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OZET

OSMOPRIMING UYGULAMASININ TEF (Eragrostis tef (Zucc.) Trotter)
TOHUMLARININ DUSUK SICAKLIK SARTLARINDAKI CIMLENME
PARAMETRELERI UZERINE ETKIiLERININ BELIRLENMESI
Nur TOPTAS
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Yeterlik Tezi
Danisman: Prof. Dr. Iskender TIRYAKI
20/06/2023, 63

Bu ¢alisma, osmopriming uygulamalari ile bazi bitki hormonlarmin diisiik sicaklik
sartlarindaki tef (Erograstis tef) tohumlarinin ¢imlenme parametreleri tizerine olan etkilerini
belirlemek amaciyla yiirtitiilmiistiir. Tohumlar farkli konsantrasyonlardaki KNOs, gliserol,
KH2PO4, PEG ve NaNOs ¢ozeltilerinde 1, 2 ya da 3 giin siireyle prime edilmisler ve
devaminda 10 + 0,5 °C ‘de aydinlik (280 uM ms?) ya da karanlik sartlarda ¢imlendirme
denemesine alinmistir. Faktoriyel olarak tasarlanarak tesadiif bloklari deneme desenine gore
4 tekerriirlii olarak yiiriitiilen ¢imlendirme denemesinde ¢imlenme orani (%), ¢cimlenme hiz1
ve ¢imlenme homojenitesi parametreleri belirlenmistir. Priming uygulanmayan tef tohumlari
ayni zamanda farkli konsantrasyonlardaki KAR2, GAs, melatonin ve 24-epibrassinolid
varhiginda yukarida belirtilen deneme deseni ve/fakat karanlik sartlarda ¢imlendirme
denemesine almmustir. Veriler SAS paket programui kullanilarak varyans analizine tabi
tutulmus, ortalamalar arasindaki farklar en kiiciik 6nemli fark (LSD) kullanilarak %5 6nem
seviyesinde test edilmistir. Calisma sonuglar1 osmopriming uygulamalarinin diisiik sicaklik
stresinin ¢imlenme parametreleri tizerindeki etkisinin kullanilacak priming ¢6zeltisi, priming
stiresi ve 11k varligina bagli olarak biiyiik oranda degistigini gostermistir. Calisma sonuglari
ayni zamanda kullanilan hormonlarin karanlik ve diisiik sicaklik sartlarindaki ¢imlenme
parametreleri iizerine olan etkilerinin kullanilan hormon ve konsantrasyonuna bagli olarak

pozitif ya da negatif yonde etki edebilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Tef (Eragrostis tef), Soguk Stresi, Cimlenme, Osmopriming
KAR2, 24-epiBL



ABSTRACT

DETERMINATION The EFFECTS of OSMOPRIMING on GERMINATION
PARAMETERS of TEF (Eragrostis tef (Zucc.) Trotter) SEEDS Under LOW
TEMPERATURE CONDITIONS
Nur TOPTAS
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Agricultural Biotechnology
Advisor: Prof. Dr. Iskender TIRY AKI
20/06/2023, 63

This study was conducted to reveal the effects of osmopriming and some plant
hormones on germination parameters of tef (Erograstis tef) seeds under low temperature
conditions. Seeds were primed with various concentrations of KNOs, glycerol, KH2POa,
PEG or NaNOs for 1, 2, or 3 days and were subsequently germinated at 10 + 0.5 °C under
light (280 uM ms™) or dark conditions. Parameters including germination percentage,
speed and homogeneity of germination were determined in a completely randomized block
design with 4 replications after the treatments were adjusted as factorial. Unprimed seeds
treated with various concentrations of KAR2, GAs, melatonin or 24-epibrassinolide were
also tested under same germination conditions given above under no light conditions. The
data were subjected to variance analysis using the SAS package program. The differences
between means were tested using the least significant difference (LSD) at a significance level
of 5%. The results revealed that effects of osmopriming on germination parameters of seeds
at low temperature stress conditions various based on priming solution, priming duration and
the presence of light. The results also showed that the hormones used in the study might
have negative or positive effects based on given hormone and its concentration on

germination parameters under low temperature and dark germination conditions.

Keywords: Teff (Eragrostis tef), Cold Stress, Germination, Osmopriming, KAR2, 24-
epiBL
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Diinyada bilinen 50000'den fazla yenilebilir bitki vardir fakat kiiresel bitki kaynakli
gidalarin Gigte ikisinde sadece 3 tahil (misir (Zea mays), bugday (Triticum aestivum) ve geltik
(Oryza sativa)) kullanilmaktadir (Cheng vd., 2017). Son yarim yiizyilda da bitkisel
iiretimdeki olagantistii iyilestirmelere ragmen, bugday ve celtik gibi baslica tahil iirlinlerinin
yillik verim artis oranlar1 yavaslama egilimi gostermektedir (Khoury vd., 2014; Waterworth
vd., 2015). Ayrica tahillarin yetistirilme kosullar1 goz 6niinde bulunduruldugunda, farkli
bolgelerdeki verim kabiliyetleri farklilik gostermekte ve sonug¢ olarak ayni yogunlukta
yetistiriciligi yapilmamaktadir. Bu yiizden farkli iklimlere sahip olan bdlgelerde bahsedilen
3 tahila alternatif olabilecek baska tahil iriinleri de iiretilmekte ve tiiketilmektedir (Giiriin,
2018). Bu bitkilerden biri de orijini Etiyopya olan (Vavilov, 1951) ve kokeni MO 4000 ila
1000°e kadar uzanan kii¢iikk bir tahil olan tef (Eragrostis tef (Zucc.) Trotter) bitkisidir
(Giiriin, 2018; Ketema, 1997; Stallknecht vd., 1993). Tef diger tahillara kiyasla olumsuz
cevre kosullara (Assefa vd., 2015) ve depolama sirasinda gesitli zararlilarin saldirilarina

kars1 daha toleranslidir ( Gebremariam vd., 2012).

E. tef, olduk¢a genis bitki topluluguna sahip Eragrostis cinsi igerisinde tanesi igin
yetistiriciligi yapilan tek tiir olarak bilinmesinin yaninda, yem bitkisi (Assefa vd., 2015; Sari
ve Tiryaki, 2018) ve konutlar i¢in yap1 malzemesi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir
(Staniar vd., 2010). Tef yiiksek oranda kendine tozlanan bir bitkidir ( Ketema, 1993).
Tohumlar1 kavuzsuz (Kreitschitz vd., 2009) ve bin tane agirlhigi ¢ogunlukla 200-400
miligram olup en kiiciik tahil boyu sahip olan bitkidir (Ketema, 1997; National Research
Council (NRC), 1996). Allotetraploid (2n=4x=40) kromozom yapisina sahip bir bitki olan
ve C4 fotosentetik yolunu kullanan tef bitkisi giiniimiizde Eragrostis tef (Zucc.) Trotter
olarak adlandirilmaktadir (Assefa vd., 2011; Miller, 2010). Tahmini genom boyutunun
%87'sini kapsayan ilk genom taslagi da 2014 yilinda yayinlanmistir (Assefa vd., 2014). Tef
diyet lifi, demir, kalsiyum ve protein agisindan yiiksek degerlere sahip olmasi nedeniyle
insan beslenmesinde alternatif bitkisel bir lirlindiir (Ketema, 1993). Unu injera (geleneksel
dairesel, ince, fermente gozleme), kitta (mayasiz ekmek), yulaf lapasi, muk (bir ¢esit ¢corba)

ve talla (yerel bira) gibi gida {irtinlerinin yapiminda kullanilir (Ebba, 1969). Tef bitkisinin



verimliliginin diisiik olmasina ragmen, Etiyopya'da yilda ii¢ milyon hektardan fazla arazide,
altt milyondan fazla kii¢iik olgekli ciftci tarafindan iiretimi yapilmakta ve toplam tahil

alanmin %30'undan fazlasini olusturmaktadir (Assefa vd., 2015; Costanza vd., 1979).

1.1. Tefin (Eragrostis tef) Bitkisel Ozellikleri

Poaceae familyasindan tek yillik bir bitki olan tef (Eragrostis tef (Zucc.) Trotter),
tanesi i¢in yetistirilen bir bitki olmasinin yaninda yem bitkisi olarak kullanilma potansiyeli
oldukga yiiksektir (Sari ve Tiryaki, 2018). Govde genellikle dikine gelismekte fakat bitki
zayif bir govde yapisina sahip oldugu i¢in yatma durumu goriilmektedir (Sari ve Tiryaki,
2018). Bazi gesitlerinde de dogrudan yatik biiytime sekli gézlemlenebilmektedir (Assefa vd.,
2011). Biiyiik oranda kendine tozlanan bitkinin tohumlar1 oval seklinde kiigiik, kavuzsuz ve
cesit ya da hatlara gore degismekle birlikte gelismis mikroskoplarla goriilebilen ag seklinde
orlilmiis liflerin meydana getirdigi diiz tohum yiizeyine sahiptir (Ketema, 1993; Kreitschitz
vd., 2009)

1.1.1. Tefin Siiflandirilmasi

Poaceae familyasi, Chloridoidae (Eragrostoideae) alt familyasi, Eragrostidae takima,
Eragrostis cinsinin i¢inde olan tef bitkisinin yaklasik 350 tiiri vardir ve bu tiirlerden tek ve
cok yillik olanlar mevcuttur (Assefa vd., 2015). Kiiltiirii yapilan tef bitkisinin en ¢ok kabul
goren binom terminolojisi E. tef (Zucc.) Trotter'dir (Assefa vd., 2011). Toplam 14 yabani
Eragrostis tiirii vardir ve genetik kanitlardan elde edilen sonuglara gére Eragrotis pilosa tefle
yakindan iligkiliyken E. heteromera ve E. cilianensis daha uzaktan iliskilidir (Ingram ve
Doyle, 2003). Genetik kanitlar da, E. pilosa'nin en olasi yabani ata olduguna isaret
etmektedir (Ingram ve Doyle, 2003).



Sistematik siniflandirmada tef gesitleri; tanelerin rengi, bitkinin habitusu, cicek
durumu ve basaktaki salkimlarinin goriiniisiine; ticari pazarlamada ise sadece tane renklerine
(beyaz, kirmizi/kahve ve karisik) bakilarak siniflandirilmaktadir (Ketema, 1997; National
Research Council (NRC), 1996). Eragrostis cinsindeki tiirler genellikle diploidden
(2x=2n=20) hekzaploide (2x =6x=60) kadar degisir (Assefa vd., 2011). Tef (Erograstif tef
(Zucc.) Trotter) iki farkli tiirtin hibridizasyonu ve ardindan diploidizasyondan olusmus
allotetraploid, biiyiikk oranda kendine déllenen bir tiirdiir (2n=4x=40) (Assefa vd., 2017;
Ketema, 1993).

1.2. Tef Bitkisinin Morfolojik Ozellikleri

Tef bitkisinin kok 6zellikleri ¢cok cesitlilik gosterebilmektedir. Kok sayis1 18,3-72,8
arasinda degisebilmekle beraber (Ayele vd., 2001) ince yapili ve liflidir (Ebba, 1969).
Bitkinin salkim uglarinin biiylimesi 25-81 giin, olgunlasmasi 60—140 giin ve tane dolumu
29-75 giin stirmektedir (Assefa vd., 2017). Cok farkli salkim tiirleri sergileyen (Sekil 1)
bitkinin basak¢iklarinda 2-12 arasinda degisen ¢igek sayisi bulunabilir (Miller, 2010;
Woldeyohannes vd., 2020). Siki salkim yapisina sahip olan tiirler salkim bagina yiiksek
tohum sayisina sahiptir ve genellikle daha uygun kosullar altinda yetistirilir (Woldeyohannes
vd., 2020). Tef bitkisinin boyu, sap1 (11-82 cm) ve salkimi1 (1065 cm) dahil olmak iizere
yaklagik 20-155 cm arasinda degisebilmektedir (Assefa vd., 2017).

Tef bitkisinin tohum kabuk rengi koyu kahverengiden beyaza (Sekil 2) kadar farklilik
gosterebilmektedir (Woldeyohannes vd., 2020). Beyaz tohum kabuguna sahip olan gesitlerin
genellikle daha yiiksek piyasa degerine sahip oldugu bilinmektedir ve tohumla iiretimi
yapilan tef ¢esitlerinin cogunun beyaz renkli oldugu bildirilmistir. Kahverengi tohum kabuk
rengine sahip genotiplerin de alliminyum toksisitesine toleransi oldugu rapor edilmistir
(Abate vd., 2013). Tef bitkilerindeki yaprak boyutu bayrak yaprak alan1 (2-26 cm?), yaprak
ayast uzunlugu (5-55 cm) ve bitkide ki toplam yapraklilik dahil olmak iizere biiyiik
farkliliklar gostermektedir (Ebba, 1975; Ketema, 1993). Eragrostis cinsi genelinde, artan
yaprak sayisi kuraklik toleransi ile iligkilendirilmektedir (Balsamo vd., 2006).



Sekil 1. Salkim tipi degiskenligi gosteren Erograstis tef genotiplerine ait gorsel
(Woldeyohannes vd., 2020).

Sekil 2. Tohum kabuk renginin koyu kahverengiden beyaza kadar degisebildigini gosteren,
Amerika Birlesik Devletleri Gen Bankasi ve tohum firmasindan (TR) temin edilen farkli tef
genotipleri; A) Agik kahverengi tohum kabuk rengine sahip genotip (TR-Ticari) B) Karigik
tohum kabuk rengine sahip genotip (ID No: Pl 195938) C) Koyu kahverengi tohum kabuk
rengine sahip genotip (ID No: Pl 195935) D) Beyaz tohum kabuk rengine sahip genotip (ID
No: P1 194926) (Orijinal, N. Toptas).



1.3. Tefin Besin Degeri ve Mineral Madde I¢cerigi

Yetistiricilik agisindan diisiik riskli bir tahil olarak goriilen tef bitkisi, hububat grubu
igerisinde diinyanin en kiiclik tohumuna sahip olup, yavas sindirilebilen nisasta yapisi ile
kompleks karbonhidratlardan olusmaktadir (Jansen vd., 1962; Sari ve Tiryaki, 2018). Diger
tahillar ile kiyaslandiginda benzer bir protein igerigine sahip olan bitkinin en 6nemli 6zelligi
gluten igermemesidir (Tablo 1) (FoodData Central Search Results, 2019). Dengelenmis bir
amino asit kompozisyonuna sahip olan tef bitkisi en sinirlayici amino asit olan lizin de dahil
olmak tizere temel amino asitlerler (Jansen vd., 1962), yag asitleri, lif, mineraller (6zellikle
kalsiyum ve demir), polifenoller ve fitatlar gibi fitokimyasal maddelerce zengin bir besin
kaynag1 olarak gosterilmektedir (Tablo 2). Tef bitkisi ayn1 zamanda hayvancilik agisindan
iilkemizde yaz aylarinda ihtiya¢ duyulan yesil kaba yemin karsilanmasi agisindan ¢ok 6nemli

bir potansiyele sahiptir (Sari ve Tiryaki, 2018).



Tablo 1

Sorgum, bugday ve ¢eltige kiyasla tef tanesinin ham protein ve amino asit bilesimi (Barretto

vd., 2021; Baye, 2014).

Besin Bilesimi Tef Bugday Celtik Sorgum
Ham Protein (%) 11 11,7 7,3 8,3
Amino Asit (9/16 g N)

Lizin 3,7 2,1 3,7 0,3
izolésin 41 3,7 45 0,7
Losin 8,5 7 8,2 2,1
Valin 55 4,1 6 0,8
Fenilalanin 57 49 55 0,9
Tirozin 3,8 2,3 5,2 0,7
Triptofan 1,3 1,1 1,2 0,2
Treonin 4,3 2,7 3,7 0,5
Histidin 3,2 2,1 2,3 0,4
Arginin 52 3,5 8,5 0,6
Metiyonin 4,1 15 2,7 0,3
Sistin 25 2,4 1,8 0,3
Asparagin 6,4 51 9 -
Serin 41 5 5 08
Glutamin + Glutamik Asit 218 29,5 17 -
Prolin 8,2 10,2 5 1,3
Glisin 3,1 4 4,5 0,5
Alanin 10,1 3,6 55 1,6




Tablo 2

Tef tohumlarinin besin igerigi. Verilen degerler 100 g tohum iizerinden hesaplanan

degerlerdir (FoodData Central Search Results, 2019).

Besin Birim* 100 g Basina Deger
Su g 8,829
Enerji kcal 367 kcal
Protein g 13,3
Toplam Lipit (Yag) g 2,38
Karbonhidrat g 73.13
Lif, toplam diyet g 8
Sekerler, Toplam g 1,84
Mineraller
Kalsiyum, Ca mg 180
Demir, Fe mg 7,63
Magnezyum, Mg mg 184
Fosfor, P mg 429
Potasyum, K mg 427
Sodyum, Na mg 12
Cinko, Zn mg 3,63
Vitaminler
Tiamin mg 0.39
Riboflavin mg 0.27
Niasin mg 3.363
Vitamin B-6 mg 0.482
Vitamin A, 1U U 9
Vitamin E (a-tocopherol) mg 0.08
Vitamin K (Filokinon) ug 1,9
Lipitler
Yag asitleri, toplam doymus g 0.449
Yag asitleri, toplam tekli doymamis g 0.589
Yag asitleri, toplam coklu doymamis g 1.071

* Birim kisaltmalar1 sirasi ile;
g: Gram, kcal: 1000 cal, mg: Miligram, IU: Uluslararasi Birim, pg: Mikrogram
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1.4. Tefin Yetistirilme Kosullar

Tef, tropik ve yari tropik iklim bolgelerinde rahatlikla yetistirilebilen bir tahildir.
Etiyopya’da tef tohumlar1 genellikle Temmuz ve Agustos aylar1 arasindaki ana yagish yaz
mevsiminde iyi stirlilmiis bir topraga serpilir ve tistleri az miktardaki toprakla ortiiliir (Assefa
vd., 2011). Tohum oraninin azaltildig1 ve fideler arasinda daha fazla bosluk birakildig: sira
dikimleri, fideler arasindaki rekabeti azalttig1 ve yabanci otlar1 temizlemeye olanak verdigi

icin serpme ekime gore daha iyi verim alindig1 belirlenmistir (Fufa vd., 2011).

Tefin, agir biinyeli killi, yliksek rakimli Etiyopya topraklarina iyi uyum sagladigi
bildirilmistir. Fakat, glinlimiizde marjinal toprak kosullarinda da yetistiriciligi yapilmaktadir
(Sari ve Tiryaki, 2018). Tef bitkisi deniz seviyesinden 2800 m yiikseklige kadar
yetistirilebilmektedir (Ketema, 1997). Yillik 750-800 mm, vejetasyon doneminde 450-550
mm yagis alan, 10-27 °C arasindaki sicaklik diizenine sahip bolgelerde en iyi gelisimi
gostermektedir. Bilylime periyodunun uzunlugu 80 ila 130 giin arasinda degismektedir

(Deckers vd., 2001).

Tef bitkisi genel olarak kuraklifa ve su basmalarina karsi toleranttir. Tohumlarin
kiiclik oldugu da goz oniinde bulundurularak; topragin yapisina, yabanci ot durumuna ve
drenaj sorunlarina gore 2-5 kez siiriilerek iyi bir tohum yatagi hazirligi gerektirmektedir (Sari

ve Tiryaki, 2018).

Drenaj sorunu olan yerlerde tohum ekimi el veya makine ile yapilabilmektedir. Ekim
yapilirken toprak-tohum etkilesimini artiracak baskilama isleminin yapilmasiyla iyi bir
tohum ¢imlenmesi ve iyi bitki rtiisiiniin olusmasinda 6nemlidir. Homojen tohum dagilimini
elle ekim yapildiginda saglamak daha zor oldugundan 5,5 kg/da tohum yeterlidir. Makinali
ekimde bu oran 1,5 kg/da’ a kadar diisebilmektedir (Sar1 ve Tiryaki, 2018).



1.4.1. Tiirkiye’de Tef Yetistiriciligi

Tef bitkisinin Tirkiye’de kullanimi son yillarda artma egilimi gostererek, saglikli
beslenme tarzinda ilgi konusu haline gelmistir. Tahil olmasinin yaninda besin degeri yiiksek
oldugundan, hayvanlar i¢in yem amagh yetistiriciligi yapilmaya baslanmistir. Ancak
iilkemizde tef ile ilgili ¢ok fazla arastirma bulunmamaktadir. Yapilacak bilimsel ¢alismalar
bitkinin daha ¢ok taninmasina ve dneminin artmasiyla beraber daha ¢ok yetistiriciliginin

yapilmasina neden olacaktir (Ozkdse vd., 2022).

1.5. Tef Bitkisinde Rastlanan Hastalik ve Zararhlar

Tef bitkisi diger tahillarla kiyaslandiginda bitki hastaliklarina kars1 kismen toleranslh
olarak kabul edilmektedir (Cheverton ve Chapman, 1989; Stallknecht vd., 1993). Tefte en
onemli verim kayiplarina neden olan pas (Uromyces eragrostidisy) hastaligi ve salkim
yanikligidir (Helminthosporium miyakei Nisikado) (Cheverton ve Chapman, 1989; Stewart
ve Yiroou, 1967; Tareke, 1981). Yiiksek seviyede nemli olan bolgelerde bu hastaliklarin
daha da biiyiik zararlara neden olabilecegi bildirilmistir (Cheverton ve Chapman, 1989;
Stewart ve Yiroou, 1967; Tareke, 1981). Fide ¢Okerten hastaligi da (Drechslera poae
Baudis) bitki yogunlugunun fazla oldugu alanlarda ve ekimin ge¢ yapildigi donemde 6nemli

verim kayiplarina neden olabilmektedir (Ketema, 1997).

Tef tiretimini etkileyen farkli bocek tiirleri de bulunmaktadir. Bunlar siirgiin sinegi,
tef ¢ekirgesi ve karincadir (Tesfaw vd., 2021). Bu bocekler, tef fidesinin erken doneminde
yayginlik gostermektedir. Ciftgiler, tef bitkilerinin erken evrelerinde bdceklerden
kaynaklanan verim kaybini dnlemek i¢in tavsiye edilen seviyenin iizerinde tohum oranlari
kullanirlar (Tesfaw vd., 2021). Bunlar diginda kirmiz1 tef kurdu (Mentaxya ignicollis) larva
ve erginlerinin, bitkinin yaprak ve erken olum donemindeki tanelere cok 6nemli zararlar
verdigi tespit edilmistir (Gebremedhin, 1987). Bu zararliya kars1 uygun zamanda yapilacak
tek seferlik ilaglamanin biiyiik verim kayiplarini ortadan kaldiracag: bildirilmistir (Sari ve
Tiryaki, 2018).



1.5.1. Diisiik Sicakhk Stresi

Stres; bitkinin metabolizmasini, gelisimini veya {iremesini, genotipin potansiyelinin
altina diisiiren herhangi bir unsur olarak tanimlanabilir (Lichtenthaler, 1998; Mahmood,
2002). Diisiik sicaklik, yiiksek sicaklik, tuzluluk ve kuraklik gibi ¢evresel stresler bitkilerde
bliylimeyi ve iretkenligi olumsuz yonde etkileyerek, membran akiskanligi, enzim
aktiviteleri ve metabolizma homeostazinin degisimleri dahil olmak {izere bitki yasamim
kesintiye ugratan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisikleri

tetiklemektedir (Ahmad ve Prasad, 2011; Bajwa vd., 2014; Hu vd., 2016).

Diisiik sicaklik stresinin etkisi, bitkinin strese karsi toleransli olmasina bagladir.
Tropikal veya subtropikal bolgelerde yetistiriciligi yapilan bitkiler diistik sicakliga kars1 cok
hassas olup 15 °C’nin altindaki sicakliklarda zarar gorebilirken (Steenbergen ve Tuinhof,
2009), 1liman boélgelerde yetistirilen bitkilerde ise soguga alisma siiregleriyle beraber -30
°C'de dahi hayatta kalma yetenegine sahip olabilmektedirler (Solanke ve Sharma, 2008).

Diistik sicaklik stresine hassas olan bitkilerde stresin etkisi bitkinin strese maruz
kaldig1 gelisim donemine, stresin siddet ve sliresine, strese maruz kalan bitkinin genotipine
bagl olarak degismekle beraber en biiylik olumsuz etkisi hiicre zarlarinda hasara neden
olmasidir (Turan ve Ekmekgi, 2008). Stresin etkisiyle membranlarda akiskanlik azalir ve
buna bagl olarak, bitkide su alma ile terleme arasindaki denge bozulur. Bunun sonucunda
da siirgiinlerde dehidrasyon meydana gelir ve stomalarmn agilip kapanma mekanizmasinin
etkilenmesiyle beraber fotosentez hiz1 6nemli dlgiide diiser (Allen ve Ort, 2001; Ding vd.,
2017; Foyer vd., 2002). Ayrica mitokondri ve kloroplast gibi organeller i¢indeki elektron
tagima sistemindeki bozulmalar nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) fazla miktarlarda
tiretimine sebep olur (Cheng ve Song, 2006). Gerektiginden yiliksek miktarlarda iiretilen
ROS sonucunda da, membranlarda lipid peroksidasyonu, DNA zincirlerinde kirilma ve
cesitli enzimlerin inaktivasyonu gibi hasarlar meydana gelir (Cheng ve Song, 2006).
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Tanesi i¢in yetistiriciligi yapilan ve sicak iklim tahili olan tef bitkisinin ¢imlenme
asamasinda diisiik sicaklik stresine maruz kalmasi, ¢imlenme homojenitesi ve ¢imlenme
giiclinii azaltmaktadir (Evert vd., 2009). Bu olumsuz etkileri ortadan kaldirmak veya etkileri
en aza indirgemek igin, ¢esitli teknikler kullanilmaktadir. Bu tekniklerden etkin olarak
kullanilan tohumlara hormon uygulamalar1 (Peleg ve Blumwald, 2011) ve tohum &n
¢imlendirme (priming) uygulamalaridir (Jisha vd., 2013; Karakurt vd., 2010). Stres etkisinin
giderilmesi i¢in yapilan ¢alismalara gore farkli stres gesitlerine kars1 bitki tepkileriyle iligkili
¢ok sayida hormon ve sinyal molekiilii tanimlanmistir (Heidari vd., 2021). Ayrica priming
uygulamalarinin bitkilere stres toleransi kazandirmada etkili bir yontem oldugu, diisiik
toprak sicakliklarinda ¢imlenme ve ¢ikis oranlarinin arttigi, erken ve homojen fide ¢ikisi

saglandig1 bildirilmistir (Jisha vd., 2013; Karakurt vd., 2010).

1.6. Hormon Uygulamalarinin Tohum Cimlenmesine Etkileri

Tohum ile iiretimi yapilan bitkilerde basarili bir ¢imlenme 6nem teskil etmektedir.
Basarili bir ¢imlenmenin ardindan iyi bir fide olusumu hem ekonomik hem de ekolojik
oneme sahip bitki tiirlerinin ¢ogalmasinda belirleyici 6zelliklerden birisidir (Rajjou vd.,
2012; Vishal ve Kumar, 2018). Abiyotik stresler, insanligin beslenme ve diger ihtiyaglarini
karsilayan en dnemli tek ¢enekli bitki grubu olan tahillarin biiylimesini ve verimini olumsuz
etkilemektedir (Dolferus vd., 2011). Onemli verim kayiplarina neden olan bu streslere kars
bitkilerin tolerans gelistirmeleri bir dizi biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalar tarafindan

diizenlenmektedir (Cushman ve Bohnert, 2000).

Bitki hormonlari, stres sartlarmin varliginda bitkilerin tolerans seviyelerini yiikselten
fizyolojik ve molekiiler tepkilerin diizenlenmesinde en onemli endojen maddeler olarak
bilinmektedir (Kosakivska vd., 2022). Fitohormonlar birbirileriyle etkilesimde bulunarak
biyosentez, metabolizma, tasima ve sinyallesme yolaklarinin i¢ ige gegtigi kompleks bir ag
olusturup bu sinyal iletim yolaklarini diizenleyerek, dis etkilere karsi bitkisel tepkilerin
olugsmasini saglarlar (Kazan, 2015; Kosakivska vd., 2022; Liu vd., 2017).
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Hormonlarin abiyotik stres faktorlerine karsi bitki savunma mekanizmalarinda sinyal
iletim molekiilleri olarak ¢ok 6nemli rol oynadiklari hakkinda farkli ¢alismalar mevcuttur
(Asgher vd., 2015; Harrison, 2012; Tayyab vd., 2020). Bu nedenle, ilgili stres etkisinin
giderilmesi i¢in tohumlara yapilacak hormon uygulamalar1 nemli bir yaklasim olarak kabul

edilmektedir (Peleg ve Blumwald, 2011).

1.7. Tohum On Cimlendirme Uygulamalari (Priming)’mn Tohum

Cimlenmesine Etkileri

Ekimi yapilan bitki tohumlarinin, ayn1 anda hasat olgunluguna ulasmasi, uniform
¢imlenme ve ¢ikis gostermesi 6nem teskil etmektedir (Evert vd., 2009). Kiiresel 1sinma,
cesitli abiyotik ve biyotik stres faktorlerini igeren g¢evresel kosullarin degisimine neden
oldugu i¢in bitkilerde giderek artan tehditler olusturmaktadir (Pandey ve Senthil-Kumar,
2019). Abiyotik streslerden basta kuraklik, sicaklik ve tuzluluk olmak iizere ¢ok sayidaki
stres faktorii tarimsal iiriinlerde verim kaybina neden olmaktadir. Verim kaybini énlemek
amaciyla mevcut olan gesitlerin stres toleransini arttirmak ig¢in tohum 6n ¢imlendirme
uygulamalar1 (priming) olarak bilinen ve farkli ozmotik ¢ozeltilerin kullanildigi

osmopriming uygulamalar1 yapilmaktadir (Elmas, 2021; Saboor vd., 2019).

Priming yontemi ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere karsi daha toleransh bitkilerin
ortaya ¢ikmasina yol acan fizyolojik bir etki olusturmaktadir (Jisha vd., 2013). Priming
hormonlarin homeostazisini, tohum dormansinin kirilmasii (Bourioug vd., 2020) ve stres
faktorlerinin etkilerini azaltarak reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkilerine karsi bitkiyi
koruyan antioksidan enzimlerinin (peroksidaz, siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve

katalaz) ekspresyonunu arttirir (Paparella vd., 2015; Totkanli, 2022).

Tef bitkisi gibi tropik veya yari tropik bolgelerde yetistiriciligi yapilan bitkilerde
diisiik sicaklik stresinin verdigi zarari indirgeyip verimini artirmak amaciyla kullanilan
priming islemlerinin, gift¢iler igin ucuz ve etkili bir yontem oldugu bildirilmektedir (Musa

vd., 2001). Priming islemleri, bitkinin ihtiya¢c duydugu optimum sicakliklarin altinda
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yetistirilen bitkilerde tohum ¢imlenme yiizdesini iyilestirdigi (McDonald, 2000) ve priming
islemlerinde verim artiglarinin hizli ¢imlenme ve ¢ikistan kaynaklandigi bildirilmistir
(Harris vd., 1999; Musa vd., 2001). Priming sonrasi tohumlarin maruz kaldigi diisiik
sicakliklarda tohum ¢imlenmesini ve fide olusumunu iyilestirmek ig¢in osmopriming,
hidroprimig, matrispriming, holopriming, biyopriming, bitki biiyiime diizenleyicileriyle
priming gibi farkli yontemlerle ekim 6ncesi tohum hazirlama islemleri yapilabilmektedir

(Aziz, 2018; Farooq vd., 2008).

Osmopriming, su aliminin kontroliinii saglamay1 kolaylastiran diisiik su
potansiyelinde ozmotik soliisyonlarla muameleyi igeren genis ¢apli bir ekim 6ncesi tohum
uygulama prosediiriidiir (Paparella vd., 2015). Uygulanan bu yontem sayesinde stres
etkisinde bulunan tohumlarda hizli ve {iniform tohum ¢imlenmesi ve fide ¢ikisi, devaminda

ise giiclii bir fide olusumu saglanabilmektedir (Talebian vd., 2008).

Bu calisma osmopriming uygulamalarinin tef tohumlarinin diisiik sicaklik stresi
sartlarindaki ¢imlenme parametreleri tizerine olan etkilerinin belirlemek ve yeni grup bazi
bitki hormonlarinin diisiik sicaklik sartlarindaki tohum ¢imlenmesi {izerine olan etkilerini

ortaya koymak amaciyla yiiriitiilmiistiir.
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IKiNCi BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

Tiryaki ve Buyukcingil (2009) calismalarinda, ¢imlenme ve fide olusumu
asamasinda soguga karsi hassas olan sorgum tohumlarinin, 14 °C'deki stres etkisinin priming
yontemiyle ne kadar giderilebilecegi arastirmislardir. Bunun i¢in tohumlar 25°C'de 1, 2 ya
da 3 giin boyunca g¢esitli konsantrasyonlarda PEG, NaCl, KNOs3, gliserol ve borik asit iginde
bekletilmiglerdir. Priming sonrasinda 14°C'de ve karanlikta c¢imlenmeye birakilan
tohumlardan elde edilen sonuglara gore, kontrol tohumlarinda en yiiksek son ¢imlenme
yiizdesi (FGP, %54,50) 300 g-L! PEG'de 2 giin (%73,0) bekletilen tohumlardan elde
edilmistir. Ayn1 zamanda tohumlar cesitli konsantrasyonlarda metil jasmonat, 1-
aminosiklopropan-1-karboksilik asit, benzil adenin (BA), asetil salisilik asit, giberellik asit
veya ilgili bitki hormonlarinin ikili kombinasyonlar1 ilave edilmistir. Hazirlama ortamina
50uM BA'nin dahil edilmesi FGP’de (%89) ilave artislara neden olmustur. Cesitli kimyasal
ve hormonlarin kullanildig1 bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore, sorgum tohumlarinin
25°C'de 2 giin boyunca 300 g-L*! PEG'de prime edilmesinin diisiik sicaklik sartlarinda

tohumlarin ¢imlenme parametrelerinde 6nemli iyilesmelere neden oldugu sagtanmustir.

Misir bitkisinde diisiik sicaklik stresinin etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan bir
calisamda Guan vd. (2009), 15 °C'de %0,25, %0,50 ve %0,75 kitosan soliisyonlari ile
tohumlar1 hazirlayarak 2 misir hattinda test etmislerdir. Diisiik sicaklik stresi altinda kitosan
ile tohum hazirlamanin ¢imlenme yilizdesi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadigi
sonucuna varmislardir. Uygulamalar, ¢imlenme yiizdesinde 6nemli etkiye sahip olmasa da
her iki misir hattinda da ¢imlenme indeksini artirmis, ortalama ¢imlenme siiresini (MGT)
azaltmis ve siirgiin yliksekligini, kok uzunlugunu, siirgiin ve kok kuru agirliklarim
artirmigtir. Calisma sonuglaria gore yaklasik 60-64 saat boyunca %0,50 kitosan ile
primingin en iyi etkilere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, kitosan ile tohum
hazirlamanin misir tohumunun ¢imlenme hizini iyilestirebilecegini ve diisiik sicaklik stresi

altinda fide biiylimesi i¢in fayda saglayabilecegi belirtilmistir.

14



Posmyk vd. (2009), diisiik sicaklik stresinde hiyar tohumlarinda osmoprimng,
hidropriming ve bu ydntemlerin melatonin ile kombinasyonlarmin etkisini belirlemek
amaciyla bu ¢alismayi yiriitmiislerdir. Soguk stresine hassas olan, 25°C'de iyi ¢imlenen
(%99) tohumlar, 15°C'de sadece %30 ¢imlenme gosterirken 10°C'de neredeyse hig
¢imlenme gostermemisglerdir (%4). Hidropriming uygulamasindan elde edilen sonuglara
gore, tohum c¢imlenmesi 15°C'de %50-60'a kadar yiikselmis ve melatonin ilavesiyle
¢imlenme oranimi daha da artirmustir. Polietilen glikol iginde oSmopriming, ¢imlenmeyi
15°C'de %78'e yiikseltmis ve 50 M melatonin ile kombinasyonunda ise %98 oraninda
cimlenme kaydedilmistir. Osmopriming uygulanan tohumlarin 10°C'deki ¢imlenme orani
%43’e yiikselirken, 50 M melatoninle kombinasyonundan elde edilen oran %83 olmustur.
IAA seviyesi 100 ve 500 M melatoninin hidroprimingle kombinasyonuyla muamele edilen
tohumlarda artarken diger uygulamalarin yapildigi tohumlarda genelde azalmistir.
Melatonin, soguk stresinde olan tohumlarin membran yapisini peroksidasyona karsi
korurken, tohumlardaki asir1 melatonin seviyeleri (~4 pg/g taze agirlik) proteinlerde

oksidatif degisikliklere neden olmustur.

Gharib ve Hegazi (2010), yaygin olarak kullanilan alti1 fasulye gesitinde, diisiik
sicaklik stresinin sebep oldugu olumsuz etkileri salisik asit (SA) kullanarak ortadan
kaldirmay1 amaglamislardir. Laboratuvar kosullarinda yiiriitilen denemede fasulye
cesitlerine ait tohumlar, 6 saat boyunca su ve 10™* M havalandirilmis salisilik asit (SA)
¢ozeltisinde bekletilmistir. Islem gérmiis ve kontrol tohumlari, sirasiyla 9 ve 30 giin boyunca
kontrollii kosullar altinda 25°C'de (optimal sicaklik) ve 15°C'de (diisiik sicaklik stresi)
karanlikta ¢imlendirilmiglerdir. SA ile ¢imlendirme 6ncesinde yapilan tohum muameleleri,
optimum ve diisiik sicaklik stres kosullar1 altinda kontrol tohumlarina kiyasla ¢imlenme
yiizdesini ve fide Kriterlerini onemli Olgiide iyilestirmistir. Buna gore, salisilik asitin,

fasulyede soguk stresinin olumsuz etkilerini ortadan kaldirabilecegi sonucuna varilmistir.

Ekim Oncesi tohum uygulamalarmin diisiik sicaklik stresi altinda olan celtik
tohumlarindaki etkilerini saptamak icin Wang vd., (2016) yiriittiikleri ¢alismada, iki
priming yontemi ve iki tohum kaplama islemi kullanilmistir. Tarla ve iklimlendirme

odasinda yapilan calismalarinin sonuglarina gore selenyum veya salisilik asit ile tohum
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hazirlama, islenmemis kontrol ile karsilastirildiginda g¢eltik bitkisinde ¢ikis ve fide
biiyiimesini 6nemli 6l¢giide arttirdigi bildirilmistir. Bununla birlikte, bu olumlu etkiler, tohum
kaplama islemlerinde belirgin olarak gozlemlenmemistir. Priming uygulanan ve diisiik
sicaklik stresi altinda biiyiiyen ¢eltik fidelerindeki gelismis a-amilaz aktivitesi, daha yiiksek
¢Oziiniir seker icerigi ve daha yiiksek solunum hizi ile iligkilendirilmistir. Arastirma
bulgularma gore, cift ¢eltik kirpma sisteminde dogrudan tohumlanmis erken geltikte priming
kaynakli soguk stresi toleransini anlamak ve ilerletmek i¢in yeni yollar saglayabilecegi

belirtilmistir.

Nohut verimliligini etkileyen baslica abiyotik streslerden biri diisiik sicaklik stresidir.
Farooq vd., (2017) yaptiklari ¢alismada tohum hazirlamanin nohutta soguk stresine karsi
direnci artirmadaki potansiyel roliinii degerlendirilmistir. Nohut tohumlar1 8 saat musluk
suyunda, 18 saat havalandirmali damitilmis suda (hidropriming) ve 18 saat CaCl;
cozeltisinde (ys -1.25 MPa; osmopriming) bekletilmistir. Calismadan elde edilen sonuglara
gore On uygulama yapilmis tohumlarda; biliylime, su iligkileri, fotosentez, a-amilaz
aktivitesi, seker metabolizmasi, antioksidan enzim aktivitesi, membran stabilitesi ve prolinin
yaprak birikimi iyilesmis ve soguk stresinin olumsuz etkileri hafifletilmistir. Priming ayn
zamanda optimum (kontrol) kosullar altindaki nohut tohumlarinin da performansini
iyilestirmistir. Tohum 6n uygulamalarindan (priming) genel anlamda soguk stresine karsi
direngteki en iyi sonucu osmopriming vermistir. Osmopriming, kontrol tohumlarina kiyasla
fide kuru agirligini, spesifik yaprak alanini, yaprak CO2 net asimilasyon oranini, PSII'nin
maksimum fotokimyasal etkinligini, o -amilaz aktivitesini, trehaloz igerigini ve yaprak nispi
su igerigini sirasiyla %10, 22, 17, 20, 73, 48 ve 7 oraninda iyilestirmistir. Genel olarak tohum
hazirlama, daha iyi ¢imlenme metabolizmas1 ve oksidatif hasardan koruyan ve karbon
asimilasyonunu ve fide bilylimesini hem optimum sicaklik kosullar1 hem de diisiik sicaklik

stresi altinda iyilestirmistir.

Diistik sicaklik stresi, tarlada yetistiriciligi yapilan misir fidelerinin olusumu ig¢in
Oonemli bir tretim sorunudur. Salisilik asit (SA), hidrojen peroksit (H20.) ve
kombinasyonlarinin (SA + H202) tohum hazirlamada misir tohumlari {izerindeki etkilerini

Li vd., (2017) bu ¢alismada degerlendirmek istemislerdir. Kullanilan hormon, kimyasal ve
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ikisinin kombinasyonu, soguk stresinde olan (13°C) misir tohumlarinda, hidropriming ve 6n
uygulama yapilmayan tohumlara kiyasla tohum c¢imlenme siiresini kisaltarak tohum
canliligini ve fide biliylimesini arttirmistir. SA + H202 kombinasyonu ile priming, endojen
H202 ve SA igerigini, antioksidan enzim aktivitelerini ve bunlara karsilik gelen genlerin
ifade seviyelerini 6nemli 6l¢iide arttirmistir. Elde edilen sonuglara gére, SA ve H20; ile misir
tohumlarinit hazirlama, hormon metabolizmasini ve sinyal iletimini arttirarak diistik sicaklik

stres toleransi ile yakindan ilgili olan antioksidan enzim aktivitelerini desteklemistir.

Diisiik sicakliklarda zarar géren domates bitkisinin Strese karsi toleransinin
arttirilmasinda eksojen melatoninin roliinii arastiran Ding vd., (2017) yaptiklar1 ¢alismada
melatonin ve domates tohumlarini 6n isleme tabi tutmuslardir. Calismadan elde edilen
sonuglara gore soguk stresi altindaki on isleme tabi tutulmus bitkilerde daha diisiik seviyede
malondialdehit (MDA) igerigi ve elektrolit sizint1 dlgiiliirken, yiliksek antioksidan enzim
aktiviteleri ve daha yiiksek seviyelerde enzimatik olmayan antioksidanlar
gozlemlenmistir. Melatoninin soguga duyarli genlerin ekspresyonunu (SIICE , SICBF,
SIP5CS) biiyiik olglide destekledigi gen ekspresyon analizleriyle tespit edilmistir. Ayrica
fotosentetik karbon asimilasyonundaki artigin sebebi Calvin dongiisii enzimi olan
sedoheptuloz-1,7-bifosfatazi (SBPase) kodlayan geni olan SISBP , melatonin ile islenmis
bitkilerde soguk stresi altinda 6nemli 6lgiide indiiklenmistir, bu da gézlenen artisla tutarl
bulunmustur.. Melatonin ile 6n isleme tabi tutulmus bitkilerde soguk islemin ardindan
fotosentetik karbon asimilasyonu, poliaminler, sukroz ve prolin diizeylerinde 6nemli
derecede artis gézlemlenmistir. Yapilan calismanin sonuglarina gore elde edilen veriler
genel anlamda, domates bitkilerinde hasara neden olan soguk stresinde eksojen melatoninin

iyilestirici etkisinin olduguna dair kanit saglanmstir.

Melatonin (MT) ile tohum 6n uygulamalarinin mumsu misirda disiik sicaklik
stresine (13°C) tolerans tizerindeki etkilerini arastirmak i¢in Cao vd. (2019), muisir
tohumlarin1 melatonin ile 6n isleme tabi tutarak tohumlarin ¢imlenme ozellikleri ve
fizyolojik parametrelerini 6l¢gmiislerdir. Diisiik sicaklik sartlarinda MT ile islenmis tohumlar
kontrol tohumlarina kiyasla, ¢imlenme potansiyelini (%20,29 ve %50,71), ¢gimlenme oranini

(%20,88 ve %33,72), kokgiik uzunlugunu (%90,73 ve %217,14), hipokotil uzunlugunu
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(%60,28) %136,14), kok uzunlugunu (%74,59 ve %108,70) ve tohum canlilik indeksini
(%46,13, %63,81) 6nemli 6lgilide arttirmistir Ayrica ¢alisma sonuglarina goére MT uygulanan
tohumlarda, kontrol tohumlarma kiyasla daha disik H20. ve malondialdehit
konsantrasyonlari, daha yiiksek antioksidan enzim aktiviteleri ve nisasta metabolizmasi
Ol¢iilmiistiir. MT ile tohum hazirlamanin, oksidatif hasardan koruyan antioksidan sistemini
ve nigasta metabolizmasini olumlu yonde destekleyerek soguk stresi altinda mumsu misir

tohumlarinda tolerans sagladigi bildirilmistir.

Tef (Eragrostis tef) tohumlarinda hasat sonrasi dormansinin belirlenmesi ve
giderilmesinde tef tohumlarinin bekletilecegi 6n ¢imlendirme (priming) ¢ozeltisine ilave
edilen farkl bitki hormonlarinin etkilerini arastirmak amactyla Tiryaki ve Kaplan (2019)’1n
yuriittiigii calismada tef tohumlarini hasat sonrasinda farkli konsantrasyonlardaki asetil
salisilik asit (ASA; 1,0, 5,0, 10,0 ve 15,0 uM), metil jasmonate (JA-Me; 0,3, 0,6, 0,9 ve 1,2
uM), giberallik asit (GA3; 50, 100, 150 ve 200 uM) ve indol asetik asit (IAA; 0,5, 1,0, 1,5
ve 2,0 uM) varliginda % 1'lik KNO3 ile 24 saat siire ile 21 £ 0,5 °C’de karanlikta 6n
¢imlendirme igslemine alinmistir. Elde edilen sonuglara gore tef tohumlarinda hasat sonrasi
dormansinin var oldugunu ve dormansinin giderilmesinde ASA, JA-Me, GA3ve IAA bitki
hormonlarinin farkli etkilerinin oldugunu belirlenmistir. Bu etkilerin kullanilan hormon tiir

ve konsantrasyonuna bagl olarak degistigi rapor edilmistir.

Heidari vd., (2021) yaptiklar1 ¢alismada, 24-epibrassinolide (24-epiBL)’in diisiik
sicaklik stresi altinda olan (9 °C) iki farkli domates tiiriindeki (soguga duyarli ve soguga
dayanikl tiirler) etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore tohumlar1 eksojen EBR
ile muamelenin, soguga duyarl tiirlerde giberellik asit (GAz) ve indol-3-asetik asit (IAA)
igerigini arttirdigin1 gostermistir. Malondialdehit (MDA) ve prolin igerigi, diisiik sicaklik
stresine yanit olarak her iki tiirde de 6nemli 6l¢iide artmistir fakat, 24-epiBL ile 6n muamele
MDA ve prolin igerigini etkilememisir. EK olarak 24-epiBL uygulamasinin etkisinin
domates tiirlerinde farkli etki yarattigi; soguga dayanikli olan tirde katalaz (CAT)
aktivitesini, hassas tiirde ise glutatyon peroksidaz (GPX) aktivitesini arttirdigi bildirilmistir.
Sonug olarak, diisiik sicakligin oksidatif strese neden oldugunu, 24-epiBL uygulamasinin ise

artan antioksidan enzimlere verilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) hasarin1 azaltabilecegini ve

18



oksin, giberellin igerigini etkileyerek domatesin biiyiime hizin1 olumlu yonde etkiledigi

ortaya koyulmustur.

Li vd., (2021) yaptiklar1 ¢alismada, diisiik sicaklik stresinin (20 °C) etkisinde olan
Oryza sativa L. tohumlarina eksojen melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) uygulamasinin
diisiik sicaklik stresinin neden oldugu ¢imlenme kayb1 yiizdesini bilyiik dl¢iide iyilestirdigini
bulmuslardir. Cimlenme kaybinin iyilesmesinin sebebi biiyiik 6l¢iide, aktivasyonu arttirilmisg
antioksidan sisteme ve depolama maddesi kullaniminda etkili olan enzimlerin aktivitelerine
bagli oldugu bildirilmistir. Eksojen melatonin (MT) ayrica gibberellin (GA) ve endojen
MT'nin biyosentezini 6nemli seviyelerde arttirirken, absisik asit (ABA) ve hidrojen peroksit
(H202) seviyeleri asagi ¢ektigi tespit edilmistir. Sonug olarak eksojen MT, Oryza sativa L.
tohumlarinda stresin etkisinin giderilecegi mekanizmalarla sinerjistik etkilesimde oldugu

tespit edilmistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alisma, 2022-2023 Y1llar arasinda Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Molekiiler Genetik ve Biyoteknoloji

Laboratuvarinda yiirlitiilmistir.

3.1. Materyal

Calismada, Amerika Birlesik Devletleri Gen Bankasi (USDA-GRIN)’ndan temin
edilen, ID numarasi P1195935 olan tef genotipi (Sekil 3) kullanilmistir.

Sekil 3. Arastirmada kullanilan P1195935 tef genotipine ait gorsel.
3.2. Yontem

3.2.1. Osmopriming Uygulamalarinin Tef Tohumlarimin Diisiik Sicakhk

Sartlarindaki Cimlenme Performansi Uzerine Etkileri

Osmopriming Uygulamasi

Tohumlar farkli konsantrasyonlardaki potasyum nitrat (KNOs; %0,5, %1,0, %1,5),
gliserol (C3HgOs; %15, %20, %25), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4; %0,5, %1,0,
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%1,5), polietilen glikol (PEG; %10, %20, %25) ve sodyum nitrat (NaNOs; %0,5, %1,0,
%1,5) varliginda 1, 2 ya da 3 giin siireyle asagida belirtilen sartlarda ve sekilde prime

edilmislerdir.

Yapilan 6n denemelerle belirlenen kimyasallar ve farkli konsantrasyonlartyla farkli
priming siireleri (1, 2 ya da 3 giin) i¢in 0,75 g tohum tartilarak iglerinde ¢ift katli kurutma
kagidi bulunan kapakli cam petri kaplarma (60 x 15 mm) alinmislardir. Tohumlara farkli
konsantrasyonlardaki potasyum nitrat (KNOs; %0,5, %1,0, %1,5), gliserol (C3sHgOz; %15,
%20, %25), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4; %0,5, %1,0, %1,5), polietilen glikol
(PEG; %10, %20, %25) ve sodyum nitrat (NaNOs; %0,5, %1,0, %1,5)’in her bir
konsantrasyonundan 4 ml ilave edilmistir (Sekil 4). Devaminda kapaklari kapatilan petriler
21 + 0,5 °C’lik aydinhik (350 pumol m2s?) iklim dolabinda 1, 2 ya da 3 giin siireyle
bekletilmislerdir. Priming stiresince tohumlar kontrol edilmis ve priming islemleri sirasinda
kokeiik (radikula) ¢ikist (Sekil 5) gosteren uygulamalar ¢imlendirme denemesine
alimmamuslardir (Tablo 3). Priming sonunda saf su ile yikanarak kurutma kagitlari {izerinde
oda sicakliginda 2 saat kurumaya birakilmis ve devaminda ¢imlendirme denemesine

alinmislardir.

Sekil 4. Kimyasal ilave edilen tohumlara ait genel goriintii.
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Tablo 3

Priming islemleri sirasinda kokgiik ¢ikisi veren ve ¢imlenme denemesine priming alinmayan

uygulamalar.
Priming Kimyasal Konsantrasyon
Siiresi (Giin)
3,2,1 KNO3 9%0,5
3,21 KNO3 %1
3,2 KNOs %1,5
32,1 KH2PO4 %0,5
32,1 KH2PO, %1
3,2,1 KH2PO, %1,5
3,2 PEG %10
3,2,1 NaNO; %0,5
32,1 NaNO; %1
3,2 NaNO; %1,5

Sekil 5. Priming islemleri sirasinda ¢imlenen tohumlara ait 6rnek gorsel.
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Cimlendirme Denemesi

Cimlendirme denemeleri faktoriyel olarak diizenlenmis tesadiif bloklar1 deneme
desenine gore 4 tekerriirlii olarak aydinlik ya da karanlik sartlarda yiiriitillmiistiir. Her bir
tekerriir i¢in 50 adet tohum iglerinde ¢ift katli kurutma kagidi bulunan kapakli cam petri
kaplara (60 x 15 mm) yerlestirilmis ve tizerlerine 3,5 ml dH2O ilave edilmistir. Devaminda
kontrollii sartlarda 10 + 0,5 °C de aydinlik (280 pmol m?s?) ya da karanlik sartlarda

¢imlenmeye birakilmiglardir.

Belirlenen sartlarda ¢cimlenmeye birakilan tohumlar giinliik olarak ayn1 saatte kontrol
edilmistir. Kontrollerde 3-4 mm kokeiik ¢ikist gosterenler tohumlar (Sekil 7) ¢imlenmis
olarak kabul edilip kayit altina alindiktan sonra petri kaplarindan uzaklastirilmislardir.
Deneme, ii¢ giin hicbir petride ¢imlenme gozlemlenmeyene kadar (10 giin) devam etmistir
(Tiryaki, 2006). Cimlendirme denemeleri boyunca giinliik olarak kayit altina alinan
degerlerin ¢cimlenme parametreleri (¢cimlenme hizi, ¢cimlenme orani, ¢gimlenme homojenitesi

), Tiryaki (2009) referans alinarak hesaplanmistir.

e
L s

Sekil 6. Caligmanin yapildig1 iklim dolabina ait genel gorsel.
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Sekil 7. Cimlenmis olarak kabul edilen tohumlara ait gorseller;

a) Isik mikroskobu altinda elde edilen goriintii b) Cimlenen tohumlarin dl¢iimiine ait

gorsel.

Cimlendirme Denemelerinde Olgiilen Parametreler

Cimlendirme denemesi boyunca giinliik olarak kayit altina alinan degerler, Tiryaki

(20009) referans alinarak asagidaki parametreler kullanilarak hesaplanmistir.

Cimlenme Orant (%): [Cimlenen tohum sayisi/Toplam tohum sayisi] X 100 olarak

hesaplanmustir. (3.2

Cimlenme Oraninin (Arcsin) Transformasyonu [CimY]: CimY olarak belirlenen degerlerin

acisal (arcsin) transformasyonu alinarak hesaplanmustir.
Cimsp (giin): Cimlenen tohumlarin %50’sinin ¢imlenmesi igin gerekli giin sayisi.

Cimio-90 (giin): %10 ¢imlenmeden %90 ¢imlenmeye ulasmak i¢in gerekli giin sayisi.
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3.2.2. Farkh Bitki Hormonlarmmin Diisiik Sicakhik ve Karanhk Sartlarinda

Tohum Cimlenme Performansi Uzerine Olan Etkileri

Farkl1 bitki homonlarinin tef tohumlarinin diisiik sicaklik ve karanlik sartlardaki
¢imlenme performansi iizerine olan etkilerini belirlemek amaciyla kullanilan hormonlar ve

konsantrasyonlar1 Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo 4

Denemede kullanilan hormonlar ve konsantrasyonlari.

Uygulama Konsantrasyon

1 Karrikin 2 (KAR2) 50 nM
2 Karrikin 2 (KAR2) 100 nM
3 Karrikin 2 (KAR2) 150 nM
4 Giberallik Asit (GAs) 100 uM
5 Giberallik Asit (GA3) 150 uM
6 Giberallik Asit (GA3) 200 uM
7 Melatonin (MT) 3uM

8 Melatonin (MT) 6 uM

9 Melatonin (MT) 9 uM
10 24-Epibrassinolide (24-epiBL) | 1 uM
11 24-Epibrassinolide (24-epiBL) | 3 uM
12 24-Epibrassinolide (24-epiBL) | 5 uM
13 dH20 (Kontrol) 0mM
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Her bir hormonun 3 farkli konsantrasyonu ve kontrol tohumlari i¢in denemeler,
faktoriyel olarak diizenlenmis tesadiif bloklar1 deneme desenine gore 4 tekerriirlii olarak
yuritiilmiistir. Her bir tekerriir i¢in i¢lerinde ¢ift katli kurutma kagidi bulunan, 60 x 15 mm
capindaki petri kaplarina 100’er adet tohum eklenmistir. Her bir petriye belirlenen hormon
konsantrasyonundan 3 ml ilave edilmistir. Kontrol olarak kullanilan tohumlara ise 3 ml
dH20 ilave ve devaminda 10 + 0,5 °C’de karanlik sartlarda ¢imlendirmeye alinmuistir.
Giinliik olarak kontrol edilen tohumlardan 3-4 mm kokgeiik (radikula) ¢ikisi veren tohumlar
(Sekil 8) kayit altina alinmistir. Deneme, {i¢ giin hi¢bir petride ¢gimlenme gézlemlenmeyene
kadar (10 giin) devam etmistir (Tiryaki, 2006) ve ¢imlenme denemesinde Oolgiilen
parametreler boliim 3.2.1°de belirtildigi sekilde Tiryaki (2009) referans alinarak

hesaplanmuistir.

Sekil 8. Hormon uygulamalarinda ¢imlenmis olarak kabul edilen tohumlara ait 6rnek gorsel.

3.2.3 Sonuclarin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Cimlenen tohumlar {izerinden son c¢imlenme yiizdesi (FGP) ve bunun agisal
transformasyonu (FGP ArcSin) ile ¢cimlenme hizi (Cimso) ve homojenite (Cimaio-g0) Verileri
SAS paket programi kullanilarak analiz edilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar

Fisher’in en kiigiik 6nemli fark (LSD) testi ile P < 0,05 seviyesinde test edilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Osmopriming Uygulamasimin Aydinhk ve Karanhk Sartlarda

Cimlendirilen Tohumlarin Cimlenme Parametreleri Uzerine Etkileri

4.1.1. Osmopriming Uygulamasinin Aydinhk Sartlardaki Cimlenme

Parametreleri Uzerine Etkileri

Aydinhk Sartlarin Cimlenme Oram (%) Uzerine Olan Etkisi

Aydinhik ortamda (280 pmol m™2s?) cimlendirilen tohumlara ait ¢imlenme
oranlarmin agisal transformasyon verilerinin varyans analiz sonuglar1 Tablo 5’te, ¢cimlenme

oranlar1 Sekil 9’da verilmistir.

Tablo 5

Osmopriming uygulanan tohumlarin aydinlik ortamdaki son ¢imlenme yiizdesinin agisal

(Arcsin) transformasyonu [CimY ] na ait varyans analiz sonuclari.

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
Derecesi Ortalamasi
Genel 75 - - -
Tekerriir 3 116,30 1,40 0,2536
Uygulama 18 567,21 6,81 0,0001
Hata 54 83,24 - -
Varyasyon Katsayisi 15,77002 - - -
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Sonuglar priming uygulamalarinin, aydinlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin
cimlenme yiizdesinin agisal (Arcsin) transformasyonuna ait veriler arasindaki farkin
istatistiksel olarak ¢ok énemli (p<0,0001) oldugunu gostermistir (Tablo 5).
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Sekil 9. Osmopriming uygulanan tohumlarin aydinlik ortamdaki son ¢cimlenme oranlar1 (%).
Ayni harfiile gosterilen ortalamalar arasindaki fark p < 0,05 seviyesinde dnemli degildir. Bar

cubugu standart sapmay1 gostermektedir (n=4).

Tohumlara uygulanan osmotik kimyasallarin arasindan en yiiksek son ¢imlenme
oran1 %20 PEG varliginda bir giin siireyle prime edilen tohumlardan elde edilmistir (Sekil
9). Kontrol tohumlarindaki ¢imlenme orani %89,50 iken, %20 PEG soliisyonun igerisinde
bir giin bekletilen tohumlarda ¢imlenme orani %96,50, %10 PEG varliginda bir giinlikk
stireyle prime edilen tohumlardaki son ¢imlenme oran1 %91,00 olarak belirlenmistir. %15
Gliserol, %20 Gliserol, %25 Gliserol ve %25 PEG soliisyonlarinin varliginda bir, iki ya da
i¢ giin prime edilen tohumlardan, %20 PEG varhiginda iki ya da ii¢ giin prime edilen
tohumlardan ve %1,5 KNOs soliisyonu ile %1,5 NaNOs varliginda bir giin prime edilen
tohumlardan kontrol grubundaki tohumlara kiyasla daha diisiik son ¢imlenme oranlar1 elde

edilmistir (Sekil 9).
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Aydinlik Sartlarin Cimlenme Hizi (Cimso) Uzerine Olan Etkisi

Aydinlik sartlarda ¢imlenen tohumlarin %50’sinin ¢imlenmesi i¢in gerekli siireye
(glin) iliskin varyans analiz sonuglar1 Tablo 6’da, tohumlarin ¢imlenme hizlarinin oranlari

Sekil 10’da verilmistir.

Tablo 6

Osmopriming uygulanan ve aydinlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin %350'sinin

cimlenmesi i¢in gerekli siireye ait varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Kaynagi | Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
Deregss! Ortalamasi
Genel 75 - - -
Tekerriir 3 0,39 2,73 0,0528
Uygulama 18 8,70 60,96 0,0001
Hata 54 0,14 - -
Varyasyon 6,230026 - - -
Katsayisi

Sonugclar priming islemlerinin, aydinlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme
hizlar1 (Cimso) arasinda istatistiksel olarak ¢ok oOnemli (p<0,0001) farkliliklarin var

oldugunu gostermistir (Tablo 6).
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Sekil 10. Osmopriming uygulanan ve aydinlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlara ait
¢imlenme hizlar1 (Cimso=giin). Ayni1 harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark p < 0,05

seviyesinde onemli degildir. Bar gubugu standart sapmay1 gostermektedir (n=4).

Cimlenen tohumlarin %50’sinin ¢imlenmesi i¢in gerekli siireye (Cimsp) iliskin elde
edilen sonuglardan kontrol grubundaki tohumlarin ¢imlenme hizina (Cimso=6,46 giin)
kiyasla en hizli ¢imlenme, aralarinda istatistiksel olarak fark bulunmayan %1,5 KNOs3
(Cimsp=3,75 giin) ve %10 PEG (Cimso=3,93 giin) soliisyonlarinda bir giin prime edilen
tohumlardan elde edilmistir (Sekil 10). Sonrasinda priming giin sayisiyla beraber sirasiyla;
%20 PEG soliisyonunda bir ya da iki giin, %1,5 NaNOs varliginda bir giin, %25 PEG
varliginda iki giin, %25 Gliserol varliginda bir giin, %15 Gliserol varliginda iki giin, %20
Gliserol varliginda bir giin, %25 PEG varliginda bir giin, %15 Gliserol varliginda bir giin ve
%25 Gliserol varliginda ti¢ giin uygulamalarindan elde edilmistir. Kontrolle ayni (%20 PEG
varliginda iki giin) veya daha fazla ¢imlenme giin sayisina (Cimso=6,46 giin>) sahip
uygulamalarin (Kiiciikten biiylige sirasiyla; %25 PEG varliginda {i¢ giin, %20 Gliserol
varliginda iki giin, %15 Gliserol varliginda ti¢ giin, %25 Gliserol varliginda iki giin, %20
Gliseol varliginda ti¢ giin), ¢imlenme hizinin {izerine bir etkilerinin olmadigi tespit edilmistir

(Sekil 10).
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Aydinhk Sartlarin Cimlenme Homojenitesi (Cim1o-00) Uzerine Etkisi

Aydinlik sartlarda ¢cimlendirilen tohumlarin ¢imlenme homojenitesi, tohumlarin %10
¢imlenmeden %90 ¢imlenmeye ulasabilmesi igin gecen siire (Cimiogo) tizerinden

Tabla 7’de,

hesaplanmistir. Bu verilere ait varyans analiz

homojenitesinin oranlar1 Sekil 11°de verilmistir.

Tablo 7

Osmopriming uygulanan ve aydmlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme

sonugclari

homojenitesi verilerine (Cimio-90) ait varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
prrecest Ortalamasi
Genel 75 - - -
Tekerrtir 3 0,31 0,93 0,4332
Uygulama 18 1,58 4,75 0,0001
Hata 54 0,33 - -
Varyasyon 19,59034 - - -
Katsayisi
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Sekil 11. Osmopriming uygulanan ve aydinlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme
homojenitesinin oranlari (Cimio-9o=giin). Ayni harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark

p < 0,05 seviyesinde 6nemli degildir. Bar gubugu standart sapmay1 gostermektedir (n=4).

Elde edilen varyans analiz sonuglarina gore, uygulamalara bagli olarak tohumlarin
cimlenme homojeniteleri bakimindan istatistiksel olarak ¢ok oOnemli farkliliklarin
(p<0,0001) oldugunu, g¢imlenme homojenitesindeki bu farkliliklarin, uygulanan farkl
kimyasallar ve farkli konsantrasyonlarindan kaynaklanarak ¢ok dnemli oranlarda degisiklik

gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 7).

Kontrol grubuna ait tohumlarindaki ¢cimlenme homojenitesi (Cimaio-90) 2,83 giin iken,
uygulamalar arasindaki en homojen ¢imlenmeyi (Cimi090=2,00 giin) %20 PEG
soliisyonunda bir giin prime edilen tohumlar, en homojen olmayan ¢imlenmeyi (Cimzo-

90=4,16 giin) ise %10 PEG soliisyonunda bir giin prime edilen tohumlardan elde edilmistir
(Sekil 11).
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4.1.2. Osmopriming Uygulamasimin Karanhk Sartlardaki Cimlenme

Parametreleri Uzerine Etkileri

Karanhk Sartlarin Cimlenme Oram (%) Uzerine Olan Etkisi

Karanlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlara ait c¢imlenme oranlarinin acisal
transformasyon verilerinin varyans analiz sonuglar1 Tablo 8’de, ¢imlenme oranlar1 Sekil

12’de verilmistir.

Tablo 8

Osmopriming uygulanan tohumlarin karanlik sartlardaki son ¢imlenme yiizdesinin agisal

(Arcsin) transformasyonu [CimY]’na ait varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
D=~/ Ortalamasi
Genel 75 - - -
Tekerriir 3 33,30 0,79 0,5029
Uygulama 18 542,87 12,94 0,0001
Hata 54 41,97 - -
Varyasyon Katsayisi 15,56459 - - -

Priming sonrasi karanlik sartlarda ¢cimlendirilen tohumlarin son ¢cimlenme yiizdesinin
acisal (Arcsin) transformasyonuna ait veriler arasinda istatistiksel olarak ¢ok énemli farklar

p<0,0001 oldugunu gostermistir (Tablo 8).
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Sekil 12. Osmopriming uygulanan tohumlarin karanlik sartlardaki son ¢imlenme oranlari
(%). Ayn1 harfile gosterilen ortalamalar arasindaki fark p < 0,05 seviyesinde 6nemli degildir.

Bar ¢ubugu standart sapmay1 gostermektedir (n=4).

En yiiksek son ¢imlenme oranlarini %82,00 ile %1,5 NaNOs ve %75,50 ile %10 PEG
varliginda bir giin prime edilen tohumlardan elde edilirken, prime edilmemis kontrol
tohumlarinda %35,50°1ik bir son ¢imlenme orani tespit edilmistir (Sekil 12). En diisiik son
¢imlenme oranlarini aralarinda istatistiksel agidan fark olmayan %25 Gliserol’de bir ya da
iki glin prime edilen tohumlar ve %20 PEG varliginda iki giin prime edilen tohumlardan elde
edilmistir. Kontrolle ayni (%20 Gliserol varliginda iki giin) veya daha diigiik cimlenme orani
veren tohumlarin (%20 Gliserol varliginda bir ya da iki giin, %25 Gliserol varliginda bir ya
da iki giin ve %20 PEG varliginda iki ya da ti¢ giin), karanlik sartlardaki ¢gimlenmede etkisiz
oldugu veya negatif etki yarattig1 belirlenmistir (Sekil 12).
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Karanhk Sartlarin Cimlenme Hiz1 (Cimso) Uzerine Olan EtKisi

Karanlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin %50’sinin ¢imlenmesi i¢in gerekli

stireye iligskin varyans analiz sonuglar1 Tablo 9’da, tohumlarin ¢imlenme hizlarinin oranlari

Sekil 13’te verilmistir.

Tablo 9

Osmopriming uygulanan ve karanlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin %350'sinin

¢imlenmesi i¢in gerekli siireye ait varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Kaynag1 | Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
Delggss! Ortalamasi
Genel 75 - - -
Tekerriir 3 0,13 0,47 0,7019
Uygulama 18 6,88 24,05 0,0001
Hata 54 0,29 - -
Varyasyon 7,601795 - - -
Katsayisi
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Sekil 13. Osmopriming uygulanan ve karanlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme
hizlariin oranlar1 (Cimso=giin). Ayni1 harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark p < 0,05

seviyesinde 6onemli degildir. Bar gubugu standart sapmay1 gostermektedir (n=4).

Calisma sonuclarina gore, ¢cimlenme oncesinde farkli osmotik kimyasallar ve farkl
konsantrasyonlariyla yapilan priming islemlerinin, disiik sicaklikta ve karanlik sartlarda
bulunan tohumlarin ¢cimlenme parametrelerinden biri olan ¢cimlenme hizlar1 (Cimsp) arasinda
istatistiksel olarak ¢ok 6nemli (p<0,0001) farkliliklar olusturdugunu, ¢imlenme hizindaki
degisimin priming i¢in kullanilan osmotik kimyasallara bagli olarak 6nemli oranda

degistigini gostermistir (Tablo 9).

Kontrol tohumlarindaki ¢imlenme hizi (Cimsg) 9,11 giin iken, uygulamalar
arasindaki en hizli ¢imlenme giin say1s1 (Cimso=5,18 giin) %25 PEG varliginda {i¢ giin prime
edilen tohumlardan elde edilmistir (Sekil 13). Sonrasinda en hizli ¢gimlenme performansini
priming bekleme siiresiyle beraber sirasiyla; %1,5 NaNOs (1 giin priming) Cimso=5,41 giin,
%20 PEG (3 giin priming) Cimso=5,50 giin, %10 PEG (1 giin priming) Cimso=5,63 giin,
%15 Gliserol (3 giin priming) Cimso=5,65 giin, %25 PEG (2 giin priming) Cimso=5,95 giin,
%20 PEG (2 giin priming) Cimso=5,98 giin, %1,5 KNO3 (1 giin priming) Cimse=6,11 giin,
%15 Gliserol (2 giin priming) Cimso=6,32 giin, %20 PEG (1 giin priming) Cims0=6,66 giin,
%20 Gliserol (3 giin priming) Cimso=6,85 giin, %25 Gliserol (3 giin priming) Cimso=7,65
giin, %25 PEG (1 giin priming) Cimso=7,83 giin, %20 Gliserol (2 giin priming) Cimso=7,93
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giin, %15 Gliserol (1 giin priming) Cimso=8,13 giin, %25 Gliserol (2 giin priming)
(Cimsp=8,93 giin uygulamalindan elde edilmistir. Kontrolden daha fazla ¢cimlenme giin sayis1
(Cimsp=9,11 giin>) veren uygulamalarin (%20 Gliserol/1 giin priming Cimso=9,16 giin ve
%25 Gliserol/1 giin priming Cimso=9,25 giin) ¢imlenme hizin1 yavaslattigi tespit edilmistir
(Sekil 13).

Karanhk Sartlarin Cimlenme Homojenitesi (Cimuo-90) Uzerine Etkisi

Karanlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme homojenitesi, tohumlarin %10
¢imlenmeden %90 c¢imlenmeye ulasabilmesi igin gegen siire (Cimio.o0) {iizerinden
hesaplanmistir. Bu verilere ait varyans analiz sonuglari Tabla 10’da, ¢imlenme

homojenitesinin oranlar1 Sekil 14’te verilmistir.

Tablo 10

Osmopriming uygulanan ve karanlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme

homojenitesi verilerine (Cimaio-90) ait varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
Derecesi Ortalamasi
Genel 75 - - -
Tekerriir 3 0,16 0,46 0,7117
Uygulama 18 3,20 9,31 0,0001
Hata 54 0,34 - -
Varyasyon Katsayis1 18,22159 - - -
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Sekil 14. Osmopriming uygulanan ve karanlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme
homojenitesinin oranlari (Cimzio-o0). Ayni harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark p <

0,05 seviyesinde onemli degildir. Bar gubugu standart sapmay1 gostermektedir (n=4).

Elde edilen varyans analiz sonuglarina gore, uygulamalara bagli olarak tohumlarin
¢imlenme homojeniteleri bakimindan istatistiksel agidan ¢ok ©nemli farkliliklarin
(p<0,0001) oldugunu, ¢imlenme homojenitesindeki bu farkliliklarin, uygulanan farkli
kimyasallar ve farkli konsantrasyonlarindan kaynaklanarak ¢ok 6nemli oranlarda degisiklik

gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 10).

Kontrol grubuna ait tohumlarindaki ¢cimlenme homojenitesi (Cimio-90) 2,53 giin iken,
uygulamalar arasindaki en homojen ¢imlenmeyi (Cimio-90=1,55 giin) %25 Gliserol
soliisyonunda bir giin prime edilen tohumlardan elde edilmistir. En homojen olmayan
¢imlenme (Cimio-90=4,74 giin) ise %1,5 NaNOs solisyonunda bir giin prime edilen
tohumlardan elde edilmistir (Sekil 14).
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4.1.3. Osmopriming Uygulanan Tohumlarin Cimlendirme Ortamindaki Isik

Faktoriiniin Cimlenme Parametreleri Uzerine Etkisi

Isik Faktoriiniin Cimlenme Oram (%) Uzerine Olan Etkisi

Isik faktorii g6z Oniine alinarak tohumlarin son ¢imlenme oranlarina ait agisal
transformasyon verileri kullanilarak yapilan varyans analiz sonuglar1 Tablo 11°de, ¢cimlenme

oranlar1 da Sekil 15’te verilmistir.

Tablo 11

Osmopriming uygulanan tohumlarin 151k faktoriine gore birlikte degerlendirildiginde elde
edilen son ¢imlenme yiizdesinin agisal (Arcsin) transformasyonu [CimY]’na ait varyans

analiz sonuglari.

Varyasyon Kaynag1 | Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
prreces| Ortalamas1
Genel 151 - - -
Tekerrtir 3 71,96 0,60 0,6171
Uygulama 18 637,06 10,11 0,0001
Isik 1 10015,53 158,95 0,0001
Isik*Uygulama 18 473,02 7,51 0,0001
Hata 111 63,01 - -
Varyasyon Katsayis1 | 15,95950 - - -

Elde edilen sonuglara gore priming uygulanan ve diisiik sicaklikta ¢imlendirilen
tohumlardaki 151k faktorii (aydinlik/karanlik) birlikte degerlendirildiginde, tohumlardaki
¢imlenme ylizdesinin agisal (Arcsin) transformasyonunda istatistiksel olarak ¢ok onemli
farklar (p<0,0001) oldugu tespit edilmistir (Tablo 11).
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Sekil 15. Osmopriming uygulanan tohumlar 151k faktorii ile birlikte degerlendirildiginde
tohumlara ait son ¢imlenme oranlari (%). Ayn1 harf ile gdsterilen ortalamalar arasindaki fark

p < 0,05 seviyesinde dnemli degildir. Bar gubugu standart sapmay1 gostermektedir (n=8).

Priming sonrasi ¢imlendirilen tohumlarda 151k ve karanlik faktorleri birlikte
degerlendirildiginde tohumlarin son ¢imlenme oranlart %83,00 ve %32,25 arasinda
degisirken, kontrol tohumlarina ait son ¢imlenme orani %6250 olarak tespit edilmistir (Sekil
15). Uygulamalar arasinda en yiiksek son ¢gimlenme oran1 (%83,00) %10 PEG varliginda bir
giin prime edilen tohumlardan elde edilirken, en diisiik son ¢imlenme orani ise (%32,25)
%20 PEG varliginda {i¢ giin prime edilen tohumlardan elde edilmistir. Kontrol tohumlarina
gore daha yiiksek son ¢imlenme orani; (%75) %1,5 NaNO3 ve (%73) %20 PEG varhiginda
bir giin, (%71,25) %25 PEG varliginda ti¢ giin, (%66,75) %1,5 KNO3 varliginda bir giin
prime edilen uygulamalardan elde edilmistir. Kontrol tohumlarindan daha diisiik son
¢imlenme orani veren uygulamalar sirastyla %15 Gliserol varliginda 1, 2 ya da 3 giin, %25
Gliserol varliginda 3 giin, %25 PEG varliginda 1 ya da 2 giin, %20 Gliserol varliginda 1, 2
ya da 3 giin, %25 Gliserol varliginda 1 ya da 2 giin, %20 PEG varliginda 2 ya da 3 giin
uygulamalarindan elde edilmistir (Sekil 15).
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Isik Faktoriiniin Cimlenme Hiz1 (Cimso) Uzerine Olan Etkisi

Isik faktorii birlikte degerlendirildiginde c¢imlendirilen tohumlarin %50’sinin
¢imlenmesi i¢in gerekli siireye iliskin varyans analiz sonuglari Tablo 12°de tohumlarin

¢imlenme hizlarinin oranlart da Sekil 16°da verilmistir.

Tablo 12

Osmopriming uygulanan tohumlarin 151k faktoriine gore birlikte degerlendirildiginde

cimlendirilen tohumlarin %50'sinin ¢imlenmesi i¢in gerekli siireye ait varyans analiz

sonugclari.
Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
prreces] Ortalamasi

Genel 151 - - -
Tekerriir 3 0,17 0,77 0,5157
Uygulama 18 10,28 47,11 0,0001
Isik 1 35,99 164,83 0,0001
Uygulama*Isik 18 5,30 24,27 0,0001

Hata 111 0,22 - -

Varyasyon Katsayisi 7,133067 - - -

Elde edilen sonuglara gore priming uygulanan ve disiik sicaklikta ¢imlendirilen
tohumlardaki 151k faktorii (aydinlik/karanlik) birlikte degerlendirildiginde, tohumlardaki
¢imlenme hizlarmin (Cimsg) arasinda istatistiksel olarak ¢ok Onemli farklar p<0,0001)

oldugu tespit edilmistir (Tablo 12).
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Sekil 16. Osmopriming uygulanan tohumlar 1s1ik faktorii ile birlikte degerlendirildiginde
¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme hizlarinin oranlar1 (Cimse=giin). Ayn1 harf ile gosterilen

ortalamalar arasindaki fark p < 0,05 seviyesinde Onemli degildir. Bar ¢ubugu standart
sapmay1 gostermektedir (n=8).

Priming sonrasindaki ¢imlenme denemelerinde 1s1k  faktorii  beraber

degerlendirildiginde kontrol tohumlarindaki ¢imlenme hizi1 (Cimso) 7,63 giin iken
uygulamalar arasindaki c¢imlenme hizlar1 8,68 giin ve 4,79 giin arasinda degiskenlik
gostermistir (Sekil 16). Cimlenme hizlar1 bakimindan uygulamalar karsilastirildiginda en
hizli ¢imlenmeler (Cimso=4,79 giin) %10 PEG ve (Cimso=4,79 giin) %1,5 KNO3
kimyasallarinda bir giin prime edilen tohumlardan elde edilirken, en yavas g¢imlenme

(Cimsp=8,68 giin) %25 Gliserolde iki giin prime edilen tohumlardan elde edilmistir (Sekil
16).
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Isik Faktoriiniin Cimlenme Homojenitesi (Cimz1o-90) Uzerine Etkisi

Cimlenme denemelerindeki tohumlarda 151k faktorii birlikte degerlendirildiginde
c¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme homojenitesi, tohumlarin %10 ¢imlenmeden %90
cimlenmeye ulasabilmesi i¢in gecen siire (Cimao-90) lizerinden hesaplanmistir. Bu verilere
ait varyans analiz sonuglar1 Tabla 13’te, cimlenme homojenitesinin oranlari da Sekil 17°de

verilmisgtir.

Tablo 13

Osmopriming uygulanan tohumlarda 11k faktorii birlikte degerlendirildiginde ¢imlendirilen

tohumlarin ¢imlenme homojenitesi verilerine (Cimao-90) ait varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
Dy~ Ortalamasi
Genel 151 - - -
Tekerriir 3 0,41 1,24 0,3004
Uygulama 18 3,02 9,13 0,0001
Isik 1 2,84 8,60 0,0041
Uygulama*Isik 18 1,76 5,33 0,0001
Hata 111 0,33 - -
Varyasyon Katsayisi 18,66405 - - -

Priming uygulanan ve diistik sicaklikta ¢imlendirilen tohumlarda 151k faktorii birlikte
degerlendirildiginde, ¢imlenen tohumlarin ¢imlenme homojeniteleri (Cimio-90) bakimindan

istatistiksel olarak ¢ok dnemli farklar p<0,0001) oldugu tespit edilmistir (Tablo 13).
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Sekil 17. Osmopriming uygulanan tohumlar 1s1k faktord ile birlikte degerlendirildiginde
¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme homojenitesinin oranlart (Cimaio-90). Ayni harf ile

gosterilen ortalamalar arasindaki fark p < 0,05 seviyesinde onemli degildir. Bar ¢ubugu
standart sapmay1 gostermektedir (n=8).

Priming sonrasindaki ¢imlenme denemelerinde aydinlik ve karanlik ortamdaki
¢imlenme homojeniteleri (Cimao-90) beraber degerlendirildiginde kontrol tohumlar1 (Cimjo-
90=2,44 giin) ve en homojen ¢imlenmeyi veren (Cimio-90=2,06 giin) %25 Gliserol varliginda
iki glin bekletilen tohumlardan elde edilmistir (Sekil 17). En homojen olmayan ¢imlenmeleri
ise aralarinda istatistiksel bir fark bulunmayan (Cimaio-90=4,19 giin) %1,5 NaNOs (Cimzo-

90=4,12 giin) ve %10 PEG varliginda bir giin ve (Cimio-00=4,11 giin) %20 PEG varliginda
ti¢ giin bekletilen tohumlardan elde edilmistir (Sekil 17).
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4.2. Farkh Bitki Hormonlarmin Diisiik Sicakhk ve Karanhk Sartlarindaki

Tohum Cimlenme Performansi Uzerine Olan Etkileri

Osmopriming uygulamalarmin tef tohumlarimin disiik sicaklik sartlarindaki
¢imlenme performansi lizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla aydinlik sartlarda yiiriitiilen
denemelerde %20 PEG soliisyonunda bir giin prime edilen tohumlardan en yiiksek ¢cimlenme
orani (%96,50) elde edilirken prime edilmeyen kontrol tohumlarinda son ¢imlenme orani
%89,50 olarak tespit edilmistir. Buna karsin prime edilen tohumlar diisiik sicaklik ve
karanlik sartlarda ¢imlendirildiklerinde tohumlarin son ¢imlenme oranlarinda biiyiik bir
varyasyon gozlenmis ve bu sartlardaki kontrol tohumlarinda son ¢imlenme orani %35,50’lik
olarak tespit edilmistir. Bu nedenle farkli bitki hormonlarinin tef tohumlarinin diistik sicaklik
sartlarindaki ¢imlenme performansi tiizerine olan etkileri sadece karanlik ¢imlenme

sartlarinda asagida belirtildigi sekilde test edilmistir.

4.2.1. Hormon Uygulamalarinin Cimlenme Oranlaria Etkisi

Farkli hormonlarin varliginda karanlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlara ait
¢imlenme oranlarinin agisal transformasyon verilerinin varyans analiz sonuglar1 Tablo 14°te,

¢imlenme oranlar1 da Sekil 18’de verilmistir.
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Tablo 14

Farkli hormonlarin varliginda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme yilizdesinin agisal (Arcsin)

transformasyonu [CimY]’na ait varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
Derecesi Ortalamasi
Genel 51 - - -
Tekerriir 3 41,36 0,72 0,5477
Uygulama 12 683,63 11,87 0,0001
Hata 36 57,60 - -
Varyasyon Katsayisi 18,81105 - - -

Priming sonrasinda yapilan ¢imlenme denemesinden elde edilen sonuglara gore,
farkli hormonlarmn varliginda, diisiik sicaklik ve karanlik sartlarda ¢imlendirilen tohumlarin
cimlenme yiizdesinin agisal (Arcsin) transformasyona ait son ¢imlenme verileri arasindaki

farklar istatistiksel olarak ¢ok 6nemli (p<0,0001) bulunmustur (Tablo 14).
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Sekil 18. Farkli hormonlarin varliginda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme oranlar (%).
Ayni harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark p < 0,05 seviyesinde 6nemli degildir. Bar

¢ubugu standart sapmay1 gostermektedir (n=4).

Kontrol grubuna ait tohumlarin son ¢imlenme orani %26,75 iken en yiiksek
¢imlenme oran1 150 uM GA3 (%77,75) ve 200 pm GA3 (%77,25) uygulamalarindan elde
edilmistir (Sekil 18). Kontrol tohumlarindan daha yiiksek ¢imlenme orami veren diger
uygulamalar sirasiyla; 6 uM Melatonin (%58,00), 100 uM GAz (%52,75), 150 nM KAR?2
(%50,50), 1 uM 24-epiBL (%45,50), 100 nM KAR?2 (%39,00), 3 uM Melatonin, 3 uM 24-
epiBL (%37,75) ve 50 nM KAR2 (%27,50) olmustur. Ayrica 5 uM 24-epiBL (%13,75) ve
9 pm Melatonin (%13,50) uygulamalar1 kontrol tohumlarindan (%26,75) daha diisiik son

¢imlenme oranlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Sekil 18).

47



4.2.2.Hormon Uygulamalarimin Cimlenme Hiz1 (Cimso) Uzerine Olan EtKisi

Farkli hormonlarin varliginda g¢imlenen tohumlarin %350’sinin ¢imlenmesi igin
gerekli stlireye iliskin varyans analiz sonuglar1 Tablo 15’te, uygulamalara ait ¢imlenme

hizlarinin oran1 Sekil 19°da verilmistir.

Tablo 151

Farkli hormonlarin varliginda ¢imlendirilen tohumlarin %50'sinin ¢imlenmesi i¢in gerekli

slireye ait varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
Kaynagi Derecesi Ortalamast
Genel 51 - - -
Tekerriir 3 0,03 0,81 0,4968
Uygulama 12 0,42 9,64 0,0001
Hata 36 0,04 - -
Varyasyon 2,313116 - - -
Katsayisi
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Sekil 19. Farkli hormonlarin varliginda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme hizlarinin
oranlar1 (Cimso=giin). Ayni harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark p < 0,05

seviyesinde 6nemli degildir. Bar gubugu standart sapmay1 gostermektedir (n=4).

Elde edilen sonuglara gore, karanlik sartlarda ve disiik sicaklikta ¢imlendirilen
tohumlarin ¢imlenme ortamima farkli hormonlarin ilave edilmesinin, ¢imlenme
parametrelerinden biri olan ¢cimlenme hizlar1 (Cimsp) arasinda istatistiksel olarak cok 6nemli
(p<0,0001) farkhiliklar olusturdugunu, ¢cimlenme hizindaki degisimin ¢imlenme ortamina
ilave edilen farkli hormon ve konsantrasyonlarina bagli olarak degistigini gostermistir
(Tablo 15; Sekil 19).

Kontrol tohumlarindan %50’sinin ¢imlenmesi i¢in gegen giin sayisina (Cimso=9,12
giin) gore uygulamamalar arasinda en hizli ¢imlenmeyi 100 nM KAR2, en yavas ¢imlenme
hizin1 da 9 pm Melatonin (Cims0=9,49 giin) uygulamasi vermistir (Sekil 19). Kontrol
tohumlarindan daha yavas ¢imlenmeye neden olan uygulamalar 3 uM ve 6 uM Melatonin,
100 uM,150 uM ve 200 uM GAs, 100 nM ve 150 nM KAR?2 olarak tespit edilmistir (Sekil
19).
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4.2.3. Hormon Uygulamalarinin Cimlenme Homojenitesi (Cimio-90) Uzerine

Olan Etkisi

Farkli hormonlarin varliginda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme homojenitesi,
tohumlarin %10 ¢imlenmeden %90 ¢imlenmeye ulasabilmesi i¢in gegen siire (Cimio-90)
sayis1 lizerinden hesaplanmistir. Bu verilere ait varyans analiz sonuglari Tabla 16°da,

uygulamalara ait ¢cimlenme homojenitesinin oranlari ise Sekil 20°de verilmistir.

Tablo 16

Farkli hormonlarin varliginda ¢imlendirilen tohumlarin ¢gimlenme homojenitesi verilerine

(Cimio-90) ait varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Serbestlik Kareler F Degeri P Degeri
Kaynagi Derecesi Ortalamast
Genel 51 - - -
Tekerriir 3 0,01 0,07 0,9742
Uygulama 12 0,91 10,80 0,0001
Hata 36 0,08 - -
Varyasyon 16,53168 - - -
Katsayisi
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Hormonlar-konsantrasyonlari

Sekil 20. Farkli hormonlarin varliginda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme homojenitesinin
oranlari (Cimio-90). Ayni harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark p < 0,05 seviyesinde

onemli degildir. Bar gubugu standart sapmay1 gostermektedir (n=4).

Elde edilen varyans analiz sonuglarina gére, uygulamalara bagli olarak tohumlarin
¢imlenme homojeniteleri bakimindan istatistiksel agidan ¢ok Onemli farkliliklarin
(p<0,0001) var oldugu, ¢imlenme homojenitesindeki bu farkliliklarin uygulanan farkli
hormon ve hormon konsantrasyonlarindan kaynaklandig tespit edilmistir (Tablo 16; Sekil
20).

Kontrol tohumlarindaki ¢imlenme homojenitesi (Cimio90) 2,20 giin iken,
uygulamalar arasindaki en homojen ¢imlenmeyi 9 um Melatonin (Cim10-90=0,82 giin), en
homojen olmayan ¢imlenmeleri ise aralarinda istatistiksel olarak bir fark olmayan (Cimjio-
90=2,50 giin) 6 pm Melatonin ve (Cimz1o-90=2,38 giin) 3 um Melatonin uygulamalar1 vermistir
(Sekil 20).

51



BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Tropik ve yar tropik iklim boélgelerinin bir bitkisi olan ve ¢imlenme sicaklik araligi
15-25 °C araliginda degisen tef bitkisinin diger bolge sartlarinda yetistirilebilmesinin en
Onemli sartlarindan biri tohumlarin <15 °C altindaki sicakliklarda c¢imlenebilmelerinin
saglanmasidir. Diisik ¢imlenme sicakliginin bir stres faktorii olarak ele alindigi bu
caligmada tef tohumlar1 farkli siire ve konsantrasyonlardaki ozmotik ¢ozeltilerle priming
islemine (osmopriming) tabi tutulmus ve devaminda 10 °C’de 151k ya da karanlik sartlarda
c¢imlenme denemesine alinmistir. Calisma sonuclar1 daha once literatlirde var olmayan ¢ok

onemli bulgularin elde edilmesini saglamustir.

Priming sonrasi 151k varliginda yapilan denemede kontrol grubuna ait tohumlarinin
son ¢imlenme oranina (%89,50) kiyasla en yiiksek son ¢imlenme oran1 %96,50 ile %20
PEG varliginda bir giin prime edilen tohumlardan ve en diisiik son ¢imlenme orani %34,50

ile %20 Gliserol varliginda ti¢ giin prime edilen tohumlardan elde edilmistir (Sekil 9).

Priming sonrasi Karanlik ortamda yapilan denemede ise kontrol grubuna ait
tohumlarinin son ¢imlenme oranina (%35,50) kiyasla en yiiksek son ¢imlenme orant %82
ile %1,5 NaNOs varliginda bir giin prime edilen tohumlarda ve en diisiik son ¢cimlenme orani

%16 ile %25 Gliserol varliginda iki giin prime edilen tohumlarda tespit edilmistir (Sekil 12).

Priming uygulamasi, karanlik ve 1s1k faktorii birlikte degerlendirildiginde kontrol
tohumlarinin son ¢imlenme orant %62,50 iken uygulamalar arasinda en yiiksek son
¢imlenme oran1 %83 ile %10 PEG soliisyonunda bir giin prime edilen tohumlardan ve en
diisiik son ¢imlenme orani ise %32,25 ile %20 Gliserol soliisyonunda ii¢ giin prime edilen

tohumlardan elde edilmistir (Sekil 15).

Karanlik ortamda uygulanan ve diisiik sicaklik stresinin giderilmesi amaciyla tef

tohumlarinin  ¢imlenme ortamina ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki bitki
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hormonlarindan kontrol tohumlarinda son ¢imlenme oran1 %26,75 olurken, en yiiksek son
¢imlenme oran1 150 uM GA3 (%77,75) ve 200 uM GAz (%77,25) uygulamalarindan elde
edilmistir. Buna karsin 5 uM 24-epiBL ve 9 pM melatonin uygulamalar1 ¢imlenme

parametrelerinde ¢ok 6nemli gerilemelere neden olmustur (Sekil 18).

Calisma sonuclart 151k varliginda ¢imlenmenin pozitif yonde etkilendigi tef
tohumlarinda osmopriming uygulamalarinin diisiik sicaklik ve karanlik sartlardaki
tohumlarin ¢imlenme parametreleri ilizerine olan etkilerinin, diisiikk sicaklik ve 1s1k

varligindaki ¢cimlenme parametrelerine gore daha etkili oldugunu gostermistir.

Calisma sonuglar1 diisiik sicaklik stresinin (10 °C) tef tohumlarinin ¢imlenme
parametreleri iizerine olan olumsuz etkisinin giderilmesinde osmopriming uygulamalarinin
basarili bir sekilde kullanilabilecegini, ancak osmopriming uygulama basarisinin
kullanilacak ozmotik ¢6zelti ve konsantrasyonu ile priming siiresi ve 11k varligina baglh

olarak biiyiik oranda degisebilecegini gostermistir.

Calisma sonugclari tef tohumlarinin diistik sicaklik ve karanlik sartlardaki ¢imlenme
parametrelerinin iyilestirilmesinde 150 uM GAz ve 200 uM GA3’in basarili bir sekilde

kullanilabilecegini gostermistir.
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