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OZET

KURAKLIK STRESI VE OROBANCHE CRENATA ENFEKSIYONUNA MARUZ
BIRAKILAN KURAKLIGA TOLERANSLARI FARKLI NOHUT (CICER
ARIETINUM L.) CESITLERINDE ANTIOKSIDAN SAVUNMA YANITLARI

Busra CALIK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Okan ACAR
22/06/2016, 55

Nohut diinya genelinde birgok {iilkede yetistirilen yemeklik baklagiller arasinda
ikinci sirada yer almaktadir. Besin degeri olarak diger baklagillere gore daha ¢ok protein
icerigine sahiptir. Nohut bitkisinin yetistirilmesinde ve veriminde karsilasilan biyotik
stresler arasinda fungal hastaliklar ve canavar otu yer alirken abiyotik stresler arasinda da
kuraklik ve tuzluluk stresleri yer almaktadir. Bununla birlikte, kuraklik diinyanin birgok
bolgesinde en Onemli abiyotik strestir ve serin iklim baklagillerinde Onemli verim
kayiplarina sebep olmaktadir. FAO verilerine gore 20 yil igerisinde diinyada ekilebilir
tarim alanlarinda kuraklik etkisi artacaktir. Bu baglamda kurakliga dayanikli varyetelerin
gelistirilmesine doniik arastirmalar da kacinilmaz olacaktir.

Son yillarda nohut bitkisinde kuraklikla ilgili sorunlari ¢dzmek ve dayanikli
cesitleri elde etmek icin bircok calisma yapilmistir. Bu calismalarla nohut bitkisinde
kuraklik stresine karsi toleransh varyeteler gelistirilmistir. Buna karsin, bu varyetelerin
sayis1 azdir ve birgok varyetenin kurakliga toleransi bilinmemektedir. Nohut iiretiminde
biyotik stresler tiim stres etmenleri igerisinde %48’lik bir paya sahiptir. Nohut bitkisi i¢in
bir biyotik stres kaynagi olarak siklikla Orobanche crenata tiirii rapor edilmekle birlikte
baz1 kaynaklarda O. foetida ve O. aegyptiaca tiirlerinden de bahsedilmektedir. Canavar
otuna kars1 kimyasal, fiziksel/mekanik, biyolojik ve kiiltiirel yontemlerle miicadele
edilmektedir. Ancak canavar otu bitkisi bu yontemlere karsi her yi1l daha dayanikli wrklar
meydana getirmektedir.

Literatiirde kuraklik stresinin nohut bitkisinin antioksidan savunma sistemine

etkileri ile ilgili bilgiler mevcuttur. Daha 6nce yapilan calismalarda kuraklik gibi abiyotik
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bir stres olan tuzluluga karsi Orobansa diren¢ mekanizmasinin bir koruma sagladigi
belirlenmistir. Ancak Orobanche crenata’ya karsi toleransli ¢esitler bulunmadigi ve
canavar otuna kars1 etkili bir miicadele yonteminin mevcut olmadig1 yoniinde de raporlar
mevcuttur. Diger yandan canavar otu parazitligi konukgu bitkiler i¢in ikincil bir su stresi
kaynagi olmaktadir. Bu baglamda, canavar otu kaynakli biyotik stres ayni zamanda
kuraklik stresi etkisine de yol agacaktir.

Bu arastirmada da kurakligin o6zellikle Gokge c¢esidinin gévde dokusunda
antioksidan savunma sistemini tesvik etmemesi buna bagli olarak agiklanabilir. Aslinda,
cift stres uygulamasi Gokge cesidinden c¢ok Er-99 c¢esidinde lipid peroksidasyonu
azaltmistir. Bu azalis Er-99 ¢esidinde antioksidan savunma sistemi ile desteklenmektedir.
Sonug olarak, kuraklia hassas oldugu bilinen Er-99 ¢esidi ¢ift stres uygulamasi sayesinde
tek basma kurakligin zararh etkilerinden korunmada daha etkili bir antioksidan korumaya

sahip bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Antioksidan savunma sistemi, Canavar otu, Er-99, Gokge,
Kuraklik, Nohut
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ABSTRACT

THE ANTIOXIDANT RESPONCES AGAINST TO DROUGHT STRESS AND
OROBANCHE CRENATA INFECTION ON CHICKPEA (CICER ARIETINUM L.)
VARIETIES WHICH HAVE KNOWN DIFFERENT DROUGHT TOLERANCES.

Busra CALIK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biology
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Okan ACAR
22/06/2016, 55

Chickpea is grown in many countries across the globe, and ranks second amongst
edible beans. Nutritionally, chickpea contains significantly higher protein content than
other legumes. Common biotic stresses encountered in chickpea production are fungal
diseases and broomrape, and frequent abiotic stresses are drought and salinity. Drought is
the most important abiotic stress in many parts of the world, and causes significant yield
losses in cool climate legumes. According to FAO data, the impacts of drought will
increase within 20 years in arable areas across the world. In this context, research to
develop drought-resistant crop varieties will be vital.

In recent years, there have been numerous studies aimed at solving drought
problems in chickpea and to obtain drought-resistant varieties. However, these varieties are
still few in number, and the drought tolerance of many varieties is not known. Biotic
stresses account for 48% of losses in chickpea production. Although, Orobanche crenata is
frequently reported as a source of a biotic stress for chickpea, in some sources O. foetida
and O. aegyptiaca are also mentioned. Chemical, physical / mechanical, biological and
cultural methods are being utilised against broomrape. However, broomrape plants are
becoming increasingly resistant to these methods.

Information about the effect of drought stress on the antioxidant defense system of
chickpea is available in the literature. It was determined in earlier studies that the
mechanism of resistance to Orobanche provides protection against the negative effects of
salinity. However, there are no chickpea varieties tolerant to Orobanche crenata currently

available, and an effective defense mechanism is not available against broomrape is absent.
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Furthermore, broomrape parasitism of the host plant is a secondary source of water stress.
In this context, broomrape-induced biotic stresses will also likely lead to drought stress.
Accordingly in this research, drought doesn’t promote the antioxidant defense
system in Gokge variety’s tissues. In fact, double stress treatment reduced lipid
peroxidation in Er-99 variety more than Gokge variety. This decrease in Er-99 variety
supported by antioxidant defense system. As a result, due to double stress treatment Er-99
variety which known to sensitive to drought stress, were found to have an effective

antioxidant protection than the protection from the harmful effects of drought alone.

Keywords: Antioxidant Defense System, Broomrape, Chickpea, Drought, Er-99,
Gokge
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BOLUM 1
GIRIS

1.1 Nohut (Cicer arietinum)

Yaklasik 7000 yil oncesinde Anadolu’da antik c¢agda yetistirilen Nohut (Cicer
arietinum L.) en eski (Popelka ve Higgins, 2007) ve 1slah edilen ilk baklagillerden biridir
(Saxena, 1990). Taksonomi isimlendirilmesi Linnaeus (1753) tarafindan su sekilde
yapilmaistir;

Phylum : Angiosperm

Ordo : Fabales

Familia : Fabaceae

Genus : Cicer

Species : Cicer arietinum

Nohut tanelerinde cesitler arasinda farkliliklar olmak tizere yaklasik olarak %18-31
oraninda ham protein bulunur. Ayrica tanelerde sindirilebilir protein orani yaklagik olarak
%77°dir ve bu biyolojik degerini arttiran onemli bir etkendir (Akgin, 1988). Nohudun
besin Ogeleri 100 gram i¢in; 11,53 g su, 364 kcal, 19,30 g protein, 6,04 g yag, 60,65 g
karbonhidrat, 17,4 g lif, 10,7 g seker olarak belirtilmistir. 100 g i¢in mineral igerikleri ise;
105 mg kalsiyum (Ca), 6,24 mg demir (Fe), 115 mg magnezyum (Mg), 366 mg fosfor (P),
875 mg potasyum (K), 24 mg sodyum (Na) ve 3,43 mg ¢inko (Zn) belirtilmistir. Yine 100
g icin vitamin igerigi; 4 mg vitamin C, 0,477 mg thiamin, 0,212 mg riboflavin, 1,541 mg
niacin, 0,535 mg vitamin B-6, 557 pg folat, 3 pg vitamin A, 0,82 mg vitamin E, 9 ug
vitamin K, yag icerigi; 0,626 g doymus yag asidi, 1,358 g tekli doymamis yag asidi, 2,694
g coklu doymamis yag asidi olarak belirtilmistir (Anonymous, 2013).

Yemeklik tane baklagiller diinya genelinde insanlar i¢in 6nemli bir besin kaynagidir.
Diinyada {iciincii en 6nemli baklagil olan nohudun tiiketim orani kisi basina 1 kg’dan azdir
(FAO, 2009). Tiirkiye’de ise nohut iiretimi 2014 yili verilerine gére 450.000 ton ile kuru
baklagillerde 1. siradadir (TUIK, 2014). Buna ragmen son 10 yil igerisinde iiretimde
kayiplar artarken, verimlilik korunmustur.(Sekil 1.1 a ve b) Bunun sebebi olarak devlet

tarimsal aragtirma enstitiilerinin her y1l verimi yliksek olan ¢esitleri segcmesi gosterilebilir.
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Sekil 1.1. TUIK 2014 Kuru baklagiller istatistikleri, a) 2004-2014 yillar1 arasinda nohut

iiretim tablosu, b) 2004-2014 yillar1 arasinda nohut verim tablosu

Singh (1990) nohut verim ve kalitesindeki azalmanin, bitkinin biiylime ve gelisimi
sirasinda maruz kaldigi biyotik (Ascochyta rabiei, Fusiarium oxysporum, Liriomyza
cicerina gibi patojenler) ve abiyotik (diisiik ve yiiksek sicaklik ile kuraklik gibi)
faktorlerden kaynaklandigini ifade etmistir. Buna gore nohut iiretiminde abiyotik stresler
%52, biyotik stresler ise %48’lik etki payma ise sahiptirler. Nohut verimi; mantar
hastaliklar1 (Ascochyta yanikligi (A. rabiei)), Fusarium solgunlugu (F. Oxisporum)),
kuraklik, donma, yiiksek sicaklik, bocekler (siyah yaprak biti (Apis craccivora)),
nematodlar (pod kurdu (Helicoverpa armigera)), parazitler (kok ¢iirtikligii (Phytopthora
spp.)), viriisler (Stunt viriisii) ve tuzluluk ile azalmaktadir (Singh, 1990, Acharjee ve
Sarmah, 2013). Ek olarak, tarla yabanci otu olan Bromus tiirleri ve Orobanche crenata

kislik nohut ¢esitlerinde biiylik hasara sebep olmaktadir (Acharjee ve Sarmah, 2013).



1.2 Canavar Otu Sorunu

Parazit otlar kiiltiir bitkileri arasinda yetisen ve onlara zarar veren bitkiler olarak
adlandirilir. Bunlardan canavar otu ( Orobanche spp., Phelipanche spp.) 6nemli ekonomik
kayiplara sebep olan bir kok parazitidir ( Cardosa ve ark., 2011). Diinyadaki tarim
alanlarmin yaklagik 16 milyon ha’i canavar otu parazitinin riski altindadir. Bilindigi
kadariyla yedi canavar otu tiirii tarimsal alanlarda verim kaybima sebep olmaktadir.

Asagida Cizelge 1.1°de bu tiirler, konuk¢u familyalar1 ve bitkileri verilmistir.

Cizelge 1.1. Canavar otu tiirleri, konuk¢u familyalar1 ve konukgu bitkileri (Parker, 2009;
Klein ve Kroschel, 2002; Fernandez -Aparicio ve ark., 2008; Rubiales ve ark., 2009;

Sauerborn ve ark., 2007; Gauthier, 2012).

Canavar otu tirii

Konukcu familyalari

Konukgu bitkileri

Orobanche crenata

Papilionaceae
Umberliferae

Havug, Bakla, Nohut,

Kereviz, Mercimek

Orobance cumana Solanaceae Aygigegi

Phelipanche ramosa Solanaceae Patates, Tuttiin, Domates,
Fabaceae Kenevir

Phelipanche aegyptiaca Asteraceae Domates, Havug, Nohut,
Fabaceae Burgak, Kavun, Karpuz
Solanacea
Apiaceae

Brassicaceae

Orobanche cernua Solanaceae Aygigegi, Domates,
Astraceae Patlican, Patates

Orobanche foetida Fabaceae Nohut, Bakla
Fabaceae Yonca

Orobanche minor




Kok paraziti bitkiler ¢imlenmek i¢in konuk¢u ve konuk¢u olmayan bitkilerin
koklerinden topraga salinan uyarici kimyasallara ihtiya¢ duyarlar. Cigekli parazit bitkiler su
ve mineral ihtiyaglarin1 konukgu bitkilerinden karsilarlar. Orobanche tiirleri de holoparazit
olduklarindan tiim besin ihtiyacim1 konukgusundan saglar (Reizelman-Lucascen, 2003). Ancak
bu durum konukg¢usunun gelisimini yavaglatarak verim kayiplarina sebep olur (Demirkan,

2005; Aksoy, 2010). Canavar otunun yasam dongiisii Sekil 1.2°de gosterilmistir.

Konukgu bitki

Sekil 1.2. Canavar otu yasam dongiisii (Xie ve ark,2010).

Canavar otu tohumlar1 ¢ok kiiciik ve toprak rengindedir. Bu nedenle riizgar ve c¢evresel
etmenlerle (Dhanaphal ve ark., 1996), bulasik topraklarda kullanilan aletlerle, sulamayla,
ciftlik hayvanlar1 ve bitki materyalleriyle ¢ok ¢abuk yayilabilirler (Demirkan,2005). Her ne
kadar belli canavar otu 1rklarina kars1 sadece aygigeginde dayaniklilik gelistirilmisse de bu
gecici bir durumdur. Ciinkii canavar otlari yeniden dayanikli irklar olusturarak bu
savunmay1 gegersiz kilar (Demirbas ve Acar, 2008). Bu nedenledir ki bugiine kadar
canavar otlarina kars1 etkili bir savunma yontemi gelistirilememistir.

Konukgu olarak nohudu kullanan canavar otu tiirii O. crenata, Akdeniz ve Bat1 Asya
bolgeleri tariminda baklagil (fasiilye, fig, bezelye ve gesitli yem baklagilleri) ekiminde
onemli bir engel olusturmaktadir. Nohut i¢in bu bdlgelerde ilkbahar doneminde aralikli
ekim yapildiginda enfeksiyon riski ¢ok 6nemli bir kisitlama olmamaktadir (Arjona-Berral
ve ark., 1987; Rubiales ve ark., 2003). Yine de O. crenata sik nohut ekimi yapildiginda bir
problem haline gelebilir (Sekil 1.3) (ICARDA, 1989; Linke ve ark., 1991). O. crenata’ya

kars1 savunma yontemleri diger tiirlerle ayn1 seviyelerde olsa da son ¢alismalarla nohut
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genleri kullanilarak direng saglanabilecegi gosterilmistir (Rubiales ve ark., 2003). Yine de
yabani ve kiigiik nohut tiirlerinde gen kaynaklarimin yeteri kadar bilinmemesi direng

varligiin yeterince anlagilmamasina neden olmaktadir (Rubiales ve ark., 2004).

Sekil 1.3. Orobance crenata enfekte olmus nohut bitkisi (Rubiales ve Fernandez-Aparicio,
2012)



1.3 Kurakhk Stresi

Kuraklik genel anlamda meteorolojik bir olgu olmasina ragmen, topragin su igerigi
ile bitki gelisiminde gozle goriilebilen bir azalmaya sebep olacak kadar uzun siiren yagissiz
donem igin kullanilan bir terimdir. Yagissiz donemin kuraklik olusturma siireci, topragin
su tutma kapasitesi ve bitkiler tarafindan gerceklestirilen transpirasyonun hizina baglh
olarak degisiklik gostermektedir (Kadioglu, 2007). Kuraklik, tiim tarim alanlarimi ve
tarimsal iirtinleri olumsuz etkileyen en 6nemli stres faktorlerinden biridir (Kalefetoglu ve
Ekmekgei, 2005).

Kuralik diinyanin bir ¢ok bolgesinde en dnemli abiyotik stres olarak goriilmektedir
(Malhotra ve ark., 2004) ve serin iklim baklagillerinde 6nemli verim kayiplarina sebep
olmaktadir (Saxena ve ark., 1993). Kuraklik stresi diinyadaki kullanilabilir tarim
alanlarinda etkili olan stresler arasinda %26 ile en biiyiik paya sahiptir (Kadioglu, 2011).
FAO’nun 2010 yilinda verdigi verilere gore ilerideki 20 yil igerisinde birgok bolgede
kurakligin artacagini belirtmistir (Sekil 1.4 a ve b).



PBsiddeti B cidai Yiiksek = Ihmh

a)

M Diisiik | Veriyok

Wsiddetti [ cidai Yiiksek | Imh

b) .

P Diisiik || Veriyok

Sekil 1.4. a) 2010 yilinda ekilebilir alanlarda kuraklik dereceleri, b) 2030 yilinda ekilebilir

alanlarda kuraklik dereceleri (FAO, 2010).

Singh (1997), Tirkiye’de kurakliktan en fazla etkilenen bolgelerin basinda Orta
Anadolu Bélgesi’nin geldigini sdylemistir. Ulkedeki nohut iiretiminin %50’si bu bélgede

yapilmaktadir. Nohut bitkisi i¢in kuraklik 6nemli bir abiyotik strestir ve bu strese dayanikli

bir varyete gelistirilemedigini belirtmistir.




Kuraklik nohut bitkisi i¢in hastaliklardan sonra ikinci sinirlayict faktordiir (Singh,
1993; Singh ve ark., 1994) ve 2013 yilinda bu sinirlayicilifin devam ettigi rapor edilmistir
(Acharjee ve Sarmah, 2013).

Kuraklik stresi bitkileri mekanik, metabolik ve oksidatif olarak etkiler. Bunlardan
oksidatif etki bitkilerdeki serbest radikallerin, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) olusumunu
icerir. Baslica bilinen ROTleri; Singlet (Tekil) oksijen ‘0,) , Hidrojen Peroksit (H20,),
Hidroksil (HO) ve Stiperoksit (O, 7)’dir (Gill ve Tuteja, 2010).

Canlilar i¢in gerekli olan maddelerin oksidasyonuna neden olabilecek molekiillerin
etkilerini 6nleyen veya geciktirebilen antioksidanlar Cizelge 1.2°de verilmistir. Oksidanlar
arasindaki dengesizlik asir1 derecede ROT nin tiiretilmesine ve oksidatif hasara neden olur.
Bu durum oksidatif stres olarak belirtilir (Noctor ve Foyer, 1998). Bitki dokulari stres
kosullarinda hiicrelerini ROT etkilerinden korumak i¢in bazi1 enzimler ve diisiik molekiiler
agirlikli antioksidanlar igerirler. Antioksidan enzimler koordineli bir sekilde serbest
oksijen radikallerini temizler veya onlar1 daha az toksik olan bilesiklere metabolize eder

(Demidchik, 2015).

Cizelge 1.2. Antioksidan siniflandirma tablosu (Moller ve ark., 2007; Sharma ve ark.,
2012)

Antioksidan Enzimler Diistik Molekiiler Agirlikli Antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon

Katalaz (CAT) Askorbat (APX)

Glutatyon rediiktaz (GR) Karotenoid

Peroksidazlar (POX) Tokoferoller




BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Nohut tarimi, genellikle kurak ve yagisin olmadigi donemde yapildigindan, kuraklik
onun verimini ve gelisimini olumsuz etkiler (Giirbiiz ve ark., 2008). Gergekte bitki
bliylimesi kurakligin siddetine bagli olarak ayni tiire ait ¢esitler arasinda bile farka yol agar
ve bunlar dayanikli / duyarli olarak nitelendirilebilirler (Rizza ve ark., 2004). Yogun
yagmurlarin azalmasi kuraklig: tetikler ve biiyiime donemindeki bitkilerin {iriin verimini
kisitlar (Vadez ve ark., 2011).

Nohut, kurakliktan kagmak veya tolere etmek i¢in farkli fizyolojik ve biyokimyasal
yanitlara sahiptir. Bunlar; terminal ¢igeklenme (Singh, 1990), stoma iletkenligi, terleme ve
verimde azalma (Mahfakheri ve ark., 2010) ile antioksidan savunma sistemi yanitlarindan
olugmaktadir. Antioksidan savunma sistemi ile ilgili ¢aligmalar, kuraklik stresinden
etkilenen nohut bitkilerinde SOD, CAT ve GPX aktivitelerinin arttigin1 rapor ederken
(Nayar ve ark., 2013), erken kuraklik evresinde SOD, POX, CAT ve APX aktiviteleri artsa
da zarar olustugunu ifade etmektedirler (Patel ve Hemantaranjan, 2012). Dahasi,
antioksidan savunma sisteminin igleyisi ile ilgili olarak, 100 mM NaCl uygulanmis
Arabidopsis thaliana bitkilerinde Phelipanche ramosa parazitinin neden oldugu oksidatif
zararin azaltmasinda; SOD, POX ve GR aktivitelerindeki artiglar gosterilmistir (Demirbas
ve ark., 2013).

Sadece kurakliga toleransi degerlendirilen 482 nohut ¢esidinden 18’inin veriminin
digerlerine kiyasla %10 daha fazla oldugu, hassas ¢esitlerde kok kuru agirligi ve kok
derinliginin azaldigi, yaprak alaninin da kiigiildiigii gosterilmistir (Anbessa ve Bejiga,
2002). Diger yandan 11 farkli nohut ¢esidinin kullanildig: bir baska arastirmada, kurakliga
dayanikli cesitlerin kismi nem, askorbik asit ve prolin igeriklerinin yliksek, membran
gecirgenligi ve yaprak su tutma kapasitesinin diisiik oldugu belirlenmistir (Giines ve ark.,
2008). Ayrica tuz stresi gibi ozmotik stres faktorlerinin de nohut cesitlerinde gelisimi
gerilettigi ve biyokiitleyi kisitladig bilinmektedir (Karakiilliik¢ii ve Adak, 2008).

Bu tez calismasinda kullanilan nohut cesitlerinden Gokge’nin PEG 6000 kaynakli
ozmotik streste iyi bir ¢imlenmeye sahip oldugu (Glirbiiz ve ark., 2009), fide boyu, govde
ve kok kuru agirliginda yiiksek degerlere sahip oldugu (Kaya ve Sanli, 2008), sulamaya iyi
tepki gosterdigi (Kayan, 2012) bilinmektedir. Er-99 ¢esidinin ise kurak ve sulu kosullarda
Van ili kosullarinda tavsiye edilmedigi (Togay ve ark., 2005), ancak kis dayanikliliginda

Gokgee ile ayn1 dane verimine sahip oldugu gosterilmistir (Dogan, 2014).



Orobanche crenata enfeksiyonunun 1991 yilinda Fas, Portekiz, ispanya ve Suriye’de
ekilebilir alanlarin %350-70’e yakin boliimiinde yaygin oldugu bilinmekteydi. Hatta,
Tiirkiye’deki zarar %30-70 araligindaydi (Parker, 2009). Nohut, bezelye ve mercimek
canavar otu enfeksiyonundan en c¢ok etkilenen legiimen bitkilerdir. Canavar otu
enfeksiyonuna dayaniklilikta ornegin POX aktivitesinin, bezelyenin dayanikli tiiriinde
duyarh tiirtine kiyasla daha yiiksek oldugu ifade edilirken (Perez de Luque ve ark., 2005),
nohut bitkisindeki dayaniklilik ise kok enfeksiyon bolgesinde koyulasma, tiiberkiillerin
kurumasi veya az gelismesi gozlemlerine dayali olarak ifade edilmektedir (Rubiales ve
ark., 2003). Diger yandan, canavar otu kaynakli su kithigmin su stresiyle iligkili genler
temelinde 6nemli oldugu da bilinmektedir (Castillejo ve ark., 2004).

Acharjee ve Sarmah (2013), gilinlimiize kadar kuraklik ve tuzluluk stresine karsi
yillar boyu siiren ¢alismalarda nohut bitkisi igin bir diren¢ mekanizmasi belirlenemedigini
ifade etmislerdir. Arastiricilar ayn1 ¢alismada, yaklagik %50 verim kaybina sebep olan
kuraklik stresine ek olarak, nohut bitkisi i¢in yine biiyiikk verim kayiplarina sebep olan

canavar otu parazitine karsi da bilinen bir koruma yontemi olmadigini vurgulamislardir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Yapilan bu calismada Tiirkiye’de yetistirilen nohut varyeteleri (Sekil 3.1) (Cicer
arietinum cv. ER-99 ve Cicer arietinum cv. Gokge) kullanilmistir. Bu varyeteler
Orobanche crenata paraziti ve kuraklik stresine maruz birakilarak bu streslere karsi
gelistirmis olduklar1 olast savunma mekanizmalar1 incelenmistir. Literatiir ¢caligmalarinda
Gokee varyetesinin kurakliga dayanikli olduguyla ilgili kesin bilgiler bulunmakla birlikte,
Er-99 varyetesinin kuraklik direnciyle ilgili kesin veriler bulunmamaktadir. Er-99
varyetesinin tohumlar1 Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiistinden, Gokge
varyetesinin tohumlart Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisiinden, mercimek

bitkisinden izole edilen Orobanche crenata tohumlari ise Adana Zirai Miicadele Arastirma

Enstitlisti’'nden temin edilmis ve kullanilana kadar uygun sartlarda saklanmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin Su Kiiltiiriinde Yetistirilmesi ve O. crenata ve Kurakhk
Streslerinin Uygulanmasi

Aragtirmadaki bitki yetistirme diizenegi Labrousse ve ark. (2004)’a gore yapilmustir.
Buna diizenege gore ilk asama nohut tohumlarinin sterilizasyonudur. Nohut tohumlari
%20’lik camasir suyunda 20 dakika bekletilip daha sonra 3 kez olmak iizere 5 dakikalik
stireyle steril saf su ile yikanmistir. Yiizey sterilizasyonu isleminden sonra nohut tohumlar1
3/1 oranindaki perlit/steril toprak karisimina ekilmistir. Bitkiler 22+2°C sicaklik, 16/8
saatlik fotoperiyot ve %40-55 neme sahip iklim odasina yerlestirildi.

Nohut bitkilerinin yetistirilmesinde diizenek 4 grup {lizerine kurulmustur.

K ‘Higbir uygulama yapilmayan kontrol bitkileri
CO :Sadece canavar otu enfeksiyonu uygulanmais bitkiler
P :Sadece kuraklik stresi uygulanmis bitkiler

PCO  :Hem canavar otu enfeksiyonu hem de kuraklik stresi uygulanmig bitkiler
Nohut tohumlar1 ekildikten sonra 3. giinde ¢imlenme gozlenmeye baslamistir. Su
kiiltiirine aktarma giiniinde ¢imlenme %87’ye ulagmistir. Bitkiler 1 hafta boyunca ilk 3
giin %50°1ik, sonraki gilinler %100’liikk Hoagland Besin Cozeltisi ile sulanmstir.

O. crenata tohumlar yiizey sterilizasyonu % 70’ lik etanol ¢ozeltisinde 2 dakika, %
5’ lik ¢amasir suyunda 10 dakika (2 kez) ve 4 kez steril saf suyla yikama yapilarak
gerceklestirilmistir. Tohumlarinin ¢imlenebilmesi i¢in daha dnceden nemlendirilmis filtre
kagidi igceren steril petri kaplarmma alimmis ve 22°C/18°C (giindiiz/gece) %70 neme
ayarlanmig biiyiime kabininde aliiminyum folyo ile kaplanmis bir sekilde bir hafta
birakilmigtir. Siire sonunda ¢imlenme uyarici olarak kullanilan 1ppm’lik 1 ml GR-24 petri
kaplarina ilave edilmistir.

Yetistirilen fideler 6. giinlerinde steril saf su ile yikanarak koklerindeki perlit ve
toprak kalintilar1 temizlenmistir. 1 gece steril saf su dolu kaplarda birakilmistir. Kokleri
iyice temizlenen fideler saf su ile yikandiktan sonra plastik kare petri kaplarina
(120x120x17 mm, Greiner) aktarilmigtir. 7. giinlerinde aktarilan fideler 14 giinlik fide
haline gelene kadar su kiiltiiriinde alismaya birakilmistir. Kuraklik stresi PEG6000 ile 11.
giinden itibaren %1, %3, %7 ve 14. Giinde %10’luk c¢ozeltiyle alistirma yaparak
uygulanmistir. 14. giinde fidelere hem canavar otu enfeksiyonu hem de kuraklik stresi
gruplara gore uygulanmistir. Daha sonra 0., 4., 7. ve 12. giinlerde yaprak ve kok

orneklemeleri yapilmistir.

12



3.2.2. Bitki Analiz Yo6ntemleri

3.2.2.1. Biiyiime Parametrelerinin Belirlenmesi

3.2.2.1.1. Govde Uzunlugu

Bitkiler hasat edilirken parcalama yapilmadan once cetvel yardimi ile govde

uzunluklar dl¢iiliir.

3.2.2.1.2 Kok Uzunlugu
Bitkiler hasat edilirken par¢alama yapilmadan Once cetvel yardimi ile kok

uzunluklar dl¢iiliir.

3.2.2.1.3. Pigment iceriginin Belirlenmesi

Klorofil a, b ve karatenoid igerikleri Arnon (1949)’un yontemine goére yapilmstir.
Bu yonteme gore bitkilerin yapraklarindan aliman 0,1 g’lik materyal, % 80’lik aseton
icersinde homojenize edilerek Ornekler spektrofotometrik okumalar aracilifiyla uygun

olarak hesaplanir.

3.2.2.2. Toplam Protein Analizi

Nohut kok ve yapraklarinin toplam protein igerigi Bradford (1976)’a gore
hesaplanmistir. Buna gore stok ¢ozelti Bovine Serum Albumin (BSA)’ den hazirlanir.
Spektrofotometrede 595 nm’ de kore karst Ornekler okunur. Okunan absorbans
degerlerinden protein standart grafigi olusturulur. Orneklere ait toplam protein miktari,
yapilan spektrofotometre okumalarinin sonuglar1 yardimiyla olusturulan standart grafik

tizerinden hesaplanir.
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BSA STANDART PROTEIN GRAFIGi

y =0,1333x + 0,0274
R?=0,9366

1 2 3 4 5
PROTEIN DEGERI (mg/ml)

ABSORBANS
o
o

Sekil 3.2. Analizlerde kullanilan protein standart grafigi ve denklemi

3.2.2.3. Lipid Peroksidasyon Miktarmmn Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit seviyesinin 6l¢iilmesi ile
lipid peroksidasyon derecesi belirlenmektedir (Madhava ve Sresty, 2000). Her gruptan
0,1’er g yas yaprak ve kok ornegi, trikloroasetik asit ile homojenize edilir. Santrifiijden
sonra siipernatanta TCA ve TBA (tiobarbitiirik asit) iceren reaksiyon karisimi eklenir.
Ornekler daha sonra 95 °C de bir saat su banyosunda bekletilir. Su banyosunun ardindan
karisim buz banyosuna konulur. Soguk sokunun ardindan 6rnekler 10000 rpm, +4-C, 15 dk
stireyle santrifiijlenir. Olusan siipernatantin 532 nm ve 600 nm’ deki absorbans degerleri
alimr. MDA konsantrasyonunu, ekstinsiyon katsayisindan (€=155 mM™ cm™)

yararlanilarak hesaplanir ve nmol g h yas aglrhk'1 seklinde ifade edilir.
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3.2.2.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Saptanmasi

3.2.2.4.1. Siiperoksit Dismiitaz (SOD; E.C. 1.15.1.1) Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlemesi Beauchamp ve Fridovich (1971) ve
Giannipolities ve Ries, (1977)’ e gore gerceklestirilmistir. Buna gore 6ziitte meydana gelen
aktivite, 10 dakikalik 151k reaksiyonu sonunda ortaya ¢ikan renk degisiminin

spektrofotometrede 560 nm dalga boyundaki 6lgiimler yardimiyla yapilmistir.

3.2.2.4.2. Peroksidaz (POX; E.C. 1.11.1.7) Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz aktivitesi Kanner ve Kinsella (1983)’ya gore belirlenmistir. Buna gore,
kinetik reaksiyonunun analizi i¢in spektrofotometre’de 300 nm’de 120 sn. siireyle 6l¢iim
yapilir. Bu siire igerisinde her 10 saniyede bir alinan absorbans degerleri arasinda en biiyiik
farki gosteren aralik belirlenir. Veriler arasinda elde edilen en biiyiik fark mg protein

diizeyine ¢evrilerek AOD/300nm/dk/mg protein birimi olarak verilir.

3.2.2.4.3. Katalaz (CAT; E.C 1.11.1.6) Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enziminin aktivitesi, Bergmeyer, (1970) metoduna gore hesaplanmistir.
Katalaz miktarindaki azalma 180 saniye siire ile 240 nm’deki absorbans azalmasindan yola
cikilarak hesaplanilir. Veriler arasinda elde edilen en biiylik fark mg protein diizeyine

cevrilerek AOD/240nm/dk/mg protein birimi olarak verilir.

3.2.2.4.4. Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Aktivitesinin Belirlenmesi

APX enziminin aktivitesi, Nakano ve Asada (1981)’ nin yontemi kullanilarak

hesaplanmistir. Aktivitenin hesaplanmasinda, 290 nm’ de askorbatin oksitlenmesiyle

404
olusan absorbans degeri ve ekstinksiyon katsayisi (2,8 mM cm ) kullanilir. Reaksiyon
karisiminda; 0,05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,5 mM askorbat, 0,1 mM

EDTANaZ, 1,2 mM HZO2 bulunur. Oziitiin reaksiyon karisiminin ilavesi ile askorbat

oksidasyonu baglatilir ve 3 dk boyunca reaksiyon izlenir. Okside olan askorbat miktart,

ekstinksiyon katsayisindan hesaplanir. Buna gore 1 enzim {initesi, dakikada okside olan 1

-1 -1
pumol ml askorbat miktaridir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim {initesi mg protein olarak

belirtilir.
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3.2.2.4.5. Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) Aktivitesinin Belirlenmesi

GR aktivitesi, Foyer ve Halliwell (1976)’in yontemine uygun olarak hesaplanmuistir.
NADPH varliginda okside glutasyon miktarindaki azalma 180 saniye siire ile 340 nm’deki
absorbans azalmasindan yola ¢ikilarak hesaplanir. 1 enzim iinitesi, dakikada okside olan
glutasyon (umol ml ™) miktaridir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim iinitesi mg protein_1 g
yas agirlik * olarak belirtilir.

Tiim enzim analizleri Thermo Genesis 10S UV spektrofotometresiyle yapilmustir.

3.2.2.5. istatiksel Analiz

Tim biyokimyasal ve fizyolojik veriler tek yoOnlii varyans analizi (One-:Way
ANOVA) ile incelenmis ve ortalamalar arasindaki farkliliklar Tukey HSD testi ile
karsilastirilmistir. P<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
Istatistiksel analizler sirasinda SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, versiyon
21.0) bilgisayar programi kullanilmigtir. Grafiklerde sunulan sonuglar ortalamatstandart

hatayt, barlar iizerindeki farkli harfler ise istatistiksel farki ifade etmektedir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Biiyiime Parametreleri

4.1.1. Govde Uzunluklar

Gokcge
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30 -

24 A

18

12 1

0 4 7 12 Giin

Sekil 4.1. Gokee ¢esidinin giinlere gore govde uzunluklar: (cm) (K: Kontrol, CO: Canavar
otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).

5 Er-99
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Sekil 4.2. Er-99 ¢esidinin giinlere gore govde uzunluklar: (cm) (K: Kontrol, CO: Canavar
otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).
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4.1.2. Kok Uzunluklari
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Sekil 4.3. Gokge ¢esidinin giinlere gore kok uzunluklar: (cm) (K: Kontrol, CO: Canavar
otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).
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Sekil 4.4. Er-99 ¢esidinin giinlere gore kok uzunluklar: (cm) (K: Kontrol, CO: Canavar
otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+tkuraklik).
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Genel olarak bitkilerin uzunlugu kok ve govde uzunluklart beraber Olgiilerek bitki
boyu olarak verilmektedir. Buna gore bu calismada kullanilan Gokge ve Er-99 ¢esitlerinin
Tarla Bitkileri Arastirma Merkezinin tohum tescil belgesine gore bitki boylar1 30-35 cm
olarak belirtilmistir. Bitki boyu olarak belirlenen parametre tiim bitkinin hasat edilirken bir
cetvel ile dlcililmesiyle belirlenir. Bitki boyunun stres uygulamalari ile yavasladigi bircok
calismada gosterilmistir. Kok ve govde biliylimesi kuraklik stresinde yavaglar (Campbell ve
ark., 2008)

Bu calismada govde ve kok uzunluklari arasindaki farklar Sekil 4.1- 4.4°de
gosterilmistir. Govde uzunluklarinda iki gesit i¢inde gruplar arasi istatistiksel bir fark
gozlenmemektedir ama yine de 6zellikle Canavar otu gruplarinda yapigmanin gozlendigi
giinde govde biliylimesinin yavasladigi gozlenmistir. Kok uzunluklart agisindan
incelendiginde ise Gokge ¢esidinde gruplar arasi belirgin bir fark bulunmamaktadir. Er-99
cesidinde kok biiylimesinin canavarotu stresiyle yavasladigi, cift stres uygulamasiyla ise

kok uzunlugunu korudugu gézlenmistir.
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4.1.3. Pigment Icerigi
4.1.3.1 Klorofil a
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Sekil 4.5. Gokge ¢esidinde gruplar ve giinler arasindaki Klorofil a igerikleri (mg/g YA) (K:
Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).
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Sekil 4.6. Er-99 gesidinde gruplar ve giinler arasindaki Klorofil a igerikleri (mg/g YA) (K:
Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).
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4.1.3.2 Klorofil b
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Sekil 4.7. Gokge ¢esidinde gruplar ve giinler arasindaki Klorofil b icerikleri (mg/g YA) (K:
Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).
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Sekil 4.8. Er-99 ¢esidinde gruplar ve giinler arasindaki Klorofil b igerikleri (mg/g YA) (K:
Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).
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Bitkilerin pigment igerikleri stres uygulamalariyla degismektedir. Canavar otu stresi
bitkide klorofil igeriginin azalmasina sebep olur (Mauromicale ve ark., 2008). Nohut
bitkisine uygulanan kuraklik stresi sonucunda klorofil igeriginin azaldigi belirlenmistir
(Saglam ve ark., 2014; Mafakheri ve ark., 2011).

Bu calismada Gokge ve Er-99 c¢esitlerinde gergeklestirilen stres uygulamalar
Klorofil-a miktarlarinda saptanan degisimler Sekil 4.5 ve 4.6’da goésterilmistir. Bu
sonuglara gére Gokge ¢esidinde tiim stres gruplarinda (CO, P ve PCO) 7. giinde en diisiik
Kl-a miktar1 go6zlenmistir. 7. ginde tiim gruplar arasinda istatistiksel bir fark
bulunmamistir. Er-99 c¢esidinde ise stres siiresi uzadikca CO ve PCO gruplarinda
istatistiksel bir farkla azalma belirlenmisken, P grubunda giinler arasinda bir farklilik
gdzlenmemistir.

Calismadaki Klorofil-b miktarlar1 Sekil 4.7 ve 4.8’de gosterilmistir. Gokce ve Er-99
gesitleri i¢in tiim gruplarda en disiik Kl-b miktart 7. giinde gozlenmistir. Gokge igin
istatistiksel olarak gruplar arasinda énemli bir fark bulunmamistir. Ama Er-99 i¢in PCO

grubu ile diger gruplar arasinda bir fark goriilmiistiir.
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4.2. Toplam Protein Icerigi
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Sekil 4.9. Gokee cesidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki toplam protein
icerikleri (mg/ml) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu+kuraklik).
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Sekil 4.10. Er-99 ¢esidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki toplam protein
icerikleri (mg/ml) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu+kuraklik).
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Sekil 4.11. Gokge ¢esidi kok dokusunda gruplar ve giinler arasindaki toplam protein
icerikleri (mg/ml) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu+kuraklik).
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Sekil 4.12. Er-99 cesidi kok dokusunda gruplar ve giinler arasindaki toplam protein
icerikleri (mg/ml) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu-+tkuraklik).
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Nohut bitkisinin protein igerigi ¢cok yiiksektir (Ak¢in, 1988). Canavar otuna maruz
kalmig bitkilerde protein igeriginin ¢eside gore artis ya da azalis gosterdigi bildirilmistir
(Aydin, 2010). Kuraklik stresinin nohut bitkisinde protein igerigini azalttigi tespit
edilmistir (Mafakheri ve ark., 2011). Canavar otu ve tuz stresinin birlikte uygulandig ¢ift
stres uygulamasinda ise protein igeriginin zamanla artt1g1 belirtilmistir (Sen, 2013).

Bu calismada yaprak dokularindaki protein igerikleri Sekil 4.9 ve 4.10°da, kok
dokularindaki protein igerikleri ise Sekil 4.11 ve 4.12°de gdsterilmistir. Buna gore; Gokge
cesidinin yaprak dokusunda (Sekil 4.9) tiim gruplarda protein igerigi azalmistir. Ozellikle
7. giinde 4. giine gore %70-75 kadar azalma saptanmistir. 12. giinde ise yine tiim gruplarda
yaklasik 2-3 Kkat artis gozlenmis yine de en az artig P grubunda olmustur. Er-99 ¢esidinin
yaprak dokusunda ise (Sekil 4.10) tiim gruplarda giinlere gore azalma goriilmiis, 7. giinde
CO ve PCO gruplarinda diger iki gruba gore daha yiiksek protein igerigi bulunmus ve
istatistiksel bir fark gézlenmistir. 12. giinde ise CO ve PCO gruplari arasinda istatistiksel
bir fark bulunmamakla birlikte bu iki grup ile K ve P gruplar arasinda istatistiksel bir fark
bulunmaktadir.

Gokge ¢esidinin kok dokusunda (Sekil 4.11), PCO grubu disindaki gruplarda 7. giine
kadar protein igeriklerinde azalma olmus, 7. giinden sonra ise 6zellikle P grubunda fazla
olmasiyla birlikte K ve CO gruplarinda da artis olmustur. P grubunda istatistiksel olarak
bir fark gozlenmistir. PCO grubu ise 4. Giine kadar artmis daha sonrasinda azalmis ve
diger gruplarla arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir. Er-99 c¢esidinin kok dokusunda
(Sekil 4.12) ise CO grubu 7. giine kadar protein igerigini korumus, 12. giin sonunda daha
diisiik bir deger gostermistir. P ve PCO gruplarinin protein igerikleri azalmis, sadece 7.
giinde PCO grubunun protein igerigi ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli

bir fark gézlenmistir.
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4.3. Lipit Peroksidasyon (TBARS) Miktar
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Sekil 4.13. Gokge gesidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki TBARS miktarlari
(nmol/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).
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Sekil 4.14. Er-99 ¢esidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki TBARS miktarlari
(nmol/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).
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Sekil 4.15. Gokge ¢esidi kok dokusunda gruplar ve giinler arasindaki TBARS miktarlart
(nmol/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).
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Sekil 4.16. Er-99 cesidi kok dokusunda gruplar ve gilinler arasindaki TBARS miktarlari
(nmol/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar otu+kuraklik).
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Malondialdehit (MDA) igeriginin olusumu lipid peroksidasyonunun bir 6lgiisii olarak
kabul edilmistir (Madhava ve Sresty, 2000). Lipid peroksidasyonun bir olgiisii olan
tiyobarbitiirik asit madde miktar1 (TBARS) canavar otu stresinde bitkinin ¢esidine goére
artis ya da azalis gosterebilir (Gorkem, 2011). Kuraklik stresinde de TBARS miktarinin
arttig1 belirtilmistir (Sairam ve ark., 2000). Ceside bagli olmakla birlikte tuz-canavar otu
cift stresi gibi uygulamalarda TBARS miktarinda azalis ve ya artis goriilmektedir (Sen,
2013).

Bu ¢alismadaki TBARS miktarlarinin degisimleri Sekil 4.13-4.16’da gosterilmistir.
Buna gore Gokge ¢esidinin yaprak dokusundaki (Sekil 4.13) TBARS miktarinda tiim
gruplar i¢in en diisiik deger 7. giinde goriilmiistiir. Istatiksel olarak gruplar arasinda énemli
bir fark bulunmamaktadir. Er-99 ¢esidinin yaprak dokusundaki (Sekil 4.14) TBARS
miktar1 ise Gokge cesidiyle benzer sonuglar gostermistir ve istatistiksel olarak énemli bir
fark goriilmemistir.

Gokgee gesidinin kok dokusundaki (Sekil 4.15) TBARS miktar1 ise 4. giine kadar tiim
gruplarda artmis, daha sonrasinda da azalmistir. Yine de biitiin gruplardaki diislise ragmen
en ¢ok farki %75 azalma ile PCO grubu géstermis ve istatistiksel olarak onemli bir fark
oldugu goriilmistiir. Er-99 ¢esidinin kok dokusundaki (Sekil 4.14) TBARS miktarina
bakildiginda CO ve PCO gruplarinin, K ve P gruplarinin birbirleri ile paralellik gosterdigi
ve yalmizca 0. giinde CO ve PCO gruplar1 arasinda istatistiksel bir fark oldugu

g6zlenmistir.
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4.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerindeki Degisim
4.4.1. SOD Aktivite Sonuclari
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Sekil 4.17. Gokge gesidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki SOD aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar

otu-+tkuraklik).
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Sekil 4.18. Er-99 c¢esidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki SOD aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu+kuraklik)
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Sekil 4.19. Gokge cesidi kok dokusunda gruplar ve gilinler arasindaki SOD aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar

otu-+tkuraklik).
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Sekil 4.20. Er-99 ¢esidi kok dokusunda gruplar ve giinler arasindaki SOD aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar

otu+kuraklik).
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SOD enzimi canlilarin biiylik bir kisminda bulunur ve oksijen toksisitesine karsi
onemli bir savunma gorevinde bulunur (McCord ve ark., 1971). SOD aktivitesinin canavar
otu stresinde aygicegi (Demirbas ve Acar, 2008), domates (Acar ve Ozkal, 2015), biber
(Aydm, 2010) gibi bitkilerde artis gosterdigi belirtilmistir. Kuraklik stresine maruz
birakilan P. vulgaris (Zlatev ve ark., 2006) ve O. sativia (Sharma ve Dubey, 2005)
bitkilerinde SOD aktivitelerinin arttig1 gézlenmistir.

Calismada nohut bitkisinin 2 ¢esidindeki SOD aktivitelerinin degisimleri Sekil 4.17-
4.20°de gosterilmistir. Buna gore Gokee gesidinin yaprak dokusundaki (Sekil 4.17) SOD
aktivitesi tim gruplarda 7. ginde maksimum seviyeye ulasmis ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak onemli farklar bulunmustur. SOD aktiviteleri 4. giinden 7. giine K
grubunda 5 kat, CO grubunda yaklasik 3,5 kat, P grubunda 3,5- 4 kat ve PCO grubunda
2,5-3 kat artmustir. 7. gline gére 12. giinde tiim gruplarda azalis gézlenmis ama sadece P
grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmustur. Er-99
¢esidinin yaprak dokusundaki (Sekil 4.18) degisimlerde ise 0. giinde sadece CO grubunda
artis gézlenmis, diger gruplarda azalis gozlenmistir.

Gokee ¢esidinde kok dokusundaki (Sekil 4.19) degisime bakildiginda tiim gruplarda
7. Giine kadar SOD aktivitesinin diistiigii, 7. Giinden sonra ise P ve PCO gruplarinda artis
oldugu gozlenmistir. 12. Giinde P ve PCO gruplarinin K ve CO gruplari ile arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur. Er-99 ¢esidinin k6k dokusundaki (Sekil
4.20) degisim incelendiginde ise tiim gruplar 0-4 giin arasinda az miktarda artis, 4-7
glinleri arasinda azalig, 7-12 giinleri arasinda artig gostermistir. Sadece 12. Giinde tiim

gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur.
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4.4.2. POX Aktivite Sonuclari
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Sekil 4.21. Gokge gesidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki POX aktivitesi
(tinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu-+tkuraklik).
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Sekil 4.22. Er-99 ¢esidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki POX aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu-tkuraklik).
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Sekil 4.23. Gokege cesidi kok dokusunda gruplar ve gilinler arasindaki POX aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu-+tkuraklik).
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Sekil 4.24. Er-99 g¢esidi kok dokusunda gruplar ve giinler arasindaki POX aktivitesi
(tinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu-+tkuraklik).
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Peroksidaz savunma mekanizmasinda gorevli ve gerekli durumlarda bitkiyi korumak
icin sentezlenen, savunma mekanizmasinda etkin rol alan enzimlerden biridir (Gara ve
ark., 2003). O. crenata enfeksiyonunun Pisum sativum bitkisinde (Luqgue ve ark.,2005), O.
aegyptiaca enfeksiyonunun Vicia atropurpurea bitkisinde (Goldwasser ve ark., 1999)
POX miktarini arttirdigi belirlenmistir. Kuraklik stresinin ¢esit ve cinsiyete bagli olarak
Ginkgo biloba bitkisinde disi bireylerde (He ve ark., 2016), Kandelia obovata ve Aegiceras
corniculatum yapraklarinda (Guan ve ark., 2015) POX aktivitesinin arttirdig: belirtilmistir.
Cift stres uygulamalarinin ise Ornegin domates bitkisinde ¢eside bagli olarak POX
aktivitesini arttirdig1 ve ya azalttig bildirilmistir (Sen, 2013).

Bu calismada olusan POX aktivitesindeki degisimler Sekil 4.21- 4.24’da
gosterilmistir. Buna gore Gokge cesidinin yaprak dokusundaki (Sekil 4.21) POX
aktiviteleri tim gruplarda zamanla artmig, hepsi igin 7. Giinde maksimum degeri
gostermistir. Tim gruplar igerisinde 7. giinde yaklasik 6 kat artis gosteren CO grubu ile
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur. 7. Giinden sonra
tim gruplarda azalis gézlenmis ve istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Er-99
c¢esidinin yaprak dokusundaki (Sekil 4.22) POX aktivitelerinin degisimleri tiim gruplarda
artis ve azalis gostermis ama istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamustir.

Gokee gesidinin kok dokusunda (Sekil 4.23) uygulama gruplarinda (CO, P, PCO)
K grubuna ters bir sekilde POX aktivitelerinin arttig1, 7. Giinden sonra 4 grubunda POX
aktivitelerinin azaldig1 gozlenmistir. Tiim bu degisimlere ragmen gruplar arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamustir. Er-99 ¢esidinin kok dokusunda (Sekil
4.24) ise uygulama gruplar1 (CO, P, PCO) kontrol bitkilerin tersine 4. Giine kadar POX
aktivitelerini arttirmig, daha sonrasinda D grubu hari¢ tiim gruplarda diislis gézlenmistir. P
grubu POX aktivitesini arttirmaya devam etmesine ragmen gruplar arasinda Onemli

istatistiksel bir fark bulunmamustir.
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4.4.3. CAT Aktivite Sonuclari
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Sekil 4.25. Gokge ¢esidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki CAT aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar

otu+kuraklik).
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Sekil 4.26. Er-99 cesidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki CAT aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar

otu+kuraklik).
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Sekil 4.27. Gokge ¢esidi kok dokusunda gruplar ve giinler arasindaki CAT aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar

otu+kuraklik)
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Sekil 4.28. Er-99 ¢esidi kok dokusunda gruplar ve glinler arasindaki CAT aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otutkuraklik).
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CAT H,07’yi dogrudan H,O ve O, olarak ayirarak zararsiz hale getiren ve
antioksidan savunma sistemi enzimlerinden biridir (Garg ve Manchanda, 2009). Canavar
otu stresinde patlican (Goérkem, 2011) ve domates (Ozkal, 2014) bitkilerinde yapilan
calismalarda ceside gore CAT aktivitesinin degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Farkli
kuraklik siddetlerinin uygulandigi nohut bitkisinde CAT aktivitesinin kurakligin siddetiyle
ters orantili olarak diistigii gosterilmistir (Nayar ve ark., 2013). Ek olara, tuz ve kuraklik
stresinin birlikte uygulandigi Glycyrrhiza uralensis tohumlarinda CAT aktivitesinin
distiigii gosterilmistir (Pan ve ark., 2006).

Bu caligmadaki CAT enzim aktiviteleri Sekil 4.25- 4.28’de gosterilmistir. Gokce
¢esidinin yaprak dokusunda (Sekil 4.25) tiim gruplarda maksimum CAT aktivitesi 7. glinde
gozlenmistir ve gruplar arasinda istatistiksel bir fark bulunmamaktadir. Er-99 ¢esidinin
yaprak dokusunda (Sekil 4.26) tiim gruplarda artis ve azalis miktar1 oldukga diisiiktiir ve
CO grubunun denemenin son giliniindeki artis1 disinda istatistiksel olarak gruplar arasi
onemli bir fark bulunmamaktadir.

Gokge ¢esidinin kok dokusunda (Sekil 4.27) tiim gruplar igin maksimum deger 4.
giinde gbzlenmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamustir. Er-
99 ¢esidinin kok dokusunda (Sekil 4.28) tiim gruplarda paralel olarak ¢ok az miktarda artis

gozlenmis ve istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamustir.
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4.4.4. APX Aktivite Sonuclar:
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Sekil 4.29. Gokee ¢esidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki APX aktivitesi
(tinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar

otu+kuraklik).
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Sekil 4.30. Er-99 ¢esidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki APX aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar

otu-tkuraklik).
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Sekil 4.31. Gokge cesidi kok dokusunda gruplar ve giinler arasindaki APX aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
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Sekil 4.32. Er-99 ¢esidi kok dokusunda gruplar ve giinler arasindaki APX aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar

otu+kuraklik)
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APX, ROT’lerinin siipiiriilmesinde etkin bir enzimdir ve askorbat-glutatyon
dongiisiinde 6nemli bir rol oynar (Ishikawa ve Shigeoka, 2008). Canavar otu uygulamasi
yapilan bitkilerde APX aktivitesinin kontrol gruplarina gore kok dokusunda 3-8 kat arasi
arttigi ve yaklasik %40 artis gosterdigi gozlenmistir (Acar ve Ozkal, 2015). Kuraklik
stresiyle domates (Rai ve ark., 2013), misir (Jiang ve Zhang, 2001), bugday (Dalmia ve
Sawhney, 2004) ve P. accutifolius (Tiirkan ve ark., 2005) gibi bitkilerde APX aktivitesinin
artt1g1 daha once yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.Bu tez ¢alismasindaki gruplardan biri
olan canavar otu ve kuraklik stresinin birlikte uygulanmasiyla nohut bitkisindeki APX
degisimi ise kok ve yaprak dokularindan degisiklik gostermistir (Sen, 2013).

Gokece ve ER-99 nohut gesitlerinde APX enzim aktivitesindeki degisimler Sekil
4.29- 4.32°de gosterilmistir. Bu ¢alismada, APX enzimi degisimleri yaprak dokularinda
(Sekil 4.29 ve 4.30) her iki cesitte de 7. glinde en yiiksek seviyesine ulagsmistir ve CO
grubu en yiiksek APX aktivitesini gostermistir. Gokge ¢esidi i¢in 7. glinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmasia ragmen, Er-99 ¢esidi igin istatistiksel
olarak 6nemli bir fark bulunmamistir. K6k dokularinda ise Er-99 ¢esidinde (Sekil 4.32)
12. giin sonunda tiim stres gruplar1 kontrol bitkilerine kiyasla istatistiksel olarak APX
aktivitelerinde anlamli artislara sahip bulunmustur. Farkli olarak, PCO grubunda bu artiglar
7 -12. glinler arasinda gergeklesmistir. Gokge ¢esidinin kok dokusunda (Sekil 4.33) ise 12.
giin sonunda 4 grup arasinda belirgin bir fark gozlenmemistir ve istatistiksel olarak 6nemli

bir fark bulunmamustir.
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4.4.5. GR Aktivite Sonuclari
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Sekil 4.33. Gokge ¢esidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki GR aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu-+tkuraklik).
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Sekil 4.34. Er-99 ¢esidi yaprak dokusunda gruplar ve giinler arasindaki GR aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu+kuraklik).
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Sekil 4.35. Gokge cesidi kok dokusunda gruplar ve giinler arasindaki GR aktivitesi
(tinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu+kuraklik).
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Sekil 4.36. Er-99 cesidi kok dokusunda gruplar ve giinler arasindaki GR aktivitesi
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu, P: Kuraklik, PCO: Canavar
otu+kuraklik).
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GR, hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda bulunan bir flavoprotein
oksirediiktazdir (Romero-Puertas ve ark., 2006). Canavar otu stresinde GR enzim
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Demirbas ve ark., 2013). GR aktivitesinin tuz stresinde
nohut (Kukreja ve ark., 2005; Srivastava ve ark., 2005) ve kuraklik stresinde de piring
bitkisinde (Sharma ve Dubey,2005) arttig1 belirtilmistir.

Calismada goriilen GR aktivitesindeki degisimler Sekil 4.33- 4.36°da verilmistir.
Buna gore Gokge cesidinin yaprak dokusunda (Sekil 4.33) tiim gruplarda 7. giinde
maksimum GR aktivitesi goriilmiistiir. Daha sonra GR aktiviteleri diismiis ve tiim ¢alisma
stiresince gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamigtir. Er-99
¢esidinin yaprak dokusunda (Sekil 4.34) 12. Giindeki P ve PCO uygulamalarinda kontrole
kiyasla saptanan artislar disinda istatistiksel bir fark bulunmamastir.

Gokee cesidinin kok dokusunda (Sekil 4.35) tiim gruplar birbirine paralel olarak 4.
Giine kadar artmis daha sonra GR aktivitesinde azalma olmustur. Istatistiksel olarak
gruplar arasinda onemli bir fark bulunmamistir. Er-99 ¢esidinin kok dokusunda (Sekil
4.36) ise PCO grubu diger tiim gruplara gore 4. giinde yaklasik 3,5 kat GR aktivitesini
arttirmustir ve bu istatistiksel olarak diger gruplar ile arasinda 6nemli bir fark oldugunu

gostermektedir. Ayni gruptaki GR aktivite artisinin 7. giinde de devam ettigi saptanmaistir.
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4.5. istatiksel Bulgular

Bu calisma birbirinden bagimsiz 3 tekrarli bir sekilde kuruldu ve her veri 3 tekrarl
olmak tizere 9 tekrarin ortalamasi (n=9) olarak gosterildi. C. arietinum cv. Gokge ve C.
arietinum cv. Er-99 c¢esitlerinde govde uzunlugu, kok uzunlugu, protein, Klorofil a,
Klorofil b, TBARS, SOD, POX, CAT, APX, GR enzim aktivitelerine ait veriler tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile incelendir. SPSS.21 programindan elde edilen sonuglar
Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 te verilmektedir.

Cizelge 4.1. C. arietinum cv. Gokg¢e ve C. arietinum cv. Er-99 cesitlerinde govde
uzunlugu, protein, Klorofil a, Klorofil b, TBARS, SOD, POX, CAT, APX, GR enzim
aktivitelerine ait tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglari (p<0,05)

Incelenen Parametre Ortalama kareler f Degeri
Govde Uzunlugu 4651,226 15,889***
Protein 4,379 48,239***
Klorofil a 1,229 31,873***
Klorofil b 6,436 10,423***
TBARS 633,038 15,435***
SOD 268,930 123,181***
POX 1,193 18,515***
CAT 0,000 2,756***
APX 584,029 17,008***
GR 10,133 30,455***

Cizelge 4.2. C. arietinum cv. Gokge ve C. arietinum cv. Er-99 gesitlerinde kok uzunlugu,
protein, TBARS, SOD, POX, CAT, APX, GR enzim aktivitelerine ait tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) sonuglar1 (p<0,05)

Incelenen Parametre Ortalama Kareler f Degeri
Kok uzunlugu 2413,353 14,530***
Protein 0,106 35,611***
TBARS 173,860 16,934***
SOD 286,741 35,874***
POX 1,474 6,448***
CAT 0,000 2,081**
APX 196,015 6,567***
GR 0,389 7,392%**
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Gokee ¢esidinin pigment icerigini tiim uygulamalarda korumus olmasi, onun Er-99’a
gore kuraklik ve canavar otu streslerine karsi daha dayanikli olduguna isaret ediyor
olabilir. Clinkii kuraklik (Tirkan ve ark., 2005) ve canavar otu enfeksiyonu (Demirbas ve
Acar, 2008; Sen, 2013) bitkilerde klorofil igeriginin azalmasina yol a¢gmaktadir. Diger
yandan, Er-99 ¢esidinin Gokge ¢esidine kiyasla daha ¢ok lipid peroksidasyona ugramis
olmasi da bu diisiinceyi destekler niteliktedir. Bunun nedeni, yaprak dokusunda PCO, kok
dokusunda ise hem PCO hem de CO uygulamasina karsi Gokge gesidinin agik sekilde
ROT’dan daha iyi korunmus olmasiyla ilgili olabilir. Ciinkii ayn1 uygulamalar Er-99
cesidinde lipid peroksidasyonu arttirmistir. B uygulamasina duyarlilik ve dayaniklilik ile
ilgili benzer bilgiler Demirbas ve ark., (2013) ve Sen (2013) tarafindan da saptanmustir.

Gokge ¢esidinde antioksidan savunma sisteminin lipid peroksidasyon sonuglariyla
uyumlu sekilde ROT’ne karsi sagladigi korumada; ne kok ne de yaprak dokusunda
Askorbat-Glutatyon dongiisiintin etkili oldugu sdylenemez. Buna ragmen bu gesitte,
ozellikle PCO uygulamalarinda basarili antioksidan savunma sistemi tepkisi, SOD ile
tiretilen siiperoksit radikalinin olusturdugu H,O,’nin detoksifikasyonu i¢in yaprakta POX,
APX, CAT ve GR, kokte ise POX ve APX enzimleri etkili ¢aligmistir. Boylece ¢ift stres
(PCO) etkisinde lipid peroksidasyondan daha az etkilenmistir. Er-99 ¢esidinde, klorofil
igeriginin korunamamis olmasi ve lipid peroksidasyon zararinin artmis olmasina ragmen,
tiim antioksidan savunma sistemi enzimlerinin 6zellikle kok dokusunda basta PCO olmak
lizere tlim uygulamalara karsi sasirtict sekilde artmistir. Hatta Askorbat-Glutatyon
dongiisiiniin etkili ¢alistig1 da anlasilmaktadir. Bu celiskili durum, APX ve POX haricinde
yaprak dokularinda da mevcuttur. ROT, toksik olmakla birlikte, bitkilerin biyotik ve
abiyotik streslere adaptasyonlar1 i¢in merkezi bir bilesendir (Garg ve Manchanda, 2009).
Antioksidan savunma sistemi ise bu zararli etkileri hafifletir (Demirbas ve ark., 2013).
Bitkilerde sinyal molekiilii gibi farkli rolleri nedeniyle ROT’lar ¢ok siki kontrol
edilmelidirler (Garg ve Manchanda, 2009). Bu nedenle, Er-99 cesidinde karsilasilan
yiiksek enzim aktiviteleri, belki de olusan zararin siddetini azaltmak i¢in karsilagilan bir
durum olabilir.

Canavarotu enfeksiyonunu onlemek igin gecici olarak ekim zamanini degistirmeye
varan uygulamalar yapilsa da, enfeksiyon riskinde ¢ok énemli bir kisitlama olmamaktadir

(Arjona-Berral ve ark., 1987; Rubiales ve ark., 2003). Diger taraftan, canavar otlari
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yeniden dayanikli irklar olusturduklarindan problem olmay: siirdiiriirler (Demirbas ve
Acar, 2008). O. crenata’ya karst nohut genleri kullanilarak diren¢ saglanabilecegi
gosterilse de (Rubiales ve ark., 2003), yabani ve kii¢iik nohut tiirlerinde gen kaynaklarinin
yeteri kadar bilinmemesi diren¢ varliginin seviyesi hakkinda soru isareti olusturmaktadir
(Rubiales ve ark., 2004).

Kuraklik stresinin bitkilerde stomalarin kapanmasina neden oldugu, buna bagh
olarak fotosentezin yavasladigi ve fotosentetik verimin azaldigi bilinmektedir. Oyle Ki
siddetli kuraklik durumunda C3 bitkilerinde fotorespirasyon kag¢inilmazdir. Kurak
kosullarda bu sekildeki ROT iiretimi nedeniyle oksidatif stres olusmaktadir (Acar ve ark.,
2001). Yapilan son bir ¢alismada, duyarli Kiismen ¢esidine kiyasla Gokge ¢esidinin PEG
tesvikli kuraklik stresine dayanikli oldugu gosterilmistir (Saglam ve ark., 2014).

Bu ¢alismada, antioksidan savunma sistemi temelinde kuraga toleransin, canavar otu
enfeksiyonuna duyarlilikla bir baglantisinin olup olmadigi arastirilmistir. Kuraga duyarl
Er-99 c¢esidinin ¢ift stres uygulamasina karsi etkili bir antioksidan savunmaya sahip oldugu
belirlenmistir. Gokge ¢esidi ise dayanikli olmasina ragmen bunu antioksidan savunma
sistemi enzimleri temelinde gostermemistir. PEG tesvikli kuraklik uygulamasi géstermistir
ki, Gokg¢e’de kuraga dayaniklilik yaprak su potansiyeli, stoma iletkenligi, fotosentez ve
transpirasyon arasindaki bir dengeyle iliskilidir (Saglam ve ark., 2014). Bu arastirmada da
kurakligin ozellikle Gokge ¢esidinin govde dokusunda antioksidan savunma sistemini
tesvik etmemesi buna bagli olarak aciklanabilir. Aslinda, ¢ift stres uygulamasi Gokce
¢esidinden ¢ok Er-99 gesidinde lipid peroksidasyonu azaltmistir. Bu azalis Er-99 ¢esidinde
antioksidan savunma sistemi ile desteklenmektedir. Sonug olarak, kurakliga hassas oldugu
bilinen Er-99 c¢esidi ¢ift stres uygulamasi sayesinde tek basina kurakligin zararh
etkilerinden korunmada daha etkili bir antioksidan korumaya sahip bulunmustur.

Bu durum c¢oklu stres uygulamalarinin daha iyi arastirilmasi gerektigini
gostermektedir. Belli bir stres kosuluna duyarli veya dayanikli olarak nitelenen ¢esitler,
bagska faktorler esliginde daha 1y1 bir metabolizma gosterip, duyarli olduklar faktore kars:
avantaj yakalayabilirler. Bu durum, strese alismaya benzese de, antioksidan savunma

yolaklarmmin  isleyisinin daha 1iyi anlasilmasi  gerektigine isaret etmektedir.
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