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Bu calismada, kuraklik stresi altinda kurakliga toleranslari farkli olan Cicer
reticulatum AWC611 (kurakliga dayanikli) ve Cicer arietinum ILC8617 (kurakliga
duyarli) bitkilerinde askorbat ve glutatyon uygulamalarinin antioksidan sistemleri
iizerine etkileri arastirilmis ve 25 nohut ¢esidinin SSR (Basit Tekrarli Diziler) analizi
ile genetik iligkileri incelenmistir. Nohut bitkileri 35 giin boyunca biiyiitiildiikten
sonra 10 giin siire ile kuraklik stresine maruz birakilmiglardir. Kuraklik
uygulamasinin ilk {i¢ giinti kuraklik uygulanan ve uygulanmayan gruplara askorbat (
12,5 mM ve 25 mM) ve glutatyon (10 mM ve 100 mM) cozeltileri yapraklara
puskiirtiilmek suretiyle uygulanmistir. Kuraklik stresi altindaki bitkilerde antioksidan
enzim aktiviteleri (katalaz hari¢) ve antioksidan madde konsantrasyonlar
ylikselmigtir, Askorbat ve glutatyon (GSH) uygulamalar1 ile birlikte her iki
genotipteki bitkilerin yapraklarindaki Askorbat peroksidaz akvititesi, askorbat ve
glutatyon igerigi artmis, superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon rediiktaz (GR)
aktiviteleri ise azalmistir. Kurakliga dayanikli olan AWC611’in enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan kapasitesinin, kurakliga duyarli ILC8617°den daha
yiiksek oldugu ve kuraklik stresi sirasinda digsal antioksidan uygulamalarina daha iyi
yanit verdigi goriilmiistiir. Diger nohut genotipleriyle evrimsel iligkisini SSR analizi
ile ortaya koymak i¢in ise iki nohut tiiriinden toplam 25 genotip kullanilmigtir.
Yeterli biiytiklige gelen bitki yapraklar1 taze olarak alinip, SSR analizleri
gerceklestirilmistir. SSR analizi sonucunda elde edilen dendogramda; C.reticulatum
tiirliniin genotipleri bir hat boyunca toplanmig, C.arietinum’a ait olan 23 genotip ise

3 ana dallanma noktasini takip ederek dendogrami olusturmuslardir.

Anahtar Kelimeler: Nohut, kuraklik stresi, antioksidan sistem, SSR



ABSTRACT

In this study, under drought stress conditions, the effects of ascorbate and
glutathione on antioxidant system of chickpea cultivars which have different
tolerance to drought conditions Cicer reticulatum AWC611 (drought tolerant) and
Cicer arietinum ILC8617 (drought sensitive) were investigated, and genetic
relationship of 25 chickpea cultivars were determinated with SSR (Simple sequence
repeats) analyze. Chickpea plants were grown for 35 days, after that plants were
exposed drought stress for 10 days. For first three days of the drought stress,
ascorbate (12,5 mM and 25 mM) and glutathione (10 mM and 100 mM) were applied
to both groups which drought exposed and not exposed. Drought stres enhanced
antioxidant enzymes activities and antioxidant concentrations in all groups (except
catalase). Aplications of ascorbate and glutathione (GSH) increased ascorbate
peroxidase activity, ascorbate and GSH concentration. Superoxide dismutase and
gluthatione reductase activities decreased on the leaves of both genotypes. Enzymatic
and not enzymatic antioxidant capacity of drought tolerant AWC611 was
determinated higher than drought sensitive ILC8617. It is determinated that under
drought stress the response of AWC611 to exogenous antioxidant applications was
beter than ILC8617. To determinate evolutionary relationships of chickpea
genotypes with SSR analyze, 25 genotypes used from Cicer arietinum and Cicer
reticulatum. Leaves of plants were used as fresh for SSR analyses. In resulting
dendogram from SSR analysis, its been observed that genotypes of C. reticulatum

alligned in one line, and 23 genotypes of C. arietinum branched in three main lines.

Key words: Chickpea, drought stress, antioxidant system, SSR
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1.GIRIS

Nohut Tiirkiye’nin Giineydogusu ile Suriye’nin bir kismin1 kapsayan
bolgeden koken almis olan bir baklagildir [1]. Nohut % 25,3 - 28,9 gibi yiiksek bir
oranda protein iceren tohumu nedeniyle olduk¢a degerlidir [2]. Avustralya, Giiney
ve Kuzey Amerika ve Giiney Asya’daki en az 33 iilkede yetistirilen nohut bitkisi [3],
diinyadaki en 6nemli {igiincii baklagil {irliniidiir [3, 4]. Ekili alanlarin yaklasik olarak
% 15’ini olusturur ve 58 milyon ton/yil olan diinya bakliyat tiretimine % 14 (7,9
milyon ton/yil)’liikk bir katkida bulunmaktadir [1]. 17,861,356 hektar ekili alana sahip
olan Tirkiye’de ise baklagiller 1,722,921 hektar ile ekili alanlarin yaklasik olarak
% 10’luk bir kismimi olustururlar ve Tiirkiye’de yetistirilen baklagiller igerisinde de
nohut en fazla {iretimi yapilan ikinci baklagil iiriinidiir [5]. Tiirkiye’de su sikintisi

olan alanlarda tahillarin yerini almaktadir [1].

Cevresel stresler bitkilerde iirlin kaybina yol agmaktadir. Bu stresler cesitlidir
ve genelde {irlin ya da bolgelere Ozgiidiir. Bu streslerden bazilar1 kuraklik, tuz,
sicaklik, mineral madde kithigi, metal kirliligi, UV radyasyonu olarak siralanabilir
[6]. Cevresel streslerin bazilar1 oksidatif hasara neden olabilirler [7, 8]. Kuraklik
bitkilerde cesitli biyokimyasal ve fizyolojik yanitlarin olusmasina neden olan ¢ok
yonlil bir abiyotik stres faktoriidiir [9, 10]. En yaygin cevresel stres faktorlerinden
biri olan kuraklik neredeyse biitiin metabolik islevleri etkilemekte [7] ve iiriin
kaybina neden olmaktadir [11]. Diinyada ekili alanlarin yaklasik olarak iicte biri ya
stirekli olarak su sikintisi ¢ekmekte ya da periyodik olarak su stresine maruz
kalmaktadir [1, 12]. Kurak ve yar1 kurak kosullarda yetistirilen nohut bitkisinde
kuraklik iiriin verimliligini kisitlayan en 6nemli etkendir ve 6zellikle iiriin verme
donemlerinde nohut tiretimi kuraklik nedeni ile 6nemli derecede azaltilmaktadir [1,

4].

Oksijen toksisitesi aerobik yasamin dogasinda olan bir 6zelliktir. Bitkiler
tarafindan tiretilen oksijenin yaklasik olarak % 1’1 ¢esitli hiicre organellerinde reaktif
oksijen tiirlerine (ROT) doniistiirilmektedir [13, 14]. ROT oksijenin kismen

indirgenmis formlaridir. Bunlar oksijenin tekli oksijen formu ya da bir, iki yada ii¢



elektronun oksijene taginmasi ile olusan siiperoksit radikali (O,), hidrojen peroksit
(H20,) ve hidroksil radikalinin (OH") olusumu ile meydana gelirler [7]. ROT un
hiicre igerisindeki diizeyi; olusum hizlari, proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi
maddelerle reaksiyona girme oranlari, potansiyel pargalanma hizlar1 ve enzimler
ve/veya enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilma hizlar ile
diizenlenmektedir [15]. ROT un detoksifiye edilerek ortadan kaldirilmasi bir ¢ok
biyomolekiiliin oksidatif hasardan korunmasi icin gereklidir [4, 16]. Ciinkii ROT
lipid peroksidasyonuna, proteinlerin parcalanmasina ve niikleik asit hasarina neden
olmaktadir [7, 8]. rOT’Un neden oldugu hasari azaltmak yada dnlemek igin bitkiler;
flavonoid, karetenoid, tokoferol, glutatyon ve askorbat gibi enzimatik olmayan ve
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), peroksidaz (PO), askorbat peroksidaz
(AP), glutatyon rediiktaz (GR) ve polifenol oksidaz (PPO) gibi enzimatik
bilesiklerden olusan bir antioksidan savunma sistemi gelistirmiglerdir [17, 18, 19].
Bu sistem tiim bitki hiicrelerinde bulunmaktadir [17]. ROT’dan etkin bir sekilde

korunmak i¢in bu antioksidan sistem elemanlar1 arasinda iyi bir is birligi gereklidir

[8].

ROT’un tretimi kuraklik, tuzluluk, diisiik ve yiiksek sicaklik gibi cesitli
abiyotik streslerle kars1 karsiya kalindiginda artar [7, 20]. Oksijen radikallerinin
iiretiminin artmasina yanit olarak antioksidan savunma sisteminin kapasitesi de
arttirthr  [17]. Kuraklik stresi altinda enzimlerin ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin aktivite dereceleri bazi bitki tiirleri arasinda ¢ok ¢esitli olabilir ve
hatta ayni tiiriin farkli ¢esitleri arasinda bile degisebilir [4]. Son yillarda yapilan
caligmalar, antioksidan sistem yanitlarinin tiire ve dokuya 0&zgli oldugunu

gostermistir [15].

Oksidatif stres toleransini arttirmak icin, askorbik asit gibi hiicresel enzim
susbstratlarinin seviyesini arttirmak iyi bir yaklasim olabilir. Askorbik asit hidrojen
peroksitin enzimatik olarak ortadan kaldirilmasinin dongiisel yolunda primer substrat
olarak rol oynayan, kiicik ve suda c¢oziinebilen antioksidan molekiildir [9].
Askorbatin bitkilerde, hiicre boliinmesi, hiicre duvari genislemesi ve diger bazi

gelisim olaylar1 gibi birden fazla durumda rol aldig1 gdsterilmistir [17]. Ornegin;



Arabidopsis thaliana’da disaridan askorbik asit ilave edilmeksizin askorbik asit
biyosentezinin durdurulmasi anormal gelismeye yol agmaktadir [21]. Fotosentetik
okaryotlarda yaygin olarak bulunan askorbatin ¢esitli iglevleri olsa da bir antioksidan
olarak ele almir [16]. Askorbat, siiperoksit radikali, tekli oksijen, ozon ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerini dogrudan ortadan kaldirma kapasitesine sahiptir
[7, 16, 17]. Ayrica bitki hiicrelerinin hem sitoplazmalarinda hem de kloroplastlarinda
bol miktarda bulunan bir enzim olan askorbat peroksidazin hidrojen peroksiti
enzimatik olarak ortadan kaldirmasi sirasinda indirgeyici olarak gorev almaktadir

[16, 22].

Glutatyon oksidatif strese karsi korumada oOnemli bir molekiildiir [23].
Glutatyon abiyotik ve biyotik streslere kars1 yanitta, glutatyon-askorbat dongiisiinde
ve bitkilerde protein tiyol-disiilfid indirgenmesinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir [15]. Glutatyon, cevresel stresler ve adaptatif yanitlar arasinda

dogrudan baglanti kurabilmektedir [23].

Bitki tiirlerinin yetistiriciligi acisindan sahip oldugu ekolojik kosullari ile
diinya tarimida 6nemli bir yeri olan Tirkiye, bitki gen kaynaklarnin cesitliligi
acisindan da zengin bir genetik potansiyele sahiptir. Bitki gen kaynaklarimizin
zenginligi kadar siliphesiz bunlarin tanimlanmasi ve korunmasi da biiyiilk 6nem
tagimaktadir. Bitki tlirlerinde yapilan tanimlama c¢alismalarina bakildiginda
morfolojik 6zelliklere dayali tanimlamalarin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Ancak
bilindigi {izere bu tiir tanimlamalarin yetersizligi (¢evresel kosullardan etkilenmesi,
incelemeyi yapan arastirictya gore farklilik gostermesi, tanimlamada kullanilan
kriterlerin azlig1 gibi) diinyada ve iilkemizde bu yoOntemlerin yavas yavas terk
edilmesine ve aragtirmalarda kesin sonug¢ veren DNA tanimlayicilarin kullanilmasina
neden olmustur. DNA diizeyindeki farkliliklar1 degisik hassaslik oranlarinda ortaya
cikaran DNA belirtecler (markor) ise; son yillarda 6ncelikli olarak AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polimorphism) ve SSR (Simple Sequence Repeats) teknikleri ile
uygulama bulmustur [24].



Bu ¢aligmanin iki hedefi bulunmaktadir; bunlardan ilki, kuraklik toleranslari
farkli olan iki nohut tiiriinde digsal askorbat ve glutatyon uygulamalarinin, kuraklik
stresi altindaki bitkilerin antioksidan savunma sistemi {izerine etkilerini ortaya
koymaktir. Kuraklik stresi sonucunda bitkilerde olusabilecek fizyolojik ve
biyokimyasal hasarlarin digsal askorbat ve glutatyon uygulamalarn ile nasil
degisecegini arastirmaktir. Ikincisi ise, bu iki nohut tiiriinde kuraklik toleranslar:
farkli olan 25 cesit arasindaki genetik iliskiyi DNA belirteclerlerden SSR teknigi
kullanarak gostermektir. Bununla birlikte, stres ¢alismalarimizda kullanilacak olan
gesitlerin kimlik tanilarmi belirleyerek dogal materyal ile calismak ve strese

dayaniklilik ile genetik iligki arasinda bir bagin olup olmadigin arastirmaktir.



2.KAYNAK ARASTIRMASI

Nohut Hindistan, Ortadogu ve Afrika’nin bir kismin1 kapsayan alanda ¢ok
uzun siireden beri yetistirilen bir {iiriindiir. Yaklagik olarak 7400 yil once ilk
yetistiriciligi bugiinkii Tiirkiye siirlar igersinde yapilmistir [25]. Yiiksek miktarda
protein icerigi nedeni ile olduk¢a 6nemli bir baklagil iiriiniidiir [2, 25, 26 ]. Nohut
diinya’da kuru fasulye ve bezelyeden sonra yetistirilen en 6nemli {i¢iincii baklagildir
(FAO,2006) [27].

Akdeniz bitkileri, 6zellikle yazlari, giin ortasinda yiiksek 1s1k, sicaklik stresi
ve kuraklik gibi ¢esitli stres kosullarina maruz kalmaktadirlar [28]. Akdeniz bitkisi
olan nohut yar1 kurak ve kurak kosullarda yetistirilen bir bitkidir. Yar1 kurak ve
kurak alanlarda kars1 karsiya kalinan en 6nemli problemlerden bir tanesi ekimi
yapilan bitkilere yeterli suyun ulastirilamamasidir [1]. Nohut ise derin kok sistemi
sayesinde, topragin daha derin kisimlarindan suyu alarak kuraklik kosullarina karsi
koyabilmektedir [4]. Buna ragmen, kuraklik nohut verimliligini etkileyen en énemli

stres faktoriidiir [1].



2.1.BITKISEL URETIMDE STRES

Bitkiler yasamlar1 siiresince hem dogal hem de tarimsal kosullar altinda
degisik stres kosullar1 ile karst karsiya kalirlar [29, 30]. Stres altinda yetisen
bitkilerin  gelisimleri, metabolizmalar1 ve verimlilikleri olumsuz yo6nde
etkilenmektedir. Moran ve ark. [13], Fazeli ve ark. [8] kuraklik stresinin bitkilerde
cesitli fizyolojik ve biyokimyasal yanitlarin olugsmasina neden olarak, metabolik
islevlerini etkilediklerini rapor etmislerdir. Kuraklik, yetersiz beslenme, tuzluluk,
diisiik ve yiiksek sicaklik, toprak ve atmosfer kirliligi, radyasyon gibi etmenler
bitkisel tiretimde verimi sinirlayan abiyotik streslerdir [29]. Hava sicaklig1 gibi bazi
etmenler yalnizca birka¢ dakikaligina stres olustururken; topraktaki su icerigi gibi
diger baz1 stresler ise giinlerce siirebilir [30]. Cevresel stresler bitkilerde cesitli

fizyolojik ve molekiiler yanitlarin olugmasina neden olmaktadir [10, 31].

Bitkisel iiretimde stres, bitkilerin yasadigi ortamda bir veya birden fazla
etkenin, biliylime ve gelismeyi olumsuz yonde etkileyerek, verim diisiikliigii ile
sonuclanan bir dizi gerileme olarak algilanmaktadir [29, 30]. Stres genellikle bitkinin
yasayabilirlik, verimlilik, bliyiime ya da primer 6ziimleme islemlerine dayanilarak
Olciilmektedir. Bu parametrelerin tiimii bitkilerin biiytimesi ile iliskilidir [30]. Diinya
iizerindeki ekilebilir alanlar stres faktorlerine gore siiflandirildiginda dogal bir stres
faktori olan kuraklik stresi % 26’lik payiyla en biiyiik dilimi olusturmaktadir [32].
Kurakliga maruz kalan tarim alanlar1 yaklasik % 50 oraninda {iriin kaybina ugrar [20,

33, 34].



2.1.1.Nohut ve Kuraklik

Kuraklik, diinyanin farkli bélgelerinde nohut iiretimini sinirlayan en énemli
abiyotik strestir. Diinyadaki nohut iiretiminin % 90’dan fazlasi yagisin az oldugu
yerlerde yapilir. Bu nedenle iiriiniin miktar1 biiyiikk Olctide kullanilabilir suyun
bulunmasina baghdir [36]. Nohutun kurakliga toleransinin ¢ok 1iyi oldugu
bilinmesine ragmen, kuraklik nohutta verimi diisiiriir ve toplam elde edilecek iiriin
miktarin1 azaltir [1, 27]. Kurakligin diinya nohut (Cicer arietinum L.) iiretiminde

yaklasik olarak 3,3 milyon ton iiriin kaybina yol agtigini rapor edilmistir [35].

Nohutta kurakliga tolerans arastirmalarinin hedefi ekstrem kosullar altinda
bitkinin hayatta kalmasini saglayabilmekten ziyade, mevsimsel olarak artan su
kithiginda iiriin {iretiminin arttirilmas1 amaglamaktadir [37]. Bu da erken olgunlasma
ve geligmis kok sistemi gibi stresten kaginma mekanizmalari iizerine odaklanilmasini

saglamigtir [27, 38, 39].

Kiiresel 1sinma dolayisiyla, bir¢ok kiiresel iklim bilimci diinyanin bir ¢ok
bolgesinde kurakligin artacagini bildirmistir. Bu nedenle su stresine karst bitkinin
verecegi yanitlar giiniimiizde giderek artan bir éneme sahip olmustur [27]. Bitkiler
yasamlar1 siiresince bircok stres faktorii ile karsilagsmaktadirlar. Bitki iizerinde ender
olarak tek baslarina etki yapabilen bu stres faktorleri, genellikle etkilerini es zamanl
olarak gergeklestirmektedirler [32]. Kiiresel anlamda kuraklik; yiiksek sicaklik ve
radyasyon ile birlikte bitkileri ve {iriin verimliligini etkileyen en dnemli faktor haline

gelir [40].

Diinyanin bir¢ok yerinde su kaynaklarinin en biiylik kullanicisi tarimdir.
Artan kuraklik ve kirlilik ile birlikte, yakin gelecekte su zor bulunan bir madde
haline gelecektir. Bu nedenle tarimda yetistiricilik ve gelismis su yonetimi igin

bitkiler lizerine etki eden kuraklik stresinin daha iyi anlagilmasi ¢ok dnemlidir [27].



2.1.2.Su Kithig1 ve Kurakliga Direng

Kurakliga direng mekanizmalari birkag tipe ayrilmaktadir. Bunlar;

I-Kurumanin ertelenmesi: Dokudaki suyu koruyabilme yetenegidir.
Kurumanm ertelenme mekanizmalari; suyu harcamayanlar ve suyu
harcayanlar olmak tiizere iki gruba ayrilirlar. Suyu harcamayanlar onu
koruyarak kullanirlar. Bu bitkiler yasamlarmin sonraki dénemlerinde
kullanmak iizere suyun bir boliimiinii korurlar. Suyu harcayanlar ise asiri

miktarda su kullanirlar [30].

2-Kurumaya kars1 tolerans: Su kaybi sirasinda metabolik islevin devam

ettirilmesi yetenegidir [30].

3-Kurakliktan kagis: Kuraklik olusmadan 6nce, yagmurlu mevsim sirasinda
yasam dongiisiiniin tamamlanmas1 olayidir. Saeed ve Francis [41], Saeed ve
ark. [42] Laing ve Fischer [43] ge¢ olgunlasan genotiplerin yagisli kosullara
daha iyi adapte oldugunu, daha erken olgunlasan genotiplerin ise stresli

kosullara daha iyi uyum sagladigini géstermislerdir.

2.2.BITKILERIN ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Kuraklik en yaygin g¢evresel streslerden bir tanesidir ve neredeyse tiim bitki
islevlerini etkiler [7]. ROT’lar hem stres altindaki hem de stres altinda olmayan
bitkilerde iiretilir [44]. Ancak cevresel stres sirasinda bitkilerdeki ROT miktar: artar
ve bu da bitkilerde oksidatif hasarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir [7, 9, 45].
Nayyar ve ark. [4], Eyidogan ve Oz [2] su ve tuz stresi altinda yetisen bitkilerde
ROT’larin miktarinin arttigini rapor etmislerdir. Biyokimyasal olarak stres, hiicre
metabolizmasinda ROT  olusumunun artmasiyla karakterize edilmektedir.
Kloroplastlardaki karbon 6ziimlenmesi sirasinda indirgeyicilerin (NADPH) tiiketimi
ve elektron tagima zincirinin ihtiya¢ duydugu ve fotosistem I bdlgesinde iiretilen

elektron alicilar1 arasindaki dengesizlik, elektronlarin alternatif bir aliciya



aktarilmasina neden olmaktadir. Bu alic1 genellikle molekiiler oksijendir ve boylece
reaktif oksijen tiirleri olusur [46]. Hiicresel ortamda ROT’larin miktari, oksidatif
hasara karst ¢ok 6nemli bir koruma saglayan antioksidan sistem ile belirlenir [15].
ROT’un neden oldugu hasar1 azaltmak ya da oOnlemek i¢in bitkiler; flavonoid,
karetenoid, tokoferol, glutatyon ve askorbat gibi enzimatik olmayan ve siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (KAT), peroksidaz (PO), askorbat peroksidaz (AP),
glutatyon rediiktaz (GR) ve polifenol oksidaz (PPO) gibi enzimatik bilesiklerden
olusan bir antioksidan savunma sistemi gelistirmislerdir [17, 18, 28]. Bu sistem tiim
bitki hiicrelerinde bulunmaktadir [17]. Oksidatif stres sirasinda hiicre igi antioksidan
sistemin aktivitesi degismektedir ve bu durum c¢esitli arastiricilar tarafindan da

gosterilmistir. [7, 8, 18].

Hiicrelerin antioksidan savunma kapasiteleri antioksidanlarin miktar1 ve
koruyucu pigmentleri ile belirlenmektedir. Antioksidan igerigindeki degisiklikler

bitki metabolizmasi tlizerindeki gevresel stresin gostergesi olabilir [7].

Reaktif oksijen tiirlerini siipiiriicii antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve
seviyeleri farkli ¢evresel streslere toleranslari ile uygunluk gostermektedir [7]. Artan
antioksidan enzim aktiviteleri ile gevresel strese karsi diren¢ arasindaki iliski
literatlirde bircok kez rapor edilmistir [15, 18, 47]. ROT’lar1 ortadan kaldirma
kapasitesinin su stresine tolerans ile ilgili oldugu ve strese dayanikli genotiplerin
ROT’lar1 ortadan kaldirma yeteneklerinin duyarli genotiplere gore daha yiiksek
oldugu bulunmustur [4]. Tiirkan ve ark [18], Unyayar ve ark [7] ve Sairam ve ark
[47] kurakliga daha dayanikli olan tiirlerin duyarh tiirlere oranla daha yiiksek enzim
aktivitesine sahip olduklarini bulmuslardir. Strese maruz kalan bitkilerin antioksidan
enzim aktiviteleri genellikle stres kosullarma karsi dayamikliligin bir gostergesi

olarak kabul edilir [7].



2.2.1.Baz1 Antioksidan Sistem Elemanlar1 ve Islevleri

Stiperoksit radikalini oksijen ve hidrojen perokside doniistiiren siiperoksit
dismutaz (SOD) (Sekil 2.1) [13, 45, 48], reaktif oksijen tiirlerine kars1 hiicre i¢cindeki

ilk savunma hattini1 olusturmaktadir [44, 48].

Bitki hiicrelerinde serbest radikallerin ana siipiiriiciisi SOD’dir. Stiperoksit
radikali elektron tagima zincirinin oldugu her hiicre kisminda iretilir ve bundan
dolay1 reaktif oksijen tiirleri mitokondri, kloroplast, mikrozom, glioksizom,
peroksizom ve sitosol gibi hiicrenin farkli bolgelerinde olusabilir (Sekil 2.2). Boylece
SOD enzimine tiim bu hiicre i¢i bolgelerde rastlamak miimkiindiir. Tiim bu hiicre igi
bolmeler siiperoksit radikalinin olustugu yerler olsa da kloroplastlar, mitokondriler
ve peroksizomlar en 6nemli reaktif oksijen liretim yerleridir. Fosfolipid zarlarin
stiperoksit radikallerine kars1 gecirgen olmadigr gosterilmistir. Bu, SOD’un

stiperoksit radikallerini olugtuklar1 yerlerde siipiirdiigiiniin bir gostergesidir [44].

SOD’mn kullandig1 kofaktoére bagh olarak ii¢ izoenzimi bulunur; demir SOD
(FeSOD), bakir-¢cinko SOD (Cu/Zn SOD) ve manganaz SOD (MnSOD). Bunlar
hiicrenin fakli kisimlarina yerlesmislerdir[44]. FeSOD kloroplastlarda, MnSOD
mitokondri ve peroksizomlarda, Cu/Zn SOD ise kloroplast, sitosol ve hiicrearasi
boslukta bulunur [44, 45]. Bununla birlikte, son zamanlarda Streptomyces’in aktif
merkezinde nikel barindiran yeni bir SOD belirlenmistir. Bu izoenzimlerin

duyarliliklar1 birbirlerinden farklidir [48].

Askorbat-glutatyon donglisii (Sekil 2.1) oksidatif strese karsi antioksidan
savunma sisteminde anahtar rol oynamaktadir [28, 46]. Bu dongiiniin enzimatik
mekanizmasinda, dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon rediiktaz (GR),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve askorbat peroksidaz (AP) gibi enzimler
yer almaktadir [49]. SOD’un katalizledigi reaksiyon sonucu olusan ve giiclii bir
oksidan olan H,O, [17, 27, 50] ; DNA ve proteinlerde hasara, stomalarin
kapanmasina, lipid peroksidasyonuna ve hatta hiicre 6liimiine neden olur [50, 51].

H,0,’nin hiicrede birikmesi, katalaz ya da askorbat-glutatyon dongiisii ile onlenir
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[50]. Olusan H,O, katalaz veya DHAR ve askorbat peroksidaz isbirligi ile stiptirtiliir.
Bu islemlerde askorbat kullanilir ve iglemler sonucunda yeniden olusturulur.
Askorbat peroksidaz H,O,’yi suya indirgemek i¢in spesifik elektron vericisi olarak
askorbattan yararlanarak H,O,’nin siipliriilmesinde 6nemli bir rol oynar, bu
reaksiyona MDHA (Monodehidroaskorbat) olusumu eslik eder. MDHA, MDHAR
ile askorbik asite doniistiiriiliir ya da enzimatik olmayan bir yolla askorbik asit ve
DHA’ya doniistiiriiliir [17, 28]. MDHAR bitki hiicrelerinde her yerde goriilebilen bir
enzimdir ve MDHA y1 askorbata indirgerken NADPH’1 kullanir [13].

GS8G NADFH
H2O2
ASKORBAT

/ NADP
STIFEROESIT MDNDDEH:IDRD
DiSHUITAT, :;(DD::;TQZ ATKOBAT FEDTTFTAT ESE:(!JDD;ET :;UZ:::EN

\ REDUHKTAZ

MDHA_ NADPH / \ /\
- 2 GSH
0, H.O

Sekil 2.1 Askorbat-Glutatyon dongiisii

H,0O, askorbat-glutatyon dongiisii ile hizli bir sekilde enzimatik bir yolla
indirgenebilir. Bununla birlikte, bitkiler ayrica askorbata bagli bir reaksiyon ile
H,0,‘1 indirgeyen ve reaksiyon sonucunda su ve MDHA olusturan AP
izoenzimlerini de igermektedirler [52]. AP bir¢cok hiicre i¢i kisimlarda islev
gormektedir; bunlar icerisinde sitosol, kloroplastlar, mitokondriler ve peroksizomlar
bulunmaktadir. Ayrica hiicre duvarinda da bu enzimin aktif oldugu rapor edilmistir
[50]. Peroksizomlar ve mitokondriler katalaz enzimini de igermektedir. Farkli hiicre
kisimlarinda H,O,‘1 dagitan bu enzim, Ornegin peroksizom zarinda ve sitosolde
H,0;leri yakalamaktadir. Bu da fotosentez ve fotosolunum oraninin yiiksek oldugu

durumlarda 6nem kazanmaktadir [53].
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Bitkilerde, antioksidanlar metabolik ve gevresel etmenler nedeni ile liretilen
ROT’a kars1 koruma saglarlar. Cok yaygin kiicilk molekiillii antioksidanlar olan
askorbat ve glutatyon bir ¢ok igleve sahiptir. Bunlar antioksidan gorevlerinin disinda
fotosentezde, redoks sinyalinde, patojen savunmasinda, metal ve ksenobiyotik
detoksifikasyonunda ve biiytimenin diizenlenmesinde rol almaktadir [54]. Askorbatin
bircok islevi olmasina ragmen bunlarin bircogu heniiz net olarak anlasilamamstir.
Askorbat-eksik A. thaliana mutant vtcl askorbatin savunma sistemindeki roliiniin

anlagilmasi icin birgok kanit saglamistir [53].

Askorbik asit en fazla ¢alisilan ve en giiclii antioksidanlardan bir tanesidir.
Bircok bitki hiicresinde, organeller ve apoplastta belirlenmistir [48]. Askorbik asit
seviyesi tiirlerde, cesitlerde hatta aym tiiriin dokularinda bile degisebilir [21].
Fizyolojik kosullar altinda yapraklar ve kloroplastlarda c¢ogunlukla indirgenmis
formda bulunur, ve hiicre i¢i konsantrasyonu milimolar diizeyinde olabilir. Askorbik
asit siliperoksiti, hidroksil radikallerini ve tekli oksijeni dogrudan dogruya siipiirebilir

ve H,0,‘1 askorbat peroksidaz reaksiyonuyla suya indirgeyebilir [48].

Diger bir giiclii antioksidan molekiilii olan glutatyon bitki dokularinda bol
miktarda bulunan bir bilesiktir [48]. Glutatyon bitkilerde biiyiik oranda kullanilan
oksidatif stres belirtecidir ve bitki metabolizmasinda ¢ok yonlii islev gérmektedir
[46, 48]. Bircok islevinin yam sira glutatyon, ROT u kontrol altinda tutan hiicresel
antioksidatif savunma sisteminin esas bilegenidir. Antioksidatif savunma ve redoks
reaksiyonlar bitkilerin bulunduklar ¢evreye aligsmalarinda 6nemli bir rol oynar. Bu
da glutatyonu uygun bir stres goOstergesi yapar [46]. Mitokondri, vakuol,
endoplazmik retikulum ve sitozol gibi hiicrenin neredeyse tiim kisimlarinda bulunur,

okside formu ile birlikte redoks dengesini korurlar [48].

Son yillarda glutatyonun hiicresel ve molekiiler olarak sentezinde, hiicre ici
rollerinde ve bu rollerin anlagilmasinda énemli gelismeler olmustur. Glutatyonunun
hiicresel bolgelerde antioksidan rollerinin oldugu gosterilmistir [46, 48]. Glutatyon
sitotoksik olan H,O;’i siipliriir ve enzimatik olmayan bir yol ile tekli oksijen,

siiperoksit radikali ve hidroksil radikali gibi diger ROT ile reaksiyona girer.
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Antioksidatif savunma sisteminde glutatyonun esas rolii, askorbat-glutatyon
dongiisii yolu ile, diger bir gii¢lii suda ¢6ziinebilir antioksidan olan askorbik asidi

yeniden olugturmaktir [48].

Cizelge 2.1. Baz1 ROT siipiiriicii enzimler ve katalizledikleri reaksiyonlar [48].

Enzim EC Numarast Katalizledigi reaksiyon

Siiperoksit dismutaz ~ 1.15.1.1 0, + Oy + 2H «<2H,0,+0,

Katalaz 1.11.1.6 2H20 2 > 02 + 2H20

Askorbat peroksidaz ~ 1.11.1.11 AA+2H,0, <+ DHA + 2H,0

Glutatyon rediiktaz 1.6.4.2 NADPH+GSSG«NADP'+2GSH
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Sekil 2.2. ROT siipiiriicii enzimler ve hiicrede bulunduklar1 bolgeler
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2.3. MIKROSATELLIT BELIRTECLER (MARKORLER)

Mikrosatellit belirtegler (markdrler); 2-6 baz uzunlugunda kisa tekrar dizileri
olup, yliksek organizasyonlu canlilarda genoma 6zgiinliik gostermektedir [27, 55] ,
kisa niikleotid dizilerinin iki ya da daha fazla sayida hatta binlerce kez arka arkaya
diizenli bir sekilde dizilmesi ile olusmus DNA dizileridir [55]. Molekiiler belirtegler
ozel karakterlerin kontrol genlerinin genetik indikatdrleridir [56]. Okaryot
genomunun her yerinde bulunabilirler [55]. Ozel DNA fragmentleridir ve ilgili genin
icinde ya da etrafinda bulunurlar, bulunmalar1 kolaydir. Bir kere belirte¢ bulundugu

zaman bitki materyali belirtecin varligi ya da yoklugu yoniinde test edilebilir [56].

Bir mikrosatellit olan basit tekrar dizi (SSR) belirtegleri, DNA tabanl
molekiiler belirteclerdir. Tekrarlanabilir olmalari, polimorfik olmalari, ko-dominant
olmalar;, PCR tabanli olmalar1 kolayca bir tiire uygulanmalari ve radyoaktif
olmamalar1 gibi ¢esitli avantajlara sahiptir [27]. Genetik kimlik tanilarini belirleyen
tek belirteg 6zelligine sahip SSR belirtecleri basta genetik tanimlama olmak {izere,
molekiiler evrim, genetik haritalama gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Basit tekrar
dizileri PCR tabanli ko-dominant belirteclerdir, oldukca polimorfiktirler ve verdigi

allellerin sayis1 ve frekansi nedeni ile oldukga bilgi vericidir [56].

2.3.1.Nohut i¢in DNA Belirte¢ Sistemleri

Bitki yetistiriciliginde, molekiiler belirtegler bir populasyondaki genetik
varyasyonlar1 vermesi, istenilen 6rnegin izlenmesi ya da taranmasi ve istenilen
genotiplerin se¢imi gibi bir¢ok amac¢ i¢in kullanilabilir [56]. Nohuttaki genetik
cesitliligin  belirlenmesi nohut yetistiriciligi ve gen kaynaklarimin korunmasi,

ozellikle hibrit bitkilerin ebeveynlerinin se¢imi dnemlidir [57].

Nohut’un tarimsal Onemine ragmen, nohut iiretimi hala diigiiktiir ve
geleneksel yetistirme metotlar iirlin yetistiriciliginde ¢ok onemli bir iiriin artigina
neden olmamistir. Molekiiler belirte¢ destekli yetistirme metotlar1 nohutta potansiyel

iirlin yetistiriciligi i¢cin umut vermektedir. Bununla birlikte, diger 6nemli baklagillerle
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kiyaslandiginda nohut i¢in iiretilen mikrosatellit belirteclerin sayis1 olduk¢a azdir ve
nohutun genom analizi ve genetik harita olusumu i¢in daha ¢ok belirtece ihtiyag
vardir [27].

Genetik aymm icin gerekli olan kriterler farkli olabilir; bu kriterler
morfolojik oOzellikler ya da molekiiler belirtecler olabilmektedir. Molekiiler
belirte¢ler tiirler ve populasyonlar arasindaki genetik degisimin evrimi ve
karakterizasyonunda kullanilan 6nemli araglardir. DNA tabanli belirteglerin sayisi
bitkilerde etkili bir genetik varyasyon belirlenmesi i¢in uygundur. Restriksiyon
fragment wuzunluk polimorfizmi (RFLP) ve c¢ogaltilmis fragment uzunluk
polimorfizmi (AFLP) bircok bitki tiiriine basarili bir sekilde uygulanmis ve onemli
bilgiler saglamistir. Ancak bu teknikler yavas ve pahalidir, genis Olgiide
populasyonlarin genetik calismalarindaki genetik varyasyonlarin l¢iimii i¢in uygun
degildir, dominant olmalari, ¢ok sayida bolgeyi taramalar1 ve genetik kimlik 6zelligi
gostermemeleri nedeni ile kullanimi siirhdir. Son zamanlarda, diisiik miktarlarda
DNA gerektiren PCR tabanli rastgele ¢cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) ve basit
tekrar dizi (SSR) belirtecleri gelistirilmigtir. SSR belirtecleri olduk¢a polimorfiktir
fakat primer dizayni i¢in niikleotid bilgisi gerektirmektedir [57].

Son yillarda molekiiler belirteclerin  kullanimi  tarim  bitkilerinin
yetistiriciligini abiyotik ve biyotik streslere karsi kolaylastirmaktadir. Molekiiler
belirte¢ teknolojisi nohutun genetik haritasinin ¢ikartilmasina olanak vermistir, bu
sayede tarimsal olarak onemli genlerin se¢imi ve klonlanmasi miimkiin olmugtur

[27].

Kiiltiire alinmis olan nohut tiirleri sinirli genetik polimorfizme sahiptir [58,
59]. Izoenzimler, restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi ve rastgele ¢ogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD) gibi yaygin olarak kullanilan belirtecler [60], genelde
nohuttaki intraspesifik varyasyonlari ortaya ¢ikaramadigi i¢in kullanimi sinirlidir [27,

60].
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SSR belirtegleri fasulye, soya fasulyesi ve bezelye gibi yaygin yetistirilen
tahil tiirleri i¢in olusturulmustur. Son yillardaki ¢alismalar ile Cicer arietinum’dan
polimorfik mikrosatellit sekanslarmin karakterizasyonunun ve tanimlanmasinin

yapildigini rapor edilmistir [27, 55, 61] .

Son yillarda, bitki yetistiriciliginde molekiiler belirteclerin  kullanimi
artmigtir. Molekiiler belirte¢ teknolojisinin kurulmasi ve genetik haritalarin
olusturulmasi belirte¢ destekli se¢im ve nohuttaki direnclilik genlerinin pozisyonel
klonlanmas1 i¢in arzu edilen durumlardir. Kiiltiire alinmig olan nohutlarin genetik
polimorfizm dereceleri olduk¢a diisiiktiir. Bu nedenle temel olarak C.arietinum
cesitlerinin, C.reticulatum ya da C.echinospoermum gibi yabani akrabalari ile

kiyaslanmasi ile molekiiler ¢alismalar yapilmaktadir [59].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.BITKI YETISTIRME KOSULLARI

Fizyolojik analizler i¢cin Tiirkiye’nin Akdeniz bolgesinde kiiltiirii yapilan ve
daha &nce Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii’nden alman
kurakliga duyarli Cicer arietinum ILC8617, ve kurakliga dayanikli yabani nohut
C.reticulatum AWC 611 kullanilmstir. Ayrica SSR analizleri i¢in ayni iiniversiteden
elde edilen ILC8617, ICC4958, AWC611, AWC612 ve Ankara, Tarim ve Koy Isleri
Bakanlig1 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden elde edilen 21 nohut
¢esidi kullanilmistir (Cizelge 3.1). Bitkiler iklim odasinda ve kontrollii sartlar altinda
(16 / 8 giin/gece 151k periyodu, 23 + 2 °C, 480 pmol m™ s™' 151k siddeti, % 65 + 5
nem) yetistirildi. Fideler belirli bir biiyiikliige geldikten sonra (35 giin) bunlardan
ILC8617 ve C.reticulatum AWC611’in yapraklari solana kadar (10 giin) kuraklik
stresine maruz birakildi. Stres uygulamasindan once bir grup bitkinin yapraklarina
yapraklar tamamen 1slanana kadar askorbat (AS; 12.5 ve 25 mM) ve diger grubun
yapraklarma glutatyon (GSH; 10 ve 100 mM) puskiirtiildii (Cizelge 3.2). Kuraklik
uygulamasindan sonra fidelerin yapraklari sivi azotta dondurulduktan sonra
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan analizlerine kadar -70 °C’de saklandi.

SSR analizi icin biitiin bitkilerden drnekler taze olarak alinarak kullanildi.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan nohut ¢esitleri, tescil yillar1 ve tescilleyen kurumlar

Sira | Cesit Ad1 Tescil | Cesit Sahibi Kurulus

No Y1l

1 Canitez 87 1987 | Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitlisii

2 Inci

3 Akgin 91 1991 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii
4 ILC482 Giiney Sarist | 1992 | Giineydogu Tarimsal Arastirma Enstitiisii
5 [zmir 92 1992 | Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii.

6 Menemen 92 1992 | Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii
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7 Aydin 92 1992 | Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii

8 Damla 89 1994 | Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii

9 Aziziye 1995 | Doguanadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisti
10 Diyar 95 1995 | Giineydogu Tarimsal Arastirma Enstitiisii
11 Gokge 1997 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii
12 Sar1 98 1998 | Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii

13 Cevdetbey 98 1998 | Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisi

14 Kiismen 99 1999 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii
15 Uzunlu 99 1999 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii
16 Er 99 1999 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisii
17 Isik

18 Cagatay 2001 | Karadeniz Tarimsal Aragtirma Enstitiisii

19 Dikbasg 2006 | TARM

20 Taek Sagel 2006 | Tirkiye Atom Enerjisi Kurumu

21 Yasa 05 2005 | Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii

22 AWC 611

23 AWC 612

24 ILC 8617

25 ICC 4958

Cizelge 3.2. AWCG611 ve ILC8617’nin yapraklarina AS ve GSH uygulamalar igin
olusturulan deneme deseni

Uygulama grubu | AS konsantrasyonu (mM) GSH konsantrasyonu (mM)
Kontrol 0 12.5 |25 0 10 100
Kurak 0 12.5 |25 0 10 100
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3.2. ANTIOKSIDAN SISTEMININ ANALIZI

3.2.1. Enzimatik Antioksidanlarin Belirlenmesi

3.2.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD, EC.1.15.11) aktivite tayini

SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich [62] e gore yapildi. Bunun i¢in 1 g yaprak
dokusu 5 mL fosfat tamponu ile homojenize edildi. Tampon 0,1 mM EDTA ve 100
mg PVP icermektedir. Saf ekstrakt +4°C’de, 5 dk, 16 000 g’de santrifiyj edildi ve
siipernatan ol¢iimler i¢in kullanildi. 2,4 mL fosfat tamponu, 1 mL sodyum karbonat,
200 uL L-Methionin, 200 uL nitro blue tetrazolium (NBT), 150 uL enzim ve 150 puL.
ribofilavin eklenerek reaksiyona baslatildi. Ornekler 10 dk siireyle 25 °C 1s1k altinda
tutuldu. Spesifik enzim aktivitesi U/mg protein olarak belirlendi. Bir birim SOD
aktivitesi 560 nm’de spektrofotometrede (Perkin-Elmer Lambda EZ210) olgiilen
NBT rediiksiyon hizinin % 50 inhibisyonuna neden olan enzim miktar1 olarak
belirlendi. Unit, 25 °C’de 1 dk 1 pumol substrat1 iirline doniistiiren enzim (SOD)

miktarini gosterecektir.

3.2.1.2. Askorbat peroksidaz (AP,EC.1.11.1.11) aktivite tayini

AP aktivitesi Bonnet vd. [63]’e gore yapildi. 150 mg yaprak dokusunun 200
mM (pH:7.8) HEPES, 2 mM EDTA, 5SmM MgCl,, ve 4 mM sodyum askorbat igeren
1,5 mL ekstraksiyon ortaminda homojenize edildi. Saf ekstrakt 4 °C’de, 5 dk, 16
000 g’de santrifiij edildi ve siipernatan olgiimler i¢in kullanildi. Reaksiyon karigimi
50 mM NaH,POy (pH:7), 500 uM askorbat, 1 mM H,O, ve ekstrakt icerecektir. 290
nm’de absorbanstaki diisiis; okside olan askorbat 6lciilmiistiir. AP spesifik aktivitesi
(nmol.dk'.mg' protein) 290 nm’de askorbat i¢in 2.8 pM'em™ tiikenme katsayisi

kullanilarak hesaplandi.
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3.2.1.3. Glutatyon rediiktaz (GR,EC.1.6.4.2.) aktivite tayini

GR aktivitesi Calberg ve Mannervik [64] e gore yapildi. 1 g yaprak dokusu 5
mL potasyum fosfat tamponu (pH:7 ve 0,1 mM EDTA ) ve 100 mg PVP eklenerek
homojenize edildi. Saf ekstrakt 4 °C’de, 5 dk, 16 000 g’de santrifiij edildi ve
siipernatan Olctimler icin kullanildi. 3 mL ‘lik UV kiivet icerisinde 1,5 mL fosfat
tamponu, 150 uM NADPH,, 150 pL okside glutatyon (GSSG), 1 mL H,O ve 200 pL
ekstraktin eklenmesiyle reaksiyona baglatildi. 1 dk siireyle 340 nm’de absorbanstaki
azalma 6lgiildii. Sonuglar 1 dakikada oksitlenen NADPH,’nin pmol dk'mg™ protein

degeri olarak hesaplandi.

3.2.1.4. Katalaz (KAT, EC.1.11.1.6.) aktivite tayini

Katalaz aktivitesi, Aebi [65]’e gore yapildi. 1 g yaprak dokusu 5 mL
potasyum fosfat tamponu (pH:7 ve 0,1 mM EDTA) ile 100 mg PVP eklenerek
homojenize edildi. Reaksiyon 2.8 mL potasyum fosfat tamponu (pH:7 EDTA
icermez), 80 puL H,O, (0.5M) ve 120 pL enzim ekstraktinin karistirilmasi ile
baslatildi. Katalaz aktivitesi 240 nm’de 30 sn i¢indeki absorbansin azalmasi ile

belerilendi ve sonuglar H,0, dk”'mg™ protein olarak hesapland.
3.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlarin Belirlenmesi
3.2.2.1. Askorbat miktarmin belirlenmesi

Sivi azotta donmus yaprak ornekleri (1 g) 0.1 M soguk sodyum asetat
tamponunda (pH:3) homojenize edildi. Elde edilen homojenat 4 °C’de 5 dk. 7.000
g’de santrifiijjlendi. Daha sonra siipernatan askorbat analizi i¢in kullanildi. Toplam
askorbat ditiyotreitol’iin dehidroaskorbati askorbata indirgemesi ile elde edildi.
Kromatografik aymrim Agilent 1100 HPLC analitik system kullanilarak yapildi.
Toplam askorbat 0.1 M sodium asetat tamponu (pH: 5) kullanilarak 1.2 mL. min™
isokrotik akis hiz1 ve C18 kolon (250 x 4.6 mm) ile, UV dedektérde 264 nm’de
analiz edildi [66].
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3.2.2.2. Glutatyon miktarinin belirlenmesi

Toplam glutatyon (rediikte form GSH ve okside form GSSG) Hawrylak and
Szymanska[67]’e gore sivi azotta dondurulmus yaprak Orneklerinden ekstrakte
edildi. Ornekler sogutulmus havanda 2 vol/g 5 %’lik 5-sulfosalisilik asit (Standart)
homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra oOrnekler 10000 g’de 10 dk
santrifiijlendi. Elde edilen supernatan toplam glutatyon analizi i¢in kullanildi. Bunun
icin, 700 pL giinliik olarak tampon hazirland1 [545 pL 143 mM sodyum fosfat
tamponu, 5 pL 6.3 mM Nas-EDTA (Merck) pH 7.5 ve 150 pL 0.248 mg/mL
NADPH (Sigma)] ve tizerine 100 pL. 6 mM DTNB (Sigma) ve 175 pL ultra saf su
eklendi. Elde edilen solusyon sicak su banyosunda 30 °C’de, 15 dakika tutuldu.
Daha sonra, reaksiyonu baslatmak i¢in 25 pL siipernatan ve 5 pL glutatyon rediiktaz
(Baker’s yeast 168 U/mg protein, Sigma) ilave edildi. Sabit bir renk olusana kadar
ornekler bir kag¢ dakika bekletildi ve 412 nm’de spektrofotometrede dlgiildii. Toplam
glutatyon icerigi rediikte glutatyon (L-GSH Sigma) standart egrisinden hesaplandi.

3.3. COZUNUR PROTEIN MIKTARININ OLCULMESI

Coziinlir protein miktari, Lowry metodu[68] ile Olciildii. 1 g taze yaprak
dokusu 5 mL fosfat tamponu ile homojenize edildi. Saf ekstrakt 4 °C’de, 5 dk, 16000
g’de santrifiij edildi ve siipernatan 6l¢iimler icin kullanildi. 1 mL 6rnek 50 °C’de su
banyosuna alindi ve 10 dakika bekletildi. Uzerine 0,9 mL A soliisyonu [100 mL
distile suda 0,2 g sodyum-potasyum tartarat ile 10 g sodyum karbonat (NaCOs3)]
eklendi ve 50 °C’de 10 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda tiipler su banyosunda
cikartildi ve soguyuncaya kadar oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Uzerine 0,1
mL B soliisyonu [100 mL suda 0,2 g sodyum-potasyum tartarat ile 1 g bakir siilfat-5
sulu (CuS04.5H,0] eklendi. 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Uzerine 3 mL C
soliisyonu (1 mL Folin-Ciocolteu 15 mL su ile seyreltildi) eklenip karistirildi ve 50
°C’de su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi. Tiipler su banyosundan ¢ikartilip oda
sicakligina kadar sogutuldu. Ultra saf su ile hazirlanmig kontrole karsi
spektrofotometrik olarak 650 nm’de 6l¢iim yapildi. Orneklerdeki protein miktarlar:

Bovine Serum Albumine (BSA) ile hazirlanmis standart egriden hesaplandi. Protein
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tayinlerinin yapilmasinin amaci sentezlenen enzimlerin birim protein basina diisen

miktarlariin yani spesifik aktivitelerinin saptanmasidir.

3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analizler Statistica 6.0 paket programinda yapildi. Degerlerin
normal dagilim gosterip gostermedikleri Kolmogorov-Simirnov testi ile incelendi.
Tiim degerlerin normal dagilim gosterdikleri sonucuna ulasildi. Degerlerin nohut
tirleri ve uygulamalar bakimindan karsilastirilmasi amaciyla iki yonli varyans
analizi testi kullanildi. Farkli gruplarin belirlenmesinde ise Turkey HSD (Honestly
Significant Difference) degeri hesaplandi.
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3.5.SSR ANALIZI

Yapilan calismada kullanilan yontem Sekil 3.1.°de gosterildigi gibi asagidaki

agsamalardan olusmaktadir.

DNA izolasyonu ve olgiimleri

PCR reaksiyonlarinin hazirlanmasi ve PCR
Kapiller elektroforez

Allel goriintiilerinin alinmasi

Genetik analizler

3.5.1.DNA izolasyonu

Geng¢ yaprak dokularindan DNA izolasyonu Lefort ve ark. [69]nin

protokoliine gore asagida belirtildigi gibi gerceklestirildi. DNA kalite ve miktarinin

Olciilmesi amaciyla % 1’lik agaroz jel NanoDrop ND-1000 spektrofotometre
kullanildi.

Bir miktar geng yaprak ve siirgilin uclar1 alinarak sivi azotta ezildi,

Ezilen materyalden 150 mg alinarak 2 mL’lik ependorf tiiplerine konuldu,
Tiiplerin lizerine 1 mL ekstraksiyon soliisyonu eklendi,

Ornekler 65 °C’de su banyosunda ara sira calkalanarak bekletildi,

Oda sicakliginda 15 dk sogumasi beklendikten sonra, ornekler iizerine 0,7
mL kloroform/isoamil alkol (24:1) karigimi eklenerek iyice karigtirildi ve
ardindan 30 dk buz tizerinde bekletildi,

10 dk 4 °C’de 14000 g’de santrifiij edildi,

Ust s1v1 yeni, temiz bir tiipe aktarild,

Uzerine 0,8 mL isopropanol eklendi,

Ornekler bir gece -20 °C’de bekletildi,

10 dk 14000 g’de santrifiij edildi, ve st s1v1 atildi

Alt kat1 (pellet) tlizerine 1 ml % 70’lik etanol eklendi ve 5-10 sn sonra
dokldi,
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e Etanol uzaklagtirildiktan sonra, DNA 50-100 pL distile su ile ¢6ziildi,
e Her 100 uL igin 3 pL RNaz eklendi, 15 dk 37 °C ‘de bekletildikten sonra
RNA uzaklagtirildi

Ekstraksiyon Soliisyonu

2mL TRIS (50mM, pH:8,0)

4mL EDTA (50mM, ph:8,0)

10mL LiCl (4M)

1gr CTAB (Cetytimethylamoniumbromide) (% 1)
2gr (Polyvynilprolidone) PVP (% 2)

0,5mL TWEEN 20 (% 0,5)

% 0,2 B-merkapto etanol
Kloroform/Isoamil alkol; (24:1) (hacim:hacim)
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BECKMAN CEQ 8800 GENETIK ANALIZ SISTEMI

Sekil.3.1.SSR ydnteminin agsamalari
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3.5.2.PCR Reaksiyonlarinin Hazirlanmast

PCR reaksiyonu; 15-200 ng DNA, floresan olarak isaretlenmis 5 pmol ileri
(forward) primer, 5 pmol ters (revers) primer, 0,5 mM toplam dNTP, 0,5 iinite Go
Taq DNA polimeraz (Promega), 3uL tampon 5X olmak iizere toplamda 15 pL’de
gerceklestirilmistir.

3.5.2.1.PCR reaksiyonu i¢in kullanilan PCR programi1

1. 94°C’de 3 dk

2. 94°C’de 1 dk

3. 58-66 °C’de 1 dk

4. 72°C’de 2 dk

5. 72 °C’de 10 dk olmak iizere 35 dongii olarak uygulanmistir.

PCR sonras1 lokuslara ait PCR {irtinleri % 2’lik agaroz jelde kontrol edildikten
sonra, amplifikasyonu ger¢eklesmis Orneklerde kapileri elektroforez asamasina

gecilmistir.

Calismada, Cizelge 3.3°de baz dizileri, kullanilan floresan boya ve Tm degerleri

belirtilen 10 SSR primeri kullanilmustir.
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerlerin baz dizilimleri, florasan renkleri ve Tm
degerleri [75]

No | Lokus Adi Primer dizileri (5°...... 3%) Isaretleme | Tm
Boyasi ‘O
1 | NCPGRA40OF TGAACGAATCATGGCAAGAG MAVI 64
NCPGR40R GCCCTCCTTCTTGCTTACAA 63
2 | NCPGR93F CAAAGTTTGTTGCTAGGATTC YESIL 58
NCPGR93R GAAGATCTCCGACGATGATA 59
3 | NCPGR36F GTGGAGCCAAAAATCGACAT SIYAH 64
NCPGR36R AACTTTATTTTCATTTGTCCATCAA 61
4 | NCPGR34F TGGAAGGTGTTTTAGTGGGTG MAVI 64
NCPGR34R GACTAACTGGCCCCCAAAA 64
5 | NCPGR33F ACATCTTGAAGTGCCCCAAC YESIL 64
NCPGR33R TGCAAGCAGACGGTTACAAG 64
6 | NCPGR21F TCTACCTCGTTTTTCGTGCC SIYAH 64
NCPGR21R TTGCTCCTTCAACAAAACCC 64
7 | NCPGRIOOF | CCATTTTCTACAATCTCATGTCT MAVi 59
NCPGR100R | GTAGAAAGAGCCAAGAGGCA 61
8 | NCPGR42F CCCCTAGTAGCAAATATTTTGACC | YESIL 62
NCPGR42R TTTGAATGCATTTCTTCATAGCA 63
9 | NCPGR28F TGATGGAAGGTGATGTGGAA SIYAH 64
NCPGR28R GAGGGGGAAACGTTTTCTTT 63
10 | NCPGR27F ACCCCATTTTTGGGTTTTCT MAVI 63
NCPGR27R TGCATCCAACTTGTTGTCTTG 64
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3.5.3. Kapileri Elektroforez ve Allel Goriintiilerinin Alinmast

Calismada Beckman CEQ 8800 Genetik Analiz Sistemi kullanilmugtir.
Cesitlerin PCR iriinleri (2-4pL) 20 pL SLS (Sample Loading Solution) ile
seyreltilmistir. Uzerine 0,4 pL size standart-400 eklendikten sonra, CEQ 8800
Genetik Analiz Sistemi’nde elektroforez edilmistir. Daha sonra her bir lokusa ait
pikler; tipleri ve renkleri g6z Oniine alinarak heterozigot ve homozigot olarak
gorilintiilenmistir. Her lokustaki allel bityiikliikleri pik verisi olarak sistemin fragment

analiz programu ile belirlenmistir.

3.5.4. Genetik analizler

Bir freeware program olan IDENTITY 1.0 [70] yazilim programi kullanilarak
her lokustaki allellerin sayis1 (n), allele frekansi, beklenen heterozigotluk (He) ve
gozlenen heterozigotluk (Ho), sessiz (null) allellerin frekansi (r) ve tespit olasilig1
(Identity of probability(PI)) degerleri Paetkau ve ark. [71] tarafindan belirtildigi
sekilde tespit edilmistir. Benzer ¢esitler ve ebeveyn tayini icin de Identity program
kullanildi. Bowcock ve ark. [72]’de aciklandig1 gibi, paylasilan allellerin orani,
ps’nin (1-(ps)) obsiyonu (option’1) kullanilarak genetik uzaklik Microsat (versiyon
1.5) program ile hesaplanmistir [73], daha sonra bu veriler Microsoft Excel’de
benzerlik matriksine doniistiiriilmiistiir. Dendogram ise; Unweighted Pair-Group
Method of the Arithmetic Average (UPGMA)’e bagli NTSYS-pc (Numerical

Taxonomy System) software 2.02g versiyonu kullanilarak olusturulmustur [74].

3.5.5. Mikrosatellite (SSR) Analizleri

PCR amlifikasyonlar1 ve kapillari elektroforez kosullar1 genel olarak asagida

verildigi sekilde gerceklestirildi;

15 ng DNA, 5 pmol her bir primer, 0.5 mM dNTP, 0.5 iinite GoTaq DNA
Polimeraz (1.5mM MgCl, iceren) (Promega) olacak sekilde 10 pL hacimde
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gergeklestirilmistir. Nohutta basta Sethy ve ark. [75] olmak iizere degisik
aragtiricilar tarafindan gelistirilen 10 veya 15 SSR lokusu kullanilmigtir. Aragtirmada
ileri (forward) primerler D2 (siyah), D3 (yesil), D4 (mavi) WellRED floresan
boyalar ile isaretlenmis olarak kullanildi (Proligo, Paris, France). PCR kosullari,
94°C’de 3 dk, 94°C’de 1 dk, 55-60°C’de 1 dk 72°C’de 2 dk 35 dongii olarak
uygulanirken, son yazilim ise 72°C ‘de 10 dk olarak gerceklestirildi. PCR iiriinleri
isaretlemede kullanilan floresan boyalara gore belirli oranlarda SLS (sample loading
solution) ile seyreltildikten sonra, Genomelab DNA Standart Kit-600 eklenerek,
CEQ 8800XL capillary DNA analiz sisteminde (Beckman Coulter, Fullerton, CA,
USA) elektroferez yapildi. Her bireyin allel sayis1 her SSR lokusu i¢in Beckman
CEQ fragment analysis sofware kullanilarak belirlendi ve bir ¢esit her reaksiyonda 3

defa kosturularak referans niteliginde kullanildi.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1.BULGULAR

4.1.1.SOD Aktivitesindeki Degisimler

Bu caligsmada, kurakliga toleranslari farkli olan her iki nohut tiirlinde de
kuraklik stresinin kontrol grubunda spesifik SOD aktivitesini arttirdigr bulunmustur.
Bu artigin kurakhiga dayanikli olan AWC611°de (2,38 Unit mg™" protein™) kurakliga
duyarli olan ILC8617’ye (1,74 Unit mg’ protein’l) gore daha yliksek oldugu
goriilmiistiir. Kuraklik stresi uygulanmayan ve 12,5 mM askorbat uygulanan
bitkilerde enzim aktivitesi kontrol gruplarina gore az da olsa azalmistir. 12,5 mM
askorbat uygulanan ve kurakliga maruz birakilan AWC611°de spesifik SOD
aktivitesi belirgin bir sekilde artmistir. 25 mM askorbat uygulanan AWC611°de SOD
aktivitesi degismezken, ILC8617’de kontrol grubuna goére azalmistir. Kuraklik
stresine maruz birakilan ve 25 mM askorbat uygulanan duyarli ILC8617°de SOD
aktivitesi ayni kalirken, dayamikli AWC611°de kontrol grubuna ve askorbat
kontroliine gore belirgin bir artis meydana gelmistir. Hem kontrol hem de kuraklik
stresi uygulanan ILC8617°de 10 mM ve 100 mM GSH uygulamalar1 uygulama
gérmemis kontrole gore aynmi derecede azalma gostermistir. Bununla birlikte, her iki
GSH konsantrasyonunun uygulanmasi (100 mM-+kuraklik stresi hari¢) iyi sulanmis
ya da kurakliga maruz birakilmis AWC611°de SOD aktivitesinin kontrole gore
belirgin bir sekilde artmasina neden olmustur (Sekil 4.1). En belirgin artis iyi sulanan
ve 100 mM GSH uygulanan bitkilerde goriilmiistiir (2,43 Unit mg'1 protein’l). SOD
aktiviteleri bakimindan her iki nohut tiri i¢in, uygulamalar (P<0,001) ve
Tir+Uygulamalar (P<0,05) arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamh

bulunmustur (Cizelge 4.1)
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Sekil 4.1. Kuraklik, AS veya GSH uygulanan AWC611 ve ILC8617‘nin

yapraklarindaki spesifik SOD Aktivitesi

Cizelge 4.1. Siiperoksit dismutaz spesifik enzim aktivitesine ait varyans analiz
sonuglari

Varyasyon | Serbestlik | Kareler Kareler F Prob
Kaynaklar1 | Derecesi Toplami Ortalamas1 | Degeri

Tiir 1 6,8424 6,8424 172,896 0,000%**
Uygulama |9 1,7963 0,1996 5,043 0,000%**
Tir+Uyg. 9 0,9156 0,1017 2,571 0,019*

Hata 40 26180 0,0396

*[statistiksel olarak % 5 diizeyinde dnemli (p<0,05)

*#*[statistiksel olarak % 0,1 diizeyinde énemli (p<0,001)
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4.1.2. AP Aktivitesindeki Degisimler

Her iki nohut tiiriinde de kuraklik stresi spesifik AP aktivitesini yaklagik
olarak iki kat arttirmustir. {yi sulanan ve 12,5 mM askorbat uygulanan ILC8617°de
enzim aktivitesi iyi sulanan kontrol gruplarina gore az da olsa artis gosterirken (3,39
mmol mg' protein dk), AWC611°de hemen hemen aym kalmustir. Kurakliga maruz
birakilan ve 12,5 mM veya 25 mM askorbat uygulanan ILC8617°de iyi sulamis
kontrol gruplarina gére AP aktivitesi belirgin bir sekilde artmistir (sirasiyla 5,74
mmol mg” protein dk™', 6,71 mmol mg" protein dk', P<0,001 ). Bununla birlikte,
12,5 mM askorbat uygulanan AWC611°de kuraklik stresi enzim aktivitesini arttirmis
ve 25 mM askorbat uygulamasinda da aynm artis goriilmiistiir (sirasiyla 6,59 mmol
mg' protein dk™ ,6,31 mmol mg” protein dk'). En yiiksek AP aktivitesi kurakliga
maruz birakilan AWC611°de gbriiliirken (7,64 mmol mg™ protein dk), ILC8617°de
kuraklik stresinde 25 mM askorbat uygulandiginda belirlenmistir (6,71 mmol mg™
protein dk™).

Iyi sulanmis ve 10 mM veya 100 mM glutatyon uygulanmis olan her iki
nohut tiriinde AP aktiviteleri kontrol gruplarma goére Onemli degisiklikler
gostermemigtir. Kuraklik stresine maruz birakilan ve 10 mM ve 100 mM glutatyon
uygulanan AWC611°de iyi sulanmis bitkilere gére AP aktivitesi belirgin bir sekilde
artmustir (sirasiyla 6,09 mmol mg” protein dk™, 6,30 mmol mg" protein dk™). AP
aktiviteleri bakimindan her iki nohut tirli ve uygulamalar arasindaki farklar

istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,001).
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Sekil 4.2. Kuraklik, AS veya GSH uygulanan AWC611 ve ILC8617‘nin

yapraklarindaki spesifik AP aktivitesi

Cizelge 4.2. Askorbat peroksidaz spesifik enzim aktivitesine ait varyans analiz

sonuglari

* %

% %

S 1S e
< S |© [©
e S 2=
[a W) o o |o

E | |0
L 10 [N |—
22 |S |3
= A |en |[— |—~
—
w2
<
ﬂmO
T = |© |[© | |v
& 8 (o |— |© |\
8 £ |—= |0 |0 |
M O | |y = S
—
5 € |lo |« o |o
< = |0 [T A |®
«nm.p00371
xS I o
M | o |— |
-~
= '3
m o
o
be
i
o Q2 o
»nn A |~ oo | |F
= < | .
o <« o)
> o my
Q= = 5
g =)
> g |t | s
| T S = =
S & [B5 [>»|Bs | <
> M |E P |E T

***[statistiksel olarak

% 0,1 diizeyinde 6nemli (p<0,001)
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4.1.3.GR Aktivitesindeki Degisimler

Kuraklik stresi sirasinda askorbat veya glutatyon uygulamalart GR
aktivitelerinde az artis ve azalmalara neden olmustur. Kuraklik stersine maruz
birakilan AWC611°de 25 mM askorbat veya 10 mM glutatyon uygulamalar1 GR
aktivitesini iyi sulanmig kontrol gruplarina gore attirmistir (sirasiyla 403,44 Unit mg
' protein”,392,17 Unit mg' protein”). En yiksek aktivite 25 mM askorbat
uygulamasinda goriilmiistiir. ILC8617°de glutatyon uygulamalart iyi sulanmis veya
kurakliga maruz birakilmig gruplarinda enzim aktivitesini belirgin sekilde
degistirmemistir. GR aktiviteleri bakimindan her iki nohut tiirii arasindaki farklar
istatistiksel olarak onemli bulunurken (P<0,001), uygulamalar arasindaki farklar

Onemsiz bulunmustur.
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Sekil 4.3. Kuraklik, AS veya GSH uygulanan AWC611 ve ILC8617‘nin
yapraklarindaki spesifik GR aktivitesi
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Cizelge 4.3.

Glutatyon rediiktaz spesifik enzim aktivitesine ait varyans analiz

sonuglari

Varyasyon | Serbestlik | Kareler Kareler F Prob
Kaynaklar1 | Derecesi Toplami Ortalamas1 | Degeri

Tiir 1 0,080525 0,080525 86,382 0,000%**
Uygulama |9 0,008956 0,000995 1,068 0,407
Tir+Uyg. 9 0,013509 0,001502 1,610 0,145
Hata 40 26180 0,655

***[statistiksel olarak % 0,1 diizeyinde 6nemli (p<0,001)

4.1.4. Katalaz Aktivitesindeki Degisimler

fyi sulanmis kontrol AWC611°de KAT aktivitesinin (5,45 nmol dk', mg
protein™, P<0,001) hem kendi hem de ILC8617’nin biitiin uygulama gruplarina gére
olduke¢a yiiksek oldugu belirlenmistir. Kurakliga maruz birakilan ve askorbat veya
glutatyon uygulanan AWC611°de KAT aktiviteleri iyi sulanmis kontrol grubuna gore
yaklagik olarak 5-5,5 kat azalmigtir. ILC8617°de ise her iki askorbat
konsantrasyonunun uygulandig1 gruplarda iyi sulanmis kontrol gruplarina gore KAT
aktivitesi belirgin bir degisiklik gostermezken (sirastyla 2,59 nmol mg™' protein dk ™,
2.79 nmol mg'l protein dk'l), kurakliga maruz birakilanlarda yaklasik olarak 2-2,5
kat azalmistir. 10 ve 100 mM glutatyon uygulamalar her iki nohut tiiriinde de iyi
sulanmis kontrol gruplarina gore KAT aktivitesnini belirgin bir sekilde azalmasina
neden olmustur. En diisiik KAT aktivitesi kurakliga maruz birakilan ve 10 mM
glutatyon uygulanan AWC611°de goriilmiistiir (0,48 nmol mg™ protein dk'). KAT
aktiviteleri bakimindan her iki nohut tirii arasindaki farklar 6nemli bulunmazken,

uygulamalar ve tiir x uygulamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak ©nemli

bulunmustur (P<0,001).
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Sekil 4.4. Kuraklik, AS veya GSH uygulanan AWC611 ve ILC8617‘nin

yapraklarindaki spesifik KAT aktivitesi

Cizelge 4.4. Katalaz spesifik enzim aktivitesine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon | Serbestlik | Kareler Kareler F Prob
Kaynaklar1 | Derecesi Toplami Ortalamas1 | Degeri

Tiir 1 0,0008 0,0008 0,0027 0,959
Uygulama |9 59,9843 60,6649 22,7803 0,000%**
Tir+Uyg. 9 20,4038 2,2671 7,7488 0,000%***
Hata 40 11,7029 0,2926

**x[statistiksel olarak % 0,1 diizeyinde 6nemli (p<0,001)
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4.1.5. Askorbat Konsantrasyonundaki Degisimler

Kuraklik stresi her iki nohut tiiriinde de askorbat (AS) miktarmin artmasina
neden olmustur. Iyi sulanmis veya kuraklia maruz birakilmis bitkilerde, uygulanan
AS konsantrasyonuna bagli olarak askorbat miktar1 artis gostermistir. Kuraklik
stresine maruz birakilan AWC611°e 25 mM AS uygulandiginda en yiiksek askorbat
artis1 olmustur (396,20 pg gr' TA™ ve P<0,001). Iyi sulanmis AWC611°¢ 10 mM
glutatyon uygulanmasi ILC8617’ye gore AS miktarinin daha fazla artmasina yol
agmustir. Iyi sulanmuis veya glutatyon uygulanmis olan AWC611°de glutatyon
konsantrasyonlarina bagli olarak AS miktarlar1 ILC8617’ye gore daha belirgin bir
sekilde artmustir. AS miktar1 bakimindan her iki nohut tiirli, uygulamalar arasindaki
farklar (P<0,001) ve tiir x uygulamalar arasindaki farklar (P<0,01) istatistiksel olarak

onemli bulunmustur.
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Sekil 4.5. Kuraklik, AS veya GSH uygulanan AWC611 ve ILC8617‘nin
yapraklarindaki askorbat icerigi
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Cizelge 4.5. Askorbat konsantrasyonuna ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon | Serbestlik | Kareler Kareler F Prob
Kaynaklar1 | Derecesi Toplami Ortalamas1 | Degeri

Tiir 1 228526 228526 387006 0,000%**
Uygulama |9 95765 10641 18020 0,000%***
Tir+Uyg. 9 19927 2214 3750 0,002%*
Hata 40 23620 590

**[statistiksel olarak % 1 diizeyinde nemli(p<0,01)
***[statistiksel olarak % 0,1 diizeyinde nemli(p<0,001)

4.1.6. GSH Konsantrasyonundaki Degigimler

GSH miktar1 AWC611’nin biitiin uygulama gruplarinda 6zellikle kuraklik
stresine maruz birakilan uygulama gruplarinda ILC8617’ye gore belirgin bir artis
gostermistir. Kuraklik stresi GSH miktarin1 iyi sulanmis kontrol grubuna gore
ILC8617’de belirgin bir sekilde arttirirken (0,8520 pg g TA ,P<0,001), AWC611°de
bu artis yaklasik olarak iki kat gerceklesmistir (1,4420 pg g'TA ,P<0,001).
ILC8617°de askorbat uygulamalar1 glutatyon miktarini iyi sulanmis ve 25 mM
askorbat uygulama grubu hari¢, az da olsa arttirmistir. Bu nohut tiirlinde 25 mM
askorbat uygulamasi glutatyon miktarinin azalmasina neden olmustur (0,5720 ug g
'TA). En yiiksek glutatyon miktar1 kurakhiga maruz birakilan ve 10 mM GSH
uygulanan ve iyi sulanan ve 100mM GSH uygulanan AWC611°de belirlenmistir
(strastyla 1,6020 pg g'TA , 1,6020pg g TA ,P<0,001).

38




AWC611
B ILC8617

2,0 1

1,8

T T T T
A N Q @
~ — ~ o

(v1,661) HsD

Sekil 4.6. Kuraklik, AS veya GSH uygulanan AWC611 ve ILC8617nin

yapraklarindaki GSH igerigi

Cizelge 4.6. Glutatyon konsantrasyonuna ait varyans analiz sonuglari
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***[statistiksel olarak

% 0,1 diizeyinde 6nemli (p<0,001)
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4.1.7. DNA Izolasyonu ve dl¢iimleri

Aragtirmada kullanilan ¢esitlere ait DNA’larin agaroz jel goriintiileri Sekil

4.7. ‘de spektrofotometrik degerleri ise Cizelge 4.7.’de sunulmustur.

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 258

Sekil 4.7. Nohut ¢esitlerinin toplam DNA jel goriintiisii
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Cizelge 4.7. Arastirmada kullanilan nohut ¢esitlerine ait olan DNA’larin
spektrofotometrik degerleri

Ornek no ng/uL A260 A280 260/280 260/230
1 1971,37 39,427 21,381 1,84 1,36
1 1560,96 31,219 16,342 1,91 1,39
1 1614,36 32,287 16,948 1,91 1,4
2 294941 58,988 29,949 1,97 1,63
2 3114,51 62,29 32,207 1,93 1,55
2 29325 58,65 29,963 1,96 1,61
3 4271,46 85,429 43,259 1,97 1,77
3 4365,91 87,318 44,25 1,97 1,78
3 4315,59 86,312 43,838 1,97 1,77
4 3801,74 76,035 38,485 1,98 1,77
4 3768,59 75,372 37,032 2,04 1,82
4 3481,94 69,639 34,036 2,05 1,85
5 2410,37 48,207 24,076 2 1,61
5 2318,38 46,368 23,199 2 1,61
5 2339,84 46,797 23,604 1,98 1,59
6 1638,94 32,779 18,548 1,77 1,24
6 144277 28,855 15,605 1,85 1,24
6 1564,31 31,286 17,363 1,8 1,23
7 2995,15 59,903 30,113 1,99 1,62
7 3178,62 63,572 32,054 1,98 1,58
7 4297,57 85,951 50,16 1,71 1,23
8 1305,28 26,106 13,383 1,95 1,25
8 1335,07 26,701 13,988 1,91 1,17
8 1241,27 24,825 12,727 1,95 1,23
9 2036,69 40,734 23,423 1,71 1,12
9 1499,22 29,984 15,661 1,94 1,32
9 1991,8 39,836 23,155 1,72 1,12
10 1996,36 39,927 20,79 1,92 1,37
10 2027,01 40,54 21,282 1,9 1,35
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10 1983,85 39,677 20,624 1,92 1,37
11 4256,75 85,135 49,858 1,71 1,25
11 3609,88 72,198 38,911 1,86 1,46
11 3311,53 66,231 34,434 1,92 1,6

12 1848,11 36,962 20,498 1,8 1,01
12 1840 36,8 20,763 1,77 0,93
12 1943,89 38,878 21,601 1,8 1,00
13 2194.,9 43,898 22,799 1,93 1,15
13 2412,47 48,249 25,146 1,92 1,15
13 2191,54 43,831 22,696 1,93 1,15
14 3056,75 61,135 32,055 1,91 1,51
14 3211,86 64,237 34,469 1,86 1,27
14 3124,87 62,497 32,958 1,9 1,51
15 3408,97 68,179 33,879 2,01 1,64
15 3500,97 70,019 35,688 1,96 1,58
15 3360,62 67,212 33,389 2,01 1,65
16 2708,1 54,162 30,036 1,8 1,26
16 2314,09 46,282 25,14 1,84 1,27
16 2560,96 51,219 28,251 1,81 1,24
17 3464,43 69,289 35,646 1,94 1,52
17 3453,75 69,075 35,395 1,95 1,53
17 3549,92 70,998 36,565 1,94 1,51
18 3871,32 77,426 42,771 1,81 1,3

18 3583,92 71,678 38,96 1,84 1,44
18 3090,65 61,813 32,524 1,9 1,5

19 1155,18 23,104 11,661 1,98 1,07
19 1136,96 22,739 11,606 1,96 1,03
19 1200,43 24,009 12,335 1,95 1,02
20 2682,11 53,642 29,952 1,79 1,03
20 1671,27 33,425 17,024 1,96 1,31
20 1677,89 33,558 17,063 1,97 1,31
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21 2583,85 51,677 26,629 1,94 1,38
21 254488 50,898 26,118 1,95 1,38
21 2597 51,94 26,824 1,94 1,36
22 1967,83 39,357 20,268 1,94 1,5

22 1892,42 37,848 19,267 1,96 1,56
22 2097,32 41,946 21,798 1,92 1,17
23 1701,61 34,032 16,233 2,1 1,34
23 1444,77 28,895 14,502 1,99 1,26
23 1501,25 30,025 14,744 2,04 1,28
24 1287,73 25,755 12,718 2,03 1,08
24 714,04 14,281 8,026 1,78 1,12
24 1271,55 25,431 12,571 2,02 1,06
25 839,85 16,797 9,26 1,81 1,11
25 774,46 15,489 8,341 1,86 1,13
25 782,51 15,65 8,49 1,84 1,12

4.1.8. SSR Lokuslarinin PCR Reaksiyonu ve Allel Goriintiileri

Bazi1 SSR lokuslarina ait PCR sonras1 6rnek jel goriintiileri Sekil 4.8, Sekil
4.9 ve Sekil 4.10 ‘da gosterilmistir.
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Sekil 4.8. NCPGR100 lokusuna ait allellerin PCR sonras1 jel goriintiisii

Sekil 4.9. NCPGR33 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii
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Sekil 4.10. NCPGR42 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Lokus-allel profillerinin kapilleri elektroforezdeki farkli goriiniisleri Sekil

4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te gdsterilmistir.
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Sekil 4.11. Mavi boyayla isaretlenmis bir Lokus-allel profilinin kapileri
elektroforezdeki homozigot (A) ve heterozigot (B) allel goriiniimii
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Sekil 4.12. Yesil boyayla isaretlenmis bir Lokus-allel profilinin kapileri
elektroforezdeki homozigot (A) ve heterozigot (B) allel goriiniimii
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Sekil 4.13. Siyah boyayla isaretlenmis bir Lokus-allel profilinin kapileri
elektroforezdeki homozigot (A) ve heterozigot (B) allel goriiniimii
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4.1.9. Genetik Analizler

Arastirmada 10 SSR lokusuna ait allel biiyiikliikleri baz cifti (bp) olarak
Cizelge 4.8’de sunulmustur.
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Cizelge 4.8. 10 SSR lokusuna ait allel biiytikliikleri baz ¢ifti (bp)

0 N O o B~ W DN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

No Cesitler
Canitez
inci
Akgin 91
ILC482
izmir 92
Menemen92
Aydin 92
Damla 89
Aziziye
Diyar 95
Gokge
Sari 98
Cevdetbey98
Kusmen99
Uzunlu 99
Er 99
Isik
Cagatay
Dikbas
Taek Sagel
Yasa 05
AWC611
AWC612
ILC 8617
ICC4958

203
201
192
203
203
203
201
201
203
201
201
203
203
201
201
203
203
203
203
203
203
203
192
203
203

NCPGR36
203
203
199
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
199
203
203

189
195
191
195
189
191
191
189
189
189
189
191
191
189
189
189
189
189
189
191
189
191
191
189
191

NCPGR40
244
250
246
250
244
246
246
244
244
244
244
246
246
244
244
244
244
244
244
246
244
246
246
189
191

301
287
303
303
297
297
297
297
297
297
297
297
297
287
297
297
297
301
297
297
299
303
305
301
317

NCPGR93
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301
287
303
303
297
297
297
297
297
297
303
297
297
287
303
297
297
301
297
303
299
303
305
301
317

222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
216
216
222
222

NCPGR28
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
222
216
222
222
222

240
240
244
244
236
236
236
244
236
236
240
236
244
246
244
240
240
242
240
244
240
236

244
236

NCPGR33
240
240
244
244
236
236
236
244
236
236
244
236
244
246
244
240
240
242
240
244
240
236
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244
236



© 00 N O O B W N =

N N N N N N Q@ A A A A A A a a o
a b W N =2 O © 0N O o b O N =~ O

No Cesitler
Canitez
inci
Akgin 91
ILC482
izmir 92
Menemen92
Aydin 92
Damla 89
Aziziye
Diyar 95
Gokge
Sar1 98
Cevdetbey98
Kismen99
Uzunlu 99
Er 99
Isik
Cagatay
Dikbas
Taek Sagel
Yasa 05
AWC611
AWC612
ILC 8617
ICC4958

241
241
239
241
239
243
241
239
239
239
239
239
239
237
239
241
241
243
241
239
239
233
243
241
241

NCPGR34
241
241
239
241
239
243
241
239
239
239
239
239
239
239
239
241
241
243
241
239
239
233
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241
241
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153
147
151
151
147
147
149
151
147
147
145
147
147
147
147
147
151
147
147
155
153
123
151
151

NCPGR21
157
153
147
151
151
147
147
49
151
147
147
147
147
147
151
147
147
151
147
147
159
157
133
151
151

179
179
179
173
181
181
179
181
181
179
179
185
181
179
177
179
177
173
179
185
177
161
153
167
185

NCPGR42
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187
181
187
185
189
185
189
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179
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173
193

274
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274
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278
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274
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261
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261
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NCPGR100
264
264
264
264
264
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264
264
264
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264
264
264
264
264
264
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SSR lokuslarindaki genetik parametreler; allel sayilari, beklenen ve
gozlenen heterozigotluk oranlari, tespit olasiligi degeri ve sessiz allel frekansi

Cizelge 4.9 ‘da sunulmustur.

Cizelge 4.9. Lokuslardaki allel sayilar1 (N), Beklenen heterozigotluk (He), Gozlenen
Heterozigotluk (Ho) , Tespit olasilig1 (PI) ve Sessiz allel frekansi (1)

Lokuslar Allel Beklenen Gozlenen Tespit Sessiz allel
sayilar1 | heterozigotluk | heterozigotluk | olasiligi(PI) | frekansi(r)
(N) (He) (Ho) degeri
NCPGR36 |4 0,368 0,36 0,482 0,006
NCPGR40 |6 0,773 0,92 0,160 -0,082
NCPGR93 |7 0,692 0,12 0,188 0,338
NCPGR28 |2 0,112 0,04 0,806 0,065
NCPGR33 |5 0,702 0,08 0,265 0,365
NCPGR34 |5 0,620 0,04 0,366 0,358
NCPGR21 |10 0,691 0,20 0,208 0,290
NCPGR42 |11 0,848 0,60 0,074 0,134
NCPGR100 |3 0,519 1.00 0,577 -0,316
NCPGR27 |5 0,568 0,04 0,297 0,337
TOPLAM | 58
Ortalama 5,8 0,589 0,340 0,342

10 SSR lokusu ile genetik analizler sonucu toplam 58 allel elde edilmis ve
ortalama allel sayis1 5,8 olarak bulunmustur. Heterozigotluk degerlendirildiginde
beklenen heterozigotluk (He) ve gozlenen heterozigotluk (Ho) ortalamalari ise
sirastyla 0,589 ve 0,340 olarak belirlenmistir. SSR lokuslarina ait her bir He ve Ho
degerleri goz oOniine alindiginda NCPGR36, NCPGR93, NCPGR28, NCPGR33,
NCPGR34, NCPGR21, NCPGR42 ve NCPGR27 lokuslarinin beklenen
heterozigotluk orani, gozlenen heterozigotluk oranina gore yiiksek bulunmusken,
NCPGR40 ve NCPGR100 lokuslarinda gozlenen heterozigotluk beklenen

heterozigotluga gore daha yiiksek bulunmustur.
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Allel sayilar1 dikkate alindiginda en yiiksek allel NCPGR42 (11 allel)
lokusunda elde edilmistir, bunu 10 allel ile NCPGR21 ve 7 allel ile NCPGR93
izlemistir. En diisiik allel ise NCPGR28 ( 2 allel) lokusunda elde edilmis, bunu 3
allel ile NCPGR100 ve 4 allel ile NCPGR36 izlemistir. PI degerlerinin tamam1 Sefc
ve ark. [76] tarafindan belirlenen 0,05 degerinin iizerinde elde edilmis, null allerleri
ise negatif ile 0,365 arasinda degismistir.

Her bir lokustaki allel sayilarinin oranlarim1 gosteren frekans degerleri

Cizelge 4.10 ‘da sunulmustur.

Cizelge 4.10. Lokuslara ait allel frekanslar

No | NCPGR36 Allel NCPGR40 Allel NCPGR93 Allel
Frekansi Frekansi Frekansi

1 191 0,04 189 0,30 287 0,08

2 (199 0,04 191 0,20 297 0,50

3 1201 0,14 195 0,04 299 0,04

4 1203 0,78 245 0,26 301 0,12

5 247 0,16 303 0,18

6 249 0,04 305 0,04

7 317 0,04

Cizelge 4.10 (Devam)

No | NCPGR28 Allel NCPGR33 Allel NCPGR34 Allel
Frekansi Frekansi Frekansi

1 | 216 0,06 236 0,34 233 0,04

2 222 0,94 240 0,30 237 0,02

3 244 0,30 239 0,46

4 246 0,04 241 0,40

5 248 0,02 243 0,08
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Cizelge 4.10 (Devam)

No | NCPGR21 Allel NCPGR42 Allel NCPGR100 Allel
Frekansi Frekansi Frekansi
1 123 0,02 153 0,02 261 0,50
2 133 0,02 161 0,04 265 0,48
3 145 0,02 163 0,02 271 0,02
4 | 147 0,48 167 0,02
5 149 0,04 173 0,10
6 | 151 0,26 177 0,08
7 | 153 0,06 179 0,24
& | 155 0,02 181 0,14
9 | 157 0,06 185 0,20
10 | 159 0,02 187 0,12
11 191 0,02
Cizelge 4.10 (Devam)
No NCPGR27 Allel
Frekansi
1 270 0,02
2 272 0,16
3 274 0,62
4 276 0,08
5 278 0,12

Lokuslardaki her bir allele ait frekans dagilimina bakildiginda; NCPGR28
lokusunda 0,94 allel frekansi ile 222, NCPGR33 lokusunda 0,34 allel frekansi ile
236, NCPGR34 lokusunda 0,46 allel frekans: ile 239, NCPGR36 lokusunda 0,78
allel frekansi ile 203, NCPGR40 lokusunda 0,3 allel frekans:i ile 189, NCPGR93
lokusunda 0,5 allel frekansi ile 297, NCPGR21 lokusunda 0,48 allel frekansi ile 147,
NCPGR42 lokusunda 0,24 allel frekans: ile 179, NCPGR100 lokusunda 0,5 allel
frekansi ile 261 ve NCPGR27 lokusunda 0,62 allel frekansi ile 274 allelleri en sik

rastlanilan alleller olmustur (Cizelge 4.10).
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Nohut ¢esitlerine ait benzerlik c¢izelgesi, Cizelge 4.11°de, genetik iligki

dendogrami ise Sekil 4.14’°te sunulmustur.

Sonuglarimiza goére Er99 ve Dikbas c¢esitleri sinonim (Farkli isimle
adlandirilip genetik acidan ayni olan) olarak tespit edilmistir, bu ¢esitler haricinde en
yiiksek benzerlik oram % 90 ile Izmir ve Aziziye cesitler arasinda goriilmiistiir.
Bunlar takiben % 80 benzerlik oraniyla Canitez ve Cagatay, Damla89 ve Uzunlu99,

Gokege ve Uzunlu99, Isik ve Dikbas, Cagatay ve ILC8617 gelmektedir (Cizelge 4.11)

Genetik iliski dendogrami (Sekil 4.14) farkli dallanmalar gdstermistir. 11k
ayirimda C.reticulatum ve C.arietinum tiirlerine ait ¢esitler farkli iki alt grup
olusturmuslardir. Daha sonra C.arietinum gesitleri kendi aralarinda 4 ana dallanma

ve bunlari takiben meydana gelen dallanmalarla kiigiik alt gruplara ayrilmistir.
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Cizelge 4.11. Nohut Cesitlerine Ait Benzerlik Cizelgesi
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Sekil 4.14. Nohut ¢esitlerine ait genetik iligki dendogrami
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4.2. TARTISMA

4.2.1. SOD Aktivitesi

Bitkiler reaktif oksijen tiirlerine karsi gelismis bir antioksidan savunma
sistemine sahiptir. Antioksidan savunma sistemi ROT un {iretimini sinirlayarak ve
ortadan kaldirarak savunma gerceklestirir [50]. Antioksidan sistem elmani olan
stiperoksit dismutaz (SOD) hiicre igerisinde ROT’a kars1 ilk savunma basamagini
olusturmaktadir [15, 44, 48]. SOD siiperoksit radikalini hizl1 bir sekilde hidrojen
peroksite doniistiirir [13, 45]. Reaktif oksijen tiirlerinin miktarinin kuraklik
kosullarinda arttig1 bilinmektedir [77].

Srivalli ve ark [78], Kukreja ve ark [79] SOD aktivitesinin su stresine yanit
olarak arttigmi rapor etmislerdir. Ayni sekilde Eyidogan ve Oz [2] nohut bitkisinde
yaptiklar1 ¢alismada kuraklik stresinin SOD aktivitesini arttirdigini bulmuslardir.
Ghorbanli ve ark [80] kurakliga toleranslar1 farkli olan iki nohut kiiltiiriiniin kuraklik
stresine yanitlarini incelemis ve kurakliga daha dayanikli olan kiiltiiriin daha yiiksek
SOD aktivitesine sahip olduklarimi bulmuslardir. Fazeli ve ark [8] kurakliga
duyarhiliklar1 farkli olan iki susam bitkisinde kurakligin her iki kiiltiirde de SOD
aktivitesini arttirdigini, kurakliga daha dayanikli olan kiiltirde SOD aktivitesinin
daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Selote ve Khanna-Chopra [81] kurakliga
daha dayanikli olan piring bitkisinde duyarl tiple karsilastirdiklarinda daha yiiksek
SOD aktivitesi bulmuglardir. Calismamizda da benzer sekilde kurakliga dayanikli
AWC611°de kuraklik stresinde SOD aktivitesi kurakliga duyarli olan ILC8617’ye
gore daha yiiksek bulunmustur. Daha yiiksek enzim aktiviteleri kuraklik kosullar
altinda o kiiltiiriin daha etkili oldugunu gosterir. Aym sekilde Tiirkan ve ark [18]
fasulye bitkisinde, Unyayar ve ark [7] domateste kuraklik stresinin SOD aktivitesini
belirgin bir sekilde arttirdigini  ve bu artisin kurakliga daha dayanikli olanlarda
duyarl tiirlere oranla daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. SOD aktivitesindeki bu
artis reaktif oksijen tiirlerinin artmasina yanit olarak ortaya ¢ikmig olabilir. Kuraklik
stresine yanit olarak bitkiler stomalarini kapatirlar [82]. Kurakliga dayanikl tiirlerin,

kuraklik stresine yanit olarak duyarl tiirlere oranla daha fazla sayida stoma kapattigi
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rapor edilmistir [18]. Kapanan stoma sayisina bagl olarak yapraklardan alimman CO;
miktar1 azalacaktir [17, 18]. Bu durum ROT’un miktarmi arttirarak antioksidan

sistemin aktivitesini arttirabilir [18].

Calismamizda 1iyi sulanmis bitkilere askorbat uygulandiginda SOD
aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir. Benzer bulgular Dolatabadian ve ark [17]'nin
kanola ile yaptiklar1 ¢aligmada da elde edilmistir. Tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin yapraklarina askorbat uygulandiginda SOD aktivitesi azalmistir [26, 83]
ROT normal hiicre metabolizmas1 sirasinda da iiretilir ve askorbat bu ROT’u

dogrudan ortadan kaldirarak, SOD aktivitesinin diismesine yol agmis olabilir [17,

83].

GSH’da askorbatla birlikte antioksidan sistem elemanlarindandir. Kattab [15]
tuz stresine maruz birakilan ve GSH uygulanan kanola bitkilerinde SOD aktivitesinin
arttigin1 bulmuslardir. Calismamizda askorbat ve GSH uygulanan gruplarda (100mM
GSH harig) kuraklik stresinin SOD aktivitesini arttirdigi bulunmustur.

4.2.2. AP Aktivitesi

AP bitki hiicrelerinde hidrojen peroksitin (H;O;) ana siipiiriiciisiidiir ve
askorbat1 substrat olarak kullanarak H,0;’yi suya donistiiriir. AP nin ¢esitli ¢cevresel

streslerde aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir [84].

Nayyar ve ark [4] AP aktivitesinin kuraklhiga dayanikli bitkilerde duyarh
olanlara gore ¢ok daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Bu artis 6zellikle KAT
aktivitesinin azalmaya bagladig1 zaman goriilmiistiir. AP aktivitesi muhtemelen KAT
aktivitesinin hiicrelerde azalmasi sonucunda, hiicrelerdeki H,O, miktarina bagl
olarak tetiklenmis olabilir [2, 4]. Zhang ve Kirkham [84] su stresine dayanikli piring
genotipinde, duyarli olanlar ile karsilastirildiginda dayanikli olanlarda AP
aktivitesinin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir . Sairam ve ark [47]’da bugday
¢esitlerinde kuraklik stresinin AP aktivitesini arttirdigini bulmusglardir. Kurakliga

dayanikli olan bitkilerde AP aktivitesi duyarli olanlara oranla daha yiiksek
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bulunmustur. Bu sonuglar, ¢alismamizin bulgular ile benzerlik gostermektedir.
Eyidogan ve Oz [2] nohut bitkisinin yapraklarindaki AP aktivitesinin tuz stresi ile
birlikte belirgin bir sekilde arttigini rapor etmislerdir. Bu sonuglar; nohut bitkisinin
yapraklarinda kuraklik veya tuz stresi gibi gevresel streslerde hidrojen peroksitin
fazla iretildigi kistmlarda AP aktivitesinin artmasiyla, katalaz islevinin azalacagi

sOylenebilir.

Bashor ve Dalton [16] iyi sulanmis soya fasulyesi bitkilerine askorbat
uygulandiginda AP aktivitesinin arttigin1 rapor etmislerdir. Zabalza ve ark [82] ise
bezelye bitkisinde kuraklik stresinin AP aktivitesini arttirdigini  bulmuslardir.
Bulgularimiza gore askorbat uygulamasi her iki nohut tiirlinde de AP aktivitesini
ozellikle kuraklik stresinde belirgin bir sekilde arttirmigtir. AP askorbat-glutatyon
dongiisiiniin enzimlerinden biridir. Askorbati kullanarak H,O, nin suya doniisiimiinii
katalizlemektedir. Askorbat uygulamasi ile hiicredeki askorbat konsantrasyonu

artmig ve AP aktivitesi de buna bagl olarak artig gostermistir.

Calismamizin sonuglarina benzer olarak, strese maruz birakilan bitkilere GSH
uygulamasinin AP aktivitesini 6nemli derecede arttirdig1 rapor edilmistir [15]. GSH
uygulamasi antioksidan enzimlerin ve antioksidan maddelerin aktivitelerini arttirarak

oksidatif strese kars1 dayaniklilikta koruyucu bir rol oynar [15].

4.2.4. GR aktivitesi

GR okside glutatyon (GSSG)’u GSH’a doniistiirerek oksidatif strese karsi
korunmada anahtar bir rol oynamaktadir. Tiirkan ve ark [18] kuraklik stresinin GR
aktivitesini arttirdigi bulmuslardir ve bu artisin kurakliga dayanikli bitkilerde daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde ¢aligmamizda askorbat ve GSH
uygulamalarinin 6zellikle kuraklik stresine maruz birakilan dayanikli bitkilerde GR
aktivitesini kontrole goére belirgin bir sekilde arttirmistir. Benzer sonuglar bagka
aragtiricilar tarafindan c¢esitli bitkilerde elde edilmistir [4, 7]. Kuraklik stresi ve GSH
uygulamasi ile birlikte hiicrelerdeki GSH igerigi yiikselmistir. GSH igeriginin
yiikselmesiyle birlikte GR aktivitesi de artmis olabilir.
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4.2.3. KAT Aktivitesi

Katalaz hidrojen peroksitin su ve oksijene dontigiimiinii katalizler. Kattab [15]
su stresine maruz birakilan salgam bitkilerinde KAT aktivitesinin belirgin bir sekilde
azaldigm bulmustur. Calismamizda kuraklik stresi her iki nohut tiiriinde de diger
arastiricilarin bulgularina benzer olarak KAT aktivitesini azaltmistir [26]. Katalaz
aktivitesindeki bu azalma oksidatif stres sirasinda olusan H,O,’nin bu enzim
tarafindan tamamen ortadan kaldirilamadigin1 veya antioksidan savunma sisteminde

KAT’ 1 daha az etkili oldugunun gostergesi olabilir.

Eyidogan ve Oz [2] nohut bitkisinin tuz stresine yanitlarmni inceledikler bir
calismada, kuraklik stresinin KAT aktivitesini diigiirdiigiinii bulmusglardir. Bu
sonuclar, bulgularimizla benzerlik gostermektedir. Askorbat-glutatyon dongiisii
hidrojen peroksitin siipiiriilmesinde primer yollardan biridir [26]. Askorbat ve GSH
uygulamalar katalaz aktivitesini her iki tiirde de belirgin bir sekilde azaltmistir. Bu
uygulamalar ile ortamdaki hidrojen peroksit miktar1 azalmis ve buna bagh olarak

katalaz aktivitesi de diigmiis olabilir.

4.2.5. Askorbat Konsantrasyonu

Askorbik asit kloroplastlarda firetilen oksidatif stres irlinlerinin
stipiiriillmesinde gorev almaktadir [26]. Bununla birlikte tekli oksijen ve siiperoksit

radikallerini de dogrudan ortadan kaldirir [26].

Cesitli bitkilerde kuraklik stresine bagli olarak askorbik asit seviyesinin arttig1
rapor edilmistir [85]. Kuraklia dayanikli olan bugday bitkilerinde duyarl olanlarla
karsilastirildiginda daha yiiksek askorbat igerdikleri bulunmustur [86]. Diger bazi
arastiricilarin yaptiklart ¢aligmalarda da, kurakliga dayanikli olan nohutta benzer
bulgular elde edilmistir [4, 10]. Calismamizda da benzer sekilde, kuraklik stresi
AWCG611°de (kurakliga dayanikli) ILC8617’ye (kurakliga duyarli) gore daha yiisek

seviyede askorbat iiretilmesine neden olmustur.
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GSH uygulamasinin  bitkilerde askorbat konsantrasyonunu arttirdigi
bulunmustur [15]. Calismamizda da GSH uygulamasi askorbat seviyesini arttirmigtir.
Askorbat-glutatyon dongiisiiniin ana elemanlarindan olan GSH, kullanilan askorbatin
yeniden olusturulmasini saglamis, bdylece artan GSH seviyesi askorbat seviyesini de

arttirmus olabilir.

4.2.6. GSH konsantrasyonu

ROT’un hiicre i¢indeki bulunma siiresi oksidatif hasara karsi koruma
saglayan antioksidan sistem ile denetlenmektedir. GSH antioksidan sistemde yer alan
onemli bir antioksidan molekiildiir. Dissal GSH uygulamas1 GSH konsantrasyonunu
belirgin bir sekilde attirmistir [15]. GSH konsantrasyonu dayanikli bitkilerde duyarh
bitkilere oranla daha yiiksek bulunmustur [4]. Bu bulgulara benzer olarak, kurakliga
dayanikli AWC611°de GSH miktar1 duyarli olan ILC8617’ye gore daha yiiksek
olmakla birlikte, AS ve GSH uygulamalar1 GSH miktarin1 kontrole gore oldukca
yiiksek miktarda arttirmistir. Calismamizda 100 mM GSH uygulanan grupta kuraklik
stresi GSH seviyesini her iki nohut ¢esidinde de diislirmiistiir. Diger arastiricilarda
kuraklik stresi sirasinda nohutta baz1 gruplarda GSH seviyesinin diistiigiinii rapor
etmislerdir [4]. GSH seviyesindeki azalma, NADPH’1 kullanarak GSH’1in yeniden

olusturulmasini saglayan GR’nin aktivitesindeki azalmanin sonucu olabilir.

4.2.7. Genetik analizler

Calismamizin sonucunda bir sinonim durum ile karsilasilmistir. Bununla
birlikte yaptigimiz ¢alismada kullanilan 10 SSR lokusunun tanimlama olasilig1 (PI)
g6z Oniine alindiginda 6 primerde bu deger 0,2 ve yukarisinda c¢ikmustir ki, PI
degerlerinin yiiksek ¢ikmasi bu lokuslara ait primerlerde ¢ok etkili bir polimorfizmin
olmadigin1 gdstermektedir. Kiiltiire alinmis olan nohut c¢esitleri simirlt bir

polimorfizme sahiptir [59]. Bu nedenden dolay1 PI degerleri yiiksek ¢ikmig olabilir.

Abiyotik ve biyotik streslere dayanikli olan nohut tiirleri bulunmustur fakat

bu tiirler kiiltiire alinmis olan Cicer arietinum ¢esitlerinin yabani nohut tiirleri olan
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Cicer reticulatum ya da Cicer echinospermum ile ¢aprazlanmasi ile elde
edilebilmigstir [87]. Benzerlik tablomuza gore kurakliga dayanikligi daha oOnce
belirlenmig olan AWCG611 ¢esidinin de yer aldigi C.reticulatum tiirlerine genetik
benzerlik olarak en yakin ¢esit (AWC611’le benzerlik oran1 % 40 , AWC612 ile
benzerlik oran1 % 50) C. arietinum tiirline ait olan Menemen 92 ¢esidi olmustur.
Giines ve ark. [1] yaptiklar fizyolojik ¢aligmada Menemen 92 ¢esidinin ¢iceklenme
oncesi donemde, kurakliga en dayanikli ¢esit oldugunu bulmuslardir. Bununla
birlikte Kiismen 99 ¢esidi ise C.reticulatum tiirlerine genetik benzerlik olarak en
uzak cesit (AWC611’le benzerlik oran1 % 10 , AWC612 ile benzerlik oram1 % 15)
olarak tespit edilmistir. Kiismen 99 ¢esidi ayn1 ¢alismada ¢iceklenme &ncesi ve
sonras1 donemde kurakliga duyarl tiir olarak tespit edilmistir. Ayrica ¢alismamizda
kullandigimiz kurakliga duyarl ¢esit olan ILC8617 (AWC611’le benzerlik oran1 %
20 , AWC612 ile benzerlik orani % 25) benzerlik oranlari ile C.reticulatum’un
cesitlerine en uzak cesitlerden biri olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte kurakliga
duyarliligr tespit edilmis olan ILC8617’ye en yakin ¢esitlerden biri olan (% 65
benzerlik) Canitez 87 ¢esidi de Giines ve ark. [1] tarafindan yapilan fizyolojik
calismada ¢iceklenme Oncesi ve sonrasinda kurakliga duyarli bir ¢esit olarak tespit

edilmistir. Bu sonuglar bulgularimizla desteklenmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kuraklik stresinin her iki nohut tiirlinde de antioksidan seviyelerini ve

antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigi bulunmustur.

Kurakliga dayanikli olan AWC611 cesidinde uygulama gruplarinda ve
ozellikle kuraklik stresinde antioksidan seviyelerinin ve antioksidan enzim
aktivitelerinin kurakliga duyarli olan ILC8617 c¢esidinden daha yiiksek

oldugu belirlenmistir.

Glutatyon ve askorbat uygulamalarinin her iki nohut tiiriinde de enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidanlarin artmasina neden olmustur.

SSR analizi sonucunda C. reticulatum ve C. arietinum tiirlerine ait ¢esitler

ayr1 iki hat boyunca toplanmustir.

Kurakliga dayanikli olan C. reticulatum gesitlerine en yakin C. arietinum
cesidi olan Menemen92 olarak Dbelirlenmigtir. Kiiltlire alinmig olan
Menemen92 ¢esidinin fizyolojik analizlerinin daha 6nce cesitli arastiricilar
tarafindan yapilmis olmasi ve bu c¢esidin fizyolojik agindan da kurakliga

dayanikli oldugunun belirlenmesi dnemlidir.

Bitkilerin antioksidan igeriklerine g¢evresel streslere karsi bir dayaniklilik
gostergesi olarak bakilir. Dolayisiyla yapilacak calismalarla ekonomik 6nemi
olan bitkilerin antioksidan igeriginin arttirilmasi cevresel streslere karsi

dayaniklilikta 6nemli olacaktir.

Diinyada kullanilabilir su kaynaklar1 giin gectikge azalmaktadir. Gelecekte
tarim arazilerinin sulanmasi i¢in bugiinkii kadar su kullanilamayabilir.
Dolayisiyla kiiltiire alinmis bitkiler igerisinde suyu en az kullanan ve cevre

sartlarina dayanikli olan bitkilerin se¢ilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Bu caligmaya ait ayrintili istatistik tablolar1 ve gruplarin minimum,
maksimum, ortalama ve standart sapma degerlerini gosteren tablolar Ek 1-12°de

sunulmustur.
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Ek 1. Spesifik SOD aktivitesine ait istatistik tablosu (p<0,05)

Tukey HSD test; variable SOD
Error: Between MS = ,03958, df = 40,000

TUR uyG {1} | {2} | {3} | {4} | {5} | {6} | {7} | {8} | {9} |{10}|{11} {12} {13} {14} {15} {16} {17} {18} {19} {20}
Cell No ,906(,375|,664|,422(,896|,191|,100|,172|,434|,757|,496|,735|,466|,575|,303(,344|,353|,369|,306|,215
1 AWC611 Kontrol 0,34/0,99 0,20/1,00 0,96 1,00 0,98 0,17 1,00 0,58 1,00 0,45 0,87 0,06 0,11 0,12 0,15 0,06 0,01
2 AWC611 Kurak 0,34 0,01/1,00 0,30/1,00 0,97 1,001,00 0,05 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 AWC611 12,5 mM AS 0,99 0,01 0,00/0,99 0,17 0,46 0,22 0,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,77 0,90 0,92 0,95 0,78 0,41
4 AWC611 Kurak+12,5 mM AS [|0,20 1,00 0,00 0,18/1,00 0,89/0,99 1,00 0,02/0,00 0,02 0,00/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 AWC611 25 mM AS 1,000,30 0,99 0,18 0,95/1,00 0,97/0,15 1,00 0,62 1,00 0,49 0,89 0,07 0,13 0,14 0,18 0,07 0,02
6 AWC611 Kurak+25 mM AS 0,96 1,00 0,17/1,00 0,95 1,00 1,00 0,99 0,48 0,01 0,39/0,01/0,05/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 AWC611 10 mM GSH 1,000,97 0,46 0,89/1,00 1,00 1,00 0,86 0,83/0,06 0,76 0,04 0,18 0,00 0,00 0,01/0,01 0,00 0,00
8 AWC611 Kurak+10 mM GSH [(0,98 1,00 0,22 0,99 0,97 1,00 1,00 0,98/ 0,55 0,02 0,46 0,01 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 AWCG611 100 mM GSH 0,17 1,00 0,00 1,00 0,15 0,99 0,86 0,98 0,02/0,00/0,01 0,00 0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00
10 AWC611 Kurak+100 mM GSH|1,00 0,05/1,00 0,02 1,00 0,48 0,83/0,55 0,02 0,98/1,00 0,95/1,00 0,40 0,56 0,60 0,67 0,41 0,14
11 ILC8617 Kontrol 0,58 0,00 1,00 0,00 0,62 0,01/0,06 0,02 0,00 0,98 0,99/1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,00 1,00 0,96
12 ILC8617 Kurak 1,00 0,03 1,00 0,02/1,00 0,39 0,76 0,46 0,01 1,00 0,99 0,98/1,00 0,48 0,65 0,69 0,75 0,49 0,19
13 ILC8617 12,5 mM AS 0,45/0,00 1,00 0,00 0,49 0,01/0,04 0,01 0,00 0,95 1,00 0,98 1,00/1,00 1,00 1,00/1,00 1,00 0,99
14 ILC8617 Kurak+12,5 mM AS |0,87/0,00 1,00 0,00 0,89 0,05 0,18 0,07 0,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,97/1,00 1,001,00 0,98 0,77
15 ILC8617 25 mM AS 0,06 0,00 0,77 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40 1,00 0,48/1,00/0,97 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
16 ILC8617 Kurak+25 mM AS 0,110,00 0,90/0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,56 1,00 0,65/1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
17 ILC8617 10 mM GSH 0,12/0,00 0,92/0,00 0,14 0,00/0,01 0,00 0,00 0,60 1,00 0,69 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,00 1,00
18 ILC8617 Kurak+10 mM GSH (0,15/0,00 0,95 0,00/0,18 0,00 0,01/0,00 0,00/0,67 1,00 0,75/1,00 1,00 1,00/1,00 1,00 1,00 1,00
19 ILC8617 100 mM GSH 0,06 0,00 0,78/0,00 0,07 0,00/0,00 0,00 0,00 0,41 1,00 0,49 1,00 0,98 1,00/1,00 1,00 1,00 1,00
20 ILC8617 Kurak+100 mM GSH|0,01/0,00 0,41 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,96 0,19/0,99 0,77 1,00/1,00 1,00 1,00 1,00
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Ek 2. Spesifik SOD aktivitesine ait minimum, maksimum, ortalama ve standart

sapma degerleri

) Standart
TUR UYGULAMA Minimum Maksimum Ortalama Sapma
AWC611 Kontrol 1,83 1,97 1,9061 0,07051

Kurak 2,13 2,63 2,3756 0,25072
12,5mM AS 1,66 1,67 1,6640 0,00723
Kurak + 12,5 mM AS 2,03 2,79 2,4220 0,38040
25 mM AS 1,89 1,91 1,8960 0,00796
Kurak + 25 mM AS 1,82 2,52 2,1910 0,34725
10 mM GSH 1,99 2,30 2,1006 0,17670
Kurak + 10 mM GSH 1,84 2,56 2,1723 0,36237
100 mM GSH 2,12 2,65 2,4347 0,27923
Kurak + 100 mM GSH 1,68 1,83 1,7574 0,07677
ILC8617 Kontrol 1,25 1,82 1,4966 0,29193
Kurak 1,71 1,77 1,7356 0,03324
12,5 mM AS 1,33 1,64 1,4665 0,15910
Kurak + 12,5 mM AS 1,40 1,69 1,5751 0,15106
25 mM AS 1,24 141 1,3038 0,09220
Kurak + 25 mM AS 1,19 1,58 1,3440 0,21028
10 mM GSH 1,30 1,43 1,3531 0,07038
Kurak + 10 mM GSH 1,30 1,45 1,3696 0,07659
100 mM GSH 1,25 1,36 1,3064 0,05420
Kurak + 100 mM GSH 1,10 1,30 1,2151 0,10462
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Ek 3. Spesifik AP aktivitesine ait istatistik tablosu (p<0,05)

79

Tukey HSD test; variable APX
Error: Between MS = ,65450, df = 40,000
UyG v | 2 | 8 | {4 | {5 ey | {7+ | 8 | {9 | {10}

Cell No 3,1944|6,4782|3,6284|6,1675|4,2694|6,5087 | 3,5274|5,1172|3,7266|4,9738
1 Kontrol 0,00 0,99 0,00/ 041 0,00 1,00 0,01 0,98 0,02
2 Kurak 0,00 0,000 1,00 0,00 1,00 0,00 0,14 0,00 0,07
3 12,5 mM AS 0,99 0,00 0,000 093 0,00 1,00 0,07 1,00 0,15
4 Kurak+12,5 mM AS 0,000 1,00 0,00 0,01, 1,000 0,00 0,44 0,00 0,27
5 25 mM AS 0,41 0,00 0,93 0,01 0,000 0,85 0,72 0,97 0,88
6 Kurak+25 mM AS 0,000 1,00 0,00 1,000 0,00 0,000 0,12/ 0,00 0,06
7 10 mM GSH 1,00, 0,00 1,00 0,00 0,85 0,00 0,04 1,00 0,09
8 Kurak+10 mM GSH 0,01 0,24 0,07 0,44 0,72/ 0,12 0,04 0,12 1,00
9 100 mM GSH 0,98 0,00 1,00 0,00 097 000 1,00 0,12 0,22
10 Kurak+100 mM GSH|| 0,02/ 0,07 0,15 0,27 0,88 0,06 0,09 1,00 0,22

Tukey HSD test; variable APX

Error: Between MS = ,65450,

TUR {1} {2}

Cell No. 5,3626 | 4,1557
1 AWC611 0,00
2 ILC8617 0,00




Ek 4. Spesifik AP aktivitesine ait minimum, maksimum, ortalama ve
standart sapma degerleri

80

Standart

UYGULAMA Minimum Maksimum Ortalama Sapma
Kontrol 2,22 4,77 3,1944 0,90089
Kurak 4,43 8,83 6,4782 1,55120
12,5 mM AS 3,23 4,09 3,6284 0,31373
Kurak + 12,5 mM AS 4,81 7,78 6,1675 1,10166
25 mM AS 3,42 5,10 4,2694 0,69496
Kurak + 25 mM AS 5,20 7,76 6,5087 0,87182
10 mM GSH 2,29 5,62 3,5274 1,14973
Kurak + 10 mM GSH 3,96 7,67 5,1172 1,38552
100 mM GSH 3,16 4,37 3,7266 0,59789
Kurak + 100 mM GSH 2,69 6,81 4,9738 1,60615

. Standart
TUR Minimum | Maksimum | Ortalama Sapma
AWC611 2,85 8,83 5,3626 1,57621
ILC8617 2,22 6,93 4,1557 1,36715




Ek 5. Spesifik GR aktivitesine ait istatistik tablosu

Tukey HSD test; variable GR
Error: Between MS =,00093,

TUR {1} {2}
Cell No. ,36884 | ,29557
1 AWC611 0,000
2 ILC8617 0,000

Ek 6. Spesifik GR aktivitesine ait minimum, maksimum, ortalama ve

standart sapma degerleri

81

Standart
TUR Minimum | Maksimum | Ortalama Sapma
AWC611 0,33 0,49 0,3688 0,03915
ILC8617 0,25 0,35 0,2956 0,02296




Ek 7. Spesifik KAT aktivitesine ait istatistik tablosu (p<0,05)

Tukey HSD test; variable KAT
Error: Between MS = ,29257, df = 40,000

TUR UYG {1} | {2} | {3} | {4} | {5} {6} | {7} | {8} | {9} |{10} {11} |{12} {13} {14} {15} {16} {17} {18} |{19} {20}
Cell No ,452|,836(,750/9583,075|,031|,064(1826|,036(3769|,844 3888(,587|3346(,792|3685|,336(3171|,268|7548
1 AWCG611 Kontrol 0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00 0,00/0,00 0,00 0,00/0,00/0,00/0,00/0,00 /0,00 0,00/0,00/0,00 0,00
2 AWC611 Kurak 0,00 1,00/0,89 0,97 0,94/0,96 0,25 0,95 0,80 0,73 0,81 0,97 0,74 0,80 0,15/1,00 0,72/1,00 0,63
3 AWC611 12,5 mM AS 0,00 1,00 0,95 0,99 0,98/0,99 0,35 0,98 0,89 0,61/0,90 0,92 0,85 0,69 0,22 1,00 0,83/1,00 0,75
4 AWC611 Kurak+12,5 mM AS |0,00/ 0,89 0,95 1,00/1,00 1,00 1,00/1,00 1,00 0,01 1,00 0,06/1,00 0,02 1,00 0,22 1,00 1,00 1,00
5 AWC611 25 mM AS 0,00 0,97 0,99/1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,00 0,03/1,00/0,12 1,00/0,04 0,98 0,36/1,00 1,00 1,00
6 AWC611 Kurak+25 mM AS 0,00 0,94 0,98/1,00 1,00 1,00/1,00 1,00 1,00/0,02 1,00 0,09/1,00 0,03/0,99 0,30 1,00 1,00 1,00
7 AWC611 10 mM GSH 0,00 0,96 0,99/1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,03/1,00 0,11 1,00 0,04 0,99/0,34 1,00 1,00 1,00
8 AWC611 Kurak+10 mM GSH |0,00/0,25 0,35 1,00/1,00 1,00 1,00 1,00/1,00 0,00 1,00/0,00 1,000,00 1,00 0,02/1,00 0,95 1,00
9 AWC611 100 mM GSH 0,00 0,95 0,98/1,00 1,00/1,00 1,00 1,00 1,00 0,02 1,00 0,10 1,00 0,03/0,99 0,31 1,00/1,00 1,00
10 AWC611 Kurak+100 mM GSH|0,00/0,80 0,89 1,00 1,00 1,00/1,00 1,00 1,00 0,01/1,00 0,04 1,00 0,01/ 1,00/0,15 1,00/1,00 1,00
11 ILC8617 Kontrol 0,00/0,73/0,61/0,01/0,03/0,02/0,03/0,00/0,02 0,01 0,01/1,00 0,01/1,00 0,00 1,00/0,01 0,09 0,00
12 ILC8617 Kurak 0,00 0,81 0,90/1,00 1,00 1,00/1,00 1,00/1,00 1,00 0,01 0,04/1,00 0,01 /1,00 0,16 1,00 1,00 1,00
13 ILC8617 12,5 mM AS 0,00 0,97 0,92/0,06 0,12 0,09/0,11 0,00 0,10 0,04 1,00 0,04 0,031,00 0,00/1,00 0,03/0,29 0,02
14 ILC8617 Kurak+12,5 mM AS (0,00 0,74 0,85/1,00 1,00 1,00/1,00 1,001,00 1,00 0,01 1,00 0,03 0,01/1,00 0,13 1,00 1,00 1,00
15 ILC8617 25 mM AS 0,00 0,80 0,69 0,02 0,04 0,03 0,04 0,00 0,03 0,01/1,000,01/1,00 0,01 0,00 1,00 0,01 0,11 0,01
16 ILC8617 Kurak+25 mM AS 0,00 0,15 0,22/1,00 0,98/0,99 0,99 1,00/0,99 1,00 0,00 1,00 0,00/1,00 0,00 0,01/1,00 0,87 1,00
17 ILC8617 10 mM GSH 0,001,00 1,00/0,22 0,36 0,30/0,34 0,02/0,31 0,15 1,00 0,16 1,00 0,13 1,00 0,01 0,11 0,65 0,08
18 ILC8617 Kurak+10 mM GSH (0,00 0,72 0,83/1,00 1,00 1,00/1,00 1,00 1,00 1,00 0,01 1,00 0,03 1,00 0,01/1,00 0,11 1,00 1,00
19 ILC8617 100 mM GSH 0,00 1,00 1,00/1,00 1,00 1,00/1,00 0,95/1,00 1,00 0,09 1,00 0,29 1,00 0,11 0,87 0,65 1,00 1,00
20 ILC8617 Kurak+100 mM GSH|0,00 0,63 0,75/1,00 1,00 1,00/1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,02 1,00 0,01 1,00/0,08 1,00 1,00
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Ek 8. Spesifik KAT aktivitesine ait minimum, maksimum, ortalama ve standart
sapma degerleri

. Standart
TUR UYGULAMA Minimum Maksimum Ortalama Sapma
AWC611 Kontrol 5,26 5,65 5,4526 0,19302

Kurak 0,66 3,24 1,8366 1,30782
12,5 mM AS 1,35 2,19 1,7506 0,42174
Kurak + 12,5 mM AS 0,57 1,29 0,9583 0,36290
25 mM AS 0,62 1,54 1,0756 0,45662
Kurak + 25 mM AS 0,63 1,32 1,0318 0,35935
10 mM GSH 0,85 1,21 1,0641 0,19071
Kurak + 10 mM GSH 0,39 0,60 0,4826 0,10863
100 mM GSH 0,55 1,64 1,0361 0,55545
Kurak + 100 mM GSH 0,77 0,97 0,8769 0,09844
ILC8617 Kontrol 2,31 3,13 2,8444 0,45933
Kurak 0,85 0,92 0,8889 0,03739
12,5mM AS 2,26 2,98 2,5877 0,36778
Kurak + 12,5 mM AS 0,41 1,65 0,8346 0,70431
25 mM AS 1,37 3,95 2,7926 1,30730
Kurak + 25 mM AS 0,24 0,57 0,3686 0,17554
10 mM GSH 2,08 2,49 2,3361 0,21966
Kurak + 10 mM GSH 0,33 1,20 0,8172 0,44782
100 mM GSH 1,02 1,71 1,2681 0,38732
Kurak + 100 mM GSH 0,41 1,07 0,7549 0,32847
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Ek 9. AS konsantrasyonuna ait Istatistik tablosu (p<0,05)

Tukey HSD test; variable ASC
Error: Between MS = 590,50, df = 40,000

TUR UYG {1} | {2} | {3} | {4} | {5} | {6} | {7} | {8} | {9} |{10} {11} {12} {13}|{14} {15} {16} {17}|{18} {19} {20}
Cell No 01,2/169,4/29,2|14,3|73,4/96,2|60,5/14,6/32,6|43,3|15,7|40,6/66,8/02,0/86,3|08,4|43,2|62,6/72,3|02,5
1 AWC611 Kontrol 0,12/1,00 0,00/0,07 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,01 0,25/0,96/1,00 1,00/1,00 0,32 0,90 0,99 1,00
2 AWC611 Kurak 0,12 0,87/0,75 1,00/0,00/1,00 0,74/0,20 0,06 0,00 0,00 0,00/0,13 /0,02 0,24 0,00/ 0,00 0,00 0,13
8 AWC611 12,5 mM AS 1,00/0,87 0,010,77 0,00 0,99 0,01 0,00 0,00 0,000,01 0,21/ 1,00 0,80 1,00 0,01/0,14 /0,35 1,00
4 AWC611 Kurak+12,5 mM AS ||0,00 0,75 0,01 0,86/0,02 0,45/1,00 1,00 0,99/0,00 0,00 0,00/0,00 0,00 0,00/0,00 0,00 0,00 0,00
5 AWC611 25 mM AS 0,07/1,000,77/0,86 0,00/1,00 0,85/0,29 0,09 0,00 0,00 0,00 0,08 0,01 0,16 0,00 0,00 0,00 0,08
6 AWC611 Kurak+25 mM AS 0,00/0,00/0,00/0,02/0,00 0,00/0,02/0,19/0,48 0,00 /0,00/0,00/0,00/0,00 0,00 0,00/0,00/0,00/0,00
7 AWC611 10 mM GSH 0,29/1,00 0,99/0,45 1,00 0,00 0,44/0,07 0,02/0,00 0,00 0,00/0,31 0,06 0,50 0,00 0,00/0,01 0,32
8 AWC611 Kurak+10 mM GSH |0,00 0,74/0,01 1,00 0,85 0,02 0,44 1,00/0,99/0,00 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00
9 AWC611 100 mM GSH 0,00/0,20 0,00/1,00 0,29 0,19/0,07 1,00 1,00 0,00 0,00/0,00/0,00/0,00 0,00 0,00/0,00/0,00/0,00
10 AWC611 Kurak+100 mM GSH|0,00 0,06/0,00 0,99 0,09 0,48 0,02 0,99 1,00 0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00
11 ILC8617 Kontrol 0,01/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00 1,000,54 0,01 0,09 0,00 1,00 0,68 0,36 0,01
12 ILC8617 Kurak 0,25/0,00/0,01/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/1,00 1,00 0,23 0,72/0,12/1,00 1,00 0,98 0,22
13 ILC8617 12,5 mM AS 0,96/0,000,21/0,00 0,00 0,00/0,00 0,00 0,000,00 0,54 1,00 0,95/1,000,84/1,00 1,00 1,00 0,95
14 ILC8617 Kurak+12,5 mM AS (1,00 0,13 1,00 0,00 0,08 0,00 0,31 0,00 0,00 0,00 0,01 0,23/0,95 1,00 1,00 0,30 0,89/0,99 1,00
15 ILC8617 25 mM AS 1,00/0,02 0,80 0,00/0,01 0,00 0,06 0,00 0,00/0,00 0,09 0,72/1,00 1,00 1,00 0,80 1,00 1,00 1,00
16 ILC8617 Kurak+25 mM AS 1,000,24 1,00 0,00/0,16 /0,00 0,50 0,00 0,00/0,00/0,00 0,12/0,84 /1,00 1,00 0,16/ 0,72/0,94/1,00
17 ILC8617 10 mM GSH 0,32/0,00 0,01/0,00 0,00 0,00/0,00 0,00 0,00 0,00 1,00/1,00 1,00 0,300,80 0,16 1,00/0,99 0,29
18 ILC8617 Kurak+10 mM GSH (0,90 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00/0,68 1,00 1,00 0,89 1,00 0,72 1,00 1,00 0,88
19 ILC8617 100 mM GSH 0,99/0,00 0,35/0,00 0,00 0,00/0,01 0,00 0,00 0,00 0,36/0,98 1,00 0,99 1,00 0,94 0,99 1,00 0,99
20 ILC8617 Kurak+100 mM GSH|1,00 0,13 1,00 0,00 0,08 0,000,32/0,00 0,00 0,00 0,01 0,22 0,95/1,00/1,00 1,00 0,29 0,88 0,99
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Ek 10. AS konsantrasyonuna ait minimum, maksimum, ortalama ve standart
sapma degerleri

85

. Standart
TUR UYGULAMA Minimum Maksimum Ortalama Sapma
AWC611 Kontrol 196,25 205,59 201,2612 4,70519

Kurak 267,05 272,02 269,4438 2,49028
12,5 mM AS 226,23 232,83 229,2840 3,33010
Kurak + 12,5 mM AS 284,50 344,41 314,3294 29,95613
25 mM AS 273,06 273,86 273,4400 0,40291
Kurak + 25 mM AS 307,27 475,40 396,1976 84,48382
10 mM GSH 233,75 276,32 260,5580 23,33697
Kurak + 10 mM GSH 286,79 345,09 314,6144 29,23856
100 mM GSH 311,99 355,06 332,6214 21,59398
Kurak + 100 mM GSH 335,19 354,98 343,3662 10,33288
ILC8617 Kontrol 107,95 125,04 115,7164 8,65236
Kurak 131,73 146,86 140,6550 7,92255
12,5 mM AS 159,05 172,12 166,8528 6,89180
Kurak + 12,5 mM AS 185,66 216,44 202,0756 15,49353
25 mM AS 170,89 201,86 186,3326 15,48440
Kurak + 25 mM AS 198,93 223,74 208,4008 13,40419
10 mM GSH 135,53 152,35 143,2464 8,49831
Kurak + 10 mM GSH 155,08 174,19 162,6518 10,15398
100 mM GSH 140,88 188,69 172,3340 27,25133
Kurak + 100 mM GSH 201,97 203,08 202,5464 0,55344




Ek 11. GSH konsantrasyonuna ait istatistik tablosu (p<0,05)

Tukey HSD test; variable GSH
Error: Between MS = ,01663, df = 40,000

TOR UYG {1} [ {2} [ (3} [ {4 [ {5} | {6} | {7} | {8} | (9} |{10} |{L1}|{L2}[{13}] {14} [{L5} |{L6}|{L7}|{18} {19} [{20}
Cell No 7124|,436|,065|,378|,162|,544|,485|,603|,595|,548(5484 3483(7080(3021 (5720|3918 (13005147 (1183|7815
1 AWC611 Kontrol 0,00 0,14 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00/1,00 1,00/1,001,00/1,00 1,00 0,47 0,93 0,40 1,00
2 AWC611 Kurak 0,00 0,09 1,00 0,52 1,00 1,00 0,98 0,99 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00/0,00 0,00/ 0,00 0,00 0,00 0,00
3 AWCG611 12,5 mM AS 0,14 0,09 0,29 1,00 0,01 0,03 0,00 0,00 0,01 0,03 0,86 0,13 0,59 0,00/0,09 0,00/ 0,00 0,00/ 0,46
4 AWC611 Kurak+12,5 mM AS (0,00 1,00 0,29 0,86 0,99 1,00 0,82 0,86 0,98 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00/0,00
5 AWCG611 25 mM AS 0,01 0,52 1,00 0,86 0,07 0,24 0,02 0,02 0,07 0,00 0,29 0,01 0,12 0,00 0,01 0,00/0,00 0,00/0,08
6 AWCG611 Kurak+25 mM AS 0,00 1,00 0,01 0,99 0,07 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 AWC611 10 mM GSH 0,001,00 0,03/1,00 0,24 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00/0,00 0,00 0,00/0,00/0,00/0,00 0,000,00/0,00
8 AWC611 Kurak+10 mM GSH |0,00/0,98 0,00 0,82/0,02 1,00 1,00 1,00/1,00 0,00 0,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00 0,00 0,00 0,00
9 AWCG611 100 mM GSH 0,00 0,99 0,00 0,86 0,02 1,00 1,00 1,00 1,00/0,000,00/0,00/0,00/0,00/0,00/0,00 0,00 0,00 0,00
10 AWC611 Kurak+100 mM GSH|0,00 1,00 0,01/0,98 0,07 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00/ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
11 ILC8617 Kontrol 1,00/0,00 0,03/0,00 0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 /0,00 0,92 1,00 0,99 1,00 1,00 0,85 1,00 0,79 1,00
12 ILC8617 Kurak 1,00 0,00 0,86 0,00 0,29 0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 0,92 1,00 1,00 0,51/ 0,99 0,03/0,20 0,02/1,00
13 ILC8617 12,5 mM AS 1,00/0,00 0,13 0,00/0,01 0,00/0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,00 1,00/1,00 1,00 0,50/0,94 0,42 1,00
14 ILC8617 Kurak+12,5 mM AS (1,00 0,00 0,59/0,00 0,12 0,00/0,00 0,00 0,00 0,00 0,99 1,00 1,00 0,79 1,00 0,09 0,44 0,07 1,00
15 ILC8617 25 mM AS 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00/0,00 0,00/0,00/0,00/1,00 0,51 1,00 0,79 1,00 1,00 1,00 0,99 0,89
16 ILC8617 Kurak+25 mM AS 1,00/0,00 0,09 0,00/0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,99 1,00 1,00 1,00 0,60 0,97 0,52/1,00
17 ILC8617 10 mM GSH 0,47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,85 0,03 0,50/0,09 1,00 0,60 1,00 1,00 0,14
18 ILC8617 Kurak+10 mM GSH (0,93 0,00 0,00/0,00 0,00 0,00/0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,20 0,94 0,44 1,00 0,97 1,00 1,00 0,57
19 ILC8617 100 mM GSH 0,40 0,00 0,00/0,00 0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00 0,79 0,02 0,42 0,07 0,99 0,52 1,00 1,00 0,11
20 ILC8617 Kurak+100 mM GSH|1,00 0,00 0,46 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00/0,00 0,00 1,00 1,00 1,001,00 0,89 1,00 0,14 0,57 0,11
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Ek 12. GSH konsantrasyonuna ait minimum, maksimum, ortalama ve standart
sapma degerleri

Kurak + 100 mM GSH

87

. Standart
TUR UYGULAMA Minimum Maksimum Ortalama Sapma
AWC611 Kontrol 0,54 0,89 0,7125 0,17547

Kurak 1,43 1,44 1,4361 0,00754
12,5 mM AS 0,99 1,15 1,0651 0,08036
Kurak + 12,5 mM AS 1,27 1,45 1,3787 0,09601
25 mM AS 1,02 1,30 1,1620 0,13622
Kurak + 25 mM AS 1,51 1,58 1,5441 0,03392
10 mM GSH 1,48 1,49 1,4856 0,00167
Kurak + 10 mM GSH 1,60 1,61 1,6032 0,00348
100 mM GSH 1,57 1,62 1,5959 0,02761
Kurak + 100 mM GSH 1,54 1,55 1,5480 0,00675
ILC8617 Kontrol 0,38 0,95 0,6484 0,28889
Kurak 0,51 1,17 0,8484 0,33272
12,5 mM AS 0,67 0,76 0,7080 0,04614
Kurak + 12,5 mM AS 0,73 0,88 0,8021 0,07271
25 mM AS 0,48 0,66 0,5721 0,08789
Kurak + 25 mM AS 0,62 0,76 0,6918 0,06858
10 mM GSH 0,41 0,45 0,4300 0,01755
Kurak + 10 mM GSH 0,32 0,71 0,5147 0,19306
100 MM GSH 0,38 0,47 0,4183 0,04473
0,67 0,89 0,7815 0,10951
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