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OZET

Bu calismada, sicaklik stresine maruz kalan bitkilerde azot takviyesinin etkilerini
ortaya koymak i¢in 15, 25 ve 35°C’de yetistirilen nohut bitkisine 5 ve 10 mM tiyoiire
uygulanmustir. Bitki 6rneklerinin kok-gévde uzunluklari, yas ve kuru agirliklari, klorofil
miktarlari, stoma sayilar1 ve boyutlari, Kok ucu mitotik indeksi ile SOD, CAT, APX, NR
ve GS enzim aktivitelerindeki degisimler aragtirilmistir. K6k uzunlugu, artan tiyotre
konsantrasyonuna bagli olarak her ii¢ sicaklikta onemli derecede azalirken; gdvde
uzunlugunun 15 ve 35°C’de kontrole gore arttig1 tespit edilmistir. Her ii¢ deney grubunun
kok ve govde yas agirligi artan tiyoiire konsantrasyonlarina bagli olarak 6nemli derecede
azalmistir. Yalnizca 15°C’de 5 mM tiyoiirede kontrole gore olduk¢a 6nemli bir artis
goriilmiistlr. Stoma sayisi ve stoma boyutlarinin 35°C’°de 10 mM tiyoiire uygulamasinda
alt ve list epidermada 6nemli derecede azaldig1 tespit edilmistir. Her ii¢ sicaklikta 10 mM
tiyotire uygulamasinda mitotik indeksin 6nemli derecede azaldigi; kontrol ve 15°C’de 5
mM tiyoiire uygulamasinda ise arttigi belirlenmistir. Tim sicakliklardaki deney gruplari
karsilagtirildiginda en yiiksek klorofil a, b ve toplam klorofil degerlerine 35°C’de
rastlanmistir. SOD aktivitesinin her li¢ sicaklikta da kontrole gore azaldigi, CAT ve APX
aktivitesinin ise arttig1 tespit edilmistir. NR ve GS aktivitesinde 25°C ve 35 °C’de her iki
tiyolire uygulamasinda kontrole gore 6nemli bir artig belirlenmistir.
Anahtar Kelimeler: Nohut, Sicaklik stresi, Ekolojik 6zellikler, Antioksidan enzimler,

Azot metabolizmasi



ABSTRACT

In this study, 5 and 10 mM thiourea was applied to chickpea plant grown at 15, 25
and 35 °C and it was aimed to determine how the plant can cope with heat stress with
nitrogen supplementation. Root-stem lengths, fresh and dry weights, chlorophyll
amounts, stomata numbers and sizes, root tip mitotic index and changes in SOD, CAT,
APX, NR and GS enzyme activities of plant samples were investigated. It was determined
that the root length decreased significantly at all three temperatures depending on the
increasing thiourea concentration, while the shoot length increased at 15 and 35°C
compared to the control. There was a decrease in root fresh weight in all three
experimental groups due to increasing thiourea concentrations. Only at 5 mM at 15°C
was a highly significant increase seen over the control. It was determined that the number
of stomata and the size of stomata decreased significantly in the upper and lower
epidermis in the application of 10 mM thiourea at 35°C. In the application of 10 mM
thiourea at all three temperatures, the mitotic index decreased significantly; it was
determined that it increased in control and 5 mM thiourea application at 15°C. When the
experimental groups at all temperatures were compared, the highest chlorophyll a, b and
total chlorophyll values were found at 35°C. It was determined that SOD activity
decreased at all three temperatures compared to the control, while CAT and APX activity
increased. A significant increase in NR and GS activity was determined in both thiourea
treatments at 25°C and 35 °C compared to the control.
Keywords: Chickpeas, Heat stress, Phenological characteristics, Antioxidant enzymes,

Nitrogen metabolism
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1. GIRIS

Gilintimiizde kiiresel 1sinma, diinya genelinde sicaklik ve kuraklik artigina sebep
olmaktadir ve degisen iklim kosullar1 bitki verimi ve ftretimi i¢in ciddi tehdit
olusturmaktadir (Ahmad vd., 2014). Sicakliginin optimum derecenin altinda ya da
tistiinde oldugu durumlarda, bitkiler fizyolojik, biyokimyasal, metabolik ve molekiler
degisiklikler olusturarak kacis, sakinim, tolerans, direng, adaptasyon ve uyum
cevaplarindan herhangi birini ya da birkag¢ini olustururlar (Vinocur ve Altman, 2005;
Bohnert vd., 2006; Yildiz ve Terzi, 2007). Strese verilen bu cevaplar, bitkilerin stres
karsisinda homeostaziyi siirdiirme ¢abasi olarak agiklanmaktadir.

Yiiksek sicaklik, hiicre i¢cinde molekiil hareketlerinin hizlanmasina, molekiiller
aras1 baglarin gevsemesine ve hiicre membraninin daha akiskan olmasina sebep olur
(Ahmad ve Prasad, 2012; Kabay ve Sensoy, 2018). Bunlarin disinda, sicaklik 40°C'nin
tistiine ¢iktiginda bitkilerin cogunda fotosentez seviyesini ciddi derecede etkilenir. Ayrica
protein denatiirasyonuna, yikimina, enzim inaktivasyonuna sebep olmakta ve protein
mekanizmasini da olumsuz yonde etkilemektedir (Akladious, 2014). Sesil organizmalar
olan bitkiler stresi tolere etmek i¢in, yaprak yoniinii degistirmek, membrandaki lipid
profilini degistirmek, asir1 koklesmeyi uyarmak ve transpirasyonu artirmak gibi 6nemli
adaptasyonlar kazanmislardir (Ahmad vd., 2014). Iyon kanallarinin aktive edilmesi, 1s1
sok proteinlerinin ve 1s1 sok transkripsiyon faktorlerinin konsantrasyonlarinin artmasi,
cesitli sinyal yolaklarimin aktivasyonu, sekonder metabolit {iretimi gibi cevaplar da
degisen sicakliga adaptasyonun bir diger basamagi olarak sayilabilir (Wahid vd., 2007).
Bazi bitkilerde disardan eklenen azot kaynaginin bitkinin sicaklik stresiyle basa ¢ikmasini
kolaylastirildig: bildirilmistir (Akladious, 2014).

Bitkiler sadece yliksek sicakliktan degil diisiik sicakliklardan da etkilenmektedir.
Diisiik sicaklik stresi genelde 15°C ve altindaki sicakliklarda gézlenmektedir (Kumar,
2010). Soguk stresine giren bitkiler, 6z suyunda antifriz 6zelligi gosteren karbonhidrat ve
aminoasit temelli ¢esitli molekiiller sentezler. Membran doymamis yag asitlerinin
arttirtlmas1 da bitkinin soguga karsi {irettigi bir diger cevaptir. Bununla birlikte protein
miktarinda ve enzim aktivitesinde degisikler gerceklesmektedir.

Hem diisiik hem de yiiksek sicaklik stresi bitkide c¢esitli reaktif oksijen
radikallerinin birikmesine sebep olmaktadir. Bitkilerde, olusan bu reaktif oksijen

radikallerini temizleyen ve olusan stres zararint minimuma diistiren SOD, CAT, APX gibi



koruyucu enzimler bulunmaktadir (Aslantas vd., 2010). Bu enzimler ve gergeklesen
fizyolojik, biyokimyasal ve metabolik degisimler sayesinde bitkiler sicaklik stresiyle basa
cikabilmektedir. Diisiik ve yliksek sicaklik stresi bitkinin hemen hemen biitiin fizyolojik
olaylarin1 ve kimyasin1 etkiledigi gibi nitrojen metabolizmasini da etkilemektedir. Ortam
sicakliginin bitkiler tarafindan azot alinimi tizerinde etkili oldugu, sicaklik artiginin NO
ve NH4* alimini azalttig1 yapilan ¢alismalarda belirtilmistir. Diistik sicaklikta yetisen ¢im
bitkisinin yiiksek sicaklikta yetisen ¢im bitkisine gore topraktan daha fazla amonyum
absorbe ettigi tespit edilmistir (Clarkson ve Warner, 2008). Nohut bitkisinde ylksek
sicaklik derecelerinde nodiil olusumunun azaldigi, nodiil fonksiyonunun zarar gordigi
ve nodiil yapisinin etkilendigi bildirilmistir. Giindiiz sicakliklarinda meydana gelen artig
(32,5°C) nohut bitkisinde nodiil olusumunu geciktirmis, toplam azot fiksasyonunu ve
simbiyotik olarak aktif nodll popiilasyonlarinin émriiniin azalmasina sebep olmustur
(Rawsthorne vd., 1985).

Nisasta, vitamin ve mineral bakimindan zengin bir bitki olan nohut (Cicer
arietinum L.), diinyanin biitiin kitalarinda 50'den fazla tilkede tarimi yapilan en 6nemli
baklagillerinden biridir. Gelismekte olan iilkelerde ise nohut tarimi gida giivenligi
acisindan Ozel bir 6oneme sahiptir. Yiiksek miktarda protein (%20-30), karbonhidrat
(%40), lif, mineral ve vitamin igermesi bakimindan fasulyeden sonra en ¢ok firetilen
ikinci bakliyattir. Nohut da dahil olmak iizere baklagillerin, besin olarak tlketilmesi;
yaprak, tohum ve baklalarinin malik asit ve oksalik asit icermesi ve saglik alanindaki
yararlarinin da fark edilmesi nohut Gretimini ve uluslararasi talebi oldukga artirmistir
(Senthil-Kumar, 2017; Jukanti vd., 2012).

Nohudun da iiyesi oldugu baklagil bitkilerin en 6nemli 6zelliklerinden biri azot
bakiminda oldukga zengin olmasidir. Azot, bitki gelisimini belirleyen temel besin
maddelerinden biridir ve protein, klorofil, nikleik asit, nikleotid ve nikleosit gibi
fizyolojik olaylarda rol oynayan maddelerin yapisina katildigindan dolay bitki biiyiimesi
icin oldukca onemlidir (Esfahani vd., 2014). Karbonhidrat olusumu ve fotosentez gibi
fizyolojik faaliyetlere katilmasinin yani sira etilen, absisik asit, oksin ve sitokinin gibi
hormonlarin sentezini de etkilemektedir (Aktas, 1995). Azot bitkilerde diger besin
elementlerinin aliminda ve kullaniminda da etkilidir (Mengel vd., 1976). Bitkiler azotu
topraktan inorganik yapida NO 2 ve NH4" formunda alirlar. Nitrat ve amonyum toprakta

organik maddenin mineralizasyonu sonucu olusan maddelerdir ve bu durum N-



mineralizasyonu olarak adlandirilir. Topraktan inorganik yapida alinan azot, bitkide
cesitli reaksiyonlar ile amonyaga indirgendikten sonra organik yapiya katilmaktadir
(Esfahani vd., 2014). Ciinkii yiiksek bitkiler tarafindan azotun asimilasyonunda temel
olan molekiil amonyaktir. Amonyak molekiilii, simbiyotik azot (N2) fiksasyonu, kokler
tarafindan topraktan alinan amonyum (NH4") ve topraktan alinip indirgenen nitrat(N03),
fotorespirasyon ile agiga ¢ikan amonyak (NHz) gibi kaynaklardan saglanir (Marschner,
1995). Kokler tarafindan alinip ksilem araciligi ile hedef organlara tasinan nitrat (NO™3)
sitosolik nitrat redilktaz (NR) ile nitrite indirgenir ve kloroplasta gecen nitrit, nitrit
rediiktaz ile amonyuma indirgenir. Nitrat rediiktazin katalizledigi yan reaksiyonlarin
birinde, bitki gelisimini ve abiyotik strese olan tepkileri diizenleyen bir sinyal molekuli
olan azot oksit (NO) uretilir. NO kendi biyosentezini NR-S-nitrosilasyon ile nitrat
asimilasyonunu kontrol eder (Frungillo vd., 2014). Dogrudan topraktan alinan veya
nitrattan doniistiiriilen amonyum, glutamin sentetaz (GS)/glutamat sentaz yoluyla organik
bilesiklere asimile edilmektedir.

Nohut diger tiim bitkilerde oldugu gibi yetistirildigi bdlgeye ve zamana gore
gelisiminin ¢esitli evrelerinde hem diislik sicaklik hem yiiksek sicaklik stresine maruz
kalmaktadir. Vejetatif gelisim doneminde diisiik sicaklik stresine maruz kalan nohut
bitkisinin membran stabilitesinde azalma, protein ve yag miktarinda degisiklik, solunum
ve fotosentezde degisim; yiiksek sicakliga maruz kalan nohut da ise membran akigkanligi,
oksidatif stres, lipid peroksidasyonu ve yine fotosentez ve solunum seviyesinde
degisiklikler gozlenmistir (Sentil ve Kumar, 2017). Disiik sicaklik stresi vejetatif
doneminin uzamasina sebep olurken, yiiksek sicakliklar vejetatif gelisim donemini
kisaltmaktadir (Devasirvatham vd., 2015). Ureme déneminde karsilasilan yiiksek sicaklik
stresi polen verimsizligine sebep olmakta; polen canlilifini ve anterlerin agilmasini
bozmaktadir (Devasirvatham vd., 2015). Polenin canliligini siirdiirmesi ve ¢imlenme
ihtimalinin azalmasi ise soguk stresinin sebep oldugu baslica etkilerdir. Generatif
donemde bitkinin diisiik sicakliga maruz kalmasi; c¢igeklerin dokiilmesine, nodiil
olusumunun azalmasina ve devaminda verimsiz tohumlarin olusmasina sebep olur.
Polinizasyon sonrasinda karsilasilan soguk stresi tohum meydana getirme oranmni ve
tohum gelisimini azaltmakta ve daha kii¢iik tohum tiretimine sebep olmaktadir (Kaur vd.,
2008).



1.1 Amag
Bu ¢alismanin birinci amaci azot igerigi bakimindan 6nemli olan Fabaceae uyesi C.
arietinum’da yiiksek ve diisiik sicakligin meydana getirdigi eko-fizyolojik degisiklikleri
arastirmaktir. Calismanin diger amaci ise sicaklik degisiminin azot metabolizmasindaki
etkilerini tespit ederek, azot takviyesi ile bitkinin sicaklik stresiyle ne diizeyde basa

¢ikabildigini ekolojik ve fizyolojik 6zellikleri karsilastirarak ortaya koymaktir.

1.2 Kapsam

Zengin protein igerigi Ve insan beslenmesinde 6nemli bir besin maddesi olmasi
nedeni ile C. arietinum g¢alismanin materyali olarak belirlenmistir. Gliniimiizde basta
artan sehirlesme ve endiistrilesme olmak iizere olumsuz ekolojik kosullar nedeni ile
olusan kiiresel 1sinma ve buna bagli olarak farkli sicakliklarin bitkilerde baz1 degisiklikler
meydana getirdigi bilinmektedir. Calismada farkli sicakliklarin bitkide meydana getirdigi
ekolojik ve fizyolojik etkiler belirlenecek, bitki sicaklik stresine maruz birakilirken azot
takviyesi yapildiginda bu stresle nasil bas edece8i ve azot uygulamasinda bitkinin
gorecegi hasarda meydana gelecek degisiklikler ortaya konmustur. Bitkinin sicaklik
stresine cevabi ve azot uygulamasinin bu stresin toleransi lizerindeki etkisi bitkide olusan
ekolojik ozellikler ile antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, APX, MDA) ve azot
metabolizmasinda gorev yapan enzimlerin (NR, GS) aktivitelerinde meydana gelen

degisikliklerin belirlenmesi ile agiklanmaya calisilmistir.

2. MATERYAL METOD

2.1 Bitki orneklerinin yetistirilmesi ve abiyotik stres uygulamalar

Calismada Nohut bitkisinin Isik-05 ¢esidi Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal
Arastirma Enstitlisii (EATE)'den temin edilmistir. Tohumlar %10’luk NaClO igerisinde
5 dakika stire ile bekletilmis daha sonra 3 kez distile sudan gecirilerek steril edilmistir.
Her saksiya 6 tohum ekilmis ve deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Tohumlar
kotiledonlar ¢ikana kadar sadece saf su ile daha sonra ise her saks1 100-150 ml saf su
(kontrol grubu), 5 ve 10 mM olmak tizere 2 farkli tiyoiire ¢ozeltisi ile sulanmigtir. Ekimi
yapilan tohumlar 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyotta siras1 ile 15/10, 25/20 ve
35/30°C’de 6-8 hafta siire ile yetistirilmistir.
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2.2 Ekolojik Olgumler
Yetistirilen bitki 6rneklerinin ¢imlenme orani, kok-gévde uzunluklari, kok-gévde
yas ve kuru agirliklari, fide canlilik indeksi belirlenmis; her tekrardan (her saksidan)
alman 3 farkli yaprak O6rneginin alt ve iist epidermasina ait stoma sayilar1 ve stoma
boyutlarinin en-boy Ol¢limii gergeklestirilmistir. Bitkilerin kok uglarindan alinan

orneklerden mitotik indeks hesaplanmistir.

Sekil 2.1 25°C’de yetistirilen Kontrol, SmM ve 10mM tiyoiire uygulanan bitki drnekleri

2.3 Klorofil Analizi

Bitki 6rneklerinin klorofil igeriginin belirlenmesinde her konsantrasyona ait taze
yaprak ornegi 0,05 gram tartilarak %80’lik 15 ml aseton ile homojenize edildi, filtre
kagidindan siiztildii ve son hacim %80’lik aseton ile 15 ml’ye tamamlandi. Homojenatin
absorbans degerleri spektrofotometrede 645 nm ve 663 nm dalga boylarinda 3 tekrarl
olacak sekilde oOlciildu. Klorofil ekstraktinin iki farkli dalga boyunda yapilan
Olctimlerinden elde edilen degerler asagida verilen esitliklerde yerine konularak bitki
orneklerine ait yaprak dokusunun 0,05 gr’inda bulunan klorofil a, b ve total klorofil i¢erigi

mg/ml olarak belirlendi (Arnon, 1949).

Klorofil a: [12.7 (D663)- 2.69 (D645)] (V/1000W) (3.1)
Klorofil b: [22.9 (D645) — 4.68 (D663)] (V/1000W) (3.2)
Total Klorofil: [20.2 (D645) + 8.02 (D663)] (V/1000W) (3.3)

D: Klorofil ekstratinin belirtilen dalga boyundaki absorbans degeri
V: %80’lik aseton hacmi

W: Ekstre edilen dokunun gr olarak yas agirligi
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2.4 Stoma yogunlugu ve stoma boyutlarinin belirlenmesi
Bitkilerin dort farkli yoniinden sabah 9-11 saatleri arasinda yaprak oOrnekleri
toplanmistir. Yapraklarin alt ve {ist epiderma tabakasindan yaprak ucu, ortasi ve yaprak
sapina yakin kisim olmak tizere iicer farkli bolgeden alinan yiizeysel kesitlerde 3’er sayim
yapilmistir. Stoma sayim (4X objektifte) ve olcimleri (40X objektifte) arastirma

mikroskobu kullanilarak Stream Basic programi ile yapilmistir.
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Sekil 2.3 25°C’de yetistirilen ve SmM tiyoiire uygulanan bitkilerin stoma boyutlarin
ait érnekler a) Ust epiderma, b) alt epiderma
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2.5 Mitotik Indeksin Belirlenmesi
Cimlenmis tohumlarin kok uglarindan 1-2 cm kesilmis; 3:1 oraninda sirasiyla
absolut etanol ve glacial asetik asit i¢eren soliisyon ile 24 saat boyunca 4°C’de fikse
edilmistir. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra distile su ile yikanan kdk ucu 6rnekleri %70
EtOH’da +4°C saklanmistir. Kokler IN HCI ile 60°C’de 10 dakika hidrolize edilmistir
ve Feulgen boyasi ile oda sicakliginda 1,5 saat bekletilerek boyanmistir. Kokler daha
sonra dH20 ile boyas1 uzaklastirilmis ve 3 kere 10’ar dakika SO> ile yikanmistir. Ezilen
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ve boyanan kok uglar1 mikroskopta incelenerek mitoz boliinme evrelerinde olan hiicreler

say1lmistir.
MI (Mitotik Indeks) = (Boliinen Hiicre Sayisi1 / Toplam Hiicre Sayisi) x 100

2.6 Yaprak orneklerinin ekstraksiyonu
Ekstraksiyon islemi i¢in yaprak orneklerinden 0,5 gr tartilarak sivi azot ile toz
haline getirilmis ve 5 ml ekstraksiyon tamponu ile homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenat 20000 g’de 20 dk +4°C’de santrifiij edilmis ve siipernatant kismi enzim
aktivitesi tayini i¢in kullanilmistir. APX aktivitesini 6lgmek icin diger enzimlerden farkl

olarak ekstraksiyon tamponuna ayrica 5 mM askorbik asit eklenmistir (Sairam vd., 2000).

2.7 Toplam protein i¢ceriginin belirlenmesi

Enzim aktiviteleri hesaplanirken protein miktarlari kullanildig1 i¢in elde edilen tiim
yaprak ekstraktlarin protein igerikleri belirlenmistir. Yaprak orneklerinin protein
konsantrasyonlar1 belirlenirken Bradford metodu (Bradford, 1976) ve sigir serum
albimini (BSA) standart olarak kullanilmistir. Protein igerigi belirlenirken 780 pl dH20
tizerine 20 pl enzim ¢ozeltisi konulmustur. Bu karisimin iizerine 200 pl 5X Bradford
cozeltisi eklenmis ve vortekste karistirilmistir. Bu karisim karanlikta ve oda sicakliginda
5 dk boyunca bekletilmis, daha sonra absorbans degerleri spektrofotometrede 595 nm
dalga boyunda {i¢ tekrarli olarak okunmustur. Standart grafigi i¢in 0,1 mg/ml BSA stogu
kullanilmistir. BSA stogundan 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9 ve 10 pg protein alinip absorbans
degerleri belirlenmistir. Standartlarin absorbans degerleri kullanilarak bir grafik
cizilmistir. Grafikten elde edilen formiil (y = 0,042x + 0,033) kullanilarak konsantrasyonu

bilinmeyen 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

2.8 SOD aktivitesinin belirlenmesi

Superoksit dismutaz enzim  aktivitesi,  Nitrobluetetrazolyum'un  (NBT)
fotorediiksiyonunu esas alan yonteme gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Beyer
ve Fridovich, 1987). Kontrol ve stres gruplarina ait bitkilerden alinan 0,5 gr taze yapraklar
s1v1 azot i¢erisinde havanda ezildikten sonra 9 mM Tris-HCI tamponu (pH 6,8) ve %13,6
gliserol iceren 1 ml'lik tampon ¢ozeltisine konulmustur (Burke ve Oliver, 1992). Bu
karisim +4°C'de 14000 rpm'de 20 dakika santrifiijlenerek enzim igeren siipernatant kismi
ayrilmigtir. 50 mM fosfat tamponu (pH 7.,8), 9.9 mM L-Metiyonin, 57 uM NBT ve %1

13



Triton X-100 ile karistirilarak ve 20 pl stipernatant tizerine bu ¢ozeltiden 1 ml eklenmistir.
Cozelti konulduktan sonra reaksiyonu baslatmak igin Uzerine 10ul riboflavin ilave
edilmistir. Karistirma isleminden sonra tiipler pmol m?s™ 151k yogunlugunda floresan
151g¢1na maruz birakilarak absorbans degerleri kore karsi spektrofotometrede 560 nm dalga

boyunda okunmustur. Toplam SOD aktivitesi tGnite/mg protein olarak hesaplanmustir.

2.9 CAT aktivitesinin belirlenmesi

CAT aktivitesi, hidrojen peroksitin katalaz enzimi ile su ve oksijene parcalanmasi
sonucu absorbanstaki degisimin spektrofotmetrede izlenmesi ile belirlenmistir. 20 pl
protein 6zt Gzerine 1 ml CAT reaksiyon tamponu (50 mM K2HPO4, 50 mM KH2PO4
ve 30 mM H:0) eklenmis ve pipetaj yapilarak karistirilmistir. Kor olarak protein oziitii
icermeyen reaksiyon tamponu kullanilmis ve 6rneklerin kore karsi 240 nm dalga boyunda
3 dk boyunca 15 sn araliklarla kinetik 6l¢iimii alinarak absorbanslarindaki degisim
kaydedilmistir (Tepe ve Aydemir, 2011). Toplam CAT aktivitesi belirlenirken asagida

verilen denklem kullanilmistir.
CAT Akt'V'teSl (U/ug) [(AAbS X Vtoplam)/(g XtX Venzim X I)] / TP

€: Ekstinksiyon katsayis1 (40 mmol/L.cm)

Vioplam: TOplam hacim (1,020 ml)

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi (0.02 ml)
t: Reaksiyonun gerceklestigi siire (3 dk)

I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)

TP: Total protein miktar1 (mg/ml)

2.10 APX aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde 1 ml APX reaksiyon
tamponu (50 mM K2HPO4, 50 mM KH2POs, 5mM H202 ve 50 uM askorbik asit) tzerine
20 pl enzim 6ziitii eklenerek vorteks ile karigtirllmistir. Spektrofotometrede enzim 6ziitii
icermeyen APX reaksiyon tamponu kor olarak kullanilmig, 6rnekler 290 nm dalga
boyunda kore karst 3 dk boyunca 15 sn araliklarla kinetik Ol¢iimii alinmis ve
absorbanstaki azalma degerleri kaydedilmistir. Toplam APX aktivitesi U/pug protein
olarak hesaplanmistir (Luis M. Cervilla vd., 2007). Toplam APX aktivitesi belirlenirken

asagida verilen denklem kullanilmigtir.
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APX Aktivitesi (U/pg): [(AADbS X Vioplam)/€ X t X Venzim X 1] / TP

€: Ekstinksiyon katsayis1 (2,8 mmol/L.cm)

Vioplam: Toplam hacim (1,020 ml)

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi (0.02 ml)
t: Reaksiyonun gergeklestigi siire (3 dk)

1: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)

TP: Total protein miktar1 (mg/ml)

2.11 NR aktivitesinin belirlenmesi
150 pl stipernatant iistiine 850 pl ¢alisma tamponundan (40 mM NaNO3z, 80 mM
Na:HPOs, 20 mM NaH2PO4 (pH:7.5) 0,2 mM NADH) eklenmis ve oda sicakliginda 2
saat inkiibe edilmistir. 200 ul %1 siilfanilamid (3M HCI iginde ¢6ziinmiis) ve 200 pl
%0,05 N-(1-naftil) etilendiamid hidroklorit (dH20'da ¢6ziinmiis) reaksiyonu durdurmak
icin eklenmistir. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmis ve 540 nm dalga boyunda
okunmustur (Cervilla vd., 2009).

2.12 GS aktivitesinin belirlenmesi

GS aktivitesi Kaiser ve Lewis'den (1984) uyarlanan hidroksamat sentetaz deneyi
ile belirlenmistir. Stipernatant uzerine 100 mM KH2PO4 (pH:7,5), 4 mM EDTA, 1000
mM L-sodyum glutamat, 40 mM MgS0O..7H20, 300 mM hiroksilamin, 100 mM ATP
iceren reaksiyon tamponu eklenmistir. Biri glutamin biri hidroksilamin icermeyen iki
kontrol hazirlanmistir. 28°C’de 30 dakika inkiibe edilmis, inklibasyon sonunda ferrik
Klorit ile reaksiyon durdurulmus ve 540 nm dalga boyunda okunmustur (Cervilla vd.,
2009).

3. BULGULAR

3.1 Bitkilerin ekolojik parametrelerine ait sonuglar
Bitki orneklerinin % c¢imlenme orani, fide canlilik indeksi, kék ve govde
uzunluklari, kdk ve govde yas-kuru agirliklart alinmis; stoma yogunluklari ile stoma
boyutlar1 6l¢tilmiistiir.
Nohut tohumlari, kontrol deney grubunda 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda, 15°C

sicaklikta kontrol ve 5 mM tiyolire uygulamasinda, 35°C’de ise kontrol grubunda %100
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oraninda ¢imlenme gostermistir. 15°C’de 10 mM tiyoiire ve 35°C’de ise her iki tiyoiire

uygulamasinda %83,3 oraninda ¢imlenme olmustur (Tablo 1). En yiiksek fide canlilik

indeksi kontrol sicakligi olan 25°C’deki kontrol grubunda; en diisiik fide canlilik indeksi

ise 35°C’deki 10 mM tiyoiire uygulamasinda belirlenmistir. 15°C deney grubu kendi

icinde degerlendirildiginde 5 mM tiyoiire uygulamasinin fide canlilik indeksi parametresi

bakimindan kontrolden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.1).

Tablo 3.1 Tiyoiire uygulanan nohut tohumlarinin 15, 25 ve 35°C’deki ¢imlenme oranlari

(%)
Sicakhik Tiyoure % Cimlenme
Uygulamasi
Kontrol 100
25°C 5mM 100
10 mM 100
Kontrol 100
15°C 5mM 100
10 mM 83,3
Kontrol 100
35°C 5mM 83,3
10 mM 83,3
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Sekil 3.1 Tiyoiire uygulanan nohut 6rneklerin 15, 25 ve 35°C’deki fide canlilik indeksi.

Kontrol sicakligi olan 25°C’deki kok uzunluklari karsilastirildiginda sadece 10 mM
tiyolire uygulamasinda 6nemli bir azalma goriiliirken (p<0,001), gévde uzunlugunda
istatistiksel olarak dnemli bir degisiklik tespit edilmemistir. 15°C’deki kok uzunluklar
kendi i¢inde karsilagtinldiginda 5 ve 10 mM tiyolire uygulamasinda, govde
uzunluklarinda ise sadece 10 mM tiyoiire uygulamasinda 6nemli bir azalma belirlenmistir
(swrastyla p<0,05; p<0,001; p <0,01). 35°C’de 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda kdk
uzunlugunda istatistiksel olarak bir azalma belirlenirken, gévde uzunlugunda 6nemli bir
degisim tespit edilmemistir (sirasiyla p<0,05; p<0,01). Sicaklik deney gruplart kontrol
sicakligi olan 25°C’deki bitki 6rnekleri ile karsilastirildiginda 15°C’deki kontrol grubu
ve 10 mM tiyourede kok uzunlugu artarken gévde uzunlugunun azaldigi belirlenmistir
(swrastyla p<0,05; p<0,001; p<0,01). 35°C’de 5 mM tiyolire uygulamasinda sadece kdk
uzunlugunun 25°C’deki deney gruplarina gore azaldigi (p<0,05); gévde uzunlugunun ise
kontrol, 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda 6nemli bir azalma gosterdigi tespit edilmistir

(strastyla p<0,001; p<0,01; p<0,001) (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Tiyotire uygulanan nohut érneklerin kdk ve gévde uzunluklari (cm)

(*s1cakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Ug farkli sicakliktaki kok yas ve kuru agirliklar incelendiginde kok yas agirliginin
25°C’de 5 ve 10 mM tiyolrede, 15°C’de 10 mM tiyoiirede, 35°C’de ise 5 mM tiyoiirede

kontrol gruplarmma gore Onemli bir azalma gosterdigi (sirastyla p<0,001; p<0,001;

p<0,01), 15°C’de 5 mM tiyoiire uygulamasinda ise Onemli bir artis gosterdigi

belirlenmistir (p<0,001). TUm deney gruplarinin kok kuru agirliklarinda istatistiksel

olarak herhangi bir degisime rastlanmamistir. Sicakliklar 25°C’deki deney gruplari ile

karsilastirildiginda kok yas agirhiginin 15°C° de 5 ve 10 mM tiyoiirede 6nemli bir artig

oldugu (sirastyla p<0,001; p<0,01), 35°C’de ise kontrol ve tiyolire uygulamasinin her

ikinde de 6nemli bir azalmanin oldugu tespit edilmistir (p<0,001) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Tiyoiire uygulanan nohut érneklerin kok yas ve kuru agirliklar: (cm)
(*s1cakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Govde yas agirliklart incelendiginde 25°C’de 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda,
15°C’de ise sadece 10 mM tiyolrede onemli bir azalma goriilmiistiir (sirastyla p<0,01;
p<0,001; p<0,05). Her ii¢ sicaklikta govde kuru agirliginda onemli bir degisim
belirlenmemistir. Kontrol sicakligi olan 25°C ile diger sicakliklar karsilastirildiginda
15°C’de govde yas ve kuru agirliginin kontrol grubunda azaldig: (sirastyla p<0,001;
p<0,05), 5 ve 10 mM tiyoiirede sadece govde yas agirliginin arttigi tespit edilmistir
(strastyla p<0,001; p<0,05). 35°C’de ise kontrol grubunda govde yas ve kuru agirliginin
onemli bir azalma gosterdigi belirlenmistir (sirastyla p<0,001; p<0,01) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Tiyoiire uygulanan nohut drneklerin gévde yas ve kuru agirliklart (cm)
(*s1cakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Calismada incelenen bir diger parametre stoma sayilari ile stomalarin en ve boy
uzunluklardir. 25°C’de 5 mM tiyolire uygulamasinda sadece alt epidermada (p<0,05), 10
mM tiyoiire uygulamasinda ise hem alt ve hem {ist epidermada stoma sayisinda 6nemli
bir azalma tespit edilmistir (p<0,05). 15°C’de sadece 5 mM tiyoiirede onemli bir artis
goriiliirken, 35°C’de ise sadece 10 mM’da 6nemli bir azalma belirlenmistir (sirasiyla
p<0,01; p<0,001). 15°C ve 35°C’deki deney gruplar1 kontrol sicaklig1 olan 25°C’deki
deney gruplari ile karsilastirildiginda 15°C’de kontrol grubunda alt ve {ist epidermada 5
mM tiyolrede ise sadece iist epidermada stoma sayisinda onemli bir azalma tespit
edilmistir (sirasiyla p<0,001; p<0,01). 35°C’de ise kontrol grubu ve tiyoiire
uygulamalarinda hem alt hem de iist epidermada stoma sayisinda 6nemli bir azalma

gdzlenmistir (sirasiyla p<0,001; p<0,01) (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Tiyoiire uygulanan nohut yapraklarina ait alt ve iist epiderma stoma sayilar1
(*sicakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
Stoma boyutlar1 karsilastirildiginda tst epidermada 25°C’de 6nemli bir degisim
gortlmezken, 15°C’de 5 mM tiyoiire uygulamasinda stoma en uzunlugunda 6nemli bir
artis belirlenmistir (p<0,05). 35°C’de 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda stoma
boyutlarinda 6nemli bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Sicakliklar 25°C’deki
deney gruplan ile karsilastirildiginda 15°C’de 5 mM tiyoiirede stoma en uzunlugunda
onemli bir artig goriiliirken (p<0,01), 35°C’de ise kontrol grubu ve her iki tiyoiire
uygulamasinda 6énemli azalma goriilmiistiir (sirast ile p<0,05; p<0,01; p<0,001) (Sekil 3.
6). Alt epidermada stoma boyutlar1 25°C’de 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda stoma
boyunda onemli bir artis oldugu belirlenmis, 15°C’de ise herhangi bir degisiklik
goriilmemistir (sirasiyla p<0,001; p<0,05). 35°C°de ise 5 ve 10 mM tiyoiire
uygulamasinda stoma boyutlarinda 6nemli bir azalma oldugu tespit edilmistir (sirasiyla
p<0,05; p<0,01; p<0,001). Sicakliklar 25°C’deki deney gruplar ile karsilastirildiginda
15°C’de 5 ve 10 mM tiyoiirede stoma en uzunlugunda onemli bir artig goriiliirken
(swrastyla p<0,01; p<0,001), 35°C’de ise her iki tiyolire uygulamasinda stoma
boyutlarinda 6nemli azalma goriilmiistiir (sirasiyla p<0,01; p<0,001) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.6 Tiyoiire uygulanan nohut yapraklarinin alt epiderma stoma boyutlart (pm)
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Sekil 3.7 Tiyoiire uygulanan nohut yapraklarinin alt epiderma stoma boyutlart (um)

(*s1cakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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Sicakliklar kendi igerisinde karsilastirildiginda 25°C’de kok ucu hiicrelerine ait
mitotik indeks 5 mM tiyoiire uygulamasinda kontrole gore artarken, 10 mM tiyoiire
uygulamasinda 6nemli derecede azalmistir (sirasiyla p<0,01; p<0,001). 15°C’de ise 10
mM tiyolredeki azalma istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0,001). 35°C’de her
iki tiyolire uygulamasinda mitotik indeksin kontrole gore onemli derecede azaldigi
belirlenmistir (p<0,001). Diisiik ve yiiksek sicakliktaki deney gruplar1 25°C’deki deney
gruplar ile karsilastirildiginda 15°C’de kontrol ve 5 mM tiyoiire uygulamasinin arttigi
(strastyla p<0,001; p<0,05); 35°C’de ise 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinin énemli
derecede azaldig: tespit edilmistir (p<0,001).
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Sekil 3.8 Nohut bitkilerinin kdk ucu hiicrelerine ait mitotik indeks oranlart (%)
(*s1cakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

3.2 Fotosentetik pigment miktarlar:
25°C’de 5 mM tiyoiire uygulamasinda klorofil b ve toplam klorofilde, 10 mM
tiyolirede ise tiim klorofil pigmentlerinde 6nemli bir azalma belirlenmistir (sirasiyla
p<0,001; p<0,01). 15°C°de 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda (p<0,001), 35°C’de ise
sadece 10 mM tiyodirede klorofil b ve toplam klorofilde 6nemli bir azalma tespit edilmistir

(p<0,001). Sicakliklar kontrol sicakligiyla karsilastirildiginda 15°C’de sadece kontrol
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grubunda (p<0,001), 35°C’de ise kontrol, 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda klorofil a,
b ve toplam klorofil miktarinda 6nemli bir artis gézlenmistir (p<0,001) (Sekil 3.8).
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Sekil 3.9 Tiyoiire uygulanan nohut yapraklarinin fotosentetik pigment miktarlar
(mg/ml)
(*sicakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

3.3 Toplam protein miktari

Toplam protein miktarlart karsilastirildiginda, 25°C’de her iki tiyoiire
uygulamasinda 6nemli bir artis oldugu (sirast ile p<0,01; p<0,05), 15°C’de 5 ve 10 mM
tiyolire uygulanan 6rneklerde kontrole gore dnemli bir azalmanin oldugu belirlenmistir
(p<0,001). 15 ve 35°C’deki deney gruplart 25°C’deki deney gruplart ile
karsilagtirildiginda 15°C’de kontrol ve 5 mM tiyoiire drneklerinde (siras1 ile p<0,001;
p<0,05), 35°C’de ise kontrol, 5 ve 10 mM tiyoiire Orneklerinde protein miktarindaki
degisimin istatistiksel olarak dnemli oldugu tespit edilmistir (siras1 ile p<0,05; p<0,001;

p<0,01) (Sekil 3.9).
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Sekil 3.10 Tiyoiire uygulanan nohut yapraklarinin toplam protein miktarlar1 (wm/ml)
(*s1cakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

3.4 Antioksidan enzim aktivitelerine ait sonuclar
Antioksidan enzim aktiviteleri belirlenirken her {i¢ sicaklik yetistirilen ve iki farkl
konsantrasyonda tiyolre uygulanan bitki 6rneklerine ait deney gruplar hem kendi

i¢lerinde hem de birbirleri arasinda karsilastirilmistir.

Orneklerin SOD aktiviteleri Karsilastirildiginda, 25°C (sirast ile p<0,01; p<0,001)
ve 35°C’deki deney gruplarindan (p<0,001) 5 ve 10 mM tiyoiire uygulanan orneklerde
kontrol gruplarmma goére SOD aktivitesinde O6nemli Olgiide bir azalmanin oldugu
belirlenmistir. 15°C’de sadece 10 mM tiyoiire uygulanan érneklerin SOD aktivitesinde
onemli bir azalma oldugu gorilmistiir (p<0,01). Sicakliklar kontrol sicakligiyla
karsilastirildiginda ise 15°C’de kontrol grubunda azalma, 10 mM tiyoiire uygulamasinda
artis oldugu tespit edilmistir (p<0,01). 35°C’deki SOD aktivitesinde ise kontrol grubunda
artig, 10 mM tiyoiire uygulamasinda 6nemli bir azalma oldugu tespit edilmistir (sirasiyla
p<0,001; p<0,01) (Sekil 3.10).
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Sekil 3.11 Tiyolre uygulanan nohut 6rneklerin SOD aktivitesi (U/mg protein)

(*s1cakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Her ii¢ sicaklikta yetistirilen bitki gruplari kendi iginde karsilagtirildiginda kontrole

gore tiim sicaklik uygulamalarinda CAT aktivitesinin kontrol gruplarina goére artis

gosterdigi ancak yalnizca 35°C’deki 5 ve 10 mM tiyolire uygulanan 6rneklerin kontrole

gore onemli Olglide artig gosterdigi belirlenmistir (sirasiyla p<0,01; p<0,001). Kontrol

sicakligina ait deney gruplari karsilastirildiginda ise yine yalnizca 35°C’deki 5 ve 10 mM

tiyodre uygulanan drneklerin 6nemli bir artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001) (Sekil

3.11).
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Sekil 3.12 Tiyodre uygulanan nohut 6rneklerin CAT aktivitesi (U/mg protein)
(*s1cakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Deney gruplarinin APX aktiviteleri kendi i¢lerinde karsilastirildiginda, 25°C’de 5
mM tiyoiire uygulamasinda APX aktivitesinin kontrol grubuna gore azaldigi, 10 mM
tiyolire uygulamasinda ise arttig1 belirlenmistir (siras1 ile p<0,01; p<0,001). 15°C’de 5 ve
10 mM tiyoiire uygulamasi ile (p<0,001) 35°C’deki 10 mM tiyolire uygulamasinda
(p<0,01) kontrol gruplarma gore APX aktivitesinde onemli bir artisin oldugu
belirlenmistir. 15°C’deki 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda (sirasiyla p<0,01; p<0,001),
35°C’deki kontrol ve 5 mM tiyoiire gruplarmmin APX aktivitesinin (sirasiyla p<0,01;
p<0,001) kontrol sicakligi olan 25°C’deki deney gruplarina gore istatistiksel olarak
onemli derecede artis gosterdigi ortaya konmustur. 15°C’deki kontrol grubunun ise

25°C’deki kontrole gore azaldigi belirlenmistir (p<0,001) (Sekil 3.12).
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Sekil 3.13 Tiyoure uygulanan nohut 6rneklerin APX aktivitesi (U/mg protein)
(*sicakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

3.5 Azot metabolizmasina ait enzim aktiviteleri

25°C’de 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda, 35°C’de ise sadece 10 mM tiyoiire
uygulamasinda kontrol gruplarina goére NR aktivitesinde 6dnemli bir artis belirlenmistir
(p<0,001). Sicakliklar kontrol sicakligi ile karsilastirildiginda 15°C’deki kontrol
grubunda NR aktivitesinde artig goriiliirken (p<0,01), 5 ve 10 mM tiyoiire uygulamasinda
ise azalmanin oldugu tespit edilmistir (p<0,001). 35°C’deki bitki 6rnekleri 25°C ile
karsilagtirildiginda ise tlim deney gruplarinda Onemli bir artis oldugu belirlenmistir
(p<0,001) (Sekil 3.13).

Deney gruplarimin GS aktiviteleri kendi iclerinde karsilastirildiginda, 25°C’de 10
mM tiyoiire uygulamasinda (p<0,001), 15 ve 35°C’de 5 ve 10 mM tiyoilirede GS
aktivitesinde kontrol gruplaria gore 6nemli bir artis oldugu goézlenmistir (p<<0,001). 15
ve 35°C’deki deney gruplar1 25°C ile karsilastirildiginda her iki sicaklikta kontrol ve 10
mM tiyoiire uygulamasinda GS aktivitesinde 6nemli bir azalma oldugu (sirasiyla p<0,01;
p<0,001), 5 mM tiyoiirede ise 6dnemli bir artis oldugu tespit edilmistir (p<<0,001) (Sekil
3.14).
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Sekil 3.14 Tiyoiire uygulanan nohut 6rneklerin NR aktivitesi (umol NO2FM h1)
(*s1cakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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Sekil 3.15 Tiyoiire uygulanan nohut 6rneklerin GS aktivitesi (umol A-GH™ mg™ protein)
(*s1cakliklar kendi i¢lerinde, *sicakliklar birbirleriyle, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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4. TARTISMA ve SONUC

Iklim degisikligine bagli olarak kiiresel sicakliktaki artis en biiyiik endise
kaynagidir ve birgok tarimsal iiriin lizerinde zararli etkileri oldugu bilinmektedir.
Sicakliga duyarh bir bitki olan nohut hem vejetatif hem de generatif donemlerinde
sicaklik stresinden buyik 6lctde etkilenmektedir (Yadav vd., 2018). Nohut serim iklim
baklagilidir ve ozellikle generatif donemde sicaklik stresine maruz kaldiginda 6nemli
verim kayiplar1 yasanmaktadir. Nohut i¢in 35°C’lik bir sicaklik bitki gelisimi ve verimi
icin oldukga kritik bir sicakliktir (Gaur vd., 2014). Bu nedenle bu ¢alismada yiiksek
sicaklik stresi uygulamasi icin 35°C segilmistir. Bu ¢alismada yiiksek sicaklik stresi
uygulanan orneklerde fide canlilik indeksi, stoma yogunlugu ve boyutlari, kok-govde
uzunluk ve yas-kuru agirliklari, toplam protein miktari, GS aktivitesi kontrol sicakligi
olan 25°C’ye gore azalmistir. Klorofil a, b ve toplam klorofil miktari, SOD, CAT, APX
ve NR aktivitesi ise artmuistir. Literatiirde nohut ve diger bitki gesitleri ile ilgili yiiksek
sicaklik stresini konu alan ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin bu ¢alismadan farkl olarak
nohutla yapilan bir calismada bitkilere 35, 40, 45°C olmak iizere ii¢ farkli sicaklik stresi
uygulanmistir. Sicaklik stresinin kok-govde uzunlugunu ve toplam klorofil igerigini
azalttig1 bildirilmistir. 35 ve 40°C’de SOD ve APX aktivitesinin arttigi, 45°C’de ise
azaldig1 belirlenmistir. CAT aktivitesinin ise tiim sicakliklarda kontrole gore arttig1 tespit
edilmistir (Kaushal vd., 2011). Kaushal ve arkadaslarmin (2013) yapmis oldugu
calismada bu ¢alismadan farkli olarak yiiksek sicaklik stresi (39°C) uygulanan nohut
bitkisinde klorofil miktarinin azaldigi bildirilmistir (Kaushal vd., 2013). Yapilan bir diger
caligmada 35, 38, 40 ve 42°C’de yetistirilen iki ¢esit nohut bitkisinin sicaklik artisina
bagli olarak biyokiitle ve toplam klorofil miktarinin azaldigi; SOD, CAT ve APX
aktivitelerinin ise arttig1 belirtilmistir (Bhandari vd., 2020). Awasthi ve arkadaslarinin
(2017) yapmais olduklar1 calismada nohut bitkileri 37°C’de yetistirilmis ve sicaklik stresi
uygulanmistir. Sicaklik stresinin bitkilerin biyokiitlesini ve toplam klorofil miktarini
kontrol grubuna gore azaldigi tespit edilmistir. SOD, CAT ve APX aktivitesinin ise
sicaklik stresi ile birlikte arttig1 bildirilmistir (Awasthi vd., 2017). Fasulye ile yapilan bir
calismada 37°C’de yetistirilen yiiksek sicakliga duyarli genotiplerde klorofil a, b ve
toplam klorofil miktarinda 6nemli bir azalma oldugu rapor edilmistir. Aym1 ¢alismada
direngli genotiplerde duyarli genotiplere gore SOD, CAT ve APX aktivitelerinin arttig1
tespit edilmistir (Kabay ve Sensoy, 2017). Ug cesit piring ve iki ¢esit musir ile yapilan bir
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calismada, bitkilere 35, 40, 45°C’de sicaklik stresi uygulanmistir. Sicaklik stresi
uygulanan tiim piring ve misir ¢esitlerinin her {i¢ sicaklikta da kok-gévde uzunlugu ile
toplam klorofil miktarinin azaldig: belirtilmistir. Sicaklik stresiyle birlikte SOD, CAT ve
APX aktivitesinin hem tiim piring hem de tiim misir ¢esitlerinde kontrole gore arttigi

bildirilmistir (Kumar vd., 2012).

Isik, CO2 konsantrasyonu, ortam sicakligi ve bagil nem gibi c¢evresel faktorler
kiiresel iklim degisikliginin bitki gelisimi {lizerindeki etkisini anlamada 6nemli bir rol
oynar. Stoma gelisimi, yogunlugu ve boyutlari hem kisa hem de uzun vadede ¢evresel
kosullardan 6nemli Slgiide etkilenir. Degisen kosullar altinda fotosentez ve su kullanim
verimliligi arasinda yeni bir dengenin bulunmasi gerektiginden, mevcut iklim degisikligi
stoma tepkilerini etkilemektedir (Costa vd., 2021; Driesen vd., 2020). Calismamizda
15°C’de 5 mM tiyoiire uygulamasinda alt epidermadaki stoma sayisinin arttigi, 35°C’de
10 mM tiyolire uygulamasinda ise stoma sayisinin kontrol grubuna gore azaldigi tespit
edilmistir. 35°C’de her iki tiyoiire uygulamasinda stoma en ve boy uzunlugunun hem alt
hem de iist epidermada kontrole gore azaldigi; 15°C’de ise sadece 5 mM tiyoiire
uygulamasinda énemli bir artigin oldugu belirlenmistir. Stoma ile ilgili parametrelere ait
literatiirdeki calismalar bulgularimizla paralellik gdstermektedir. Iki farkli bugday cesidi
ile (Gladius ve Paragon) yapilan bir calismada 36/32°C giindiiz/gece sicakligi
uygulanmistir.  Gladius  ¢esidinde sicaklik  stresi  uygulanan 6rneklerin st
epidermasindaki stoma yogunlugunun kontrol grubuna gore fazla oldugu, Paragon
cesidinde ise 6nemli bir farkliligin olmadig: belirtilmistir. Stoma en ve boy uzunlugu ile
stoma alaninin gesitler arasinda farklilik gostermedigi ifade edilmistir (Mendanha vd.,
2018). Calendula officinalis L.’nin Candyman, Zen, Indian Prince ve Pacific Beauty
olmak iizere 4 ¢esidine 21 glin boyunca ortalama 35-42°C sicaklik stresi uygulanmustir.
Stoma yogunlugunun en fazla oldugu Indian Prince ¢esidinin sicaklik stresine en

dayanikli gesit oldugu belirtilmistir (Nazdar vd., 2019).

Caligmanin temel konusu olan kiiresel 1sinma, yiiksek sicakliklara oldugu kadar ani
gelisen diisik sicakliklara da sebep olmaktadir. Diislik sicakliklar tipki yiiksek
sicakliklarda oldugu gibi bitkilerin morfolojisinde ve veriminde degisikliklere sebep
olmaktadir. Baz1 bitkiler 6zellikle ¢cimlenme ve erken fide gelisiminde soguga son derece

duyarli olmaktadir. Soguk stresi ¢imlenmeyi Onemli derecede bozmakta ve fide
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canliligin1 azaltmaktadir. Diisiik sicaklik stresi ayni zamanda kok-govde uzunlugunu ve
biyokiitlesini diizenleyerek biiylimeyi kisitlamaktadir (Aslantas vd., 2010; Croser vd.,
2003; Hussain vd., 2018). Bu calismada 15°C’de yetistirilen orneklerin fide canlilik
indeksi, stoma sayisi, gévde uzunlugu, gévde yas-kuru agirligi, SOD, APX NR, GS
aktivitelerinin azaldigi; kok uzunlugu, klorofil a, b, toplam klorofil miktarlar1 ile toplam
protein miktarinin arttig1 tespit edilmistir. Literatlirde birgok bitki turinin materyal
olarak kullanildig1 gerek benzerlik gerekse farklilik gosteren diisiik sicaklik stresi ile ilgili
caligmalara rastlanmistir. Nohutla yapilan bir ¢alismada bitki 6rneklerine 12°C soguk
stresi uygulanmistir. Diisiik sicakligin kok ve govde uzunlugu, toplam kuru agirlik ve
toplam proteinin azalttig1 tespit edilmistir (Kaur vd., 2008). Turan ve Ekmekgi (2011)’nin
yapmis olduklar1 ¢alismada Gokce ve Canitez-87 olmak iizere iki g¢esit nohut bitkileri
once 25°C’de yetistirilmistir. Bu bitki 6rneklerinin bir kismi 10°C’de yetistirilerek
soguga alistirilmig, bir kismi ise 25°C’de yetistirilmeye devam etmistir. Sonra her iki
deney grubunda bulunan 6rnekler iki gruba ayrilarak bir grup 6rnek 2°C’de diger grup
ise 4°C’de yetistirilmistir. Soguga alistirilan deney grubunun her iki ¢esidinde de govde
uzunlugunun, yas ve kuru agirhiginin, toplam klorofil igerigi ve APX aktivitesinin
azaldigi; SOD aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir (Turan ve Ekmekgi, 2011). AKN-87
ve AKN-290 olmak iizere iki gesit nohut kullanilan bir baska ¢alismada ise bitki
orneklerine dnce 10°C uygulanmis ve bu bitkiler iki deney grubuna ayrilmistir. Deney
gruplarindan birine 2°C, digerine ise 4°C soguk stresi uygulanmistir. TUm deney
gruplarinda gévde uzunlugu, gévde yas ve kuru agirligi, toplam klorofil igerigi ve APX
aktivitesinin azaldigi; SOD aktivitesinin ise arttigi belirlenmistir (Turan ve Ekmekgi,
2014). Arslan ve arkadaslarinin (2018) ii¢ farkli nohut cesidi ile (Inci, Isik-05, Sar1-98)
yaptiklar calismada bitki 6rneklerini -3 ve -5°C’de 2 saat siire ile tutularak soguk stresi
uygulamiglardir. Tiim ¢esitlerde klorofil a, b ve toplam klorofil miktarlarinin azaldig;
SOD ve APX aktivitesinin ise arttigi, CAT aktivitesinin ise azaldigi goriilmiistiir (Arslan
vd., 2018). Karami-Moalem ve arkadaslarinin (2018) direngli ve duyarli olmak iizere iki
farkli nohut ¢esidi ile yaptiklar1 ¢alismada fideler 6 giin boyunca 4°C de tutulmustur.
Direngli ¢esitte stres uygulandigi siire boyunca SOD aktivitesinin arttig1, duyarl gesitte
ise Once arttig1 sonra azaldigi rapor edilmistir. CAT aktivitesinin her iki ¢esitte kontrol
grubuna gore azaldigi tespit edilmistir. APX aktivitesinin ise her iki tlirde 3. giine kadar

azaldigi, 3. giinden 6. giine kadar arttig1 belirlenmistir (Karami-Moalem vd., 2018).
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Nohutla ilgili bir diger soguk stresi ¢aligsmasinda bitki 6rnekleri 10°C’de 5 giin siire ile
tutulmus ve sonrasinda -10°C’de yetistirilerek soguk stresi uygulanmistir. Sonugta
toplam protein miktarinin arttigi, SOD ve CAT aktivitesinin azaldig1 belirtilmistir
(Kazemi-Shahandashti vd., 2014). Nazari ve arkadaslarinin (2012) nohutla yaptiklar
calismada direncgli ve duyarl iki ¢eside ait bitki 6rneklerini 25°C’de ii¢ hafta boyunca
yetistirmiglerdir. Bu asamadan sonra bir deney grubunun sicakligi 6nce 0°C’den agsamali
olarak -10°C ye diistiriilmiistiir. Diger deney grubu ise 25°C’nin devaminda 10°C’de
yetistirilmistir. Her iki deney grubunda hem diren¢ hem de duyarli nohut ¢esidinde CAT
ve APX aktivitesinin kontrol grubuna gore arttigi belirtilmistir (Nazari vd., 2012).
Yousefi ve arkadaglarinin (2018) 25°C’de 3 hafta boyunca yetistirdikleri 12 farkli nohut
cesidi 12 saat 5°C’de soguga alistirilmis daha sonra iki gruba ayrilmistir. Bir grup 24
diger grup ise 48 saat 0°C’de tutulmustur. CAT ve APX aktivitesinin ¢ogu genotipte
arttigl, SOD aktivitesinde ise herhangi bir degisimin olmadig: rapor edilmistir (Y ousefi
vd., 2018).

Stres azaltic1 bazi kimyasal maddelerin bitkiye verilmesi ile bitkiye stres toleransi
kazandirilabilmektedir. Stres azaltici bilesikler arasinda bulunan tiyoiire; oksidatif stres
yaniti olan “tiyol” ile abiyotik stres kosullarinda azot gereksinimini kismen karsilayan
“imino” olmak {izere iki fonksiyonel gruba sahip 6nemli bir molekiildiir. Suda ¢ézlinmesi
ve canli dokularda kolayca emilmesi nedeni ile abiyotik streslere karsi tolerans
saglamaktadir (Akladious, 2014; Wahid, 2007). Bu nedenle ¢alismamizda da sicaklik
stresinin bitkiler tizerindeki etkilerini hafifletmede ya da ortadan kaldirmada tiyourenin
rolii arastirilmis; sicaklik stresi ve azot takviyesinin nohut bitkisindeki kombine etkileri
ortaya konmustur. Calismamizda 5 mM tiyotire uygulamasinin 15 ve 35 C’de fide canlilik
indeksini artirdigr 10 mM’da azalttig: tespit edilmistir. Stoma yogunlugu ve boyutlarinin
35C’de 10 mM tiyoiire uygulamasinda azaldig1 belirlenmistir. Benzer sekilde diisiik ve
yiiksek sicaklikta her iki tiyoiire uygulamasinda da kok ve gévde uzunlugunun azaldig:
goOrilmistiir. 15°C’de 5 mM tiyoiire uygulamasinda kok-govde yas agirligmin arttigi 10
mM’da ve 35°C’nin tiim tiyoiire uygulamalarinda kok-govde yas agirliginin azaldigi
belirlenmistir. 35°C’de her iki tiyoiire uygulamasinda klorofil miktarlariin arttig1 tespit
edilmistir. Toplam protein miktar1 disiik ve yiiksek sicakliktaki her iki tiyolre
uygulamasinda artan konsantrasyona bagli olarak azalmistir. Hem diisiik hem de yiiksek

sicaklikta tiyoiire uygulamasinin SOD aktivitesini azalttigi; CAT ve APX aktivitesini ise
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artirdig1 goriilmiistiir. 35°C’de her iki tiyolire uygulamasinda NR ve GS aktivitelerinin
arttig1 belirlenmistir. 15°C’de ise NR aktivitesi her iki tiyoiire konsantrasyonunda
azalirken, GS aktivitesinin 5 mM’da arttig1, 10 mM’da ise azaldig1 tespit edilmistir.
Literatiirde sadece tiyoiire uygulamasinin bitkiler tizerindeki etkilerini ortaya koyan ve
calismamizin sonuglarini destekleyen calismalar mevcuttur. Choudhary ve arkadaslarinin
(2020) nohut ile yaptiklar1 ¢calismada bitki 6rneklerinin sulama suyuna (500 ppm) ve
sprey ile piiskiirtme yoluyla (1000 ppm) iki farkl sekilde tiyotire uygulanmistir. Her iki
uygulamada da bitki toplam agirligimin ve bitki uzunlugunun kontrole gore arttigi
bildirilmistir (Choudhary vd., 2020). Nohut ile yapilan diger bir ¢alismada bitkilere 20 ve
100 kg ha? olmak iizere iki farkli azot uygulamasi yapilmistir. Orneklerin kok ve gévde
kuru agirliginin her iki azot uygulamasinda da kontrole gore azaldigi belirtilmistir
(Kurdali, 1996). Kahve ile yapilan bir ¢aligmada ise ti¢ farkli N uygulamas1 (0, 150, 300
kg ha™) kullanilmis ve meyve gelisiminde NR ve GS aktivitesinin, toplam proteinin

azaldig1 bildirilmistir (Reis vd., 2009).

Abiyotik streslerden bazilar1 bitki kok uglarinda kolsisin etkisine benzer bir etki
gostererek mitoz boliinme sirasinda sitotoksik etkiler yaratmaktadir. Bu etkilerin ortaya
konmasinda yapilacak en temel ¢alisma mitotik indeksin ve kromozom anormalliklerinin
belirlenmesidir. Calismamizda sicaklik stresi ile birlikte tiyoiire uygulamasinin nohut
orneklerine ait kok ucu mitotik indeks oranlar1 arastirilmis, 15°C ve 35°C’de 5 ve 10 mM
tiyolire uygulamasinin mitotik indeksi azalttig1 tespit edilmistir. 25°C’de 5 mM tiyoiire
uygulamasinda mitotik indeksi artirdigi, 10 mM’da ise azalttig1 goriilmiistiir. Literatiirde
calismamizi destekler nitelikte yiiksek konsantrasyonda azot takviyesinin mitotik indeksi
olumsuz yonde etkiledigine dair ¢alismalar mevcuttur. Bugdayla yapilan bir ¢alismada
bitki 6rneklerine 3,3 ve 6,6 mM azot takviyesi uygulanmis, mitotik indeks ve kok uzama
miktar1 kontrol edilmistir. 3,3 mM azot uygulamasinda diger azot takviyesine gore
mitotik indeks ve kok uzamasinin %25 daha fazla oldugu tespit edilmistir (Williams,
1968). Vicia hybrida L.” de yapilan bir ¢alismada bitki 6rneklerine 1, 10, 50, 100, 250,
500 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda amonyum siilfat ve potasyum siilfat takviyesi
yapilmustir. Her iki bilesigin 50 pM'si mitotik indekste 6nemli bir artisa yol agmustir.
Kontrol grubuna gore ¢imlenen tohumlarin kok uglarindaki mitotik indeks, (NH4)2SOg ile
cimlenen tohumlarda 1 pM'de 0,15; 10 pM'de 0,20 ve 50 pM'de 0,25 olarak
belirlenmistir. K2SO4 uygulanan tohumlarin mitotik indeksi kontrolde 0,16; 1 uM'de
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0,17; 10 uM'de 0,18 ve 50 uM'de 0,23 olarak bildirilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda
ise mitotik indeksin kademeli diisiislere neden oldu ve g¢esitli kromozom
anormalliklerinin gozlendigi rapor edilmistir (Tabur ve Oney, 2009). Neves ve
arkadaslarinin (2021) yapmis olduklar1 ¢alismada cavdar fidelerine 4 saat boyunca 40°C
sicaklik uygulanmigtir. Bu 6rneklerde hem interfaz asamasinda hem de mitotik hiicrelerde
say1 ve mikrotiibiil olusumunda anormallikler goriildigi belirtilmistir. Ayrica sicaklik
stresi ortadan kaldirildiginda kok ucu hiicrelerinin tekrar normale donmeye basladigini
ve bu tepkilerin koklerdeki sicaklik stresi ile basa ¢ikmak i¢in olusan gegici bir durum
oldugunu bildirmislerdir (Neves vd., 2021).

Literatiirde sadece sicaklik stresi ya da sadece azot takviyesi ile ilgili caligsmalar
bulunmakta iken, sicaklik stresi ve tiyotirenin kombine etkisini konu alan oldukga sinirlt
sayida ¢alismaya rastlanmistir. Nohut ile ilgili rastladigimiz tek makale olan Laurie ve
Stewart (1993) c¢alismalarinda 40 giin boyunca yiiksek sicaklik stresi uygulanan bitki
orneklerinde nitrat takviyesi (1 mol m=) yapmuslardir. Calisma sonunda bitkinin toplam
kuru agirliginin 15. gline kadar arttig1 ancak devaminda azaldig: bildirilmistir. Ayrica
bitki biiylime oraninin ¢alismanin baglangicinda en yiiksek seviyede oldugu ve giderek
azaldigi, calisma sonunda Orneklerin en diisiik bitki biiylime oranina sahip oldugu
belirlenmistir. Govde ve yapraklardaki yas-kuru agirlik oraninin azaldigi, kokte ise arttigi
tespit edilmigstir. Yiiksek sicaklikta azot takviyesi ile yapraklarda NR aktivitesinin arttig1
belirtilmistir (Laurie ve Stewart, 1993). Bugdayla yapilan bir ¢alismada tohumlara 6
mmol tiyotire ile 6n uygulama yapilmistir. Sonrasinda bitkilere kontrol, 50, 100 ve 150
mmol/L NaCl uygulamis ve tiyolirenin tuz stresi tizerindeki etkisi arastirilmistir. Sonugta
tiyodrenin 100 ve 150 mmol NaCl tuz uygulamasinda bitki 6rneklerinin gévde uzunlugu,
yaprak alani, govde yas-kuru agirligini, SOD, CAT ve APX aktivitesini artirdigi
belirtilmistir (Bager vd., 2020). Khanna ve arkadaslar1 (2017) yaptiklar1 ¢alismada
tiyolire ve sicaklik stresinin Kombine etkisi aragtirmiglardir ve materyal olarak musir
kullanmiglardir. Ornekleri 40°C’de yetistirmisler ve 2-20 mM tiyoiire uygulamislardir.
Yiiksek sicaklik stresi altindaki ©rneklerde tiyoiire uygulamasinin kok ve govde
uzunlugu, kok ve govde kuru agirligi, kok ve govde CAT ve SOD aktivitesini artirdigy;
kok ve gdvde APX aktivitesinin ise azaldig1 tespit edilmistir (Khanna vd., 2017). iki farkli
musir ¢esidi (DK 5783 ve APEX 836) ile yapilan bir baska calismada bitki drneklerine
100 mM NaCl uygulanarak tuz stresi tabi tutulmustur. Stres olusturulmus 6rneklere 400
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ve 500 mg/L olmak iizere iki farkli konsantrasyonda tiyolre uygulanmistir. Her iki ¢esitte
de iki konsantrasyondaki tiyotire uygulamasinin bitki 6rneklerinin yas agirlik ve klorofil
miktarii azalttig: tespit edilmistir (Kaya vd., 2015). ki farkli mas fasulyesi ¢esidi (NM
2006 ve NM 2011) ile yapilan bir ¢alismada bitkiler 4 hafta siire ile 75 mM NaCl’de
tutulmus ve tuz stresi uygulanmistir. Daha sonra bitki 6rneklerine 0, 10, 20 mM tiyoiire
ile muamele edilmistir. Tuz stresine maruz kalan ve tiyoiire uygulanan her iki ¢esitte de
kok ve govde uzunlugu, kok ve gévde yas-kuru agirliklari, klorofil a, b ve toplam klorofil,
toplam protein ve CAT aktivitesinin pozitif kontrole gore (sadece NaCl uygulanmis
ornekler) artis gosterdigi belirlenmistir (Perveen vd., 2016). Kuraklik stresi altindaki
bugday ile yapilan bir ¢alismada bitki 6rneklerine 2,5 ve 5 mM tiyoiire uygulanmistir.
Kuraklik stresine sahip olan bitki grubu ile stres olmayan bitki grubuna ait 6rneklerin her
ikisinde de tiim tiyotire uygulamalar1 SOD ve CAT aktivitesini artirirken APX aktivitesini
azaltmistir (Hassanein vd., 2015). Akladious (2014)’un aygigegi ile yaptig1 caligmada
25°C sicaklikta bitki tohumlarma 10 ve 20 mM tiyoiire emdirilmis ve 14 giin boyunca
cimlendirilmeye birakilmistir. 14 giinlin sonunda bitkiler ii¢ gruba ayrilmis, 1. grup
35°C’de, 2. grup 45°C’de kontrol grubu ise 25°C’de yetistirilmistir. 35 ve 45°C’deki
orneklerde her iki tiyolre uygulamasinda da kok-gévde uzunluk, yaprak alani ve sayisi,
kok-govde yas ve kuru agirligi, gévde gapi, klorofil a, b ve toplam klorofil miktari, SOD,
CAT ve NR aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir (Akladious, 2014).

Sonug olarak protein bakimindan zengin bir baklagil olan nohutta diisiik sicaklik ve
yiiksek sicakliklarda tiyoiire uygulamasinin etkileri karsilagtirildiginda azot takviyesinin
diistik sicaklikta bitki gelisiminde ve soguk stresinin tolere edilmesinde daha etkili oldugu
tespit edilmistir. Ozellikle 15°C’de galigmada diisiik tiyoiire uygulamasi olan 5 mM’1n
gerek ekolojik gerek fizyolojik parametreler goz Oniine alindiginda bitki gelisimini
olumlu etkiledigi belirlenmistir. Boylelikle bir serin iklim tahili olan nohudun ihtiyag
duydugu optimum sicakliktan daha diisiik sicakliga sahip alanlarda da diisiik
konsantrasyonda azot takviyesi ile daha fazla tarimsal iretiminin yapilabilecegi
diistiniilmektedir. Yiiksek sicaklik uygulamasi olan 35°C’de 5 ve 10 mM tiyoiire
uygulamasinin her ikisinin de bitkinin sicaklik stresini tolere etmesinde herhangi bir
etkisinin olmadig1 ortaya konmustur. Yiiksek sicaklik stresinin tolere edilmesinde azot
takviyesinin etkilerini ortaya koyabilmek i¢in yapilacak baska bir caligmada Fabacea

familyasina ait farkli bitki tirleri ve farkli azot kaynaklari kullanilabilir.
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