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Just because of geographical spread, citrus species generally grow in places sensitive to salinity.
Testing methods have a significant role in breeding and cultivar development programs. This study
was conducted to investigate in vitro salt response of Cleopatra mandarin (Citrus reshni Tan.),
sour orange (Citrus aurantium L.), rough lemon (Citrus jambhiri Lush.), Volkamer lemon (Citrus
volkameriana Tan & Pasq.), Carrizo citrange (Poncirus trifoliata L. Raf. X Citrus sinensis L.
Osbeck) and trifoliate orange (Poncirus trifoliata Raf.) rootstocks at different NaCl
concentrations. Seeds were germinated in MS medium with 0, 45, 90 and 135 mM NaCl
concentrations. In general, the greatest germination rates in all salt concentrations in VVolkamer
lemon and sour orange rootstocks and the lowest values were observed in rough lemon and
trifoliate orange rootstocks. Present findings revealed that in vitro conditions could reliably be
used in salt tolerance tests of citrus rootstocks.
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Bitki 1slah1

Turuncgiller cografi dagilimlarindan dolay:r tuzluluga hassas bolgelerde yetistirilen iriinler
arasinda dnemli bir yerdedir. Testleme metotlari, 1slah ve iiriin gelistirme programlarinda dnemli
bir konuma sahiptir. Yapilan bu ¢aligmada in vitro kosullarda Kleopatra mandarini (Citrus reshni
Tan.), Turung (Citrus aurantium L.), Kaba limon (Citrus jambhiri Lush.), Volkamer limon (Citrus
volkameriana Tan & Pasq.), Carrizo sitranji (Poncirus trifoliata L. Raf. x Citrus sinensis L.
Osbeck) ve Ug yaprakli (Ponciru trifoliata Raf)) gibi baz1 turunggil anaglarimin farkli NaCl
konsantrasyonlarinda tuza olan tepkilerini belirlemek amaglanmistir. S6z konusu turunggil
anaglarina ait tohumlar 0, 45, 90 ve 135 mM NaCl igeren MS ortaminda in vitro tohum
cimlendirilme testine tabi tutulmustur. Genel olarak biitiin tuz konsantrasyonlarinda en yiiksek
¢imlenme Volkamer Limon ve Turung anacindan elde edilirken, en diisiik ¢imlenme Kaba limon
ve Ug yaprakli anacinda gerceklesmistir. Sonug olarak bu ¢alismayla turuncgil anaglarinda tuza
toleransi belirlenmesinde in vitro kosullarin hizli testleme de kullanilabilecegi kanisina varilmustir.
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Giris

Agir metal, yiliksek tuzluluk, su kitlig1, diisiik ve yiiksek
sicaklik gibi cesitli abiyotik stres kosullart iiriin
metabolizmasi iizerinde antagonistik etkiler olugturabilir. Bu
stres sartlar1 arasinda toprak tuzlulugu diinya capinda
tarimsal {iretimi simirlayan en 6nemli faktordiir (Kumar ve
ark., 2010; Yaman ve ark., 2016). Toprak tuzlulugu, diinya
iizerindeki ekili alanlar1 genis 6l¢ilide etkilemekte ve verimde
onemli diisiislere neden olmaktadir. Bununla birlikte
tuzluluk hem bitkiyi biitiin olarak hem de hiicresel diizeyde
biyokimyasal ve fizyolojik olarak etkilediginden dolayi tuza
dayanikli  driin  gelistirmek zorunlu hale gelmistir
(Rajkumar, 2013; Demirkaya, 2014; Yaman ve ark., 2016).

Sulu tarimin hizla genislemesi nedeniyle, kurak ve yar1
kurak bolgelerde sinirli su kaynaklarmin verimli kullanimi
giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Bununla birlikte,
birgok bitkinin verimi tizerindeki olumsuz etkisi nedeniyle
su tuzlulugu o6nemli bir sorundur. Halofitler hari¢, su
tuzlulugu c¢ogu bitkinin biiylimesini kismen inhibe
etmektedir. Tuzluluk, ozmotik potansiyel etkisinden dolay1
bliylime ve verimi disiirmekle kalmaz, ayn1 zamanda
sirgiin  bilylimesi ve kok biyomasini azaltmaktadir
(Aydinsakir ve ark., 2012).

Tuzlu sulama suyu turunggillerin biiylimesini ve verimi
etkilediginden dolay: turunggiller tuza duyarli bitkiler
olarak smiflandirilmistir (Prior ve ark., 2007; Cérdoba ve
ark., 2018; Algahtani ve ark., 2019; Colmenero-Flores ve
ark.,, 2020). Kok bolgesindeki tuzluluk nedeniyle
yapraklarda yiiksek klorlir konsantrasyonlar1 (Cl-),
fizyolojik bozukluklara ve nihayetinde goriilebilir hasara
neden olur (Etehadpour ve ark., 2019). Benzer sekilde,
yapraklarda yiiksek sodyum konsantrasyonlarmin (Na +),
fotosentez ve transpirasyon iizerinde zararl etkileri vardir
(Shawquad ve ark., 2008). Tuz zararmin gozle gorilir
belirtileri ortaya ¢ikmadan dnce bu fizyolojik bozukluklar
biiylime ve {iriin kaybina yol agabilir.

Tuza tolerans, hiicreden tiim bitkiye kadar farkli
seviyelerde ¢ok genle kontrol edilen bir karakterdir. Hassas
glikofit bitkiler olan turuncgillerde (Ben-Hayyim ve
Moore, 2007), tolerans, kokten hava kismina olan tuz
tasima kisitlamasi ile iliskilidir (Larbi ve ark., 2020).
Biiylime azalmasi yapraktaki Na + ve Cl igerikleriyle
iligkilidir. Baz1 anaglar, Cl- (Cl iyonlarin nispeten yavas
emilimi) ve asir1 Na +’nin boliimlere ayrilmasinin segici
olarak diglanmasin1 birlestirerek tuz stresinin etkisini tolere
etmektedir (Rochdi ve ark., 2005).

Turunggillerin tuzluluga olan tolerans1 iklim, toprak tipi,
sulama sistemi, anag-kalem kombinasyonu gibi cesitli
faktorlere baglidir (Cimen ve Yesiloglu 2016). Turunggiller
diger bitkilere oranla tuzluluga kars1 daha hassastir
(Algahtani ve ark., 2019). Tuzlulugun gozlenen etkileri,
yaprak hasari, bilyiime baskilanmas1 ve gerilemenin gesitli
belirtileri seklindedir. Tuz stresi altinda bitki biiylimesinin
baskilanmasi, genellikle (a) ozmotik strese, azalan dogal su
potansiyeline bagl olarak, (b) hiicrede metabolik siirecler
iizerindeki spesifik iyon etkisine bagldir (Yassin, 2005).
Carrizo citrange anaclar1 diger anaglardaki agaclardan daha
fazla Cl-daha fazla biriktirir. Carrizo strange iizerine asih
bitkiler yiliksek Cl birikimi yaparken, bu anaclar Na+’u ayr1
tutar (Pérez-Pérez ve ark., 2015). Tuzluluga karsi bu
hassasliga ragmen, yillik yagislarin yetersiz oldugu ve
ekonomik verim i¢in sulama yapilmasi gereken alanlarda
turunggil agacglart yetistirilmektedir. Sulama suyundaki

tuzluluk problemi turunggil yetistiriciligi i¢cin problem olan
kiy1 bolgelerde genellikle karsimiza ¢ikmaktadir (Levy ve
Syvertsen, 2004). Turunggil anaglari biiyiik 6l¢iide mineral
alimin kontrol eder ve tuzlarin siirgiinlere taginmasi, asirt
miktarda kloriir ve bazen de yapraklarda sodyum birikimi ile

iliskilidir. Bu nedenle, tuz stresi toleransi anag
degerlendirilmesi esastir.
Giniimiizde doku kiltliri teknikleri kullanilarak

abiyotik strese dayanikli bitkilerin kullanilmasi oldukca
popiilerdir. Ciinkii in vitro kosullar in vivo kosullara gore
daha kontrol edilebilir ve sinirlt alanlarda yogun ¢aligma
yapilabilir (Shiyab ve ark., 2003). Ornegin tarla
kosullarinda bitkiler farkli interaksiyonlarin neden oldugu
abiyotik ve biyotik stres kosullarina maruz kalabilir. Bir
baska deyisle, beslenme ve iklim etkileri yilin her aninda
in vitro kosullarda kolaylikla kontrol edilebilir (Montoliu
ve ark., 2009). Bitkilerde ¢imlenme ve erken fidelerin
biiyiime asamalarinda tuzluluk toleransini belirlemek igin
tarla ve tam Olgekli laboratuvar denemeleri, genellikle
zamana ve ciddi girdilere ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle,
zaman tasarrufu saglayan ve minimum girdiler gerektiren
tarama yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir (Abari
ve ark., 2011). Bunlardan birisi ise in vitro kosullarda
testleme yontemidir. Buradan hareketle bu ¢alismada, bazi
turunggil anaglarmin in vitro kosullarda farkli tuz
seviyelerine tepkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Yontem

Calismada 6 farkli turunggil anact (Kleopatra
mandarin, turung, kaba limon, Volkamer limon, Carrizo
sitranj1 ve ii¢ yaprakli) materyal olarak kullanilmig olup,
anagclara ait olgun meyvelerden elde edilen tohumlar distile
su ile yikanmis ve sonrasinda 1 dakika %90’lik edil alkolde
ve ardindan %0,5 lik sodyum hipoklorit ¢dzeltisinde 15
dakika boyunca steril edilmistir. Ardindan tohumlar 5 defa
distile su ile durulanmistir. Daha sonra tohumlar farkli
seviyelerde sodyum kloriir (NaCl 0, 45, 90, 135 mM)
iceren, 30 ml’lik MS+30 g/L sukroz+6 g/L agar ilave
edilmis hormon-free ortama Murashige ve Skoog
(Murashige ve Skoog, 1962) c¢imlenmek iizere transfer
edilmigtir. Calismada kullanilan malzemeler ve MS ortami
120°C 20 dakika’de otoklav lamadan énce 1 N NaOH veya
1 N HC1 ile pH 5,7’ye ayarlanmigtir Caligma her
konsantrasyon igin 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 4 kavanoz
olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Her kavanoza 3 adet tohum
ekimi yapilmustir. Bitki biiylitme odasinda 25+2°C, 16 saat
aydinlik ve 8 saat karanlikta bekletilmislerdir (Habibi ve
Amiri 2013). Tohum ¢imlenmesinin belirlenmesinde,
tohumlarin ¢imlenmesi ve kotiledon yapraklarin goriilmesi
dikkate alinmistir. Elde edilen bulgular, IBM SPSS
Statistics 22 paket programi kullanilarak analiz edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Calismadan elde edilen sonuglara gore biitiin tuz
konsantrasyonlarinda anaglar arasinda istatistiki olarak
farkliliklar ~ 6nemli  bulunmustur. 0 mM  NaCl
konsantrasyonlarinda anaglara ait ¢cimlenme yiizdeleri %50
ile ti¢ yaprakli, %89,81 turun¢ anaci arasinda degisim
gostermektedir (Sekil 1).
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m Kleopatra m Kaba limon = Ug yaprakli

Sekil 1. 0 mM NaCl konsantrasyonunda anaglarin
¢imlenme yiizdeleri
Figure 1. Percentage germination of rootstocks at 0 mM
NaCl concentration

90 mM
100 90,|74a
78,70ab
80 71,29bc 68.51bc
58,33cd
60 50,92d
40
20
0
m Volkamer limon u Carizo = Turung
m Kleopatra m Kaba limon = Ug yaprakli

Sekil 3. 90 mM NaCl konsantrasyonunda anaglarin
¢imlenme yiizdeleri
Figure 3. Percentage germination of rootstocks at 90 mM
NaCl concentration

45 mM Nacl konsantrasyonunda en yiiksek ¢cimlenme
yiizdesi Turung anacindan elde edilirken, en disiik
¢imlenme yiizdesi %47,22 ile {i¢ yaprakli anacinda
belirlenmistir. Bu tuz konsantrasyonunda diger anaglarin
tepkileri ise %89,91 ile Volkamer limon, %80,57 ile
Kleopatra mandarini kaba limon ve {i¢ yaprakli anaca gore
daha iyidir (Sekil 2).

90 mM Nacl konsantrasyonunda en yiiksek ¢imlenme
yiizdesi %90,74 ile turung anacinda, en diisiik oran ise 0 ve
45 mM konsantrasyonlara benzer olarak %50,92 ile kaba
limon ve ii¢ yaprakli anaglarinda goriilmistiir. 90 mM
konsantrasyonda Volkamer limon, carizzo, Kleopatra
mandarin anaglarinda ise ¢imlenme ylizdeleri sirasiyla
%78,70, %71,29, %68,51 olarak tespit edilmistir (Sekil 3).

135 mM NaCl konsantrasyonunda 0,45 ve 90 mM
konsantrasyonlara benzer olarak en yiiksek ¢imlenme
yiizdesi %89,81 ile turung anacindan, en diisiik ¢imlenme
yiizdesi ise %49,07 ile ii¢ yaprakli anacinda belirlenmistir.
Bu tuz konsantrasyonunda turungtan sonra en iyi tepkiyi
veren Volkamer limon, carizzo, anaglarinda ise ¢imlenme
yiizdeleri %74,07, %71,29, olarak gézlemlenmistir (Sekil 4).

5 adet turunggil anacinda (Kirmizi kaba limon, turung,
Volkamer limon, Kleoptora mandarin, Troyer stranj) 4
farkli tuz diizeyinde (Kontrol, 4, 6, 8 ds/M) test edilmistir
ve Kleoptora mandarini EC: 8 ds/M en yiiksek tuz toleranst

45 mM
100 89.81 90.74
80.57
80 69.44
60 5092 4755
40
20
0
m Volkamer limon m Carizo = Turung
m Kleopatra m Kaba limon u Ug yaprakl

Sekil 2. 45 mM NaCl konsantrasyonunda anaglarin
¢imlenme yiizdeleri
Figure 2. Percentage germination of rootstocks at 45 mM
NaCl concentration

135 mM
100 89.8189,81a
80 7407071 295
60 2048 50,18c  49,07¢
40
20
0
= Volkamer limon m Carizo L] Turunc;
u Kleopatra = Kaba limon = Ug yaprakli

Sekil 4. 135 mM NaCl konsantrasyonunda anaglarin
¢cimlenme yiizdeleri
Figure 4. Percentage germination of rootstocks at 135 mM
NaCl concentration

gostermigtir. Turung ikinci sirada onu takip ederken
Kirmizi kaba limon ve Volkamer limon orta diizeyde
tolerans gostermistir. Troyer stranj ise en hassas anag
olarak belirlenmistir (Anjum, 2008).

Cimlenme ortamlarinda artan tuzluluk konsantrasyonu,
¢ogunlukla ¢imlenme ylizdesini azaltabilen veya
geciktirebilen ozmotik ve / veya spesifik toksisiteye neden
olur. NaCl’nin etki ettigi bitki biiylimesi ve tohum
¢imlenmesindeki engelleme mekanizmasi, embriyo
iizerindeki toksik etki veya yetersiz su emilimine bagl
olarak iliskilendirilebilir (Azza ve ark., 2007). 25 mM ve
50 mM tuz ¢ozeltisinde gerceklestirilen bir caligmada, 25
mM tuz konsantrasyonunda yapraklarda sodyum igerigi
agisindan P. trifoliata anacinda herhangi bir farklilik
belirlenememis iken, 50 mM ¢ozeltide bu farklilik
neredeyse 3 kat fazla olmustur. Deney sonuglarina baglt
olarak anaglarin 50mM NaCl de daha yiiksek kok bolgesi
tuzlulugunun da, genotiplerin daha iyi bir ayirma ve tuz
secimine izin verdigini, muhtemelen bazi anaglardaki
diskilama  mekanizmasinin ~ bu  konsantrasyonda
calismadigini géstermektedir. (Sykes, 2011).

6 farkli (Rangpur lime (Citrus limonia Osbeck), kaba
limon (Citrus jambhiri Lush.), volkamariana (Citrus
volkameriana Pasquale), turung (Citrus aurantium L.),
Swingle citrumelo ve citrumelo 4475 (Citrus paradisi
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Macf. x Poncirus trifoliata (L.) Raf) turunggil anacinda
yapilan calismada tuz konsantrasyonuna bagli olarak
cimlenme ve bitki gelisiminin geriledigi belirlenmistir
(Fadli ve ark., 2015) Calisma sonucunda elde edilen
bulgulara gore turunggil anaglarinda (turung, kaba limon
ve ¢ yaprakli haric) genel olarak farkli tuz
konsantrasyonlarina verdikleri tepkiler benzer olmustur.
Onceki galismalarla benzer olarak tuz konsantrasyonunun
artmasti ile ¢imlenme yiizdeleri bununla baglantili olarak
azalig gostermistir.

Sonug olarak yapilan bu galiymada diinyada yaygin
olarak kullanilan 6 farkli turunggil anacinda farkli tuz
konsantrasyonlarmma in vitro sartlarda tepkilerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Degisen konsantrasyona bagli
olarak anaglarin verdikleri tepkilerinde farkli oldugu
belirlenmis ve elde edilen sonuglara gore in vitro sartlarda
tuz konsantrasyonlarinin turunggil anaclarinda hizli bir
testleme aract olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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