisitlanma
gibi faktorler klorofil aktivasyonunu olumsuz etkiler. Bu calismada da NaCl
uygulamasiyla beraber klorofil miktarinda azalma, karotinoid miktarinda artma

goriilmiistiir (Sekil 3.23).

Cizelge3.7. O.majorana’da Klorofil-a , Klorofil-b ve Karotinoid oranlar1

Kontrol 0.02gr 0.03gr

NaCl NaCl
Klorofil-a 1,48 0,62 0,6
Klorofil-b 1,22 1,21 1,15
Karotinoid 0,34 0,36 0,68

Iy m Klorofil a

o0

£ m Klorofil b
m Karotinoid

Kontrol 0,02 gr NaCl 0,03 gr Nacl

Sekil.3.23. O.majorana’da Klorofil-a , Klorofil-b ve Karotinoid oranlari
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu calismada farkli tuz konsantrasyonlarinin O.onites ve O.majorana
tizerinde olusturdugu stres incelenmistir. Bu amagla farkli oranlarda NaCl igeren
MS besiyerlerinde O.onites ve O.majorana ekplantlarinin gelisimi dort hafta siire

ile izlenmistir.

O.onites’te kontrol grubuna gore, % 0.02 gr tuz iceren konsantrasyonda
daha hizli yaprak biiyiimesi gozlenirken % 0.03 gr tuz iceren besiyerinde yavas ve
zor bir yaprak biiylimesi goriilmiistiir (Sekil 3.13 ve 3.16). Ayni sekilde kok
uzunluguda % 0.03 gr tuz igeren besiyerinde diisik ve zor bir biiylime
incelenmistir. En 1y1 k6k uzunlugu kontrol grubunda goériiliirken, % 0.01 gr tuz
iceren besiyerinde de kok biliylimesi rahat gozlenmistir. (Cizelge 3.2). Artan NaCl

konsantrasyonu O.onites’te gelisimi azaltmistir.

O.majorana’da yaprak uzunlugu en fazla kontrol grubunda goriilmiistiir. %
0.01 ve % 0.02 gr tuz iceren besiyerlerinde yaprak biiylimesi goriiliirken % 0.03
gr tuz igeren besiyerinde yaprak biiylimesi durmustur (Sekil 3.16). Kok uzunlugu
ise % 0.01 ve % 0.02 gr tuz igeren besiyerlerinde daha fazla gelismistir (Cizelge
3.5).

Canli bitki sayilarina baktigimizda tuz konsantrasyonlarindaki artis ¢ok
fazla strese neden olmadigi goriilmiistir. % 0.01 gr tuz igeren besiyerindeki
bitkilerin tamami hayatta kalirken, % 0.02 ve % 0.03 gr tuz iceren besiyerlerinde
ve kontrol grubundan her birinde birer tane bitkilerin karardigi goriilmiistiir

(Cizelge 3.3 ve 3.6).

Bu sonuglara genel olarak bakildiginda tuz konsantrasyonundaki artisa
paralel olarak tuzun neden oldugu stres bitkide 6liime neden olmamistir. Ancak

tuz konsantrasyonu artik¢a bitki biiyiimesi daha yavaslamis ve zorlagmistir.
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Tuz stresine maruz kalan bitkilerde genel olarak karsilagilan farkliliklar:
B Kok, govde ve slirgiin uzunlugunda azalma;
B Bitki yas ve kuru agirliklarinda azalma;

B Yaprak alan1 ve sayilarinda azalma;

Klorofil miktarinda azalma;

B Verimde, meyve tat ve renklerinde bozulmadir.

Yasar (2003) toplam 38 adet patlican genotipinde yaptig1 ¢alismada 150
mM NaCl uygulamasi ile olusturulan tuz stresi karsisinda, tuzluluga karsi
genotiplerin biiylik 6l¢lide varyasyon gosterdigini, tuzlu kosullarda goévde
agirliklar1 ve boyundaki azalmalarin, kok agirligi ve bitki boyundaki azalmalardan
daha fazla oldugu gozlenmis; bu durumda tuz stresinin patlicanda yesil aksam

tizerinde koklere gore daha fazla olumsuz etkide bulundugunu gérmiistiir.

Tuz konsantrasyonu arttik¢a O.onites ve O.majorana’da 6zellikle yaprak
gelisimi % 0.03 gr’lik tuz igeren besiyerinde neredeyse durmustur. Tuzluluga en
fazla duyarlilik gosteren organlarin yapraklar oldugunu bildiren Munns ve
Termaat (1986)’1n agiklamalarindan sonraki yillarda yapilan bagka caligmalar
sonucunda misirda (Cramer ve ark., 1988) ve domateste (Snapp ve Shennan,
1992) kok biiyiimesi ve gelismesinin de tuzluluktan benzer bigimde etkilendigini
ortaya konmustur. Benzer sekilde O.onites ve O.majoranada’da kok gelisiminin
tuz konsantrasyonu artik¢a yavagsladigi hatta % 0.03 gr’lik besiyerlerinde her iki

bitki icinde bir siire sonra durdugu goriilmiistiir.

Zhu ve Boyer’e (1992) gore yiliksek tuzluluktan kaynaklanan biiyiime
azalmas1 turgor kaybindan degil, enerji metabolizmasindaki ve hiicre ceper
polimerlerinin sentezindeki azalmadan kaynaklanmaktadir. Kaiser ve ark.’na
(1983) gore tuzlu ortamda yetisen 1spanak bitkilerinde biiyiime azalmasi

fotosentezin inhibisyonundan ¢ok stoma direncinin artigina baglanmaktadir.
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Ayni arastiricilar, biiylime azalmasinin besin ve su aliminin azalmasindan
kaynaklanabilecegini de bildirmislerdir. Wang ve ark. (1997) tuzlulugun zararl
etkilerinin su stresi, iyon toksisitesi ve iyon dengesizligi (K+ aliminda inhibisyon)

ya da bu faktorlerin bir kombinasyonuna baglamislardir.

Ayrica Wang ve ark. , (1997) fotosentez oranlarindaki azalmanin stoma

iletkenliginin azalmas ile ilgili oldugunu ileri stirmiislerdir.

Ortamda diisiik bulunan tuz konsantrasyonlarindaki bitkilerde gelisim
daha rahat gozlenmistir. Ozellikle % 0.01 gr tuz igeren besiyerlerinde yaprak basta
olmak {tizere koklerde de gelisim goriilmiistiir. Diigiikk tuz konsantrasyonunda
goriilen yaprak ve kok gelisimi O.onites ve O.majorana’nin diisiik tuz stresine
toleranslt oldugunu bize gostermektedir. Tuzlu kosullar altinda tolerant tiirler,
hassas tilirlere gore hem iyon alimin1 hemde bitki i¢cinde bu iyonlarin dagilimini
daha iyi diizenleyebilmektedirler. Genel olarak kabul edilen goriis, kok bdlgesinde
asirt Na varhiginda, bir ¢esidin K alimini siirdiirebilme ve K seviyesini
koruyabilme yetenegi tuza toleransta onemli bir kriterdir (Yasar, 2003). Tuza
tolerans konusunda yapilan bir ¢ok caligmada, iyon birikimi agisindan tolerant
olan c¢esitlerde Na birikiminin hassas c¢esitlere gore daha az oldugu

bildirilmektedir.

Tuz stres faktoriiniin bitkiler iizerindeki etkilerini anlamak maksadiyla
sikca basvurulan yollardan biri organizmadaki klorofil icerigini belirlemektir.
Klorofil miktar1, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda kontrole gore azalmaktadir
(Tipirdamaz ve Ellialtioglu, 1994; Sivritepe, 1995). Tuz stresi, bitkinin 6liimiine
neden olabildigi gibi tolerans durumuna bagli olarak biiylimeyi engellemekte,
kloroplastlarin tahrip olmasi nedeniyle kloroz ve nekrotik lekelerin olusumuna yol
acabilmektedir (Hasegawa ve ark., 1986). Kavun ve acur genotiplerinde de tuz
uygulamasi, biiyiik bir ¢ogunlukla klorofil miktarinda azalmaya neden olmustur.
Klorofildeki azalma, kavun yapraklarinin sararmasi ile kendini gostermis olup

bunun hemen ardindan kurumalar meydana gelmistir.

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda; iyon birikimi stomalarin acilip

kapanmasindaki diizensizlikler nedeniyle toplam klorofil miktarinda azalmalar
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olmakta bunun sonucu olarak fotosentez etkinliginin azalarak bitkinin gelisiminde

gerilemeler ortaya ¢ikmaktadir.

Bu bilgiler 1s18inda O.majorana ’da yapilan klorofil tayininde tuz
konsantrasyonu arttik¢a klorofil-a ve klorofil-b’de kontrol grubuna gore diisiis
goriilmistiir. Karotenoid miktar1 ise en yiiksek % 0.03 gr’lik tuz stresindeki

bitkide goriilmiistiir.

Vicia faba’da L. yapraklardaki klorofil-a ve klorofil-b igerigi deniz suyu
ile sulama yapildig: siire boyunca azalma gostermistir. Diger taraftan karotenoid
icerigi diisiik ve orta miktarda deniz suyu sulamasinda kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda artis goriilmiistiir (Mohamed & Mohamed, 2009).

Tim bu bulgulara gore dilisik miktarda tuzun O.onites ve
O.majorana’nin gelisimini engellemedigi goriilmiistiir. Artan tuz miktarina baglh

olarak gelisim yavaslamistir.
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Bu yiiksek lisans ¢calismamizda farkli konsantrasyonlardaki NaCl’iin O.onites ve
O.majorana’nin gelisimi lizerinde olusturdugu stres meristem kiiltlirii teknigi
kullanilarak incelenmistir. % 0.01, % 0.02, % 0.03 gr konsantrasyonlarindaki
NaCl’ iin bitkiler iizerinde gelisimi yavaslattig1 saptanmistir. % 0.01 gr NaCl
iceren besiyerlerinde kok ve yaprak uzunluklar1 artarken O.onites ve
O.majorana’nin tuz stresine karsi toleransli oldugu ve ortamda bulunan degisik
konsantrasyonlardaki tuzun bitkilerin gelisimini yavaglattigi fakat tamamen
durdurmadigt bulunmustur. O.majorana’da normal MS, % 0.02 ve % 0.03 gr tuz
iceren besiyerlerinde klorofil ve karotenoid miktarlar1 tayin edilmistir. Tuz
icerigi arttikga klorofil-a ve klorofil-b miktarlarinda azalma, karotenoid

miktarinda artig gortilmustiir.

Anahtar Kelimeler: Origanum onites, Origanum majorana, Tuz Stresi,

Meristem Kiiltiirii, Stres Fizyolojisi
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In this study, stress effects of NaCl in different concentrations on the
development of O.onites and O.majorana by using meristem culture. It was
determined that 0.01 %, 0.02 %, 0.03 % g concentrations of NaCl decrase the
development of the plants. Other hand, on the 0.01 % g NaCl concentration,
lenghth of root and leaves increased. It was determined that, O.onites ve
O.majorana could tolerate NaCl, and different concentrations of NaCl decrase
the development of the plants, but not completely abort. Chlorophyll and
carotenoid concentrations were determined in the O. majorana, which cultured in
normal MS, 0.02 % and 0.03 % g salt containing culture mediums. As the amount
of salt increases, a reduction in the amount of chloropyll-a and chloropyll-b and

an increase in the amount of carotenoids has been observed.

Keywords: Origanum onites, Origanum majorana, Salt Stress, Meristem Culture,

Stress Physiology
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1. GIRIS

Kekik iilkemiz ekonomisine Onemli katki saglayan, gidalarimizi
cesnilendiren ve sagligimiz i¢in 6nemli Ozelliklere sahip bir bitkidir. Tiirkiye,
Diinya Bitki Ticaretinde, Cin ve Hindistan’dan sonra iigiincii iilke durumundadir.
Cesitli adlarla ihrag¢ edilen bitkiler arasinda “Kekik” adiyla toplanip satilanlarin
miktar1 ise 8 000 tona civarindadir. Bu rakama, yurt i¢inde baharat ve ¢ay olarak
tiiketilen 1 000 tonu ve ugucu yag tiretiminde kullanilan 1 000-1 500 tonu da ilave
edilecek olursak, Tiirkiye’nin kekik tiretim miktart 10 000 tona ulagmaktadir
(Baser, 2001). Tiirk kekigi kalitesini diinyaya kabul ettirmistir. Ulkemizdeki
isletme tesislerinde iiretilen kekik; temiz olmasi ve yiiksek oranda yabanci madde

tasitmamast nedeniyle kabul gérmektedir (Olivier W.G., 1997; Oflaz, 2001).

Kekik bitkisinin bu kadar onemli bir bitki olmasi nedeniyle gelisimi
izerinde hangi durumlarin strese neden oldugu arastirma konumuzdur. Bitkisel
tiretimlerde gerekli olan toprak ve su, icerdikleri yogun tuz miktari nedeni ile
zaman zaman sorun olmakta ve yetistiriciligi sinirlandiran en onemli faktorler
arasinda yer alabilmektedir. Toprak tuzlulugu yagisin az oldugu kurak ve yari
kurak ekolojilerde sik¢a rastlanan bir stres kaynagi olup, genellikle toprakta fazla
miktarda NaCl birikimini ifade etmektedir. Calismamizda gida {iriinlerinin iiretimi
icin giderek artan bir sorun haline gelen tuz stresinin bitki iizerindeki etkilerini
inceledik. Bu incelemede doku kiltiirii tekniginden yararlanildi. Bitkinin
gelisimindeki optimum sartlar saglanmis, incelemek istedigimiz makroelement
konsantrasyonlarinin bitki gelisimi iizerinde olusturdugu stres meristem kiiltiirii
teknigi kullanilarak incelenmistir. Bu teknigi se¢gmemizdeki amag¢ daha hizh
cogalma hizina sahip olmasi, daha az yere gereksinim duyulmasi, tiim yil boyunca
iretim yapilabilmesi, kimyasal ve fiziksel ortam kosullari {izerinde daha fazla bir
oranda kontrol olanagi saglanmasi, olgun dokularin yeniden gelistirilmesi ve kisa

siirede gelisim imkaninin olmas1 gibi avantajlarini siralayabiliriz.



Anadolu’da kekik adiyla bilinen bitkiler: Origanum, Satureja, Thymbra,
Thymus ve Corydothymus cinslerinin tiirleridir (Bager, 1995). Bu tiirlerin bazilar

dogadan dogal olarak toplanirken bazilarinin ise tarimi yapilabilmektedir.

Diinya tizerinde 50 kadar tiirle temsil edilen Origanum tiirleri ¢ogunlukla
Akdeniz bolgesinde ve Balkanlarda yayilis gosterirler. Origanum tiirleri, birden
fazla dik govdesi olan, ¢cok yillik otsu veya yar1 calimsi bitkiler olup ¢icekleri
salkims1 veya gévde uclarinda toplu halde bulunmaktadir. Orta biiytikliikteki ¢cok
yillik bu bitkiler, genellikle sicak iklimi sever ve kurak, besince zengin,
cogunlukla kiregli topraklarda iyi yetisirler. Giinlimiizde Origanum tiirleri

dogadan toplanildig1 gibi bazilarinin gelikle ve tohumla iiretimi de yapilmaktadir.

Giiniimiiz biyoloji bilimi hizli bir gelisim gdstermektedir. Biyoteknoloji,
biyolojik bilimlerdeki gelismelerin teknolojideki gelismeler yardimi ile
uygulamaya konularak kullanilmasi1 seklinde tarif edilebilir. Biyoteknolojinin
uygulama alanlar i¢inde en hizli gelisme potansiyeline sahip olanlardan birisi
bitki biyoteknolojisidir. Bitki biyoteknolojisi ise cesitli doku kiiltiirii ve genetik
miihendisligi tekniklerini kullanarak bitkilerin molekiiler diizeyde iyilestirilmesini
amaclamaktadir. Bitki doku kiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besi yeri
ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre, doku veya organ gibi kisimlardan yeni doku,
bitki veya bitkisel iirlinlerin iiretilmesidir. Yeni c¢esit gelistirmek ve mevcut
cesitlerde genetik varyabilite olusturmak doku kiiltiiriiniin temel amaglar1 arasinda
sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme caligmalarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve
cogaltilmast zor olan tiirlerin iiretiminde ¢esitli doku kiiltlirii teknikleri rutin
olarak uygulanmaktadir. Doku kiiltlirli ayrica protoplast izolasyonu, hiicre, doku
ve bitki beslenmesi, sitogenetik ¢alismalar, morfogenesiz ¢alismalar1 ve biyolojik

azot fiksasyonu gibi temel aragtirmalarda da kullanilmaktadir.

Doku kiiltiirleri s1v1 ya da kat1 olabilmektedir. Diger kiiltiir yontemlerinden
farki destek materyali olarak agar gibi organik bilesiklerin kullanilmasidir. Diger
yandan ortamin osmotik basincini ve pH’in1 ayarlamakda 6nemlidir. Bu yontemle
mikrobiyal bulagma kuvvetle olasidir. O yiizden sterilite ¢ok Onemlidir. Aksi

halde organik ortam mikroorganizmalarin hizla iiremesini saglayacaktir. Bu



yontemin ayricaliklarindan biri de tiim bitki yerine doku, doku pargaciklari, hiicre
ve hatta hiicre organelleri kullanilmasidir. Bu ayricalik iiretimde hiz getirebildigi
gibi, cesitliligi de beraberinde saglar. Bu yontemde besleme ortamina biiylimede
hiz1 saglayacak vitaminler ve bitki biiylime maddeleri ilave edilir. Bliyiime
maddeleri tiretim sirasinda kallus govdeli bitki, koklii bitki ya da komple bitki gibi

istekleri yonlendirir.

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalart icinde en yaygin olanlarinda biri meristem
kiiltiirtidiir. Meristem kiiltiirii teknigi, bitkiden alinan kiigiik meristem hiicreleri
toplulugundan uygun sartlarda uygun besi yerle ve hormonlarla yeni bir bitki elde
edilmesidir. Meristem kiiltlirii calismalar1; bitki 1slah1 ve viriissiiz bitki
yetistirilmesi hizli ve nitelikli bitki liretme gayretinden dogmustur. Cok sayida
otsu bitkinin meristem kiiltiirii teknigi ile saglikli ve giicli bir kok sistemi
olusturma kapasitesine sahip olduklar1 saptanmis olup bu olgudan c¢icekeilik,
seracilik ve fidancilikta yararlanilmaktadir. Son yillarda patates, seker kamisi,
bezelye, karnabahar, ¢ilek, muz, turunggiller gibi bir¢ok bitki tiirlinde meristem
kiiltiirti, termoterapi (sicaklikla iyilestirme) ile kombine edilerek uygulanmakta ve

virussiiz bitkiler elde edilmektedir.

Tim bunlar géz alindiginda 6nemli bir sanayi ve gida maddesi olarak
kullanilan kekik bitkisinin hangi tuz araliklarinda daha verimli oldugunu

saptamak i¢in bu ¢alisma ger¢eklestirilmistir.

1.2. Meristemin Yapisi

Meristem dokunun kdkeni embriyodur. Yiiksek yapili bitkilerde yumurta
hiicreleri ile erkek gametin birlesmesinden meydana gelen zigot boliinerek
embriyoyu verir. Embriyo esas bitkiyi meydana getirebilmek i¢in devamli
boliinerek hiicre sayisini arttira bilme yetenegindedir. Boliinme 06zelliginden
dolay1r da bitkilerin uzama ve kalinlagmasini saglar. Meristemler tarafindan
tiretilen hiicreler biiylimelerine ve morfofizyolojik degismelerine, 6zellesmelerine

degisim denir. Boylelikle embriyonik karakter kaybolur ve olgun dokular olusur.



Orn: Elekli boru hiicreleri, cekirdek veya ¢ekirdek materyali, ihtiva eden biitiin
degismez doku hiicreleri yeterli uyari aldiklarinda yeniden bdliinme, biiyiime ve

degisme kabiliyetindedirler. Buna hatipotensi denir (Anonim 2008).

Mersitem hiicreleri; bol sitoplazmali, ince ¢eperli, hiicreler aras1 bosluklar
olmayan, kofulsuz yada kii¢iik ve az kofullu, biiyiik ¢ekirdekli, farklilagmis kiigiik
hiicrelerdir. En oOnemli oOzellikleri sik sik bdoliinerek yeni hiicreler meydana

getirebilmeleri. Meristemler kokenlerine gore 2’ye ayrilir (Anonim 2008).

1- Primer meristem

1i- Seconder mersitem

Primer meristem, embriyo sathasindan itibaren bdliinme yetenegini
kaybetmeyen ve dogrudan dogruya embriyo hiicrelerinden gelisen hiicrelerdir.
Uzunluguna biiylimeyi gergeklestirirler. Meristem bitkide bulundugu yere gore
(apikal, lateral ve interkalar meristem olarak) 3’e ayrilir; apikal meristem kok,
govde ve dallarin ucunda yani biiylime noktalarinda bulunur. Govdede
boliinmenin oldugu kisim vejetasyon konisi adini alir ve biiylime noktasini teskil

eder (Anonim 2008).

Vejetasyon konisinin en dis kisminda tunika bulunur. Tunikanin dis
tabakas1 dermatogen (protoderma) adini alir ve geliserek epidermay1 olusturur.
Periblem denilen i¢ tunika tabakasimnin gelismesiyle korteks ve destek doku
meydana gelir. Ikinci tabakada korpustur ve buda 6z veya 6ze yakin iletim
demetlerini meydana getirir. Interkalar meristem organlarmm uzunluguna

biiyiimesini saglar.

Lateral meristem enine biiylimeyi saglar. Biiylimeye devam eden pena
koklerin ug¢ kisimlarinda da bir vejetasyon konisi bulunur. Yalniz bu geng kokler
toprakla devamli temas halinde bulunduklarindan bu kisim kaliptra denen
yiiksiikle korunur. Burada distan ice dogru kaliptrogen, dermatogen, periderm,

korpus bulunur.

Primer meristemler kok, govde ve dallarin ucundaki siirekli mitoz boliinme

ozelliginde olan hiicrelerden olusur. Kok ve govde ucundaki bu kisimlar koni



seklini almistir. Geng hiicrelerden olusan bu biiylime konileri kokte kaliptra,

govdedeyse koruyucu yapraklarla dis etkenlerden korunur.

Sekonder meristem; ¢igeksiz bitkiler ve monokotillerde yoktur. Béliinmez
doku hiicrelerinin hormonlarin etkisiyle yeniden bdliinme yetene§i kazanmasi
sonucu meydana gelen boliiniir dokulardir. Kok ve gdvdenin enine biiyiimesini

saglar, kambiyum ve mantar meristemi bu gorevi yapar (Anonim 2008).

1.3 .Kararma

In vitro kosullardaki kararma, kimyasal olarak agiklanabilen ve ¢ogunlukla
tanenler ve okside olan polifenoller nedeniyle ortaya ¢ikan bir olaydir.

Dokular ana bitkiden ayrilip eksplant hazirlanmasi sirasinda yaralanirlar;
bu durum c¢ogunlukla hava tarafindan, peroksidazlar tarafindan veya
polifenoloksidazlar tarafindan okside edilen ve hem dokuda, hem de kiiltiir
ortaminda kahverengilesme veya kararma ile sonuclanan cesitli bilesiklerin agiga
cikmasina neden olur (Elliatlioglu 2000).

Katekol oksidaz’t da iceren polifenoloksidazlar, saglikli ve geng
dokulardaki plastidlerde saklanmaktadirlar. Bitki zararlandiginda eksplant
hazirlanmasinda oldugu gibi fenolik bilesikler, plastidlerle ve diger organellerle
karigik bir halde vakullerin igerisinde biiylik miktarlarda depolanirlar ve okside
olmus polifenollerin meydana gelmesiyle de koyu renk pigmentasyonu goriilmeye
baglanir. Okside olmus bu bilesikler, enzim aktivitesini engellemekte boylece

eksplant1 6ldiiriicli kararma sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Elliatlioglu 2000).

1.4. Stres Fizyolojisi

1.4.1. Stresin Tanimi

Stres canlilarda hasar meydana getiren gili¢ olarak tarif edilir. Bu zarar
metabolizma sonucu meydana gelir. Sonugta bir bitkinin veya organin
biliylimesinde ve verimliliginde azalmaya, hatta 6liime neden olabilir. Hem dogal

hem de tarimsal kosullarda bitkiler siklikla ¢evresel strese maruz kalirlar. Stresin



dereceleri ¢ok genis sinirlar icindedir. Hava sicakligi gibi bazi ¢evresel faktorler
sadece birkac dakika iginde stres olusturabilirken, toprak suyu igerigi ve
topraktaki mineral eksikligi diger faktorlerin stres olusturmasi giinler hatta
haftalar stirebilir. Ayrica, toprak ve iklimin, bitki tiirlerinin dagilisini nasil
sinirlandirdigint belirlemede stres biiyiik bir rol oynar. Bu nedenle, bitkilerin
cevresel strese uyum ve aklimasyon mekanizmalar ile stres yaralanmalar1 altinda
yatan fizyolojik siirecleri anlamak, hem tarim hem de ¢evre acisindan biiyiik bir

oneme sahiptir.

Cevresel strese adaptasyon ve aklimasyon, bitkinin anatomik ve
morfolojik diizeyinden, hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler diizeyine kadar pek
cok entegre olaylarla sonuglanir. Strese hiicresel cevap hiicre dongiisii ve hiicre
boliinmesinde, endomembran sisteminde ve hiicrenin vakuolizasyonunda, hiicre
duvarinin yapisinda hiicrelerin strese toleransini saglayan degisiklikleri igerir.
Biyokimyasal diizeyde bitkiler ¢evresel stresi bitirmek icin metabolizmalarini
cesitli sekillerde degistirirler. Bu degisiklikler prolin ve glisin-betain gibi
osmoregiilator bilesiklerin yapimini igerir. Cizelge 1.1°de bitkileri etkileyen stres

cesitleri gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Kaynaklarma gore bitkileri etkileyen stres gesitleri (Kocagaligkan 2002)

A.Fiziksel B.Kimyasal C.Biyolojik
1.Kuraklik 1.Tuzluluk 1.Alleopati
2.S1caklik 2.Besin 2.Rekabet
3.Isinlar 3.Hava kirliligi 3.Parazitizm
4.Elektromanyetik alan 4.Pestisitler 4.Insan Tahribi
5.Riizgar ve firtina 5.Herbisitler 5.Hayvan tahri bi
6.Toprak yapisi 6.Toprak pH’s1 6.Hastaliklar



1.4.2 Stresin dereceleri

Bitkiler herhangi bir stres kaynagina maruz degillerse, bu durumda stresten
s0z edilmez. Bu sekilde optimum sartlarin bulunmasina “’sifir stres >’ adi
verilmektedir.Stresin dereceleri ¢ok genis sinirlar icindedir. Tabiatta bitkiler igin
tamamen stressiz bir ortamin bulunmasi ¢ok zordur. Stresin siddeti yaninda

bitkinin strese maruz kalma siiresi de 6nemlidir.

Bitki tiirtinde siddetli strese sebep olan bir stres faktorii, bir baska tiirde
hatta tiirlerin kendi i¢inde bile 1limli strese ya da sifir strese sebep olabilir. Bir
bitkinin tiimii veya bazi kisimlar1 (tohumlar, dormant tomurcuklar ve dormant
hiicreler) strese karst direngli olabilitken bazi kisimlar (meristem dokular,
sukkulent organlar, geng fideler) ise strese kars1 duyarhidirlar. Meristemler; canli,
ince ceperli, faal, protoplazmasi bol, nukleus iri oldugu i¢in daha ¢ok etkilenir.
Destek doku hiicreleri kalin ¢eperli, sitoplazmasi az ve hiicrelerinin yarisindan

fazlas1 koful oldugu icin strese dayaniklidir (Onder ve Yentiir 1999).

1.4.3.Stresle Ilgili Kavramlar

Aklimasyon (Uyum): Yeni bir c¢evreye maruz kalan bitkideki kalitsal
olmayan degisiklikler olarak tarif edilebilir. Bir stres faktorii metabolizmay1
degisiklige ugratabilir ve bunun sonucu olarak bitki morfolojisinde de bir

degisiklik meydana gelebilir. Ancak bitki yasamini siirdiirebilir.

Tolerans (Esneklik): Bitkinin uygun olmayan c¢evre sartlarina maruz
kalmasi durumunda, hayatini devam ettirmesi ve strese dayanikli olarak tarif

edilebilir. Daha ¢ok bitkinin genetik yapisiyla ilgilidir.

Avoidans (Korunma): Stresten sakinma ve korunma anlamina gelir. Eger

stres kaynagi ile bitki dokusu veya organi arasinda fiziki bir engel varsa, stres



yeteri kadar etkili olmaz. Bu sekilde bitki kendini stresten korumus olur. Kalitsal

olabilir veya olmayabilir (Onder ve Yentiir 1999).

1.4.4.Tuz Stresi

Bitkide strese neden olan etmenler; hastalik olusturanlar ve zararlilar gibi
biyotik kokenli olabilmesinin yaninda; tuzluluk, kuraklik, diisiik ve yiiksek
sicakliklar, besin elementlerinin eksik veya fazlaliklar1 gibi abiyotik kdkenli de
olabilmektedir.

Cevik (1986), Tiirkiye topraklarinin toplam alaninin 78 milyon hektar
oldugunu, bunun %36’simin iglenebilir arazi olup bu alanlarin %3.2’sinin tuzluluk
problemine sahip oldugunu belirtmektedir. Sonmez (1990) ise, Tiirkiye’de 4
milyon hektar alanin tuzla etkilenmis topraklara sahip olduguna isaret etmekte; bu
degerin, sulanabilir alan potansiyelimizin yaklastk %18’1 oldugunu
vurgulamaktadir.

Tarimsal iiretim alanlarinda tuzluluk, topraklarin verimliligini olumsuz
yonde etkileyen, iirlin verimini sinirlandiran en 6nemli faktorlerden birisidir.
Toprak tuzlulugunu cogunlukla yagis miktar1 az, yliksek sicaklik derecelerine
sahip olan kurak ve yar1 kurak bolgelerde ortaya ¢ikmaktadir.

Toprakta bulunan ¢oziinebilir tuzlarin miktari, bitkinin biiylime ve
gelismesi i¢in gerekli olan miktarin {izerine ¢iktifinda sorunlar ortaya ¢ikmaya
baslar. Toprak tuz igerigi arttik¢a bitkinin su alimi kisitlanir. Tuz konsantrasyonu,
kullanilabilir su potansiyelini diisiirmeye yetecek kadar oldugunda (0.5-1.0 bar)
bitki strese girer ki, bu da tuz stresi olarak adlandirilir (Yasar 2003).

Ekonomik anlamda 6neme sahip bitkilerin ¢ogu tuzluluga kars1 duyarlidir.
Tuzlu ortamlarda yetisen bir bitki biliylimeyi engelleyici faktorleri {ic grupta
toplamak olasidir: a) kok bolgesindeki diisiik su potansiyeli nedeniyle su aliminin
azalmast veya diger bir degisle su stresi, b) iyon toksisitesine neden olacak
diizeyde yiikselen Na ve Cl iyonlarinin bitki biinyesinde birikimi, c) besin
maddelerinin alim1 ve taginimi sirasinda ortaya ¢ikan dengesizlikler ve 6zellikle K
ve kismen Ca eksikliklerinin ortaya cikmasi. Bitkilerin tuza kars1 gosterdigi

tepkiler; bitkinin i¢cinde bulundugu gelisme donemine, stres faktorii olan tuzun



konsantrasyonuna, tuzun bitkiye etki ettigi siireye gore degisebilmekte; ayrica
iklim ve toprak 6zelligine bagh olarak da farklilik gosterebilmektedir. Cevresel
faktorler ve fizyolojik etkilerin eslik ettigi tuza tolerans 6zelliginin esas kaynagi
kalitsal unsurlardir. Tuza tolerans bakimindan bitkiler arasinda 6nemli farkliliklar
bulunmaktadir. Familya, cins ve tiirler arasinda farkliliklar bulundugu gibi, aym
tiire ait ¢esitler arasinda da tuza tolerans bakimindan farkliliklarin bulundugu
bilinmektedir.

Tuz zaran bitkilerde farkl: belirtilerle kendini gosterebilmektedir.
Tuzluluk, bitkinin morfolojisini ve anatomisini de kapsayan tiim metabolizmasini
etkileyen bir faktordiir. Toprak ¢ozeltisindeki tuz konsantrasyonu arttiginda ve su
potansiyeli azaldiginda, bitki hiicrelerinin ozmotik potansiyeli diiger ve bitki
hiicrelerinin boliinmesi ya da uzamasi birden yavaslar. Bu stres kosullar1 altinda
genellikle stomalar kapanir ve sonug olarak fotosentez azalir. Stres kosullarinin
devam etmesi halinde bitki biiyiimesi tamamen durabilir. Bitki tiir ve ¢esitleri
arasinda tuzluluga gosterilen tepki bakimindan farklilik bulunmakla birlikte,
gilikofit bitkilerin kok bolgesinde tuzlulugun hafta veya ay diizeyindeki bir siire¢
boyunca artmasina karsi1 gosterilen ilk fenotip yanit, siirglin biiylimesindeki
azalmadir. Bu bilgiye ek olarak tuzluluga en fazla duyarlilik gdsteren organlarin
yapraklar oldugunu bildiren Munns ve Termaat (1986)’1n agiklamalarindan
sonraki yillarda yapilan baska caligmalar sonucunda misirda (Cramer ve ark.,
1988) ve domateste (Snapp ve Shennan, 1992) kok biiylimesi ve gelismesinin de
tuzluluktan benzer bi¢cimde etkilendigini ortaya konmustur. Yurtseven (2000)
tuzlulugun patlican bitkisinin bitki su tiiketimine etkisini aragtirmis ve tuzluluk
artis1 ile bitki su tiiketiminin azaldigin1 belirlemistir. Bu azalma toprak
ortamindaki ¢ozelti konsantrasyonunun sulama suyu ile iletilen tuzlar nedeniyle
artmast ve bunun bir sonucu olarak ozmotik basincin yiikselmesinin bitki su
alimin1 zorlastirmasindan kaynaklanmistir. Scardaci ve ark (2002) toprak ve su
tuzlulugunun piring verimine etkisini arastirmiglardir. Tuzlulugun artmasiyla
piring verimi azalma gostermistir. Yine sulama suyundaki ¢oziinms tuz
konsantrasyonu artmastyla tohum yogunlugu ve bio kiitle degerleri de azalma

gostermistir.



Tuz stresi bitkinin 6liimiine neden olabildigi gibi tolerans durumuna bagl
olarak biiylimeyi engellemekte, kloroz, nekrotik lekelerin olusumuna yol
acabilmekte, verim ve kalitenin azalmasina neden olmaktadir. Mer ve ark. (2000)
tuzun toksit etkisinin ilk dnce yash yapraklarda goriilmeye basladigini, bu
yapraklarin u¢larindan baslayip yaprak ayasina ve sapina dogru ilerleyen kloroz
seklinde kendini gosterdigini, daha sonra bu kisimlarin 6ldiigiinii belirtmektedir.
Tuzlu kosullarda biiyliyen bitkilerin biiylime hiz1 diisiik olup bodur bir yap1
sergilemektedirler, yapraklari ise cogunlukla kiigiik ve rengi koyu yesildir. Tuz
stresinde hiicre biiylimesi ve hiicre boliinmesindeki, yavaglamanin, sitokinin
miktarinin azalmasi sonucu ortaya ¢iktig1 ileri siiriilmektedir. Hormon dengesinde
ortaya ¢ikan degisikliklerin tohum ¢imlenmesi iizerinde de etkide bulundugu,
azalan sitokinin sentezlenmesinin sonucu olarak ¢imlenme oraninda azalma
olusturdugu iddia edilmektedir. Tuzlu kosullarda ¢cimlenmenin engellenmesi ve
¢imlenme ylizdesinin diismesi beklenen bir tepkidir (Demir ve Demir, 1992). Tuz
stresine maruz kalan bitkilerde karsilagilan farkliliklar arasinda kok, govde ve
stirglin uzunlugunda azalma; yaprak alan1 ve sayilarinda azalma; klorofil
miktarinda azalama; veriminde, meyve tat ve renklerine bozulma
kaydedilmektedir. Bitki uzun bir siire tuzluluk stresi altinda kaldiginda, yasl
yapraklarda iyon toksisitesi ve su noksanligi, geng yapraklarda ise karbonhidrat
noksanlig1 ve buna bagli belirtilerin ortaya ¢iktig1 kaydedilmektedir (Greenway ve
Munns, 1980; Franco ve ark.,1993; Sivritepe, 1995; Tipirdamaz ve Ellialtioglu,
1994; 1997).

Levitt (1980) ise, tuz stresinden kaynaklanan iyon toksisitesini birincil
derecede etkili stres faktorii; bunun ardindan olusan su aliminin azalmasi yani su
stresi ve mineral maddedeki dengesizlikler ve beslenmedeki bozulmay: ikincil
stres faktorleri olarak yorumlamaktadir. Tuz stresi ve buna bagli olusan su stresi
arasindaki iliskiyi ayirt etmek oldukea giictiir. Topraktaki tuz miktarinin artisi ile
suyun ozmotik potansiyeli diistiiglinden, tuz stresi bitkiyi ikincil bir ozmotik

strese, bir bagka degisle fizyolojik kuraklik stresine maruz birakmaktadir.
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Sodyum, bitkide hem floem, hemde ksilem igerisinde hareket edebilme
olanagina sahip bir element olarak bilinmektedir. Bohra ve Doffling (1993), tuz
stresinde bitkinin kok bolgesinde iyon dengesinin bozuldugunu; artan miktardaki
sodyum aliminin, diger mineral maddelerin alim1 ile rekabete girerek beslenme
noksanligina yol agtigm bildirmektedir. Iyon dengesizliginin ve koklerde hiicre
zar1 gecirgenligi bozulmasinin bitkinin beslenme rejimini etkileyerek, metabolik
olaylarda kullanilan temel baz1 elementlerin alimin1 6nledigi, bunun da fizyolojik
sorunlarin ortaya c¢ikmasina neden olacagi ileri siiriilmektedir. Levitt (1980),
ortamda sodyum kloriiriin fazla olmast durumunda, bitkiler tarafindan Na
iyonunun gereginden fazla alindig1 ve olusan rekabet nedeniyle K iyonu aliminda
azalmalarin ve boylece K noksanliginin ortaya ¢iktigini ifade etmektedir. Yiiksek
sodyum iyonunun bulundugu ortamda bitkide potasyum aliminin azaldigi bilinen
bir gergektir. Chow ve ark. (1996)’nin ¢eltik bitkisinde yapmis oldugu
aragtirmada, bitkilerin yaprak ve govdesinde artan sodyumun, potasyum iizerinde
etkisi belirgin bulunmazken, koklerde artan tuzla birlikte potasyum aliminin
azaldig1 saptanmistir. Bitki genotiplerinin farkli oranlarda Na ve K absorbsiyonun
yapmasi ve bdylece biinyelerinde farkli K/Na oranlarina sahip olmasinin (Na — K
aymrim Ozelligi) tuzluluga dayanim konusunda rol oynadigi, Heimler ve ark.
(1995), Lopez ve Satti (1996), Yu ve ark. ( 1998) ve Aktas (2002) tarafindan
gosterilmistir.

Tuzluluk, diger abiyotik stres faktorlerinden olan yiliksek ve diisiik
sicaklik, kuraklik ve mineral element eksikliginden kaynaklanan stres
faktorlerinde oldugu gibi bitkilerde karbon metabolizmasini ve elektron taginim
aktivitesini engellemektedir. Tuz stresi altindaki bitkiler su kaybini1 azaltmak i¢in
stomalarin1 kapatmakta, boylece CO, gazmin girisi engellenmektedir. Bunun
sonucu olarak CO, fiksasksiyonu azalmaktadir. Karbondioksit fiksasyonunda
kullanilmayan elektronlar ile absorbe edilen 151k enerjisi O>’nin aktivasyonunda,
yani radikallerin sentezlenmesinde kullanilmaktadir. Karanlik (2001) tarafindan
da acgiklanildig: gibi, stres altindaki bitkilerde artan diizeylerde sentezlenen serbest
radikaller hiicrelere zarar vermekte 6zellikle yavaglama siirecine giren membran

lipitleri ve niikleik asitler ile klorofil gibi hiicre komponentlerini de bozmaktadir.
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Tuzlu sartlar altinda bazi1 beslenme bozukluklarinin da ¢ikmasi beklenir.
Gelisme ortaminda agir1 NaCl oldugu zaman, Na ve Cl bitki organlarinda birikir
ve bu tuz iyonlart hem diger besin elementleri ile rekabete girerek hem de hiicre
zarlarinin  segici gecirgenligini etkileyerek diger besin maddelerinin alimini
etkileyebilirler (Bohra ve Dofflig, 1993). Ornegin, Na, K ile rekabete girer ve Na
fazlaliginda K eksikligi ortaya ¢ikabilir (Levitt,1980). Yiiksek tuz konsantrasyonu
Ca alimimi sinirlayabilir ve Ca eksikligine sebep olabilir (Cramer ve ark.,1986). K
ve Ca elementleri bitkide cesitli fizyolojik olaylarda anahtar rolii oynar ve bu
rekabet sonucunda K ve Ca igeriginde azalma ile beslenme dengesizligi ortaya
cikar. Tuzluluk sonucu Na igeriginin artmasi buna karsilik K, Ca igerigi ve K/Na
ve Ca/ Na oranlarindaki azalmasi literatiirde ¢ok karsilasilan sonuglardir (Yasar,

2003).

1.4.5.Tuz stresine bagh klorofil azalmasi

Bilindigi gibi klorofil olusumu; bitkilerin ototrofik yapilarini ortaya
koyabilmelerinin, yani inorganik maddelerden organik maddeler iireterek
biiyliylip gelisebilmelerinin temel tasidir. Tuz stresi altinda klorofil miktarlarinda
genel metabolik siiregteki aksamaya bagli olarak azalma bircok arastirici
tarafindan bildirilmistir. Cigcek ve Cakirlar (2002) misirda, Gadallah (1999) ise
bakla bitkisinde tuz stresi altinda yapraklarin klorofil igeriginde azalmalar
goriildiiglini bildirmislerdir. Bitkilerin, kdk bolgesindeki tuz (NaCl) yogunlugu,
Na+'un yapraklarda birikerek klorofil molekiillerinin Mg++ ile yer degistirmesini
ve klorofillerin yapisini bozarak klorozis'i sonugladigi bilinmektedir.

Santos (2004) tuz stresinde klorofil miktarlarindaki azalmalari 6-
aminolevulinik asit dehidrataz (ALA-dehidrataz) inhibisyonuna ve dolayisiyla da
klorofil biyosentezinin sinirlandirilmasina baglamistir. Reddy ve Vora (1986) ise
tuz stresinden kaynaklanan bu azalmalarin klorofil par¢alanmasinda rol oynayan
klorofillaz enziminden dolayi olabilecegini belirtmistir. Makrofit dokularinin iyon
miktarlarindaki (Na iyonu) artiglarin da klorofil miktarlarinda azalmalara neden

olabilecegi rapor edilmistir. Kadmiyum stresinin de ALA dehidrataz ve klorofil
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biyosentezi ile iligkili olan protoklorofillid rediiktaz gibi enzimlerin inhibisyonu,
klorofil biyosentezi icin gerekli olan Mg ve Fe elementlerinin alinimi ve
kullaniminin zayiflamasi, Zn yetersizligi sonucunda karbonik anhidraz enziminin
inhibisyonu ve klorofil molekiiliiniin tetrapirol halkasindaki Mg’nin yerine
baglanmasi yollariyla klorofil biyosentezini inhibe ederek klorofil miktarlarinda
azalmaya neden oldugu ifade edilmektedir (Santos 2004).

Tuz (NaCl) stresi kosullarinda Na+'a direnip, klorofil molekiillerindeki
Mg++'la yer degistirmesini engellemeleri ve klorofil miktarin1 giderek

arttirabilmeleri onlarin tuza dayaniklili§inin en 6nemli bir gostergesi olmaktadir.

1.4.6.Tuz stresine tolerans metabolizmasi

Bitkiler dogadaki her tiirlii biyotik ve abiyotik kdokenli stres faktorlerine
karsi bazi savunma mekanizmalart gelistirmekte, olumsuz kosullara uyum
saglayarak biiyiime ve gelismelerine devam etmeye cabalamaktadirlar. Tuzluluk
stresi ile kars1 karsiya kalan bitkilerde genotipik 6zellikler ¢ercevesinde tepkiler
olugmakta, bazi bitki tiir ve cesitleri tuzluluktan az diizeyde etkilenirken, bazilari
ise Oliimciil bi¢imde zarara ugramaktadir. Genel temellere dayanan bu tip farkl
uyum yeteneklerinin yani sira herhangi bir bitkinin farkli gelisme donemleri,
tuzun cinsi, konsantrasyonu, uygulama siiresi gibi faktorlerin de bitkilerin
gelistirdigi savunma mekanizmalar {izerinde etkili oldugu bilinmektedir. Ornegin,
Nelson ve Paris (1984) kavunlarda tuz stresi konusunda yapmis olduklar
aragtirmada, ¢imlenme doneminde NaCl tuzluluguna en iyi toleransi gosteren
genotiplerin fide doneminde tuzdan c¢ok cabuk etkilendigi, ya da bu durumun
tersinin gergekleserek ¢imlenme sirasinda tuzluluktan olumsuz yonde etkilenen
bazi genotiplerin fide doneminde tuza kars1 daha yiiksek bir tolerans sergiledikleri
saptanmistir. Al-Karaki (2000) ve Dasgan ve ark.(2002) domateste, yiiksek Na
birikiminden sakinma yetenegi ve siirgiinlerde yiiksek K/Na ve Ca/N oraninin
tuza toleranst ve dayanimi artirdigini bildirmislerdir. Kaya ve ark. (2002)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, NaCl stresi altindaki ¢ilek bitkilerine ilave Ca
uygulamasinin, NaCl’nin bitki gelisimi ve verim iizerine olan olumsuz etkisini

azalttigi kaydedilmistir.
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1.Materyal

Bu calismada bitki materyali olarak Origanum onites ve Origanum
majorana kullanilmistir. Bu bitkiler tohumlart TBAM vasitasiyla temin edilmis ve
saksilarda yetistirilmigtir. Ugucu yag iceren yart ¢alimsi veya otsu ¢ok yilliktir.
Yapraklar basit, brakteler kiremitvari olarak {ist iiste dizilmistir. Korolla mor,
pembe veya beyaz renkte, 2 dudakli, stamenler 4, altaki uzundur. Origanum cinsi
Tiirkiye’de 23 tiir 32 takson, diinyada 41 tiir 52 taksonla temsil edilir (Oflaz ve
ark., 2004).

Alem: Plantae
Alt alem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Alt simif: Asteridae
Ordo: Lamiales

Aile: Lamiaceae

Origanum onites Tiirkiye’de ticareti yapilan bes tiir arasinda en ¢ok
ihracat1 gerceklestirilen tiirdiir. Ulkemizde Ege ve Akdeniz Bolgelerinde dogal
olarak yetisir. Halk arasinda ‘Bilyali kekik, Tas kekik, Peynir Kekigi, Izmir
Kekigi’ gibi yoresel adlarla bilinen Origanum onites, dogal floramizin bir {iriinii
olmasmin yani sira kiiltiir bitkisi olarak yetistirilen tek ticari Origanum tiirtidiir.
Origanum onites’in Ege bolgesinde tarimi yapilmaktadir. Tarim alanlart son
yillarda 6300 dontime ulasmistir. Oldukca yaygin kullanima sahip ve ekonomik

acidan Oonemli bu bitki, halk arasinda yemeklerde baharat olarak ve c¢esitli
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sekillerde hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Toprak iistii kistmlar midevi olarak,
soguk alginligi, bas agris1 gibi durumlarda kullanilir. Ugucu yag: ile yapilan
caligmalarda analjezik etkisi tespit edilmistir. Yiiksek miktarda fenol icermesi

nedeni ile antibakteriyal, antispazmodik ve antiseptik etkileri bilinmektedir

Origanum majorana takriben 20-50cm boyunda genellikle bir yillik, bazen
iki yillik ve sik catallagan bir bitkidir. Stirgiinleri grimsi yesil, saplari esmer veya
kirmizimsi esmer renkte ve tliyliidiir. Yapraklari oval sekilde 1-2cm uzunlugunda,
0,5-1cm eninde kenarlar biitiin koyu yesil renkli, karsilikli bir sonraki ise ¢apraz,
kisa sapli veya sapsizdir. Cigekleri siirglinlerin ucunda salkim seklinde oldukga
kiiciik ciceklerden meydana gelir. Ta¢ yapraklar1 beyaz renkte nadiren pembe,
geri kismi borucuk, seklinde ve kupa yapraklar1 ¢an seklinde olup tag yapraklar
kavramigstir. Vatan1 Akdeniz iilkeleri olan bitki, glinlimiizde orta Avrupa tlkeleri,
kuzey Amerika ve Asya’nin Tiirkiye’den dogu Tirkistan’a kadar olan alanda
yetistirilir. Mart aylarinda saksi, kasa veya seralara ekilir ve fideleri mayista bahge

veya tarlalara ekilir (Anonim 2007).

Origanum majorana bebeklerdeki nezle ve lslitmeye yetigkinlerde ise
istahsizlik, sindirim rahatsizlii, akut ve kronik gastrit, ilser, sigkinlik, kulak
iltihaplanmasi, bas agrisi, kadin hastaliklari, ezilme, burkulma, karaciger
rahatsizliklari, bel tutulmasmma karsi ve de sinirleri, kalbi ve kan dolasimini
kuvvetlendirmek i¢in  kullanilir. Halk arasinda mide ve bagirsak
rahatsizliklarindan; siskinlik, sanci, kramp ve hazimsizliga karsi, sinirlik, bas
agrisi, migren, bas donmesi, iisiitmeye ve nezleye karsi kullanilir. Dahili olarak

cayl, harici olarak merhemi kullanilir (Bager 2001).
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Sekil 2.1.0riganum majorana Sekil 2.2. Origanum onites

2.2. Yontem

Tuz stresinin O.onites ve O.majorana meristem dokularinin gelismelerine
etkileri incelenmistir. Bunun i¢in igerisinde % 0.01 gr/lt, % 0.02/ gr/lt ve % 0.03
gr/lt tuz (NaCl) bulunan 1 MS besi yerleri ve kontrol i¢in de normal MS besi yeri
kullanilmistir. Biiylime diizenleyici olarak 0.Ilmg/lt Kinetin kullanilmistir.
Meristemlerin gelisimi dort hafta boyunca izlenmis, kok ve yaprak uzunluklari ile

yasayan meristem sayilari diizenli olarak kaydedilmistir.

Daha sonraki asamada O.majorana’da klorofil ve karotinoid Slgiimleri
yapilmistir. Bunun i¢in normal MS, % 0.02 gr/lt ve 0.03 gr/lt tuz iceren
besiyerlerindeki bitki yapraklarindan 0.1 gr alinmis, tartilmis ve kiyilmistir.
Kiyilan 6rnekler havana alinmis asetonitril, etonol, safsu (72:8:3) ilave edilmis ve
tokmakla ezilerek ekstrati ¢ikarilmistir. 645 ile 663 nm’de ayr1 ayrn
spektrofotometrede absorbanslar1 6lcililmiistiir. Sifir ayar1 %80’lik asetonitril ile
yapilmistir. Karotenoid tayini i¢in de ayni orneklerde ayrica 450 nm’de okuma

yapilmistir. (Strain ve Svec,1966).
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Klorofil ekstraktinin iki farkli dalga boyuna yapilan optik yogunluk (OD)
Ol¢iimlerinden elde edilen degerlerin asagida verilen esitliklerde yerlerine
konmasiyla, bitki yaprak dokusunun 1 g’minda bulunan klorofil a, klorofil b ve

toplam klorofil miktarlart mg. olarak hesaplanmistir.
mg klorofil a/ g doku =[ 12,7 (D663) — 2,69 (D645) ] (V /1000 W)
mg klorofil b/ g doku = [ 22,9(D645) — 4,68 (D663) 1 (V / 1000 W)

Esitliklerde : OD, klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki optik
yogunlugunu (absorbans degerini); V, %80’lik asetonitril son hacmini (10 ml); W,

ekstre edilen dokunun g olarak yas agirligini (0,1 g) gostermektedir.

Klorofil tayini i¢in hazirlanmis ekstraktin 450 nm dalga boyunda 6lgiilen
absorbans degeri, asagidaki formiilde yerine koymak suretiyle, yaprak yas

agirhiginin 0,1 gramindaki mg karotenoid miktar1 saptanmistir.

Toplam karotenoid =[ 4,07 x D450 - (0,0435 x kla miktar1 + 0,367 x klb

miktari) |

2.2.1. Sterilizasyon

Caligmalar sirasinda sterilizasyona 6nem verilmistir. Steril eldiven, steril
maske, kullanilan pens, bisturi gibi aletler ve c¢alisacagimiz alan steril kabin
icindeki 2600 A° luk UV lambasi ile steril edilmistir. Kullanilan pens, bisturi,
spatiil gibi aletler her islemden sonra % 96’lik alkole batirilip bek atesinde

yakilarak steril edilmistir.

2.2.2. MS besiyerinin hazirlanmas ve sterilizasyonu
Bu meristem kiiltiirii calismasinda MS (Murashige ve Skoog) besi ortami1

kullanilmistir. Bitki doku kiiltiirii calismalarinda besi ortaminda su, inorganik ve

organik bilesikler bulunmaktadir.
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Besi ortaminin dokiilecegi temiz petri kaplari 180 °C’deki kuru havali
firinda 3 saat siire ile steril edilmistir. Ekim sirasinda kullanilacak saf su cam
balona konmus, agz1 pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Ayn1 sekilde
besi yerleri de pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatilarak 120° de 1,5 atmosfer
basingta 1 saat otoklavda steril edilmistir. Islemin tamamlanmasindan sonra
besiyerinin sicakligi 40°C’ ye diistiigiinde hormonlar eklenip karistirtlmistir. Steril

kabin i¢inde besiyeri bek alevinin yaninda steril petri kutularina dokiilmiistiir.

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

Makro mg/l | Mikro Elementler | mg/l | Organik Bilesikler | mg/l
Elementler
NH4NO; 1650 | H;BO; 6.2 | Sukroz 30000
KNO; 1800 | MnSO,4H,0 22.3 | Agar 10000
CaCL,2H,0 440 | ZnSO44H,0 8.6 | Glycine 2
MgS0O47H,0 370 | KI 0.86 | Inositol 100
KH,7P0O4 170 | Na,Mo0O42H,0 0.25 | Nikotinik Asit 0.5
Na,Edta 37.5 | CuSO,47H,0 0.025 | Pridoksin- HCI 0.5
FeSO,7H,0 27.8 | CoCl,6H,0 0.025 | Thiamin- HCI 0.1
Kinetin 1
NAA 0.5
2,4-D 0.5
IAA 0.5
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2.2.3. Meristemlerin yiizey sterilizasyonu ve ekimi

Steril kabin i¢inde 3 beher hazirlanmistir. Bir tanesine %3’lilkk sodyum
hipoklorat (¢camasir suyu), ikincisine %75°lik alkol ve digerine steril saf su

konmustur.

Bu ii¢ beherde ekimi yapilacak meristem dokular1 6nce camasir suyunda 2
dakika, %75’lik alkolde 2 dakika ve steril saf suda 5 dakika bekletilmistir. Daha
sonra meristem dokular alkollenip alevden gecirilmis pens ve bisturi yardimiyla
bek alevi yaninda besi yeri bulunan petrilere ekilmistir. Petriler parafilm ile
sartlmigs 25°C’ ye ayarhi iklim kabinine konulmustur. Fotoperiyot i¢in toplam
80W’lik beyaz fliioresans lambalar ile aydinlanan iklim kabini kullanilmistir.
Aydinlik ve karanlik periyotlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik uygulamasi
seklinde yapilmistir.
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3. BULGULAR

Ekimi yapilan meristem dokularin kok ve yaprak uzunluklar ile canli bitki
sayilart her hafta Ol¢lilmiistiir. Deneyler sirasinda kontaminasyonlar ve doku
kararmalar1 goriilmiistiir. /n vitro kosullardaki kararma, kimyasal olarak
aciklanabilen ve ¢ogunlukla tanenler ve okside olan polifenoller nedeniyle ortaya

c¢ikan bir olaydir. Kontamine olan petrilerdeki bitkiler hesaplara katilmamaistir.

3.1. Origanum onites ve Origanum majorana’da Tuz Stresi

Origanum onites ve O. majorana meristemleri farkli oranda tuz iceren
besiyerlerine ekiminden bir hafta sonra yaprak gelisimi O.onites’te sabit
goriilmesine ragmen, O. majorana’da % 0.02 ve 0.03 gr NaCl igeren
besiyerlerinde yaprak gelisimi ayni diizeyde gdzlenmistir (Cizelge 3.1 ve 3.4).
Kok gelisiminde en iyi gelisim O. onites’te kontrol grubuna gore % 0.01 gr ve %
0.02 gr tuz igeren petrilerde gozlenirken O.majorana’da % 0.01 ve % 0.02 gr tuz
iceren petrilerde gelisim daha 1yi diizeydedir (Cizelge 3.2 ve 3.5).

Ikinci haftada yaprak gelisimi O.onites’te % 0.02 gr tuz igeren petride artis
goriilmistiir. % 0.01 gr ve % 0.03 gr tuz iceren petrilerde gelisim goriilmemistir
(Cizelge 3.1). O. majorana’da % 0.01 gr ve % 0.02 gr tuz igeren petrilerde artig
goriilmiistiir. % 0.03 gr tuz iceren her iki bitkide de 2.haftada yaprak biiyiimesi
goriilmemistir (Cizelge 3.4). Kok gelisimi O.onites’te % 0.03 gr tuz igeren
petrilerde artig goriiliirken, O.majorana’da herhangi bir gelisim goriilmemistir
(Cizelge 3.2 ve 3.5). O.majorana’da kontrol grubunda bir bitkide kararma
goriilmistiir (Cizelge 3.6). Kontrol grubunda O. majorana’da yaprak uzunlugu
artarken O.onites’te yaprak ve kok uzunlugu sabit kalmistir (Cizelge 3.1, 3.2 ve

3.4).

Ucgiincii haftada O.onites’te % 0.01 gr ve % 0.02 gr tuz iceren
besiyerlerinde yaprak uzunlugu artarken, O.majorana’da bir artig goriilmemistir
(Cizelge 3.1 ve 3.4). Kok gelisimi O.onites 'te ve O.majorana’da % 0.01 gr tuz

iceren petrilerde artmistir (Cizelge 3.2 ve 3.5). O.onites’te kontrol grubundan ve
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% 0.02 gr, % 0.03 gr tuz iceren besiyerlerindeki birer bitki kararmistir (Cizelge
3.3). Kontrol grubunda hem O.majorana’da hem de O.onites’te yaprak ve kok

uzunluklarinda artis gortilmiistiir.

Dordiincii haftanin sonunda O.onifes’te yaprak uzunluklart % 0.01 ve %
0.03 gr tuz igeren besiyerlerinde artmistir (Cizelge 3.1). O.majorana’da % 0.01 gr
tuz igeren besiyerlerinde yaprak uzunluklari artmistir (Cizelge 3.4). Kok
uzunluklar1 O.onites’te son haftada % 0.02 gr tuz iceren besiyerinde artig
goriiliirken, O.majorana’da % 0.02 gr tuz iceren besiyerinde artis goriilmiistiir
(Cizelge 3.2 ve 3.5). Kontrol grubunda O.onites’te yaprak uzunlugu artarken,
O.majorana’da hem yaprak hem de kok uzunlugu artis1 gortilmiistiir (Cizelge 3.1,

3.4 ve 3.5).

Sekil 3.1. MS besiyerine ekilen O.majorana eksplantlari
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Sekil 3.2. MS besiyerine ekilen 0.majorana eksplantlarnn 2 hafta sonraki
gorunamleri

Sekil 3.3. MS besiyerine ekilen O.majorana eksplantlarinin 4 hafta sonraki
goriiniimleri
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Sekil 3.4. MS besiyerine ekilen O.onites eksplantlarinin 1 hafta sonraki
goriiniimleri

Sekil 3.5. MS besiyerine ekilen O.onites eksplantlarinin 4 hafta sonraki
gortintimleri
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Sekil 3.6. % 0.01 gr NaCl igeren MS besiyerine ekilen meristem eksplantlari

N

Sekil 3.7. % 0.01 gr NaCl igceren MS besiyerine ekilen meristem eksplantlarinin 2
hafta sonraki goriintimleri
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Sekil 3.8. % 0.01 gr NaCl igeren MS besiyerine ekilen meristem eksplantlarinin 3
hafta sonraki goriiniimleri

Sekil 3.9. % 0.01 gr NaCl igeren MS besiyerine ekilen meristem eksplantlarinin 4
hafta sonraki goriiniimleri
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Sekil 3.10. % 0.02 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlar

Sekil 3.11. % 0.02 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlarinin 2
hafta sonraki goriiniimleri
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Sekil 3.12. % 0.02 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlarinin 3
hafta sonraki goriiniimleri

Sekil 3.13. % 0.02 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlarinin 4
hafta sonraki goriiniimleri
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Sekil 3.14. % 0.03 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlar

Sekil 3.15. % 0.03 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlarinin 3
hafta sonraki goriiniimii
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Sekil 3.16. % 0.03 gr NaCl iceren MS besiyerine ekilen meristem ekplantlarinin 4
hafta sonraki goriiniimii

Cizelge 3.1. Origanum onites’de NaCl stresine bagli ortalama yaprak

uzunluklar1 (mm)

Kontrol 0.01gr  0.02gr  0.03gr
NaCl NaCl NaCl
L.hafta 1 1 1 1
2.hafta 2 1 2 1
3.hafta 3 2 3 1
4.hafta 4 3 3 2
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Sekil 3.17. Origanum onites ‘de NaCl stresine bagli ortalama yaprak uzunluklar
(mm)

Cizelge 3.2. Origanum onites “deNaCl stresine bal ortalama kok uzunluklar (mm)

Kontrol 0.01gr 0.02gr 0.03gr
NaCl NaCl NaCl

l.hafta 3 2 2 1
2.hafta 3 2 2 2
3.hafta 4 3 2 2
4.hafta 4 3 3 2
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Sekil 3.18. Origanum onites ‘de NaCl stresine bagli ortalama kok uzunluklar

(mm)

Cizelge 3.3. Origanum onites’de NaCl stresine bagli canli bitki sayilari

1.hafta
2.hafta
3.hafta
4.hafta
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Sekil 3.19. Origanum onites ‘de NaCl stresine bagli canli bitki sayilari

Cizelge 3.4. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagli ortalama yaprak

uzunluklari (mm)

1.hafta
2.hafta
3.hafta
4.hafta

Kontrol

[ N VS I )

0.01gr
NaCl

1

2
3
4
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5 = 00.02 gr. NaCl
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3
% 0 . ,
> 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4 hafta

Zaman

Sekil 3.20. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagli ortalama yaprak
uzunluklari (mm)

Cizelge 3.5. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagl kok uzunluklar: (mm)

Kontrol 0.01gr  0.02gr  0.03gr
NaCl NaCl NaCl

l.hafta 3 2
2.hafta 3 3 3 2
3.hafta 4 4 3 3
4.hafta 5 4 4 3
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Sekil 3.21. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagli ortalama kdk uzunluklari
(mm)

Cizelge 3.6. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagli canli bitki sayilari

Kontrol 0.01gr  0.02gr  0.03gr
NaCl NaCl NaCl

l.hafta 5 3 3 3
2.hafta 4 3 3 3
3.hafta 4 3 3 3
4.hafta 4 3 2 2
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Sekil 3.22. Origanum majorana ‘da NaCl stresine bagli canli bitki sayilar
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3.2 Origanum mojorana’da Klorofil-a, Klorofil-b ve Karetinoid Ol¢iimii

Klorofil igerigi, tuz stresi altindaki bitkilerde olumsuz etkilenmektedir.
O.majorana’da yapilan hesaplamalar sonucunda Klorofil-a ve Klorofil-b tuz
konsantrasyonu arttikca azalmistir. Klorofil-a’da, kontrol bitkilerine oranla tuz
iceren besiyerlerinde bariz azalma goriilmiistiir. Klorofil-b’de fark ¢ok fazla
goriilmemistir. Karotinoid miktarinda ise en fazla artis % 0.03 gr tuz igeren
besiyerinde goriilmiistiir (Cizelge 3.7).

Tuz stresi altinda genel metabolik faaliyetlerin aksamasi, bagta Ca ve K
olmak iizere N, P ve Mg gibi makro besin elementlerinin alinimlarinda kisitlanma
gibi faktorler klorofil aktivasyonunu olumsuz etkiler. Bu calismada da NaCl
uygulamasiyla beraber klorofil miktarinda azalma, karotinoid miktarinda artma

goriilmiistiir (Sekil 3.23).

Cizelge3.7. O.majorana’da Klorofil-a , Klorofil-b ve Karotinoid oranlar1

Kontrol 0.02gr 0.03gr

NaCl NaCl
Klorofil-a 1,48 0,62 0,6
Klorofil-b 1,22 1,21 1,15
Karotinoid 0,34 0,36 0,68

Iy m Klorofil a

o0

£ m Klorofil b
m Karotinoid

Kontrol 0,02 gr NaCl 0,03 gr Nacl

Sekil.3.23. O.majorana’da Klorofil-a , Klorofil-b ve Karotinoid oranlari
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu calismada farkli tuz konsantrasyonlarinin O.onites ve O.majorana
tizerinde olusturdugu stres incelenmistir. Bu amagla farkli oranlarda NaCl igeren
MS besiyerlerinde O.onites ve O.majorana ekplantlarinin gelisimi dort hafta siire

ile izlenmistir.

O.onites’te kontrol grubuna gore, % 0.02 gr tuz iceren konsantrasyonda
daha hizli yaprak biiyiimesi gozlenirken % 0.03 gr tuz iceren besiyerinde yavas ve
zor bir yaprak biiylimesi goriilmiistiir (Sekil 3.13 ve 3.16). Ayni sekilde kok
uzunluguda % 0.03 gr tuz igeren besiyerinde diisik ve zor bir biiylime
incelenmistir. En 1y1 k6k uzunlugu kontrol grubunda goériiliirken, % 0.01 gr tuz
iceren besiyerinde de kok biliylimesi rahat gozlenmistir. (Cizelge 3.2). Artan NaCl

konsantrasyonu O.onites’te gelisimi azaltmistir.

O.majorana’da yaprak uzunlugu en fazla kontrol grubunda goriilmiistiir. %
0.01 ve % 0.02 gr tuz iceren besiyerlerinde yaprak biiylimesi goriiliirken % 0.03
gr tuz igeren besiyerinde yaprak biiylimesi durmustur (Sekil 3.16). Kok uzunlugu
ise % 0.01 ve % 0.02 gr tuz igeren besiyerlerinde daha fazla gelismistir (Cizelge
3.5).

Canli bitki sayilarina baktigimizda tuz konsantrasyonlarindaki artis ¢ok
fazla strese neden olmadigi goriilmiistir. % 0.01 gr tuz igeren besiyerindeki
bitkilerin tamami hayatta kalirken, % 0.02 ve % 0.03 gr tuz iceren besiyerlerinde
ve kontrol grubundan her birinde birer tane bitkilerin karardigi goriilmiistiir

(Cizelge 3.3 ve 3.6).

Bu sonuglara genel olarak bakildiginda tuz konsantrasyonundaki artisa
paralel olarak tuzun neden oldugu stres bitkide 6liime neden olmamistir. Ancak

tuz konsantrasyonu artik¢a bitki biiyiimesi daha yavaslamis ve zorlagmistir.
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Tuz stresine maruz kalan bitkilerde genel olarak karsilagilan farkliliklar:
B Kok, govde ve slirgiin uzunlugunda azalma;
B Bitki yas ve kuru agirliklarinda azalma;

B Yaprak alan1 ve sayilarinda azalma;

Klorofil miktarinda azalma;

B Verimde, meyve tat ve renklerinde bozulmadir.

Yasar (2003) toplam 38 adet patlican genotipinde yaptig1 ¢alismada 150
mM NaCl uygulamasi ile olusturulan tuz stresi karsisinda, tuzluluga karsi
genotiplerin biiylik 6l¢lide varyasyon gosterdigini, tuzlu kosullarda goévde
agirliklar1 ve boyundaki azalmalarin, kok agirligi ve bitki boyundaki azalmalardan
daha fazla oldugu gozlenmis; bu durumda tuz stresinin patlicanda yesil aksam

tizerinde koklere gore daha fazla olumsuz etkide bulundugunu gérmiistiir.

Tuz konsantrasyonu arttik¢a O.onites ve O.majorana’da 6zellikle yaprak
gelisimi % 0.03 gr’lik tuz igeren besiyerinde neredeyse durmustur. Tuzluluga en
fazla duyarlilik gosteren organlarin yapraklar oldugunu bildiren Munns ve
Termaat (1986)’1n agiklamalarindan sonraki yillarda yapilan bagka caligmalar
sonucunda misirda (Cramer ve ark., 1988) ve domateste (Snapp ve Shennan,
1992) kok biiyiimesi ve gelismesinin de tuzluluktan benzer bigimde etkilendigini
ortaya konmustur. Benzer sekilde O.onites ve O.majoranada’da kok gelisiminin
tuz konsantrasyonu artik¢a yavagsladigi hatta % 0.03 gr’lik besiyerlerinde her iki

bitki icinde bir siire sonra durdugu goriilmiistiir.

Zhu ve Boyer’e (1992) gore yiliksek tuzluluktan kaynaklanan biiyiime
azalmas1 turgor kaybindan degil, enerji metabolizmasindaki ve hiicre ceper
polimerlerinin sentezindeki azalmadan kaynaklanmaktadir. Kaiser ve ark.’na
(1983) gore tuzlu ortamda yetisen 1spanak bitkilerinde biiyiime azalmasi

fotosentezin inhibisyonundan ¢ok stoma direncinin artigina baglanmaktadir.
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Ayni arastiricilar, biiylime azalmasinin besin ve su aliminin azalmasindan
kaynaklanabilecegini de bildirmislerdir. Wang ve ark. (1997) tuzlulugun zararl
etkilerinin su stresi, iyon toksisitesi ve iyon dengesizligi (K+ aliminda inhibisyon)

ya da bu faktorlerin bir kombinasyonuna baglamislardir.

Ayrica Wang ve ark. , (1997) fotosentez oranlarindaki azalmanin stoma

iletkenliginin azalmas ile ilgili oldugunu ileri stirmiislerdir.

Ortamda diisiik bulunan tuz konsantrasyonlarindaki bitkilerde gelisim
daha rahat gozlenmistir. Ozellikle % 0.01 gr tuz igeren besiyerlerinde yaprak basta
olmak {tizere koklerde de gelisim goriilmiistiir. Diigiikk tuz konsantrasyonunda
goriilen yaprak ve kok gelisimi O.onites ve O.majorana’nin diisiik tuz stresine
toleranslt oldugunu bize gostermektedir. Tuzlu kosullar altinda tolerant tiirler,
hassas tilirlere gore hem iyon alimin1 hemde bitki i¢cinde bu iyonlarin dagilimini
daha iyi diizenleyebilmektedirler. Genel olarak kabul edilen goriis, kok bdlgesinde
asirt Na varhiginda, bir ¢esidin K alimini siirdiirebilme ve K seviyesini
koruyabilme yetenegi tuza toleransta onemli bir kriterdir (Yasar, 2003). Tuza
tolerans konusunda yapilan bir ¢ok caligmada, iyon birikimi agisindan tolerant
olan c¢esitlerde Na birikiminin hassas c¢esitlere gore daha az oldugu

bildirilmektedir.

Tuz stres faktoriiniin bitkiler iizerindeki etkilerini anlamak maksadiyla
sikca basvurulan yollardan biri organizmadaki klorofil icerigini belirlemektir.
Klorofil miktar1, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda kontrole gore azalmaktadir
(Tipirdamaz ve Ellialtioglu, 1994; Sivritepe, 1995). Tuz stresi, bitkinin 6liimiine
neden olabildigi gibi tolerans durumuna bagli olarak biiylimeyi engellemekte,
kloroplastlarin tahrip olmasi nedeniyle kloroz ve nekrotik lekelerin olusumuna yol
acabilmektedir (Hasegawa ve ark., 1986). Kavun ve acur genotiplerinde de tuz
uygulamasi, biiyiik bir ¢ogunlukla klorofil miktarinda azalmaya neden olmustur.
Klorofildeki azalma, kavun yapraklarinin sararmasi ile kendini gostermis olup

bunun hemen ardindan kurumalar meydana gelmistir.

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda; iyon birikimi stomalarin acilip

kapanmasindaki diizensizlikler nedeniyle toplam klorofil miktarinda azalmalar
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olmakta bunun sonucu olarak fotosentez etkinliginin azalarak bitkinin gelisiminde

gerilemeler ortaya ¢ikmaktadir.

Bu bilgiler 1s18inda O.majorana ’da yapilan klorofil tayininde tuz
konsantrasyonu arttik¢a klorofil-a ve klorofil-b’de kontrol grubuna gore diisiis
goriilmistiir. Karotenoid miktar1 ise en yiiksek % 0.03 gr’lik tuz stresindeki

bitkide goriilmiistiir.

Vicia faba’da L. yapraklardaki klorofil-a ve klorofil-b igerigi deniz suyu
ile sulama yapildig: siire boyunca azalma gostermistir. Diger taraftan karotenoid
icerigi diisiik ve orta miktarda deniz suyu sulamasinda kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda artis goriilmiistiir (Mohamed & Mohamed, 2009).

Tim bu bulgulara gore dilisik miktarda tuzun O.onites ve
O.majorana’nin gelisimini engellemedigi goriilmiistiir. Artan tuz miktarina baglh

olarak gelisim yavaslamistir.
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