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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

IN VITRO SARTLARDA BES TRiTIKALE GENOTIPiNIiN TUZ STRESINE
YANITININ BAZI BiYOKIMYASAL VE FiZYOLOJiK PARAMETRELER
KULLANILARAK INCELENMESI

Serap KARAMAN

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Ismail BEZIRGANOGLU

Tuzluluk, bitki gelisimini kisitlayan 6nemli abiyotik streslerden biridir. Tritikale, yiiksek kaliteli
tohumu, verim potansiyeli ve hastaliga kars1 direnci ile bilinen, son derece uygun bir iiriindiir. Bu ¢aligmada,
kallus ve embriyogenik kallus olusumunda ekili olan bes tritikale genotipinin (Umran Hanim, Mikham 2002,
Melez 2001, Tatlicak ve Alper Bey) farkli konsantrasyonlardaki tuz stresine verdigi yanitlar test edilmistir.
Kotiledon eksplantlari, kallus indiiksiyonu ve embriyogenik kallus olusumu i¢in eksplantlar olarak secilmistir.
Test edilen bes tritikale genotipi, kallus biiyiimelerine ve embriyogenik kallus olusumlarina gére degismistir.
Daha iyi kallus indiiksiyonu i¢in Umran Hanim, Tatlicak ve Alper Bey gézlenirken; benzer sekilde, ayni
genotipler, in vitro sartlarda tuzda daha iyi embriyogenik kallus olusumuyla cevap vermistir. Tuz stresi
altinda bu genotiplerin embriyogenik kallus biiyiimesinde dnemli bir azalma gdzlenmistir. Emriyogenik
kallusun NaCl’ ye verdigi cevaplara gére, bes tritikale genotipi, Tatlicak > Umran Hanim > Alper Bey >
Mikham 2002 > Melez 2001 olacak sekilde siralanmistir. Bu bes tritikale genotiplerinin hepsi tuz stresine
maruz birakildiklarinda kontrol bitkilerinden daha fazla prolin ve seker biriktirmiglerdir. Prolin seviyesi 200
mM' da zirve yapmis, en diisiik ve en yiiksek igerik 0-200 mM tuz konsantrasyonlarinda elde edilmistir.
Coziinebilir sekerlerin birikimi, kontrol gruplarina kiyasla yaklasik iki kat artmistir. Tuza duyarh
genotiplerde lipid peroksidasyonu tuza dayanikli olanlara gore daha fazla oldugu gozlenirken, H>O> miktar1
tuza dayanikli genotiplerde artarken, tuza duyarli genotiplerde ise azaldig1 gbézlenmistir. Antioksidan enzim

aktiviteleri, artan NaCl konsantrasyonuna cevap olarak artan bir egilim sergilemistir.

2019, 53 sayfa

Anahtar Kelime: Embriyogenik Kallus, Lipid Peroksidasyon, H,O»,, Tuz Stresi, Tritikale, Seker,

Prolin, Enzim Aktivitesi



ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF SALT STRESS RESPONSE OF FIVE TRITICALE
GENOTYPES IN IN VITRO CULTURE USING SOME BIOCHEMIiCAL AND
PHYSIOLOGICAL PARAMETERS

Serap KARAMAN

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ismail BEZIRGANOGLU

Salt stress is one of important matters negatively affects of agricultural productivity in worldwide.
Triticale has hybrid genome, its source of high grain, good quality and resistant to pathogen. Resistance of
triticale growing cultivars ( Alper Bey, Mikham 2002, Tatlicak, Melez 2002 and Umran Hanim) of triticale to
salinity were carried out in green calli induction in this research. Mature embryo was choosed as explants for
calli formation and green calli induction. Tested cultivated differed in their calli formation and green calli
induction. Tatlicak, Umran Hanim and Alper Bey were obtained for more quality calli formation; likewise,
the same cultivars observed at the more green calli induction in the NaCl stress. Seriously reduce in green
calli induction was determined in in vitro media. In terms of the resistance to NaCl based on green calli,
tested cultivars were observed to Tatlicak > Umran Hanim > Alper Bey > Mikham 2002 > Melez 2001. A
significant sugar and proline were reached in tested cultivars than in non-tested cultivars when all were carry
out NaCl stress. Proline amount reached at 200 mM whereas the highest and lowest amount was observed at
200-0 mM in vitro NaCl media. The amount of soluble sugars was highly related to 0-200 mM NaCl levels.
While lipid peroxidation was observed to be higher in salt-sensitive genotypes than salt-resistant ones, H.O»
amount increased in salt-resistant genotypes and decreased in salt-sensitive genotypes. Antioxidant enzyme

activities demonstrated an increasing trend against of the high levels of salt.
2019, 53 pages

Key words: Embryogenic Calli, Lipid Peroxidation, H>O» NaCl Stress, Triticale, Sugar, Proline,
Enzyme Activity
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1. GIRIS

1. GIRIS

Bitkiler olumsuz cevre sartlariyla (besin maddesi yoksunlugu, su yetersizligi,
diisiik veya yiiksek sicaklik, UV, tuzluluk, hastalik ve zararlilar) karsilastiklarinda
gelismeleri olumsuz yonde etkilenir. Bir ¢evrede meydana gelen ¢ok sayida olumsuz
kosullar, stres olarak tanimlanir. Stres uzun siire devam edebilir veya gelip gegicidir.
Stres, onemli metabolik ve fizyolojik degisimlere yol acarak bitkilerde biiylime ve
gelismeyi olumsuz yonde etkilerken, iiriin kalitesinin ve miktarinin azalmasina, bitkinin
veya bitki organlarinin 6liimiine neden olabilmektedir. Bitkilerin maruz kaldig1 stres
faktorleri abiyotik ve biyotik olmak iizere iki sinifa ayrilabilir (Demirbas 2011) (Cizelge
1.1).

Cizelge 1.1 Abiyotik ve biyotik stres faktorleri.

Abiyotik Stres Faktorleri Biyotik Stres Faktorleri
Kuraklik Bocekler

Tuzluluk Mantarlar

Radyasyon Viriisler

Asir1 Sulama Herbivorlar

Soguk (iisiime ve donma) Nematodlar

Yiiksek Sicaklik Bakteriler

Oksidatif Stres Kemirgenler

Topraktaki Besin Miktar1 Protozoa

Kimyasallar Mikoplazma

Tuzluluk, cesitli riinlerde yiiksek verim kayiplarina neden olan abiyotik bir
strestir (Ashraf et al. 2004, 2009; Semiz and Suarez 2015; Nawaz et al. 2016). Tuzluluk,
yiiksek sicaklik ve kuraklik gibi abiyotik stresler, diinyanin bir¢ok yerinde bitkilerin
biiyiimesini ve verimini azaltan ana faktorlerdir ( Pareek et al. 2010; Mantri et al.
2012 ).Bitkilerin tuz stresine tabi tutulmasi, bitkilerde ciddi zararlara neden olabilir

(Zhao et al. 2009; Farooq et al., 2015; Nuriyeva et al. 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6393328/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6393328/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6393328/
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Yeryiiziinde verimli topraklar: etkisi altina alan tuz stresi, bitkilerin molekiiler,
fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarinda degisimlere yol acarak bitkileri

etkilemektedir. Tuzluluk, sebeplerine gore iki grupta kategorize edilmistir:

Primer (dogal) tuzluluk i¢in:

1- Kayalarin ayrigmasi,

2- Sig tuzlu yer alt1 suyundan kilcallarin ylikselmesi,
3- Kiy1 boyunca deniz suyunun girmesi,

4- Deniz riizgarlariyla gelen tuzlu kum,

5- Engelli drenaj.

Sekonder tuzluluk, asagidaki gibi insan faaliyetlerinden kaynaklanmaktadir:

1- Uygun drenaj sistemi olmadan sulamanin baslatilmasi,
2- Endiistriyel atiklar,

3- Giibrelerin agir1 kullanimu,

4- Dogal bitki Ortiisiiniin ortadan kaldirilmasi,

5- Tuz bakimindan zengin sularla su baskini,

6- Yiiksek su tablasi ve sulama i¢in diisiik kaliteli yer alt1 suyu kullanima.

Insan niifusunun artmas: ile birlikte gelisen diinya iizerinde gidalarin {iretimini
kisitlayan tuzluluk dikkate alinmasi gereken faktorlerden biridir (Flowers 2004).
Toprag etkileyen tuzluluk seviyesinde artis olmustur. Bir zamanlar verimli olan alanlar,
tuzdan etkilenen atik alanlar haline gelmistir. Tuza bagli problemler en az 75 iilkenin

siirlari igerisinde goriilmektedir ( Szabolcs 1994).

Ciddi tuzluluk problemi olan iilkeler ABD, Avustralya, Cin, Hindistan, Irak,
Meksika, Misir, Pakistan, Rusya, Suriye ve Tiirkiye olarak siralanabilir (Rhoades 1998).
Ulkemizde yaklasik olarak 1,5 milyon hektarlik alan tuzluluk sorunuyla karsi karstyadir
ve bu alaninda %32,5° ini sulanabilir alanlar olusturmaktadir. Tiim diinyada ise 800
milyon hektardan fazla alan tuzluluk probleminden etkilenmektedir (Yilmaz vd. 2011).
Oniimiizdeki 20 yil igerisinde diinya genelinde bu oranm %350 civarinda artacagi tahmin

edilmektedir (Hasanuzzaman et al. 2013).
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Tuzluluk strese neden olarak bitki biiylimesi ve gelismesini engellenmektedir.
Tuz stresine neden olan etmenler: 1- Toprak ¢ozeltisinin diisiik ozmotik potansiyeli (su
stresi), 2- Beslenme dengesizligi, 3- Spesifik iyon etkisi (tuz stresi), veya 4- Bu
faktorlerin kombinasyonu seklindedir (Ashraf 1994). Bir bitkide tuz stresinin baslangict
ve devaminda, biiylime, fotosentez, protein sentezi ve enerji ve lipid metabolizmalari

gibi tiim siire¢ler etkilenir (Parida and Das 2005).

Tuzluluk stresi, bitkilerin belirgin bir sekilde hareket etmesine neden olur
(Hernandez et al. 1995; Cherian et al. 1999; Takemura et al. 2000). Tuz stresi,
yapraklarin, govdelerin ve koklerin taze ve kuru agirliklarinda 6nemli bir azalmaya
neden olur (Hernandez et al. 1995; AliDinar et al. 1999; Chartzoulakis and Klapaki
2000).

Bitkilerin su ve ozmotik potansiyeli, tuzluluk arttikga azalirken, turgor basinci
ise tuzluluk arttikga artar (Morales et al. 1998; Hernandez et al. 1999; Khan et al. 1999;
Meloni et al. 2001; Khan 2001; Romeroaranda et al. 2001).

Yapraklarin klorofil ve toplam karotenoid igerikleri genel olarak tuz stresi
altinda azalir (Gadallah 1999; Agastian et al. 2000). Bununla birlikte, Wang and Nil

(2000), Amaranthus’ ta tuz stresi altinda klorofil igeriginin arttigini saptamislardir.

Yapraklarin ¢oziliniir protein igerikleri, tuzluluga tepki olarak azalir (Alamgir
and Ali 1999; Wang and Nil 2000; Muthukumarasamy et al. 2000; Parida et al. 2002).
Agastian et al. (2000), dutta ¢ozilinebilir proteinin diisiik tuz konsantrasyonunda arttigini

ve yluksek tuz konsantrasyonunda azaldigini bildirmistir.

Prolin, ozmotik diizenleyici olarak goérev yaptigi gosterilmis ve ¢esitli bitki
tirlerinde bildirilmis, tuzluluk stresine cevap olarak biriken en yaygin metabolittir
(Koca et al. 2007). Yiiksek yapili bitkilerin genelinde bulunan prolin, tuz stresi altinda
diger aminoasitlere gore daha fazla birikir (Abraham et al. 2003). Normal sartlarda
sitozolde biriken prolin, sitoplazmanin osmotik diizenlemelerine biiyiik dlciide katkida

bulunur (Ketchum et al. 1991). Prolin, basta kuraklik ve tuzluluk stresi olmak {izere
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hiperozmotik strese maruz kalan bitkilerin ozmoregiilasyonunda kilit bir rol oynar
(Ahmad and John 2005; Ahmad et al. 2006, 2010a, 2012a; Ahmad and Sharma 2010).
Prolin birikiminin bitkilerin ozmotik diizenlemesindeki rolii hala belirsizdir

(Koskeroglu ve Tuna 2010).

Prolin birikimi abiyotik strese uyum saglama aracidir ve ilk kez cavdar
¢imlerinde Kemble ve Mac Pherson (1954) tarafindan gézlemlenmistir. Prolin birikmesi
stres toleranslarini farkli sekillerde etkiler (Sekil 1.1). Prolin, protein biitiinliigiinii
koruyan bir molekiiler saperon gorevi goriir ve bdylece bir¢cok enzimin aktivitesini
arttirir. Bitkilerin yan1 sira bakterilerde, protozoalarda, deniz bitkilerinde ve alglerde
prolin birikiminin en yaygin dagilmig ozmolit oldugu belirlenmistir (Mc Cue and
Hanson 1990). Arastirmalar, prolin artisinin bitkilerde biyosentetik yolagin

uyarilmasindan kaynaklandigini gostermektedir.

Ozmotik koruma
Redoks dengesi |z Prolin 5 Translasyon

A4

Sinyalizasyon
Sekil 1.1 Prolinin ¢oklu fonksiyonu

Stres kosullarinda tiretilen ve biriktirilen diger ozmolit grubunu karbonhidratlar
olusturur. Bitkilerde ¢Oziinlir karbonhidratlarin birikiminin, toplam CO> asimilasyon
oranindaki 6nemli bir diisiise ragmen, tuzluluk veya kurakliga bir cevap olarak yogun
bir sekilde biriktigi bildirilmistir (Murakeozy et al. 2003). Seker gruplar1 ve nisasta gibi
karbonhidratlar, tuz stresine maruz kaldiklarinda birikerek osmotik diizenleme ve
karbon depolamada oOnemli bir rol oynamaktadir (Parida et al. 2002).
Karbonhidratlardan glikoz, sukroz ve fruktoz osmotik diizenlemelerde gorev alirken;

fritkktoz ayn1 zamanda osmotik korumada da gorev alir (Parida ve Das 2005). Coziiniir
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sekerler, osmotik korumada rol oynayarak tuzluluk stresine karsi yiiksek bitkilerde

yaygin olarak biriktigi bilinmektedir (Khedr 2003).

Toprakta veya doku kiiltiiriinde bulunan yiiksek miktarda tuz, mineral besin
aliminda sinirlama, beslenme dengesizligi, mineral eksikligi, ozmotik stres, iyon
toksisitesi ve oksidatif stres gibi sorunlara neden olan ¢ok sayida genetik ve
biyokimyasal degisiklige yol agabilir (Rozema and Flower 2008; Rahnama et al. 2010;
James et al. 2011). Oksidatif ve ozmotik streslerin, bir¢ok bitki tiirliniin ¢alismasini
engelleyen hiicresel membran biitiinliigiinli, enzim aktivitesini, DNA ve klorofil

icerigini etkiledigini bildirilmislerdir (Lokhande et al. 2010).

Abiyotik stres sartlarinda bitkinin yasamsal faaliyetleri yavaslayarak, su alimi
azalir. Bu da bitkinin CO, alimim1 azaltarak, fotosentetik elektronlar1 O, molekiiliine
aktarir ve siiperoksit radikallerini (O2") olusturur. Fazla miktarda biriken siiperoksit
radikali, hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksit (H20.) ile birlikte singlet oksijeni
('0,) de igine alan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iireterek oksidatif strese ve bunun

sonucunda da oksidatif hasara sebep olmaktadir (Mittler et al. 2002, 2004).

ROS’ un bir tiirii olan H202’ in hiicre bdliinmesini arttirdigl ve sekonder hiicre
duvarinin olusumunu tetikledigi, bu sayede taze agirligi arttirdigr diistiniilmektedir
(Potikha et al. 1999). Bitki dokularindaki H>O» konsantrasyonundaki artis membran

lipidlerinde hasara neden olarak biiylimelerine etki edebilir (Johnson et al. 2003).

ROS bitki hiicrelerinde membranlarin yapisindaki lipidleri oksitleyerek
membran yapilarini bozmaktadir. Bunun sonucu olarak membran segici gegirgenlik
ozelligini ya kaybetmekte ya da azaltmaktadir. Hiicrelerin membranlarinda bulunan
lipidlerin oksitlenmesi reaksiyonlarinda ara iiriin olarak MDA c¢ikmaktadir, bu durum
tuz stresi caligmalarinda stresin ne dlclide zarar verdigini belirlemede dnemlidir (Gossett
et al. 1994). Tuzluluk gibi abiyotik stresler sonucu olusan membran hasarlari,
cogunlukla membran lipid peroksidasyonundan kaynaklanmaktadir. Tuz stresi, lipid
peroksidasyonunu uyararak bitkide MDA miktarii arttirmaktadir (Mishra and
Choudhuri 1999).
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Yiiksek konsantrasyonda tuz bulunduran ortamlarda bitkilerin biiylime ve hayat
dongiilerini tamamlayabilme kabiliyetlerine tuz toleransi denir (Parida and Das 2005).
Tuzluluk stresine tolerans genellikle oksidatif stres ile iliskilendirilmistir. Oksidatif stres
altindaki bitkilerde, bitki hiicrelerinin farkli lokalizasyonlarinda (mitokondri, kloroplast,
peroksizom ve niikleus) ROS olusumu hasara ve hiicre Oliimiine sebep olmaktadir
(Mano 2002). Diger taraftan, ROS antioksidan diren¢ mekanizmalariin aktivasyonunda
ve hiicre i¢i redoks sinyalinde dnemli bir rol oynamaktadir. ROS, membran lipidleri,
proteinler ve niikleik asitler de dahil olmak tizere farkli hiicresel bilesenlerde oksidatif
hasara neden olur (Valko et al. 2006). Hiicresel bilesenlerin ROS tarafindan zarar
gormesini onlemek ig¢in, bitkiler karmasik bir antioksidan sistemi gelistirmislerdir. Bu
antioksidan savunma sisteminin bilesenleri, c¢esitli alt hiicre boliimlerinde bulunabilir
(Hernandez et al. 2000; Ahmad and Umar 2011). ROS’ un antioksidan enzimlerin dogal
aktivasyonuyla atilmasi tuz toleransini artirabilir (Alscher et al. 2002). Tuz toleransi ve
antioksidan enzimlerin aktivasyon artis1 arasindaki iliski, Plantago (Sekmen vd, 2007),
Pisum sativum L. (bezelye) (Hernandez et al. 2000; Ahmad et al.2008a, b), Arabidopsis,
Oryza sativa L. (geltik) (Dionisio-Sese and Tobita 2007), Lycopersicon esculentum
(domates), Glycine max L. (soya fasulyesi), Zea mays L. (misir) (Azevedo Neto et al.

20006) veVicia faba (bakla) (Azooz et al. 2011) bitkilerinde gosterilmistir.

Bitkiler oksidatif stres altinda yasamlarimi devam ettirebilmek, tuzlulugun
olumsuz etkilerini azaltabilmek ve ROS’ un toksik etkilerini dnlemek i¢in ¢esitli
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlara sahiptirler (Noctor and Foyer 1998;

Shi and Zhu 2008) (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2 Bitkilerde enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar.

ANTIOKSIDANLAR
Enzimatik Olmayan Antioksidanlar Enzimatik Antioksidanlar
Askorbik Asit (Vitamin C) Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Tokoferoller (Vitamin E) Askorbat Peroksidaz (APX)
Karotenoidler (Vitamin A) Katalaz (CAT)
Glutatyon Peroksidaz (POX)
Fenolik Bilesikler Glutatyon Rediiktaz (GR)

Tuz stresi genellikle bitki bliylimesini engeller. Bitkiler farkli abiyotik streslere
maruz kaldiklarinda, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX) ve
askorbat peroksidaz (APX) gibi enzimleri uzaklastirarak bazi reaktif oksijen tiirleri
(ROS) tiretir (Li and Staden 1998). Tuz stresi altinda, SOD, CAT, GR, DHAR, APX ve
POX aktivitesindeki artisin yani sira tuza toleranshi cesitlerdeki yiiksek antioksidan
aktivitesi de ¢esitli aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (Ahmad et al. 2010a, 2012a;
Azooz et al. 2011; Koyro et al. 2012).

Stiperoksit dismutaz, ROS’ a karst O2”” nin temel temizleyicisi olan bir savunma
ajanidir (Almoguera et al. 1995). Yiiksek SOD aktivitesi, bitkiyi siiperoksit radikaline
kars1 korur ama yalnizca peroksidasyona karst membran korumasindan sorumlu olarak
kabul edilemez, ¢iinkii ayn1 zamanda bir ROS olan O?’ yi H>O,’ ye doniistiirme rolii de

vardir.

Katalaz (CAT), peroksizomlarda H>O>’ nin ana temizleyicilerindendir, hidrojen
peroksiti suya ve molekiiler oksijene donistiriir (Willekens et al. 1995). CAT
aktivitesinin, soya fasulyesi (Comba et al.1998), tiitiin (Bueno et al. 1998), salatalik
(Lechno et al. 1997), dut (Sudhakar et al. 2001; Ahmad et al. 2010a) ve hardalda
(Ahmad et al. 2012a) tuz stresi altinda arttig1 bulunmustur. Azevedo Neto et al. (2006),
tuz toleransina farklilik gosteren iki musir ¢esidinde daha yiiksek CAT aktivitesi

bulmuslardir.
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Askorbat peroksidaz (APX), yiiksek bitkilerde, alglerde ve bazi
siyanobakterilerde bulunan hidrojen peroksit temizleyici bir enzimdir (Asada 1992).
Askorbat peroksidaz (APX), sitosolik APX’ in fotosentetik olmayan dokularda, H>O>’
ye bagli sitozolik enzimlerin inhibe edilmesini 6nlemede temel bir rol oynayarak cesitli
izoformlara sahip multijenik bir ailedir (Verniquet et al. 1991). Tuz toleransi
mekanizmalarinda APX, protein seviyesinde kanitlanmistir (Elkahouia et al. 2005;
Masood et al. 2006; Koca et al. 2007). APX aktivitesi, tuza duyarli ve tuza toleransl
cesitlerde antioksidan enzimlerin aktivitelerinin karsilastirllmasinda tuz stresine cevap
vermede kilit rol oynamistir (Gueta-Dahan et al. 1997; Ahmad et al. 2008a, 2010a,
2012a; Ahmad and Umar 2011).

Peroksidaz (POX), stres altindaki bitkilerde stresle basa g¢ikabilmek icin ROS
kontrolii ve detoksifikasyonunda rol oynayan onemli antioksidan enzimlerden biridir
(Biiytik ve ark. 2012). POX, indirgeyici olarak cesitli substratlar1 kullanarak H>O>’ 1

temizler ve hiicre duvari polimerleri ile etkilesim i¢indedirler (Gechev et al. 2006).

Antioksidan enzim aktivitesi, bitkilerde tuz toleransi ile pozitif iliskilidir
(Lokhande et al. 2011). Birgcok arastirmaci, tuz direnci mekanizmasinin tiim bitki
asamast boyunca aktif oldugunu ve bunun hem in vitro hem de ex vitro durumlarda test
edildigini belirtmistir. (Watanabe et al. 2000; Troncoso et al. 2002). Farkli genotiplerde
fizyolojik degisiklikler ile kallus kiiltiirleri arasinda tuz stresi ile yakin bir iliski oldugu
daha 6nce bildirilmistir (Piwowarczyk et al. 2016). Fizyolojik degisimlerin, tuza duyarl
ve tuza direncgli ¢esitler veya genotipler arasindaki farkliliga etkisi rutin olarak test
edilmektedir (Djukic et al. 2013). Seleksiyon araci olarak farklt NaCl konsantrasyonlari
kullanarak tuz direnci i¢in in vitro sartlarda, seker kamisi, patates, tatli patates ve pancar
dahil olmak tizere bir¢ok bitki tliriine uygulanmistir (Prakash and Jack 1993; Yang et al.
2005; Gandonou et al. 2006; He et al. 2009).

Tritikale (x Triticosecale Wittmack), yiiksek verim potansiyeli bulunan bugday
ile olumsuz kosullara (abiyotik ve biyotik stres kosullar1) dayanikli olan ¢avdarin
melezlenmesiyle iretilmis yapay bir tahildir. Tritikaleleri melezlemek i¢in kullanilan
ebeveynlerinin kromozom sayilarina gore, tetraplolid, hekzaploid veya oktoploid

olabilir. Tetroploid tritikaleler (2n = 28) DDRR (Bernard 1987), ABRRveya A, B, D ve
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R genomlarinin kombinasyonu seklinde olabilir (Baum and Lelley 1988). Giinlimiizde
en fazla kullanilan tritikaleler hekzoploid (2n = 42 ) formda bulunanlardir. Hekzaploid
tritikalelerin klasik genomu AABBRR’ dir (O’Mara 1953). Oktoploid kromozomlu
tritikaleler (2n = 56) ekmeklik bugday ve cavdar melezlenerek elde edilmistir ve
genomu AABBDDRR’ dir (Miintzing 1939).

Tritikale, klasik 1slah ile gelistirilmis ve glinlimiizde diinyada yaklasik 3 x 106
hektarlik alanda yetistirilen yapay amfidiploid bir tahildir (Lelley et al. 1989;

Machzynska et al. 2014; http://www.fao. org/faostat/tr/). Tritikale tuzluluk, soguk,
asidik topraklar, kuraklik gibi abiyotik stres kosullarina adapte saglamis ve bu alanlarda
diger serin iklim tahillarindan daha yiiksek verim verebilme yetenegine sahip bir

bitkidir (Briggle 1969; Yagmur ve Kaydan 2008).

Tritikaleye iliskin yogun calismalar 1950’ lerin baslarinda (Kiss 1966) baslamais,
ardindan somatik doku kiltiiri (Immonen 1996), molekiiler genetik (Balatero et al.
1995) ve transgenik ¢aligmalar {izerine yapilan arastirmalarla devam etmistir (Zimny et
al. 1995). Tiirkiye’ de tritikale iizerine yapilan calismalar ilk olarak 1970’ 1i yillarda
baslamistir. Ege Bolgesi ve Diyarbakir yoresinde yapilan calismalarda, tritikale
hatlarinin ekmeklik ve makarnalik bugdaylara gore sirasiyla (%5-44) ve (%5-71) daha

fazla verim verdigi gozlenmistir (Dugan 2010).

Tritikale, ¢cavdardan gelen 6zellik ile kurak tarim alanlarina iyi uyum gosterir ve
diger tahillarla karsilagtirildiginda birim alandan daha yiiksek tane verimi verebilir.
Tritikale, cavdardan olumsuz yetisme kosullarina dayaniklilik &zelliklerine sahip
oldugundan;

- Tuz yogunlugu yiiksek tarim alanlarinda,

- Toksik madde miktar1 yiiksek olan arazilerde,

- Molibden ve ¢inko gibi mikro besin maddesi eksikligi goriilen tarlalarda,

- Baz bitki hastaliklarinin goriildiigii tarim alanlarinda bugday ve arpadan

daha iyi sonug¢ vermektedir.

Stres kosullarima dayanikli cesitlerin gelistirilmesi icin geleneksel 1slah
yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu geleneksel 1slah

9
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programlari, genetik kaynaklarin eksikligi gibi bazi sinirlamalara sahiptir (Rai et al.

2011).

Bitkileri c¢evresel strese karsi korumak icin farkli teknikler Onerilmistir. Bu
nedenle, tuza dayanikli genotipler iiretmek i¢in yeni teknikler gelistirilmelidir. Bu amag
i¢in arzu edilen genotiplerin se¢imi ve gelistirilmesi, uygun tarama yontemleri gerektirir.
Doku kiiltiirti, ¢evresel stres faktorlerine karsi yeni cesitler iiretme girisimlerinde
yardimci olabilir. Bunlara ek olarak, in vitro kiiltiir calismalar1 klasik iireme
yontemlerine kiyasla nispeten daha hizli tepkilere, daha kisa iiretim siirelerine ve

diizenli ¢evresel kosullara izin verir (Zhao et al. 2009; Elmaghrabi et al. 2013).

Farkli bitki tiirlerinin tuz stres toleransin1 dlgmek igin in vitro yontemlerin
kullanilmas1 hizla artmaktadir ve bu yontemler tiitiin (Nabors et al. 1980), ¢eltik (Lutts
et al. 1999) ve bugday (Barakat and Abdel-Latif 1996) gibi bazi bitkilerde basari
kazanmigtir. Stirdiiriilebilir bir yontemle tuzluluk stresine direng igin tritikale 1slahinin
yogunlagtirilmasi, strese dayanikli cesitlerin iiretilmesine yardimci olacaktir. Simdiye
kadar tritikale, yogun 1slah yontemlerinde veya tuzluluk stresi direnci i¢in doku kiiltiirii
tekniklerinde uygulanmamustir. in vitro ¢ogalma stratejileri, giiniimiizde strese dayanikli
cesitlerin gelistirilmesinde en etkili yoldur. Bu strateji, kisith yer ve zamanla stres
kosullarinda basarili olabilir (Elmagrahi et al. 2013) ve diisiik maliyetli bir laboratuvar

kullanilarak strese dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi potansiyeline sahiptir.

Tritikale diger tahil iiriinlerinden cesitli abiyotik streslere karsi direnci ile 6ne
¢ikmasina ragmen, bu tiirde fizyolojik ve biyokimyasal seviyelerde bu streslere uyum
mekanizmalar1 hala bilinmemektedir. Bu tiriinde, in vitro kosullar altinda, tuz direnci ile

ilgili herhangi bir deney yoktur.

Bu tez calismasinda, in vitro sartlarda, farkli tritikale cesitlerinin farkli
konsantrasyonlardaki tuz ortamlarinda verdigi yanitlart belirleyerek, bazi fizyolojik ve

biyokimyasal parametrelerini ortaya ¢ikarmak amaglanmaistir.
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Amini and Ehsanpour (2005) Iran’ da yetisen iki domates (Lycopersicon
esculentum Mill.) ¢esidinin (Isfahani ve Shirazy) NaCl stresinde, ¢oziinilir proteinler,
prolin, karbonhidratlar ve Na*, K* {izerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Tohumlar
su agar ortaminda ¢imlendirildikten sonra 21 giin boyunca farkli NaCl
konsantrasyonlar1 (0, 40, 80, 120 ve 160 mM) iceren MS ortamina aktarilmistir. Tuz
konsantrasyonunun artmasi Isfahani’ nin sap ve yapraklarindaki ¢oziinlir protein
miktarint arttirirken Shirazy’ de azaltmistir. NaCl konsantrasyonu arttik¢a, her iki
¢esidin sap, yaprak ve koklerindeki prolin miktar1 da artmistir. Shirazy’ de daha fazla
prolin birikimi gdzlenmistir. Iki ¢esidin de koklere gore sap ve yapraklarindaki prolin
birikiminin daha fazla oldugu bildirilmistir. NaCl konsantrasyonunun artmasiyla
Shirazy’ nin sap ve yapraklarindaki toplam karbonhidrat miktar1 artarken Isfahani’ de
azalmistir. Tuz stresi her iki ¢esitte de Na” y1 arttirirken K™ y1 azalttigin

saptamigslardir.

Chen et al. (2011) tuza toleransh bugday ¢esidi (Cang 6001) ile tuza duyarh
bugday cesidi (Shi 4185) genotiplerinin tuz stresi altinda fizyolojik parametrelerini
incelemislerdir. Tuz stresi, bugday fidelerinin ¢imlenmesini ve kok gelisimini belirgin
sekilde inhibe etmis, tohum ¢imlenmesi ve kok gelisimi tlizerindeki NaCl etkilerinin
kullanilan farkli NaCl konsantrasyonlar1 ile degistigini saptamislardir. NaCl stresi
altinda, oksidatif hasarin daha fazla oldugunu ve potasyum (K), kalsiyum (Ca), ¢inko
(Zn) ve demir (Fe) birikimlerinin Shi 4185 fidelerinde Cang 6001 fidelerine gore daha
diisiik oldugunu ve bu sonuglarla, Cang 6001’ in olumsuz kosullarda Shi 4185’ ten daha
fazla iyon biriktirme kabiliyetine sahip oldugunu gostermislerdir. SOD aktivitesinin
Cang 6001 ¢esidinde Shi 4185 ¢esidine gore daha yiiksek seviyede oldugu, gercek
zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) analizi sonucunda da
sitoplazmik Cu/ZnSOD ve MnSOD transkriptlerinin tuz stresinde Cang 6011
genotipinde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglarla, tuz stresi altinda
yiksek SOD aktivitesinin fideleri ROS hasarindan korudugunu ve mikro besin
Ogelerinin alimimin iyilestirebilecegi rapor edilmistir. Ayrica, tuz stresi altinda tuza
toleransli Cang 6001 ¢esidinin H>O; seviyesinin tuza duyarlt Shi 4185 ¢esidinden daha

diisiik oldugu saptanmustir.
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Bhutta (2011) tuza toleransli bugday (S-24) ve tuza duyarli bugday (DN-27)
genotiplerinin tuz stresi altinda fizyolojik degisimlerini karsilagtirmis ve antioksidan
enzimlerin tuz stresine yanitin1 degerlendirmistir. Tuz stresine maruz kalan her iki
genotipte de siirgiin uzunluklarinin diistiglinii ve siirgiinlerin taze agirliklarinin
azaldigin1 saptamistir. Bugday fidelerinin yaprak nispi icerigi (RWC) tim tuz
konsantrasyonlarinda S-24’ te DN-27’ den daha fazla azaldigi goriilmiistiir. Uzun siire
yiiksek NaCl konsantrasyonuna maruz kalan bugday fidelerinin yapraklarindaki
membran stabilite indeksinin her iki genotipte de en diisiik seviyelere ulastigini
bildirmistir. Tuz stresinin artmasiyla birlikte siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz
(POD) ve katalaz (CAT) enzimlerinin aktiviteleri S-24’ te artmis ve DN-27’ de ise tiim
enzimler farkli tuz stresi konsantrasyonlarinda sabit aktivite gostermis, bu antioksidan
enzimlerin her iki genotip icin de sinirlayici faktorler oldugunu ve bu nedenlerin DN-
27 de tuz hassasiyetine yol actigi sonucuna varmistir. CAT ve APX’ in yiksek
aktivitesi, hiicrede H>O, seviyesini diisiiriirken, membranlarin ve CO: fiksasyonunun

stabilitesini arttirdigini bildirmistir.

Koyuncu (2012) Tiirkiye’ de yetistirilen 13 makarnalik bugday (7. durum Dest.)
¢esidinin olgunlagsmis embriyolarin1 kullanarak in vitro sartlarda tuza toleranslarini
degerlendirmistir. Embriyolara kallus olugumu ile birlikte farkli NaCl konsantrasyonlari
uygulamistir. Cesitleri kallus olusumu, kallus agirligt ve rejenere kallus sayisi
parametrelerine gore degerlendirmistir. Tuz konsantrasyonlarinin artmasiyla biitiin
parametrelerdeki degerlerin azaldigint ve ¢esitler arasinda Onemli farkliliklarin
bulundugunu goézlemlemistir. Cesitlerin kallus olusturma oranlarinin artan tuz
konsantrasyonlar1 ile azaldigini, azalan kallus olusumu ile birlikte kallus agirliginin da
dogrusal olarak diistiiglini ve yliksek NaCl konsantrasyonlarinda kalluslarin

rejenerasyon yeteneklerini yitirdigini saptamistir.

Ashfaque et al. (2014) bugdayda (Triticum aestivum L.) tuz stresinin
hafifletilmesinde hidrojen peroksitin (H20>) roliinii belirlemek icin yaptiklar1 ¢aligmada,
bugday cesitlerini, ¢cimlendikten 1 hafta sonra farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 100 mM)
H>02 ve 100 mM NaCl ile 30 giin boyunca muamele etmislerdir. Elde ettikleri
sonuglara gore H>O> uygulamasimin 30 giinlik bugday fidelerinde prolin igeriginin

kontrol gruplar ile karsilagtirildiginda arttig1 ve artan stres kosullarindan korumasini, su
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potansiyeli ve osmotik potansiyelini de arttirdigini saptamiglardir. Ayrica, H>O:
muamelesiyle tuz stresi altindaki bitkilerde meydana gelen pigment igerigindeki
azalmada iyilesmeler oldugu belirlenmistir. Bitki biiylime parametrelerinde tuz stresi
altinda azalmalar oldugu izlenmis, ancak bu azalmalar H>O> uygulamasi ile
iyilestirilmistir. H2O2 uygulamasinin Na® ve CI" miktarindaki azalma ile tuz stresinin
etkisini azalttigini, buna karsin prolin igerigini, nitrat asimilasyonunu, su tutma

kapasitesini ve fotosentetik pigmentlerin etkinligini arttirdigini bildirmislerdir.

Carrasco-Rios and Pinto (2014) tuzlulugun, misir (Zea mays L.) gesitleri Llutefio
(tuzluluga adapte edilmis) ve Jubilee’ nin (gelismis ¢esitlilik) yapraklarindaki lipid
peroksidasyon ve antioksidan enzimler iizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir.
Tuzluluk, bitki biyokiitlesinde, Jubilee’ de yaklasik %60 ve Llutefio’ da %20’ lik
onemli bir diistise neden olmustur. Kok sistemindeki gelisim tuzluluga tolerans
gostererek korunmustur. Biyokiitledeki azalma ve peroksitlerin {retilmesinden
kaynaklanan hiicre zarlarindaki hasar Llutefio’ da daha az goriilmiistiir. Her iki musir
cesidinde de tuzluluktaki artis MDA igeriginde de bir artisa neden olmustur. Siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesi, her iki musir ¢esidinde de tuzluluk arttikca azalmstir.
Katalaz (CAT) aktivitesi, Llutefio’ da artarken Jubilee’ de Onemli bir degisiklik
olmamistir. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi, Jubilee’ de anlamli bir farklilik
gostermezken, Llutefio’ da azalmistir. Bununla birlikte, incelenen enzimlerin ¢ogu,
kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda tuzluluktan o6nemli Olgiide etkilendigini

bildirmislerdir.

Soleimani et al. (2015) ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
kullanarak, farkli konsantrasyonlardaki NaCl ile muameleden sonra kimyon (Cuminum
cyminum L.)’ daki iki antioksidan geninin yani demir-siiperoksit dismutaz (Fe-SOD) ve
katalazin (CAT) koruyucu roliinii belirlemis ve enzimatik aktiviteler, {i¢ antioksidan i¢in
spektrofotometrik olarak analiz edilmistir. Biiyiime parametreleri, protein igerigi ve
prolin birikimi de Olgiilmiistiir. Kontrol bitkilerine kiyasla tuzla muamele edilen
bitkilerde daha fazla prolin birikimi goriilmiistiir. Ayrica, tuza maruz kalan bitkilerde
daha yiiksek siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT)
aktiviteleri goriiliirtken protein igeriginde ise azalma gorilmistir. Kuru agirliklar

kontrol gruplarina kiyasla azalmis ve bu azalma tuz konsantrasyonu ile kademeli olarak
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artmistir. Tuzla muamele, bitkilerin slirgiin uzunluklarini disiiriirken, kok uzunluklari

tuzdan neredeyse etkilenmemistir.

Pouya (2015) yaptig1 calismada, iki tuza toleransl (ET-84-15 ve ET-86-9) ve iki
tuza hassasiyetli (ET-85-17 ve Jouvanilo) tritikale genotiplerinde uzun siireli tuz
stresinin etkilerini inceleyerek, fotosentetik parametreleri ve antioksidan enzimlerini
analiz etmistir. 200 mM NaCl’ ye maruz birakilan tuza duyarl tritikale genotiplerinin
terleme orani, stoma iletkenligi ve fotosentez hizinda énemli bir azalma bulunmustur.
Tuz stresine maruz birakilan tuza duyarli genotipler kontrol gruplart ile
karsilastirildiginda SOD, CAT, ve GPOD aktivitelerinde artiglar oldugunu, bu artis ile
birlikte H2O, ve MDA miktarlarinin da yiliksek oldugu, bunlarin aksine APX
aktivitesinde ise degisiklik olmadigini belirlemistir. Tuza toleransli genotiplerin H>O»
ve MDA miktarlarinin daha diisiik oldugu, APX aktivitesinin sabit kaldig1 ve diger
enzimlerin aktivitelerinde artiglar oldugu belirlenmistir. Antioksidan enzimlerin
aktivitesinin ¢igeklenme evresinde geg filizlenme evresine gore hem tuzlu ortamda hem
de kontrol ortaminda daha yiiksek oldugu bulunmus ve c¢igceklenme evresindeki

tritikalenin tuza daha toleransli oldugunu bildirilmistir.

Piwowarczyk et al. (2016) miirdimiik (Lathyrus sativus L.) bitkisinin abiyotik
stres sartlarinda fizyolojik ve molekiiller mekanizmalarin1 anlayabilmek ig¢in, dort
miirdiimiik genotipinin in vitro doku kiiltiirii sartlarinda tuzluluk stresine verdigi
yanitlari, fide gelisim doneminde incelemislerdir. Tuzluluk stresi, agar ortamina 0, 50,
100 ve 200 mM NaCl ilave edilerek indiikklenmistir. 0 ve 50 mM NaCl
konsantrasyonlari, ¢cimlenme ve filizlenme yilizdesini 6nemli 6l¢iide etkilemezken, 200
mM NaCl konsantrasyonu bu parametrelerin seviyesini diislirmiistiir. NaCl stresine
maruz kalan miirdiimiik fidelerinin kok ve siirgiin uzunluklarinda énemli 6l¢iide azalma
olmus, slrglinlerin kuru agirligit bu durumdan etkilenmemistir. Artan tuz
konsantrasyonu, hem kok hem de siirglin dokularindaki hiicresel zarlarin biitiinliigiinii
azaltmistir. Koklerde daha fazla fenolik bilesik birikimi olurken ve antioksidan
enzimlerin (peroksidaz ve katalaz) aktivitesinde onemli degisiklikler gdzlenirken,
siirglinlerde bu durumlar goézlenmemistir. Prolin igerigi, 100 mM NaCl ortaminda

koklerde artmistir. Tuz stresi, test edilen genotiplerin fotosentetik pigment iceriginde

14
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degisiklige neden olmamistir. Siirgiinlerin koklerden daha iyi sonu¢ vermesinin

deneylerin yapildig1 in vitro kosullardan kaynaklanabilecegi sonucuna varmislardir.

Demirbas ve Balkan (2018) iilkemizde yaygin olarak yetistirilen 4 tritikale
¢esidini  (Karma-2000, Presto-2000, Tatlicak-97 ve Mikham-2002) kullanarak ve
tritikale tohumlarina hidrojen peroksit (H202) 6n uygulamasi yaparak g¢esitli tuz
konsantrasyonlarinda fide gelisim donemindeki morfolojik ve fizyolojik parametrelerini
saptamiglardir. Yapilan gozlemler ve Olclimlerle, tuz stresindeki artisin tiim morfolojik
parametreleri baskiladigini belirlemislerdir. Tuz stresi altinda farkli genotipteki tritikale
cesitlerine yapilan H>O»> 6n uygulamasina farkli tepkiler gosterdigi, morfolojik ve
fizyolojik parametreler bakimindan Tatlicak-97 ve Presto-2000 cesitlerinin en yiiksek
degerlere sahip oldugunu tespit etmislerdir. Tritikalede karsilasilabilecek tuz stresinin
olumsuz etkilerini azaltmak i¢in tohumlara ekim oncesi H2O> ©on uygulamasi

yapilmasinin yararli olabilecegi sonucuna varmiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Yararlanilan cihazlar

Cizelge 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve modelleri

Iklimlendirme Kabini
Spektrofotometre
Sogutmal1 Santrifiij
Vorteks

Ultra Saf Su Cihazi
Steril Kabin
Otoklav

pH Metre

Manyetik Karistirict
Su Banyosu

+4 Sogutucu

-20 Sogutucu

Hassas Terazi

Wisd Thermostable GC-450
Thermo Scientific™ Multiskan Go
Hettich Zentrifugen Universal 320R
Wisd Wisemix VM-10

Millipore, Q-3W

ESCO NordicSafe™

JSR, JSAC-60

OHAUS ST 3100F

Daihan, shr

Wisd-WiseBath, Daihan

Edesa

J.P. Selecta

Shimadzu ATX 224

3.1.2 Kullanilan cozeltiler ve hazirlanislar:

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin  kullanildigi yerler ve hazirlanis sekilleri

asagida belirtilmistir.

1. % 3’ liik siilfosalisilik asit (prolin icerigi icin homojenizasyon ¢ozeltisi): 3 gram

stilfosalisilik asit 100 mL saf su icerisinde ¢ozilmiistiir.

2. Asit ninhidrin hazirlamsi (prolin igerigi i¢in ): 1,25 gram ninhidrin 30 mL asetik

asit ve 20 mL fosforik asit i¢erisinde ¢oziilmiistiir.
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10.

11.

12.

13.

14.

Antron reaktifi (¢Oziinebilir seker tayini i¢in): 50 mg antron 50 mL %95 lik
H>SO; igerisinde ¢oziilmiistiir.

0,1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SOD reaksiyon karigimi i¢in):
0,073 gram EDTA tartilmistir, 250 mL 50 mM KH>PO4 (pH: 7,8) tamponu igerisine
eklenerek ¢coziilmiistiir.

0,2 M KH,PO4 (pH: 7,0), 0, mM EDTA (Hiicresel antioksidan enzimlerin
reaksiyon ¢ozeltisi): 6,8 g KH2PO4 225 mL saf suda ¢oziilmiis, 1 N NaOH ile pH:
7,0’ ye titre edildikten sonra saf su ile 250 mL’ ye tamamlanmis ve 0,0087 g EDTA
ilave edilerek hazirlanmistir.

50 mM KH,PO4 (pH: 7,5) (CAT tampon ¢ozeltisi): 1,7 g KH2PO4 200 mL saf suda
¢oziilmis, pH: 7,5’ e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 mL’ ye
tamamlanmustir.

20 mM H:O; ¢ozeltisi (CAT aktivitesi 6lglimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi): 170
uL %35’ lik H2O; alinip hacmi saf su ile 100 mL’ ye tamamlanarak hazirlanmistir.
50 mM KH;POq4 (pH: 7,0) (APX tampon ¢ozeltisi): 1,7 g KH2PO4 200 mL saf suda
¢oziilmis, pH: 7,0’ e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 mL’ ye
tamamlanmaistir.

0,5 mM sodyum askorbat (APX reaksiyon karisimi i¢in): 0,1 g sodyum askorbat
100 mL saf su icerisinde ¢oziilmiistiir.

6 mM H,O: cozeltisi (APX aktivitesi ol¢cimii igin): 51 pL %35’ lik H>O; almip
hacmi saf su ile 100 mL’ ye tamamlanarak hazirlanmistir.

13 mM metiyonin c¢ozeltisi (SOD reaksiyon karigimi igin): 0,586 g metiyonin
tartilmig, 250 mL 50 mM KH:PO4 (pH: 7,8) tamponu igerisine ilave edilerek
¢Ozilmiistiir.

2 uM riboflavin (SOD aktivitesi i¢in 2. ¢ozelti): 0,038 g riboflavin, 1 L saf suda
¢coziilmils, 3 mL’ lik reaksiyon karisimmnin 2 pM riboflavin icermesi i¢in 60 pL
riboflavin alinmustir.

75 nM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir (SOD reaksiyon karigimi igin): 0,018
g NBT alinmis, 300 mL 50mM KH>PO4 (pH:7,8) tamponu igerisine ilave edilerek
¢Ozlilmiistiir.

50 mM sodyum karbonat (SOD reaksiyon karigimi i¢in): 0,53 g Na,CO3; 100 mL

saf su icerisinde ¢Oziilmiistiir.
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15.50 mM KH,PO4 (pH: 7,8) (SOD tampon ¢ozeltisi): 1,7 g KH2PO4, 200 mL saf
suda ¢oziilmiis, pH: 7,8’ e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 mL’ ye
tamamlanmustir.

16. % 1’ lik TCA (trikloroasetik asit) (Lipid peroksidasyon aktivitesi homojenat
¢ozeltisi): 100 mL saf su igerisine 0,1 g TCA ilave edilmis, TCA tam olarak
¢oziinene kadar karistirilarak hazirlanmistir.

17.% 0,5’ lik TBA (tiobarbutirik asit) (Lipid peroksidasyon aktivitesi reaksiyon
cozeltisi): 100 mL saf su i¢ine 20 gram TCA ¢6ziilmiis ve icerisine 0,5 g TBA ilave
edilerek ve iyice karistirilarak hazirlanmistir.

18. 0,1 M NaH,PO4 (pH: 5,5) (Peroksidazin aktivitesi Ol¢iimiinde kullanilan tampon
cozeltisi): 3 g NaHoPO4 tartilarak 200 mL saf suda c¢oziilmiis ve pH: 5,5°e
ayarlandiktan sonra toplam hacim 250 mL' ye tamamlanmuistir.

19. Peroksidaz aktivitesi dl¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi: 30 puL guaikol ve
21 puL H20,, 50 mL 0,1 M fosfat tamponu (NaH>PO4) (pH: 5,5) i¢inde ¢oziilerek

hazirlanmastir.

3.1.3 Bitki materyali

Bir tritikale ¢esidi (Umran Hanim) Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii
(Erzurum, Tiirkiye), dort tritikale ¢esidi de (Alper Bey, Melez 2001, Mikham 2002 ve
Tatlicak) Bahri Dagdas Uluslararast Tarimsal Arastirma Enstitlisii (Konya, Tiirkiye)

tarafindan temin edilmistir.

3.2 Yontem
3.2.1 Embriyogenik kallus olusumu

Bu calismada, olgun tohumlar 5 dakika boyunca % 70 etanol ile muamele
edilmis, birka¢ kez distile steril su ile yikanmis, 20 dakika boyunca % 3’ liik ticari
camasir suyu (ACE) ile muamele edilmis daha sonra birka¢ kez distile steril su ile
yikanarak yiizey sterilizasyonu yapilmis ve gece boyunca 4 °C’ de bekletilmistir.
Olgunlasan tohumlardan aseptik olarak kesilmis olan embriyolar, 26 = 1 © C” de 30 giin

boyunca tam kuvvetli MS ortami igeren petri kaplarinda kiiltlirlenmistir. Embriyolar
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toplam 4 muameleye karsilik gelen farkli 2,4-D konsantrasyonlart ile
desteklenmis MS ortaminda aktarilmigtir, diger bir deyisle, kallus indiiksiyonu i¢in her

biri 2, 4, 8 ve 12 mg L' de 4 kez ¢ogaltilmistir.

Aydinlatma kosullari, 1500 1x aydinlatma yogunlugunda 16 saat aydinlik / 8 saat

karanlik fotoperiyodu olarak ayarlanmistir.

Kallus indiiksiyon oran1 agsagidaki gibi hesaplanmaistir:

Indiiklenmis kalluslar / toplam eksplant say1s1 x 100.

3.2.2 Doku kiiltiirii ortam

Deneyin tiim asamalarinda kullanilan kiiltiir ortami, 2 mg L' glisin, 100 mg L!
miyoinositol, 0,5 mg L' nikotinik asit, 0,5 mg L piridoksin HCI, 0,1 mg L! tiamin
HCI vitaminleri, 1,95 g L' MES, 50 mg L' askorbik asit ve 20 g L'! sukroz igeren MS
ortami otoklavlanmadan 6nce pH: 5,8’ e ayarlanarak Murashige ve Skoog’ a (1962)
gore, 7 g L agar ile katilastirtlip hazirlanmustir.

Otoklavlandiktan sonra vitamin ve hormonlar1 sterilize etmek icin, 0,22 pm

porlu seliiloz nitrat filtreleri kullanilmistir.

3.2.3 Tuz stresi muamelesi

Olgun tritikale embriyolar1 4 mg L 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) igeren
MS ortamina aktarilarak 15 giin boyunca karanlikta kiiltiirlenmistir. Daha sonra sadece
embriyogenik kalluslar bes farkli dozda (0, 50, 100, 150, 200 mM NaCl ) NaCl i¢eren
MS ortamina aktarilarak 60 giin boyunca kiiltiirlenmis ve 30 giin boyunca alt kiiltiire
alinmustir. Tiim kalluslar iklimlendirme kabininde, floresan 15181 altinda 62 pmol m ~2
s ~ 1" de 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik dongiide ve 26 + 1 °C’ de tutulmustur. Toplam
kiiltiir siiresi 75 giin olmustur.

Embriyogenik kalluslarin biiylime hizi, prolin birikimi, toplam ¢06ziinebilir

sekerler ve antioksidan enzim aktiviteleri 30 giinliik tuz stresine maruz birakildiktan

sonra degerlendirilmistir.
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Ayrica 4 mg L' 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) igeren MS ortaminda 15
giin boyunca karanlikta kiiltiirlenen embriyolardan elde edilen embriyogenik kalluslar
kontrol gruplar1 (0 mM NaCl) da olmak iizere 6nce 50 mM NaCl iceren MS ortamina
aktarillarak 15 gilin boyunca kiiltiirlenmis ve bu siire sonunda H»O> ve lipid
peroksidasyon miktarlarma bakilmigtir. Daha sonra 50 mM NaCl’ deki kalluslar 100
mM NaCl iceren MS ortamina aktarilarak 15 giin kiiltiirlenmis ve son olarak 100 mM
NaCl igeren MS ortamindaki kalluslar 200 mM NaCl igeren MS ortamina aktarilmis ve

15 giin kiiltiirlenerek analizler tekrar edilmistir.

3.2.4 Prolin miktarimin degerlendirilmesi

Prolin igerigi Bates et al. (1973) metodu ile dl¢lilmiistiir. Embriyogenik kalluslar
(100 mg), 5 mL %3’ liik siilfosalisilik asit ile homojenize edilerek 4800 x g’ de ve 4 °C’
de 15 dakika santrifiij edilmistir. 2 mL ekstrakta, 2 mL asit ninhidrin ve 2 mL glisial
asetik asit eklenerek tiip igerisinde karistirilmistir. Ornekler 100 °C’ de bir saat inkiibe
edilmistir. Reaksiyon 20 dakika boyunca buz banyosunda bekletilmis ve reaksiyon
karisimina 4 mL toluen ilave edilerek reaksiyon sonlandirilmistir. Standart olarak toluen
kullanilarak, 520 nm’de reaksiyonun absorbansi 6l¢iilmiistiir. Prolin konsantrasyonu, bir

kalibrasyon egrisiyle belirlenmistir.

3.2.5 Coziinebilir seker tayini

(Coziinebilir seker tayini i¢in embriyogenik kallus bagina 50 mg doku bir
havanda ogiitiilerek, 1 mL %80 etanol eklenerek homojenize edilmis ve 5000 x g’ de ve
4 °C’ de 10 dakika santrifiijlenmistir. Slipernatanlar bagka tiiplere aktarilmis ve pelletler
tekrar 0,5 mL %80 etanolde homojenize edilerek, yukaridaki gibi santrifiijlenmistir.
Ikinci siipernatant ilk siipernatanta ilave edilmistir. Toplam ¢dziinebilir seker tayini igin,
Watanable et al. (2000) modifiye edilmis bir yontemi kullanilmistir. 1mL ekstrakt 3 mL
yeni hazirlanmis antron reaktifi (50 mg antron + 50 mL %95 H>SO4) ile muamele
edilerek 100 °C’ de 10 dakika bekletilmistir. Buzla sogutulduktan sonra, standart olarak
glikoz kullanilarak, 620 nm’ de absorbans1 Olciilerek standart egri grafigi

olusturulmustur.
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3.2.6 Hidrojen peroksit (H20;) miktariin belirlenmesi

Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi i¢in; 0,2 g embriyogenik kallus
dokusu tartilarak 2 mL soguk %0,1 TCA i¢inde homojenize edilmistir. Homojenat
15000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edilmistir. Cam tiiplere sirastyla 0,5 mL 50 mM
KH2PO4 (pH: 7,0) tamponu ve 1 mL KI eklenmistir. Tiiplere 0,5 mL siipernatanttan da
eklenerek vortekslenmistir. 390 nm’ de absorbans degeri Olciilerek kaydedilmistir.

Sonuglar g doku bagina diisen H,O, miktar1 ( nmol g!) olarak hesaplanmuistir.

3.2.7 Lipid peroksidasyonu (LPO)

Lipid peroksidasyonu i¢in 0,2 g embriyogenik kallus dokusu tartilarak 2 mL
soguk %0,1 TCA i¢inde homojenize edilmistir. Homojenat 15000 rpm’ de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanttan 1 mL alinarak cam tiipe konulmustur.
Cam tiipe 1 mL TCA iginde 1sitilmis %0,5” lik TBA eklenmistir. Reaksiyon karigimi 98
°C sicak su banyosunda 30 dakika inkiibe edilmis ve reaksiyon tiiplerin buz banyosuna
alinmasiyla durdurulmustur. 562 ve 600 nm’ de absorbanslari Ol¢lilmiistiir. Lipid
peroksidasyonun (MDA) hesaplanmasinda; 562 nm’ de oOlgiilen absorbans degerinden
600 nm’ de Olgiilen absorbans degeri ¢ikarilmis ve 1 mL ¢6zeltideki MDA (nmol g):
[(A562- A600)/155000] x 10° formiiliiyle hesaplanmistir. Sonuglar MDA (nmol g'! )
seklinde verilmistir (Ananieva et al. 2002).

3.2.8 Antioksidan enzim aktivitesi

Enzimlerin ekstraksiyonu i¢in, embriyogenik kallus dokularindan 0,5 g
tartilarak bir havan igerisine konulup iizerine sivi azot ilave edilerek toz haline
gelinceye kadar ogiitiilmiistiir. Daha sonra iizerine 5 mL 0,1 mM etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA) igeren soguk 0,2 M fosfat tamponu (pH: 7,0) eklenerek homojenize
edilmistir. Ekstrakt bir santrifiij tiipiine aktarilarak 12000 rpm’ de, 4 °C’ de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Siipernatant, CAT, SOD, APX ve POX enzimlerinin aktivitesini

6lemek i¢in kullanilmistir.
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3.2.8.1 Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz (CAT) aktivitesi i¢in Gong et al. (2001) uyguladigi metot kullanilmistir.
Bu metot, katalazin ortamdaki H>O>’ nin oksijen ve suya doniisiimiinii saglarken
meydana gelen absorbans degisiminin 240 nm’ de izlenmesi esasina dayanmaktadir.

Katalaz (CAT) aktivitesi, 50 mM fosfat tamponuna (pH: 7,5) 20 mM H,O, ilave
edilerek 240 nm’de absorbanstaki diisiis izlenerek ol¢iilmiistiir. Bir birim CAT aktivitesi,
Gong et al. (2001) metoduna gore dakikada 1 nmol H>O> kullanilan enzim miktar

olarak tanimlanmustir.

3.2.8.2 Siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, Agarwall and Pandey (2004) metoduna
gore nitro-blue tetrazolium (NBT) boyasmin emilimindeki azalmanin izlenmesi ile
belirlenmistir. Reaksiyon karigimi 13 mM metiyonin, 2 uM riboflavin, 75 uM NBT, 0,1
mM EDTA, 50 mM sodyum karbonat (NaxCOs3), 50 mM fosfat tamponu (pH: 7,8) ve
0,1 mL ekstrakt i¢cermistir. Riboflavin ilave edilerek tiipler ¢alkalanmis ve 30 cm altina
iki floresan tiip iceren 1s1k kiimesine yerlestirilmistir. 20 dakika sonra, tiipler siyah bir
ortii ile kaplanarak reaksiyon tamamlanmistir. Absorbans, 560 nm' de spektrofotometrik

olarak kaydedilmistir.

3.2.8.3 Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz aktivitesi, Nakano and Asada (1981) metoduna gore 290
nm’ de absorbanstaki azalisa bagli olarak belirlenmektedir. Enzim aktivitesi, 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH: 7,0), 0,5 mM sodyum askorbat, 0,1 mM EDTA, 6 mM
H>O02 ve 0,2 mL enzim ekstrakti iceren 3 mL reaksiyon karigiminin 290 nm’ de

Ol¢iilmesiyle belirlenmisgtir.

3.2.8.4 Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX) aktivitesi, guaikol ve H2O>’ nin substrat oldugu reaksiyonun

tiriinii olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artiginin 470 nm’ de izlenmesi
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esasina dayanmaktadir. 0,1 M NaH.PO4 (pH: 5,5) ¢ozeltisi hazirlanmistir. 0,2 g
embriyogenik kallus dokusu 2 mL 0,1 M NaH;PO4 (pH: 5,5) ¢ozeltisinde homojenize
edilmistir. Aktivite 6l¢iimi i¢in spektrofotometre kiivetine; 50 mL 0,1 M NaH>PO4 (pH:
5,5), 30 puL guaikol ve 21 pL H20; igeren POD ¢o6zeltisinden 3 mL konulduktan sonra,
tizerine 10 pL enzim ekstrakti ilave edilmistir. 470 nm’ de 5 dakika boyunca absorbans

artis1 belirli araliklarla kaydedilmistir.

3.2.9 istatistiksel analiz

Deney, her bir petri kabinda 25 eksplant olacak sekilde tamamen rastgele 4
tekrarli yapilmistir. Her bir petri kab1 bir deney birimi olarak kabul edilmistir.

Varyans analizi ve Waller-Duncan K oranli t testi, anlamli farkliliklar
belirlemek icin kullanilmistir.

Istatistiksel analiz, SPSS 20.0 (IBM Crop., Armonk, NY, ABD) kullanilarak
yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismada, basarili kallus indiiksiyonu i¢in en iyi konsantrasyonu bulmak
tizere farkli 2,4-D konsantrasyonlari ( 2, 4, 8 ve 12 mg L) test edilmistir. Test edilen
tiim genotiplerde kallus indiiksiyonu i¢in 4 mg L' 2,4-D konsantrasyonunun en uygun
oldugu bulunmugtur. 4 mg L de iiretilen kalluslarin, kompakt, saglikli ve yumusak
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 A- Bes tritikale genotipi i¢in NaCl igermeyen 4 mg L' 2,4-D takviye edilmis
MS ortaminda kallus olusumu. B- Bes tritikale genotipi i¢in seleksiyon kiiltiiriinden 2

hafta sonra elde edilen tuza direngli embriyogenik kalluslar.

Cizelge 4.1 In vitro sartlarda NaCl stresinden etkilenen bes tritikale genotipinde
kalluslar, embriyogenik kalluslar ve nekroz agirliklarinin taze agirlik artisi i¢in varyans

analizi (ANOVA).

Genotipler Kallus Taze kallus Embriyogenik Kallus nekroz
indiiksiyonu (%) | agirhgi (g) kallus agirhgi(g) agirhg (g)
94,17°+ 3,69 0,19¢+ 0,01 0,459+ 0,04 0,21°£ 0,02
97,132+ 11,58 0,179+ 0,01 0,65°+ 0,06 0,62* + 0,06
97,332+ 11,62 0,179+ 0,01 0,48¢+ 0,04 0,304+ 0,03
98,47*+ 11,45 0,23+ 0,02 0,68*+ 0,06 0,52¢+ 0,05
99,07* + 10,95 0,27*+ 0,02 0,64° £ 0,06 0,59+ 0,05

* Ayni siitunda farkli Gist yaziya sahip degerler, Duncan testine gore P < 0,05 diizeyinde
onemli Olgiide farklidir; kii¢iik harf = satirdaki fark olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.1° de gosterilen sonuglar, tritikale Umran Hanim’ 1, diger genotiplere
kiyasla kallus olusumu agisindan en yiiksek kallus indiiksiyon hizina (%99,07) sahip
oldugunu gostermistir. Kiiltiirlenen tritikale genotipleri arasinda Mikham 2002 (%97,33)
ve Tatlicak (%98,47), Alper Bey (%97,13) ve Melez 2001 (%94,17) ile
karsilastirildiginda daha yiiksek kallus olusum oranlarina sahip oldugu gorilmiistiir.
Kallus biiyiime potansiyeli ve embriyogenik kallus olusumu genotipten biiyiik olciide

etkilenmistir.

Sonuglarimiz, kallus indiiksiyon oranlarimin %94,17 ile %99,07 arasinda
degistigini gostermistir. Bu da kallus biliylime potansiyelinde bes genotip arasindaki

onemli genotipik varyasyonlar1 gostermistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.1).

Cizelge 4.2 Bes tritikale genotipinin ve NaCl konsantrasyonunun, bes tritikale

genotipinde embriyogenik kallus olusturan eksplantlarin yiizdesi lizerindeki etkisi.

Konsantras- | Genotipler
yonlar Alper Bey Melez 2001 | Mikham Tathcak Umran

2002 Hanim
0 mM 95,00 £0,9aBC | 94,00 £0,9aC | 96,00 £0,9aBC | 95,00 £0,9aBC | 97,00 + 0,9aA
50 mM 87,00 £ 0,8bB | 51,00 £0,5bC | 46,00 +£0,4bD 95,00 £ 0,9aA | 94,00 + 0,9aA
100 mM 80,00 £ 0,8¢cC | 45,00 £0,4cD | 40,00 +0,4aE 93,00 + 0,9bA | 88,00 £ 0,8cB
150 mM 78,00 +£0,7dB | 36,00 +£0,3dC | 32,00 £0,3aE 90,00 £0,9cB | 79,00 + 0,7dA
200 mM 71,00 £0,7¢C | 30,00 £0,3eD | 27,00 £0,2aE 85,00 = 0,8dA | 76,00 = 0,7¢B

* Aymi silitunda biiylik harflerle ve kiiciik harflerle gosterilen degerler, Duncan testine
gore P <0,05 diizeyinde 6nemli 6l¢iide farklidir; biiylik harf = siitundaki fark; kiiciik

harf = satirdaki fark olarak ifade edilmistir. Degerler ortalama + standart sapmadir.

Incelenen parametrelerdeki genis bir degisiklik, farkli NaCl konsantrasyonlarina
cevap olarak test edilen genotipler arasinda belirlenmistir. in vitro tuz stresi kosullarinda

embriyogenik kallus olusumu i¢in 6l¢iilen 6zelliklerin ortalama karsilagtirmasi (Cizelge
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4.2), calisilan tim parametreler i¢in tuz konsantrasyonunun, genotipin ve bes farkli
genotipin etkilesiminin anlamli etkilerinin gozlendigini gdstermistir. Sonuglar,
embriyogenik kallus olusumunun yiiksek tuzluluk stresiyle 6nemli 6l¢iide azaldigini
gostermistir. Embriyogenik kallus olusumu, kontrol bitkilerine kiyasla 150 mM ve 200
mM tuz stresi altindaki tiim genotiplerde énemli dlgiide azalmustir. Ozellikle, Melez
2001 ve Mikham 2002 genotiplerinin eksplantlarinin biiyiime potansiyeli, tuz stresi
altinda biiyiik ol¢iide azalmistir. Test edilen bes genotipten Tatlicak, 200 mM NaCl’ de
%85 direng gosterebilmisti. Umran Hanim ve Alper Bey sirasiyla %76 ve %71
oraninda dayanabilmistir. Mikham 2002 ve Melez 2001’ in biiyiimesi, 200 mM’ de %27
ve %30 oraninda belirgin bir sekilde durmustur; iistelik bu iki genotip nekrotize edilmis

ve uygulamanin 2-3 haftasinda dlmiistiir (Sekil 4.1; Cizelge 4.2).

Tuzluluk, bitki biiyiimesini ve verimliligini azaltan ana faktorlerden biridir.
Tuzluluk direnci, normal sartlar altinda geleneksel yetistirme teknikleri kullanilarak elde
edilmesi zor olan poligenik bir &zelliktir (Richards 1996). In vitro kiiltiiriin, tuz
direncini degerlendirmek i¢in kullanishh ve hizli bir yontem oldugu bilinmektedir ve
bitkilerde, 6zellikle de farkli tuz konsantrasyonlarinda, molekiiler seviyede fizyolojik ve
biyokimyasal yollarin incelenmesi i¢in kontrolli ve kararli bir ortam saglamstir.
(Lokhande et al. 2010). In vitro kiiltiiriin, yeni ¢esit gelisimi sirasinda tuz stresinin
uyarilmasindan sorumlu olabilecek stresli bir ortam oldugu 6ne siiriilmiistiir (Bang et al.
2015; Jo et al. 2016). Bitkilerin in vitro kiiltiir kosullarinda yenilenmesi, birkag {iriinde
incelenmistir (Ghadakchiasl et al. 2016). Bu g¢aligmalarin ¢ogu, tuz stresi ve kallus
olusumunu ve bitki rejenerasyonunu etkileyen faktorler lizerine yapilmistir (Amini and
Ehsanpour 2006). Bu arastirmada, farkli tuz konsantrasyonlarinda tritikaleye ait in vitro
embriyogenik kallus olusumu tepkileri test edilmis ve bu ¢alisma, tuz stresine verdikleri
tepkilerde 6nemli farkliliklar gostermistir. Bes tritikale genotipinin hayatta kalmasi i¢in
embriyogenik kallus indiiksiyonu %27,0 ile %95,0 arasinda degismistir (Cizelge 4.2).
Embriyogenik kallus olusumu ve tuz stresi kosullar1 altinda bitki rejenerasyonunun son
derece genotip bagimli oldugu gosterilmistir. Embriyogenik kalluslarin olusumu
genellikle oksinler, 6zellikle 2,4-D tarafindan indiiklenmistir (Lutts et al.1999). Bugday,
yulaf ve musir gibi bir¢ok bitkide embriyogenik kalluslarin rejenerasyonu i¢in tek basina
oksin olarak 2,4-D kullanilmistir (He et al. 1986; Regitzer et al. 1989; Naqvi et al. 2002).

Bu calismada, tritikalede embriyogenik kallus potansiyeli olan kalluslarin
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indiiksiyonu i¢in disik 2,4-D  konsantrasyonu kullanilmistir.  Sonuglarimiz,
embriyogenik kallus olusum ylizdesinin, NaCl seviyesine ve genotipe bagli olarak
(Cizelge 1), onceki raporlardakilere benzer sekilde oOnemli Olgiide degistigini
gostermistir  (Piwowarczyk et al. 2016). Kallus indiiksiyonu ve rejenerasyon
kapasitesinin benzer bir cevabi makarnalik bugday genotiplerinde de bildirilmistir
(Rashid et al. 2002). Bu arastirmacilara gore, ortamin yapisi, genotip ve eksplant
kaynag1 gibi bircok faktor, kallus biiyiime kapasitesi, embriyonik farklilasma ve bitki
yetistiriciligi kapasitesiyle ilgili islemleri c¢esitli derecelerde etkilemistir. Bugday
genotiplerinde kallus baglatma yanitinda 6nemli genotipik farkliliklar gozlenmis ve

kallus indiiksiyon kapasitesi, tuz ortamu ile iliskilendirilmistir (Ozgen ve digerleri 1996).

Tritikale embriyogenik kalluslarin prolin igerigi, tuz stresine yanitta kademeli
olarak arttig1 goriilmiistlir. Tiim tuz seviyelerinin prolin igeriginde hafif artislara neden
oldugu ve en yliksek prolin seviyesinin 200 mM NaCl’ ye maruz kalan tiim genotiplerde
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2). Embriyogenik kalluslardaki prolin seviyesinin, in vitro
kosullar altinda NaCl konsantrasyonu ile yiiksek derecede iligkili oldugu ve en diisiik
prolin konsantrasyonunun, 0 mM NaCl’ de oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2). Test edilen
prolin igerigi en gii¢lii tuz stresi kosullar altinda, kontrol gruplarina gore 3,48 kat artis

gostererek 3,87 nmol g'FW (200 mM NaCl) degerine ulagmustir.
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Prolin

=
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== Alper Bey 1.3 3.3 34 3.5 3.7
—— Melez 2001 1.1 3.2 3.5 3.6 3.9
Mikhan 2002 1.2 3.2 3.4 3.6 3.6
—>e= Tatlicak 1.3 3.5 3.6 3.6 3.7
== Umran Hanim 1.3 3.4 3.5 3.6 3.6

Sekil 4.2 In vitro sartlarda tuz stresi ile muamele edilen bes tritikale genotipindeki

prolin degisimleri.

Embriyogenik farklilagma ayrica, prolin ve ¢ozilinebilir seker icerikleri gibi
uygun ¢Ozlinen maddelerin senteziyle tuz stresine karst ozmotik diizenleme oldugunu
gostermistir (Patade et al. 2012). Yapilan ¢alismada, patates ve kinoa' da digerleri
tarafindan bildirildigi gibi, tritikaleye ait prolin igerigi ile NaCl arasinda giiclii bir iliski
vardir (Ochatt et al. 1999; Hariadi et al. 2011). Prolin igeriginin tuzluluk stresine karsi
koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (Ahmad et al. 2008). Sonuc¢larimiz ayn1 zamanda,
test edilen tim genotiplerin kontrol grubu embriyogenik farklilagsmasiyla
karsilastirildiginda, tuza direngli embriyogenik farklilasmada prolin igerigi birikiminde
artis oldugunu gdstermistir. Embriyogenik kallus olusumu prolin ile negatif yonde
iligkilidir (R = -0,484, P < 0,001). Kalluslarin embriyogenik kallus olusumunda pozitif
bir iligki vardi (R = 0,681, P < 0,001). Prolin birikim seviyesi, biiylime azaldiginda bile
yikselmeye devam etmistir. Benzer sekilde, Zhao et al. (2009), farkli tuz
uygulamalarinin mangrov Thellungiella halophila® da prolin seviyelerini arttirdigini

bulmuslardir.
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Tuzla muamele edilmis kalluslarda kontrollere gore seker birikiminde dnemli
degisiklikler gézlenmistir. Tiim tritikale gesitleri, in vitro kiiltiirde benzer seker birikimi
sergilemistir. Tritikale ¢esitlerinin, in vitro ortamda tuz stresine kiyasla seker seviyesi
15,3 ila 25,65 mg/g arasinda degismistir. Tuz stresi ile muamele edildiginde, kontrol
bitkilerine kiyasla Tatlicak’ ta seker birikimi yaklasik iki kat artarak 15,76’ dan 25,65
mg/g’ a kadar yiikselmistir (Sekil 4.3). Tatlicak cesidine ait kalluslarda en yiiksek
oranda seker birikimi goriilmiis, ardindan Umran Hamim ve daha sonra Alper Bey
gelmistir. Tuzla muamele edilmis kalluslardaki seker birikimi, tuz konsantrasyonundaki
artisla birlikte onemli 6l¢iide artmistir. Tatlicak’ taki seker igerigi, 200 mM tuz stresinde
list seviyeye ulasarak, tuz stresi altindaki diger genotiplerden daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, test edilen tiim genotiplerin seker

icerigi, tuz stresi sonrasi benzer artislar gdstermistir.

Coziinur Seker

30
=
[N
oo
©
€
S 10
5
0
0mM 50 mM 100 mM 150 mM 200 mM
== Alper Bey 16 16.3 19.9 22.3 24.8
== Melez 2001 15.3 15.7 18.5 20.1 23.1
Mikham 2002 15.3 16.3 19.3 21.2 25
=>¢= Tatlicak 15.8 16 19.5 224 25.7
== Umran Hanim 15.4 15.9 19.8 23 25

Sekil 4.3 In vitro sartlarda tuz stresiyle muamele edilen bes tritikale genotipindeki

¢Oziiniir sekerin degisimleri.

Tuz stresinin ¢oziilebilir seker biriktirme tizerindeki etkileri agik¢a tuza dayanma
kabiliyeti ile iligkilidir. (Watanabe et al. 2000).Coziinebilir seker ayrica tuz stresi

altindaki hiicrenin ozmotik diizenlenmesini saglar (Sekil 4.3). Lokhande et al. (2011),
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200 mM NaCl ile muamele edildiginde, Sesuvium portulaca’ nin tuz stresli kalluslariin
strese maruz kalmayan kalluslardan daha fazla seker biriktirdigini gostermistir. Ayrica,
bir¢cok iriinde ¢Oziiniir sekerlerin birikimi abiyotik strese karsit belgelendirilmistir.
Sonuglarimiz, en yiiksek seker seviyesinin, embriyogenik kallus olusumuna katkida
bulunabilecek 200 mM NaCl ile muamele edilmis grupta bulundugunu gostermistir.
Dolayistyla, bu 6zelligin tritikale genotiplerinden tiiretilmis embriyogenik kalluslarda

etkili bir tuz direnci belirteci oldugu goriilmiistiir.

Lipid Peroksidasyon

HO0OmM B50mM 200 mM

0.12

N

MDA nmol gt FW

Tathicak Melez 2001 Mikham 2002 Umran Hanim  Alper Bey

Sekil 4.4 In vitro sartlarda farkli konsantrasyonlarda tuz stresi ile muamele edilen bes

tritikale genotipindeki lipid peroksidasyon igerigi.

MDA lipid peroksidasyonunun sitotoksik bir iiriinii olup serbest radikallerin ve
bu nedenle de doku hasarinin bir gostergesidir (Ohkawa et al. 1979). Baz1 ¢aligsmalar,
tuz stresinin plazma membran lipidlerinin yapisinda ve bilesiminde degisiklikler
yarattigint gOstermistir (Mansour et al. 2005). Ancak, membran lipidlerinin
doygunlugunun uyarlanabilir bir degere sahip olup olmadig, lipid sinifi ile tuz toleransi
arasinda bir korelasyon olup olmadigi veya tuzlulugun sadece olumsuz bir etkisi olup
olmadig acik degildir (Mansour and Salama 2004). Tuz stresine maruz kalan bitkilerin
MDA igeriginin arttig1 birgok caligmalarda bildirilmistir (Gunes et al. 2007; Sekmen et
al. 2007). Calismamizdaki bes tritikale genotipine ait embriyogenik kallus dokularinda
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lipid peroksidasyonundaki degisimler Sekil 4.4’ de gosterilmistir. Kademeli olarak
NaCl konsantrasyonlart (0, 50, 100 ve 200 mM NacCl) ile muamele edilen gruplar,
kontrol gruplar ile karsilastirildiginda Tatlicak genotipinde en yiiksek MDA degeri
kontrol grubunda gozlenirken artan tuz konsantrasyonu ile birlikte bu degerin azaldigi
gozlenmistir. Melez 2001, Mikham 2002 ve Umran Hanim genotiplerinde en yiiksek
MDA degeri 50 mM NaCl konsantrasyonlarinda gdzlenirken kontrol grubundaki MDA
degerinin 50 mM NaCl konsantrasyonuna gore biraz daha diisiik oldugu ve en diisiik
degerin 200 mM NaCl konsantrasyonlarinda oldugu goriilmiistiir. Alper Bey
genotipinde ise kontrol grubuna kiyasla 50 mM ve 200 mM NaCl konsantrasyonlarinda
artis gozlenmigstir. Azevedo Neto et al. (2006), hassas musir genotiplerinde lipid
peroksidasyonun tuzlulukla arttigini bulmuslardir. Gosset et al. (1994), tuz stresi
uyguladiklar1 hassas pamuk ¢esidindeki lipid peroksidasyonunun dayanikli g¢esitten
daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Sonug¢larimiz bu bulgularla paralellik gostermis ve
tuza duyali gesitlerdeki lipid peroksidasyonun tuza dayanikli cesitlerdekinden fazla
oldugunu gostermistir. Sonuglarimizdaki farkliliklarin embriyogenik kalluslarin farkli
NaCl konsantrasyonlarinda kisa siireli tutulmasi sebebiyle ortama tam adapte

olamamasinin bir gostergesi olabilir.

H,0,

E0OmM HE50mM 200 mM

0.008
0.007 T
0.006
0.005
0.004 I
0.003
0.002 -
0.001 -

nmol g1 FW

—

Tathcak Melez 2001 Mikham 2002 Umran Hanim  Alper Bey

Sekil 4.5 In vitro sartlarda farkli konsantrasyonlarda tuz stresi ile muamele edilen bes

tritikale genotipindeki H>O> miktari.
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ROS’ un bir ¢esidi olan H>O,’ in hiicre boliinmesini arttirdig1 ve sekonder hiicre
duvarmin olusumunu tetikledigi, bu sayede taze agirligr arttirabildigi distiniilmektedir
(Potikha et al. 1999). Yapilan arastirmalarda tuz stresinin bitkilerde H>O> miktarin
arttirdign  bildirilmistir (Neil et al. 2002; Yasar 2003). Calismamizdaki farkl
konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilan bes tritikale genotipindeki hidrojen
peroksit miktarlar1 incelendiginde, kontrol bitkilerine gére 50 mM NaCl stresindeki
genotiplerden Tatlicak, Umran Hanim ve Alper Bey’ in H>O, miktarnin kontrol
gruplarina gore arttifi, Melez 2001 ve Mikham 2002 genotiplerindeki H>O:
miktarlarinin ise azaldigi gozlenmistir. En yiiksek H>O: miktarinin Alper Bey
genotipinde oldugu belirlenmistir. 200 mM NaCl stresi altindaki genotipler
incelendiginde kontrol gruplarina gore hidrojen peroksit miktar1 Tatlicak ve Alper Bey’
de artarken, Melez 2001, Mikham 2002 ve Umran Hamim’ da azaldig1 gdzlenmistir. 50
mM ve 200 mM NacCl stresi altindaki genotiplerin H>O> miktarlar1 karsilastirildiginda
Tatlicak genotipinin H2O; miktarinin 200 mM NacCl stresinde 50 mM NacCl stresinden
daha fazla oldugu, Melez 2001, Mikham 2002, Umran Hanim ve Alper Bey’ de ise daha
az oldugu goriilmiistiir. Hameed et al. (2012), Suaeda fruticosa’ da yapmis olduklar
arastirmada NaCl uygulamasinin H>O> miktarini arttirdigi ve bu miktarlarin birbirlerine
yakin degerler oldugunu bildirilmislerdir. Sonuglarimiz, tuzluluk kosullariin
calisigimiz Tatlicak, Umran Hanim ve Alper Bey genotiplerinde oksidatif hasara yol

actigin1 ve Alper Bey’ in tuzluluktan daha fazla etkilendigini gostermektedir.

CAT, APX, SOD ve POX gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin seviyeleri,
1 ay sonunda in vitro sartlarda 200 mM NaCl stresli embriyogenik kalluslarda
arastirilmistir. Test edilen enzim aktivitelerinin miktar1 in vitro kiiltiiriin siiresi ile
artmistir. SOD aktivitesi en yiiksek Tatlicak genotipinde goriiliirken, diger tim
genotiplerde benzer degerlere sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 4.6). CAT aktivitesinin
Mikham 2002’ de diger genotiplerden 6nemli 6l¢iide diisiik oldugu ve Melez 2001° de
de nispeten diisiik oldugu gozlenirken, bu enzimin aktivitesinin 200 mM NaCl-stresli
embriyogenik kalluslardaki diger genotiplerde neredeyse ayni oldugu goézlenmistir
(Sekil 4.7). Tuz ortamindaki APX aktivitesi Tatlicak ve Alper Bey’ de en yiiksek,
Umran Hanim genotipinde de nispeten yiiksek iken Melez 2001 ve Mikham 2002
genotipleri 200 mM NaCl-stresli embriyogenik kalluslarda daha diisiik APX aktivitesine
sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8). POX aktivitesi Tatlicak’ ta en yiiksek, Alper Bey’
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de nispeten yiiksek goriiliirken diger genotiplerde ise neredeyse ayni oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.9).

SOD

HO N7 W14 N21
3.0

ddddd

Alper Bey Melez 2001 Mikham 2002 Tatlicak Umran Hanim

nmol g1 FW
[
(%
| |

Sekil 4.6 in vitro sartlarda tuz stresi ile muamele edilen bes tritikale genotipinin 0., 7.,

14., ve 21. giinlerdeki SOD aktivitesinde meydana gelen degisimleri.

Onceki calismalar, tuza toleransh tiirlerin, stres kosullarinda antioksidan enzim
aktivitelerini arttirdigini géstermistir (Thounaojam et al. 2012; Shen et al. 2013; Long et
al. 2014). Furtana et al. (2010), Cucumis sativus’ ta tuz stresi kosullarinda SOD
aktivitesinin arttigin1 géstermislerdir. Bu ¢alismada, tuz stresi ¢alisilan tiim genotiplerin
embriyogenik kalluslarinda SOD aktivitesi kademeli olarak artmustir (Sekil 4.6). Tuz
stresi altindaki bugday genotiplerinde, SOD aktivitesi acisindan benzer bir cevap
bulunmustur (Sairam and Srivastava 2002). Bu sonuglar hem tuzla muamele edilmis
hem de muamele edilmemis kosullar altinda tuz stresi ile SOD arasinda anlamli bir
pozitif iliski oldugunu gostermistir. Tuza direngli hatlardaki daha yiiksek SOD aktivitesi,
hiicrelerin detoksifikasyonuna yardimci olan daha iyi ROS temizleme kapasitesini

yansitmigtir.
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Sekil 4.7 in vitro sartlarda tuz stresi ile muamele edilen bes tritikale genotipinin 0., 7.,

14., ve 21. glinlerdeki CAT aktivitesinde meydana gelen degisimleri.

CAT aktivitesi stresli embriyogenik kalluslar ve kontrol grubu kalluslar ile
karsilastirildiginda anlamli olarak artmistir (Sekil 4.7), kalluslarin dokularinin, artan tuz
stresiyle birlikte H2O>’ yi temizleme kapasitesinin artirilmasi gerektigini 6ne stirmiistiir.
Furtana et al. (2010), Cucumis sativus’ ta tuz stresi kosullarinda CAT aktivitesinin
arttigin1 gostermislerdir. Sonuglar, Suaeda nudiflora (Cherian and Reddy 2003) ve
Crithmum aritimum’ un (Amor et al. 2005) kallus kiiltiirlerinde artan tuz stresi altinda

CAT aktivitesindeki azalmay1 Oneren raporlarla ¢elismektedir.
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Sekil 4.8 in vitro sartlarda tuz stresi ile muamele edilen bes tritikale genotipinin 0., 7.,

14., ve 21. glinlerdeki APX aktivitesinde meydana gelen degisimleri.

APX aktivitesi, tuz stresi altindaki hem tuza toleransli hem de tuza duyarli
cesitlerde artmustir. Tuza toleransli bir tritikale ¢esidinin, tuz stresi kosullar1 altinda,
tuza duyarli cesitten daha yiiksek APX aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir (Sekil
4.8). Bu da APX aktivitesinin dogrudan tuz stresiyle iligkili oldugunu gosteren onceki
calismalarla uyumlu oldugunu gostermistir (Santos et al. 2004; Sekmen ve arkadaslari,
2007).
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Sekil 4.9 in vitro sartlarda tuz stresi ile muamele edilen bes tritikale genotipinin 0., 7.,

14., ve 21. giinlerdeki POX aktivitesinde meydana gelen degisimleri.

Tuzlu ortamda ¢eltik yapraklarinda (Lee et al. 2001) ve Suaeda nudiflora’ nin
kalluslarinda (Cherian and Reddy 2003) POX enzim aktivitesinin arttig1 belirlenmistir.
POX aktivitesi tuz stresi ile muamele edilen embriyogenik kalluslar ve kontrol grubu
kalluslar karsilastirildiginda hem tuza duyarli hem de tuza dayanikli genotiplerde artis
gbzlenmistir (Sekil 4.9). Wang and Han (2009), tuz stresi altindaki yonca ¢esitlerinden
tuza dayanikli olanlarin POX aktivitesinin daha yiiksek oldugu ve tuza karsi tolerans
gelistirebilecegini  bildirmislerdir. Benzer sekilde calismamizdaki tuza dayanikli
genotiplerdeki POX aktivitesinin tuza duyarli genotiplerden daha yiiksek oldugu

gOriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu aragtirmada Tiirkiye’ de 1slah programina alinan ii¢ tritikale genotipinin ve
iki adet farkli tritikale genotipinin in vitro kosullarda tuz stresine verdikleri yanitlar
belirlenmistir. Ayrica kallus ve embriyogenik kalluslarin uzun siire tuz stresine maruz
birakilmasiyla antioksidan enzim aktiviteleri, prolin ve ¢oziilebilir karbon igerikleri
belirlenmistir. Kademeli olarak tuz stresine maruz birakilan embriyogenik kalluslarin

hidrojen peroksit miktarlarina ve lipid peroksidasyonlarina bakilmistir.

Elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

» Embriyogenik kalluslarin hayatta kalma orani, test edilmis tritikale genotiplerini,
Tatlicak ve Umran Hanim genotiplerinin tuza dayanikli olanlar ve Mikham 2002
ve Melez 2001 genotiplerinin ise tuza duyarli olanlar olarak siniflandirilmasi
imkanini saglamistir.

» Alper Bey, tuz stresine duyarlilik agisindan orta diizeyde goziikmiistiir. Bu
nedenle, 200 mM tuz stresi indiiksiyonu, tritikaledeki stres direnci
calismalarinda siki bir se¢im siireci olarak diisiiniilebilir.

» Sonuclar SOD, CAT, APX ve POX enzimlerin aktivitelerinde tuza dayanikli
genotiplerdeki aktivitelerin tuza duyarl genotiplere gore daha yliksek oldugunu
gostermistir.

» Stresli kalluslardaki prolin ve ¢oziiniir sekerler yiiksek NaCl konsantrasyonlari
ile iliskilidir.

» Tuz stresi altindaki kalluslarda lipid peroksidasyonu tritikale cesitlerine gore
farklilik gostermistir.

» Tuza duyarli genotiplerde lipid peroksidasyonu tuza dayanikli genotiplerden
daha fazla goriilmiistiir.

» Zararl reaktif oksijen tiirlerinden biri olan ve genelde stres kosullarinda artan
H>O> miktari, tuz stresi kosullarinda tuza dayanikli genotiplerde artarken, tuza
duyarli genotiplerde ise azalmstir.

» Antioksidan enzimlerin tuz kosullarina verdigi tepkiler tritikaleye ait ¢esitlerde

farklilik gostermistir.
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» Sonuglar ayrica tuzun SOD, CAT, APX ve POX enzimlerinin aktivitelerini
arttirdigin1 da gostermistir. Bu in vitro seleksiyon yontemi, tuz stresine direngli
tritikale embriyogenik kalluslarinin se¢ilmesinde uygulamalar icin biiyiik
avantajlara sahiptir.

> In vitro kosullarda embriyogenik kallus olusumu igin tritikale genotipleri
arasindaki varyasyonlar, tuza dayanikli genotipleri saptamanin alternatif ve hizl

bir yolu olarak kullanilabilir.

Oneriler

» Tritikalede yapilmis olan bu calisma diger tahillar iginde in vitro kosullarda tuz
stresinde seleksiyon calismalari i¢inde uygulanabilir.

» Yine laboratuvar kosullarinda diger stres kaynakli seleksiyon igin daha biiyiik
sayidaki 6rneklerin se¢iminde hizli bir yontemdir.

» Tarla testlerinde meydana gelebilecek kontrol dis1 hatalar bu sekilde 6nlenebilir.

» Bitki fizyolojik parametre analizlerinin daha giivenilir sonuglar alinmasina

olanak saglamaktadir.
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