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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI
In vitro KOSULLARDA SIYAH VE BEYAZ NOHUT (Cicer arietinum L.)
GENOTIPLERINDE TUZ STRESININ CIMLENME ve BUYUME UZERINE
ETKILERI

Fatma AKIN

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Muhammad ASIM
2018, 47 Sayfa

Jiiri
Damisman: Do¢. Dr. Muhammad ASIM
Dog. Dr. Sibel DAY
Dr. Ogr. Uyesi Ali Tevfik UNCU

Nohut bitkisi (Cicer arietinum L) yiiksek protein igerigi yoniinden insan beslenmesinde 6nemli
bir baklagil olarak degerlendirilmektedir. Bu tez caligmasi, in vitro ortamda farkli tuz (NaCl)
konsantrasyonlarinda (Kontrol, 6.5, 12.5, 25, 50, 75, 100, 150 ve 200 mM) iki farkli nohut genotipinin
(desi tipi siyah nohut ve kabuli tipi beyaz nohut ¢esidi Er-99) yetistirilmesi ile gerceklestirilmistir. Ayrica
farkli LED 1siklar1 (beyaz, mavi ve kirmizi) ve farkl siirelerde (0, 1, 2 ve 4 saat) hidroprimingin siyah
nohut bitkisi {izerindeki etkisi in vitro ortamda c¢imlenme ve biiyiime parametreleri agisindan
incelenmistir. Siyah nohut, beyaz nohut ¢esidi Er-99’a gore tuz stresi karsisinda daha iyi bir tolerans
gostermistir. Er-99, 50 mM’dan sonra siirgiin ¢ikisi gostermezken, 75 mM’dan sonra kok ¢ikisi da
gozlenmemistir. Siyah nohut bitkisi 200 mM NaCl uygulamasi karsisinda herhangi bir canlilik belirtisi
gostermezken, 50 mM tuz uygulamasindan sonra tuz stresi bitki ¢imlenmesini ve geligimini olumsuz
etkilemeye baglamistir. Tuz stresine karsi daha yiiksek bir tolerans sergilemis olan siyah nohut bitkisi,
sera veya tarla gibi daha genis Olgekte gerceklestirilebilecek c¢aligmalar ile nohut bitkisinde tuz stresine
olan tolerans1 artirmaya yonelik olarak 1sik tutabilecegi diisiiniilmektedir. Element analizi sonucu, siyah
nohut bitkisinin hem kdk hem de govdesinde tuz uygulamalarinda Na ve Cl icerikleri daha yiiksek
bulunmustur. Ayrica, siyah nohut bitkisi, tuz stresine tolerant nohut bitkilerin gelistirilmesini hedefleyen
1slah ¢alismalarma dahil edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Beyaz nohut, Cicer arietinum, hidropriming, in vitro ortam, LED igiklari,
siyah nohut, tuz stresi.



ABSTRACT

MS THESIS

EFFECTS OF SALT STRESS ON GERMINATION AND GROWTH OF BLACK
AND WHITE CHICKPEA (Cicer arietinum L.) GENOTYPES UNDER IN VITRO
CONDITIONS

Fatma AKIN

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Muhammad ASIM
2018, 47 Pages
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Asst. Prof. Dr. Ali Tevfik UNCU

Chickpea (Cicer arietinum L) is considered as an important pulse plant for human diet due to
high protein content This thesis study was conducted by growing two different two chickpea genotypes
(desi black chickpea and kabuli white chickpea variety-Er-99) under in vitro conditions with different
NaCl concentrations (Control, 6.5, 12.5, 25, 50, 75, 100, 150 and 200 mM). In addition, the effect of
different LED lights (white, blue, red) and various hydropriming durations (0, 1, 2 and 4 hours) were also
examined on the germination and growth of black chickpea in terms of basic growth parameters. The
black chickpea showed better tolerance to salt stress compared to white chickpea, Er-99. While shoot
emergence of Er-99 was not recorded after 50 mM, roots of Er-99 failed to emerge at concentration of 75
mM. Black chickpea did not exhibit any signs of viability against NaCl application at 200 mM. Salt stress
started to affect adversely on plant germination and development after 50 mM salt treatment. Black
chickpea plant showed higher tolerance than white chickpea to salt stress and it is recommend that
research must be carried out on larger scale such as greenhouse or field in order to improve tolerance of
chickpea plants to salt stress. In term of element analysis, Na and Cl content is higher in both shoot and
root of black chickpea in salinity treatment. Moreover, this plant can be included to breeding studies, with
target to develop salt tolerant plant.

Keywords: White chickpea, Cicer arietinum, hydropriming, in vitro conditions, LED lights,
black chickpea, salt stres



ONSOZ

Bu tez calismasi lisansiistii egitim hayatimda bitirmis oldugum ikinci tez
caligmasin1 teskil etmektedir. Her bir tez calismasi kendi i¢inde pek c¢ok zorluk
icermektedir. Bunu Ozellikle belirtmek isterim, elbette daha Once bir tez calismis
olmanin faydasini gordiim lakin tez ¢galismamin basinda bunu kolayca halledebilecegimi
diisiinmiistiim. Her bir zorlugun i¢inde 6grenilecek ve ders ¢ikarilacak pek ¢ok seyle
insan karsilasiyor ve yolun basindayken bunlarin hi¢ biri tahmin edilemiyor.

Kimsenin inkar edemeyecegi ikinci bir gergek ise bir tez calismasi kesinlikle tek
basina bitirilmiyor. Bu noktada bana destegi olan kisilerden basta yiiksek lisans tez
danisman hocam Dog. Dr. Muhammad ASIM’a tez ¢alismam siirecinde her tiirlii yardim
ve destegi esirgemedigi icin tesekkiir ederim. Tez deneylerini yiiriittiiglim laboratuvari
ortak kullandigimiz Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii degerli 6gretim tiyelerine
anlayislar1 ve destekleri igin ¢ok tesekkiir ederim. Ozellikle MBG béliimii degerli
ogretim iiyelerinden Dr. Ogr. Uyesi Emine Nedime KORUCU ve Dr. Ogr. Uyesi Ash
DAGERI hocalarima yardimlari ve destekleri igin ¢ok tesekkiir ederim.

Degerli tez jiiri iiyelerim Dog. Dr. Sibel DAY ve Dr. Ogr. Uyesi Ali Tevfik
UNCU hocalarimin katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Degerli arastirma gorevlisi arkadaslarrm Canan SEVINC, Dr. Ayse Suna
NALCACI BALKANIYIi, ve Seyma BAKIRCI’ya yardimlari ve destekleri icin
tesekkiir ederim. Tez caligmam siiresinde bana yardimci olan lisans 6grencisi arkadaglar
Ozge, Beyza, Betiil, Biisra, Cagla ve Aysegiil’e tesekkiir ederim.

Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi arastirma gorevlilerinden Mehmet Burak
TASKIN ve Sevba COLAK hocalarima laboratuvarlarinin kapilarimi agip element
analizinde yardim ettikleri i¢in tesekkiir ederim.

Son olarak, maddi manevi her konuda destegini esirgemeyen ve yanimda olan

canim aileme varliklar i¢in tesekkiir ederim.

Fatma AKIN
KONYA-2018
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

Ca*2: Kalsiyum

ClI: Klor iyonu

COs2: Karbonat iyonu
Cu: Bakir

Fe: Demir

HCI: Hidroklorik asit
HCOs: Bikarbonat iyonu
Mg*2: Magnezyum

Na*l: Sodyum

NaCl: Sodyum Kloriir
NaOCI: Sodyum hipoklorit
NaOH: Sodyum Hidroksit
NOs: Nitrat iyonu

SO4%: Siilfat iyonu

Zn: Cinko

Kisaltmalar

cm: Santi metre

dS/m: desi Siemens/metre

EC: Elektriksel Iletkenlik

FAO: Food and Agricultural Organisation (Gida ve Tarim Orgiitii)
ha: hektar

mg/l: miligram /litre

mM: mili Molar

S. D: Serbestlik Derecesi

TAEK: Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu

TUIK: Tiirkiye Istatistik Kurumu

puS/cm: mikro Siemens/santimetre



1. GIRIS

Dogada, bitkilerin biiyiime ve gelismesini olumsuz etkileyen ¢ok sayida abiyotik
ve biyotik faktér bulunmaktadir. Bocek saldirilari, patojenler biyotik stres faktori
grubunda siniflandirilirken; kuraklik, tuz stresi, soguk ve sicak stresi, toprakta bulunan
besin elementlerinin noksanligi veya toksisitesi ise abiyotik stres faktorii olarak
siniflandirilmaktadir. Doga ve insan kaynakli pek cok faktoér tarim arazilerinde
tuzlulugun artmasina neden olmaktadir. Bitkisel gida kaynaklarinin iiretiminde kayba
neden olan sorunlardan biri de tarim arazilerde artan tuzluluk problemidir. Topraklarda
artan tuzluluktan kaynakli ortaya ¢ikan verim kaybi, giin gectikge biliylimekte olan
diinya niifusunu besleme noktasinda ¢6ziilmesi gereken 6nemli problemlerden biridir.

1950 yilinda 2,5 milyar olan diinya niifusu, 1970 yilinda 3,7 milyara ve 2010
yilinda ise 6,9 milyara ulasmistir. FAO’nun (Food and Agricultural Organization) 2050
yil1 igin 6ngoriisii ise diinya niifusunun 9,2 milyara ulasacak olmasidir (Alexandratos ve
Bruinsma, 2012). Gida iiretiminde artan yeniliklere ve gelisen teknolojiye ragmen
diinyada hala aglikla miicadele eden 795 milyon insan bulunmaktadir (Anonymous,
2015). Niifus artisina paralel olarak insanlarin temel gida ihtiyaglarinin yeterli diizeyde
karsilanabilmesi i¢in tarimsal ve hayvansal iretim miktarimin artisina ihtiyag
duyulmaktadir. Bunlara ek olarak, diyetlerinde yeterli miktarda demir (Fe), ¢inko (Zn)
ve vitamin A bulunmayan gida maddeleri ile beslenen veya beslenmek zorunda olan
insanlarda ortaya ¢ikan “gizli aglik” sorunu diinyada ¢oziilmesi gereken problemler
listesinde ilk siralarda yer almaktadir (HarvestPlus, 2017). Ozellikle vejetaryenlerin
diyetlerinde zengin protein igeriginden (kuru tanede yaklasik %30’a varan) ve diisiikk
glisemik indeksinden dolay1 nohut bitkisi énemli bir bitkisel gida kaynagidir (Knights
ve ark., 2007). Ayrica zengin beta-karoten igerigi ile bilinen altin piringle
kiyaslandiginda daha fazla beta-karoten icermektedir (Jukanti ve ark., 2012).

Nohut, yiiksek protein igeriginden dolayi, diyetlerde hayvansal kaynaklara
alternatif bir bitkisel protein kaynagi olarak ¢ikan baklagiller bugday, piring gibi 6nemli
kiiltiir bitkilerine kiyasla besin igerigi bakimindan da bir tstiinliige sahiptirler. Esansiyel
aminoasitler bakimindan hayvansal proteinlere yakin degerler gostermektedir. Nohut
bitkisi tanede bulunan hem vitaminler hem de Fe (demir), Zn (¢inko), Cu (bakir) gibi
mineraller agisindan zengindir. Ayrica diger baklagil bitkilerine kiyasla nohut bitkisinin
daha az su istegi bulunmaktadir, yani kurakliga daha fazla dayaniklidir. Bezelye, bakla

ve fasulye gibi bitkilerin su istekleri ise daha fazladir (Giiliimser, 2016).



Tuz stresi kiiresel olarak ciddi verim kayiplarma neden olmaktadir. Iklim
degisikliginin olumsuz etkilerinin daha fazla hissedilmeye baslamasi ile 6zellikle kurak
veya yar1 kurak iklimin hakim oldugu bolgelerde gerekli 6nlemler alinmazsa kuraklik
ve tuzluluk problemlerinin ana bitkisel gida kaynaklarinin {iretimini olumsuz ydnde
etkileyecegi beklenmektedir. Tklim degisikliginin kagimlmaz sonuglarindan biri de pek
¢ok tiirin yok edilme tehdidi altinda olmasi veya tamamen yok olmasidir (Abdallah ve
ark., 2014). Bu agidan gen havuzunda tuz stresine tolerans gosterebilen genotiplerin
bitkilerin muhafaza edilmesi, bu bitkilerin 1slah programlarina dahil edilmesi ve
sayilarinin artirilmast gida krizini 6nleme noktasinda biiyiikk Onem tasimaktadir.
Bugday, arpa gibi 6nemli bitkilerin ilk kiiltiire alindig1 topraklar olan Bereketli Hilal
bolgesi nohut bitkisinin de ilk kiiltiire alindig1 bolgedir ve nohut bitkisi buradan alinip
diger bolgelere yayilmistir (Roorkiwal ve ark., 2014). Suriye’de 6nemli tohum
bankalarindan biri olan ve Ozellikle Bereketli Hilal bolgesine ait olan bugdaygiller,
baklagiller familyasindan bitki tohumlarinin muhafaza edildigi ICARDA’da
(Uluslararas1 Kurak Alanlarda Tarimsal Arastirma Merkezi) bulunan koleksiyonun
yaklasik %80’1 artan savas ve ter0r olaylarindan dolayr Norveg’te bulunan Svalbard
Tohum Deposu’na yollanmistir (ICARDA, 2018).

Tuz stresi, ¢imlenmeyi olumsuz etkilemekte ve ¢imlenmenin gerceklesmesine
ket vurabilmektedir. Cimlenme bitkilerin yasam dongiisiinii baslatan hayati bir adim
oldugu i¢in, bu asamada bitkilerin farkli streslere karsi olusturdugu yanitlar, tolerans
diizeyleri hakkinda 6n bilgi vermeye yardimci olmaktadir (Atici ve ark., 2005).
Bitkilerde tolerans mekanizmasini anlamak 6zellikle yeni hatlarin gelistirilebilmesi igin
bitki 1slah¢ilarina yol gosterebilmektedir.

Bu tez calismasinda Desi tipi (siyah) nohut cesidinin tuz stresine karsi
olusturdugu cevabi temel biiylime parametreleri, ¢imlenme ve element analizleri ile

ortaya konmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Nohut

Nohut (Cicer arietinum L.), baklagiller (Fabaceae) familyas: Cicer cinsine ait
olan bir baklagil tiiridiir. Yaklasik 10.000 yil 6nce arpa, bugday, ¢avdar, mercimek,
bezelye, fig ile birlikte nohut bitkisi Bereketli Hilal bolgesinde ilk kez kiiltiire alinmigtir
(Redden ve Berger, 2007). Cicer cinsi, C. arietinum L. gibi tek yillik ve baz1 ¢ok yillik
tirlerden olusmaktadir. Eski diinyada kiiltiire alinan ilk nohut bitkisi ise Cicer arietinum
L.’dir (Tanno ve Willcox, 2006). Bitki otsu bir ¢ali goriiniime sahip olmasina ragmen,
gercek bir ¢ali haline doniismez (Saxena ve Singh, 1987). Kiiltiir nohudu olan Cicer
arietinum L. diploid (2n=16) bir baklagil bitkisidir (Sethy ve ark., 2006).

van der Maesen (1972)’in yapmis oldugu smiflandirmaya gore Cicer cins
kapsamindaki bitkiler tek veya ¢ok yilliktir. Morfolojik karakterizasyona gore ise Cicer
cinsi kapsaminda 39 tiir oldugu belirtilmistir. Daha sonra gergeklestirilen revizyon
calismalar1 sonucunda Cicer cinsinin 9’u tek yillik, 35’1 ise ¢ok yillik olmak {izere 44
tiirden olustugu belirtilmistir (van der Maesen ve ark., 2007). Cicer cinsine ait tiirlerden
on tanesi Tiirkiye’de bulunmakta ve besi endemik karakterdedir (Oztiirk, 2011).

van der Maesen, Cicer cinsi kapsamindaki bitkileri 2 alt cins, 4 boliim ve 14 alt
bolime ayirmistir. Geleneksel smiflandirmaya gore Cicer cinsi Peunonosis ve
Viciastrum olmak iizere iki alt cinsten, morfolojik 6zellikleri ve cografi dagilimlarina
gore ise Monocicer, Chamacicer, Polycicer ve Acanthocicer olmak iizere 4 ayri
bolimden olugmaktadir. Monocicer sekiz adet tek yillik tiirden, Chamacicer ise bir tek
yillik ve bir¢ok yillik tiirden, son iki bdliim ise geriye kalan ¢ok yillik tiirlerden
olugmaktadir (van der Maesen, 1972; Saragoglu, 2007).

Genetik markorler yardimi ile gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda nohudun
ana vatani olan Bereketli Hilal bolgesinin nohut gen kaynaklari agisindan en zengin
bolge oldugu gosterilmistir (Roorkiwal ve ark., 2014). Cicer taksonlarmin Tirkiye’de
yogunlastigi bolgeler Gilineydogu Anadolu, Akdeniz, Dogu Anadolu ve Ege
bolgeleridir. Tiirkiye florasinda yayilis gosteren tiirler C. arietinum, C. reticulatum, C.
echinospermum, C. pinnatifidum, C. bijugum, C. incisum, C. montbretii, C.
floribundum, C. isauricum, C. heterophyllum, C. uluderensis ve C. anatolicum ’dur (van
der Maesen, 1972; Oztiirk, 2011).



Cografik dagilim ve tohum rengine gore kabuli ve desi olmak tiizere iki tip nohut
cesidi bulunmaktadir. Hintgede, lokal-yerel anlamina gelen Desi tipi nohut ¢esitlerinin
boylar1 genel olarak kisa (15-60 cm) ve yapraklan kiigiiktiir. Desi tipinde olan nohut
cesitlerinin ¢igekleri ya mavi ya da mor renktedir. Desi tipindeki nohutlarin tanelerinin
kabuklar1 Kabuli tipi nohut cesitlerine gore daha kalindir. Tane renkleri ise sari,
kahverengi, siyah veya yesilimsi olmak iizere daha genis bir yelpaze gosterir Desi tipi
nohut cesitleri soguga karsi daha ¢ok dayaniklidir (Babaoglu, 2004).

Kabuli tipi nohut {iiretimi, 1980°1i yillarin basinda toplam nohut iiretiminin
yaklasik %15’ine tekabiil ederken, bu oran Kabuli tipte nohut iiretiminin artmasi ile
degismistir. Diinyada nohut {iretiminin yaklasik %70°i Desi tipi nohut g¢esitlerinden
yapilmaktadir. Tiirkiye’de agirlikli olarak Kabuli tipte nohut iiretimi yapilmaktadir
(Knights ve ark., 2007). Kabuli tipteki nohut ¢esitleri Desi tipindekilere gore daha uzun
boyludurlar (yaklasik 1 m’ye kadar uzayabilirler). Desi tipinin aksine antosiyanin
olusumu gozlenmez ve ¢igek rengi beyazdir. Tane rengi beyaz veya agik krem renkte
olan Kabuli tipi nohutlarin tane iriligi daha biiyiiktiir. Ayrica soguga dayanikli degildir.
Desi tipi nohut gesitleri Tiirkiye’de 6zellikle Dogu, Giineydogu ve Orta Anadolu
bolgelerinin tarimsal desenine uyum saglamayr basarmistir. (Babaoglu, 2004).

Diinyada, Kabuli ve Desi tipi nohut liretim deseni Sekil 2.1.’de verilmistir.

Sekil 2.1. Diinyada Kabuli ve Desi tipi nohut tiretim deseni. Knights ve ark. (2007)’dan alinmustir.



Tiirkiye’de nohut tiiketimi ¢ogunlukla Kabuli tipinden yapilmaktadir.
Yemeklerde kullaniminin  yani1 sira, leblebi adi verilen kuruyemis olarak da
tilketilmektedir (Knights ve ark., 2007). Tirkiye’de ozellikle pek ¢ok ilde bahar
aylarinin gelmesi ile kabugundan ¢ikartilarak taze yesil nohut olarak da tiiketilmektedir.

Tarim1 yapilan baklagillerde, 2016 yilinda tiim diinyada en fazla {iretimi
yapilmis bes baklagil sirasi ile kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.), bezelye (Pisum
sativum L.), nohut (Cicer arietinum L.), kuru boériilce (Vigna unguiculata) ve
mercimektir (Lens culinaris). Uretim alan1 agisindan siralama yapildiginda ise sirasiyla
kuru fasulye, nohut, kuru boriilce, bezelye ve mercimektir. Baklagiller arasinda
kurakliga dayanikliligi ile bilinen nohut bitkisinin elliden fazla iilkede {iretimi
yapilmaktadir. 2016 yilinda diinya genelinde yaklasik 13 milyon ha alanda, yaklasik 12
milyon ton nohut iiretimi gerceklesmistir. 2016 yilinda nohut iiretiminin en fazla
yapildigi iilkeler sirasiyla Hindistan, Avustralya, Myanmar, Pakistan ve Tirkiye’dir ve
ekim alanlarina gore ise Tiirkiye’nin yedinci sirada oldugu listede ilk 5 {ilke Hindistan,
Pakistan, Avustralya, Iran ve Myanmar’dir (Anonymous, 2018).

Tiirkiye’de tane baklagil tiretiminin yarisin1 nohut bitkisi ile karsilanmaktadir.
Kirmiz1 mercimek ve kuru fasulye birinci sirada olan nohudu takip etmektedir. 2017 yili
icin Tirkiye’de liretim degerleri siras1 ile nohut (470 bin ton), kirmiz1 mercimek (239
bin ton) ve kuru fasulye (400 bin ton) seklindedir (Anonim, 2018).

Tanesinde diger tahil gruplarina nispeten daha fazla protein iceren tane
baklagillerin rizosfer bolgesinde Rhizobium leguminosarum gibi bakteri tiirleri arasinda
gerceklesen simbiyotik iliskiden dolayr biiyiikk onem tasimaktadirlar. Biyolojik azot
fiksasyonun neredeyse yarisi baklagiller ailesindeki bitkiler ve Rhizobium bakteri tiirleri
arasindaki simbiyotik iliski sayesinde ger¢eklesmektedir (Kantar ve ark., 2003).
Biyolojik azot fiksasyonun etkin bir sekilde kullanimi azot giibrelerinin kullanimini
azaltarak hem ekonomik olarak iireticiye hem ekolojik olarak tarim topraklarina katki
saglamaktadir. Yillik tiretimi diinyada tahillarin yillik iretiminin yaklasik otuz beste
birine tekabiil eden baklagiller 6zellikle ekim nobetinde en ¢ok tercih edilen bitki
gruplarindandir (Meyveci ve ark., 2005; Anonymous, 2018).

Farkli oranlarda tuz stresine maruz kalan nohut bitkilerinde genotip veya gesit
farkliligina bagh olarak farkli tolerans motifleri ortaya cikartilmistir. Bazi nohut
¢esitlerinin 8 dS/m tuz uygulamasi sonucunda bitkilerin tamamen 61diigii, bazi nohut

¢esitlerinin ise 50 mM tuz uygulamasi sonucunda ise nohutta ¢imlenme oraninin %85



oraninda distiigl belirtilmistir (Elsheikh ve Wood, 1990; Larher ve ark., 1991; Aldemir,
2014).

Ozcan ve ark. (2000), Tiirkiye’de tescil edilmis olan nohut gesitleri (Canitez-87,
ILC-195/2 ve Damla) farkli diizeylerde tuz (NaCl) stresine maruz birakildiklarinda
toprak iistii aksamlarinda prolin, Na*!, CI?, P ve K*! konsantrasyonlarmin degistigini
belirtmislerdir. Saks1 denemesi seklinde gergeklestirilen calismada tuz stresi igin
topraga 68 mmol.kg? NaCl olarak tuz ilave edilmistir. Tuz stresine maruz birakilan bu
cesitlerin prolin, Na*t, CIt ve P degerleri artarken, K** konsantrasyonunda ise azalma
oldugu tespit edilmistir. Diger ¢esitlere gore tuz stresinden daha az etkilenen Damla
¢esidinin kuru agirh@r diger gesitlere gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Yine
Damla ¢esidinin Na*' ve CI' konsantrasyonu daha diisik bulunmustur. Prolin
konsantrasyonu agisindan kiyaslandiginda ise sekiz haftalik gelisme sonunda en fazla
artisin Damla (%255) ve ILC-195/2 (%268) ¢esitlerinde olgiildiigii rapor edilmistir.

Khalid ve ark. (2001) in vitro kosullar altinda 0, 8, 12 ve 16 dS/m NacCl
kosullarinda farkli nohut c¢esitlerinin tuz tolerans diizeylerini belirlemek amaciyla
gergeklestirmis olduklar1 ¢alismada tuzlulugunartmasi ile ¢imlenmenin de olumsuz
etkilendigini belirtmislerdir. Plumula ve kok uzunluklarinin en uzun oldugu doz, tuz
uygulanmamis olan kontrol grubunda oldugu belirtilmistir. Ayrica tuzluluk diizeyinin
artmasi ile yas ve kuru agirliklarinin da diistiigiinii rapor etmislerdir.

Yorgancilar ve Babaoglu (2005), tuz stresi gibi bitkilere ciddi verim kayiplarina
neden olan bor (B) stresinin Tiirkiye kokenli farkli bugday genotiplerinde etkisini in
vitro ve saksi kosullari altinda arastirmislardir. 200 ml’lik kavanozlarda %0.7 agar, %3
sukroz ve bes farkli B konsantrasyonunda 50 ml MS ile kurguladiklar1 ¢aligmada
secilmis olan B dozlarinin ¢imlenmeyi etkilemedigini ama genotip ve B konsantrasyonu
interaksiyonunun istatistiki olarak 6nemli oldugu ifade edilmistir. Sakst ve in vitro
deneme sonuglarinin birbirlerini destekledigi ve in vitro ¢alisma sonuglarinin daha sonra
gerceklestirilebilecek olan tarla ve sera denemeleri i¢in 6n ¢aligma olabilecegi tavsiye
edilmistir.

Rajakumar (2013) in vitro kosullar altinda tuz stresine maruz kalan Oryza sativa
L. bitkisinde tuz stresinin ¢imlenmeye olan etkisini biyokimyasal parametrelerle
incelemistir. Calismada 0-300 mM arasinda artan tuz uygulamasi sonucunda tuz stresi
c¢imlenmeyi etkilemistir. En yiiksek tuz uygulamasinin (300 mM) oldugu kosullarda
prolin birikiminin de en yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir. Tuz stresinin artmasi ile

bitkide protein igeriginin distiigi, 300 mM NaCl kosullarinda %64’lik bir diisiis



gerceklesmistir. Benzer sekilde nisasta iceriklerinin de incelendigi calismada en yiiksek
nisasta icerigi kontrol grubunda, en diisiik nisasta icerigi ise en yiikksek tuz
uygulamasinin oldugu grupta 6l¢tilmiistiir.

Zawude ve Shanko (2017) 0, 5, 10 ve 15 dS/m NaCl kosullar1 altinda
Etiyopya’nin yerel nohut genotipleri ile gerceklestirmis olduklar1 ¢alismada, bitkilerin
tuza tolerans cevaplarini arastirmislardir. Calismada kullanilan tiim genotiplerde, tuz
konsantrasyonunun artmasi ile birlikte kdk uzunlugu, gévde uzunlugu, kok ve goévde
yas agirhg, kok ve govde kuru agirlik parametrelerinde azalma gergeklestigini
belirtmislerdir. Genotip farkliligina bagh olarak bitkilerin tuz stresine olan tolerans
diizeylerinin farkli oldugunu rapor etmislerdir.

Day ve Aasim (2017), tuz stresine oldukg¢a hassas olan yer fistig1 bitkisini iki ay
boyunca 5-20 uS/cm arasinda KCI ve NaCl tuzlarina maruz birakmislardir. Yer fistig
bitkisi (Arachis hypogeae) EC degeri 8 dS/m’nin iistiine ¢iktiginda ¢imlenmeyi
basaramamaktadir. Arastiricilar yer fistig1 bitkisini prime ettikten sonra (6n
kosullandirma) plumula eksplantlar1 1.0 mg/l BAP ve 5-20 uS/cm arasinda KCI ve
NaCl tuz igeren MS besi ortaminda kiiltiire almistir. ki ay boyunca bitki gelisimleri
takip edilmistir ve tuz kaynagindan bagimsiz olarak tiim kallus ve rejenere siirgiinlerde
kahverengilesme veya nekroz olusumu oldugu kaydedilmistir. Ayrica %100 oraninda
kallus indiiksiyonu ve siirgiin rejenerasyon gerceklestigi  belirtilmistir. Tuz
konsantrasyonunun artmasi ile siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugunda azalma oldugu
tespit edilmistir. NaCl’nin bitkilerin gelisimine verdigi zararin KCI’ye kiyasla daha
fazla oldugu ortaya konmustur. MS besi ortaminda 0,5 cm’den kiigiik olarak elde edilen
stirgtinler koklendirilmek tizere 0,25-2,0 mg/l IBA veya % 0,15-0,6 arasinda sukrozla
birlikte 1 mg/l IBA ile zenginlestirilmis besi ortamlarinda koklendirilmistir.
Koklendirilmis olan bu siirgiinlerin, aklimitizasyonu da basarili olmustur. Priming
uygulamasi sonrasi bitkilerin tuz igeren besi ortaminda kiiltiire alinmasi ve %100
oraninda kallus indiiksiyonunun goriilmesi de priming uygulamasinin olumlu etkisi

oldugunu gostermektedir.
2.2. Toprakta Tuzluluk Problemi

Toprak ¢ozeltisinde bulunan suda ¢6ziinebilir tuzlarin birikmesi tarimsal iiretimi,
topraklarin bozulmasina ve dolayli yoldan ekonomiyi de etkileyen onemli bir

problemdir. CO32, SO42, CI;, NOs !, HCOs? ve Ca*?, K*, Mg*? ve Na*! tuzluluga neden



olan minerallerdendir (Rao ve ark., 2016). Topraklarda tuzlulagsmanin baglica nedenleri
yeralt1 sularinin yiikselmesi, ¢éziinmemis tuzlari tasiyan suyla yapilan sulama ve yogun
tarim uygulamalaridir (Munns ve ark., 2003). Iklim degisikliginin diinya iizerinde
kendini daha fazla hissettirmesi ile 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklimin hakim oldugu
bolgelerde tuzluluk problemi daha siddetli goriilmeye baslanmistir. Ayrica diinyanin
pek ¢ok yerine de tuzluluk problemi ortaya ¢ikmaktadir (Rengasamy, 2006). Kurak ve
yar1 kurak boélgelerde tuzlulugun daha fazla goriilme sebebi, topraga diisen yagis
miktarinin toprak ¢ozeltisinde bulunan fazla tuzu yikayip uzaklastirabilecek diizeyde
olmamasidir.

Tuz birikmesinin diger bir sebebi ise riizgdr ve yagmurlarin yardimi ile
okyanuslardaki tuzlarm tasinimidir. Yagmur sulari ile 6-50 mg.kg? arasinda NaCl
tasimaktadir (Munns ve Tester, 2008). Toprakta tuzlulasmanin artmasi Ssonucunda
bitkiler, ihtiyaci olan besin elementlerini topraktan yeterince alamamakta ve bu durum
bitkinin Oliimii ile sonu¢lanmaktadir (Tas ve ark., 2013). Cizelge 2.1.°de tuzdan

etkilenmis topraklarin siniflandirilmasina ait bir ¢izelge verilmistir.

Cizelge 2.1. Tuzdan etkilenmis topraklarm siniflandirilmas: (FAO, Management of Irrigation-
Induced Salt Affected Soils Tuzluluk Brosiiriinden alinmustir).

Tuzdan etkilenmis ] Elektrik Toprak Sodyum Toprak Fiziksel
Toprak Siifi Iletkenligi (dS/m) pH's1 Adsorpsiyonu Durumu
Tuzlu >4 <8,5 <13 Normal
Tuzlu-Sodik >4 <8,5 >13 Normal
Sodik <4 >8,5 >13 Diisiik

Diinya topraklarinin (12.781,3 milyon ha) %3,1’inin tuzlu (397,1 milyon ha),
%3,4’lintin (434,3 milyon ha) ise sodik toprak oldugu hesaplanmistir (FAO, 2017).
1995 yilinda yayimlanan bir ¢alismada, tuzlulugun tarimda yol agtifi zararin tim
diinyada yillik 12 milyar dolar oldugu hesaplanmistir (Ghassemi ve ark., 1995; Pitman
ve Lauchli, 2002). Tiirkiye topraklarimin %2’si, tarim topraklarinin ise %7’si tuzluluk
problemi ile kars1 karsiyadir. Yaklasik 1,5 milyon ha alanda tuzluluk ve alkalilik
goriilmekle birlikte bu alanin iigte biri Konya Kapali havzasi olarak karsimiza

¢ikmaktadir (Kog, 2017).




2.3. Bitkilerde Tuz Stresi ve Tolerans Mekanizmalari

Toprakta ortaya ¢ikan tuzlulasmaya bazi bitkiler tolerans gosterebilirken, bazi
bitkiler ise toprak c¢ozeltisinde bulunan ¢ok az miktarda tuza bile tolerans
gosterememektedirler. Normal gelisimlerini tuzlu kosullar altinda bile devam ettiren
bitkiler, halofit grubu altinda toplanmaktadir. Glikofit bitkiler ise tuzlu kosullara
hassasiyeti olan bitkilerdir (Eruz, 1979). Elektrik iletkenligi (EC) O ile 2 dS/m arasinda
tuzlulugun bitkiler tizerindeki etkisi ihmal edilebilir. 2 ile 4 dS/m arasinda tuzluluga
hassas olan bitkiler dlebilir. EC degeri 4 dS/m’yi gectiginde ¢ogu bitki tuz stresine karsi
tolerans gosterememektedir. EC degeri 8 dS/m’yi astiginda ise yalnizca tuza tolerant
bitkiler normal gelisimlerini devam ettirebilmektedir (Eruz, 1979). Tuza

hassasiyetlerine gore bitkilerin siniflandirilmasi Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Bazi bitkilerin tuzlu kosullara olan toleransi. Tuzluluk degeri EC olarak ifade edilmistir
(FAO, Management of Irrigation-Induced Salt Affected Soils Tuzluluk Brosiiriinden alinmustir).

Hassas Orta derecede Tolerant Yiiksek derecede tolerant
(0-4 dS/m) tolerant (4-6 dS/m) ( 6-8 dS/m) (8-12 dS/m)

Badem Misir Incir Arpa

Fasulye Dar1 siipiirgesi Yulaf Pamuk

Yonca Marul Nar Zeytin

Sogan Soya Aygicegi Cavdar

Patates Domates Bugday Bugday ¢imi

Mangrove, Atriplex ve kinoa en iyi bilinen halofit bitkilerdendir (Flowers ve
Colmer, 2015). Mangrove bitkisi tuz bezleri ile tuzu uzaklastirirken, Atriplex bitkisi ise
tuz tiiylerinin yardimi ile gévdeden fazla tuzu uzaklastirmaktadir. Boylece Atriplex
bitkisinin yapraklarinda biriken fazla tuz yagmurla vs uzaklagmaktadir. Kinoa bitkisi ise
yaprak vakuollerinde Na* biriktirebilmekte ve artan Na* konsantrasyonuna karsilik K*
iyonlarint hiicre i¢inde tutarak Na/K dengesini koruyabilmektedir ve bdylece hiicre
icinde homeostasisi saglamis olmaktadir (Ruiz ve ark., 2016).

Tuza tolerant olan bitkilerin tolerans mekanizmasinin fizyolojik temellerini
anlayabilmek i¢in hangi asamada bitki bliylimesinin kisitlandigin1 anlamak gerekiyor.
Bitkiler, tuz stresine karsi iki fazda cevap olusturabilmektedirler: Birincisi dis osmotik
basincin artisina baslangicta hizli bir cevap olusturmak, ikincisi ise yapraklarda sodyum
iyonlarin birikmesine yavas bir cevap olusturulmasidir (Munns ve Tester, 2008).

Bitkiler stres kosulunda yasamaya devam edebilmek igin ¢esitli stratejiler
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gelistirmektedirler. Molekiiler diizeyde bitkiler transkripsiyon, mRNA siirecinin

diizenlenmesi, translasyon, protein modifikasyonlar1 ve protein sentezin durdurulmasi

gibi yollarla stres faktorlerine karsi cevap olusturmaktadirlar. Munns ve Tester (2008)

bitkilerde tuz tolerans mekanizmasini dort ayr1 grupta siniflandirmastir.

1.

2.

3.

4.

Osmotik Stres Toleransi: Bitki osmotik stresi algilar algilamaz kdk uglarinda
ve geng yapraklarda hiicrelerin biiyiimesine ket vurmaktadir. Stoma hiicrelerinin
de kapanmasi ile bitkinin tolerans cevabina destek olmaktadir.

Yaprak ayalarindan Na*! iyonlarinin atilmasi: Bu 6zellik, tuzlu ortamlarda
yetistirilen bitkilerde en fazla arzu edilen &zelliklerden biridir. Na** iyonlarinin
koklerden atilmast ise yapraklardan Na*! birikmesini engellemektedir. Eger Na**
iyonlariin atilmasinda bir sikint1 olusursa bitki tiiriine bagli olmakla birlikte tuz
stresinin etkisi giinler veya haftalar sonra kendini gostermektedir. Ksileme ilk
asamada Na' iyonlarinin hizlica yiiklenmesi de ozmotik diizenlemeye yardimet
olmaktadir ve bu da tuz stresine tolerans cevabinda epey Onemli bir rol
oynamaktadir.

Doku toleransi: Bazi bitki tiirleri dokularinda Na*' veya CI! iyonlarimi
biriktirerek tolerans cevabini olusturmaktadirlar. Bu tolerans mekanizmasi ise
Na*! ve CI" iyonlarinin hiicre icinde ve hiicreler arasinda kisimlara ayrilmas ile
gergeklestirilmektedir. Kinoa 6rneginde oldugu gibi yaprak torbaciklarinda bu
iyonlarin biriktirilmesi ile bitkinin su kaybini azaltmasina yardimci olmaktadir
(Adolf ve ark., 2013). Hiicre i¢inde Ozellesmis bu kisimlarda iyonlarin
toplanmasi ile iyonlarin sitoplazmada birikmesi engellenmektedir.

Osmotik coziiciilerin birikmesi: Organik ¢oziiciilerin hiicre sitoplazmasinda
birikmesi ile osmotik diizenlenme gerceklestirilmektedir. Boylece Na*!
iyonlarinin birikmesi de engellenmektedir. Ozmoprotektan olarak bilinen bu
¢oziiciilerden bazilari ise sunlardir: Prolin, glisin, betain, trehaloz, mannitol ve
sorbitol (Rao ve ark., 2016). Stres varliginda, prolinin bitkide birikiyor olmasi
genellikle bitkinin strese karsi tolerans oldugu sekilde yorumlanmaktadir

(Kishor ve ark., 2005).

2.4. Priming Uygulamalar1 (On¢imlendirme)

Cimlenme, bitkilerin yetistirilmesinde hassas bir asamadir. Tohumlarin

¢imlenmesi istirahat halinde olan tohumun canli bir metabolizmaya doniistiigii oldukga
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karmagik bir siirectir (Atici ve ark., 2005). Cimlenme sirasinda karsilasilan pek ¢ok
sorun, bitkinin biliyiime ve gelismesini, bitki verimini olumsuz etkileyebilmektedir.
Onc¢imlendirme veya ozmotik kosullandirma olarak da adlandirilan priming
uygulamasinin birincil amaci tohum ekimi ile ilk siirgiin ¢ikisi arasinda gegen siireyi
kisaltmaktadir (Nawaz ve ark., 2013). Hindistan’da 1995-97 yillar1 arasinda 21 kdyden,
246 c¢iftgiden nohut, musir ve ¢eltik tohumlarimi ekmeden evvel suda bekletmelerini ve
vernalizasyon ihtiyaglarina gére uygun donemlerde ekim yapmalari istenmistir. Bu
projeye katilan ¢iftgiler, kendilerine verilen nohut, misir ve ¢eltik tohumlarinin yarisini
bir gece Oncesinden suda bekletip hava yolu ile kurutup, diger yarisini ise suda
bekletmeden klasik yontemle ekmislerdir. Harris ve ark. (1999)’nin Hintli ¢iftciler ile
gerceklestirmis oldugu bu proje sonunda her ii¢ bitki grubunun tohumlarinda daha hizli
sirglin cikist gozlendigi, bitkilerin daha giiclii oldugu, daha erken ciceklenme
gergeklestigi, bitkilerin kurakliga karst daha tolerant oldugu, verimin arttigi ve priming
uygulanan bitkilerin daha erken hasat edildigi rapor edilmistir.

Priming yoOntemleri arasinda en kolay ve ucuz olan yontem ekimden evvel
tohumlart su i¢inde bekletmektir. Bu yontem 6zellikle, elinde ¢ok imkani olmayan ve
kurak veya yar1 kurak bir iklimin hakim oldugu topraklarda ekim yapan ciftgiler igin
olduk¢a ekonomik ve cazip bir yontemdir. Priming uygulamalan asagidaki sekilde
Ozetlenmistir.

1. Hidropriming: Tohumlari su i¢inde bir siire bekletme yontemidir. Suda bekletilen
tohumlar daha sonra kurutularak veya kurutmadan ekilebilir.

2. Halopriming: NaCl (sodyum kloriir), KNO3 (potasyum nitrat), CaCl. (kalsiyum
kloriir) ve CaSOs (kalsiyum siilfat) gibi inorganik tuzlarin bulundugu soliisyonlarda
tohumlarin bekletilmesidir. Genel olarak tuzlu soliisyonlarda bekletilip ekilen
tohumlar ¢imlenme, siirgiin ¢ikisi ve gelisimi, tuz stresine cevap olusturmada etkili
olmakla birlikte herhangi bir cevap olusturmayan durumlar da bulunmaktadir
(Nawaz ve ark., 2013). Farkli tuz kaynaklarmi igeren soliisyonlarda bekletilen
ckmeklik bugday tohumlar1 (tuz stresine tolerant ve hassas) 0, 120 ve 240 mM
NaCl igeren ortamlarda ¢imlenmeye birakildiginda her iki cesitte de ¢imlenme
oraninda ve plumullerde herhangi bir degisiklige neden olmadigi belirtilmistir
(Ashraf ve Iram, 2002).

3. Ozmopriming: Ozmotik kosullandirma olarak da bilinen bu yontem ¢oziicli olarak
seker, polietilen glikol (PEG), gliserol, sorbitol ve mannitol kullanip, sonrasinda

tohumlarin kurutulmasina dayanmaktadir.
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4. Hormonal priming: Bu yontemde ise salisilik asit, askorbat, kinetin gibi bitkilerde
bliylime ve gelismeyi olumlu etkileyen hormonlarla tohumlarin 6nce hormonlu
soliisyona batirilip sonra ekilmesi bitkilerin tuz stresine olan toleransini artirmasina

katkida bulunmustur.
2.5. LED Isik Uygulamalari

Isik, bitkilerde biiylimeyi ve gelismeyi etkileyen 6nemli bir faktdrdiir. Son 50 yil
igerisinde LED (Light-emitting diodes) teknolojisindeki gelismeler 6zellikle tarimsal
iretimde 6nemli katkilar sunmustur. LED 1siklarinin kullanimi iklim odalarinda ve
seralarda genig yer bulmustur. LED isiklarinin en 6nemli avantaji, kontrollii olarak
bitkilerin yetistirilmesine imkan verip, bitkilerin fotosentez verimini artirmasina destek
olmasidir. Ozel sektérde, tohumculuk firmalarinda verimi artirdigi igin farkli renklerde
LED 1siklarina olan talep artmaktadir. LED 1siklarinin kullanimina giincel 6rneklerden
biri ise NASA calisanlarinin uzayda mekik igerisinde marul yetistirmesidir. Ayrica
dikey tarim uygulamalarinda su kiiltiirii sistemi yayginlagmaktadir, buna paralel olarak
LED isiklarin kullanimi da artmaktadir. Dikey tarima odaklanan biyoteknolojik
sirketleri yilin 365 giinlinde su kiiltiirii ve LED 1siklarinin kullanim ile bitki iiretimini
siirdiirebilmektedirler (Bendix, 2018). Avustralyali bir grup ise 1slah ¢aligmalarinda
bugday bitkisinin yetistirme siiresini kisaltmak i¢in LED 1siklarimin kullanimina

basvurmuslardir (Watson ve ark., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez galismasi, Necmettin Erbakan Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Boliimii laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.
3.1. Bitki Materyali, Biiyiime Ortam ve Kosullar:

Bu tez calismasinda, bitki materyali olarak Desi tipi siyah nohut ve Kabuli tipi
tescilli beyaz nohut cesitleri kullamlmustir. Siyah nohut tohumlari, Ankara Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Béliimii, Ogretim iiyesi Prof. Dr. Khalid Mahmood
KHAWAR tarafindan temin edilmistir. Karsilastirma amaciyla ise Kabuli tipi beyaz
nohut ¢esidi olarak mutasyon 1slahi ile gelistirilmis olan TAEK-Sagel ¢esidi Tiirkiye
Atom Enerjisi Kurumu ¢alisan1 Dr. Zafer Sagel’den ve Er99 isimli nohut ¢esidi ise
Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir. Siyah nohut ve Sagel

¢esidi nohutlarinin karsilastirilmasina dair fotograf Sekil 3.1.’de ’de verilmistir.

11012 19, 20, 2

13 14 080 164718
luu}uuhm'un\nuhmlunhm\\1u\mlh\u\un\uu\nu\\m\nn\m\\\\n\\m\\m\

Sekil 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan Desi tipi (siyah nohut) (A), Sagel (B) ve Er99 (C) nohut gesitleri (50ser tohum)

Bu tez ¢alismasinda MS (Murashige ve Skoog, 1962) mineral tuz ve vitaminleri
kullanilmistir. Besi ortami hazirlamak icin %3 siikroz ve %0,65 agar ile katilastirilan

temel besi ortami kullanilmistir. Ortam hazirlanmasinda distile saf su kullanilmustir.
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Besi ortamlarinin pH’st 1 N NaOH veya 1 N HCI kullanilarak 5,7-5,8’e ayarlandiktan
sonra otoklavda 1,2 atmosfer basing altinda 121 °C’de 20 dk boyunca sterilizasyona tabi
tutulmustur. Tez kapsaminda yapilmis tiim calismalar LED 1s1k altinda 16 saat 151k 8
saat karanlik fotoperiyodunda gerceklestirilmistir. Sicaklik ise 244+1°C’de tutulmustur.

3.2. Yiizey Sterilizasyonu

Nohut tohumlarin sterilizasyonu i¢in farkli oranda sodyum hipoklorit (NaOCl)
farkli siirelerde (dk) uygulanmistir (Aasim ve ark., 2013). Siyah nohutta ¢amasir
suyunda bekleme siiresi 15 dk iken, beyaz nohutta ise 30 dk olarak optimize edilmistir.
Daha sonra, tohumlar ii¢ kez siyah nohut i¢in 5er dk, beyaz nohut igin ise 10ar dk
boyunca otoklavlanmig steril saf su ile durulanmistir. Sterilizasyondan sonra tohumlar
besi ortam: igeren steril magenta kaplari iginde 24+1 °C’de 16 saat 151k ve 8 saat

karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinip, ¢cimlendirilmistir.
3.3. Farkh Priming ve Isik Uygulamalar:

Bu tez calismasinda ayrica farkl 1s1k (beyaz, kirmizi ve mavi) ve hidropriming
uygulamalarimin (1 saat, 2 saat ve 4 saat) etkilesimi incelenmistir. Tesadiif bloklar1
deneme desenine gore 3er tekerriirlii olarak bu calisma ylriitilmistir. Yiizey
sterilizasyonundan sonra siyah nohut tohumlar ilk olarak farkli siirelerde (kontrol, 1
saat, 2 saat ve 4 saat) steril saf su iginde bekletilmistir. Sonrasinda farkli renkte LED
isiklar altinda 16 saat 151k 8 saat karanlik fotoperiyodunda ¢imlenme ve biiylime
gerceklestirilmistir. Sicaklik ise 24+1°C’de tutulmustur. Besi yerine ekimden 22 giin

sonra bitkilerin biiylime parametreleri 6l¢iilmiistiir.
3.4. Tuz Stresi Uygulamalari

Bu c¢alismada in vitro kosullarda tuz kaynagi olarak NaCl sec¢ilmistir. Tuz
konsantrasyonlarina gére besi yeri i¢in eklenecek olan tuz miktar1 hesaplanmistir.
Tesadiif bloklar1 deneme desenine gore tuz uygulamalar1 4er tekerriirlii olarak bu
caligma yiritiilmiistiir. Her bir tekerriirde 12ser tohum ekilmistir. Besi ortaminin pH
degerleri de tuz eklendikten sonra otoklavlanmadan once kontrol edilmistir (Day ve
ark., 2016). Tuz uygulamasi i¢in 6,25; 12,5; 25; 50; 75; 100; 150 ve 200 mM’lik NaCl
iceren besi ortamlar1 hazirlanmistir. Bitkilerin tuza tolerans yiizdeleri ise asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.
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Bitki Kuru Agirligir,,

Tuza Tolerans Yl'izdesi=( ) x 100 (3.1)

Bitki Kuru Agirligigontror

3.5. In vitro Cimlenme Calismalari

Steril edilmis olan beyaz ve siyah nohut tohumlan farkli oranlarda NaCl i¢eren
besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kontrol grubu besi ortaminda NaCl eklenmemistir.
Bu ¢aligma kapsaminda ¢imlenme ile ilgili farkli parametreler kaydedilmistir (Ranal ve
ark., 2009). Cimlenme yiizdesini hesaplamak i¢in ¢imlenen tohum sayisi, toplam tohum
sayina boliinlip yiiz ile ¢arpilmistir. Ortalama ¢imlenme siiresi ise Gairola ve ark.

(2011)’nin vermis oldugu formiile gore hesaplanmustir.
3.6. Temel Biiyiime Parametreleri

Tuz stresinin bitki tohumu iizerindeki etkilerini inceleyebilmek icin siirglin
uzunlugu, siirgiin yas agirligi, stirgiin kuru agirhigy; kok uzunlugu, kok yas agirlign ve
kok kuru agirhig parametreleri Ol¢lilmiistiir. Her bir tekerriirden Ser bitki alinmistir,
tekerriirde geride kalan bitkiler diger analizler i¢in ayrilmistir. Ayrica tuza tolerans
yiizde parametrelerine de bakilmistir (Karakulluk¢u ve Adak, 2008). Bitki kok ve
stirgiin kuru agirligini 6l¢giilmesi igin bitkilerin yas agirligi tartildiktan sonra 65 °C’ta bir
gece boyunca bekletilmistir. Bitki yas ve kuru agirliklarinin tartimi ayni tartida

gergeklestirilmistir.
3.7. Element Analizi (Na, K ve Cl)

Element analizi calismalar1 icin Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
laboratuvarlarindan faydalanilmistir. Bitki kok ve govde ornekleri 65 °C’de bes giin
stire ile kurutulup, ardindan element analizi i¢in kahve 6giitiiclistinde 6gultiilmiistiir.

Na ve K tayini: Ogiitiilmiis ve kurutulus bitki drneklerinden 0,25 g tartilmustir.
Yas yakma isleminde nitrik asit (HNOs) ve per Kklorik asit (HCIOs) karisimi
kullanilmistir. Hem sodyum hem de potasyum i¢in standart ¢ozeltiler hazirlanmistir ve
fleymfotometre cihazi buna gore kalibre edilmistir. Elde edilen okuma degerlerine gore
de “Standart Egri” olusturulmustur. Orneklerin sodyum ve potasyum degerleri

fleymfotometre cihazinda okunmustur (Kacar ve inal, 2008).
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Cl tayini: Ogiitiilmiis ve kurutulmus bitki 6rneklerinden 0,1 g tartilmustir.
Johnson ve Ulrich (1959)’1n belirttigi sekilde potasyum kromat indikatorii kullanilarak
ve AgNO:z ile titre edilerek elde edilen degerlere gore hesaplanmustir. Bitkideki klor
miktar1 asagidaki (3.2) esitlige gore hesaplanmistir (Kacar ve Inal, 2008):

Ekstrakte Edilebilir Klor (%) =

((ﬁrneR—TamR)titrasyonda kullanilan AgNO3 miktari(ml)
Bitki 6rnegi miktari(mg)

)x 100 (3.2)

3.8. Prolin Analizi

Bitkide temel biiylime parametre Ol¢limlerinin alindig1r giin ayrica prolin
konsantrasyonun belirlenmesi i¢in sirast ile 0,10 g kok ve siirgiinden taze Ornekler
alinmustir.

Prolin analizi i¢in 0,1 g ornek 3 ml %3’lik siilfosalisilik asit ile ekstrakte
edilmistir. Bu ekstrakt filtre kagidindan siiziildiikten sonra ninhidrin asit ¢ozeltisi ile
glasiyal asit ¢ozeltisi eklenmistir ve ardindan su banyosunda 95 °C’de 1 saat boyunca
bekletilmistir. 1 saat slire sonunda ekstrakt karistminin bulundugu cam tiipler buza
almip hizlica sogumalar1 saglanmigtir. Soguduktan sonra tiiplere 4 ml toluen eklenip
yaklasik 2 dk boyunca vorteksle iyice karistirilmistir. Vortekslenen tiiplerde iist tarafta
kalan sivi fazdan almman ornekler kuvartzlara eklenip, spektrofotometrede 520 nm’de

okunmustur.
3.8. istatistik Analizi

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup her
muamele, 3 veya 4 tekerriirlii Magenta GA7 kutular1 veya petrilerden olusmustur. Elde
edilen veriler “SPSS 20 for Windows”’ programi yardimiyla varyans analizine tabi
tutulup olup, ortamlarimi karsilastirmak amaciyla Duncan (DMRT) testi kullanilmistir.

Yiizde degerler, istatistik analizinden 6nce arcsin degerlerine ¢evrilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. In vitro Kosullarda LED Isik ve Hidropriming Denemesi

Bu ¢alismada farkli siirelerde hidropriming uygulamalar1 (1 saat, 2 saat ve 4
saat) ve farkli LED igiklar1 (beyaz, kirmizi ve mavi) interaksiyonunun desi tipi siyah
nohut ¢esidinin ¢imlenme ve bitki gelisimi {izerine etkisinin olup olmadigi anlasiimaya
calistlmistir. Siyah nohut tohumlarimin yiizey sterilizasyonu gerceklestikten sonra
tohumlar MS besi ortamina aktarilmistir. Cimlenme oran1 %100 oldugu i¢in ¢gimlenme
verileri ile istatistik analizi yapilmamistir. Temel biiylime parametrelerinin 6l¢timii

sonucunda kaydedilen veriler alinip istatistik analizi yapilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli LED 151k ve hidropriming uygulamalarma maruz birakilan siyah nohut
bitkisinde siirgiin ve kdk uzunlugu, siirgiin ve kok yas agirligina ait varyans analizi

Varyans SD Siirgiin Uzunlugu Kok Uzunlugu Siirgiin Yas Agirhg: Kok Yas Agirhgi
Kaynag o
K.O. F Degeri K.O. F Degeri K.O. F Degeri K.O. F Degeri

LED Isik (I) 2 91,419 72,561** 37,710 8,772** 0,022 4,244** 0,005 0,8810s
Priming (P) 3 3,793 3,010** 1,033 0,24006s 0,000 0,09506s 0,006 0,9620s
IxP 6 2,211 1,755* 4,774 1,110* 0,009 1,820* 0,003 0,5400s
Hata 24 1,260 - 4,299 - 0,005 - 0,006
Genel Toplam 35

** p<0.01, *,p<0.05

Cizelge 4.1.°de goriilecegi iizere 151k uygulamasi tek basina uygulandig
kosullarda siirgiin uzunlugu, kok uzunlugu ve siirgiin yas agirligi acisindan
hidropriming uygulamasimin tek basina uygulandigi kosullarda ise sadece siirglin
uzunlugu agisindan p<0.01 diizeyinde Onemli bulunmustur. Priming ve 151k
uygulamalar1 etkilesiminin siirgiin uzunlugu, kok uzunlugu ve siirglin yas agirlhig
parametreleri agisindan p<0.05 diizeyinde Onemli bulunmustur. Kok yas agirhig
parametresi a¢isindan bakildigindan ise tiim uygulamalardan kaynakli olarak énemli bir
degisiklik olmadig1 anlagilmaktadir.

Kok sayisi, siirglin ve kok kuru agirhigi ve siirgiin/kok boy orani parametrelerine
gore yapilan varyans analiz tablosu ise Cizelge 4.2.’de verilmistir. Kok sayisi agisindan
sadece LED 151k ve LED x hidropriming interaksiyon uygulamasi kosullarinda p<0.01
diizeyinde 6nemli 6nemli bulunmustur. Fakat priming uygulama siiresi farkliligr kok

sayisinda onemli bir degisiklik olusturmamastir.



18

Cizelge 4.2. Farkli LED 151k ve hidropriming uygulamalarma maruz birakilan siyah nohut
bitkisinde kok sayisi, stirgiin kuru agirligi, kok kuru agirligi ve siirglin/kdk boy oranina ait varyans analizi

.. Siirgiin Kuru . o Siirgiin/Kok Boy
Varyarls sD. Kok Sayis Agirhin Kok Kuru Agirhgi Oram
Kaynag1
K.O. F Degeri K.O. F Degeri K.O. F Degeri K.O. F Degeri
Isik () 2 73,940 | 5,370** 0 0,48306s 0 0,5796s 0,135 3,827*
Priming (P) 3 20,448 1,48506s 0 0,1856s 0 2,166* 0,015 0,4200s
IxP 6 32,869 | 2,387** 0 1,849* 0 1,0346s 0,083 2,341%*
Hata 24 | 13,770 - 0 0 0,035
Genel
Toplam 35 ) ) i i )

**p<0.01, *p<0.05

Siirglin kuru agirhigi parametresi agisindan ise LED 1s1k ve hidropriming
uygulamalar1 tek basina incelendiginde 6nemli bir farklilhik yaratmazken LED x
hidropriming interaksiyon varliginda p <0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Kok kuru
agirhgr parametresi agisindan bakildiginda ise priming uygulamasinda p<0.05
diizeyinde anlamli sonu¢ elde edilmistir. LED 151k uygulamasi ve interaksiyon
uygulamalarinin kok kuru agirliginda énemli bir farkliliga neden olmadigi goriilmiistiir.

Priming uygulamas1 tek basina incelendiginde siirgiin/kk boy oraninda
degisiklige neden olmadig1 goriilmiistiir. Isik uygulamasi altinda ise elde edilen verilerin
p<0.05 diizeyinde, LED x hidropriming interaksiyonu kosullarinda ise p<0.05
diizeyinde 6nemli oldugu goriilmiistiir. Sokht-Abandani ve Ramezani (2012)’nin mustr,
piring ve hiyar bitkilerinde yaptigi osmopriming uygulamalari sonucunda priming
uygulamasinin musir bitkisinin siirgiin ve kok uzunlugu, ¢imlenme oramt ve kok yas
agirhgini etkiledigi; priming siiresinin ise bu parametrelere ek olarak siirgiin yas agirlig
ve kok kuru agirligimi etkiledigi rapor edilmistir. Ciftciler ile yiiriitiilen baska bir
calismada, ¢inko siilfat soliisyonu i¢inde 16 saat boyunca bekletilen misir tohumlarinin
ekimi sonucunda verim agisindan %25 oraninda, toplam kuru biyokiitle, kogan sayisi ve
kocan agirligi agisindan da artis oldugu belirtilmistir (Harris ve ark., 2007; Nawaz ve
ark., 2013).

Bu denemede gergeklestirilen uygulamalar sonucunda ortaya g¢ikan farkliligi
gostermek i¢in yapilan Duncan analiz sonuglarinin tamami EK-1’de verilmistir. Siyah
nohut bitkisinde temel biiyiime parametrelerinin 6l¢iimii ile kaydedilen verilerin LED
1siklarinin tek basina uygulanmast ile yapilan Duncan analiz sonucu Cizelge 4.3.’te

verilmistir.
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Farkli 151k uygulamalarina goére incelendiginde siirgiin uzunlugu 11,07 cm ile
16,57 cm arasinda, k6k uzunlugu ise 11,67 cm ile 14,97 cm arasinda degismistir. Yani
kirmiz1 151k uygulamasi altinda yetisen bitkilerin hem siirgiin uzunlugu hem de kok
uzunlugu beyaz ve mavi 151k uygulamalarina gére daha yiliksek olmaktadir. Ayrica LED
151k x hidropriming interaksiyonuna bakildiginda da en uzun siirgiin ve kdk uzunluguna

kirmizi 151k altinda yetistirilmis bitkilerde oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.3. Farkli LED 151k uygulamalar: altinda yetisen siyah nohut bitkisinden elde edilen
veriler ile Duncan analizi gerceklestirilmistir.

Isik
LED S“’gl“{‘ K"lk . | Siirgiin Yas li",k ?@s Kok | Siirgiin Kuru | Kok Kuru | Siirgiin/Kok
Isik L Wi Agirhg (g) sirigt Sayis1 Agirhg (g) Agirhgi (g) | Uzunlugu Oram
(cm) (cm) @)
Beyaz 11,07c** | 11,67b** | 0,448b** 0,2976s 18,90b** | 0,0406s 0,0276s 0,983b*
Mavi 14,16b 12,21b 0,527a 0,307 19,06b 0,041 0,029 1,185a
Kirmizi | 16,57a 14,97a 0,514a 0,338 23,28a 0,042 0,029 1,142a

Bitki siirglin yas agirliklar farkli 151k uygulamalart altinda yetistirildiginde ise
0,448 g ile 0,527 g arasinda degismekte ve en yiiksek yas agirlik mavi 151k altinda
yetistirilmis olan bitkilerde goriilmiistiir. Bitki kok vyas agirliklar, farkli 1s1k
uygulamalar altinda 0,297 ile 0,338 g arasinda degismektedir, siirgiin yas agirligindan
farklr olarak en yiliksek kok yas agirligi kirmizi 1s1k altinda elde edilmistir. En ¢ok kok
sayis1 23,28 ile kirmizi 151k altinda elde edilirken, en yiiksek siirgiin/kdk boy oran1 1,185
ile mavi 151k altinda yetistirilmis bitkilerden elde edilmistir. Verim agisindan 6nemli bir
belirleyici olan kuru agirlik miktarinda, farkli 1s1k uygulamalar1 altinda dikkate deger
bir farklilik olusmamustir.

Bu tez calismasinda siirgiin ve kok kuru agirhik degerlerinde, LED 151k
farkliligina bagli olarak 6nemli bir degisiklik kaydedilmemistir. Fakat literatiirde farkli
renklerde 151k uygulamalarinin bitki verimini artirmaya yonelik olarak faydali oldugunu
gosteren ¢alismalar mevcuttur. Astolfi ve ark. (2012) farkli LED 1siklart altinda kayimn
agaci, pirnal mesesi ve kus kiraz agaclarimi yetistirdigi ¢alismada bitkilerin degisen
metabolik aktivitelerini incelemistir. Calisma sonucunda farkli LED 1siklarinin
kullaniminin bitki yas ve kuru agirlik, siirgin uzunlugu ve yaprak alami gibi
parametrelerde artisa neden oldugunu belirtmislerdir.

Hidropriming uygulamasi igin soliisyon olarak otoklavlamig steril saf su

kullanilmistir. Kontrol grubu disindaki tohumlar 1, 2 ve 4er saat distile saf sular i¢inde
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bekletilmislerdir. Bu uygulamaya bagimli olarak kaydedilen verilerin Duncan analiz

sonucu Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli hidropriming siiresinin siyah nohut bitkisinin biiylime gelisimi iizerine etkileri

vicropriming |y b | Urunloge | vas | JOKYas | Kok SRR Kok Kura | SRR K
(stiresi) (cm) (cm) Aprh (g) Agirhigi (g) | Saysi Agirhi () Agirh@ () Oram

Kontrol 13,78ab** 12,456s 0,4860s 0,29306s 18,3365 0,04006s 0,032a* 1,1066s

1 saat 13,38b 13,01 0,497 0,295 20,41 0,041 0,029ab 1,047

2 saat 13,74ab 13,15 0,499 0,320 21,06 0,041 0,027ab 1,118

4 saat 14,88a 13,16 0,503 0,348 21,85 0,042 0,026b 1,142

Farkli priming uygulamalari altinda, siirgiin uzunlugu hidropriming siiresi
arttikca artmistir. Kontrol grubunda 13,78 cm olan silirgin uzunlugu, 4 saatlik
hidropriming uygulamasi sonucunda 14,88 cm’e ulasmistir. K6k kuru agirliginda ise
tam zitt1 bir degisiklik goriilmiistiir. 0,032 g ile 0,026 g arasinda degisen kok kuru
agirligl en yiiksek kontrol grubunda en diisiik ise 4 saatlik hidroprimingin sonucunda
oldugu kaydedilmistir. Onemli bir farklilik goriilmeyen kék uzunlugu, siirgiin yas
agirhgl, kok yas agirligi, kok sayisi ve siirgiin kuru agirligi parametrelerinde kontrol
grubunda en diisiik degerler kaydedilirken 4 saatlik priming uygulamasi sonucunda ise
en yliksek degerler kaydedilmistir. Bu c¢aligmada priming kaynagi olarak su
kullanilmistir. Priming kaynagi olarak giberellin, tuz, polietilen glikol (PEG) ile misir
tohumlarin1 prime eden Tian ve ark. (2014), prime ettikleri misir tohumlarinda
¢imlenme performansi, fide gelisimi ve tohum veriminin arttigini belirtmislerdir.

LED 151k ve hidropriming uygulamalarinin interaksiyonu, siyah nohut bitkisinin
biiyiimesinde diger uygulamalarin tek basina uygulandigi kosullara gore daha cok
sayida parametre ac¢isindan 6nemli farkliliklar tespit edilmistir.

Stirglin ve kok uzunlugu agisindan elde verilerle ilgili grafik Sekil 4.1. ve Sekil
4.2.°de verilmistir. Siirgiin uzunlugu 9,71 ile 18,02 cm arasinda de8ismistir. En yliksek
slirglin uzunlugu 4 saatlik hidropriming sonrast kirmizi LED 151k altinda yetistirilen
bitkilerde goriilmiistiir. Kok uzunlugu ise 10,40 ile 16,23 cm arasinda degismistir. En
yiiksek kok uzunlugu degerlerine yine kirmizi LED 1sik altinda yetistirilmis olan
bitkilerden elde edilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli LED 1siklar1 ve farkli siirelerde hidropriming uygulanmig siyah nohut bitkisinde siirgiin
uzunlugu degerleri
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Sekil 4.2. Farkhi LED 1giklar1 ve farkli siirelerde hidropriming uygulanmus siyah nohut bitkisinde
kok uzunlugu degerleri

Siirgiin yas agirligt icin kaydedilen degerler 0,367 g ile 0,582 g arasinda
degismektedir. En yiiksek siirgiin yas agirlik degeri, 4 saat siire hidroprimingin ardindan
mavi LED 151k altinda kiiltiire alinmis olan siyah nohut bitkilerinden alinmistir. En
diisiik siirgiin yas agirligi degeri ise, 4 saatlik hidroprimingin ardindan beyaz LED 151k
altinda kiiltiire alinmis olan tohumlardan yetisen bitkilerde goriilmiistiir. Mavi ve
kirmizi LED 1sik altinda yetistirilmis olan bitkilerden, 4 saatlik hidropriming
uygulanmis olanlarda siirgiin yas agirliklart maksimum degere ulasirken beyaz LED 151k
altinda yetistirilmis olan bitkilerde en diisilk degere ulasmistir. Elde edilen degerler

Sekil 4.3.°te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli LED 1s1klar1 ve farkli siirelerde hidropriming uygulanmig siyah nohut bitkisinin yas agirlhigi degerleri

Kok sayist agisindan degerlendirildiginde, LED 151k ve priming interaksiyonu
kosullart altinda p<0.01 diizeyinde anlamli ¢ikmistir. K6k sayisi1 degerleri ise 14,89 ile
27,72 arasinda degismistir. En diisiik kok sayisi, 2 saatlik priming uygulamasindan
sonra mavi LED 1s1k altinda yetistirilmis olan bitkilerden alinmistir. En yiiksek deger
ise 1 saatlik priming uygulamasi sonrasinda kirmizi1 LED 1s1k altinda yetistirilmis olan
bitkilerden alinmustir.

Kok kuru agirligr acisindan inceleme yapildiginda alinan degerler 0,022 ile
0,035 g arasinda degismistir. Beyaz LED 1s1k altinda yetisen bitkilerde hidropriming
stiresi arttikga kok kuru agirhig miktart diismiistiir, fakat mavi ve kirmizi LED 151k
altinda yetisen bitkilerde beyaz LED 1s1k altinda yetisen bitkilerde oldugu gibi kok kuru
agirlig miktarinda dogrusal bir artis veya azalis gerceklesmemistir. Mavi ve kirmizi 151k
altinda yetistirilmis olan bitkilerde maksimum kok kuru agirhigi degerine kontrol
grubunda ulasilirken, minimum kok kuru agirligi degerine sirast ile 2 saatlik ve 1 saatlik
hidropriming uygulanmis bitkilerde ulagilmistir. Elde edilen degerler Sekil 4.4.°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli siirelerde priming uygulanmis ve farkli LED 1siklar altinda yetistirilmis siyah
nohut bitkisinin 22. giiniinde kaydedilen kok kuru agirlig1 degerleri

Stirglin/kok uzunlugu oranlar1 agisindan incelendiginde ise her ii¢ farkli LED
151k altinda yetisen bitkilerde hidropriming siiresine paralel olarak bir dogrusal artis
veya azalig gozlenmemistir. Siirglin/kok uzunluk oranlart 0,796 (1 saatlik hidropriming
ve beyaz LED 1sik) ile 1,366 (1 saatlik hidropriming ve mavi LED 1g1k) arasinda
degismistir. Beyaz LED 151k altinda yetistirilmis bitkilerde maksimum degere 2 saat
boyunca hidropriming, minimum degere ise 1 saat boyunca hidropriming olanlarda
kaydedilmigtir. Mavi LED 1sik altinda yetistirilmis olan bitkilerde maksimum degere
kontrol grubunda, minimum degere ise 1 saat siire ile hidropriming edilmis olanlarda
elde edilmistir. Kirmizi LED 1s1k altinda yetistirilmis olan bitkilerde ise maksimum
degere 4 saat boyunca hidropriming edilmis olanlarda, minimum degere ise kontrol

grubunda ulagilmistir. Elde edilen degerler Sekil 4.5.’te gosterilmistir.
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0 S S S
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Beyaz Kirmizi Mavi

Sekil 4.5. Farkli LED 1siklari ve siirelerde hidropriming uygulanmisg siyah nohut bitkisinde siirgiin/k6k boy orani degerleri
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4.2. In vitro Kosullarda Tuz (NaCl) Uygulamasi

Bu tez ¢alismasinda, farkli konsantrasyonlarda (6.25, 12.5, 25, 50, 75, 100, 150
ve 200 mM) tuz (NaCl) igeren besi ortamlarinda kiiltiire alinmis olan Desi tipi siyah
nohut ve Kabuli tipi beyaz nohut c¢esidinin tuz stresine olan tolerans cevaplari

karsilastirilmistir. Kabuli tipi beyaz nohut ¢esidi olarak Er-99 ¢esidi kullanilmistir.
4.2.1. In vitro kesullarda NaCl uygulamasimin siyah nohutta ¢imlenmeye etkisi

Bu tez caligmasinda, farkli oranlarda NaCl’nin Magenta GA vessel i¢inde besi
ortamlarina eklenerek steril edilmis olan nohut tohumlar kiiltiire alinmigtir. Daha sonra
bu magentalardaki tohumlar, beyaz LED 1sik altinda ¢imlenme ve biiyiimeye
birakilmigtir. Ekim gilinlinden 12 ve 24 saat sonra tohumlarin ¢imlenme durumlari
kontrol edilmistir. Daha sonra 24 saat ara ile ¢imlenmis tohum sayilar1 sayilmistir. 12
saat i¢inde herhangi bir ¢imlenme gozlenmemisken, sonraki saatlerde tohumlar
¢imlenmeye baglamislardir. 50 mM’lik NaCl tuz uygulamasina kadar, siyah nohut
tohumlar1 3 giin i¢cinde ¢imlenmelerini tamamlamisglardir. 11 giin sonra 75 mM NaCl tuz
uygulamasinda, 4 giin i¢inde 100 mM’da ve 10 giin sonra ise 150 mM NaCl tuz
uygulamasinda tohumlarda ¢imlenme durmustur. On denemelerde 200 mM NaCl tuz
uygulamasinda ise herhangi bir ¢imlenme goriilmemistir. Bu yiizden besi ortaminda
bulunan NaCl tuz orani daha fazla artirilmamastir.

Iki farkli giinde saymm yapilan siyah nohut bitkisinin kok ve siirgiin ¢ikis
yiizdeleri hesaplanmistir. Ikinci sayim giiniinden sonra yeni kdk veya siirgiin ¢ikist
gozlenmemistir. Sekil 4.6.’da goriildiigii gibi kok ¢ikisinin sayildigi birinci giinde
kontrol, 6,25, 12,5 ve 25 mM NaCl igeren besi ortaminda ekilen bitkilerin hepsinde
%100 oraninda ¢imlenme gerceklestirilmistir. Ayni giinde tohumlarda siirgiin ¢ikis1 da
gozlenmeye baslamistir (Sekil 4.7.). 50 mM NaCl iceren besi yerinde ise %97 oraninda
cimlenme gorilmiistiir ve ikinci sayim giiniinde yeni kok cikist gézlenmemistir. 50
mM’dan sonra tuz konsantrasyonun artmasi ile ¢imlenme orani diismeye baslamistir. ilk
sayim giiniinde 75 mM ve 100 mM NaCl igeren besi yerine ekilen ortamda kok ¢ikis
yiizdesi %83’e, ikinci sayim giiniinde bu oran %91’¢ ¢ikmigtir. 75 mM ve 100 mM
NaCl’de ekimi yapilan tohumlar daha ge¢ ¢imlendigi i¢in ikinci sayim giiniinde kok
¢ikis sayisinda artig goriilmistiir. 150 mM NaCl’de ekilen tohumlar ilk sayim giiniinde
¢imlenmemistir. Ikinci sayim giiniinde ise 150 mM NaCl’de ekilen tohumlarin

%350’sinde ¢imlenme gorilmiistiir.
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulamalar1 altinda yetistirilmis bitkilerin 4. ve 12.
giinlerde sayilan kok ¢ikis ytlizdesi

Sekil 4.7.°de gortuldigi tizere kontrol, 6.25, 125 ve 25 mM NaCl
uygulamalarinda birinci giin sayiminda ¢ikan siirglin ¢ikis yiizdeleri birbirine ¢ok
yakindir. Ikinci giin sayiminda ise siirgiin sayilar1 esitlenmisti. 50 mM NaCl
uygulamasinda ise siirgiin ¢ikis yiizdesi yaklagik %40’tan %98’e ¢ikmustir. Siirgiin ¢ikis
yiizdesi 75 mM’lik tuz uygulamasinda ise %23’ten %92’e, 100 mM’da ise %12,5’tan
%92’ye ¢ikmistir. En carpict sonug ise tuz konsantrasyonunun en yiiksek oldugu 150
mM’lik uygulama sonucunda elde edilmistir. EKimin 5. giiniinde tohumlar ¢gimlenmeye

baslamistir ve sonrasinda tohumlarin sadece %50’sinde siirgiin ¢ikist gorilmiistiir.
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulamalar1 altinda yetistirilmis bitkilerin 4. ve 12. giinlerde
sayilan siirgiin ¢ikis yilizdesi
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Siyah Nohutta Kok ve Siirgtin Ortalama Cikis Siiresi (Gun)
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulamalarinda yetistirilmis siyah nohutta kok ve
siirgiin ortalama giks siireleri (giin)

Sekil 4.8.’de ortalama kok ve siirgiin ¢ikisi ortalama siireleri verilmistir.
Ortalama ¢imlenme siiresi (MGT= mean germination time) olarak da bilinen bu formiil
Ozellikle karsilastirma yapmak amaciyla faydalanilmaktadir. Karsilastirma disindaki
amaglar i¢in kullanimi1 durumunda yaniltict olabilmektedir (Soltani ve ark., 2015). Tuz
konsantrasyonu ile ortalama ¢imlenme siiresi dogrusal olarak bir artis gostermemistir.
Bu analize gore tuz stresi karsisinda en garpict degisiklik 150 mM NaCl uygulamasinda
goriilmiistiir. En uzun ortalama ¢imlenme siiresi bu uygulamada kaydedilmistir. Sadece
kok cikiglarina gore degerlendirme eksik olacagi igin ayrica siirgiin ¢ikiglarim1 da
degerlendirmeye almak gerektigi asikardir. 2.5 ve 100 mM uygulamalar1 arasinda kok
ortalama ¢ikis siireleri birbirine ¢cok yakinken, siirgiin ortalama ¢ikis siirelerinde ise tuz

stres farkliliginin etkisi daha net goriilmiistiir.
4.2.2. In vitro kosullarda NaCl uygulamasinin beyaz nohutta cimlenmeye etkisi

Er-99 cesidi tohumlarin, siyah nohuta gore tuz stresi altinda daha hassas oldugu
tespit edilmistir. 100 mM NaCl igeren besi ortaminda herhangi bir canlilik emaresi
gostermemistir. Tuz stresine tabi tutulan beyaz nohut ¢esidinden elde edilen ¢imlenme
verileri Duncan analizine gore test edilmistir ve kok ve siirgiin ¢ikis1 igin elde edilen
sonuclar Sekil 4.9.’da gosterilmistir. Bu ¢alismada Er-99 nohut ¢esidi, tuz stresine karsi
tolerans gostermemistir. Singla ve Garg (2005)’nin tuz stresi altinda karsilagtirma
yaptigi nohut cesitlerinde Kabuli tipindeki nohut g¢esitlerin Desi tipindeki nohut
cesitlerine gore tuz stresine karst daha tolerant oldugunu gdstermistir. Nohutta tuz
stresine karsi olan tolerans cevabinin genotipe bagli oldugunu sdylemek daha dogru

olacaktir (Atieno ve ark., 2017).
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Sekil 4.9. Farkh tuz konsantrasyonlarinda beyaz nohutta kok ¢ikis yiizdesi

Bu tez calismasi laboratuvarda in vitro sartlar altinda gergeklestigi i¢in bu bitki
cesidinin tuz tolerans mekanizmasim1 daha iyi anlamak i¢in daha genis kapsamda
gerceklestirilecek c¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Grafiklerden de
goriildiigii tizere Desi tipi siyah nohut bitki ¢esidi 150 mM NaCl’a (dahil) kadar
¢cimlenebilmis ve 200 mM NaCl’da ise ¢imlenme gosterememistir. Karsilastirma icin
kullanilan beyaz nohut ¢esidi ise 75 mM NaCl’a kadar dayaniklilik gdsterebilmistir. 11k
sayim giinlinde sadece kontrol ve 6,25 mM NaCl kosullarinda yetisen bitkilerde siirgilin
cikist goriilmistiir. 75 mM NaCl kosullarinda kok ¢ikis gozlenmesine ragmen, siirgiin
cikis1 gergeklesmemistir. In vitro kosullar altinda tuz stresine maruz birakilan beyaz

nohut ¢esidinin ortalama kok ve siirgiin ¢ikis siiresi Sekil 4.10.’da verilmistir.

Beyaz Nohutta Kok ve Surgun Cikisi Ortalama Sure (Gun)
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Sekil 4.10. Farkli tuz konsantrasyonlarinda beyaz nohut ¢esidinde kok ve siirgiin ¢ikisi ortalama siiresi
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Beyaz nohut ¢esidinin ¢imlenme siiresi, siyah nohut ¢esidine tuz uygulanmamis
kosullarda da daha uzun oldugu goriilmiistiir. Tuz uygulamasinin artmasi ile beyaz
nohut ¢esidinin ¢imlenme siiresinde de artis gortilmistiir. 50 mM uygulamadan sonra
beyaz nohut bitkisinde herhangi bir siirgiin gelisimi goériilmemistir. Atieno ve ark.
(2017), goriintii temelli fenotiplendirme yontemini kullanarak 245 nohut aksesyonunda
tuz stresine olan tolerans cevabinin genetik farkliligini arastirdiklari ¢alismada tuz stresi
icin 40 mM NaCl kullanmiglardir. Tuza tolerans 1slah programi i¢in caligmada test
edilen parametreler arasinda tohum sayisinin uygun bir parametre oldugunu

belirtmislerdir.
4.2.3. In vitro kosullarda NaCl uygulamasinin siyah nohutun biiyiimesine etkisi

Farkli oranlarda NaCl’nin Magenta GA vessel i¢inde besi ortamlarina eklenerek
steril edilmis olan nohut tohumlar1 ¢imlendikten sonra biiylimeye birakilmistir. 20 giin
sonra temel biliyiime parametreleri analizi i¢in dis kosullarda hasat gerceklestirilmistir.
Temel biiylime parametreleri olarak ise siirgiin uzunlugu, kok uzunlugu, siirgiin/kék
orani, siirgiin yas agirhgi, kok yas agirligi, siirgiin sayisi, kok sayisi, siirglin kuru
agirhigl, kok kuru agirligr degerleri alinmustir. Siirgiin ve kok orneklerinin yas ve kuru
agirliklari hassas terazide tartilmistir. Bitki 6rnekleri 65 T’de gece boyunca bekledikten
sonra kuru agirliklar tartilmigtir.

Cizelge 4.5. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilmis olan siyah nohut bitkisinden kaydedilen veriler
ile yapilan varyans analizi sonucu

Varyans | S.D | Siirgiin Uznlugu Kok Uzanlugu R N C
Kaynag s
K.O. F K.O. F K.O. F
Tuz Orani 7 13,742 11,653** | 62,065 15,382** | 2,317 15,275**
Hata 24 1,179 - 4,035 - 0,152 -
Genel
Toplam 3L 1- i i i i i
Siirgiin Yas Agirhg: Kok Yas Agirhg: Siirgiin Sayisi
Ortam 7 0,022 18,616** | 0,037 14,875** | 1,279 5,326**
Hata 24 | 0,001 - 0,003 - 0,240 -
Genel
Toplam 31 - j i i i i
Kok Sayis1 Siirgiin Kuru Agirhg1 | Kok Kuru Agirhg:
Ortam 7 118,368 13,762** | 0,000 25,193** | 0,00 22,131**
Hata 24 | 8,601 - 000 - 000 -
Genel
Toplam 3L |- i i i i i

**p<0.01, *p<0.05
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Cizelge 4.5’te goriildiigi gibi Siirgiin uzunlugu, kok uzunlugu, stirgiin/kok orant,
sirgiin yas agirhigi, kok yas agirhig, stirglin sayisi, kok sayisi, siirgiin kuru agirhigr ve
kok kuru agirlign p<0.01 diizeyinde dnemli bulunmustur. Bu farklilig1r gostermek igin
gerceklestirilen Duncan analizi Cizelge 4.6’da verilmistir. In vitro kosullarda, farkli tuz
konsantrasyonlarinda yetistirilmis olan siyah nohut bitkisine ait olan fotograflar Ek-2 ve
Ek-3’te verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli diizeylerde NaCl iceren besi ortaminda yetistirilmis Siyah nohut bitkisinden
alinan temel biiyiime parametreleri

NaCl Siirgiin Kok Siirgiin/Koék Siirgiin Yas Kok Yas
(konsantrasyonu) Uzunlugu Uzunlugu Uzunlugu Oram Agirhg Agirhg
Kontrol 9,24a 11,21a 0,89cd 0,296a 0,329
6,25 mM 8,29a 8,50ab 1,08cd 0,233b 0,144hc
125 mM 8,23a 10,87a 0,82d 0,237b 0,179b
25 mM 8,48a 7,06b 1,43bc 0,211hc 0,157b
50 mM 6,27b 3,39¢c 2,01b 0,179cd 0,074de
75 mM 5,83b 2,36¢ 2,60a 0,151de 0,115cde
100 mM 6,23b 2,25¢c 2,82a 0,113ef 0,047de
150 mM 3,66¢ 1,96¢ 1,83b 0,063f 0,018e
Naol | SGE Keksayw PUELEN
(konsantrasyonu)
Kontrol 2,50a 16,75a 0,028a 0,027a
6,25 mM 2,21ab 15,69a 0,026ab 0,017bc
125 mM 2,31a 16,00a 0,026ab 0,021b
25 mM 2,00ab 10,63hc 0,024ab 0,013cd
50 mM 1,88ab 12,40ab 0,023b 0,010de
75 mM 1,50bc 7,75¢C 0,018¢c 0,008ef
100 mM 1,06¢c 7,21c 0,015¢c 0,005¢f
150 mM 1,00c 1,00d 0,008d 0,003f

Besi ortaminda bulunan tuz orani arttikca siirglin/kok boy orani disindaki
parametrelerde 25 mM NaCl uygulamasina kadar ciddi bir diisiis goriilmezken, 50 mM
NaCl uygulamasindan sonra siirgiin/kék boy orani disindaki tiim parametrelerde daha
fazla bir diisiis egilimi goriilmektedir. En yiliksek tuz uygulamasinin oldugu 150 mM tuz
uygulamasinda siirgiin/kdk boy orani disinda tiim parametrelerde en diisiik degerler
Olciilmiistiir. Kontrol grubunda ise silirglin/kdk boy orani disindaki tiim parametreler
acisindan en yiiksek degerlere ulagilmistir. Yani 50 mM tuz uygulamasindan sonra tuz

stresi bitkide etkisini gdstermeye baglamistir.
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Kok uzunlugu, siirgiin uzunluguna goére artan tuz miktarindan carpici olarak
daha fazla etkilenmistir. 50 mM tuz uygulamasinda kok uzunlugu, kontrol grubuna gore
%70 oraninda diiserken, siirglin uzunlugu ise %30 oraninda diismiistiir. En yiiksek tuz
uygulamasi 150 mM NaCl’da siirgiin uzunlugu, kontrol grubuna gore %60 oraninda
diiserken, kok uzunlugu yaklagik %83 oraninda diismiistiir.

Stirglin/kdk uzunlugu oraninda 100 mM’a dogru artan bir egilim goriiliirken, 150
mM’da ise ani bir diislis goriilmiistiir. Bu diisiise neden olan sey ise yiiksek
konsantrasyonda tuzun kok gelisimi siddetli oranda etkilemis olmasidir. 150 mM NacCl,
bitkinin tuz stresinden en siddetli etkilendigi konsantrasyon olmustur.

Stirglin ve kok sayisi ise tuz oranmin artmasi ile diigmiistiir. En yiiksek tuz
uygulamasinda ise siirgiin gelisimi ve kok gelisimi ¢ok siddetli etkilenmistir. Yan kok
gelisimi 150 mM tuz uygulamasinda tamamen durmustur. Bu uygulamada tim
bitkilerde sadece tek bir kok gelisimi gozlenmistir. 150 mM tuz uygulamasinda, tiim
tekrarlarda sadece tek bir siirgilin gelisimi goriilmiistiir.

Siirgiin yas agirligl ve kok yas agirligi acisindan incelendiginde tuz uygulamasi
baslar baslamaz en diisiik tuz uygulamasinda (6,25 mM NaCl), siirgiin yas agirligi
yaklagik %21 oraninda, kok yas agirligi ise yaklasik %56 oraninda diismiistiir. Lakin tuz
konsantrasyonu 12,5 mM’a yiikseldiginde siirgiin yas agirhiginda %20, kok yas
agirhginda ise %46 oraninda diisiis goriilmiistiir. 12,5 mM’dan sonra siirgiin yas agirlhigi
acisindan dogrusal olarak bir diislis gergeklesirken, 75 mM tuz uygulamasindan sonra
kok yas agirliginda dogrusal olarak bir diisiis ger¢eklesmistir. Siirgiin uzunlugu ve kok
uzunlugu iliskisine benzer olarak, kok yas agirligr da siirglin yas agirliina gore artan
tuz uygulamasindan daha fazla etkilenmistir. 150 mM tuz uygulamasinda bitki siirgiin
yas agirliginda %79, kok yas agirliginda ise %95 oranda diisiis gerceklesmistir.

12,5 mM tuz uygulamasindan sonra siirgiin ve kok kuru agirliginda dogrusal bir
diislis gozlenmistir. 6,25 ve 12,5 mM tuz uygulamalarinda stirgiin kuru agirhig %7
oraninda, kok kuru agirliginda ise sirasi ile %37 ve %22 oraninda diisiis ger¢eklesmistir.

50 mM tuz uygulamasinda siirgiin kuru agirliginda %18, kok kuru agirliginda ise
kontrol grubuna gore %63 oraninda diisiis gerceklestigi goriilmiistiir. 100 mM tuz
uygulamasinda ise, sirast ile %47 ve %82 oraninda diislis gerceklemistir. En yliksek tuz
uygulamasi olan 150 mM NaCl tuz uygulamasinda ise yaklasik %82 (siirgiin kuru
agirhig) ile %90 (kok kuru agirligi) oraninda diisiis gergeklesmistir. Temel biiyiime
parametre analiz sonuglarina bakildiginda bu tez calismasinda kullanilan siyah nohut

bitkisinin kokii siirgine gore daha fazla etkilenmistir. Literatiirde benzer sekilde
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sonuglar elde ve bu bulguyu destekleyen calismalar bulunmaktadir (Singla ve Garg,
2005; Turner ve ark., 2013; Atieno ve ark., 2017). Fakat bu her zaman gegerli degildir.
Siirgliniin tuz stresinden daha fazla etkilendigi durumlar da gorilmistir (Munns ve
Tester, 2008). Ayrica Cicer arietinum L. cv. Gokge ¢esidinde yapilan tuz denemesi
buna 6rnek verilebilir. Gokge nohut ¢esidi su kiiltiir ortaminda 3 farkli konsantrasyonda
(0,1 M, 0,2 ve 0,5 M NaCl) tuz stresine maruz birakilmistir. Hoagland soliisyonuna
aktarildiktan 12 ve 14 giin sonra hasat edilen Gok¢e nohut ¢esidinin temel biiylime
parametreleri kaydedilmistir. Eyidogan ve Oz (2007)’un gerceklestirdigi bu ¢alismada
Gokce nohut cesidinin yapraklari, kokiine gore tuz stresinden daha ¢ok etkilenmistir.
Elde edilen bu bulgu, tez ¢alismasinda elde edilen sonucun tam tersi durumundadir.
Temel biiylime parametrelerinde kaydedilen verilerin analiz sonucundan siyah nohut
bitkisinde kok, siirgiine gore daha siddetli oranda tuz stresinden etkilenmistir.

Iki desi tipi (CSG 8962 ve DCP 92-3) ve iki kabuli tipindeki (CSG 9651 ve BG
267) nohut ¢esidinin tuz stresine olan tolerans diizeylerinin arastirildigi ¢alismada
kabuli tipte olan nohut ¢esitleri desi tipinde olan nohut gesitlerine gore daha tolerant
olduklar1 bulunmustur (Singla ve Garg, 2005). 8 dS/m’ye tuz uygulamasi yapilmis olan
calismada kok kuru agirligindaki disiis, siirgiin kuru agirligina gore daha fazla
olmustur. Tuz stresi varliginda kok gelisimi, siirglin gelisimine gore daha fazla
etkilenmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan desi tipinde olan siyah nohut ¢esidi ise
kabuli cesidine gore tuz stresine daha dayanikli oldugu gosterilmistir.

Beyaz nohut cesitlerinden farkli olarak siyah nohut cesitlerinde kok gelisimi
daha yogun olarak goriilmektedir. Tiim bu parametreler degerlendirildiginde bitki,
kendini tuz stresinin toksik etkisinden koruyabilmek i¢in kok gelisiminde ve sayisinda
azaltmaya gittigi bariz goriilmektedir. Ozellikle uzunluk ve kuru agirlik parametreleri
acisindan inceleme gerceklestirildiginde kok orneklerinden alinan degerlerin siirgiinden
alian degerlere gore ¢ok daha diisiiktiir.

Laboratuvar kosullarinda gerceklestirilen bu ¢alisma, arazide de %100 benzer
sonuglar gosterecek anlamina gelmemektedir. Tuz stresinin 6zellikle ¢cimlenme {lizerinde
olimciil etkisi goriilebilmektedir. Assadian ve Miyamoto (1987), yaptiklari saksi
denemesinde sulama suyunun EC degeri 7.6 dS/m olmasina ragmen, toprak yiizeyindeki
EC degerinin 32 dS/m oldugunu belirtmistir (Esechie ve ark., 2002). Laboratuvar
kosullarinda gergeklestirilen bu caligmalar bu sebeplerden dolayr sera veya tarla

sartlarinda yetistirilip goriilmesi gerekmektedir. 245 nohut aksesyonu ile tuz stresi
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denemesi yapan Atieno ve ark. (2017) tuzlu kosullar altinda sera ve tarla denemelerinin
birbirine benzer sonuglar elde ettiklerini belirtmislerdir.

Tuz stresi ayrica iiremeyle iligkili organlarin gelisimini de olumsuz
etkilemektedir, 6rnegin tuz stresine hassas olan nohut gesitlerinde polen canliligi
olumsuz etkilenmektedir. Bu durum tohum gelisimine ket vurmaktadir, bu yiizden
tohum kabuklarimin i¢i bos kalmaktadir. Tuz stresine tolerans gosterebilen nohut
cesitlerinde tuz stresi varhiginda tohumlarinda daha diisiik oranda tuz biriktirebilme ve
tuz stresine ragmen yiiksek sayida tohum iiretebilme aranan 6zelliklerdendir. Bu tez
caligmasinda siirgiin, koke gore tuz stresinden daha diisiik oranda etkilenmistir. Turner
ve ark. (2013)’nin belirtmis oldugu bu parametreler ile degerlendirebilmek i¢in siyah
nohut ¢esidini en azindan sera ortaminda farkli tuz konsantrasyonlarinda olan topraklara
ekimi yapilip bitki tane verinceye kadar yetistirilmesi faydali olacagi diistiniilmektedir.

In vitro kosullarda yapilan bu tuz stresi denemesinde birtakim sorunlar da
yasanmustir. Tuz eklenmis besi yerleri tam anlamiyla donmamistir. Magenta i¢inde besi
yerleri kaydigindan dolay: steril nohutlarin ekimi biraz zor olmustur. Besi yerinin tam
donmamis olmamasi ise bitkilerin biiylimesini olumsuz etkilememistir.

Siyah nohutla karsilastirma yapmak igin tescil edilmis olan beyaz nohut cesidi
kullanilmistir. Calismanin basinda mutasyon islaht yolu ile gelistirilmis olan TAEK
tohumlar1 ile deneme gergeklestirilmistir. Fakat in vitro kosullarda tohumlarin
cimlenmesinde sikint1 yagsandigi i¢in bagka bir beyaz nohut ¢esidi olan Er-99 adli ¢eside
gecilmistir.

4.2.4. In vitro kosullarda NaCl uygulanms siyah nohutta element analizi (Na, K ve
Cl)

Desi tipi siyah nohut ¢esidinde, farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilmis
bitkinin kok ve govdesindeki Na*, K™ ve CI igeriklerini 6grenmek igin element analizi
yapilmistir. Tez ¢alismasinda biyolojik materyal agisindan sikintt yasandigl igin
tekerriirlerde bulunan bitkiler birlestirilerek analiz gerceklestirilmistir. Boylece element
analizi i¢in gerekli olan miktara erisilebilmistir. Tuz stresine maruz kalan bitkilerde
iyon diizenlemesi onemli bir yer kaplamaktadir. Bitki kokleri araciligr ile fazla tuzun
topraktan bitkiye gecisini kisithyor veya kokten govdeye aktarip gévdede bulunanlar
dokularda Na* iyonlarin1 dagitmakta veya vakuoller i¢inde biriktirmektedir (Munns ve
ark., 2003).
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Kurutulmus ve 6giitiilmiis bitki kok ve govdesinden elde edilen element analizi
sonuglar1 Cizelge 4.6.’da verilmistir. Tuz konsantrasyonu arttik¢a bitkide siirgiiniin,
koke gore daha fazla Na® ve CI° birikimi oldugu tespit edilmistir. Kokte K* igeriginde
bliylik bir degisiklik goriilmezken, siirgiinde ise azalma oldugu goriilmiistir. 60 mM
NaCl’de yetistirilmis olan nohut c¢esitlerinin potasyum igeriklerindeki farkliliklar
genotipe bagh olarak ortaya ¢ikmistir (Karakulluk¢u ve Adak, 2008). Ayni ¢calismada
kontrol ve 60 mM NaCl kosullarinda toprak iistii aksaminda Olgiilen potasyum
iceriginde ¢ok biiyiik bir degisiklik goriilmemistir, fakat kokte artan tuz konsantrasyonu
ile K" iceriginde de artig goriilmiistiir. Tuz konsantrasyonu artik¢a, yaprakta K* birikimi
artmaktadir (Turner ve ark., 2013; Atieno ve ark., 2017). Fakat bu tez ¢alismasinda K*
birikiminde onemli bir degisiklik goériilmemistir. Tuz stresi olarak 40 mM NaCl
kullanilan ¢alismada Atieno ve ark. (2017) nohut bitkisinin gen¢ yapraklarinda biriken
Na*! konsantrasyonu, tuzsuz ortamda yetismis olan bitkiye kiyasla %67 oraninda daha

fazla oldugunu belirtmislerdir.

Cizelge 4.6. Bitki kok ve gdvdesinden elde edilen element analizi sonuglari

K (%) Na (ppm) Cl (%)
(konsa';]'targ;yonu) Kok | Sirgin | Kok | Sirgin | Kék | Siirgin
Kontrol 253 2.22 0.027 0.019 2.8 1.2
6,25 mM 2.7 1.98 0.050 0.137 5.4 45
12,5 mM 24 1.97 0.073 0.291 7.7 6.8
25 mM 2.48 2.12 0.0581 0.734 9.8 7.9
50 mM 2.29 1.71 0.442 1.161 9.2 13.6
75 mM 2.77 1.72 0.522 1.627 16.8 25.9
100 mM 2.55 1.91 0.618 1.980 21.1 28.5

Tuz stresi varhiginda sadece Na® degil Cl" iyonlar1 da bitkide toksik etki
yaratabilmektedir. Bitkinin hem kokiinde hem de siirgiiniinde Na* iyonlarinda dogrusal
bir artis goriilmiustiir. Fakat en diislik tuz uygulamalarinda klor iyonlar1 kokte siirgiine
gore daha fazla iken, bu egilim 50 mM tuz uygulamas ile birlikte siirgiinde kdke gore
daha fazla klor iyonu igermesi yoniinde degismistir. Bitkide mobil bir element olan klor
iyonu, kokiin tuz stresinden ciddi bir sekilde etkilendiginin gorildiigi 100 ve 150 mM
NaCl uygulamalarinda siirgiinde bulunan klor iyonu, kdke gore ¢ok daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Tuz tolerans c¢alismalarinda genellikle klor iyonlarindan ziyade

sodyum toksisitesine bakilmaktadir. Bitki eger govdesinde sodyum iyonlarin1 dagitimini
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kontrol edip kendini sodyum iyonlarinin toksik etkisinden koruyabilirse, bu asamada
klor iyonlar1 govdede daha fazla birikip toksik etki olusturabilmektedirler. Bitki eger
tolerant ise anyon ve katyon tasiyici proteinlerinin de yardimi ile toksisiteye neden olan
iyonlarin alim1 kisitlanmakta veya bitki biinyesinde dagitilabilmektedir (Munns ve ark.,
2003; Munns ve Tester, 2008).

4.2.5. In vitro kesullarda NaCl uygulanms siyah nohutun tuz tolerans yiizdesi

Karakulluk¢u ve Adak (2008)’nun belirtmis oldugu formiile gore tuz uygulamasi
yapilmis olan bitkinin kuru agirliginin, tuz uygulanmamis kontrol grubundaki bitkinin
kuru agirhigina boliinmesi ile tuz tolerans yiizdesi hesaplanmistir. Cizelge 4.7.’de hem
koke gore hem de siirgiine gore tuz tolerans yiizdeleri tiim uygulamalar bazinda

hesaplanmustir.

Cizelge 4.7. Siyah nohut bitkisinde kok ve siirglinde tuz tolerans yiizdeleri (%)

6,25mM 125mM 25mM 50mM 75mM 100 mM 150 mM
Siirgilin 92.86 92.86 85.71 82.14 64.29 53.57 28.57
Kok 62.96 77.78 48.15 37.04 29.63 18.52 11.11

Formiiliin alinmis oldugu calismada tuz stresi olarak sadece 60 mM NacCl
kullanilip farkli genotipler arasinda tolerans cesitliligine bakilmistir. Fakat bu ¢calismada
ise birden fazla tuz uygulamasi ve tek bir genotip olarak siyah nohut bitkisi
kullanilmistir. 60 mM NaCl kosullar altinda en yiiksek tuz tolerans yiizdesi Canitez 87
nohut ¢esidinde %88.19, en diisiik tuz tolerans yiizdesi ise %59.63 olarak Menemen
97°de verilmistir. Bu ¢alismada 50 mM tuz uygulamasi sonucunda siirgiinde tuza
tolerans yiizdesi %82.14 c¢cikmistir. Referans olarak verilen ¢alisma sera kosullarinda
gerceklestirilmistir. Siyah nohut bitkisi sera kosullarinda ekimi yapilip tuz denemesi
gerceklestirilebilirse tuza tolerans durumu hakkinda daha net konusulabilir. Elde edilen
bu veriler 1s1831inda kokiin, silirgline gore tuz stresinden daha fazla etkilenmis oldugu

yeniden gorilmiistiir.
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4.2.6. In vitro kosullarda NaCl uygulanmis siyah nohutta prolin konsantrasyonun

olciilmesi

Amino asit olan prolin, bir ozmoprotektan olarak o6zellikle tuz ve kuraklik
streslerine maruz kalan bitkilerde artmaktadir. Prolinin arttigi bitkilerde bu streslere
kars1 daha iyi tolerans cevabi olusmaktadir (Kishor ve ark., 2005).

Bu tez c¢alismasinda biyolojik materyal miktar1 yeterli olmadigi ig¢in prolin
miktar1 tuz uygulamalarindan tek tekerriirlii olarak olgiilmistiir. Elde edilen sonuglar

Sekil 4.11.’de verilmistir.

Prolin (mikromol/g FW)

500
400
300
200

100

o I [ I | - |

Kontrol 6,25 mM 12,5mM 25mM 50mM 75mM 100 mM

Kok m Strgin

Sekil 4.11. Farkli tuz konsantrasyonlarinda siyah nohut ¢esidinde kok ve siirgiinde prolin konsantrasyonlari

Siyah nohut bitkisinin kokleri, siirgiine gore tuz stresinden daha siddetli sekilde
etkilenmistir. Prolin, genellikle bitkilerde stres dozunun artmasi ile arttigi igin bitkinin
kok ve silirgiinlerinde buna benzer bir sekilde bir artis beklenmistir. Fakat koklerde
slirgline gore daha fazla prolin artis1 gerceklesmistir. Buna sebep olarak ise bu tez
calismasinin in vitro kosullarda ger¢eklesmesinden dolay1 boyle bir sonugla karsilandigi
distiniilmektedir. Cilinkii prolin metabolizmast ayrica karbonhidratlardan da
etkilenmektedir. Yani besi ortaminda bulunan sukroz prolin konsantrasyonunun
artmasina yardimci olmaktadir (Balibrea ve ark., 1997). Kokte, siirgiine gore daha fazla
protein birikiyor olmasinin bir sebebi de prolin tasiyici proteinlerinin yardimi ile
floemden koke prolinin prolin tasiyicilarinin yardimi ile tasinmasi olabilir (Kavi Kishor
ve Sreenivasulu, 2014). Bu yiizden bu bitkinin ayrica genis Olgekte (sera, tarla) tuz

stresine olan cevabi arastirilmalidir.



36

5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasinda, topraklarda yaygin olarak gorildiigi i¢in tuz kaynagi
olarak NaCl kullanilmistir. 50 mM tuza kadar dayaniklilik gosteren siyah nohut bitkisi,
ozellikle son donemde Tiirkiye’de artan tuzlu topraklarda ekim ndbeti bitkisi olarak
degerlendirilmesi miimkiindiir. Bu ¢alisma in vitro ortamda gergeklestirildigi i¢in siyah
nohut bitkisinin ayrica sera ve tarla kosullarinda veya su kiiltiirii ortaminda farkl
oranlarda tuza tabii tutularak calisilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Yiksek tuz
konsantrasyonu bitkinin ¢imlenmesine 6nemli diizeyde ket vurdugu i¢in 150 mM
uygulamasindan element analizi i¢in yeterli miktarda 6rnek ¢ikmamistir. Bu noktada
calismanin tekrarlanmasi durumunda kullanilacak tohum ve tekrar sayisina dikkat
etmek gerekmektedir. Siyah nohut bitkisinin KCI, MgCl gibi tuz kaynaklari ile
calismanin tekrar edilmesi de bu siyah nohut genotipi hakkinda daha fazla bilgiye
erismemize yardimci olacaktir.

In vitro ortam tuz tolerans diizeyleri karsilastirilan siyah ve beyaz nohut
bitkilerinden siyah nohut bitkisi en ¢ok 150 mM’a kadar tuz stresine tolerans
gosterirken, 200 mM NacCl igeren ortamda ise herhangi bir bitki canlilig1 goriilmemistir.
Beyaz nohut bitkilerinde ise 75 mM’a kadar ¢imlenme belirtisi gosterirken, 50 mM’dan
sonra siirgiin ¢ikisi tespit edilmemistir.

Element analizi sonuglarina gore tuz konsantrasyonu arttik¢a bitkide sodyum ve
klor iyonlarinda da artis goriilmistiir. Potasyum ag¢isindan bakildiginda ise genel bir
artis veya azalis goriilmemistir. Sodyum ve klor iyonlarinin artisi literatiirde verilen
sonuclar ile uyumludur. Fakat potasyum igin elde edilen sonuglar uyumlu degildir.
Caligmanin tekrar edilip, yeniden analiz yapilmasi elde edilen sonuglarin giivenilirligini
artiracaktir.

Bitki kok ve siirgiinlerinde prolin analiz sonuglaria bakildiginda ise kokte,
stirgiine gore daha yiiksek oranda prolin Slgiilmiistiir. Temel biiyiime parametrelerden
elde edilen sonuglara dayanarak siirgiinde prolin miktarinin daha fazla olmasi
beklenmistir. Fakat tam tersi bir sonu¢ elde edilmistir. Calismanin in vitro ortamda
gergeklesmesinden dolayr bu sekilde bir sonu¢ elde edilmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Analizin tek tekerriirlii olarak gerg¢eklesmesinden dolayr hem in vitro
kosullarda hem de sera/tarla kosullarindan ¢alismanin yeniden gerceklestirilip, prolin

konsantrasyonunun 6l¢ililmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bu tez ¢aligmasi kapsaminda ayrica siyah nohut bitkisinde farkli LED 1siklar1 ve
farkli siirelerde hidropriming uygulamalarinin interaksiyonu incelenmistir. LED 1siklar1
ve priming uygulamalarinin interaksiyonu, bu uygulamalarin tek baslarina olan etkisine
kiyasla daha fazla parametrede 6nemli farkliliklar gostermistir. Kirmizi 15181n tek basina
uygulandigr durumlarda siirgiin ve kok uzunlugu, kok yas agirligi, kok sayist ve
stirglin/kok boy orani gibi parametrelerde en yiiksek diizeye ulasmigtir. Hidropriming
uygulamalarinda en goze carpan bulgu ise 6zellikle slirglin uzunlugunun artisina pozitif
etki gdstermesi olmustur. Interaksiyon halinde ise genel olarak parametreler agisindan
dogrusal bir artis veya azalis tespit edilmemistir.

Siyah nohut bitkisinin, beyaz nohuta kiyasla gostermis oldugu hizli ¢imlenme
kabiliyeti gz oOniine alindiginda bu bitkinin farkli priming yontemleri uygulanarak
bitkinin biiylime ve gelismesinin incelenmesine, fotosentez verimi agisindan
incelenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Siyah nohutla ¢alismanin, beyaz nohutla
calismaya olan onemli avantajlarindan biri de kok gelisiminin daha net goriilmesidir.
Farkl1 priming uygulamalarina siyah nohut maruz birakilarak su kiiltiirli ortaminda, sera
veya arazi ortaminda bitki yetistirilerek hidroprimingin etkilerinin incelenmesine
yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir.

Gelecekte gergeklesecek olan galismalarda siyah nohut bitkisinin tuz tolerans
mekanizmasini anlamak i¢in bitkinin tane vermeye basladigi sathaya kadar ilerlemek
tuz stresine olan toleransini daha iyi anlamak adina katkida bulunabilir. Ayrica bitkide
kok, govde, yaprak ve danelerdeki tuz birikiminin Ogrenilmesine de ihtiyag
duyulmaktadir. Bu g¢alisma in vitro kosullar altinda gergeklestirildigi i¢in bitki dogal
biiyiime sinirlarina erismemistir. Bitkilerde stres mekanizmasini anlamanin pek ¢ok
yolu  bulunmaktadir. Bunlardan enzim aktiviteleri, fotosentez  aktivitesi,
osmoprotektanlarin birikimi paramatreleri agisindan bitkinin incelenmesi faydali
olabilecegi degerlendirilmistir. Bitkilerde tuz toleransini artirmak i¢in ¢ok sayida
tasiyict proteinler caligmaktadir. Mevcut bilinen tastyict proteinlerden yola ¢ikarak,
siyah nohut bitkisinde de bu proteinleri kodlayan genlerin tespiti molekiiler diizeyde

olan bilgimizi artirmaya yardimci olacagi diistiniilmektedir.
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EK-1 Siyah nohut bitkisinde farkli 151tk ve priming uygulamasi sonrasinda nohut
bitkisinden elde edilen verilerle gergeklestirilen Duncan Analizi sonucu.

Isik
Siirgiin Kok |Siirgiin Yas| Kok Yas Siirgiin Kuru|Koék Kuru|Siirgiin/Koék
Uzunlugu | Uzunlugu [ Agirhg: Agirhgr  |Kok Sayisi Agirh@ Agirhgr |Uzunlugu
(cm) (cm) (gram) (gram) (gram) (gram) [Oram
Beyaz 11,07c** [11,67b** [0,4480%*  02976s 18,90b**  [0,0406s 0,0276s  |0,983b*
Mavi 1416b [|1221b  [0,527a 0,307 19,06b 0,041 0,029 1,185a
Kirmizi 1657a |1497a  |0514a 0,338 23,28a 0,042 0,029 1,142a
Priming
Siirgiin Kok |Siirgiin Yas| Kok Yas Siirgiin Kuru| Kok Kuru|Siirgiin/Kok
Uzunlugu | Uzunlugu | Agirhg: Agirhgr Kok Sayisi Agirh@r Agirhgr |Uzunlugu
(cm) (cm) (gram) (gram) (gram) (gram) [Oram
Kontrol 13,78ab** (12,4565  [0,4866s  0,2936s 18,3365 0,0406s 0,032a*  [1,1066s
1 saat 1338b  [13,01 0,497 0,295 20,41 0,041 0,029ab  [1,047
2 saat 1374ab 13,15 0,499 0,320 21,06 0,041 0027ab  [1,118
4 saatt 14882 |13,16 0,503 0,348 21,85 0,042 0026b  |[1,142
LED Isik X Priming
Siirgiin Kok |Siirgiin Yas| Kok Yas Siirgiin Kuru | K6k Kuru [Siirgiin/Koék
Uzunlugu | Uzunlugu | Agirhg: Agirhgr Kok Sayisi Agirh@ Agirhgr |Uzunlugu
(cm) (cm) (gram) (gram) (gram) (gram) |Oram
if)ﬁzr:f'k X|11,30ef* |12.26abc* |0451ab*  [03596s 19,50bcd** |0,0476s 0,030ab* |0,989bc**
13‘?;’; Ik Xlg71¢  |12.38abc [0447ab 0296 1828bcd 0,040 0,028ab  |0,796¢
??ﬁ Isk X111 91¢  [1040c  |0,525a 0,296 21,22abed  [0,042 0,028ab  |1,142abc
E’iﬁ Istk X111 38ef 11580 |0,367b 0238 16,61cd  |0,036 0022b  |1,006abc
Mavi Isik X1, ) 1opcd |1056c  |0,534a 0,325 22,6labc  |0,044 0035a  |1,366a
Kontrol
';":‘;’;tls'k X|13.95cd  [13.41 abc |0,508a 0,330 1956bcd  |0,042 0,031lab  |1,053abc
'2\":;’;[5"‘ X|1313de [11.82bc |0485ab  |0249 14,89d 0,037 0024b  |1,131abc
y:;;tls'k Xl1524bc  [13,04 abc |0582a 0,324 1917bcd  |0,046 0,027ab  |1,187ab
Kirmiz sk, o oo 116238 05064 0,361 21,06abcd 0,036 0,030ab  |0,963bc
X Kontrol
Kirmiz Isikl 1 1200 1371 abc |0502ab 0,334 27,72a 0,041 0,027ab  |1,291ab
X 1 saat
Kirmizn Is1tkl 1 o00n  [15.10ab  |0499ab 0,339 2511ab  |0,042 0,028ab  |1,080
X 2 saat
ﬁ‘:‘;‘;‘t Istkl 16 002 [14.86ab |0547a 0319 1922bcd  |0,042 0,029ab  |1,233ab
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EK-2 In vitro kosullar altinda farkli tuz konsantrasyonlarinda ekim yapilmis olan siyah
nohut bitkisi. EKimden 11 giin sonra 100 ve 6.25 mM NacCl, 20 giin sonra 150 mM
NaCl’de yetistirilmis olan siyah nohut bitkisi.

Pt

Ekimden 20 giin sonra 150 mM NaCl uygulamasinda siyah nohut
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EK-3 In vitro kosullarda farkli tuz konsantrasyonlarinda ekim yapilmis olan siyah nohut
bitkisi (ekimden 15 giin sonra)
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