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OZET

Anahtar kelimeler: Brassica napus L., Humik Madde, Siirgiin Rejenerasyonu

Bu ¢alismada, hem katki maddesi hem de bitki biiylime diizenleyici olarak secilen farkl
konsantrasyonlardaki potasyum humat, bor humat ve demir humat'in kolzanin fizyolojik
ozellikleri, slirglin rejenerasyonu ve antioksidant enzim aktiviteleri iizerine etkisi
arastirtlmistir. Steril edilen tohumlar % 3 (w/v) siikroz ve % 0.7 (w/v) agar ile her biri 1
ppm, 3 ppm, 5 ppm and 7 ppm konsantrasyonlarinda olan potasyum humat, bor humat ve
demir humat igeren Murashige and Skoog temel besiyerinde kiiltiire alinmistir. Fizyolojik
ozellikler ve antioksidant enzim aktiviteleri bir haftalik bitkicikler {izerinde gbzlenmistir.
3-4 haftalik bitkiciklerden alman gévde eksplantlari 1 mgl™ 6-benzylaminopurine ve 0,2
mgl'1 naphthaleneacetic acid igeren besiyerinde kiiltiire alinmistir. Caligmanin sonuglari
incelendiginde, biitiin humik madde formlarinin kolzanin fizyolojik 6zellikleri {izerinde
olumlu etkisi oldugu, antioksidant enzim aktivitesi lizerinde negatif etkisi oldugu ve
slirglin rejenerasyonuna hig bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.



THE EFFECTS OF HUMIC SUBSTANCES ON PHYSIOLOGICAL
PROPERTIES, SHOOT REGENERATION AND ANTIOXIDANT
ENZYMATIC ACTIVITIES IN VITRO CULTURED RAPESEED

SUMMARY

Keywords: Brassica napus ssp. oleifera L., Humic Substance, Shoot Regeneration

It was investigated the effects of various concentrations of potassium humate, boron
humate and iron humate which was selected the additives to basal medium and
phytohormones on physiological characteristics, antioxidant enzymatic activities and
shoot regeneration rapeseed in vitro. Sterilized seeds were cultured on Murashige and
Skoog Basal Medium with 3% (w/v) sucrose and 0.7% (w/v) agar containing each of
the individual 1 ppm, 3 ppm, 5 ppm and 7 ppm potassium humate, boron humate and
iron humate. Physiological characteristics and antioxidant enzymatic activities were
observed from one week old seedlings obtained from the seeds. For observing shoot
regeneration capacity, stem segments 3-4 mm in length were excised from 3-4 week
old seedlings obtained from the seeds. Stem explants were cultured on Murashige and
Skoog Basal Medium with 1 mgl™ 6-benzylaminopurine and 0,2 mgl®* 1-
naphthaleneacetic acid. As a results, it was expressed that all the humate forms had
positive effects on physiological parameters, but there were no effect on shoot
regeneration. It was observed negative correlation between antioxidant enzymatic
activities and increasing doses of all the humate forms.

Xi



BOLUM 1. GIRiS

1.1. Kolza Bitkisinin Onemi

Giin gectikge artan diizensiz niifus, asir1 ve carpik kentlesme, kuraklik, erozyon, agir
metaller, ¢evre kirliligi, tuzluluk, endiistriyel kuruluslar gibi sebeplerle tarim alanlari
azalmaktadir. Bu sebeple sanayide kullanilan hammadde ve tarimsal liretimi arttirarak
besin ihtiyaglar1 karsilanmalidir ve bir {irlin c¢esidinden birden fazla alanda

yararlanilmalidir [1].

Temel besin maddelerinden olan ve insan beslenmesinde onemli bir yere sahip olan
yaglar, insanlarin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmesi igin gerekli olan ana besin
maddelerinden birisidir. Yetiskin bir insanin giinliik aktiviteleri igin 2000-3000 kalori
gerekli oldugu ifade edilmektedir. Dengeli ve saglikli beslenmenin geregi olarak da bu

miktarin 650-900 kalorisinin yaglardan karsilanmasi gerekmektedir [2].

Insanlarin temel gida ihtiyaglarindan biri olan yaglar, viicut igin dncelikli enerji kaynagi
olmalar1 ve sahip bulunduklar1 diger hayati fonksiyonlar1 nedeni ile olduk¢a Gnemlidir.

Yaglar orijin itibariyle hayvansal ve bitkisel olmak tizere; iki kaynaktan saglanmaktadir

[3].

Bitkisel yag hammaddelerinin belirli bir plana gore iiretilmemesi veya iiretim planlamasi
yapilsa dahi uygulama imkanlarinin kisith olmasi, kuraklik, hastalik ve zararl problemleri
disinda 6zellikle taban fiyat politikalari, kalitesiz tohumluk, diisiik verim ve kalite, bir
veya ikinci irline olan bagimllik, tarimsal mekanizasyon ve {reticilerin
bilinglendirilmemesi gibi sebepler hammadde {iretiminin diizensiz gelismesine yol

acmistir [4].



Giliniimiizde 6zellikle yagli tohumlu bitkiler sofralik yaglar, hayvan yemi, biodizel, ilag

yapimi, boya sanayi gibi birgok alanda kullanilmaktadir [5].

Kolza, yag salgami (B. campestris; n-10; [AA]) ile lahananin (B. oleracea; n=9; [CC])
melezlenmesi ve kromozom sayilarinin katlanmasiyla dogada kendiliginden ortaya ¢ikmis
amphidiploid bir bitkidir . Kolza, Rhoedales takimina ait Crucifera familyasina bagh
Brassica cinsinden Brassica napus ssp. oleifera L. olarak sistematikte yer alir, yazlik ve
kislik cesitlerinin yani sira alternatif (hem yazlik hem de kislik olarak ekilebilen) c¢esitleri
de bulunmakta olup tek yillik otsu bir bitkidir.Gelisimi fide, rozet, tomurcuk, ¢igek ve

olgunlagsma dénemleri gegirir [1].
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Sekil 1.1. Kolza (Brassica napus L.)  un gelisme sathalari [6]

Kolza bitkisi, tohumunda ortalama %38-50 yag, % 16-24 protein ve % 20 polisakkarit
bulundurdugu i¢in oldukg¢a 6nemli bir yag bitkisidir [7].

Yazlik ve kislik ¢esitlere sahip olan kolza, ayrica yetisme devresinin kisa olmasi, kislik ve
yazlik ¢esitlerinin olmasi, birim alandan yiiksek tohum verimi (200-250 kg/da) elde
edilmesi ve yag oraninin (%45-50) yiiksek olmasi, ekiminden hasadina kadar biitiin

yetistirme tekniginin mekanizasyona uygun olmasi, ilkbaharda hizli geliserek yabanci



otlarin gelismesini engellemesi ve kendisinden sonraki iiriine temiz toprak birakmasi gibi

ozellikleriyle de olduk¢a avantajli bir bitki durumundadir [8].

Ik olarak M.O. 2000 yilinda Hindistan’da kiiltiire alinmis, daha sonra Cin’e ve
Japonya’ya yayilmistir. 1945°ten sonra Kanada ve Kuzey Avrupa’da kolza tohumu tiretimi
biiyiik bir artis gdstermistir. Ozellikle son yirmi yilda; énemli bitkisel yag kaynaklarindan
olan Brassica ailesinden olan yagli tohumlarin iiretimi daha da artmistir. Cin, Kanada,
Hindistan, Fransa, Ingiltere ve Polonya, Brassica ailesine ait kolza tohumu iireticilerinin
basinda yer almaktadir [9]. Kolza’nin Kanada’da 1slahi sonucunda eriisik asit ve
glukosinolat igermeyen bir tiirii elde edilmis, adina da, Ingilizce “Canadian Oil Low Acid”
(diisiik asitli Kanada yagi) kelimelerinin kisaltmasi olan “Kanola” adi verilmistir [5].
Basta Trakya olmak iizere 1980 6ncesinde kolza bircok yoremizde yetistirilmistir. Ancak
yagindaki eriisik asit ve kiispesindeki glikosinolat oraninin yiiksek olmasi nedeniyle

kolzanin iiretimi 1979 yilinda yasaklanmistir [8].

Yiiksek erusik asit igeren yag cesitli kardiyolojik problemlere yol acarken, kiispede
bulunan glukosinolatlarin fazlaligi ise yem Xkalitesini diisiirmektedir. Yagda bulunan
yiiksek ertisik asit kalpte yag birikmesine neden olmaktadir. Bu nedenle kolza yagindaki
erusik asit icerigi tohuma uygulanan genetik modifikasyonlar ile %5’in altina
distriilmistir. B. napus tiirtine ait ilk diisiik erusik asit i¢eren kolza tohumu (DEAK)
ekimi 1968 yilinda, B. rapa tiiriine ait ilk diisiik erusik asit igeren kolza tohumu ekimi ise

1971 yilinda Kanada’da gelistirilmistir [10].

Diisiik glukosinolat igeren kolza tohumu ise Polanyali bir {iretici tarafindan elde edilmistir.
Diisiik miktarda hem erusik asit hem de glukosinolat igeren ve ¢ift sifir varyetesi olarak
adlandirilan kolza tohumu ilk olarak 1976 yilinda Kanada’da yetistirilmistir. %2’den daha
az erusik asit ve 30umol/g’dan daha az glukosinolat i¢eren bu kolza tohumu i¢in Amerika

ve Kanada’da kanola adi1 kullanilmaktadir [10, 11].

Kolza diinyada yetistirilen en 6nemli yag bitkilerinden biridir. Kolza hem tarimsal hem de
endiistriyel isletmelerde c¢ok yonli kullanilmaktadir. Kanola tohumlarindan yag
cikarildiktan sonra geriye kalan kiispesinde yiiksek oranda protein bulundugundan hayvan

yemi olarak kullanilabilmektedir.Yenilenebilir enerji kaynagi olmas: ve yaginin akaryakit



olarak kullanilmas1 sebebiyle diinyada kolza biyodizelinin iiretilmesi ve tliketilmesi

gittikge yayginlagmaktadir [3].

Kolzanin genis ekolojik kosullara uyumlu olmasi nedeniyle tiim diinyada oldugu gibi
iilkemizde yaygin olarak yetistirilmektedir [4]. Ulkemizde genellikle kislik kanola tarimi
yapilmaktadir. Kislik kanola, kisa kar altinda -15 °C' ye kadar dayaniklidir. Ancak kisa
girerken kuvvetli bir kok olusturmasi ve rozetlesmesini tamamlamis olmasi
gerekmektedir. En iyi yetistigi toprak humuslu derin yapili notr veya hafif alkali ve hafif
asitli topraklardir. Ph: 6.5-7.5 aras1 en uygun topraklardir [12].

Tiirkiye’de yag iretiminin biiyiik bir kismint bitkisel yaglar (% 88,4) olusturmakta olup,
bitkisel ham yag iiretimimizin% 66,1°1 ay¢i¢eginden, % 23,1’1 pamuk ¢igidinden, % 7,7’si

kolzadan ve % 3,1’i ise misirdan saglanmaktadir [13].

FAO 2011 yili verilerine gore, diinyada toplam 33,7 milyon ha alanda kolza ekimi
yapilmakta olup, iiretim 62,5 milyon ton’ dur. Bu {iiretim degerleriyle diinyada soyadan
sonra en fazla iiretilen ikinci yagli tohumlu bitkidir. Buna karsin, Fransa, Almanya,
Polonya gibi ¢ogu Avrupa iilkesinde kolza iiretimi ilk siradadir. Ulkemizde ise 27 bin ha
alanda, yaklasik 91 bin ton verim alinmaktadir . Tiirkiye iiretiminin yaklasik 72 bin ton’ u,
21 bin ha’ lik ekilis alani ile en fazla Trakya Bolgesinden elde edilmektedir. Bolgede
toplam ekilig alan1 ve iiretim miktarlar1 2007 yilina gore, yaklasik 6 kat artis gostermistir

[14].

TUIK 2014 verilerine gére Tiirkiye’de iiretilen yagli tohumlarm 1988 yilinda toplam ekilis
alan1 9 348 850 da iken bu alan 2013 yilinda 7 782 136 da’a diismiistiir. Kolza’ nin ekilen
alan (dekar) 1988 ‘de 12,300 dekar iken 2013 yilinda bu sayist 311,272 dekar alana
yiikselmigtir. 1988 yilinda iiretilen toplam yag miktar1 1 422 230 ton iken bu miktar 2013
yilinda 3 312 965 ton agirligina ulasmistir. Bu rakam kolza bitkisi igin 1988 yilinda 1 400
ton iken 2013 yilinda 102000 tona ulagmustir.

Ulkemizde, yilda 500 bin ton bitkisel yag ithal edilmektedir. Niifus artisina bagl olarak
artan yag ihtiyacinin karsilanabilmesi i¢in, yag lretiminin de artirtlmasi zorunludur.

Kanola, bu bitkisel yag a¢iginin kapatilmasinda énemli rol iistlenebilir [12].



Bitkisel yaglar gida olarak kullanimlarinin disinda biyodizel (biyomotorin) iiretiminde de
onemli Ol¢lide kullanilmaktadir. Biyodizel olarak tiim bitkisel yaglar kullanilabilmekle
birlikte 6zellikle hintyagi, jojoba, kolza, yag salgami, aspir ve yerfistig1 lizerinde fazlaca
durulmaktadir. Biyodizel Avrupa’da yaygin olarak kullanilmakta olup, Tiirkiye’de mevcut
olanaklarla uygulamaya alinabilecek en 6nemli alternatif yakit segeneklerinden biridir [13]
. Kanola tohumlarindan soguk presleme ile elde edilen ham yag metanol ile katalizor
esliginde normal basing ve 1sida estere donistiiriiliir. 1 kg tohumdan 450 gr yag
cikmaktadir ve metanol ile reaksiyondan sonra 450 It biodizel yakit elde edilebilmektedir
[12]. Diinya biyodizel iiretiminin % 84 gibi 6nemli bir kismi kolzadan kargilanirken, % 13'

i ay¢iceginden ve %3' ise soya vb. tiriinlerden kargilanmaktadir [2].

Bu yoniiyle ele alindiginda, kolza iilkemizde mevcut bitkisel yag a¢igini kapatmak icin
sahip oldugu istiin ozellikleri ile avantajli durumdadir. Kolza, yetisme devresinin kisa
olmasi, birim alandan yiiksek tohum verimi elde edilmesi, yag oraninin yiiksek olmasi,
toprak isteklerinin az, tariminin mekanizasyona uygun olmasi, vejetasyon suresinin diger
yag bitkilerine oranla daha kisa olmasi , ilkbaharda hizli geliserek yabanci otlarin
gelismesini engellemesi ve kendisinden sonraki iirline temiz toprak birakmasi, hasat
zamaninin diger yag bitkilerinden 1-2 ay erken olmasi sebebiyle hem yag fabrikalarina
hammadde saglayarak caligma kapasitesini yiikseltmesi hem de uygun bélgelerde ikinci
iriin tarimma imkan saglamasi, kiispesinin yem sanayinin protein kaynagi agigimni
kapatmasi, yag fabrikasyonunda yagli tohumlarin 6nce kabuk ayirim islemine tabi
tutulmalar1 gerektigi halde, kolza tohumunun dogrudan dogruya ogitiilmesi, kishk
gesitlerinin -15 — -20 °Cdereceye kadar dayanabilmesi gibi iistiin 6zellikleri ile ilk akla
gelecek bitkidir [13].

Kolza, arilar1 cezbeden sar1 cigeklere bol miktarda sahip oldugundan aricilar i¢inde degerli
bir bitkidir. Cigek doneminde bal arilar1 bir hektar kolzadan 15 giinde 100 kg bal ve
yaklasik 1 kg bal mumu yapabilir [12].

Kolza, tahillara 6zgii hastalik kaynaklarinin azaltilmasinda diger genis yaprakli kiiltiir
bitkileri gibi biiylik 6neme sahiptir. Ayrica kolza kokleri mantari hastaliklara karsi

antifungal Ozelliklere sahip kimyasal salgilayarak hastaliklarin kontroliinde biiyiik 6nem



tasir [3]. Ekim nobeti igerisinde kolza bitkisinin yer almast ile kendisinden sonra ekilen

tahillarin verimini arttirmaktadir [15].

Kanola tohumunun igerdigi yag oraninin artirilmasi, yagin igerdigi doymamis yag asidi
(0zellikle oleik asit) oranlarinin yiikseltilmesi, dolayisiyla doymus yag oranmin
azaltilmast ve igerdigi vitaminlerin Ozellikle antioksidan ozellige sahip tokoferol (E
vitamini) miktarmin ve kolesterol diisiirlicii fitosterollerin yiikseltilmesiyle ¢ok
fonksiyonlu gida {iriinlerinin tiiretilebilmesi onem arz etmektedir [16]. Ayrica Kolzada
yapilan 1slah ¢aligmalarinin baglica amaci, yiiksek verim, yiiksek yag orani, hastalik ve

zararlilara kars1 dayanikliliktir [17].

Kolza yagi, ililkemizde yogun olarak kullanilan yaglarla rekabet edebilecek kadar iyi
niteliklidir. Cok diisiik miktarlarda doymus yag asidi, oldukca yiiksek oranlarda oleik asit
(%60) ve linoleik asit (%10) igermektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 toplam kolesterol ve
LDL kolesterol oranlarin1 diisiirmekte, diger yag asitlerini dengeleyici Ozellikler
gostermekte ve insan sagligi lizerine olumlu etkiler yapmaktadir. Bunun yani sira;
yetistirilen aygigegi, misir, soya gibi yag bitkilerinin sezon itibariyle iiretimlerinin
bulunmadig1 ya da yeterli olmadigi kosullarda kolzanin alternatif bir yag bitkisi olarak
degerlendirilmesi gerekmektedir [14]. Kolza ¢esitlerinden elde edilen bitkisel yag, besin

degeri ve igerigi bakimindan zeytinyagi ve yerfistig1 yaginin kalitesine ¢ok yakindir [5].

Kolza bitkisi iilkemizde son derece ihmal edilmis bir bitkidir. Ulkemizde rapiska ve
rapitsa isimleriyle de bilinmektedir. Ulkemizde tahil iiretimi yapilan her yerde kolzanmn
yetistirilebilecegi goz Oniine alinarak sulama imkani1 fazla olan tarimsal alanlar da dikkate
alindiginda yag acigimiz1 kapatmada onemli alternatif yag bitkilerinden birisi olabilecegi

miimkiindiir [2].

1.2. Humik Madde ve Ozellikleri

Humik maddeler toprak ve yiizey sular1 gibi ¢evresel ortamlarda bulunan ve bitkilerin
bozunmasi sonucu olusan dogal organik materyal smifindan, makromolekiiler

bilesiklerdir. Yani topragin organik yapisinin bir pargast olan humik maddeler



biyomolekiillerin fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik donilisimii sonucu olusan
bilesiklerdir [18].

Kimyasal olarak kararli, koyu renkli ve yiiksek molekiiler agirlikli yapiya sahip olan
hiimik maddelerin yapisi1 % 44-58 Karbon (C), % 42—-46 Oksijen (O), % 6-8 Hidrojen (H)
ve % 0,5-4 Nitrojen (N) igermektedir. Nitrojen belirgin metallerle ¢ok kuvvetli baglar
olusturmak i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir [20]. Humik maddeler toprakta kolaylikla
parcalanmayan dayanikli, toprak organik maddesinin temelini olusturan maddelerdir.
Humik asit ve tiirevleri, hiicre zarmin gecirgenligini arttirarak, bitkilerin besin

elementlerini almalarini kolaylastirdig: tespit edilmistir [19].

Hiimik asit ilk defa Sprengel tarafindan 1826 yilinda ciiriimiis bitkisel maddelerden
sodyum hidroksit ekstraksiyonuyla elde edilmistir. Toprakta dogal hiimik asitler, lignin ve
seliiloz gibi bitkisel maddelerin oksijenin varlifinda bakteriler tarafindan binlerce yilda
olusturulmaktadir. Hiimik asit kimyasal olarak humusun yapisinda hiimin maddeleri
olarak yer alir. Hiimin asitleri igerdikleri karboksil (-COOH), fenolik, alkolik (-OH),
metoksil (-OCHjs), kuinoid (CH=CH-) ve =CO gruplart nedeniyle katyon degisim
kapasitesi oldukga yiiksek maddelerdir [21].

Baslica hiimik asit, fiilvik asit ve hiiminler olmak tizere {i¢ gruba ayrilirlar. Hiimik asitler,
bazda ¢oziiniirler, asitte ¢ozlinmezler; fulvik asitler, asitte ve bazda ¢oziiniirler; hiiminler,
asitte ve bazda ¢oziinmezler. Hiimik ve fulvik asitler, bitki ve toprak icin gerekli olan

besin maddeleri ve elementleri iceren organik kompleks molekiillerdir [21].

Hiimik maddelerin yapilarinda bulunan énemli orandaki karboksilik asit gruplari,fenolik
ve alkolik hidroksil keton ve kinon gibi 6geler, onlara negatif (-) elektriksel yiik
kazandirarak katyonlar1 absorbe etmelerine ve topraklarda dogal selat olarak gorev
yapmalarina olanak vermektedir. Hiimik maddeler topraklarin katyon degisim

kapasitelerini artirir ve toprak verimliligini yiikseltir [22].

Humik maddelerin kullanilmasi 6zellikle kire¢ ve kil kapsami yiiksek olan ve bu nedenle
basta fosfor, ¢inko, demir, bor olmak iizere kimi bitki besin elementlerinin alinabilirligi

yoniinden Onemli problemler ortaya ¢ikan iilkemiz topraklarinda, besin elementi



aliabilirliginin artirilmast ve bazi alanlarda toksisite problemlerinin regiile edilmesi
acisindan Onemlidir. Topraga humik madde uygulamasi ile birlikte toprak verimliligi

artmakta ve bitkilerce besin elementlerinin alinabilirligi olumlu yonde etkilenmektedir

[23].

Humik maddelerin topraklarda suyun tutulmasi, drenaj ve havalanma gibi topraklarin
fiziksel Ozelliklerinin iyilestirilmesi ve topraktaki besin elementlerinin yarayishi hale
getirilmesi gibi kimyasal 6zellikleri etkiledigi bilinmektedir. Ayrica humik maddeler agir
metallerle birleserek, agir metallerin bitkiler tarafindan fazla miktarda alinmasin

engellemektedir [24].

Olumsuz g¢evre kosullarindan daha az etkilenecek veya bu kosullara toleransh cesitler
gelistirmenin yaninda, bitkilerin ilk gelisme devrelerini hizlandiracak, kok ve toprakiistii
organlarmin daha iyi gelisimini saglayacak uygulamalar son yillarda biiylik Onem
kazanmaktadir. Ozellikle organik madde fraksiyonlarindan olan humik asidin bitki
biyokiitlesini artirdigt ve bu olumlu etkinin kok gelisiminde daha fazla oldugu
belirlenmistir. Humik asit bitki gelisimini dogrudan veya dolayli yoldan etkilemektedir.
Dogrudan etki bitki blinyesindeki humik madde bilesenlerinin bitki tarafindan alinmasidir.
Dolayli etki ise sentetik iyon degistiricilerin yaptigi gibi bitki besin maddelerinin

saglanmasi ve diizenlenmesidir [25].

Humik maddelerin essiz 6zelligi genis bir pH araliginda tampon 6zelligi gostermesidir. Bu
tampon kapasitesi dar bir pH araliginda yetisen bitkiler i¢in ¢ok onemlidir [22]. Humik
maddeler toprak pH’mi notralize etmektedir. Toprak pH’1 nétralize oldugu zaman,
toprakta bagli duran ve bitki kokleri tarafindan alinamayan bir¢ok iz element alinabilir
hale gelmektedir [26] Asidik ve bazik ozelliklerdeki topraklari nétralize ederek fazla
tuzlulugu ve fazla kirecliligi giderip topragin pH’simmi diizenlemektedir.Hiimik asit
kimyasal olarak aktif bir karaktere sahip olup ve topraktaki cesitli metaller, mineraller ve
organikler ile ¢oziinebilir veya ¢oziinemez kompleksler olusturur. Bitkinin besinleri kolay
ve siirekli almasini saglayarak topraktaki azot oranini arttirir. Bitkilerde demir eksikliginin
(Kloroz) giderilmesine katk1 saglar [34]. Humik maddeler toprakta demir gibi elementlerin
kristalize olmasin1 engeller, kompleks bilesikler olusturur [27] ve demiri selatlayarak

bitkilerin demirden yararlanmasini artirirlar [28].



Humik maddeler, bitkilerin cimlenmesini ve biiyiimesini uyarici olarak bilinirler. Ozellikle
bitki zarlariin igerisinden gegebilirler, iz elementlerinin bitki kokleri igerisinde
tasinmasini  kolaylastirirlar. Humik maddeler bitkilerde biiylime hormonlarina benzer

davranislar sergilerler [29].

Kumlu topraklarda bulunan besin maddeleri, suyla birlikte kok ¢evresinde tutunamayarak
topragin alt kisimlarima dogru kolayca siiziiliip giderler. Humik asitler negatif yiikleri
sayesinde katyonlar1t bag yaparak tutarlar, boylece bitki kokleri tarafindan kolayca
emilirler. Humik asitler elementlerin topraktan bitkiye gecisi icin son derece 6nemli bir
ortam olusturur. Kok sistemi de humik asitler gibi negatif yiike sahiptir. Fakat kok
sisteminin sahip oldugu bu negatif yiik, humik asitlerinkinden daha biiyiiktiir. Boylece,
humik asitlere baglanan mikroelementler ayrilarak kokteki hiicrelerin zarindan bitkiye
gecerler. Bitki kokleri, belirli konsantrasyonlardaki humik maddelerle temas halinde
olduklarinda, bitkinin koklerinin ya da tamamimmn katyonik ve anyonik makro

besinlerinin miktarinda bir artis goriilmektedir [30].

Humik bilesiklerin reaktif yan gruplarinin iyon degistirme kapasitelerinden otiirii, bu
bilesiklerin yer degistirme reaksiyonlariyla pestisitleri baglama roliinde biiyiik bir 6nem
tasimaktadir. Humik maddeler pestisitler ve herbisitlerle etkilesip kararli yapilar

olusturarak onlari bitkiler ve yeralti sulari i¢in zararsiz hale getirirler [31].

Humik asitlerle hormonlar arasinda yakin bir iliskinin oldugu bilinmektedir. Organik
maddece zengin topraklar bitki gelisiminde etkili olan oksin ve diger hormonlarin

etkilerini gosterebilen humik maddeleri icermektedir [32].

Hiimik asidin kok hiicrelerinin zar gegirgenligini arttirarak Na, K, Ca, Fe ve Mn gibi besin
maddelerinin alimi1 ve bitkide tasinmasini olumlu olarak etkiledigini bilinmektedir. Ayrica,
hiimik asit uygulamasiyla besin minerallerinin bitkiye alinimindaki artig, hiimik asidin kok

hiicrelerinin H-ATPaz enzim aktivitesini uyarabildigini kanitlamaktadir [35].



10

1.3. Bitkide Stres Faktorleri

Bitkide metabolizmayi, bliyiime ve gelismeyi etkileyen veya engelleyen, uygun olmayan

herhangi bir durum veya madde stres olarak kabul edilir ve bitki toleransi ile yakindan
iligkilidir [36].

Kuraklik, yiiksek sicaklik, tuzluluk, metal, pestisid ve toprak pH’s1 gibi stres faktorleri
bitkilerdeki tiim metabolizmay1 olumsuz etkileyerek, iirlin verimini, biiylimeyi ve
gelismeyi  sinirlandirmakta, ilerleyen diizeylerde ise bitkinin Oliimiine neden

olabilmektedir. Bu yiizden bitkilerin kendilerine gore savunma mekanizmalar1 vardir [37].

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa 6miirlii, kararsiz,
molekiil agirhg diisikk ve ¢ok etkin molekiillerdir. Kararli hale gecebilmek icin diger
bilesiklerle olduk¢a hizli reaksiyona girme egilimindedirler [38].

Stres faktorleri nedeniyle hiicrede meydana gelen oksidatif stres; Reaktif Oksijen
Tiirlerinin (ROS) (superoksid radikalleri (O%), hidrojenperoksid (H.0,), singlent oksijen
ve hidroksil radikalleri (OH") gibi) olusmasina neden olur. Biyotik ve abiyotik stres
faktorlerinin sebep oldugu ROS’lar, lipid peroksidasyonu ve membran zararlarinda 6nemli
bir role sahiptir. Bitkilerde ROS’larin temizlenmesinde antioksidan maddeler ve enzimler
(stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz
(APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon s-transferaz (GST)) gorev yapmaktadirlar
[37].

Hiicrelerde normal metabolizma sirasinda serbest radikaller olarak adlandirilan okside
edici molekiiller (oksidantlar) olugsmaktadir. Bilindigi gibi serbest radikallerden olan aktif
oksijen tiirevleri oksidant ozellik gosterirler. Siiper oksit radikali (O3'), hidrojen peroksit
(H20,), hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen (*0,) gibi reaktif oksijen tiirevleri
biyolojik sistemlerde en sik rastlanan oksidantlardir. Oksidantlarin neden oldugu
hasarlarin mekanizmasi oldukc¢a karmasiktir. Ancak genel anlamda oksidantlar, hiicre
boliinmesini engellemekte [39], hiicre zarimi, kalitsal materyali ve g¢esitli enzimatik
olaylar1 etkileyerek hiicre hasar1 yapmaktadirlar. Oksitleyici 6zellige sahip olan bu tiir

elektrofilitik molekiiller hiicre membraninda ki lipidleri, hiicrenin 6nemli fonksiyonel
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molekiilleri olan proteinleri ve DNA'yr oksitleyebilmekte ve sonugta oksitlenmis
proteinler hiicresel fonksiyon bozukluguna, DNA hasarma ve mutasyona neden

olmaktadir [40].

Bitkiler stres sonucu olusan aktif oksijen tiirlerinin hasar verici etkilerinden korunmak i¢in
cok sayida antioksidant enzime sahiptir. Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1),
stiperoksidin (O,') en o6nemli gidericisidir ve enzimin aktivitesi sonucunda hidrojen
peroksit (H,O2) olusur. SOD aktivitesinin bu toksik {iriinli, askorbat peroksidaz (AP,
EC.1.11.1.11) ve glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) tarafindan ortadan kaldirilir.
Katalaz (KAT, EC. 1.11.1.6) enzimi ise olusan hidrojen peroksidi suya (H,O) ve

molekiiler O, e dondstiirtir [41].

1.3.1. Katalaz (CAT) enzimi

Katalaz enzimleri (EC 1.11.1.6) niikleer genler tarafindan kodlanan ¢oklu izozimler olan

tetramerik homoproteinlerdir. Genellikle peroksizom ve glioksizomlarda yer alirlar [42].

Katalaz, protein yapisinda bol miktarda bulunan karakteristik bir enzimdir. Bu enzim
yaygin bir sekilde hayvan, bitki ve mikroorganizmada mevcuttur. Ayrica toksik hidrojen

peroksidi hiicrelerden uzaklastirmada da 6nemli bir rol oynar [43].

Hidrojen peroksit (H,O,) reaktif bir oksijen tiiri olup hiicreler tarafindan yag asitlerinin
peroksizomlarda B—oksidasyonu, fotorespirasyon ve piirin katabolizmasi gibi normal
aerobik reaksiyonlarda olusturulur ve farkli konsantrasyon seviyelerinde mitojenik
biliylimeden apoptosise kadar bir ¢ok hiicresel cevap mekanizmasinda etkinlik gosterir.
Katalaz gesitli streslere kars1 gelistirilen cevap mekanizmalarindandir. Ayrica patojenlerin
oldiirilmesinde de savunma sistemi hiicreleri tarafindan iretilir.  Yiksek
konsantrasyonlardaki H,O, hiicrelere zarar verir ve hiicrelerde birikimi protein, lipit ve
DNA gibi hiicresel hedeflerin oksidasyonuna yol acar. Bu durum ise mutasyonlarin
olugsmasina ve/veya hiicre Oliimiine yol agar. Bu sebeple HO,’nin hiicreden
uzaklastirilmas1 oksidatif hasardan korunmak i¢in 6nemlidir ve bu gorevde katalaz

tarafindan yiritilir [37].
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1.3.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi

Bitkilerde metabolik siire¢lerde olusan O, radikalinin toksik etkilerine kars1 ilk savunma
hattin1 stiperoksit dismutaz (SOD; EC 1. 15.1.1) olusturur [42].

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, siiperoksit anyonunu (O;) enzimatik olarak hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniistiirir. Metabolik asamalarda iiretimi oldukga fazla
olan siiperoksit, hiicre i¢i aktivitesini diisiik tutarak hiicresel O,  diizeylerinin kontroliinde

ve hiicreleri O; radikalinin etkilerinden korumada gorev alir [44].

SOD, O, detoksifikasyonunda yer alan ilk enzimdir. Metaloenzim olan SOD enziminin
izoformlari, bitkilerde Cu/Zn SOD kloroplast ve sitosolde, Mn SOD mitokondri ve
peroksizomlarda ve Fe SOD ise kloroplastlarda bulunmaktadir kloroplastlarda
bulunmaktadir [45, 46].

1.4. Doku Kiiltiirii

1.4.1. Doku kiiltiiriiniin tanimi

Bitki doku kiiltiirii , aseptik sartlarda bitki organ, doku ve hiicrelerin steril ve yapay besi
ortamlarinda kiiltiire alinmasini, ¢ogaltilmasini1 ve genetik olarak degistirilmesini, bitki

yada bitkisel tirtinlerin tiretilmesidir [47].

Bitki biyoteknolojisi bitkilerin verim ve kalitesini artirmak, hastalik ve stres faktorlerini
engellemek, azaltmak ya da ortadan kaldirmak i¢in molekiiler, hiicre ve doku kiiltiirii

temelli teknolojilerin kullanildig: bir siiregtir [47].

Modern 1slah metodlar1 olarak kabul edilen tekniklerden birisi olan doku kiiltiiriiniin bitki
islahinda kullanilmasi hem zaman hem de uzun dénemde uygulandig takdirde yapilacak
masraflar agisindan biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda,
yapay bir besin ortaminda, biitlin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya
kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlari= eksplant) veya organ (apikal meristem, kok

vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler gibi)
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iretilmesidir. Yeni gesit gelistirmek ve mevcut g¢esitlerde genetik varyabilite olusturmak
doku kiiltiiriiniin temel amaclar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri
genetiksel iyilestirme ¢alismalarinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan
tiirlerin korunmasinda ve g¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii

yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir [36].

Doku kiiltiiriiyle ¢ogaltmaya “mikroiiretim” de denilir. Bu teknikle ¢ogaltmada bitkilerden
yeni bitki olusturabilecek bir¢ok parcgalari; meristemler, siirglin uglari, bogum ve bogum
aralari, hipokotil, yaprak, govde parcalari, kotiledonlar, kokler, tomurcuklar vb.

eksplantlar kullanilabilir [48].

Bitkilerin insan ve hayvan beslenmesi kullanim amaciyla iyilestirilmesi ¢alismalarinda iki
Oonemli donem goze carpmaktadir. Bunlardan ilki “Yesil Devrim” olarak adlandirilan,
klasik bitki 1slahi, ticari giibreler ve diger agronomik tekniklerin gelisiminin etkili oldugu
donemdir. Yesil devrimde iiretim, tohum-bitki-tohum dongiisiinde gergeklestirilir. Ikinci
donem ise “Gen Devrimi” olarak adlandirilmaktadir. DNA’ nin yapisinin anlasilmasi,
bakteri genetigi, bitki doku kiiltiiriiniin gelisimi ve bu tekniklerin birgok bitkiye
uygulanabilir olmasi gen devrimi doneminin baglamasini hazirlamistir. Yesil devrim ile
karsilagtirildiginda gen devriminde hedefe ulagsma bakimindan bir tiimevarim s6z
konusudur. Yani, baz, niikleotid, gen, kromozom, ribozom, aminoasit, protein, kloroplast,
mitokondri, hiicre, doku, organ, bitki ve tohum zincirinin her par¢asi amaca ulasmada ayri
ayr1 veya birlikte degerlendirilerek iizerinde degisiklikler yapilabilmektedir. Bunlar
arasinda hiicreye kadar olan konular genellikle bitki genetik miithendisliginin, hiicre-tohum
arasindaki konular ise bitki doku kiiltliriiniin alanlaridir. Goriildiigii gibi bitki doku
kiiltiirti, bitki genetik miihendisligi ile birlikte bitki biyoteknolojisini olusturan ana

unsurlardan biridir [36].

Doku kiiltiirii tekniklerinden yararlanarak, bitkiden alinan herhangi bir par¢a (eksplant) ile
kisa siirede bitkinin istenen kisimlarinin veya tiim bir bitkinin ¢ogaltim1 miimkiindiir.
Kiiltire alinan eksplantlardan hizli boliinen embriyogenik hiicreleri elde etmek igin

oncelikle yiiksek konsantrasyonlarda oksine ihtiya¢ duyulmaktadir [49].
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1.4.2. Bitki hiicre, doku ve organ Kiiltiirii teknikleri

Bitki doku kiiltiirii islemlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki
rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu, kiiltiirii yapilan hiicrelerin 6zellikleri itibariyle {i¢

kisimda incelenebilir:

— Organize olmus meristematik hiicreleri igeren somatik dokulardan rejenerasyon
— Meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon

— Mayoz boliinme geg¢irmis gametik hiicrelerden rejenerasyon

Birinci tip rejenerasyonda u¢ ve yan meristemlerden bitkiler ¢ogaltilir. Buna meristem
kiiltiirii yoluyla klonal ¢ogaltim denilir. Elde edilen hiicreler tamamen dondr (verici)
bitkiye benzerler. ikinci tip rejenerasyon, dogrudan bir bitki eksplantinin kesilmig
yiizeylerindeki belirli somatik hiicrelerin bir kisminin genellikle bitki biiylime
diizenleyicilerin etkisi sonucu boliinerek ve organize olarak, organlari ve daha sonra da
bitkiyi veya bir somatik hiicrenin siirekli boliinerek embriyo ve daha sonra da tam bir
bitkiyi olusturmasi seklinde olabilir. Ayrica her iki durum belirli bir kallus, proto-kallus
veya hiicre siispansiyonu olusumu devresinden sonrada ortaya ¢ikabilir. Ortaya ¢ikan
bitkilerde bazi kalitsal veya gegici varyasyonlar olusabilir. Son olarak normal kromozom
sayisinin yarisini iceren hiicrelerden de direk veya dolayli yollarla bitki rejenerasyonu
olabilir. Bu durumda donér bitkinin kromozom sayisinin yarisina sahip, genellikle steril

olan haploit bitkiler elde edilmis olur [36].

Bitkilerin laboratuvarda veya kontrollii sartlarda fazlaca miktarda ¢ogaltilmasi, (mikro
cogaltim, klonal ¢ogaltim) klasik usullerle bitki iiretimine 6nemli bir alternatiftir. Mikro
cogaltma g¢evre ve besin kontrolii yapilabilen steril (mikroorganizma, toz vb. ihtiva
etmeyen) yetistirme sartlarinda bir bitkinin tomurcuk, bogum, yaprak ve kok pargalar gibi
cesitli yerlerinden alinan kiigiik pargalarimin (eksplant) kiiltiirii sonucu yeni bitkilerin
iiretilmesidir. Uretilen bitkiler her bakimdan birbirinin aymisidirlar. Yani yapilan bu is
bitki klonlamasi veya genetik kopyalamadir [50]. Yeoman’ a (1993) [103] gore bitki hiicre

ve doku kiiltiirlerinin pratik uygulamalar1 ve yapilma amaglar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir:
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Yeni gesit gelistirmek ve mevcut ¢esitlerde genetik ¢esitlilik olusturmak doku kiiltiiriiniin
temel amaclar1 arasinda sayilabilir. Bu sebeple bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme
caligmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Yok olan tiirlerin korunmasinda ve
cogaltilmasi zor olan tiirlerin liretiminde, doku kiiltiiri yontemleri kullanilir. Genellikle
bitkilerin yaprak, govde veya koklerinden alinan pargalarindaki hiicrelerinin 6zel besin
ortamlarinda kiiltiire alinmasi yoluyla uygulanir. En ¢ok karsilagilan uygulama hiicrelerde,
o hiicrelerin alindig1 bitkiye benzer bitki veya bitkiler tiretmektir. Buna rejenerasyon
denilir. Ayrica tek basina hiicreler veya organlar ¢ogaltilabilir ve c¢esitli amaglar icin

kullanilabilir.

Bitki doku kiiltiirlerinin bitki 1slahinda uygulama alanlar1 : [36]

— Tiirler aras1 melezlemelerden sonra embriyo kiiltiirii
— Haploit bitki iiretiminde anter ve yumurtalik kiiltiirii
— Somaklonal varyasyon

— In vitro seleksiyon

— Invitro déllenme

— In vitro germplazm muhafazasi

— Somatik hiicre melezlemesi (protoplast fiizyonu)

— Gen transferi

Bunlarin diginda bitki doku kiiltiiriiniin ticari ve 1slah dis1 uygulama alanlar1 da mevcuttur.
Hastaliksiz bitki elde edilmesinde, meristem kiiltiirii, mikrogogaltim , sentetik tohum
iretimi (somatik embriyolar), Sekonder metabolit tiretimi (kallus-hiicre siispansiyonlart),

kimeralar bunlar arasinda sayilabilir [36].

Ayrica bitki doku kiiltiirlerinin temel arastirmadaki uygulama alanlar1 da oldukga genistir.
Doku kiiltiirti, protoplast izolasyonu ve flizyonu, hiicre, doku, bitki beslenmesi, sitogenetik
caligmalar, morfogenesis c¢alismalar1 ve biyolojik azot fiksasyonu gibi temel

aragtirmalarda da kullanilabilmektedir [36].

In vitro ¢ogaltimin avantajlar1 yiiksek ¢ogaltim oranlarinda kisa siirede ¢ok sayida bitkicik

elde edilmesi, mikrogogaltimimn mevsimden bagimsiz olarak uygulanabilmesi, in vitro
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iretilen bitkilerin siklikla mikroorganizma kaynakli hastaliklardan bagimsiz olmasi ve

boylece degerli genotiplerin bitki viriislerinden korunabilmesidir [51].

1.4.3. Bitki biiyiime diizenleyicileri

Bitki hormonlari, bir dokuda {iretilip, biiyiime ve gelismenin olacaglt diger dokulara
tasinan ve cok diisiik konsantrasyonlarda etkili olan endojen organik bilesiklerdir. Indol
asetik asit, zeatin, zeatin ribozid, GA, absisik asit ve etilen bitkilerce iiretilen
hormonlardandir. Sentetik yollarla iiretilenler de dahil olmak {lizere genel olarak hepsine
bitki biiylime diizenleyicileri ad1 verilmektedir. En ¢ok kullanilanlar; oksinler, sitokininler,

gibberellinler, absisik asit ve etilendir [50].

Oksinler; fotoperyodizm, koklendirme, apikal dormansi, yan siirglinlerin gelisiminin
engellenmesi ve hiicre gelisiminde etkilidirler. Oksinler, doku kiiltiirlerinde tek basina
kullanildiklarinda kallus uyarimini, hiicre siispansiyonlarinin elde edilmesini ve somatik
embriyo olusumunun uyarmmini, sitokininlerle birlikte yine kallus olusumunu, siirgiin
rejenerasyonunu ve somatik embriyo olusumunun uyarilmasini saglayabilirler. Ayrica elde
edilen siirgiinlerin koklendirilmesinde vazgecilmez bir kullanima sahiptirler. Temel
hormon formu IAA (indol-3-asetik asit) tir. Sentetik oksinler arasinda NAA, IBA, 2,4-D,
2,4,5-T ve pikloram sayilabilir [36].

En ¢ok kullanilan sitokininler, adenin (aminopiirin) tiirevleridir. Bunlar iginde de BAP en
cok kullanilanidir. Sitokininler, ¢ogunlukla kék ucu meristemi ve geng¢ yapraklarda
tiretilir. Hiicre boliinmesi, yeniden farklilagsma (re-differentitation), bitki rejenerasyonu ve
slirgiin ¢ogaltiminda etkili olup, antioksidan etki gostererek yaslanmayida geciktirirler.
Siirglinlerde koklenmeyi ve embriyogenesisi engellerler [36] Sitokininler, kloroplast
gelisimi, kotiledon biiylimesinin uyarilmasi ve yapraklarda yaglanmanin gecikmesinde rol
oynarlar. Oksinlerle birlikte doku kiiltiirlerinde kullanildiklarinda hiicre biiylimelerini
uyarma ve morfogenesisi kontrol etme etkileri daha fazla goze carpmaktadir. Doku
kiiltiirii besiyerlerine eklendiklerinde apikal dominansi asarak lateral dallanmay1 uyarirlar.

Bu yiizden IAA’ nin antagonistidirler [52].
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bitki

boylarinin uzamasinda, embriyo ve oviil kiiltiirlerinde kullanilmaktadir. Kallus gelisimini,

Giberellinler;  meristemlerden rejenerasyonunun uyarilmasinda, siirgiinlerin

organogenesisi ve adventif kok olusumunu engeller. Ayrica bitkilerde govdenin uzamasini

ve ¢iceklenmeyi arttirirlar [36].

Tablo 1.1. Farkli ¢evre sartlarinin gesitli evrelerde kiiltiirler tizerine etkileri [36]

Cevre sartlart

In vitro etkiler

Ex vitro etkileri

Sabit hava sicaklig1

Karanlikta yiiksek solunum

Cevresel strese hassaslik

Diisiik-ytiksek sicaklik

Yavas-asin gelisme

Yavag-asir1 gelisme

Diisiik 151k yogunlugu

Yaprak ¢ikisinda azalma,

kiiltiirlerde beyazlagsma

Fotosentezin azalmasi,
biliylime ve gelismenin

yavaslamasi

Diisiik hava girisi-yliksek nem

Diisiik transpirasyon oram.
stomalarda diizensizlik, koklenme
ve besm alinlinda zorluklar,

virriiikasyon

Asir1 transpirasyon. su ve

besin maddesi alim zorlugu.

Ortamda diisiik erimis O;

Koklenmede zorluk, kiiltiirlerde
kahverengilesme, hiicre ve

dokularm oliimii

Kok ¢iirtimesi, yavas

gelisme

Ortamda yiiksek inorganik iyon

Ortamda yiiksek ozmotik basing,

Biiylimede gerileme

konsantrasyonu yliksek etilen tiretimi
Ortamda yiiksek seker Vitrifikasyon ve bazi -
konsantrasyonu diizensizlikler, bakteriyel ve

fungal kontaniinasyon. bitki

Sliimil

BBD ve vitamin igeren ortamlar

Asirt konsantrasyonlarda
mutasyon ilitiniali. somaklonal

varyasyon

Uygun olmayan biiyiime

diizenleyicileri

Kallus gelisimi, koklenme ve

biiyiime bozukluklari

Yiiksek konsantrasyonda agarla

katilastirilmis ortamlar

Diisiik O; alimi, koklenmede
bozukluk

Diisiik CO. konsantrasyonu

Etilen biyosentezunn uyarilmasi




18

1.4.4. Bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan Kimyasal maddeler

Bitki doku Kkiiltiirtinde besiyerinin bilesimine giren kimyasal maddelerin disinda
sterilizasyonda, pH ayarlanmasinda ve vitamin veya bitki biliylime diizenleyicisi stok

soliisyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar bulunmaktadir [36].

Eksplantlarin sterilizasyonu i¢in genellikle %0,5-2’lik NaOCl (Sodyum hipoklorit),
%70’lik C,HsO (Etil alkol), HgCl, (Civa kloriir) gibi kimyasallar, ¢alisma ortaminin
sterilizasyonu i¢in ise genellikle yine %70’lik C,HsO kullanilmaktadir. Bitki biiylime
diizenleyicisi stok soliisyonlarinin hazirlanmasinda stok kimyasali ¢6zdiirmek i¢in C,HgO,
NaOH ve HCI kullanilmaktadir. Ayrica NaOH (Sodyum hidroksit) ve HC1 (Hidroklorik
asit) pH ayarlanmasinda da kullanilmaktadir. Besiyerini olusturan bilesenler ise su sekilde

siralanabilir;

— Makro elementler (N, P, K, Cl, Mg, Na, Ca, S)

— Mikro elementler (Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo, Co, 1)

— Seker (siikroz, glikoz, maltoz, rafinoz, fruktoz)

— Bitki biiylime diizenleyicileri

— Vitaminler (B1, B2, B3, Bs, Bs, H, C, E, M, A, D3)

— Katilastiric ajanlar (agar, agaroz, aljinat, phytagel, jelatin)

— Amino asitler veya diger nitrojen saglayicilari (glisin, arginin, glutamin, prolin ,
aspartik asit)

— Kimyasal olarak tanimlanamayan maddeler (hindistan cevizi siitii, maya 6z,
kazamino asit)

— Tamponlar (nadiren kullanilirlar) [36]



BOLUM 2. MATERYAL VE METOT

2.1. Humik Madde Sentezi

Sakarya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii Ogretim Uyesi Saym Prof.
Dr. Ahmet Tutar ve Doktora Ogrencisi Miimin Dizman tarafindan Demir Humat,
Potasyum Humat ve Bor Humat iiretimi gerceklestirilmistir. Humik maddelerin sentezi

Demir Humat 6rnegi ile asagidaki gibi yapilmistir.

su (550 gr su (500 gr)

(950 ar) I_HH NaOH/KOH Lﬁrl Demir (I} Klorur (250 gr)
cevher—, (504r) Sitrik asit (250 gr)
@oogn |1

Na/K humat Demir sitrat

J o) 00
posa
{100-150 gr) CL

%50

Demir Humat

Fe ~%6
Hamik asit:~ %10

Sekil 2.1. Demir Humat Sentez Asamalari

Sekil 2.1 ' de Leonardite cevherinden demir humat {ireten metot goriilmektedir. Leonardite
cevheri degirmene taginmaktadir. Leonardite cevheri dogal olarak kat1 formda hiimik asit,
fulvik asit ve humin igermektedir. Cevher toz forma doniistiiriilmek iizere degirmende
ogiitiiliir. Ogiitme sonucu cevher 50-100 mesh partikiil boyutuna getirilmelidir. Toz
haldeki cevher ilk reaktdre gonderilmektedir. Burada bir litre toplam ¢dzelti i¢in 400 g
cevher, 550 su ile karigtirllmaktadir. Cevherin ekstrakte olmasi igin de 50 gr sodyum veya
potasyumhidroksit ¢ozeltiye ilave edilmektedir. Cozelti pH’1 10-12 olmaktadir. Belirli
sicaklik (100°C) ve karistirma siiresinden (24 saat) sonra fulvik ve hiimik asitler

coziinmekte ve huminler ise kil vs. ile posa olarak ¢cokmektedir.
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Mikserde demir (III) kloriir (250 gr) sitrik asitle (250 gr) sulu ortamda (500 gr) reaksiyona
tabi tutulur. Reaksiyon sonucu ¢ikan demir sitrat (%50) ve sodyum/potasyum humat baska
bir mikserde karistirilir. Karisim sonucu, ~%6 demir (elemental) ve ~%10 hiimik asit
iceren demir humattir. Sistemde sitrik asit yerine peynir alt1 suyu veya misir saturasyon
suyu da alternatif olarak diisiiniilebilir. Humik asit kaynagi olarak Leonardite cevheri

kaynak olarak tercih edilmez ise vinas her pH i¢in iyi bir demir humat kaynagidir.

2.2. Bitki Materyali

Bu arastirmada kullanilan kolza tohumu, kislik PR46W31 ¢esidine ait kolza tohumlari

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Ogretim Uyesi Saym Prof.

Dr. Mustafa YILDIZ’dan temin edilmistir.

2.3. Bitki Doku Kiiltiirii Sartlar

Kolza tohumlar1 %12’lik sodyum hipoklorid ile 15 dakika yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur.
Daha sonra ii¢ kere saf su ile durulanmustir. Oncelikle sterilize edilen kolza tohumlar1 %50
oraninda ¢imlenmesini inhibe eden EC 50 degerinin belirlenebilmesi igin dokuz farkli ( 0, 1, 3, 5,
7, 10, 15, 25, 50 ppm ) dozda potasyum humat ve %3 sukroz, % 7 agar iceren Murashige ve
Skoog [33] besiyerine 20 tohum 3 tekrarli olarak ekilmistir ve 7 giin sonunda sonuglar
kaydedilmistir . Daha sonra, sterilize edilen tohumlar %3 sukroz, % 7 agar ile farkli dozlarda
demir humat (1 ppm, 3 ppm, 5 ppm, 7 ppm), bor humat (1 ppm, 3 ppm, 5 ppm, 7 ppm) veya
potasyum humat (1 ppm, 3 ppm, 5 ppm, 7 ppm) igeren Murashige & Skoog temel besin
ortaminda ¢imlendirilmistir. Hazirlanan ortamlar pH’s1 5,8’e ayarlanarak, 20 dakika 121°C ve 1,1
kg/cm? basing altinda steril edilmistir. Biitiin kiiltiirler 25+1°C’de, 16 saat 151k, 8 saat karanlik
fotoperyotta iklim dolabinda biiyiitiilmiistiir.

Iklim dolabinda biiyiitiilen 3 haftalik kiiltiirlerden govde eksplantlar1 izole edilerek 1 mg/L
BAP ve 0,2 mg/L NAA hormon kombinasyonunu iceren MS besi yerinde kiiltiire

alimustir.

Ug haftalik kiiltiirlerden ise gdvde eksplantlari izole edilerek 0,5 mg/L ile 1 mg/L 6-
benzylaminopurine (BAP) ve 0,2 mg/L ile 0,4 mg/L 1-naphthaleneacetic acid (NAA)
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hormon kombinasyonlarini iceren MS besi yerinde kiiltiire alinmistir. Yaklasik 3 hafta
sonra govde eksplantlarindan siirgiinler gelismistir. Bu siirecte kallus olusumu yiizdesi,

kallus agirligi, rejenerasyon orani ve petride gelisen toplam siirgiin sayist gézlemlenmistir.

2.4. Uygun Humat Dozunun Belirlenmesi (EC 50 degeri)

Uygun humat dozunu belirlemek amaciyla 6n ¢alisma olarak potasyum humat ( Kontrol ,
1,3,5,7,10, 15, 25, 50 ppm ) segilmistir. Uygun in vitro kosullarinda magenta kaplarina
20 ser tohum 3 tekerriirlii olarak ekilmistir. 7 gilin sonra kaplardaki ¢imlenme yiizdesi

belirlenmistir.

2.5. Yaprak Ayasi (Lamina) Genisligi’nin Belirlenmesi

Cimlenmenin 10. gilinlinde milimetrik cetvel ile yaprak ayasinin genisligi Ol¢tilmiistiir.

Yaprak ayasi genisligi cm/ bitki olarak ifade edilmistir.

2.6. Kok ve Govde Boylarimin Belirlenmesi

Cimlenmenin 10. giiniinde, farkli dozlarda humik madde uygulanmis olan fidelerin kok ve
govdeleri birlesme yerlerinden jiletle kesilerek, uzunluklar1 milimetrik bir cetvel
yardimiyla 3 tekrarli olarak dl¢iilmiistiir. Olgiim sirasinda en uzun kokiin uzunlugu esas

alimmistir. Kok boyu ve gévde boyu cm bitki™ olarak ifade edilmistir.
2.7. Taze ve Kuru Agirhgin Belirlenmesi
Cimlenmenin 10. giiniinde toplam taze agirliklar: (gr bitki'l) 3 tekrarli olarak tartilmistir.

Daha sonra bitkiler 100 °C’ ye ayarlanmis etiivde 48 saat bekletilmis ve tekrar tartilarak
kuru agirhiklari (gr bitki™) kaydedilmistir.
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2.8. Fotosentetik Pigment Miktarinin Belirlenmesi

Yaprak dokularindaki klorofil a, klorofil b, toplam klorofil (kloa+b) ve toplam karotenoid
(x+c) miktarlar1 Lichtenthaler (1987)’[101] ye gore belirlenmistir. Cimlenmenin 10.
giiniinde kotiledonlardan ¢ikarilan 0.5 cm capindaki 2 adet disk tartildiktan sonra, cam
deney tiiplerine alinarak iizerine 2 ml % 100’ lik aseton ilave edilmistir. Pigmentlerin
yaprak dokusuna ge¢cmesi i¢in bir hafta buzdolabinda (4 °C) bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda elde edilen 6ziit 10,000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek absorbans degerleri
661.1, 644.8 ve 470 nm’ de spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS
Spectrophotometer) olarak belirlenmistir. Pigment miktarlar1 asagidaki formiillere gore

hesaplanmustir (Lichtenthaler, 1987) [101].

Klorofil a (Klo a)= (11.24 x A661.6) — (2.04 xA644.8)

Klorofil b (Klo b)= (20.13 x A644.8) — (4.19 x A661.6)

Toplam Klorofil (Kloa+b)= (7.05 x A661.6) + (18.09 x A644.8)
Karotenoid (x+c)= [(1000 x A470) — (1.9 x Klo a) — (63.14 x Klo b)] / 214

2.9. Bazi Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.9.1. Toplam protein iceriginin belirlenmesi

Yapraklardaki toplam ¢oziliniir protein miktart BSA (bovine serum albumin) kullanilarak
hazirlanan standart grafik yardimiyla Bradford (1976)’ya gore belirlenmistir. 480 pl saf
su, 20 pl supernatant ve 5 ml Bradford ¢ozeltisi konulduktan sonra vortex yardimi ile

homojenize edilir. Spektrofotometre de 595 nm © de oSl¢iiliir.

2.9.2. Toplam siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich (1987)’[99] e gore belirlenmistir. Yaklasik 0.3
g taze yaprak dokusu, sivi azotla 6giitiilmiis ve 1.5 ml, 100 mM K-PO, (pH 7.0), % 2’ lik
PVP (polivinilpirolidon) ve 1 mM Na;EDTA igeren ekstraksiyon ¢dzeltisi ile homojenize
edilmistir. Homojenat, 14,000 rpm ve +4 °C’ de 20 dakika santrifiij edilmistir. Son hacim
1030 pl olacak sekilde 100 mM K-PO, tamponu (pH 7.8), 9.9x10-3 M metionin, 5.7x10-5
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M NBT (nitroblue tetrazolyum), % 1’ lik triton X-100 ve enzim karisimindan olusan bir
reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon 0.9 uM riboflavin ilavesi ile baglatilmig, bu
karisim 15 dakika boyunca 375 pmol m-2 s-1 siddetinde 1518a maruz birakildiktan sonra
560 nm’ de absorbans degerleri belirlenmistir (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS
Spectrophotometer). Toplam SOD aktivitesi daha 6nce hazirlanmis olan standart grafikten

faydalanarak hesaplanmustir (U mg protein™).

2.9.3. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz aktivitesi Aebi (1984) [102]" e gore belirlenmistir. Yaklasik 0.3 g taze yaprak
dokusu, s1v1 azotla 6giitiilmiis ve 1.5 ml, 100 mM K-PO4 (pH 7.0), % 2’ lik PVP ve | mM
Na,EDTA igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat, 14,000 rpm
ve +4 °C’ de 20 dakika santrifiij edilmistir. Son hacim 1000 pl olacak sekilde 150 mM K-
PO, tamponu (pH 7.0), 2 mM Na;EDTA, 15 mM H,0, ve 100 pg protein igeren enzim
karigimindan olusan reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, Ho,O,’ nin eklenmesiyle
baglatilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS
Spectrophotometer) olarak 240 nm’ de yapilan okumalarla 6l¢lilmiistiir. Enzim aktivitesi,
H,0,’ nin ekstinksiyon katsayis1 (40 mM cm™ 240 nm) kullamilarak reaksiyonun baslangig

hizindan hesaplanmistir (nmol H,0, dakika™ mg protein™).
2.10. Verilerin Analizi

Daha o6nce de belirtildigi gibi, denemeler ii¢ tekerriirlii olarak her petriye 10 eksplant
konulmak suretiyle, Tesadiif Parselleri Deneme Deseni’ne gore kurulmustur. Sonuglar,
SPSS 16.00 for Windows programinda analiz edilmis ve ortalamalar “Duncan Coklu

Karsilastirma Testi” ile karsilastirilmistir.



BOLUM 3. BULGULAR

3.1. Optimizasyon Cahsmalarina Ait Bulgular

In vitro kosullarda 9 farkli potasyum humat dozunun kullanilarak kurulan optimizasyon
denemesenin ilk asamasi olan EC 50 degerinin belirlenmesinde tohumlarin %50 sinin
¢imlenmesini inhibe eden konsantrasyon {iist doz olarak calismamizda {ist limit olarak
kabul edilmistir. 7 ppm potasyum humat %350 ¢imlenme ile EC50 degerine sahip

olmustur.

Tablo 2.1. Potasyum humatin ¢imlenme {izerine etkisi

Cimlenme (%)

Kontrol 92,5
1 ppm KH 87,5
3 ppm KH 85
5 ppm KH 90
7 ppm KH 50
10 ppm KH 50
15 ppm KH 47,5
25 ppm KH 45

50 ppm KH 45
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Farklt hormon kombinasyonlari

Sekil 3.2. Farkli hormon kombinasyonlarinin gévde eksplant1 igin toplam siirgiin sayis1 {izerine etkisi
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3
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BAP + BAP + BAP + BAP +
0,2 mg/L 0,4 mg/L 0,2 mg/L 0,4mg/L

NAA NAA NAA NAA
Farkli hormon kombinasyonlari

Sekil 3.3. Farkli hormon kombinasyonlarinin siirgiin orani tizerine etkisi

3.2. Potasyum Humat, Bor Humat ve Demir Humat’in Lamina Uzerine EtKkisi

Lamina genisligi kontrole goére 7 ppm KH, 1, 3 ve 7 ppm BH ve 3,5 ve 7 ppm FeH

dozlarinda genisligi azaltarak anlamli bir degisime neden olmustur. Grup i¢inde de 7 ppm

KH, 3 ppm BH ve 5 ve 7 ppm FeH dozlarinda azalma olmustur.

Yaprak ayasi genisligi (cm)
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Kontrol 1 ppm 3 ppm 5ppm 7ppm 1ppm 3ppm 5ppm 7 ppm 1ppm 3ppm 5ppm 7 ppm

KH KH KH KH BH BH BH BH FeH FeH FeH FeH

Farkli humat dozlari

Sekil 3.4. Farkli ¢esit ve dozlardaki humat dozlarinin yaprak ayasi genisligi tizerine etkisi
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3.3. Potasyum Humat, Bor Humat ve Demir Humat’in Kok ve Govde Uzerine EtKisi

Kok boyunda kontrole gore 1 ve 5 ppm FeH de artis meydana gelmistir. Diger
uygulamalarda anlamli bir degisim olmamistir. Grup i¢inde de uygulanan humatlarin

anlaml1 degisiklige neden olmamustir.

Govde boyunda kontrole gore 3 ve 7 ppm BH ve 1 ppm FeH dozlarinda artis olmustur.
Grup icindede KH ve FeH in anlaml bir degisimi olmamaistir, 3 ppm BH gdvde boyunu
artirirken 5 ppm BH azaltmistir.

12
10 *
* *
= 8 z
S
= 6
S m Kok
D> 4 )
govde
2 | I |
0
MSO 1 3 5 7 1 3 5 7 1 3 5 7

ppPm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm  ppm
KH KH KH KH BH BH BH BH FeH FeH FeH FeH

Farkli humat dozlar1

Sekil 3.5. Farkli ¢esit ve dozlardaki humat dozlarinin kok ve gévde boyu iizerine etkisi

3.4. Potasyum Humat, Bor Humat ve Demir Humat’in Taze ve Kuru Agirhk Uzerine
Etkisi

Taze agirlik, kuru agirlik, grup ici ve gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenmistir. Taze
agirlikta kontrole gore 1 ppm KH artisa neden olmus, 7 ppm KH ve 7 ppm FeH da ise taze

agirhigr diistirmistiir. BH dozlar1 taze agirliga etki etmemistir.

Kuru agirlikta higbir uygulamada anlamli bir degisiklik olmamistir. Gruplar i¢inde ise 7
ppm KH ve 7 ppm FeH kuru agirlig1 azaltmis BH etkilememistir.
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Sekil 3.6. Farkl ¢gesit ve dozlardaki humat dozlarinin (a) taze agirlik ve (b) kuru agirlik (gram) tizerine etkisi

3.5. Potasyum Humat, Bor Humat ve Demir Humat’in Fotosentetik Pigment Uzerine
Etkisi

Klorofil a, toplam klorofil, toplam karotenoid miktarlarinda, katalaz ve sod aktivitesinde
grup ici ve gruplar arasinda anlaml farkliliklar varken klorofil b miktarinda anlamli bir

fark bulunmamustir.

Klorofil a miktarinda kontrole gore 3 ppm BH dozunda artis olmustur.1, 3, 5 ve 7 ppm
FeH dozlarinda ise artis olmustur. Grup i¢inde ise 5 ve 7 ppm KH artis saglamis diger

gruplar kendi i¢inde anlamli bir degisiklik meydana getirmemistir.

Klorofil b miktarinda kontrole gore biitiin uygulamalarda anlamli bir degisiklik

olmamistir. Gruplar iginde ise 3 ppm BH dozunda azalma meydana gelmistir.

Toplam klorofil miktarinda kontrole gore 3 ppm BH dozunda artis meydana gelmis, 3 ve 5
ppm FeH dozunda artis meydana gelmistir. Gruplar kendi i¢inde anlamli herhangi bir

degisime neden olmamustir.



29

Toplam karotenoid miktarinda kontrole gore 3 ppm BH de artis olmustur. 3,5 ve 7 ppm
FeH dozlarinda artis meydana gelmistir. Gruplar kendi i¢cinde 5 ve 7 ppm lik FeH dozu

toplam karotenoid miktarmni artirarak etkili olmus diger uygulamalarda anlamli bir

degisim olmamuistir.
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Farkli humat dozlar1

Sekil 3.7. Farkli ¢esit ve dozlardaki humat dozlarinin klorofil a miktari, klorofil b miktari iizerine etkisi
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Sekil 3.8. Farkli ¢esit ve dozlardaki humat dozlarinin toplam klorofil ve toplam karotenoid miktart iizerine etkisi
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3.6. Potasyum Humat, Bor Humat ve Demir Humat’in Antioksidant Enzimler

Uzerine Etkisi

Protein miktarinda kontrole gore 3 ppm FeH dozunda artis meydana gelmistir. Gruplar

icinde ise 3 ppm BH olumsuz etki yapmis ve 3 ppm FeH olumlu etki yapmistir.

*

Kontrol 1ppm 3ppm 5ppm 7ppm lppm 3ppm 5ppm 7ppm 1ppm 3ppm 5ppm 7 ppm
KH KH KH KH BH BH BH BH FeH FeH FeH FeH

Farkli humat dozlar
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Sekil 3.9. Farkli ¢esit ve dozlardaki humat dozlarinin toplam ¢6ziiniir protein miktari {izerine etkisi

Katalaz aktivitesinde kontrole goére 5 ve 7 ppm BH ve 7 ppm FeH dozlarinda artig
olmustur. Grup i¢inde de 5 ve 7 ppm BH dozlar1 ve 7 ppm FeH dozu aktiviteyi artirmistir.
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Sekil 3.10. Farkli ¢esit ve dozlardaki humat dozlarinin katalaz aktivitesi lizerine etkisi
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SOD aktivitesinde kontrole gére 7 ppm KH artig olmustur. 1,3 ve 7 ppm BH dozlarinda
artis olmustur. Ayrica 5 ve 7 ppm FeH dozlarinda da sod aktivitesi artmistir. Gruplar
kendi i¢inde 7 ppm KH da artis, 5 ppm BH da azalis, 5 ve 7 ppm FeH dozlarinda artis

meydana gelmistir.

70

mg protein-1

Kontrol 1 ppm 3ppm 5ppm 7ppm 1ppm 3ppm 5ppm 7ppm 1ppm 3ppm 5ppm 7ppm
KH KH KH KH BH BH BH BH FeH FeH FeH FeH

Farkli humat dozlar1

Sekil 3.11. Farkli ¢esit ve dozlardaki humat dozlarinin siiperoksit dismutaz aktivitesi lizerine etkisi

3.7. Potasyum Humat, Bor Humat ve Demir Humat’in Toplam Siirgiin Sayis1 Uzerine
Etkisi

Kolza bitkisinin govde eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin rejenerasyonu MS 0
ortaminda toplam 15 adet, 1 ppm KH ortaminda 3 adet, 3 ppm KH ortaminda 14 adet, 5
ppm KH ortaminda 9 adet, 7 ppm KH ortaminda ise 7 adet siirgiin elde edilmistir. 1 ppm
bor humat dozunda siirgiin elde edilmememistir. 3 ppm bor humat dozunda 11 adet , 5
ppm bor humat dozunda 8 adet ve 7 ppm bor umat dozunda 9 adet toplam siirgiin sayisi
elde edilmistir.1 ppm FeH ortaminda 14 adet toplam siirgiin elde edilmistir. 3 ppm FeH
ortaminda 6 , 5 ppm FeH ortaminda 8 , 7 ppm FeH ortaminda ise 8 adet toplam siirgiin
sayist elde edilmistir. Sonug olarak petri bagina en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 11 adet
ile 1 ppm demir humat ortaminda bulunmustur. 1 ppm bor humat dozunda siirgiin elde

edilememistir ve anlamli1 bir diisiis gozlenmistir P<0.05.
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Sekil 3.12. Farkli gesit ve dozlardaki humat dozlarmnin ortalama toplam siirgiin sayisi tizerine etkisi

3.8. Potasyum Humat, Bor Humat ve Demir Humat’in Kallus Agirhg Uzerine Etkisi

MS 0 ortaminda ortalama 0,0806 gr, 1ppm KH ortaminda 0,0343 gr, 3 ppm KH ortaminda
0,1131 gr, 5 ppm KH ortaminda 0,0938 gr ve 7 ppm KH ortaminda 0,0504 gr kallus
agirliklar1 bulunmustur. MS 0 kontrol ortaminda gore 3 ppm ve 5 ppm potasyum humat
ortamlarinda kallus agirliklarinda artis meydana gelmis ayrica 1 ppm potasyum humat

ortaminda azalma olmustur.

1 ppm bor humat ortaminda ortalama 0,0506 gr, 3 ppm BH ortaminda 0,0534 gr, 5 ppm
BH ortaminda 0,0816 gr ve 7 ppm BH ortaminda 0,0870 gr kallus agirliklar1 elde
edilmistir. Sonug¢ olarak 7 ppm bor humat ortaminda MS 0 ortamina gore artis meydana

gelmis 1 ve 3 ppm bor humat dozlarinda azalma meydana gelmistir.

1 ppm demir humat ortaminda 0,1045 gr, 3 ppm demir humat ortaminda 0,112 gr, 5 ppm
demir humat ortaminda 0,0784 ve 7 ppm demir humat ortaminda 0,0796 gr kallus agirlig1
elde edilmistir. Sonug olarak MS 0 ortamina gore 1 ve 3 ppm demir humat dozlarinda artis

meydana gelmistir.

En yiiksek ortalama kallus agirligi 3 ppm potasyum humat ortaminda meydana gelmistir.
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Sekil 3.13. Farkli ¢esit ve dozlardaki humat dozlarimin kallus agirlig1 iizerine etkisi
3.9. Potasyum Humat, Bor Humat ve Demir Humat’n Kallus Yiizdesi Uzerine EtKisi

Biitiin humat konsantrasyonlarinda %100 kallus oranmi elde edilmis ve petri basina 10 ar

adet kallus sayisi elde edilmistir.

Kontrol 1 ppm 3ppm 5ppm 7ppm 1ppm 3ppm S5ppm 7ppm 1ppm 3ppm 5ppm 7ppm
KH KH KH KH FeH FeH FeH FeH BH BH BH BH
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Sekil 3.14. Farkli ¢esit ve dozlardaki humat dozlarmin ve kallus orani (%) lizerine etkisi
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3.10. Potasyum Humat, Bor Humat ve Demir Humat’in Petri Basina Siirgiin Orani

Uzerine Etkisi

En yiiksek siirgiin oran1 kontrol ortaminda ve 1 ppm demir humat ortaminda ve MS 0
kontrol ortaminda elde edilmistir. Genellikle % 0 ile %30 arasinda siirgilin rejenerasyonu
orani gorlilmiistiir. MS 0 kontrol ortaminda ve 1 ppm FeH ortaminda en yiiksek % 30
oraninda siirgiin rejenerasyonu goriilmiis ve 1 ppm bor humat dozunda siirgiin

gozlenememistir.

Siirgiin orant (%)
= = N N w w
o o o a o o

(6}

Kontrol 1 ppm 3ppm 5ppm 7 ppm 1ppm 3ppm 5ppm 7ppm 1ppm 3ppm 5ppm 7ppm
KH KH KH KH FeH FeH FeH FeH BH BH BH BH

o

Farkli humat dozlar1

Sekil 3.15. Farkli ¢esit ve dozlardaki humat dozlarmin petri bagina siirgiin oranina etkisi

3.11. Potasyum Humat, Bor Humat ve Demir Humat’in Eksplant Basina Siirgiin

Sayis1 Uzerine EtKisi

En yiiksek ekplant basina siirgiin orani 1 ppm demir humat ortaminda 0.6 adet olarak bulunmustur.

Kontrol ortaminda ise bu oran 0.5 adet olarak bulunmustur.
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Sekil 3.16. Farkli humat dozlarinin eksplant bagina siirgiin sayisi iizerine etkisi

3.12. Calisma Fotograflar

(@) (b)

(©) (d)
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Sekil 3.17. Farklt humat dozlarinin (&) MS 0 kontrol ortami , (b) 1 mg/L BAP + 0.2 mg/L NAA (c) 1 ppm FeH + 1 mg/L

BAP + 0.2 mg/L NAA ve (d) 3 ppm KH + 1 mg/L BAP + 0.2 mg/L NAA ortamlarina etkisi



BOLUM 4. YAPILAN CALISMALAR

Dunwell (1981), B. oleraceae, B. napus, B. campestris tiirlerinde yaprak disklerini, BAP
ve NAA' nin degisik kombinasyonlarini igeren besin ortaminda kiiltiire aldiklarinda her tiir
icin gerekli olan optimum biiylimeyi diizenleyici oranini1 farkli bulmuslardir. Bunlar; B.
oleracea i¢in 10 mg/L BAP ve 1 mg/L NAA, B. napus i¢in 10 mg/L BAP ve 10 mg/L
NAA, B.campestris igin ise 1 mg/L BAP ve 10 mg/L NAA'dir [53].

Klimaszewska ve Keller (1985), Kolzanin Westar ¢esidinde ince hiicre katmanlarini
(epidermis ve 4-9 kat subepidermal hiicreler) eksplant olarak kullanmistir. Siirgiin
rejenerasyonu ortamina (0,5 mg/L NAA ve 5 mg/L BAP iceren) demir kaynagi olarak 40
mg/L Fe-330 eklenmistir. Ortami1 optimize etmek i¢in BAP (5 mg/L) sabit tutularak NAA,
2-4 D, IAA, IBA, 2,44,5-T ve picloram gibi oksinler 0,5-2 mg/L oraninda besin ortamina
ilave edilmistir. Siirgiin olusumunun sadece NAA igeren ortamda goézlendigi, diger
oksinlerin bulundugu ortamlarda ise eksplantlar iizerinde yalnizca kallus olusumunun
gozlendigi bildirilmistir. Ayrica, NAA (0,5 mg/L) sabit tutularak BAP, BA-riboside,
kinetin, N6 ve zeatin gibi sitokininlerin 1-5 mg/L oranmda kullanildig1 besin ortamlarinda
biitlin sitokininlerin siirgiin olusumunda etkili oldugu, ancak BAP’n (10-15 mg/L) en iyi
sonucu verdigi belirlenmistir. Oksinler ya da sitokininler tek bagina kullanildiginda ise
stirglin rejenerasyonunun gozlenmedigi bildirilmistir. Besin ortaminda bulunan nitrojen
iceriginin Organogenezisi etkiledigi belirtilmis ve en iyi nitrojen kaynaginin NO3 oldugu

tespit edilmistir [54].

Yang ve ark., (1991), B. carinata'nm hipokotil eksplantlannin 2 mg/L BAP ve 0,01 mg/L
NAA veya 4 mg/L kinetin ve 0,01 mg/L 2,4-D kombinasyonlarinda % 100 adventif
slirgiin rejenerasyonu verdigini belirlemislerdir. Yiiksek slirgiin rejenerasyonunun 6-7
giinliik eksplantlardan elde edildigini ve distal olanlarin proksimal olanlardan, aynca iist
hipokotiller segmentlerinin alttakilerden daha fazla rejeneratif oldugunu tesbit etmislerdir
[55].
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Khehra ve Mathias (1992), kolzanin Westar, Ariana, Cobra, Libravo ¢esitlerinde
kotiledon, hipokotil ve gdvde segmentlerini ii¢ farkli BAP ve NAA kombinasyonu i¢eren
ortamlarda kiltliire aldiklar1 arastirmalarinda adventif siirgiin rejenerasyonu sikliginin
belirlenmesinde eksplant tipi, genotip ve biiylime diizenleyicilerinin O6nemini
degerlendirmislerdir. Sonugta, siirgiin rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktoriin
eksplant tipi ve genotip oldugunu belirtmislerdir. Govde eksplantinin kotiledon ve
hipokotil eksplantina gore 2-3 kat daha fazla siirgiin rejenerasyonu olusturdugu

belirtilmislerdir [56].

Ono ve ark., (1994), 100 kolza ¢esidinde, kotiledon eksplantinin ve eksplant yasinin
adventif siirgiin rejenerasyonu lizerine etkisini arastirmiglardir. Bu ¢alismada, en yiiksek
slirglin rejenerasyonu 4 giinliik fidelerden elde edilen kotiledonlann 4 mg/L. BAP iceren
besin ortaminda kiiltiire alindiginda elde edilmistir. Ayrica, slirgiin rejenerasyon oranina
yazlik ve kislik kolza gesitlerinin bir etkisinin olmadigini belirtmislerdir. Rejenere edilen

bitkiler 2 mg/L IBA igeren ortamda koklendirilmistir [57].

Dahawan ve ark., (2000), B. juncea'min bir ¢esidi olan RH781 g¢esidinin hipokotil ve
kotiledonlarindan izole edilen eksplantlar, BAP ve [AA'min farkli kombinasyonlarini
iceren MS besin ortaminda kiiltiire almistir. En yliksek siirglin rejenerasyonu
kotiledonlardan izole edilen eksplantlarda ve 2,0 mg/L BAP+0,5 mg/L TAA igeren MS

besin ortaminda gozlenmistir [58].

Mirici (2000), B. napus L. ssp. oleiferanin 11 gesidinin hipokotil, 2/2 distal kotiledon ve
petiyolii tam kotiledonlarindan izole edilen eksplantlar, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri
(BAP, Kinetin, 2,4-D, TDZ, NAA) kombinasyonlarini igeren MS besin ortaminda kiiltiire
almistir. Deneme sonuglarina gore en yliksek adventif siirgiin rejenerasyonu petiyollii tam
kotiledonlardan alinan eksplantlarda gozlenmistir. En yiiksek oranda adventif siirgiin
rejenerasyonu Spok cesidinde (%44,3) ve 2mg/L veya 4 mg/L. BAP igeren MS ortaminda
goriilmistlir. Bununla beraber, Spok ve Hansen ¢esitlerinin olgunlasmamis embriyolun
adventif siirgiin rejenerasyonuna tesvik edilmek i¢in farkli BAP ve NAA kombinasyonlari
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu deneme sonucunda da, 0,5 mg/LL. BAP+ 2
mg/L NAA igeren besin ortaminda hem Hansen hem de Spok cesidinde yiiksek oranda

slirgiin rejenerasyonu elde edilmis olup, olgunlasmamis embriyolardan izole edilen
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eksplantlarin, olgunlasmamis kotiledonlardan alman eksplantlara oranla daha yiiksek

rejenerasyon gosterdikleri saptanmistir [59].

Jonoubi ve ark., (2004) , Brassica napus L., cv. SLM 460 cinsinde farkli
konsantrasyonlarda TDZ ve BAP kullanmis ve maksimum siirgiin rejenerasyonunu 4.5

BAP mg/L + 0.30 mg/L TDZ kombinasyonunda bulmuslardir [60].

Hazrat Ali ve ark., (2007) , Brassica napus © un Star, Cyclon ve Westar ¢esitlerinde 0.1
mg/L NAA+2 mg/L BAP+5 mg/L AgNO; ortaminda Star cinsi igin %82, Westar cinsi igin
%67, Cyclon cinsi i¢cin % 78 oraninda kallustan siirgiin olusturma yetenegi

gozlemlemislerdir [61].

Kamal ve ark., (2007) , Brassica napus L. ye ait 'Sarigol’, 'Quantum’ ve 'Option 500'
cesitleri ile yaptiklari ¢alismada , en iyi rejenerasyon yetenegi 'Quantum' cinsinde 68.8%
ile bulunmustur. 1 mg/L NAA, 8 mg/L BAP ve 3 mg/L ABA kombinasyonunda
'Quantum’ cinsinin kotiledon eksplantlar1 ile 100% siirglin rejenerasyonuna ulasilmistir

[62].

Zebarjadi ve ark., (2008) , Brassica napus ¢ un SLM-046 genotipinde yaptigi bir
alismada 30 g’siikroz ve 0.8% agar bulunan besiyerlerinde BAP, NAA ve 2,4-D
hormonlar1 kullanmistir. en etkili kallus gelisimi ve iiretiminde BAP, NAA ve 2,4-D

hormonlar arasinda interaksiyon bulmuslardir [63].

Burbulis ve ark., (2009) , Brassica napus‘ un farkli cinslerinde yaptiklar1 ¢alismada 4
mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA hormon dozlarini igeren ve 30 g/L siikroz ve 0.8% agar
bulunan besiyerlerinde 'Valesca' ¢esidi en yiiksek siirgiin iiretme kapasitesine sahip
oldugu ve rejenerasyon oranlart 78% (‘Casino’) ile 85.11% ('Libea’) cinslerinde

bulunmustur [64].

Dai ve ark., (2009), Brassica oleracea L. var. acephala Alef. Bitkisi iizerinde yaptiklari
caligmada Nagoya ¢esidi i¢in 3 mg/L 6-benzylaminopurine (BAP) ve 0.1 mg/L

naphthaleneacetic acid (NAA) kullanmiglardir. Bunun sonucunda en iyi sonucu 65.0 %
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kotiledonlarda, 76.1 % hipokotil eksplantlarinadn elde etmislerdir. Eksplant basina siirgilin
sayisini kotiledonlarda 4.3 adet, hipokotillerde 8.2 olarak bulmuslardi [65].

Khan ve ark., (2010) , yaptiklar1 ¢alismada Brassica rapa ve Brassica napus cinsine ait
Tori-7, Sampad, Kallyania, BARI Sarisha-7, BARI Sarisha-8 ve. MM 20-3 ¢esitleri farkli
konsantrasyonlarda BAP, NAA, ve AgNO3 kullanmiglar sonug olarak en yiiksek kallus

olusumunu 91.43% ile 2 mg/L BAP +0.1 mg/L NAA +2.0 mg/L AgNO, kombinasyonu

iceren MS ortaminda Tori-7 cinsinde bulmuslardir [66].

Khan ve ark., (2010) , Brassica napus L ‘ a ait Cyclone, Star ve Westar ¢esitlerinde
arastirma yapmis ve sonug olarak kotiledon eksplantlarinin 0.5 mg/L 2,4-D ve BAP (0.5,
1.0,1.5 ve 2.0 mg/L) kombinasyonlarina en yiiksek tepki verdigini bulmuslardir. En
anlamli agirliktaki ve uzunluktaki kallus 0.5 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP hormon

kombinasyonunda Star kotiledon eksplanti i¢in bulunmustur [67].

Kog ve ark., (2011), Brassica napus L. ssp. oleifera ile yaptiklar1 bir ¢alismada degisik
bitki biiyiimesini diizenleyicilerden BAP, kinetin, 2,4-D, TDZ, NAA, AgNO3; ve GA;
kullanmiglardir. Eksplantlar BAP ve NAA'in degisik kombinasyonlarinda denemeye
alinmistir. Siirglin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan en yiiksek sonug¢ %10 ile 1
mg/L BAP+0,02 mg/L NAA iceren MSO ortaminda elde edilmistir. Ayrica TDZ, kinetin,
BAP, NAA, 2,4-D kombinasyonlar1 kullanilmigtir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu %60
ile 0,30 mg/L TDZ igeren MSO de gozlenmistir ikinci olarak %40 ile 0,15 mg/L TDZ
ticlincii olarak %20 ile 0,30 mg/L TDZ + 0,02 mg/L NAA igeren MSO ortamlarindan elde
etmislerdir [68].

Mollika ve ark., (2011) de yaptig1 ¢calismada Brassica juncea ‘ ye ait BARI Sarisha-11 ve
BARI Sarisha-16 cinslerinde ve Brassica campestris’ e ait Tori - 7 cinsinde siirgiin
rejenerasyonu arastirmislar ve 2 mg/L BAP, 0.2 mg/L NAA ve 0.5 mg/L Kinetin igeren
MS ortaminda BARI Sarisha - 11 ve BARI Sarisha - 16 i¢in en yiiksek eksplant basina
stirglin sayisim1 elde etmislerdir ayrica Tori - 7 i¢in 3 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA

ortaminda en yliksek eksplant basina siirgiin sayisini elde etmislerdir [69].
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Maheshwari ve ark., (2011) de Brassica napus L. ye ait Invigor 5020, Westar ve Topas
cesitleri ile yaptiklart calismada dondr bitkinin yasi, hormonal kombinasyonunun
rejenerasyonuna etkisi ve eksplant tipinin rejenerasyon kapasitesi tizerindeki etkiyi
arastirmiglardir. Sonug olarak 8 giinliik hipokotillerin 1 mg/L 2-4 D hormonu ile en

yiiksek siirgiin tiretimine sahip olmustur [70].

Hnatuszko-konka ve ark., (2013) de yaptiklar1 bir ¢alismada Brassica oleracea var.
Botrytis ‘in Pionier ve Rober varyetelerini kullanmislardir. MS ortami ve 4 farklhi
kombinasyonunu (MS + 1 mg/L BAP, MS + 0.5 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA, MS + 1
mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA, MS+ 2 mg/l BAP + 0.1 mg/L NAA) kullanmislardir. Sonug
olarak Pionier cinsinin hipokotilleri en yliksek siirgiin rejenerasyonu MS+ 2 mg/L BAP +
0.1 mg/L NAA ortaminda bulmuslardir.Rober cinsine ait hipokotiller en yiiksek in vitro
yanitint MS + 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA ortaminda vermistir [71].

Al-Forkan ve ark., (2013), Brassica napus L. ile yaptiklar1 ¢alismada en uygun kallus
olusumunu 0,5 mg/L 2-4 D ortaminda, en yiiksek siirgiinii 3.0 mg/L benzyl amino purine
(BAP), 0.1 mg/L naphtalene acetic acid (NAA), ve 5.0 mg/L AgNO; ortaminda
bulmuslardir ayrica en yiiksek siirgiin sayisin1 0,5 mg/L kinetin ilavesinde elde etmislerdir
[72].

Al-Forkan ve ark., (2013), Brassica campestris ° in Tori-7 cinsi ile yaptiklari bir
caligmada en uygun kallus olusumunu 0,5 mg/L 2-4 D ortaminda , en yiiksek siirgilinii 3
mg/L benzyl amino purine (BAP), 0.1 mg/L naphtalene acetic acid (NAA), ve 5 mg/L
AgNO; ortaminda bulmuslardir [73].

Alam ve ark., (2014) , Brassica napus L. ye ait BARI sarisha-13 cinsini kullanmig, hormon
olarak artan dozlarda 0,5 mg/L- 6 mg/L arasi1 2, 4- dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 2
mg/L — 3 mg/L arast BAP ve 0.1 mg/L- 0.5 mg/L NAA kombinasyonlarini
kullanmiglardir. En yiiksek kallus agirligimi 0.5 mg/L 2, 4-D , 0.5 mg/L BAP ve 0.5 mg/L
AgNO; igeren ortamda kotiledon eksplantlarinda elde etmislerdir ayrica bu ortamda

kallus ytizdesi 91% e ulasmustir [74].
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Darg¢in ve ark. (2014) , yaptiklar1 ¢alismada Brassica napus ssp. oleifera L. cvs.ye ait
‘Spok’,‘Helios’ ve ‘Westar’ gesitlerini kullanmislar ayrica ortam olarak MS 0 ve BS5
kullanmiglardir. En yiiksek kallus agirligini 0.626 g olarak 3 mg/L BAP + 0.2 mg/L NAA
iceren MS ortaminda bulmuslardir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu oranini 90% olarak 3
mg/L BAP + 0.2 mg/L NAA ve 3 mg/L BAP + 0.4 mg/L NAA kombinasyonlarini igeren
MS ortaminda bulmuslardir. Eksplant basina maksimum siirgiin sayis1 (12.97) ve petri
basina toplam siirgiin sayisi (118) olarak gévde eksplanti kullanilan MS ortaminda 3 mg

/L BAP + 0.2 mg /L NAA hormon kombinasyonunda gozlemlemislerdir [75].

Hussain ve ark., (2014), Brassica napus L. ye ait Wester, Con-1, Pakola cinslerini
kullanmiglardir. Kallus olusumu icin Wester ve Con-1 ¢esitleri Pakola ya gére daha
yiiksek bir cevaba ulamistir (63.8%). En yiiksek rejenerasyon Wester (87.6) ve Con-
1(84.4) a aitken Pakola (54.2%)tiir [76].

Ravanfar ve ark., (2014) de Brassica oleracea subsp. italica ve Brassica oleracea subsp.
capitata ile yaptiklari galismada kotiledon eksplantlarini kullanarak TDZ ve NAA
hormonlarinin siirgiin rejenerasyonu {izerine etkilerini arastirmislardir. Sonug¢ olarak
Brassica oleracea subsp. Italica cv. Green Dragon King ¢esidinde en yiiksek siirgiin
olusumunu (76.66%) ile bulmuslardir. Ayrica ayni ¢esit i¢in anlamli en yiliksek eksplant
bagina siirgiin sayisim1 0.9 olarak 0.1 mg/L TDZ ile 0.1 mg/L NAA ortaminda
bulmuslardir. Brassica oleracea subsp. Capitata cv. Gianty ¢esidi i¢in en yiiksek siirgiin
rejenerasyonunu 86.67% olarak bulmuslardir. en yliksek eksplant basina siirglin sayisini

1.1 olarak 0.5 mg/L TDZ ile 0.1 mg/L NAA ortaminda bulmusladir [77].

Swift ve Posner (1972), alkali kosullar altinda hiimik asit oksidasyonunu inceledikleri
caligmalarinda, hiimik asitlerin hormon benzeri bir etki yaparak solunum, fotosentez,
oksidatif fosforilasyon, protein sentezi, antioksidanlar ve ¢esitli enzimatik reaksiyonlar

etkileyerek bitki biiyiimesi ve verimliligi arttirdigini bildirmislerdir [78].

Malik ve Azam (1985), bugday bitkisinin gelisimi iizerine hiimik asitin etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada dort farkli hiimik asit konsantrasyonunu (18, 27, 54, 72 mg/L)
denemisler ve 54 mg/L hiimik asit uygulamasinin kok uzunlugunu % 500 artirdiginm

belirlemislerdir. Hiimik asit ile birlikte kokiin yas ve kuru agirligi da artmistir. 54 mg/L
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hiimik asit uygulamasi govde kuru agirliginda % 22 artisa neden olurken N icerigi ve su
alinimi da ylikseltmistir. Ayrica azotun verilmedigi yetistirme ortaminda hiimik asit
uygulamasi ile kok ve govdede biiylime, su alimi ve fidelerin N igerigi artmuistir.

Maksimum biiyiime 54 mg/L hiimik asit uygulamasi ile elde edilmistir [79].

Senesi ve ark., (1990), topraga veya besin ¢ozeltisine uygulanan humik asidin bezelyenin
kuru agirhigi, bitki besin elementlerinin alimi ve tohumlarin ¢imlenmesi tizerine olumlu

etki yaptigini belirtmislerdir [80].

Feretti ve ark. (1991), 0, 15, 30 ve 50 mg/L hiimik madde i¢eren besin soliisyonunda misir
bitkisini yetistirmislerdir. 30 mg/L hiimik madde ile yapraklarin klorofil igerigi diiserken,
protein seviyesi ylikselmistir. Deneme sonucunda hiimik maddelerin misir bitkisinin siilfat

asimilasyonunda 6nemli bir rol oynadigi anlagilmistir [81].

David ve ark. (1994), sera kosularinda su kiiltiirinde domates fidelerinin gelisimi ve besin
icerigi lizerine hiimik asitin etkilerini belirlemek amaciyla arastirma diizenlemisler ve
besin ¢ozeltisine 0, 640, 1280 ve 2560 mg/L hiimik asit uygulamislardir. 180 mg/L hiimik
asit uygulamasiyla siirgiinlerde P, K, Ca, Mg, Ma ve Zn, kokte N, Ca, Fe, Zn ve Cu besin
maddeleri miktar1 ile yas ve kuru kok agirliginda artis oldugu tespit edilmistir. Aym
arastirmacilar, hiicre zan gecirgenliginin bir gostergesi olan elektrolit sizma kaybi ile

hiimik asit oram arasinda dogrusal bir iliski tespit etmislerdir [35].

Aydin ve ark., (1998), misir (Zea mays) ve aygicegi (Heliantus annus) bitkilerinin
gelisimi, besin elementi alimi1 ve mineral icerigine topraktan ve yapraktan uygulanan K-
humatin etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar hem topraktan hemde yapraktan K-humat
uygulamasinin doz arttik¢a kuru madde miktarini, besin elementi alimini ve bitki mineral

icerigini arttirdigini, ancak topraktan uygulamanin daha etkili oldugunu belirlemislerdir
[82].

Erdal ve ark., (2000) , Zea mays L. ile yaptiklar1 ¢alismada topraga 4 dozda P (0, 20, 40,
80 mg/kg) ve 3 dozda hiimik asit (0, 250, 500 mg/kg) uygulanmistir. Arastirrma sonunda

hiimik asit uygulamalarinin bitki kuru agirhguni bitki P konsantrasyonunu, bitki
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tarafindan aliman P miktan ile toprakta kalan yarayisli P konsantrasyonunu artirdigini

belirlenmistir [83].

Bostan ve ark., (2001) , findik bitksinin ‘Tombul’, ‘Palaz’, ‘Sivri’, ‘Cakildak’ ve
‘Kalikara’ cinsleriyle kontrol ve potasyum humat (120g/L) ‘ 1n 3 konsantrasyonu ile (0.01
ml, 0.02 ml ve 0.03 ml/tohum) perlit ortaminda yetistirlmistir. Tohum ¢imlenme yiizdesi
ve ¢imlenme periyodu kayit edilmistir. En yiiksek ¢imlenme yiizdesi 64.17 % ile
Cakildak, ve en diisiik olarak 37.08% ile Kalinkara cinslerinde bulunmustur. Cimlenme
yiizdesi en yliksek (53.33%) ile 0.02 ml/tohum uygulamasinda, ayrica kontrol ortaminda
43 % olarak bulunmustur [84].

Atiyeh ve ark., (2002), normal kosullar altinda biiyiitillen domates ve salatalik (fidelerinin
bazi morfolojik parametreler) iizerine humik asitin etkilerini incelemislerdir. Humik asit
uygulamasinin fidelerin kok ve govde kuru agirliklarini, kok/gévde oranlarmni, bitki

uzamasi ve yaprak ylizey alanini arttirdigini belirlemislerdir [85].

Arancon ve ark., (2006) , ¢ilek, kadife cicegi ve biber fideleri kullanarak yaptiklari
calismada, humik asitin normal kosullar altinda biiyiitiilen fidelerin boyunu, yaprak yiizey

alanini, kok ve govde kuru agirliklarini artirdigini gézlemlemislerdir [86].

Tirkmen ve ark. (2004), tuzlu toprak kosullarinda domates fidelerinin gelisimi, tohum
¢imlenmesi ve besin elementlerinin igerigine humik asit ve kalsiyumun etkisinin
belirlenmesi i¢in yaptiklar1 arasgtirmada humik asit uygulamasinin yalniz mikro besin
elementlerini degil, ayn1 zamanda koklerde N ve P, siirgiinlerde N, Ca ve S igeriklerini de
arttirdigini belirtmislerdir [87].

Kaya ve ark., (2005) , (Triticum aestivum L.) ye ait tohuma ¢inko ve yapraktan humik asit
uygulamalarinin ekmeklik bugdayda verim ve baz1 6zelliklere etkilerini arastirmistir. Cesit
olarak Bezostaja 1 ve Giin 91 ekmeklik bugday ¢esidi tohumlar1 kullanilmistir. Elde edilen
sonuclara gore; birinci yil en yliksek tane verimi ¢esitlerin ortalamasi olarak 510.4 kg/da
ile ¢inko ve hiimik asitin birlikte uygulanmasindan elde edilmis olup, bunu 509.5 kg/da ile
hiimik asit, 503.0 kg/da ile ¢inko ve 434.2 kg/da ile kontrol uygulamasi izlemistir. ikinci

yilda da benzer sonucglar alinmis, kontrol uygulamasinda 474.9 kg/da olan tane verimi
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cinko uygulamasi ile 501.7 kg/da, hiimik asit uygulamasi ile 528.1 kg/da ve ¢inko ile
hiimik asitin birlikte uygulanmasi ile 537.5 kg/da’a yiikselmistir [88].

Erdogan (2005) , fasulye (Phaseolus vulgaris L. cv. Strike) fidelerinde nikel toksitesinin
(0.5, 5, 10, 20 ve 40 mg/L) ve bu toksiteyi azaltilmak amaciyla humik asit (0.5, 10, 20 ve
40 mg/L) uygulamalarmin etkisini aragtirmistir. Humik asit uygulamasinin nikel
toksitesinin azaltilmasinda etkili oldugu belirlenmistir. Humik asitin 10 ve 20 mg/L
dozlar1, yiiksek nikelden (20 mg/L) kaynaklanan toksiteyi azaltmada etkili olmustur.
Ancak humik asit, nikelin ¢ok yiiksek dozlarindaki (40 mg/L) toksiteyi gidermede yetersiz
oldugunu bulmuslardir [29].

Kolsarici ve ark., (2005) , Aygigeginin (Helianthus annuus L.) Sanbro, Isera ve P-4223
cesitleri ile yaptiklar ¢alismada farkli humik asit (HA) dozlarinin (kontrol (su), 60, 120
ve 180 g/100 kg tohum) kullanmislardir. Sonug olarak kdk uzunlugu, HA dozlarina gore
8.43—-11.23 cm arasinda degismis ve en yiiksek kok uzunlugu 60 g dozdan elde edilmistir.
Cesitler arasinda fide boyu bakimindan 6nemli fakliliklar belirlenmis ve en yiiksek deger
8.15 cm ile Sanbro ¢esidinden elde edilmistir. Uygulanan HA dozlar1 fide boyunu kontrole
gore artirmig ve en yiiksek deger 60 g HA dozunda saptanmustir [25].

Ferrara ve ark. (2007) , topraktan ve kompostan elde ettikleri hiimik asidi tiziim (Vitis
vinifera L.) bitkilerine yapraktan uyguladiklarinda, hiimik asidin Griin miktarmi ve
niteligini kontrol gruplarima gore oldukca olumlu etkiledigini saptamislardir. Topraktan
elde edilen hiimik asidin 5 ve 20 mg/L konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu
asmalardan ortalama olarak sirasiyla 32.2 ve 29.9 kg iiziim elde edilirken, hiimik asit
verilmeyen kontrol grubunda ise bu miktar sadece 28.2 kg olarak Ol¢iilmiistiir. Her iki
cesit hiimik asidin de asmalara verilmesi, iizim tanelerinin boyunda, capinda ve

agirhginda anlamli artislar bulmuslardir [89].

Akinci ve ark., (2009) , Vicia faba L. nin Eresen 87 ¢esidi ile yaptiklari ¢alismada humik
asitin taze ve kuru agirh@inda %30.1 oraninda ve 56.6% oraninda ise kok iizerinde

anlaml bir artisa neden oldugunu bulmuslardir. Bitkinin Na ve K iceriklerini artirmistir
[90].
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Patil ve ark., (2011), potasyum humatin (1.0%) bitki besin alimi (kalsiyum ve fosfor)
tizerine etkisi arastirdiklart ¢alismada Glycine max (soya) (L.) Merrill cv. Mahamendal,
Phaseolus mungo (black gram) (L.) cv. Local ve Triticum aestivum (bugday) (L.) cv.
Lokvan kullanmislardir. Sonug¢ olarak bitkilerin kuru agirliklar1 olgiilerek kalsiyum ve

fosfor aliminin kontrol ortamina gére anlamli olarak arttigini bulmuslardir [91].

Demir ve ark., (2011) , aritma ¢amuru (0, 10, 20 ve %30 AC) ve humik asit (0, 1000, 1500
ve 2000 ppm HA) kullanarak kiregli toprakta yetistirilen Zea mays L. (musir ) iizerindeki
etkilerini aragtirmiglardir. Sonu¢ olarak artan dozlardaki HA uygulamalart topragin
organik madde ve alinabilir P, Ca ve Mg igerikleri iizerinde 6nemli etkide bulunurken,
diger toprak Ozelliklerine 6nemli bir etkisi saptanmamistir. Misir bitkisinin kok ve kok
istii kisimlariin yas ve kuru agirliklarini ile bitki boyu HA’nin 1000 ppm’lik dozuna

kadar artmis bu dozdan sonra 6nemli derecede azalmiglardir [92].

Karaman ve ark., (2012) , farkli humik asit kaynaklarinin domates bitkisinin verim
parametreleri iizerine etkisini belirlemek amaciyla sera kosullarinda yliriitilmiistiir. bu
calismada domates bitkisine 2 farkli humik asit kaynagi (Ca ve B humat) toprak, yaprak
ve toprak+yapraktan uygulanmistir. Bitki govde capi, yaprakli dal sayisi, klorofil ve
stoma gegirgenli, bitki toplam ve kok agirliginda toprak+yapraktan Ca-humat ve B humat
uygulamalarinin kontrole gore daha ytiksek etkiye sahip oldugu belirlenmistir B-humat’in
toprak+yapraktan uygulanmasi durumunda kontrole gore gévde ¢ap1 %37, dal sayis1 %50,
bitki B icerigi ise %84 oraninda artiglara neden olurken, Ca-humat’in toprak+yapraktan
uygulanmasi1 durumunda ise kontrole gore kok agirliginda %62, bitki agirliginda %29 ve

bitki Ca igeriginde ise kontrole gore %70 diizeyinde artisa neden oldugu belirlenmistir
[93].

Patil ve ark., (2013) , potasyum humatin bugday bitkisinin fizyolojik (klorofil a, klorofil b
ve toplam klorofil miktar1) ve biyokimyasal 6zellikleri lizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada potasyum humatin biyokimyasal (beta karoten, fenolik
madde, protein miktar1 ve ¢6ziinebilir seker ) 6zellikleri {izerinde anlamli bir artisa neden

oldugunu bulmuslardir [94].
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Dogru ve ark., (2012) , ¢calismalarinda humik asidin (50, 100, 200, 400 ve 600 ppm) misir
(Zea mays L. cv. 3167) bitkisinde tohum ¢imlenmesi ve erken fide evresindeki etkilerini
arastirmiglardir. 50 ve 100 ppm’lik humik asit uygulamalart misir tohumlarinin
¢imlenmesi lizerinde inhibitdr etki yapmazken, 200 ve 400 ppm’lik humik asit ¢imlenmeyi
% 2, 600 ppm’lik humik asit ise % 4 oraninda inhibe ettigi bulunmustur. Misir fidelerinin
taze ve kuru agirliklarinin sadece 200, 400 ve 600 ppm’lik humik asit uygulamalar
sonucu kontrole gore onemli derecede arttigi belirlenmistir. Yapraklardaki fotosentetik
pigment miktar1 humik asit uygulamalar1 sonucu 6nemli derecede azalirken, ¢oziiniir
protein miktart artmistir. 400 ve 600 ppm’lik humik asit misir yapraklarindaki siiperoksid
dismutaz (SOD) aktivitesinin 6nemli derecede azalmasina neden oldugunu bulmuslardir

[95].

Tufail ve ark., (2014) , Triticum aestivum L. ile yaptiklar1 bir ¢alismada 0, 2,5, 5, 7,5, 10
, 12,5 kg/ha dozlarinda humik asit kullanmislardir.Maksimum govde ve kok uzunlugunu
12,5 Kg/ha dozunda elde etmislerdir. Ayrica bitkinin kuru agirliginda artisa neden
oldugunu bildirmislerdir [96].

Kog ve ark., (2014) , bitki besin maddesi eksikligi durumunda humik madde kullanilarak
bitkinin stresten korunmasi amaglanmustir. In vitro kosullarda yiiriitiilen ¢alismada, kolza
(Brassica napus L.) bitkisinin Gladyator ¢esidi kullanilmigtir. Murashige& Skoog temel
besi yerinin {i¢ farkli konsantrasyonuna (Tam doz MS, 2 oraninda MS ve Y4 oraninda MS
) 25, 50 ve 100 ppm potasyum humat (KH) ilave edilmistir. En yiliksek kok uzunlugu 50
ppm potasyum humat ilavesi MS % ortaminda; en yiiksek gévde boyu 100 ppm KH ilave
edilen MS Y, en yiiksek taze agirlik ve kuru agirlik 100 ppm KH ilave edilen tam doz MS
besiyerinde gdzlenmistir. Potasyum humat konsantrasyonu arttik¢a, kontrol gruplarina
oranla klorofil a, klorofil b toplam klorofil ve toplam karotenoid miktarinda azalma tespit
edilmistir. Toplam protein miktarinda ise kontrol gruplari ile potasyum humat ilave edilen
besiyerleri arasinda anlamli bir degisim gozlenmemistir. Kontrol gruplarina oranla
potasyum humat dozlar1 arttikca glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz

aktivitesinin de arttigin1 bulmuslardir [97].
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Kog ve ark., (2014), kolza ( Brassica napus L.) bitkisinin Licosmos ¢esidi kullanilmustir.
Bu ¢alismada in vitro ortamda gergeklesen MS 0, MS % ,MS Y4 ve 25,50 ve 100 ppm
potasyum humat konsantrasyonlar1 kullanilmistir. MS 0 da potasyum humat dozlar
arttikga ¢imlenme artmistir. 100 ppm’ lik potasyum humat dozu MS '4 ortaminda
olumsuz etki gostererek kok boyunu azaltmigtir. MS % ortaminda 25 ppm lik potasyum
humat govde boyunu arttigi gozlenmistir. MS 0 ortaminda konsantrasyonlarin artigiyla
taze agirhiktada bir artma gozlenmistir. MS '2 ortaminda 100 ppm olumsuz etki
yaratmistir. SOD aktivitesi potasyum humat dozlar arttikca artis gézlenmistir. 25 ve 50
ppm igeren potasyum humatta anlamli bir sekilde artmigtir [98].



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismalarin sonucunda, farkli humat ve dozlarina gore bitkilerin bazi fizyolojik
parametreler ve in vitro rejenerasyon parametrelerinde farkliliklar bulunmustur. Genellikle
5 ve 7 ppm’ lik humat uygulamalar1 yiiksek geldigi i¢in strese yol agmis bu yiizden
uygulanmas1 uygun gériilmemektedir. Onceden yapilan calismalarla bagl olarak dzellikle
antioksidant enzim aktiviteleri ve fizyolojik parametrelerde uyumluluk bulunmustur.
Humik madde ile siirgiin rejenerasyon c¢aligsmalari ilk defa yapilmis oldu ve 6nemli bir yag

bitkisi olan kolza iizerinde ki siirgiin rejenerasyonuna etkileri ortaya ¢ikmistir.
Aragtirma sonuglarina gore agagidaki oneriler yapilabilir:
a. Bu calismada demir humat, bor humat ve potasyum humat kullanilmistir. Farkli

humat ligandlar kullanilabililir.

b. Besi ortamina farkli dozlarda farkli oksin grubu hormonlar ilave edilerek, kallus

uyarimu arttirilabilir.

c. Besi ortammna farkli dozlarda farkli sitokinin grubu hormonlar ilave edilerek,

stirglin uyarimi arttirilabilir.

d. Kolza bitkisinde doku kiiltiirii yapmak ig¢in, farkli eksplantlarinin kullanilmasi

Onerilebilir.

e. Hastaliklardan ari, hizli ve toplu liretime olanak veren ve yeni g¢esit gelistirmek
tizere yapilan gen aktarim ¢alismalarinin basarisini arttirilabilmesi igin in vitro

kiiltiiriin tercih edilmesi Onerilebilir.
f. Humat konsantrasyonlar diisiiriilerek yeni kombinasyonlar denenebilir.

g. Diger baz1 antioksidant enzim aktivite analizleri yapilarak sonuglar desteklenebilir.
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