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CAYIR UCGULUNDE (Trifolium pratense L.) IN VITRO MUTASYON
UYGULAMALARININ M1 GENERASYONUNDA TUZ TOLERANSINA
ETKILERI

Onur OKUMUS

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2022
Danmisman: Prof. Dr. Sat1i UZUN

OZET

Bu ¢aligma kapsaminda cayir tiggiiliinde (Trifolium pratemse L.) in vitro kosullarda etil metan
siilfonat (EMS) uygulamalarinin tuz toleransi {izerine etkileri incelenmistir. Bu amagla dncelikle
Dadas ve Tavlas cayir {icgiilii cesitlerinin rejenerasyon potansiyelleri belirlenmistir. Iki ceside
ait kotiledon bogumlar thidiazuron (TDZ), 6-benzilaminopurin (BAP) ve a-naftelenasetik asit
(NAA)’nin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren MS besin ortaminda kiiltiire
almmustir. Siirglin olusturan eksplant yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirglin uzunlugu
birlikte degerlendirildiginde en yiiksek degerler 0.25 veya 0.5 mg/L TDZ igeren MS besin
ortamlarindan elde edilmistir. Elde edilen siirgiinlerde en yiiksek kdk olusumu ve kdk uzunlugu
ise 0.5 mg/L indol-3-butrik asit (IBA) veya indol-3-asetik asit (IAA) igeren MS besin
ortamlarinda saptanmistir. EMS’nin ¢imlenme ve fide biiylimesi iizerine etkisini belirlemek
amactyla tohumlar 6 saat 6n 1slatma sonrasinda %0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 ve 1.2 EMS dozlarinda
6 saat bekletildikten sonra MS besin ortamina ekilmistir. EMS uygulamasinin g¢imlenme
yiizdesi, siirgiin ve kok uzunlugu ile fide yas ve kuru agirligina etkisi istatistiksel olarak énemli
bulunmustur. Artan EMS dozlarina bagl olarak c¢imlenme yiizdesi ve fide biiyiime
karakterlerinde 6nemli diisiisler belirlenmistir. Farklt EMS dozlarinin gayir ii¢giilii ¢esitlerinde
tuz toleransina etkilerini belirlemek amaciyla 6 saat 6n 1slatmadan sonra tohumlar 6 saat siireyle
%0, 0.4, 0.6 ve 0.8 EMS igerisinde bekletilerek MS besin ortaminda ¢imlenmeye birakilmistir.
Gelisen fidelerde kotiledon bogumlar izole edilerek kontrol, 6, 8 ve 10 g/L NaCl i¢eren MS
besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Deneme sonucunda artan tuz dozlarina bagl olarak siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu, yas ve kuru agirlik,
klorofil a, b ve toplam Klorofil degerleri diisiis gostermistir. Kontrole gore yiiksek EMS
dozlarmmda (%0.6 ve 0.8) siirglin olusturan eksplant yiizdesinde, eksplant basina siirgiin
sayisinda, klorofil a, b ve toplam klorofil miktarlarinda azalig, iyon sizintisinda bir artis

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: EMS, in vitro rejenerasyon, mutasyon, Trifolium pratense, tuz stresi



vii

THE EFFECTS OF IN VITRO MUTATION ON SALINITY TOLERANCE OF
RED CLOVER (Trifolium pratense L.) IN M1 GENERATION

Onur OKUMUS

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master Thesis, January 2022
Supervisor: Prof. Dr. Satit UZUN

ABSTRACT
Present thesis was conducte to investigate the effects of ethyl metahane sulphonate (EMS)
treatments on salt tolerance of red clover (Trifolium pratense L.) under in vitro conditions.
Initially, the regeneration potentials of Dadas and Tavlas red clover cultivars were determined.
The cotyledon nodes of two cultivars were cultured in MS medium containing different
combinations and concentrations of thidiazuron (TDZ), 6-benzylaminopurine (BAP) and a-
naphtalene acetic acid (NAA). In terms of regeneration frequency, number of shoots per explant
and shoot lengths, the highest values were obtained from MS medium containing 0.25 or 0.5
mg/L TDZ. The highest root formation and root length of the resultant shoots were obtained
from the MS medium containing 0.5 mg/L indole-3-butyric acid (IBA) or indole-3-acetic acid
(IAA). To determine the effect of EMS on germination and seedling growth, seeds were planted
in MS medium after 6 hours of pre-soaking and kept at 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 and 1.2 % EMS
doses for 6 hours. The effects of EMS doses on germination percentage, shoot and root lenght
and seedling fresh and dry weights were found to be significant. Significant decreases were
observed in germination percentage and seedling growth parameters with increasing EMS
doses. To determine the effects of different EMS doses on salt tolerance of red clover cultivars,
after 6 hours of pre-soaking, the seeds were kept in 0, 0.4, 0.6 and 0.8% EMS for 6 hours and
germinated in MS medium. The cotyledon nodes of the developing seedlings were isolated and
cultured in MS medium containing 0 (control), 6, 8 and 10 g/L NaCl. At the end of the
experiments, significant decreases were seen in regeneration frequency, number of shoots per
explant, shoot length, fresh and dry weight, chlorophyll a, b and total chlorophyll valueswith
increasing salt doses. As compared to the control, at high EMS doses (0.6% and 0.8%), a
decrease was seen in regeneration frequency, number of shoots per explant, chlorophyll a, b and

total chlorophyll content and an increase was seen in ion leakage.

Keywords: EMS, in vitro rejeneration, mutation, Trifolium pratense, salinity tolerance
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GIRIS

Cayir tiggilii (Trifolium pratense L.) diinyada yoncadan sonra en fazla yetistirilen serin
mevsim baklagil yem bitkisidir (Chao vd., 2018). Avrupa, Bati Asya ve Kuzeybati
Afrika’nin dogal bitkisidir (Egan vd., 2019). ABD, Orta ve Bat1 Asya, Yeni Zelanda ve
Ozellikle Avrupa’da genis alanlarda tarimi yapilmaktadir (Geren vd., 2009; 353).
Anadolu da ¢ayir ti¢giilii formlar1 bakimindan zengindir (Tan ve Serin, 2013;101). Kisa
omiirli ¢ok yillik 60-80 cm’ye kadar boylanabilen dik gelisme gosteren otsu bir yem
bitkisidir. Yapraklar ti¢ yapraktan olusmaktadir, ¢igek topluluk sekli komeg seklinde
olup, kémegler dallarin u¢ kisminda bulunur, tag yapraklarin rengi pembe-kirmizidir,
meyveleri ¢ok kiiciik yapiya sahiptir ve igerisinde genellikle bir tohum bulunur (Tan ve

Serin, 2013;102).

Dik gelisen, bol yaprakli, yumusak govdeli bir tiir olan ¢ayir tiggiilii kuru ot liretimi i¢in
cok 1yi bir bitkidir. Ayrica yasli taban meralarin yenilenmesi ve yeni taban mera
tesislerinde de kullanilmaktadir (Tan ve Serin, 2013;102-112). Yiiksek verimli, yiiksek
protein igerigi ve besin degeri ile kaliteli bir yem bitkisi olmas1 yaninda bir baklagil
bitkisi olarak Rhizobium bakterileri ile ortak yasam kurarak azot fiksasyonu da
yapabilmektedir (Vega vd., 2015). Toprak verimliliginin korunmasinda énemli bir yeri

vardir (A¢ikgoz, 2001;68)

Bitkilerde stres; biiylime ve gelismeyr olumsuz etkileyen dis etkenler olarak
tanimlanmakta olup, biyotik ve abiyotik stres faktorleri olmak iizere iki ana baslk
altinda toplanmaktadirlar (Larcher, 1995). Abiyotik stresler igerisinde yer alan tuzluluk
tarimsal verimlilik ve siirdiiriilebilirlik tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle kiiresel bir
sorundur.  Diinya iizerinde yaklasik 800 milyon hektar tuzdan etkilenen alan
bulunmaktadir (397 milyon ha tuzluluk; 434 milyon ha sodiklik; Munns, 2005). Toprak
tuzlulugu diinyanin kurak ve yar1 kurak bolgelerinde %50’den fazla verim kayiplarina

neden olmaktadir (Naeem vd., 2020). Bu alanlardaki bitki biiytimesi {izerindeki olumsuz



etki tuzun neden oldugu ozmotik etki, iyon toksisitesi, oksidatif stres ve besin elementi
eksikliginden kaynaklanmaktadir (Naeem vd., 2020). Bu etkiler metabolik stireglerde
degisiklige, hiicre biiylimesinin azalmasina ve membran hasarinin hizlanmasina neden
olmaktadir (Naeem vd., 2020). Sonug olarak tuz stresi tarimsal tiretimde bitki gelisimini
engelleyerek 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir. Tuzlu topraklarda kaliteli ve

verimli liretim i¢in tuza toleransh bitkilerin gelistirilmesi biiylik onem tasimaktadir.

Kalitsal yapida meydana gelen ani ve kalici degismeler mutasyon olarak bilinmektedir.
Bitki 1slahinda yeni varyasyonlar olusturmak amaciyla etil metan siilfonat (EMS), metil
metan siilfonat, etilemin, nitroetil iiretan, ethidium bromit gibi kimyasal mutajenler ile
X-1ginlar1, a-1sinlari, B-isinlari, y-1ginlari, UV 1sinlart ve notron 1sinlart gibi fiziksel
mutajenler ¢ok uzun yillardan beri kullanilmaktadir (Baydar, 2021; 241). Her mutajenin
farkli bir mutasyon olusturma mekanizmasi bulunmaktadir. Kimyasal mutajenler,
uygulamasi basit ve standart laboratuvar kosullarinda uygulanabilme 6zelligi nedeniyle
bazi arastiricilar tarafindan tercih edilmektedir (Spencer-Lopez vd. 2018). EMS,
potansiyel mutajenik etkisi ve kullanim kolayligi nedeniyle bitkilerde en yaygin
kimyasal mutajenlerden birisidir (Spencer-Lopez vd. 2018). FAO/IAEA Mutant
Varyete Veri Tabani’nda kimyasal mutajenler i¢erisinde EMS, 108 adet ¢esit ile ilk
sirada yer almaktadir (https://mvd.iaea.org; Aralik 2021). EMS esas olarak G/C'den

AlT'ye transversiyonlar seklinde rastgele nokta mutasyonlarma neden olmakta ve
mutasyonlar hem kodlanmayan hem de kodlanan bdlgelerde meydana gelebilmektedir
(Lethin vd., 2020). Bu mutasyonlar, gen ekspresyonunun yukari veya asagi
regiilasyonu, mRNA stabilitesinin degistirilmesi veya amino asit degisiklikleri,
sonlandirma kodonlar1 veya nadiren ¢ergeve kaymasi mutasyonlar1 meydana getirerek

protein yapisinda degisikliklere yol acabilmektedir (Lu vd., 2018; Lethin vd., 2020).

Mutasyon 1slahinda en 6nemli problem g¢ok genis bir varyasyon havuzundan istenen
varyantlarin segiminin ¢ok fazla is giicli ve zaman istemesidir. Ancak son yillarda doku
kiiltiirii teknikleri bu problemleri gidermek amaciyla kullanilmaktadir. in vitro kiiltiirler
hem kisa siirede kontrollii kosullar altinda seleksiyona hem de se¢ilen mutantlarin hizl
sekilde cogaltilmasina olanak saglamaktadir (Nikam vd., 2014; Kumar and Kumari,
2021). Birgok bitki tiirtinde doku kiiltiirii yontemleri ve mutajenler kullanilarak tuza
toleransl hiicre hatlar1 ve bitkiler gelistirilmektedir (Luan vd., 2007; Nikam vd., 2014
Bolivar-Gonzales vd., 2018; Abdelnour-Esquivel vd., 2020). Mutasyon 1slahi


https://mvd.iaea.org/

caligmalar1 in vitro teknikler ile entegre edilerek oldukga yiiksek frekanslarda farkli
mutantlar elde edilebilmektedir (Baydar, 2021; 246). Mutasyon basarisi, segilen
mutasyonun tiirline ve ¢esidine bitkinin uygulanan kismina, uygulama dozuna ve
stiresine gore degismektedir (Baydar, 2021; 241). Cayir liggiiliinde farkli genotiplerin
tuz stresine tepkilerini belirlemek amaciyla (Onal-Asci 2011; Vahdati vd., 2012; Tolan
vd., 2017; Sharavdorj vd., 2021) baz1 galismalar olmasina ragmen, EMS uygulamalari
ile EMS uygulamalarinin tuz toleransina etkileri ile ilgili ¢alismalara kaynak
arastirmasinda rastlanmamistir. Bu nedenle bu c¢alisma kapsaminda cayir iiggiiliinde
(Dadas ve Tavlas) farkli dozlarda EMS uygulamalarinin tuz toleransina etkilerinin
belirlenmesi amac¢lanmistir. Bu amagla cayir ticgiilii ¢esitlerinde oncelikle in vitro bitki
rejenerasyonu i¢in uygun protokoliin olusturulmasi, daha sonra gesitlere ait tohumlara
uygulanan uygun EMS dozlan ile gesitlerin EMS’ye tepkilerinin belirlenmesi ve son
olarak Dbelirlenen EMS ve NaCl dozlarinda gesitlerin tepkilerinin incelenmesi

hedeflenmistir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

Cayir tiggulii (Trifolium pratense L.) diinyada yoncadan sonra en fazla yetistirilen serin
mevsim baklagil yem bitkisidir (Chao vd., 2018). Abiyotik stres faktorlerinden biri olan
toprak tuzlulugu bitkisel iiretimde 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir (Nacem
vd., 2020). Diger yem bitkilerinde oldugu gibi ¢ayir iggiilinde de tuzluluk bitki
biiylimesini sinirlandirmakta ve verimi diisiirmektedir (Sharavdorj vd., 2021). Tuzlu
topraklarda kaliteli ve verimli {iretim igin tuza toleransli bitkilerin gelistirilmesi biiyiik
Oonem tagimaktadir (Nikam vd., 2014). Mutasyon 1slah1 ¢aligmalar1 in vitro teknikler ile
entegre edilerek oldukca yiiksek frekanslarda farkli mutantlar elde edilebilmekte ve bu
mutantlar farkli stres faktorlerine karsi degerlendirilebilmektedir (Nikam vd., 2014;
Baydar, 2021; 241s;). Bu béliimde in vitro bitki rejenerasyonu, tuzluluk ve mutasyon
uygulamalar ile ilgili farkli yillarda gesitli arastiricilar tarafindan yliriitiilen calismalar

Ozetlenmistir.

Akbay ve Unver (1986), Tokat 157/37 iki sirali arpa ¢esidinde tohumlar % 0.01, 0.02,
0.03 ve 0.04 dozlarinda 30 °C’de 8 saat siireyle EMS ile muamele edilmis ve 12 saat
siireyle yikanmistir. Uygulama sonucunda M; bitkilerinde EMS dozlarindaki artisin, M1
bitkilerinde ¢ikis orani, ilk yaprak uzunlugu, fide boyu ve kok uzunlugu bakimindan

onemli farkliliklar olusturdugunu saptamislardir.

Wang ve Holl (1988), T. pratense’nin Altaswede (2n=2x=14) ve Norseman
(2n=4x=28) ¢esitlerinde in vitro rejenerasyon ve somaklonal varyasyon oranini
incelemislerdir. Rejenerasyon sonucu elde edilen bitkilerde 6nemli miktarda somaklonal

varyasyon gozlemlemislerdir.



Vogel ve Natarajan (1995), EMS’nin DNA'y1 alkilleyerek guaninin sitozin yerine
timin ile baz ¢ifti olusturmasina sebep oldugunu ve sonug olarak G:C baz ¢ifti A:T'ye

doniiserek mutasyonu meydana getirdigini ifade etmislerdir.

Cocii vd. (2003), 8 ayn fig cesitlerinde adventif siirgilin rejenerasyonu elde etmek igin
yiiriittiikleri calismada, kotiledon eksplantlarini farkli oranlarda biiyiime diizenleyicileri
iceren (BAP, NAA) MS ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Sonug olarak en yiiksek
stirgiin rejenerasyonunu 4 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA igeren ortamdan Kubilay
¢esidinden elde etmislerdir. En fazla eksplant basina diisen siirgiin sayisini ise Sarielgi
¢esidinden 2 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA igeren ortamda saptamislardir. Kok
olusturan siirglin oranlarina bakildiginda en yiiksek kok olusturan siirglin orant 2.5

mg/L IBA dozunda belirlemislerdir.

Carrillo vd. (2004), cayir tggiliinde direkt organogenez protokolii olusturmak
amaciyla yapmis olduklar1 calismada, eksplant kaynagi (vejetatif bitkinin u¢ veya yan
meristemleri), kiiltiir ortam1 ve bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisi incelemislerdir.
Sonug olarak yan meristemlerin u¢ meristemlere gore diisiik seviyede kontaminasyon ve
daha iyi bir gelisim gosterdiklerini saptamiglardir. L2 ortami, ¢alisilan cesitler icin BS
ve MS ortamina gore daha iyi sonuglar gézlemlemisler ve L2 ortami 0.003 mg/L 4-
amino-3,5,6-trichloropicolinic asit ve 1.0 mg/L 6-benzilamino piirin ilave edildiginde
daha iyi sonu¢ almislardir. Gelistirilen prosediir 1slah programinda ii¢giil hatlarini

cogaltmak ve viriisten ari bitki elde etmek amaciyla kullanilabilecegini belirlemislerdir.

Kendirli vd. (2005), Tirkiye’deki ¢orak alanlarin yaklasik %74’tiniin tuzlu

topraklardan olustugunu ifade etmektedir.

Yildiz vd. (2006), keten bitkisinde yapmis olduklari caligmada yaygin olarak kullanilan
TDZ, BAP ve NAA’nin farkli konsantrasyonlarinin hipokotil eksplantlarinda
rejenerasyon kabiliyetlerinin etkisine bakmislardir. Sonug olarak en yiiksek degerler 1
mg/L BAP ortaminda gézlemlemislerdir ve artan TDZ dozlarinin bitki rejenerasyon
kabiliyetlerinde dnemli azalmalara sebep oldugunu ve 1 mg/L TDZ’nin in vitro keten

kiiltiirtinde tek basina kullanilmasi gerektigini belirlemislerdir.

Luan vd. (2007), tathi patateste EMS mutasyonu ile in vitro ortamda tuza dayanikli

mutantlar gelistirmislerdir. Oncelikle yaprak eksplantlarindan gelistirdikleri kalluslari



%0.5 EMS ile 0, 1, 1.5, 2, 2.5 ve 2 saat siireyle muamele etmislerdir. Daha sonra
kalluslar 200 mM NaCl Iceren ortamda 5 defa alt kiiltiire alinmis ve secilen kalluslar
rejenerasyon igin somatik embriyo olusturma ortamma aktarilmistir. 1ki ve 2.5 saat
%0.5 EMS uygulamalarindan 3 adet mutant bitki elde etmisler ve bu mutantlarin tuz
toleransini incelemislerdir. Deneme sonucunda mutantlarin kontrol bitkilerinden tuza

daha dayanikli oldugunu belirlemislerdir.

Bahar ve Akkaya (2009), Gerek 79 bugday ¢esidinde mutajen kaynagi olarak EMS’nin
farkli doz uygulamalarinda; bitkilerin koklenme Kabiliyetlerini, biiyiimelerini ve
¢imlenme yeteneklerini degerlendirmis ve en uygun EMS dozunu saptamislardir. Bu
amacla tohumlar % 0.1, %0.2 ve %0.3’liik dozlarda EMS’ye tabi tutmuslardir.
Denemede c¢imlenme, koleoptil cikisi, ilk yaprak c¢ikisi, kok uzunlugu, koleoptil
uzunlugu, gévde uzunlugu, fide biiylime orani, ilk yaprak uzunlugu, kok ve siirgiin yas
agirhigr ile kuru agirhigr ve kok-siirgiin oran1 parametrelerini incelemislerdir. Artan EMS
dozlariyla beraber tiim incelenen parametreler arasinda en ¢ok kok siirgiin oraninda
azalma oldugunu belirlemislerdir. Bunun yani sira tohum ¢imlenmesi i¢in en uygun

EMS dozunu % 0.3 olarak belirlemislerdir.

Colgecen ve Toker (2008), cayir iicgiilinde yapmis olduklari c¢aligmada farkli
oranlarda BAP ve NAA bitki biiyiime diizenleyicileri igeren MS ve PC-L2 ortamlari
kullanilarak in vitro organogenez ¢alisilmis olup, bu ortamlara ekplant olarak hipokotil,
kotiledon, apikal meristemler, epikotil ve gen¢ yapraklardan elde ettikleri dokular
aktarmiglar. Yapilan calisma sonucunda en iyi siirgiin rejenerasyonu apikal meristem
eksplantlarinin kullanildizt 2 mg dm® BAP ve 1mg dm® NAA igeren PC-L2
ortamlarindan elde edilmistir. Kalluslardan elde ettikleri bu siirgiinlerin %94.4’4i 1 mg
dm™ NAA igeren PC-L2 ortaminda basarili bir sekilde koklendirilip tarlaya aktarildigini

rapor etmislerdir.

Kumar vd. (2010), in vitro mutagenez ile ticari bir narenciye anaci olan Rough
Lemon'da (Citrus jambhiri Lush.) tuz toleransini saglamak amaciyla 45 ve 60 giinliik
kalluslara direk ya da once siv1 ortamda calkalanarak % 0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 dozlarinda
EMS ve MMS uygulanmistir. EMS ve MMS uygulamalarinda 45 giinliik kalluslar i¢in

%0.1 uygun doz olurken 60 ginliikk kallus uygulamalarinda rejenerasyon elde



edilememistir. Elde edilen mutantlarin ve somaklonlarin in vitro se¢imi i¢in optimum

tuz konsantrasyonu > 25 mM NaCl olarak bildirilmislerdir.

Vahdati vd. (2012), Trifolium repens ve Trifolium pratense’de (1 ¢esit ve yerli
genotip) 4 farkli tuzluluk seviyesinin (0, 75, 150, 225 mM NaCl) etkilerini inceledigi
calismada; yaprak alani, yaprak nispi su igerigi, elektrolit sizintisi, kok ve siirgiin
uzunlugu ile kok ve siirgiin taze ve kuru agirliklarini incelemislerdir. Cesitlerde dlgtilen
ozellikler i¢in en yiiksek degerler, ticari T. pratense gesidinde elde edilmis, ardindan
elektrolit sizintis1 ve taze kok agirhi@i disinda sirasiyla T. pratense yerli genotipi ve T.
repens gelmistir. Ancak bu tiirler tizerindeki tuzluluk etkisi, dogrusal olarak artmis ve
yaprak alant en ¢ok etkilenen 6zelliklerden olmustur. Genellikle Trifolium tiirleri,

ozellikle yiiksek seviyelerde tuzluluk stresine duyarlilik gostermistir.

Balik ve Akat (2012), bitkilerde mutajen kaynagi olarak en yaygin kullanilan kimyasal
mutajen EMS oldugunu, DNA’da bulunan bazlara alkil gruplarini ekleyerek DNA’nin
sekillerini ve baz eslesme oOzelliklerini degistiren EMS’nin ¢ogunlukla nokta

mutasyonlarina ve bir kromozom parcasinin kaybina neden olabilecegini belirtmislerdir.

Koyuncu (2012), yapmis oldugu ¢alismada Tiirkiye’ de yetistirilen 13 makarnalik
bugday (Triticum durum Desf) ¢esidinin in vitro sartlarda tuza toleranslarini
degerlendirmek amaciyla embriyolara kallus olusumu ile birlikte farkli dozlarda NaCl
uygulamistir. Cesitleri kallus olusumu, kallus agirhigi ve rejenere kallus sayisi
parametrelerine gore degerlendirmis Vve artan tuz konsatrasyonlarinda biitlin
parametrelerdeki degerlerin azaldigimi ve gesitler arasinda istatistik olarak 6nemli
farkliliklarin bulundugunu belirtmistir. Cesitlerin kallus olusturma oranlarinin artan tuz
dozlar1 ile paralel olarak azaldigini, azalan kallus olusumu ile kallus agirliginin da
dogrusal olarak diistiiglini ve yliksek NaCl dozlarinda kalluslarin rejenerasyon

kabiliyetlerini yitirdigini saptamustir.

Adlinge vd. (2014), Vigna mungo 'da in vitro ortamda rejenerasyon kabiliyetine bakmak
amactyla yapmis olduklar1 caligmada, izole edilen kotiledonlardan 2 mg/L BAP
ortaminda kallus gelistirmisler ve 4-6 hafta sonra kotiledonlarin BAP, IAA, NAA,
Kinetin ve adenin siilfat igeren ortamlarda rejenerasyon kabiliyetlerini incelemislerdir.
Sonug olarak 8 hafta siireyle bekletilen kotiledon eksplantlarinda en iyi rejenerasyon

ortami 4 mg/L Kinetin iceren ortamda belirlenmistir.



Zhao vd. (2013), yerfistiginda in vitro ortamda tuza dayanikli mutant bitkiler elde
etmek amaciyla olgun yerfistigi tohumlarindan elde etti§i embriyonik eksplantlar1 4
hafta siireyle 4 mg/L PYM (Pingyangmycin) iceren somatik embriyo indiikleme
ortamda beklettikten sonra canli somatik embriyolar1 6nce 15 mg/L daha sonra 20 mg/L
NaCl igeren ¢imlendirme ortamlarina aktarmislardir. Tuz seleksiyonu sonucunda 30
bitki dis kosullara aktarilmis ve 26 bitkiden tohum elde edilmistir. M3 generasyonunda
18 tuza dayanikli secilmis bitki ile ana materyal olarak kullanilan Huayu 22’nin
tohumlar1 %0.7 NaCl soliisyonunda 7 giin siireyle ¢imlendirilmistir. Tuz stresi altinda 5
mutant genotipin ¢imlenme orani ana materyal olan Huayu 22’den yiiksek bulunmustur.
Sonug olarak PYM tabanli olusturulan mutasyonun in vitro ¢alismalarla kombinasyonu
sonucunda tuza dayanikli mutant yerfistigi genotiplerini gelistirme ve belirleme

bakimindan ¢ok etkili oldugunu ifade etmislerdir.

Piwowarczyk vd. (2016), miirdiimiik (Lathyrus sativus L.) bitkisinin tuzluluk stresinde
fizyolojik ve molekiiller mekanizmasini gozlemlemek i¢in, dort farkli miirdimiik
genotipini in vitro doku kiiltiirii sartlarinda yetistirmislerdir. Agarli besin ortamina
sirastyla 0, 50, 100 ve 200 mM NaCl ilave etmis ve fide gelisim donemlerini
gozlemlemiglerdir. 0 ve 50mM tuz seviyesi, ¢cimlenme ve fide gelisimini énemli 6l¢iide
etkilemezken, 200mM tuz konsantrasyonu, ¢imlenme ve fide gelisimini dnemli dl¢iide
azaltmistir. Ayrica kuru agirlik ve fide boylarinda tuz konsantrasyonu arttikga dnemli

diisiisler gozlemlemislerdir.

Tolan vd. (2017), calismalarinda ¢ayir ti¢giilii (Trifolium pratense L.) genotiplerinde
cimlenme ve fide gelisimi {izerine farkli NaCl konsantrasyonlarinin etkilerini
belirlemek amaciyla kurduklari ¢alismada ¢imlenme yiizdesi, ortalama ¢imlenme siiresi,
cikis yiizdesi, ortalama ¢ikis siiresi, siirgiin ve kok uzunlugu, fide yas ve kuru agirhigr ile
fidede kuru maddede sodyum, potasyum ve klor oranlarin1 incelemislerdir. Caligsma
sonuglarina gore cayir tiggililii genotiplerinde artan tuz konsantrasyonlarinda ¢imlenme
yiizdesi, ¢ikis yiizdesi, silirgiin uzunlugu, kdk uzunlugu ve fide yas agirligi degerlerinde
diisiis gozlemlenirken ortalama c¢imlenme siiresi, ortalama c¢ikis siiresi ve kuru

maddedeki Na ve Cl degerlerinde artis oldugu sonucuna ulasmislardir.

Bolivar-Gonzalez vd. (2018), kahve bitkisinde embriyonik hiicre siispansiyonlarina

sodyum azid ve EMS uygulamalarinin tuz toleransina etkilerini incelemislerdir. Bu



amagla embriyonik siispansiyon kiiltiirleri 0, 2.5, 5 ve10 mM sodyum azid ve 0, 185.2,
370.5 ve 741 mM EMS ile muamele edilmistir. Arastirma sonuglarina gore sodyum azid
ve EMS uygulamalar1 kontrole gére embriyonik siispansiyon Kkiiltiirlerinde canlilig1
onemli dlgiide diisiirmiistiir. LD 50 dozu sodyum azid i¢in 5 mM 15 dakika ve EMS igin
185.2 mM 120 dakika olarak saptanmigtir. Sodyum azid ve EMS ile muamele edilen
embriyonik siispansiyon hiicreleri 0, 50, 100, 150, 250 ve 300 mM NaCl i¢eren ortamda
kiltire alinmis ve 50 mM NacCl seleksiyon dozu olarak tespit edilmistir. Arastirmada
bitki gelisimi ve aminoasit iceriginin NaCl stresinden etkilendigi ve bazi mutantlarin
kontrole gore daha uzun siirgiin boyu ve daha yiiksek aminoasit igerigine sahip oldugu

belirlenmistir.

Khursheed vd. (2018), Baklada yapmis olduklari ¢alismada iki farkli ¢esit; Vikrant ve
PRT-12 gesitlerini kullanmislardir. Genetik olarak saf olan bu ¢esitlere %0.01, 0.02,
0.03 ve 0.04 dozlarinda EMS ile 100, 200, 300 ve 400 Gy Gama isiniyla muamele
etmislerdir. Calisma sonucunda EMS’nin gama i1smina gore daha etkili mutasyon
kaynagi oldugunu ancak yaralanmanin EMS dozlarinda daha belirgin oldugunu

saptamislardir.

Masoabi vd. (2018), seker kamiginda etil metan siilfonat uygulamasinin kuraklik stresi
tizerine etkisini incelemistir. Arastirma sonucunda 20 mM ve daha diisiik
konsantrasyonlarda EMS uygulamalarinin in vitro bitki rejenerasyonunda genomik
mutasyonlart indiiklemek icin yararli olacagi belirlenmistir. NCo310 seker kamisi
c¢esidinden elde edilen kalluslar 16 mM EMS ile mutasyona ugratildiktan sonra ve % 20
(w/v) PEG 6000 igeren ortamda seleksiyona alinmis ve 18 bitki secilmistir. Arastirmada
in vitro se¢ilmis hatlar, kuraklik toleransin1 dogrulamak i¢in 6n sera saks1 denemelerine
tabi tutulmus ve saksi denemeleri sonucunda NCO310 ¢esidinden daha iyi yedi hat

belirlenmistir.

Altindal ve Altindal (2018), Palanci-I ayg¢icegi ¢esidinde yapmis olduklar1 ¢alismada,
%1, 1,5 ve 2 dozunda EMS uygulamislar ve 4 farkli NaCl (0, 1,25, 2,5 ve 5,0 g/L) besi
ortaminda 4 hafta in vitro kosullarda kiiltiire almislardir. Calisma sonucunda bitki boyu,
yas ve kuru agirlik, kok uzunlugu, yaprak eni ve boyu, klorofil ve prolin incelenen
Ozelliklerde artan tuz dozlari ve EMS dozlarinin etkisini istatistik olarak 6nemli

bulmuslardir. Artan NaCl konsatrasyonlarinda prolin igerigi hari¢ diger incelenen
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parametrelerde azalma tespit etmislerdir. Uygulanan EMS dozlarinda ise toplam klorofil
icerigi hari¢ diger tiim parametrelerde bir diisiis oldugunu ancak prolin miktarini
degistirmedigini saptamiglardir. Calisma sonucunda EMS uygulamalarinin artan tuz

dozlarinin olumsuz etkilerini azalttig1 saptanmistir.

Singh ve Sadhukhan (2019), Gi¢ farkli miirdimiik genotipinde EMS ve gama 1s1m1
kombinasyonlarinin  bitkideki letal dozlarin1 (LD50) belirlemislerdir. Arastirma
sonucunda gama rasyasyonunda LD 50 dozlar1 Nirmal, Biol-212 ve Berhampur
cesitlerinde sirasiyla 590 Gy, 630 Gy ve 539 Gy olarak belirlemislerdir. Nirmal ve
Bipl-212 ¢esitlerinde %0.5 ve Berhampu c¢esidinde ise %1’in {izerindeki EMS

dozlarinin 6ldiirticii etki gosterdigini belirlemisledir.

Uzun ve Yiikselgiingor (2020), 4 farkli korunga cesidinde in vitro sartlarda bitki
rejenerasyonu amactyla, steril fidelerde kotiledon bogum eksplantin1 farkli bitki
biiyiime diizenleyiciler iceren MS besin ortaminda kiiltiire almislardir. En fazla eksplant
basina siirgiin sayis1 Onobrychis stenostachya, O. fallax ve O. elata tiirlerinde 1.2 mg/L
TDZ, O. viciifolia’da ise 0.3 mg/L TDZ ortamlardan elde etmislerdir. Siirgiinler 1 veya
2 mg/L IBA igeren MS besin ortaminda kdklendirmislerdir.

Wijekoon vd. (2019), yonca ve korungada EMS uygulamalari i¢in uygun dozlari
belirlemek amaciyla yaptiklart ¢alismada ilk olarak on 1slatmasiz gerc¢eklestirdikleri
caligmada morfolojik bir varyasyon saptayamadiklart i¢in tohumlar 6-12 ve 24 saatlik
oda sicakliginda saf suda bekletmisilerdir. Ardindan %0.5- 1 ve 2 EMS dozlariyla
muamele edilmistir. Artan EMS dozlarinda ve uygulamalarda tohumlarin canliliklarinda
dogru orantili olarak azalis belirlemislerdir. LD50 dozunu yonca i¢in %0.95 EMS dozu
ve 12 saat uygulama, korunga da ise %1.5 EMS dozu ve 12 saat uygulama siiresi olarak
belirlemislerdir. Her iki tiir i¢inde en fazla varyasyon 6 saat EMS uygulamasindan elde
edilmis olup, 6 saat uygulamasinda LD50 dozunu yonca ve korunga i¢in %0.5 ve 1

olarak ifade etmislerdir.

Dubey vd. (2020), ketende artan tuz dozlarina bagl olarak (0, 50, 100, 150 ve 200 mM
NaCl, KCI, CaCl,) klorofil a, klorofil ve karotenoid miktarinin siirekli olarak azaldigini

saptamislardir.
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Giivercin vd. (2020), kurmus olduklar1 ¢alismada, EMS kimyasal mutajeninin, pamuk
tohumlarinda ¢imlenme tizerine etkisini belirlemek amaciyla 2 farkli pamuk ¢esidini;
Teks (Gossypium hirsutum L.) ve Askabat 100 (Gossypium barbadense L.) bitki
materyali olarak kullanmuslardir. iki farkli EMS dozunu iki farkli siirede (% 0.5 ve 1; 6
ve 12 saat) uygulamiglardir. Calisma sonucunda, tohumlarin ¢imlenme orani, uygulama
dozu ve uygulama siiresine gore degisiklik gostermistir. Kontrol uygulamanin ¢imlenme
orani, uygulama siiresi 6 saatten 12 saate yiikseldiginde artmistir. En diisiik ¢imlenme
orani, %1 EMS dozunun 6 saat uygulamasinda goriiliirken, ayni dozun 12 saat
uygulamasi Agkabat 100 pamuk ¢esidinin ¢imlenme oranina engelleyici etkide

bulunmustur.

Kumar ve Kumari (2021), Arthemisis vulgaris’te in vitro EMS uygulamalar ile tuza
dayanikli bitkiler elde etmek amaciyla 30, 60 ve 90 dakika siireyle kalluslara %0.5 EMS
uygulamiglardir. Arastirma sonucunda EMS uygulamalarmin NaCl’nin toksik etkilerini

azalttigini, biiyiime ve biyokimyasal aktiviteyi artirdigini tespit etmislerdir.

Nasri vd. (2021), dort farkli Chrysanthemum morifolium g¢esidinde %.0125, 0.25 ve 0.5
EMS dozlarmi yaprak disklerine uygulayarak mutasyon yaratmayi hedeflemislerdir.
Denemede Homa c¢esidinin diger ¢esitlerden EMS uygulamalarina daha dayanikli
oldugunu ve yagsama oraninin artan EMS dozuna bagli olarak diistiigiinii bildirmislerdir.
In vitro kosullarda 2082 bitkicik elde etmisler ve bunlardan 28 yaprak ve 32 ¢igek
mutasyonu belirlemislerdir. In vitro kosullarda EMS ile olusturulan mutasyonlarin yeni

krizantem ¢esitlerinin iiretilmesi i¢in imitvar oldugunu bildirmislerdir.

Sharavdorj vd. (2021), Yonca, ¢ayir ii¢gili ve kamigst yumakta farkli tuz dozlart
sicaklik derecelerinin ¢imlenme iizerine etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda
¢imlenme oraninin ¢ayir licgiiliinde diger tiirlerden daha diisiik oldugunu, tiim sicaklik
derecelerinde yiiksek tuz dozlarinda ¢imlenme yiizdesinin diistiiglini belirlemislerdir.
Hem tuzlulugun hem de sicakligin ¢imlenmeyi smirlandirmada etkili oldugunu

saptamiglardir.



2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

2.1. Arastirma Yeri

Arastirma, Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii laboratuvarinda,

kontrollii kosullarda iklim dolabinda yiiriitiilmiistiir.
2.2. Materyal
2.2.1. Bitki Materyali

Calismada bitki materyali olarak Dadas ve Tavlas cayir tiggiilii ¢esitleri kullanilmustir.
Dadas ve Tavlas cayir licgiilii ¢esitleri Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii

tarafindan gelistirilmistir.
2.3. Yontem
2.3.1. In Vitro Rejenerasyon ve Koklendirme

Calisma kapsaminda Oncelikle iki ¢ayir tiggiilii ¢esidinin in vitro rejenerasyonu
incelenmistir. Bu amagla ¢ayir ti¢giilii tohumlar1 %50 ¢amasir suyunda 10 dakika steril
edildikten sonra, 3 defa steril saf su ile durulanmais, 6 saat steril saf su igerisinde orbital
calkalayici da bekletilerek 2 MS, 30 g/L seker igeren %7.5 agar ile katilastirilmis besin
ortamina ¢imlendirme i¢in ekimi yapilmistir. Cimlendirme baslangicindan yaklasik 8-10
giin sonra kotiledon bogumlar izole edilerek Tablo 2.1°de wverilen farkh
konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA eklenmis, 30 g/L seker
iceren %7.5 agar ile katilagtirllmis MS besin ortamlarina aktarilmistir (Sekil 2.1, 2.2 ve
2.3). Kiiltlir baglangicindan yaklagik 7-8 hafta sonra siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
(siirgilin olusturan eksplant sayisi/ toplam eksplant sayis1 x100), eksplant basina siirgiin

sayist (toplam siirgiin sayisi/siirgiin olusturan eksplant sayisi) ve ortalama siirgiin
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uzunlugu (her Magenta kabinda siirglin olusturan eksplantlarin siirgiin uzunluklari

Olclilmiis ve ortalamas1 alinmistir) 6zellikleri belirlenmistir.

Sekil 2.1. Ortamlarin hazirlanmasi

Sekil 2.2. Eksplantlarin ortamlara aktarilmasi
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Sekil 2.3. Kotiledon bogum eksplanti

Tablo 2.1. Farkli TDZ, BAP ve NAA konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlari
Ortamlar (mg/L)

TDZ BAP NAA
0.25 - -
0.5 - -
1 - -
1.5 - -
0.25 - 0.5
0.5 - 0.5
1 - 0.5
1.5 - 0.5
0.25 - 1
0.5 - 1
1 - 1
1.5 - 1
- 0.5 -
- 1 -
- 2 -
- 0.5 0.5
- 1 0.5
- 2 0.5

Rejenere olan stirglinler 0.5-2 mg/L TAA veya IBA, 30 g/L seker iceren %7.5 agarla
katilagtirtlmis MS besin ortaminda koklendirmeye alinmustir. Kiiltiir baslangicindan
ortalama 6 hafta sonra kok olusturan siirgiin yiizdesi (koklenen eksplant sayisi/toplam
eksplant sayisi x100) ve kok uzunluguna (cm) ait veriler toplanmistir. Daha sonra

siirglinler igcerisinde torf iceren plastik bardaklara aktarilarak dis kosullara aligtirilmistir.
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2.3.2. Tohuma EMS Uygulamalar:

Mutajen kaynagi olarak TGI marka EMS (Etil Metan Siilfonat) kullanilmistir.
Molekiiler formiilii C3HgO3S ve safligr >%99 seklindedir. Agildiktan sonra agzi kapali
ve giines 1sigindan korunakli olarak +4 °C’de muhafaza edilmistir. Cesitlere ait
tohumlar, sterilizasyon isleminden sonra 6 saat siireyle saf su igerisinde bekletilmis ve
ardindan 6 saat stireyle %0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 ve 1.2 (v/v) EMS ile muamele edilerek
iyice steril saf su ile durulandiktan sonra 30 g/L seker iceren %7.5 agar ile
katilastirilmis MS besin ortamina ekilmistir. EMS uygulamalari sirasinda tiim ortamlara
%2 DMSO eklenmistir. Her tekerriirde 25 tohum olacak sekilde ekimler yapilmistir.
Cimlendirme baglangicindan yaklasik 14 giin sonra ¢imlenme ylizdesi (¢imlenen tohum
sayist/ toplam ¢imlendirmeye alinan tohum sayis1 x100) belirlenmistir. Her tekerriirde
10 bitkide kok ve siirgiin uzunluklar1 belirlendikten sonra 10 bitkinin yas agirliklari
alimmig ve 65 °C’de sabit agirliga gelinceye kadar bekletilmis ve kuru agirliklari

belirlenmistir. Daha sonra fide basina yas ve kuru agirliklar hesaplanmistir.
2.3.3. Tohuma EMS Uygulamasi ve NaCl i¢ceren Ortamda Rejenerasyon

EMS uygulamalariin tuz stresi iizerine etkilerini belirlemek amaciyla Oncelikle
tohumlar steril edildikten sonra, 6 saat siireyle saf su igerisinde bekletilmis ve ardindan
6 saat siireyle kontrol, % 0.4, 0.6 ve 0.8 (v/v) EMS ile muamele edilmistir. EMS
uygulamalari sirasinda tiim ortamlara %2 DMSO eklenmistir. Steril saf su ile iyice
durulanan tohumlar MS, 30 g/L seker iceren %7.5 agar ile katilastirilmis besin ortamina
ekilmistir. Cimlendirme isleminden 10-15 giin sonra kotiledon bogum eksplantlar1 6, 8
ve 10 g/L NaCl ilave edilmis 0.5 mg/L TDZ, 30 g/L seker iceren %7.5 agar ile
katilastirilmis MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baglangicindan yaklasik 6-
7 hafta sonra siirgiin olusturan eksplant yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayist ve
ortalama siirgiin uzunlugu belirlenmistir. Daha sonra yas eksplantlar tartilmis ve 65
°C’de sabit agirliga gelinceye kadar bekletilerek kuru agirliklar belirlenmistir. Boylece
slirglin olusturan eksplant basina yas ve kuru agirliklar hesaplanmigtir. Ayrica klorofil
a, klorofil b ve toplam klorofil analizi Curtis ve Shetty (1996)’e gore
gergeklestirilmistir. ilk 6nce 50 mg taze siirgiin drnegi, 3 ml metanol igerisinde 23 °C’
de karanlik bir ortamda 2 saat boyunca tutularak homojenize olmasi saglanmustir (Sekil

2.4). Homojenize edilmis sividan 0.3 ml alinarak 650 ve 665 nm’de spektrofotometrede
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optik yogunlugu olgiilmiis ve klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlari pg
Klorofil/g taze doku cinsinden saptanmis ve asagida verilen formiiller ile hesaplanmigtir

(Sekil 2.4).
Klorofil ; = (16.5 X Agss-8.3 X Asso) X 3/ 0.05
Klorofil , = (33.8 X Ass0-12.5 X Ages) X 3/ 0.05

Toplam klorofil = (25.8XAgs0-4.0 X Aggs) X 3/ 0.05

Sekil 2.4. Klorofil analizi i¢in hazirlanan 6rnekler ve spektrofotometrede okuma iglemi

fyon sizintis1 Aydin (2018)’de belirtilen yonteme gore yapilmistir. Alinan yas siirgiinler
(0.5 g) saf su ile yikandiktan sonra 10 ml saf su igerisinde oda sicaklifinda ve 24 saat
bekletilerek ¢ozeltinin EC’si dl¢iilmiistiir (O.D;). Daha sonra otoklavda 121 ° C’de 20
dakika bekletilip, sogutulduktan sonra tekrar EC’si olgiildiikten sonra (O.D,) yaprak
dokularinda iyon sizintis1 agsagidaki esitlik ile hesaplanmistir (Aydin, 2018).

%Iyon Sizintis1 = (0.D; / 0.D, ) x 100
2.3.4. Calismada Kullamlan Besi Ortamlar ve Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Calismada ortam igerigi olarak mineral ve vitaminler icin MS (Murashige ve Skoog,
1962; Tablo 2.2) ile beraber karbon kaynagi olarak sukroz ve ortami katilagtirmak i¢in
agar kullanilmistir. Saf su, besin ortamlarin ve ¢alismada kullanilan alet ekipmanin
(beherler, petri kutulari, magenta kaplari,  santrifiij tiipleri, pipet uglart vb)

sterilizasyonu otoklav kullanilarak 1.5 atmosfer basing altinda, 121 °C’de 20 dakika
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stirede gerceklestirilmistir. Isiya dayanikli olmayan bitki biiylime diizenleyicilerin
sterilizasyonu ise milipore filtre kullanilarak yapilmistir (Tablo 2.3). Tim steril
calismalar hepa filtreli steril kabin icerisinde gerceklestirilmistir. Besin ortamlarinin
pH’s1 IN NaOH ve 1 N HCI kullanilarak 5.6 ile 5.8 arasinda ayarlanmig ve kiiltiirler 16
saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperyotta, 24+£2°C’de ve 5000 liiks 151k yogunlugunda

blyiitiilmiislerdir.
Tablo 2.2. MS besin ortaminin igerigi
Icerik Miktar (mg/L)
Makro Elementler
CaCl, 332.02
KH,PO,4 170.00
KNO3 1900.00
MgSO, 180.54
NHsNO3 1650.00
Mikro Elementler
CoCl2.6H20 0.025
CuS04.5H20 0.025
FeNaEDTA 36.70
H3BO3 6.20
Kl 0.83
MnS04.H20 16.90
Na2Mo04.2H20 0.25
ZnS04.7H20 8.60
Vitaminler
Glycine 2.00
Myo-inositol 100.00
Nikotinik asit 0.50
Pyridoksin HCL 0.50
Thiamine HCL 0.10

https://www.duchefa-biochemie.com/product/category/id/16/name/plant-tissue-culture-media, Murashige
ve Skoog, 1962

Tablo 2.3.  Caligmada kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerin sterilizasyon yontemi
ve kullanilan ¢6ziicti

Stok Soliisyon Strerilizasyon
Adr Coziicii Saklama Sicakhigi
NAA NaOH 0-5 Otoklav
BAP NaOH 0-5 Otoklav
Thidiazuran DMSO -20 Filtre
IBA NaOH -20 Filtre

IAA NaOH -20 Filtre



https://www.duchefa-biochemie.com/product/category/id/16/name/plant-tissue-culture-media
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2.3.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Aragtirma tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore kurulmus olup, EMS
dozlar1 kullanilarak ¢imlendirme denemesi 4 tekerriirlii ve her tekerriirde 25 tohum; in
vitro rejenerasyon ile EMS ve tuz denemeleri 4 tekerriirlii ve her tekerriirde 9 eksplant;
koklendirme denemeleri ise 3 tekerriirlii ve 6 eksplant olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.
Yiizde degerler varyans analizinden 6nce “arcsin” transformasyonuna tabi tutulmustur.
Aragtirma sonucunda elde edilen veriler bilgisayarda “JMP 13.2.0” programu ile tesadiif
parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore analiz edilmistir. Muamele ortalamalari

Tukey Coklu Karsilagtirma Testi ile karsilagtirilmistir (Snedecor ve Cochran, 1967).



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Cayir Ucgiiliinde In Vitro Siirgiin Rejenerasyonu

Calismada Dadas ve Tavlas cayir tiggiilii ¢esitlerinde siirgiin rejenerasyonu amaciyla
kotiledon bogum eksplantlar1 TDZ (0.25-1.5 mg/L) ve BAP (0.5-2 mg/L) sitokininleri
ile bir oksin olan NAA (0.5-1 mg/L) kombinasyonlarini igeren MS besin ortaminda
kiltire alinmustir. Kiltiir baslangicindan yedi-sekiz hafta sonra siirgiin olusturan
eksplant yilizdesi, eksplant basina silirgiin sayisi ve ortalama siirgiin uzunluklari
belirlenmistir.  Elde edilen verilere ait varyans analizi sonuglari Tablo 3.1.’de
Ozetlenmigtir. Varyans analizi sonuglarina gore siirglin olusturan eksplant yilizdesi ve
ortalama siirglin uzunlugunda gesitler ve ortamlar 0.01 diizeyinde dnemli, ¢esit x ortam
interaksiyonu Onemsiz; eksplant basina silirglin sayisinda  sadece ortamlar 0.01
diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli, gesitler ve ¢esit x ortam interaksiyonu onemsiz

bulunmustur.

Dadas ve Tavlag cayir {liggiilii cesitlerinde farkli biiylimeyi diizenleyiciler iceren
ortamlarda elde edilen siirgiin olusturan eksplant yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayisi
ve ortalama siirgiin uzunluguna ait ortalama degerler ve Tukey gruplandirmalar1 Tablo
3.2 ve 3.3’te verilmistir. Tablo 3.2 incelendiginde siirgiin olusumu Dadas ve Tavlas
cesitlerinde sirasiyla %52.77-100 ve %58.33-100 arasinda degisim gostermistir. Her iki
cesitte de en yiiksek siirgilin rejenerasyonu ylizdesi 0.5 mg/L TDZ, en diisiik ise 2 mg/L
BAP+0.5 mg/l NAA iceren ortamlarda tespit edilmistir. iki cesidin ortalamasinda en
yiiksek siirgiin rejenerasyonu %100 ile 0.5 mg/L TDZ igeren ortamdan elde edilmis
olup, 0.25 mg/L (%94.44) ve 1 mg/L TDZ (%91.66) iceren ortamlar ile ayni istatistiksel
grupta yer yer almistir. TDZ ve BAP’in NAA ile kombinasyonlar1 siirgiin olusturan

eksplant yiizdelerinin diigmesine neden olmustur.
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Tablo 3.1. Dadas ve Tavlas cayir tggiilii gesitlerinde farkli sitokinin ve oKksin
konsantrasyon ve kombinasyonlarinin siirgiin olusturan eksplant yiizdesi,
eksplant basina siirgiin sayist ve ortalama siirgiin uzunluguna etkisine ait
varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi

Varyasyon Kaynaklari ~ Serbestlik Derecesi  Kareler Toplami F Degeri
Cesit 1 1115.794 9.675**
Ortam 17 15766.051 8.041**
Cesit x Ortam 17 1998.901 1.019
Hata 108 12456.072
Genel 143 31336.819

Eksplant Basina Siirgiin Sayisi
Cesit 1 0.0832 0.800
Ortam 17 20.332 11.512**
Cesit x Ortam 17 1.886 0.673
Hata 108 11.220
Genel 143 32.824

Ortalama Siirgiin Uzunlugu

Cesit 1 0.996 6.892**
Ortam 17 12.966 5.278**
Cesit X Ortam 17 3.562 1.450
Hata 108 15.607
Genel 143 33.132

**0.01 diizeyinde onemli

Dadas ve Tavlas ¢ayir tiggiilii ¢esitlerinde eksplant bagina siirglin sayilart ise sirasiyla
2.33-3.49 adet ve 2.23-3.55 adet siirgiin arasinda degisim gostermistir. ki ¢esidin
ortalamasina gore ortamlar incelendiginde en yiiksek eksplant basina siirgiin sayisi
ortalama 3.48 adet ile 0.25 mg/L TDZ igeren ortamdan elde edilirken 0.5 mg/L TDZ, 1
mg/L TDZ, 0.25 mg/L TDZ+0.5 mg/L NAA, 0.5 mg/L TDZ +0.5 mg/L NAA ve 0.5
mg/L BAP igeren ortamlar istatistiksel olarak ayni grupta yer almistir. En disiik
eksplant bagina siirgiin sayisi ise sirasiyla 2.28 ve 2.29 adet ile 2 mg/L BAP+0.5 mg/L
NAA ve 1.5 mg/L TDZ ve+1 mg/L NAA iceren ortamlardan elde edilmistir.

Siirgiin uzunluklarma ait Tablo 3.3. incelendiginde siirgiin uzunluklar1 Dadas ¢esidinde
1.13-2.31 cm ve Tavlas ¢esidinde 1.66-2.83 cm arasinda degisim gostermistir. iki
cesidin ortalamasina gore en yiiksek siirgiin uzunlugu 2.57 cm ile 0.5 mg/L TDZ igeren
ortamdan elde edilmis olup, 0.25 mg/L TDZ bunlarin 0.5 mg/L NAA ile
kombinasyonlari, 0.5 mg/LL. TDZ+1 mg/L NAA ve BAP igeren ortamlar istatistiksel
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olarak ayni grupta yer almistir. En diisiik siirgiin uzunlugu ise 1.44 cm ile 1.5 mg/L

TDZ+ 1 mg/L NAA igeren ortamdan elde edilmistir.

Tablo 3.2. Dadas ve Tavlas cayir tggiilii ¢esitlerinin farkli sitokinin ve oksin
konsantrasyon ve kombinasyonlarinda siirgiin olusturan eksplant yiizdeleri
Biiyiime Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi
Diizenleyiciler (mg/L) Ortalama
TDZ BAP NAA Dadas Tavlas
0.25 -- -- 94.44 (80.27) 94.44 (82.97)  94.44 (81.62) ™
0.5 - - 100.00 (90.00) 100.00 (90.00) 100 (90.00)
1 - - 94.44 (82.97) 88.88 (75.74)  91.66 (79.46) *°
1.5 - - 83.33 (66.20) 80.5 (67.12) 81.92 (66.66) '
0.25 - 0.5 69.44 (56.67) 94.44 (80.27) 81.91 (68.47) *
0.5 - 0.5 86.11 (74.15) 83.33(66.20) 84.72 (70.18) P
1 -- 0.5 72.22 (58.46) 83.33 (66.58) 77.78 (62.52) °f
1.5 - 0.5 72.22 (59.55) 83.33 (72.37) 77.78 (65.96) '
0.25 b 1 63.88 (53.25) 83.33 (69.29) 73.61 (61.27) 7
0.5 . 1 63.88 (53.29) 77.77 (62.78) 70.83 (58.04) %
1 - 1 63.88 (53.25) 75.00 (60.47) 69.44 (56.86) *'
1.5 - 1 61.11 (51.51) 75.00 (60.47)  68.056 (55.99) %
- 0.5 . 80.55 (64.04) 86.11 (71.07)  83.33(67.55) °*
- 1 r 75.00 (60.45) 77.77 (61.88) 76.39 (61.17) ©7
- 2 - 72.22 (58.31) 80.55 (67.50) 76. 39 (62.90)"F
- 0.5 0.5 66.66 (58.64) 72.22 (58.30) 69.44 (58.48)
- 1 0.5 52.77 (46.64) 61.11 (51.46) 56.94 (49.05) ¢
- 2 0.5 52.77 (46.64) 58.33 (49.83) 55.55 (48.23) '
Ortalama 73.60(61.91) > 80.86 (67.47)°

(*) Aymi satirda ve (**) siitunda farkly kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir. Transformasyon degerleri tabloda parantez icerisinde verilmistir.
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Tablo 3.3. Dadas ve Tavlas cayir tggiilii gesitlerinin farkli sitokinin ve oksin
konsantrasyon ve kombinasyonlarinda eksplant basina siirgiin sayisi ve
siirgiin uzunlugu degerleri

Biiyiime Eksplant Basina Siirgiin Sayisi
Diizenleyiciler (mg/L) (adet) Ortalama
TDZ BAP NAA Dadas Tavlas
0.25 -- -- 3.41 3.55 3.48°%"
0.5 -- - 3.33 3.43 3.38%
1 -- -- 3.49 3.05 3.27 %°
15 -- -- 2.99 2.81 2.90 T
0.25 -- 0.5 2.97 3.01 2.99 ¢
0.5 -- 05 3.06 2.97 3.02%¢
1 -- 0.5 2.49 2.48 2.48 %9
1.5 -- 0.5 2.39 2.46 2.42 "
0.25 - 1 2.93 2.69 2.81 P9
0.5 — 1 3.02 2.68 2.85 P9
1 -- 1 2.29 2.37 2.331
15 -- 1 2.21 2.37 2.299
-- 0.5 -- 3.29 3.06 3.17 %°
-- 1 -- 2.71 2.96 2.84 P9
- 2 - 2.43 2.52 2.47 %9
-- 0.5 05 2.85 2.67 2.76 9
-- 1 0.5 2.40 2.38 2.391
e 2 05 2.33 2.23 2.289
Ortalama 2.81 2.76

Siirgiin Uzunlugu (cm)

0.25 -- -- 2.18 2.42 2.30 2
0.5 -- -- 2.31 2.83 2,572
1 -- -- 1.75 1.93 1.84 bed
15 -- -- 1.44 1.82 1.63
0.25 -- 05 2.08 1.77 1.93 4
0.5 -- 0.5 2.03 2.22 2.12 e
1 -- 0.5 1.84 1.70 1.77
1.5 -- 0.5 1.67 1.66 1.67
0.25 -- 1 1.78 1.98 1.88 Ped
0.5 -- 1 2.13 1.93 2.03 2
1 -- 1 1.59 1.91 1.75
15 -- 1 1.13 1.75 1.44 ¢
-- 0.5 -- 2.18 2.77 2.47 %
-- 1 -- 2.09 2.83 2.46
-- 2 -- 2.06 2.25 2.16 %°
-- 0.5 05 2.07 1.86 1.96 &4
-- 1 0.5 2.13 1.83 1.99 &
-- 2 0.5 1.94 1.96 1.95 &

Ortalama 191" 2.082

(*) Aymi satirda ve (**) siitunda farkh kiiciik harflerle gésterilen ortalamalar araswmdaki fark p<0.05

diizeyinde énemlidir.
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3.2. Siirgiinlerin In Vitro Kéklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler 0.5-2 mg/L IAA veya IBA, 30 g/L seker iceren %7.5 agarla
katilagtirilmis MS besin ortaminda koklendirmeye alinmistir. Kiiltiir baslangicindan
ortalama 6 hafta sonra kok olusturan siirgiin ylizdesi ve kok uzunluklar belirlenmistir
(Sekil 3.1). Koklenen siirgiinler basarili bir sekilde dis kosullara aktarilmistir (Sekil
3.2). Koklenme ile ilgili varyans analiz sonuglarina gore kok olusturan siirgiin
yiizdesinde ortamlar, k6k uzunlugunda ise gesit, ortam ve ¢esit x ortam interaksiyonu

istatistiksel olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Tablo 3.4.)

Tablo 3.4. Cayir tggiilii gesitlerinde farkli oksin dozlarmin kok olusturan siirgiin
yiizdesi ve kok uzunluguna etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Kok Olusturan Siirgiin Yiizdesi
Kaynaklart Serbestlik Derecesi  Kareler Toplami F Degeri
Cesit 1 0.469 0.022
Ortam 5 1417.807 13.531**
Cesit x Ortam 5 72.629 0.693
Hata 24 502.966
Genel 35 1993.871

Kok Uzunlugu
Cesit 1 45.563 93.836**
Ortam 5 232.718 95.856**
Cesit x Ortam 5 40.963 16.872**
Hata 24 11.653
Genel 35 330.897

**0.01 diizeyinde onemli

Kok olusturan siirgiin yiizdesinde Dadas ve Tavlas gesitlerinde en yliksek degerler
sirasiyla % 85.19 ve 88.89 ile 0.5 mg/L IBA igeren ortamda elde edilmistir (Tablo 3.5).
En disiik kok olusumu ise sirasiyla %55.55 ve 59.26 ile 2 mg/l IAA iceren ortamda
saptanmigtir. K6k uzunluklarinda ise en yiiksek deger Dadas ¢esidinde 8.27 cm ile 0.5
mg/L TAA igeren ortamdan elde edilirken, Tavlas ¢esidinde 11. 47 cm ile 0.5 mg/L IBA

igeren ortamdan elde edilmistir.
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Sekil 3.1.  Siirglinlerin in vitro koklendirilmesi (1-1:Tavlas IBA; 1-2:Tavlas IAA; 2-1: Dadas
IBA; 2-2: Dadas IAA ve a: 0.5 mg/L, b: Img/L, c: 2 mg/L)

IBA (mg/L) IAA (mg]/L)

Dadag Dadas

1 /g

1= 2w }_, i

Tavlas

Sekil 3.2. Koklenen siirgiinlerin torf igeren ortamda gelisimleri
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Tablo 3.5. Cayir tggiilii ¢esitlerinin farkli oksin dozlarinda kok olusturan siirgiin
yiizdeleri ve kok uzunluklar

Oksinler Kok Olusturan Siirgiin Yiizdesi
(mg/L)

IAA IBA Dadas Tavlag Ortalama
0.5 - 77.78(61.88) 74.07(60.00) 75.93(60.94)
1 -- 70.37(57.12) 74.07(59.50) 72.22(58.31) ™
2 - 55.55(48.19) 59.26(50.37) 57.41(49.28) ¢
- 0.5 85.19(67.65) 88.89(70.53) 87.04(69.09)
- 1 74.07(59.50) 70.37(57.12) 72.22(58.31) *°
- 2 66.67(54.93) 59.26(50.37) 62.96(52.65) *°

Ortalama 71.61 (58.21) 70.98(57.98)
Kok Uzunlugu (cm)

0.5 8.27° 9.43°% 8.85%"
1 5.20 ¢ 777" 6.48 °
2 2.90 ¢ 1.60 2.25°¢

0.5 5.87 11.472 8.672

1 5.20 ¢ 8.87° 7.03°

2 2.23° 4,03 % 3.13°¢
Ortalama 494" 7.19°

Kok olusturan siirgiin yiizdesine ait transformasyon degerleri tabloda parantez icerisinde verilmistir.

(*) Ayni satirda ve (**) siitunda farkh kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.

( ***)Aynmt satirda ve siitunda farkh kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.

3.3. Tohuma EMS Uygulamalari

Dadas ve Tavlas cayir licgiilii ¢esitlerinde farklt EMS konsantrasyonlarinin ¢imlenme ve
fide gelisimi {lizerine etkilerini incelemek amaciyla tohumlar steril edilip 6 saat steril saf
su igerisinde bekletildikten sonra % 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 ve 1.2 EMS ile muamele
edilmistir. EMS isleminden sonra tohumlar iyice durulanmis ve MS besin ortamina
alinarak ¢imlendirmeye birakilmistir. Kiiltiir baglangicindan 14 giin sonra ¢imlenme
yiizdesi, siirgiin ve kok uzunlugu (cm), fide yas ve kuru agirlik (mg) parametreleri

incelenmistir.
3.3.1. Cimlenme Yiizdesi

Varyans analiz sonuglarina gore g¢imlenme yiizdesinde cesit, doz ve c¢esit x doz

interaksiyonu istatistiksel olarak 0.01 diizeyine gére 6nemli bulunmustur (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. Cayir ti¢giilii ¢esitlerinde farkli EMS konsantrasyonlarinin ¢imlenme
yiizdesine etkisine ait varyans analizi

Cimlenme Yiizdesi

Varyasyon Serbestlik Kareler Toplami1 F Degeri

Kaynaklar1 Derecesi

Cesit 1 501.765 45.469**
Doz 6 8033.465 121.329**
Cesit x doz 6 442.677 6.686**

Hata 42 463.485

Genel 55 9441.392

**0.01 diizeyinde onemli

Farkli EMS konsantrasyonlarinda ¢imlenme yiizdeleri Dadas ¢esidinde %23-80, Tavlas
cesidinde ise %22-85 arasinda degisim gosteristir (Tablo 3.7). En yiiksek ¢imlenme
yiizdesi kontrol uygulamalarindan elde edilirken en diisiik ¢imlenme yiizdesi %1.2 EMS
uygulamasindan elde edilmistir. Dadas ¢esidinde %0.6 EMS ve lizerindeki uygulamalar
istatistiksel olarak en diisiikk ¢imlenme yiizdesi elde edilen uygulama ile ayn1 grupta yer

alirken Tavlas ¢esidinde ise %1 EMS uygulamasi ayn1 grupta yer almistir.

Tablo 3.7. Cayir tggili ¢esitlerinin farkli EMS konsantrasyonlarinda ¢imlenme
yiizdeleri (%)

EMS Dozu Dadas Tavlas Ortalama
(%)

Kontrol 80.00 (63.49)*  85.00 (67.33) ® 82.50 (65.41) &~
0.2 56.00 (48.45) ™ 66.00 (54.42) ° 61.00 (51.43) °
0.4 49.00 (44.42) © 60.00(50.80) ™ 54.50 (47.61) °
0.6 31.00 (33.77) ¢ 58.00 (49.64) ™ 44.50 (41.70) ©
0.8 28.00 (31.94) ¢ 47.00 (43.27) © 37.50 (37.61) ©
1 26.00 (30.64) ¢ 25.00 (29.94) ¢ 25.50 (30.29) °
1.2 23.00 (28.64) ¢ 22.00 (27.85) ¢ 22.50 (28.24) ¢
Ortalama 41.86 (40.19) ™ 51. 85 (46.18)

(*) Ayni satirda ve (**) siitunda farkl kiiciik harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir. Transformasyon degerleri tabloda parantez igerisinde verilmigtir.

( ***)Aynmt satirda ve siitunda farkh kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.

3.3.2. Siirgiin ve Kok Uzunluklar:

Varyans analiz sonuglarina gore siirgiin ve kok uzunlugunda; ¢esit ve doz istatistiksel
olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Cesit x doz interaksiyonu ise istatistiksel

olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 3.8).
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Tablo 3.8. Cayir liggiilii ¢esitlerinde farkli EMS konsantrasyonlarinin siirgiin ve kok
uzunluklarina etkisine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Siirgiin Uzunlugu Kok Uzunlugu
Kaynaklarn  Derecesi KT F Degeri KT F Degeri
Cesit 1 1.416 13.438** 2.730 8.577**
Doz 6 138.376 218.926** 531.202 278.112**
Cesit x doz 6 0.958 1.515 1.409 0.738
Hata 42 4.424 13.370

Genel 95 145.173 548.712

**0.01 diizeyinde onemli

Farkli EMS dozlarinda en yiiksek siirgiin uzunlugu degerleri 5.52 ve 5.47 cm ile Dadas
ve Tavlas gesitlerinde kontrol uygulamasinda saptanmigtir (Tablo 3.9). Benzer sekilde
en yiiksek kok uzunlugu degerleri de 9.51 ve 9.76 cm ile kontrol uygulamasinda
saptanmistir. Her iki cesitte de artan EMS konsantrasyonlarina bagli olarak siirgiin ve
kok uzunluklarimin diistiigli goriilmektedir. En diisiik siirglin ve kék uzunlugu degerleri

ise %1.2 EMS uygulamasinda kaydedilmistir.

Tablo 3.9. Cayir tiggiilii gesitlerinin farkli EMS konsantrasyonlarinda siirgiin ve kok
uzunluk degerleri (cm)

EMS Dozu Siirgiin Uzunlugu Kok Uzunlugu

(%) Dadas Tavlas Ortalama  Dadas Tavlas Ortalama
Kontrol 5.52 5.47 5.49 % 9.51 9.76 9.63%"
0.2 4.02 4.66 4.34° 7.68 7.15 7.41°
0.4 3.71 4.39 4.05° 7.19 6.71 6.94°
0.6 1.88 2.30 2.09°¢ 2.82 2.09 2.45°
0.8 1.73 1.99 1.86 ¢ 2.75 1.97 2.36°¢

1 1.38 1.62 1.50 % 1.95 1.61 1.78
1.2 1.02 1.06 1.04° 1.67 1.19 1.4349
Ortalama 275 3.07°2 479%  435°

(*) Ayni satirda ve (**) siitunda farkh kiiciik harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.

3.3.3 Fide Yas ve Kuru Agirhiklan

Varyans analiz sonuglarma gore fide yas ve kuru agirliklarinda; EMS dozlar
istatistiksel olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunurken; gesit, ¢esit x doz interaksiyonu

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 3.10)
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Tablo 3.10. Cayir tiggiilii ¢esitlerinde farkli EMS konsantrasyonlarmin fide yas ve kuru
agirliklarina etkisine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon  Serbestlik Yas Agirhk Kuru Agirhk
Kaynaklar1 ~ Derecesi KT F Degeri KT F Degeri
Cesit 1 1032.316 3.761 4.267 0.909
Doz 6 48371.256 29.369** 571.553 20.280**
Cesit x doz 6 2865.396 1.740 4.001 0.142
Hata 42 11529.219 197.280

Genel 55 63798.188 777.102

**0.01 diizeyinde onemli

Dadas ve Tavlas cayir liggilii cesitlerinde fide yas agirhigr sirasiyla 25.67-85.25 ve
21.07-122.50 mg; kuru agirliklar1 ise sirasiyla 3.417-12.825 ve 3.530-11.500 mg
arasinda degisim gostermistir (Tablo 3.11). iki ¢esidin ortalamasma ait veriler
incelendiginde en yiiksek yas ve kuru agirlik degerleri kontrol uygulamasindan elde
edilirken, yas agirlikta %0.2 ve 0.4 EMS, kuru agirlikta ise %0.2 EMS uygulamalart ile
ayni istatistiksel grupta yer almistir. En diisiik yas ve kuru agirlik degerleri %1.2 EMS
uygulamasindan elde edilmis olup %0.6, 0.8 ve 1.2 EMS uygulamalar ile ayni
istatistiksel grupta yer almistir.

Tablo 3.11. Cayir iggiilii ¢esitlerinin farkli EMS konsantrasyonlarinda fide yas ve kuru
kuru agirlik degerleri (mQ)

EMS Dozu Yas Agirhik (mg/fide) Kuru Agirhik (mg/fide)

(%) Dadas Tavlas  Ortalama  Dadas Tavlag  Ortalama
Kontrol 85.25 122.50 103.88 ¢ 12.825 11.500 12.162 %
0.2 82.50 99.00 90.752 9.750 9.750 9.750
0.4 71.25 86.75 79.00 2 8.500 7.500 8.000°
0.6 47.64 44.25 45.94° 5.070 4.000 4535°
0.8 41.07 43.28 42.18° 4,286 3.833 4.059 ¢
1 30.66 27.30 28.98° 3.810 3.679 3.744°¢
1.2 25.67 21.07 23.37° 3.417 3.530 3.473°
Ortalama 54.86 63.45 6.810 6.256

(*)Aymt siitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde

onemlidir.
3.4. Tohuma EMS Uygulamasi ve NaCl iceren Ortamda Rejenerasyon

Calismada mutajen kaynagi olarak kullanilan EMS tohumlara %0, 0.4, 0.6 ve 0.8
dozlarinda uygulandiktan sonra gelisen fidelerde kotiledon bogumlar izole edilerek
kontrol, 6, 8, 10 g/L NaCl ilave edilmis %7.5 agar, 30 g/L seker ve 0.5 mg/L TDZ
iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Mutajen uygulanan tohumlardan gelisen

eksplantlarin tuz ortamlarindaki toleranslari incelenmistir (Sekil 3.3. ve 3.4). Kiiltiir
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baslangicindan 6-7 hafta sonra siirgiin olusturan eksplant sayilar1 (%), eksplant basina
stirgiin sayis1 (adet), ortalama siirgiin uzunlugu (cm), siirgiin olusturan eksplant basina
stirgiin yas ve kuru agirliklar1 (mg), klorofil a, b ve toplam klorofil (ug klorofil/g doku)

ve iyon sizintis1 (%) incelenmistir.
3.4.1. Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi

Varyans analiz sonuglarina gore siirglin olusturan eksplant ylizdesinde ¢esit, EMS dozu,
tuz dozu, ¢esit X tuz dozu interaksiyonu istatistiksel olarak 0.01 diizeyinde onemli
bulunmustur (Tablo 3.12). Cesit x EMS dozu x tuz dozu interaksiyonuna ait ortalamalar
Tablo 3.13’de verilmistir. Cesit x EMS dozu x tuz dozu interaksiyon tablosu
incelendiginde genel olarak her iki ¢esitte de her bir EMS uygulamasinda tuz
dozlarindaki artisa bagli olarak siirglin olusturan eksplant yiizdesinde bir diisiis
gozlenmistir. EMS dozlar1 incelendiginde ise en yiiksek siirgiin olusumu %77.88 ile
%0.4 EMS uygulamasinda elde edilmis ve kontrol (%75.52) ile ayni istatistiksel grupta
yer almistir. EMS uygulamalarinda %0.4 tlizerinde doz artisiyla siirgiin olusumu

azalmistir (Tablo 3.13).

Cesit x tuz dozu interaksiyonuna ait Tablo 3.14 incelendiginde Dadas ¢esidinde en
yiiksek siirglin rejenerasyonu %91.19 ile kontrol uygulamasindan elde edilirken, Tavlas
cesidinde %90.27 ve %88.88 ile kontrol ve 6 g/L. tuz uygulamasindan elde edilmistir.
Kontrole gore artan tuz dozlarina bagl olarak siirgiin olusturan eksplant yiizdelerinde
azalis belirlenmistir. Dadas ¢esidinde ortalama %71.61, Tavlas ¢esidinde ise %77.60
stirglin olusumu saptanmistir.

Tablo 3.12. Cayir tiggiilii ¢esitlerinde farkli EMS ve tuz dozlarinin siirgiin olusturan
eksplant ylizdesine etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi

Varyasyon Kaynaklar1 S.D KT F Degeri
Cesit 1 657.246 14.263**
EMS Dozu 3 567.484 4.105**
Tuz Dozu 3 14002.895 101.293**
CesitxEMS Dozu 3 48.955 0.354
CesitxTuz Dozu 3 573.392 4.148**
EMS DozuxTuz Dozu 9 627.828 1514
CesitxEMS DozuxTuz Dozu 9 552.928 1.333
Hata 96 4423.719

Genel 127 21454.447

**0.01 diizeyinde onemli
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Tablo 3.13. Cayir tiggiilii ¢esitlerinin farkli EMS ve tuz dozlarinda siirgiin olusturan
eksplant ytizdeleri (%)

Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi

EMS Tuz Dadas Tavlas Ortalama Ortalama
Dozu Dozu EMS dozu
(%) (9/L)
Kontrol 94.44(80.27) 94.44(80.27) 94.44(80.27)
Kontrol 6 81.94(65.50) 86.11(68.37) 84.03(66.93) 75.52 (62.90) ab
8 66.66(54.74)  80.55(64.04) 73.61(59.39)
10 44.44(41.81) 55.55(48.19) 50.00(45.00)
Kontrol 96.28(82.33) 91.67(75.40) 93.97(78.86)
0.4 6 85.16(67.56) 91.67(75.40) 88.42(71.49) 77.88(64.58)°
8 72.22(58.31) 80.56(64.42) 76.39(61.36)
10 50.00(45.00) 55.56(48.19) 52.78(46.60)
Kontrol 88.89(70.53) 88.89(73.23) 88.88(71.88)
0.6 6 75.00(60.10) 88.89(70.53) 81.94(65.31) 73.26(60.12)b
8 63.89(53.25)  75.00(60.09) 69.44(56.67)
10 52.78(46.60) 52.78(46.64) 52.78(46.62)
Kontrol 85.17(67.56) 86.11(71.07) 85.64(69.31)
0.8 6 63.89(53.25) 88.89(73.24) 76.39(63.24) 71.76(59.35)b
8 63.89(53.25) 72.22(58.31) 68.05(55.78)
10 61.11(51.46) 52.78(46.64) 56.94(49.05)

Ayni stitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde énemlidir.

Tablo 3.14. Cayir tggiilii gesitlerinin farkli tuz dozlarinda siirgiin olusturan eksplant

yiizdeleri
Tuz Dozu Siirgiin Olusturan Eksplant Yiizdesi
(9/L)

Dadas Tavlas Ortalama

Kontrol 91.19 (75.17) 27 90.27(74.99) 2 90.73(75.08) &~
6 76.50(61.60) ° 88.88(71.88) 82.69(66.74) °
8 66.66(54.88) ° 77.08(61.71) ° 71.87(58.30) ©
10 52.08(46.22) © 54.16(47.41) © 53.12(46.82) ¢
Ortalama 71.61 (59.47) ® 77.60 (64.00)

Transformasyon degerleri tabloda parantez i¢erisinde verilmistir.

(*) Aymi satirda ve (**) siitunda farkly kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.

( ***)Aynmt satirda ve siitunda farkh kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.

3.4.2 Eksplant Bagina Siirgiin Sayis1 ve Ortalama Siirgiin Uzunlugu

Varyans analizi sonuglarina gore eksplant basina siirgiin sayisinda EMS dozu, tuz dozu,
gesit x tuz dozu ve EMS dozu x tuz dozu ; ortalama siirgiin uzunlugunda ise EMS dozu,
tuz dozu, EMS x tuz dozu istatistiksel olarak 0.01 diizeyinde, ¢esit x EMS dozu ise 0.05

diizeyinde 6nemli bulunmustur (Tablo 3.15).
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Tablo 3.15. Cayir tuggiilii gesitlerinde farkli EMS ve tuz dozlarinin eksplant basina
slirgiin sayis1 ve ortalama siirgiin uzunluguna etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Sayisi Siirgiin Uzunlugu
Varyasyon Kaynaklar1 ~ S.D KT F Degeri KT F Degeri
Cesit 1 0.050 3.085 0.021 0.971
EMS Dozu 3 2.707 56.197** 4.502 68.880**
Tuz Dozu 3 18.027 374.276** 81.120  1241.216**
CesitxEMS Dozu 3 0.108 2.237 0.184 2.821*
CesitxTuz Dozu 3 0.257 5.342** 0.097 1.491
EMS DozuxTuz Dozu 9 0.987 6.832** 1.630 8.318**
CesitxEMSxTuz Dozu 9 0.155 1.070 0.129 0.662
Hata 96 1.541 2.091
Genel 127  23.830 89.776

*0.05 diizeyinde dnemli, ¥*0.01 diizeyinde énemli

Dadas ve Tavlas cayir ti¢giilii ¢esitlerinde EMS ve tuz uygulamalar1 sonucu elde edilen
eksplant basina siirgiin sayilar1 Tablo 3.16’te verilmistir. EMS dozu x tuz dozu
interaksiyonu incelendiginde ise en yiiksek degerler %0.4 EMS uygulamasinin kontrol
tuz dozunda (2.28 adet) ve kontrol (2.16 adet) uygulamasindan elde edilmistir. En diisiik
eksplant basina siirgiin sayilari ise 1 adet ile biitiin EMS uygulamalarinda 10 g/L tuz
dozunda saptanmigtir. Tablo 3.16°da sadece EMS dozlar1 incelendiginde en fazla
eksplant basina siirgiin sayilar1 1.78 ve 1.73 adet ile %0.4 ve kontrol uygulamalarindan
elde edilmistir. EMS’nin %0.6 ve 0.8 uygulamalarinda ise 1.48 ve 1.45 adet eksplant

basina siirgiin elde edilmistir.

Cesit x tuz dozu interaksiyonu Tablo 3.17’de verilmistir. Cesit x tuz dozu
interaksiyonunda Dadas ve Tavlas ¢esitlerinde en fazla eksplant basina siirgiin sayilari
sirastyla 2.05 ve 1.97 adet ile kontrol uygulamasindan elde edilirken tuz dozlarindaki
artisa bagli olarak eksplant basina siirgiin sayilar1 diismistiir. Dadas ¢esidinde 6 g/L tuz
uygulamasinda 1.75 adet, Tavlas ¢esidinde ise 1.82 adet siirgiin elde edilmistir. Tavlas
¢esidinde 8 g/L tuz uygulamasinda 1.71 adet siirgiin elde edilmis ve 6 g/L tuz

uygulamasi ile ayni istatistiksel grupta yer almigtir.
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Tablo 3.16. Cayir tggiilii gesitlerinin farkli EMS ve tuz dozlarinda eksplant basina
stirgiin sayilari

Siirgiin Sayisi (adet)

EMS Dozu  Tuz Dozu Dadas Tavlas Ortalama  Ortalama
(%) (g/L) EMS dozu
Kontrol 2.17 2.15 2.16 %
Kontrol 6 1.93 1.97 1.95 P 1.732
8 1.75 1.83 1.79 “
10 1.00 1.00 1.00f
Kontrol 2.43 2.13 2.282
0.4 6 1.99 2.00 2.00 "¢ 1.78 2
8 1.77 1.88 1.82
10 1.00 1.00 1.00f
Kontrol 1.78 1.87 1.83
0.6 6 1.64 1.67 1.65 % 1.48°
8 1.31 1.56 1.43°¢
10 1.00 1.00 1.00f
Kontrol 1.82 1.74 1.78
0.8 6 1.43 1.64 1.54°¢ 1.45°
8 1.36 1.59 1.48°¢
10 1.00 1.00 1.00f

Aynu siitunda farkl kiigiik harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde onemlidir.

Tablo 3.17. Cayir tiggiilii gesitlerinin farkli tuz dozlarinda eksplant basina siirgiin

sayilari
Tuz Dozu Siirgiin Sayisi1 (adet)
(g/L) Dadasg Tavlag Ortalama
Kontrol 2.05%7 1.97°2 2.01%
6 1.75° 1.82° 1.78°
8 1.55°¢ 1.71° 1.63°¢
10 1.00¢ 1.00 © 1.00 ¢
Ortalama 1.59* 1.63

(*) Ayni satirda ve (**) siitunda farkl kiiciik harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.
( **%Aym satrda ve siitunda farkly kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.

EMS ve tuz uygulamalarinda Dadas ¢esidinde siirgiin uzunluklar1 0.81-3.50 cm, Tavlag
¢esidinde de ise 0.93-3.51 cm arasinda degisim gostermistir (Tablo 3.18). EMS dozu x
tuz dozu interaksiyonunda en yiiksek siirgiin uzunlugu degerleri kontrol uygulamasi
(EMS ve tuz uygulanmamis; 3.49 cm) ve %0.4 EMS uygulamasinin (3.50 cm) kontrol
tuz dozunda elde edilmistir. Sadece tuz dozlar1 incelendiginde en yiiksek siirgiin
uzunlugu degeri kontrol uygulamasinda (3.31 cm) belirlenmis ve tuz dozlarina bagh

olarak siirgiin uzunlugu degerleri azalmistir.
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Cesit x EMS dozu interaksiyonunda ise her iki gesitte de en yiiksek siirgiin uzunluklari
% 0.4 EMS uygulamasindan elde edilmistir (Tablo 3.19). EMS dozlan incelendiginde
ise en yiiksek siirgiin uzunlugu degeri yine %0.4 EMS’de 2.71 cm ile tespit edilmistir.
En diisiik ise 2.23 cm ile %0.8 EMS dozunda belirlenmistir.

Tablo 3.18. Cayir tggiilii ¢esitlerinin farkli EMS ve tuz dozlarinda ortalama siirgiin
uzunluklari

Siirgiin Uzunlugu (cm)

EMS Dozu  Tuz Dozu Dadas Tavlas Ortalama
(%) (9/L)
Kontrol 3.49 3.49 3.49 2
Kontrol 6 2.65 2.67 2.66 %
8 1.97 2.17 2.07"
10 0.81 0.93 0.87'
Kontrol 3.50 3.51 3502
0.4 6 3.25 3.15 3.20°
8 2.65 2.62 2.63 %
10 1.56 1.41 1.499
Kontrol 3.25 3.18 3.21°
0.6 6 2.95 2.83 2.89 «
8 2.23 2.36 227"
10 1.22 1.20 121"
Kontrol 3.04 3.04 3.04"
0.8 6 2.45 2.68 2.57°
8 2.07 2.26 217"
10 1.10 1.15 1.13M
Tuz dozu Kontrol 3312
6 2.83°
8 2.29°¢
10 1.17 ¢

Aynu siitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde énemlidir.

Tablo 3.19. Cayir tiggiilii gesitlerinin farkli EMS dozlarinda stirgiin uzunluklari

EMS Dozu Siirgiin Uzunlugu (cm)

(%) Dadas Tavlag Ortalama
Kontrol 2.23 % 2.31 P 2.27°
0.4 2742 2.67° 2.71°2
0.6 241° 2.39 "¢ 2.40°
0.8 2.17¢ 2.28 Ped 2.23°¢
Ortalama 2.39 2.41

(*) Aymi siitunda farkly kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde
onemlidir.

( *)Aynt satirda ve siitunda farkl kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde énemlidir.
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3.4.3 Yas ve Kuru Agirhk

Tablo 3.20 incelendiginde siirglin olusturan siirgiin olusturan eksplant basma yas
agirlikta ¢esit, tuz dozu ile ¢esit x EMS dozu ve EMS dozu x tuz dozu interaksiyonlari
istatistiksel olarak 0.01, EMS dozu ise 0.05; siirgiin olusturan eksplant basina kuru
agirlikta ise gesit, EMS dozu, tuz dozu ile ¢esit x EMS dozu ve EMS dozu x tuz dozu

interaksiyonlari istatistiksel olarak 0.01 6nemli bulunmustur.

Tablo 3.20. Cayir iiggiilii ¢esitlerinde farkli EMS ve tuz dozlarmin siirgiin olusturan
cksplant basina yas ve kuru agirliga etkisine ait varyans analizi

Yas Agirhk Kuru Agirhk
Varyasyon Kaynaklari S.D KT F Degeri KT F Degeri

Cesit 1 23186.52  19.266** 471532 96.709**
EMS Dozu 3 11657.02 3.229* 57.206  4.417**
Tuz Dozu 3 140159.44 38.821**  420.402 32.458**
Cesit x EMS Dozu 3 19590.73  5.426** 89.651  6.922**
Cesit x Tuz Dozu 3 2163.09 0.599 13.130 1.014
EMS Dozu x Tuz Dozu 9 36348.23  3.356**  173.280  4.459**
Cesit x EMS x Tuz Dozu 9 8385.49 0.774 60.741 1.563
Hata 96  115533.82 414.469

Genel 127  357024.35 1646.412

*0.05 diizeyinde onemli, **0.01 diizeyinde onemli

Dadas cesidinde EMS ve tuz uygulamalar1 sonucunda elde edilen eksplant basina yas
agirlik degerleri 34.75-187.40 mg, Tavlas ¢esidinde ise 25-170.95 mg arasinda degisim
gostermistir (Tablo 3.21). EMS dozu x tuz dozu interaksiyonunda Tablo 3.21°da
incelendiginde en yiiksek yag agirlik 176.87 mg ile kontrol uygulamasinda belirlenmis
ancak %0.4 EMS, %0.6 EMS ve %0.8 EMS uygulamalarinin kontrol tuz dozlar ile
%0.4 EMS’nin 6 g/L tuz dozu ve EMS uygulanmayan grupta 6 g/L tuz dozu aym
istatistiksel grupta yer almistir. En diisiik degerler tiim EMS uygulamalarinda 10 g/L tuz
dozunda saptanmistir. Tuz dozlar1 ayr1 olarak incelendiginde kontrol grubunda yas
agirlik 150.56 mg iken artan tuz dozlarina bagh olarak diisiis gostermis ve 10 g/L tuz
dozunda 60.59 mg olarak tespit edilmistir.

Cesit x EMS dozu interaksiyonunda Dadas cesidinde eksplant basina elde edilen yas
agirhiklar bakimindan istatistiksel olarak farklilik bulunmamistir. Ancak Tavlas
¢esidinde kontrol ve %0.4 EMS uygulamasi ayni istatistiksel grupta yer almis ve %0.6
ve 0.8 EMS dozunda bu uygulamalara gore yas agirliklar diisiis gostermistir (Tablo
3.22). EMS dozlar tek basina incelendiginde ise 122.83 mg ile %0.4 EMS’de en yiiksek
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yas agrilik degeri elde edilmis olup, en diisiik yas agirlik degeri ise 96.02 mg ile %0.8
EMS uygulamasinda belirlenmistir.

Tablo 3.21. Cayir iggiilii ¢esitlerinin farkli EMS ve tuz dozlarinda siirgiin olusturan
eksplant basina yas agirliklar

Yas Agirhk

EMS Dozu Tuz Dozu Dadasg Tavlas Ortalama
(%) (9/L)

Kontrol 187.40 166.33 176.87 2
Kontrol 6 136.58 160.49 148.53 3¢

8 59.54 87.79 73.67 1

10 34.75 25.00 29.88 ¢

Kontrol 153.86 170.95 162.41 2
0.4 6 145.98 124.73 135.36 ¢

8 135.19 108.43 121.81%°¢

10 81.84 61.67 71.75 ©1

Kontrol 167.06 104.21 135.64 1
0.6 6 107.47 95.67 101.57 T

8 130.96 83.73 107.35°7

10 107.20 61.08 84.14 99

Kontrol 167.71 86.98 127.34 ¢
0.8 6 131.65 84.20 107.93 P*

8 123.23 61.26 92.25 ¢*

10 77.98 35.18 56.78 ™
Tuz dozu Kontrol 150.56 2

6 123.35°

8 08.77 ¢

10 60.59 ¢

Ayni siitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde onemlidir.

Tablo 3.22. Cayir ti¢giilii ¢esitlerinin farkli EMS dozlarinda siirgiin olusturan eksplant
basina yas agirliklar

EMS Dozu Yas Agirhk (mg)

(%) Dadasg Tavlag Ortalama
Kontrol 104,57 7 109.90 107.23 %™
0.4 129.22 @ 116.45 % 122.832
0.6 128.17 2 86.17 *° 107.17
0.8 125.142 66.90 © 96.02 °
Ortalama 121.78 % 94.86°

(*) Ayni satirda ve (**) siitunda farkl kiiciik harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.
( ***)Aymt satirda ve siitunda farkl kiigiik harflerle géosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.

Farkli EMS ve tuz uygulamalar1 sonucunda Dadas ve Tavlas ¢ayir licgiilii ¢esitlerinde
stirgiin olusturan eksplant basina kuru agirlik degerleri sirasiyla 4.137-15.422 mg ve
1.450-11.070 mg arasinda degisim gostermistir (Tablo 3.23). EMS dozu x tuz dozu
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interaksiyonunda en yiiksek eksplant basina kuru agirlik degerleri kontrol
uygulamasindan (12.109 mg) elde edilmis olup, kontrol uygulamasi ile kontrol EMS+6
g/L tuz dozu, %0.4 EMS+kontrol ve %0.4 EMS+6 g/L tuz dozu, %0.6 EMS’nin kontrol
tuz dozlarindan elde edilen degerler ayni istatistiksel grupta yer almistir. Tuz dozlarinda
ise en yliksek kuru agirlik degeri 10.037 mg ile kontrol uygulamasinda, en diisiik ise 4.
972 ile 10 g/L tuz dozunda saptanmuistir.

Tablo 3.24.’de ¢esit x EMS dozu interaksiyonunda Dadas ¢esidinde EMS uygulamalari
sonucunda elde edilen kuru agirliklar arasinda istatistiksel bir farklilik olusmamistir
(9.066-9.913 mg). Ancak Tavlas ¢esidinde en yiiksek eksplant bagina kuru agirlik
degeri 7.951 mg %0.4 EMS uygulamasinda saptanmistir (Tablo 3.24). EMS dozlari
incelendiginde en yiiksek kuru agirlik degeri %0.4 EMS’de 8.508 mg olarak belirlenmis
ancak kontrol ve %0.6 EMS (sirasiyla 7.535 ve 8.002 mg) ile ayni istatistiksel grupta

yer almistir.

Tablo 3.23. Cayir {iggiilii ¢esitlerinin farkli EMS ve tuz dozlarinda siirgiin olusturan
eksplant basina kuru agirliklart

Kuru Agirhik (mg)

EMS Dozu Tuz Dozu Dadas Tavlas Ortalama
(%) (9/L)

Kontrol 15.422 8.464 12.109 2
Kontrol 6 9.520 7.787 8.654 &

8 8.092 5.053 6.573 ¢

10 4.137 1.475 2.806 "

Kontrol 10.591 11.070 10.830 ®
0.4 6 9.856 8.899 9.242 3°

8 9.421 7.477 8.449 P

10 6.666 4.359 5.512 %

Kontrol 11.682 7.805 0.734 ¢
0.6 6 7.869 5.973 6.921 %

8 10.064 5.598 7.831 P

10 10.039 4.986 7.513 "¢

Kontrol 9.498 5.432 7.451 7
0.8 6 10.873 4.817 7.845 Ped

8 11.392 3.407 7.400 *®

10 6.665 1.450 4.057
Tuz dozu Kontrol 10.037 ¢

6 8.165 P

8 7.563°

10 4.972°¢

Aymi stitunda farkl: kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde onemlidir.



37

Tablo 3.24. Cayir tiggiilii ¢esitlerinin farkli EMS dozlarinda siirgiin olusturan eksplant
basina kuru agirliklari

EMS Dozu Kuru Agirhik (mg)

(%) Dadas Tavlas Ortalama
Kontrol 9.376 5.695 *° 7.535 2™
0.4 9.066 2 7.951 % 8.508 2
0.6 9.9132 6.090° 8.002 ®
0.8 9.607 2 3.776°¢ 6.691°
Ortalama 9.490 & 5.878°

(*) Ayni satirda ve (**) siitunda farkl kiiciik harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde dnemlidir.
( ***Aym satirda ve siitunda farkly kiigiik harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.

=

Sekil 3.3. Dadas ¢esidinde farkli EMS ve Tuz dozlarinda gelisen eksplantlar
1, 2, 3 ve 4 : Sirasiyla; Kontrol, %0.4 EMS, %0.6 EMS ve %0.8 EMS
a, b, c ve d : Sirasiyla; Kontrol, 6 g/l NaCl, 8 g/l NaCl ve 10 g/l NaCl
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Sekil 3.4. Tavlas ¢esidine farkli EMS ve Tuz dozlarinda gelisen eksplantlar
1, 2, 3 ve 4 : Sirasiyla; Kontrol, %0.4 EMS, %0.6 EMS ve %0.8 EMS
a, b, cded : Sirastyla; Kontrol, 6 g/l NaCl, 8 g/l NaCl ve 10 g/l NaCl
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3.4.4. Klorofil a ve Klorofil b

Dadas ve Tavlas cayir ticgiilii ¢esitlerinde EMS ve tuz uygulamalar1 sonucu elde edilen
varyans analizi tablosu incelendiginde Klorofil a ve Klorofil b’de EMS dozu ve tuz

dozlarinin istatistiksel olarak 0.01 diizeyinde 6nemli oldugu saptanmistir (Tablo 3.25).

Tablo 3.25. Cayir tiggiilii gesitlerinde farkli EMS ve tuz dozlarinin Klorofil a ve klorofil
b iizerine etkisine ait varyans analizi

Klorofil a Klorofil b
Varyasyon Kaynaklari S.D KT F Degeri KT F Degeri

Cesit 1 9238.33 1.891 741.224 1.119
EMS Dozu 3 174203.39 11.886** 22587.857 11.371**
Tuz Dozu 3 214766.27 14.654** 27705.922 13.947**
Cesit x EMS Dozu 3 20106.30 1.372 2982.414 1.501
Cesit x Tuz Dozu 3 7511.75 0.513 1748.718 0.880
EMS Dozu x Tuz Dozu 9 74174.92 1.687 8022.643 1.346
Cesit x EMS x Tuz Dozu 9 54662.41 1.243 7677.098 1.288
Hata 96 468988.2 63566.88

Genel 127 1023651.6 135032.76

**0.01 diizeyinde onemli

Klorofil a bakimindan Dadas ¢esidinde degerler 122.68-464.42 ng/g arasinda, Tavlas
cesidinde ise 144.37-334.10 pg/g arasinda degisim gostermistir (Tablo 3.26). EMS
dozlar1 incelendiginde en yiiksek klorofil a degeri 284.34 pug/g ile kontrol
uygulamasinda elde edilmis ve 264.67 pg/g ile %0.4 EMS dozu ile ayn1 istatistiksel
grupta yer almistir. En disiik klorofil a degeri ise 189.93 ng/g ile %0.8 EMS dozunda
belirlenmistir. Tuz dozlarinda ise en yiiksek klorofil a miktar1 300.21 pg/g ile kontrol
uygulamasinda en diisiik ise 188.38 ug/g ile 10 g/L tuz dozunda elde edilmistir. Klorofil
b miktarinda da benzer sonuglar elde edilmis olup, en yiiksek klorofil b miktar1 137.49
ng/g ve 134. 21 pg/g ile kontrol ve %0.4 EMS uygulamalarinda belirlenmistir. Tuz
dozlarinda ise en yiiksek klorofil b miktar1 145.23 ng/g ile kontrol uygulamasinda, en
diisiik ise 105.49 pg/gile 10 g/L tuz uygulamasinda saptanmstir.
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Tablo 3.26. Cayir tggiilii gesitlerinin farkli EMS ve tuz dozlarinda klorofil a ve b

miktarlari
Klorofil a (ug klorofil/g doku)

EMS Dozu Tuz Dozu Dadas Tavlas Ortalama
(%) (g/L) EMS dozu

Kontrol 464.42 334.10 284.34
Kontrol 6 318.42 296.54

8 195.39 270.08

10 206.46 189.36

Kontrol 279.70 307.61 264.67 2
0.4 6 246.27 302.74

8 242.61 270.69

10 242.32 225.46

Kontrol 286.30 278.58 220.99 P°
0.6 6 244.06 195.34

8 206.92 180.29

10 194.37 182.05

Kontrol 251.24 199.72 189.93 ¢
0.8 6 230.51 162.46

8 244.01 164.43

10 122.68 144.37
Tuz dozu Kontrol 300.21 %

6 249.54°

8 221.80 ™

10 188.38 °

Klorofil b (ng klorofil/g doku) Ortalama
EMS dozu

Kontrol 201.29 151.74 137.49 %
Kontrol 6 140.64 144.70

8 106.74 128.29

10 116.85 109.67

Kontrol 140.08 146.35 134.21°
0.4 6 129.27 150.04

8 124.75 132.92

10 127.04 123.21

Kontrol 131.96 142.07 115.23°
0.6 6 117.74 115.27

8 111.76 98.51

10 101.05 103.46

Kontrol 142.56 105.79 105.39 °
0.8 6 117.96 92.80

8 123.00 98.42

10 75.09 87.55
Tuz dozu Kontrol 14523 %

6 126.05°

8 115.55 *°

10 105.49 ¢

(*)Aymt siitunda farkh kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde

onemlidir.
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3.4.5. Toplam Klorofil

Varyans analizi sonuglarina gére Dadas ve Tavlas ¢esitlerinde farklt EMS ve tuz dozu
uygulamalar1 sonucunda toplam klorofil miktari1 iizerine EMS dozu ve tuz dozlarinin

etkisi istatistiksel olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Tablo 3.27).

Tablo 3.27. Cayir ti¢giilii ¢gesitlerinde farkli EMS ve tuz dozlarinin toplam klorofil
miktari lizerine etkisine ait varyans analizi

Toplam Klorofil

Varyasyon Kaynaklari S.D KT F Degeri
Cesit 1 5199.29 2.039
EMS Dozu 3 89941.09 11.757**
Tuz Dozu 3 115065.66 15.042**
Cesit x EMS Dozu 3 11244.07 1.470
Cesit x Tuz Dozu 3 4117.39 0.538
EMS Dozu x Tuz Dozu 9 36731.80 1.601
Cesit x EMS Dozu x Tuz Dozu 9 30481.38 1.328
Hata 96 244795.01

Genel 127 537575.70

**0.01 diizeyinde onemli

EMS uygulamalarinin genel ortalamalar1 incelendiginde en yiiksek toplam klorofil
miktar1 235.17 pg/g ile kontrol uygulamasindan elde edilmis olup, 225.25 pg/g ile %0.4
EMS uygulamasi ile ayni istatistiksel grupta yer almistir (Tablo 3.28). En diisiik toplam
klorofil miktar1 ise 169.26 pg/g ile %0.8 EMS uygulamasinda belirlenmis ve 190.42
ug/g ile %0.6 EMS uygulamasi ile ayni istatistiksel grupta yer almigtir. Tuz dozlarinda
ise en yliksek toplam klorofil miktar1 249.44 ng/g ile kontrol uygulamasinda, en diisiik
ise 167.67 ug/g ile 10 g/L tuz uygulamasinda saptanig bu deger 191. 42 pg/g ile 8 g/L

tuz uygulamas ile ayni istatistiksel grupta yer almistir.
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Tablo 3.28. Cayir tggiilii gesitlerinin farkli EMS ve tuz dozlarinda toplam klorofil
miktarlari

Toplam Klorofil (ug klorofil/g doku)

EMS Dozu Tuz Dozu Dadas Tavlas Ortalama
(%) (g/L) EMS dozu

Kontrol 365.67 269.05 235.17 %
Kontrol 6 252.98 247.47

8 172.91 222.36

10 194.12 156.84

Kontrol 236.52 253.46 225.252
0.4 6 213.39 254.64

8 207.97 226.61

10 209.82 199.56

Kontrol 232.22 237.78 190.42 °
0.6 6 202.50 177.16

8 182.01 159.56

10 167.57 164.57

Kontrol 226.93 173.88 169.26
0.8 6 197.10 147.27

8 207.03 152.94

10 113.62 135.26
Tuz dozu Kontrol 249.44 %

6 211.56°

8 191.42

10 167.67 ¢

(*) Aym siitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde

onemlidir.

3.4.6. iyon Sizintis1

Dadas ve Tavlas cayir iiggiilii ¢esitlerinde farkli EMS ve tuz dozlarinin iyon sizintisi
miktar1 iizerine etkisini belirlemek amaciyla yapilan varyans analizi sonucunda
cesitlerin etkisi 0.05, EMS ve tuz dozlarinin etkisi ise 0.01 diizeyinde istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (Tablo 3.29). Dadas ¢esidinde iyon sizintist miktarlart %33.33-
65.79, Tavlas ¢esidinde ise %30.97-68.36 arasinda degisim gostermistir (Tablo 3.30).
EMS uygulamalarinda en yiiksek iyon sizintis1 miktar1 %51. 61 ile %0.8 EMS dozunda
elde edilmis ve %48.64 ile % 0.6 EMS dozu ile ayni istatistiksel grupta yer almistir.
Tuz dozlan incelendiginde ise en yiiksek iyon sizintis1 miktar1 %61.75 ile 10 g/L tuz
uygulamasindan elde edilmis tuz dozlar1 azaldik¢a iyon sizintis1 miktarlarinda 6nemli
seviyede bir diisiis saptanmistir. Cesitler de Dadas’ta ortalama %48.52, Tavlag’ta ise

%46.49 1yon s1zintist miktar1 belirlenmistir.
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Tablo 3.29. Cayir tiggilii ¢esitlerinde farkli EMS ve tuz dozlarinin iyon sizintisi
miktari lizerine etkisine ait varyans analizi

Iyon Sizintis1

Varyasyon Kaynaklari S.D KT F Degeri
Cesit 1 131.407 4.480*
EMS Dozu 3 1063.092 12.079**
Tuz Dozu 3 14045.459 159.596**
Cesit x EMS Dozu 3 47.033 0.534
Cesit x Tuz Dozu 3 8.860 0.101
EMS Dozu x Tuz Dozu 9 223.782 0.848
Cesit x EMS Dozu x Tuz Dozu 9 105.346 0.399
Hata 96 2816.196

Genel 127 18441.175

*0.05 diizeyinde dnemli, **0.01 diizeyinde onemli

Tablo 3.30. Cayir iiggilii ¢esitlerinin farkli EMS ve tuz dozlarinda iyon sizintisi

miktarlar
Iyon s1izintis1 (%)

EMS Dozu Tuz Dozu Dadas Tavlas Ortalama
(%) (g/L) EMS dozu

Kontrol 33.33 31.74 45.71°°
Kontrol 6 41.75 38.62

8 51.33 49.99

10 61.39 57.52

Kontrol 35.10 30.97 44.06 ¢
0.4 6 37.89 37.21

8 51.07 48.50

10 59.01 52.74

Kontrol 37.10 35.97 48.64 %
0.6 6 42.06 39.98

8 53.81 50.87

10 65.79 63.81

Kontrol 37.80 34.72 51.61°2
0.8 6 46.67 43.78

8 56.80 59.40

10 65.36 68.36
Cesitler Ortalama 48.52 ° 46.49 °
Tuz dozu Kontrol 3459 %

6 40.99 ¢

8 52.69 °

10 61.752

(*) Aymi siitunda farkly kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde
onemlidir.
( *)Aym satirda farkh kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar araswdaki fark p<0.05 diizeyinde
onemlidir.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

Cayir tiggiilii hayvanlarin beslenmesi i¢in 6nemli bir baklagil yem bitkisidir. Cayir
tiggiilii gibi baklagil yem bitkileri ¢ayir ve meralarda bugdaygil yem bitkileri ile birlikte
yer almaktadir. Ancak bugdaygillere gore tuza daha hassastirlar (Rogers, 1997).
Mutagenler bitkilerde varyasyon yaratmak amaciyla bitki 1slahinda kullanilmaktadir.
Mutasyon 1slah1 ¢alismalarinda doku kiiltiirii teknikleri genetik varyasyonun uyarilmasi
ve secilmesi i¢in bir¢ok bitki tiiriinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Nikam vd.,
2014; Bolivar-Gonzales vd., 2018; Abdelnour-Esquivel vd., 2020). Bu nedenle bu
calisma kapsaminda cayir lUggiiliinde farkli in vitro mutagen uygulamalariin tuz

toleransina etkileri incelenmistir.

Calisma kapsaminda oncelikle Dadas ve Tavlas cayir liggiilii ¢esitlerinin rejenerasyon
potansiyelleri incelenmistir. Bu amagla iki ¢eside ait kotiledon bogumlar TDZ, BAP ve
NAA’nin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren ortamlarda kiiltiire
almmustir. Stirgiin olusturan eksplant yiizdesinde ¢esitler ve ortamlar istatistiksel olarak
0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Dadas cesidinde rejenerasyon %73.60, Tavlas
cesidinde ise %80.86 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde Cocii vd. (2003) yaygin fig
gesitleri, Uzun ve Yiikselgiingor (2020) ise Onobrychis tiirleri arasinda rejenerasyon
frekanst bakimindan &nemli farkliliklar elde etmislerdir. In vitro rejenerasyon
caligmalarinda rejenerasyonu etkileyen faktorlerden bir tanesi de ortamda bulunan oksin
ve sitokininlerdir (Adlinge vd., 2014; Kumari vd., 2021). Cayir ticgilii gesitleri ile
yiiriitiilen bu ¢alisma da sitokinin ve oksin konsantrasyon ve kombinasyonlarinin siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayist ve ortalama siirgiin
uzunluguna etkisi istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. En yiliksek siirgiin
rejenerayonu sirasiyla %100, 94.44 ve 91.66 ile 0.5, 0.25 ve 1 mg/L TDZ igeren
ortamlardan elde edilmistir. Ortamda TDZ’nin NAA ile kombinasyonlari siirgiin
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rejenerasyonunun azalmasina neden olmustur. Ayrica eksplant basina siirgiin sayisi ve
ortalama silirgiin uzunlugunda 1 mg/L’nin {izerinde TDZ uygulamasi olumsuz etkide
bulunmustur. Yildiz vd. (2006), benzer sekilde keten bitkisi tizerinde in vitro ortamda
hipokotil eksplantlarin1 kullanarak yapmis olduklar1 ¢alismada TDZ hormonunun
siirglin rejenerasyonu i¢in tek basma kullanilmasinin yeterli oldugu ve artan TDZ
dozlarinda siirgiin rejenerasyonunun olumsuz yonde etkilendigini saptamislardir. TDZ
bircok bitki tiirli ve baklagillerde in vitro rejenerasyon sistemlerinde basariyla
kullanilmaktadir (Erisen vd., 2011; Kumari vd., 2018; Uzun ve Yiikselgiingor, 2020,
Kumari vd., 2021). Ancak dogru kullanilmadiginda morfolojik anormallik, morfogenik
yetenek kaybi, siirglin proliferasyonu ve siirgiin uzamasinin engellenmesi, siirgiin ucu
nekrozu, camsilagsma, albinizm ve DNA polimorfizmi gibi sitogenetik varyasyonlar ve
koklenme yeteneginin kaybi gibi farkli etkilerde gosterebilmektedir (Dewir vd., 2018).
Dewir vd. (2018) TDZ'nin uygun ve optimal konsantrasyonunun tiire 6zgii oldugunu,
diisiik konsantrasyonlarda kullanilmasi, kisa maruz kalma siireleri gibi uygulamalarin
TDZ'nin neden oldugu anormallikleri onlemek i¢in etkili stratejiler oldugunu
bildirmektedir. Siirglin olusturan eksplant yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayisi ve
sirglin uzunlugu degerleri birlikte incelendiginde farkli sitokinin ve oksin
konsantrasyon ve kombinasyonlarinda en yiiksek degerler 0.25 ve 0.5 mg/L TDZ igeren
MS besin ortamlarinda elde edilmistir. Elde edilen siirgiinlerde en yiiksek koklenme
yiizdesi ve kok uzunlugu degerlerine 0.5 mg/L IBA veya 0.5 mg/l IAA uygulamalarinda

ulasilmistir.

Kimyasal mutagenler igerisinde EMS mutagenik etkinligi, nispeten diisiik maaliyeti ve
yiiksek kullanilabilirlik oraniyla siklikla kullanilmaktadir (Melsen vd. 2021). Mutasyon
islahinda ilk asama uygun mutasyon dozunun galisilan ¢esitler igin belirlenmesidir
(Hadebe vd., 2017). Daha o6nce ¢ayir tiggiilinde EMS uygulamalari ile ilgili ¢aligmalara
rastlanmadig1 i¢in yonca ve korungada Wijekoon vd. (2019) tarafindan yiiriitiilen
calisma degerlendirilerek 6 saat 6n 1slatma ve 6 saat uygulama stiresi kullanilarak %0.2,
0.4, 0.6, 0.8, 1 ve 1.2 EMS dozlar1 denenmistir. Uygulanan dozlarin ¢imlenme yiizdesi,
siirglin yas ve kuru agirhg ile fide yas ve kuru agirhigina etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. EMS dozlaria baglh olarak ¢imlenme yiizdesi ve fide biiyiime
karakterlerinde onemli disiisler belirlenmistir. Benzer sekilde EMS uygulamalarina

bagli olarak tohum ¢imlenme ve fide biiylimesindeki diisiisler bugday (Ndou vd., 2013),
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kasava (Kangarasu vd., 2014), yerfistig1 (Chen vd., 2020) ve soganda da (Singh vd.,
2021) bildirilmektedir. Mutant bireylerde negatif degisikliklerin siklig1 artan radyasyon
dozlar ile arttigindan, mutasyonlarin indiiklenmesi i¢in medyan 6ldiiriici dozun (LD50)
belirlenmesi de onemlidir. LD50, maruz kalan popiilasyonun %350'sinin 61diigii veya
azalmis biiylime gosterdigi doza karsilik gelir. Bu oran faydali mutasyonlarin ortaya
¢ikmasini  destekleyen aralik olarak kabul edilir (Bolivar-Gonzales vd., 2018;
Abdelnour-Esquivel vd., 2020). Bu c¢alismada ¢imlenme yiizdesinde LD50 degeri
Dadas ¢esidinde %0.40-0.60 EMS, Tavlas cesidinde ise %0.8-1 EMS araliginda
ulagilmistir. Stirgiin uzunlugu ve fide kuru agirhi§indaki LD50 her iki cesittede %0.4-0.6
EMS doz araliginda; fide yas agirlik azalmasi dikkate alindiginda ise Dadas ¢esidinde
%0.6-0.8 EMS, Tavlas cesidinde ise 9%0.4-0.6 EMS doz araliginda belirlenmistir. Bu

nedenle in vitro tuz uygulamalarina %0.4, 0.6 ve 0.8 EMS dozlari ile devam edilmistir.

Mutasyon 1slahinda mutantlarin taranmasi i¢in biiylik popiilasyonlar gerektirmekte,
ayrica zaman alic1 ve pahalidir (Schaart vd., 2016). In vitro kiiltiirler ise sinirli alan ve
zaman ile kontrollii kosullar altinda gergeklestirilebildiginden, tuza toleransh
mutantlarin taranmast i¢in ideal bir sistemdir (Luan vd., 2007). Farkli EMS dozlarinin
cayir ligglli cesitlerinde tuz toleransina etkilerini belirlemek amaciyla %0, 0.4, 0.6 ve
0.8 EMS uygulanan tohumlar MS besin ortaminda ¢imlendirildikten sonra kotiledon
bogumlar izole edilerek kontrol, 6, 8, ve 10 g/L NaCl igeren besin ortaminda kiiltiire
alinmistir. Deneme sonucunda artan tuz dozlarina bagl olarak siirgilin olusturan eksplant
yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayisi, siirglin uzunlugu, yas agirlik ve kuru agirlik
degerleri diisiis gdstermistir. Ozellikle 10 g/L tuz dozunda bu azalis daha belirgin
(>%50) olarak kaydedilmistir. Benzer sekilde miirdimiik (Piwowarczyk vd., 2016),

aycicegi (Altindal ve Altindal, 2018) ve Pistacia genotiplerinde de (Raoufi vd., 2021) in
vitro kosullarda artan tuz dozlarina bagli olarak biiylime parametrelerinin diistiigiinii
bildirilmektedir. Raoufi vd. (2021), bu azalisin nedeninin artan tuza bagli olarak
fotosentetik hizin ve hiicre boliinmesinin azalmasina ve reaktif oksijen tiirlerinin
birikmesine baglanabilecegini ifade etmektedir. Klorofil degerleri incelendiginde artan
tuz dozlariyla beraber Klorofil a, b ve toplam klorofil miktarinda azalmalar
gozlemlenmistir. Dubey vd. (2020) ketende, tuz dozunun artmasiyla klorofil a ve
klorofil b miktarmin azaldigini saptanuslardir. Iyon sizintis1 degerlendirildiginde en

diisiik s1zint1 kontrol grubu elde edilirken artan tuz miktarina bagli olarak iyon sizintisi
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artmistir. Oral vd. (2020) tuz dozlarina paralel olarak artan iyon sizintisinin hiicre

membrani ve stabilitesinde meydana gelen hasardan ileri geldigini bildirmektedir.

EMS dozlarinin in vitro rejenerasyon lizerine etkileri incelendiginde kontrole gore
yiikksek EMS dozlarinda (%0.6 ve 0.8) siirgiin olusturan eksplant yiizdesinde, eksplant
basina siirgiin sayisinda, klorofil a, b ve toplam klorofil miktarlarinda bir azalig
meydana gelirken iyon sizintisinda bir artts meydana gelmistir. Nasri vd. (2021)’de
krizantemde artan EMS dozlarina bagli olarak rejenerasyon orani, siirgiin sayist ve
stirgiin olusumuna kadar gegen siirede diistis saptamiglardir. Kumar ve Kumari (2021)
ise Artemisia’da yiiksek EMS dozlarinda klorofil a, b ve toplam klorofil miktarlarimin

azaldigin bildirmektedir.

EMS dozu x tuz dozu interaksiyonlar incelendiginde ozellikle %0.4 EMS dozunda,
genel olarak EMS uygulamasi yapilmayan grupta 6, 8 ve 10 g/L NaCl
uygulamalarindan siirgiin rejenerasyonu parametrelerinde daha iyi sonuclar sergilemesi
artan tuz dozlarimin sebep olduklar1 zarar1 azalttigir seklinde yorumlanabilir. Nitekim
Ipomoes batatas (Luan vd.,2007), Helianthus annuss (Altindal ve Altindal, 2018)
Artemisia vulgaris (Kumar ve Kumari, 2021), Triticum aestivum (Lethin vd., 2020) ve
Coffea arabica (Bolivar-Gonzalez vd., 2021) gibi bir¢ok bitki tiirlinde EMS ile
olusturulmus mutasyonun tuza dayanikli bitkilerin gelistirilmesinde etkili oldugu ifade
edilmektedir. Bu caligsma ile gayir ti¢giilii ¢esitlerinde EMS uygulamalarinin tuz stresine
etkileri incelenmis olup daha sonra yapilacak caligmalarla mutasyon olusturulmus
bitkiler se¢ilerek dis kosullara aktarilmasi ve tuz tolerans1 yoniinden mutant genotiplerin

degerlendirilmesi onerilmektedir.
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