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Son yillarda in vitro mutagenesis olarak adlandirilan, mutagenik uygulamalarin in vitro tekniklerle
kombinasyonunu kapsayan calismalar yapilmaya baslanmustir. Iki farkli uygylama halinde yiiriitiilmiis
olan bu ¢aligsma, kimyasal mutasyonlardan EMS ve sodyum azitin bugdayin Kirik ¢esidinde in vitro ve in
vivo sartlarda etkilerini ve 1slah amagh ¢alismalarda uygulanabilecek optimum konsantrasyonu belirlemek
ve kurakliga tolernansh ekmeklik bugday hatlar gelistirimek amaciyla yapilmistir.

Olgun embriyo kiiltiiriine etil metansiilfonatin farkli siire ve konsantrasyonlarda uygulanmasi bir ¢ok
karakteri olumlu yonde etkilemistir. Etil metansiilfonatin uygulama siiresi ve konsantrasyonu arttik¢a
genel olarak kallus olusum orami azalmigtir. Ancak rejenerasyon etkinligi (RE) ve bitki sayisi (BS)
bakimindan uygulama siiresine gore ortalamalar dikkate alindiginda, en yiiksek RE ve BS 6 saatlik
uygulamadan elde edilmis, 4 saatlik uygulamasi ise son sirada yer almistir. Diger taraftan, ortalamalar
esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirme yapildiginda, RE ve BE sirasiyla %0.4 ve %0.3’liik
konsantrasyonlarda elde edildigi ve kontrol uygulamasinin her iki karakter bakiminda son sirada yer
aldig1 goriilmiistiir. LDsy degeri hem rejenerasyon etkinligi hem de bitki sayist igin EMS’nin %0.1’lik
konsantrasyonunun 8 saat siire ile uygulandigi muameleden elde edilmistir.

Sodyum azit uygulamasi kallus olusumunu, RE ve BS azaltmig, bu etki 0Ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda ve uzun uygulama siirelerinde daha belirgin olmustur. BS ag¢isindan LDsy degeri, 2
mM’lik konsantrasyon ve 3 saat uygulamadan, RE agisindan 4 mM’lik konsantrasyon ve 1 saat siire
uygulanmasindan elde edilmistir.

Kallusa etil metansiilfonat farkli siirelerde uygulandiginda, ortalamalar esas alinarak en yiiksek RE ve BS
6 saatlik uygulamadan, en diisiik ise 4 saatlik uygulamadan elde edilmistir. Diger taraftan, ortalamalar
esas aliarak konsantrasyonlara gore degerlendirme yapildiginda, en yiiksek RE ve BS kontrol grubunda
en diisiik ise 80 mM’lik konsantrasyonda olustugu goriilmiistiir. Kallusa etil metansiilfonatin uygulanmasi
durumunda LDsg kriterine gére BS esas alindiginda optimum konsantrasyonun ve uygulama siiresinin 50
mM’lik konsantrasyonun 8 saat siire ile uygulanmasi oldugu tespit edilmistir.

Kallusa sodyum azitin uygulama siiresi RE ve BS ¢ok onemli derecede etkilemis, en yiiksek rejenerasyon
RE ve BS, 1 saatlik uygulamadan elde edilmistir. Sodyum azitin uygulama siiresi uzadik¢a ve
konsantrasyonu arttikca her iki karakterde disiisler ortaya c¢ikmis ve 4 saatlik uygulamada tiim
konsantrasyonlarda herhangi bir rejenerasyon gerg¢eklesmemistir. Sodyum azitin kallusa uygulanmasi
durumunda LDsy degerine gore optimum konsantrasyonun ve uygulama siiresinin hem RE hem de BS
icin I mM’lik konsantrasyonunun 1 saat siire ile uygulandigi muamele oldugu belirlenmistir.

Bu ¢aligmada farkli siire ve konsantrasyonlarda uygulanan EMS ve NaN3; ¢cimlenme, ¢im ve fide ile ilgili
bir ¢ok karakteri sirasiyla olumlu ve olumsuz yonde etkilemistir. Bu nedenle her iki kimyasal mutagen’de
arastirmada uygulanan siire ve konsantrasyonlara gore LDso degeri belirlenememistir.

M, tohumlari -10 bar’lik PEG 6000 ortaminda ¢imlendirmeye alinmis, bdylece erken donemde (¢imlenme
donemi) kuraga toleranslilik yoniinden test edilmis ve seleksiyon yapilmistir. Cimlenen tohum sayisi
sodyum azit popiilasyonunda (710 adet), EMS popiilasyonuna (52 adet) gore daha fazla olmustur.

2016, 229 sayfa
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In vitro mutagenesis studies involving the mutagenic application with combination of in vitro techniques
has begun recently. This study was carried out in wheat (Kirik cultivar) with two different chemical
mutagen, ethyl methanesulfonate (EMS) and sodium azide, under in vitro and in vivo conditions in order
to determine the optimal concentration to apply and develop the drought-tolerant bread wheat lines.

The effect of mutagen EMS in mature embryo culture had significant effect on the most of the traits.
Increasing the concentration and duration of ethyl methanesulfonate, the average amount of callus
formation were generally decreased. Whereas effects of the average regeneration efficiency (RE) and
number of plants (NP) was taken into account based on different duration, the highest RE and NP were
obtained from 6 h treatment, the lowest RE and NP were seen in 4 h treatment. Whereas, the highest
average of RE and NP were obtained %0.4 and %0.3 concentration, while control application produced
the lowest RE and NP. LDs, value was observed in 8 hours treatment + %0.1 concentration for RE and
NP parameters.

Treatmen of sodium azide mutagen decreased callus formation, RE and NP, particularly this effect was
evident at the higher concentrations and longer application duration. LDs, value was 3 h treatment + 2
mM concentration in NP and 1 h treatment + 4 mM concentration in RE.

Based on average the RE and NP traits at different duration and concentration of Ethyl methanesulfonate
(EMS) mutagenesis of mature seed-derived calli, resulted the highest RE and NP from 6 h treatment and
80 mM, the lowest RE and NP was observed in 4 h and control treatment. LDs, value was 8 h treatment +
50 mM concentration both in NP and RE.

Based on average the RE and NP traits at different duration and concentration of sodium azide
mutagenesis of mature seed-derived calli, resulted the highest RE and NP from 1 h treatment. Four hours
treatment produced no plant. LDs, value was 1 h treatment + 1 mM concentration both in NP and RE.

In this study, application of different durations and concentrations of EMS and NaNj affected to
the germination, seedling and plantles related parameters positively and negatively, respectively.
Therefore, the LDs, values of duration and concentration of applied both chemical mutagen was not
determined.

M, seeds were kept in -10 bar PEG 6000 osmotic potential medium for germination to test the early stage
drought (germination stage). Based on their germination performance, 710 seedlings from sodium azide
and 52 seedlings from EMS study were selected.

2016, 229 pages
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

% Yiizde

°C Santigrat Derece

uM Mikromolar

cm Santimetre

da Dekar

g Gram

ha Hektar

kg Kilogram

kPa Kilo paskal

L Litre

m Metre

M Molar

m? Metrekare

Mbp Mega baz ¢ifti

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

mol Mol

N Normal
Kisaltmalar

2,4-D 2,4-Diklorofenoksi asetik asit
ABA Absisik asit

BAP 6-Benzil amino piirin
BS Bitki say1s1

Ca Kalsiyum

CEKO Cevap veren embriyogenik kalus olusum orani
CcG Cimlenme giicti

CGi Cim giicii indeksi

CH Cimlenme hiz1

CHI Cimlenme hiz1 indeksi
CHK Cimlenme hiz1 katsayisi
cO Cimlenme orant

cu Cim uzunlugu

Dikamba 3,6-Diklorobenzoik asit
EKO Embriyogenik kalus olusum orani
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EKSCE

EKSCEK

EMS
ESCEK
ESCSE
ESEKO
FAO

Fe

HKO
IAA

K

KBO
KKA
KO
KOU
KS
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KSCSE
KSEKO
KU
KYA
MES
Mg

Mn

MS

N

NAA
NaNs3
01074

P

pH
Pikloram
RE

S

SD
SKA
SuU
SYA
TDZ
TUBITAK

Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren somatik embriyo
sayi1sl

Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik
kallus orani

Ethyl methane sulphonate

Eksplant sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus orani
Eksplant sayisina gore cevap veren somatik embriyo sayisi
Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum orant
Food And Agriculture Organisation

Demir

Hata kareler ortalamasi

Indol-3-asetik asit

Potasyum

Kallus besi ortami

Kok kuru agirligi

Kalus olusum orani

Koleoptil uzunlugu

Toplam embriyonal kok sayisi

Kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus orani
Kallus sayisina gore cevap veren somatik embriyo sayisi
Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum orani
Kok uzunlugu

Kok yas agirhig

2-(N-morpholino) ethansiilfonik asit

Magnezyum

Mangan

Temel besi ortam1, Murashige and Skoog (1962)

Azot

Naftelan asetik asit

Sodium azide

Ortalama ¢imlenme zamani

Fosfor

Asitlik derecesi

4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit

Rejenerasyon etkinligi

Kiikdirt

Serbestlik derecesi

Stirgiin kuru agirhig

Siirgiin uzunlugu

Siirgiin yas agirlig

1-Fenil-3-(1,2,3-thidiazol-5yl) iire (Thidiazuron)

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu

Vil



Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

SEKILLER DiZiNi

Sterilizasyon sonrasi su emdirilmis tohumun embriyosunun kesim

K1StmIarinin @OSTETIMI . ...vevivvveiiiiieiiiie sttt 38
Olgun tohumlara EMS ve sodyum azit mutagenlerinin uygulanisi................ 40
Kallusun 1. haftasina EMS ve sodyum azit mutagenlerinin uygulanist. ........ 42

EMS ve sodyum azit mutagenleri uygulanmis tohumlarin ¢imlendirilmesi. .49
EMS ve sodyum azit mutagenleri uygulanmis tohumlarin kasalara ekilmesi
VE YEISHUTTIMESI. .veiiviiiiiiiie i 53
EMS ve sodyum azit mutagenlerinin uygulanisindan ve bitkilerin
olgunluguna kadar gecen donemde yapilan bazi islemler. ............ccoevvrnnnnne 57
M; tohumlarinda ¢imlenme déneminde kuraga toleransli genotiplerin
seleksiyonu ve sonrasinda yapilan islemler...........ccccoooeiiiiiiiiiiiinic 60
EMS’nin farkl siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen kalluslarin
GOTUNTMICTL. ..veitiiiiiie ettt et e et sne e 62
EMS’nin farkl: siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen embriyogenik
kalluslarin g@OrinimIeri. ......ccooceeiiiiiiiiiici 67
EMS’nin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap veren
embriyogenik kalluslarin gorinimleri. ........cocoovoviiiiniinic e 71
EMS’nin farkl: siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap veren
somatik embriyolarin (ok isareti ile gosterilmistir) ve rejenere bitkilerin
(TR T 0111 0 (<] SR 75
Olgun embriyolara farkl: siire ve dozlarda EMS uygulamasinin

rejenerasyon etkinligi tizerine etkileri. .......ccccvviiiiiiiiiiiiiie 80
EMS’nin baz siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen bitkiciklerin
magendada gOTUNTMICTL. .......ccoiviiiiiiiie e 81
Rejenere bitkilerin farkli ortamlarda goriiniimleri...........ccoccovvviniiiiciiiiiene 81
Olgun embriyolara farkl: siire ve dozlarda EMS uygulamasinin bitki sayisi
UZETINE ELKIIETT. 1..viviiiiiicic e 83
Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen

kalluslarin @OrinlimIeri. .......ccvviveiiiiiiieie e 87

viii



Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.
Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.
Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen
embriyogenik kalluslarin goriinimimleri..........oooeviiiiiiiiiiiiieiccee, 92
Sodyum azitin farkl siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap
veren embriyogenik kalluslarin gorinimleri. ........cccooevveviieniieniie e 96
Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap
veren somatik embriyolarin (ok isareti ile gosterilmistir) ve rejenere
Ditkilerin gortintimleri. ......ccccveieiieieese e 100
Olgun embriyolara farkl siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasinin
rejenerasyon etkinligi izerine etkileri. ........coovvveriiiiiiciiii e 104
Sodyum azitin bazi siire ve konsantrasyonlarinda bitkiciklerin

magendada gOTUNTMICTL. .......vieiiiiieiie e 105
Rejenere bitkilerin farkli ortamlarda goriiniimleri..........cccoceveviiiiiiinnnnnne 106
Olgun embriyolara farkl: siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasinin

bitki say1s1 UZeTine etKIleTi. .........cueiviiiiiieiiiieii e 107
EMS’nin farkl siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen

embriyogenik kalluslarin gorinimleri. .........ocvvvveiiiiiienienenc e 111
EMS’nin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap

veren embriyogenik kalluslarin gorinimleri. ..o, 116
EMS’nin farkl siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap

veren somatik embriyolarin (ok isareti ile gosterilmistir) ve rejenere

bitkilerin gOrinimIETL. ......cooovieiiiiieie e 120
Kallusa farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasinin rejenerasyon

etkinligi lizerine etkileri. .........ccociiiiiiiiiiii 123
EMS’nin baz siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen

bitkiciklerin magendada gOorinimlert. .........cccoooveriiiiiniiic e 124
Rejenere bitkilerin farkli ortamlarda goriniimleri..........coccooeveierencnnnnns 125
Kallusa farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasinin bitki sayisi {izerine
BIKIIENT o 126
Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen
embriyogenik kalluslarin gorinimimleri...........cccooviviiiiiiiicniicce 130
Sodyum azitin farkl: siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen

cevap veren embriyogenik kalluslarin gorinimleri..........coccovcvivininnennns 135



Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Sekil 4.28.

Sekil 4.29.
Sekil 4.23.

Sekil 4.31.

Sekil 4.32.

Sekil 4.33.

Sekil 4.34.

Sekil 4.35.

Sekil 4.36.

Sodyum azitin farkl: siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen

cevap veren embriyogenik kalluslarin gorinimleri............ccoocvevenienicnnnns 138
Kallusa farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasinin bitki sayisi
UZETINE CTKIIETI. ..o 141
Sodyum azitin bazi siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen
bitkiciklerin magendada gorinimleri. ..........ccoovveviiiiiiiiiicneceseee 142
Rejenere bitkilerin farkli ortamlarda gorintimleri.........ccocovevvivveiiieeiiinnns 142
Kallusa farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasinin bitki sayisi
UZETINE CTKIIETI. ..evvieiiiiii e 144
EMS’nin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen kok ve
stirglinlerin @OrUNUMIETT. .....c.eeiviiiiiiieeie e 154
EMS’nin farkl siire ve konsantrasyonlarda islem uygulanmis tohumlar
igerisinde toprak bulunan kasalarin ekilmisi ve bu ortamda gelisen M,
fidelerinde gOrinUMICTI. .........oiiiiiiiieieiesc s 164
Sodyum azitin farkl: siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen kok

Ve slirglinlerin @OrinimITL. .......ccoviviriiiiiieiie e 180
Sodyum azitin Farkl siire ve konsantrasyonlarda islem uygulanmis
tohumlar igerisinde toprak bulunan kasalarin ekilmisi ve bu ortamda

gelisen M fidelerinde gOrinimleri. ..........ccoovveiiiiiiieiiniie 191
M3 tohumlarinda ¢imlenme doneminde kuraga toleransli genotiplerin
SEIEKSTYONU. ... 200
M tohumlarinda ¢imlenme doneminde kuraga toleransl genotiplerin

seleksiyon sonrasinda yapilan islemler. ..........cccoooiiiiiiiiiiiiii 200



Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 3.6.
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

CIZELGELER DiZiNi

MS kiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar ve miktarlart......................... 31
MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar................ 34
Oksin stok sollisyonunun hazirlanisi ........cccccvvieeiiiiniiiennieeee e, 34
Sitokinin stok soliisyonunun hazirlani$t ...........c.ccovvviiiieeienenc s 34
Iki farkl1 eksplant’da Kullanilan kimyasal mutagenler ve

KONSANEFASYONIAT........ccui i 35
EMS ve NaNj stok soliisyonlarinin hazirlanisi.........ccccceveiiieieniicnnene 35
Olgun embriyolara farkl: siire ve dozlarda EMS uygulamasindan

sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait varyans analizi

102 01011 F: ) 5 DO SR 64
Olgun embriyolara farkl: siire ve dozlarda EMS uygulamasindan

sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait veriler. ................... 65
Olgun embriyolara farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan

sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait korelasyon
KASAYTIATL. ©o.vveiiiiiiciicic e 85
Olgun embriyolara farkl: siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan
sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait varyans analizi
10301 o] ' PO TR 89
Olgun embriyolara farkl: siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan
sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait veriler. ................... 90

Olgun embriyolara farkl: siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan

sonra in vitro ortamda incelenen bazi ait korelasyon katsayilari. ............ 109
Kallusa farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra in vitro
ortamda incelenen bazi karakterlere ait varyans analizi sonuglari. .......... 113
Kallusa farkl: siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra in vitro
ortamda incelenen bazi karakterlere ait veriler. ...........cccooeiiiiiiiiiiinnn 114
Kallusa farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra in vitro

ortamda incelenen bazi karakterlere ait korelasyon katsayilart................ 128

Xi



Cizelge 4.10.

Cizelge 4.11.

Cizelge 4.12.

Cizelge 4.13.

Cizelge 4.14.

Cizelge 4.15.

Cizelge 4.16.

Cizelge 4.18.

Cizelge 4.19.

Cizelge 4.21.

Cizelge 4.22.

Cizelge 4.23.

Cizelge 4.24.

Cizelge 4.25.

Cizelge 4.26.

Kallusa farkl: siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra

in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait varyans analizi

100110 (63 F- 3 DO PSSP 132
Kallusa farkl: siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan

sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait veriler. ............... 133
Kallusa farkl: siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra

in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait korelasyon katsayilari. 145
Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra

cimlenme ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi sonuglart. ........ 148
Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra ¢imlenme

ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi sonuglar ait veriler.......... 149
Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra ¢im ile

ilgili bazi karakterlere ait varyans analizi sonuglari. ..........ccccccceeerennnn. 156
Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra ¢im ile

ilgili bazi1 karakterlere ait VEIIlEr. .......c.cccvivueiveiiiicce i 157
Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra fide ile

ilgili bazi1 karakterlere ait varyans analizi sonuglari. ..........cccccccevenennnn 166
Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra fide ile

ilgili bazi karakterlere ait VEriler. ........ccocovvieiiiiniinieieese e 167
Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra
cimlenme ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi sonugclart. ........ 173
Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra
cimlenme ile ilgili baz1 karakterlere ait veriler............c.ccoovviiiiniiinnn. 174
Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra

¢im ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi sonuglart. .................. 182
Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra

cim ile ilgili bazi1 karakterlere ait veriler. ... 183
Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra

fide ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi sonuglart................... 193
Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra

fide ile ilgili bazi1 karakterlere ait Veriler. .........cccoocvveiiiiiiieie 194

xii



1. GIRIS

Bugday, diinyada ve {ilkemizde en 6nde gelen temel besin maddesi olmasi durumunu
halen korumakta, bunun sonucunda da yaygin olarak yetistirilmektedir. Erzurum
yoresinde iiretilen bugdayin ¢ogu iiretici aileler tarafindan tiiketilmektedir. Ureticiler
geleneksel ekmek yapimina uygun, alternatif karakterli ve beyaz taneli olusu nedeniyle
Kirik ¢esidini tercih etmektedirler. Bugday iiretiminin artirilabilmesi i¢in son yillarda
kirag ve sulu kosullarda yetistirilebilecek yliksek verimli ve yore ekolojisine uyumlu
cok sayida cesit (Dogu 88, Karasu 90, Palanddken 97, Nenehatun) tescil edilmis ve
ciftcilerin kullanimina sunulmus olmasina ragmen bu cesitler kalite oOzelliklerinin
yetersizliginden dolayr bolge ¢iftgisi  tarafindan  yeterince ve  {retimleri
yayginlagmamistir. Bu durum yeni 1slah cesitlerinin Kirik kadar uygun kalite
Ozelliklerine sahip olmamalar1 ve tamami mutlak kislik olan bu cesitlerin ekiminin
cesitli nedenlerle zamaninda yapilamamasindan kaynaklanmaktadir. Kirik’in halen yore
ciftcileri tarafindan en fazla tercih edilen bir ¢esit olmasinin en 6nemli nedeni ekmeklik
kalitesinin yiiksek ve alternatif karakterli olmasidir. Cesidin kalite 6zelligi, verime gore
hep 6n planda degerlendirilmektedir. Bu 6zelliklerine karsin, bolgede yetistirilen diger
tescilli ¢esitlere gore diisiik verimli, zayif sapli ve kurakli§a hassas bir ¢esit oldugu
kaydedilmistir (Ozturk 2011). Kuraga dayanikli bir ¢esit gelistirmek amaciyla
yapilabilecek 1slah ¢aligmalarindan birisi mutasyon 1slahidir. Eger arzu edilen mutant
tipler elde edilebilirse, melezleme 1slahina gére mutasyon 1slahi ile daha kisa siirede ve

daha diislik maliyetle sonuca ulasilabilecektir.

Diinyada iirlin liretimi gevresel stresler tarafindan biiyiik 6l¢iide siirlandirilmaktadir.
Diinyada ekilebilir alanlarin yalmizca %10’unun bazi stres formlarindan uzak oldugu
tahmin edilmektedir. Potansiyel verim ile elde edilen verim arasindaki farkliliktan
sorumlu temel faktor gevresel strestir. Bitkisel iiretimin yapildigi alanlarda yaygin
sorunlardan biri su yetersizligidir. Bitkiler biiylimeleri i¢in fazla miktarda suya ihtiyag
duyarlar ve kuraklik yalnizca bitkinin biiylikliigiinii degil, aynm1 zamanda cesitli bitki
kisimlarimin gelismesini de kisitlar. Etki bazen o kadar biiyiikk olur ki verim sifira

yaklagir (Blum 1989).



Son yillarda iklimde meydana gelen degismeler de diislintildiiglinde stabil, yiiksek
verimli; kuraga, yatmaya, hastalik ve zararlilara dayanikli ve ayn1 zamanda kaliteli
bugday cesitlerinin gelistirilmesi 1slah caligmalarinin en 6nemli hedeflerindedir. Bu
nedenle, giiniimiizde yapilan 1slah ¢alismalarinda; verim ve kalite unsurlar1 birlikte ele
alinmakta, bir yandan birim alandan elde edilen verim miktarlarini artirma olanaklari
arastirtlirken, diger taraftan da degisik tliketici kesimlerinin isteklerine cevap

verebilecek kalite 6zelliklerinin iyilestirilmesi amaglanmaktadir (Kaya 2006).

Yeni cesitlerin gelistirilmesinde bitki 1slah¢isinin gérevi genis alanlarin iklim ve toprak
kosullarmma uygun, verim ve kalitesi Ustlin ¢esitleri bulup ¢ikarmak ya da eldeki
cesitlerin olumsuz yonlerini iyilestirmektir. Bu amagla 1slahgilar, dogada mevcut
varyasyonlardan ve gelistirdikleri yeni teknik ve yontemlerden faydalanmaktadirlar. Bu
teknik ve yontemlerden biri olan geleneksel i1slah yontemleri ile ¢ok sayida cesit
gelistirilmis ve tarimin hizmetine sunulmustur. Ancak, bu yontemlerle ¢esit gelistirmede
uzun zamana, fazla emege ve kaynaga ihtiyagc duyulmaktadir. Bu nedenle, bitki
islah¢ilar1 daha hizli ve kolay varyasyon saglayacak yeni yaklasimlar {izerinde
durmaktadirlar. Bu 1slah yontemlerinden birisi mutasyon 1slahidir (Bilgin 2005; Baser
vd. 2007). Gill et al. (1974) mutagen uygulamasi sonrasi tek yillik bitkilerde 4-6 yil

sonra yeni mutant bir ¢esidin ortaya konulmasimin miimkiin oldugunu bildirmislerdir.

Bitkilerde mutasyon 1slahi ile biyotik ve abiyotik stres faktorlerine direngli veya
toleransl gesitler gelistirilebilmektedir. Mutasyon, canlinin genetik yapisinda meydana
gelen kalict degisiklikler olup hem iireme hiicrelerinde hem de somatik hiicrelerde
meydana gelebilir. Ozellikle vegetatif yolla ¢ogalan bitkilerde mutant bireylerin elde
edilmesinde somatik mutasyonlar olduk¢a Onemlidir. Ciinkii somatik hiicrelerin
mutasyona ugramasiyla buradan gelisen organlar mutant 6zellik kazanirlar. Bitkilerde
cesitli mutagenlerle somatik mutasyonlarin tesvik edildigi ve istenilen 6zelliklerin
saglandig1 bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Griffiths 1996; Franks et al. 2002; De Oliveira
Collet et al. 2005). Bitkilerde istenilen o&zellikteki mutasyonlarin kendiliginden

meydana gelme siklig1 ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle, bir¢ok 1slah ¢aligmasinda mutasyon



sikligim1  artirmak amaciyla fiziksel veya kimyasal mutagenler kullanilmigtir

(Ahloowalia and Maluszynski 2001; Aberathne et al. 2004; Saleem et al. 2005)

Kuraga dayaniklilik, bitkisel iiretimin artirllmasinda énemli bir 6zelliktir. Bu 6zellik,
halkimizin temel besin kaynagi olan ve genellikle kuru tarim alanlarinda yetistirilen
bugday i¢in daha da kritik bir 6neme sahiptir. Kisitli toprak nemi kosullarinda verim
diizeyini temelde ¢esidin kuraga dayanikliligi belirlemekte olup, yagislarin yetersiz
oldugu iiriin yillarinda {ilkemiz bugday ihtiyacinin karsilanmasinda ciddi sorunlar

yasanmaktadir.

Mutagenesis terimi, dogal olarak ya da mutagenik etmenleri yapay olarak uyarilan farkli
mutasyon tiplerini meydana getiren mekanizmalarinin ve farkli asamalarinin tamamini
kapsamaktadir. Buna gore in vitro mutagenesis, in vitro yontemlere kombine edilmis
mutagenesis aktivitelerinin tamamini igermektedir. Yine in vitro mutasyon 1slahi, bitki
1slah1 amaciyla mutasyonel tekniklerin in vitro tekniklere kombine edildigi tiim

aktiviteleri kapsamaktadir (Tosun 2015)

In vitro mutagenesis ve somaklonal varyasyon, doku kiiltiiriiniin iki ©nemli
teknikleridir. Bu teknikler sayesinde, genomun diger kisimlar1 degismeksizin genotipin
bir veya birka¢ 0Ozelligi iyilestirilebilmektedir (Predieri 2001). Bu teknikler ile
tyilestirmenin yapilabilmesi i¢in etkin bir doku kiiltiirii esasina dayanan rejenerasyon
sistemi ve mutagenlerin esik konsantrasyonlar: ile ilgili 6n bilgilerin olmast gerekir
(Kumar 2009). Mutagenesiste gama 1sinlart gibi fiziksel mutagenler veya etil
metansiilfonat (EMS) gibi kimyasal mutagenler yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Jain
2005).

Kirik ¢esidinin gegmiste oldugu gibi, gelecekte de yetistiricilerin gozde ve vazgegilmez
cesidi olmaya devam edecegini gdstermektedir. Daha dnce Ozturk (2011) tarafindan
yapilan calismada, tane verimi esas alindiginda Kirik ¢esidinin kuraga duyarl oldugu ve
hassas casitler arasinda yer aldigi belirlenmistir. Bu ¢eside kuraga dayaniklilik

kazandirlabilirse 6nemli verim artis1 saglanabilir.



Yapilacak 1slah c¢alismast neticesinde Kirik ¢esidinin kalite ozelliklerine sahip,
kurakliga dayanikli ve yiiksek verimli hatlarin gelistirilmesi amaglanmigtir. Islah
caligmasinin ilk agamasini kapsayacak olan bu arastirmada, iki farkli kimyasal mutagen
uygulanmis ve elde edilen popiilasyondan istenilen ozelliklere sahip mutantlar
secilmeye calistlmistir. Bu calisma sonucunda gelistirilecek hatlarin, farkli 1slah
programlarinda gen kaynagi olarak ve/veya yeni bir ¢esidin elde edilmesinde ana

materyal olarak kullanilabilmeleri hedeflenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kuraklik, topragin su iceriginde bitki gelismesini olumsuz etkileyecek kadar azalmaya
neden olan yagigssiz donem olup; zamani, siddeti ve siiresi degiskenlik gosteren
karmasik bir stres faktoriidir. Mitra (2001) bitkilerin  kuraga dayaniklilik
mekanizmalarini kuraktan kagma (hayat devresini kurak donemin baslangicindan 6nce
tamamlama), kuraktan korunma (su alimini artirmak veya transpirasyonu azaltmak
suretiyle dokunun su potansiyelini koruma) ve kuraga tolerans (koruyucu biyokimyasal
ve fizyolojik mekanizmalarla su kaybini geciktirme) olmak iizere {i¢ kategoride
simiflandirmistir.  Kurakligin  dogasindaki degiskenlik ve bugdayin kuraga tepki
mekanizmalarimin genetik kontroliiniin heniiz tam olarak anlasilamamasi (Deng et al.
2005; Caruso et al. 2009) kuru tarim kosullarinda yiiksek verim saglayabilecek

cesitlerin gelistirilmesini zorlagtirmaktadir (Lopez et al. 2001).

Kuraklik bitkisel verimliligi diisiiren 6nemli bir ¢evre stres faktoriidiir (Hassan et al.
2004). Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler bu kosullarda yasayabilmek igin ¢esitli
mekanizmalar gelistirmiglerdir. Bu mekanizmalar; yasam dongiistinii (olgunlasma
sliresi) ayarlama, derin kok sistemi olusturma ve hiicre diizeyinde bazi diizenlemelerin
gerceklestirilmesi (6rnegin ozmoregiilasyon) gibi faktorlerdir (Mohamed et al. 2000).
Sadece tek bir 6zellikte degisimin gerceklesmesi bitkilerin hayatta kalmalari i¢in yeterli
olmayabilir. Bazi aragtiricilar kuraga toleransta hiicresel diizeyde degisikliklerin dnemli

oldugunu kaydetmislerdir (Mohamed et al. 2000; Errabii et al. 2006).

Kuraklik, bitkisel tiretimi diinya ¢apinda ciddi bir sekilde kisitlayan onemli bir sorun
olup, giiniimiizde kiiresel iklim degisikligi bu durumu daha da ciddi hale getirmektedir
(Pan et al. 2003). Bitki gelisimi ve tane verimi iizerine kurak kosullarin etkisi,
kurakligin siddetine ve kurakligin meydana geldigi donemde bitkinin gelisme donemine
baghdir. Fide ¢ikisi su eksikligine duyarli biiylime donemlerinden birisidir. Fide
tesisinin oran1 ve derecesi; verimi ve olgunluk zamanini belirleyen 6nemli faktorlerdir
(Rauf et al. 2007). Bu nedenle, iyi bir bitki tesisi i¢in tohum ¢imlenmesi, giimrahlik ve

koleoptil uzunlugu gibi karakterlerin yeterli diizeyde olmasi gerekir. Yar1 kurak



bolgelerde, ¢imlenme sirasinda diisiik nem, ¢imlenmeyi kisitlayici bir faktordiir. Bazi
arastiricilar, 6zellikle tohum kuru topraklarda neme ulagmak i¢in derin ekildiginde fide
tesisinin basarilmasi ic¢in koleoptil uzunlugunun o©nemli oldugunu bildirmislerdir

(Dilday et al. 1990).

Laboratuvar sartlarinda yiiriitilen kuraklik caligmalarinda yaygin olarak kullanilan
polietilen glikol (PEG 6000), molekiiler agirligi ozmotik potansiyeli etkileyecek kadar
kiiciik, ancak bitki tarafindan absorbe edilemeyecek kadar biiyliktiir, bu nedenle bitki
dokularina hizli bir sekilde penatre etmesi beklenmez (Carpita et al. 1979). Fidelerin
erken gelisim doneminde kuraga dayaniklilik yoniinden yapilacak seleksiyonlarda
kurakligit uyarmak icin PEG gibi kimyasallar c¢imlendirme ortaminda siklikla
kullanilmaktadir. Besin soliisyonu kiiltiiriiniin ozmotik potansiyelini modifiye etmek
icin PEG’in kullanilabilecegi ve bdylece bitkilerde deneysel protokollere uygun
nispeten kontrollii bir sekilde su eksikliginin temin edilebilecegi bildirilmistir (Money
1989; Zhou 1997).

Polietilen glikol (PEG) yiiksek molekiiler agriliga sahip oldugundan dolayi, kuru
topraklardakine benzer sekilde su potansiyelini diigiiren ve dokuya penatre etmeyen

ozmotik etmen olarak bitkilerde kuraklik stresinin uyarilmasinda uzun zamandan beri

kullanilmaktadir (Larher et al. 1993).

Domateste yapilan bir ¢alismada, PEG ile uyarilmis su stresinin kalluslarin biiyiimesi,
ozmotik potansiyeli ve rejenerasyonu lizerine olan etkileri arastirilmistir. Rejenerasyon
sliresince in vitro kosullarda kuraklik stresinin uyarilmasi, morfogenik tepkiler iizerine
kurakligin etkilerinin ¢alisilmasi i¢in giivenilir bir uygulama oldugu bildirilmistir

(Sakthivelu et al. 2008).

Farkli ekmeklik bugday genotiplerinin erken gelisme donemlerinde kurakliga
dayanaklik durumlarini belirlemek amaciyla Ozturk (2011) tarafindan yapilan bir

calismada Kirik ¢esidinin kurakliga hassas oldugu belirlemistir.



Bir takim etmenler bitkilerde mutasyonlar1 uyarabilme 6zelligindedir. Boyle etmenler
mutagen adini alirlar. Mutasyon 1slah1 yoluyla diinya genelinde gelistirilmis gesit sayisi
3218 tane olup, mutant ¢esit sayisi bakimindan bugday (284 adet); celtik (814 adet) ve
arpadan (309 adet) sonra tigiincii sirada gelmektedir. Diinya genelinde mutasyon 1slahi
yoluyla gelistirilmis ¢esit sayis1 azimsanamayacak kadar ¢ok olmasina ragmen,
iilkemizde mutasyon 1slaht yoluyla gelistirilmis ¢esit sayisi olduk¢a azdir ve bunlar
arasinda bugday bulunmamaktadir. 2012 yil1 itibariyle iilkemizde tescilli mutant ¢esit
sayis1 7 adet olup, bunlardan 2 tanesi soya, 2 tanesi tiitiin, 1 tanesi arpa, 1 tanesi nohut

ve 1 tanesi de susam tiiriine aittir (Tosun 2015).

Bitki 1slahinin genetik varyasyonun olusturulmasi ve seleksiyon olmak iizere iki temel
prensibi bulunmaktadir. Bunlardan her iki siire¢ bilgiye ve elle ¢aligmaya dayalidir. Son
yirmi yilda bitki hiicre ve doku kiiltiiriinlin gelismesiyle birlikte 1slah ¢aligmalarinin bir
kismini tarladan laboratuvar kosullarina aktarmak miimkiin olmustur. Islah ¢aligmalari
icin yararli 6zellikler bakimindan genetik varyasyonun olmasi gerekir. Arzu edilen
varyasyon bulunmadiginda fiziksel veya kimyasal mutagenler uygulanarak arzu edilen
karakterler yoniinden mutansyonlar (genetik varyasyonlar) olusturulmaya ¢alisilir

(Akgun and Tosun 2004).

Islah edilmesi diisliniilen karakterin ilgili tiirlin gen havuzu igerisinde bulunmamasi
nedeniyle, melezleme ve seleksiyonun yapilamadigi durumlarda, mutasyon islahi en
uygun yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica, mutasyon islahi, transgenik
bitkilerin kullanim1 ve yetistirilmesi gibi smirlamalara, fikri miilkiyet haklart ve
yonetmeliklere tabi degildir (Alston 2004; Dobres 2008). Yapay mutasyon uygulamalari
sonucu arzu edilen karakterin bulunma siklig1 oldukea diisiiktiir, bu yiizden, arzu edilen

karakter i¢in ¢ok sayida bitkinin taranmasi basari sansini artiracaktir (Fehr 1993).

Kimyasal mutagenler; mutasyon olusturmak amaciyla radyasyonun disinda bir¢ok
kimyasal madde de kullanilmaktadir. Kimyasal mutagenlerin sayisi ¢ok olmakla
birlikte, bitkilerde mutasyonlarin uyarilmasinda yanlizca birkagi yaygindir. Bunlarin

cogu alkillestirici etmenler sinifina aittir (Tosun 2015).



Mutasyonlarin uyarilmasinda en kritik faktor mutagenin konsantrasyonudur. Genel bir
kural olarak, belli bir konsantrasyona kadar mutagenin konsantrasyonu arttikca,
normalde daha fazla mutasyon olugsmakta, ancak yliksek konsantrasyonlar ayni zamanda
daha fazla fide hasarina ve 6liime neden olmaktadirlar (Jenks et al. 2007). Yiiksek
konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan azalma, hiicresel diizeyde gergeklesen fizyolojik veya

fiziksel diizensizliklerden kaynaklanmis olabilir.

Bugdayda mutasyonlarin uyarilmasinda sicaklik onemli bir faktér olup, kimyasal
mutagenesiste sicaklik mutagenin yarilanma Omrii iizerinde etkili olup, EMS’nin
yarilanma &mrii igin en uygun sicakligi 30°C’de 26 saat oldugu kaydedilmistir (Jenks et
al. 2007). Sicaklik mutagenik solosyonunun hidroliz hizim1 da etkiler. Disiik
sicakliklarda hidroliz hizi azalir, mutagen daha uzun bir siire sabit kalir (Jenks et al.
2007). Mutagenesisin basarisini etkileyen diger bir deneysel faktor, kimyasal mutagenin

pH’sidir. Ornegin EMS igin en etkili pH 7.0'dir (Singh and Kole 2005).

Mutagenik uygulamanin nihai amaci, bitki 1slahg¢ilarinin, mutantlar arasinda ekonomik
onemi olan karakterleri secebilecekleri varyabiliteyi uyarmaktir. Islah amaclar
acisindan mutagenik uygulamalarin diisiik fizyolojik etki, buna karsin giiclii genetik

etkiler olusturmasi arzu edilir (Ndou 2012).

Kimyasal mutagenlerin uygulamasi basit ve zararli etkisi daha az oldugu icin bazi
arastiricilar tarafindan radyasyona tercih edilmektedir. Bununla birlikte, mutasyon
olusturmak amaciyla kullanilan kimyasallarin toksik ve kanserojenik olduklar
unutulmamalidir. En yaygin olarak kullanilan kimyasal mutagen alkallestirici etmen
olan etil metansiilfonattir (EMS). Kimyasal mutagenlerin etkileri, iyonize edici
radyasyonlardan daha az siddetli olup, daha fazla gen mutasyonu, daha az koromozom
mutasyonlar olusur. Buna gore kimyasal mutagenlerin iyonize edici radyasyona gore
daha fazla mikromutasyon olusturmalar1 beklenebilir. Ancak, kromozomal
anormalliklerin gen mutasyonuna orani mutagenlere gore biiylik degisiklik gdsterir

(Tosun 2015).



Kimyasal mutangenler daha spesifik ve tahmin edilebilir mutasyonlara sebep olmakta

ve ayrica uygulamasi daha kolay olup, 6zel ve pahali ekipmanlar gerektirmemektedir

(Luan et al. 2007).

Mutagenesis mutasyon sikligin1 normal oranin {izerine ¢ikarmak icin bir tiir biyolojik
materyalin fiziksel veya kimyasal mutagene maruz birakilmasi seklinde tanimlanabilir
(Kodym and Afza 2003). Isinlamanin kolayca basarilamadigi durumlarda kimyasal
mutagenler basarili  bir sekilde uygulanabilir. Ayrica, fiziksel mutagenlerle
karsilastirildiginda kimyasal mutagenler kromozomal degisimlerden ziyade gen

mutasyonlarii artirabilirler (Van Harten 1998; Predieri 2001; Toker et al. 2005).

Mutasyon olusturmak amaciyla fiziksel veya kimyasal mutagenler yalniz veya
kombinasyon halinde kullanilabilirler, ancak kombine uygulamalarla gelistirilmis ¢esit
sayist ¢ok azdir. Diinya genelinde 3218 mutant ¢esitten 369 tanesi yalnizca kimyasal

mutagen uygulamasiyla dogrudan gelistirilmistir (Sung 1976; Van Harten 1998).

Celtikte arzu edilen varyasyonlari uyarmak igin ¢esitli kimyasal (EMS ve sodyum azit)
ve fiziksel (gamma 1sinlar1, X- 1smnlart ve hizli nétronlar) mutagenler yaygin bir sekilde
kullanmilmistir. Kimyasal mutagenler temelde nokta mutastyonlarini uyarirlar, bu
nedenle yanlis anlamli ve anlamsiz mutasyonlarin elde edilmesinde ideal kimyasallardir.
Buna karsin, 1iyonize edici radyasyonlar normalde kromozomlarin yeniden

sekillenmelerine ve delesyonlara (kayiplara) neden olurlar (Bhat et al. 2007).

Alkillestirici etmenler, kimyasal mutagenlerin ilk smifi olup, Ikinci Diinya Savasi
sirasinda (Auerbach and Robson 1946) tarafindan hardal gazinin ve benzer bilesiklerin
mutagenik etkilerinin ortaya konulmasi ile birlikte kesfedilmistir. Hardal gazi, metil
metansiilfonat (MMS), etil metansiilfonat (EMS) ve nitrozguanidin gibi alkillestirici
etmenlerin DNA uzerine bazi etkileri bulunmaktadir. Bunlardan EMS potansiyel
mutagenik etkisi ve kullanim kolayligi nedeniyle bitkilerde en yaygin kullanilan
kimyasal mutagendir. EMS, guanin (G) bazin1 alkillestirir ve alkillesen guanin sitozin

(C) yerine timin (T) ile eslenir, bdylece DNA ipliginde AT < GC gecisleri meydana
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gelir (Kenganal et al. 2008). EMS tiim genomda 6ldiiriicii olmayan ¢ok sayida nokta
mutasyonunu olusturabildiginden genomun mutasyona doyurulamasi ig¢in nispeten
kiiglik bir popiilasyona (yaklasik 10.000) uygulama yapilmas: yeterlidir (Bhat et al.
2007). EMS’nin  kullanildigi mutasyon ¢alismalarinda genomun  biiytkligi,
mutasyonlarin olusmasi agisindan énemli bir faktor olarak goziikkmemektedir. Ornegin,
gen basina mutasyon sikligr Arabidopsis ve misirda (genom biiyiikligii Arabidopsis’in
yaklasik 20 kat1) benzer olmustur (Henikoff and Comai 2003; Till et al. 2003).

Etil metansiilfonat, rastgele bolgelerde (Sung 1976) yiiksek siklikta mutasyonlara (Schy
and Plewa 1989) sebep oldugu ve bunlar igerisinde kromozomal anormalliklerin siklig
diisiik oldugu ig¢in tercih edilen mutagenlerden biridir. Etil metansiilfonat 6zellikle
kallus gibi hizli bir sekilde boliinen ve cogalan hiicrelere uygulandiginda en etkili
olmakta, ciinkii bu sirada hiicreler DNA’larin1 replike etmekle ugrastiklarindan

mutasyonlarin hatali onarilma ihtimali ¢ok yiiksektir (Kilbey and Hunter 1983).

EMS’nin kullanildig: in vitro mutagenesis, bitkilerde varyasyonun olusturulmasinda ¢ok
etkili bir yontemdir (Bhagwat and Duncan 1998; Kodym and Afza 2003; Hofmann et
al. 2004). Etkli bir selektif etmenle iliskili etkili rejenerasyon sistemleri, g¢evresel
streslere toleransli varyantlarin degerlendirilmesinde in vitro seleksiyon yonteminin
temel bir parcasidir (Van den Bulk et al. 1990); (Jain 2001); (Predieri 2001); (Dita et al.
2006); (Predieri and Di Virgilio 2007).

Diger bir kimyasal mutagen olan sodyum azit (NaN3) laboratuvarlarda cesitli amaglar
icin yaygin olarak kullanilan kimyasal bir bilesiktir (Rines 1985). Sodyum azit pozitif
sodyum iyonu ve negatif azit iyonunu igeren beyaz kristal tozdur. Metabolik zehir olan
sodyum azit hiicrelerde belli anahtar enzimleri engeller ve bitkiler i¢in potansiyel bir
mutagendir. Sodyum azitin bitki fizyolojisini etkiledigi bildirilmistir (Wen and Liang
1995).

Sodyum azit ¢ok sayida bitki tiirtinde (Triticum durum, Triticum aestivum, Oryza sativa,

Hordeum vulgare, Zea mays, Arachis hypogaea, Helianthus annuus, Saccharum
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officinarum, Lactuca sativa ve Musa spp.) biyotik ve abiyotik streslere dayanikli veya
toleransli cesit gelistirmek veya kaliteyi iyilestirmek amaciyla kullanilmistir (Okubara
et al. 1994; Bhagwat and Duncan 1998; Rascio et al. 2001; Jeng et al. 2003; Molina-
Cano et al. 2003; Jeng et al. 2006; Kiruki et al. 2006; Ali et al. 2007; Mondal et al.
2007; Nakata et al. 2008; Skoric et al. 2008; Suzuki et al. 2008; Venegas-Caleron et al.
2008; He et al. 2009; Oliver et al. 2009).

Sodyum azit biyokimyasal, fizyolojik, sitolojik ve genel siirecler iizerine olan etkisi
nedeniyle ¢cimlenmenin gecikmesine ve bilylimenin yavaslamasina sebep olmaktadir. Bu
kimyasal uygulanarak elde edilen mutantlar igerisinde klorofili eksik mutantlarin
yiiksek oranda bulundugu bildirilmistir. Sodyum azit gen diizeyinde mutasyonlara sebep
olabilecegi gibi, kromozomal mutasyonlara da neden olabilir (Bahaa EI Den 1993; Del
Campo and Coletto 1999). Kallus asamasindaki hiicreler asir1 derecede duyarli olup,
hiicrede mutasyon olusturan azidoalanin olarak adlandirilan mutagenik etmen {retirler.
Bu kimyasal mutagen bitki hiicrelerinde son derece mutagenik etmen olan amino asit
anologu L-azidoalanine (N3-CH,-CH(NH),-COOH) metabolize edilir. Bunun
olusumunun O-asetilserin siilfihidrilaz enzimine bagli oldugu belirlenmistir (La and
Mongold 1987). Buradan, sodyum azitin mutagenitesinin bir ¢ok fiziksel ve fizyolojik
parametreye bagli oldugu sonucuna varilabilir. Bu nedenle s6z konusu mutagen
tarafindan Uretilen mutagenite degiskendir. Sodyum azitin mutagenik etkisinin azit
bilesiginin organik metabolitini {iretmesiyle ortaya ¢iktigi kabul edilmektedir (Owais
and Kleinhofs 1988).

Mutagen uygulamalar1 sonucunda olusturulan mutant popiilasyonlar icerisinde istenilen
ozellige sahip olanlar segilerek dogrudan kullanilabilir veya secilen genotipler
melezleme programinda anag¢ olarak kullanilabilirler (dolayli kullanim). Mutagenlerle
uyarilan gen mutasyonlar1 resesif veya dominant olabilirler, ancak biiylik ¢ogunlukla
resesiftir (Poehlman 1994). Ornegin, basak ve sap ozellikleri bakimindan mutasyonla
uyarilmis morfolojik degisikliklerin siklikla gozlendigi arpada sik basakli ve sert

govdeli (erektoit tipler) 70 mutasyondan yalnizca iki tanesi bagak sikligi bakimindan
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dominant olmustur (Briggs and Knowles 1967). Bu nedenle, mutasyonlar M; kusaginda

fark edilemez, seleksiyona M; kusaginda baslanir.

Kimyasal mutagenlerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 su sekilde siralanmistir (Tosun

2015):

Avantajlart; (1) Temelde nokta mutasyonlarinit olustururlar. Bu nedenle, mutasyon
spektrumu muhtemelen fiziksel mutagenlerden farklidir. (2) Fiziksel mutagenler gore
daha az koromozomal hasar olustururlar. (3) Yiiksek siklikta mutasyonlar

olusturabilirler.

Dezavantajlari; (1) Cok hiicreli bitki dokusuna penetrasyonu genellikle zordur. (2)
Uygulama yontemlerinin standardizasyonu tam olmadigindan sonuglarin yeniden elde
edilebilirligi muhtemelen c¢ok diisuktiir. (3) Kimyasal mutagenlerin kanserojenik

ozellikleri nedeniyle uygulamalar tehlikeli olabilir.

Biyoteknolojinin hizla ilerlemesi, in vitro bitki hiicre ve doku kiiltiirii tekniklerinin 1slah
calismalarinda kullanimini oldukca yaygmlastirmustir. [n vitro tekniklerin tek basma
veya mutagenlerle kombine halde kullanimi, biiyiik populasyonlar icerisinde istenilen
genotipin secilmesi ve ¢ogaltilmasi icin bitki 1slah¢ilarina yeni ve genis imkanlar saglar.
Vejetatif olarak iretilen bitkilerin 1slah ¢aligmalarinda, in vitro tekniklerle beraber
mutagenesisin kombinasyonu etkili bir yontem olup bu durum bitkilerde cesitliligin
artmasina, istenilen genotipin klasik yontemlerden daha kisa bir siirede ve kiiciik bir
alanda ¢ogaltilmasina ve bu agamay takiben seleksiyonuna imkan vermektedir (Das et
al. 2000; Ahloowalia and Maluszynski 2001; Saif-Ur-Rasheed et al. 2001; Saleem et al.
2005; El-Sayed et al. 2007; Lu et al. 2007; Szarejko and Forster 2007). /n vitro
mutagenesiste fiziksel (gama 1sinlar1) ve bazi kimyasal mutagenler (EMS ve MMS gibi)

yaygin olarak kullanilmakatadir (Jain 2005).

In vitro mutagenesis, ¢esidin yalnizca bir veya birkag dzelliginin degistirilmesine, buna

karsin diger tiim karekterlerin korunmasina imkan veren bir uygulamadir. Ayrica, kiiciik
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parcacik steril kosullarda kiltiire alindiklarindan herhangi bir mutant kaybi
olmamaktadir (Ling et al. 2008). Mutagenesiste fiziksel (gama 1sinlar1) veya EMS ve
MMS gibi kimyasal mutagenler yaygin olarak kullanilmaktadir (Jain 2005). Bitki doku
kiltiiriinde fiziksel ve ya kimyasal mutagenlerin nispeten diisiik konsantrasyonda
uygulanmalart hiicre ¢ogalmasini, ¢imlenme hizini, hiicre biiyiimesini, enzim
aktivitesini, strese dayanikliligi ve {irin verimini artirmaktadir (Chakravarty and Sen
2001). Bitkilerde mutasyonlarin uyarilmasinda en yararli kimyasal mutagenler Etil
metan sulfonat (EMS), Dietil sulfat (DES), etilenimin (EI), Etilnitros uretan (ENU),
metil nitrosoure (MNH) gibi alkillestirici etmenler sinifina ait olanlardir. Fiziksel
mutagenlerle karsilastirildiklarinda kimyasal mutagenler daha ¢ok gen mutasyonuna,

buna karsin daha az kromozomal mutasyona sebep olurlar (Novak and Micke 1987).

In vitro mutagenesis fenotipik ve genotipik varyasyonlarin uyarilmasinda énemli bir
aractir. Rejenere bitkilerde ortaya ¢ikan dogal varyasyon somaklonal varyasyon olarak

adlandirilir ve bu kallus kokenli bitkiciklerde yaygin bir olaydir.

Bitki doku kiiltiirti, bitkilerin steril kosullarda yapay besi ortamlarinda gelistirilmesidir.
Doku kiiltiirii tekniklerinden yararlanarak, bitkiden alinan herhangi bir parca (eksplant)
ile kisa stirede bitkinin istenen kisimlarinin veya tiim bir bitkinin ¢ogaltimi miimkiindiir.
Doku kiiltiirii kosullar1 ile elde edilen doku c¢esitlerinin basinda kallus gelmektedir.
Kallus, stirekli boliinmekte olan farklilasmamis hiicre yigin1 olarak tanimlanmaktadir

(Babaoglu et al. 2001).

Doku kiiltiirtinde yiiksek oranda ve siklikla meydana gelen fenotipik varyasyonlara
somaklonal varyasyon denmektedir. Bu varyasyonlar, genetik temelli olabilecegi gibi
epigenetik temelli de olabilmektedirler (Peredo et al. 2006). Somaklonal varyasyon,
mikrotiretimde biiyiik kayiplara neden olmakla birlikte, yeni varyantlarin ve gesitlerin
elde edilmesi agisindan, giiniimiiz biyoteknolojisinde énemli yer tutmaktadir (Kaeppler
et al. 2000). In vitro mutagenesis ve somaklonal varyasyon, doku kiiltiiriiniin iki énemli
teknikleridir. Bu teknikler sayesinde, genomun diger kisimlart degigsmeksizin genotipin

bir veya birkag Ozelligi iyilestirilebilmektedir (Predieri 2001). Bu teknikler ile
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iyilestirmenin yapilabilmesi i¢in etkin bir doku kiiltiirii esasina dayanan rejenerasyon
sistemi ve mutagenlerin esik konsantrasyonlar: ile ilgili 6n bilgilerin olmast gerekir

(Kumar 2009).

Kiiltiir ortamindaki hiicrelere ve dokulara mutagen uygulamasi biyolojik ¢alismalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Boyle bir uygulamanin su avantajlari olabilir; (1) Bir
somatik hiicrede mutasyon olustugunda kiiglik bir alanda ¢ok sayida homojen birey
yetisirilebilir. (2) Ozellikle herhangi bir kimyasala kars1 (6rnegin herbisite dayaniklilik)
kiiltiir ortaminda etkili bir spesifik seleksiyon yapilabilir. (3) Tarla kosullarinda
seleksiyon yapilirken, arzu edilen 6zellikleri segebilmek ve stabil duruma getirebilmek
icin birka¢ yil veya bir kag¢ kusak seleksiyon yapmak gerekir. Buna karsin, yaygin bir
seleksiyon baskisi altinda in vitro kKusallarinda arzu edilen 6zellikler yoniinden segim
daha kisa slirede tamamlanabilir ve 1slah siiresi onemli Slgiide kisaltilabilir. (4) Tek
haploit bitki segildiginde, kromozom sayis1 katlanarak tamamen homozigot diploit elde
edilir. Bu bitki 1slahinda veya genetik ¢alismalarda gesitli amaglar i¢in kullanilabilir

(Tosun 2015).

Somatik embriyogenesis yoluyla in vitro rejenerasyon diger birgok yontemden daha
fazla dikkat cekmekte, ¢ilinkii nispeten kisa bir siirede ¢ok sayida bitki tiretilebilmektedir
(Hildebrand et al. 1991; Kita et al. 2007). Somatik embriyogenesis orjinal doku ile
iletim demetim baglantis1 bulunmayan zigotik olmayan hiicreden, zigotik embriyoya
benzer bipolar yapinin uyarildigi eseysiz iireme olarak tanimlanir (Zimmerman 1993)
(Namasivayam 2007). Somatik embriyogenesis, ¢ok sayida rejenerant elde edilme
avantajina ilaveten, kimeralarin diisiik siklikta olusmasi ve somaklonal varyasyonin
smirli  diizeyde gerceklesmesi nedeniyle bitki rejenerasyon sistemi olacak

organogenesisden ¢ok daha caziptir (Ahloowalia 1991; Henry et al. 1998; Gaj 2001).

Somatik embriyogenesisin avantajlarindan bazilar1 su sekilde siralanabilir. (1) Somatik
embriyolar tek bir hiicreden kaynaklanirlar, bu nedenle bitki tiiriine gore degismek iizere
kimera ya en aza indirilir veya tamamen elemine edilir. (2) Somatik embriyo hiicre

stispansiyonu, dogrudan mutant somatik embriyolarin elde edilmesi i¢in idealdir. (3)
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Somatik embriyolar ¢imlenmede zigotik embriyolar gibi davranabilirler. (4) Tek bir
somatik embriyodan normal tohum gibi ¢imlenebilen somatik tohum elde edilebilir. (5)
Agac tiirlerinde bitki rejenerasyonu icin en uygun yaklagimdir. Somatik
embriyogenesisin bazi dezavantajlar1 ise sunlardir. (1) Siire¢ genotipe yliksek derecede
bagimlidir, bu nedenle farkli genotipler i¢in kiiltiir ortaminin modifikasyonu gerekebilir.
(2) Birgok tiirde somatik embriyolarin ¢imlenme orani ¢ok diistiktiir. (3) Somatik
embriyogenik kiiltiirler taze kiiltiir ortaminda diizenli bir sekilde alt kiiltiire alinmazlarsa

Ozelliklerini kaybedebilirler.

In vitro dokulara mutagen uygulamasi mutasyon spektrumunu genisletebilen dogal
mutasyonlarin oranini artirir (Jain and Maluszynski 2004). Kimyasal mutagenler
kolayca uygulanabilirler. Saglik iizerine tehlikeli etkileri olsa da radyasyon
uygulamasinda oldugu gibi ekipmanlar gerekmez. Siirglin uglarina veya diger organlara
mutagen uygulandiginda kimeralar olusur, bu durumda kimeralar1 elemine etmek igin
M;V, kusagina kadar siirekli vejetatif olarak ¢ogaltmasi gerekebilir (Jain 2000; Predieri
2001). Normalde kimeralar, siirgiin ucu veya aksilar tomurcuklar gibi ¢ok hiicreli
yapilara mutagen uygulamasindan sonra rejenere edilmis bitkilerde 6nemli bir sorundur.
Mikrogogaltim siirgiin ucu veya aksilar tomurcuklar kullanilacak mutant bitkilerin

cogaltilmasinda ideal bir sistemdir (Ahloowalia 1998).

In vitro mutagenesis dzellikle muz, patates ve Gypsophyla paniculata L. gibi vejetatif
olarak cogalan bitkilerde 1slah programlarinda mutasyon tekniklerinin etkinliginin
artirilmasinda oldukca énemlidir (Kulkarni et al. 2007; Barakat and EI-Sammak 2011).
Alkillestirici etmenler grubunda yer alan EMS tatli patates, muz, asma, soya, petunya,
giil ve krizantem gibi bitkilerde somaklonal varyasyonun olusturulmasinda ¢ok etkili bir
mutagendir (Omar et al. 1989; Bhagwat and Duncan 1998; Van Harten 1998;
Nonomura et al. 2001; Predieri 2001; Kodym and Afza 2003; Hofmann et al. 2004;
Latado et al. 2004) (Khawale et al. 2007; Luan et al. 2007; Berenschot et al. 2008).
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Bidabadi et al. (2012) muzda islem uygulanmis siirglin ucu kiiltiirlerinin canliliginda,
bliylimesinde ve rejenerasyon kapasitesinde EMS’nin farkli konsantrasyonlarinin

asamal1 bir sekilde azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.

Meyve 1slahinda in vitro mutagensis ve somaklonal varyasyonunun énemli dokii kiiltiirii
teknikleri oldugunu bildiren Kumar et al. (2010), kaba limonda (Citrus jambhiri Lush.)
in vitro da mutasyonu tesvik etmek icin fiziksel (gama isinlari) ve kimyasal (EMS ve
MMS) mutagenleri kullanmiglardir. Denemede kimyasal mutagenler 45 ve 60 giinliik
kalluslara farkli konsantrasyonlarda (%0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4) uygulanmistir. Arastiricilar,
canli kallus sayisina ve regenrasyon potansiyeline gore degerlendirdiklerinde en uygun
kimyasal mutagen konsantrasyonunun %0.1 oldugunu ve uygulamanin 45 ginliik

kalluslara yapilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Stevia rebaudiana bitkisinde yapilan bir ¢alismada (Pande and Khetmalas 2012)
sodyum azit ve kolgisin uygulamasiin tohum ¢imlenmesi ve kallus olusumu iizerine
etkileri incelenmistir. Eksplant olarak kullanilan tohumlar ve yaprak parcalart sodyum
azit ve kolgisinin degisen konsantrasyonlarina (%0-0.250) oda sicakliginda 12 ve 24
saat siireyle maruz birakilmiglardir. Mutagenlerin konsantrasyonu arttik¢a ¢imlenme
orant azalmistir. Ayrica, yaprak eksplantlarinin; her iki mutagene maruz birakilma
siresi kallus olusumunu ve gelisimini etkilemistir. Arastiricilar, mutagenlerin

konsantrasyonu arttik¢a kallus olusumunun geciktigini bildirmislerdir.

Sodyum azitin kiiltiir ortamindaki meristematik hiicreler ilizerine goriilebilen etkisi
kallus olusumunu veya ¢ogalmasini engellemektir. Bu durum, hiicre dongiisiiniin S
fazinda DNA replikasyonunu engelleme etkisininden kaynaklanabilir. Ayrica, uyarilmis
baz1 mutant biyokimyasallar elektron zinciri gibi solunum zincirlerinin engellenmesine

sebep olabilirler (Johnsen et al. 2002).

Citrus jambhiri tohumlarina gama radyosyonunun farkli konsantrasyonlari ve EMS
(%0.2, 0.3 ve 0.4) ve metil metansiilfonatin (MMS) (%0.05, 0.1 ve 0.2) farkh

konsantrasyonlari uygulandiktan sonra tohumlar mutagensiz MS besi ortaminda
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cimlendirilmistir. Fideler bu ortamda 45 giin siireyle gelismeye birakilmis ve daha sonra
epikotiller alinmistir. Bu epikotiller, icerisinde EMS ve MMS’nin daha 6nce belirtilen
konsantrasyonlarini igeren rejenerasyon ortaminda (MS + 0.5 mg/L BAP) 24 °C’ de 4
saat siire ile bekletilmislerdir. Arastiricilar, regenerasyon potansiyeline gore hem EMS
hem de MMS igin en uygun konsantrasyonun %0.2 oldugunu belirlemiglerdir (Sharma
et al. 2013).

Arora et al. (1989) ve Jamil and Khan (2002) bugdayda mutagenesin yiiksek
konsantrasyonlarinda tohumlarin ¢imlenme oraninin yiiksek oldugunu gézlemlemisler.
Aragstiricilar, mutagenetik uygulamara bagli olarak ¢imlenme oranindaki azalmanin
hiicresel i¢reklerini molekiiler diizeyde zarar gormelerinden veya enzim aktivitesinin

degismesinden kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir.

Yer fistiginda somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu iizerine mutagenlerin
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada Muthusamy et al. (2007) hipokotil
eksplantlarindan elde edilmis embriyogenik kalluslara gama 1sinlari, EMS ve sodyum
azit mutagenleri uygulanmis, denemede embriyonik kalluslarin yas agirliginin ortalama
somatik embriyo sayisinin ve rejenerasyon kapasitesinin mutagenlerin  diisiik
konsantrasyonunda daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yine, pamukta oviilar kalluslarin
biiylime hizinin mutagenin diisiik konsantrasyonunda arttig1 bildirilmistir (Muthusamy
2001). Ayni sekilde Palanivel (1998), yer fistiginda gama 1511, EMS ve sodyum azitin
diisiik konsantrasyonu/konsantrasyonlarinda kallus biiylime hizinin, ¢oklu siirgiin
olusumunun, somatik embriyo olusumunun ve ¢imlenmenin arttigini belirlemislerdir.
Mutagen uygulanmis eksplantlar doku kiiltliriine alindiklarinda her ekplanttan rejenere
olan siirgiin sayisinin diigiik konsantrasyonlarda arttig1, buna karsin konsantrasyondaki
artigla birlikte orantili olarak azaldig: tespit edilmistir (Swanson et al. 1989). Benzer
gozlemler, Gerbera (Laneri et al. 1989), Asparagus (Delbreil and Jullien 1994), yer
fistig1 (Venkatachalam et al. 1999), kasava (Lee et al. 1998; Joseph et al. 1999), giil
(lbrahim et al. 1998), mango (Manzanilla-Ramirez et al. 2001), Gladiolus (Kasumi et
al. 2001), tath patates (Lee et al. 2002), lotus (Arunyanart and Soontronyatara 2002) ve
celtik (Lee et al. 2003) gibi birgok tiirde de belirlenmistir.
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Yem bezelyelesinde gelisme ve verimle ilgili baz1 parametreler {izerine sodyum azitin
mutagenik  etkilerini  belirlemek amaciyla yapilan Dbir denemede, disiik
konsantrasyonlarda (%0.016 ve 0.031) vejetatif gelisme ve verim parametrelerinde
onemli degisiklikler meydana geldigi tespit edilmistir. Buna karsin yiiksek
konsantrasyonlarin (%0.125 ve 0.250) kotii etkiler olusturdugu belirlenmistir. Kontrolle
karsilastirildiginda diisiik konsantrasyonlarda ¢imlenme oraninda onemli bir azalma
oldugu, yiliksek konsantrasyonlarda ise herhangi bir c¢imlenme gergeklesmedigi
bildirilmistir. Sodyum azitin %0.031’lik konsantrasyonu siirgiin uzunlugunda bazi
genotiplerde artisa, bazilarinda ise azalmaya sebep olmustur. Yine, diisiik
konsantrasyonlar yaprak alaninda Onemli bir artisa neden olmus, ancak klorofil
iceriginde herhangi bir degisiklik olusturmamistir. Diger taraftan, tiim genotiplerde

konsantrasyon artik¢a bitki basina bakla sayisi artmistir (Mshembula et al. 2012).

Krizantemde mutagen olarak EMS kullanilmak suretiyle in vitro mutagenesis yoluyla
tuza toleranslt mutant elde edilmistir. Mutant varyete tuza toleransindaki artis kontrol
bitkilere gore siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve dehidro askorbat rediiktaz
enzimlerinin aktivitelerindeki artistan, buna karsin zar hasarinda azalmadan

kaynaklandig bildirilmistir (Hossain et al. 2006).

Qin et al. (2011) tarafindan yenidiinyada (Eriobotrya japonica) bitkisinde yapilan bir
caligmada, anter kokenli embriyolar kullanilmak suretiyle in vitro mutagenesiste
EMS’nin etkileri arastirilmigtir. Denemede EMS uygulamasinin anter kokenli
embriyolarin canliliginda ve konformasyonunda degisikliklere sebep oldugu
belirlenmistir. EMS’nin konsantrasyonuna (%0.1-0.9) ve uygulanma siiresine (0.5, 1 ve
2 saat) baglh olarak tiim EMS uygulamalar1 canlilikta azalmaya sebep olmus ve 6liim
orani %50 nin {lizerinde gerceklesmistir. Maksimum canlilik orani (%46.2) EMS’nin %
0.3’lik konsantrasyonunda ve 0.5 saatlik uygulama siiresinde; minimum canlilik orani
(%2) ise EMS’nin %0.7’°1lik konsantrasyonundan ve 2 saatlik uygulama siiresinde elde

edilmistir.
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Fasulyede EMS ve N-nitr6z-N’-etil tire (ENU) mutagenlerinin kallus gelisimi iizerine
etkilerini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢aligmada (Svetleva 2005) 7 giinliik steril
bitkilerden elde edilen yaprak petiol eksplantlarindan gelisen kalluslar kullanilmistir.
Her iki mutagen eksplantlara 2.5x107 ve 6.2x10° M konsantrasyonlarda 15, 30, 60 ve
90 dakika siireyle uygulanmistir. Uygulama siiresi kallus gelisimini etkilemis ve her iki
mutangen i¢in 30 dakikalik uygulamanin yapildig1 ortamda gelisen kalluslar en yiliksek
agirhikta  olmustur. Buna  karsin, 90 dakikalik uygulama  kalluslarinin
kahverengilesmesine ve gelismenin engellenmesine sebep olmustur. Arastiricilar, genel
olarak ENU’nun EMS’den daha giiclii etki olusturdugunu ve kallus gelisimi iizerine alt
kiiltiir sayisinin  mutagenik uygulamadan daha yiiksek etkiye sahip oldugunu
kaydetmislerdir.

Bezelyede (Pisum sativum L.) mutasyon islahi ve in vitro mutagenesis konusunda
yapilan calismada tohumlara, fiziksel mutagen olarak gama radyasyonunun 6 ile 14 kr
konsantrasyonlari, kimyasal mutagen olarak ise sodyum azitin 0.001 ve 0.003 M olmak
tizere iki farkli konsantrasyonu uygulanmistir. Mutagen uygulanmis tohumlar, siirgiin
rejenerasyonu icin iki farkli sitokinin (10 uM TDZ ve 50 uM BAP) igeren MS besi
ortamlarinda kiiltiire alinmislar ve gelisen siirglinler 2.5 uM NAA igeren koklendirme
ortamina aktarilmislardir. Koklenen bitkicikler daha sonra iklim odasindaki saksilara
alimmis ve c¢evre kosullarina alistirllmistir. Arastirma sonucunda, sodyum azit
uygulamasinin baglangigta tohumlarin ¢imlenmesini gama isinlarina gére olumsuz
etkiledigi, ancak bu uygulamada siirgiin ve kok olusumunun daha iyi gergeklestigi tespit
edilmistir. Mutagenlerin konsantrasyon oranlar: arttik¢a bu 6zelliklerin olumsuz yonde
etkilendikleri saptanmis, 6zellikle yliksek konsantrasyonlarin diisiik konsantrasyonlara

ve kontrole gore olduk¢a 6nemli hasarlara yol a¢tig1 kaydedilmistir (Divanli 2003).

Misirda 18-599 nolu kendilenmis homozigot hattina ait olgun embriyolardan elde edilen
embriyogenik Kkalluslara gama 1sin1 ve sodyum azit mutagenleri uygulanmis ve tuza
toleransli mutantlar1 segmek i¢in %1.0’lik NaCl igeren ozmotik ortam kullanilmistir.

Denemede 200 Gy gama 1sin1 + 1 mmol/L sodyum azit kombinasyonunun mutasyon
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olusturmak i¢in en etkili oldugu belirlenmistir. Tuza toleransli mutant hat (18-599 M)

anaglarina gore kuraga ¢ok daha toleransli olmustur (He et al. 2009).

Van et al. (2008) tarafindan soyada yapilan bir ¢alismada olgunlasmamis embriyolara
farkl1 konsantrasyonlarda (0.0, 0.2, 0.4 ve 0.8 mM) EMS uygulanmis ve bitkiler
rejenere edilmeye calisilmistir. Arastiricilar  EMS’nin  tiim  konsantrasyonlarinda
embriyo olusumu ve rejerasyonun kontrole gore daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Aym sekilde Sharma et al. (2013), Citrus jambhiri’de farkli konsantrasyonlarda gama
151 uygulanmis tohumlardan elde ettikleri eksplantlara in vitro ortamda etil
metansiilfonat (EMS; 0.2, 0.3 ve %0.4) ve metil metansiilfonatin (MMS; 0.05, 0.1 ve
%0.2) farkli konsantrasyonlarin1 uygulamislar. Arastiricilar, rejenerasyonun, EMS’nin
tim konsantrasyonlarinda kontrolle gore daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Pius
et al. (1994) EMS’nin bir ¢ok stres faktoriinden biri oldugunu ve in vitro ortamda bitki
rejenerasyonu {izerine uyarict etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Touraev et al.
(1997) mikrospor kiiltiirlinde stres uygulamasmin embriyogenesisin baslamasini
uyardigimi kaydetmislerdir. Ayni sekilde (Gaj 2002), EMS’nin benzer stres kosullarinin
uygulanabilecegini ifade etmistir. Bu nedenle, somatik embriyogenesiste EMS

uygulamasi kontrolden daha etkili olabilir.

Soyada olgun tohumda ve hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde mutasyonlar1 uyarmak
amaciyla EMS kullanilmistir (Sung 1976; Wilcox et al. 1984; Fujii and Tano 1986).
Eksplantlara kimyasal mutagen uygulamasi ve bunlarin somatik embriyogenesis ile
kombine edilmesi mutagenesis i¢in ilgi ¢ekici bir in vitro teknik olabilir (Deane et al.
1995; Ahloowalia 1998; Gaj 2002). Van et al. (2008) soyada EMS uygulamasindan
sonra somatik embriyogenesiste artis oldugunu gozlemlemislerdir. Kimyasal
mutagenesis ve somatik embriyogenesisin kombinasyonuyla mutantlarin elde edilmesi,
mutasyonlarin  uyarilmasinda somatik embriyo Kkiiltiirin  kullanimi  konusunda
genetikcilere ve bitki 1slahgilaria bilgi temin edebilir. Ayrica bu yontem, bitkilerin
performansinin iyilestirmek ve bitkinin genom yapist hakkinda bilgimizi artirmak igin

de kullanilabilir.
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Bhagwat and Duncan (1998) muzda in vitro’da gelistirilen siirgiin uglarina farkli
konsantrasyonlarda EMS, sodyum azit ve dietil siilfat uygulamislar ve mutagenler
tarafindan uyarilan varyasyon miktarinin uygulama siireleri arasinda énemli bir farklilik

gostermedigini belirlemislerdir.

In vitro’da sodyum azit uygulamasinda, 1 saat + 1 mM ve 2 saat + 2 mM
uygulamalarinda kontrole gore daha yiiksek bitki sayisi elde edilmistir. Castillo et al.
(2001) tarafindan arpada yapilan bir ¢alismada, ikisi model ¢esit (Igri ve Cobra) biri ise
tepkisi disiik ¢esit (Volga) olmak tizere ii¢ ¢esit kullanilmis ve bu genotiplerde anterlere
ve izole edilmis mikrosporlara 10°, 10 ve 10° M konsantrasyonlarinda sodyum azit
uygulanmistir. Arastiricilar, M, kusaginda 616 adet katlanmis haploit elde etmisler,
bunlardan 63 tanesinin arzu edilen morfolojik ve gelisimsel 6zelliklere sahip olduklarini
belirlemislerdir. Sodyum azitin 10 M’lik konsantrasyonunun anter bagina bdliinen
mikrospor sayisini uyarici etkiye sahip oldugunu kaydeden arastiricilar, kontrolde 26.6
olan béliinen mikrospor sayisinin oldugunu, 10 M’lik sodyum azit konsantrasyonunda
bu rakamin 30.5’e yiikseldigini bildirmislerdir. Ayrica, 10° M’lik konsantrasyonun
bitki rejenerasonunu oOnemli Olgiide artirdigi  (kontrolde %8.6, 10° M’hk
konsantrasyonda %18.2) tespit edilmistir. Bununla birlikte, 10* M’hk sodyum azit
konsantrasyonunun rejenerasyon oranint Onemli Olclide etkilemedigi (%10.6)

belirlenmistir.

Bugdayda tohum ¢imlenmesi iizerine EMS uygulamasinin etkisini belirlemek amaciyla
(Bahar and Akkaya 2009) tarafindan yapilan bir denemede 3 farkli EMS (0.1, 0.2, and
0.3%) konsantrasyonu uygulanmistir. Bu uygulamalarin tohum ¢imlenmesi, koleoptil
olusumu, ilk yaprak olusumu, kok uzunlugu, koleoptil uzunlugu, fide boyu, fide
biiyiime orani, ilk yaprak uzunlugu, kok ve siirgiin yas ve kuru agirliklar1 {izerine olan
etkileri incelenmistir. Arastiricilar, EMS uygulamasinin, degerlendirilen tiim karakterler
tizerine etkili oldugunu ve EMS konsantrasyonlar1 arasindaki farkliligin istatistiksel
olarak dnemli oldugunu kaydetmislerdir. Denemede, EMS’ nin konsantrasyonu arttikca

incelenen tiim 6zelliklerin azaldigin tespit edilmistir.
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Makarnalik bugdayda (Triticum durum) yapilan bir ¢alismada (Spano et al. 2003), bitki
basina bagak sayisinin anaglarda ve mutantlarda yaklasik ayni oldugu belirlenmistir.
Denemede 1000-tane agirliginin kontrole goére daha fazla, buna karsin embriyo
agirhiginin daha diisiik oldugu saptanmistir. Ayrica, mutantlardan dort tanesinde tanenin

azot igeriginin anag¢ materyale gore daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Sakin (1998) tarafindan makarnalik bugday (Triticum durum Desf.) Gediz-75 ve Sofu
cesitlerinde yapilan bir caligmada gama 151m1 ve EMS’nin M; ve M, bitkileri iizerindeki
etkileri belirlenmistir.  Arastiric, EMS’yi  %0.1, 9%0.2, %0.3 ve %0.4’lik
konsantrasyonlar halinde uygulamistir. Arastirmda sonuglarina gore; iki makarnalik
bugday cesidinde , M; ve M, bitkilerinde incelenen karakterler lizerinde mutagenlerin
farkli etkiler meydana getirdigi ve bu etkilerin cesitlere gore degistigi belirlenmistir.
Arastirici, gama 1511 ve EMS uygulamasimin, M; bitkilerinde incelenen 6zellikler
tizerinde olumsuz etkiler meydana getirdigini ve bu etkilerin, konsantrasyon arttikca
daha da belirgin bir sekilde ortaya ¢iktigimi1 kaydetmistir. Diger taraftan, M, bitkilerinde
belirlenen mutasyon spektrumu ve mutasyon sikliginin cesitlere ve mutagenlere gore

farklilik gosterdigi ifade edilmistir. Arastirici, en uygun EMS konsantrasyonunun

Gediz-75 igin %0.4, Sofu ¢esidi i¢in ise %0.3 oldugunu belirlemistir.

Senay ve Cift¢ci (2005b) tarafindan makarnalik bugdayda (Triticum durum Desf.)
yapilan bir ¢aligmada farkli gama 1511 (50-150-250 Gy) ve EMS konsantrasyonlari
(%0.2 ve 0.4) ayr1 ayr1 ve birlikte kullanilmigtir. Aragtirmada kontrol ve M; bitkilerinde
gama 151n1 ve EMS’nin tek ve birlikte uygulanmasinin iklim odasinda yetistirilen
fidelerde c¢ikis oranmni etkilemedigi, ancak c¢ikista gecikmelere neden oldugu
belirlenmigtir.  Arastiricilar  inceledikleri 6zellikler yoniinden tek ve birlesik
uygulamalarda artan mutagen konsantrasyonlarina bagli olarak 6nemli diizeyde
azalmalar meydana geldigini ve birlesik uygulamalarin iki mutagenin toplam etkisenden
daha etkili oldugunu bildirmislerdir (Senay and Cift¢ci 2005a). Yine, ayni arastiricilar
inceledikleri ozellikler yoniinden tek ve birlesik uygulamalarda artan mutagen
konsantrasyonlarina bagli olarak M; bitkilerinde 6nemli diizeyde azalmalar meydana

geldigini kaydetmislerdir. Yine makarnalik bugdayda (Cift¢i and Senay 2005)
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tarafindan yapilan diger bir ¢alismada M; bitkileri incelenmis, bu kusakta ¢ikis oraninin
kontrole gore %0.96-4.83 oraninda daha az oldugu tespit edilmis ve cesitli klorofil

mutasyonu tipleri gézlenmistir.

Ariraman et al. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada Cajanus cajan’dan tohum
cimlenmesi, fide gelisimi ve fide canlilig1 iizerine gama radyasyonunun farkl
konsantrasyonlarinin ve EMS’nin farkli konsantrasyonlarinin (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, ve 50 mM) etkileri arastirilmistir. EMS’nin konsantrasyonu arttik¢a kontrole
gore ¢imlenme orani azalmig ve ¢imlenme oranina goére LDsp (letal doz) degeri
belirlenmistir. Aragtiricilar EMS i¢in LDsg degerinin 25 mM’lik konsantrasyonda
gozlemledigini bildirmislerdir. Fide boyu, fide hasari, fide canlilik indeksi ve 30. giinde

yasayan fide sayisinin EMS’nin konsantrasyonu arttik¢a asamali bir sekilde azalmistir.

Jatropha curcas’ta yapilan bir ¢alismada (Dhakshanamoorthy et al. 2010) kuru
tohumlara gama iginlar1 ve EMS (%1, 2, 3, 4) uygulanmis ve ¢imlenme orani, kok
uzunlugu, siirgiin uzunlugu, fide uzunlugu, bitki boyu ve diger bazi karakterler
yoniinden degerlendirmeler yapilmistir. Arastirici, EMS’nin %1°lik konsantrasyonunun
tohumlarin ¢imlenme oranini artirdigini, buna karsin %4’liilkk konsantrasyonunun
azaltigini bildirmis ve ayrica yliksek konsantrasyonun (%4) incelenen tiim karakterler

icin engelleyici etki gosterdigini kaydetmistir.

Iki tiitiin genotipinde mutagen konsantrasyonunda ki artigla birlikte ¢gimlenme oraninda
asamal1 bir azalma gozlemlenmis ve EMS’nin %0.5’lik konsantrasyonunda 6liim orani
%50’den daha fazla olmustur (Amarnath and Prasad 1998). Arabidopsis’e EMS
uygulandiktan sonra olusan mutantlar kontrol (yabani tip) bitkilere gore klorosiilfiron

herbisitine 300 kat daha toleransli olmuslardir (Haughn and Somerville 1986).

Dhakshanamoorthy et al. (2010), Jatropha curcas’ta kuru tohumlara farkli
konsantrasyonlarda gama 1s1mm1 ve farkli konsantrasyonlarda (%1, 2, 3 ve 4) EMS
uygulamislar. Denemede tohum ¢imlenme orani; kok uzunlugu, siirgiin uzunlugu, fide

boyu ve gii¢ indeksi ile gelisme ve verim karakterleri, bitki boyu; ¢igeklenmeye kadar
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olan giin sayist ve daha bircok karakter incelenmistir. Arastiricilar, %1°’lik EMS

uygulamasinin ise engelleyici etki gosterdigini tespit etmislerdir.

Kaba limonda EMS’nin konsantrasyonu arttik¢ca tohumlarin ¢imlenme oraninin azaldigi,
kontrolde %62.2 olan ¢imlenme oranmin %0.2, %0.3, ve %0.4’lik EMS
konsantrasyonlarinda sirasiyla %62.9, %60.1 ve %58.7 oldugu tepit edilmistir. Yine,
tiitinde EMS’nin konsantrasyonu arttik¢a ¢cimlenme oraninin asamali olarak azaldig1 ve
%0.5’lik konsantrasyonda o6liim oraninin %50°nin iizerinde oldugu belirlenmistir
(Sharma et al. 2013). Aymi sekilde, (Kumar and Mishra 2004), Abelmoschus
esculentus’ta EMS’nin konsantrasyonu arttik¢a ¢imlenme oraninin genellikle azaldigini

bildirmislerdir.

Bhosale et al. (2013) Vigna mungo tohumlarini gama igin1 (10-50 kr) ve EMS’nin
(9%0.1-0.5) farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmiglar ve M; kusaginda tohum
cimlenmesi, fide hasari, polen kisirligi, olgunlukta yasayan bitki orani ve 6lim oranini
artirmiglar.  Arastiricilar, mutagenlerin konsantrasyonu arttikca tohum ¢imlenmesi ve
olgunlukta yasayan bitki oraninin azaldigini; fide hasari, polen kisirlig1 ve letalitenin

arttigini tespit etmislerdir.

Cemen tohumlarina gama 1smlari, EMS ve sodyum azit uygulandiktan sonra tohum
¢imlenmesi, fide boyu, bitki canlilig1 ve polen fertilitesi gibi karakterler incelenmistir.
Denemede mutagenlerin konsantrasyonu/konsantrasyonlar: arttik¢a fide boyu ve polen
fertilitesinin azaldig1 tespit edilmistir. Her ili¢ mutagenin en diisliik konsantrasyonlari
daha az biyolojik hasar olusturmus, dolayisiyla arzu edilen mutantlarin elde edilmesi
igin diisiik konsantrasyonlarin daha uygun oldugu ifade edilmistir (Bashir et al. 2013).
Mutagenik uygulamalar sonucunda tohum ¢imlenmesindeki azalma molekiiler diizeyde
hiicre igeriklerinin zarar gormesinden veya enzim aktivitesinin degismesinden

kaynaklanabilir (Khan and Goyal 2009; Roychowdhury and Tah 2011).

Sodyum azidin tohum ¢imlenmesi ve bitki canlilig1 tizerine etkisi, Nigella, Plantago ve
Trigonella bitkilerinde de belirlenmistir (Prabha et al. 2010). Bu bitkilerde en diisiik
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¢imlenme orani sodyum azitin 4.5 mM’lik konsantrasyonunda ve 8§ saatlik uygulama

stiresinde gerceklesmistir.

Mutasyon olusturmak amaciyla tohumlara yapilan uygulamalarda yaygin olarak
kullanilan sodyum azidin arpada morfolojik ve fizyolojik karakterlerde oldukca genis

bir varyasyona sebep oldugu kaydedilmistir (Kleinhofs et al. 1978a).

Dianthus’ta M; kusaginda tohumun ¢imlenmesi ve bazi agro-metrik karakterler tizerine
kimyasal mutagenlerin etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢aligmada
(Roychowdhury and Tah 2011) EMS, sodyum azit ve kolgisinin ¢ farkli
konsantrasyonu (%0.1, 0.4 ve 0.7) kullanilmistir. Deneme de, EMS ve sodyum azitin
konsantrasyonu arttik¢a ¢imlenme orani ve canliligin azaldigi ve en yiiksek O6lim
oraninin EMS’nin %0.7’lik konsantrasyonunda ger¢eklestigi belirlenmistir. Yine,
mutagenik konsantrasyon arttitkca polen kisirliginin arttigit ve en yliksek polen
kisirhgmin - (%61.1)  kolgisinin ~ %0.7’lik  konsantrasyonunda meydana geldigi
kaydedilmistir.

Mutagenlik uygulamalar sonucunda ortaya ¢ikan tohum ¢imlenmesindeki azalma,
tohum ¢imlenmesi i¢in gerekli fizyolojik ve biyolojik siireglerin (enzim aktivitesi de
dahil) gecikmesine veya engellenmesine ve mitotik siireclerin engellenmesine baglh
olabilir (Mensah et al. 2007). Sodyum azitin ¢imlenme iizerine engelleyici etkisi,
oksidatif fosforilasyonu engelleyen sitokrom oksidazin giiglii inhibitorleri olan azit
anyonlarindan kaynaklanabilir (Kleinhofs and Sander 1975). Ayrica bu, proton
pompasinin potansiyel inhibitorii olup, mitokondriyel zar potansiyelini degistirir (Zhang
2000). Bu etkiler birlikte ATP’nin biyosentezini engelleyebilirler, boylece elverigli ATP
miktar1 azalir ve bu durum ¢imlenme hizinin yavaslamasina ve ¢imlenme oraninin
azalmasina sebep olabilir. Cheng and Gao (1988) arpa tohumlarma sodyum azit

uygulamislar ve ¢imlenme oranin 6nemli derecede azaldiginin tespit etmislerdir.

Macrotyloma uniflorum’da tohum ¢imlenmesi, bitki canliligi ve bazi kantitatif

karakterler iizerine mutagenlerin etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada
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(Sadashiv et al. 2012) tohumlara gama radyasyonu (100-400 Gy) ve EMS’nin (%0.2-
0.5) farkli  konsantrasyonu/konsantrasyonlart ile bunlarin  kombinasyonlar
uygulanmistir. Denemede mutagenlerin konsantrasyonu/konsantrasyonlar1 arttikca
tohum ¢imlenmesi ve bitki canliliginin asamali bir sekilde azaldigi belirlenmistir. En
yiiksek c¢imlenme orani (%86.2) gama 1sinimin 100 Gy konsantrasyonunda EMS’nin
%0.2’lik konsantrasyonunda ve bunlarin 100 Gy + % 0.2’lik kombinasyonunda
ger¢eklesmistir. Canlilik oraninda en Onemli diisiis, her iki mutagenin yiiksek
konsantrasyonlarinda ortaya ¢ikmistir. Tiim mutagenik uygulamalar M; kusaginda bitki
boyunda, bitki basina birincil dal sayisinda, ilk ¢igeklenme igim gerekli giin sayisinda,
bakla uzunlugunda, bakla bagina tohum sayisinda ve bitki basina tohum veriminde

azalmaya sebep olmustur.

EMS’nin konsantrasyonu arttikca c¢imlenme oraninin azaldigi farkli baklagillerde
yapilan g¢aligsmalarda belirlenmistir (Auti 2005; Barshile 2006; Senapati et al. 2008;
Girija and Dhanavel 2009).

Ndou (2012) etil metansiilfonatin gii¢lii bir mutagen oldugunu, konsantrasyonu arttikca
ve uygulama siiresi uzadikg¢a biiyiimeyi siddetli bir sekilde engelledigini bildirmistir. Bu
baglamda, M; bitkilerinde ¢esitli mutagenlerin biyolojik etkilerinin belirlenmesinde fide
boyu iyi bir 6lgiit olarak yaygin bir sekilde kullanilmigtir (Ahloowalia and Maluszynski
2001). Sadashiv et al. (2012), mutagenik uygulamalar sonrasinda gergeklesen tohum
cimlenmesindeki azalmalarin; genetik, sitolojik ve metabolik siireglerde ortaya ¢ikan
degisikliklerin etkisinie bagl olabilecegini bildirmistir. Tohum ¢imlenmesindeki diisiis,
temelde mutagenlerin tohumlarin metabolik aktivitelerine miidahale etmelerinden
kaynaklanabilir (Sjodin 1962). Sinha and Godward (1972), tohum ¢imlenme oraninda
ve canliliktaki azalmanin sebebi fizyolojik diizeydeki bozukluklarin kromozomal

hasarla olmasindan kaynaklanabilecegini ifade etmiglerdir.

Cimlenme siiresince gorev alan enzimlerin olusumundaki diizensizlikler, o6zellikle

kimyasal mutagenik uygulamalarin sebep oldugu fizyolojik etkilerden biri olabilir
(Kulkarni 2011).
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Mutagen uygulamalarindan sonra tohumlarin ¢imlenme oraninda gézlemlenen diisiisler
nokta mutasyonlarina veya genetik materyaldeki diger hasarlara bagl olabilir. Boyle
hasarlar solunum oraninda ve enerji iiretiminde azalmaya ve nihayetinde tohum

¢imlenmesinde diisiise sebep olabilirler (Sadashiv et al. 2012).

Mutasyon ¢aligmalar1 Capsicum bitkisinde (biber bitkisinde), EMS mutagenesisin
varyasyonda artisini bir ¢ok Ozellikte Ornegin yaprak genisligi, ¢iceklenme zamani,
meyve zamani ve bitki boyu gozlenmistir. Bdyle bir varyasyon arzu edilen karakterlerin

1slahi i¢in 6nemli olabilir (Jabeen and Mirza 2002).

Bugdayda tane rengi, govde pasina dayaniklilik ve erkencilik gibi bir¢ok bitki ve tohum
karakterini etkileyen tarimsal ve morfolojik olarak énemli birgok mutant belirlenmistir
(Chopra 2005). Yulafta yeni nisasta mutantlarmin izolasyonu ve karakterizasyonu

basarilmistir (\Verhoeven et al. 2004).

Bugdayda EMS uygulanmis tohumlarin ¢imlenmesi konsantrasyon orani arttikca
azalmistir. Tohum c¢imlenmesinin nispi olarak azalmasi veya uyarilmasi tohumun
meristematik dokusuna 24 mutagenin etkisine bagli olmus olabilir (Ahloowalia and
Maluszynski 2001).

Yiiksek konsantrasyonda/konsantrasyonlarda tohum ¢imlenmesindeki azalma, hiicresel
diizeyde ortaya c¢ikan diizensizliklerden (fizyolojik ya da fiziksel diizeyde)
kaynaklanmig olabilir (Ndou 2012). Nitekim ¢avdarda (Akgun and Tosun 2004), camda
(Thapa 2004) ve nohutta (Khan et al. 2005; Toker et al. 2005) gama radyasyonunun

konsantrasyonu arttik¢ca ¢cimlenme oraninin azaldigi belirlenmistir.

Cimlenme i¢in gecen giin sayisi, ¢cimlenme orani ve fide boyu gibi karakterler mutant
bitkiler arasindaki biyolojik etkileri belirlemek i¢in 6l¢iit olarak kullanilabilir (Singh et
al. 2000). Ornegin mutasyon uyarma programlarinda en uygun EMS konsantrasyonunu
belirlemek i¢in %50 cikis icin gerekli giin sayisi, ¢cimlenme orani ve fide boyu gibi
karakterlerden yararlanabilecegi bildirilmistir (Ndou 2012). Mutagen konsantrasyonu
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arttikga tohum ¢imlenme orani azalmaktadir. Singh and Kole (2005) ¢imlenmede ciddi
azalmanin etkili bir mutagenesisin gostergesi oldugunu ifade etmislerdir. Ayni sekilde
(Khan et al. 2004), mutagenik uygulamalarin tohum ¢imlenmesinde azalmay1

beraberinde getirdigini kaydetmislerdir.

Adamu et al. (2002), mutagen konsantrasyonu arttik¢a fide ¢ikisinin geciktigini ve
tohum ¢imlenmesinin azaldigini bildirmislerdir. Fide ¢ikist siiresinin ve hizinin genetik
yap1, tohum dormansisi, tohum giicii, ekim derinligi, topragin direnci ve havalanma
durumu, sicaklik ve su temini gibi faktorlerin interaksiyonu tarafindan kontrol edildigi

kaydedilmistir.

Mutasyonlarin uyarilmasinda mutagen konsantrasyonu en kritik faktordiir. Genel bir
kural olarak, 6rnegin EMS konsantrasyonunda artig, normalde daha fazla mutasyon
sikligina sebep olur, ancak bunlar ayn1 zamanda daha fazla fide hasarna ve oliime

neden olurlar (Jenks et al. 2007).

Arpada c¢imlenme kapasitesi, fide boyu, fide canliligi ve bitki basina verim iizerine
EMS’nin ¢ok etkili bir mutagen oldugu gozlenmistir (Adamu and Aliyu 2007). Yine
Arpada yapilan bir ¢alismada (Kleinhofs et al. 1978b), EMS’nin %0.5’lik
konsantrasyonu mutasyonlari artirmis, ¢imlenme oranini ise azaltmistir. Konsantrasyon
arttikca fizyolojik hasarlar artmis ve nihayetinde hiicre Gliimlerine sebep olmustur.
Ndou (2012) tarafindan yapilan bir calismada kullanilan tiim g¢esitlerde EMS
konsantrasyonu arttik¢a bugdayda fide boyunun azaldig: belirlenmistir.

Padavai and Dhanavel (2004) ve Ndou (2012) tarafindan yapilan ¢aligmalarda tim
cesitlerde tohum ¢imlenme oraninda kontrole gore kayda deger bir azalma oldugu tespit
edilmistir. Yine, EMS’nin yiiksek konsantrasyonlari tohum ¢imlenmesini ve fide
boyunu azaltmis ve ayrica fidenin ¢ikisi i¢in gerekli giin sayisini artirmistir (Ndou
2012). Aymi sekilde, Abelmoschus esculentus’da EMS ve gama radyasyonun

konsantrasyonu/konsantrasyonu arttik¢a tohum ¢imlenmesinin azaldig: tespit edilmistir
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(Kumar and Mishra 2004). Genel olarak, ¢imlenme oraninda azalmalar mutagen

konsantrasyonu/konsantrasyonundaki artigla iligkili olmustur (Singh and Kole 2005).

Mutagen konsantrasyonu arttikga biiylimedeki azalma farkli arastiricilar tarafindan
farkli sekillerde agiklanmistir. Bliylimedeki azalma su sebeplerden birine veya birkagina
atfedilebilir: bliylimeyi engelleyicilerin bozulmasinda artig, biiyiimeyi tesvik edicilerde
artis, mutagen konsantrasyonunun belli bir diizeyinde tohumlarin metabolik
durumlarinda ani bir artis veya kromozomal anomalilerin olusmas1 (Wang and Yu 1991;
Solanki and Sharma 1999; Sharma 2002; Kumar and Selvaraj 2003; Solanki and Phogat
2005). Mutagenlerin yiiksek konsantrasyonlarinda ¢imlenmedeki azalma, hiicresel
diizeyde kromozomal anormallikleri veya hem fiziksel hem de fizyolojik faktorlerin
kombine etkilerini kapsayan bozukluklara bagli olabilir (Ahloowalia et al. 2004).
Cimlenme siirecinde gorev alan enzimlerin olusumunda bozukluk, 6zellikle EMS gibi
kimyasal mutagenlerin sebep olduklari fizyolojik etkilerden biri olabilir (Ndou 2012).
EMS’nin konsantrasyonu attikga tohumlarin disindaki su potansiyeli diiser ve daha
negatif hale gelir, bdylece tohumlar yeterli miktarda suyu alamazlar ve ya

¢imlenemezler veya ¢imlenme yavaslar (Ndou 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Bitki Materyali

Aragtirmada materyal olarak Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden temin
edilen ekmeklik bugdaymn (Triticum aestivum L.) Kirik ¢esidine ait tohumlar
kullanilmistir. Kirik, uzun ince sapl bir bitki olup, vejetatif devre ile generatif devrenin
baslarinda bayrak yapragi ayasinin sap ile dar bir a¢i meydana getiren morfolojik
karaktere sahiptir. Basak uzunlugu ortalama 9 cm civarinda, kil¢iksiz, kavuz rengi
kirmizimsi ve tiiyliidiir. Tane iri, dolgun ve beyazdir. Kardeslenme kapasitesi diisiiktiir.
Ayrica Krik, olgun embriyo kiiltiirline oldukga iyi cevap veren bir ekmeklik bugday
cesididir (Aydin et al. 2011).

3.2. Kallus Kiiltiirii Ortamlarinda Kullanilan Kimyasallar

3.2.1. Temel besi ortami

Kallus olusumu ve somatik embriyogenesis c¢alismalarinda Murashige and Skoog
(1962) tuzlar1 kullanilmistir. MS ortaminin i¢erdigi kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge

3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. MS Kkiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1

KiMYASAL BILESIMI Miktar1 (mg/l)
inorganikler

Makro elementler

NH;NO4 1650
KNO; 1900
CaCl, 332.2
MgSO, 180.7
KH,PO, 170
Mikro elementler

Na, EDTA 37.26
Fe, (SO4).7H,0 27.8
MnS0O,.H,0 16.9
Kl 0.83
H;BO3 6.2
ZnS0,4.7H,0 8.6
Na,Mo0,.2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Organikler

Glisin 2
Myo-inositol 100
Nikotonik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Tiamin-HCI 0.1

MS makro (20X), mikro (100X) elementler ile demir selelat (100X) ve vitaminler
(100X) i¢in stok soliisyon hazirlanmistir.

1. MS makro elementler i¢in stok soliisyonunun hazirlamsi

MS makro elementler (20X) igin stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler

sirastyla izlenmistir.

a) Cizelge 3.1°de verilen, bir litrede bulunmas1 gereken makro element miktarlarinin

20’ser kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

b) 2 litrelik bir erlenmayer kabina yaklasik olarak 700 ml saf su konulmus igerisine
manyetik balik atilarak manyetik karistirici lizerine konulmustur.Tartilan makro

elementler tek tek eridikce ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi
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saglanmustir. Ilave edilen makro elementler su icerisinde iyice ¢oziildiikten sonra,
karigimin hacmi saf su ile bir litreye tamamlanmis ve amber siseye doldurulmustur.
Uzerine stogun adi, konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi ve bir litre
standart MS i¢in almmmasi gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza

edilmistir.

2. MS mikro elementler icin stok soliisyonunun hazirlanisi

MS mikro elementler (100X) i¢in stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler

strastyla izlenmistir.

a) Cizelge 3.1°de mikro elementler basliginda belirtilen FeSO4.7H,O ve Na,-EDTA

haricindeki diger bilesiklerin 100’er kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

b) 2 litrelik bir erlenmayer kabina yaklasik olarak 700 ml saf su konulmus igerisine
balik atilarak manyetik karistirict iizerine konulmustur. Tartilan mikro elementler tek
tek eridik¢e ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi saglanmistir. ilave
edilen mikro elementler su igerisinde 1yice ¢oziildiikten sonra, karigimin hacmi saf su ile
bir litreye tamamlanmis ve amber siseye doldurulmustur. Uzerine stogun adi,
konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi ve bir litre standart MS i¢in

alinmasi gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

3. MS demir selelat stok soliisyonunun hazirlanisi

MS demir selat (100X) stok sollisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler sirasiyla

izlenmistir.

a) Cizelge 3.1’de mikro elementler basliginda belirtilen FeSO4.7H,O ve Nay-
EDTAmiktarlarinin 100 kat1 hassas terazide tartilmistir.
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b) Yarim litrelik cam erlenmayer igerisine 300 ml saf su konulmus igerisine balik
atilarak manyetik karistirict lizerine oturtulmus, 1sitict ve karistirict agilmistir. Tartilan
3.726 gram Nay-EDTA ilave edilmis ve tamamen erimesi saglanmistir. Erime islemi
tamamlanir tamamlanmaz 1sitict kapatilmis karistirma islemi devam ederken hacim oda

sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmaistir.

) Farkli cam bir erlenmayere 300 ml saf su konulmus igerisine balik atilarak manyetik
karigtiric1 iizerine oturtulmus, 1sitict ve karistirict acilmistir. Tartilan 2.78 gram
FeS0O,.7H,0 ilave edilmis ve tamamen erimesi saglanmistir. Erime islemi tamamlanir
tamamlanmaz 1sitict  kapatilmigs karistirma islemi devam ederken hacim oda

sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmastir.

d) Bu iki ayr1 ¢ozelti birlestirilerek toplam hacim oda sicakligindaki saf su ile 1 litreye
tamamlanmistir. Bu birlestirme isleminden sonra acik sar1 rengi alan stok amber siseye
doldurulmustur. Uzerine stogun adi, konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma
tarihi ve bir litre standart MS i¢in alinmasi1 gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda

(4°C) muhafaza edilmistir.

4. MS vitamin stok soliisyonunlarinin hazirlansi

MS vitamin stok (100X) soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler sirasiyla

1zlenmistir.

a) Cizelge 3.1°de organikler basliginda belirtilen bilesiklerin 100 kat1 tartilmistir.

b) Hacmi 1000 ml olan bir erlenmayere 700 ml saf su konulmus igerisine balik atilarak
manyetik karistiric1 ilizerine konulmustur. Tartilan vitaminler tek tek eridikge ilave
edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi saglanmustir. Ilave edilen vitaminler su
icerisinde iyice ¢Oziildiikten sonra, karigimin hacmi saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmis

ve amber siseye doldurulmustur. Uzerine vitamin stogunun adi, konsantrasyonu,
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hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi ve bir litre standart MS i¢in alinmasi gereken

hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

5. MS tuzlann ve vitaminlerine ilave olarak kullamlan kimyasallar ve bu
kimyasallarin stok soliisyonlarinin hazirlamsi

MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak ¢alismada kullanilan kimyasallar ve miktarlari
Cizelge 3.2 verilmistir. Calismada kullanilan oksin hormonlarinin stok soliisyonlarin
hazirlanis1 Cizelge 3.3’de ve sitokinin stok soliisyonlarinin hazirlanisi Cizelge 3.4’da

verilmigtir.

Cizelge 3.2. MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar Miktari
Askorbik Asit 100 mg/I
MES hidrate 1.95 g/l
Pyhtagel 29/
Sakkaroz 20 g/l

Cizelge 3.3. Oksin stok soliisyonunun hazirlanigi

Oksin Tipi Coziicii Seyreltici Saklama kosulu  Calisma konsantrasyonu
Dikamba Sul/etil alkol Su +4°C 1 mg/ml
IAA Etil alkol Su -20°C 1 mg/ml

Cizelge 3.4. Sitokinin stok sollisyonunun hazirlanigi

Sitokinin Tipi Coziicii Seyreltici  Saklama kosulu Cahisma konsantrasyonu
TDZ Dimetil Siilfoksit ~ Su +4°C 1 mg/ml
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3.3. Bitki Rejenerasyonu Ortamlarinda Kullamlan Kimyasallar

Bitki rejenerasyon calismalarinda Murashige ve Skoog (1962) tuzlar1 ve MS ortamina

0.5 mg/l TDZ ilave edilmistir.

3.4. Kullanilan Kimyasal Mutagenler Ve Konsantrasyonlari

Kimyasal mutagen olarak etil metansiilfonat (EMS) ve sodyum azit (NaNj)
kullanilmistir. Calismada kullanilan kimyasal mutagenler ve konsantrasyonlart Cizelge

3.5’de, EMS ve NaNj stok soliisyonlarinin hazirlanis1 Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.5. Iki farkl1 eksplant’da kullanilan kimyasal mutagenler ve konsantrasyonlar

Kullanilan Kimyasallar Eksplant Konsantrasyonlar
Etil metansiilfonat (EMS) Tohom %0.1, %0.2, %03 ve %04
Kallus 10 mM, 30 mM, 50mM ve 80 mM
Sodyum azit (NaN3) Tohom 1mM, 2mM, 3mM ve 4mM
Kallus 1mM, 2mM, 3mM ve 4mM

Cizelge 3.6. EMS ve NaNj3 stok soliisyonlariin hazirlanisi

Mutagen Coziicii  Seyreltici Saklama kosulu pH Calisma

Tipi konsantrasyonu
EMS Su 0.5 M sodyum fosfat +4°C 7.2 %0.1 velveya 1ImM
NaN; Su 0.5 M sodyum fosfat +4°C 3.2 %0.1 velveya 1ImM

3.5. Kullanilan Yontemler

Bu calismada iki farkli yontem kullanilmistir. Birinci yontem, in vitro mutagenesis
olup, bu yontemde mutegenler tiim tohuma ve kallusa olmak {izere iki sekilde
uygulanmistir. Ikinci ydntemde ise mutagenler tiim tohuma uygulanmis ve yapilan
uygulamalarin  etkisi hem kontrolli kosullarda hem de tarla kosullarinda

degerlendirilmistir. Her iki yontem i¢in ayrintili agiklamalar asagida verilmistir.
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3.5.1.a. Birinci yontemin (in vitro mutagenesis) uygulanisi

Bu c¢aligmanin yiiriitiilmesi sirasinda asagida belirtilen islemler uygulanmistir.

1). Sterilizasyon yontemleri

a) Calisma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Steril ¢alisma alaninda kullanilan yilizeyler (steril kabin i¢i) kullanimdan en az 10-15
dakika once %70’lik etil alkolle silinmis ve UV lambas1 agilmistir. Kiiltlire alma islemi
baslamadan 6nce UV lambasi kapatilmigtir. Kullanilan aletler (bisturi, pens vb.)
kullanimdan 6nce etil alkol icine batirildiktan sonra alev lambasinda alevle yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Eksplantlarin kesimi aliiminyum folyo igine sarilarak

otoklav edilmis 10 x15 cm boyutlarindaki kurutma kagitlar1 iizerinde yapilmistir.

b) Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Tohumlar musluk suyunda yikandiktan sonra %70’lik etil alkolde 5 dakika karistirilarak
steril kabin igersinde 3 defa steril saf suyla c¢alkalanip daha sonra %1’lik
sodiyumhipokloritte (%20°1ik ticari ¢camasir suyu) 35 dakika karistirilmis ve 3 kez steril

saf su ile durulanmustir.

C) Besi ortaminin ve diger bilesenlerinin sterilizasyonu

Besi ortamlar1 105 kPa basingta 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Sicakta bozulan vitaminler, bitki biiylime diizenleyicileri ve memeli -cinsiyet
hormonlarint sterilize etmek i¢in 0,22 um poroziteli seliiloz nitrat filtreler (milipor)

kullanilmastir.
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d) Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

% 70’lik Etil alkoliin hazirlamisi: %96’lik etil alkolden 700 ml alinarak hacim saf su

ile 960 ml’ye tamamlanmaistir.

%1’lik Sodyum hipoklorit solusyonunun hazirlamsi: %5 NaOCI (sodyum hipoklorit)
iceren ticari ACE marka ¢amasir suyundan 200 ml alinarak hacim saf su ile 1000 ml’ye

tamamlanmis, amber renkli siseye doldurulmus ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.5.1.b. Kallus ve bitki rejenerasyon ortamlarinin hazirlanmasi

Asagidaki islemler sirastyla uygulanmistir.

1. 1 litrelik behere 600 ml bidistile su konulmus ve manyetik karistirict ile

karigtirilmaya baslanmistir.

2. MS makro element stok soliisyonundan (20X) 50 ml, mikro element stok

sollisyonundan ve demir selattan (100X) 10’ar ml eklenmistir.

3. Bunun iizerine 20 g sakaroz ve 1.95 g MES tartilip eklenmis ve eriyinceye kadar
karigtirllmigtir. Hacim 950 ml tamamlanmis ve 1N NaOH gerektiginde de 0.1 N HCl

¢ozeltisinden faydalanilarak pH=5.8"e ayarlanmistir.

4. Son hacim saf su ile 985 ml tamamlanmustir.

5. Igerisinde 2 g jel yapict madde (Phytagel) bulunan karisim erlen igerisine aktarilmis
ve agz1 aliminyum folyo ile kaplandiktan sonar sterilizasyon islemi i¢in otoklavda 20

dakika boyunca 105 kPa basingta 121°C’de tabi tutulmustur.
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6. Is1 ile bozulabilen vitamin ve hormonlar otoklavdan sonra ilave edilmistir. Bunun igin
50 ml beher igersine MS vitamin stok soliisyonundan (10X) 10 ml, askorbik asit (50
mg/l) soliisyonundan 1 ml ilave edilmis ve son hacim saf su yardimi ile 15 ml’ye

ayarlanmistir.

7. Otoklavlanan besi yerinin sicaklign 40-45°C’ye diisiince 0.22 pm porotizeteli seliiloz
nitrat filtrelerden gegirilerek steril edilen vitamin ve hormonlar besiyerine ilave

edilmistir.

3.5.1.c. In vitro mutagen uygulama

Kimyasal mutagenler olgun tohumlara ve olgun embriyo kaynakli kalluslara olmak

tizere iki farkli sekilde uygulanmistir.

Arastirmada endosperm destekli olgun embriyo kiiltiiri i¢in asagida belirtilen kiiltiir

asamalar1 uygulanmistir (Aydin et al. 2011).

a. Yiizey sterilizasyonu yapilmig tohumlarin olgun emberiyolar tohum iizerinden

ayrilmadan 6 parcaya boliinmiistiir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Sterilizasyon sonrast su emdirilmis tohumun embriyosunun kesim
kisimlarinin gosterimi .
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b. Kallus olusumu i¢in MS (Murashige and Skoog 1962) ortamina ilave olarak 12 mg/1
dikamba (3,6-Dikolorobenzoik asit), 0.5 mg/l IAA (Indol-3-asetik asit), 20 g/l sakkaroz,
2 g/l phytagel ve 1.95 g/l MES [(2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid)] igeren kallus

olusum ortaminda karanlikta 25+1 °C de 30 giin stireyle tutulmustur.

€. Meydana gelen kalluslar bitki rejenrasyonu i¢in hormunsuz MS ortaminada iki hafta
stireyle tutulmuslardir. Bu islemin ardindan kalluslar MS ortamina ilave olarak 0.5 mg/1
TDZ, 2 mg/l phytagel ve 20 g/l sakkaroz iceren rejenerasyon ortaminda 25+1°C’ de
16:8 saat 151k : karanlik fotoperyotta 30 giin siireyle bekletilmislerdir. Aydinlatma
kaynag1 olarak floresan lambasi kullanilmis ve 151k yogunlugu 62 pmol m? s olarak

ayarlanmistir.

d. Rejenerasyon sonunda meydana gelen bitkiler yaklasik 10-12 cm oluncaya kadar MS
tuzlarina ve vitaminlerine ilave olarak 20 g/l sakkaroz ve 2 g/l phtagel igeren meganta

kutularinda biiytitilmiistiir.

e. Rejenere olan bitkiler 10-12 cm biiyiikliige ulastiginda aklimize edilerek saksilara
aktarilmis ve kontrollii sartlarda (25+1°C de 16:8 saat aydinlik : karanlik fotoperyotta)
gelismeye birakilmiglardir. Hasat olgunluguna gelen her bitkiden tohumlar (M;

tohumlar1) ayr1 ayr1 hasat edilerek depolanmustir.

1. Olgun tohumlara mutagen uygulamasi

a. EMS (etil metansiilfonat) uygulamasi

Yiizey sterilizasyondan sonra olgun tohumlar 24 saat siireyle suda bekletilmis ve
akabinde %0 (kontrol), %0.1, %0.2, %0.3, %0.4’lik (v/v) EMS (filtre ile sterilize
edilmis) soliisyonunda 2, 4, 6 ve 8 saat slirelerle muamele edilmistir. Her konsantrasyon
icin 100 tohum kullanilmistir. Bu islemin ardindan tohumlar steril distile su ile 3 kez
durulanmis ve olgun embriyolar1 6 parcaya bdliinen tohumlar kallus olusumu i¢in kallus

ortamina alinmislardir. Daha sonra 30. giin sonunda meydana gelen kalluslardan bitki
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rejenerasyonu igin daha Once belirtilen asamalar (3, 4 ve 5 kiiltiir asamalar)

gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Olgun tohumlara EMS ve sodyum azit mutagenlerinin uygulanisi.

(a) Olgun tohumlara mutagenik ortama aktariimasi. (b) Uygulama yapilan 6rneklerin galkalayicida
karistirtlmasi. (¢) Olgun tohumlara yari giicte hazirlanmis kallus baslangi¢ ortaminda yikanmasi. (d)
Olgun tohumlari kallus besi ortamina aktarilmasi.

b. Sodyum azit (NaN3) uygulamasi

Yiizey sterilizasyondan sonra olgun embriyolar 24 saat siireyle suda bekletilmis ve
akabinde 0 (kontrol), 1, 2, 3, 4 mM’lik NaNj (filtre ile sterilize edilmis) soliisyonunda 1,
2, 3 ve 4 saat siirelerle muamele edilmistir. Her konsantrasyon i¢in 100 tohum
kullanilmistir. Bu islemin ardindan tohumlar steril distile su ile 3 kez durulanmis ve
olgun embriyolar1 6 parcaya boliinen tohumlar kallus olusumu i¢in kallus ortamina
alinmislardir. Daha sonra 30. Giin sonunda meydana gelen kalluslardan bitki
rejenerasyonu i¢in daha Once belirtilen asamalar (3, 4 ve 5 Kkiiltiir asamalari)

gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).
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2. Kalluslara mutagen uygulamalasi

a. EMS uygulamasi

Kiiltiire alinan olgun embriyolar birinci hafta sonunda olusan endosperm destekli
kalluslara 0, 10, 30, 50 ve 80 mM olmak tizere bes farkli EMS (sulandirilmis sodyum
fosfat tamponunda 0.5 M, pH’s1 7) konsantrasyonu uygulanmistir. Her konsantrasyon
icin 100 kallus kullanilmistir. Endosperm destekli kalluslar, icerisinde 10 ml filtre ile
sterilize edilmis, yukarida belirtilen konsantrasyonlarda EMS [yar1 giicte hazirlanmis
KBO (kallus baslangi¢ ortami)] iceren steril test tiiplerine alimustir. Icerisinde kalluslar
ve mutagenik soliisyon bulunan tiipler, her 20 dakikada bir kez ters c¢evrilmis ve bu
isleme 2, 4, 6 ve 8§ saat siireyle devam edilmistir. Daha sonra kalluslar 3 kez 2 glicte
KBO ile durulanmig ve steril filtre kagidi tizerinde 5 dakika boyunca havada kurutulmis
ve bu islemin ardindan KBO besi ortami ihtiva eden petri kutularina transfer edilmistir
(Sekil 3.3). Kallus kiiltiir siiresi 30 gline tamamlanmistir. Meydana gelen kalluslardan
bitki rejenerasyonu i¢in daha once belirtilen asamalar (3, 4 ve 5. kiiltiir asamalar)

gerceklestirilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Kallusun 1. haftasina EMS ve sodyum azit mutagenlerinin uygulanist.

(a) Endosperm destekli kalluslarin mutagenik ortama aktarilmasi. (b) Uygulama yapilan orneklerin
calkalayicida karistirilmast. (c) Kalluslarin yari giicte hazirlanmig kallus baslangi¢ ortaminda yikanmasi.
(d) Endosperm destekli kalluslarin steril filtre kagidi lizerinde 5 dakika boyunca havada kurutulmasi.

b. Sodyum azit uygulamasi

Kiiltiire alinan olgun embriyolar birinci hafta sonunda olusan endosperm destekli
kalluslara 0, 1, 2, 3 ve 4 mM (sulandirilmis sodyum fosfat tamponunda 0.5 M, pH 3.2)
olmak iizere bes farkli sodyum azit konsantrasyonu uygulamigtir. Her konsantrasyon
icin 100 kallus kullanilmistir. Endosperm destekli kalluslar, igerisinde 10 ml filtre ile
sterilize edilmis, yukarida belirtilen konsantrasyonlarda NaN; [yar1 gilicte hazirlanmig
KBO (kallus baslangi¢ ortami)] igeren steril test tiiplerine alinmistir. Icerisinde kalluslar
ve mutagenik soliisyon bulunan tiipler, her 20 dakikada bir kez ters c¢evrilmis ve bu
isleme 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle devam edilmistir. Daha sonra kalluslar 3 kez % giicte
KBO ile durulanmis ve steril filtre kagidi tizerinde 5 dakika boyunca havada kurutulmis

ve bu iglemin ardindan KBO besi ortami ihtiva eden petri kutularina transfer edilmistir.
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Kallus kiiltiir siiresi 30 giline tamamlanmigtir. Meydana gelen kalluslardan bitki
rejenerasyonu i¢in daha oOnce belirtilen asamalar (3, 4 ve 5. kiiltiir asamalari)
gergeklestirilmistir (Sekil 3.3).

3.5.1.d. incelenen karekterler

Hem olgun tohumlara hemde kalluslara kimyasal mutangenlerin uygulandigi in vitro

mutagenesis ¢aligsmalarinda asagida verilen karakterler incelenmistir.

1) Kallus olusum (KO) orani (%): Kallus olusum orani yalnizca olgun tohumlara
mutagen uygulanmasinda incelenmistir. Kallus olusum orani asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Aydin 2010).

Kallus olusum oran1 (%)= (olusan kallus sayis1 / kiiltiire alinan eksplant sayisi) x 100

2) Embriyogenik kallus olusum orami (%) Embriyogenik kallus, sert dokulu,
dagilabilir ozellikte, siki (piitiirli)) yapili ve embriyo olusturma kapasitesine sahip

kalluslardir. Eksplant ve kallus sayisina gore hesaplanmistir (Aydin 2010).

a. Eksplant sayisina gére embriyogenik kallus olusum (ESEKO) orani (%): ESEKO

orani asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

ESEKO orani (%) = (embriyogenik kallus sayis1 / eksplant sayis1) x 100

b. Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum (KSEKO) oranmi (%): KSEKO

orani asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

KSEKO orani (%) = (embriyogenik kallus sayis1 / kallus sayis1) x 100
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3) Cevap veren embriyogenik kallus oram (%): Eksplant sayisina, eksplantlardan
meydana gelen kallus sayisina ve meydana gelen embriyogenik kallus sayisina gore

asagidaki belirtildigi sekilde hesaplanmistir (Aydin 2010).

a. Eksplant sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (ESCEK) orani (%): ESCEK

orani asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

ESCEK orani (%) = (cevap veren embriyogenik kallus sayis1 / eksplant say1st) x 100

b. Kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (KSCEK) oran1 (%): KSCEK

orani asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

KSCEK orani (%) = (cevap veren embriyogenik kallus sayist / kallus sayisi) x 100

c. Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (EKSCEK) orani
(%): EKSCEK oran1 asagidaki formiile gére hesaplanmistir (Aydin 2010).

EKSCEK orani (%) = (cevap veren embriyogenik kallus sayisi/ embriyogenik kallus
sayis1) x 100

4) Cevap veren somatik embriyo sayis1 (adet): Eksplant sayisina, eksplantlardan
meydana gelen kallus sayisina ve embriyogenik kallus sayisina gore asagidaki

belirtildigi sekilde hesaplanmustir.

a. Eksplant sayisina gore cevap veren somatik embriyo (ESCSE) sayisi asagidaki

formiile gére hesaplanmistir.

ESCSE = (cevap veren somatik embriyo sayisi / eksplant sayisi)
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b. Kallus sayisina gore cevap veren somatik embriyo (KSCSE) sayisi agsagidaki formiile

gore hesaplanmaistir.

KSCSE = (cevap veren somatik embriyo sayisi / kallus sayisi)

c. Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren somatik embriyo (EKSCE) sayisi

asagidaki formiile gore hesaplanmaistir.

EKSCE = (cevap veren somatik embriyo sayisi / embriyogenik kallus say1st)

5) Rejenerasyon etkinligi (adet): Asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Aydin
2010).

RE= (rejenere bitki sayis1 / cevap veren embriyogenik kallus sayisi’)

6) Bitki Sayis1 (BS): Elde edilen toplam bitki sayisidir.

“Kok ve siirgiine sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kallus veya somatik

embriyo sayisl.

7) Optimum konsantrasyonun (LDsp) tespit edilmesi: Kimyasal mutagenlerin
optimum konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin belirlenmesinde LDsp (letal
konsantrasyon) kriteri esas alinmistir. /n vitro galismalarda rejenerasyon etkinligi ve
elde edilen bitki sayis1 ¢ok dnemli karakterler olup, doku kiiltiiriinlin basaris1 bunlara
gore degerlendirilmektedir. Bu nedenle burada LDsp degeri bu iki karaktere gore ayri

ayr1 belirlenmistir.
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8) In viro mutagen cahsmalarina ait verilerin istatistiksel analizi

a. Tohuma (Kallus 6ncesi) mutagen uygulamasi: Bu arastirma kapsaminda tohuma
uygulanan iki farkli mutagenin (EMS ve NaN3), kallus olusumuna, embriyogenik kallus
olusumuna, cevap veren embriyogenik kallus oranina, cevap veren somatik embriyo
sayisi, rejenerasyon etkinligi ve bitki sayisina olan etkileri ayr1 ayr1 arastirilmistir. Her
iki kimyasal i¢in doku kiiltiirii ¢aligmalari her biri 10 eksplant igeren petrilerde on
tekrarlamali olarak 4 (Siire) x 5 (Konsantrasyon) faktoriyel diizende tam sansa bagl
deneme planina gore varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Uygulamalar
arasindaki farklar %35 O©nem seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile
belirlenemistir. Incelenen karekterler arasindaki iliskiler Pearson korelasyon katsayis
ile ifade edilmistir. Istatistik analizler SAS (2002), Windows 8.0 ve SPSS 22 bilgisayar

programi kullanilarak yapilmastir.

b. Kalluslara mutagen uygulamasi: Bir haftalik kalluslara uygulanan iki farkli
mutagenin (EMS ve NaN3), embriyogenik kallus olusumuna, cevap veren embriyogenik
kallus oranina, cevap veren somatik embriyo sayisi, rejenerasyon etkinligine ve bitki
sayisina olan etkileri ayr1 ayri arastirilmistirt. Her iki kimyasal i¢in doku kiiltiirii
caligmalar1 her bir1 10 eksplant iceren petrilerde on tekrarlamali olarak 4 (Siire) x 5
(Konsantrasyon) faktoriyel diizende tam sansa bagli deneme planina gbre varyans
analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Uygulamalar arasindaki farklar %5 Onem
seviyesinde Duncan coklu karsilastirma testi ile belirlenemistir. Incelenen karekterler
arasindaki iliskiler Pearson korelasyon katsayisi ile ifade edilmistir. Istatistik analizler

SAS (2002), Windows 8.0 ve SPSS 22 bilgisayar programi kullanilarak yapilmustir.

3.5.2. ikinci yontemin uygulans

Ikinci ydntemde kimyasal mutagenler tiim tohumlara uygulanmis ve arastirmalar (1)
kontrollii kosullarda ve (2) tarla kosullarinda olmak tzere iki farkli ortamda

yuritilmistir.
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1. Tohumlara mutagenlerin uygulanisi

a. Etil metansiilfonat (EMS) uygulamasi

Yapilan bu asama i¢in uygun etil metansiilfonat (EMS) konsantrasyonu ve uygulama
siresinin belirlenmesi i¢in tohumlar musluk suyunda yikandiktan sonra %70’lik etil
elkolde (EtOH) 3 dakika karistirilarak steril kabin igerisinde steril saf suyla 3 kez
yikanmis ve birkag damla Tween 20 (Sigma) iceren %?20’lik sodyum hipokloritte 25
dakika karigtirilarak yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan
tohumlar, steril saf su ile yikandiktan sonra 6 saat havalandirilmis su igerisinde
bekletilmistir. Tohumlar su aldiktan sonra 5 farkli EMS konsantrasyonunda [0 (kontrol),
%0.1, %0.2, %0.3 ve %0.4’liik], 4 farkl siireyle, [kontrol (10 dk), 3 saat, 6 saat ve 9
saat] uygulanmistir. Buna gore 5x4=20 uygulama olusmustur. Her bir uygulama i¢in
100 tohum kullanilmis ve bu tohumlar 50 ml’lik ependorf tiiplerine konulmuslardir. Her
bir uygulama konsantrasyonuna ait ¢ozeltiden her bir tiipe 30 ml konulmus ve tohumlar
bu soliisyon igerisinde belirtilen siirelere gore bekletilmislerdir. Uygulamanin ardindan
tohumlar 4 saat silire ile musluk suyunda yikanarak mutagenin uzaklastiriimasi

saglanmistir.

Yukarida belirtilen iglem toplam 4000 tohuma uygulanmis ve bunlardan 2000 tanesi (20
kombinasyon x 100 tohum = 2000 tohum) ¢imlenme ve ¢imle ilgili karakterlerin, geri

kalan 2000 tanesi ise ¢ikis ve bazi fide 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir.

b. Sodyum azit (NaN3) Uygulamasi

Yapilan bu asama igin uygun sodyum azit (NaN3z) konsantrasyonu ve uygulama
stiresinin belirlenmesi i¢in saf tohumluktan tohumlar sayilmis ve bu tohumlar musluk
suyunda yikandiktan sonra %70’lik etil elkolde (EtOH) 3 dakika karistirilarak steril
kabin igerisinde steril saf suyla 3 kez yikanmis ve birka¢ damla Tween 20 (Sigma)
iceren %20’lik sodyum hipokloritte 25 dakika kanistirilarak yiizey sterilizasyonu

yapilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, steril saf su ile yikandiktan sonra 6
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saat havalandirilmis su igerisinde bekletilmistir. Tohumlara sodyum azit, 5 farklh
konsantrasyonda [0 (kontrol), 0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM ve 2 mM’lik], 4 farkli siireyle
[kontrol (10 dk), 1 saat, 2 saat ve 3 saat] uygulanmistir. Buna gore 5x4=20
kombinasyon/uygulama olusmustur. Her bir kombinasyon i¢in 100 tohum kullanilmis
ve bu tohumlar 50 ml’lik ependorf tiiplerine konulmuglardir. Her bir uygulama
konsantrasyonuna ait ¢ézeltiden her bir tiipe 30 ml konulmus ve tohumlar bu soliisyon
icerisinde belirtilen siirelere gore bekletilmislerdir. Uygulamanin ardindan tohumlar 20

dakika siire ile musluk suyunda yikanarak mutagenin uzaklagtirilmasi saglanmistir.

Yukarida belirtilen islem toplam 4000 tohuma uygulanmis ve bunlardan 2000 tanesi (20
kombinasyon x 100 tohum = 2000 tohum) ¢imlenme ve ¢imle ilgili karakterlerin, geri

kalan 2000 tanesi ise ¢ikis ve bazi fide 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir.

3.5.2.a. Kontrollii kosullarda yapilan islemler ve incelenen konular

1. Cimlenme ile ilgili karakterler

Kimyasal mutagen uygulanmis tohumlarda ¢imlenme ve ¢imle ilgili baz1 karakterleri
tespit etmek amaciyla 2000 tohum 100’er adetlik gruplara ayrilmis ve dort tekerriilii
olarak c¢imlendirme denemesine alinmistir. Tohumlar petri kutularinda kagit arasinda
c¢imlendirme dolabinda ¢imlendirmeye alinmistir. Her bir petri kutusuna 14 ml saf su
konulmustur. Cimlendirme siiresince sicaklik 25 °C’ye ayarlanmis ve 16 saat 151k, 8 saat

karanlik periyot uygulamasi yapilmistir (Anonim 2009).

Tohumlar ¢imlendirme ortamina konulduktan sonra 14 giin siireyle her giin sayim
yapilmak suretiyle ¢cimlenme ile ilgili veriler (kok uzunlugu Imm ve iizerinde olanlar

¢imlenmis olarak kabul edilmistir) elde edilmistir (Sekil 3.4).
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(a) (b)

Sekil 3.4. EMS ve sodyum azit mutagenleri uygulanmis tohumlarin ¢imlendirilmesi.
(a) Cimlendirme ortamina yeni alinmis tohumlar. (b) Cimlendirme ortamina konulduktan sonra 14. giinde
¢imlenme durumu.

a. Cimlenme hizi (CH): Cimlenme hiz1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.
Burada (ni, ... ng) 4. giine kadar giinlik ¢imlenen tohum sayisini; ti, ... ts ise

¢imlenmenin gerceklestigi giin sayisini ifade etmektedir (Elkoca 1997).

Cimlenme hizi=ng/t; + no/t, +.......... + np/t,

b. Cimlenme giicii (CG): Cimlenme giicii asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir.
Burada (n;, ... ng) 8. giine kadar giinliik ¢imlenen tohum sayisini; t;, ... tg ise

¢imlenmenin gergeklestigi giin sayisin1 gostermektedir.

Cimlenme giici =ng/t; + N/t +.......... + np/t,

C. Cimlenme orami (%) (CO): Tohumlar ¢imlenme ortamina konulduktan sonra her
glin aym saatte c¢imlenenler sayilmistir. Kokegik 1-2 mm’ye ulastifinda tohum
¢imlenmis olarak kabul edilmis ve ortamdan uzaklastirilmistir (Elkoca 1997).
Cimlenme tamamlandiginda, c¢imlenme oran1 asagidaki esitlik araciligr ile

hesaplanmustir.

Cimlenme oran1 (%) = (Cimlenen toplam tohum sayis1 /toplam tohum sayist) x 100
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d. Cimlenme hiz1 katsayis1 (CHK): Cimlenme hiz1 katsayis1 asagidaki formiile gore
hesaplanmistir (Maguire 1962). Formiilde Ti, denemenin basladig1 giinden itibaren giin

sayis1, Ni ise giin bagina ¢imlenen tohum sayisi.

CHK = YNi/YNiTix100

e. Ortalama cimlenme zamani (OCZ): Ortalama ¢imlenme zaman1 agagidaki formiile
gore hesaplanmistir (Kaya et al. 2006). Formiildeki f, sayim giiniindeki ¢imlenen tohum

sayisini; X, sayim yapilan giin sayisini géstermektedir.

OCZ (glin) =X(fx) /X f

f. Cimlenme hiz1 indeksi (CHI): Asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

CHI= (Ni)/ (Ti)

Formiilde Ti, denemenin basladig1 giinden itibaren gilin sayisi, Ni ise giin basina

¢imlenen tohum sayis1 (Maguire 1962).

g. Cim giicii indeksi (CGI): Cimlenme giicii indeksi asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Abdul-Baki and Anderson 1970).

CGI= (ortalama siirgiin uzunlugu + ortalama kok uzunlugu) x toplam ¢imlenme yiizdesi

h. Cimlenme ile ilgili karakterlere ait verilerinin istatistiksel analizi

Bu parametreler iizerine uygulama konsantrasyonunun ve siiresinin etkisi 4x5 faktoriyel
diizende tam sansa bagli deneme planina gore 4 tekerriirlii olarak varyans analizine tabi
tutulmustur. Bu parametrelere ait ortalamalar arasindaki farklar %5 6nem seviyesinde

Duncan ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. Konsantrasyon x siire uygulamasina
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ait interaksiyon etkisi basit ana etki ile siireler icinde konsantrasyonlar karsilastirilarak

aciklanmistir.

2. Cim ile ilgili karakterler

Tohumlar ¢imlendirme ortamina konulduktan sonra 14 giin sonra her petri kutusundan
10’ar adet ¢cim sansa bagli olarak alinmis, bunlarda agsagida verilen karakterler 6l¢iilmiis

ve ortalamalar1 alinarak hesaplanmistir.

a. Toplam embriyonal kok sayisi: Her bir fidede olusan embriyonal koklerin tamami

sayilarak ve ortalamasi alinarak belirlenmistir.

b. Kok uzunlugu (cm) (KU): Incelenen her bir fidede en uzun kokiin uzunlugu

milimetrik cetvel ile 6l¢lilmiis ve ortalamasi alinmustir.

c. Siirgiin uzunlugu (cm) (SU): Siirgiiniin tohumdan ilk ¢iktig1 yerden yaprak ucuna
kadar olan uzunluk milimetrik cetvelle Ol¢lilmiis ve ortalamalart aliarak

hesaplanmustir.

d. Koleoptil uzunlugu (cm) (KOU): Tohum ile yapragin ¢iktigi ¢im ki1 ucu

arasindaki kisim milimetrik cetvelle dlgiilerek tespit edilmistir.

€. Cim uzunlugu (cm) (CU): Kok ucu ile yaprak ucu arasindaki mesafe milimetrelik

cetvelle Olciilerek tespit edilmistir.

f. Kok yas agirhg (g) (KYA): On fidenin tamamindan ayrilan embriyonal koklerin yas
agirhigr hassas terazide tartilmis ve elde edilen deger ona boliinmek suretiyle tespit

edilmistir.
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g. Kok kuru agirh@r (g) (KKA): Yas agirligt belirlenen kokler 72°C’de 72 saat

kurutulduktan sonra hassas terazide tartilarak kok kuru agirligi belirlenmistir.

h. Siirgiin yas agirhg (g) (SYA): Her bir tekerriirde 6rneklenen on fidenin tamaminda
once siirgiinler ayrilmig, daha sonra hassas terazide tartilmis ve elde edilen deger 10’a

boliinerek her bir fidenin siirgiin yas agirligi belirlenmistir.

I. Siirgiin kuru agirh@ (g) (SKA): Yas agirligi belirlenen siirgiinler 72°C’de 72 saat
kurutulduktan sonra hassas terazide tartilarak siirgiin kuru agirligi belirlenmistir. Daha

sonra elde edilen deger 10’a boliinerek her bir siirgiiniin kuru agirligi tespit edilmistir.

g. Cim ile ilgili karakterlere ait verilerin istatistiksel analizi

Bu parametreler lizerine uygulama konsantrasyonunun ve siiresinin etkisi 4x5 faktoriyel
diizende tam sansa bagli deneme planina gore 4 tekerriirlii olarak varyans analizine tabi
tutulmustur. Bu parametrelere ait ortalamalar arasindaki farklar %5 Onem seviyesinde
Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Konsantrasyon x siire uygulamasina
ait interaksiyon etkisi basit ana etki ile siireler icinde konsantrasyonlar karsilastirilarak

aciklanmustir.

3. Fide ile ilgili karakterler

Daha once belirtilen islem uygulanmis tohumlar kullanilmistir. 20 kombinasyonun her
biri i¢in toplam 100 tohum 25’er adetlik dort gruba ayrilmis ve her bir grup bir siraya
ekilmistir. Boylece, deneme dort tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Serada yapilan
calismalarda igerisinde torf bulunan 100%100%30 cm boyutlarinda ahsap kasalar
kullanilmistir. M; fidelerinde ekimden itibaren 28. giinde asagida verilen karakterler

incelenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. EMS ve sodyum azit mutagenleri uygulanmis tohumlarin kasalara ekilmesi ve
yetistirilmesi.

(a) Ekim i¢in ortamin hazirlanmasi. (b) Tohumlarin ekilmesi. (c) Ekimden hemen sonraki goriintiisii. (d)
Ekimden 28 giin sonraki goriintiisii.

a. Cikis oram (%) (CO): Kasalara ekim yapilan tohumlardan ¢ikis yapanlar ekimden 8
giin sonra sayilmaya baglanmis ve bu islem ¢ikis tamamlanincaya kadar devam etmistir.
Elde edilen veriler ekimi yapilan toplam tohum sayisina oranlarak ¢ikis orani (%)

belirlenmistir (Sakin 1998).

b. ik yaprak ayasi uzunlugu (cm) (IYU): Cikistan sonra ilk gelismesini tamamlayan
fidelerde 28. gilinde ilk yapragin ayasinin tabanindan ucuna kadar olan uzunluk

milimetrik cetvelle dlgiilerek belirlenmistir (Sakin 1998).



54

¢. Kok uzunlugu (em) (KU): ilk yaprak uzunlugunun 6lciildiigii giin, aym fidelerin
kokleri suyla yikanarak topraktan temizlenmis ve kok bogazindan itibaren en uzun

kokiin ucuna kadar olan mesafe olgiilerek belirlenmistir (Sakin 1998).

d. Siirgiin uzunlugu (cm) (SU): Siirgiiniin tohumdan ilk ¢iktig1 yerden yaprak ucuna
kadar olan uzunluk milimetrik cetvelle Ol¢iilmiis ve ortalamalar1 alinarak hesaplanmistir

(Sakin 1998).

e. Fide boyu (cm) (FB): ilk yaprak uzunlugu &lgiilen bitkilerde ayn1 giin fide boyu,
toprak yiizeyinden fidenin ucuna kadar olan uzunluk Olgiilerek tespit edilmis (Sakin

1998).

f. Fide ile ilgili karakterlere ait verilerin istatistiksel analizi

Bu parametreler {izerine uygulama konsantrasyonunun ve siiresinin etkisi 4x5 faktoriyel
diizende tam sansa bagli deneme planina gore 4 tekerriirlii olarak varyans analizine tabi
tutulmustur. Bu parametrelere ait ortalamalar arasindaki farklar %5 6nem seviyesinde
Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Konsantrasyon x siire uygulamasina
ait interaksiyon etkisi basit ana etki ile siireler icinde konsantrasyonlar karsilastirilarak

aciklanmustir.

4. Optimum dozunun (LDso ) tespit edilmesi:

Kimyasal mutagenlerin optimum konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin
belirlenmesinde LDso (letal dozun) kriteri esas alinmistir. Tahillarda LDsy degerinin
belirlenmesinde M; kusaginda ¢imlenme orani, ¢ikis orant ve fide boyu gibi
karakterlerden yararlanilabilmektedir (Tosun 2015). Bu nedenle, burada s6z konusu

karakterler yoniinden LDsg degeri incelenmistir.
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3.5.2.b. Tarla kosullarinda yapilan ¢calismalar

1. Tohumlara kimyasal mutagen uygulanmalari

a. Etil metansiilfonat (EMS) uygulamasi

EMS uygulamasinda (Spano et al. 2003) ve FAO/IAEA (2012) tarafindan belirtilen
yontemler izlenemistir. Oncelikle saf tohumluktan 10.000 adet tohum sayilmis ve EMS
uygulamadan 6nce 6n 1slatmaya alinmigtir. Bu amagla tohumlar musluk suyunda bir kap
igerisinde oda sicakliginda (22-24°C) 4 saat siireyle bekletilmislerdir. Bu sirada 1000
ml’lik %0.3’liik EMS soliisyonunu hazirlamak icin EMS’den 3 ml alinmis ve iizeri
distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Bdylece hazirlanan soliisyonun pH’s1 0.5 M
sodyum fosfat tamponunda 7’ye ayarlanmistir. On 1slatmadan alan tohumlar EMS’nin
%0.3’liik sollisyonunda 6 saat siireyle oda sicakliginda bekletilmislerdir. Bu siirenin
sonunda, mutageni uzaklastirilmak i¢in tohumlar akan musluk suyunda 4 saat siire ile
yikanamistir. Yikama isleminin ardindan tohumlar kurutma kagidinin {izerine tek tabaka
halinde olacak sekilde yayilarak oda sicakliginda yaklasik 24 saat siire ile kurutulmus

ve ardindan ekilmistir.

b. Sodyum azit uygulamasi

Sodyum azit (NaN3) uygulamasinda Li et al. (2008) ve FAO/IAEA (2012) tarafindan
belirtilen yontemler izlenemistir. Oncelikle saf tohumluktan 10.000 adet tohum sayilmis
ve mutagen uygulamadan Once 6n islatmaya alinmistir. Bu amagla tohumlar musluk
suyunda bir kap igerisinde oda sicakliginda (22-24°C) 24 saat siireyle bekletilmislerdir.
Bu sirada 1 mM’lik sodyum azit soliisyonunu hazirlamak i¢in sodyum azitten 0.065 mg
tartilmis ve tzeri distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Bdylece hazirlanan
soliisyonun pH’s1 0.5 M sodyum fosfat tamponunda 3.2’ye ayarlanmistir. On 1slatmadan
alinan tohumlar sodyum azitin 1 mM’lik soliisyonunda 2 saat siireyle oda sicakliginda
bekletilmiglerdir. Bu siirenin sonunda, mutageni uzaklastirilmak i¢in tohumlar akan

musluk suyunda 20 dakika siire ile yikanmistir. Yikama isleminin ardindan tohumlar
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kurutma kagidinin {izerine tek tabaka halinde olacak sekilde yayilarak oda sicakliginda

yaklagik 24 saat siire ile kurutulmus ve ardindan ekilmistir.

2. Mutantlarin yetistirilmesi ve incelenen konular

a. M; kusaginda yapilan islemler

- Tohumlarin ekimi

Deneme, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Aragtirma ve Yayim Merkezi Midiirliigiiniin 4 nolu
deneme alaninda 2013 yilinda yiiriitiilmistiir. Tarla ¢aligmalarinda iki ayr1 kimyasal
mutagen tipi i¢in iki farkl parsel kullanilmistir. Mutasyonlar genellikle ana sapta ve
birinci kardeste bulunacaklart i¢in ekim siklig1 kardeslenmeyi en aza indirecek sekilde
yapilmistir. Bu nedenle, arastirmanin ilk yilinda kardeslenmeyi en aza indirmek i¢in 575
tohum/m? hesabiyla ekim yapilmustir. Daha once belirtildigi sekilde mutagen
uygulanmis M; tohumlar1 15 Nisan tarihinde ekilmistir. Denemede her mutagenli grup
10 m uzunlugunda 1 m genisliginde (5 sira x 20 cm sira arasi) olmak tizere 10 m?’lik

parsellere ekim yapilmistir (Sekil 3.6).
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©) B G

Sekil 3.6. EMS ve sodyum azit mutagenlerinin uygulamisindan ve bitkilerin
olgunluguna kadar gecen donemde yapilan bazi islemler.

(a) Tohumlarmn 6n 1slatmaya alinmasi. (b) Tohumlarin mutagen soliisyonunda bekletilmesi. (¢) Mutagen
uygulamasindan sonra yikanmis tohumlarin kurutulmasi. (d) Tohumlarin tarlaya ekimi. (e) Ekimden
sonra 60’mnc1 giinde M, bitkilerinin gériiniimleri. (f) Olgunlagmis M; bitkilerinin goriiniimleri.
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- Bakim, hasat ve harman

Islem uygulanmis tohumlarda ¢imlenme orani ve ¢imlenen tohumlardan gelisen M;
bitkilerinde giimrahlik azalacagi i¢in bakim islemleri diizenli bir sekilde yapilmistir. Bu
amagla, dekara 6 kg N ve 5 kg P,0s olacak sekilde giibreleme yapilmistir. Fosforun
tamamu ile azotun yarisi ekimle birlikte, azotun diger yarisi ise sapa kalkma doneminde
sira aralarina elle serpme seklinde uygulanmistir(Akkaya 1993). Yabanci ot miicadelesi

gerektikce elle yolunarak yapilmastir.

Bitkiler hasat olgunluguna geldiklerinde toplu olarak hasat ve harman edilmis ve

boylece elde edilen M, tohumlari uygun kosullarda depolanmustir.

b. M; kusaginda yapilan islemler

- Seleksiyon i¢in kullanilan kuraklik konsantrasyonunun belirlenmesi

Kuraga toleranslikta kritik asamalardan birisi ¢imlenme doénemidir. Bu dénemde M;
kusagina ait tohumlarda kuraklia toleransli mutantlar1 segebilmek i¢in PEG 6000 ile
olusturulmus stresten yararlanilmistir. Oncelikle kurakliga toleranslikta etkili bir
seleksiyon yapabilmek icin en uygun PEG 6000 konsantrasyonu belirlenmistir. Bu
amagla herhangi bir mutagen uygulanmamis tohumlar PEG 6000 ile olusturulmus 11
farkli ozmotik potansiyele [0 (saf su), -1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9 ve -10 bar] sahip
petri kutulari igerisinde iki ¢imlenme kagidi (1 numarali watman kagidi) arasinda
cimlendirmeye alinmak suretiyle bir O6n deneme yapilmistir. PEG’in farkli
konsantrasyonlarinda olusturulan ozmotik potansiyeller Michel and Kaufmann (1973)’a
gore hesaplanmistir. Her petri kutusuna 100 adet tohum ve bunlarin iizerine farkl
ozmotik potansiyele sahip ¢dzeltiden 10 ml konulmustur. Tohumlar 25°C ve 16 saat
Isik : 8 saat karanlik sartlarda 14 giin siireyle ¢imlendirilmeye alinmistir. Bu siirenin
sonunda her konsantrasyon i¢in ¢imlenme oranlar1 ayr1 ayri belirlenmistir. Buna gore
¢imlenme oranlar1, 0 (%100), -1 (%99), -2 (%98), -3 (%96), -4 (%90), -5 (%87), -6
(%83), -7 (%20), -8 (%13), -9 (%2), -10 bar’da ise herhangi bir ¢imlenme olmamustir.
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Buradan elde edilen veriler esas almarak -10 bar’lik konsantrasyonda etkili bir
seleksiyon gerceklesebilecegi sonucuna varilmis ve ¢imlenme doneminde kuraga

toleransli olanlar1 segebilmek i¢in bu ozmotik potansiyel kullanilmistir.

- Kuraga toleransh genotiplerin secimi

Mutasyonlar genellikle resesif olduklari i¢in agilimlar M, kusakta ortaya ¢ikacak, bu
nedenle seleksiyona M, kusaginda baslanmistir. Bu agsmada, daha once hasat edilen M,
tohumlar1 -10 bar’lik PEG 6000 ortaminda ¢imlendirmeye alinmis bdylece erken
dénemde (¢imlenme donemi) kuraga toleranslilik yoniinden test edilmis ve dolayisiyla
seleksiyon yapilmistir. M, tohumlari musluk suyunda yikandiktan sonra %70’lik etil
elkolde (EtOH) 3 dakika karigtirilarak steril kabin igerisinde 3 dafa steril saf suyla
yikanmistir ve birka¢ damla Tween 20 (Sigma) igeren % 20’lik sodyum hipokloritte 25
dakika karstirilarak suretiyle ylizey sterilizasyonu yapilmistir. Bu amacla 50x40%10
cm® boyutlarinda 10 adet plastik kap kullanilmustir. Herbir kapta 2.000 adet M, tohumu
olacak sekilde toplam 20.000 adet M; tohumu nemlendirilmis kurutma kagitlari
arasinda ¢imlendirmeye alinmistir. Nemlendirme islemi -10 bar‘lik PEG 6000
sollisyonu ile yapilmistir. Tohumlar bu ortamda 15 giin siire ile bekletilmis, bu sirada
gerektikge -10 bar’lik soliisyon ile nemlendirme islemine devam edilmistir. Bu siire
sonunda ¢imlenen tohumlar 6nce igerisinde toprak bulunan plastik viyollere aktarilmis
ve bu ortamda 1 ay siire ile tutulmugtur. Bu siirenin ardindan bitkiler tarlaya sasirtilmis
ve bunlardan M3 tohumlari ayri ayri hasat edilmis ve depolanmustir. Yukarida agiklanan

uygulama hem EMS hemde sodyum azit i¢in ayr1 ayri yapilmstir (Sekil 3-7).
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Sekil 3.7. M; tohumlarinda ¢imlenme doneminde kuraga toleransli genotiplerin

seleksiyonu ve sonrasinda yapilan iglemler.

(a) M, tohumlarinin sterilizasyon amaciyla %70°lik etil elkolde bekletilmesi. (b) Tohumlarin PEG 6000
ortaminda kagit iizerinde ¢imlendirilmesi. (¢) EMS uygulanmis tohumnlarin PEG 6000 ortaminda 15.
giinde ¢imlenme durumu. (d) Sodyum azit uygulanmis tohumnlarin PEG 6000 ortaminda 15. giinde
¢imlenme durumu. (e) Cimlenmis tohumlarin viyollere ekimi. (f) Viyollerde gelisen fidelerin tarlaya
sagirtilmasi. (g) Tarladaki bitkilerin ekimden sonra 30’uncu glinde M, bitkilerinin goriinimleri. (h)
Tarladaki bitkilerin hasat dncesi goriiniimleri.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Birinci Yontemde Elde Edilen Bulgular

4.1.1. Olgun tohumlara mutagen uygulamasi

4.1.1.a. Olgun embriyo kiiltiiriine etil metansiilfonatin (EMS) etkileri

1) Kallus olusum (KO) orani

Eksplantlar ortama konulduktan yaklasik 3-4 giin sonra kalluslar olugsmaya baslamistir.
Mutagen uygulama siiresinin kisa ve konsantrasyonlarin diisiik oldugu uygulamalarda
kalluslar morfolojik olarak  biiylikk ve siki yapili iken, uygulama siiresi ve
konsantrasyonu arttikga daha sulu olmuslar ve az miktarda da olsa kii¢lilmeler meydana
gelmistir. 2 saatlik uygulama siiresinde EMS’nin tiim konsantrasyonlarinda kallus
olusumunda morfolojik olarak dnemli bir farklilik gdzlenmemistir. Ornegin, %0.1°lik
konsantrasyonda kalluslar biiylik ve siki iken, diger tiim konsantrasyonlarda hafif sulu
ve siki yapida olmuslardir. 4, 6 ve 8 saatlik uygulama stirelerinde %0.1, %0.2, %0.3 ve
%0.4’liikk konsantrasyonlarda kallus yapisinda gozlemlenen farkliliklar, 2 saatlik
uygulamada belirtildigi sekilde olmustur (Sekil 4.1). Kalluslar 30 giin boyunca bu

ortamda tutularak gelismeleri saglanmigtir.
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(17)

Sekil 4.1. EMS’nin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen kalluslarin
goriiniimleri.

(1) kontrol, (2) 2 saat + %0.1, (3) 2 saat + %0.2, (4) 2 saat + %0.3, (5) 2 saat + %0.4, (6) 4 saat + %0.1,
(7) 4 saat + %0.2, (8) 4 saat + %0.3, (9) 4 saat + %0.4, (10) 6 saat + %0.1, (11) 6 saat + %0.2, (12) 6 saat
+ %0.3, (13) 6 saat + %0.4, (14) 8 saat + %0.1, (15) 8 saat + %0.2, (16) 8 saat + %0.3 ve (17) 8 saat +
%0.4 konsantrasyonlarda kalluslarin goriiniimleri.
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KO orami iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi ¢ok onemli (P<0.01) iken,
konsantrasyonun 6nemli bir etkisi olmamis ve yine siire X konsantrasyon interaksiyonu

da 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.1).

Uygulama siiresi uzadikca genel olarak KO orani azalmistir. Nitekim ortalamalar esas
almarak degerlendirildiginde en yiliksek KO oranm1 (%100) 2 saatlik uygulama
stiresinden, en diisiikk (%0.94.75) ise 6 saatlik uygulama siiresinden elde edilmistir

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2°de goriilecegi gibi uygulama konsantrasyonu arttikca kallus olusum oram
azalmistir. Ortalamalar esas alinarak degerlendirildiginde, en yiiksek KO oraninin
(%99) kontrolden (%0.0), en disik ise (%96.50) %0.3’liikk konsantrasyonda
gerceklestigi goriilmektedir (Cizelge 4.2).



Cizelge 4.1. Olgun embriyolara farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait
varyans analizi sonuglari.

Varyasyon Kareler ortalamasi
Kayna@

SD KO ESEKO KSEKO ESCEK KSCEK EKSCEK ESCSE KSCSE EKSCE RE BS
Siire (saat) 3 172.50** 2816.00** 3704.24** 3349.33** 4219.43** 8177.98** 96.57** 82.77** 361.55** 1.66** 21.13**

Konsi%asyo” 4 3925  3498.25%* 2768.41** 891575** 7869.83** 1604.80%* 31.82** 27.64%* 1266  4.36%% 65.64**
Siire x 12 2458  488.92%* 587.13%**  414.75%* 511.74%* 591.37** 11.06%* 10.05%* 30.28** 321** 3619%*
Konsantrasyon
Hata 180 2350 98.56 98.14 137.56 14552 91.08 3.09 3.30 6.92 018  2.25

Toplam 200
* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde dnemlidir.

¥9



Cizelge 4.2. Olgun embriyolara farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait
veriler.

KO ESEKO KSEKO ESCEK KSCEK EKSCEK ESCSE KSCSE EKSCE RE BS

Siire (saat) Konsantrasyon (%) g, (%) (%) (%) (%) (%)  (adet)  (adet)  (adet) (adet) (adet)
0 100.00  100.002 100.00 * 100.00° 100.00®  100.00° 8.33 8.33 833° 066° 6.60°
0.1 100.00 74.00%  74.00™ 69.00*  69.00 ™ 93.57 ® 7.79 7.79 1079 0.73° 5.00°
9 0.2 100.00 62.00¢  6200% 58.00° 5800° 93.65 ® 9.07 9.07 14.89°  1.70® 9.60°
0.3 100.00 78.00° 78.00°  7400°  74.00° 95.41 ® 9.63 9.63 12.74® 166% 12.00°
0.4 100.00  66.00¢ 66.00° 61.00°  60.99° 90.08 ° 9.02 9.02 1454% 1.19° 590°
Ortalama 100.00A*  76.00® 76.00% 72408  7239°% 94.54 4 8.76 A 8.76 # 1226 119~ 7.82"%
0 99.00 98.00°  98.00° 98.00°  98.00° 98.00 8.32° 8.32% 832% 064%™ 670%®
0.1 99.00 88.00° 88.88%™  47.00°  47.55° 52.86 ¢ 4.46° 448° 5.24° 156° 7.60°
4 0.2 97.00 93.00® 96.00® 54.00° 5600 5875 525% 543" 569°  099° 700%®
03 95.00 88.00° 9266 60.00°  63.44° 68.58 ° 6.07° 6.43° 6.96%®  042° 6.00°
0.4 97.00 85.00° 87.66° 55.00° 56.66™ 64.46 ™ 6.73° 6.91%® 7.89° 0.72% 590°
Ortalama 97.40% 9040~  9264” 62.80¢ 64.33°€ 68.53° 6.165¢ 6318  682° 086% 6648
0 99.00 98.00°  98.00° 98.00°  98.00° 98.00 8.28% 8.28% 828%  065° 6.50°
0.1 97.00 82.00° 84.88°  77.00°  79.77° 93.88 ® 5.65° 5.79° 6.84% 1.00° 8.00°
6 0.2 94.00 79.00°  84.03°  76.00° 80.92° 96.63° 438° 478° 575%  099° 800°
03 93.00 82.00°  8852°  77.00° 8330™  93.98%® 5.07° 5.45° 6.11%  122° 820"
0.4 95.00 95.00°  100.00* 86.00°  90.66 % 90.66 ° 453° 486° 486° 261% 9.80%
Ortalama 95.60 B 87204 9108 8280* 86.53% 94.63 4 5.58 ¢ 5.83°¢ 6.37°¢ 1.29% 810*
0 98.00 98.00°  98.00°  98.00°  98.00° 98.00 8.10% 8.10% 810%®  065° 6.50¢
0.1 95.00 74.00° 78.00°  68.00°  71.66° 92.10 ® 630 664 861% 034° 310°
8 0.2 98.00 62.00 ¢ 63.22°  57.00° 5800° 91.80® 654® 667 1075 157® 880°
0.3 98.00 73.00° 7455°  69.00°  70.44° 93.88 ® 7.09® 7.262 10.20% 1.79° 10.10°
0.4 95.00 73.00° 76.99°  66.00°  69.55° 89.33° 5.00°¢ 5.23° 7.28° 1.24° 760°
Ortalama 96.80 ° 76.00 B 78.15%  71.60°%  7353° 93.02 4 6.60° 6.78° 8998 112”4 7.22°B
0 99.00 9850~ 9850 A 9850~ 98504 98.50 A 825"  825% 8.26 065 6.58°
Ortalama Konsantrasyon (%) 0.1 97.75 7950%  81.44°% 6525% 67.00°°  83.10° 6.05° 6.18 ¢ 7.88 0908 593°
0.2 97.25 74.00 ¢ 76.31¢ 61.25¢ 63.23° 8521”8 63185  §49°5¢ 9.27 1314 8358
0.3 96.50 80.25 8 83.438% 70008  72.79° 87.97°8 6.96° 7.19°8 9.01 1274 9.08%
0.4 96.75 79.75 8 82.66°%  67.00% 69475 83635 632°% 515 8.65 1.44% 730°€
LDsodegeri 49.50 49.25 49.25 49.25 49.25 49.25 412 412 413 0.32 3.29

1 Ayni siitunda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
2 Her bir uygulama siieresi i¢in aym siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar énemsizdir.
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2) Embriyogenik kallus olusum orani

Sert dokulu, dagilabilir 6zellikte, siki yapili ve krem renkli kalluslar embriyogenik
kallus; beyaz ve sulu yapili kalluslar ise embriyogenik olmayan kallus olarak
degerlendirilmistir. Embriyogenik kallus olusum oran1 kiiltiire alinan eksplant sayisina
gore ve kallus sayisina gore olmak lizere iki sekilde degerlendirilmistir. Kalluslar
hormonsuz ortama konulduktan yaklasik 7-8 giin sonra embriyogenik kalluslar
olusmaya basglamistir. Embriyogenik kalluslarin biiyiikliigii etil metansiilfonatin hem
uygulama siiresine hem de konsantrasyonuna gore farklilik gostermistir. Nitekim, 2
saatlik uygulama siiresinde embriyogenik kalluslarin boyutu %0.3’liikk konsantrasyonda
en biiyik olmus, bunu azalan sira ile %0.4, %0.1 ve %0.2’lik konsantrasyonlar
izlemigtir. Buna karsin, 4 saatlik uygulama siiresinde embriyogenik kalluslarin
biiyiikliigii bakimindan konsantrasyonlara gore goriilebilir bir farklilik olugsmamustir.
Diger taraftan, hem 6 saatlik hem de 8 saatlik uygulama siirelerinde en biiyiik
embriyogenik  kalluslar  %0.4’liikk  konsantrasyonda olusmustur (Sekil 4.2).

Embriyogenik kalluslar 15 giin boyunca bu ortamda tutularak gelismeleri saglanmistir.
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Sekil 4.2. EMS’nin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen embriyogenik
kalluslarin goriiniimleri.

(1) kontrol, (2) 2 saat + %0.1, (3) 2 saat + %0.2, (4) 2 saat + %0.3, (5) 2 saat + %0.4, (6) 4 saat + %0.1,
(7) 4 saat + %0.2, (8) 4 saat + %0.3, (9) 4 saat + %0.4, (10) 6 saat + %0.1, (11) 6 saat + %0.2, (12) 6 saat
+ %0.3, (13) 6 saat + %0.4, (14) 8 saat + %0.1, (15) 8 saat + %0.2, (16) 8 saat + %0.3 ve (17) 8 saat +
%0.4 konsantrasyonlarda embriyogenik kalluslarin gériiniimleri.
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a. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum (ESEKQ) orani

ESEKO orani iizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok énemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1).

Uygulama siiresi uzadikca genel olarak ESEKO azalmistir. Mutagen uygulama
stirelerine gore ortalamalar esas alindiginda en yliksek ESEKO orant (%90.40) 4 saatlik
uygulamadan elde edilmis, bunu azalan sira ile 6 saat (%87.20), 2 ve 8 saat (%76.00)
uygulama siireleri izlemistir. Bununla birlikte 2 saatlik uygulama ve 8 saatlik
uygulamalar ve yine 4 ve 6 saatlik uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur
(Cizelge 4.2).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yiiksek
ESEKO oraninin kontrolde (%98.50), en diisiik ise %0.2’lik konsantrasyonda (%74.00)
gerceklestigi belirlenmistir. Bununla birlikte, EMS’nin %0.1, %0.3 ve %0.4’lik
konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsiz olmustur (Cizelge

4.2).

ESEKO orani iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyon etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1). En yiiksek ESEKO orani tiim siirelerde kontrol
uygulamasindan; en diisik ESEKO orani ise 2, 6 ve 8 sattlik uygulamanin %0.2 EMS
konsantrasyonunda; 4 saatlik uygulamada ise %0.4’lik konsantrasyondan elde
edilmistir (Cizelge 4.2).

b. Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum (KSEKQO) oram

KSEKO orani {izerine etil metansiilfonatin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1).
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Ortalama kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum orani en yiiksek KSEKO
oraninin %92.64 ile 4 saatlik uygulamadan elde edildigi, bunu ¢ok kiiciik bir farkla 6
saatlik (%91.08) uygulamanin izledigi ve bu karakter bakimindan en diisiik degerin

%76.00 ile 2 saatlik uygulamaya ait oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

Ortalamalar bakimindan konsantrasyonlar karsilastirildiginda, en yiiksek KSEKO orani
kontrolde (%98.50), en diisiik ise (%76.31) %0.2’lik konsantrasyonda elde edilmistir.
Diger taraftan, %0.1, %0.3 ve %0.4’liikk konsantrasyonlarda elde edilen degerler
birbirine ¢cok yakin olmus ve konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak

onemli bulunmamistir (Cizelge 4.2).

KSEKO orani iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi, kullanilan miktara gore
degisiklik gostermesi nedeniyle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok énemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1). Her uygulama siiresine gore EMS miktarinin etkisi
karsilagtirildiginda tiim uygulama siirelerinde en yiiksek KSEKO oranit kontrol
uygulamalarindan elde edilmistir. En diisitk KSEKO orani ise ESEKO oraninda oldugu
gibi, 2, 6 ve 8 saatlik uygulamalarda %0.2’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulama

stiresinde ise %0.4 konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.2).

3) Cevap veren embriyogenik kallus orani

Kok ve stirgline sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kalluslar cevap veren
embriyogenik kallus olarak degerlendirilmistir. Cevap veren embriyogenik kallus orani
eksplant sayisina, kallus sayisina ve embriyogenik kallus sayisina gore ii¢ sekilde
degerlendirilmistir. Embriyogenik kalluslar hormonsuz ortama konulduktan yaklasik 6-
8 gilin sonra cevap veren embriyogenik kalluslar olusmaya baslamistir. Cevap veren
embriyogenik kalluslarin biiyiikliigii EMS’nin hem uygulama siiresine hem de
konsantrasyonuna gore farklilik gostermistir. Nitekim, 2 saatlik uygulama siiresinde
cevap veren embriyogenik kalluslarin boyutu %0.3’liik konsantrasyonda en biiyiik
olmus, bunu azalan sira ile %0.1, %0.4 ve %0.2’lik konsantrasyonlar izlemistir. Buna

karsin, 4 saatlik uygulama siiresinde cevap veren embriyogenik kalluslarin biiytikligi
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bakimindan konsantrasyonlara gore goriilebilir bir farklilik olusmamustir. Diger taraftan,
6 saatlik uygulama siiresinde en biiylik cevap veren embriyogenik kalluslar %0.4’liik
konsantrasyonda, 8 saatlik uygulama siiresinde ise %0.3’liikk konsantrasyonunda
olusmustur (Sekil 4.3). Cevap veren embriyogenik kalluslar 15 giin boyunca bu ortamda

tutularak gelismeleri saglanmistir.
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a7

Sekil 4.3. EMS’nin farkl siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap veren
embriyogenik kalluslarin gériintimleri.

(1) kontrol, (2) 2 saat + %0.1, (3) 2 saat + %0.2, (4) 2 saat + %0.3, (5) 2 saat + %0.4, (6) 4 saat + %0.1,
(7) 4 saat + %0.2, (8) 4 saat + %0.3, (9) 4 saat + %0.4, (10) 6 saat + %0.1, (11) 6 saat + %0.2, (12) 6 saat
+ %0.3, (13) 6 saat + %0.4, (14) 8 saat + %0.1, (15) 8 saat + %0.2, (16) 8 saat + %0.3 ve (17) 8 saat +
%0.4 konsantrasyonlarda cevap veren embriyogenik kalluslarin goriintimleri.
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a. Eksplant sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (ESCEK) orani

ESCEK orani iizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok dnemli (P<0.01) etki olusturmustur (Cizelge 4.1).

Ortalamalar esas alinarak uygulama siliresine gore degerlendirildiginde en yiiksek
ESCEK oran1 %82.80 ile 6 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu %72.40 ile 2 saat ve
%71.60 ile 8 saatlik uygulamalar izlemistir. Bu karakter bakimindan 4 saatlik uygulama

%62.80 ile son sirada yer almistir (Cizelge 4.2).

Ortalamalar bakimindan konsantrasyonlar karsilastirildiginda, en yiiksek ESCEK orani
kontrolde (%98.50), en diisiik ise %0.2’lik konsantrasyonda (%61.25) elde edilmistir.
Diger taraftan, ESCEK oran1 %0.1’lik konsantrasyonda %65.25, %0.2’lik
konsantrasyonda 61.25, %0.3’liik konsantrasyonda 70.00 ve %0.4’liik konsantrasyonda
67.00 olumustur. Bununla birlikte %0.3 ve 9%0.4’liikk konsantrasyonlar arasindaki

farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta yer almislardir (Cizelge 4.2).

ESCEK orani iizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1). En yiiksek ESCEK
orani tiim siirelerde kontrol uygulamasindan elde edilmistir. En diisiik ESEKO orani ise
2, 4, 6 ve 8 sattlik uygulamalarda sirasiyla, %0.2, %0.1, %0.2 ve %0.2’lik

konsantrasyonlarinda elde edilmistir (Cizelge 4.2).

b. Kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (KSCEK) orani

KSCEK orani lizerine mutagenin hem uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile hem de bu

iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1).
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Ortalamalar esas alimarak uygulama siiresine gore degerlendirildiginde en yiiksek
EKSCEK oran1 6 saatlik uygulamada %486.53 iken, bu oran 2 saatlik uygulamada
%72.39’a, 8 saatlik uygulamada 73.53’e¢ ve 4 saatlik uygulamada %64.33’e kadar
diismiistiir. Bununla birlikte 2 ve 4 saatlik uygulama siireleri arasindaki farkliliklar

Oonemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta yer almislardir (Cizelge 4.2).

Ortalamalar esas alindiginda, kontrolde %98.50 olan KSCEK orani, %0.1°lik
konsantrasyonda  %67.00’ye, 9%0.2’lik  konsantrasyonda %63.23’e, %0.3’liik
konsantrasyonda 72.79’a ve %0.4’liik konsantrasyonda %69.47’ye diismiistiir. Bununla
birlikte %0.1 ve %0.2 ve yine %0.3 ve %0.4’liik konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar

Oonemsiz olup, istatistiksel olarak ayn1 grupta yer almislardir (Cizelge 4.2).

KSCEK orani iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi, kullanilan miktara gore
degisiklik gostermesi nedeniyle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok énemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1). Her uygulama siiresine gore EMS miktariin etkisi
karsilagtirildiginda tiim uygulama siirelerinde en yiliksek KSCEK oran1 kontrol
uygulamalarindan elde edilmistir. En diisiik KSCEK oran1 ise ESCEK oraninda oldugu
gibi, 2, 6 ve 8 saatlik uygulamalarda %0.2’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulama

stiresinde ise %0.1’lik konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.2).

c. Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (EKSCEK)
orani

EKSCEK orani iizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) etki olusturmustur (Cizelge 4.1).

Ortalamalar esas alinarak uygulama siiresine gore degerlendirildiginde en yiiksek
EKSCEK orani1 6 saatlik uygulamada %94.63 olan, 2 saatlik uygulamada %94.54’¢, 8
saatlik uygulamada %93.02’ye diismiis, ancak bu uygulama siiresi arasindaki farkliliklar
onemsiz olmustur. Diger taraftan EKSCEK orani 4 saatlik uygulamada %68.53’e kadar
diismiistiir (Cizelge 4.2).
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Ortalamalar esas alinarak degerlendirildiginde, en yiiksek EKSCEK oraninin (%98.50)
kontrolde (%0), en diisiik ise (%83.10) %0.2’lik konsantrasyonda gerceklestigi tespit
edilmistir. Diger taraftan, EKSCEK oran1 %0.2’lik konsantrasyonda %85.21, %0.3’liik
konsantrasyonda 87.97 ve %0.4’liikk konsantrasyonda %83.64 olmustur (Cizelge 4.2).

EKSCEK orani lizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1). En yiiksek EKSCEK orani tiim siirelerde
kontrol uygulamasinda elde edilmistir. En diisiik EKSCEK orani ise 2 ve 8 sattlik
uygulamalarda %0.2°1ik  konsantrasyonda; 4 saatlik uygulamada %0.2’lik
konsantrasyonda; 6 saatlik uygulamada %0.1’lik konsantrasyonda elde edilmistir
(Cizelge 4.2).

4) Cevap veren somatik embriyo sayisi

Cevap veren somatik embriyo sayisi, eksplant sayisina, eksplantlardan meydana gelen
kallus sayisina ve embriyogenik kallus sayisina gore olmak {lizere ¢ sekilde
degerlendirilmistir. Embriyogenik kalluslar hormonsuz ortama konulduktan yaklagik 2-
3 giin sonra cevap veren somatik embriyolar daha net bir sekilde goriilmeye baslamistir.
Cevap veren somatik embriyolarin biiyiikligli EMS’nin hem uygulama siiresine hem de
konsantrasyonuna gore farklilik gostermistir. Nitekim, 2 saatlik uygulama siiresinde
cevap veren somatik embriyolarin boyutu EMS’nin %0.3’liik konsantrasyonda en
biiylik olmus, bunu azalan sira ile %0.2, %0.4 ve %0.1’lik konsantrasyonlar izlemistir.
Buna karsin, 4 saatlik uygulama siiresinde cevap veren somatik embriyolarin boyutu
9%0.4’liikk konsantrasyonda en biiyiik olmus, bunu azalan sira ile %0.3, %0.2 ve %0.1’lik
konsantrasyonlar izlemistir. 6 saatlik uygulama siiresinde cevap veren somatik
embriyolarin biiyiikliigii bakimindan konsantrasyonlara goére goriilebilir bir farklilik
olusmamistir. Buna karsin 8 saatlik uygulama siiresinde en biiylik somatik embriyolar
9%0.3’liikk konsantrasyonda olusmustur (Sekil 4.4). Cevap veren somatik embriyolar 15
giin siire ile hormonsuz ortamda tutulduktan sonra 0.5 ng/l TDZ igeren rejenrasyon

ortamina aktarilmig ve gelismeleri saglanmistir.
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an

Sekil 4.4. EMS’nin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap veren

somatik embriyolarin (ok isareti ile gosterilmistir) ve rejenere bitkilerin goriintimleri.

(1) kontrol, (2) 2 saat + %0.1, (3) 2 saat + %0.2, (4) 2 saat + %0.3, (5) 2 saat + %0.4, (6) 4 saat + %0.1,
(7) 4 saat + %0.2, (8) 4 saat + %0.3, (9) 4 saat + %0.4, (10) 6 saat + %0.1, (11) 6 saat + %0.2, (12) 6 saat
+ %0.3, (13) 6 saat + %0.4, (14) 8 saat + %0.1, (15) 8 saat + %0.2, (16) 8 saat + %0.3 ve (17) 8 saat +
%0.4 konsantrasyonlarda cevap veren somatik embriyolarin (ok isareti ile gosterilmistir) ve rejenere
bitkilerin gortiniimleri.
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a. Eksplant Sayisina Gore Cevap Veren Somatik Embriyo (ESCSE) Sayisi

ESCSE sayisi tizerine etil metansiilfonatin uygulama stiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1).

Ortalamalar esas alinarak uygulama siliresine gore degerlendirildiginde en yiiksek
ESCSE sayis1 8.76 adet ile 2 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu 6.60 adet ile 8 saat
ve 6.16 adet ile 4 saatlik uygulamalar izlemistir. Bu karakter bakimindan 6 saatlik

uygulama 5.58 adet ile son sirada yer almistir (Cizelge 4.2).

Konsantrasyonlarin kendi icerisindeki ortalamalar1 esas alindiginda, ESCSE sayisi
bakimindan ilk sirada 8.25 adet ile kontrol grubun yer aldigi, bunu 6.96 adet ile %0.3,
6.32 adet ile %0.4 ve 6.31 adet %0.2’lik konsantrasyonlarin izledigi ve bu karakter
bakimindan son sirada 9%0.1’lik konsantrasyonun (6.05 adet) bulundugu tespit edilmistir

(Cizelge 4.2).

ESCSE sayist iizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresinin etkisi, kullanilan miktara
gore degisiklik gOstermesi nedeniyle uygulama siiresi X konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1). Her uygulama siiresine gore EMS
konsantrasyonunun miktarinin etkisi karsilastirildiginda, en yiliksek ESCSE sayisi, 2
saatlik uygulamanin tiim konsantrasyonlar1 arasinda farklilik gosterilmemis, ancak 4 ve
6 ve 8 saatlik uygulamalarda kontrol konsantrasyonda elde edilmistir. En diisiik ESCSE
sayist ise 2, 4 ve 6 ve 8 saatlik uygulamalarda sirasiyla %0.1, %0.1, %0.2 ve %0.4’lik
konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.2).

b. Kallus Sayisina Gore Cevap Veren Somatik Embriyo (KSCSE) Sayisi

KSCSE sayisi lizerine EMS’nin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1).
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Ortalamalar esas alimarak uygulama siiresine gore degerlendirildiginde en yiiksek
KSCSE sayis1 8.76 adet ile 2 saatlik uygulama siiresinden elde edilmis, bunu 6.78 adet
ile 8 saat ve 6.31 adet ile 4 saatlik uygulamalar izlemistir. Bu karakter bakimindan 6

saatlik uygulama 5.83 adet ile son sirada yer almistir (Cizelge 4.2).

Ortalama dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirilme yapildiginda, en
yiiksek KSCSE sayisinin 8.25 adet ile kontrol grupta tespit edilmis, bunu 6.18 adet ile
%0.1°lik, 6.49 adet ile %0.2°1lik, 7.19 adet ile %0.3’lik ve 6.51 adet ile %0.4’liik

konsantrasyonlar izledigi goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

KSCSE sayisi iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1). Her uygulama siiresine gore EMS
konsantrasyonunun miktarinin etkisi karsilastirildiginda, en yiiksek ESCSE sayisi, 2
saatlik uygulamanin tiim konsantrasyonlar1 arasinda farklilik gosterilmemis, ancak 4 ve
6 saatlik uygulamalarda EMS’nin kontrol uygulamalarindan elde edilmis, ancak 8
saatlik uygulama siiresinin %0.2’lik konsantrastyonda elde edilmistir. En diisiik ESCSE
sayisi ise 2, 4 ve 6 ve 8 saatlik uygulamalarda sirastyla %0.1, %0.1, %0.2 ve %0.4’lik
konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.2).

c. Embriyogenik Kallus Sayisina Gore Cevap Veren Somatik Embriyo (EKSCE)
Sayisi

Etil metansiilfonatin uygulama siiresi EKSCE sayisin1 ¢ok onemli (P<0.01) derecede
etkilemis, buna karsin konsantrasyonun etkisi Onemsiz, siire x konsantrasyon

interaksiyonu ise ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1).

Ortalamalar esas alinarak uygulama siiresine gore degerlendirildiginde en yiiksek
EKSCE sayis1 12.26 adet ile 2 saatlik uygulama stiresinden elde edilmis, bunu 8.99 adet
ile 8 saat ve 6.82 adet ile 4 saatlik uygulamalar izlemistir. Bu karakter bakimindan 6

saatlik uygulama 6.37 adet ile son sirada yer almistir. Bununla birlikte 4 ve 6 saatlik
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uygulama siireleri arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta

yer almiglardir (Cizelge 4.2).

Ortalamalar esas alindiginda, konsantrasyonlara gore en yliksek EKSCE sayis1 9.27 adet
ile %0.2’lik konsantrasyonda tespit edilmis, bunu 9.01 adet ile %0.3, 8.65 adet ile
%0.4’lik konsantrasyonlar izlemis ve bu uygulamalardan elde edilen degerler kontrol
gruptan elde edilene (8.33 adet) gore daha yiiksek olmustur. Bu karakter bakimindan
son sirada 7.88 adet ile %0.1°lik konsantrasyon yer almistir. Tiim konsantrasyonlar

arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.2).

EKSCE sayis1 iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi, kullanilan miktara gore
degisiklik gostermesi nedeniyle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢cok énemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1). Her uygulama siiresine gore EMS miktarinin etkisi
karsilagtirildiginda uygulama siirelerinde en yiiksek EKSCE sayist 2 ve 8 saatlik
uygulama siirelerinde %0.2’lik konsantrasyonda; 4 ve 6 saatlik uygulama siirelerinde
%0.0 (kontrol) konsantrasyonda elde edilmistir. En diisik EKSCE sayisi, 2 saatlik
uygulama siiresinde kontrol konsantrasyonda; 4 saatlik uygulama siiresinin % 0.1’lik
konsantrasyonda, 6 ve 8 saatlik uygulamalarda ise %0.4’liikk konsantrasyonda elde

edilmistir (Cizelge 4.2).

5) Rejenerasyon etkinligi (RE)

Cevap veren somatik embriyolar rejenerasyon ortamina aktarildiktan 15 gilin sonra
hormonsuz ortama konulmuslar ve burada bir ay siireyle tutulmuslardir. Bu siire
igerisinde somatik embriyolarda kok ve siirgiin olusumlar1 gerceklesmistir (Sekil 4.4).

Rejenerasyon etkinligi cevap veren embriyogenik kallus sayisina gore hesaplanmistir.

Rejenerasyon etkinligi mutagenin hem uygulama siiresinden hem de konsantrasyondan
cok onemli (P<0.01) derecede etkilenmis ayrica bu iki faktor arasindaki interaksiyon da

cok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1).
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Uygulama siiresine gore ortalama rejenerasyon etkinligi dikkate alindiginda, en yiiksek
rejenerasyon etkinliginin 1.29 adet ile 6 saatlik uygulamadan elde edildigi, bunu 1.19
adet ile 2 saatlik, 1.12 adet ile 8 saatlik uygulamalarin izledigi ve bu uygulama siireleri
arasindaki farkliliklarin 6nemsiz oldugu belirlenmistir. Bu bakimdan 4 saatlik

uygulama 0.86 adet ile son sirada yer almasidir (Cizelge 4.2).

Diger taraftan, ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek rejenerasyon etkinliginin 1.44 adet ile %0.4’lik
konsantrasyondan elde edildigi, bunu %0.2 (1.31 adet), %0.3 (1.27 adet) ve %0.1 (0.90
adet)’lik konsantrasyonlarin izledigi, kontrol uygulamasinin ise 0.65 adet ile son sirada
yer aldigr goriilmiistiir. Bununla birlikte %0.2, %0.3 ve %0.4’liikk konsantrasyonlar
arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta yer almislardir

(Cizelge 4.2).

RE iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok dnemli (P<0.01)
olmustur (Cizelge 4.1). Her uygulama siiresine gore EMS konsantrasyonunun
miktarinin etkisi karsilagtirlldiginda, en yiikksek RE, 2 saatlik uygulama siiresinin
%0.2’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulama siiresinin %0.1’lik konsantrasyonda; 6
saatlik uygulamanin %0.4’liikk konsantrasyonda ve 8 saatlik uygulama siiresi ise
%0.3’lik konsantrasyonda elde edilmistir. En diisiik RE ise 2, 4 ve 6 ve 8 saatlik
uygulamalarda sirastyla 9%0.0, %0.3, %0.0 ve %0.1’lik konsantrasyonda elde edilmistir
(Cizelge 4.2 ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Olgun embriyolara farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasinin rejenerasyon
etkinligi lizerine etkileri.

6) Bitki sayis1 (BS)

Kok ve siirgiin olusturan somatik embriyolar 30 giin boyunca hormonsuz ortam iceren

magenda kutularinda tutularak gelismeye birakilmiglardir (Sekil 4.6). Rejenere

bitkilerin farkli ortamlarda goriiniimleri; bitkilerin saksilara aktarilmasi ve aklimasyona

alinmasi, bitkilerin aklimasyon sonrasi goriiniimiiler, bitkilerin saksilarda goriiniimleri

ve topraga aktarilmis bitkilerin goriiniimleri sekil 4.7°da gosterilmistir.
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(1) (2) ©) (4)

Sekil 4.6. EMS’nin bazi siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen bitkiciklerin
magendada goriiniimleri.

(d)

Sekil 4.7. Rejenere bitkilerin farkli ortamlarda goriiniimleri.

a) bitkilerin saksilara aktarilmasi ve aklimasyona alinmasi, b) bitkilerin aklimasyon sonrasi gériiniimiiler,
c) bitkilerin saksilarda goriiniimleri, d) topraga aktarilmis bitkilerin goriiniimleri.

Rejenere bitki sayisi {izerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) etki olusturmustur (Cizelge 4.1).
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Ortalamalar esas alinarak uygulama siiresine gore degerlendirildiginde en yiiksek bitki
sayist 8.10 adet ile 6 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu 7.82 adet ile 2 saat, 7.22
adet ile 8 saatlik uygulamalar izlemistir. Bu karakter bakimindan 4 saatlik uygulamasi

6.64 adet ile son sirada yer almistir (Cizelge 4.2).

Ortalama dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirilme yapildiginda, en
yiiksek bitki sayisinin 9.06 adet ile %0.3’liik konsantrasyondan elde edildigi, buna %0.1
(5.93 adet), %0.2 (8.35 adet), %0.4 (7.30 adet) ve kontrol (6.58 adet)
konsantrasyonlarin izledigi goriilmistiir. Bununla birlikte %0.0 ve %0.1’lik
konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta yer

almiglardir (Cizelge 4.2).

BS iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi, kullanilan miktara gore degisiklik
gostermesi nedeniyle uygulama siiresi X konsantrasyon interaksiyonunun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1). Her uygulama siiresine gore EMS
konsantrasyonunun miktarinin etkisi karsilastirildiginda, en yiiksek BS, 2 ve 8 saatlik
uygulama siirelerinde %0.3°liik uygulama konsantrasyonunda, 4 saatlik uygulama
sliresinin mutagenin %0.2°1ik, 6 saatlik uygulamanin %0.4’lik konsantrasyonda elde
edilmistir. En diisiik BS ise 2, 4 ve 6 ve 8 saatlik uygulamalarda sirasiyla %0.1, %0.4,
%0.0 ve %0.1°1lik konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Olgun embriyolara farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasinin bitki sayist
tizerine etkileri.

7) Optimum dozun (LDs) tespit edilmesi

Kimyasal mutagenlerin optimum konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin
belirlenmesinde LDsg (letal doz) kriteri esas alinmustir. /n vitro c¢alismalarda
rejenerasyon etkinligi ve elde edilen bitki sayis1 cok onemli karakterler olup, doku
kiiltiirinlin basarist bunlara gore degerlendirilmektedir. Bu nedenle burada LDsy degeri
bu iki karaktere gore ayri ayr1 belirlenmistir. Buna gore, hem rejenerasyon etkinligi hem
de bitki sayist i¢cin LDsg degeri ayni uygulamadan elde edilmis olup bu EMS’nin
%0.1’lik konsantrasyonunun § saat siire ile muamele edildigi uygulamadir (Cizelge 4.2

ve Sekil 4.5 ve Sekil 4.8).

8) EMS uygulamasindan sonra incelenen doku Kiiltiirii karekterler arasindaki
korelasyonlar

Incelenen karekterler arasindaki iliskiler Cizelge 4.3’de verilmistir. incelenen
karekterlerden KO orani ile ESCSE orani (r=0.24); ESEKO orani1 ile KSEKO (r=0.95),
ESCEK (r=0.56) ve KSCEK (r=0.52) oranlar;; KSEKO oran ile ESCEK (r=0.54) ve
KSCEK (r=0.57) oranlari; ESCEK oram ile KSCEK (r=0.97) ve EKSCEK (r=0.69)
oranlari; KSCEK orami ile EKSCEK (r=0.69) orani; EKSCEK oran1 ile ESCSE
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(r=0.24), KSCSE (r=0.25) ve EKSCE (r=0.24) oranlari; ESCSE sayis1 ile KSCSE
(r=0.99) ve EKSCE (r=0.84) sayilari; KSCSE sayisi ile EKSCE (r=0.83) sayis1; EKSCE
sayisi ile RE (r=0.23) ve RE ile BS (r=0.67) arasindaki iliskiler olumlu ve ¢ok énemli
(p<0.01) olmustur. Ayrica, KO ile EKSCE (r=0.17) ve EKSCE ile BS (r=0.16)

arasindaki iligkilerin olumlu ve 6nemli oldugu tespit edilmistir.



Cizelge 4.3. Olgun embriyolara farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait
korelasyon katsayilari.

KO ESEKO KSEKO ESCEK KSCEK EKSCEK ESCSE KSCSE EKSCE RE BS
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (adet) (adet) (adet) (adet) (adet)
KO 1
ESEKO 0.10 1
KSEKO -0.21 0.95" 1
ESCEK 0.04 0.56" 0.54™ 1
KSCEK -0.19 0.52" 057" 0.97” 1
EKSCEK -0.04 -0.20 -0.18 0.69" 0.69™ 1
ESCSE 0.24™ -0.20 -0.27 0.05 0.00 0.24™ 1
KSCSE 0.10 -0.22 -0.24 0.05 0.02 0.25" 0.99” 1
EKSCE 0.17" -0.66 -0.69 -0.28 -0.31 0.24™ 0.84” 0.83" 1
RE -0.01 -0.33 -0.32 -0.27 -0.25 -0.05 -0.02 -0.01 0.23" 1
BS 0.05 -0.07 -0.08 0.06 0.05 0.13 0.12 0.11 0.16" 0.67" 1

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde dnemlidir.

g8
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4.1.1.b. Olgun embriyo kiiltiiriine sodyum azitin (NaN3) etkileri

1) Kallus olusum (KO) orani

Eksplantlar ortama konulduktan yaklasik 8-12 giin sonra kalluslar olusmaya baglamistir.
Mutagen uygulama siiresinin kisa ve konsantrasyonlarin diisiik oldugu uygulamalarda
kalluslar morfolojik olarak  biiyiikk ve siki yapili iken, uygulama siiresi ve
konsantrasyonu arttikca daha sulu olmuslar ve kii¢ciilmeler meydana gelmistir. Nitekim
1 saatlik uygulama siiresinde NaN3’lin tiim konsantrasyonlarinda kallus olusumunda
morfolojik olarak onemli bir farklilhik gozlenmemistir. 1 mM’lik konsantrasyonda
kalluslar biiyilk ve siki iken, diger tiim konsantrasyonlarda hafif sulu yapida
olmuglardir. 2, 3 ve 4 saatlik uygulama siirelerinde 1, 2, 3 ve 4 mM’lik
konsantrasyonlarda kallus yapisinda farkliliklar gézlemlenmistir. 3 saatlik uygulamada
4 mM’lik konsantrasyonda kallus olusmamis, ayn sekilde 4 saatlik uygulamanin 2 mM,
3 mM, 4 mM’lik konsantrasyonlarinda kallus olusmamustir (Sekil 4.9). Kalluslar 30 giin

boyunca bu ortamda tutularak gelismeleri saglanmistir.
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Sekil 4.9. Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen kalluslarin
goriintimleri.

(1) kontrol, (2) 1 saat + 1 mM, (3) 1 saat + 2 mM, (4) 1 saat + 3 mM, (5) 1 saat + 4 mM, (6) 2 saat + 1
mM, (7) 2 saat + 2 mM, (8) 2 saat + 3 mM, (9) 2 saat + 4 mM, (10) 3 saat + 1 mM, (11) 3 saat + 2 mM,
(12) 3 saat + 3 mM, (13) 3 saat + 4 mM, (14) 4 saat + 1 mM, (15) 4 saat + 2 mM, (16) 4 saat + 3 mM ve
(17) 4 saat + 4 mM konsantrasyonlarda kalluslarin goriiniimleri.
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KO orani iizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4).

Uygulama siiresi uzadikga KO orani azalmistir. Ortalamalar esas alinarak uygulama
stiresine gore degerlendirildiginde en yiiksek KO orami 1 saatlik uygulamada %100.00
iken, bu oran 2 saatlik uygulamada %91.40’a, 3 saatlik uygulamada 57.60’a ve 4 saatlik
uygulamada %39.60’a kadar diismiistiir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5°da goriilecegi gibi uygulama konsantrasyonu arttikca kallus olusum orani
azalmistir. Ortalamalar esas alinarak degerlendirildiginde, en yiiksek KO oraninin
(%99.00) kontrolden (0 mM) elde edilmis, bunu azalan sira ile 1 mM (%96.75) 2 mM
(%71.00), 3 mM (%52.50) ve 4 mM’lik (%41.50) konsantrasyonlar izlemistir (Cizelge
4.5).

KO oram tizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi, kullanilan miktara goére
degisiklik gostermesi nedeniyle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢cok 6nemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4). Her uygulama siiresine gore sodyum azit
konsantrasyonunun miktarinin etkisi karsilagtirildiginda, en yiiksek KO orani, 1 saatlik
uygulamanin tiim konsantrasyonlari1 arasinda farklilik gostermemis, ancak 2 saatlik
uygulamda 1 ve 2 mM’lik konsantrasyondan, 3 saatlik uygulama siiresinde 0 mM
konsantrasyondan ve 4 saatlik uygulamalarda 1 mM’lik uygulamasindan elde edilmistir.
En diisiik KO orani ise, yine 1 saatlik uygulamanin tiim konsantrasyonlar1 arasinda
farklilik goriilmemis, ancak 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde 4 mM’lik
konsantrasyondan, 4 saatlik uygulamada ise 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonlardan elde
edilmistir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.4. Olgun embriyolara farkl: siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere

ait varyans analizi sonuglart.

Varyasyon Kareler ortalamasi
Kaynag SD KO ESEKO KSEKO ESCEK KSCEK EKSCEK ESCSE KSCSE EKSCE RE BS
Siire (saat) 3 40289.83** 30537.33** 35390.73** 29811.16** 36930.09** 42197.36** 43.17** 53.45** 67.52** 38.59**  256.27**
Konsantrasyon
(M) 4 26529.50** 35631.25** 32495.02** 43078.00** 39363.72** 27107.32** 448.72** 439.00** 413.33** 34 134.60**
m
Siire x
12 8469.83** 3146.91** 3439.26** 2628.66** 2610.93** 3884.01** 3.85%* 3.53** 4.14** 4.60* 21.24**
Konsantrasyon
Hata 180 106.39 138.33 1294 72.28 85.95 200.45 1.06 1.13 131 2.2 8.69
Toplam 200

*, p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.5. Olgun embriyolara farkl siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere

ait veriler.
Siire (saat) Konsantrasyon KO ESEKO  KSEKO ESCEK KSCEK EKSCEK  ESCSE KSCSE EKSCE RE BS
(mM) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (adet) (adet) (adet) (adet) (adet)
0 100.00 100.00 ° 100.00 ° 100.00 ° 100.00 ® 100.00 ° 8.33° 8.33° 8.33° 0.66 6.60
1 100.00 86.00° 86.00° 37.00° 37.00° 42.63° 0.91° 0.91° 1.03° 2.10 7.60
n 2 100.00 64.00°¢ 64.00 ¢ 24.00° 24.00°¢ 38.11° 0.44° 0.44° 0.69° 2.76 5.50
3 100.00 51.00°¢ 51.00°¢ 16.00 ¢ 16.00 ¢ 35.14° 0.19° 0.19° 0.42° 2.75 3.90
4 100.00 61.00 ¢ 61.00 ¢ 22.00°¢ 22.00°¢ 37.38° 0.33" 0.33° 0.56° 1.72 3.70
Ortalama 100.00 A* 72.40 8 72.39 8 39.80 8 39.80 8 50.65 B 2.048 2048 2218 1.994 5464
0 99.00 2 98.002 98.002 98.002 98.002 98.00 8.32°2 8.32° 8.32° 0.64° 6.70
1 100.002 95.00° 95.00° 87.00° 87.00 ™ 91.67 3.13° 3.13° 3.30° 1.65%® 5.60
) 2 100.00 95.002 95.00° 91.00 ® 91.00 ® 95.89 3.18° 3.18° 3.35° 2.22° 7.50
3 92.002 76.00° 82.87° 72.00°¢ 78.40 ¢ 94.40 2.56° 2.81% 3.45° 1.25® 4.90
4 66.00° 44.00 ¢ 68.97 ¢ 40.00 ¢ 64.47 ¢ 92.67 1.13°¢ 1.94°¢ 2.71° 2.64° 5.00
Ortalama 91.408 81.60 ~ 87.97 A 77.60 4 83.77 4 94,52 A 3.66”° 3.874 4234 1.684 5944
0 99.002 98.002 98.002 98.002 98.002 98.002 8.28°2 8.28° 8.28° 0.652 6.50°
1 87.00° 56.00 ° 64.50° 24.00° 28.25° 4431 % 042" 0.42° 0.55° 0.782 2.80°
3 2 84.002 28.00 ¢ 3371°¢ 17.00° 20.25° 52.16° 0.21° 0.25° 0.63° 030%® 050°
3 18.00 ° 11.00¢ 5.71¢ 7.00°¢ 571°¢ 28.33°¢ 0.06° 0.04" 0.19° 0.00° 0.00°¢
4 0.00°¢ 0.00¢ 0.00¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00¢ 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.00°¢
Ortalama 57.60 © 38.60 © 40.38 © 29.20 € 30.44 ¢ 44,56 © 1798 1798 1.93 8¢ 0.348 1.96°
0 98.00° 98.00° 98.002 98.002 98.002 98.002 8.10° 8.10° 8.10° 0.652 6.50°
1 100.002 59.00° 59.00° 18.00° 18.00° 31.52° 0.21° 0.21° 0.36° 0.982 1.70°
4 2 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.00°¢
3 0.00°¢ 0.00° 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.00°
4 0.00°¢ 0.00° 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.00°
Ortalama 39.60 ° 31.40° 31.40° 23.20° 23.20° 25.90 ° 1.66° 1.66° 1.69 € 0.32° 1648
Konsantrasvon 0 99.00 A 98.50 A 98.50 A 98.50 A 98.50 A 98.50 A 8.254 8.25° 8.25° 0.65 6.57 4~
Ortalam;’ 1 96.75 A 74.008 76.128 41508 42568 52.53B 1.16°8 1168 1318 1.38 4428
(mM) 2 71.00 B 46.75°€ 48.17°¢ 33.00°¢ 3381° 46.54 B 0.958 0.96 B¢ 1178 1.32 3.37°8¢
3 52.50 ¢ 3450° 34.89° 23.75° 25.02° 39.47°¢ 0.70 B¢ 0.76 B¢ 1.018 1.00 2.20°¢
4 4150° 26.25F 32.49° 1550 & 21.61° 3251° 0.36 ¢ 0.56 ¢ 0.81°8 1.08 217°¢
LDs, degeri 49.50 49.25 49.25 49.25 49.25 49.25 412 412 412 0.32 3.28

! Ayn1 siitunda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Snemsizdir.
2. Her bir uygulama siieresi icin aym siitunda ayn1 kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

06



91

2) Embriyogenik kallus olusum orani

Sert dokulu, dagilabilir 6zellikte, siki yapili ve krem renkli kalluslar embriyogenik
kallus; beyaz ve sulu yapili kalluslar ise embriyogenik olmayan kallus olarak
degerlendirilmistir. Embriyogenik kallus olusum oran1 kiiltiire alinan eksplant sayisina
gore ve kallus sayisina gore olmak lizere iki sekilde degerlendirilmistir. Kalluslar
hormonsuz ortama konulduktan yaklasik 14 giin sonra embriyogenik kalluslar olugsmaya
baslamistir. Embriyogenik kalluslarin biiyiikliigii sodyum azitin hem uygulama siiresine
hem de konsantrasyonuna gore farklilik gostermistir. Nitekim, 1 saatlik uygulama
stiresinde embriyogenik kalluslarin boyutu 1 mM’lik konsantrasyonda en biiylik olmus,
bunu azalan sira ile 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Diger taraftan, 2
saatlik uygulama siiresinde embriyogenik kalluslarin boyutu 1 ve 2 mM’lik
konsantrasyonlarda en biiylik olmus, bunu azalan swra ile 3 ve 4 mM’lik
konsantrasyonlar izlemistir. Buna karsin, 3 saatlik uygulama siiresinde embriyogenik
kalluslarin boyutu 1 mM’lik konsantrasyonda en biiyiik olmus, bunu azalan sira ile 2, 3
ve 4 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Diger taraftan, 4 saatlik uygulama siiresinde
en biiylik embriyogenik kalluslar I mM’lik konsantrasyonunda olusmustur (Sekil 4.10).

Embriyogenik kalluslar 15 giin boyunca bu ortamda tutularak gelismeleri saglanmustir.
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Kallus

olusmamustir Kallus Kallus
$ $ olugmamistir olusmamustir
(13) (15) (16)
Kallus
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17

Sekil 4.10. Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen

embriyogenik kalluslarin goriiniimiimleri.

(1) kontrol, (2) 1 saat + 1 mM, (3) 1 saat + 2 mM, (4) 1 saat + 3 mM, (5) 1 saat + 4 mM, (6) 2 saat + 1
mM, (7) 2 saat + 2 mM, (8) 2 saat + 3 mM, (9) 2 saat + 4 mM, (10) 3 saat + 1 mM, (11) 3 saat + 2 mM,
(12) 3 saat + 3 mM, (13) 3 saat + 4 mM, (14) 4 saat + 1 mM, (15) 4 saat + 2 mM, (16) 4 saat + 3 mM ve
(17) 4 saat + 4 mM konsantrasyonlarda meydana gelen embriyogenik kalluslarin goriiniimiimleri.
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a. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum (ESEKQ) orani

ESEKO orani {izerine mutagen uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok dnemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4).

Uygulama stiresi uzadikga ESEKO azalmistir. Ortalamalar esas alinarak uygulama
siiresine gore degerlendirildiginde en yiiksek ESEKO orani (%81.60) 2 saatlik
uygulamadan elde edilmis, bunu azalan sira ile 1 saat (%72.40), 3 saat (%38.60) ve 4
saatlik (%31.40) uygulama siireleri izlemistir (Cizelge 4.5).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yiiksek
ESEKO oraninin kontrolde (%98.50), en diisiik ise 4 mM’lik konsantrasyonda (%26.25)
gerceklestigi belirlenmis, bunu azalan sira ile 1 mM (%74.00), 2 mM (%46.75) ve 3
mM’lik (%34.50) konsantrasyonlar izlemistir (Cizelge 4.5).

ESEKO orant iizerine sodyum azitinin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik goOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok dnemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek ESEKO
orani tiim siirelerde kontrol uygulamasinda elde edilmistir. En diisiik ESEKO orani ise 1
saatlik uygulamda 3 mM’lik konsantrasyonda, 2 ve 3 sattlik uygulamalarda 4 mM’lik
konsantrasyonda; 4 saatlik uygulamada 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda

uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.5).

b. Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum (KSEKO) orani

Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumunda oldugu gibi, kallus sayisina
gore embriyogenik kallus olusum orani1 bakimindan da hem uygulama siiresi ve
konsantrasyonu hem de bu iki faktor arasindaki interaksiyon c¢ok onemli (P<0.01)

olmustur (Cizelge 4.4).
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NaNs; uygulamasinin siiresi dikkate alindiginda, uygulama siiresinin uzamasina bagl
olarak genel olarak KSEKO orani azalmistir. Ortalama kallus sayisina gore
embriyogenik kallus olusum orani en yiiksek %87.97 ile 2 saatlik uygulamadan elde
edilmis, bunu azalan sira ile 1 saat (%72.39), 3 saat (%40.38) ve 4 saatlik (%31.40)

uygulama stireleri izlemistir (Cizelge 4.5).

Ortalamalar bakimindan konsantrasyonlar karsilagtirildiginda, en yiiksek KSEKO orani
kontrolde (%98.50), en diisiik ise (%32.49) 4 mM’lik konsantrasyonda gerceklesmis,
bunu azalan sira ile 1 mM (%76.12), 2 mM (%48.18) ve 3 mM’lhik (%34.89)
konsantrasyonlar izlemistir. Bununla birlikte 3 ve 4 mM’lik uygulama
konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta

yer almiglardir (Cizelge 4.5).

KSEKO oran1 iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farkliik gOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek KSEKO
orant ESEKO orani gibi tiim siirelerde kontrol uygulamasinda elde edilmistir. En diisiik
KSEKO orani ise 1 saatlik uygulamda 3 mM’lik konsantrasyonda; 2 ve 3 sattlik
uygulamalarda 4 mM’likkonsantrasyonda; 4 saatlik uygulamada ise 2, 3 ve 4 mM’lik
konsantrasyondan elde edilmistir (Cizelge 4.5).

3) Cevap veren embriyogenik kallus oram

Kok ve siirgiine sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kalluslar cevap veren
embriyogenik kallus olarak degerlendirilmistir. Cevap veren embriyogenik kallus orani
eksplant sayisina, kallus sayisina ve embriyogenik kallus sayisina gore iic sekilde
degerlendirilmistir. Embriyogenik kalluslar hormonsuz ortama konulduktan yaklasik 8-
14 giin sonra cevap veren embriyogenik kalluslar olusmaya baslamistir. Cevap veren
embriyogenik kalluslarin biiyiikliigli NaN3z’iin hem uygulama siiresine hem de
konsantrasyonuna gore farklilik gostermistir. Niketim, 1 saatlik uygulama siiresinde

cevap veren embriyogenik kalluslarin boyutu 1 mM’lik konsantrasyonda en biiyiik
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olmus, bunu azalan sira ile 2 , 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Buna karsin, 2
saatlik uygulama siiresinde cevap veren embriyogenik kalluslarin boyutu, 2 mM’lik
konsantrasyonda en biiyilk olmus, bunu azalan sira ile 1, 3 ve 4 mM’hik
konsantrasyonlar izlemistir. Diger taraftan, 3 ve 4 saatlik uygulama siirelerinde en
biliyiik cevap veren embriyogenik kalluslar 1 mM’lik konsantrasyonda meydana
gelmistir (Sekil 4.11). Cevap veren embriyogenik kalluslar 15 giin boyunca bu ortamda

tutularak gelismeleri saglanmistir.
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Kallus I Kallus
olusmamustir Kallus olusmamustir
olugmamistir
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Kallus
olusmamustir
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Sekil 4.11. Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap
veren embriyogenik kalluslarin goriintimleri.

(1) kontrol, (2) 1 saat + 1 mM, (3) 1 saat + 2 mM, (4) 1 saat + 3 mM, (5) 1 saat + 4 mM, (6) 2 saat + 1
mM, (7) 2 saat + 2 mM, (8) 2 saat + 3 mM, (9) 2 saat + 4 mM, (10) 3 saat + 1 mM, (11) 3 saat + 2 mM,
(12) 3 saat + 3 mM, (13) 3 saat + 4 mM, (14) 4 saat + 1 mM, (15) 4 saat + 2 mM, (16) 4 saat + 3 mM ve
(17) 4 saat + 4 mM konsantrasyonlarda cevap veren embriyogenik kalluslarin gériiniimiimleri.
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a. Eksplant sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (ESCEK) orani

ESCEK orani lizerine sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4).

Ortalamalar bakimindan siireleri karsilagtirildiginda, eksplant sayisina gore cevap veren
embriyogenik kallus orani 2 satlik uygulamada %77.60 olmus ve bunu azalan sira ile 1
saat (%39.80), 3 saat (%29.20) ve 4 saatlik (%23.20) uygulama siireleri izlemistir
(Cizelge 4.5).

Ortalamalar bakimindan konsantrasyonlar karsilastirildiginda, en yiikksek ESCEK oram
kontrolde (%98.50), en diisiik ise (%15.50) 4 mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir.
Diger taraftan, ESCEK oran1 1 mM’lik konsantrasyonda %41.50, 2 mM’lik
konsantrasyonda %33.00 ve 3 mM’lik konsantrasyonda %23.75 olmustur (Cizelge 4.5).

ESCEK oran1 iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok dnemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek ESCEK
orant ESEKO ve KSEKO oranlar1 gibi tiim siirelerde kontrol uygulamasinda elde
edilmistir. En diisik ESCEK orani ise 1 saatlik uygulamda 3 mM’lik konsantrasyonda;
2 ve 3 sattlik uygulamalarda 4 mM’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulamada ise 2, 3
ve 4 mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.5).

b. Kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (KSCEK) orani

KSCEK orani mutagenin hem uygulama siiresine hem de konsantrasyonu gore c¢ok
onemli (P<0.01) degisim gostermis, ayrica bu iki faktor arasindaki interaksiyon da ¢ok

onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4).
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Ortalamalar bakimindan siireleri karsilastirildiginda, en yiiksek KSCEK orani 2 saatlik
uygulamad (%83.77) iken, bu oran 4 saatlik uygulamada %23.20’ye kadar diismiistiir.
Buna azalan sira ile 1 saat (%39.80) ve 3 saatlik (%30.44) uygulama siireleri izlemistir

(Cizelge 4.5).

Ortalamalar esas aldiginda, kontrolde 9%98.50 olan KSCEK orani, 1 mM’lik
konsantrasyonda %42.56’ya, 2 mM’lik konsantrasyonda %33.81’¢e, 3 mM’lik
konsantrasyonda %25.02’ye ve 4 mM lik’ konsantrasyonda %21.61°e diigmiistiir. Bu
karakter bakimindan 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar 6nemsiz,
digerleri arasindaki farkliliklar ise ¢cok 6nemli olmustur. Bununla birlikte 3 ve 4 mM’lik
uygulama konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak

ayn1 grupta yer almislardir (Cizelge 4.5).

KSCEK oran1 fizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok énemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek KSCEK
oran1 ESEKO, KSEKO, ESCEK oranlar gibi tiim siirelerde kontrol uygulamasinda elde
edilmistir. En diisiitk KSCEK orani ise 1 saatlik uygulamda 3 mM’lik konsantrasyonda;
2 ve 3 sattlik uygulamalarda 4 mM’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulamada ise 2, 3
ve 4 mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.5).

c. Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (EKSCEK)
orani

EKSCEK orani {izerine mutagenin hem uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile hem de

bu iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok dnemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4).

Ortalamalar bakimindan siireleri karsilastirildiginda, 2 saatlik uygulamada %94.52 olan
EKSCEK orani, 1 saatlik uygulamada %50.65¢, 3 saatlik uygulamada %44.56’ya ve 4
saatlik uygulamada %25.90’a diismiistiir (Cizelge 4.5).
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Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yiiksek
EKSCEK oraninin (%98.50) kontrolde (%0), en diisik (%32.51) ise 4 mM’lik
konsantrasyonda gergeklestigi tespit edilmistir. Diger taraftan, EKSCEK oran1 1 mM’lik
konsantrasyonda %52.53, 2 mM’lik konsantrasyonda %46.54 ve 3 mM’lik
konsantrasyonda %39.47 olmustur. Bununla birlikte 1 ve 2 mM’lik uygulama
konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta

yer almiglardir (Cizelge 4.5).

EKSCEK oran1 iizerine sodyum azitin uygulama sliresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek
EKSCEK oran1 ESEKO, KSEKO, ESCEK ve KSCEK oranlar1 gibi tiim siirelerde
kontrol uygulamasinda elde edilmistir. En diisik EKSCEK oram1 ise 1 saatlik
uygulamda 3 mM’lik konsantrasyonda; 2 ve 3 sattlik uygulamalarda 4 mM’lik
konsantrasyonda; 4 saatlik uygulamada ise 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda elde
edilmistir (Cizelge 4.5).

4) Cevap veren somatik embriyo sayisi

Cevap veren somatik embriyo sayisi eksplant sayisina, eksplantlardan meydana gelen
kallus sayisina ve embriyogenik kallus sayisina gore olmak {lizere ¢ sekilde
degerlendirilmistir. Embriyogenik kalluslar, hormonsuz ortama konulduktan yaklasik 2-
3 giin sonra cevap veren somatik embriyolar daha net bir sekilde goriilmeye baslamistir.
Cevap veren somatik embriyolarin biiyiikliigli NaN3’iin hem uygulama siiresine hem de
konsantrasyonuna gore farklilik gostermistir. Niketim, 1 saatlik uygulama siiresinde
cevap veren somatik embriyolarin boyutu 1 mM’lik konsantrasyonda en biiyiik olmus,
bunu azalan sira ile 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Buna karsin, 2 saatlik
uygulama siiresinde cevap veren somatik embriyolarin boyutu 2 mM’hik
konsantrasyonda en biiyilk olmus, bunu azalan sira ile 3, 4 ve 1 mM’hk
konsantrasyonlar izlemistir. Diger taraftan, 3 ve 4 saatlik uygulama siirelerinde en

biiyiikk somatik embriyolar 1 mM’lik konsantrasyonda olusmustur (Sekil 4.12). Cevap
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veren somatik embriyolar 15 giin siire ile hormonsuz ortamda tutulduktan sonra
rejenrasyon ortamina aktarilmis ve gelismeleri saglanmistir. Cevap veren somatik

embriyolar 15 giin siire ile hormonsuz ortamda tutulduktan sonra 0.5 ng/l TDZ igeren

rejenrasyon ortamina aktarilmis ve gelismeleri saglanmistir.

Kallus Kallus Kallus
olusmamustir olugmamistir olusmamustir
(13) (15) (16)
Kallus
olugsmamustir
(17

Sekil 4.12. Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap
veren somatik embriyolarin (ok isareti ile gosterilmistir) ve rejenere bitkilerin
goriiniimleri.

(1) kontrol, (2) 1 saat + 1 mM, (3) 1 saat + 2 mM, (4) 1 saat + 3 mM, (5) 1 saat + 4 mM, (6) 2 saat + 1
mM, (7) 2 saat + 2 mM, (8) 2 saat + 3 mM, (9) 2 saat + 4 mM, (10) 3 saat + 1 mM, (11) 3 saat + 2 mM,
(12) 3 saat + 3 mM, (13) 3 saat + 4 mM, (14) 4 saat + 1 mM, (15) 4 saat + 2 mM, (16) 4 saat + 3 mM ve
(17) 4 saat + 4 mM konsantrasyonlarda cevap veren somatik embriyolarin (ok igareti ile gosterilmistir) ve
rejenere bitkilerin goriiniimleri.
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a. Eksplant sayisina gore cevap veren somatik embriyo (ESCSE) sayisi

ESCSE sayisi iizerine sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4).

Ortalama eksplant sayisina gore cevap veren somatik embriyo sayist en yiiksek 3.66
adet ile 2 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu azalan sira ile 1 saat (2.04 adet), 3
saat (1.79 adet) ve 4 saatlik (1.66 adet) uygulama siireleri izlemistir. Bununla birlikte 3
ve 4 saatlik uygulama siireleri arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak

aym grupta yer almislardir (Cizelge 4.5).

Konsantrasyonlarin kendi igerisindeki ortalamalart esas alindiginda, ESCSE sayis1
bakimindan ilk sirada 8.25 adet ile kontrol grubun yer aldigi, bunu 1.16 adet ile 1 mM,
0.95 adet ile 2 mM ve 0.70 adet 3 mM’lik konsantrasyonlarin izledigi ve bu karakter
bakimindan son sirada 4 mM’lik konsantrasyonun (0.36 adet) bulundugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte 1 ve 2 mM’lik uygulama konsantrasyonlar1 arasindaki

farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta yer almislardir (Cizelge 4.5).

ESCSE sayist lizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok énemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek ESCSE
sayisi, ESEKO, KSEKO, ESCEK ve KSCEK oranlar1 gibi tiim siirelerde kontrol
uygulamasinda elde edilmistir. En diisitk ESCSE sayis1 orani ise 1 saatlik uygulamda 3
mM’lik konsantrasyonda; 2 ve 3 sattlik uygulamalarda 4 mM’lik konsantrasyonda; 4

saatlik uygulamada 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.5).

b. Kallus sayisina gore cevap veren somatik embriyo (KSCSE) sayisi

KSCSE sayist iizerine sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4).
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Ortalamalar bakimindan siireleri karsilastirildiginda, en yliksek KSCSE sayis1 3.87 adet
ile 2 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu azalan sira ile 1 saat (2.04 adet), 3 saat
(1.79 adet) ve 4 saatlik (1.66 adet) uygulama siireleri takip etmistir. Bununla birlikte 3
ve 4 saatlik uygulama siireleri arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak

ayn1 grupta yer almislardir (Cizelge 4.5).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yiiksek
KSCSE sayist 8.25 ile kontrol grupta tespit edilmis, bunu 1.16 adet ile 1 mM, 0.96 adet
ile 2 mM, 0.76 adet ile 3 mM ve 0.56 adet ile 4 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir
(Cizelge 4.5).

KSCSE sayis1 lizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek KSCSE
sayisi, ESEKO, KSEKO, ESCEK ve KSCEK oranlar1 ve ESCSE sayis1 gibi tiim
stirelerde kontrol uygulamasindan elde edilmistir. En diisik KSCSE sayis1 orani ise 1
saatlik uygulamda 3 mM’lik konsantrasyonda; 2 ve 3 sattlik uygulamalarda 4 mM’lik
konsantrasyonda; 4 saatlik uygulamada ise 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda elde
edilmistir (Cizelge 4.5).

c. Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren somatik embriyo (EKSCE) sayisi

Sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor arasindaki

interaksiyon EKSCE sayisini ¢ok 6nemli (P<0.01) derecede etkilemistir (Cizelge 4.4).

Ortalama embriyogenik kallus sayisina goére cevap veren somatik embriyo sayisi
uygulama siiresine gore ¢ok onemli degisim gostermistir. En yiiksek EKSCE sayis1 4.23
adet ile 2 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu azalan sira ile 1 saat (2.21 adet), 3

saat (1.93 adet) ve 4 saatlik (1.69 adet) uygulama stireleri takip etmistir (Cizelge 4.5).
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Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore en yiiksek EKSCE sayist kontrolde (8.25 adet),
en diisiik ise 4 mM’lik konsantrasyonda (0.81 adet) gerceklesmistir. Diger taraftan,
EKSCE sayis1 1 mM’lik konsantrasyonda 1.31 adet, 2 mM’lik konsantrasyonda 1.17
adet ve 3 mM’lik konsantrasyonda 1.01 adet olarak belirlenmistir. Bununla birlikte
1,2,3 ve 4 mM’lik uygulama konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup,

istatistiksel olarak ayni grupta yer almislardir (Cizelge 4.5).

EKSCE sayist iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4). En yliksek EKSCE
sayisi, ESEKO, KSEKO, ESCEK ve KSCEK oranlar1 ve yine ESCSE ve KSCSE
sayilar1 gibi tiim siirelerde kontrol uygulamasindan elde edilmistir. En diisiik KSCSE
sayist orani ise 1 saatlik uygulamda 3 mM’lik konsantrasyonda, 2 ve 3 sattlik
uygulamalarda 4 mM’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulamada ise 2, 3 ve 4 mM’lik
konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.5).

5) Rejenerasyon etkinligi (RE)

Cevap veren somatik embriyolar rejenerasyon ortamina aktarildiktan 15 gilin sonra
hormonsuz ortama konulmuslar ve burada bir ay silireyle tutulmuslardir. Bu siire

igerisinde somatik embriyolarda kok ve siirgiin olusumlar1 gergeklesmistir (Sekil 4.12).

RE iizerine sodyum azitin uygulama siiresi ¢ok 6nemli (P<0.01) derecede etkilemis,
konsantrasyonun etkisi 6nemsiz, bu iki faktor arasindaki interaksiyon 6nemli (P<0.05)

olmustur (Cizelge 4.4).

Uygulama siiresine gore ortalama rejenerasyon etkinligi dikkate alindiginda, en yiiksek
rejenere etkinliginin 1.99 adet ile 1 saatlik uygulamadan elde edildigi, bunu 1.68 adet
ile 2 saatlik, 0.34 adet ile 3 saatlik ve 0.32 adet ile 4 saatlik uygulamalarin izledigi
belirlenmistir. Bununla birlikte 1 saatlik uygulama ve 2 saatlik uygulamalar ve yine 3 ve
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4 saatlik uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni

grupta yer almiglardir (Cizelge 4.5).

Diger taraftan, ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek rejenerasyon etkinliginin 1.38 adet ile 1 mM’hk
konsantrasyondan elde edildigi, bunu 2 mM (1.32 adet), 4 mM (1.08 adet) ve 3 mM’lik
(1.00 adet) konsantrasyonlarin izledigi, kontrol uygulamasinin ise 0.65 adet ile son

sirada yer aldig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.5).

RE iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi onemli
(P<0.05) olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek RE, 1 ve 2 saatlik uygulama siirelerinde 2
mM’lik konsantrasyondan ve 3 ve 4 saatlik uygulama siireleri ise 1 mM’lik
konsantrasyondan elde edilmistir. En diisiik RE, 1 ve 2 saatlik uygulama siirelerinde 0
mM’lik konsantrasyonda; 3 saatlik uygulamada 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda ve 4
saatlik uygulama stiresi ise 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge
4.5 ve Sekil 4.13).

3,00 m0
=~ ml
2 250 2
E ' =3
HY) m4
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=
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[~

0,00

1 2 3 4
Siire

Sekil 4.13. Olgun embriyolara farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasinin
rejenerasyon etkinligi iizerine etkileri.
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6) Bitki sayis1 (BS)

Kok ve siirgiin olusturan somatik embriyolar 30 giin boyunca hormonsuz ortam igeren
magenda kutularinda tutularak gelismeye birakilmislardir (Sekil 4.14). Rejenere
bitkilerin farkli ortamlarda goriiniimleri; bitkilerin saksilara aktarilmasi ve aklimasyona
alinmasi, bitkilerin aklimasyon sonrasi goriiniimiiler, bitkilerin saksilarda goriintimleri

ve topraga aktarilmis bitkilerin goriiniimleri sekil 4.15’de gosterilmistir.

(1) 0] (€)] 4

Sekil 4.14. Sodyum azitin bazi siire ve konsantrasyonlarinda bitkiciklerin magendada
goriiniimleri
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(d)

Sekil 4.15. Rejenere bitkilerin farkli ortamlarda goriintimleri.
a) bitkilerin saksilara aktarilmasi ve aklimasyona alinmasi, b) bitkilerin aklimasyon sonrasi goriiniimiiler,
c) bitkilerin saksilarda goriiniimleri, d) topraga aktarilms bitkilerin goriintimleri.

Bitki sayisi lizerine sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) derecede etkilemistir (Cizelge 4.4).

Ortalama bitki sayis1 en yiiksek bitki sayis1 5.94 adet ile 2 saatlik uygulamadan elde
edilmis, bunu azalan sira ile 1 saat (5.46 adet), 3 saat (1.96 adet) ve 4 saatlik (1.64 adet)
uygulama siireleri izlemistir. Bununla birlikte 1 saatlik uygulama ve 2 saatlik
uygulamalar ve yine 3 ve 4 saatlik uygulama siireleri arasindaki farkliliklar 6nemsiz

olup, istatistiksel olarak ayni1 grupta yer almislardir (Cizelge 4.5).

Ortalamalar dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirme yapildiginda, en
yiiksek bitki sayisinin 6.57 adet ile kontrolden (0 mM) elde edildigi, buna 1 mM (4.42
adet), 2 mM (3.37 adet), 3 mM (2.20 adet) ve 4 mM’lik (2.17) konsantrasyonlarin

izledigi gorilmiistiir. Bununla birlikte 3 ve 4 mM’lik uygulama konsantrasyonlar
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arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta yer almiglardir

(Cizelge 4.5).

BS {izerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢cok 6nemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek BS, 1 saatlik uygulama siiresinde 1 mM’lik
konsantrasyonda; 2 saatlik uygulama siiresinde 2 mM’lik konsantrasyonda ve 3 ve 4
saatlik uygulama siireleri ise 0 mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir. En diisiik BS
ise, 1 saatlik uygulama siiresinde 4 mM’lik konsantrasyonda, 2 saatlik uygulamada 3
mM’lik konsantrasyonda; 3 saatlik uygulamada 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda ve 4
saatlik uygulamada ise 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.5 ve
Sekil 4.16).
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Siire

Sekil 4.16. Olgun embriyolara farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasinin bitki
sayisi lizerine etkileri.

7) Optimum dozun (LDs) tespit edilmesi

Kimyasal mutagenlerin  optimum Kkonsantrasyonunun ve uygulama siiresinin
belirlenmesinde LDs, (letal doz) kriteri esas alinmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi LDsg

degerinin tespit edilmesinde rejenerasyon etkinligi ve bitki sayist esas alinmistir. Buna
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gore rejenerasyon etkinligi i¢in LDsp degeri 2 mM’lik konsantrasyonun 3 saat siireyle
uygulanmasindan, bitki sayisi i¢in ise 4 mM’lik konsantrasyonun 1 saat siire ile

uygulanmasindan elde edilmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4,13 ve Sekil 4.16).

8) Soyum azit uygulamasindan sonra incelenen doku Kkiiltiirii karekterler
arasindaki korelasyonlar

Incelenen karekterler arasindaki iliskiler Cizelge 4.6’da verilmistir. Incelenen
karekterlerden KO orani ile ESEKO (1r=0.85), KSEKO (r=0.83), ESCEK (r=0.61),
KSCEK (r=0.58), EKSCEK (r=0.65), ESCSE (r=0.38), KSCSE (r=0.36), EKSCE (r=
0.39), RE (r = 0.36) ve BS (= 0.51); ESEKO oran: ile KSEKO (r=0.96), ESCEK
(r=0.83), KSCEK (r=0.79), EKSCEK (r=0.72), ESCSE (r=0.61), KSCSE (r=0.59),
EKSCE (r=0.59), RE (r=0.31) ve BS (r=0.62); KSEKO orani1 ile ESCEK (1r=0.83),
KSCEK (r=0.84), EKSCEK (r=0.78), ESCSE (r=0.59), KSCSE (r=0.60), EKSCE
(r=0.61), RE (r=0.35) ve BS (r=0.63); ESCEK oram ile KSCEK (1=0.97), EKSCEK
(r=0.88 ), ESCSE (r=0.81), KSCSE (r=0.81), EKSCE (r=0.80), RE (r=0.18) ve BS
(r=0.59); KSCEK oranm1 ile EKSCEK (r=0.92), ESCSE (r=0.78), KSCSE (r=0.80 ),
EKSCE (=0.81), RE (r=0.23) ve BS (r=0.59); EKSCEK oram ile ESCSE (1=0.65),
KSCSE (r=0.68), EKSCE (1=0.72), RE (r=0.25) ve BS (1=0.54); ESCSE sayis: ile
KSCSE (r=0.99), EKSCE (r=0.97), RE (r=0.08) ve BS (r=0.48); KSCSE sayisi ile
EKSCE (r=0.99), RE (r=0.12) ve BS (r=0.49); EKSCE ile RE (r=0.17) ve BS (r=0.51);
RE ile BS (r=0.68) arasindaki iliskiler de olumlu ve ¢ok 6nemli olmustur. Ayrica, RE
ile ESCEK (r=0.18) ve EKSCE (1=0.17) arasindaki iligkilerin olumlu ve énemli oldugu
tespit edilmistir.



Cizelge 4.6. Olgun embriyolara farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi ait
korelasyon katsayilari.

KO ESEKO KSEKO ESCEK KSCEK EKSCEK ESCSE KSCSE EKSCE RE BS
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (adet) (adet) (adet) (adet) (adet)
KO 1
ESEKO 0.85" 1
KSEKO 0.83" 0.96" 1
ESCEK 0.617 0.83" 0.83" 1
KSCEK 0.58™ 0.79™ 0.84" 0.97” 1
EKSCEK  0.65™ 0.72" 0.78" 0.88" 0.92” 1
ESCVSE 0.38™ 0.617" 0.59" 0.81" 0.78" 0.65" 1
KSCVSE  0.36™ 0.59™ 0.60" 0.81" 0.80" 0.68™ 0.99” 1
EKSE 0.39™ 0.59™ 0.61" 0.80" 0.81" 0.72" 0.97" 0.99” 1
RE 0.36" 0.31" 0.35" 0.18" 0.23" 0.25" 0.08 0.12 0.17" 1
B.S 0.51" 0.62" 0.63" 0.59" 0.59" 0.54™ 0.48™ 0.49™ 0.51" 0.68" 1

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde dnemlidir.

60T
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4.1.2. Kalluslara mutagen uygulamalari

4.1.2.a. Kallusa etil metansiilfonatin (EMS) etkileri

1) Embriyogenik kallus olusum oram

Embriyogenik kallus olusum orami Kkiiltiire aliman eksplant sayisina  gore
degerlendirilmistir. Kalluslar hormonsuz ortama konulduktan yaklasik 7-8 giin sonra
embriyogenik kalluslar olusmaya baslamistir. Embriyogenik kalluslarin biiyiikligi etil
metansiilfonatin hem uygulama siiresine hem de konsantrasyonuna gore farklilik
gostermistir. Nitekim, 2 ve 4 saatlik uygulama siirelerinde embriyogenik kalluslarin
biiyiikliigli bakimindan konsantrasyonlara gore goriilebilir bir farklilik olugmamustir.
Buna karsin, 6 saatlik uygulama siiresinde embriyogenik kalluslarin boyutu 10 mM’lik
konsantrasyonda en biiylikk olmus, bunu azalan sira ile 30, 50 ve 80 mM’lik
konsantrasyonlar izlemistir. Diger taraftan, 8 saatlik uygulama siiresinde embriyogenik
kalluslarin boyutu 10 mM’lik konsantrasyonda en biiylik olmus, bunu azalan sira ile 30,
50 ve 80 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir (Sekil 4.17). Embriyogenik kalluslar 15

giin boyunca bu ortamda tutularak gelismeleri saglanmistir.
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Sekil 4.17. EMS’nin farkl: siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen embriyogenik

kalluslarin goriintimleri.

(1) kontrol, (2) 2 saat + 10 mM, (3) 2 saat + 30 mM, (4) 2 saat + 50 mM, (5) 2 saat + 80 mM, (6) 4 saat +
10 mM, (7) 4 saat + 30 mM, (8) 4 saat + 50 mM, (9) 4 saat + 80 mM, (10) 6 saat + 10 mM, (11) 6 saat +
30 mM, (12) 6 saat + 50 mM, (13) 6 saat + 80 mM, (14) 8 saat + 10 mM, (15) 8 saat + 30 mM, (16) 8 saat
+ 50 mM ve (17) 8 saat + 80 mM konsantrasyonlarda embriyogenik kalluslarin goriiniimleri.
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a. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum (ESEKQ) orani

ESEKO orani {izerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok énemli (P<0.01) derecede etkilemistir (Cizelge 4.7).

Uygulama siiresine gore ortalama eksplant sayisina gére embriyogenik kallus olusum
orani dikkate alindiginda, uygulama siiresi uzadikca ESEKO orani azalmis ve en yliksek
ESEKO oran1 (%81.20) 2 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu azalan sira ile 4 saat
(%71.00), 8 saat (%69.80) ve 6 saatlik (9%68.00) uygulama siireleri izlemistir. Bununla
birlikte 4, 6 ve 8 saatlik uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel

olarak ayni grupta yer almislardir (Cizelge 4.8).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yiiksek
ESEKO oraninin kontrolde (%98.50), en diisiik ise 80 mM’lik konsantrasyonda
(%53.00) gerceklestigi belirlenmistir. Diger taraftan, ESEKO oram1 10 mM’lik
konsantrasyonda %481.00, 30 mM’lik konsantrasyonda %70.25 ve 50 mM’lik
konsantrasyonda %359.75 olmustur (Cizelge 4.8).

ESEKO orani iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek ESEKO orani tiim siirelerde kontrol
konsantrasyonda elde edilmistir. En diisik ESEKO orami ise 2, 4, 6 ve 8 sattlik
uygulamalarda 80 mM’lik konsantrasyondan elde edilmistir (Cizelge 4.8).



Cizelge 4.7. Kallusa farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait varyans analizi
sonuglart.

Kareler ortalamasi

Varyasyon Kaynag ) ESEKO ESCEK EKSCEK ESCSE EKSCE RE BS
Siire (saat) 3 1758.00%%  2285.83%%  2737.84%* 43.88%* 74.25%* 0.661** 19.69**
Konsantrasyon (%) 4 12961.25%%  19172.00%*  2066.97** 338.57%* 259.00%* 1.86%* 227.53%*
Siire x Konsantrasyon 12 1532.58%%  1923.33%*  1606.26%* 11.76%* 15.05%* 0.57%* 15.48%*
Hata 180 70.22 78.72 156.53 1.29 2.13 0.12 3.266
Toplam 170

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

€Tt



Cizelge 4.8. Kallusa farkl: siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait veriler.

Siire (saat) Konsantrasyon ESEKO ESCEK EKSCEK ESCSE EKSCE RE BS
(mM) (%) (%) (%) (adet) (adet) (adet) (adet)
0 100.00 2 100.00 100.00 8.33° 8.33° 0.66 2 6.60 2
10 80.00° 70.00° 87.22° 6.08° 7.90° 0.20™ 1.40 %
) 30 76.00° 66.00 86.78° 5.16° 6.76° 0.36° 2.40°
50 76.00° 62.00 ¢ 81.42°¢ 382°¢ 5.01° 0.34° 2.00°
80 74.00° 66.00 89.28° 1.46¢ 1.98¢ 0.05°¢ 0.40°
Ortalama 81.20 M 72.804 88.948 4974 5.99 4 0.32°8¢ 2568
0 98.002 98.002 98.002 8.32° 8.32° 0.642 6.70°2
10 66.00 ° 60.00° 91.21° 2.35° 3.84° 0.21° 1.40°
4 30 65.00 ° 62.00° 92.87® 2.21% 3.47% 0.21° 1.30°
50 65.00° 63.00° 96.66 * 1.48 231° 0.02° 0.10°
80 61.00° 60.00° 98.33° 1.24¢ 2.13¢ 0.06° 0.40°
Ortalama 71.00 8 68.60 & 95.41 4 3.12¢ 401° 0.23°¢ 1.98°8
0 98.00° 98.00° 98.00° 8.2812 8.2812 0.65a 6.50°
10 86.00° 78.00° 91.11% 5.12° 5.95° 0.762 5.80°2
6 30 82.00° 66.00 80.83 ® 403° 493" 0.662 4.40°
50 44.00° 32.00¢ 76.78° 0.89¢ 2.15¢ 0.23° 0.60°
80 30.00 ¢ 32.00¢ 97.502 1.02¢ 370° 0.06° 0.20°
Ortalama 68.00 © 61.20 © 88.84 8 3.86° 5.00° 0477 350"
0 98.00% 98.00° 98.00° 8.10a 8.10° 0.65%® 6.50 2
10 92.00° 88.00° 95.77° 5.10b 555° 0.18“ 1.60°¢
8 30 58.00 ° 46.00 ¢ 79.90° 0.67¢ 1.18°¢ 0.44 2.00
50 54.00° 40.00 ¢ 74.022 0.56 ¢ 1.03« 0.992 2.90°
80 47.00°¢ 18.00 ¢ 40.33°¢ 0.02°¢ 0.05¢ 0.00¢ 0.00¢
Ortalama 69.80 © 58.00 © 77.60 © 2.89 ¢ 3.18° 0.45 8 2.60°8
0 98.50 A 98.50 A 98.50 A 8.25"° 8254 0.65° 657"~
Ortalama 10 81.00® 74,00 ® 91.33°8 4,66 ° 5.81° 0.34° 2558
Konsantrasyon 30 70.25°€ 60.00 © 85.10 © 3.01°¢ 408°¢ 0.42°8 2528
(mM) 50 59.75° 49.25° 82.22°¢ 1.68° 2.62° 0.40° 1.40°€
80 53.00 F 44,00 F 81.36 € 0.93F 1.96 ¢ 0.04°¢ 0.25°
LDs, degeri 49.25 49.25 49.25 4.12 4.12 0.32 3.28

1: Aynt1 siitunda ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

2: Her bir uygulama siieresi i¢in ayni siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

vTT
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2) Cevap veren embriyogenik kallus oram

Kok ve siirgline sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kalluslar cevap veren
embriyogenik kallus olarak degerlendirilmistir. Cevap veren embriyogenik kallus orani
eksplant sayisina ve embriyogenik kallus sayisina gore iki sekilde degerlendirilmistir.
Embriyogenik kalluslar hormonsuz ortama konulduktan yaklasik 6-8 giin sonra cevap
veren embriyogenik kalluslar olusmaya baslamistir. Cevap veren embriyogenik
kalluslarin biiyiikliigii EMS’nin hem uygulama siiresine hem de konsantrasyonuna gore
farklilik gdstermistir. Ornegin, 2 saatlik uygulama siiresinde cevap veren embriyogenik
kalluslarin boyutu 10 mM’lik konsantrasyonda en biiyiik olmus, bunu azalan sira ile 30,
50 ve 80 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Buna karsin, 4 saatlik uygulama siiresinde
cevap veren embriyogenik kalluslarin biiylikliigii bakimindan konsantrasyonlara gore
goriilebilir bir farklilik olugsmamustir. Diger taraftan, 6 ve 8 saatlik uygulama siirelerinde
en biiyiik cevap veren embriyogenik kalluslar EMS’nin 10 mM’lik konsantrasyonunda
olugsmustur (Sekil 4.18). Cevap veren embriyogenik kalluslar 15 giin boyunca bu

ortamda tutularak gelismeleri saglanmistir.
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an

Sekil 4.18. EMS’nin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap veren

embriyogenik kalluslarin gériintimleri.

(1) kontrol, (2) 2 saat + 10 mM, (3) 2 saat + 30 mM, (4) 2 saat + 50 mM, (5) 2 saat + 80 mM, (6) 4 saat +
10 mM, (7) 4 saat + 30 mM, (8) 4 saat + 50 mM, (9) 4 saat + 80 mM, (10) 6 saat + 10 mM, (11) 6 saat +
30 mM, (12) 6 saat + 50 mM, (13) 6 saat + 80 mM, (14) 8 saat + 10 mM, (15) 8 saat + 30 mM, (16) 8 saat
+ 50 mM ve (17) 8 saat + 80 mM konsantrasyonlarda cevap veren embriyogenik kalluslarin goriintimleri.



117

a. Eksplant sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (ESCEK) orani

ESCEK orani iizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) derecede etkilemistir (Cizelge 4.7).

Ortalamalar bakimindan siireleri karsilagtirildiginda, eksplant sayisina gore cevap veren
embriyogenik kallus orani 2 saatlik uygulamada %72.80 olmus ve bunu azalan sira ile 4
saat (%68.60) ve 6 saatlik (%61.20) uygulama siireleri izlemistir. Bu karakter
bakimindan en diisiik deger ise %58.00 ile 8 saatlik uygulama siiresinde kaydedilmistir.
Bununla birlikte 6 saatlik uygulama ve 8 saatlik uygulama siireleri arasindaki

farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta yer almiglardir (Cizelge 4.8).

Ortalamalar bakimindan konsantrasyonlar karsilastirildiginda, en yiiksek ESCEK
oraninin (%100) kontrolde (%0), en diisiik ise (%44.00) 80 mM’lik konsantrasyonda
gerceklestigi tespit edilmistir. Diger taraftan, ESCEK orani 10 mM’lik konsantrasyonda
%74.00, 30 mM’lik konsantrasyonda %60.00 ve 50 mM’lik konsantrasyonda ise
%49.25 olmustur (Cizelge 4.8).

ESCEK oran1 {izerine etil metansiilfonatin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢gok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek ESCEK
orani tiim siirelerde kontrol konsantrasyonda elde edilmistir. En diisiik ESCEK orani ise
2 saatlik uygulama siiresinde 50 mM’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulama siiresinde
10 ve 80 mM’lik konsantrasyonda; 6 saatlik uygulama siiresinde 50 ve 80 mM’lik
konsantrasyonda ve 8 sattlik uygulama siiresinde 80 mM’lik konsantrasyonda edilmistir
(Cizelge 4.8).
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b. Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (EKSCEK)
orani

EKSCEK orani iizerine uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor arasindaki

interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) derecede etkilemistir (Cizelge 4.7).

Ortalamalar bakimindan siireleri karsilastirildiginda, 4 saatlik uygulamad %95.41 olan
EKSCEK orani, 2 saatlik uygulamada %88.94’e, 6 saatlik uygulamada %88.84’¢ ve 8
saatlik uygulamada ise %77.60’a diismiis, ancak 2 ve 6 saatlik uygulamalar arasindaki

farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.8).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yliksek
EKSCEK oranin kontrolde (%98.50), en diisiikk ise 80 mM’lik konsantrasyonda
(%81.36) elde edilmistir. Diger taraftan, EKSCEK orant 10 Mm’lik konsantrasyonda
%91.33, 30 mM’lik konsantrasyonda %85.10 ve 50 mM’lik konsantrasyonda %82.22
olmustur (Cizelge 4.8).

EKSCEK orani lizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek EKSCEK orani tiim siirelerde
kontrol konsantrasyonda elde edilmistir. En diisik EKSCEK orani ise 2 saatlik
uygulama siiresinde 50 mM’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulama siiresinde 10
mM’lik konsantrasyonda; 6 saatlik uygulama siiresinde 50 mM’lik konsantrasyonda ve

8 sattlik uygulama siiresinde 80 mM’lik konsantrasyondan edilmistir (Cizelge 4.8).

3) Cevap veren somatik embriyo sayisi

Cevap veren somatik embriyo sayisi, eksplant sayisina, ve embriyogenik kallus sayisina
gore olmak tlizere iki sekilde degerlendirilmistir. Embriyogenik kalluslar hormonsuz
ortama konulduktan yaklasik 2-3 giin sonra cevap veren somatik embriyolar daha net

bir sekilde goriilmeye baglamistir. Cevap veren somatik embriyolarin biiytikligi
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EMS’nin hem uygulama siiresine hem de konsantrasyonuna gore farklilik gostermistir.
Nitekim, 2, 4, 6 ve 8 saatlik uygulama siirelerinde somatik embriyolar boyutu 10
mM’lik konsantrasyonda en biiyiik olmus, bunu azalan sira ile 30, 50 ve 80 mM’lik
konsantrasyonlar izlemistir (Sekil 4.19). Cevap veren somatik embriyolar 15 giin siiresi

ile hormonsuz ortamda tutulduktan sonra rejenrasyon ortamina aktarilmis ve gelismeleri

saglanmistir.
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Sekil 4.19. EMS’nin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap veren

somatik embriyolarin (ok isareti ile gosterilmistir) ve rejenere bitkilerin goriiniimleri.

(1) kontrol, (2) 2 saat + 10 mM, (3) 2 saat + 30 mM, (4) 2 saat + 50 mM, (5) 2 saat + 80 mM, (6) 4 saat +
10 mM, (7) 4 saat + 30 mM, (8) 4 saat + 50 mM, (9) 4 saat + 80 mM, (10) 6 saat + 10 mM, (11) 6 saat +
30 mM, (12) 6 saat + 50 mM, (13) 6 saat + 80 mM, (14) 8 saat + 10 mM, (15) 8 saat + 30 mM, (16) 8 saat
+ 50 mM ve (17) 8 saat + 80 mM konsantrasyonlarda cevap veren somatik embriyolarin (ok isareti ile
gosterilmistir) ve rejenere bitkilerin goriiniimleri.
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a. Eksplant sayisina gore cevap veren somatik embriyo (ESCSE) sayisi

ESCSE sayis iizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) derecede etkilemistir (Cizelge 4.7).

Ortalama eksplant sayisina gére cevap veren somatik embriyo sayisi en fazla 2 saatlik
uygulamada (4.97 adet) tespit edilmis, bunu azalan sira ile 6 saatlik (3.86 adet), 4 saat
(3.12 adet), ve 8 saat (2.89 adet) uygulama siireleri izlemistir. Diger taraftan, 4 ve 8

saatlik uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.8).

Konsantrasyonlarin kendi icerisindeki ortalamalar1 esas alindiginda, ESCSE sayisi
bakimindan ilk sirada 8.25 adet ile kontrol grubun yer aldigi, bunu 4.66 adet ile 10 mM,
3.01 adet ile 30 mM ve 1.68 adet 50 mM’lik konsantrasyonlarin izledigi ve bu karakter
bakimindan son sirada 80 mM’lik konsantrasyonun (0.93 adet) bulundugu tespit

edilmistir (Cizelge 4.8).

ESCSE sayisi lizerine EMS’nin uygulama stiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek ESCSE sayis1 tiim siirelerde kontrol
konsantrasyonda elde edilmistir. En diisitk ESCSE sayist ise 2, 4 ve 8 saatlik uygulama
stirelerinde 80 mM’lik konsantrasyonda ve 6 saatlik uygulama siiresinde ise 50 mM’lik

konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.8).

b. Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren somatik embriyo (EKSCE) sayis1

EKSCE sayisi iizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) derecede etkilemistir (Cizelge 4.7).

Ortalamalar bakimindan siireleri karsilastirildiginda, en yliksek EKSCE sayist 5.99
adete ile 2 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu azalan sira ile, 6 saat (5.00 adet), 4

saat (4.01 adet) ve 8 saatlik (3.18 adet) uygulama siireleri izlemistir (Cizelge 4.8).
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Konsantrasyonlarin ortalamalaria gore en yliksek EKSCE sayis1 8.25 adet ile kontrol
(0 mM’lik) konsantrasyonda tespit edilmis, bunu 5.81 adet ile 10 mM, 4.08 adet ile 30
mM, 2.62 adet ile 50 mM’lik ve 1.96 adet ile 10 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir
(Cizelge 4.8).

EKSCE sayis1 lizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek EKSCE
sayist tiim siirelerde kontrol konsantrasyonda elde edilmistir. En diisiik EKSCE sayisi
ise 2, 4, 6 ve 8 sattlik uygulamalarda 80 mM’lik mutagen uygulamasindan elde

edilmistir (Cizelge 4.8).

4) Rejenerasyon etkinligi (RE)

Cevap veren somatik embriyolar rejenerasyon ortamina aktarildiktan 15 giin sonra
hormonsuz ortama konulmuslar ve burada bir ay siireyle tutulmuslardir. Bu siire
icerisinde somatik embriyolarda kok ve silirglin  olusumlart  gerceklesmistir.

Rejenerasyon etkinligi cevap veren embriyogenik kallus sayisina gore hesaplanmistir
(Sekil 4.19).

Rejenerasyon etkinligi mutagenin hem uygulama siiresinden hem de konsantrasyondan
ve bu iki faktor arasindaki interaksiyon da ¢ok onemli (P<0.01) derecede etkilenmistir

(Cizelge 4.7).

Uygulama siiresine gore ortalama rejenerasyon etkinligi dikkate alindiginda, en ytiksek
rejenerasyon etkinliginin 0.47 adet ile 6 saatlik uygulamadan elde edildigi, bunu 0.45
adet ile 8 saatlik ve 0.32 adet ile 2 saatlik uygulamalarin izledigi goriilmistiir (Cizelge
4.8).

Diger taraftan, ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara goére degerlendirme

yapildiginda, en yiiksek rejenerasyon etkinliginin 0.65 adet ile kontrol (0 mM’lik)
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konsantrasyondan elde edildigi, bunu 30 mM (0.42 adet), 50 mM (0.40 adet) ve 10
mM’lik (0.34 adet) konsantrasyonlarin izledigi, 80 mM’lik uygulamanin ise 0.04 adet
ile son sirada yer aldig1 goriilmiistir. Bununla birlikte, 10, 30 ve 50 mM’lik

konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemsiz olmustur (Cizelge
4.8).

RE iizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek RE, 2 ve 4 saatlik uygulama
stirelerinde kontrol konsantrasyonda, 6 saatlik uygulamada 10 mM’lik konsantrasyonda;
8 saatlik uygulamada ise 50 mM’lik konsantrasyondan elde edilmistir. En diisiik RE ise
2, 6 ve 8 saatlik uygulama siirelerinde 80 mM’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulama
stiresinde ise 50 mM’lik konsantrasyondan edilmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Kallusa farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasinin rejenerasyon etkinligi
tizerine etkileri.
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5) Bitki sayis1 (BS)

Kok ve siirgiin olusturan somatik embriyolar 30 giin boyunca hormonsuz ortam igeren
magenda kutularinda tutularak gelismeye birakilmislardir (Sekil 4.21). Rejenere
bitkilerin farkli ortamlarda goriiniimleri; bitkilerin saksilara aktarilmasi ve aklimasyona
alinmasi, bitkilerin aklimasyon sonrasi goriiniimiiler, bitkilerin saksilarda goriiniimleri

ve topraga aktarilmis bitkilerin goriintimleri sekil 4.22°de gosterilmistir.

@ O] ©) (4)

Sekil 4.21. EMS’nin baz siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen bitkiciklerin
magendada goriiniimleri.
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@ W

Sekil 4.22. Rejenere bitkilerin farkli ortamlarda goriiniimleri.
a) bitkilerin saksilara aktarilmasi ve aklimasyona alinmasi, b) bitkilerin aklimasyon sonrasi gériiniimiiler,
c) bitkilerin saksilarda goriiniimleri, d) topraga aktarilmis bitkilerin goriiniimleri.

Rejenerasyon etkinligi iizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki
faktor arasindaki interaksiyon ¢ok Onemli (P<0.01) derecede etki olusturmustur

(Cizelge 4.7).

Ortalamalar esas alinarak uygulama siiresine gore degerlendirildiginde en yliksek bitki
sayist 3.50 adet ile 6 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu 2.60 adet ile 8 saat, 2.56
adet ile 2 saat ve 1.98 adet ile 4 saatlik uygulamalar izlemistir. Bununla birlikte 2, 4 ve
8 saatlik uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda Onemsiz olmustur

(Cizelge 4.8).

Ortalamalar dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlelendiginde, en yiiksek bitki

sayisini 6.57 adet ile kontrolden (0 mM’lik) elde edildigi, bunu 10 mM (2.55 adet), 30
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mM (2.52 adet), 50 mM (1.40) ve 80 mM’lik (0.25) konsantrasyonlarin izledigi
goriilmiustiir (Cizelge 4.8).

BS iizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek BS, tiim siirelerde kontrol
konsantrasyondan elde edilmistir. En diisik BS ise 2, 6 ve 8 saatlik uygulama
stirelerinde 80 mM’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulama siiresinde ise 50 mM’lik

konsantrasyondan elde edilmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Kallusa farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasinin bitki sayist {izerine
etkileri.

6) Optimum dozun (LDs) tespit edilmesi

Kimyasal mutagenlerin optimum konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin
belirlenmesinde LDs (letal doz) kriteri esas alinmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi LDsg
degerinin tespit edilmesinde rejenerasyon etkinligi ve bitki sayisi esas alinmistir. Buna
gore rejenerasyon etkinligi i¢in LDsp degeri 50 mM’lik konsantrasyonun 2 saat siireyle
uygulanmasindan, bitki sayisi i¢in ise 50 mM’lik konsantrasyonun 8 saat siire ile

uygulanmasindan elde edilmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.20 ve Sekil 4.23).
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7) Kallusa EMS uygulamasindan sonra incelenen doku Kiiltiirii karekterler
arasindaki korelasyonlar

Incelenen karekterler arasindaki iliskiler Cizelge 4.9°da verilmistir. Incelenen
karekterlerden ESEKO oran1 ile ESCEK (r=93), ESCSE (0.85), EKSCE (0.72) ve BS
(0.66) oranlar1; ESCEK orani1 ile ESCSE (1=0.87) ve EKSCE (1=0.76) sayilari; ESCSE
sayisi ile EKSCE (r=0.96) ve BS (0.70) ve RE ile BS (r=0.82) arasindaki iliskiler
olumlu ve ¢ok 6nemli olmustur. Ayrica, ESCEK sayisi ile EKSCEK (r=0.55), BS
(r=0.60) ve EKSCE sayist ile BS (r=0.59) arasindaki iligkilerin olumlu ve 6nemli
oldugu tespit edilmistir.



Cizelge 4.9. Kallusa farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait korelasyon
katsayilari.

ESEKO (%) ESCEK (%) EKSCEK (%) ESCSE (adet) ~ EKSCE (adet) RE 85
(adet) (adet)
ESEKO 1
ESCEK 0.93” 1
EKSCEK 0.23 0.55 1
ESCSE 0.85~ 0.84” 0.34 1
EKSCE 0.72” 0.76" 0.46 0.96" 1
RE 0.34 0.25 -0.06 0.34 0.25 1
BS 0.66" 0.60" 0.13 0.70™ 0.59 0.82" 1

*, p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

8¢l
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4.1.2.b. Kallusa sodyum azitin (NaN3) etkileri

1) Embriyogenik kallus olusum oram

Sert dokulu, dagilabilir 6zellikte, sik1 yapili ve krem renkli kalluslar embriyogenik
kallus, beyaz ve sulu yapili kalluslar ise embriyogenik olmayan kallus olarak
degerlendirilmistir. Embriyogenik kallus olusum orani kiiltiire alinan eksplant sayisina
gore degerlendirilmistir. Kalluslar hormonsuz ortama konulduktan yaklasik 15-20 giin
sonra embriyogenik kalluslar olusmaya baslamistir. Embriyogenik kalluslarin
biiyiikliigli sodyum azitin hem uygulama siiresine hem de konsantrasyonuna gore
farklilik gostermistir. Ornegin, 1 saatlik uygulama siiresinde embriyogenik kalluslarin
boyutu 1 ve 2 mM’lik konsantrasyonda en biiyiik olmus, bunu azalan sira ile 3 ve 4
mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Diger taraftan, 2, 3 ve 4 saatlik uygulama
stirelerinde embriyogenik kalluslarin boyutu 1 mM’lik konsantrasyonda en biiyiik olmus
bunu azalan sira ile 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir (Sekil 4.24).

Embriyogenik kalluslar 15 giin boyunca bu ortamda tutularak gelismeleri saglanmistir.
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Sekil 4.24. Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen

embriyogenik kalluslarin goriinlimiimleri.

(1) kontrol, (2) 1 saat + 1 mM, (3) 1 saat + 2 mM, (4) 1 saat + 3 mM, (5) 1 saat + 4 mM, (6) 2 saat + 1
mM, (7) 2 saat + 2 mM, (8) 2 saat + 3 mM, (9) 2 saat + 4 mM, (10) 3 saat + 1 mM, (11) 3 saat + 2 mM,
(12) 3 saat + 3 mM, (13) 3 saat + 4 mM, (14) 4 saat + 1 mM, (15) 4 saat + 2 mM, (16) 4 saat + 3 mM ve
(17) 4 saat + 4 mM konsantrasyonlarda meydana gelen embriyogenik kalluslarin goriiniimiimleri.
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a. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum (ESEKQ) orani

ESEKO orani iizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.10).

Ortalamalar esas alinarak stirelere gore degerlendirildiginde, uygulama siiresi uzadikca
ESEKO azalmig ve en yiliksek ESEKO orant (%88.40) 1 saatlik uygulamadan elde
edilmis, bunu azalan sira ile 2 saat (%70.80), 3 saat (%61.80) ve 4 saatlik (%43.00)

uygulama stireleri izlemistir (Cizelge 4.11).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yiiksek
ESEKO oraninin kontrolde (%98.50), en diisiik ise 1 mM’lik konsantrasyonda (%44.00)
gerceklestigi tespit edilmistir. Ayrica, ESEKO oram1 1 mM’lik konsantrasyonda
%77.00, 2 mM’lik konsantrasyonda %61.75 ve 3 mM’lik konsantrasyonda %48.75
olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.11).

ESEKO oram1 Tizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik goOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.10). En yiiksek
ESEKO orani tiim siirelerde kontrol konsantrasyondan elde edilmistir. En diisiik
ESEKO orani ise 1 ve 3 saatlik uygulamalarda 4 mM’lik konsantrasyonda; 2 saatlik
uygulamada 3 mM’lik konsantrasyonda ve 4 sattlik uygulamalarda ise 3 ve 4 mM’lik
konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.11).



Cizelge 4.10. Kallusa farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait varyans
analizi sonug¢lari.

Kareler ortalamasi

Varyasyon Kaynagi
SD ESEKO ESCEK EKSCEK ESCSE EKSCE RE BS
Stire (saat) 3 17857.33** 29591.33** 36878.02** 5.16** 8.74** 0.28** 20.46**
Konsantrasyon (%) 4 19768.75** 36545.75** 19459.55** 483.76** 459.69** 2.39** 278.91*%*
Stire x Konsantrasyon 12 1921.08** 2780.08** 3509.79** 0.78 0.89 0.05** 4.09**
Hata 180 81.667 78.89 193.31 0.9 0.95 0.02 0.849
Toplam 200

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

ceT



Cizelge 4.11. Kallusa farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait veriler.

€eT

Siire (saat) KO”S‘(?;‘;;?SVO” ESEKO (%) ESCEK (%) EKSCEK (%) ESCSE (adety  EKSCE (adet) RE (adet) BS (adet)
0 100.00 2 100.00 ° 100.00 ° 8.33 8.33 0.662 6.60°
1 94.002 90.00° 95.77° 1.58 1.69 0.41° 3.80°
1 2 94.00° 85.00° 90.57 ¢ 0.86 0.92 0.16°¢ 1.40°¢
3 84.00° 76.00 ¢ 90.19 ¢ 0.74 0.90 0.10°¢ 1.30°¢
4 70.00 ¢ 61.00 ¢ 87.20°¢ 0.39 0.56 0.21°¢ 0.90°
Ortalama 88.40 A 82404 92.754 2.384 2474 0314 2.804
0 98.002 98.002 98.002 8.32 8.32 0.642 6.70°
1 92.00°2 82.00° 89.02° 1.18 1.29 0.19° 1.60°
2 2 71.00° 61.00 ¢ 85.42° 0.71 1.00 0.19° 1.30°
3 46.00 25.00 ¢ 55.00 ¢ 0.25 0.55 0.05° 0.10°
4 47.00 16.00°© 34.00 ¢ 0.03 0.07 0.05° 0.10°
Ortalama 70.80® 56.40 ® 72.28° 2.094 2.244 0.22° 1.96°
0 98.002 98.002 98.002 8.28 8.28 0.652 6.50°
1 87.00° 70.00° 80.70 @ 1.55 1.77 0.13° 0.80°
3 2 54.00 ¢ 44.00 ¢ 8141 % 0.49 0.92 0.07° 0.40°
3 38.00 ¢ 22.00 ¢ 62.66 ™ 0.36 1.01 0.06° 0.20°
4 32.00¢ 14.00¢ 48.33° 0.18 0.67 0.13° 0.40°
Ortalama 61.80 © 49.60 © 74228 2174 2534 0.218 1.66 B¢
0 98.002 98.002 98.002 8.10 8.10 0.652 6.50°
1 35.00° 18.00° 4533° 0.00 0.00 0.00° 0.00°
4 2 28.00° 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00 0.00 0.00° 0.00°
3 27.00° 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00 0.00 0.00° 0.00°
4 27.00° 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00 0.00 0.00° 0.00°
Ortalama 43.00° 23.20° 28.66 © 1.62° 162B 0.13¢ 1.30 ¢
Ortalama 0 98.50 # 98.50 A 98.50 A 8.25% 8.25% 0.65° 6.57 %
1 77.008 65.00 © 77718 1.078 1.188 0.18°% 1558
Konsantrasyon 2 61.75 € 4750 °¢ 64.35° 051°¢ 0.71°¢ 0.10°¢ 0.77°¢
(mM) 3 48.75° 30.75° 51.96 ° 0.33° 0.61° 0.05°¢ 0.40 ¢
4 44,00 22.75 ¢ 42.38F 0.15°¢ 0.32°¢ 0.09 ¢ 0.35°¢
LDs, degeri 49.25 49.25 49.25 49.25 49.25 0.32 3.28

1: Ayni siitunda ayn1 biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar nemsizdir.
2: Her bir uygulama stieresi i¢in ayni siitunda ayn1 kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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2) Cevap veren embriyogenik kallus oram

Kok ve siirgline sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kalluslar cevap veren
embriyogenik kallus olarak degerlendirilmistir. Cevap veren embriyogenik kallus orani
eksplant sayisina ve embriyogenik kallus sayisina gore iki sekilde degerlendirilmistir.
Embriyogenik kalluslar hormonsuz ortama konulduktan yaklasik 12-14 giin sonra cevap
veren embriyogenik kalluslar olusmaya baslamistir. Cevap veren embriyogenik
kalluslarin biiyiikligii sodyum azitin hem uygulama siiresine hem de konsantrasyonuna
gore farklilik gostermistir. Nitekim, 1, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde cevap veren
embriyogenik kalluslarin boyutu 1 mM’lik konsantrasyonda en biiyiikk olmus, bunu
azalan sira ile 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Diger taraftan, 4 saatlik
uygulama siiresinde cevap veren embriyogenik kalluslarin boyutu 1 mM’lik
konsantrasyonda en biiylik olmustur (Sekil 4.25). Cevap veren embriyogenik kalluslar

15 giin boyunca bu ortamda tutularak gelismeleri saglanmistir.
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Sekil 4.25. Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap
veren embriyogenik kalluslarin goriintimleri.

(1) kontrol, (2) 1 saat + 1 mM, (3) 1 saat + 2 mM, (4) 1 saat + 3 mM, (5) 1 saat + 4 mM, (6) 2 saat + 1
mM, (7) 2 saat + 2 mM, (8) 2 saat + 3 mM, (9) 2 saat + 4 mM, (10) 3 saat + 1 mM, (11) 3 saat + 2 mM,
(12) 3 saat + 3 mM, (13) 3 saat + 4 mM, (14) 4 saat + 1 mM, (15) 4 saat + 2 mM, (16) 4 saat + 3 mM ve
(17) 4 saat + 4 mM konsantrasyonlarda cevap veren embriyogenik kalluslarin goriiniimiimleri.
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a. Eksplant sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (ESCEK) orani

ESCEK orani iizerine sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.10).

Ortalamalar esas alinarak siirelere gore degerlendirildiginde, eksplant sayisina gore
embriyogenik kallus orani 1 saatlik uygulamada %82.40 olmus ve bunu azalan sira ile 2
saat (%56.40), 3 saat (%49.60) ve 4 saatlik (%23.20) uygulama siireleri izlemistir
(Cizelge 4.11).

Ortalamalar bakimindan konsantrasyonlar karsilastirildiginda, en yiikksek ESCEK oram
kontrolde (%98.50), en diisiik ise (%22.75) 4 mM lik’ konsantrasyonda elde edilmistir.
Diger taraftan, ESCEK 1 mM’lik konsantrasyonda %65.00, 2 mM’lik konsantrasyonda
%47.50 ve 3 mM’lik konsantrasyonda %30.75 oraninda olmustur (Cizelge 4.11).

ESCEK oran1 iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik goOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.10). En yiiksek
ESCEK oran1 ESEKO oram1 gibi tiim sirelerde kontrol konsantrasyondan elde
edilmistir. En diisiik ESCEK oran1 ise 1, 2 ve 3 saatlik uygulamalarda 4 mM’lik
konsantrasyonda, 4 saatlik uygulamada 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyondan elde
edilmistir (Cizelge 4.11).

b. Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (EKSCEK)
orani

EKSCEK orani {izerine mutagenin hem uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile hem de

bu iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok énemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.10).

Ortalamalar esas alinarak siirelere gore degerlendirildiginde, 1 saatlik uygulamada
%92.75 olan EKSCEK orani, 2 saatlik uygulamada %72.28’e, 3 saatlik uygulamada
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%74.22’ye ve 4 saatlik uygulamada %28.66’ya diismiis, ancak 2 ve 3 saatlik uygulama

stireleri arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.11).

Ortalamalar dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirme yapildiginda, en
yiiksek EKSCEK oraninin kontrolde (%98.50), en diisiik ise (%42.38) 4 mM Lk’
konsantrasyonda gergeklestigi tespit edilmistir. Diger taraftan, EKSCEK oran1 1 mM’lik
konsantrasyonda %77.71, 2 mM’lik konsantrasyonda %64.35 ve 3 mM’lik
konsantrasyonda %51.96 olmustur (Cizelge 4.11).

EKSCEK oran1 iizerine sodyum azitin uygulama siliresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.10). En yiiksek
EKSCEK oran1 ESEKO ve ESCEK oranlart gibi tiim siirelerde kontrol
konsantrasyondan elde edilmistir. En diisik EKSCEK orani ise 1, 2 ve 3 saatlik
uygulamalarda 4 mM’lik konsantrasyonda ve 4 saatlik uygulamada 2, 3 ve 4 mM’lik
konsantrasyondan elde edilmistir (Cizelge 4.11).

3) Cevap veren somatik embriyo sayisi

Cevap veren somatik embriyo sayisi, eksplant sayisina ve embriyogenik kallus sayisina
gore olmak tlizere iki sekilde degerlendirilmistir. Embriyogenik kalluslar hormonsuz
ortama konulduktan yaklasik 2-3 giin sonra cevap veren somatik embriyolar daha net
bir sekilde goriilmeye baglamistir. Cevap veren somatik embriyolarin biiytikligi
sodyum azitin hem uygulama siiresine hem de konsantrasyonuna gore farklilik
gostermigtir. Nitekim, 1, 2 ve saatlik uygulama siirelerinde cevap veren somatik
embriyolarin boyutu 1 mM’lik konsantrasyonda en biiyiik olmus bunu azalan sira ile 2,
3 ve 4 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Diger taraftan, 4 saatlik uygulama siiresinde
cevap veren somatik embriyolarin boyutu 1 mM’lik konsantrasyonda en biiyiik olmus,
ancak diger konsantrasyonlarda cevap veren somatik embriyolar olusmamistir (Sekil
4.26). Cevap veren somatik embriyolar 15 giin boyunca hormonsuz ortamda tutulduktan

sonra rejenrasyon ortamina aktarilmis ve gelismeleri saglanmistir.
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Sekil 4.26. Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen cevap
veren embriyogenik kalluslarin goriintimleri.

(1) kontrol, (2) 1 saat + 1 mM, (3) 1 saat + 2 mM, (4) 1 saat + 3 mM, (5) 1 saat + 4 mM, (6) 2 saat + 1
mM, (7) 2 saat + 2 mM, (8) 2 saat + 3 mM, (9) 2 saat + 4 mM, (10) 3 saat + 1 mM, (11) 3 saat + 2 mM,
(12) 3 saat + 3 mM, (13) 3 saat + 4 mM, (14) 4 saat + 1 mM, (15) 4 saat + 2 mM, (16) 4 saat + 3 mM ve
(17) 4 saat + 4 mM konsantrasyonlarda cevap veren somatik embriyolarin (ok isareti ile gosterilmistir) ve
rejenere bitkilerin goriiniimleri.
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a. Eksplant sayisina gore cevap veren somatik embriyo (ESCSE) sayisi

ESCSE sayisi ilizerine sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonunun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmasina karsin, bu iki faktor arasindaki interaksiyon Onemsiz

olmustur (Cizelge 4.10).

Ortalama eksplant sayisina goére cevap veren somatik embriyo sayist 1 saatlik
uygulamadan (2.38 adet) elde edilmis, bunu azalan sira ile 1 saat (2.09 adet), 3 saat

(2.17 adet) ve 4 saatlik (1.62 adet) uygulama siireleri izlemistir (Cizelge 4.11).

Konsantrasyonlarin kendi igerisindeki ortalamalari esas alindiginda, ESCSE sayis1
bakimindan ilk sirada 8.25 adet ile kontrol grubun yer aldigi, bunu 1.07 adet ile 1 mM
ve 0.51 adet ile 2 mM, 0.33 adet ile 3 mM’lik konsantrasyonlarin izledigi, bu karakter
bakimindan son sirada 4 mM’lik konsantrasyonun (0.15 adet) bulundugu tespit

edilmistir (Cizelge 4.11).

b. Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren somatik embriyo (EKSCE) sayisi

Sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu EKSCE sayisini ¢ok Onemli
(P<0.01) derecede etkilemis, buna karsin iki faktor arasindaki interaksiyon O6nemsiz

olmustur (Cizelge 4.10).

Ortalamalar esas alinarak siirelere gore degerlendirildiginde, en yiiksek EKSCE sayis1
2.47 adet ile 1 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu azalan sira ile 3 saat (2.53 adet),

2 saat (2.24 adet) ve 4 saatlik (1.62 adet) uygulama siireleri izlemistir (Cizelge 4.11).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore en yiiksek EKSCE sayisinin kontrolde (8.25),
en diisiik ise 4 mM’lik konsantrasyonda (0.32 adet) gergeklestigi belirlenmis, bunu 1.18
adet ile 1 mM’lik konsantrasyon, 0.71 adet ile 2 mM’lik konsantrasyon ve 0.61 adet ile
3 mM’lik konsantrasyon izlemistir (Cizelge 4.11).
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4) Rejenerasyon etkinligi (RE)

Cevap veren somatik embriyolar rejenerasyon ortamina aktarildiktan 15 giin sonra
hormonsuz ortama konulmuslar ve burada bir ay silireyle tutulmuslardir. Bu siire

igerisinde somatik embriyolarda kok ve siirgiin olusumlar1 gergeklesmistir (Sekil 4.26).

RE tizerine sodyum azitin uygulama siiresi siiresi ve konsantrasyonu ile hem de bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.10).

Uygulama siiresine gore ortalama rejenerasyon etkinligi dikkate alindiginda, en yiiksek
rejenerasyon etkinliginin 0.31 adet ile 1 saatlik uygulamadan elde edildigi, bunu 0.22
adet ile 2 saatlik, 0.21 adet ile 3 saatlik ve 0.13 adet ile 4 saatlik uygulamalarin izledigi
goriilmustiir (Cizelge 4.11).

Diger taraftan, ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek rejenerasyon etkinliginin 0.65 adet ile kontrolden (0 mM) elde
edildigi, bunu 1 mM (0.18 adet), 2 mM (0.10 adet), 4 mM (0.09 adet) ve 3 mM’lik
(0.05) konsantrasyonlarin izledigi goriilmiistiir. Bununla birlikte 2, 3 ve 4 mM’lik
konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olup, istatistiksel olarak ayni grupta yer

almiglardir (Cizelge 4.11).

RE iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok dnemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.10). En yiksek RE tim siirelerde kontrol
konsantrasyondan elde edilmistir. En diisik RE ise 1 ve 3 saatlik uygulamalarda 3
mM’lik konsantrasyonda; 2 saatlik uygulama siiresi ise 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda;
4 saatlik uygulamada 1, 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.11
ve Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Kallusa farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasinin bitki sayisi
tizerine etkileri.

5) Bitki sayis1 (BS)

Kok ve siirgiin olusturan somatik embriyolar 30 giin boyunca hormonsuz ortam iceren
magenda kutularinda tutularak gelismeye birakilmiglardir (Sekil 4.28). Rejenere
bitkilerin farkli ortamlarda goriiniimleri; bitkilerin saksilara aktarilmasi ve aklimasyona
alinmasi, bitkilerin aklimasyon sonrasi goriiniimiiler, bitkilerin saksilarda gdriiniimleri

ve topraga aktarilmis bitkilerin goriiniimleri Sekil 4.29°da gosterilmistir.
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Sekil 4.28. Sodyum azitin bazi siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen
bitkiciklerin magendada goriintimleri.

Sekil 4.29. Rejenere bitkilerin farkli ortamlarda goriiniimleri.
a) bitkilerin saksilara aktarilmasi ve aklimasyona alinmasi, b) bitkilerin aklimasyon sonrasi goriiniimiiler,
c) bitkilerin saksilarda goriiniimleri, d) topraga aktarilmis bitkilerin goriiniimleri.

Bitki sayisi lizerine sodyum azitin uygulama stiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.10).



143

Uygulama siiresine gore ortalama bitki sayis1 dikkate alindiginda, en yiiksek bitki sayisi
2.80 adet ile 1 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu azalan sira ile 2 saat (1.96 adet),
3 saat (1.66 adet) ve 4 saatlik (1.30 adet) uygulama siireleri izlemistir (Cizelge 4.11).

Ortalamalar dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirme yapildiginda, en
yiiksek bitki sayisinin 6.57 adet ile kontrolden (0 mM) elde edildigi, buna 1 mM (1.55
adet), 2 mM (0.77 adet), 3 mM (0.40 adet) ve 4 mM’lik (0.35) konsantrasyonlarin
izledigi gorilmiistiir. Bununla birlikte 2, 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonlar arasindaki

farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.11).

BS iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢cok 6nemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.10). En yiiksek BS, RE gibi tiim siirelerde kontrol
uygulamasinda elde edilmistir. En diisiik BS ise 1 saatlik uygulama siiresinde 4 mM’lik
konsantrasyonda; 3 saatlik uygulama siiresinde 3 mM’lik konsantrasyonda; 2 saatlik
uygulama siiresi ise 3 ve 4 mM’lik konsantrasyonda; 4 saatlik uygulamada 1, 2, 3 ve 4

mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.11 ve Sekil 30).
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Sekil 4.23. Kallusa farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasinin bitki sayisi
tizerine etkileri.

6) Optimum dozun (LDs) tespit edilmesi

Mutagenlerin kallusa uygulanmasi durumunda optimum konsantrasyonu ve uygulama
sliresinin belirlenmesinde LDsy (letal doz) kriteri esas alinmistir. LDsp degerinin
belirlenmesinde rejenerasyon etkinligi ve bitki sayisi esas alinmistir. Buna gore, hem
rejenerasyon etkinligi hem de bitki sayis1 igin LDsp degeri aynit uygulamadan elde
edilmis olup, bu sodyum azitin 1 mM’lik konsantrasyonunun 1 saat siire ile muamele

edildigi uygulamadir (Cizelge 4.11 ve Sekil 27 ve Sekil 30).

7) Kallusa sodyum azit uygulamasindan sonra incelenen doku Kkiiltiirii karekterler
arasindaki korelasyonlar

Incelenen karekterler arasindaki iliskiler Cizelge 4.12°de verilmistir. Incelenen
karekterlerden, ESEKO orani ile ESCEK (r=0.95), EKSCEK (r=0.75), ESCSE (1=0.52),
EKSCE (r=0.50), RE (r=0.55) ve BS (r=0.0.64); ESCEK orani ile EKSCEK (r=0.87),
ESCSE (r=0.56), EKSCE (r=0.56), RE (r=0.59) ve BS (r=0.50); ESCSE sayisi ile
EKSCE (r=0.99), RE (1=0.66) ve BS (=0.81); EKSCE sayis1 ile RE (r=0.64) ve BS
(r=0.79); RE ile BS (r=84) arasindaki iligkiler de olumlu ve ¢cok 6nemli olmustur.



Cizelge 4.12. Kallusa farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra in vitro ortamda incelenen bazi karakterlere ait
korelasyon katsayilari.

ESEKO (%) ESCEK (%) EKSCEK (%) ESCSE (adet) EKSCE (adet) RE (adet) BS (adet)
ESEKO 1
ESCEK 095 1
EKSCEK 0.75™ 0.87" 1
ESCSE 0.52" 0.56™ 0.417 1
EKSCE 0.50" 0.56™ 0.46™ 0.99™ 1
RE 0.55™ 0.59™ 0.48™ 0.66™ 0.64” 1
BS 0.64™ 0.67" 0.50" 0.817 0.79™ 0.84™ 1

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

i
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4.2. ikinci Yontemde Elde Edilen Bulgular

4.2.1. Kontrollii kosullarda yapilan cahsmalar

4.2.1.a. Etil metansiilfonatin (EMS) uygulamasi

1) Cimlenme ile ilgili karakterler

Tohumlar ortama konulduktan yaklasik 1-2 giin sonra ¢imlenmeye baslamislar ve 14

giin boyunca bu ortamda tutularak gelismeleri saglanmistir.

a. Cimlenme hizi (%)

Cimlenme hiz1 {izerine etil metansiilfonat hem uygulama siiresi, hem de uygulama
konsantrasyonu ve yine siire X konsantrasyon interaksiyonu dnemsiz olmustur (Cizelge

4.13).

Cimlenme hiz1 iizerine mutagenin belirgin bir etkisi olmamustir. Ornegin, 10 dakikalik
uygulamada %100 olan ¢imlenme hizi 6 saatlik uygulamada da %100 olmus, diger
siirelerde ise %99’un {izerinde olup, ortaya c¢ikan farkliliklar 6nemsenmeyecek kadar

kiiciik olmustur (Cizelge 4.14).

Konsantrasyonlarin ortalamalarma gore, kontrolde %100 olan ¢imlenme hiz1 %0.2 ve
%0.3’liik konsantrasyonlarda %99.75, %0.1 ve %0.4’lik konsantrasyonlarda ise
%99.25 olmustur. Bu sonuclardan da analasilacagi gibi, ¢imlenme hizi

konsantrasyondaki artisa paralel bir degisim gostermemistir (Cizelge 4.14).



Cizelge 4.13. Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra ¢imlenme ile ilgili bazi karakterlere ait varyans analizi

sonugclari.
Varyasyon Kaynagi Kareler ortalamasi
SD CH CG CcO CHK Col 0CZ CHI CGlI
Siire (saat) 3 2.13 2.13 2.13 28.20** 0.000012 0.003** 0.78** 221299.07**
Konsantrasyon (%) 4 1.80 1.80 1.8 10.00 0.000010 0.001 0.23 7322.15
Siire x Konsantrasyon 12 1.80 1.80 1.8 5.61 0.000010 0.001 0.23 49707.29
Hata 60 1.86 1.86 1.86 5.71 0.000010 0.001 0.15 31014.60
Toplam 80

**: p<0.01 diizeyinde dnemlidir.

8r1



Cizelge 4.14. Tohuma farkl siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra ¢imlenme ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi
sonugclari ait veriler.

7 KO”S?%E’SVO” CH (%) CG (%) CO (%) CHK OCZ (giin) CHi CGi
0 100.00 100.00 100.00 100.00 1.00 39.00 2370.00
0.1 100.00 100.00 100.00 100.00 1.00 39.00 2340.50
10 dakika 0.2 100.00 100.00 100.00 100.00 1.00 39.00 2271.50
0.3 100.00 100.00 100.00 100.00 1.00 39.00 2364.00
0.4 98.00 98.00 98.00 100.00 1.00 38.50 2288.24
Ortalama 99.60 99.60 99.60 100.00 A 1.00 B 38.90* 2326.84 A
0 100.00 100.00 100.00 99.04 1.01 38.88 2408.00
0.1 98.00 98.00 98.00 95.59 1.05 38.04 2424.36
3 0.2 99.00 99.00 99.00 96.23 1.04 38.33 2359.66
0.3 99.00 99.00 99.00 96.26 1.04 38.33 2299.16
0.4 100.00 100.00 100.00 99.04 1.01 38.88 2295.00
Ortalama 99.20 99.20 99.20 97.238 1.034 38.49 8 2357.234
0 100.00 100.00 100.00 100.00 1.00 39.00 2330.00
0.1 100.00 100.00 100.00 100.00 1.00 39.00 2102.00
6 0.2 100.00 100.00 100.00 100.00 1.00 39.00 2098.50
0.3 100.00 100.00 100.00 98.08 1.02 38.75 2244.50
0.4 100.00 100.00 100.00 98.15 1.02 38.83 2288.50
Ortalama 100.00 100.00 100.00 99.24 A 1.01°8 38.914 2212.708
0 100.00 100.00 100.00 100.00 1.00 39.00 2006.50
0.1 99.00 99.00 99.00 100.00 1.00 38.75 2061.92
9 0.2 100.00 100.00 100.00 100.00 1.00 39.00 2374.00
0.3 100.00 100.00 100.00 96.23 1.04 38.58 2041.50
0.4 99.00 99.00 99.00 100.00 1.00 38.75 2162.58
Ortalama 99.60 99.60 99.6 99.24 A 1.01°8 38.81° 2129.30 8
0 100.00 100.00 100.00 99.76 1.00 38.97 2278.63
0.1 99.25 99.25 99.25 98.90 1.01 38.70 2232.20
Konsantrasyon 0.2 99.75 99.75 99.75 99.06 1.01 38.83 2275.91
Ortalama (%) 03 99.75 99.75 99.75 97.64 1.03 38.67 2237.29
0.4 99.25 99.25 99.25 99.30 1.01 38.74 2258.58
LDs, degeri 50.00 50.00 50.00 49.87 05 19.48 1139.31

1. Ayn1 siitunda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 5nemsizdir.

6v1
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b. Cimlenme giicii (%)

Cimlenme giicii lizerine EMS’nin hem uygulama siiresi ve konsantrasyonu hem de

siirexkonsantrasyon interaksiyonu énemsiz olmustur (Cizelge 4.13).

Uygulama siirelerinin ortalamalarina gore, 10 dakikalik uygulamada %100 olan
¢imlenme giici 6 saatlik uygulama siiresinde de %100 olmustur. Diger uygulama

stirelerinde ise ¢ok kiiciik bir azalma (%99.20-99.60) ger¢eklesmistir (Cizelge 4.14).

Konsantrasyonlarin kendi igerisindeki ortalamalar incelendiginde, kontrolde %100 olan
cimlenme giiciiniin, %0.2 ve 9%0.3’liikk konsantrasyonlarda %99.75’e, %0.1 ve %0.4’lik
konsantrasyonlarda ise %99.25’e diistiigii tespit edilmistir (Cizelge 4.14).

C. Cimlenme Oram

Cimlenme orani iizerine etil metansiilfonatin hem uygulama siiresi ve konsantrasyonu

hem de siire x konsantrasyon interaksiyonu 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.13).

Bundan Onceki iki karakterde oldugu gibi ¢imlenme orani lizerine de uygulama
siresinin belirgin bir etkisi olmamistir. Nitekim, ¢cimlenme orani hem kontrolde hem de
6 saatlik uygulamada %100 olmustur. Bunu kiiclik farklilikla 10 dakika ve 9 saatlik
(%99.60) uygulama siireleri izlemis, son sirada ise %99.20 ile 3 saatlik uygulama yer

almistir (Cizelge 4.14).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore ¢imlenme orani kontrolde %100, %0.2 ve
%0.3’liik konsantrasyonlarda %99.75, %0.1 ve %0.4’lik konsantrasyonlarda ise
%99.25 olmustur (Cizelge 4.14).
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d. Cimlenme hiz1 katsayisi

Cimlenme hizi katsayisi lizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi ¢ok Onemli
(P<0.01) iken, konsantrasyonun 6nemli bir etkisi olmamis ve yine siire x konsantrasyon

interaksiyonu da 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.13).

Ortalamalar esas alinarak siirelere gore degerlendirildiginde, en yiiksek ¢imlenme hizi
katsayis1 10 dakikalik uygulamada (100), en diisiik ise 3 saatlik uygulama siiresinde
(99.23) elde edilmistir. Diger taraftan, ¢imlenme hizi katsayis1 6 ve 9 saatlik
uygulamalarda 99.24°e, 3 saatlik uygulamada ise 99.23’e diismiistiir. Bununla birlikte
10 dakika, 6 saat ve 9 saatlik siireler arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge

4.14).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 dikkate alinarak incelediginde, en yiiksek ¢imlenme
hiz1 katsayis1 99.76 ile kontrol grupta tespit edilmis, bunu kiiglik farkliliklarla %0.4
(99.30), %0.2 (99.06), %0.1 (98.90) ve %0.3’liikk (97.04) konsantrasyonlar takip etmistir
(Cizelge 4.14).

e. Ortalama cimlenme zamam

Etil metansiilfonatin uygulama siiresi ortalama ¢imlenme zamanini ¢ok énemli (P<0.01)
derecede etkilemis, buna karsin uygulama konsantrasyonu ile bu iki faktor arasindaki

interaksiyonun etkisi 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.13).

Ortalamalar esas alinarak siirelere gore degerlendirildiginde, en uzun ortalama
¢imlenme zamani 1.03 giin ile 3 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu 1.01 giin ile 6
ve 9 saat, 1.00 giin ile 10 dakika uygulama siireleri izlemis, ancak bu ii¢c uygulama

stiresi arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.14).
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Ortalama ¢imlenme zamani kontrolde 1.00 giin olmus, bunu 1.01 giin ile %0.1, %0.2 ve
%0.4’1iik konsantrasyonlar izlemistir. En ge¢ ¢imlenme ise 1.03 giin ile %0.3’liik

konsantrasyonda tespit edilmistir (Cizelge 4.14).

f. Cimlenme hiz1 indeksi

Cimlenme hiz1 indeksi {izerine mutagenin uygulama siiresinin etkisi istatistiksel
anlamda c¢ok o6nemli (P<0.01) iken, konsantrasyon ve yine silire x konsantrasyon

interaksiyonun énemli bir etkisi olmamistir. (Cizelge 4.13).

Uygulama siirelerinin ortalamalarina gore, ¢imlenme hizi indeksi 6 saatlik uygulamada
38.91 olarak tespit edilmis, bunu azalan sira ile 10 dakika (38.90), 9 saat (38.81) ve 3
saatlik (38.49) uygulama siireleri izlemistir. Diger taraftan, 10 dakika, 4 ve 8 saatlik

uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.14).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gére degerlendirildiginde, en yiiksek ¢imlenme hiz1
indeksi 38.97 ile kontrol grupta tespit edilmis, bunu kii¢iik farkliliklarla %0.2 (38.83),
%0.1 (38.70), %0.4 (38.74) ve %0.3’lik (38.67) konsantrasyonlar takip etmigtir
(Cizelge 4.14).

g. Cimlenme giicii indeksi

Etil metansiilfonatin uygulama siiresi ¢imlenme giicii indeksini ¢ok 6nemli (P<0.01)
derecede etkilemis, bunu karsin, konsantrasyon ve siire X konsantrasyon

interaksiyonunun etkisi dnemsiz olmustur. (Cizelge 4.13).

Ortalamalar esas alinarak stirelere gore degerlendirildiginde, en yiiksek ¢imlenme giicii
indeksi, 3 saatlik uygulamadan (2357.23) elde edilmis, bunu 2326.84 ile 10 dakika,
2212.70 ile 6 saat ve 2129.30 ile 9 saatlik uygulama siireleri izlemistir. Bununla birlikte,
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10 dakika ve 3 saatlik ve yine 6 ve 9 saatlik uygulama siireler arasindaki farkliliklar

istatistiksel anlamda 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.14).

Konsantrasyon ortalamalarina gore en yiiksek c¢imlenme giicii indeksi 2278.63 ile
kontrol grupta tespit edilmis ve son sirada 2232.20 ile %0.1°lik konsantrasyon yer
almistir (Cizelge 4.14).

2) Cim ile ilgili karekterler

Tohumlar ortama konulduktan yaklasik ikinci giiniin sonunda kok ve siirgiinler

meydana gelmistir (Sekil 4.31).
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Q)

Sekil 4.31. EMS’nin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen kok ve
stirgtinlerin goriiniimleri.

1: a) 10 dakika + %0.0, b) 3 saat + %0.0, c) 6 saat + %0.0, d) 9 saat + %0.0,

2: a) 10 dakika + %0.1, b) 3 saat + %0.1, c) 6 saat + %0.1, d) 9 saat + %0.1,

3: a) 10 dakika + %0.2, b) 3 saat + %0.2, c) 6 saat + %0.2, d) 9 saat + %0.2,

4: a) 10 dakika + 9%0.3, b) 3 saat + %0.3, ¢) 6 saat + %0.3, d) 9 saat + %0.3,

5: a) 10 dakika + %0.4, b) 3 saat + %0.4, c) 6 saat + %0.4, d) 9 saat + %0.4 konsantrasyonlarda kok ve
stirgiin goriiniimleri.
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a. Kok sayisi

Kok sayist iizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresi ve konsantrasyonunun etkisi
cok 6nemli (P<0.01) olmasina karsin, bu iki faktor arasindaki interaksiyon onemsiz

olmustur (Cizelge 4. 15).

En fazla kok sayis1 4.53 adet ile 10 dakikalik uygulamadan elde edilmis, bunu azalan
sira ile 3 saat (4.11 adet), 6 saat (4.08 adet) ve 9 saatlik (4.08 adet) uygulama siireleri
takip etmistir. Bununla birlikte 3, 6 ve 9 saatlik uygulamalar arasindaki farkliliklar

istatistiksel anlamda 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.16).

Ortalama dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirilme yapildiginda, kontrol
grupta 4.24 adet olan kok sayist EMS’nin %0.2’lik konsantrasyonunda 4.25e, %0.1°lik
konsantrasyonunda 4.26’ya, %0.3’liikk konsantrasyonunda ise 4.34’e yiikselmis, boylece
kontrolii gecmisler, ancak bu uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur.
Diger taraftan, %0.4’liikk konsantrasyonda kok sayisi ¢ok Onemli derecede azalarak

3.91’e diismiistiir (Cizelge 4.16).



Cizelge 4.15. Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra ¢im ile ilgili bazi1 karakterlere ait varyans analizi sonuglart.

Kareler ortalamasi

Varyasyon Kaynag
SD KS KU SuU KOU CuU KYA KKA SYA SKA
Siire (saat) 3 0.97** 8.92** 7.52%* 0.88** 24.14** 0.002** 0.003** 0.001** 0.003**
Konsantrasyon (%) 4 0.44** 0.59 1.33 0.25* 0.53 0.00008 0.000001 0.000094 0.001*
Siire X Konsantrasyon 12 0.03 4.44** 0.91 0.11 5.12 0.000001** 0.001 0.000001** 0.001**
Hata 60 0.06 1.14 1.20 0.09 2.88 0.00005 0.000001 0.00005 0.000001
Toplam 80

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

99T



Cizelge 4.16. Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra ¢im ile ilgili baz1 karakterlere ait veriler.

Siire (dakika/saat) Konsantrasyon KS KU SuU KOU CU KYA KKA SYA SKA
(%) (adet) (cm) (cm) (cm) (cm) (9 (9 (9) (9
0 4.45 11.63 12.08 4.22 23.70 0.0349° 0.0098 0.0763° 0.0072
0.1 46 10.93 12.48 3.69 23.41 0.0408 b 0.0113 0.0675® 0.0062
10 dakika 0.2 475 10.21 12.50 3.86 22.72 0.0390 b 0.0171 0.0651 0.0082
0.3 465 12.00 11.64 3.73 23.64 0.0537a 0.0065 0.0647 ® 0.0078
0.4 42 10.76 12.58 3.97 23.33 0.0448 ® 0.0052 0.0562 ° 0.0076
Ortalama 4534 11.104 12.25® 3.89 78 23.354 0.0427°® 0.0100 B 0.0660 * 0.0074 B
0 42 11.15 12.93 3.99 24.08 0.0334° 0.0055 0.0658 2 0.0021 2
0.1 415 11.15 13.57 4.10 24.71 0.0448 2 0.0049 0.0689 ® 0.0012°
3 0.2 4.25 10.28 13.57 4.15 23.85 0.0354 ® 0.0139 0.0627 ® 0.0013°
0.3 42 10.66 12.55 3.92 23.21 0.0382 ® 0.0094 0.0601 ® 0.0009 ™
0.4 3.75 9.44 13.52 3.92 22.95 0.0320° 0.0043 0.0584 b 0.0004 ¢
Ortalama 4118 10.53 A8 13.234 4024 23.76 A 0.0368 © 0.0076 B 0.0632 %8 0.0012 B
0 415 10.372 12.93 3.40 23.30 0.0639 2 0.0250 0.0694 2 0.0153°
0.1 415 8.59° 12.43 3.68 21.02 0.0377° 0.0154 0.0515° 0.0158°
6 0.2 4 9.59 ® 11.40 3.82 20.99 0.0378° 0.0162 0.0531° 0.0102°
0.3 4.25 10.81° 11.64 3.11 22.45 0.0518 % 0.0660 0.0602 ® 0.0821°2
04 3.85 10.12° 12.77 361 22.89 0.0556 ® 0.0210 0.0668 ° 0.0143°
Ortalama 4088 9.89 B¢ 12,238 352°¢ 22128 0.0494 A 0.0287 4 0.0603 & 0.0276 A
0 4.15 8.05 12.01 3.98 20.07 0.0211° 0.0019 0.0466 0.0004
0.1 415 9.71% 11.12 3.79 20.83 0.0239° 0.0009 0.0492 0.0003
9 0.2 4 11.47° 12.26 3.92 23.74 0.0411° 0.0011 0.0571 0.0004
0.3 4.25 8.70¢ 11.70 367 20.42 0.0276° 0.0016 0.0499 0.0009
0.4 3.85 10.10° 11.75 3.72 21.85 0.0293° 0.0092 0.0546 0.0006
Ortalama 4088 9.61°¢ 11.77°® 3.81°8 21.37° 0.0286 ° 0.0029 B 0.0515 © 0.0005 B
0 4247 10.30 12.49 3.894 22.79 0.0384 0.0105 0.0645 0.0063 B
Konsantrasyon 0.1 4264 10.09 12.40 3.8178 22.49 0.0368 0.0081 0.0593 0.0059 &
Ortalama (%6) 0.2 425" 10.39 12.43 3934 22.82 0.0383 0.0121 0.0595 0.0050 &
° 0.3 4344 10.55 11.88 3618 22.43 0.0428 0.0209 0.0588 0.0229 4
04 3918 10.10 12.65 3.808 22.75 0.0404 0.0099 0.0590 0.0057 &
LDs, degeri 2.12 5.15 6.24 1.94 11.39 0.0192 0.0052 0.0322 0.0031

1. Ayni siitunda ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar nemsizdir.
2. Her bir uygulama siieresi icin ayn1 siitunda ayn1 kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

LGT
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b. Kok uzunlugu

Kok uzunlugu tizerine EMS’nin uygulama siiresi ¢ok énemli (P<0.01), konsantrasyonun
etkisi 6nemsiz, siire X konsantrasyon interaksiyonu ise ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur

(Cizelge 4.15).

Uygulama siiresi uzadik¢a kok uzunlugu azalmistir. Nitekim, en fazla kok uzunlugu
11.10 cm ile 10 dakikalik uygulama siiresinden elde edilmis, bunu 10.53 cm ile 3 saat,

9.89 cm ile 6 saat ve 9.61 cm ile 9 saatlik uygulama siireleri izlemistir (Cizelge 4.16).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore, en uzun kokler 10.55 cm ile 9%0.3’lik
konsantrasyonda tespit edilmis, bunu 10.39 cm ile %0.2°1lik, 10.30 cm ile %0.0’lik,
10.10 cm ile %0.4’lik ve 10.09 cm ile %0.1’lik konsantrasyonlar izlemistir. Bu
verilerden de anlasilacagr gibi, EMS’nin %0.2 ve %0.3’liik konsantrasyonlar seklinde
uygulanmas1 kok uzunlugunu artirmis, %0.1 ve %0.4’liikk konsantrasyonlar ise

azaltmistir (Cizelge 4.16).

Kok uzunlugu EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok dnemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.15). En yiiksek kok uzunlugu 10 dakikalik uygulama
stiresinde %0.0, 3 saatlik uygulamada %0.0 ve %0.1’lik konsantrasyonda, 6 saatlik
uygulamada %0.3’liik konsantrasyonda ve 9 saalik uygulamada 9%0.2’lik
konsantrasyondan gozlenmistir. En diisik kok uzunlugu ise 10 dakikalik uygulama
stiresinde %0.2°1ik konsantrasyonda; 3 saatlik uygulamada %0.4’lik konsantrasyonda;
6 saatlik uygulamada %0.1’lik konsantrasyonda ve 9 saalik uygulamada %0.0’1lik
konsantrasyondan elde edilmistir (Cizelge 4.16).

C.Siirgiin uzunlugu

Etil metansiilfonatin uygulama siiresi siirgiin uzunlugunu ¢ok énemli (P<0.01) derecede

etkilemis, buna karsin konsantrasyon ve siire x konsantrasyon interaksiyonunun énemli
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bir etkisi olmamistir (Cizelge 4.15).

Siirelerin ortalamalarina gore, en uzun siirglinler 3 saatlik uygulamdan (13.23 cm) elde
edilmis, bunu azalan sira ile 10 dakika (12.25 cm), 6 saat (12.23 cm) ve 9 saatlik
(11.77 cm) uygulamalar izlemis, ancak 10 dakika, 6 ve 9 saatlik uygulamalar arasindaki

farkliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.16).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirildiginde, siirglin uzunlugu kontrol
grupta 12.49 cm iken, EMS’nin %0.4’liik konsantrasyonunda kii¢iik bir artigla 12.65
cm’ye ylikselmistir. Diger konsantrasyonlar ise siirgiin uzunlugunda kii¢iik bir azalmaya
sebep olmuslar ve bunlarda stirgiin uzunlugu kontrol grubun biraz gerisinde kalmistir

(Cizelge 4.16).

d. Koleoptil uzunlugu

Koleoptil uzunlugu iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi ¢ok dnemli (P<0.01),
uygulama konsantrasyonunun etkisi 6nemli (P<0.05) iken, bu iki faktor arasindaki

interaksiyon dnemsiz olmustur (Cizelge 4.15).

En yiiksek koleoptil uzunlugu 4.02 cm ile 3 saatlik uygulama siiresinde gerceklesmis,
bunu 3.89 cm ile 10 dakika, 3.81 cm ile 9 saat ve 3.52 cm ile 6 saatlik uygulama siireleri

1zlemistir (Cizelge 4.16).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 dikkate alinarak degerlendirildiginde, kontrol grupta
3.89 cm olan koleoptil uzunlugunun %0.2’lik konsantrasyonda kii¢iik bir artigla 3.93
cm’ye yiikseldigi, buna karsin diger konsantrasyonlarda koleoptil uzunlugunda azalma
oldugu (%0.1’lik konsantrasyonda 3.81 cm, %0.4’liilk konsantrasyonda 3.80 cm ve
9%0.3’liikk konsantrasyonda 3.61 cm) tespit edilmistir (Cizelge 4.16).
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e. Cim uzunlugu

Etil metansiilfonatin uygulama siiresi ¢im uzunlugunu ¢ok Snemli (P<0.01) derecede
etkilemis, konsantrasyonun etkisi onemsiz, bu iki faktor arasindaki interaksiyon cok

onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.15).

Uygulama siiresine gore ortalama ¢im uzunlugu dikkate alindiginda, en fazla ¢im
uzunlugunu 23.76 cm ile 10 dakikalik uygulamadan elde edilmis, bunu 23.35 cm ile 3
saatlik, 22.12 cm ile 6 saatlik ve 22.37 cm ile 9 saatlik uygulamalar izlemis, ancak 10
dakikalik ve 3 saatlik uygulamalar ve yine 6 ve 9 saatlik uygulamalar arasindaki

farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.16).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, kontrolde 22.79
cm olan ¢im uzunlugunun %0.2’lik konsantrasyonda kiiciik bir artigla 22.82 cm’ye
yiikseldigi, buna karsin diger tiim konsantrasyonlarda kisaldig: tespit edilmistir. Buna
gore, ¢im uzunlugu %0.4’liikk konsantrasyonda 22.75 cm, %0.1°lik konsantrasyonda

22.49 cm ve %0.3 ik konsantrasyonda 22.43 cm olmustur (Cizelge 4.16).

f. Kok yas agirh@

Kok yas agirligt {izerine EMS’nin uygulama siiresi ¢ok Onemli (P<0.01),
konsantrasyonun etkisi onemsiz, siire * konsantrasyon interaksiyonu ise ¢ok onemli

(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.15).

Fide bagina en yiiksek kok yas agirligi 0.0449 g ile 6 saatlik uygulama siiresinden elde
edilmis, bunu 0.0427 g ile 10 dakika, 0.0368 g ile 3 saat ve 0.0286 g ile 9 saatlik

uygulama stireleri izlemistir (Cizelge 4.16).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 dikkate alinarak incelendiginde, en yiiksek kok yas

agirhigr 0.0428 g ile  %0.3’liik konsantrasyonda tespit edilmis, bunu 0.0404 g ile



161

%0.4’liik, 0.0384 g ile %0’lik (kontrol), 0.0383 g ile %0.2’lik ve 0.0368 g ile %0.1°1ik
konsantrasyonlar izlemis, ancak uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda
Oonemsiz olmustur. Bu sonuglara gére EMS’nin %0.3 ve %0.4’liikk konsantrasyonlar1 kok

yas agirhiginda kontrole gore kiiciik bir artisa sebep olmustur (Cizelge 4.16).

Kok yas agirligt EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.15). En yiiksek kok yas agirligi 10 dakikalik uygulama
stiresinde %0.3’liik konsantrasyonda, 3 saatlik uygulamada %0.1’lik konsantrasyonda; 6
saatlik uygulamada %0.0’lik konsantrasyonda ve 9 saalik uygulamada ise %0.2’lik
konsantrasyonda goézlenmistir. En diisiik kok yas agirligi ise 10 dakikalik uygulama
stiresinde  %0.0’lik, 3 saatlik uygulamada %0.4’lik konsantrasyonda; 6 saatlik
uygulamada %0.1°’lik konsantrasyonda ve 9 saalik uygulamada %0.0’lik
konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.16).

0. Kok kuru agirhg:

Kok kuru agirhigr lizerine uygulama siiresinin etkisi istatistiksel anlamda ¢ok onemli
(P<0.01) iken, konsantrasyonun etkisi ve siire X konsantrasyon interaksiyonu 6nemsiz

olmustur (Cizelge 4.15).

6 saatlik uygulamada 0.0287 gram olan kok kuru agirhigi, 10 dakikalik uygulamada
0.0100 grama, 3 saatlik uygulamada 0.0076 grama, 8 saatlik uygulamada ise 0.0029
grama diismiis, ancak 10 dakikalik, 6 ve 8 saatlik uygulama siireleri arasindaki

farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.16).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yiiksek kok
kuru agirhiginin - %0.2°lik konsantrasyonda (0.0121 g), en diisiik ise %0.4’lik
konsantrasyonda (0.0009 g) gerceklestigi tespit edilmis, ancak tiim konsantrasyonlar

arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.16).
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h. Siirgiin yas agirhgi

Siirgiin yas agirlig1 lizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresi ¢ok énemli (P<0.01),
konsantrasyonun etkisi 6nemsiz, siire X konsantrasyon interaksiyonu ise ¢ok 6nemli

(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.15).

En yiiksek siirgiin yas agirlig1 0.0660 g ile10 dakikalik uygulamada tespit edilmis, bunu
0.0632 g ile 3 saatlik ve 0.0603 g ile 6 saatlik uygulama siireleri izlenmistir. Diger
taraftan, bu karakter bakimindan en diisiik deger 0.0515 g ile 9 saatlik uygulama
stiresinde gerceklesmistir (Cizelge 4.16).

Konsantrasyonlarin kendi icerisindeki ortalamalar1 esas alindiginda, siirglin yas agirligi
bakimindan ilk sirada 0.0645 g ile kontrol grubun yer aldigi, bunu 0.0595 g ile %0.2,
0.0593 g ile %0.1 ve 0.0590 g ile %0.4’liik konsantrasyonlarin izledigi ve bu karakter
bakimindan son sirada %0.3’liik konsantrasyonun (0.0588 g) bulundugu tespit edilmis,
ancak tiim konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar istatiksel anlamda 6nemsiz olmustur

(Cizelge 4.16).

Siirglin yas agirligt EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok dnemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.15). En yiiksek siirgiin yas agirhigi 10 dakikalik uygulama
stiresinde %0.4°1ik, 3 saatlik uygulamada 9%0.1’lik konsantrasyonda; 6 saatlik
uygulamada %0.0’lik konsantrasyonda ve 9 saalik uygulamada ise %0.2’lik
konsantrasyonda gozlenmistir. En diisiik siirgiin yas agirligi ise 10 dakikalik uygulama
stiresinde %0.0’lik konsantrasyonda; 3 saatlik uygulamada %0.4’liik konsantrasyonda;
6 saatlik uygulamada %0.1’lik konsantrasyonda ve 9 saalik uygulamada %0.0’1lik
konsantrasyondan elde edilmistir (Cizelge 4.16).
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I. Siirgiin kuru agirhgi

Siirgiin kuru agirligi tizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01),
konsantrasyonun etkisi énemli (P<0.05) , siire x konsantrasyon interaksiyonu ise ¢ok

onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.15).

En yiiksek siirgiin kuru agirligi 0.0276 g ile 6 saatlik uygulama siiresinden elde edilmis
ve bunu 0.0074 g ile 10 dakikalik uygulama, 0.0012 g ile 6 saatlik uygulama izlemis ve
bu karakter bakimindan son sirada 0.0005 g ile 9 saatlik uygulama yer almistir (Cizelge
4.16).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 dikkate alinarak degerlendirildiginde, en yiiksek siirgiin
kuru agirligr 0.0229 g ile %0.3’liik konsantrasyonda grupta tespit edilmis olup, bu
durum EMS’nin %0.3’lik konsantrasyonunun siirglin gelisimini tesvik ettigini
gostermektedir. %0.3’liik konsantrasyondaki bu deger diger tiim uygulamalardakine
gore oldukca yiiksek olup aralarindaki farklilik Onemli olmustur. Diger taraftan,
kontrolde 0.0063 g olan siirgiin kuru agirligi, %0.1’lik konsantrasyonda 0.0059’a,
%0.4’liik konsantrasyonda 0.0057’ye ve %0.2’lik konsantrasyonda 0.0050’ye diigmiis,

ancak bu ii¢ konsantrasyon arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.16).

Siirgiin kuru agirligit EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.15). En yiiksek siirgiin kuru agirhgr 10 dakikalik
uygulama siiresinde %0.2°lik konsantrasyonda; 3 saatlik uygulamada %0.1’lik
konsantrasyonda; 6 ve 9 saatlik uygulamalarda ise %0.3’liik konsantrasyonda
gozlenmistir. En diistik siirgiin kuru agirligi ise 10 dakikalik uygulama siiresinde %0.1°
konsantrasyonda; 3 saatlik uygulamada %0.4’lik konsantrasyonda; 6 saatlik
uygulamada %0.2°lik konsantrasyonda Vve 9 saalik uygulamada %0.1’lik
konsantrasyonda elde edilmistir (Cizelge 4.16).
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3) Fide ile ilgili karekterler

Islem uygulanmis tohumlar, igerisinde toprak bulunan kasalara ekilmis ve bu ortamda

gelisen M; fidelerinde asagida belirtilen karakterler incelenmistir (Sekil 4.32).

®)

Sekil 4.32. EMS’nin farkli siire ve konsantrasyonlarda islem uygulanmis tohumlar
igerisinde toprak bulunan kasalarin ekilmisi ve bu ortamda gelisen M; fidelerinde
goriiniimleri.

1: a) 10 dakika + %0.0, b) 3 saat + %0.0, c) 6 saat + %0.0, d) 9 saat + %0.0,

2: a) 10 dakika + %0.1, b) 3 saat + %0.1, c) 6 saat + %0.1, d) 9 saat + %0.1,

3: a) 10 dakika + %0.2, b) 3 saat + %0.2, c) 6 saat + %0.2, d) 9 saat + %0.2,

4: a) 10 dakika + 9%0.3, b) 3 saat + %0.3, c) 6 saat + %0.3, d) 9 saat + %0.3,

5: a) 10 dakika + %0.4, b) 3 saat + %0.4, c) 6 saat + %0.4, d) 9 saat + %0.4 konsantrasyonlarda kok ve
stirgiin goriiniimleri.
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a. Cikis oram

Cikis orani iizerine EMS’nin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ¢ok 6nemli (P<0.01),

bu iki faktor arasindaki interaksiyon ise énemli (P<0.05) olmustur (Cizelge 4.18).

Uygulama siiresinin uzamasi genel anlamda (9 saat hari¢) ¢ikis oranmi diisiirmiistiir.
Omegin, 10 dakikalik uygulamada %97.80 olan ¢ikis oran1 9 saatlik uygulamada
%91.80’e, 3 saatlik uygulamada %90.80’e, 6 saatlik uygulamada ise %84.40 diigmiis,
ancak yanlizca 10 dakikalik uygulama ile digerleri arasindaki farkliliklar cok 6nemli

olmustur (Cizelge 4.19).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 incelendiginde, EMS uygulamasinin ¢ikis oranin
azalttign goriilmiistir. Ornegin kontrolde %94.50 olan ¢ikis oram, %0.1°lik
konsantrasyonda ¢ok kiiclik bir azalma ile %94.20°ye, %0.2°lik konsantrasyonda
%90.25’e, 9%0.3’liik konsantrasyonda %89.00’a, %0.4’lik konsantrasyonda ise
86.50’ye diismiistiir. Bu sonuglara gore EMS’nin konsantrasyonu arttik¢a ¢ikis orant
diismiistiir. Bununla birlikte, kontrol ile yalnizca %0.4’liik konsantrasyon arasindaki

farklilik gok 6nemli olmustur (Cizelge 4.19).

Cikis orani iizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X konsantrasyonun etkisi énemli
(P<0.05) olmustur (Cizelge 4.17). En yiiksek ¢ikis orani 10 dakikalik ve 9 saatlik
uygulama siirelerinde tiim konsantrasyonlar arasinda farkluk gozlenmemis, 3 saatlik
uygulamada %0.2’1lik konsantrasyonda; 6 saatlik uygulamada %0.2’lik konsantrasyonda
gozlenmistir. En diisiik ¢ikis oran {izerine ise 10 dakikalik uygulama siiresinde %0.4, 3
saatlik uygulamada %0.2’lik konsantrasyonda; 6 saatlik uygulamada %0.1’lik
konsantrasyonda ve 9 saalik uygulamada %0.2’lik ve %0.3’liik konsantrasyondan elde
edilmistir (Cizelge 4.18).



Cizelge 4.18. Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra fide ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi sonuglari.

Kareler ortalamasi

Varyasyon Kaynag _
SD CO IYU KUZ SUzZ FB
Siire (saat) 3 599.73** 9.38** 308.06** 198.73** 287.03**
Konsantrasyon (%) 4 190.29** 2.30** 59.86* 80.73** 267.03**
Siire X Konsantrasyon 12 121.90* 1.27** 59.31** 24 41** 113.52**
Hata 380 51.87 0.29 24.97 7.43 32,51
Toplam 400

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.19. Tohuma farkli siire ve dozlarda EMS uygulamasindan sonra fide ile ilgili baz1 karakterlere ait veriler.

.. . Konsantrasyon iyu KUz suz FB
Siire (dakika/saat) 06) Y Cco (om) e - (om)

0 100.00 3.15 2 14.17 30.67°2 4484%®

0.1 100.00 3.27° 14.00 29.27° 43.27°

10 dakika 0.2 98.00 3.70° 13.56 31.79° 4534

0.3 97.00 282°¢ 13.95 32.06° 46.01°

0.4 94.00 3.26° 14.06 31.11° 4517

Ortalama 97.80 4 3.24° 13.94 € 30984 44,928

0 96.00? 393 14.93 29.48° 44.41°

0.1 95.00° 3.85 15.95 30.81%® 46.75 ®

3 0.2 83.00° 413 16.74 31.62° 48.36°

0.3 94.002 383 16.50 31.73% 48.23°

0.4 86.00 ® 3.90 15.92 29.65° 4557

Ortalama 90.80 & 3.924 16.00 © 30.66 A 46.66 *

0 91.00 ® 3.54 18.44 ab 27.49 ¢ 45.93 b

0.1 72.00 ¢ 3.78 18.63 ab 30.08 ab 48.71ab

0.2 85.00 *° 375 15.58 b 29.60 b 45.18 b

6 0.3 96.00 2 388 20.74 a 32.14a 52.88 a

0.4 78.00 ™ 3.88 17.62 ab 30.16 ab 47.78 b

Ortalama 84.40 B 3.76° 18.20 A 29.89 8 48.09 A

0 91.00 277°¢ 12.54°¢ 25.57°¢ 38.11%

0.1 94.00 3.38" 15.20 28.09 * 43.30°

9 0.2 90.00 355° 19.68° 29.82° 49.50°

0.3 90.00 367 18.50 ® 27.08 ™ 4559 *

0.4 94.00 3.87°2 16.75® 28.65 * 4540

Ortalama 91.80 ° 3.45° 16.53 ® 27.84 ¢ 4438 #

0 9450 A 3.34° 15.02 B 28.30° 43328

Konsantrasyon 0.1 94'25:5 3.57 BAC 15.94 :z 29.56 i 45.50ABB

Ortalama (%6) 0.2 90.25 ” 3.78 ; 16.38 N 30.70 . 47.09 N
0.3 89.00 3.55 17.42 30.75 48.17

0.4 86.50 B 3.72°8 16.08 8 29.89 ~8 45,98 ®

LDs, degeri 47.25 1.67 751 14.15 21.66

1. Ayn1 siitunda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 5nemsizdir.

2. Her bir uygulama siieresi icin aym siitunda ayni kiiciik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

L9T
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b. ilk yaprak uzunlugu

[k yaprak uzunlugu iizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon, ¢ok onemli (P<0.01) etki olusturmustur (Cizelge 4.18).

Ortalamalar esas alinarak uygulama siiresine gore degerlendirildiginde en fazla ilk
yaprak uzunlugu 3.92 cm ile 3 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu 3.76 cm ile 6
saat, 3.45 cm ile 9 saat ve 3.24 cm ile 10 dakikalik uygulamalar izlemistir (Cizelge
4.19).

Mutagenin tiim konsantrasyonlar: ilk yaprak uzunlugunu artirmistir. Cizelge 4. 19°dan
goriilecegi gibi, en yiiksek ilk yaprak uzunlugu 3.78 cm ile %0.2’lik konsantrasyonda
meydana gelmis, bunu %0.4 (3.72 cm), %0.1 (3.57 cm) ve %0.3 (3.55 cm) uygulamalar

izlemis, son sirada ise 3.34 cm ile kontrol grup yer almistir (Cizelge 4.19).

[lk yaprak uzunlugu {izerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik goOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.17). En yiiksek ilk
yaprak uzunlugu 10 dakikalik ve 3 saatlik uygulamada siirelerinde 9%0.2’lik
konsantrasyonda; 6 saatlik uygulamada 9%0.3’liik konsantrasyonda ve %0.4’liik
konsantrasyonda ve 9 saatlik uygulama siiresi ise %0.4’liikk konsantrasyonda
gozlenmistir. En diisiik ilk yaprak uzunlugu ise 10 dakikalik ve 3 saatlik uygulama
stirrelerinde  %0.3’liik konsantrasyonda; 6 ve 9 saatlik uygulamalarda ise %0.0

konsantrasyondan elde edilmistir (Cizelge 4.18).

C. Kok uzunlugu

Kok uzunlugu tizerine uygulama siiresinin etkisi istatistiksel anlamda ¢ok Onemli
(P<0.01) iken, konsantrasyonun etkisi onemli (P<0.05), slire x konsantrasyon

interaksiyonu ise ¢gok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.18).
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En fazla kok uzunlugu 18.20 cm ile 6 saatlik uygulama siiresinden elde edilmis, bunu
16.53 cm ile 9 saat, 16 cm ile 3 saat, 13.94 cm ile 10 dakikalik uygulamalar takip
etmistir. Buna gore, kok uzunlugu uygulama siiresinin uzamasina veya kisalmasina

paralel bir degisim gostermemistir (Cizelge 4.19).

Konsantrasyonlarin ortalamalart incelendiginde, kdk uzunlugunun konsantrasyondaki
artisa paralel bir degisim gostermedigi goriilmiistiir. Nitekim, en uzun kokler 17.42 cm
ile %0.3’liik konsantrasyonda tespit edilmis, bunu azalan sira ile %0.2 (16.38 cm) ve
%0.4’1tik (16.08 cm) konsantrasyonlar izlemis, en kisa kokler ise kontrol grupta (15.02
cm) belirlenmistir. Buradaki sonuglardan da goriilecegi gibi, mutagenin tiim

konsantrasyonlar1 kok uzunlugu artirmistir (Cizelge 4.19).

Kok uzunlugu tizerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢cok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.17). En yiiksek kok uzunlugu 10 dakikalik
uygulama siiresinde %0.0’lik konsantrasyonda; 3 ve 9 saatlik uygulamada %0.2’lik
konsantrasyonda ve 6 saatlik uygulama siiresi ise %0.3’lik konsantrasyondan
gozlenmistir. En diisik kok uzunlugu ise 10 dakikalik ve 6 saatlik uygulama
stirrelerinde %0.2°lik konsantrasyonda; 3 ve 9 saatlik uygulamalarda ise %0.0’lik
konsantrasyondan elde edilmistir (Cizelge 4.18).

d. Siirgiin uzunlugu

Siirglin uzunlugu tizerine EMS’nin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon, ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.18).

Uygulama siiresi esas alindiginda, en yiiksek siirgiin uzunlugu 30.98 cm ile 10 dakikalik
uygulamada gerceklesmis, bunu 30.66 cm ile 3 saat, 29.89 cm ile 6 saat ve 27.84 cm ile
9 saatlik uygulama siireleri izlemistir. Buna gore uygulama siiresi uzadikg¢a siirgiin

uzunlugunda belirgin bir kisalma ger¢eklesmistir (Cizelge 4.19).
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Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, mutagenin tiim
konsantrasyonlarinin siirglin uzunlugunu artirdigi tespit edilmistir. Nitekim, kontrolde
28.30 cm olan siirgiin uzunlugu %0.1°lik konsantrasyonda 29.56 cm’ye, %0.4’liikk
konsantrasyonda 29.89 cm’ye, 9%0.2’lik konsantrasyonda 30.70 cm’ye, %0.3’liik
konsantrasyonda ise 30.75 cm’ye ylikselmis ve kontrol ile diger tiim konsantrasyonlar

arasindaki farkliliklar ¢ok 6nemli olmustur (Cizelge 4.19).

Stirglin uzunlugu {izerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢cok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.17). En yiiksek siirgiin uzunlugu 10 dakikalik ve
yine 3 ve 6 saatlik uygulama siirelerinde %0.3°liik, 9 saatlik uygulamada 9%0.2’lik
konsantrasyonda gozlenmistir. En disiik siirgiin uzunlugu ise 10 dakikalik uygulama
stirresinde %0.1°lik konsantrasyonda; 3, 6 ve 9 saatlik uygulamalarda ise %0.0’lik

konsantrasyondan elde edilmistir (Cizelge 4.18).

e. Fide boyu

Fide boyu iizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.18).

Ortalamalar esas alinarak uygulama stiresine gore degerlendirildiginde, en uzun fide
boyu 48.09 cm ile 6 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu 46.66 cm ile 3 saat, 44.92
cm ile 10 dakikalik uygulamalar izlemistir. Bu karakter bakimindan son sirada 44.38 cm

ile 9 saatlik uygulama yer almistir (Cizelge 4.19).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 dikkate alinarak degerlelendiginde, en uzun fide
boyunun 48.17 cm ile %0.3’liikk konsantrasyonda elde edildigi, bunu %0.2 (47.09 cm),
%0.4 (45.98 cm) ve %0.1°lik (45.50 cm) konsantrasyonlar takip etmistir. En kisa fide
boyu 43.32 cm ile kontrol gruptan elde edilmis, ancak bu konsantrasyon ile %0.1 ve

%0.4’1iik konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.19).
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Fide boyu {izerine EMS’nin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli
(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.17). En yiiksek fide boyu 10 dakikalik ve yine 6 saatlik
uygulama siirelerinde %0.3’liik konsantrasyonda;, 3 ve 9 saatlik uygulamalarda
%0.2°1ik konsantrasyonda gozlenmistir. En diisiik fide boyu ise 10 dakikalik uygulama
stirresinde %0.1°lik konsantrasyonda; 3 ve 9 saatlik uygulama siirelerinde %0.0’lik
konsantrasyonda; 6 saatlik uygulamada ise %0.2’lik konsantrasyondan elde edilmistir
(Cizelge 4.18).

4) Optimum dozun (LDs) tespit edilmesi

Kimyasal mutagenlerin optimum konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin
belirlenmesinde LDsy (letal doz) kriteri esas alinmistir. Tahillarda LDsy degerinin
belirlenmesinde M; kusaginda ¢imlenme orani, ¢ikis orani ve fide boyu gib
karakterlerden yararlanilabilmektedir (Tosun 2015). Bu nedenle, burada séz konusu
kerakterler yoniinden LDsy degeri incelenmistir. Bu ¢aligmada farkli siire ve
konsantrasyonlarda uygulanan EMS bir ¢ok karakteri olumlu yonde etkilemis,
dolayisiyla kontrole gore artisa neden olmustur. Bu nedenle arastirmada uygulanan siire
ve konsantrasyonlara gore LDso degeri belirlenememistir. Normalde literatiirlere gore
onerilen konsantrasyon %0.3, siire ise 6 saat olup, bu denemede bu konsantrasyonun
hem alt1 hem de istii alinmis, ancak yinede LDsg degeri olugsmamistir. Bu durumda
ileride yapilacak c¢aligmalarda daha yliksek konsantrasyonlar uygulanarak LDsg

degerinin tespit edilmesi Onerilebilir.

4.2.1.b. Sodyum azit (NaN3) uygulamasi

1) Cimlenme ile ilgili karakterler

Tohumlar ortama konulduktan 1-10 giin sonra ¢imlenmeye baslamislar ve 14 giin

boyunca bu ortamda tutularak gelismeleri saglanmistir.
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a. Cimlenme hiz1 (%)

Cimlenme hizi1 iizerine sodyum azit uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok énemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21).

Cimlenme hiz1 iizerine mutagenin ¢ok belirgin bir etkisi olmustur. Uygulama siiresi
uzadik¢a ¢imlenme hizi azalmis ve en yiiksek ¢imlenme hizi (%100) 10 dakikalik
uygulamada, en diisiik (%63.60) ise 3 saatlik uygulama siiresinde elde edilmistir. Diger
taraftan, %70.20 ve %63.60 hiz1 sirayla 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde ¢imlenme

olmustur (Cizelge 4.22).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yiiksek
¢imlenme hizinin (%99.80) kontrolde (%0), en diisiik ise (%55.50) 2 mM’lik
konsantrasyonda gerceklestigi tespit edilmistir. Diger taraftan, ¢imlenme hizi 0.5
mM’lik konsantrasyonda %99.30, 1 mM’lik konsantrasyonda %80.80, 1.5 mM’lik
konsantrasyonda ise %58.80 olmustur. Bununla birlikte, 1.5 mM’lik konsantrasyon ile 2
mM’lik konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak Onemsiz olmustur

(Cizelge 4.22).

Cimlenme hiz1 {izerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik goOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21). En yiiksek
¢imlenme hizi 10 dakikalik, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol
konsantrasyondan elde edilmis, diger taraftan 1 saatlik uygulama siiresi ise 0.5 ve 1
mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir. En diisik ¢imlenme hiz1 ise 1 saatlik
uygulamda 1.5 mM’lik konsantrasyonda; 2 ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik

konsantrasyondan belirlenmistir (Cizelge 4.22).



Cizelge 4.21. Tohuma farkl: siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra ¢gimlenme ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi

sonuglart.
Kareler ortalamasi

Varyasyon Kaynag _ .

SD CH CG CcO CHK 0OCZ CHI CGI
Stire (saat) 3 5074.66** 372.46** 2.40 4043.96%* 17.58** 204.31** 2124314.12**
Konsantrasyon (mM) 4 7223.20** 305.50** 1.00 3449.06** 17.63** 176.58** 2743490.61**
Siire x Konsantrasyon 12 1136.00** 207.63** 2.06 251.03** 2.10** 14.15** 324419.44**

Hata 60 56.93 25.13 2.26 19.00 0.06 1.64 43627.18
Toplam 80

**: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.22. Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra ¢imlenme ile ilgili baz1 karakterlere ait veriler.

Sure Konsantrasyon

0 100.00 100.00 100.00 73.11° 1.38¢ 34.41° 2453.10°

05 100.00 100.00 100.00 60.46° 1.66° 31.66° 1870.50°

10 dakika 1 100.00 100.00 100.00 61.34° 1.65° 31.87° 1979.50°
15 100.00 100.00 100.00 65.99%° 1.52° 33.08%® 1971.50°
2 100.00 100.00 100.00 61.91° 1.62° 31.75° 2081.50®

Ortalama 100.00" 100.00% 100.00 64.56" 1.56° 32.55% 2071.22%

0 99.00% 99.0° 99.00 75.30° 1.33¢ 34.70° 2488.36°
05 100.00° 100.0° 100.00 42.61° 2.37° 27.97° 2265.00°
n 1 100.00° 100.0° 100.00 44.51° 2.25° 28.47° 2011.50

15 49.00° 100.0° 100.00 28.66° 3.49° 23.90° 1768.50°

2 59.00° 94.0° 98.00 22.74¢ 439 22.51 947.240°

Ortalama 81.408 98.6" 99.40 42.778 2.76° 27518 1896.128

0 100.00° 100.0° 100.00 66.69° 1.51¢ 33.08° 2218.00°

05 99.00° 99.0° 99.00 42.64° 2.35° 27.02° 1530.78°

1 73.00° 99.0° 99.00 34.91° 2.91° 25.68° 1480.50°

2 15 44.00° 93.0° 99.00 22.88¢ 438 22.76° 1150.00°

2 35.00° 99.0° 100.00 21.84¢ 458° 22.13° 1065.00°

Ortalama 70.20°¢ 98.0" 99.40 37.79¢ 3.148 26.13€ 1488.85°

0 100.0° 100.0° 100.00 58.45° 1.72° 30.58° 2034.00°

05 98.0° 98.0° 98.00 35.78° 2.80¢ 26.35° 1907.28°

3 1 50.0° 99.0° 99.00 28.20° 3.64° 25.68° 1192.60°

15 42.0% 90.0° 100.00 20.86¢ 4.81° 23.13° 1079.50°

2 28.0° 65.0° 99.00 16.67¢ 6.01° 21.81° 719.34°

Ortalama 63.60° 90.4° 99.20 31.99° 3.79" 25.51°¢ 1386.54°

0 99.807 99.807 99.80 68.39% 1.48F 33.19% 2298.36%

Ortalama 05 99.30% 99.30"8 99.30 45378 2.29° 28.25° 1893.398
Konsantrasyon 1 80.80° 99.50" 99.50 42.24° 2.61° 27.938 1666.02°
(mM) 15 58.80° 95.80° 99.80 34.60° 3.55° 25.72°¢ 1492.37°

2 55.50¢ 89.50¢ 99.30 30.79¢ 415" 24.55P 1203.27¢

LDs, degeri 49.90 49.90 49.90 34.19 0.74 16.59 1149.18

1: Ayn1 stitunda ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
2: Ayn siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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b. Cimlenme giicii (%)

Cimlenme giicii lizerine mutagenin hem uygulama siiresinden hem de konsantrasyondan
ve bu iki faktor arasindaki interaksiyon da ¢ok onemli (P<0.01) derecede etkilenmistir

(Cizelge 4.21).

Ortalamalar esas alimarak uygulama siiresine gore degerlendirildiginde en yiiksek
¢imlenme giicli %100 ile 10 dakikalik uygulamadan elde edilmis, bunu %98.60 ile 1
saat ve %98.00 ile 2 saatlik uygulamalar izlemistir. Bu karakter bakimindan 3 saatlik

uygulama %90.40 ile son sirada yer almistir (Cizelge 4.22).

Konsantrasyonlarin kendi igerisindeki ortalamalar1 incelendiginde, kontrolde %99.80
olan c¢imlenme giiciiniin, 1 mM’lik konsantrasyonda %99.50’ye, 0.5 mM’lik
konsantrasyonda %99.30’a, 1.5 mM’lik konsantrasyonda 9%95.80’e, 2 mM’lik
konsantrasyonda ise %89.50’ye diistiigii tespit edilmistir (Cizelge 4.22).

Cimlenme giicli tlizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik goOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21). En yiiksek
¢imlenme giici 10 dakikalikk, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol
konsantrasyondan elde edilmis, diger taraftan 1 saatlik uygulama siiresi ise 0.5 ve 1 ve
1.5 mM’lik konsantrasyonda elde edilmistir. En diisiik ¢imlenme giicii ise 1 ve 3 sattlik
uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda ve 2 saatlik uygulamda ise 1.5 mM’lik

konsantrasyonda belirlenmistir (Cizelge 4.22).

C. Cimlenme Ooram

Cimlenme oram {izerine etil metansiilfonatin uygulama siiresi ve konsantrasyonu hem

de siire x konsantrasyon interaksiyonu dnemsiz olmustur (Cizelge 4.21).
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Cimlenme orani lizerine uygulama siiresinin belirgin bir etkisi olmamistir. Nitekim,
¢imlenme orani 10 dakikalik uygulamada %100 olmus, bunu kiiciik farklilikla 1 ve 2
saatlik (%99.40) uygulama siireleri izlemis, son sirada ise %99.20 ile 3 saatlik

uygulama yer almistir (Cizelge 4.22).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yiiksek
¢imlenme oraninin (%99.80) kontrol (%0) ve 1.5 mM’lik konsantrasyonda, en diisiik
(%99.30) ise 1 ve 2 mM’lik konsantrasyonlarda gerceklestigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte, 0 ve 1.5 mM’lik konsantrasyonlar arasindaki farkliliklarin ve yine 0.5 ve 2
mM’lik  konsantrasyonlar arasindaki farkliliklarin 6nemsiz oldugu belirlenmistir

(Cizelge 4.22).

d. Cimlenme hiz1 katsayisi

Cimlenme hiz1 katsayisi tizerine sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile

bu iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok dnemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21).

Ortalamalar esas alinarak siirelere gore degerlendirildiginde, en yiiksek ¢imlenme hizi
katsayist (64.56) 10 dakikalik uygulamada, en diisiik (31.99) ise 3 saatlik uygulama
stiresinde elde edilmistir. Diger taraftan, ¢cimlenme hiz1 katsayis1 1 saatlik uygulamada
42.77’ye, 2 saatlik uygulamada 37.79’a ve 3 saatlik uygulamada ise 31.99’a diigsmiistiir
(Cizelge 4.22).

En yiiksek ¢imlenme hiz1 katsayis1 68.39 ile kontrol grupta tespit edilmis, bunu yiiksek
farkliliklarla 0.5 mM (45.37), 1 mM (42.24), 1.5 mM (34.60) ve 2 mM’lik (30.79)
konsantrasyonlar takip etmistir (Cizelge 4.22).

Cimlenme hiz1 katsayis1 sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21). En yiiksek

¢imlenme hiz1 katsayis1 10 dakikalik, 1, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol
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konsantrasyondan elde edilmistir. En diisiik ¢imlenme hizi katsayisi 10 dakikalik
uygulama siiresinde 0.5 mM, 1, 2 ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda
belirlenmistir (Cizelge 4.22).

e. Ortalama ¢imlenme zamani

Ortalama ¢imlenme zamani iizerine sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu

ile bu iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21).

Ortalamalar esas alinarak siirelere gore degerlendirildiginde, en uzun ortalama
¢imlenme zamani 3.79 giin ile 3 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu 3.14 giin ile 2
saat, 2.76 giin ile 1 saat ve 1.56 giin ile 10 dakika uygulama siireleri izlemistir Buna

gore, uygulamanin siiresi uzadik¢a ¢imlenme zamani gecikmistir (Cizelge 4.22).

Kontrolde 1.48 giin olan ortalama ¢imlenme zamani sodyum azitin konsantrasyonu
arttikga uzamistir. Nitekim, ortalama ¢imlenme zamani 0.5 mM’lik konsantrasyonda
2.29 giin, 1 mM’lik konsantrasyonda 2.61 giin, 1.5 mM’lik konsantrasyonda 3.55 giin, 2
mM’lik konsantrasyonda ise 4.15 giin olmustur (Cizelge 4.22).

Ortalama ¢imlenme zamani sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21). En yiiksek
ortalama ¢imlenme zamani 10 dakikalik uygulama siiresinde 0.5 mM, 1, 2 ve 3 sattlik
uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda belirlenmistir. En diisiik ortalama ¢imlenme
zamani 10 dakikalik, 1, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol konsantrasyondan
elde edilmistir (Cizelge 4.22).
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f. Cimlenme hiz1 indeksi

Cimlenme hiz1 indeksi lizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyonun etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21).

Uygulama siirelerinin ortalamalarina gore, c¢imlenme hiz1 indeksi 10 dakikalik
uygulamada 32.55 olarak tespit edilmis, bunu azalan sira ile 1 saat (27.51), 2 saat
(26.13) ve 3 saatlik (25.51) uygulama siireleri izlemistir. Diger taraftan, 2 ve 3 saatlik

uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.22).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, en yliksek
cimlenme hizi indeksi 33.19 ile kontrol grupta tespit edilmis, bunu 0.5 mM (28.25), 1
mM (27.93), 1.5 mM (25.72) ve 2 mM’lik (24.55) konsantrasyonlar takip etmistir. Buna
gore, sodyum azitin konsantrasyonu arttikca ¢imlenme hizi indeksi azalmistir (Cizelge

4.22).

Cimlenme hizi1 indeksi sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik goOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21). En yiiksek
¢imlenme hizi indeksi 10 dakikalik, 1, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol
konsantrasyondan elde edilmistir. En diisiik ¢imlenme hizi indeksi 10 dakikalik
uygulama siiresinde 0.5 mM, 1, 2 ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda
belirlenmistir (Cizelge 4.22).

g. Cimlenme giicii indeksi

Cimlenme giicii indeksi iizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu

iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21).
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Ortalamalar esas alinarak stirelere gore degerlendirildiginde, en yiiksek ¢imlenme giicii
indeksi, 10 dakikalik uygulamadan (2071.22) elde edilmis, bunu 1896.13 ile 1 saat,
1488.85 ile 2 saat ve 1386.54 ile 3 saatlik uygulama siireleri izlemistir. Bununla birlikte,
2 ve 3 saatlik uygulama siireler arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemsiz
olmustur. Burada sunulan verilerden de anlasilacagi gibi, mutagenin uygulama siiresinin

uzamasi ¢imlenme giicli indeksini azaltmigtir (Cizelge 4.22).

Mutagenin uygulama siiresinde oldugu gibi, uygulanan konsantrasyon arttikga
¢imlenme giicii indeksi azalmistir. Nitekim, en yliksek ¢imlenme giicii indeksi 2298.36
ile kontrol grupta tespit edilmis, 0.5 mM (1893.39), 1 mM (1666.02), 1.5 mM (1492.37)
ve 2 mM’lik (1203.27) konsantrasyonlar takip etmistir (Cizelge 4.22).

Cimlenme giicii indeksi sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.21). En yiiksek giicii
indeksi 10 dakikalik, 1, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol konsantrasyondan
elde edilmistir. En diisiik cimlenme giicii indeksi 10 dakikalik uygulama siiresinde 0.5
mM, 1, 2 ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda belirlenmistir (Cizelge
4.22).

2) Cim ile ilgili karekterler

Tohumlar ortama konulduktan yaklagik ikinci giiniin sonunda kdkler meydana gelmistir.
Mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu arttikca kok olusumunun gerceklestigi

gozlenmistir (Sekil 4.33).
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(©) 4

Sekil 4.33. Sodyum azitin farkli siire ve konsantrasyonlarinda meydana gelen kok ve
stirgiinlerin goriintimleri.

1: a) 10 dakika + 0 mM b) 10 dakika + 0.5 mM, c¢) 10 dakika + 1 mM, d) 10 dakika + 1.5 mM, e) 10
dakika + 2 mM,

2:a) 1saat + 0 mM b) 1 saat + 0.5 mM, c) 1 saat + 1 mM, d) 1 saat + 1.5 mM, e) 1 saat + 2 mM,

3:a) 2 saat + 0 mM b) 2 saat + 0.5 mM, c¢) 2 saat + 1 mM, d) 2 saat + 1.5 mM, e) 2 saat + 2 mM,

4: a) 3 saat + 0 mM b) 3 saat + 0.5 mM, c¢) 3 saat + 1 mM, d) 3 saat + 1.5 mM, e) 3 saat + 2 mM

konsantrasyonlarda kok ve siirgiin goriiniimleri.

a. Kok sayisi

Kok sayisi iizerine sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23).

En fazla kok sayis1 4.78 adet ile 10 dakikalik uygulamadan elde edilmis, bunu azalan
sira ile 1 saat (3.79 adet), 2 saat (3.84 adet) ve 3 saatlik (3.40 adet) uygulama siireleri
takip etmistir. Bununla birlikte, 1 ve 2 saatlik uygulamalar arasindaki farkliliklar

istatistiksel anlamda 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.24).
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Ortalama dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirilme yapildiginda, kontrol
grupta 4.73 adet olan kok sayis1 0.5 mM’lik konsantrasyonda 4.39’a, 1 mM’lik
konsantrasyonda 4.16’ya, 1.5 mM’lik konsantrasyonda ise 3.50’ye, 2 mM’lik
konsantrasyonda ise 2.99’a dismistir. Bununla birlikte, 0.5 ve 1 mM’lik
konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemsiz olmustur (Cizelge

4.24).

Kok sayisi lizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢cok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23). En yiiksek kok sayis1 10 dakikalik uygulama
stiresinde 1 mM, ancak 1, 2 ve 3 saatlik uygulama stirelerinde kontrol konsantrasyondan
elde edilmistir. En diisiik kok sayist 10 dakikalik uygulama siiresinde 0.5 mM’lik
konsantrasyonda; 1 ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda ve 2 saatlik

uygulama siiresi ise 1.5 mM’lik konsantrasyondan belirlenmistir (Cizelge 4.24).



Cizelge 4.23. Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra ¢im ile ilgili bazi karakterlere ait varyans analizi

sonugclari.
Kareler ortalamasi

Varyasyon

Kaynag SD KS KU suU KOU CU KYA KKA SYA SKA
Siire (saat) 3 6.86** 12.02** 170.85** 2.45** 206.39** 0.00093** 0.0000060** 0.00185** 0.000008**
KO”S"’E[,‘/E;""SVO“ 4 7.86%* 51.18%*  192.93%*  7.51*%  27562**  0.00086**  0.0000059**  0.00234**  0.000011**
Siire x 12 1.90** 8.38** 21.72** 1.30** 32.48** 0.00016** 0.0000006** 0.00010 0.0000005**
Konsantrasyon

Hata 60 0.21 1.91 3.25 0.24 4.44 0.00002 0.00000007 0.00005 0.0000001
Toplam 80

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Cizelge 4.24. Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra ¢im ile ilgili baz1 karakterlere ait veriler.

Siire Konsantrasyon KS KU SuU KOU CU KYA KKA SYA SKA
(dakika/saat) (mM) (adet) (cm) (cm) (cm) (cm) ()] (@ (@) (@
0 4.65® 8.06% 19.147 5.40 2453¢ 0.0273® 0.0905°% 0.0039 0.0046°
05 4.30° 431° 13.96" 475 18.70° 0.0259% 0.0679" 0.0028 0.0034°
10 dakika 1 5.20° 6.16® 14.65° 5.15 19.79° 0.0259% 0.0700° 0.0018 0.0024°
15 4.95° 4.38° 14.47° 5.25 19.71° 0.0213° 0.0647" 0.0012 0.0018°
2 4.80% 6.20° 15.78% 5.045 20.81% 0.0292° 0.0675° 0.0013 0.0017°
Ortalama 4.78% 5.82% 15.60" 5.11% 20.71% 0.0259* 0.0721* 0.0022% 0.0028*
0 450° 5.67° 18.93° 6.19° 25.11° 0.0342% 0.0833° 0.0018 0.0036°
05 4.00% 6.67° 16.60% 6.059° 22.65% 0.0352° 0.0632° 0.0013 0.0024™
1 1 4.40° 5.60° 14.65° 5.479% 20.11% 0.0244™ 0.0579" 0.0013 0.0026°
15 3.65° 4.10® 12.26° 5.439° 17.68° 0.0159° 0.0515° 0.0010 0.0019%
2 2.40° 2.16° 5.76¢ 3.91° 9.66° 0.0159° 0.0387° 0.0006 0.0015¢
Ortalama 3.79°8 4.84° 13.648 5.40% 19.048 0.0251* 0.0589°% 0.0012°8 0.0024°
0 5.00° 7322 16.122 6.06 22.18° 0.0396° 0.0832° 0.0018 0.0023%
05 4.85° 3.78" 10.38° 5.08° 15.46° 0.0130° 0.0509° 0.0013 0.0021%°
) 1 3.70° 458 10.23> 475> 14.97° 0.0099° 0.0560° 0.0016 0.0017°
15 2.75° 2.85° 7.75% 3.90¢ 11.65° 0.0112° 0.0501° 0.0007 0.0011°
2 2.90% 2.75° 6.60° 4.05% 10.65° 0.0106° 0.0494° 0.0011 0.0011°
Ortalama 3.84° 4.25° 10.21° 4.77° 14.98° 0.0169% 0.0579% 0.0013" 0.0016°
0 475 9.38° 14.63° 571 20.34° 0.0252° 0.0628° 0.0016 0.0029°
0.5 4.40° 451° 13.70° 5.80°% 19.50° 0.0154° 0.0492° 0.0014 0.0013°
3 1 3.35° 3.24° 7.62° 443 12.05° 0.0089™ 0.0468™ 0.0008 0.0011™
15 2.65° 2.19% 6.93° 3.87° 10.79° 0.0049° 0.0468™ 0.0005 0.0008%
2 1.85° 1.27¢ 3.93° 3.33¢ 7.26° 0.0040° 0.0382° 0.0004 0.0006°
Ortalama 3.40° 4,128 9.36° 4.63° 13.98° 0.0117°¢ 0.0487°¢ 0.0009°¢ 0.0013°
0 473~ 7.60% 17.20% 5.84% 23.042 0.0316% 0.0799% 0.0023" 0.0034 4
Ortalama 05 4.398 4828 13.66° 5.428 19.08% 0.0224® 0.0578® 0.00178 0.0023 8
Konsantrasyon 1 4,168 4,898 11.78° 4.95° 16.73¢ 0.0173¢ 0.05778 0.0013¢ 0.0019 ©
(mM) 15 3.50° 3.38¢ 10.35° 461°¢ 14.96° 0.0133° 0.05338¢ 0.0008° 0.0014 °
2 2.99° 3.09¢ 8.02¢ 4.08° 12.097¢ 0.0149°P 0.0484¢ 0.0008° 0.0012°
LDs, degeri 2.36 3.80 8.60 2.94 11.52 0.0158 0.0399 0.0011 0.0017

! Ayn1 siitunda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasidaki farklar Snemsizdir.

2 Her bir uygulama siieresi i¢in aym siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar nemsizdir.

€8T
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b. Kok uzunlugu

Kok uzunlugu iizerine mutagenin hem uygulama siiresinden hem de konsantrasyondan
ve bu iki faktor arasindaki interaksiyon da ¢cok onemli (P<0.01) derecede etkilenmistir

(Cizelge 4.23).

Uygulama siiresi uzadik¢a kok uzunlugu azalmistir. Nitekim, en fazla kok uzunlugu
5.82 cm ile 10 dakikalik uygulama siiresinden elde edilmis, bunu 4.84 cm ile 1 saat,
4.25 cm ile 2 saat ve 4.12 cm ile 3 saatlik uygulama siireleri izlemistir. Bununla birlikte,
1 ve 2 saatlik uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemsiz olmustur

(Cizelge 4.24). (Cizelge 4.24).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore, en uzun kokler 7.60 cm ile kontrol grupta
tespit edilmis, bunu 4.89 cm ile 1 mM’lik, 4.80 cm ile 0.5 mM’lik, 3.38 cm ile 1.5
mM’lik ve 3.09 cm ile 2 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Bununla birlikte, 0.5 ve 1
mM’lik konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda dnemsiz olmustur.
Burada verilen bilgilerden de anlasilacagi gibi mutagenin konsantrasyonu arttik¢a kok

uzunlugu azalmistir (Cizelge 4.24).

Kok wuzunlugu fizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik goOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23). En yiiksek kok
uzunlugu 10 dakikalik, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol konsantrasyondan
elde edilmis, ancak 1 saatlik uygulama siiresi ise 0.5 mM’lik konsantrasyonda elde
edilmistir. En diisik kok uzunlugu 10 dakikalik uygulama siiresinde 0.5 mM’lik
konsantrasyonda; 1 ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda ve 2 saatlik

uygulama stiresi ise 2 mM’lik konsantrasyonda belirlenmistir (Cizelge 4.24).

C. Siirgiin uzunlugu

Tohumlar ortama konulduktan 1-5 giiniin sonunda siirgiinler meydana gelmistir.
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Uygulama siiresi ve konsantrasyonu arttik¢a siirglin olusumu gecikmistir. 10 dakikalik
uygulama stiresinde ve 0.5 ve 1 mM’lik konsantrasyonlarda siirglin ¢ikist ikinci
giinlinde, 1.5 ve 2 mM’lik konsantrasyonlarda ise ii¢lincii giinde gerceklesmistir. 1 ve 2
saatlik uygulama siirelerinde, kontrol hari¢ tiim konsantrasyonlarda siirgiin ¢ikisi
dordiincii giinde gerceklesmistir. 3 saatlik uygulama siiresinde ise kontrolde ikinci
giinde, 0.5 ve 1 mM’lik konsantrasyonlarda besinci giiniinde siirgiinler olusmus, ancak

1.5 ve 2 mM’lik konsantrasyonlarda siirgiin olusmamustir (Sekil 4.27).

Siirglin uzunlugunu tizerine sodyum azitin uygulama stiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23).

Siirelerin ortalamalarina gore, en uzun siirglinler 10 dakikalik uygulamdan (15.60 cm)
elde edilmis, bunu azalan sira ile 1 saat (13.64 cm), 2 saat (10.21 cm) ve 3 saatlik (9.36
cm) uygulamalar izlemis, ancak 2 ve 3 saatlik uygulamalar arasindaki farkliklar

Oonemsiz olmustur (Cizelge 4.24).

Ortalama dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirilme yapildiginda, kontrol
grupta 17.20 cm olan siirglin uzunlugu 0.5 mM’lik konsantrasyonda 13.66 cm’ye, 1
mM’lik konsantrasyonda 11.78 cm’ye, 1.5 mM’lik konsantrasyonda 10.35 cm’ye ve 2
mM’lik konsantrasyonda ise 8.02 cm’ye diismiistiir. Buna gore sodyum azitin

konsantrasyonu arttikca siirgiin uzunlugu kisalmistir (Cizelge 4.24).

Siirglin - uzunlugu iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢cok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23). En yiiksek siirgiin
uzunlugu 10 dakikalik, 1, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol konsantrasyondan
elde edilmistir. En diisiik stirgiin uzunlugu 10 dakikalik uygulama siiresinde 0.5 mM’lik
konsantrasyonda; 1 ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda ve 2 saatlik
uygulama siiresi ise 2 mM’lik konsantrasyonda sodyum azit konsantrasyonlarindan

belirlenmistir (Cizelge 4.24).
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d. Koleoptil uzunlugu

Koleoptil uzunlugu mutagenin hem uygulama siiresinden ve konsantrasyondan hem de
bu iki faktor arasindaki interaksiyon da ¢ok &nemli (P<0.01) derecede etkilenmistir

(Cizelge 4.23).

Mutagenin uygulama siiresi uzadik¢a koleoptil uzunlugunun kisaldig: tespit edilmistir.
Nitekim, en yiiksek koleoptil uzunlugu 5.11 cm ile 10 dakikalik uygulama siiresinde
gerceklesmis, bunu 5.40 cm ile 1 saat, 4.77 cm ile 2 saat ve 4.63 cm ile 3 saatlik

uygulama stireleri izlemistir (Cizelge 4.24).

Konsantrasyonlarin ~ ortalamalar1 dikkate alinarak degerlendirildiginde, en uzun
kleoptiller 5.84 cm ile kontrol grupta tespit edilmis, bunu 5.42 cm ile 0.5 mM’lik, 4.95
cm ile 1 mM’lik, 4.61 cm ile 1.5 mM’lik ve 4.08 cm ile 2 mM’lik konsantrasyonlar
izlemistir. Bununla birlikte, 1 ve 1.5 mM’lik konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar

istatistiksel anlamda 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.24).

Koleoptil uzunlugu iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyon
interaksiyonunun etkisi ¢ok Onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23). En yiiksek
koleoptil uzunlugu 10 dakikalik, 1 ve 2 saatlik uygulama siirelerinde kontrol
konsantrasyonda elde edilmis, ancak 3 saatlik uygulamada ise 0.5 mM’lik
konsantrasyonda ger¢eklenmistir. En diisiik koleoptil uzunlugu 10 dakikalik uygulama
stiresinde 0.5 mM’lik konsantrasyonda; 1 ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik
konsantrasyonda ve 2 saatlik uygulama siiresi ise 1.5 mM’lik konsantrasyonda

belirlenmistir (Cizelge 4.24).

e. Cim uzunlugu

Cim uzunlugunu iizerine etil metansiilfonatin uygulama stiresi ve konsantrasyonu ile bu

iki faktor arasindaki interaksiyon ¢cok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23).
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Uygulama siiresine gore ortalama ¢im uzunlugu dikkate alindiginda, en fazla ¢im
uzunlugunu 20.71 cm ile 10 dakikalik uygulamadan elde edilmis ve siire uzadik¢a ¢im
uzunlugunda azalma olmustur. Buna gore ¢im uzunlugu 1 saatlik uygulamada 19.04 cm,
2 saatlik uygulamada 14.98 cm, 3 saatlik uygulamada ise 13.98 cm olmustur. Bununla
birlikte, 2 ve 3 saatlik uygulamalar arasindaki farkliliklarin Onemsiz oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.24).

Ortalama dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirilme yapildiginda, kontrol
grupta 23.04 cm olan ¢im uzunlugu 0.5 mM’lik konsantrasyonda 19.08 cm’ye, 1
mM’lik konsantrasyonda 16.73 cm’ye, 1.5 mM’lik konsantrasyonda 14.96 cm’ye, 2
mM’lik konsantrasyonda ise 12.09 cm’ye diigmiistiir. Burada verilen bilgilerden de
anlasilacagr gibi sodyum azitin konsantrasyonu arttikca ¢im uzunlugu azalmistir

(Cizelge 4.24).

Cim uzunlugunu iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23). En yiiksek ¢im
uzunlugunu 10 dakikalik, 1, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol
konsantrasyonda elde edilmistir. En diisiik ¢im uzunlugunu 10 dakikalik uygulama
stiresinde 0.5 mM’lik konsantrasyonda; 1 ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik
konsantrasyonda ve 2 saatlik uygulama siiresi ise 2 mM’lik konsantrasyonda

belirlenmistir (Cizelge 4.24).

f. Kok yas agirhg

Kok yas agirligt mutagenin hem uygulama siiresinden ve konsantrasyonundan hem de
bu iki faktor arasindaki interaksiyondan ¢ok onemli (P<0.01) derecede etkilenmistir

(Cizelge 4.23).

Fide basina en yliksek kok yas agirligr 0.0259 g ile 10 dakikalik uygulama siiresinden
elde edilmis, bunu 0.0251 g ile 1 saat, 0.0169 g ile 2 saat ve 0.0117 g ile 3 saatlik
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uygulama siireleri izlemistir. Buna gore, uygulama siiresinin uzamasi kokiin yas

agirhigini azaltmistir (Cizelge 4.24).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 dikkate alinarak incelendiginde, sodyum azitin
konsantrasyonu arttikga kok yas agirhiginin azaldigi tespit edilmistir. Kontrol grupta
0.0316 gram olan kok yas agirligi, 0.5 mM’lik konsantrasyonda 0.0224 grama, 1
mM’lik konsantrasyonda 0.0173 grama ve 1.5 mM’lik konsantrasyonda 0.0133 grama
diismiis, 2 mM’lik konsantrasyonda ise 0.0149 gram olmustur. Bununla birlikte, 1.5 ve
2 mM’lik konsantrasyonlar arasindaki farklilik ve yine 1 ve 2 mM’lik konsantrasyonlar

arasindaki farklilik 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.24).

Kok yas agirhigi {izerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23). En yiiksek kok
yas agirligi 10 dakikalik uygulama siiresinde 2 mM’lik konsantrasyonda; 1 saatlik
uygulama siiresinde 0.5 mM’lik konsantrasyonda; 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde
kontrol konsantrasyondan elde edilmistir. En diisiik kok yas agirligi 10 dakikalik
uygulama siiresinde 1.5 mM’lik konsantrasyonda; 1 sattlik uygulamada 1.5 ve 2 mM’lik
konsantrasyonda; 2 saatlik uygulama siiresi ise 1 mM’lik konsantrasyonda ve 3 saatlik

uygulama siiresi ise 2 mM’lik konsantrasyonda belirlenmistir (Cizelge 4.24).

0. Kok kuru agirhg:

Kok kuru agirligi lizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23).

10 dakikalik uygulamada 0.022 gram olan kok kuru agirligi, 2 saatlik uygulamada
0.0013 grama, 1 saatlik uygulamada 0.0012 grama, 3 saatlik uygulamada ise 0.0009
grama diismiig, ancak 1 ve 2 saatlik uygulama siireleri arasindaki farkliliklar 6nemsiz

olmustur (Cizelge 4.24).
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Ortalamalar dikkate alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, kontrol
grupta 0.0023 gram olan kok kuru agirligi, 0.5 mM’lik konsantrasyonda 0.0017 grama,
I mM’lik konsantrasyonda 0.0013 grama, 1.5 ve 2 mM’lik konsantrasyonlarda ise
0.0008 grama diismiistiir. Bununla birlikte, 1.5 ve 2 mM’lik konsantrasyonlar arasindaki

farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.24).

Kok kuru agirlign iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik goOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi %
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23). En yiiksek kok
kuru agirlign 10 dakikalik, 1, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol
konsantrasyondan elde edilmistir. En diisiik kok kuru agirligi 10 dakikalik uygulama
stiresinde 1.5 mM’lik konsantrasyonda ve 1, 2 ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik

konsantrasyonda belirlenmistir (Cizelge 4.24).

h. Siirgiin yas agirhgi

Sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu siirglin yas agirhigini ¢ok 6nemli
(P<0.01) derecede etkilemis, buna karsin iki faktor arasindaki interaksiyon 6nemsiz

olmustur (Cizelge 4.23).

En ytiksek siirgiin yas agirligi 0.0022 g ile10 dakikalik uygulamada tespit edilmis, bunu
0.0013 g ile 2 saatlik ve 0.0012 g ile 1 saatlik uygulama siireleri izlenmistir. Diger
taraftan, bu karakter bakimindan en diisiikk deger 0.0005 g ile 3 saatlik uygulama
stiresinde gerceklesmistir (Cizelge 4.24).

Konsantrasyonlarin kendi icerisindeki ortalamalar1 esas alindiginda, siirgiin yas agirhigi
bakimindan ilk sirada 0.0023 g ile kontrol grubun yer aldigi, bunu 0.0017 g ile 0.5
mM’lik, 0.0013 g ile 1 mM’lik ve 0.0008 g ile 1.5 ve 2 mM’lik konsantrasyonlarin
izledigi tespit edilmistir (Cizelge 4.24).
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I. Siirgiin kuru agirhgi

Siirgiin kuru agirligi mutagenin hem uygulama siiresinden ve konsantrasyondan hem de
bu iki faktor arasindaki interaksiyondan ¢ok 6nemli (P<0.01) derecede etkilenmistir
(Cizelge 4.23).

Mutagenin uygulama siiresi uzadik¢a silirgiin kuru agirlignt azalmistir. Nitekim, 10
dakikalik uygulama siiresinde 0.0028 gram olan siirgiin kuru agirhig, 1 saatlik
uygulamada 0.0024 grama, 2 saatlik uygulamada 0.0016 grama, 3 saatlik uygulamada
ise 0.0013 grama diismiistiir (Cizelge 4.24).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 dikkate alinarak degerlendirildiginde, en yiiksek siirgiin
kuru agirligi 0.0034 g ile kontrol grupta tespit edilmis olup, bunu 0.0023 g ile 0.5
mM’lik, 0.0019 g ile 1 mM’lik, 0.0014 g ile 1.5 mM’lik ve 0.0012 g ile 2 mM’lik
konsantrasyonlar izlemistir. Buna gére mutagenin konsantrasyonu arttikca siirgiin kuru
agirh@r azalmistir. Bununla birlikte, 1.5 ve 2 mM’lik konsantrasyonlar arasindaki

farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.24).

Stirglin kuru agirhi@r iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle wuygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢cok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.23). En yiiksek siirgiin
kuru agirlign 10 dakikalik, 1, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol
konsantrasyondan elde edilmistir. En diisiik siirgiin kuru agirhigr 10 dakikalik, 1, 2 ve 3

sattlik uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda belirlenmistir (Cizelge 4.24).

3) Fide ile ilgili karekterler

Islem uygulanmis tohumlar, igerisinde toprak bulunan kasalara ekilmis ve bu ortamda

gelisen M fidelerinde asagida belirtilen karakterler incelenmistir (Sekil 4.34).
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3) (4)

Sekil 4.34. Sodyum azitin Farkli siire ve konsantrasyonlarda islem uygulanmis tohumlar
icerisinde toprak bulunan kasalarmn ekilmisi ve bu ortamda gelisen M; fidelerinde
goriintimleri.

1: a) 10 dakika + 0.5 mM, b) 10 dakika + 1 mM, c) 10 dakika + 1.5 mM, d) 10 dakika + 2 mM,

2:a) 1saat + 0.5 mM, b) 1 saat + 1 mM, c) 1 saat + 1.5 mM, d) 1 saat + 2 mM,

3:a) 2 saat + 0.5 mM, b) 2 saat + 1 mM, c) 2 saat + 1.5 mM, d) 2 saat + 2 mM,

4: a) 3saat + 0.5 mM, b) 3 saat + 1 mM, c) 3 saat + 1.5 mM, d) 3 saat + 2 mM konsantrasyonlarda kok ve
stirgiin gortiniimleri.

a. Cikis oram

Cikis orani iizerine sodyum azit konsantrasyonlarinin etkisi onemli (P<0.05) iken,
uygulama siiresinin ve siire X konsantrasyon interaksiyonunun etkisi 6nemsiz olmustur

(Cizelge 4.25).
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Uygulama siiresinin uzamasi genel anlamda (1 saat hari¢) ¢ikis oranini artmistir.
Ornegin, 1 saatlik uygulamada %89.40 olan ¢ikis orani 10 dakikalik uygulamada
%90.40’a, 2 saatlik uygulamada 9%91.60’a, 3 saatlik uygulamada ise %93.60’a
yiikselmis, ancak tiim uygulama siireleri arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur

(Cizelge 4.26).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 incelendiginde, sodyum azit konsantrasyonlarinin
genel anlamda (2 mM’lik hari¢) ¢ikis oranini azalttig gériilmiistiir. Ornegin, kontrol ve
0.5 mM’lik konsantrasyonda %94.75 olan ¢ikis orani, 1 mM’lik konsantrasyonda
%91.00’e, 2 mM’lik konsantrasyonda %88.50’ye, 1.5 mM’lik konsantrasyonda ise
87.25’e¢ dismistiir. Bununla birlikte, kontrol ile yalnizca 0.5 ve 1 mM’lik

konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.26).

Siirgiin kuru agirligr {izerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.25). En yiiksek siirgiin
kuru agirlign 10 dakikalik, 1, 2 ve 3 saatlik uygulama siirelerinde kontrol
konsantrasyondan elde edilmistir. En diisiik siirgiin kuru agirhigr 10 dakikalik, 1, 2 ve 3

sattlik uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda belirlenmistir (Cizelge 4.26).



Cizelge 4.25. Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra fide ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi

sonugclari.
Kareler ortalamasi
Varyasyon Kaynagi _
SD co IYu KUz SUz FB
Stire (saat) 3 65.26 5.58** 164.72** 98.11** 20653.52**
Konsantrasyon (mM) 4 192.50* 3.1** 207.41** 83.61** 11.13**
Siire x Konsantrasyon 12 66.1 4.08** 93.80** 23.42* 8.13**
Hata 380 63.53 0.69 25.93 11.85 1.54
Toplam 400

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.26. Tohuma farkli siire ve dozlarda sodyum azit uygulamasindan sonra fide ile ilgili baz1 karakterlere ait veriler.

.. . Konsantrasyon iyu KUz suz FB
Siire (dakika/saat) ) 4 co () e s (m)
0 93.00 311% 1563 % 25.38° 41.01°
05 88.00 277%® 15.20® 28.702 43.90 ®
10 dakika 1 89.00 3.27°¢ 17.30 2 28.012 45.11 ah
15 89.00 3252 13.63 27.81% 41.64°
2 93.00 2.37% 16.42 % 26.80 ® 43.22%®
Ortalama 90.40 2.958! 15.63 ¢ 27.348 42.98 ¢
0 91.00 2.65°¢ 17.09° 29.18 46.26°
05 94.00 357® 23.41° 29.08 52.49°
1 1 86.00 370® 22.97° 30.48 50.97
15 87.00 4072 14.86° 28.00 4533°
2 89.00 3.40° 14.87° 29.23 44.10"
Ortalama 89.40 3484 18.64 4 29.194 47.834
0 95.00 2.87° 15.03° 28.032 43.06C
05 98.00 3.40% 19.58° 29.88 ° 49.47 a
) 1 96.00 3652 18.00 ® 31.29° 48.50 ab
15 87.00 3602 17.72%® 30.50 49.01 ab
2 82.00 3652 16.49 * 28.31% 44.80 be
Ortalama 91.60 3434 17.36 B 29.60 A 46.96 "®
0 100.00 3752 18.16 26.03° 44.20
05 99.00 3722 17.05 28.60°2 45.66
3 1 93.00 3452 16.49 29.612 47.31
15 86.00 2.70° 15.88 30.81° 45.49
2 90.00 2.87° 14.88 29.74% 44.62
Ortalama 93.60 330" 16.49 B¢ 28.96 # 45458
0 94.75 4 3.09° 16.47 B 27.15°¢ 43,638
Ortalama 0.5 94'75:5 3.36 2 18.81 i 29.06 ’ZB 47.88 2
Konsantrasyon (mM) 1 91.00 351 18.69 29.84 47.97
15 87.258 3404 1552 8 29.28 48 45.36 8
2 88.50 ® 3078 15.66 B 28.52 B 44188
LDs, degeri 47.37 154 8.23 13.57 21.81

1. Ayn1 siitunda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Snemsizdir.

2. Her bir uygulama siieresi icin aym siitunda ayni kiiciik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

v61
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b. ilk yaprak uzunlugu

[k yaprak uzunlugu iizerine mutagenin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon, ¢ok onemli (P<0.01) etki olusturmustur (Cizelge 4.25).

Ortalamalar esas alinarak uygulama siiresine gore degerlendirildiginde en fazla ilk
yaprak uzunlugu 3.48 cm ile 1 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu 3.43 cm ile 2
saat, 3.30 cm ile 3 saat ve 2.95 cm ile 10 dakikalik uygulamalar izlemistir. Bununla
birlikte, 1, 2 ve 3 saatlik uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda

Oonemsiz olmustur (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26’dan goriilecegi gibi, 2 mM’lik konsantrasyon hari¢ mutagenin tiim
konsantrasyonlari ilk yaprak uzunlugunu artirmistir. En yiiksek ilk yaprak uzunlugu
3.51 cm ile 1 mM’lik konsantrasyonda meydana gelmis, bunu 1.5 mM’lik (3.40 cm),
0.5 mM’lik (3.36 cm) ve 0 mM’lik (3.09 cm) uygulamalar izlemis, son sirada ise 3.07
cm ile 2 mM’lik konsantrasyon yer almistir (Cizelge 4.26).

Ik yaprak uzunlugu iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok oénemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.25). En yiiksek ilk
yaprak uzunlugu 10 dakikalik uygulama siiresinde 1 mM, 1 saatlik uygulamada 1.5
mM’lik konsantrasyonda; 2 saatlik uygulamada 1 ve 2 mM’lik konsantrasyonda ve 3
saatlik uygulama siirelerinde kontrol konsantrasyondan elde edilmistir. En disiik ilk
yaprak uzunlugu 10 dakikalik uygulama siiresinde 2 mM’lik konsantrasyonda; 1 ve 2
saatlik uygulama siiresinde 0 mM’lik konsantrasyonda ve 3 sattlik uygulamalarda 1.5

mM’lik konsantrasyonda belirlenmistir (Cizelge 4.26).
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C. Kok uzunlugu

Kok uzunlugu mutagenin hem uygulama siiresinden ve konsantrasyonundan hem de bu
iki faktor arasindaki interaksiyon da ¢ok oOnemli (P<0.01) derecede etkilenmistir

(Cizelge 4.25).

En fazla kok uzunlugu 18.64 cm ile 1 saatlik uygulama siiresinden elde edilmis, bunu
17.36 cm ile 2 saat, 16.49 cm ile 3 saat, 15.63 cm ile 10 dakikalik uygulamalar takip
etmistir (Cizelge 4.26).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 incelendiginde, en uzun kokler 18.81 cm ile 0.5
mM’lik konsantrasyonda tespit edilmis, bunu azalan sira ile 1 mM’lik (18.69 cm) ve 0
mM’lik (16.47 cm) ve 2 mM’lik (15.66 cm) konsantrasyonlar izlemis, en kisa kokler ise
1.5 mM’lik konsantrasyonda (15.52 cm) belirlenmistir (Cizelge 4.26).

Kok uzunlugu iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik goOstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.25). En yiiksek kok
uzunlugu 10 dakikalik uygulama siiresinde 1 mM’lik konsantrasyonda, 1 ve 2 saatlik
uygulamalarda 0.5 mM’lik konsantrasyonda ve 3 saatlik siirelerinde kontrol
konsantrasyonda elde edilmistir. En diisiik k6k uzunlugu 10 dakikalik ve 1 saatlik
uygulamalarda 1.5 mM’lik konsantrasyonda; 2 saatlik uygulama siiresinde 0 mM’lik
konsantrasyonda ve 3 sattlik uygulamalarda 2 mM’lik konsantrasyonda belirlenmistir
(Cizelge 4.26).

d. Siirgiin uzunlugu

Stirglin uzunlugu {izerine mutagenin hem uygulama siiresi hem de konsantrasyonu ¢ok
onemli (P<0.01), bu iki faktor arasindaki interaksiyon ise onemli (P<0.05) derecede
etkili olmustur (Cizelge 4.25).
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Uygulama siiresi esas alindiginda, en fazla siirgiin uzunlugu 29.60 cm ile 2 saatlik
uygulamada gerceklesmis, bunu 29.19 cm ile 1 saat, 28.96 cm ile 3 saat ve 27.34 cm ile
10 dakikalik uygulama siireleri izlemistir. Bununla birlikte, 1, 2 ve 3 saatlik
uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemsiz olmustur. Buna gore
uygulama siiresi ile kok uzunlugu arasinda paralel bir degisim ger¢eklesmemistir

(Cizelge 4.26).

Ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirildiginde, mutagenin tiim
konsantrasyonlarinin siirglin uzunlugunu artirdigi tespit edilmistir. Nitekim, kontrolde
27.15 cm olan siirglin uzunlugu 2 mM’lik konsantrasyonda ise 28.52 cm’ye, 0.5 mM’lik
konsantrasyonda 29.06 cm’ye, 1.5 mM’lik konsantrasyonda 29.28 cm’ye, 1 mM’lik
konsantrasyonda 29.84 cm’ye yiikselmis ve kontrol ile diger tiim konsantrasyonlar

arasindaki farkliliklar cok 6nemli olmustur (Cizelge 4.26).

Siirgiin uzunlugu {izerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama siiresi X
konsantrasyonun etkisi ¢cok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.25). En yiiksek siirgiin
uzunlugu 10 dakikalik uygulama siiresinde 0.5 mM’lik konsantrasyonda; 1 ve 3 saatlik
uygulamalarda 1.5 mM’lik konsantrasyonda; 2 saatlik siirelerinde 1 mM’lik
konsantrasyonda elde edilmistir. En disiik siirgiin uzunlugu 10 dakikalik ve 2 ve 3
saatlik uygulamalarda 0 mM’lik konsantrasyonda ve 1 sattlik uygulamada 1.5 mM’lik

konsantrasyonda belirlenmistir (Cizelge 4.26).

e. Fide boyu

Fide boyu tizerine sodyum azitin uygulama siiresi ve konsantrasyonu ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyon ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.25).

Ortalamalar esas alinarak uygulama siiresine gore degerlendirildiginde en uzun fide

boyu 47.83 cm ile 1 saatlik uygulamadan elde edilmis, bunu 46.96 cm ile 2 saat, 45.45
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cm 3 saatlik uygulamalar izlemistir. Bu karakter bakimindan son sirada 42.98 cm ile 10

dakikalik uygulama yer almistir (Cizelge 4.26).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 dikkate alinarak degerlelendiginde, en uzun fide
boyunun 47.97 c¢cm ile 1 mM’lik konsantrasyonda elde edilmsi, bunu 0.5 mM (47.88
cm), 1.5 mM (45.36 cm) ve 2 mM’lik (44.18 cm) konsantrasyonlar takip etmistir. En
kisa fide boyu 43.63 c¢m ile kontrol gruptan elde edilmis, ancak bu konsantrasyon ile 1.5
ve 2 mM’lik konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur. Bu verilerden

de anlasilacagi gibi sodyum azit uygulamasi fide boyunu artirmistir (Cizelge 4.26).

Fide boyu iizerine sodyum azitin uygulama siiresinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama siiresi x konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.25). En yiiksek fide boyu 10 dakikalik ve 3 saatlik
uygulama siirelerinde 1 mM’lik konsantrasyonda; 1 ve 2 saatlik uygulamalarda 0.5
mM’lik konsantrasyonda uygulamasindan elde edilmistir. En disiik fide boyu 10
dakikalik ve 2 ve 3 saatlik uygulamalarda 0 mM’lik konsantrasyonda ve 1 sattlik
uygulamada 2 mM’lik konsantrasyonda belirlenmistir (Cizelge 4.26).

4) Optimum dozun (LDso) tespit edilmesi

Kimyasal mutagenlerin optimum konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin
belirlenmesinde LDso (letal doz) kriteri esas alinmistir. Tahillarda LDsy degerinin
belirlenmesinde M; kusaginda ¢imlenme orani, ¢ikis oran1 ve fide boyu gibi
karakterlerden yararlanilabilmektedir (Tosun 2015). Bu nedenle, burada s6z konusu
kerakterler yoniinden LDsp degeri incelenmis ve arastirmada uygulanan siire ve
konsantrasyonlarin hi¢ birinde LDsy degeri olusmamistir. Bu ¢alismada farkli siire ve
konsantrasyonlarda uygulanan sodyum azit ¢imlenme, ¢im ve fide ile ilgili bir ¢ok
karakteri olumsuz yonde etkilemis, dolayisiyla kontrole gore azalmaya neden olmustur.
Ancak yine de arastirmada uygulanan siire ve konsantrasyonlarda LDsy degeri
olusmamistir. Normalde literatiirlere gore onerilen konsantrasyon 1 mM, siire ise 2 saat

olup, bu denemede bu konsantrasyonun hem altt hem de {stii alinmig, ancak yinede



199

LDso degeri olusmamistir. Bu durumda, ileride yapilacak ¢alismalarda daha yiiksek

konsantrasyonlar uygulanarak LDs degerinin tespit edilmesi 6nerilebilir.

4.2.2. M; Kusaginda Kuraga Toleransh Genotiplerin Se¢cimi

Mutasyonlar genellikle resesif olduklari i¢in agilimlar bu kusakta ortaya ¢ikmakta, bu
nedenle seleksiyona M, kusaginda baslanmistir. Bu asamada, daha 6nce hasat edilen M,
tohumlar1 -10 bar’lik PEG 6000 ortaminda ¢imlendirmeye alinmis bdylece erken
dénemde (¢imlenme donemi) kuraga toleranslilik yoniinden test edilmis ve dolayisiyla
seleksiyon yapilmistir. Bu amacgla hem EMS hem de sodyum azit uygulamalarindan
elde edilmis 20.000’er adet M, tohumlar1 kullanilmigtir. Tohumlar test ortaminda 15
giin siire ile bekletilmig, bu siirenin sonunda en az 5 mm kok ve siirglin olusturanlar
secilmigtir (Sekil 4.35). Cimlenen tohum sayis1 EMS popiilasyonunda 52 adet, sodyum
azit popiilasyonunda ise 710 adet olmustur. Cimlenen tohumlar 6nce igerisinde toprak
bulunan plastik viyollere aktarilmis ve bu ortamda 1 ay siire ile tutulmuslardir. Bu
stirenin ardindan bitkiler tarlaya sasirtilmis ve her bitkiden M3 tohumlar1 ayr1 ayr1 hasat

edilmis ve depolanmustir (Sekil 4.36).
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(a) (b)

Sekil 4.35. M, tohumlarinda ¢imlenme doneminde kuraga toleransli genotiplerin
seleksiyonu.

(a) EMS uygulanmis tohumnlarin PEG 6000 ortaminda 15. giinde ¢imlenme durumu. (b) Sodyum azit
uygulanmis tohumnlarin PEG 6000 ortaminda 15. giinde ¢imlenme durumu.

(b)

Sekil 4.36. M, tohumlarinda ¢imlenme doneminde kuraga toleransli genotiplerin
seleksiyon sonrasinda yapilan islemler.

(a) EMS ve sodyum azit uygulanmig tohumnlarin PEG 6000 ortaminda ¢imlenen tohumlarin viyollere
ekimi. (b) Viyollerde gelisen fidelerin tarlaya sasirtilmast.
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Tartiyma

Bitkilerde mutasyon 1slahi ile biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli veya
toleransli gesitler gelistirilebilmektedir. Mutasyon, canlinin genetik yapisinda meydana
gelen kalict degisiklikler olup hem iireme hiicrelerinde hem de somatik hiicrelerde
meydana gelebilir. Bitkilerde ¢esitli mutagenlerle somatik mutasyonlarin tesvik edildigi
ve istenilen 6zelliklerin saglandigi bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Griffiths 1996; Franks et
al. 2002; Collet et al. 2005). Istenilen 6zellikteki mutasyonlarm kendiliginden meydana
gelme sikligr ¢cok diigiiktiir. Bu nedenle, bir¢ok islah ¢alismasinda mutasyon sikligini
artirmak amaciyla fiziksel veya kimyasal mutagenler kullanilmistir (Ahloowalia and
Maluszynski 2001; Atak et al. 2004; Hewawasam et al. 2004). Son yillarda in vitro
mutagenesis olarak adlandirilan, mutagenik uygulamalarin in vitro tekniklerle

kombinasyonunu kapsayan ¢alismalar yapilmaya baglanmistir (Tosun 2015).

Bu arasgtirmadan elde edilen verilere gore olgun embriyo kiiltiiriine EMS nin farkl: siire
ve konsantrasyonlarda uygulanmasi bir ¢ok karakteri olumlu yonde etkilemistir. Etil
metansiilfonatin uygulama siiresi ve konsantrasyonu arttik¢a genel olarak kallus olusum
orant azalmig, ancak rejenerasyon etkinligi ve bitki sayist bakimindan uygulama
siiresine gore ortalamalar dikkate alindiginda, en yiiksek rejeneraston etkinligi ve bitki
sayist 6 saatlik uygulamadan elde edilmis, 4 saatlik uygulamasi ise son sirada yer
almistir. Diger taraftan, ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore degerlendirme
yapildiginda, rejenerasyon etkinliginin ve bitki sayisinin sirasiyla %0.4 ve %0.3 1k
konsantrasyonlarda elde edildigi ve yine kontrol uygulamasinin her iki karakter

bakiminda son sirada yer aldig1 goriilmiistiir.

EMS, rastgele bolgelerde (Sung 1976) yiiksek siklikta mutasyonlara (Schy and Plewa
1989) sebep oldugu ve bunlar igerisinde kromozomal anormalliklerin sikhigi diistik

oldugu i¢in tercih edilen mutagenlerden biridir. Etil metansiilfonat 6zellikle kallus gibi
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hizl1 bir sekilde boliinen ve ¢ogalan hiicrelere uygulandiginda etkili olmakta, ¢linkii bu
sirada hiicreler DNA’larmi replike etmekle ugrastiklarindan mutasyonlarin hatali
onarilma ihtimali ¢ok yiiksektir (Kilbey and Hunter 1983). EMS genellikle GC <« AT
gegis tipi mutasyonlar1 uyarmaktadir (Kenganal et al. 2008).

Kiiltiir bitkilerinde; 6zellikle dar genetik tabanli bitkilerde islahgilar ic¢in etkili bir
aractir. Mutagenesis basit, ucuz, tiim bitkilere uygulanabilir ve kii¢iik ya da biiyiik
6l¢ekte kullanilabilir olmasi nedeniyle son yillarda popiiler olmaya baslamistir (Luan et
al. 2007). Aslinda doku kiiltiiriiniin kendisi varyasyona sebep olmakta, ancak cesitli

fiziksel veya kimyasal mutagenlerin uygulanmasiyla varyasyonu artirmak arzu

edilebilir.

Gerek bu calismadan, gerekse daha once yapilan diger ¢alismalardan elde edilen
sonuglara gore, etil metansiilfonatin farkli siire ve konsantrasyonlarda uygulanmasi bir
cok karakteri olumlu yonde etkilemistir. Van et al. (2008) tarafindan soyada yapilan bir
calismada olgunlagmamis embriyolara farkli konsantrasyonlarda (0.0, 0.2, 0.4 ve 0.8
mM) EMS uygulanmis ve bitkiler rejenere edilmeye ¢alisilmistir. Arastiricilar, EMS’nin
tiim konsantrasyonlarinda embriyo olusumu ve rejerasyonun kontrole gore daha yiiksek
oldugunu belirlemislerdir. Ayni sekilde Sharma et al. (2013), Citrus jambhiri’de farkli
konsantrasyonlarda gama 111 uygulanmis tohumlardan elde ettikleri eksplantlara in
vitro ortamda etil metansiilfonat (EMS; 0.2, 0.3 ve 0.4%) ve metil metansiilfonatin
(MMS; 0.05, 0.1 ve 0.2%) farkli konsantrasyonlarini uygulandiktan sonra tohumlar1
mutagensiz MS besi ortaminda ¢imlendirmislerdir. Fideler bu ortamda 45 giin siireyle
gelismeye birakilmis ve daha sonra epikotiller alinmistir. Bu epikotiller, igcerisinde EMS
ve MMS’nin daha Once belirtilen konsantrasyonlarini igeren rejenerasyon ortaminda
(MS + 0.5 mg/L BAP) 24°C’ de 4 saat silire ile bekletilmislerdir. Arastiricilar
rejenerasyonun, EMS’nin tiim konsantrasyonlarinda kontrole gore daha yiiksek
oldugunu ve regenerasyon potansiyeline gore hem EMS hem de MMS i¢in en uygun

konsantrasyonun %0.2 oldugunu belirlemislerdir.
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Pius et al. (1994) EMS’nin bir ¢ok stres faktoriinden biri oldugunu ve in vitro ortamda
bitki rejenerasyonu ilizerine uyarici etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Touraev et al.
(1997) mikrospor Kkiiltiiriinde stres uygulamasimin embriyogenesisin baslamasini
uyardigin1 kaydetmislerdir. Aymi sekilde Gaj (2002), EMS’nin benzer stres kosullarini
uyarabilecegini ifade etmistir. Bu nedenle, somatik embriyogenesiste EMS uygulamasi

kontrolden daha etkili olabilir.

Olgun embriyo kiiltiiriine sodyum azitin (NaN3) farkli siire ve konsantrasyonlarinin
etkileri bakimindan bu arastirmadan elde edilen verilere gore, sodyum azit uygulamasi
kallus olusumunu, rejenerasyon etkinligini ve bitki sayisini azaltmis, bu etki 6zellikle

yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun uygulama siirelerinde daha belirgin olmustur.

Mutasyonlarin uyarilmasinda en kritik faktor mutagenin konsantrasyonudur. Genel bir
kural olarak, belli bir konsantrasyona kadar mutagenin konsantrasyonu arttikca,
normalde daha fazla mutasyon olusmakta, ancak yiiksek konsantrasyonlar ayn1 zamanda
daha fazla fide hasarina ve 6liime neden olmaktadirlar (Jenks et al. 2007). Yiiksek
konsantrasyonlarda ortaya c¢ikan azalma, hiicresel diizeyde gerceklesen fizyolojik veya
fiziksel diizensizliklerden kaynaklanmis olabilir. Wi et al. (2007), radyasyonun diisiik
dozunda uygulanmasinin, bitki hiicrelerinde hormonal sinyal agini degistirerek veya
hiicrenin antioksidatif kapasitesini artirarak biliylimeyi uyarabilecegini kaydetmislerdir.
Biiylimenin engellenmesine sebep olan yiliksek konsantrasyon uygulamasi, somatik
hiicre boliinmesi sirasinda hiicre dongiisiinii Go-M  fazinda bekletebilir ve/veya tiim
genomda cesitli hasarlara sebep olabilir. /n vitro mutagen uygulamasinin etkisi tohuma
uygulamadan daha etkili olmustur. Nitekim, Grant and Salamone (1994), sodyum azitin
bitkiler ve hayvanlar icin yiliksek derecede mutagenik bir kimyasal oldugunu ve mutant
kallus olusumu bakimimdan kallusa uygulamanin tohuma uygulamadan daha iyi

oldugunu bildirmislerdir.

Stevia rebaudiana bitkisinde sodyum azit ve kolgisinin tohum ¢imlenmesi ve kallus
olusumu {izerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir denemede (Pande and

Khetmalas 2012), tohum ve yaprak eksplantlar1 sodyum azitin ve kolsisinin farkli
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konsantrasyonlarina (%0-0.25) 12 ve 24 saat siireyle maruz birakilmiglardir. Caligmada
mutagenlerin konsantrasyonlari artik¢a ve uygulama siiresi uzadikga kallus olusumunun
geciktigi tespit edilmistir. Sodyum azitin kiiltiir ortamindaki meristematik hiicreler
lizerine goriilebilen etkisi kallus olusumunu veya ¢cogalmasini engellemektir. Bu durum,
hiicre dongiisiiniin S fazinda genom ayrilmasi ve ¢ogalmasini engelleme etkisininden
kaynaklanabilir. Ayrica, uyarilmis bazi mutant biyokimyasallar elektron zinciri gibi

solunum zincirlerinin engellenmesine sebep olabilirler (Johnsen et al. 2002).

Kallusa etil metansiilfonat farkl: siirelerde uygulandiginda, ortalamalar esas alinarak en
yiiksek rejenerasyon etkinligi ve bitki sayisi 6 saatlik uygulamadan, en diisiik ise 4
saatlik uygulamadan elde edilmistir. Diger taraftan, ortalamalar esas alinarak
konsantrasyonlara gore degerlendirme yapildiginda, en yiiksek rejenerasyon etkinligi ve
bitki sayis1 kontrol grubunda en diisiik ise 80 mM’lik konsantrasyonda olustugu
goriilmistiir. Bu arastirmada rejenerasyon etkinligi ve bitki sayisi iizerine mutagenin

uygulama siiresi ve konsantrasyonu ¢ok dnemli derecede etki olusturmustur.

Yapilan literatiir tarama c¢aligmalarinda, EMS ve sodyum azit mutagenlerinin bugdayda
kallusa uygulandigi herhangi bir makaleye rastlanmamistir. Dolayisiyla bu aragtirma bu

konuda ilk ¢alisma olarak diistiniilebilir.

Biyime ve c¢ogalmanin %50 oraninda azalmasi (LDsp) uygun mutagen
konsantrasyonunun belirlenmesinde énemli bir dl¢iit olup, uygulamanin konsantrasyonu
ve siiresi degistirilerek bu konsantrasyon ayarlanabilir (Predieri 2001; Kodym and Afza
2003). Hofmann et al. (2004) soya siispansiyon kiiltiiriinde yasama oraninin EMS’nin
konsantrasyonuna gore degistigini ve bu oranin 1 mM’lik EMS’de %74 iken, 30
mM’lik EMS’de %43 oldugunu kaydetmislerdir.

Fasulyede EMS ve N-nitr6z-N’-etil tire (ENU) mutagenlerinin kallus gelisimi {izerine
etkilerini aragtirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada (Svetleva and Crino, 2005) 7
giinliik steril bitkilerden elde edilen yaprak petiol eksplantlarindan gelisen kalluslar

kullaniimustir. Her iki mutagen eksplantlara 2.5x102 ve 6.2x10™ M konsantrasyonlarda
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15, 30, 60 ve 90 dakika siireyle uygulanmistir. Uygulama siiresi kallus gelisimini
etkilemis ve her iki mutangen i¢in 30 dakikalik uygulamanin yapildig: ortamda gelisen
kalluslar en yiiksek agirlikta olmustur. Buna karsin, 90 dakikalik uygulama kalluslarinin
kahverengilesmesine ve gelismenin engellenmesine sebep olmustur. Arastiricilar, genel
olarak ENU’nun EMS’den daha giiclii etki olusturdugunu ve kallus gelisimi iizerine alt
kiiltiir sayisinin  mutagenik uygulamadan daha yiiksek etkiye sahip oldugunu

kaydetmislerdir.

Bu arastirmada kallusa sodyum azitin uygulama siiresi rejenerasyon etkinligini ve
rejenere bitki sayisini cok 6nemli derecede etkilemis, en yiiksek rejenerasyon etkinligi
ve rejenere bitki sayisi 1 saatlik uygulamadan elde edilmistir. Sodyum azitin uygulama
stiresi uzadikca ve konsantrasyonu arttik¢a her iki karakterde diisiisler ortaya ¢ikmis ve
4 saatlik uygulamada tiim konsantrasyonlarda herhangi bir rejenerasyon

gerceklesmemistir.

Mutasyon 1slahinda genellikle konsantrasyon ve konsantrasyon orani arttikga mutasyon
sikliginin arttig1 kabul edilmektedir. Bununla birlikte, islem uygulanmis dokularin
canlilifi ve bdyle dokularin rejenere bitki olusturma kapasiteleri konsantrasyon ve
konsantrasyon orani arttikca azalmakta, bu durumda arzu edilen mutasyonlar
istenmeyen mutasyonlart beraberinde getirme riski bulunmaktadir (Bhagwat and

Duncan 1998).

Sodyum azitin kiiltiir ortamindaki meristematik hiicreler ilizerine goriilebilen etkisi
kallus olusumunu veya ¢ogalmasini engellemektir. Bu durum, hiicre dongiisiiniin S
fazinda DNA replikasyonunu engelleme etkisininden kaynaklanabilir. Ayrica, uyarilmisg
baz1 mutant biyokimyasallar elektron zinciri gibi solunum zincirlerinin engellenmesine

sebep olabilirler (Johnsen et al. 2002).

Kallus asamasindaki hiicreler dis kosullara asir1 derecede duyarli olup, hiicrede
mutasyon olusturan azidoalanin olarak adlandirilan mutagenik etmen {retirler. Bu

kimyasal mutagen bitki hiicrelerinde son derece mutagenik etmen olan amino asit
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anologu L-azidoalanine (N3-CH2-CH(NH)2-COOH) metabolize edilir. Bunun
olusumunun O-asetilserin siilfihidrilaz enzimine bagl oldugu belirlenmistir (La and
Mongold 1987). Buradan, sodyum azitin mutagenitesinin bir ¢ok fiziksel ve fizyolojik
parametreye bagli oldugu sonucuna varilabilir. Bu nedenle, s6z konusu mutagen
tarafindan tretilen mutagenite degiskendir. Sodyum azitin mutagenik etkisinin azit
bilesiginin organik metabolitini liretmesiyle ortaya ¢iktigi kabul edilmektedir (Owais
and Kleinhofs 1988).

Stevia rebaudiana bitkisinde yapilan bir ¢alismada (Pande and Khetmalas 2012)
sodyum azit ve kol¢isin uygulamasinin tohum ¢imlenmesi ve kallus olusumu iizerine
etkileri incelenmistir. Eksplant olarak kullanilan tohumlar ve yaprak parcalart sodyum
azit ve kolgisinin degisen konsantrasyonlarina (%0-0.250) oda sicakliginda 12 ve 24
saat siireyle maruz birakilmiglardir. Mutagenlerin konsantrasyonu arttikga ¢imlenme
orani azalmigtir. Ayrica, yaprak eksplantlarinin; her iki mutagene maruz birakilma
siresi kallus olusumunu ve gelisimini etkilemistir. Arastiricilar, mutagenlerin

konsantrasyonu arttik¢a kallus olusumunun geciktigini bildirmislerdir.

Pamukta somatik embriyolarin ¢imlenmesi ve somatik embriyo kdokenli bitkiciklerin
canlilik orami {izerine sodyum azitin farkli konsantrasyonlarinin etkilerini arastiran
Ganesan and Jayabalan (2004) sodyum azitin islem uygulanmis somatik embriyolarin
kok sayisini (5.5 adet) ve kok uzunlugunu (39.5 cm) kontrole (sirasiyla 1.2 adet ve 4.2
cm) gore Onemli ol¢giide artigini belirlemislerdir. Yine 10 mM sodyum azit uygulanmis
olgun somatik  embriyolarda ¢imlenme oraninin %44.6’dan %350.9’a yiikseldigi

bildirilmistir.

EMS’nin uygulama siiresinin ¢imlenme hizi, ¢imlenme giicii, ¢imlenme orani ve
cimlenme orani indeksi iizerine etkisi onemsiz iken, ¢imlenme ile ilgili diger karakterler
tizerine etkisi cok onemli olmustur. Buna karsin, ¢imlenme ile ilgili tim karakterler
tizerine konsantrasyonun etkisi Onemsiz olmustur. EMS 6 saatlik siireyle
uygulandiginda, ¢imlenme hizi, ¢imlenme giicii ve ¢imlenme oranmi1 kontrole ve diger

uygulama siirelerine gore kiiclik bir artisa neden olmustur. Diger taraftan EMS’nin hem
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tiim konsantrasyonlar1 ¢imlenme hizi, ¢cimlenme giicii, ¢cimlenme orani, ¢imlenme hizi
katsayisi, ¢imlenme hizi indeksi ve g¢imlenme giicii indeksi ile ilgili karakterlerde

azalmaya, ortalama ¢imlenme zamaninin ise uzamasina sebep olmustur.

EMS’nin tohuma uygulama siiresi uzadikca ¢imle ilgili karakterlerde genel olarak bir
diisiise sebep oldugu goriilmekle birlikte, siirglin uzunlugu, koleoptil uzunlugu ve ¢im
uzunlugunun 3 saatlik uygulama siiresinde kok yas agirliginin, kok kuru agirliginin ve
stirglin kuru agirhi@inin 6 saatlik uygulama siiresinde kontrole gore daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Diger taraftan, konsantrasyonlarin ortalamalarina gére degerlendirme
yapildiginda; kok sayisti ve kok uzunlugunun %0.1, 9%0.2 ve %0.3’lik
konsantrasyonlarda; koleoptil uzunlugunun ve ¢im uzunlugunun 9%0.2’lik
konsantrasyonda; kok yas agirligl, kok kuru agirligy ve siirgiin kuru agirhiginin %0.3 ik

konsantrasyonda kontrole gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Jatropha curcas’ta yapilan bir ¢alismada Dhakshanamoorthy et al. (2010) kuru
tohumlara gama 1sinlart ve EMS (%1, 2, 3, 4) uygulanmis ve ¢imlenme orani, kok
uzunlugu, siirgiin uzunlugu, fide boyu, bitki boyu ve diger bazi karakterler yoniinden
degerlendirmeler yapilmustir.  Arastirict, EMS’nin - %1°lik  konsantrasyonunun
tohumlarin ¢imlenme oranmi artirdigini, buna karsin %4’liikk konsantrasyonunun
azaltigimmi bildirmis ve ayrica yliksek konsantrasyonun (%4) incelenen tiim karakterler

icin engelleyici etki gosterdigini kaydetmistir.

EMS’nin hem uygulama siiresi hem de konsantrasyonunun incelenen fide
karakterlerinden hemen tamami (kok uzunlugu igin 6nemli) {lizerine etkisi ¢ok onemli
olmustur. Uygulama siiresinin uzamasi genel olarak ¢ikis oraninin azalmasina neden
olmustur. ilk yaprak uzunlugu, kok uzunlugu ve fide boyu (9 saat hari¢) tiim uygulama
strelerinde  kontrole gore daha yiliksek olmustur. Konsantrasyonlara gore
degerlendirildiginde, uygulanan konsantrasyon arttikca ¢ikis oraninin azaldig
goriilmistiir. Buna karsin ilk yaprak uzunlugu, koleoptil uzunlugu, siirgiin uzunlugu ve

fide boyu EMS’nin tiim konsantrasyonlarinda kontrole gére daha yiiksek olmustur.
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Bu calismada farkli siire ve konsantrasyonlarda uygulanan EMS bir ¢ok karakteri
olumlu yonde etkilemis, dolayisiyla kontrole gore artisa neden olmustur. Bu nedenle
arastirmada uygulanan siire ve konsantrasyonlara gore LDsp degeri belirlenememistir.
Normalde literatiirlere gore Onerilen konsantrasyon %0.3, siire ise 6 saat olup, bu
denemede bu konsantrasyonun hem alt1 hem de iistii alinmis, ancak yinede LDsg degeri
olugsmamistir. Bu durumda ileride yapilacak ¢alismalarda daha yiiksek konsantrasyonlar

uygulanarak LDsg degerinin tespit edilmesi Onerilebilir.

Sakin (1998) tarafindan makarnalik bugday (Triticum durum Desf.) Gediz-75 ve Sofu
cesitlerinde yapilan bir ¢alismada gama 1s1mn1 ve EMS’nin M; ve M, bitkileri tizerindeki
etkileri belirlenmistir.  Arastiric, EMS’yi  %0,1, %0,2, %0,3 ve %0,4’lik
konsantrasyonlar halinde uygulamistir. Arastirmda sonuclarina gore; iki makarnalik
bugday cesidinde , M; ve My bitkilerinde incelenen karakterler lizerinde mutagenlerin
farkli etkiler meydana getirdigi ve bu etkilerin ¢esitlere gore degistigi belirlenmistir.
Aragstirici, gama 1sin1 ve EMS uygulamasiin, M; bitkilerinde incelenen o6zellikler
tizerinde olumsuz etkiler meydana getirdigini ve bu etkilerin, konsantrasyon arttikca
daha da belirgin bir sekilde ortaya ¢iktigimi kaydetmistir. Arastirici, en uygun EMS
konsantrasyonunun Gediz-75 igin %0.4, Sofu ¢esidi i¢in ise %0.3 oldugunu

belirlemistir.

Bugdayda tohum ¢imlenmesi ve ¢imlenme ile ilgili bazi karakterler {izerine EMS
uygulamasinin etkisini belirlemek amaciyla Bahar and Akkaya (2009) tarafindan
yapilan bir denemede 3 farkli EMS (0.1, 0.2, ve %0.3) konsantrasyonu uygulanmaistir.
Bu uygulamalarin tohum c¢imlenmesi, koleoptil olusumu, ilk yaprak olusumu, kok
uzunlugu, koleoptil uzunlugu, fide boyu, fide biiylime orani, ilk yaprak uzunlugu, kok
ve siirgiin yas ve kuru agirliklar: {izerine olan etkileri incelenmistir. Arastiricilar, EMS
uygulamasinin, degerlendirilen tiim karakterler iizerine etkili oldugunu ve EMS
konsantrasyonlar1 arasindaki farkliligin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
kaydetmislerdir. Denemede, EMS’nin konsantrasyonu arttik¢a incelenen tiim

ozelliklerin azaldig tespit edilmistir.



209

Celtik (Oryza sativa L.) tohumlarina EMS’nin %0.25, %0.50, %0.75, %1.00, %1.25,
%1.50 ve %2.00’lik konsantrasyonlarinin uygulandigt bir c¢alismada, EMS
uygulamasinin tohum ¢imlenmesini, fide boyunu, kdk uzunlugunu ve tarla kosullarinda
cikis1 kontrole gore azalttigi tespit edilmistir (Talebi et al. 2012). Arastiricilar M;
kusaginda farkli fiziksel ve kimyasal mutagenlerin etkilerini belirlemek igin fide
boyunun iyi bir dl¢iit olarak kullanilabilecegini ve fide boyu ile fiziksel veya kimyasal
mutagenin konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iliski bulundugunu bildirmislerdir.
Ayrica, denemede kimyasal mutagenin konsantrasyonu arttikga kok uzunlugunun

azaldig1 belirlenmistir.

Bu arastirmada elde edilen bulgulara benzer olarak kaba limonda birincil kok uzunlugu
kontrolde 5.8 cm iken, EMS’nin %0.2, %0.3, ve %0.4’likk konsantrasyonlarinda
sirasiyla 6.3, 6.1 ve 5.9 cm olmustur. Yine, diisiik konsantrasyonlarda EMS’nin uyarici
etkisi kok, siirgiin ve fide uzunlugunda da gézlenmistir. EMS’nin bu uyarici etkisinin,
oksin gibi biliyime hormonunun aktivasyonunu artirarak hiicrelerin boliinme hizin
artirmasina baglh olabilecegi ifade edilmistir (Zaka et al. 2004). Benzer bulgular muzda
da elde edilmistir (Omar et al. 1989). EMS ve MMS gibi kimyasal mutagenler
uygulandiginda ¢imlenme oranindaki asamali azalma fide biiylimesinde de tespit

edilmistir (Sharma et al. 2013).

Tohumlara uygulanan sodyum azitin hem uygulama siiresi hem de konsantrasyonu
¢imlenme orant digindaki ¢imlenme ile ilgili tiim karakterleri ¢ok Onemli derecede
etkilemistir. Uygulama siiresi uzadik¢a ¢cimlenme hizi, ¢cimlenme giicii, ¢imlenme orani,
¢imlenme hiz1 katsayisi, ¢cimlenme hizi indeksi ve ¢imlenme giicii indeksinin azaldigi,
buna karsin ortalama cimlenme zamanimin uzadigi tespit edilmistir. Ayni sekilde,
cimlenme ile ilgili karakterlerde oldugu gibi ¢imle ilgili karakterler de sodyum azitin
hem wuygulama siiresinden hem de konsantrasyonundan c¢ok oOnemli derecede
etkilenmistir. Genel olarak, uygulama siiresi uzadik¢a ve konsantrasyon arttik¢a ¢imle
ilgili karakterlerin tamami azalmistir. Fide ile ilgili karakterlerin tamami sodyum azitin
hem uygulama siiresinden hem de konsantrasyonundan ¢ok Onemli derecede

etkilenmistir. Genel olarak, ilk yaprak uzunlugu, koleoptil uzunlugu, siirgiin uzunlugu
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ve fide boyu 1 saatlik uygulama siiresinde diger siirelere gore daha yiiksek, buna karsin
¢imlenme orant daha disiik olmustur. Konsantrasyon ortalamalari yoniinden
degerlendirildiginde, 0.5, 1.0 ve 1.5 mM’lik konsantrasyonlarin ¢ikis orani hari¢ diger
karakterlerde genel olarak artisa sebep olduklar1 belirlenmistir. Buna karsin, sodyum

azitin hemen tiim konsantrasyonlari ¢ikis oraninin diigmesine neden olmustur.

Bu ¢aligmada farkl: siire ve konsantrasyonlarda uygulanan sodyum azit ¢cimlenme, ¢im
ve fide ile ilgili bir cok karakteri olumsuz yonde etkilemis, dolayisiyla kontrole gore
azalmaya neden olmustur. Ancak yine de arastirmada uygulanan siire ve
konsantrasyonlarda LDsy degeri olugsmamistir. Normalde literatiirlere gore Onerilen
konsantrasyon 1 mM, siire ise 2 saat olup, bu denemede bu konsantrasyonun hem alt1
hem de iistii alinmis, ancak yinede LDsp degeri olusmamistir. Bu durumda, ileride
yapilacak ¢alismalarda daha diisiik konsantrasyonlar uygulanarak LDsy degerinin tespit

edilmesi Onerilebilir.

Sodyum azit kiiltiir bitkilerinde en giiclii kimyasal mutagenlerden biridir. Mutagenisitesi
azit bilesiginin organik metabolitinin Uretimiyle gergeklesmektedir (Owais ve
Kleinhofs, 1988, Khan et al.,, 2009). Sodyum azit, mutasyon olusturabilmek i¢in
hiicrelerde mutagenik etmenin, muhtemelen azidoalanine metabolize edilmesi gerekir
(Owais et al.,, 1983). Bu metabolitin arpada ve bakterilerde aminoasit analogu 1-
azidoalanin (N3-CH2-CH(NH)2-COOH) oldugu belirlenmistir. Bunun {iretimi O-
asetilserin siilfihidrilaz enzimine baghdir. Bu enzim azido alanine veya 1-sisteini
olusturmak i¢in sirasiyla , azit (N3) veya siifitin (S;) O-asetilserin ile kondensasyonunu
katalizlerler (Khan and Goyal 2009).

Mutasyonlarin uyarilmasinda en kritik faktor mutagenin konsantrasyonudur. Genel bir
kural olarak, belli bir konsantrasyona kadar mutagenin konsantrasyonu arttikca,
normalde daha fazla mutasyon olugmakta, ancak yiiksek konsantrasyonlar ayn1 zamanda
daha fazla fide hasarina ve 6liime neden olmaktadirlar (Jenks et al. 2007). Yiiksek
konsantrasyonlarda ortaya c¢ikan azalma, hiicresel diizeyde gerceklesen fizyolojik veya

fiziksel diizensizliklerden kaynaklanmis olabilir.
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Mutagenik uygulamalar sonucunda ortaya ¢ikan tohum ¢imlenmesindeki azalma, tohum
cimlenmesi i¢in gerekli fizyolojik ve biyolojik siireclerin (enzim aktivitesi de dahil)
gecikmesine veya engellenmesine ve mitotik siireclerin engellenmesine bagli olabilir
(Mensah et al. 2007). Sodyum azitin ¢imlenme {iizerine engelleyici etkisi, oksidatif
fosforilasyonu engelleyen sitokrom oksidazin giiglii inhibitorleri olan azit anyonlarindan
kaynaklanabilir (Kleinhofs and Sander 1975). Ayrica bu, proton pompasinin potansiyel
inhibitorii olup, mitokondriyel zar potansiyelini degistirir (Zhang 2000). Bu etkiler hep
birlikte ATP’nin biyosentezini engelleyebilirler, boylece elverisli ATP miktar1 azalir ve
bu durum ¢imlenme hizinin yavaglamasina ve ¢imlenme oranmnin azalmasina sebep
olabilir. Ciinkii, tiim canli hiicreler biyolojik reaksyonlar1 gerceklestirebilmek icin ATP
molekiiliinden temin edilen enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Diisiik enerji diizeyinde hiicre
icerisinde biyolojik reaksiyonlarin hizi azalmaktadir (Khan and Goyal 2009). Kleinhofs
et al. (1978Db), yiiksek konsantrasyonlarin genetik ve fizyolojik aktivitede diizensizlige
sebep olarak hiicrelerin 6liimiine neden olabileceklerini kaydetmislerdir. Cheng and Gao
(1988) arpa tohumlarina sodyum azit uygulamislar ve ¢gimlenme oranin 6nemli derecede

azaldiginin tespit etmislerdir.

Sadashiv et al. (2012), mutagenik uygulamalar sonrasinda gergeklesen tohum
cimlenmesindeki azalmalarin; genetik, sitolojik ve metabolik siireclerde ortaya cikan
degisikliklerin etkisine bagli olabilecegini bildirmistir. Tohum ¢imlenmesindeki diistis,
temelde mutagenlerin tohumlarin metabolik aktivitelerine miidahale etmelerinden
kaynaklanabilir (Sjodin 1962). Sinha and Godward (1972), tohum ¢imlenme oraninda
ve canliliktaki azalmanin sebebinin fizyolojik diizeydeki bozukluklardan ve
kromozomal hasarladan kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Cimlenme siiresince
gorev alan enzimlerin olusumundaki diizensizlikler, Ozellikle kimyasal mutagenik

uygulamalarin sebep oldugu fizyolojik etkilerden biri olabilir (Kulkarni 2011).

Mutagen uygulamalarindan sonra tohumlarin ¢imlenme oraninda gozlemlenen diisiisler
nokta mutasyonlarina veya genetik materyaldeki diger hasarlara bagl olabilir. Boyle
hasarlar solunum oraninda ve enerji liretiminde azalmaya ve nihayetinde tohum

¢imlenmesinde diisiise sebep olabilirler (Sadashiv et al. 2012).
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De Micco et al. (2011) tohum ¢imlenmesindeki azalmanin mitotik dongiideki ve
hiicrelerin metabolik yollarindaki anormalliklerle iliskili oldugunu bildirmislerdir. Bitki
canliligindaki azalma ise sitogenetik hasara ve fizyolojik diizensizliklere atfedilmistir
(Sato and Gaul 1967). Yine, Srivastava et al. (2001) bugdayda fide canliligindaki
azalmanin, mutagenlerin hiicrelerin fakli metabolik yollar {izerine olan engelleyici

etkisinden kaynaklanabilecegini 6nermislerdir.

Sodyum azit uygulanmis tohumlarda ¢imlenmedeki gecikmenin, enzim aktivitesini de
kapsayan tohum c¢imlenmesi icin gerekli fizyolojik ve biyolojik siireglerin gecikmesine
veya engellenmesine (Chrispeels and Varner 1967), hormonal dengesizlige
(Ananthaswamy et al. 1971) ve mitotik siireclerin engellenmesine (Sato and Gaul 1967)
bagli olabilecegi ifade edilmistir. Azit iyonu hiicrede enzimler ve DNA ile interaksiyon

gostererek mutasyonun olugmasinda 6énemli rol oynar.

Islem uygulanmis popiilasyonlarda fide boyundaki azalma oksin diizeyindeki
varyasyondan (Goud and Nayar 1968), birka¢ enzimin spesifik aktivitesindeki
degisimden (Cherry et al., 1962) ve tohumda veya fidede uyarilmis fizyolojik hasardan
(Ignacimuthu and Babu 1988) kaynaklanabilir. Sparrow and Evans (1961) fide
gelisimindeki azalmanin temel sebebinin kromozomal hasar ve hiicre bdliinmesinin
engellenmesi oldugunu kaydetmislerdir. Ayni sekilde Blixt (1969), fide gelisiminin
engellenmesinin biyokimysal siirecleri kontrol eden genlerde olusan biiyiik hasara veya
akut kromozomal anormalliklerin ya da her ikisine bagli olarak ger¢eklesebilecegini

bildirmistir.

Bu arastirmada M; kusaginda erken donemde (¢imlenme de) kuraga toleransh
genotipleri belirlemek ve seleksiyon yapmak i¢in polietilen glikol (PEG 6000)
kullanilmistir. PEG’in molekiiler agirligi ozmotik potansiyeli etkileyecek kadar kiiciik,
ancak bitki tarafindan absorbe edilemeyecek kadar biiyiiktiir, bu nedenle bitki
dokularina hizli bir sekilde penatre etmesi beklenmez (Carpita et al. 1979). PEG ya bitki
tarafindan absorbe edilmeden ortamin su potansiyelini diisiirerek veya fitotoksik etki

gostererek etkili olabilmektedir (Ebrahim et al. 2006; Rai et al. 2011).
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Fidelerin erken gelisim doneminde kuraga dayaniklilik yoniinden yapilacak
seleksiyonlarda kurakligi uyarmak icin PEG gibi kimyasallar ortamda siklikla
kullanilmaktadir. Lagerwerff et al. (1961) besin soliisyonu Kkiiltiiriiniin ozmotik
potansiyelini modifiye etmek icin PEG’in kullanilabilecegini ve bdylece bitkilerde
deneysel protokollere uygun nispeten kontrollii bir sekilde su eksikliginin temin
edilebilecegini bildirmislerdir (Money 1989; Zhou 1997).

Aragtirma sonucunda PEG konsantrasyonundaki artisa bagli olarak ¢imlenme orani
uzalmistir. Arastirmada elde edilen bulgulara benzer olarak (Hossein Pour vd. 2013)
bugday bitkisinde yapmis olduklar1 ¢aligmada PEG konsantrasyonundaki artisa bagl
olarak ¢imlenme oraninin ve ¢imlerin gelisiminin azaldig: tespit edilmistir. Yine, Alam
et al. (2002), celtik bitkisinde yapmis olduklar1 ¢alismada PEG konsantrasyonundaki
artisa bagli olarak ¢imlenme orani1 ve ¢imlerin gelisiminin azaldigini belirlemislerdir.
Yoncada yapilan bagka bir c¢alismada (Zeid and Shedeed 2006) artan PEG
konsantrasyonunun ¢imlenme oraninda, hipokotil uzunlugunda, kok ve siirgiin taze ve

kuru agirliginda azalmalara neden oldugu saptanmistir.

5.2. Sonug¢ ve Oneriler

Bu arastirmadan elde edilen verilere gore olgun embriyo kiiltiiriine etil metansiilfonatin
(EMS) farkl: siire ve konsantrasyonlarda uygulanmasi bir ¢ok karakteri olumlu yonde
etkilemistir. Etil metansiilfonatin uygulama siiresi ve konsantrasyonu arttikga genel
olarak kallus olusum orani1 azalmis, ancak rejenerasyon etkinligi ve bitki sayisi
bakimindan uygulama siiresine gore ortalamalar dikkate alindiginda, en yiiksek
rejeneraston etkinligi ve bitki sayisi 6 saatlik uygulamadan elde edilmis, 4 saatlik
uygulamasi ise son sirada yer almigtir. Diger taraftan, ortalamalar esas alinarak
konsantrasyonlara gore degerlendirme yapildiginda, rejenerasyon etkinliginin ve bitki
sayisinin sirastyla %0.4 ve %0.3’liik konsantrasyonlarda elde edildigi ve yine kontrol
uygulamasinin her iki karakter bakimindan son sirada yer aldigi goriilmiistiir. LDsg
degeri hem rejenerasyon etkinligi hem de bitki sayisi icin EMS’nin %0.1°1lik

konsantrasyonunun 8 saat siire ile uygulandigi muameleden elde edilmistir.
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Olgun embriyo kiiltiirline sodyum azitin (NaN3) farkli siire ve konsantrasyonlarinin
etkileri bakimindan bu arastirmadan elde edilen verilere gore, sodyum azit uygulamasi
kallus olusumunu, rejenerasyon etkinligini ve bitki sayisin1 azaltmis, bu etki 6zellikle
yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun uygulama siirelerinde daha belirgin olmustur. LDsg
kriterine gore optimum konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin rejenerasyon
etkinligi i¢in 2 mM’lik konsantrasyonun 3 saat silireyle uygulanmasindan, bitki sayisi

icin ise 4 mM’lik konsantrasyonun 1 saat siire ile uygulanmasindan elde edilmistir.

Bu arastirmada rejenerasyon etkinligi ve bitki sayisi {izerine mutagenin uygulama siiresi
ve konsantrasyonu ¢ok onemli derecede etki olusturmustur. Kallusa etil metansiilfonat
farkli siirelerde uygulandiginda, ortalamalar esas alinarak en yiiksek rejenerasyon
etkinligi ve bitki sayis1 6 saatlik uygulamadan, en diisiik ise 4 saatlik uygulamadan elde
edilmistir. Diger taraftan, ortalamalar esas alinarak konsantrasyonlara gore
degerlendirme yapildiginda, en yiiksek rejenerasyon etkinligi ve bitki sayist kontrol
grubunda en diisiik ise 80 mM’lik konsantrasyonda olustugu gortlmistiir. Kallusa etil
metansiilfonatin uygulanmas1 durumunda LDso kriterine gore bitki sayisi esas
alindiginda optimum konsantrasyonun ve uygulama siiresinin 50 mM’lik

konsantrasyonun 8 saat siire ile uygulanmasi oldugu tespit edilmistir.

Bu arastirmada kallusa sodyum azitin uygulama siiresi rejenerasyon etkinligini ve
rejenere bitki sayisini cok dnemli derecede etkilemis, en yiiksek rejenerasyon etkinligi
ve rejenere bitki sayist 1 saatlik uygulamadan elde edilmistir. Sodyum azitin uygulama
siiresi uzadikca ve konsantrasyonu arttik¢a her iki karakterde diisiisler ortaya ¢ikmis ve
4 saatlik uygulamada tim konsantrasyonlarda herhangi bir rejenerasyon
gerceklesmemistir. Sodyum azitin kallusa uygulanmasi durumunda LDso degerine gore
optimum Konsantrasyonun ve uygulama siiresinin hem rejenerasyon etkinligi hem de
bitki sayist icin 1 mM’lik konsantrasyonunun 1 saat siire ile uygulandigi muamele

oldugu belirlenmistir.

Bu c¢aligmada farkli siire ve konsantrasyonlarda uygulanan EMS ¢imlenme, ¢im ve fide

ile ilgili bir ¢ok karakteri olumlu yonde etkilemis, dolayistyla kontrole gore artisa neden
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olmustur. Bu nedenle arastirmada uygulanan siire ve konsantrasyonlara gore LDsg
degeri belirlenememistir. Buna gore ileride yapilacak c¢alismalarda daha yiiksek

konsantrasyonlar uygulanarak LDsy degerinin tespit edilmesi 6nerilebilir.

Farkli siire ve konsantrasyonlarda uygulanan sodyum azit ¢imlenme, ¢im ve fide ile
ilgili bir ¢cok karakteri olumsuz yonde etkilemis, dolayisiyla kontrole gore azalmaya
neden olmustur. Ancak yine de arastirmada uygulanan siire ve konsantrasyonlarda LDsg
degeri olugsmamustir. Bu durumda, ileride yapilacak calismalarda daha diistik

konsantrasyonlar uygulanarak LDsy degerinin tespit edilmesi Onerilebilir.

M; tohumlar1 -10 bar’lik PEG 6000 ortaminda ¢imlendirmeye alinmis, boylece erken
donemde (¢imlenme donemi) kuraga toleranshilik yoniinden test edilmis ve seleksiyon
yapilmistir. Cimlenen tohum sayisi sodyum azit popiilasyonunda (710 adet), EMS
poplilasyonuna (52 adet) gore daha fazla olmustur.
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