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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

TUZ STRESI ALTINDAKI GOKCE VE KUSMEN NOHUT CESITLERINDE
EKZOJEN OLARAK UYGULANAN SiSTEININ ETKILERININ ARASTIRILMASI
Ece Nisa IMAMOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danigman: Prof Dr. Aykut SAGLAM
2025, 60 Sayfa

Tuz stresi, hiicre zarlaria zarar vererek bitki biiylime ve gelisimini sinirlayan 6nemli
bir abiyotik stres faktoriidiir. Bu ¢alismada, nohut (Cicer arietinum L.) ¢esitlerinden Gokge
(tuz toleransl) ve Kiismen (tuz hassas) iizerinde, disaridan uygulanan sisteinin (Sis) tuz
stresinin olumsuz etkilerini hafifletici rolii incelenmistir.

Calismada, fideler 2 giin boyunca 100 uM sistein ile muamele edilmis, ardindan 5 giin
stireyle 100 mM sodyum kloriir (NaCl) ile tuz stresi uygulanmstir. Tuz stresine maruz kalan
bitkilerde siirgiin agirligi ve nem igerigi azalmis; ancak sistein uygulamasi bu etkileri
hafifletmistir.

Sistein uygulamasi, lipid peroksidasyonunu azaltmis, toplam seker, poliamin ve prolin
diizeylerini artirmistir. Ayni zamanda stomal agiklik ve yaprak alaninda artig gdzlenmistir.
Antioksidan enzim aktiviteleri (siiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz) artarken,
Sisteinin ozmolit birikimini destekledigi ve bu siiregte arginin dekarboksilaz (ADC), prolin
5 karboksilat sentaz (P5CS), trehaloz 6 fosfat dehidrogenaz (T6P) ve katalaz (CAT) gen
ifadelerini artirdigi belirlenmistir.

Sonug olarak, sisteinin, nohut bitkilerinde tuz stresinin olumsuz etkilerini azalttig1 ve bu
etkinin ozellikle Kiismen c¢esidinde daha belirgin oldugu tespit edilmistir. Sistein,
antioksidan savunma ve osmoregiilator sistemleri destekleyen etkili bir stres azaltici oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sistein, Nohut, NaCl, Poliamin, gPCR, Antioksidan Sistem
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF EXOGENOQUSLY APPLIED CYSTEINE ON
GOKCE AND KUSMEN CHICKPEA VARIETIES UNDER SALT STRESS
Ece Nisa IMAMOGLU

Karadeniz Technical University
Institute of Science and Technology
Department of Molecular Biology and Genetics
Advisor: Prof. Aykut SAGLAM
2025, 60 Pages

Salt stress is a significant abiotic factor that damages cell membranes, limiting plant
growth and development. This study investigated the mitigating role of exogenously applied
cysteine (Cys) on the adverse effects of salt stress in chickpea (Cicer arietinum L.) varieties
Gokge (salt-tolerant) and Kiismen (salt-sensitive).

In the study, seedlings were treated with 100 uM Cys for 2 days, followed by the
application of 100 mM sodium chloride (NaCl) for 5 days to induce salt stress. Salt-stressed
plants showed reductions in shoot biomass and water content; however, Cysteine application
alleviated these adverse effects.

Cysteine treatment reduced lipid peroxidation while increasing levels of total sugars,
polyamines, and proline. It also enhanced stomatal opening and leaf area. Antioxidant
enzyme activities (superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase) were elevated, and
Cysteine supported osmolyte accumulation by upregulating the expression of arginine
decarboxylase (ADC), proline 5-carboxylate synthase (P5CS), trehalose-6-phosphate
dehydrogenase (T6P), and catalase (CAT) genes.

In conclusion, cysteine mitigated the detrimental effects of salt stress in chickpea
plants, with a more pronounced effect observed in the Kiismen variety. Cysteine was
determined to be an effective stress-relieving agent that enhances antioxidant defense and
osmoregulatory systems.

Keywords: Cysteine, Chickpea, NaCl, Polyamine, gPCR, Antioxidant System
IX
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Stres, bitkilerin gen veya genlerinin ifadesini, fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri
etkileyerek biiyiime, gelisme ve iirlin miktarini1 olumsuz yonde etkileyen biyotik ve abiyotik
faktorlerin bitkide hasar verme potansiyelidir (Levitt 1980; Bray vd., 2000). Bitkinin stres
faktorlerinden etkilenme diizeyi, ¢evresel genetik adaptasyon seviyesine ve strese karsi
gosterilen igsel ve mekanik tepkilere bagli olarak degisir (Taiz ve Zeiger 2002). Morfolojik,
biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklerin azaltilmasi veya onarilmasi, bitkilerin stres
kosullarindan korunmasini saglar. Bitkilerdeki stres tolerans mekanizmalari, doku, organel
ve molekiiler diizeyde basit kimyasal ya da biyokimyasal tepkilerden karmasik hormonal
veya gelisimsel yanitlar ve genetik kalitimsal etkileri iceren ¢ok sayida fizyolojik yaniti
kapsayan karmasik bir dizi olay1 icerir (Edreva vd., 1998). Bitkilerde stres, hiicrelerdeki
anabolik ve katabolik reaksiyonlarin yavaglamasmma veya hatta durmasina neden olan
kosullardir; bu da biiylime ve gelismenin sekteye ugramasina yol agar (Babaoglu vd., 2002).
Biyotik ve abiyotik streslere bitkilerin verdigi tepkilerin temel mekanizmasinin anlasilmasi,
stres kosullarina dayanikli tarim bitkilerinin gelistirilmesi agisindan son derece 6nemlidir.

Bitkilerin strese karsi verdikleri tepkiler, stresin siddeti ve siiresi, bitkinin gelisim
evresi, doku tipi ve birden fazla stres etkeninin ayni anda bulunmasi gibi faktorlere bagh
olarak degisir (Koca vd., 2007). Bitkilerde stres dayaniklilik mekanizmalari, farkli
seviyelerde etkili olur: doku ve hiicre seviyesinde morfolojik, organel seviyesinde ise
molekiiler degisikliklerle ortaya c¢ikar. Bitkiler bu mekanizmalar1 iki ana yolla kullanir:
mevcut koruyucu sistemlerle stresin olumsuz etkilerini azaltir veya tolerans mekanizmalari
gelistirerek stres kosullarina uyum saglar (Edreva et al., 1998). Stres altindaki bitkilerde
yaprak ayasi kalinligi, stoma biiyiikligli ve sayisi, kutikula kalinligi gibi morfolojik
ozelliklerde degisimler gozlemlenir (Acar, 1999). Hiicresel diizeyde ise, stres toleransini
artiran hiicre dongiisii, hiicre bdliinmesi, endomembran sistemi, vakuollesme ve hiicre
duvarindaki yapisal adaptasyonlar gibi tepkiler gelisir. Ayrica, biyokimyasal olarak prolin
ve glisin-betain gibi osmoregiilator bilesiklerin tiretimi, bitkilerin ¢evresel streslere karsi

dayanikliligin1 destekler.



Stres sinyallerinin algilanmasi, bitkilerde tolerans olusturan genetik tepkilerin temelini
olusturur (Taiz ve Zeiger, 2002). Diinya lizerindeki tarim alanlarinin yalnizca %10’unun
herhangi bir c¢evresel stres faktoriinden etkilenmedigi, geri kalan alanlarin ise sicaklik,
kuraklik, tuzluluk, agir metaller ve mineral dengesizlikleri gibi ¢esitli biyotik ve abiyotik
stresler nedeniyle bitki gelisimini olumsuz etkileyerek {iriin kayiplarina yol agtig1 tahmin
edillir. Tuzluluk, 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde ¢6llesmenin ana nedenlerinden
biri olup, diinya genelinde tarimsal alanlarin yaklasik %7’sini ve sulanan arazilerin iicte
birini etkileyen dnemli bir abiyotik stres faktoriidiir (Cartwright vd., 1986; Marsalova vd.,
2016). Tiirkiye’de 4,2 milyon hektar, Avrupa’da 50,8 milyon hektar ve Asya’da 320 milyon
hektar alanin tuzluluktan etkilendigi; diinya genelinde ise 954 milyon hektarin verimliligini
kismen ya da tamamen yitirdigi belirtilir (Giligdemir ve Sonmez, 2008).

Tuz stresinin bitkiler lizerindeki etkileri tohum ¢imlenmesi, kok ve govde biiylimesi,
bitki yiliksekligi ve dollenme gibi temel siireclerde kisitlamalar yaratirken fotosentezde
azalma, prematiire yaprak dokiimii ve verimde ciddi disiislere yol agar (Liang vd., 2018;
Munns et vd., 2020; Flowers vd., 2015). Ornegin, tuz stresinin patates bitkisi {izerinde
yaratti31 olumsuz etkiler arasinda gévde, yaprak ve yumru biiyiimesinde azalma, yapraklarda
kloroz, u¢ yanikligi, koklerde su alimimin kisitlanmasi, erken yaslanma, yumru veriminde
azalma, ayrica yumrularda kahverengi lekelenmeler ve catlamalar bulunur (Levy ve
Veilleux, 2007). Bu stresin etkileri, yuamrularin kuru madde ve ¢oziinebilir madde icerikleri

ile sekonder metabolitlerinde de degisiklikler olarak gozlenir (Levy ve Tai, 2013).

1.2. Sistein

Amino asitler, bitkilerde biiylime ve verimliligi destekleyen Onemli biyo-
diizenleyicilerdir. Bu molekiiller, fotosentez, karbonhidrat ve protein sentezini artirarak,
ayn1 zamanda spermin ve spermidin {iretimini tegvik ederek bitki gelisimini olumlu yonde
etkileyebilir. Ayrica, baz1 bitki biyo-diizenleyicilerinin koenzim ve Onciilleri olarak islev
gorebilirler. Sistein, enzimatik reaksiyonlarda 6nemli bir rol oynayan, tiyol grubu iceren bir
a-amino asittir. Bu amino asit, sadece protein yapilarinin iglevsel biitiinliigii i¢in degil, ayn1
zamanda glutatyon (bir antioksidan), gesitli vitaminler, glukozinolatlar ve tiyoninler gibi
biyomolekiillerin yan1 sira savunma bilesiklerinin dnciisii olarak da kritik bir 6neme sahiptir.
Sistein, Ozellikle bitkilerin stres yanitlarinda 6nemli bir rol oynayan glutatyonun

biyosentezinde yer alir. Bu baglamda, sisteinin bitki saglig1 tizerindeki etkileri, tarimsal



uygulamalarda dikkate alinmasi gereken bir faktor olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Sadak vd.,
2020).

Bitkilerde tuzluluk gibi abiyotik streslere karst dayanikliligi artirmak ve verimliligi
korumak amaciyla gesitli stratejiler gelistirilir (lhsan vd., 2019). Bu stratejilerden biri,
bitkilere digaridan uygulanan bilesiklerle stres toleransini artirmaktir. Ancak, disaridan
uygulanan bilesiklerin toksik etkilerinin olmamasi gerektigi en dnemli kriterlerden biridir.
Bu amagla, zirai alanlarda yaygin olarak uygulanan bilesiklerden biri amino asitlerdir.
Literatiirde, bitkilerde sistein uygulamasmin bazi abiyotik streslerin olumsuz etkilerini
hafiflettigi ve stres kosullarinda daha yiiksek verim saglanmasina katkida bulundugu
yoniinde bulgular bulunur. Ornegin, Genisel ve arkadaslari (2014) arpa bitkisine disaridan
uygulanan sisteinin tuz stresini hafiflettigini bildirmistir. Benzer sekilde, Nasibi ve ark.
(2016) bugday bitkilerinde de tuz stresinin etkilerinin sistenin katkisiyla azaldigini
gbzlemlemislerdir. Ayrica, UV 1sinina maruz kalan bitkilerde sisteinin iyilestirici etkileri
oldugu kaydedilmistir (Malanga vd., 1999). Kuraklik stresi altinda ise sisteinin, yulaf
bitkisinde stres tolerans mekanizmalarini uyardigi bulunmustur (Perveen vd., 2019).

Sisteinin agir metallerle iligkisi de genis ¢apta incelenmistir, ¢linkii bu amino asit
potansiyel bir agir metal selatoriidiir. Ornegin, geltik bitkilerinde sistein uygulamasi ile daha
fazla kadmiyum birikimi saglanmis ve bu birikim, toksik etkileri azaltmistir (Wang vd.,
2017). Ayrica, kadmiyum stresi altinda arpa ve misir bitkilerinde yapilan ¢aligmalar, distan
uygulanan sisteinin metal stresini 6nemli 6l¢iide azalttigini gosterir (Sun vd., 2014; Erdal ve
Tiirk, 2016). Sistein, metal kompleksleri olusturarak Fenton reaksiyonunu tetikleyebilir ve
bu siireg, toksik hidroksil radikallerinin {iretimine yol acgabilir (Bashir vd., 2012). Sistein,
enzimatik olarak sistein disiilfite doniisebilir ve bu redoks sistemi hem insan sagligi hem de
bitkisel streslerde 6nemli bir biyokimyasal marker olarak kabul edilir (Brown vd., 1996;
Arias vd., 2010).

Hayvansal organizmalarda antioksidan ve hiicre ¢ogalmasini tesvik edici 6zellikleriyle
bilinen sistein, kanser aragtirmalarinda da sik¢a incelenir (Combs ve DeNicola, 2019; Bak
vd., 2019). Ancak bitkilerde, 6zellikle tuzluluk stresi ve diger abiyotik stres kosullarindaki
iyilestirici etkilerine dair ¢alismalar sinirlidir. Bu baglamda, bu tezde incelenen nohut (Cicer
arietinum) bitkilerinde sisteinin tuzluluk stresine yaniti tizerine bir arastirma yapilmamistir
ve bu konu literatiirde heniiz ele alinmamastir.

Sonug olarak, sistein, bitkilerde stres toleransini artirma ve verimliligi destekleme

agisindan dnemli bir biyo-diizenleyici olarak one ¢ikmaktadir. Ozellikle tuzluluk ve agir



metal gibi abiyotik stres faktorlerine karsi etkili olabilecegi literatiirde belirtilmis olsa da, bu
konuda yapilan ¢aligmalarin sinirlt oldugu goriilmiistiir. Bu literatiir boslugunu gidermek
amaciyla, bu tez ¢alismasinda nohut (Cicer arietinum) bitkilerinde sisteinin tuzluluk stresine
karsi etkilerinin incelenmesi planlanmistir. Calisma kapsaminda belirlenen hedefler asagida
stralanmugtir:

1) Distan uygulanan sisteinin, tuz stresi kosullarina maruz birakilan nohut gesitlerinde
strese  karsi tolerans gelistirilmesindeki rolii arastirilacaktir. Diisiik tuz
konsantrasyonunda (20 mM NaCl) bile nohut biiyiimesinin dnemli 6l¢giide azaldig:
bilinmektedir. Ayrica, 25 mM NaCl varliginda biiyiimede %1'lik bir azalma oldugu
gozlemlenmistir (Sadiki ve Rabih, 2001). Bu nedenle, tez kapsaminda daha yiiksek
tuz konsantrasyonlarina karsi nohut bitkisini sistein uygulamasi ile dayanikli hale

getirmek amaglanmaktadir.

2) Tuz stresine karsi gelisen toleransin antioksidan sistem ve osmotik diizenleme
mekanizmasi ile iligkisi incelenecektir. Bu baglamda, bitkilerin tuz stresine
dayaniklilik seviyelerini belirlemek icin toplam kuru agirlik, nisbi su igerigi, toplam
klorofil igerigi, stomal aciklik, yaprak alani ve lipid peroksidasyonu gibi

parametreler degerlendirilecektir.

3) Tuz stresine dayanikliligin osmotik diizenleme ile iliskisini belirlemek igin prolin,
toplam seker ve poliamin (putresin, spermin ve spermidin) igerikleri ile prolin 5
karboksilat sentaz (prolin sentezi), trehaloz 6 fosfat sentaz (seker sentezi) ve arginin

dekarboksilaz (poliamin sentezi) genlerinin ifadeleri incelenecektir.

4) Tuz stresine kars1 dayanikliligin antioksidan sistemle iligkisini belirlemek amaciyla,
siiperoksit dismutaz, peroksidaz, katalaz ve askorbat peroksidaz gibi antioksidan

enzim aktiviteleri, askorbik asit i¢erikleri ve katalaz gen ifadesi incelenecektir.

Bu tez c¢alismasi, nohut bitkilerinin tuz stresine karsi gelistirdigi tolerans
mekanizmalarin1 daha ayrintili bir sekilde ortaya konulmasi ve tarimsal uygulamalara
yonelik yeni stratejiler gelistirilmesine katki saglamasi amaciyla planlanmigtir. Sistein

uygulamasinin bitkilerin stres yonetiminde nasil bir etki yarattigini aragtirmak, tarimda tuz



stresi gibi abiyotik faktorlere kars1 daha dayanikli bitki ¢esitlerinin gelistirilmesine dnemli

bir katki saglayabilecegi diisliniilmiistiir.

1.3. Nohut

Bengal grami, Garbanzo fasulyesi, Misir bezelyesi, Chana veya Hamaz olarak da
bilinen nohut (Cicer arietinum L.), Fabaceae familyasina aittir (Kupicha, 1981). Nohut, 740
Mbp/1C genom biiyiikliigiine sahip, serin mevsimde kendi kendine tozlasan diploid (2n =
2x= 16) ve taneli baklagildir (Arumuganathan ve Earle, 1991). Bilinen en eski kiiltiir
baklagilleri arasindadir ve bu, Orta Dogu'da bulunan 7500 yillik nohut kalintilarindan agikga
goriilmustiir (Bell vd., 2014). Nohutun evcillestirildigine dair ilk kanitlar Tirkiye'de
yaklasik M.O. 3000 yillarinda Neolitik déneme ait ¢anak ¢omleklerde bulunmustur (Zohary
ve Hopf, 2000). Antik ¢agda nohutun yiiksek protein i¢erigi nedeniyle deger gérmesinin yani
sira tibbi amacgli da kullanildigi, hatta kahve yerine demlendigi kesin kanitlarla ortaya
konmustur. Nohutun yabani akrabalar1 {ic gen havuzunda karakterize edilmistir ancak en
yakin ve olasi mense atasi Cicer reticulatum'dur (Ladizinsky ve Adler, 1976). Diger 6nemli
yabani akrabalar arasinda Cicer judaicum, Cicer bijugum, Cicer echinospermum ve Cicer

pinnatifidum bulunur (Roorkiwal vd., 2014).

1.3.1. Nohut’un Onemi

Nohut, tropik, subtropik ve 1liman bolgelerde yetisen ikinci en Onemli tahil
baklagilidir. Nohut, yiiksek diyet proteinleri (%20-30), karbonhidratlar (%40), lifler ve
yaglar (%3-6) nedeniyle degerlidir (Hulse, 1991, Alarcon-Valdez vd., 2005, Pushpavalli vd.,
2015). Nohut besin degerlerinin detaylar1 Tablo 1'de verilmisir.

Tablo 1.100 g tohum bagina nohutun besin degerleri

Besin Birim 100 g basina deger
Ana bilesenler

Su G 71.22

Enerji Kcal 109

Protein G 23.72

Total lipid G 0.9




Tablo 1’in devami

Mineraller

Kalsiyum, Ca Mg 19
Demir, Fe Mg 1.45
Magnezyum, Mg Mg 38
Fosfor, P Mg 183
Potasyum, K Mg 533
Sodyum, Na Mg 113
Cinko, Zn Mg 0.59
Bakar, Cu Mg 0.053
Mangan, Mn Mg 0.019
Selenyum, Se ug 46.8
Vitamin

Vitamin C, Mg 0
Tiamin Mg 0.023
Riboflavin Mg 0.085
Niasin Mg 7.429
Pantotnik asit Mg 0.865
Vitamin B-6 Mg 0.462

Nohut, yliksek protein igerigi nedeniyle esas olarak insan tiikketiminde kullanilir. Taze
ve yesil nohut tohumlari salata olarak kullanilirken, kavrulmus, kizartilmis veya haslanarak
atistirmalik yiyecek, tatli veya ¢esni yapiminda da kullanilabilir. Tohumlar ¢orba ve ekmek
yapiminda kullanilabilen un yapmak i¢in ogitiiliir (Saxena, 1990). Nohut, yiiksek besin
degerlerinden dolay1 nutrasotik (veya sagliga faydali gida) olarak bilinir (Millan vd., 2006).

Ayrica, nohutun diisiik bir 'glisemik indekse' (Walker ve Walker, 1984) ve ayrica
hipokolesteremik 6zelliklere (Geervani, 1991) sahip oldugu bilinir. Nohut, koklerinde nodiil
ad1 verilen 0zel yapilar araciligiyla atmosferik nitrojeni sabitleme konusunda benzersiz bir
yetenege sahiptir ve bdylece toprak sagliginin iyilestirilmesine ve ekosistemin
stirdiiriilebilirligine yardimei olur (Ahmad vd., 2005).

Yiiksek besin icerigi, pazar degeri, uyarlanabilirligi ve nitrojeni sabitleme yetenegi goz
Oniine alindiginda nohut, giderek artan bir sekilde "gelecegin temel gida iiriinii" olarak

taninir.



1.3.2. Nohutun Morfolojik Ozellikleri ve Cicek Biyolojisi

Nohut, yaklagik 250-500 mm boyunda, yar1 dik, dallanmis ve yayilan, tek yillik serin
mevsim baklagil bitkisidir. Nohut, kazik kok sistemine sahip olup, kokleri toprakta 2 metre
derinlige kadar biiyiiyebilir. Govdeler ve salgt bezleri tiiyliidiir ve koyu yesil, zeytin veya
mavimsi yesil renkte olabilir. Yapraklar imparipinnat olup, 3-8 ¢ift salgi bezleri tiiylii
yaprakgiktan olusur. Bu yaprakg¢iklarin sekli ovalden eliptige kadar degisirken, boyutlari
0,6-2,0 cm uzunlugunda ve 0,3-1,0 cm genisliginde olabilir. Yapraklar, bitkileri boceklere
ve zararlilara karsi koruyan malik ve oksalik asit salgilayan tiiyler tasir (Oplinger vd., 1997).
Yaprak kenarlar1 sivri uglu bir tepe ve kama seklinde bir taban ile 2-5 disli stipiil ile birlikte
tirtiklidir. Nohutta tek ve ¢iceklenme bolgelerine ait 2 adet olan koltuk alt1 ¢igekleri bulunur.
Cicek sapt uzunlugu 0,6-3 cm'dir; kaliks uzunlugu 7-10 mm, korolla ise 0,8-12 cm
uzunlugundadir ve iiggen seklinde olabilen brakteler tasir. Hermafrodit ¢icek, yumurtalik
sapsiz ve ustte iken, stamenleri diyadelf (9-1) dizilimini gosterir (Duke, 1981; Cubero, 1987;
Van der Maesen, 1987). Nohut dis ¢evresi eskenar dortgen seklinde olup, kahverengi, beyaz,
krem, sar1 veya yesil renkte olabilen yuvarlak ila gaga seklinde 0-3 tohum tasir ve kriptokotil
¢imlenme gosterir (Duke, 1981; Cubero, 1987; Van der Maesen, 1987).

1.3.3. Nohutun Ekolojik istekleri

Nohut, yagish serin mevsimde veya yar1 kurak bolgelerdeki kuru iklim kosullarinda
yetistirilir. Nohutun biiylimesi i¢in giindiiz 18-26°C, gece ise 21-29°C arasi optimum
sicakliga ve yillik 600-1000 mm yagisa ihtiyac vardir. Vertisoller (siyah topraklar) gibi iyi
drenajli topraklar veya pH ~ 5,5-8,6 olan kirmizi topraklar nohut ekimi i¢in en uygun
olanlardir. Nohut genellikle uzun giin bitkisidir ancak her fotoperiyotta cicek acabilir ve
uygun tohum olusumu i¢in %21-41 bagil neme ihtiya¢ duyar (Smithson vd., 1985). Nohut
katilimlar1 Akdeniz bolgesi, Bati Asya, Orta Asya ve Hindistan'da genetik ve fenotipik
ozelliklerde biiyiik farkliliklar gosterir. Tropik ve subtropik iklim nohut yetistirmek i¢in ¢ok
uygundur ancak yetistirme alanindaki ilerlemeler sayesinde bu 6nemli baklagil tanesi 1liman

bolgenin iklim kosullarina da uyum saglayabilir (Milan-Carrillo vd., 2007, Abbo vd., 2007).



1.3.4.Nohutun Uretimi ve Verimi

Nohutta ortalama verim 400-600 kg/ha civarindadir ancak deneysel denemelerde 2000
kg/ha ile 5200 kg/ha arasinda oldugu kaydedilmistir. Sulanan mahsullerin veriminin,
yagmurla beslenen mahsullere gore %20-28 daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Onde gelen
nohut iireticisi tilkeler arasinda, kiiresel liretimin yiizde 85'inden fazlasina katkida bulunan
Hindistan, Avustralya, Pakistan, Myanmar ve Etiyopya yer aliyor. Son 50 yilda yillik nohut
iiretimi 6,4 milyon tondan 14,2 milyon tona ¢ikmistir. 2009'dan 2013'e kadar kiiresel nohut
ekim alani ylizde 25 artarak 11,5 milyon hektardan 13,5 milyon hektara ¢ikmigtir. 2009'dan
2014'e kadar son bes yilda ortalama olarak Asya, ortalama 9073 hg/ha verimle 10158710
ton iiretim yaparken, onu 12135 hg/ha verimle 593568 ton {ireten Avustralya takip etmistir;
Avrupa, 10215 hg/ha verimle 121889 ton tiretmistir; Amerika 16426 hg/ha verimle 451457
ton, Afrika ise 9661 hg/ha verimle 42432 ton iiretmistir (FAO 2014).

1.4. Nohutu Etkileyen Abiyotik Stres: Tuzluluk

Nohutun belirsiz bir biiyiime aligkanlig1 vardir, yani ¢igek actiktan sonra bile vejetatif
olarak biiytimeye devam eder (Samineni vd., 2011). Bu durum onu tuzluluk, kuraklik, sicak
ve soguk gibi bir takim cevresel faktorlere karst duyarli hale getirir (Turner vd., 2007,
Devasirvatham vd., 2012). Toprak tuzlulugu, mahsul verimliligini sinirlayan 6nemli bir
kisitlamadir ve diinyadaki ekilebilir alanlarin neredeyse 80 milyon hektar1 bu strese yatkindir
(Flowers vd., 2010). Kiiresel olarak, sulanan alanlarin yiizde 20'si (45 milyon ha) ve kuru
alanlarin yiizde 2'si (32 milyon ha) tuzluluk nedeniyle tarima elverisili degildir. (Munns ve
Tester, 2008). 21. yiizyilin ikinci yarisinda, diinya genelinde tuzlanmis tarim alanlarinin
oranmin %50’ye ulasabilecegi tahmin edilmektedir (Ladeiro, 2012). Ayrica, 2050 yilina
kadar diinya niifusunun iki milyar daha artmasi beklenmektedir. Bu durum, toprak
tuzlulugunu giderek biiyliyen bir tehdit haline getirmekte ve gida talebini karsilamada biiyiik
bir engel olusturur. Her yil yaklasik 6,4 milyon ton mahsul, toprak tuzlulugu nedeniyle
kaybediliyor (Jha vd., 2014). Artan tuzluluk kosullarinda, tarimsal tiretkenligi koruma veya
artirma zorunlulugu giderek daha belirgin hale gelmistir (Munns ve Tester, 2008; Teakle ve
Tyerman, 2010; Amin vd., 2016; Hong vd., 2016). Kiiresel gida giivenligini saglamak igin
mahsul tretiminde yaklasik %70’lik bir artisa ihtiya¢ duyuluyor (Tester ve Langridge,
2010). Ancak, tuzluluk bitki biiytimesini sinirlandirmakta ve lireme siireglerini etkileyerek

verimde ciddi diisiislere yol agmaktadir (Vadez vd., 2012). Ozellikle nohut, tahillardan farkl:



olarak yapis1 geregi tuzluluga kars1 daha hassastir. Bu nedenle, tuzluluga tolerans gosteren
genetik Ozelliklerin ve bu toleransi destekleyen molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi
bliyiik 6nem tasir.

Strese verilen fenotipik tepkiler, bitkinin genetik yapisindan ve ¢evresel degiskenlerle
genotip etkilesiminden kaynaklanir (Krishnamurthy vd., 2011, Samineni vd., 2011). Bir gen
havuzunda biiylik genetik ¢esitliligin varligi, olumsuz tuzlu kosullara dayanabilenler de
dahil olmak iizere arzu edilen 6zellikleri veren genotiplerin tanimlanmasini saglar (Vadez
vd., 2007, Sohrabi vd., 2008). Tuzluluga tolerans, toleransli/hassas genotipleri tanimlamak
icin tuz stresine tepki olarak kaydedilen ¢esitli fizyolojik faktorler tarafindan saglanir (Moses
vd., 2008; Turner vd., 2013).

Tuza tolerant bitkilerin tolerans mekanizmalarinin fizyolojik temellerini anlamak igin,
bitki bliylimesinin hangi asamasinda kisitlamalar yasandigini belirlemek 6nemlidir. Bitkiler,
tuz stresine karsi iki asamali bir yanit gelistirebilir: ilk olarak, dis osmotik basincin artigina
hizl1 bir sekilde cevap verirken; ikinci olarak, yapraklarda sodyum iyonlarinin birikimine
kars1 daha yavas bir yanit olustururlar (Munns ve Tester, 2008). Stres kosullarinda hayatta
kalabilmek i¢in bitkiler cesitli stratejiler gelistirmekte ve molekiiler diizeyde transkripsiyon,
mRNA diizenlenmesi, translasyon, protein modifikasyonlart ve protein sentezinin
durdurulmasi gibi yollarla stres faktorlerine tepki vermektedirler. Munns ve Tester (2008),

bitkilerde tuz tolerans mekanizmasini1 dort ayr1 kategoriye ayirmistir:

1)Osmotik stres toleransi: Bitki, osmotik stresi algilar algilamaz, kok uglar ve geng
yapraklardaki hiicrelerin biiyiimesi {izerinde kisitlayici etki yapar. Ayrica, stoma

hiicrelerinin kapanmasi da bitkinin tolerans yanitina katkida bulunmaktadir.

2)Yaprak ayalarindan Na* iyonlarinin atilmasi: Bu 6zellik, tuzlu ortamlarda yetisen
bitkilerde en ¢cok arzu edilen 6zelliklerden biridir. Na* iyonlarinin koklerden atilmast,
yapraklarda Na* birikimini 6nler. Na* iyonlariin atilmasinda bir sorun yasanirsa,
bitki tiirline bagli olarak tuz stresinin etkileri gilinler veya haftalar sonra kendini
gosterebilir. 11k asamada ksileme hizli Na* iyon yiiklenmesi, ozmotik diizenlemeye

yardimei1 olur ve bu da tuz stresine tolerans yanitinda 6nemli bir rol oynar.

3)Doku toleransi: Bazi bitki tiirleri, dokularinda Na* veya Cl~ iyonlarini biriktirerek

tolerans yanitini olustururlar. Bu tolerans mekanizmasi, Na* ve Cl~ iyonlarinin hiicre
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icinde ve hiicreler arasinda farkli bolgelere ayrilmasiyla saglanir. Hiicre i¢indeki
Ozellesmis bu alanlarda iyonlarin toplanmasi, sitoplazmada birikimlerini engeller.
Ornegin kinoa, yaprak torbaciklarinda bu iyonlarin biriktirilmesi sayesinde su

kaybini azaltmasina yardime1 olur (Adolf vd., 2013).

4)Osmotik ¢oziiclilerin birikmesi: Organik ¢oziiciilerin hiicre sitoplazmasinda
birikmesi, osmotik diizenlenmeyi saglayarak Na® iyonlarmmn hiicre iginde
birikmesini engeller. Ozmoprotektan olarak bilinen bu bilesiklerden bazilar1 prolin,
glisin-betain, trehaloz, mannitol ve sorbitoldiir (Rao vd., 2016). Stres kosullar
altinda bitkilerde prolin birikimi gézlendiginde, bu durum genellikle bitkinin stres

kosullarina kars1 tolerans gelistirdigi seklinde yorumlanmaktadir (Kishor vd., 2005).

1.5. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit (H202), bitki hiicrelerinde kloroplastta, mitokondride, endoplazmik
retikulumda, plazma membraninin elektron tasima reaksiyonlarinda, yag asidinin -
oksidasyonunda ve fotorespirasyonda olusan bir bilesiktir (Mittler ve Zilinskas, 1991).
Bitkilerin gelisimi ve biiylimesi i¢in énemli olan bu bilesik ayni zamanda ortaya ¢ikan
streslerde hayatta kalabilmek i¢in gerekli tepkimeleri diizenlemeye yardimci olur. H2O2'nin
bitkilerin abiyotik ve biyotik stres tepkilerindeki rolii, 6zellikle bir sinyal molekiilii olarak
islevi ve fitohormonlar ile redoks bagimli sinyal yollariyla etkilesimi nedeniyle biiyiik bir

ilgi gérmistiir. (Mhamdi A, 2023).

1.6. Prolin

Prolin, olaganiistii bir konformasyonel sertlie sahip olan ve protein sentezi i¢in
gerekli bir amino asittir. Arastirmalar, yiiksek yapili bitkilerin ¢esitli ¢gevresel stres kosullar
altinda prolin seviyelerinde artig gésterdigini ortaya koymaktadir. Prolin birikimi, kuraklik,
yiiksek tuzluluk, asir1 151k ve UV 1sinlari, agir metaller, oksidatif stres ve biyotik stres gibi
faktorlere yanit olarak gerceklesmektedir. Prolin metabolizmasinin gelisim ve stres yanitlari
tizerindeki etkileri karmasik bir yapidadir ve prolin birikiminin belirli olumsuz cevresel
kosullara kars1 tolerans saglamak igin kritik bir dneme sahip oldugu bilinmektedir (Szabados
ve Savouré, 2010).
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1.7. Toplam Coziinebilir Sekerler

Coziinebilir sekerler, bitkilerin gelisim agsamalarinda cesitli siirecleri kontrol eden
onemli metabolik substratlardir. Glikoz, sakkaroz ve fruktoz gibi sekerler, bitki diinyasinda
yaygin olarak bulunur ve tiim bitki diizeyinde yap1 ve metabolizmanin belirleyici
unsurlaridir. Ayrica, bitki gelisimini diizenleyen hayati sinyaller olarak islev goriirler ve
cevresel streslere karsi son derece duyarlidirlar. Abiyotik stresler, 6rnegin kuraklik, sicaklik,
tuzluluk, donma veya sogutma, karbonhidratlarin kaynaktan dokulara taginmasini etkilerler.
Coziinebilir sekerler, besin kaynagi, osmo koruyucu ve metabolit sinyal molekiilleri olarak
onemli roller istlenir ve ¢esitli abiyotik stres tepkimelerinde etkin bir sekilde rol alirlar (

Afzal vd., 2021).

1.8. Poliaminler

Poliaminler (PA'lar), iki veya daha fazla amino grubu i¢eren diisiik molekiil agirlikli
alifatik azotlu bilesenlerdir. Bu bilesikler, organizmalar tarafindan metabolizma sirasinda
sentezlenir ve neredeyse tiim hiicrelerde bulunur. Bitkilerdeki baslica poliaminler putresin
(Put), spermidin (Spd) ve spermin (Spm) olarak bilinir. Bu bilesikler, ¢icek gelisimi,
embriyogenez, organogenez, yaslanma (senesens) ve meyve olgunlasmasi gibi cesitli
fizyolojik stireglerin diizenlenmesinde kritik rol oynar. Bitki biiylime ve gelisim siireglerinde
ve ¢evresel stres yanitlarinda 6nemli islevleri nedeniyle, yeni nesil bitki biyostimiilanlari

olarak degerlendirilirler (Chen vd., 2019).

1.9. Askorbik Asit

Askorbik asit, fotosentez, hormon biyosentezi ve diger antioksidanlarin yenilenmesini
diizenleyen enzimler i¢in 6nemli bir yardimci faktdr ve etkili bir redoks tamponu gorevi
gormektedir. Hiicre boliinmesi ve biiylimesini diizenlerken, ayn1 zamanda sinyal iletiminde
de rol oynamaktadir. Askorbik asit konsantrasyonu, bitkilerdeki diger antioksidanlarin
konsantrasyonlarindan daha yiiksek olmasi sebebiyle en 6nemli antioksidan olarak
degerlendirilmektedir. Yiiksek konsantrasyonu, askorbik asidin hiicresel redoks dengesine
en biiyiik katkiy1 saglamasin1 miimkiin kilar ve fotosentetik islevlerin siirdiiriilmesinde kritik

bir rol oynar. Bu islevlerinin yaninda askorbik asit fotosentetik aparati ve diger hiicresel
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bilesenleri oksidatif hasardan korumak amaciyla reaktif oksijen tiirlerini (ROS) detoksifiye

etmekte kullanilmaktadir (Gallie, 2013).

1.10. Yaprak Alam

Toplam yaprak alani, bireysel bitkilerin su kayb1 iizerinde 6énemli bir etkiye sahiptir.
Zira genis yaprak alanlarina sahip bitkiler, genellikle daha dar yaprak alanlarina sahip
olanlardan daha fazla transpirasyon ger¢eklestirir. Yaprak alan1 ve diizeni, bir bitkinin yasam
dongiisii boyunca degisiklik gosterir; bu degisiklikler, yaprak hareketleri cok hizli bir sekilde
de meydana gelebilir (Bhattacharya, 2019). Bitki iizerinde olusan abiyotik ve biyotik stresler

yaygin olarak bitki yaprak alanlarinda azalmaya neden olurlar.

1.11. Stoma Ac¢ikhg

Stomalar, bitkilerin toprak tistii kisimlarindaki epidermiste bulunan ve bekgi hiicreleri
olarak adlandirilan iki hiicreyle ¢evrili mikroskobik gozeneklerdir. Bekgi hiicrelerinin turgor
durumu, stomalarin acilip kapanma mekanizmasini yonetir. Bu siireg, fotosentez i¢in gerekli
olan karbondioksitin (COz2) alimini saglarken, ayni zamanda oksijenin (O2) saliniminit ve
terleme yoluyla bitkinin i¢ sicakliginin diizenlenmesini miimkiin kilar. Bdylece, bitkideki
gaz dengesinin korunmasina katkida bulunur. Gaz dengesinin korunmasina katkida bulunan
stomalarin su kaybini diizenlemede temel rolii bulunmaktadir, stomalarin farkli abiyotik
stres kosullar1 altinda bitkinin su kullanim verimliligini 6nemli Ol¢iide etkileyecegi

ongoriilmektedir (Matkowski vd., 2023).

1.12. Enzimatik Antioksidanlar

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) birikmesiyle ortaya ¢ikan bir stres
tiridiir. Bu stres faktorii, yiiksek konsantrasyonlarda hiicresel bilesenler lizerinde zararl
etkiler yaratabilir (McCord, 2000). Bitkiler, hem reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
sinirlayan hem de bu tiirlerin temizlenmesini saglayan antioksidan sistemlere sahiptir. Bu
sayede hiicre oliimiinii engelleme konusunda etkili bir savunma mekanizmasi gelistirmis

olurlar (Mittler vd., 2004).
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1.12.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikalini (O2) hidrojen peroksit (H202)
haline doniistiiren bir enzimi temsil eder. Bu enzim, aktif bolgelerindeki metal iyonlarina
gore bakir ve ¢inko (Cu/Zn SOD), manganez (MnSOD) veya demir (FeSOD) seklinde
siniflandirilabilir. Yapilan aragtirmalar, SOD'larin ifadesindeki artislarin, biyotik ve abiyotik
stres kaynakli oksidatif stresle basa ¢ikmada ve bitkilerin stresli ortamlarda hayatta

kalmalarini saglamada kritik bir rol oynadigin1 géstermektedir (Sezgin-Muslu, 2020).

1.12.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, peroksizomlarda bulunan enzimatik antioksidanlardan biridir. CAT
molekiilii, hidrojen peroksidi (H202) hizli bir sekilde su (H20) ve oksijene (O2)
doniistiirebilir, bdylece H2O2'nin hiicrelerdeki zararl etkilerini azaltir (Shim vd., 2003). Stres
kosullar1 altinda olusan zararli H202’nin dogrudan H20 ve Oz'ye doniisiimiinii saglayarak
hiicreleri strese kars1 koruma iglevi goren enzimatik antioksidanlar arasinda 6nemli bir yere

sahiptir (Biiytik vd., 2012).

1.12.3. Askorbat Peroksidaz (APX)

Bir¢ok organizmada, stres kosullar1 altinda APX enziminin aktivitesinde artiglar
gozlemlenmistir. Bitkilerde meydana gelen veya stres nedeniyle ylikselen H202’nin
temizlenmesinde APX kritik bir iglev iistlenir. Askorbat peroksidaz (APX), askorik asit-
glutatyon dongiisiiniin 6nemli bilesenlerinden biridir ve hiicre igindeki reaktif oksijen
tiirlerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. APX, sitozolde ve kloroplastlarda bulunan

H202'yi etkili bir sekilde ortadan kaldirir (Sezgin Muslu, 2020).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi ve Stres Uygulamalari

Bu tez ¢alismasinda Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen Cicer
arietinum’ a ait Kiismen ve Gokge ¢esitleri kullanilmistir. Gokge kuraklik stresine dayanikli,
Kiismen ise hassas (Ardi¢ vd., 2009) oldugu i¢in tercih edilmistir. Yiizey sterilizasyonunun
ardindan (0.1 % ¢amasir suyu, 5dk) hoagland siv1 besi ortaminda vermikiilit destek ortami
icerisinde biiyiitiilen nohut bitkilerine 2 giin boyunca 100 pM sistein(L-sistein,Sigma
Aldrich,Katalog N0:168149-25G) uygulanmistir. Sistein belirlenen derisimde hoagland

besiyerine ilave edilmistir. Sistein uygulamasindan takiben 5 giin siireyle 100 mM NaCl

uygulamasi yapilmistir (Tablo 2).

Tablo 2.Deney gruplar1 ve yapilacak uygulamalar

Gruplar Hoagland Sistein Tuz Siire
Kontrol | 10 giin boyunca sadece | Sistein uygulamasi | Uygulama 17 giin
hoagland ihtiva eden | yapilmamistr. yapilmamistir.
besiyerinde tutulmustur. | Bitkiler 2 giin | Bitkiler 5 giin
boyunca sadece | boyunca sadece
hoagland ihtiva | hoagland ihtiva
eden  besiyerinde | eden besiyerinde
tutulmustur. tutulmustur.
NaCl 10 giin boyunca sadece | Sistein uygulamasi | 5 giin boyunca | 17 giin

hoagland ihtiva eden

besiyerinde tutulmustur.

yapilmamustir.
Bitkiler 2

boyunca

gln
sadece
hoagland ihtiva
eden  besiyerinde

tutulmustur.

100 mM NaCl

uygulanmustir.
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Tablo 2’nin devami

Sistein 10 giin boyunca sadece | 2 giin boyunca 100 | Tuz (NaCl) | 17 giin
hoagland ihtiva eden | uM sistein | uygulamasi
besiyerinde tutulmustur. | uygulanmustir. yapilmamastir.
Bitkiler 5 giin
boyunca sadece
hoagland ihtiva
eden besiyerinde

tutulmustur.

Sistein+ | 10 giin boyunca sadece | 2 giin boyunca 100 | 5 giin boyunca | 17 giin
NaCl hoagland ihtiva eden | uM sistein | 100 mM NaCl

besiyerinde tutulmustur. | uygulanmustir. uygulanmustir.

2.2. Sistein Uygulamasinin Tuz Stresine Dayamkhhk Seviyesi Uzerinde

Etkisinin Belirlenmesi

Tablo 2’deki uygulamalar1 takiben bitkilerin tuz stresine dayaniklilik seviyelerini
belirlemek i¢in toplam kuru agirlik, nisbi su igerigi, toplam klorofil igerigi, stoma agiklig

ve lipid peroksidasyonu belirlenmistir.

2.2.1.Bitki Toplam Kuru Agirhginin Belirlenmesi

Her gruptan 10 adet bitki uygulamalarin bitiminde hasat edilip analitik terazi ile

tartildiktan sonra 70 OC’ de 24 saat etiivde kurutulup kuru agirliklar: bir analitik terazi
yardimuryla tartilmistir.
2.2.2.Nispi Su I¢eriginin (%NSI) Belirlenmesi

Hasat sonrasi, Tablo 2°de belirtilen her gruptan ayr1 ayri 3’er tekrar ile bitkilerden 3

yaprak alinmus, tartilarak yas agirliklart (YA) belirlenmistir. Yapraklar, turgor durumunu
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saglamak amaciyla saf suda yiizecek sekilde 24 saat boyunca kapakli petri kaplarinda +4
°C bekletilmistir. Bu siirenin ardindan, yapraklarin turgorlu agirliklar (TA) kaydedilmistir.
Daha sonra, yapraklar 70 °C’de 24 saat siireyle etiivde kurutulmus ve kuru agirliklar: (KA)
saptanmugtir. Elde edilen veriler ile % Niteliksel Su igeri (NSI) degeri formiil yardimiyla
hesaplanmistir. (Barr ve Weatherley, 1962).

Taze Agirlik — Kuru Agurlik

x1
Turgid Agirlik — Kuru Agirlik 00

% NSI =

2.2.3. Toplam Klorofil i¢eriginin Belirlenmesi

Hasat sonrasi, Tablo 2’de belirtilen her gruptan 0.1 yaprak ornegi %80 aseton
icerisinde homojenize edilmistir. Homojenatlar 15 dakika boyunca 13 000 g'de santrifiij
edilerek ve siipernatantlar toplam klorofil igerigini belirlemek amaciyla kullanilmustir.
Orneklerin absorbans degerleri Lichtenthaler ve Welburn (1983)’a gore 663, 645, 450

nm’de spektrofotometrede okunmus ve hesaplanmaistir.
Klorofila (mg/g) = (12.7xA663) — (2.59xA645)
Klorofil b (mg/g) = (22.9xA645) — (4.7xA663)

Toplam Klorofil (mg/g) = (8.2xA663) + (20.2xA645)

2.2.4.Yaprak Alanlarmin Belirlenmesi

Yapraklar fotograflar1 6lgekli olarak (cetvel konularak) kaydedilmistir. Daha sonra bu

fotograflar imageJ yazilimi ile analiz edilmis ve yaprak alanlar1 hesaplanmistir.

2.2.5.Stoma Acikhiginin Belirlenmesi

10 adet yapragin alt yiizeyindeki ana damar ile sag ve sol lateral damarlar arasinda
kalan yaprak ucu bolgesinden yaklasik 1 %X 1 cm'lik alan {izerine ince bir tabaka hélinde
tirnak cilast uygulanmistir. Uygulanan cilanin kisa bir siire i¢erisinde kurumasinin ardindan,
bistiiri ve pens yardimiyla ylizey dikkatlice c¢ikarilmigtir. Hazirlanan 6rnekler, 10x40

biiyiitme kapasitesine sahip Zeiss Primostar 3 mikroskobunda incelenerek ve goriintiileri
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fotograflanarak bilgisayar ortamina aktarilmistir. Kaydedilen bu goriintiiler iizerinde, Zen

Blue Edition yazilimi kullanilarak stomalar tizerinde gerekli 6l¢timler gergeklestirilmistir.

2.2.6. Lipid Peroksidasyonunun (Malondialdehit icerigi) Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) konsantrasyonu Ol¢iimi ile
degerlendirilmistir. 0.1 g yaprak 6rnegi, % 0.1'lik trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize
edilip 10,000 g devirde santrifiijlenmistir. Ardindan, siipernatant kismi % 0.5 tiobarbitiirik
asit (TBA) igeren % 20'lik TCA ¢ozeltisi ile karistirilmis ve elde edilen karisim 95 °C’deki
su banyosunda 30 dakika bekletildikten sonra reaksiyon buz banyosunda sonlandirilmistir.
Tekrar santrifiij edilen 6rneklerin absorbans degerleri spektrofotometrede 532 ve 600 nm
dalga boylarinda Olgiilmiistiir. Hesaplama islemi i¢in asagidaki formiil kullanilmistir
(Madhava Rao ve Sresty, 2000).

MDA = (532 — 600) x Ekstrakt hacmi (ml)/(155mM /cm x 6rnek miktari (mg)

2.3. Tuz Stresine Dayamklihgin Osmotik Diizenleme ile iliskisinin Belirlenmesi

Tuz stresine dayanikliligin osmotik diizenleme ile iliskisini belirlemek i¢in prolin,
toplam seker ve poliamin (putresin, spermin ve spermidin) igerikleri ile prolin 5 karboksilat
sentaz (prolin sentezi), trehaloz 6 fosfat sentaz (seker sentezi) ve arginin dekarboksilaz

(poliamin sentezi) genlerinin ifadeleri incelenmistir.

2.3.1.Prolin Miktarmin Belirlenmesi

Prolin miktarinin belirlenmesi, spektrofotometrik olarak asit-ninhidrin metoduyla
yapilmistir. Yapraklarda prolin tayini i¢in her bir gruptan alinan 0,19 bitki 6rnegi %40’ lik
etanol igerisinde homojenize edilmistir. Homojenat +4°C'de bir gece bekletilir ve ardindan
14,000 g’da (15 dk) santrifiijlenir. Santrifiij sonrasi siipernatantlar alinarak asetik asit %60,
%1 ninhidrin ve %20 etanol igeren reaksiyon ¢ozeltisine eklenmistir. Sonrasinda ornekler
95°C’ye ayarli etiive alinip 30 dakika bekletilip ve ardindan oda sicakligina inmesi amaciyla

15 dk. beklenilerek absorbans degerleri 520 nm” de 6l¢iilmiistiir (Carillo vd., 2008).
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2.3.2. Toplam Céziinebilir Seker Iceriginin Belirlenmesi

Yapraklarda toplam seker icerigini belirlemek i¢in her bir gruptan 0.1 g kuru yaprak
ornegi, %80 etanol ile homojenize edilip ardindan santrifiijlenerek, 70 °C'deki su
banyosunda 30 dakika bekletilmistir. Bu islemin ardindan, karisim hemen buz ortaminda
sogutulmus ve 14,000 devirde 30 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Elde edilen ekstrakta
fenol ve stlfiirik asit ilave edilerek spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda absorbans
Olctimleri gerceklestirilmistir. Sonuglar, glikoz kullanilarak olusturulan standart egriye

gore pumol mg' kuru yaprak olarak hesaplanmistir (DuBois vd., 1956).

2.3.3. Poliamin Iceriginin Belirlenmesi

Poliamin igerigi, Flores ve Galston (1982) yontemine uygun olarak belirlenmistir. Bu
amagla, 5 g taze yaprak dokusu 10 ml 0,4 M perklorik asit ile homojenize edilmistir. Elde
edilen homojenat, 4 °C’de 18,000 g kuvvetinde 20 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant
dikkatlice ayrilmis, iizerine 10 ml 0,4 M perklorik asit eklenmis ve ayn1 kosullarda yeniden
santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatantlar birlestirilmis ve toplam hacim perklorik asit ile
25 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra siipernatant, Whatman filtre kagidi kullanilarak
stiziilmistiir. Stiziintiintin 1 m1’sine 200 pl 1 M NaOH ve 300 pl sodyum hidrojen karbonat
eklenmis, karisim 30 saniye boyunca vorteks cihazinda karistirilmistir. Bu karigima 2 ml
dansil klorit ilave edilmis ve 40 °C’de 45 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Reaksiyon, 100
ul %25 amonyum hidroksit eklenerek sonlandirilmigtir. Karigim oda sicakliginda 30 dakika
bekletildikten sonra, toplam hacim asetonitril ile 5 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra
karisim, 2,500 g kuvvetinde 5 dakika santrifiijlenmistir ve elde edilen siipernatant, 0,22
um’lik filtrelerden gegirilerek HPLC cihazina yiiklenmistir. Poliamin analizi, UV/VIS
dedektore sahip Shimadzu LC-20AT/Prominence HPLC cihazi (Japonya) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kullanilan mobil faz orani, amonyum asetat: asetonitril (%65: %35, v/v)
olup, akis hiz1 0,70 ml/dk ve kolon sicakligi 50 °C olarak belirlenmistir. Analiz, C18
kolonunda (4.6 x 250 mm) 254 nm dalga boyunda yapilmis ve 20 ul ekstre enjekte edilmistir.
Putresin, spermin ve spermidin konsantrasyonlari, bilgisayar yazilimi kullanilarak

hesaplanmis ve sonuglar gram taze agirlik basina pg cinsinden ifade edilmistir.
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2.3.4.Gen ifade Analizi

Gen ifadeleri total RNA molekiillerinin kullanildigi gPCR y6ntemi ile analiz

edilmistir.

2.3.4.1. Total RNA izolasyonu

Her bir gruptaki bitkilerden ayr1 ayr1 RNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Izolasyon
islemi, FavorPrep Plant Total RNA Purification Mini Kit kullanilarak, kitin protokoliine
uygun bir sekilde gergeklestirilmistir. RNA izolasyonu sirasinda RNaz kontaminasyonunu
onlemek amaciyla, denemede kullanilan tiim plastik ve cam malzemeler ile gerekli ¢ozeltiler
dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmistirr DEPC muamelesinin yani sira,
malzemeler 121 °C ve 0.1 MPa basingta 15 dakika otoklavlanmis ve ardindan 105 °C’de en
az bir gece bekletilmistir. Havan ve havan kollar1 ise 300 °C’de bir gece boyunca muhafaza
edilmistir. RNA izolasyon islemi, RNaz kontaminasyonunu engellemek i¢in steril bir kabin

igerisinde gergeklestirilmistir.

2.3.4.2. RNA Miktarimnin ve Safliginin Belirlenmesi

RNA orneklerinin miktar1 ve safligft RNA miktar1 bir nanodrop kullanilarak
Olciilmiistiir. Saflik kontroliinde 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerlerinin
orani (A260/A280) kullanilmistir. Bu oran 1.8-2.0 deger araliginda hesaplanmigtir. Elde
edilen RNA'lar -80 ° C'de kullanilana kadar muhafaza edilmistir.

2.3.4.3. Kantitatif Real-Time PCR (qRT-PCR) Olciimii

Kantitatif RT-PCR analizi asagidaki sekilde gerceklestirilmistir. Izole edilen toplam
RNA orneklerinden, grup basina 2000 ng olacak sekilde yiiksek kapasiteli cDNA ters
transkripsiyon kiti (Applied Biosystems) kullanilarak ¢cDNA sentezi yapilmistir. Ters
transkriptaz (RT)-PCR islemi, cDNA oOrnekleri ile Eva Green qPCR Supermix (Solis
Biodyne) ¢ozeltisi kullanilarak CFX Connect Real Time PCR System (BioRad) cihazinda
gergeklestirilmistir. Standart protokol, 30 dongii boyunca 95 °C’de 45 saniye, 65 °C’de 45
saniye ve 72 °C’de 60 saniye siireyle ayarlanmistir. Kullanilan primerler Tablo 3’te

sunulmaktadir.
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Tablo 3.Gen ve primer bilgileri

Gen Primer | Sekans PCR GenBank
Cifti Uriin | Erisim
Boyutu | No.
(bp)
Delta-1- PSCS-F | TTCGCAGCTCGTTCTATCCG 138 NM_0013
proline-5- PSCS-R | CCTCGACGACAACACGATTG 09676.2
karboksilat
sentaz
Trealoz 6 | T6PS-F ACAGGGTGTGAGCAAGGGATTAG | 190 CDO05130
fosfat sentaz | T6PS-R | CCGACAAACGGTGCAAGCGAA 5
Arjinin ADC-F | CGCCGTTCACATTTTCTGCT 126 XM_0045
dekarboksilaz | ADC-R | AGTAAGGAAAACCCCAGCCG 07452.3
Katalaz CAT-F | AGGCTTTATCTGACCCACGC 145 XM_0045
CAT-R | TGGTTGGCGAGGACCTTAAC 00820.3
Aktin-1 ACT-F | TGTCTTGAGTGGTGGTTCTAC 202 XM_0045
ACT-R | TTCATCATATTCTGCCTTTG 00820.3

2.4. Tuz Stresine Karsi Dayamkhligin Antioksidan Sistemle Iligkisinin
Belirlenmesi

Tuz stresine karsi dayanikliligin antioksidan sistemle iliskisinin belirlenmesi
amaciyla antioksidan enzim aktiviteleri (siiperoksit dismutaz, peroksidaz, katalaz ve

askorbat peroksidaz), askorbik asit diizeyleri ve katalaz gen ifadesi arastirilmistir.

2.4.1. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ekstraksiyon islemi i¢in her bir gruptaki bitkiden 0.1 g bitki yapragi, sivi azot ile
homojenize edildikten sonra {lizerine 5 ml soguk homojenat tamponu (%1 PVP ve 1| mM

EDTA iceren 0.1 M KH2POs4, pH: 7.0) eklenmis ve karisim bir santrifiij tiipiine
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aktarilmistir. Bu karisim, 15,000 g ve +4 °C’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant, antioksidan enzimlerin aktivite Ol¢limleri igin

kaynak olarak kullanilmistir (Angelini vd. 1990).

2.4.1.1 Katalaz Aktivitesi (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6) aktivitesi, Aebi (1983) yontemine uygun olarak belirlenmistir.
Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H:20: ve 20 pl enzim
ekstrakt1 igeren toplam 1 ml hacmindeki reaksiyon karigiminin 240 nm dalga boyunda, 5
dakika boyunca oOlglilmesiyle degerlendirilmistir. Aktivite hesaplamalarinda, H-O: igin

molar ekstinksiyon katsayis1 (€=39,4 mM'cm™) kullanilmistir.

2.4.1.2.Peroksidaz Aktivitesi (POD)

Peroksidaz (EC 1.11.1.7) aktivitesi, Urbanek ve arkadaslarinin (1991) tanimladigi
yontem dogrultusunda belirlenmistir. Enzim aktivitesi, 100 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 5 mM guaiakol, 15 mM H>0: ve 50 pl enzim ekstrakti igeren
toplam 2 ml hacmindeki reaksiyon karisiminin 470 nm dalga boyunda, 1 dakika boyunca
Olclilmesiyle tespit edilmistir. Aktivite hesaplamalarinda, guaiakol i¢in molar

ekstinksiyon katsayisi (€=26,6 mM 'cm™!) kullanilmistir.

2.4.1.3.Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi (SOD)

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1) aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971)
tarafindan gelistirilen yontem esas alinarak belirlenmistir. Analiz, 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13 mM metiyonin, 75 uM nitro blue tetrazolyum
(NBT) ve 50 pul enzim ekstrakti igeren toplam 1 ml reaksiyon karigimina, 2 uM riboflavin
ilavesiyle reaksiyonun baslatilmasiyla gerceklestirilmistir. Hazirlanan karigim, 375 pmol
m s ! siddetindeki beyaz 1s18a 10 dakika silireyle maruz birakildiktan sonra, 560 nm dalga

boyunda absorbans degerleri dlgiilerek enzim aktivitesi hesaplanmaistir.

2.4.1.4. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi (APX)

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi, Nakano ve Asada (1987) tarafindan Onerilen
yontem dogrultusunda 6l¢iilmiistiir. Reaksiyon karisimi, 50 mM potasyum fosfat tamponu

(pH 7,0), 0,25 mM askorbik asit, 1 mM H20: ve 50 pl protein icermektedir. Hazirlanan
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karisimdaki absorbans degisimleri, 290 nm dalga boyunda 3 dakika boyunca kaydedilmistir.
Askorbat peroksidaz aktivitesi, 1 uM askorbatin oksidasyonu i¢in gerekli enzim miktari

olarak ifade edilmistir.

2.4.1.5 Protein Tayini

Analizler i¢in yapraktan izole edilen protein 6rneklerinden 100 pl alinarak tizerine 5
ml Bradford Reagent eklenmistir. Hazirlanan 6rnekler 10 dakika karanlikta bekletildikten
sonra kore kars1 595 nm’de okutulmustur. Deney sonunda standart egriye bagli olarak

orneklerdeki toplam protein konsantrasyonu hesaplanmistir (Bradford 1976).

2.4.2. Askorbik Asit I¢erigi (ASC)

Yaprak askorbik asit igerigi, Jagota ve Dani (1982) yontemine uygun olarak
belirlenmistir. Bu amagcla, 0,1 g yaprak numunesi %10 trikloroasetik asit (TCA) i¢eren 1,5
ml ¢ozeltide homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat, 4 °C’de 3,000 g kuvvetinde 5
dakika santrifiijlenmistir. Stipernatantin 0,2 ml’si alinarak damitilmis su ile toplam hacim 2
ml’ye tamamlanmistir. Folin—Ciocalteu reaktifi (2 M) damitilmis su ile 0,2 M’ye
seyreltilmigtir. Seyreltilmis stipernatant ve reaktiften her birinden 0,2 ml alinarak vorteks
cthazinda karistirilmistir. Hazirlanan karisim, oda sicakliginda karanlik ortamda 10 dakika
siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, karisimim absorbansi, kor olarak

damitilmig suya kars1 760 nm dalga boyunda 6l¢tilmiistiir.

2.4.3. istatistiki Analizler

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore planlanmis ve her bir muamele
ti¢ tekerriir olacak sekilde diizenlenmistir. Elde edilen verilerin ortalamalari, “SPSS 20 for
Windows” yazilimi kullanilarak varyans analizine tabi tutulmus, gruplar arasi farklarin

karsilastirilmasinda Duncan testi uygulanmistir.



3. BULGULAR

Uygulamalar takiben bitkilerin, tuz stresine dayanikliliklar1 ve sisteinin buradaki
rolii hususunda gorsel bilgi edinmek amaciyla fotograflama yapilmistir (Sekil 1). Buna gore
Gokee cesidinin, Kiismen ¢esidine gore, tuz stresine (100 mM NaCl) daha dayanikli oldugu
ve sisteinin tuz stresinin olumsuz etkilerinin iyilestirilmesinde rolii olabilecegi konusunda

fikir edinilmistir.

Kontrol Sistein NacCl Sis+NacCl

Sekil 1. Gokg¢e ve Kiismen cesitleri i¢in kontrol bitkilerinin ve uygulama yapilan

bitkilerin gorselleri

3.1. Sistein Uygulamasimn Tuz Stresine Dayamkhlik Seviyesi Uzerinde
Etkisinin Belirlenmesi

3.1.1. Kuru Agirhk

Yapilan uygulamalar sonucunda, toplam kuru agirligin kontrol grubuna kiyasla NaCl
stresi altinda Kiismen c¢esidinde %33, Gokge c¢esidinde ise %2 azaldigi belirlenmistir.
Bununla birlikte, sistein uygulamasi (Sistein+NaCl) ile toplam kuru agirligin NaCl stresi

grubuna gore Kiismen ¢esidinde %20, Gokce cesidinde %5 arttigr belirlenmistir (Sekil 2.).
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Sekil 2.Kuru agirlikta meydana gelen degisimler Siitunlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kiigiik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki uygulamalar
arasinda p<0.05 onem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise farkli gesitler
arasinda ayn1 uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.1.2. Nispi Su icerigi (NSI)

NaCl stresi uygulamasi sonucunda, Kiismen cesidinde nisbi su igeriginde kontrol
grubuna kiyasla %26 azalma gozlemlenmistir. Ote yandan, Gokge cesidinde nisbi su

igeriginde belirgin bir degisim tespit edilmemistir (Sekil 3).
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Kontrol Sis NaCl  Sis+NaCl

Sekil 3.Nispi su igeriginde meydana gelen degisimler Siitunlar {izerindeki barlar standart
sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kii¢lik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki uygulamalar
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arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise farkli gesitler
arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu
gostermektedir.

3.1.3. Toplam Klorofil icerigi

Toplam klorofil icerigi, Gokce c¢esidinde Kiismen ¢esidine kiyasla daha yiiksek
belirlenmistir. Bununla birlikte, her iki cesitte de NaCl uygulamasi sonucunda klorofil
iceriginde kontrol grubuna gore %3 azalma gozlemlenmistir. Ayrica, sistein uygulamasinin

toplam klorofil i¢erigini artirmada etkili olmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.).
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Sekil 4. Toplam klorofil iceriginde meydana gelen degisimler Siitunlar tizerindeki
barlar standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kii¢iik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkli gesitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.1.4. Yaprak Alam

NaCl uygulamasinda kontrol grubuna gore Kiismen ¢esidinde %42, Gokge ¢esidinde
ise %5 azaldigi belirlenmistir. Sistein+tNaCl grubunda ise yaprak alaninda NaCl stresi
grubuna kiyasla Kiismen ¢esidinde %137, Gokee cesidinde ise %20 artis gozlemlenmistir.

Sistein uygulamasinda kontrol grubuna gore Kiismen ¢esidinde %30 artig belirlenmistir

(Sekil 5.).
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Sekil 5.Yaprak alaninda meydana gelen degisimler. Siitunlar tizerindeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkl kii¢lik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkli gesitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.1.5. Stoma Acikhigi

Stoma agikliginin NaCl stresi etkisiyle kontrole gore Kiismen ¢esidinde %57, Gokge
cesidinde %47 azaldig1 belirlenmistir. Bu sonuglarin yaninda NaCl stresi kosullarinda sistein
uygulamasiyla (Sistein+NaCl) her iki ¢esitte de belirgin bir farklilik gézlenmemistir. NaCl
uygulamasiyla birlikte sistein uygulamasina gore Kiismen ¢esidinde %42, Gokge ¢esidinde

%22 azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 6.)
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Kontrol Sis NacCl Sis+NaCl

Sekil 6.Yaprak stoma agikliginda meydana gelen degisimler. Siitunlar iizerindeki
barlar standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kiigiik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkli gesitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.1.6. Lipid Peroksidasyonu (Malondialdehit icerigi)

Malondialdehit (MDA) igeriginin sistein uygulamasiyla kontrole kiyasla Kiismen
cesidinde %65, Gokge c¢esidinde %12 arttigr  belirlenmistir. Kiismen ¢esidinde
malondialdehit igerigi NaCl uygulamasiyla kontrole kiyasla %55 artarirken; Sistein+NaCl
uygulamasi NaCl uygulamasi kiyaslandiginda malondialdehit igerigini %17 azaltmustir.
Gokege cesidinde ise NaCl uygulamasi ve kontrol grubu uygulamalart ve NaCl ve

Sistein+NaCl uygulamalari arasinda istatistik agidan bir degisim belirlenmemistir (Sekil 7).
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Sekil 7.Lipid peroksidasyonunda meydana gelen degisimler. Siitunlar tizerindeki
barlar standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kii¢iik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkli gesitler arasinda ayn1 uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.2. Tuz Stresine Dayamklihgin Osmotik Diizenleme ile Iliskisinin Belirlenmesi

3.2.1. Prolin icerigi

Yapilan uygulamalar sonucunda, prolin igeriginin kontrol grubuna kiyasla NaCl
uygulamasiyla Kiismen cesidinde %27, Gokce cesidinde %81 arttig1 belirlenmistir.
Sistein+NaCl uygulamasi ile arttig1 gézlemlenmistir. Ote yandan, Sistein+NaCl uygulamasi
sonucunda prolin igeriginin kontrol grubuna gore Kiismen ¢esidinde %5 azaldigi tespit

edilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Prolin igeriginde meydana gelen degisimler Siitunlar iizerindeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kii¢lik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkl ¢esitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.2.2. Toplam Coziinebilir Seker Icerigi

NaCl uygulamasi sonucu toplam seker igeriginde Gokge ¢esidinde kontrol grubuna
kiyasla onemli bir degisimin olmadigi, Kiismen cesidinde ise %102 artis oldugu
belirlenmistir. Toplam seker igeriginin Sistein+NaCl uygulamasiyla NaCl uygulamasina

kiyasla Kiismen ¢esidinde %21, Gokge ¢esidinde %24 arttigi tespit edilmistir (Sekil 9).
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Sekil 9.Toplam seker igeriginde meydana gelen degisimler. Suitunlar tizerindeki
barlar standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kii¢iik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkl ¢esitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.2.3.Poliamin Icerigi

3.2.3.1. Putresin Icerigi

Putresin iceriginin sistein uygulamasiyla kontrol grubuna kiyasla Kiismen ¢esidinde
%350, Gokce cesidinde %38 arttig1 saptanmistir. NaCl uygulamasinda kontrol grubuna
kiyasla Kiismen ¢esidinde %67, Gokee ¢esidinde %39 artis belirlenmistir. Sistein+NaCl
grubunda putresin i¢eriginde NaCl grubuna kiyasla Kiismen ¢esidinde %34 artis gézlenirken

Gokge ¢esidinde ise 6nemli bir fark gozlenmemistir (Sekil 10.).
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Sekil10.Putresin igeriginde meydana gelen degisimler Siitunlar {izerindeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kiiciik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkli gesitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.2.3.2. Spermidin Icerigi

Spermidin igeriginin sistein uygulamasiyla kontrol grubuna gore Kiismen ¢esidinde
%77, Gokge cesidinde %29 arttig1 saptanmistir. Spermidin igeriginin NaCl uygulamasi
neticesinde kontrol grubuna goére Kiismen cesidinde %100, Gokge ¢esidinde %36;
Sistein+NaCl uygulamasi sonucunda ise kontrol grubuna gore Kiismen ¢esidinde %41,
Gokee cesidinde ise %150 arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglarin yaninda Kiismen ¢esidinde
Sistein+NaCl uygulamasindaki spermidin igerigi kontrol grubuna kiyasla %24 artmistir

(Sekil 11).
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Sekil 11.Spermidin i¢eriginde meydana gelen degisimler. Siitunlar {izerindeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kiiciik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 énem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkli gesitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.2.3.3. Spermin Icerigi

Spermin igeriginin sistein uygulamasiyla kontrol gurubuna gore Kiismen gesidinde
%75, Gokee ¢esidinde %43; NaCl uygulamasiyla kontrol gurubuna gore Kiismen ¢esidinde
%140, Gokge cesidinde %57 ve SisteintNaCl uygulamasiyla kontrol gurubuna gore
Kiismen c¢esidinde %179, Gokee cesidinde %108 arttig1 belirlenmistir. Buna ilaveten,
Sistein+NaCl uygulamasiyla spermin i¢eriginin NaCl uygulamasina gore Kiismen ¢esidinde

%16, Gokge ¢esidinde %31 arttig1 tespit edilmistir (Sekil 12).
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Sekil12.Spermin igeriginde meydana gelen degisimler. Siitunlar iizerindeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kiiclik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki

uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir.

3.2.4.Gen ifade Degisimleri

3.2.4.1. Arginin dekarbosilaz (ADC) Gen ifadesi

Arginin dekarbosilaz (ADC) gen ifadesinin NaCl uygulamasiyla kontrol grubuna gore
Kiismen ¢esidinde %80, Gokge %32 uyarildigi belirlenmistir. Sistein uygulamasinin kontrol
grubuna gore ADC gen ifadesini Kiismen cesidinde %97, Gokge cesidinde %79 arttirdig:
belirlenmistir. SisteintNaCl uygulamast ADC gen ifadesini Gokge cesidinde NaCl
uygulamasina gore %68 artirirken, Kiismen ¢esidinde NaCl ve Sistein+NaCl uygulamalari

arasinda fark bulunmadig belirlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13.ADC gen ifadesinde meydana gelen degisimler. Siitunlar tizerindeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kii¢lik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 dnem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkl ¢esitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.2.4.2. Katalaz (CAT) Gen Ifadesi

Katalaz (CAT) gen ifadesi sisteinin uygulamasiyla kontrol grubuna kiyasla Kiismen
cesidinde %124, Gokce ¢esidinde %260 arttigi goriilmistiir. (Sekil 19). NaCl stresi
uygulamasi1 kontrol grubuna gore Kiismen ¢esidinde %198, Gokge cesidinde %627 arttig:
belirlenmistir. NaCl uygulamasinin sistein uygulamasina goére CAT gen ifadesini Kiismen
cesidinde %32, Gokge ¢esidinde %102 arttirdigi  belirlenmistir. ~ Sistein+NaCl
uygulamasinin, NaCl uygulamasina gére Gokce cesidinde gen ifade seviyesini %30,
Kiismen cesidinde %20 azalttigi belirlenmistir. Kiismen ¢esidinde ise sistein ve

sisteintNaCl uygulamalari arasinda fark bulunamamistir (Sekil 14).
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Sekil 14.CAT gen ifadesinde meydana gelen degisimler. Siitunlar iizerindeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kii¢lik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkli gesitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.2.4.3. Prolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) Gen ifadesi

Prolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) gen ifadesinin NaCl uygulamasiyla kontrol
grubuna gore Kiismen ¢esidinde %77, Gokge ¢esidinde %111 arttig belirlenmistir.
Sistein+NaCl uygulamasi P5CS gen ifadesini NaCl uygulamasina kiyasla Kiismen
cesidinde %175, Gokge cesidinde istatistiki olarak belirgin bir fark bulunamamastir.
Sistein+NaCl uygulamasinin PSCS gen ifadesini kontrol grubuna kiyasla Kiismen

cesidinde %388, Gokee ¢esidinde %111 arttirdigr belirlenmistir (Sekil 15).
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Sekil 15.P5CS gen ifadesinde meydana gelen degisimler Siitunlar {izerindeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kiiclik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkl ¢esitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.2.4.4. Trehaloz-6-fosfat sentaz (T6P) Gen Ifadesi

Trehaloz-6-fosfat sentaz (T6P) gen ifade diizeyi, sistein uygulamasiyla kontrol
grubuna gore Kiismen ¢esidinde %90 artis géstermistir. NaCl stresi uygulamasit TO6PS gen
ifade diizeyini kontrol grubuna gore Kiismen ¢esidinde %82 daha fazla uyarmistir. Kiismen
cesidinde SisteintNaCl uygulamasi, NaCl uygulamasina gore gen ifade diizeyini %34
artirirken, Gokce c¢esidinde NaCl ve SisteintNaCl uygulamalar1 arasinda fark
belirlenememistir. Kiismen ¢esidinde Sistein+NaCl uygulamasi, kontrol uygulamasina goére
gen ifade diizeyini %144 artirirken, Gokge cesidinde NaCl ve Sistein+NaCl uygulamalari

arasinda istatistiki olarak belirgin bir fark bulunamamuistir (Sekil 16).
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Sekil 16.T6P gen ifadesinde meydana gelen degisimler Siitunlar iizerindeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kiiclik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkli gesitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.3. Tuz Stresine Dayamklihgin Antioksidam Sistem ile iliskisinin Belirlenmesi

3.3.1. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.3.1.1. Katalaz Aktivitesi (CAT)

Katalaz aktivitesinin sistein uygulamasiyla kontrol gurubuna gére Kiismen ¢esidinde
27, Gokee cesidinde %65 arttig1 belirlenmistir. NaCl ve sitein+NaCl uygulamasiyla kontrol
gurubuna gore her iki ¢esitte de istatistiki olarak onemli bir fark meydana gelmedigi
belirlenmistir. Buna ilaveten, SisteintNaCl uygulamasiyla Gokge ¢esidinde CAT
aktivitesinin NaCl uygulamasina gére %65 arttig1, Kiismen ¢esidinde ise degismedigi tespit
edilmistir (Sekil 17.).
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Sekil 17.Katalaz aktivitesinde meydana gelen degisimler Siitunlar {izerindeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kii¢iik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkli gesitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.3.1.2. Peroksidaz Aktivitesi (POD)

Peroksidaz aktivitesinin sistein uygulamasiyla beraber kontrol grubuna kiyasla Gokge
cesidinde %15, Kiismen cesidinde ise %5 arttig1 belirlenmistir. Benzer bir bigimde NaCl
uygulamasi neticesinde peroksidaz aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla Kiismen ¢esidinde
%36, Gokge ¢esidinde %27 arttigi belirlenmistir. Sistein+NaCl uygulamasiyla peroksidaz
aktivitesinin NaCl uygulamasina kiyasla Kiismen ¢esidinde %16, Gokce ¢esidinde %25
azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 18).
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Sekil 18.Peroksidaz aktivitesinde meydana gelen degisimler Siitunlar iizerindeki
barlar standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kiigiik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkli gesitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.

3.3.1.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi (SOD)

Siiperoksit dismutaz aktivitesinin sistein uygulamasiyla kontrol grubuna kiyasla
Kiismen ¢esidinde %31, Gokge cesidinde %35 arttig1 belirlendi. Kiismen ¢esidinde NaCl
uygulamasiyla kontrol grubuna gore %20 artis saptanirken, Gokce ¢esidinde %11 artis
saptanmistir. Kiismen ¢esidinde Sistein+NaCl uygulamasiyla, NaCl grubuna kiyasla %40
artis gozlenirken, Gokge ¢esidinde fark tespit edilmemistir (Sekil 19).
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Sekil 19.Siiperoksit dismutaz aktivitesinde meydana gelen degisimler Siitunlar
izerindeki barlar standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kiiciik harfler ¢esitlerin kendi
icerisindeki uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir.
Yildizlar ise farkli ¢esitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde

fark oldugunu gostermektedir.

3.3.1.4. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi (APX)

Gokee cesidinde sistein uygulamasiyla askorbat peroksidaz aktivitesinde kontrol
grubuna gore %241 oraninda artis belirlenirken, Kiismen ¢esidinde bir farklilik
belirlenmemistir. NaCl uygulamasiyla kontrol grubuna kiyasla askorbat peroksidaz
aktivitesinde Kiismen ¢esidinde %303, Gokge ¢esidinde %336 oraninda artis
gozlemlenmistir. Sistein+NaCl uygulamasi sonrasi enzim aktivitesinin NaCl uygulamasina

gore Kiismen ¢esidinde %51, Gokge ¢esidinde %24 azaldigi belirlenmistir (Sekil 20).
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Sekil 20.Askorbat peroksidaz aktivitesinde meydana gelen degisimler Siitunlar
izerindeki barlar standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kiiciik harfler ¢esitlerin kendi
icerisindeki uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir.
Yildizlar ise farkli gesitler arasinda ayni uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde

fark oldugunu gostermektedir.

3.3.2. Askorbik Asit (ASC) Icerigi

Kiismen c¢esidinde, askorbik asit igeriginin sistein uygulamasiyla %107 arttigi
belirlenirken Gokge ¢esidinde ise sistein uygulamasi sonrasinda askorbik asit igeriginin %52
azaldig1 goriilmiistiir. Kiismen ¢esidinde NaCl uygulamasiyla askorbat igeriginin kontrol
grubuna goére %145 arttigi goriilirken, Gokge c¢esidinde %63 azaldigi goriilmiistiir.
SisteintNaCl uygulamasiyla NaCl uygulamasina gore askorbik asit igeriginin Kiismen

cesidinde %28, Gokge cesidinde %85 arttigi belirlenmistir (Sekil 21).
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Sekil 21.Askorbik asit iceriginde meydana gelen degisimler Siitunlar {izerindeki
barlar standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli kii¢iik harfler ¢esitlerin kendi igerisindeki
uygulamalar arasinda p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugu ifade etmektedir. Yildizlar ise
farkl cesitler arasinda ayn1 uygulamalar agisindan p<0.05 6nem seviyesinde fark oldugunu

gostermektedir.



4. TARTISMA

Bitkiler, optimum gelisim kosullarinda en 1yi performanslarin sergilerler. Giinliik ve
mevsimsel degisimlere uyum saglamak i¢in normal metabolizma esneklik gosterir. Ancak,
beklenmedik cevresel kosullara siirekli veya aralikli olarak maruz kalmalar1 durumunda,
biiylime ve gelisimleri olumsuz etkilenebilir. Bu durum, ¢esitli fizyolojik degisimlerin yani
sira hastaliklar ve hasarlar seklinde kendini gosterebilir (Shao ve ark., 2008). Bitkilerin
maruz kaldig1 bu olumsuz ¢evresel faktorler "stres" olarak tanimlanir.

Tarimsal {iretim iizerinde 6nemli bir stres kaynagi olan tuz stresi, 6zellikle verimli
topraklarin biiytik bir kismini tehdit etmektedir. Diinyada 800 milyon hektardan fazla alanin
tuzdan etkilendigi, her yil yaklasik 2 milyon hektar tarim arazisinin de tuzlanma nedeniyle
zarar gordiigii raporlanmustir (Tiirkan ve Demiral, 2009; Tuteja, 2007). Tuz stresi, bitkilerin
yapisal, fizyolojik ve biyokimyasal siireclerini bozarak biiylime ve verim iizerinde ciddi
olumsuz etkiler yaratir.

Nohut (Cicer arietinum L.), kiiltiire alinmis ilk yemeklik baklagillerden biri olup,
diinya genelinde en fazla yetistirilen li¢lincli baklagil bitkisidir. Ancak, nohut {iretimi son
yillarda 6nemli Ol¢iide azalmistir. Bu diisiis, bitkilerin kuraklik, tuzluluk ve hastaliklar gibi
cesitli biyotik ve abiyotik streslere maruz kalmasiyla iliskilendirilmektedir. Ozellikle tuz
stresi, nohut bitkisinin biiyiimesini ve verimliligini olumsuz etkileyerek tarimsal iiretimi
tehdit eden baglica faktorlerden biri haline gelmistir.

Bu calismada, tuz stresinin nohut bitkisi tizerindeki olumsuz etkilerinin
hafifletilmesinde sistein uygulamasmin potansiyel faydalari arastirilmistir. Sisteinin
bitkilerdeki morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler biyolojik degisimler tizerindeki etkileri
detayli bir sekilde incelenerek, tuz stresine karsi bitkisel savunma mekanizmalarini
destekleme kapasitesi degerlendirilmistir.

Tez calismasinda, tuz stresinin her iki nohut ¢esidinde de toplam kuru agirlig1 kontrol
grubuna kiyasla azalttig1, ancak sistein uygulamasiyla (Sistein+NaCl) bu azalmanin 6niine
gecilerek toplam kuru agirligin arttig: tespit edilmistir. Tuz stresi sonrasi, Kiismen ¢esidinde
kontrol grubuna gore nispi su igeriginde belirgin bir diisiis gézlenirken, Gokge ¢esidinde bu
parametrede anlamli bir degisiklik goriilmemistir.

Troncoso ve ark. (1999), 11 farkli asma anacinin artan tuz konsantrasyonlarina (0, 50,
85, 120, 155 mM NacCl) in vitro kosullardaki tepkilerini incelemistir. Caligmada, tohumlarin

cimlenme orani ve koklenme yetenekleri tuz seviyelerine gore degerlendirilmis ve anaclar
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tuza tolerans diizeylerine gore ii¢ gruba ayrilmistir: hassas (41 B, R.Lot, 110 R, 140 R, 161-
49), orta derecede toleransli (13.5 ve Ramsey) ve tamamen toleransli (196-17, CH-1, CH-2,
Superior). Tuz stresinin, bitki aksamlariin besin elementi i¢erigi ve nispi su igerigi tizerinde
de etkili oldugu, tim bitkilerde kok ve siirgiinlere su alimin1 azalttig1 belirtilmistir. Tuz
toleransi yiiksek yapili bitkilerde sodyum (Na) ve klor (Cl) birikiminin daha fazla oldugu
vurgulanmistir. Benzer sekilde, Sivritepe ve Eris (1999), ii¢ liziim ¢esidini (Cavus, Miiskiile
ve Sultani Cekirdeksiz) farkli NaCl konsantrasyonlara (9%0.00, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00)
maruz birakmiglardir. Artan tuz seviyelerinin ve uygulama siiresinin, bitki bilylimesi, toplam
klorofil miktar1 ve canlilik iizerinde olumsuz etkiler olusturdugu saptanmistir. Bu tez
calismasinda da benzer sonuclar elde edilmistir. Tuz stresi, her iki nohut ¢esidinde klorofil
miktarini disiirmiistiir. Ancak, Gokce ¢esidinin klorofil igerigi Kiismen ¢esidine kiyasla
anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur.

Brugnoli ve Lauteri (1990), tuz stresinin Gossypium hirsutum L. (pamuk) ve Phaseolus
vulgaris L. (fasulye) bitkilerinde biiylime ve yaprak alani gelisimini anlamli diizeyde
azalttigini rapor etmistir. Bunun yani sira, artan tuz konsantrasyonlarinin stomatal iletkenlik
ve fotosentez oraninda belirgin bir azalmaya yol a¢tif1 gézlemlenmistir. Benzer sekilde,
Abbruzzese ve arkadaslari (2009), tuz stresine maruz birakilan Populus alba L. tiiriine ait ii¢
genotipte (6K3, 2AS11 ve 14P11), kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda, en diisiik tuz
konsantrasyonunda dahi stomatal alanin anlamli 6l¢lide azaldigini bildirmistir.

Bu ¢alismada da benzer bir sekilde, tuz stresine maruz kalan Kiismen ve Gokge
cesitlerinde yaprak alani ve stomatal acikliklarin azaldig tespit edilmistir. Bununla birlikte,
sistein+NaCl uygulamasinin bu azalmalari iyilestirdigi belirlenmistir.

Fisarakis ve ark. (2001), Sultani Cekirdeksiz {iztim ¢esidini kum ve perlit karisiminda
yetistirerek, bitkileri 5, 25, 50 ve 100 mM NaCl iceren besin ¢ozeltileriyle sulamislardir.
Calismada, 70 giin boyunca tuz stresine karsi stomal direng, mineral konsantrasyonlari ve
bliylime parametrelerindeki degisiklikler incelenmistir. Sonuglar, artan tuz seviyelerinin
dokulardaki tuz konsantrasyonunu énemli 6l¢iide artirdigini, sodyum birikimine kiyasla klor
birikiminin daha fazla oldugunu, ayrica siirglin gelisimi, toplam kuru agirlik ve yaprak
alaninda azalmalar meydana geldigini gostermistir. Benzer sekilde, bu calismada da iki
nohut ¢esidinde tuz stresi altinda yaprak alaninda azalma tespit edilmistir. Ancak,
Sistein+NaCl uygulamasi, tuz stresine kiyasla yaprak alaninda bir iyilesme saglamis ve bu

etkiler 6zellikle Kiismen ¢esidinde daha belirgin olmustur.
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Membran lipidlerinin peroksidasyonu, serbest radikallerin neden oldugu hiicresel
stresin Onemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Jain ve ark., 2001). Bu stiregte MDA
(malondialdehit) diizeyleri, membran lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasarin bir belirteci
olarak kullanilmaktadir (Glines ve ark., 2007). Calismamizda, lipid peroksidasyonunun her
iki nohut ¢esidinde de sistein uygulamasiyla kontrol grubuna kiyasla arttig1 belirlenmistir.
Kiismen ¢esidinde, Sistein+NaCl uygulamasinin, yalmizca NaCl uygulamasina gore lipid
peroksidasyonunu azalttig1 gézlemlenmistir. Ancak, Gokce ¢esidinde NaCl ve Sistein+NaCl
uygulamalar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Bu bulgular, tuz
stresi nedeniyle her iki ¢esitte de membran biitiinliigiiniin bozuldugunu ve bunun sonucunda
lipid peroksidasyonu ile prolin i¢eriginde artis meydana geldigini gdstermektedir.

Lipid peroksidasyonu ile membran permeabilitesi ve prolin igerigi arasinda dogrusal
bir iliski bulundugunu, stres kosullarinda bitki membranlarinda olusan hasarin bu
bilesenlerde artiga yol agtigini bildiren ¢aligmalar (Sairam ve Srivastava, 2002; Sairam vd.,
2002; Prochazkova vd., 2001), bu arastirmanin bulgularin1 desteklemektedir. Calismamizda,
prolin igeriginin her iki nohut ¢esidinde de tuz stresi (NaCl) ve Sistein+NaCl uygulamalari
ile kontrol grubuna kiyasla arttig1 tespit edilmistir. Buna karsilik, yalnizca sistein
uygulamasinda prolin diizeyinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu goézlenmistir.
Prolin artisinin, PSCS ve PSCR genlerinin yukar1 regiilasyonu ve prolin dehidrojenazi
kodlayan genin asagi regiilasyonu ile iligkili oldugu belirlenmistir. Bu genlerin benzer
ekspresyon sonuglari, daha 6nce bugdayda tuz stresi altinda da rapor edilmistir (Tavakoli
vd., 2016).

Literatiirde, bitkilerin yiiksek tuzluluk kosullarina maruz kaldiklarinda fruktoz,
glikoz ve sakkaroz gibi indirgenmis sekerlerin iiretimini artirdigi belirtilmektedir. Bu
sekerler, membran biitiinliiglinli koruyarak proteinlerin denatiirasyonunu ve agregasyonunu
onler (Arif vd., 2020). Tuz stresi altinda arpanin hem kok hem de siirgiin dokularinda toplam
¢oziinebilir seker miktarinin arttig1 rapor edilmistir (Narimani ve ark., 2020). Buna karsilik,
bugdayda tuz stresi kosullarinda toplam ¢oziinebilir seker icerigi kokte azalirken, siirgiinde
artig gostermistir (Soni vd., 2021).

Bu calisma kapsaminda, sisteint+tuz uygulamasinin toplam ¢oziinebilir seker
igerigini artirdig1 ve bu durumun nohut ¢esitlerinin tuz stresine tolerans gelistirmesine katki
saglayabilecegi sonucuna varilmistir. Benzer sekilde, Sairam ve arkadaglar1 (1998), ti¢ farkli

bugday genotipinde su stresine karsi antioksidan sistemlerin toleransini inceledikleri
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calismalarinda, kuraklik kosullarinin H2O: birikimi ve lipid peroksidasyonu diizeylerinde
artisa, askorbik asit iceriginde ise azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir.

Buna karsin, su stresi altindaki hassas genotiplerde antioksidan enzim aktiviteleri ve
askorbik asit icerigi diisiik, H2O- birikimi ve lipid peroksidasyonu ise daha yiiksek
diizeylerde gozlemlenmistir.

Prochazkova ve arkadaslar1 (2001), ¢cimlenmeden itibaren erken ve ge¢ olgunlasan
iki musir bitkisinin yapraklarinda oksidatif stres ve antioksidan enzimlerin etkilerini tiim
gelisim donemleri boyunca incelemislerdir. Arastirmada, lipid peroksidasyonu ve hidrojen
peroksit (H20:) miktarinin gen¢ yapraklardan olgun yapraklara dogru arttigi, stiperoksit
dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT)
aktivitelerinin de bu siirecte artis gosterdigi tespit edilmistir.

Benzer sekilde, bu caligmada sistein uygulamasinin POD, CAT, APX ve SOD
aktivitelerini kontrol grubuna kiyasla artirdig1 belirlenmistir. NaCl uygulamasi, her iki nohut
cesidinde de POD ve APX aktivitelerinde kontrol grubuna gore anlamli artislara neden
olmustur. Tuz toleransli nohut gesitlerinde SOD, CAT ve APX genlerinin goreceli
ifadelerinde 6nemli artislar gozlenmistir (Rasool vd., 2013). Ayrica, toleransli genotiplerde
tuzluluk seviyesi arttikga antioksidatif enzim aktivitelerinin yiikseldigi ve bu egilimin
nohutta da gorildigi rapor edilmistir (Khamesi vd., 2020). Bu tez ¢alismasinda ise CAT
gen ifadesinin Sistein+NaCl uygulamasi ile uyarildigi tespit edilmistir.

Poliaminler, spermidin (Spd), spermin (Sm) ve bu molekiillerin diamin yapili 6nciili
olan putresin (Put), hiicresel biiyiime ve farklilasma siire¢lerinde 6nemli islevlere sahip,
diisiik molekiil agirlikli temel bilesiklerdir. Poliamin biyosentezinde rol oynayan baslica
enzimler arasinda arginin dekarboksilaz (ADC), ornitin dekarboksilaz (ODC) ve S-
adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC) bulunmaktadir (Roy ve Wu, 2001).
Esmailpourmoghadam ve arkadaslart kuraklik ve tuz gibi abiyotik stres kosullarina
dayaniklilig: ile bilinen bir model bitki olarak secilmis olan Festuca arundinacea Schreb.
bitkisine 200 mM ve 400 mM NaCl konsantrasyonlarinda tuz stresi uygulamistir. Calisma,
ADC gen ekspresyonunun 6zellikle orta diizey NaCl uygulamalarinda kademeli bir artig
gosterdigini, ancak siddetli tuz stresi altinda baslangicta bir diisiis sergiledigini ve daha sonra
yeniden yiikseldigini ortaya koymustur. Arastirmacilar, yiiksek seviyeli stres
uygulamalarinin ADC gen ifadesinde gegici bir baskilama etkisi yaratabilecegini one

stirmiislerdir.
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Sonug olarak, ADC geninin ekspresyon profilinin tuz stresine yanit olarak osmotik
dengenin korunmasinda kritik bir rol oynadig1 belirlenmistir. Genin ifade diizeyleri, stresin
siddetine ve siiresine baglh olarak degisiklik gostermekte olup, bu durum ADC'nin abiyotik
streslere adaptasyonda Onemli bir mekanizmayr temsil ettigini gostermektedir
(Esmailpourmoghadam vd., 2024).

Bu calismada da Kiismen ve Gokge cesitlerinde NaCl uygulamasiyla birlikte ADC gen
ekspresyon seviyesinin arttig1 belirlenmistir.

Stres kaynakli poliamin birikimi ile reaktif oksijen tiirleri (ROS) arasindaki dengenin,
bitkilerin tuz stresine toleransinda kritik bir rol oynadig1 bilinmektedir. Poliaminler, 6zellikle
putresin, spermidin ve spermin, tuz stresi altinda bitkilerde birikerek hiicresel ROS
homeostazisinin korunmasina katki saglar.

Bu c¢alismada, tuz stresine maruz kalan nohut bitkilerinde poliamin igeriklerinde
(putresin, spermidin ve spermin) artig tespit edilmistir. Sistein+NaCl uygulamasi ile bu
artisin daha belirgin hale geldigi gozlenmistir. Poliamin birikiminin, tuz stresi kaynakl
ROS’un temizlenmesi amaciyla antioksidan sistemin tetiklenmesine katkida bulunabilecegi
diisiiniilmektedir. Nitekim, Gupta ve arkadaslar1 (2013), poliaminlerin stres kosullarinda
antioksidan enzimleri aktive ederek ROS bozunmasini tegvik ettigini rapor etmislerdir. Bu
bulgular, poliaminlerin tuz stresine kars1 koruyucu roliinii desteklemektedir.

Trehaloz, alfa, alfa-1 ve 1 bagli karbon baglar1 igeren bir glikoz disakkaritidir.
Trehaloz, angiyospermlerde az miktarda bulunur ve abiyotik streslerin, bitkilerdeki
seviyelerini orta diizeyde artirdigi tespit edilmistir. Trehaloz-6-fosfat (T6P), glikoz-6-fosfat
ve UDP-glikozdan Trehaloz-6-fosfat sentaz (T6P) tarafindan iiretilir, ardindan Trehaloz-6-
fosfat fosfataz (TPP) tarafindan trehaloza defosforile edilir ve trehalaz enzimi trehalozu
glikoz molekiillerine ayirir. Trehaloz biyosentezine dahil olan T6P ve diger 6nemli enzim
genleri, tuz stresine karst koruma saglar. Abiyotik stres toleransinda trehaloz
metabolizmasinin pozitif bir diizenlemesi gergeklesir. Trehaloz yolak gen ifadesi, ¢esitli
bitki tiirlerinde kuraklik ve tuz stres toleransini artirir. Piringte farkli T6P izoformlarinin
yiiksek ifadesi, kuraklik, tuzluluk ve soguk stresine karsi dayanikliligindan sorumlu
bulunmustur. Arabidopsis bitkilerinde trehalozun asir1 ifadesi, kuraklik stresine toleransi
artirmis ve stomatal kapanmay1 diizenlemede 6nemli bir rol oynamaistir.

Jang ve arkadaslarinin (2003) gergeklestirdigi ¢aligmada, trehaloz-6-fosfat sentaz ve
trehaloz-6-fosfat fosfataz genlerini tasiyan Escherichia coli kaynakli genlerin piring

bitkilerine aktarilmasi sonucunda, bitkilerde trehaloz birikiminin arttig1 ve bu durumun bazi
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abiyotik stres faktorlerine toleransi olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir. Bitkilerin tuz
stresine maruz kaldiklarinda trehaloz-6-fosfat sentaz gen ekspresyonunda artig
gozlemlendigi, bu artisin trehaloz miktarini artirarak bitkilerin stres kosullarina karsi koruma
mekanizmalarini destekledigi belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, her iki ¢esitte de sistein uygulamasinin T6P ifadesini kontrol
grubuna kiyasla yukari yonde diizenledigi goézlemlenmistir. Ancak, NaCl uygulamasi
Gokege’de T6P ifadesini asag1 yonde diizenlerken, Kiismen’de ifade diizeyini artirmistir. Bu
durum, Kiismen’in trehaloz birikimi yoluyla ozmolit diizenlemesi yaparak tuzun olumsuz
etkilerini azaltmaya calistigin1 gostermektedir. Gokge ise trehaloz yerine glikoz ve benzeri

sekerleri biriktirme egilimindedir.



5. SONUCLAR

Farkl1 nohut ¢esitlerinin tuz toleranslarinin g¢esitlilik gosterdigi tespit edilmistir. Genel
olarak, tuz stresi altinda anaglarin toplam siirgiin agirliklart ve nispi nem igeriklerinde
belirgin azalmalar gdzlemlenmistir. Tuz stresi, nohut bitkilerinde savunma
mekanizmalarinin devreye girmesine neden olmus; bu siiregte membran hasar1 sonucunda
prolin birikimi ve lipid peroksidasyonu diizeylerinde artis meydana gelmistir. Ayrica, tuz
stresine kars1 savunma mekanizmalarinin sistein uygulamasi ile tesvik edilerek bitkilerin
tuza dayaniklilik kapasitesinin artirilabilecegi belirlenmistir. Antioksidan enzimler, prolin
ve poliaminler, bitkilerin oksidatif strese karsi dayanikliliklarinda kritik bir savunma
mekanizmasi olusturmus ve bu durum c¢alismanin bulgulariyla uyumlu olarak ortaya
konulmustur.

Sonug olarak, Kiismen ¢esidinin tuza karsi daha hassas bir yapiya sahip oldugu ve bu
hassasiyetin sistein uygulamasi ile belirli seviyelerde azaltilabildigi tespit edilmistir. Gokge
cesidinin ise tuza karsi dayanikliliginin sistein uygulamasiyla giiclendirildigi sonucuna
ulagilmistir. Bu bulgular, farkli nohut cesitlerinde tuz stresi yonetiminde sistein gibi

biyokimyasal uygulamalarin potansiyel faydalarini vurgulamaktadir.



6. ONERILER

Sisteinin, nohut bitkilerinde tuz stresine kars1 sagladig: toleransi1 daha ayrintili olarak
incelemek amaciyla, sistein uygulanmis ve uygulanmamis kontrol bitkilerinin tuz stresine
maruz birakilarak transkriptomik analizlerinin gergeklestirilmesi Onerilmektedir. Bu
analizler, sisteinin bitki metabolizmas1 {izerindeki etkilerini molekiiler diizeyde anlamaya

katki saglayacaktir.

Buna ek olarak, tuz stresi kosullarinda nohut bitkilerinin verimliligini artirabilecek ve
besin degerlerini 1iyilestirebilecek genlerin tespit edilmesi ve bu genlerle ilgili
diizenlemelerin yapilmasi, yeni arastirma projeleri gelistirilmesi agisindan Onem
tagimaktadir. Bu ¢alismalar, kiiresel iklim degisikliginin tarimsal tiretim tizerindeki olumsuz
etkileriyle miicadelede 6nemli bir adim olusturabilecektir. Bu dogrultuda, genetik ve
biyoteknolojik yaklasimlar kullanilarak tuza dayanikli nohut gesitlerinin gelistirilmesi hem

tarimsal siirdiirtilebilirlige hem de gida gilivenligine 6nemli katkilar saglayacaktir.
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OZGECMIS

Ece Nisa IMAMOGLU, ilk ve orta grenimini Trabzon’da tamamladi. 2017 yilinda
KTU Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii'nii kazandi. Lisans
egitiminde TUBITAK 2209-A projesinde yiiriitiicii, TUBITAK 1197885 kodlu projede
ARGE eleman1 olarak gorev aldi. 2021 yilinda Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Béliimiinden mezun oldu. Ara vermeyerek, 2021 yilinda KTU Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda Prof. Dr. Aykut SAGLAM
damgmanhiginda Yiiksek Lisans egitimine basladi. Lisansiistii egitiminde TUBITAK
2197014 kodlu projede bursiyer olarak gorev aldi. 2024 yilinda ETKA Biyoteknoloji ve
Danismanlik Ltd. Sti’nde Molekiiler Biyolog ve Genetikg¢i olarak ¢alismaya basladi.
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