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OZET

SU STRESINDE YETISEN MERCIMEK (Lens culinaris MEDIK.) FIDELERINE
UYGULANAN HUMIK ASITIN ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Su stresi, bitkilerin ¢imlenme, gelisme ve biiyiime safhalarindan en az birinde
mutlaka karsilastiklar1 abiyotik stres faktorlerinin en Onemlilerinden biri olup, iiriin
verimliligi ve kalitesini biiytik 6l¢iide etkilemektedir. Bu ¢calismada, farkli su stresi altinda
yetisen yesil mercimek (Lens culinaris Medik.) bitkisindeki humik asitin etkisi

incelenmistir.

Ulkemizde yetistirilmekte olan Lens culinaris Medik. (Yesil mercimek) Fabaceae
(Leguminosae) familyasinin insan besini olarak kullanilan ve ¢esitli varyeteleri olan bir
tiriidiir. Yesil mercimek su stresi altinda %6-54 oraninda iiriin kayb1 yasamaktadir. Bu
amagla su stresi uygulanan mercimek fidelerinin humik asit ile etkilesimi, kontrollii

yetistirme odasi sartlarinda test edilmistir.

Humik asitler, bitkilerin biiylimesi iizerine topragin fiziksel ve kimyasal yapilarina
olumlu etkileri, katyon degisim kapasitelerini arttirmasi ve toprak pH sin1 diizenlemesi
gibi 6zellikleri ile dogrudan ya da dolayli yollardan etki etmektedir. Humik asitlerin farkli
stress kosullarinda bitkiler iizerinde ©nemli rolleri olup, stres ortamlarinda bitki
blylUmesini olumlu yonde desteklemekte ve stres faktorlerine karsi bitkilerin direng

mekanizmalarini arttirmaktadir.

Su stresi altinda yetistirilen mercimek fideleri iizerinde su stresi etkileri biiyiime
parametreleri, mineral kompozisyonlar1 ve antioksidan maddeleri agisindan arastirmalar
yapilmistir. Sonuglara gore bitkilerin boylarinin, kék uzunluklarinin, yaprak alanlarinin,
kok, govde ve yaprak yas-kuru agirliklarinin orta su stresi uygulanan gruplarda arttigi,
siddetli su stresi gruplarinda ise azaldig1 gézlemlenmistir. Humik asit uygulamasi ile su

stresinin saptanan bu etkisinin anlamli1 olarak azaldig: belirlenmistir.

Antioksidan parametreleri incelendiginde, orta su stresi uygulanan grubun MDA
seviyesinde, GSH seviyesinde, SOD aktivitesinde ve PCO seviyesinde azalmalarin
meydana geldigi belirlenmistir. Siddetli su stresi uygulanan gruplarda bu parametrelerin
arttigr gozlemlenmistir. Her iki stres grubuna uygulanan humik asitin ise, su stresi
sonucunda artan MDA seviyesini, GSH seviyesini, SOD aktivitesini ve PCO seviyesini

azalttig1 sonucuna varilmastir.



Na ve K igeriklerine bakildiginda orta su stresi uygulanan grubun toprak alt1 ve
toprak iistli Na ve K miktarlarinin arttig1, siddetli su stresi uygulanan grubun toprak alt1
ve toprak iistii Na ve K miktarlarinin azaldigi belirlenmistir. Humik asit uygulanan
gruplarda ise hem toprak altt hem de toprak {istii Na ve K miktarlarinin arttig1 tespit

edilmistir.

Humik asit, su stresine orta derece duyarli olan yesil mercimek fidelerinde 6zellikle
siddetli su stresini etkilerini gidermede 6nemli rol oynamaktadir. Bulgular humik asitin
kullaniminin, susuz topraklardaki bitkilerin verimini ve kalitesini arttirmada yararh

olabilecegini gostermektedir.

Vi



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF HUMIC ACID APPLIED ON LENTIL
(Lens culinaris MEDIK.) SEEDLINGS GROWN UNDER WATER STRESS

Water stress is one of the most important abiotic stress factors faced by plants in
at least one of the stages of germination, development and growth, and greatly affects
product productivity and quality. In this study, the effect of humic acid on green lentil

(Lens culinaris Medik.) Plant grown under different water stress was investigated.

Lens culinaris Medik, which is grown in our country (Green lentil) is a species of
Fabaceae (Leguminosae) family that is used as human food and has various varieties.
Green lentils experience 6-54% product loss under water stress. For this purpose, the
interaction of water stressed lentil seedlings with humic acid was tested under controlled

growing room conditions.

Humic acids have a direct or indirect effect on the growth of plants, with their
positive effects on the physical and chemical structures of the soil, increasing their cation
exchange capacity, and regulating soil pH. Humic acids have an important role on plants
under different stress conditions, they support plant growth in stress environments and

increase the resistance mechanisms of plants against stress factors.

Studies have been conducted on the effects of water stress on lentil seedlings
grown under water stress in terms of growth parameters, mineral compositions and
antioxidant substances. According to the results, it was observed that the height, root
length, leaf area, root, stem and leaf wet-dry weights of the plants increased in the
moderate water stress groups and decreased in the severe water stress groups. It was
determined that this effect of water stress was significantly decreased with the application

of humic acid.

When the antioxidant parameters were examined, it was determined that there was
a decrease in MDA level, GSH level, SOD activity and PCO level of the group in which
moderate water stress was applied. It was observed that these parameters increased in the
groups exposed to severe water stress. It was concluded that humic acid applied to both
stress groups decreased the MDA level, GSH level, SOD activity and PCO level increased

as a result of water stress.

vii



When the Na and K contents were examined, it was determined that the subsoil
and aboveground Na and K amounts of the group subjected to moderate water stress
increased, and the subsoil and aboveground Na and K amounts of the group subjected to
severe water stress decreased. On the other hand, it was determined that the amount of

Na and K both under and above ground increased in humic acid applied groups.

Humic acid plays an important role in removing the effects of especially severe
water stress in green lentil seedlings that are moderately sensitive to water stress. The
findings show that the use of humic acid can be beneficial in increasing the yield and

quality of plants in dehydrated soils.
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SEMBOLLER
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B : Bor
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KISALTMALAR
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Zn(NOs)2 : Cinko nitrat
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BOLUM 1
1.GIRIS

Bitkiler gelisim ve bliylimelerini siirdiirdiikleri alanlarda yasamlarinin en az bir
doneminde “engelleyici” cesitli olumsuz faktorlerle karsilasabilmektedirler (Giirel ve
Avcioglu, 2001; Akinci, 1997). Bitkinin hayatin1 siirdiirdiigi kosullarda birden ¢ok
faktoriin, bliylime ve gelismeyi negatif sekilde etkileyip iiriin kalitesi, miktar ve verimde
azalisa neden olmasina “stres” adi1 verilir (Wang ve ark., 2000). Stres faktorleri genel
olarak biyotik ve abiyotik olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Patojenler, hastalik ve zararh
etmenleri ile mikroorganizmalar gibi faktorler biyotik stres faktorlerini olustururlar.
Kuraklik, tuzluluk, yiiksek veya diistik sicaklik, agir metal kirliligi, su fazlalig1 (baskinlar)

ise abiyotik stres faktorlerini meydana getirirler.

Gilinlimiizde tarim bitkilerini etkileyen en 6nemli abiyotik stres etmenleri arasinda
kuraklik ve toprak tuzlulugu ilk siralardadir. Diinyadaki tarima elverisli sahalarin
yaklagik %45°1 kuraklik, %6°s1 tuzluluk stresinin etkisi altindadir. Bu faktorlerin bitkiler
tizerindeki olumsuzluklar1 genel itibariyle es zamanl olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ashraf

ve Foolad, 2007).

Diinyada bitkisel iiretimi kisitlayan baslica abiyotik stres faktorlerinden otiirt,
yetistiricilikte bitkinin normal iirlin potansiyeline varacak uygun alanlarin bulunmasi
oldukga giictlir. Tarimsal iiretimin azalmasinda %71 oraninda abiyotik, %29 oraninda ise

diger stres faktorleri rol oynar (Boyer, 1982).
1.1 Su Stresi Genel Tamimu ve Bitki Gelisimi Uzerine Etkileri

Su; canlilarin 6zellikleri ve yasadiklar1 ortama gore degismekle birlikte cok dnemli
bir bilesiktir. Canlilar i¢in kritik 6nemi olan suya, kiiresel 1sinma ve onun etkisiyle yagis
rejimlerinde meydana gelen diizensizlikler; insan niifusundaki artis ile birlikte duyulan
talep giderek yiikselmektedir. Kiiresel anlamda su kaynaklarinin dagilimindaki
dengesizlikler yaninda, sanayi, kentlesme ve ¢evre kirliligi yiiziinden de kalitesi ve igerigi

acilarindan su daha da yasamsal bir 6nem tasimaktadir.

Kapladig: alanlar itibari ile %25°1ik kismi karalara ait diinyamizda, bu alanlarin

yaklasik %36’ s1 kurak veya yar1 kurak olarak tanimlanmaktadir. Geri kalan %64 lik



alanda ise var olan veya yetistirilen bitkiler yasam dongiilerinin en az bir boliimiinde

susuzluk ile kars1 karstya kalmaktadirlar (Kramer, 1980; Hurd, 1976).

Kuraklik "yagislarin, kaydedilen normal seviyelerinin dnemli 6l¢iide altina diismesi
sonucu, arazi ve su kaynaklarmin olumsuz etkilenmesine ve hidrolojik dengenin
bozulmasina sebep olan doga olay1" olarak tanimlanmaktadir ve abiyotik stres faktorleri
arasinda iiriin verimliligini en fazla etkileyen stres faktdrlerinden biri durumundadir
(Lambers ve ark., 2008). Kuraklik, optimum degerlerden daha diisiik olan yagis miktarlar
sebebiyle su kaynaklarmin ve arazilerin olumsuz olarak etkilenmesi olarak da

tanimlanmaktadir (Turner ve ark., 2014; Tuberosa, 2012).

Literatiirlerde temel olarak “meteorolojik, tarimsal ve hidrolojik kuraklik olmak
tizere” Ui¢ cesit kuraklik tipi yer almaktadir (Wilhite ve Glantz, 1985). Kurakligin her ii¢
tipi de bitkisel gelisimi sinirlandirmaktadir. Biliylime ve gelisim siirecinde toprak nemi
bitkinin gereksinim duydugu miktardan az oldugunda tarimsal kuraklik ortaya cikar
(Mishra ve Cherkauer, 2010; Simsek, 2010; Manivannan, 2008; Palmer ve Kalina, 1968) .
Kuraklik sonucu, bitkinin sudan yararlanmamasi veya bitki fizyolojisinde kabul edilen
sekli ile “su stresi” bitkinin dokularinda su veya turgor potansiyelini optimum gelismeyi
olumsuz etkileyecek seviyelere diigiirmesi olarak ifade edilmektedir (Kramer, 1980).
Hava sicakligindaki ani artis ya da nemde hizli bir azalisin gerceklesmesiyle de bitkilerde

su achigi ortaya cikar (Yagmur, 2008).

Su stresi bitkilerde vejetatif biiyiime, verim, su iligkileri ve fotosentez gibi farkli
yapilar1 etkilemekte ve bu yapilar lizerinde olusturdugu etkiler de farkli reaksiyon
gosterebilmektedir (Farooq ve ark., 2009). Hiicrede veya bitki igerisinde olusan
metabolik ve fizyolojik her bir faktoriin su stresinden etkilenmeye bagladig1 su potansiyeli
degeri farklilik gosterir (Taiz ve Zieger, 2006). Kurakligin ilk olarak bitki gelisiminde
sorun olusturdugu asama ¢imlenme asamasidir (Harris ve ark., 2002). Topraga ekilen
tohum, topraktan ihtiyact kadar suyu alamadiginda ilk defa stresle tanmigmakta ve
cimlenme meydana gelememektedir (Ok¢u ve ark., 2005). Bitki kokleri ile topraktan
yeterli su alamadiginda, hiicre, doku ve organlarda ve biitiin bir bitkide olusan su eksikligi,
bitkilerde biiytime ve gelismede etkili olan metabolik reaksiyonlarin yavaglamasina ya da

engellenmesine neden olur (Ashraf ve Foolad, 2007; Oncel ve Keles, 2002).



Bitkilerde hiicre biiylimesinin kurakliga duyarlilik mekanizmasindaki en onemli
mekanizma turgor basincidir (Taiz ve Zeiger, 2006). Ozellikle yogun su noksanlig1 altinda
bitkilerde hiicre uzamasini etkileyen ve turgor kaybina sebep olan diger bir olay ise
ksilemdeki su akisinin hasar gérmesidir (Nonami, 1998). Su stresiyle beraber mitoz
boliinmede, hiicre uzamasi ve genislemesinde meydana gelen aksakliklardan dolayi bitki
agirligi, yaprak alani ve {iriin gelisiminde engellenmeler ortaya ¢ikabilmektedir (Hussain

ve ark., 2008; Kaya ve ark., 2006).

Bitkide bulunan suyu korumada stoma direnci, terleme hizi, yaprak sicakligi ve
yaprak alan1 6nemli belirleyici 6zelliklerdendir. Su stresiyle kars1 karsiya kalan bitkilerde
yapraktaki su potansiyeli yaninda nispi nem igerigi ve terleme miktar1 azalmakta, yaprak
sicakligi da ylikselmektedir (Siddique ve ark., 2001). Bitkiler topraktan ihtiyaci olan suyu
almadiklar1 zaman stoma iletkenligi azalmaktadir. Artan yaprak sicakligi, hava ile yaprak
arasinda buhar basincina neden olur. Bitkinin kullandig1 toplam su miktarinin diismesi
sonucunda terleme hizi azalir ve bunun sonucunda da yaprak alan indeksinde azalmalar

meydana gelir (Craufurad ve ark., 2000).

Bitkilerin biiyiik bir kisminda su stresi algiladiginda stomalarin kapanmasi islemi
gergeklesir (Osakabe ve ark., 2013). Su stresinden etkilenen bitkiler stomalarini kapatarak
veya yar1 kapali tutarak terleme ve su kaybini en aza indirmeye calisir. Bu durum, bitki
icin fotosentezde gerekli olan karbondioksitin aliminin azalmasma neden olur. Alim
miktar1 diisen karbondioksit sonucunda fotosentez orami diiser, giderek biiyiime ve

gelisme de olumsuz etkilenir (Farooq ve ark., 2009; Dolferus, 2014).

Bitkiler aleminin susuzluk ile karsilasan ¢ok sayidaki 6rnegi, su eksikligini
algiladiklarinda; dokulardaki su miktarini ve turgor basincini azaltarak biiylime ve
gelismenin devamin saglar (Hussain ve ark., 2009; Kiani ve ark., 2007). Su ve tuzluluk
stresi altinda, mevcut su miktarin1 azaltmadan, diisiik su potansiyeline yardimci olan
organik ve inorganik ¢oziiciilerin birikimine osmotik ayarlama denir (Serraj ve Sinclair,
2002). Bununla birlikte, osmolit olarak adlandirilan bu ¢oziiciiler zarlar, enzimler ve diger
makromolekiiller tizerinde, yliksek konsantrasyonda bile zararli etkiler olugturmazlar ve
bunlara uyumlu_coéziicliler de denir (Kiani ve ark., 2007; Cechin ve ark., 2006). Bu
uyumlu ¢ozeltiler arasinda ¢oziintir sekerler, seker alkolleri, prolin, glisin betain, organik

asitler vb. bulunmaktadir (Kiani ve ark., 2007; Cechin ve ark., 2006; Farooq ve ark.,



2009b; Farooq ve ark., 2008).

Bitkinin su stresine maruz kaldigi durumda su dengesini koruyan ozmolitler,
dogrudan susuzluga toleransi arttirmazken, yapraktaki su basincin1 dengeleyerek stoma
iletkenligini arttirirlar.  BOylece fotosentezin aksamamasi sonucunda biiyiimenin
devamliligi saglanmis olur. Bu durum, ozmolitlerin stres kosullarinda bitkilere
dayaniklilik saglamalarindan dolay1r meydana gelir. Ancak, stres kosullarinin uzun siire
devam ettigi durumlarda ozmolitler turgor basincinin kaybini dengelemekte yeterli

olmamaktadir.
1.2. Baklagiller ve Mercimek Bitkisi

Bitkilerin su stresine olan tepkilerin karmagik olmasi diger dnemli abiyotik stres
faktorlerine tepkilerinin benzer sinyal iletim ve mekanizmalarini1 kullanmalarindan dolay1
ortaya cikmaktadir. Bunun sonucunda tarla kosullarinda su, tuzluluk ve sicaklik
streslerinin bitkiye ayni donemlerde etki ettigi ve bu nedenle stres toleransinin
arttirtlmasina yonelik ¢aligmalarda ayr1 disiiniilemeyecegi bilinmelidir (Suzuki ve ark.,

2014).

Kiiltiir bitkilerinin karsilastigi stres faktorleri besin kaynaklarini durumunda
olduklari i¢in daha 6nemli goriilmektedir. Diinyada niifus artisina paralel olarak tarimsal
tirlinlere duyulan gereksinim artmaktadir. Bu problemlerin ¢6ziilmesi adina besin niteligi
tasityan Uriinlerin verimliligi yaninda protein, enerji, vitamin ve minerallerce degeri

yiiksek olan besinlerin yetistirilmesine 6nem verilmektedir.

Bitkisel kokenli besin maddelerinin, tiiketiminde ilk siray1r bugday, arpa, yulaf,
cavdar gibi Poaceae familyasina ait tahillar almakta, arkasindan da fasulye, bakla,
mercimek gibi orneklerin bulundugu Fabaceae familyasina ait tiirler gelmektedir.
Baklagiller dedigimiz bu bitkilerin meyvelerinde, kok, govde ve yapraklarinda ytiksek

oranda protein bulunmasi sebebiyle insan ve hayvan beslenmesinde kilit rol oynamaktadir.

Fabaceae (Leguminosae) familyas1 650 cins ve 18 000'den fazla tiire sahiptir ve
insanlar tarafindan ilk olarak yaklasik 3000 y1l kadar once yetistirilip hasat edilmistir.
Insanlar ve hayvanlar Fabaceae tiirlerini ya yas meyve ya da kuru tohum seklinde
tiikketmektedirler (Tiwari ve ark., 2011). Genel olarak, diinyada yaygin bir sekilde ekimi,

iiretimi ve tiiketimi yapilan tiirler; beyaz fasulye (Phaseolus vulgaris L.), bakla (Vicia



faba L.), nohut (Cicer arietinum L.), mas fasulyesi (Vigna radiata (L.) R. Wilczek, ve
mercimektir (Lens culinaris Medik.) (Sarioglu ve Velioglu, 2018).

Yiiksek karbonhidrat ve protein igerigi ve diisiik yag oranina sahip baklagiller
insanlar i¢in olduk¢a 6nem teskil etmektedir. Baklagiller, insan beslenmesinde diinyadaki

bitki kokenli proteinlerin ve karbonhidratlarin 6nemli bir kismini karsilamaktadir

(Giiliimser, 2016).

Baklagillerin zengin ve ucuz protein kaynagi olmasi diinyanin bir¢ok yerinde
Ozellikle Latin Amerika, Afrika ve Asya kitasinda insan beslenmesinin 6nemli bir pargasi
haline gelmistir (Jood ve ark., 1988). Diinyada 2018 yil1 itibariyle yaklasik olarak 88
milyon hektar alanda, toplam 90 milyon ton baklagil iiretimi meydana gelmistir. Fasulye
yeryliziinde iiretimi yapilan baklagiller icerisinde ilk sirada yer alirken, ardindan nohut,

bezelye ve mercimek gelmektedir (FAO, 2019).

Yemeklik tane baklagil bitkilerinin kuru taneleri tiir, genotip ve ¢evre kosullar1 ve
yetistirme modellerine bagli olarak yiiksek oranda protein (%18-31.6) igerirler. Bu
proteinler viicutta sentezlenemeyen degerli aminoasitler icerir ve bu nedenle biiylik
oneme sahiptirler. Ayrica baklagil bitkileri A, B, C ve D vitaminleri ve demir, magnezyum,
kalsiyum, fosfor ve potasyum mineralleri bakimindan da oldukca zengin iceriklidirler

(Sehirali, 1988).

Tarim alanlarinda, baklagiller kok bolgelerinde %5-20 oraninda azot depolamalari,
toprakta verimliligi olumlu yonde etkilemeleri nedeniyle doniisiimlii tariminin gézdesi
durumundadir. Ozellikle tahil ekiminden sonraki yil ekilen baklagiller topragi dogal
olarak  zenginlestirmektedir. Toprakta azot igerigi yiiksek olan bitkilerin
mikroorganizmalar tarafindan daha kisa siirede ayristirildigi bilinmektedir. Yapilan
arastirmalar sonucunda karbon/azot oranlar1 ortalama 13:1 olan baklagil kokleri i¢in
toprakta ufalanma zamaninin sartlar miimkiin oldugunda yaklasik iki hafta igerisinde
gerceklestigi gdzlemlenmektedir (Cokkizgin ve ark., 2005). Bu verimlilik geregince y1llik
ortalama 3,5 milyon hektar kadar nadasa birakilan alan bulunan Tirkiye’de, yemeklik
tane baklagil bitkilerinin doniisiimlii ekilmesi ile nadas alanlar1 azaltilarak {ilke

ekonomisine katki saglanmaktadir.



Ulkemiz, baklagil bitkilerinin birincil gen merkezi olarak kabul edilen bir bdlgede
yer almakta ve kisi basina baklagil tiiketim oranlar1 yaninda bu tirlinlerin ihraci agisindan
diinyada 6nemli oranlara sahiptir (Adak ve ark., 2010). Tirkiye'nin de i¢inde bulundugu
iklim bolgesi baklagil yetisticiligine uygun olup, mercimek gibi yemeklik tane tiirlerinin

anavatani olarak kabul edilmektedir.

Ulkemizde tarla bitkileri igin ayrilan %8,3 liik bir alanda iiretilen baklagiller, ekim
alan1 ve tiretim miktar1 bakimindan tahillarin arkasindan gelmektedir. Ancak, iilkemizde
yemeklik tane baklagillere verilen 6nem, bazi Oncelikli {riinlere verilen tesvikler
nedeniyle ¢ok artmamasina ragmen, son donemlerde yasanan ve basta kuraklik olmak
lizere ortaya ¢ikan stres faktorleri nedeniyle azalan {iretim miktar yiiziinden daha ¢ok

onem kazanmistir (Adak ve ark., 2010).

Calisma konumuz olan mercimek, yemeklik tane baklagiller icerisinde en ¢ok
ekilen ikinci tiir bir iiriin olup diinya genelinde 2017 yilinda 6,582,779 ha alanda 1153,1
kg/ha verim ortalamasi ile 7,590,761 ton olarak tiretilmistir. Diinya mercimek iiretimi ise
son on yilda iki katina ¢ikmis verim ise %30 oraninda yiikselise ge¢mistir. Diinya toplam
mercimek Uretiminin %76’s1 Kanada, Hindistan, Avustralya ve Tirkiye tarafindan
karsilanmaktadir. 2020 yilinda mercimek iiretiminde ilk siray1 Kanada alirken, bu iilkeyi

Hindistan, Avustralya ve Tiirkiye izlemektedir (TMO, 2020).

Ulkelerdeki mercimek iiretimine karsilik gelen ekim alanlarma bakildiginda ilk
sirayr Hindistan alirken ikinci ve iiglincii sirada sirasi ile Kanada ve Tiirkiye
bulunmaktadir. Tiirkiye'de 2017 yilinda yesil mercimek iiretimi ise 40 ilde 23,220 ha
alanda 1240 kg/ha verim ortalamasiyla, 2018 yilinda 40 ilde 34,162 da alanda 1080 kg/da
verim ortalamasi ile liretimi gerceklesmistir. Mercimek ekim alani itibariyle iilkemizde
nohuttan sonra ikinci siray1 almakta ve yapilan mercimek iiretiminin %92’sini kirmizi

mercimek iiretimi olusturmaktadir (TMO, 2018).

Tiim mercimek sahalarinin %7,5’in1 olusturan yesil mercimegin ekim alanlarina
bakildiginda ise; 2019 yilinda ilk sirada 16 bin ha ile Yozgat bulunurken, 10 bin ha ile
Konya ikinci konumdadir. Uretim miktarlarina il bazinda bakildiginda; 17,250 ton {iretim
ile Yozgat ilk sirada, 10,726 ton ile Konya ikinci, 4.937 ton ile Kirsehir iiglincii
durumdadir (TMO, 2019).



Mercimek, yliksek besin igerigi ile dikkat ¢cekmektedir. SOyle ki, %23-31 oraninda
protein; A, B, C ve K vitaminleri biinyesinde bulundururken kalori bakimindan soya
fasulyesi ile ayn1 orana sahiptir (Akgin, 1988). igerigindeki threonin ve lisin aminoasitleri
sayesinde insanlar i¢in olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu aminoasitler sigir etindeki besin
degerleriyle neredeyse benzerdir (Aydogan ve ark., 2003; Ozkaya ve ark., 1998; Baysal,
1988; Pellet, 1988). Protein, vitamin ve lif (posa) icerginin fazla olmasindan dolay1
insanlarin ihtiya¢ duyduklar1 besin degerlerinin saglanmasinda énemli rol oynayan bir

baklagildir (Trowell ve ark., 1985).

Mercimek yalniz insan degil hayvanlarin besin ihtiyaglarinin karsilanmasinda kilit
bir role sahiptir. Biinyesinde bulundurdugu besin degerleri ile birlikte daha az seliilloz
icermesinden dolay1 hayvanlarin besin ihtiyaclarinin giderilmesinde de 6dnemli bir rol
oynay1p ilk siralarda tercih edilmektedir (Aydogan ve ark., 2003). Uretimi 8000 yil
oncesine kadar dayanmaktadir (Pellet, 1988). Yapilan incelemeler sonucunda Tiirkiye,
Yunanistan, Irak, Urdiin, Iran ve Suriye’de mercimek tariminin yapildig: tespit edilmistir

(Sepetoglu, 2002).
1.3. Humik Maddelerin Olusumu

Humik maddeler kendiliginden olusabilen, renk olarak saridan siyaha degisen,
yuksek molekiiler agirlikta olan, bozulmaya kars1 direngli, heterojen maddelerdir. Humik
maddeler herhangi bir sekile sahip olmayan, biraz aromatik ve organik bilesiklere benzer

olarak kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip degildir.

Humik maddeler asit ve bazlardaki ¢oziiniirliiklerine bagli olarak humik asit, fulvik
asit ve humin olarak ii¢ grupta incelenirler (Sparks, 2003). Fulvik asit, humik asite gore
daha kiigiik molekiiler yapiya sahip oldugu i¢in (Grenthe ve Puigdomenech, 1997)
toprakta tutunma siiresi uzun degildir ve hizli bir sekilde mikrobiyal bozulmaya maruz
kalirlar. Huminler, asidik ve alkali ortamlarda ayrisamayan humik formlardir (Sposito,
1996; Banta ve Mendoza, 1984). Humik asitler ise digerlerinden biiyiik molekiiler
agirhiga sahiptirler ve parcalanma siiresi daha uzundur. Bu sebeple ¢ogunlukla toprak
diizenleyicisi olarak humik asitlerden yararlanilmaktadir (Yilmaz, 2007; Chen ve

Avnimelech, 1986).



1.3.1 Humik maddelerin bitki gelisimi iizerine etkileri

Humik asitler tarimsal iiretimlerde organik giibre ve toprak diizenleyicisi olarak
oldukca kullanighdir. Bitkisel iirlinlerin gelisimi agisindan humik asitlerin etkileri;
tohumlarin ¢imlenme hizini ve kok gelisimlerini hizlandirarak sagak kok sayisini arttirma
ve filiz gelisimi lizerine olumlu fonksiyonlar {istlendigi bilinmektedir (Fong ve ark.,

2007).

Humik maddeler tarimsal iiretimde Oonemli rol oynamaktadir. Bu maddeler
topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin kalitesini ve iirlin verme 6zelligine katkida
bulunmaktadir. Toprak igerisindeki humik maddelerin bitkilerin gelisimi {izerinde

dogrudan ve dolayli sekilde faydali oldugu bulunmustur.

Humik yapili maddeler, topraklarin katyon degisim kapasitelerini yiikselterek
topragin verimliligini arttirmaktadir. Bu sebepten dolay1 topragin igerisinde bulunan tiim
gerekli metaller, humik maddeler ile dogal selat olusturabilmektedir. Ornegin humik
asitler demir (Fe) gibi elementlerin toprak icerisinde kristalize olmasinin oniine gegerek,
bitkinin kok g¢evresinde tutulmasi yoluyla rahatca alimi gerceklestirilir. Humik asitler
sahip olduklar1 negatif yiikler yardimiyla katyonlar arasinda bag olusturulur ve bdylece
bitki kokleri tarafindan emilimi gergeklestirilir. Humik asitlerin sahip olduklar1 karbon
(C), azot (N), kiikiirt (S) ve fosfor (P) gibi elementler mikroorganizmalar i¢in bir kaynak
gorevi gormektedir. Icerdigi bu elementler sayesinde humik maddeler topragin
mikroflorasinin zenginlesmesinde biiyiik rol oynamaktadir (Yilmaz, 2007; Chen ve

Avnimelech, 1986; Fong ve ark., 2007; Larcher, 2003).

Humik asitler topragin yapisindaki elementlerin bitki biinyesine gecisi i¢in 6nemli
bir ortam olustururlar. Bitkilerin kok yapis1 da humik asitlerde oldugu gibi negatif yiik
tasimaktadir ancak kok sistemindeki negatif yiik, humik asitlerinkinden c¢ok daha
baskindir. Boylece, humik asitlere baglanan mikroelementler ayrilarak kok zarindan

bitkiye niifuz ederler (Yilmaz, 2007; Kulikova ve ark., 2005; Tipping, 2002).
1.3.2 Humik asitlerin su stresi iizerine etkileri

Humik asit uygulamasiyla toprak verimliliginin artmasi, topragin biyokimyasal
kalitesini bazi1 enzimlerin aktivitelerinin yiikseltilmesi durumunda meydana gelmekte

(Bastida ve ark., 2008) ve mikrobiyolojik aktivitenin artmasi sonucunda topragin mineral



aliminin yiikseldigi gozlenmektedir. Su stresi etkisinde humik maddelerle yapraktan
giibrelenmesinin, yaprakta su kaybmin onlenmesine yardimei oldugu ve antioksidan
metabolizmasini arttirdigi bilinmektedir (Fu Jiu ve ark., 1995). Humik asitin hidrofilik
gruplart su molekiilerine baglanarak toprakta bulunan suyun depo kapasitesini

yiikseltmektedir (Stevenson, 1994).

Humik maddeler ve toprak organik maddesi bitki biiyiimesi ve gelismesine direkt
veya indirekt olarak etki etmektedirler (Sangeetha ve ark., 2006). Humik asitler biiylime
diizenleyici olarak hormon seviyelerini diizenler, bitki gelisiminde 6nemli rol oynar ve
bitkilerin strese karsi dayanikliliklarimi arttirirlar. Humik maddeler, bitki koklerinin
etrafinda bulunan g¢evrenin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini diizenlemesiyle birlikte
topraktaki verimliligin artmasinda kilit rol tistlenmektedir (Puglisi ve ark., 2009; Muscolo

ve ark., 2005; Rengrudkij ve Partida, 2003).

Kisaca, humik asitin bitkiler tizerindeki etkisi, koklerin biiylime ve gelisimine
(Eyheraguibel ve ark., 2008) ve besin aliminin (Schmidt ve ark., 2007) dikkate alinmas1
olarak bilinmektedir. Buna ilaveten, humik asitler, hiicre solunumu, fotosentez, su ve
besleyici alimi ve enzim aktivitelerinin yer aldig1 mekanizmalarda rol oynayarak iiriiniin

miktarini ve kalitesini 6nemli oranda yiikseltirler (Chen ve ark., 2004).
1.4 Bitki Besin Maddeleri ve Aralarindaki Etkilesimler

Bitkilerin diizgiin bir sekilde biiylimesi ve gelismesi i¢in minimum 17 tane bitki
besin elementine ihtiyaglar1 vardir. Bunlardan {i¢ii oksijen, karbon ve hidrojendir (Fageria,
2009; Gardiner ve Miller, 2008; White, 2006). Bitkiler bu maddeleri genellikle hava ve
su yoluyla elde ettiklerinden dolayr mineral olmayan bitki besin maddeleri olarak
degerlendirilmektedir (Fageria, 2009; Kacar ve Katkat, 2010; Jones ve Jacobsen, 2001).
Bitkiler, almak zorunda oldugu geriye kalan 14 besin element ihtiyacini direkt olarak
topraktan karsilamaktadirlar. Bitkiler elementleri, anyon ve katyon formunda veya
molekiiller halde alabilmektedir (Gardiner ve Miller, 2008; Wild, 1993; Kantarci, 2000).
Bitkilerdeki besin elementlerinin igeriklerinde bitkinin yasu, tiirii, kok gelisimi, topragin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik farkliliklari, topraga uygulanan tarimsal metodlar, hava

durumlar gibi fazla sayida etmen etkili olmaktadir (Kagar ve Katkat, 2010)



Bir elementin bitki i¢in gerekli olup olmadigini anlamak i¢in bitkinin onsuz hayat
dongiisii incelenir. Eger yasam dongiisiinii tamamlayamiyorsa o element bitki igin
gereklidir. Fakat bir element zorunlu ise diger elementlerin daha kolay alinmasina neden

olmamali ya da diger bir elementin etkisine zit calismamalidir (Salisbury ve Ross, 1992).

Bitki besin elementleri, bitkinin ihtiyaglarina ve kullanim miktarlarina gére makro
besin maddeleri ve mikro besin maddeleri olarak ikiye ayrilir. Makro besin maddeleri
bitkilerin yiiksek oranda ihtiya¢ duydugu besin maddeleridir ve kendi aralarinda primer
ve sekonder besin maddeleri olmak iizere ikiye ayrilirlar. N, P ve K bitkilerin en ¢ok
kullandig1 primer besin maddeleridir. Ca, Mg ve S elementleri ise bitkilerin daha az
ihtiya¢ duydugu sekonder besin maddeleridir. Mikro besin maddeleri ise bitkilerin daha
az gereksinim duydugu Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo’dur (bradley ve Bradley, 2004; Tucker,
1999). Na ve Cl elementlerinin ise bazi bitkiler i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Tucker,
1999).

Mikro elementleri makro elementlerden ayiran en 6nemli 6zellik bitkilerin fizyolojik
olarak bunlara daha az gereksinim duymalaridir. Bitkide makro besin elementleri bitki
vejetatif organinda ortalama %0,1-0,5 arasinda bulunurken, mikro besin elementleri

ancak %0,00002-0,02 arasinda yer alir (Salisbury ve Ross, 1985).

Calismamizda, su stresi altinda yetistirilen yesil mercimek (Lens culinaris Medik.)
fidelerine humik asit ilave edildikten sonraki besleyici kompozisyonlarinin belirlenmesi
amaci1 ile potasyum ve sodyum iyonlarini alim mekanizmalari incelenmistir. Bu iyonlarin
bitkilerdeki gorevleri, eksiklikleri durumunda bitkilerde ortaya ¢ikan morfolojik ve fizyolojik
degisiklikler asagida belirtilmistir.

1.4.1. Potasyum (K)

Toprakta bulunan potasyum, potasyumlu feldispatlar ve mikalar gibi potasyumlu
minerallere sahip taslarin ufalanip ayrigmalari neticesinde meydana gelir (Gardiner ve

Miller, 2008; Kantarci, 2000; Kacar ve Katkat, 2010).

Potasyum bitkilerdeki bir¢ok olayda kilit bir rol iistlenir. Fazla miktarda enzim ve
koenzimlerin etkinliginde, fotosentez, protein ortaya ¢ikisinda, nigasta meydana gelisi ve
seker aktarma durumlarinda bitkiler tarafindan ihtiya¢ duyulmaktadir. Potasyum, bitkinin
su dengesini saglar ve su stresine karsi toleransini arttirir. Yaz mevsiminde olusan

kurakliklara karst ve kisin meydana gelen don olaylarinda olumlu etkilere sahip oldugu
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bilinmektedir (Kantarci, 2000; McCauley ve ark., 2009; Brady, 1990). Potasyum ayni
zamanda bitkilerin hastaliklarla miicadelesinde dayanikliligida arttirmaktadir. Tohumun
olgunlagmasi ve bitkinin kok gelisimine pozitif etkileri vardir. Klorofil olusumunda gorev

alir fakat klorofil igeriginde bulunmaz.

Bitki yapraklarindaki stoma hiicrelerinin agilma kapanma mekanizmasinda ve kok
hiicrelerinin suyu absorbe etmesinde olduk¢a onemli bir rol oynamaktadir ve toprakta
fazla miktarda azot bulunmasi halinde meydana gelebilecek olumsuz etkileri giderir.
Uygun miktarda potasyum igeren bitkilerin terleme yoluyla su kaybinin azaldigi
bilinmektedir (Kagar ve Katkat, 2010; McCauley ve ark., 2009; Brady, 1990; Bosgelmez
ve ark., 2001; Foth, 1984). Potasyum eksikligi kumlu, hafif tekstiirlii toprak yapisina
sahip ortamlarda yetisen bitkilerde ortaya ¢ikar. Ilk olarak bitki biiyiimesinde yavaslama,
devaminda kloroz ve nekrozlar ortaya c¢ikar. Meydana gelen degisimler yaprak

kenarlarinin sararmasi ve rengin daha da koyulasmasi seklinde devam eder.

Potasyum eksikliginin ¢ok fazla olmasi durumunda ise bu boliimler siyah renge
dontisiir. Potasyum eksikligi olan bitkilerde turgor basinci azalir ve su stresinin olugmast
ile birlikte bitkiler gevrek dokulu bir forma doniisiir. Bitkinin su stresine karsi
dayanikliligimin olduk¢a azalmastyla birlikte ksilem ve floem dokularinin olusumunda

ciddi hasarlar meydana gelir (Bosgelmez ve ark., 2001; Aktas ve Ates 1998).
1.4.2 Sodyum (Na)

Sodyum, topragin yapisinda degistirilebilir katyon formunda bulunan ve suda
¢oziinebilen formlar1 olan NaCl, Na,COsz, Na,SO4 halinde bulunmaktadir (Bayrakli,
1987). Bitkiler sodyumu yetistigi ortamdan kokleri sayesinde Na* formunda biinyesine

alirlar. Sodyumun topraktan emilimi, potasyumdan yavas olarak gergeklesir.

Yetisme ortamindan asir1 derecede sodyum bulunmasi halinde, kabartma etkisine
sahip olan sodyum, kok merkez silindiri ile gévde dokularinda birikir ve bitkinin suyu
almasin1 engeller (Firat, 1998). Bitki biinyesinde bulunan 6z suyun donma noktasini
diisiirerek, bitkilerin don olaylarindan miimkiin oldugunca az etkilenmesini saglayan
sodyum bitkiler icin oldukca 6nemlidir. Bitkiler, osmotik denge icin de sodyuma ihtiyag

duymaktadir. Sodyum, topragin biinyesinde olan ¢O6ziinmemis haldeki fosforun
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¢ozlnlirliik oranint artirir (Firat, 1998). Ayrica, C4 bitkileri i¢in de oldukga onemli
elementlerden biri olarak kabul edilmektedir (Taiz ve Zieger, 1991).

1.5. Antioksidanlar

Bitkiler, dogalar1 geregi karsilastiklar stres faktorlerinden kagma sansina sahip
olamadiklarindan dolay1 strese dogrudan maruz kalmaktadirlar. Bu maruz kalma ile
birlikte bitkinin biiylime ve gelismesi olumsuz etkilenir ve bunun sonucunda doku ve
organlarin 8liimii gibi durumlar meydana gelebilir (Kardas ve Okmen, 2014; Van, 2007).
Stres faktorlerinin meydana getirdigi hasar; bitkinin cinsine, dayaniklilik ve ortam
kosullarina uyum saglama yetenegine gore degisik sekillerde ortaya ¢ikmaktadir.
Hayatlar1 siiresince bitkilerin dogada birden fazla stres etmeni ile karsi karsiya
geldiklerini g6z onilinde bulundurursak stresle alakali mekanizmalarin aydinlatilmasi ve

dayanikli tiirlerin gelistirilmesi konusu hayati 6nem tasimaktadir.

Bitkiler yasamlar1 boyunca meydana gelen tuzluluk, kuraklik, su basmasi, asiri
soguk ve sicakliklar, radyasyon, toksik metaller, bakteri ve mantarlar gibi biyotik ve
abiyotik stres faktorlerinden olumsuz yonde etkilenmektedirler (Cakmakgi, 2009). Tiim
bu olumsuz etmenler sonucunda bitkilerde, bitki biinyesine zarar veren siiperoksit
molekiilii (Oy), singlet oksijen ('O.), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikalleri
(OH") gibi ¢esitli reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusmaktadir. Bu ROT’lar ise bitki
hiicrelerinde oksidatif strese neden olmaktadir. Hiicresel metabolizmalarda ROT’lar
normal sartlarda siirekli iiretilmektedir ve gesitli korunma mekanizmalari ile etkisiz halde
bulunmaktadirlar fakat, cevresel stres etmenlerinin (tuzluluk, kuraklik, yiiksek veya
diisiik sicaklik, UV, gibi) etkisi ROT’larin sentezlenmesini tetikleyerek birikimlerine
neden olmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010).

Bitkiler stres durumunda olusan bu ROT’larin zararh etkilerini gidermek igin
cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerine sahiptir.
Antioksidanlar, okside olabilen substratlara kiyasla az oranlarda bulunan ve substratlarin
oksidasyonunu engelleyen veya geciktiren maddeler olarak tanimlanmakta ve enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere iki kisma ayrilmaktadir (Becker ve ark.,
2004). Enzimatik olmayan antioksidanlar tokoferoller, askorbik asit, karotenoidler,
glutatyon, askorbat ve fenolik bilesiklerdir. Enzimatik antioksidanlar ise siiperoksit

dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX),
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glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST) ve glukoz 6- fosfat dehidrogenaz
(G6PD) olarak bilinmektedir (Schafer, 2002).

1.5.1. Malondialdehit (MDA)

Bitkilerde meydana gelen stres durumlarinda ilk olarak etkilenen, lipid
peroksidasyonun son iirlinlerinden olan malondialdehittir (MDA). Lipid peroksidasyon
olaymin zincir agamasinda olusan lipid hidroperoksitler olduk¢a dayaniksiz iiriinlerdir;
Ozellikle zincirde agilmalar bi¢iminde yapisal bozulmalara maruz kalarak, aldehidler,
ketonlar, alkanlar, alkenler, karboksilik asitler ve polimerizasyon iirlinler gibi ¢esitli
metabolik sekiller halini alirlar. Bu olaylar neticesinde meydana gelen basta
malondialdehid (MDA) benzeri {iriinler peroksidasyon seviyesini ortaya ¢ikaran

maddelerdir (Comporti, 1993).
1.5.2. Glutatyon (GSH)

Cevresel streslerle karst kariya kalmak, oOncelikle GSH olmak iizere
antioksidanlarin seviyelerinde degisikliklere sebep olur. Glutatyonun artmasi ile birlikte
GSH oraninin yiikselmesi su, soguk ve tuzluluk gibi streslere maruz kalinmasi hiicresel

glutatyon havuzunda ortaya ¢ikan belirtilerdir (Foyer ve ark., 2005).

Sistein iceren bir tripeptittir ve ROT’larin siipiiriilmesine kars1 en etkili
metabolitlerden birisidir (Davies, 2000). Antioksidan savunma sisteminde GSH,
askorbat-glutatyon dongiisiine askorbatin yeniden {iretiminde onemli bir role sahiptir
(Foyer, 1997). Glutatyon, dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi ve ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda olduk¢a yardimer olan glutasyon -S- transferazin (GST) substrati

olarak gorev yapmaktadir (Noctor, 2002).
1.5.3. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD’lar yiiksek katalitik etkinlikte caligan metalloproteinlerdir (Fridovich, 1986).
0’1 H,02’e doniistiirme gorevi olan SOD’larin aktif merkezlerinde bulunan metal
iyonlarina gore {i¢ izoenzimi bulunur. Bunlar bakir ve ¢inko i¢eren Cu/ Zn SOD, mangan
iceren Mn SOD ve demir iceren Fe SOD’lardir (Kukreja ve ark., 2005; Edreva, 1998;
Scandalios, 1993). SOD’larin artiglarinda, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine gore

meydana gelen oksidatif strese karsi koymada ve bitkilerin stres kosullar1 altindaki
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canliliklarini devam ettirmesine katkida bulunmada kilit gorevlere sahiptirler. SOD
enzimi kodlayan genlerin ifade diizeylerinin arastirildigi c¢alismalarda, cevresel stres
kosullar1 ve bitki tiirlerine baglh olarak gen ifadesinde degisikliklerin oldugu ve bu
degisikliklerinin strese karsi koymada 6nemli rol oynadigi ileri siiriilmiistiir (Soydam ve

Aras, 2012; Arvind ve Prasad, 2003).
1.5.4. Protein karbonil (PCO)

Protein oksidasyonunun en kabul edilen belirteci olan protein karboniller (PCO),
oksidatif stres sonucu olusan hastaliklar1 degerlendirmede kullanilir (Dalle-Donne ve ark.,
2003; Levine ve ark., 1990). PCO seviyelerinin belirlenmesi, oksidatif protein hasarini
bulmada hassas bir yontem olmasina karsin bazi aminoasit gruplar1 bakimindan yeterli
olmamaktadir. ROT’larin proteinlerle tepkimesi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve
lizin gibi fazla miktarda amino asit i¢eriginde veya proteinlerin peptit kisminda meydana

gelen oksidatif hasar sonucunda PCO iiriinleri olusmaktadir.

PCO seviyelerinin belirlenmesi protein oksidasyonunu saptamada hassas ve

cogunlukla kabul edilmis bir metottur (Stadtman ve Levine, 2003; Shacter, 2000).
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BOLUM 2
2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Arastirma Materyali

2.1.1. Yesil mercimek (Lens culinaris Medik.)
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YAZLIK YESIL MERCIMEK
Tescil Yili: 1977

Sekil 2.1 Deney Materyalinin Cinsi

Tablo 2.1. Lens culinaris Medik Sistematigi

Alem Plantae
Bolum Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Takim Fabales

Aile Fabaceae

Cins Lens Mill

Tur Lens culinaris Medik.

Yiiksek lisans tez aragtirmalarimizda, su stresi altinda ve biiylime odas1 kosullarinda
yetistirilen yesil mercimek (Lens culinaris Medik.) tohumlar1 kullanilmigtir. Mercimek
tohumlar1 “Gegit Kusagr Tarimsal Arastirma Enstitiisi” (Eskisehir) tarafindan

gelistirilmis, tescilli Sultan I varyetesidir.
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2.1.2. Kullamilan humik asitin icerigi

Deneyde kullanilan humik asit, Cimsan firmasinin (Antalya) iirettigi Premium
marka s1vi humik asit ¢esididir. S1vi humik asit, kat1 halde bulunan leonarditin potasyum

hidroksit ile kimyasal yontemle hazirlanarak ¢ozelti haline getirilen bir {iriintidiir.

Tablo 2.2. Kullanilan Humik Asit ve Igerigi

Sivi Humik Asidin Icerigi Miktar1 (Y%ow/w)
Organik Madde 8
Toplam (Humik + Fulvik) Asit 12
Suda Cozlndr Potasyum Oksit (K20) 8
pH Aralig1 12-14
==

PREMIUT
B G i

PRENMIU
BEsEE T

PRENITUM

5

Sekil 2.2. Deneyde Kullanilan Humik Asit
2.2. Arastirma Yontemi

Bu tez ¢alismasinda, ¢imlendirildikten sonra saksilara aktarilan yesil mercimek
tohumlarinin (Lens culinaris Medik.) fide gelisimleri {izerine iki seviyede su stresi ile

bunlarin lizerine humik asit uygulamalarinin etkileri aragtirilmistir.
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2.2.1. Bitki besin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

2.2.1.1. Stok cozeltilerin hazirlanmasi

Tablo: 2.3: Bitkilerin Yetistirilmesinde Kullanilan Maddeler, Miktarlari; Hoagland-Arnon

Cozeltisine Eklenme Siralar1 ve Hacimleri.

Stok
Kullanilan Kullamlacak | Hazirlanacak | Cozeltiden Stok
Kimyasal Miktar (g) Stok Hoagland’a Cozeltinin
Maddenin Ad1 Cozeltinin Eklenecek Hoagland’a
Hacmi (ml) Miktar (ml) Eklenme
Sirasi
Ca(NO3)2.4H20 23,6 100 5 1.
KNOs3 10,1 100 5 2
MgSQO4.7H20 24,6 100 2 3.
KH2PO4 23,6 100 1 4
FeEDTA (FEEDTA’nin
hazirlanmast) 200 2 5.
Mikroelement | (Mikroelement 100 1 6.
Bilesiminin
Hazirlanmasi)

2.2.1.2. FeEDTA’ nin hazirlanmasi

3 g tartilarak iizerine distile su ilave edilen potasyum hidroksitin (KOH) ¢6ziinmesi
saglandi. Hassas terazide 5,22 g toz etilendiamintetraasetikasit (EDTA) tartilarak 53,6 ml
1 N KOH c¢ozeltisi iizerine ilave edildi. Hassas terazide 4,98 g FeSO4.7H>0, tartilarak,
KOH ve EDTA c¢ozeltisi tizerine eklendi ve manyetik karistirict yardimiyla tamamen

¢Oziindiirildi.

Bu ¢ozeltinin tizerine 200 ml distile su ilave edildi. Cozeltinin pH’s1 5,5 olana kadar
havalanmas1 beklendi. Cozelti bir gece dinlendirildikten sonra, 2 ml FeEDTA 1 It

Hoagland ¢ozeltisi igerisine ilave edildi.
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2.2.1.3. Mikroelement bilesiminin hazirlanmasi

Tablo: 2.4: Mikroelement Cozeltisi Hazirlamada Kullanilan Maddeler ve Miktarlari

Kullanilan Maddenin Ad1 Kullamilacak Madde Miktar (g)
MnSO4.H20 0.155
Zn(NOs)2.6H20 0.234
Cu(NOs3)2.3H20 0.007
H3BO3 0.286
NazMoO4 0.003

Mikroelement ¢ozeltisinin hacmi 100 ml dir. 11 Hoagland ¢ozeltisi yapmak i¢in bu

stok icerisinden 1 ml ¢ekilerek sirasina uygun olarak ilave edildi.
2.2.1.4. Fosfat tamponunun hazirlanmasi

Fosfat tamponu hazirlayabilmek i¢in potasyum fosfatin dibazik potasyum fostat
(K2zHPO4) ve monobazik potasyum fostat (KH2PQO4) formlarindan 0,5 I’lik stok

¢oOzeltiler hazirlandi.

Dibazik potasyum fostat (K2HPQ4) hazirlamak i¢in 87.09 g dibazik potasyum
fosfat tartilarak 450 ml distile su i¢inde ¢oziinmesi gergeklestirildi. Tamamen ¢6ziinme

1slemi saglandiktan sonra hacim 0.5 ml oluncaya kadar distile su ilave edildi.

Monobazik potasyum fostat (KH2PQ4) hazirlamak icin 68.045 gg monobazik
potasyum fosfat (KH>POs) tartilarak 450 ml distile su i¢inde ¢dziinmesi beklendi.
Tamamen ¢Oziinme islemi gergeklestirildikten sonra hacim 0.5 ml oluncaya kadar distile

su eklendi.

Elde edilen stoklar ve asagida yer alan tablo yardimiyla 100 mM ya da 50 mM’lik

istenilen pH’da 1 1 distile su ile seyreltme gerceklestirilerek tampon hazirlandi.
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Tablo 2.5: 0,1 mM Potasyum Fosfat Tamponu pH tablosu (25°C)

pH 1 M KH2PO4 Hacmi (ml) 1 M K2HPO4Hacmi (ml)
58 8,5 91,5
6,0 13,2 86,8
6,2 19,2 80,8
6,4 27,8 72,2
6,6 38,1 61,9
6,8 49,7 50,3
7,0 61,5 38,5
7,2 71,7 28,3
7,4 80,2 19,8
7,6 86,6 13,4
7,8 90,8 9,2
8,0 94,0 6,0

2.2.1.5. Deney gruplarina uygulanacak ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tablo 2.6: Deney Gruplarina Uygulanacak Cozeltilerin Hazirlanmasi.

Deney Gruplar:

Kullanilan Cézeltinin Icerigi

Kontrol (K)

Tablo 2.3’te yer alan maddeler belirtilen siraya ve
miktarlara gore bir araya getirilerek kontrol grubuna
uygulanacak ¢ozelti olusturuldu.

Orta su stresi (S1)

Kontrol ortam1 hazirlamada kullanilan yontemle ¢ozelti
olusturuldu, orta su stresi i¢in belirlenen nemlilik miktari
geregince c¢ozelti eklendi.

Siddetli su stresi (S2)

Kontrol ortam1 hazirlamada kullanilan yontemle ¢6zelti
olusturuldu, siddetli su stresi i¢in belirlenen nemlilik
miktar1 geregince ¢ozelti eklendi.

Orta su stresi

Kontrol ortam1 hazirlamada kullanilan yontemle ¢ozelti

+ olusturuldu, 1 litre Hoagland ¢ozeltisine 10 ml humik
Humik asit asit eklendi ve orta su stresi nemlilik miktarina gore
(STH) sulamasi gerceklestirildi.
Siddetli su stresi Kontrol ortami hazirlamada kullanilan yontemle ¢ozelti
+ olusturuldu, 1 litre Hoagland ¢6zeltisine 10 ml humik
Humik asit asit eklendi ve siddetli su stresi nemlilik miktarina gore
(S2H) sulamasi gerceklestirildi.
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2.2.2. Mercimek tohumlarinin sterilizasyonu ve ¢imlendirme kosullari

Firmanin ilaglamis olarak satigsa sundugu Sultan I tohumlar distile su igerisinde 1-
2 saat bekletildi ve ¢cimlenmeye hazir hale getirildi. Bu islem i¢in 3 petri kabinin tabanina
distile su ile 1slatilmis pamuk yerlestirildi ve pamuklarin {izeri daire sekilde kesilen
kurutma kagitlariyla kapatildi. Bu kurutma kagitlarinin iizerlerine her petriye 30 adet
olacak sekilde Sultan I tohumlar yerlestirildi ve distile su ile 5 giin boyunca sulandi. 90
adet tohumdan 80 tanesi ¢imlendi ve bu 5 giinliik ¢imlenme testi sonunda tohumlari

ekmek i¢in saksilar hazirlandi.

Saksilar, 3/1 oraninda torf (gardol) ve perlit karisimi ile esit agirlikta (370 g)
dolduruldu. 45 saksinin her birine 3 er adet Sultan I tohumu, topragin 1 cm altina gelecek
sekilde ekildi. Her bir saks1 tohumlarin ekildigi giin 100 ml distile su ile suland1 ve Sekil
2.3’te goriilen 22 °C sicakliginda olan bitki yetistirme odasina yerlestirildi.

Sekil 2.3. Bitki Yetistirme Odas1

45 saksidan 42’°sinde biiylime ve gelisim gozlendi ve stres faktoriinii uygulamak

tizere 3 adet olarak ekilen tohumlar 1 taneye indirildi. Her birinde 8 saksi olmak tizere 5
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gruptan 40 adet saksi ile deneye baslandi. Bu 5 grup K, S1, S2, SIH ve S2H olarak

belirlendi.

K  =Kontrol grubu.

S1 = Orta su stresi.

S2 = Siddetli su stresi.

S1H = Orta su stresi + humik asit
S2H = Siddetli su stresi + humik asit

Uygulama gruplarina verilecek su miktarlarinin belirlenmesi i¢in etiive 3 adet 648
g agirliginda saksilar konuldu ve 5 giin bekletildi ve 5 giin sonunda agirliklar ortalama

226,4 g olarak belirlendi. Formiile gore;
(Ilk agirlik — Son agirlik).X/100 seklindedir. (X/100 = Togragin nemlilik miktar1)

Bu agirliklara gore yapilan hesaplamalarda K gruplarinin nem ihtiyacinin %80
oldugu S1 gruplarinin nem ihtiyacinin %65 oldugu ve S2 gruplarinin nem ihtiyacinin %49
oldugu belirlendi. Uygun stres kosullarini uygulayabilmek i¢in K grubuna tart1 lizerinde
518 g olacak kadar, S1 grubuna tart1 lizerinde 422 g olacak kadar ve S2 grubuna tarti
tizerinde 320 g olacak kadar Hoagland ile sulanmasi, S1H grubuna tart1 lizerinde 422 g
olacak kadar Hoagland + humik asit ve S2H grubuna tarti {izerinde 320 g olacak kadar
Hoagland + humik asit ¢ozeltisi ile sulanmas1 uygun goriildii. Bu sulama islemi hafta i¢i

Pazartesi ve Persembe giinleri olmak {izere deney boyunca yapildi.
2.2.3. Biiyiime parametrelerinin o6lciilmesi

Yaklasik 4 ay siiren ¢alisma sonunda bitkiler hasat edildiler. Hasat islemi, her bir
saksidaki bitkilere uygulandi. Bitkilerin boy uzunluklari 6l¢iildiikten sonra her bir bitki
kok ve govde kisimlarina ayrildi. Kok, topraktan alindiktan sonra distile su yardimu ile
topragindan temizlendi. Her bitkiye ait gévde kok ve yapraklarin yas agirliklar: tartildi.
Bitkilerin kok uzunluklar1 6lgiildii ve yaprak alanlar1 hesaplandi. Yaprak alani, tarayici

yardimut ile belirlendi ve ImagelJ programu ile yaprak alanlar1 hesaplandi.
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Olgiilen ve hesaplanan biitiin degerler kaydedildi ve ornekler zarflara aktarildi.
Biitiin yas drneklerin kurumas i¢in hazirlanan zarflar 2 giin siireyle 80 °C’a ayarlanan
etiivde bekletildi. Etiivden alinan oOrneklerin kuru agirliklart tartildi ve yas yakma
metoduna hazir hale getirildi. Ornekler yas yakma metodu igin ogiitme islemi

gerceklesene kadar desikatorde bekletildi ve nemlenmeleri engellendi.
2.2.4. Bitki besin elementlerinin iceriklerinin belirlenmesi
Mineral maddelerin miktari, deney gruplarina ait bitki 6rneklerinin analiz edilmesi

ile belirlenmektedir.

Bu calismada; Sultan I (Lens culinaris Medik.) varyetesinin toprak alt1 ve toprak
iistli organlarinda bulunan besin maddelerinin miktarlarini saptamak amaciyla yas yakma

metodu uygulandi (Kagar, 1972).
Yas yakma metodunun uygulanmasi icin gerekli olan arag¢ ve geregler:
1. Havan
2. Hassas terazi
3. 125 ml’ lik erlenmayer
4. Kullanilan erlenmayerler i¢in uygun boyutta kii¢iik huniler
5. Su banyosu
6. Isitic1 tabla
7. Ceker ocak
8. 50 ml biiret
9. 100 ml” lik meziir
10. 100 ml’ lik kahverengi cam sise
Yas yakma metodu i¢in gerekli kimyasal maddeler:
1. %68’ lik nitrik asit
2. %72’ lik perklorik asit

Yas yakma metodu i¢in distile su ile yikanip etiivde kurutulan havanlarda 6giitiilen
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ornekler tartildi ve degerleri kuru agirlik olarak kaydedildi. Toz halindeki ornekler
erlenmayere aktarildi ve {izerine, nitrik asit + perklorik asit ¢ozeltisinden (500 ml nitrik
asit lizerine 125 ml perklorik asit ilave edilerek hazirlandi1) 8 ml olacak sekilde eklendi.
Sekil 2.4.” te goriildiigii gibi, erlenmayer 45 °C’lik su banyosunda 1 saat bekletildikten
sonra ¢oziicii icerisindeki nitrik asidin uzaklagmasi i¢in 150-180 °C sicakliktaki 1sitma
tablast lizerine yerlestirildi. Ceker ocak icerisinde gerceklestirilen 1sitma islemi,

cozeltiden geriye yaklasik 1 ml kalana kadar stirdiiriildii.

Ardindan erlenmayerlerdeki igerigin sogumasi i¢in belirli bir siire bekletildikten
sonra, i¢erisine distile su ilave edilerek i¢indeki 1 ml’ lik madde ¢6ziildii. Bu ¢ozelti 100

ml’ lik meziir icerisine aktarildi ve iyice calkalanip hacmi ayarlandi. 100 ml’ lik 151k

gecirmeyen saklama sisesine aktarilan ¢ozeltiler analize hazir hale getirilmis oldu.
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Sekil 2.4. Yas Yakma Metodu
2.2.5. Santrifiij islemi

Deney sonunda Sultan I fidelerinin kokleri saksidan ¢ikarildiktan sonra distile su
yardimi ile topraktan arindirildi. Kok kisimlarinin tartim iglemleri yapildi. Tartim
isleminin ardindan havan igerisinde 6nceden hazirlanmis fosfat tamponu ile ezilme islemi
gerceklestirildi. 1 g agirliga 10 ml (1/10 oraninda) fosfat tamponu kullanilarak havanda

ezme gergeklestirildi.

Ezilen kokler antioksidan analizlerinde kullanilmak iizere her grup igin ayr1 olarak
etiketlenmis 3 ml’lik mikro santrifiij tiiplerine aktarildi. Tiipler 13,000 rpm’de 15 dakika
santrifiij islemine tabii tutuldu. Santrifiij tamamlandiktan sonra supernatant kisimlar1 her
bir grup i¢in ayri1 olarak etiketlenmis 3 ml’lik mikro santrifiij tliplerine aktarild1 ve

antioksidan analiz isleminin gerceklestirilecegi giine kadar -80°C’de bekletildi.
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2.2.6. Biyokimyasal yontemler
2.2.6.1. Bradford metodu ile protein tayini
Yontemin prensibi

Deney gruplarina ait total protein miktarlar1 Bradford’a (Bradford, 1976) gore
gerceklestirildi. Commassie brillant blue G-250’nin proteinleri renklendirme niteliginden
yararlanilarak Bradford metodu ile protein miktar1 tayin edildi. Negatif yiiklii olan ve
proteindeki (+) yiiklii gruplara yapisma 6zelligine sahip olan Commassie brillant blue G-
250 belirleyici bir boyadir. Boya proteinle etkilesime girdiginde mavi renk ortaya
¢ikmaktadir.

Commassie brilant blue G-250 ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 mg Commassie Brilant Blue G-250, 50 ml %95 konsantrasyonundaki etanolde
¢oziindiiriildii. Ustiine 100 ml %85°lik fosforik asit ilavesi gergeklestirildi. Filtre kagid:
sayesinde siizme iglemi yapilarak hacmi 1 litreye tamamlanacak sekilde distile su ilave
edildi. Bradford yonteminde kullanilana kadar, ¢ozelti 2 litrelik otoklav sisesinde

aliminyum folyo ile sarilarak karanlikta bekletildi.
Stok ve standart protein ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

100 pg Bovine serume albumin (BSA), 0,15 M’lik NaCl ¢dzeltisi ile hacmi 1000 pl
olacak sekilde bir ¢ozelti elde edildi. Bu stok ¢ozeltiden Tablo 2.7’ye gore standart

¢Ozeltiler olusturuldu.

Tablo 2.7. Bradford yontemi ile protein tayini igin kullanilan ¢Ozeltiler

Standart (pg/ 1,5 ml) Stok BSA c¢ozeltisi (ul) 0,15 M NaCl hacmi
(seyreltme hacmi, pl)

10 100 1400
20 200 1300
30 300 1200
40 400 1100
50 500 1000
60 600 900
70 700 800
80 800 700

90 900 600
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Bradford reaktifi: 0,1 g Coomassie Brillant Blue G-250
50 ml %95 Etil Alkol
100 ml %85 Fosforik Asit

Yukaridaki kimyasal maddeler iizerine son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su
ilave edildi. Karanlikta 1 gece boyunca tutularak hazir hale gelmesi saglandi. Filtre

kagidindan gecirilerek ¢ozelti kullanima hazir hale getirildi.
Deneyin yapilisi

Ornekten 100 pl alinarak deney tiipiine aktarildi. Ardindan vortekslenerek, iizerine
hazirlanan Bradford ¢ozeltisinden 5 ml eklendikten sonra 5 dakika siiresince reaksiyonun
gerceklesmesi icin beklendi. Bu silirenin sonunda 595 nm’de absorbans okumasi
gerceklestirildi. Standart ¢ozeltiden (BSA) 1°er ml eklendi ve prosediir yerine getirilerek
standart egri grafigi olusturuldu. 595 nm’de absorbans degerleri okunarak konsantrasyona

kars1 absorbans grafigi elde edildi.
2.2.6.2. Malondialdehit (MDA) diizeyi 6l¢ciim yontemi

Bitkisel dokulardaki lipid peroksidasyonu Malondialdehit’in, baglica bir 2-
Tiyobarbitiirik asitin (TBA) reaktif ¢esidi ve lipid peroksidasyon iirlinliniin dl¢iilmesi ile
saptanmaktadir (Heath ve Packer, 1968). Coklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuyla olusan malondialdehit (MDA) oksidatif stresin gostergesidir. 2-
Tiyobarbitiirik asitin (TBA) yiiksek sicaklikta, asidik ortamda MDA ile verdigi reaksiyon
sonucunda pembe renkli bilesik olugmaktadir. Bu bilesigin 532 nm dalga boyunda dl¢timii
esas alinarak prosediir yerine getirilmektedir. Bu yontemde TBA, karisimda yer alan
MDA’nin haricinde bagka maddelerle de tepkime verebilmektedir. Bu durumdan dolay1
TBA ile tepkime veren maddeler olarak adlandirilan tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler

(TBARS) olarak da bilinmektedir (Dahle ve ark., 1962).
Deneyde kullanilan reaktiflerin hazirlanmasi

%0,75’lik hazirlanmasi i¢in 0,75 g TBA (Tiyobarbiitik Asit) tartildi, hacim 100 ml
oluncaya kadar distile su ilave edildi. 250 ul 6rnek ¢ekildi. Kor olarak 1 ml %20 TCA
(Trikloroasetik Asit) icerisinde hazirlanmis %0,5 oraninda 1,5 ml TBA ilave edildi. 5 M
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HCI (%37°1ik 12M derisik HCI ¢ozeltisi kullanilarak elde edilir.) hazirlamak i¢in 41,666
ml derisik HCI ¢ekildi ve hacim 100 ml olacak sekilde distile su eklendi.

Deneyin yapilisi

200 pl 6rnek + 1,5 ml TBA + 1 ml TCA + 0,2 ml HCI igerikli ¢6zelti hazirlandi ve
kaynar su banyosunda (95°C) en az 15 dakika 1sinmaya birakildi. Kaynatmadan sonra
cozeltiler sogutuldu. Daha sonra ortaya ¢ikan pembe renkli ¢ozeltinin 532-535 nm’de

absorbans degerlerinin okunmasi gergeklestirildi.
Hesaplama

Olgiim ydnteminde asagidaki protokol kullanilarak hazirlanir.

Tablo 2.8. MDA Deney Protokolii

NUMUNE KOR
Supernatant 100 ul 100 pl
Etil Alkol 1ml 1ml
Fosfat Tamponu 1 ml 1ml
TCA 1ml 1ml
TBA 1,5ml -

Deney tiipleri 30 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Daha sonra 4000 devirde
20 dakika santrifiij islemine tabii tutuldu. Kor tiiplerine spektrofotometrik 6l¢iim
esnasinda 1,5 ml TBA ilave edildi. Kor ve numune tiiplerindeki ¢ozeltilerin absorbans
degerleri 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Cikan absorbans
degerleri kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla MDA konsantrasyonu tespit edildi.

(ABS /1,56X10° ) X (TOTAL HACIM / ORNEK HACMI ) X (10®) = mikromol / L

*ABS: Absorbans Degeri.
2.2.6.3. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6l¢ciim yontemi

Stiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) superoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi tepkimesinin SOD
enzimi tarafindan inhiber edilmesi yoluyla spektrofotometrik olarak 560 nm dalga

boyunda tespit etme esasi ile ¢calismaktadir. Ortamda SOD enzimi bulunmasi durumunda

stiperoksit radikali stipiiriilecek NBT indirgenmesinde diisiis goriilecektir.
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Orneklere ait siipernatantlardan 3’er pl cekildi ve iizerlerine 3’er ml substrat
tamponu (Tablo 2.9.) eklendi. Ardindan son derisimi 2 pM olmast i¢in 0.2 mM’lik

riboflavin ilave edildi ve floresan beyaz 151k altinda renk doniisiimii goriiliinceye beklendi.

Spektrofotometrik okuma icin blank eldesi, 6rnek yerine 200 pl ekstraksiyon
tamponu eklendi ve beyaz 151k altinda koyu mavi renk degisimi olana kadar bekletildi.
Blank ve 6rnekler 560 nm dalga boyunda spektrofotometre okunmasi gergeklestirildi.
Ayni1 zamanda yapilan spektrofotometrik okumalar her bir 6rnek i¢in protein miktarina
da karsilik geldigi icin deney gruplarina ait 6rneklerin protein miktarlar1 bu yontemle

hesaplandi.
Okunan absorbans degerleri ise asagidaki formiile gore hesaplandi:
%Inhibisyon= [(Ornek: A560-Kor A560) x 100] / (Pozitif kontrol AS60K6r A560)

Tablo 2.9. SOD i¢in Ekstraksiyon Tamponu Hazirlanmasi

Cozeltinin Ad1 Cozeltinin Hazirlanisi

Stok A ¢ozeltisi: 0,2 M NaH2P0O4.2H,0
Stok A ¢ozeltisi: 0,2 M NaH2PO4.2H,0
A c¢ozeltisinden 39 ml ve B ¢ozeltisinden
Ekstraksiyon ¢ozeltisi 61 ml (pH miktart 7.0) alinarak
kanigtirildiktan ~ sonra  elde  edilen

konsantrasyon 0.1 mM olacak sekilde 4 g

polivinilpirolidon ve EDTA eklendi.

Tablo 2.10. SOD igin Olgiim Tamponu Hazirlanmasi

Eklenecek Stok Cozeltiden Konsantrasyonun
Bilesenler Stok Alinma Miktari Son Miktar
Fosfat Tamponu 100 mM 1,5 ml 50 mM
Sodyum Karbonat 2M 75 ul 50 mM
EDTA 05M 0,6 pl 100 uM
L-methionine 300 mM 129,9 ul 13 mM
NBT 7,5 mM 30 ul 75 UM
Distile su - 1,265 mi -
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Bu yontemde 1 U SOD enzim aktivitesi NBT indirgenmesini %50 oraninda
engellenmesi igin gereken enzim miktar1 olarak bilinmektedir (Durak ve ark., 1996; Sun

ve ark., 1988).
2.2.6.4. Protein karbonil (PCO) aktivitesi olciim yontemi

Protein karbonil gruplar1 2,4- dihidrofenilhidrazin (DNPH) ile proteinlerin
gruplarmin  tepkimesi sonucu hidrazon olugmasi ydntemine bagli olarak

spektrofotometrik olarak 360 nm deki dl¢iimii ile tespit edilmistir.
Deneyde kullanin reaktiflerin hazirlanmasi

250 ml 2,5 M HCI i¢in 51,75 ml konsantre HCI kullanilarak son hacim 250 ml ye
tamamlandi. 198,14 mg DNPH alind1 ve 200 ml 2,5 ml HCI’de ¢oziilmesi gergeklestirildi.
57,318 g guanidin HCI+849,2 mg tripotasyum fosfat (K3POs) son hacmi 200 ml ye
tamamlanarak ¢oziinme islemi gergeklestirildi. Cozeltinin pH’s1 2,3e seyreltik HCI ile

ayarlamasi ile yapildi.
Deneyin yapilis

Tiiplere 300 mikrolitre 6rnek cekildi ve tizerine 700 mikrolitre soguk %0,9’luk
NaCl eklenerek vorteks islemi gerceklestirildi. Orneklere 1 ml DNPH ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon gerceklestirildi. Ardindan vorteks ile iyice karistirildi. Proteinleri ¢oktiirmek
amaciyla tiiplerin {izerine 1 ml %20’lik TCA ilave edildi. Ornekler ¢alkalandiktan sonra
10 dakika boyunca buzdolabinda bekletildi. Buzluktan ¢ikarilan tiipler vortekslendikten
sonra +4°C ye ayarlanmis santrifiijde, 6500 rpm’de 1 dakika siireyle santrifiij islemi
gerceklestirildi. Supernatant fraksiyonu pelet kaybi olmamasina dikkat edilerek
uzaklastirilmas: saglandi. Yikama amaciyla peletin tizerine 4ml %10’luk TCA eklendi.
Protein igeren peletler, pelet kayb1 olmamasi amaciyla iyi sekilde vorteks islemine tabii
tutuldu. Vorteksleme isleminin ardindan tiipler 6500 rpm’de 1 dakika siireyle santrifiij
islemi gerceklestirildi. Peletler etanol:etil asetat (2 ml:2 ml) ile karnstirildi. Vorteks
isleminden sonra yikama gercgeklestirildi. Yikama isleminin ardindan peletleri iceren
tiiplere 2 ml guanidin ¢ozeltisi eklenerek vortesk islemi yapildi. Boylece iyice ¢oziinme

gerceklestirildi. Ornekler guanidin kériine karsilik 360 nm’de absorbans degerleri okundu.
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2.2.6.5. Glutatyon (GSH) aktivitesi olciim yontemi

Glutatyon 6l¢iimii, Beutler ve arkadaslariin belirttigi prensibe gore hazirlanmistir
(Beutler ve ark., 1963). Yontemde stlfidril gruplar1 5,5°dithiobis 2-nitrobenzoic acid
reaktifi ile kromojen bilesik meydana getirmekte ve ortaya c¢ikan sar1 renk 412 nm’de

reaktif korline kars1 okunmasiyla gerceklestirildi.
Deneyde kullanilan reaktifler

Deproteinizasyon islemi i¢in 16,7 gr glasiyel metafosforik asit (H;POs3 ve NaPO3
karigimidir), 2 gr Na;EDTA, 300 gr NaCI (1 litre i¢in) DNTB (5,5’dithiobis 2-
nitrobenzoic acid): 1| mM DTNB, %1°lik sodyum sitrat i¢erisinde hazir hale getirildi. (40
mg) Na,HPOy ¢ozeltisi: 0,3 M (anhidrit)

Deneyin yapilhisi

Analiz i¢in kor, standart ve numune tiipleri belirlendi. Standart olarak 200 pl
standart, numune kismina 200 pl 6rnek eklendikten sonra her iki tiipe 2 ml distile su ve 3
ml presipitasyon soliisyonu eklendi. 5 dakika boyunca inkiibe edildi. 0.4 ml saf su ve 0.6
ml presipitasyon soliisyonu kor tiipiline ilave edildi. Karigimlar siiziildiikten sonra elde
edilen kisimlarindan 1 ml siipernatant cekildi. Ustiine 4 ml fosfat solusyonu ve 0.5 ml
DTNB (5-5'- dithiobis 2-nitrobenzoik asit) ilave edildi ve 412 nm’ de absorbans degerleri

belirlendi.
2.2.7. istatistiksel analizler

Kontrol ve deney gruplarina ait bitkilerin replikasyonlarinin istatistiksel olarak
karsilastirilmalarinda SPSS (16,0) programi kullanilarak Kruskal-Wallis ve Mann
Whitney U testi uygulandi. Bu testler ile 6lcililen parametrelere ait ortalamalarin anlamli
olup olmadigini belirlendi. Anlamlilik diizeyi %95 (p<0,05) olarak belirlendi. Tablo ve

grafiklerde hata ¢ubuklari, ortalamanin standart hatasina goére verilmistir.
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BOLUM 3
3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada, orta ve siddetli su stresi altinda yetistirilen yesil mercimek (Lens

culinaris Medik.) fidelerinde humik asitin etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

3.1. Humik Asitin Su Stresi Altinda Yetisen Yesil Mercimegin (Lens culinaris
Medik.) Buyiime Parametreleri Uzerine EtKisi.

3.1.1. Govde boy uzunlugu;

Humik asidin, yesil mercimegin biiyiime parametreleri {izerine olan etkilerinin
belirlenmesi i¢in bitkinin boy uzunlugu, kok uzunlugu, yaprak alani, kok yas ve kuru
agirliklari, govde yas ve kuru agirliklari, yaprak yas ve kuru agirliklarinin 6l¢iimleri

alinmustir.

Yalniz Hoagland ¢ozeltisi ile yetistirilen kontrol grubu bitkilerine gore, orta su
stresi uygulanan gruba ait boy uzunlugunun %5,3 oraninda arttigi ancak bu artigin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir (p=0,056) (Sekil 3.1.). Siddetli su
stresi uygulanan fidelerin boy uzunluklarmin, kontrol grubuna gore %12,5 oraninda
azaldig1 ve bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p=0,010). Su
stresi uygulanan fideler ile karsilastirildiginda humik asit ilave edilmis deney gruplarinin
her ikisinde boy uzunlugunun arttig1 ve boydaki bu uzamalarin anlamli oldugu tespit
edilmistir (p=0,020). Bu artis S1’e gore S1H de %S5,1; S2’ye gore S2H de %12,3

oranlarinda gergeklesmistir.

Oztiirk (1999), bugdayda bitki boyunun kurak kosullardan olumsuz olarak
etkilendigi ve 6nemli derecede azaldigini rapor etmistir. Shirazi ve ark. (2005), bugday
ile yaptiklar1 ¢alismada su stresinin bitki boyunda diisiise neden oldugunu belirtmistir.
Kugvuran ve ark. (2010), kavun ile yaptiklari ¢alismada su stresi uygulanan ¢esitlerde su
stresinin kontrol bitkilerine gore bitki boylarinda bir kisalmanin meydana geldigini
belirtmislerdir. Ashraf ve Iram (2005) ve Yin ve ark. (2005), yaptiklar1 ¢alismalarda su
stresinin fasulye bitkisinde gelisimi engelleyen en onemli etmenlerden biri oldugunu
rapor etmiglerdir. Bu bulunan sonuglar, yaptigimiz ¢alismadan elde edilen sonuglar ile

paralellik gostermektedir.
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Sekil 3.1. Yesil Mercimek Fidelerinin Hasat Edildigi Giindeki Goriintiileri
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Sekil 3.2. Yesil Mercimek Fidelerinin Boy Uzunluklari. p < 0,05 K grubuna gére, p

<0,05 S1 grubuna gore, Cp < 0,05 S2 grubuna gore. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart
hatasina gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi, STH: Orta

su stresi + humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Cesitli bitkilerde humik asit uygulamalarinin istatistiksel olarak anlamli artiglara
yol actig1 calismalar bulunmaktadir. Unsal (2007), nohut ile yaptig1 calismada, humik asit
uygulamalarinin bitki boyuna %35-15 arasinda etki ettigi ve olduk¢a 6nemli oldugu
sonucuna ulagmistir. Benzer sekilde Tan ve Noparnombodi (1979) misirda, Akay ve
Onder (2004) yine nohutta, humik asit uygulamalarinin boy uzunluguna énemli etki

ettigini belirtmislerdir.
3.1.2. Kok uzunlugu

Hoagland ¢ozeltisi ile yetistirilen kontrol grubu bitkilerine gore, orta su stresi
uygulanan gruba ait kdk uzunlugunun %21,2 oraninda arttig1 ve istatistiksel olarak

anlaml diizeyde oldugu bulunmustur (p= 0,002). Siddetli su stresi uygulanan fidelerin
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kok uzunluklarinin, kontrol grubuna gore %39,3 oraninda azaldigi ve bu azalisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu sonucuna ulasilmistir (p=0,001). Su stresi ile birlikte
verilen humik asit uygulamasinin ise iki stres grubunun kok uzunlugu gelisimine olumlu
etki yaptig1 ve bu artislarin anlamli oldugu tespit edilmistir (p= 0,002). Bu artis oranlari
S1’e gore S1H de %14,2; S2’ye gore S2H de %28,7 oraninda gerceklesmistir.
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Sekil 3.3. Yesil Mercimek Fidelerinin K6k Uzunluklari. 2p < 0,05 K grubuna gore, °p <
0,05 S1 grubuna gore, °p < 0,05 S2 grubuna gore. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart
hatasina gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta

su stresi + humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Su stresi, koklerin gelisimini ve uzunluklarin1 yiksek oranda engellemekte ve su
stresinin diizeyi dogrultusunda kok gelisimlerini olumsuz etkilemektedir (Adda ve ark.,
2005). Bitkilerin, kurak ortamlarda kok gelisimlerini genellikle tamamlayamamalarina
karsin nemli ortamlarda bitkilerin kok uzunluklarinda artislar oldugu bilinmektedir
(Blum, 2009). Bitki boylarinin, su stresleri karsisinda kontrol gruplarina kiyasla azaldigi,

govde ve kok biiylimelerinin negatif yonde etkilendigi, calismalarda belirtilmistir (Kurum
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ve ark., 2013; Abdalla ve El-Khoshiban, 2007; Chartzoulakis ve Klapaki, 2000). Guzel
(2006), domates ile yapilan ¢alismada, su stresine maruz birakilan domates bitkilerinde
kok gelisiminin ve kok uzunlugunun kontrol gruplarina gore %18 ve %47 oranlarinda
azaldiginm belirtmistir. Shou ve Ark. (1991) saksi caligmalarinda 8 soya tiirlinii suni
kurakliga maruz birakmiglar ve soyada su stresinin yaprak/kok, bakla/kok diizeylerini,

tohumlarin bin dane agirligini ve ¢imlenme yiizdelerini diisiirdiglinii belirtmislerdir.

Humik asit kok gelisimine biiyiik oranda katki saglar ve bunun devaminda da bitki
gelisimine Onemli oranda destek olur. Humik asit tarafindan yapilan bu olumlu etki
koklerde biiyiik oranda etkili oldugundan bitkide ¢ok faydali bir kdklendirici olarak islev
gormektedir (Akinci, 2011). Eyheraguibel ve ark. (2008), musir bitkisi ile yaptiklar
calismada humik asidin fidelere ilave edilmesi ile birlikte bitkilerin kdk ve gdévde
uzunluklarinda %23 ve %72,5 oraninda bir arti oldugunu gézlemlemislerdir. Thenmozhi
ve ark. (2004) yerfistig1 ile yapmis oldugu ¢alismada, humik asit etkisinin vejatatif
gelismeyi arttirdigini belirtmislerdir. Calismamizda ise kok uzunluklarin anlamli olarak

arttig1 ve bu sonuglarla benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
3.1.3. Yaprak alanlan

Hoagland ¢o6zeltisi ile yetistirilen kontrol grubu bitkilerine gore, orta seviye su stresi
uygulanan gruba ait yaprak alanlar1 %15,8 oraninda artmistir ancak istatistiksel olarak
anlamli degildir (p=0,529) (Sekil 3.3). Siddetli seviye su stresi uygulanan fidelerin yaprak
alanlarinin, kontrol grubuna gore gore %18,4 oraninda azaldig1 ancak istatistiksel olarak
anlamli olmadig: tespit edilmistir (p=0,074). Su stresi ile birlikte verilen humik asit
uygulamasinin ise iki stres grubunun yaprak alani gelisimine olumlu etki yaptig1 ve bu
artiglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p= 0.046, p=0,027). Bu artis
oranlar1 S1°e gore S1H de %38.,4; S2’ye gore S2H de %39,6 oraninda gerceklesmistir.
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Sekil 3.4. Yesil Mercimek Fidelerinin Yaprak Alanlar1. 2p < 0,05 S1 grubuna gore, °p <
0,05 S2 grubuna gore. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart hatasina gore verilmistir. K:
Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta su stresi + humik asit, S2H:

Siddetli su stresi + humik asit.

Su stresine maruz kalan bitklerin yapraklarinda olusan morfolojik degisimler
cogunlukla transpirasyonla eksilen su miktarin diisiirme yoniindedir (Mahajan ve Tuteja,
2005). Skirycz vd. (2011), su stresinin, yaprak alaninda negatif etkiye sebep oldugunu
ifade etmislerdir. Kiran ve ark. (2014), kavun ve domates bitkileri ile yaptiklari calismada
su stresi uygulanan gruplarin, yaprak alanlarinin kontrol gruplarina gére daha gerilerde
kaldiklarin1 belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise, bu bilgilere paralel olarak siddetli

seviye su stresinde yaprak alanlarinda 6nemli oranlarda azalmalar gergeklesmistir.

Stres gruplarma humik asit uygulamasi, yaprak alanlarini istatistiksel olarak
anlamli sekilde arttirmistir. Meganid ve ark. (2015), fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
bitkisi fidelerine tuzluluk stresi uygulamis ve tuz ile birlikte humik asit ilavesi ile birlikte
yaprak alanlarinda istatistiksel olarak anlamli artiglar oldugunu belirtmislerdir. Dursun ve

ark. (1998), humik asitin 50, 100, 150 ve 200 ml/l lik konsantrasyonlarinin domates ve
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patlican fidelerinin yaprak alanlarini gozle goriiliir bir sekilde arttirdiginu vurgulamistir.

Biiyiikkeskin (2008), bakla bitkisi ile yaptig1 ¢alismada humik asit uygulamasinin,
bitkinin yaprak alanlarin1 %18 oraninda arttirdigini belirtmistir. Motaghi ve ark. (2014),
yapmis olduklar1 ¢aligmada boriilce bitkisine humik asit uygulamis ve bu uygulama
sonucunda yaprak alanlarinin kontrol gruplarma gore %?25-30 araliginda arttigini

bildirmislerdir. Elde ettigimiz sonuglar bu ¢alismalar1 destekler niteliktedirler.
3.1.4. Kok yas agirhiklari

Kontrol grubu bitkilerine gore, orta seviye su stresi uygulanan gruba ait kok yas
agirliklart %21,4 oraninda artmistir. Siddetli seviye su stresi uygulanan fidelerin kok yas
agirliklart kontrol grubuna gore %21,4 oraninda azalmistir fakat bu veriler istatistiksel
olarak anlamli degildir (p=0,600 ve p=0,248) (Sekil 3.4). Her iki stres grubuna uygulanan
humik asit ise S1°e gore S1H de %4,1 ve S2’ye gore S2H de %18 oranlarinda kok yas
agirliklarin arttirmigtir. Bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p=0,674 ve
p=0,600).
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Sekil 3.5. Yesil Mercimek Fidelerinin Kok Yas Agirliklari. Hata ¢ubuklari, ortalamanin
standart hatasina gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi,
S1H: Orta su stresi + humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Su stresi olustugu anda bitki eksik olan su ihtiyacini tamamlamak adina gévde
gelisimini azaltip kok biliylimesini arttirmaya calisir. Ancak su stresinin uzun siirmesi ve
siddetli olmas1 durumunda gévde ve kok gelisiminin yavaslayip en sonunda durdugu
bilinmektedir (Gtir, 2018). Anbessa ve Bejiga (2002), su stresine toleranslilik bakimindan
nohut ¢esitlerini incelemisler ve 18 nohut ¢esidinin su stresine kars1 dayanikli oldugunu
belirtmislerdir. Bu toleransl gesitlerin su stresine maruz kaldiklarinda diger tiirlere gore
%10 daha fazla iiriin verdigini rapor etmislerdir. Su stresine duyarh tiirlerde stres
kosullarinda yas kok agirligi, kok hacmi ve kdklenme seviyesinin yiiksek oranda diistiigii
ve yaprak alaninin artiginda yavaslamalarin oldugu tespit edilmistir. Zeid ve Shedeed
(2006), yaptiklar1 ¢aligmada, yonca bitkisini su stresine maruz birakmiglar ve bunun
sonucunda bitkinin yas ve kuru agirhigiyla birlikte kok yas agirhiginda da azalmalarin
goriildiigiinii rapor etmislerdir. Buna benzer ¢alismalarda da su stresine maruz kalan
bitkilerde, bitkinin tiirline ve stres seviyesine gore kok yas agirliginda degisimlerin
olabilecegi belirtilmistir (Abdalla ve EI-Khoshiban, 2007; Ecem, 2010; Sani ve Farahani,
2010).

Buytikkeskin (2008), Buytikkeskin ve ark. (2009), Blytkkeskin ve Akinct (2011)
yaptiklar1 ¢aligmalarda humik asidin baklanin biiylime parametreleri iizerine olumlu
etkiler yaptig1 belirlenmistir. Humik asitin, bakla bitkisinin kok yas agirligin1 kontrol
gruplarmma kiyasla Onemli oranlarda arttirdigim1 rapor etmislerdir. Bu yapilan

caligmalardaki sonuglar bizim ¢alismamaiz ile paralellik gostermektedirler.
3.1.5. Kok kuru agirhklar:

Kontrol grubu bitkilerine gore, orta seviye su stresi uygulanan gruba ait kok kuru
agirliklart %37,5 oraninda artmistir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,059). Siddetli seviye su stresi uygulanan fidelerin kok kuru agirliklar1 kontrol
grubuna gore %12,5 oraninda azalmistir ancak bu veriler istatistiksel olarak anlamli
degildir (p=0,529). Her iki stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e gére S1H de %5,1
ve S2’ye gore S2H de %]1,5 oranlarinda kok kuru agirliklarini arttirmistir. Bu artiglar
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,753 ve p=0,834).
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Sekil 3.6. Yesil Mercimek Fidelerinin Kok Kuru Agirliklari. Hata gubuklari, ortalamanin
standart hatasina gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi,

S1H: Orta su stresi + humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Yas kok agirligi boliimiinde belirttigimiz gibi bitkinin yiiksek seviyedeki su
stresine uzun siire maruz kalmasi durumunda kok ve govde gelisiminin durdugu
bilinmektedir. Bitki kokleri su stresine karsi tolerans diizeyinin olgiilmesinde oldukga
onem arz eden bir belirleyici olmas1 nedeniyle ¢cogu kisi tarafindan arastirilan bir kisim
olmustur. Oztiirk (1999), ekmeklik bugday ile yaptiklar1 ¢alismada kurak kosullarda
yetisen bugday bitkilerinin kok kuru agirliginda %10-20 araliklarinda azalma oldugu

belirtilirken, sulama kosullarinin kdk agirligini arttirdigini tespit etmislerdir.

Eyheraguibel ve ark. (2008), misir fidelerine humik asit uygulanmasinin misir
koklerinin kuru agirliklarini kontrole gore %35,8 oraninda arttirdigini rapor etmislerdir.
Arancon ve ark. (2003), cilek ile yaptiklar1 calismada humik asit uygulamasinin gilek kok
kuru agirhigim1 kontrol gruplarina kiyasla 6nemli oranda arttirdigini belirtmislerdir.
Buyukkeskin (2008), bakla ile yaptigi ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmis ve kok
yas agirliginda oldugu gibi kuru agirlikta da artislar meydana geldigi tespit edilmistir. Bu

sonuclar bizim ¢aligmamizdaki sonuglarla uyum gostermektedir.
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3.1.6 Govde yas agirhklan

Kontrol grubu bitkilerine gore, orta seviye su stresi uygulanan gruba ait govde yas
agirliklar1 %16 oraninda artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,294). Siddetli seviye su stresi uygulanan fidelerin gévde yas agirliklar1 kontrol
grubuna gore %77,3 oraninda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmigtir (p=0,001).
Her iki stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e gore SIH de %10,3 ve S2’ye gore
S2H de %52,9 oranlarinda govde yas agirliklarini arttirmistir. Orta stres grubuna verilen
humik asit uygulamasindaki artis istatiksel olarak anlamli degil iken (p=0,059), siddetli
stres grubuna verilen humik asit uygulamasindaki artis istatistiksel olarak anlamlidir

(p=0,012).
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Sekil 3.7. Yesil Mercimek Fidelerinin Govde Yas Agirliklari. 2p < 0,05 K grubuna gore,
by < 0,05 S2 grubuna gore. Hata gubuklari, ortalamanin standart hatasina gore verilmistir.
K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta su stresi + humik asit,
S2H: Siddetli su stresi + humik asit.
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Bat ve ark. (2019), ekinezya bitkisi ile yaptiklar1 ¢calismada ekinezya bitkisinin,
govde yas agirliklarint ve govde kuru agirliklarini arastirmiglardir. Bu incelemeler
sonucunda su stresinin bitkinin, gévde yas ve kuru agirligini azalttigini bildirmislerdir.
Can (2013), su stresinin fizyolojik etkilerini incelemisler ve pamuk bitkisinde su stresinin

govde yas ve kuru agirliklarinda ciddi azalmalar oldugunu belirtmisglerdir.

Biiyiikkeskin (2008), yaptigi calismada, bakla bitkisinde humik asit uygulamasinin,
kontrol grubuna gore gdvde yas agirligim1 %6,8 diizeyinde yiikselttigini belirtmistir. Bu
veriler humik asidin baklanin gévde gelisimine pozitif yonde etki yaptigini gosterir
niteliktedir. Piccolo ve ark. (1993), kivircik salata ve domates ile yaptiklari ¢aligmalarda
humik asit uygulamasinin gévde yas agirliginda onemli artislar meydana getirdigini

bildirmislerdir. Bu ¢alismalar da bizim ¢alismamizi destekler niteliktedirler.
3.1.7. Govde kuru agirhiklar:

Kontrol grubu bitkilerine gore, orta seviye su stresi uygulanan gruba ait gévde kuru
agirliklar1 %23,2 oraninda artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,192). Siddetli seviye su stresi uygulanan fidelerin gévde kuru agirliklar1 kontrol
grubuna gore %67,4 oraninda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (p=0,002).
Her iki stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e goére S1H de %18,8 ve S2’ye gore
S2H de 9%28,5 oranlarinda goévde kuru agirliklarini arttirmistir fakat bu artiglar
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,208 ve p=0,074).
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Sekil 3.8. Yesil Mercimek Fidelerinin Govde Kuru Agirliklari. ®p < 0,05 K grubuna gore.
Hata gubuklari, ortalamanin standart hatasina gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su
stresi, S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta su stresi + humik asit, S2H: Siddetli su stresi +
humik asit.

Govde yas agirligindaki azalislar kuru agirlikta da goriilmektedir. Demiral ve ark.
(2012), su stresine bagl olarak karpuz genotiplerinde gévde yas ve kuru agirlik ile govde
boyu degerlerinde azalmalarin meydana geldigini bildirmislerdir. Kugvuran (2010),
kavun ile yaptig1 ¢alismada govde kuru agirliklart bakimindan su stresinin genotipleri
etkilendigi sonucunu bulmustur. Shao ve ark. (2008), patates, soya fasulyesi gibi
bitkilerde bitki boyunun, kok ve gdvde yas kuru agirliklarinin su stresinden etkilenerek

azaldig1 ve kontrol bitkilerine kiyasla %25 oraninda az gelistigini rapor etmistir.

Erman (1998), mercimekte ile yaptiklar1 calismada sekilde humik asit
uygulamasinin govde kuru agirligini arttirdigini bildirmislerdir. Dursun ve ark. (1998),
humik asitin uygulamasinin domates ve patlican fidelerinde, govdelerin yas ve kuru
agirliklarinin belirgin bir bicimde yiikseldigini gézlemlemistir. Bu elde edilen sonuglar

calismamizla paralellik gostermektedirler.
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3.1.8. Yaprak yas agirhklar

Kontrol grubu bitkilerine gore, orta seviye su stresi uygulanan gruba ait yaprak yas
agirliklar %43,9 oraninda artmistir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,172). Siddetli seviye su stresi uygulanan fidelerin yaprak yas agirliklar1 kontrol
grubuna gore %84,8 oraninda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (p=0,001).
Her iki stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e gore S1H de %30,5 ve S2’ye gore
S2H de %60 oranlarinda yaprak yas agirliklarini istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttirmistir (p=0,046 ve p=0,012).
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Sekil 3.9. Yesil Mercimek Fidelerinin Yaprak Yas Agirliklari. p < 0,05 K grubuna gore,
b < 0,05 S1 grubuna gore, °p < 0,05 S2 grubuna goére. Hata gubuklari, ortalamanin
standart hatasina gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi,

S1H: Orta su stresi + humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Kabay ve Sensoy (2016), yaptiklari caligmada, su stresi uygulanan fasulye
genotiplerinin, yesil aksam yaprak yas agirlik verileri su stresine duyarl ¢esitlerde daha
az cikarken, su stresine dayanikli olan cesitlerde ise kontrol gruplariyla hemen hemen

ayni degerler ¢iktigimi belirtmislerdir. Alp ve Kabay (2017), domates ile yaptiklar
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calismada, su stresinin kurakliga hassas genotiplerde bitki yas ve kuru agirliginda ve

yaprak yas agirliklarinda azalmalar oldugunu rapor etmislerdir.

El-Bassiony ve ark. (2010), fasulye ile yaptiklar1 ¢alismada onerilen dozlarda
humik asit uygulamasinin fasulye bitkisinin boyunu, yaprak sayisini, yaprak yas ve kuru
agirligini 6nemli oranlarda arttirdigini vurgulamistir. Eyheraguibel ve ark. (2008), humik
maddelerin misir bitkisinin biiyime ve gelisimine katkisini incelemislerdir. Yaptiklari
calismada, musir fidelerine humik asit uygulamalar1 neticesinde yapraklarin yas
agirliklarinda %57,3 oranlarinda artis saglandigini belirlemislerdir. Biytkkeskin (2008),
bakla ile yaptig1 ¢alismalarda yaprak yas agirliklarinda anlamli diizeyde olmasa da artiglar

tespit etmistir. Bu veriler ¢alismamizla paralellik gostermektedir.
3.1.9 Yaprak kuru agirhklar:

Kontrol grubu bitkilerine gore, orta seviye su stresi uygulanan gruba ait yaprak kuru
agirliklar1 %36,1 oraninda artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,074) (Sekil 3.9). Siddetli seviye su stresi uygulanan fidelerin yaprak kuru agirliklar
kontrol grubuna gore %78,8 oraninda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmigtir
(p=0,001). Her iki stres grubuna uygulanan humik asit ise ise S1°e gore S1H de %34,6 ve
S2’ye gore S2H de %44,7 oranlarinda yaprak kuru agirliklarini arttirmistir. Orta stres
grubuna verilen humik asit uygulamasindaki artis istatiksel olarak anlamli iken (p=0,021),
siddetli stres uygulanan fidelere verilen humik asit konsantrasyonlarindaki artis

istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,093).
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Sekil 3.10. Yesil Mercimek Fidelerinin Yaprak Kuru Agirliklari. ®p < 0,05 K grubuna
gore, °p < 0,05 S1 grubuna gore. Hata gubuklari, ortalamanin standart hatasina gore
verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta su stresi +
humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Diger biiylime parametlerinde oldugu gibi yaprak kuru agirliginda da siddetli seviye
uygulanan su stresinin tahrip edici 6zelligi belirgin bir sekilde gortilmektedir. Su stresi
derecesinin siddetli meydana geldigi durumlarda bitkilerde fotosentetik sinirlamaya
paralel olarak meydana gelen farkliliklar arasinda bitki yaprak yas ve kuru agirliklarinda
azalmalar goriilmektedir. Franca ve ark. (2000) fasulyede, Kusvuran (2010) kavunda,
Hajibabaee ve ark. (2012) ve Hu ve ark. (2007) misirda, Yasar ve ark. (2012) da kabakta
su stresinin bitki yas ve kuru agirlik gibi biliylime parametrelerinin negatif olarak
etkilendigini ve su stresinin olumsuz etkilerine uyum saglamis ¢esitlerde zararin daha

diisiik oldugunu tespit etmislerdir.

Yaprak yas agirligina paralel olarak kuru agirlikta da humik asidin olumlu etkileri
goriilmektedir. Bidegain ve ark. (2000), kavak talagindan elde ettikleri humik asitle,

cayrotu bitkisinin yapraklarinda artan fosfor alimiyla birlikte yaprak kuru agirliginin da
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%32 oraninda arttigin1 belirtmislerdir. Blylkkeskin (2008), Buyukkeskin ve ark. (2009),
Biiyiikkeskin ve Akinci (2011), humik asit ile yaptiklar1 ¢alismalarda, bakla bitkisinin,
yaprak sayisini, yaprak yas ve kuru agirligini kontrol grubu bitkilerine 6nemli miktarda

arttirdigini rapor etmislerdir.

3.2. Humik Asitin Su Stresi Altinda Yetisen Yesil Mercimegin (Lens Culinaris
Medik.) Total Protein Miktar1 Uzerine Etkisi.

Su stresi altinda yetistirilen yesil mercimek fidelerinin, iki farkli kuraklik seviyesi

ve bunlarin yaninda humik asit uygulamalarinin toplam protein miktarlar1 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3.11. Yesil Mercimek Fidelerinin Koklerindeki Total Protein Miktar1. #p < 0,05 S1
grubuna gore. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart hatasina gore verilmistir. K: Kontrol,
S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta su stresi + humik asit, S2H: Siddetli

su stresi + humik asit.

Farkli su stresi uygulanan yesil mercimek fidelerinin kok protein miktarlarina
bakildiginda, orta su stresi uygulanan grubun kontrol grubuna gore %2,6 oraninda bir
artts oldugu ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigr goriilmektedir
(p=0,513). Siddetli su stresi uygulanan fidelerin koklerindeki total protein miktar1 kontrol

grubuna gore %>5,2 oraninda azalmistir fakat istatistiksel olarak anlamli degildir
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(p=0,275). Orta stres grubuna uygulanan humik asit, stres grubuna gore, fidelerin
koklerindeki protein miktarint %5,7 oraninda istatistiksel olarak anlamli seklide
arttirmistir (p=0,050). Siddetli stres grubuna uygulanan humik asit ise stres grubuna gore,
koklerdeki protein miktarin1 %4,1 oraninda arttirmistir ancak bu artis istatistiksel olarak

anlaml degildir (p=0,275).

Basaran (2016), yaptig1 ¢alismada dort farkli aycicegi cesidine tuz ve su stresi
uygulamis, kurakliga ve tuza dayanikh tiim ¢esitlerde genellikle total protein miktarinda
artis oldugunu fakat daha yiiksek seviyelerdeki stres gruplarimin protein miktarlarinda
azalma oldugunu rapor etmistir. Sekmen ve ark. (2005), yaptiklar1 ¢alismada domatese
tuz stresi uygulamiglar ve belli bir siirenin sonunda tuz stresine bagli olarak protein

miktarlarinda kontrol gruplarina gére azalmalar oldugunu bildirmislerdir.

Yagmur ve Okur (2017), aycicegi bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada, humik asit
uygulamasinin tanedeki protein oranini arttirmada etkili oldugu sonucuna ulagsmislardir.
Kurhan (2012), komiir kaynakli humik ve fulvik asidin Chlorella vulgaris ve Spirulina
platensis mikroalglerinin biiyiime ve gelisimine olan katkilarinin bulunmasi amaglanmis
ve humik asit uygulamasinin protein miktarlarini arttirdigi rapor edilmistir. Buytikkeskin
ve ark. (2009) yilinda bakla bitkisine Al uygulamis ve Al’un toksik etkisini gidermek igin
gruplara humik asit ilavesi yapmuslar. Bakla yapraklarinda yapilan protein analizi
sonucunda humik asit uygulanan fidelerin Al uygulanan fidelere gdre protein miktarinin

artt1g1 belirlenmigtir.

3.3. Humik Asitin Su Stresi Altinda Yetisen Yesil Mercimegin (Lens Culinaris
Medik.) Antioksidan Parametreleri Uzerine Etkisi.

Humik asidin, yesil mercimegin antioksidan parametreleri lizerine olan etkilerinin
belirlenmesi igin bitkinin MDA seviyesi, GSH seviyesi, SOD aktivitesi, PCO seviyesi
Olctimleri almmistir. Calisma materyalimiz olan yesil mercimek bitkisine ait olan

antioksidan parametreleri grafiklerle sunulmaktadir.
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3.3.1. Malondialdehit (MDA) seviyesi
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Sekil 3.12. Yesil Mercimek Fidelerinin Koklerindeki MDA Seviyesi. °p < 0,05 S1
grubuna gére ®p < 0,05 S2 grubuna gore. Hata cubuklari, ortalamanin standart hatasina
gore verilmigtir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta su stresi

+ humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Kontrol grubu bitkilerine gore, orta su stresi uygulanan gruba ait koklerdeki MDA
seviyesi %4,8 oraninda azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,827). Siddetli su stresi uygulanan fidelerin MDA seviyesi kontrol grubuna gore %8
oraninda artmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,827). Her iki
stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e gore S1H de %9,9 ve S2’ye gore S2H de
%15,8 oranlarinda MDA seviyesini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmigtir

(p=0,050).

Su stresinin fasulye ¢esitlerinde klorofil miktar1 ve yaprak alani1 degerlerinin kontrol
gruplarina kiyasla azaldig1 fakat MDA seviyesinin ylikseldigi rapor edilmistir (Kabay,

2014). Su stresine dayaniklilik yoniinden kavun ve karpuzda klorofil, yaprak alani ve
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MDA seviyelerinin su stresine kars1 dayanikliligin arastirilmasinda degerlendirilebilecegi
belirtilmektedir (Kusvuran ve Abak, 2012; Karipgin, 2009). Alp ve Kabay (2017),
yaptiklar1 ¢alismada, su stresine maruz birakilan domates cesitlerinde, yapraklarindan
ornek almip MDA seviyeleri incelenmistir. Elde edilen bulgular neticesinde su stresinin
olumsuz gostergesi olarak tiim gesitlerin MDA seviyelerinde %10 diizeyinde yiikselisler
gbzlemlenmistir. Kugvuran ve Daggan (2017), fasulyede yapilan ¢alismada su stresindeki

bitkilerde MDA igeriginin arttigini belirtmistir.

Humik asit eklenmis su stresinde yetistirilen yesil mercimek fidelerinin
koklerindeki MDA seviyesinin, kontrol ve su stresi uygulanan fidelerin koklerindeki
MDA igeriklerine gore %9,9 ve %15,8 oraninda istatistiksel olarak anlamli sekilde
diistiigii gortilmektedir. Yapilan analizler sonucunda, humik asitin su stresinin etkisini
azalttig1 ve yesil mercimek koklerindeki MDA seviyelerini diisiirdiigli goriilmektedir.
Reyhan bitkisi ile yapilan ¢alismalarda, bitkinin koklerinde artan tuz konsantrasyonlarina
paralel olarak MDA seviyesinin de arttigin1 ve ¢imlenmeden 6nce 0.01 ve 0.1 mM
salisilik asit ¢ozeltisinde bekletilen reyhan tohumlarinda MDA seviyesinin salisilik asitte
bekletilmemis tohumlara gore 6zellikle tuz stresi uygulanan gruplarda diisiik seviyelerde
kaldigin1 vurgulamistir (Delavari ve ark., 2010; Delavari ve ark., 2014). Baran ve Dogan
(2014), yaptiklar1 ¢calismada tuz stresi altindaki soya bitkisine salisilik asit uygulamislar
ve bu salisilik ilavesi ile birlikte klorofil, potasyum ve magnezyum miktarinin arttigi,
MDA, prolin, sodyum ve kalsiyum miktarinin ise azaldigini bildirmislerdir. Yapilan bu
caligmalar salisilik asit ve humik asitin su stresinin etkisi sonucunda artan MDA
seviyesini diislirdiigii ve bizim c¢alismamizda da MDA {izerindeki etkisinin humik asit

yardimi ile giderildigi goriilmektedir.
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3.3.2. Glutatyon (GSH) seviyesi

GSH Seviyesi
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Sekil 3.13. Yesil Mercimek Fidelerinin Koklerindeki GSH Seviyesi. #p < 0,05 K grubuna
gore, °p < 0,05 S1 grubuna gore, °p < 0,05 S2 grubuna gére. Hata gubuklari, ortalamanin
standart hatasina gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi,

S1H: Orta su stresi + humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Kontrol grubu bitkilerine gore, orta su stresi uygulanan gruba ait koklerdeki GSH
seviyesi %8,8 oraninda azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,127). Siddetli su stresi uygulanan fidelerin GSH seviyesi kontrol grubuna gore
%157,7 oraninda istatistiksel olarak anlaml sekilde artmistir (p=0,050). Her iki stres
grubuna uygulanan humik asit ise S1’e gore S1H de %30,3 ve S2’ye gore S2H de %21,8

oranlarinda GSH seviyesini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (p=0,050).

Askorbat (ASC) ve glutatyon (GSH), abiyotik stres durumlarinda énemli olup,
kiltir ve yabani nohutta su stresine paralel artarken, katalaz aktivitesi azalis
gostermektedir (Cevik ve Unyayar, 2015). Tasgin ve ark. (2017), su stresi altindaki soya
bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada, su stresinin soya bitkisinde, kontroller ile

karsilastirildiginda, GSH enzim aktivitesinin arttigin1 rapor etmislerdir. Cevik ve
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Unyayar (2015), kuraklik toleranslar1 farkli olan nohut genotiplerinde su stresinin GSH

seviyesini arttirdigini belirtmistir.

Humik asit eklenmis su stresinde yetistirilen yesil mercimek fidelerinin
koklerindeki GSH seviyesinin, kontrol ve su stresi uygulanan fidelerin koklerindeki GSH
iceriklerine gore %30,3 ve %21,8 oraninda istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiigi
goriilmektedir. Yapilan analizler sonucunda, humik asitin su stresinin etkisini azalttigi ve
yesil mercimek koklerindeki GSH seviyelerini diistirdiigii goriilmektedir. Taggin ve ark.
(2017), su stresi altindaki soya bitkisine salisilik asit uygulamasinin bitkinin GSH
seviyesini diislirdiglinti rapor etmislerdir. Sheteiwy ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢calismada
¢inko stresine maruz birakilan piring fidelerinde GSH seviyesinin arttigini belirtirken,
humik asit uygulamalarinin bu artan GSH seviyelerini diisiirdiiglinii rapor etmistir.
Yapilan bu ¢alismalar humik asitin su stresinin etkisi sonucunda artan GSH seviyesini
diisiirdiigii ve bizim ¢aligmamizda da GSH iizerindeki etkisinin humik asit yardimi ile

giderildigi goriilmektedir.

3.3.3. Suiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi
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Sekil 3.14. Yesil Mercimek Fidelerinin Koklerindeki SOD Aktivitesi. p < 0,05 K
grubuna gore, ®°p < 0,05 S2 grubuna gore. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart hatasina
gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta su stresi

+ humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Kontrol grubu bitkilerine gore, orta seviye su stresi uygulanan gruba ait koklerdeki
SOD aktivitesi %7,6 oraninda azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli
degildir (p=0,127). Siddetli seviye su stresi uygulanan fidelerin SOD aktivitesi kontrol
grubuna gore %36,1 oraninda istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir (p=0,050). Her
iki stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e gore S1H de %3,9 ve S2’ye gore S2H de
%35,5 oranlarinda SOD aktivitesini azaltmistir. Orta stres grubuna verilen humik asit
uygulamasindaki azalis istatistiksel olarak anlamli degil iken (p=0,827), siddetli stres
grubuna verilen humik asit uygulamasindaki azalis istatistiksel olarak anlamhidir

(p=0,050).

Yaban ve Kabay (2019), Urfa biberi ile yaptiklar1 ¢alismada su stresinin bitkide
SOD aktivitesini yiikselttigini rapor etmistir. Kiran ve ark. (2015), domates, kavun ve
patlican ile yaptiklar1 ¢alismalarda su stresinin, MDA seviyesi ve Siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon reduktaz (GR), askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT) enzim
miktarlarinda yiikselise sebep oldugunu tespit etmislerdir. Sabra ve ark., (2012) uc¢
ekinezya cesidinde 0 mM, 50 mM, 75 mM ve 100 mM konsantrasyonlarinda tuz stresi
uygulamis ve bunun sonucunda slperoksit dismutaz (SOD) ve askorbat peroksidaz
(APX) enzim aktivitelerinde yiikselis oldugunu vurgulamistir. Pan ve ark. (2006),
yaptiklar1 calismada, meyankokii fidelerinde su stresi ve tuzluluk ortaminda SOD ve POD
aktivitesinin yikselirken, CAT aktivitesinin azalis gosterdigini belirtmistir. Su stresine
maruz kalan ayg¢igegi, kanola ve seker pancari bitkisinde de CAT ve SOD aktivitesinin

artt1g1 rapor edilmistir (Sayfzadeh ve Rashidi, 2011).

Uysal ve ark., (2009), bugday bitkisine aluminyumun toksik etkisini giderici olarak
salisilik asit uygulamiglardir. Aluminyum uygulamasinin bugday koklerinde SOD
aktivitesini arttirdigin1 ancak benzer olarak salisilik asit eklemesinin ise SOD miktarini
diistirdiigiinii tespit etmislerdir. Haghighi ve ark. (2010) marul bitkisine kadmiyum ve
humik asit uygulamasi yapmislardir. Artan kadmiyum oranlarina bagl olarak marul

yapraklarindaki SOD miktarinin da arttigini fakat humik asit uygulamasinin diisiik dozda
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(100 mg/L) uygulanmasi ile SOD miktarinin %17 oraninda dustiigiind, yuksek dozda
(1000 mg/L) uygulamasinda ise SOD miktarinin %8 oraninda arttigini rapor etmislerdir.
Haghighi ve Pessarakli (2013) su kiiltiirlinde domates fidesi yetistirerek 2 farkli dozda
humik asit uygulamiglardir. Humik asitin 25 mg/l uygulamasinin kontrol grubuna gore
SOD aktivitesini diistirdiigii fakat 50 mg/l humik asit uygulamasinin yine kontrol grubuna
gore diisiik olsa da 25 mg/l uygulanan humik asit’e gore arttigini rapor etmislerdir.
Yapilan bu ¢alismalar da bizim ¢alismamizla paralel olarak salisilik asit ve humik asitin

kuraklik etkisi sonucunda artan SOD miktarimi diisiirdiigii destekler niteliktedirler.

3.3.4. Protein karbonil (PCO) seviyesi
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Sekil 3.15. Yesil Mercimek Fidelerinin Koklerindeki PCO Seviyesi. p < 0,05 K grubuna
gore. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart hatasina gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta
su stresi, S2: Siddetli su stresi, STH: Orta su stresi + humik asit, S2H: Siddetli su stresi +

humik asit.

Kontrol grubu bitkilerine gore, orta seviye su stresi uygulanan gruba ait koklerdeki
PCO seviyesi %5,7 oraninda azalmistir ve bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu

tespit edilmistir (p=0,050). Siddetli seviye su stresi uygulanan fidelerin PCO seviyesi
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kontrol grubuna gore %1,1 artmistir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,513). Her iki stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e gére S1H de %0,6 ve
S2’ye gore S2H de %]1,5 oranlarinda PCO seviyesini azaltmistir fakat bu veriler
istatistiksel olarak anlaml degildir (p=0,513 ve p=0,275).

Cargnelutti ve ark. (2006), salatalik fideleri izerinde yaptiklari calismada, 10 ve 15
gun boyunca 0 ila 500 uM HgCl>'ye maruz birakmislardir. Biiylime ve biyokimyasal
analizler gerceklestirmistir. Artan civa konsantrasyonuna bagli olarak protein karbonil
seviyesinde artislar oldugunu bildirmislerdir. Boscolo ve ark. (2003), misir bitkisinde
aluminyum toksisitesine bagli olarak oksidatif stresin derecesini tespit etmislerdir.
Peroksidaz (PX), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri ve protein
karbonil (PCO) seviyesi incelenmistir. Aliiminyum toksisitesine bagli olarak protein
karbonil seviyelerinde artis gozlemlenmistir. Moran ve ark. (1994), su stresi uyguladiklari
bezelye bitkisinde peroksidaz, siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve
monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitelerini incelemislerdir. Elde edilen sonuglara gore
protein karbonil seviyelerinde su stresine bagli olarak kontrol grubuna kiyasla stres

gruplarinda artislar meydana geldigi belirtilmistir.

3.4. Humik Asitin Su Stresi Altinda Yetisen Yesil Mercimegin (Lens culinaris

Medik.) Na ve K Mineral Kompozisyonlar1 Uzerine Etkisi

Humik asidin, yesil mercimek fidelerinin mineral kompozisyonlari iizerine olan
etkilerinin anlasilmasi i¢in toprak alt1 (kok) ve toprak iistii (govde ve yaprak) organlarda

bulunan Na ve K minerallerinin tespitleri yapilmistir.
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3.4.1. Sodyum (Na) miktari
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Sekil 3.16. Yesil Mercimek Fidelerinin Toprak Alti Organlarindaki Na Miktari. 2p < 0,05
K grubuna gore. Hata cubuklari, ortalamanin standart hatasina gore verilmistir. K:
Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta su stresi + humik asit, S2H:

Siddetli su stresi + humik asit.

Toprak alt1 organlarinda, kontrol grubuna gore, orta su stresi uygulanan gruba ait
koklerdeki Na miktar1 %50,7 oraninda artmistir ve bu artisin istatistiksel olarak anlaml
oldugu tespit edilmistir (p=0,009) (Sekil 3.15). Siddetli su stresi uygulanan bitkilerin Na
miktar1 kontrol grubuna gore %10,7 azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli
degildir (p=0,401). Her iki stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e gére S1H de
%16,6 ve S2’ye gore S2H de %42,5 oranlarinda Na miktarini arttirmistir fakat bu veriler

istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,115 ve p=0,074).
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Sekil 3.17. Yesil Mercimek Fidelerinin Toprak Ustii Organlarindaki Na Miktar1. 2p < 0,05
K grubuna gére, °p < 0,05 S1 grubuna gére, °p < 0,05 S2 grubuna gore. Hata gubuklari,
ortalamanin standart hatasina gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli

su stresi, STH: Orta su stresi + humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Toprak iistli organlarinda, kontrol grubuna gore, orta su stresi uygulanan gruba ait
govde ve yapraklardaki Na miktar1 %30 oraninda artmistir ve bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,005) (Sekil 3.16). Siddetli su stresi uygulanan bitkilerin Na
miktar1 kontrol grubuna gore %32,5 azalmistir ve bu azaligin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edilmistir (p=0,006). Her iki stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e
gore S1H de %20,6 ve S2’ye gore S2H de %59,2 oranlarinda Na miktarini istatistiksel
olarak anlaml sekilde arttirmistir (p=0,009 ve p=0,001).

Mercimek bitkisinin kok ve toprak {istii organlarinda goriilen su stresi ile azalan
ancak humik asit ilavesi ile artan Na miktari, Biiylikkeskin ve ark (2015), tarafindan
yapilan bir calisma ile benzerlik gostermektedir. Baklaya uygulanan 2 farkli doz
aliminyum, Na igeriginin diismesine yol acmis, humik asit eklenmis ve aluminyum

ortaminda biiyiiyen bakla koklerinde Na miktarlarinda artiglar meydana gelmistir.
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Humik asit kok gelisimini olumlu olarak etkilemekte ve ayni zamanda kok
gecirgenligini de arttirmaktadir (Valdrighi ve ark., 1996). Dursun ve ark. (1998), domates
ve patlican bitkisi ile yaptiklar1 calismada, humik asit uygulamalariin her iki bitkide de
Na igerigini belirgin bir sekilde arttirdigini belirtmislerdir. Biiylikkeskin (2008), bakla ile

yaptig1 calismada da benzer sonuglar elde etmistir.

3.4.2. Potasyum (K) miktari
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Sekil 3.18. Yesil Mercimek Fidelerinin Toprak Alt1 Organlarindaki K Miktar1. #p < 0,05
K grubuna gore, °p < 0,05 S2 grubuna gére. Hata gubuklari, ortalamanin standart hatasina
gore verilmigtir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi, S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta su stresi

+ humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik asit.

Toprak alt1 organlarinda, kontrol grubuna gore, orta su stresi uygulanan gruba ait
koklerdeki K miktart %32 oraninda artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p=0,172) (Sekil 3.17). Siddetli su stresi uygulanan bitkilerin K miktar1
kontrol grubuna gore %16 azalmistir ve bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edilmistir (p=0,027). Her iki stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e goére STH
de %17,7 ve S2’ye gore S2H de %50,3 oranlarinda K miktarini arttirmistir. S1 de ki artig
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istatistiksel olarak anlamli degil iken (p=0,345) S2H de ki artig istatistiksel olarak

anlamlidir (p=0,012).
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Sekil 3.19. Yesil Mercimek Fidelerinin Toprak Ustii Organlarindaki K Miktar1. Hata
cubuklari, ortalamanin standart hatasina gore verilmistir. K: Kontrol, S1: Orta su stresi,
S2: Siddetli su stresi, SIH: Orta su stresi + humik asit, S2H: Siddetli su stresi + humik

asit.

Toprak tistii organlarinda, kontrol grubuna gore, orta su stresi uygulanan gruba ait
gbovde ve yapraklardaki K miktar1 %35,6 oraninda artmistir. Siddetli su stresi uygulanan
bitkilerin K miktar1 kontrol grubuna gore %15,2 azalmistir. S1 grubundaki artis ve S2
grubundaki azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,059 ve p=0,600). Her
iki stres grubuna uygulanan humik asit ise S1’e gore S1H’de %13,5 ve S2’ye gore S2H’de
%7,8 oranlarinda K miktarini arttirmistir fakat bu artislarda istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p=0,208 ve p=0,916).

Kusvuran (2010), kavun ile yaptig1 calismada tuz ve su stresi sonucu koklerdeki K

tyonunun kontrol bitkilerine gore azalma gosterdigini belirtmistir. Lopez ve Satti (1996),
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domateste diisiik K konsantrasyonu tespit etmistir. Kaya (2011), su stresi ve tuzluluk

uyguladigi fasulye ile yaptig1 calismasinda da ¢alismamiza benzer sonuglar bulmustur.

Salman ve ark. (2005), karpuz ile yaptiklar1 calismada humik asit konsantrasyonun
artmasi ile birlikte yapraklarda K igeriginin de arttigin1 rapor etmislerdir. David ve ark.
(1994), calismalarinda, sera ortaminda sinirli besin igerige sahip bitki yetistirme
soliisyonuna eklenen humik asitin, domates bitkisinin gévde ve kok K miktarini
arttirdigini ve bununla birlikte bitki biiytimesi i¢in gerekli olan biitiin mineralleri iceren
ortama ayni miktarda humik asit uygulamasinin domates bitkisinin kok ve govde K

icerigini yine arttirdig1 belirtmistir.

Samson ve Visser (1989), patates ile yaptiklar1 ¢alismada humik asidin kok hiicre
zarin1 gegirgenliginin artisim1 uyararak K almiminin arttiini rapor etmislerdir.
Rengrudkij ve Partida (2003), avokado bitkisine humik asit uygulamasi ile bitki
yapraklarindaki K igeriginin yiikseldigini belirtmislerdir.

Elkoyunu ve Kaya (2013), Tuz stresiyle birlikte mercimekte fide K igeriklerinde
Oonemli azalmalar goriilmiistlir. Denemelerinde kullandiklart ii¢ klor tuzunda da ele alinan
tim c¢esitlerde en yiliksek potasyum igerikleri tuz uygulamasi yapilmayan kontrol
parsellerinden elde edilmis olup, CaClz, MgCl2 ve NaCl tuzlarinin dozlarindaki artiglara
bagli mercimek fidelerindede potasyum igeriginin %29,6, %28,9 ve %31,9 azaldigini

rapor etmislerdir. Bulgularimiz bu ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

59



BOLUM 4
4. SONUCLAR

Su stresi, dogada fark edilmesi zor ancak tarim alanlarindaki bitkilerin biiytime ve
gelisim siirecinde toprak neminin bitkinin gereksinim duydugu miktardan az oldugunda

net bir sekilde goriiliir bir 6zellik ve dnem kazanmaktadir.

Yaptigimiz tez ¢aligmasi sonucunda humik asitin, su stresi etkisi altinda yetistirilen
yesil mercimek (Lens culinaris Medik.) fidelerinin buyume parametreleri, antioksidan

degerleri ve mineral kompozisyonlarina olan etkisi karsilagtirmali olarak incelenmistir.

Bu calisma ile diinya ve iilkemizde tarimi yapilan ve Fabaceae (Leguminosae)
familyasina ait yesil mercimek (Lens culinaris Medik.) fidelerinin, kontrollii yetistirme
odas1 kosullarinda, saksilarda su stresinin ve bu stresin hafifletilebilmesi i¢in humik asit
etkisinin belirlenebilmesine yonelik deneysel arastirmalar gerceklestirilmistir. Deneysel
arastirmalarda belirlenen hedeflere uygun olarak; yalniz Hoagland besi ¢ozeltisi ile
kontrol, orta (S1) ve siddetli (S2) su stresi ile bu stresler tizerine humik asit uygulanmasi
ile sirast ile S1H, S2H deney serilerine ait sekizer 6rnek sayisina sahip fideler tizerinde
calismalar ylriitilmiistiir.

Calismamizda elde edilen sonuglarin ii¢ ana baglik altinda su stresine verdigi
yanitlar degerlendirilmektedir. Ik olarak biiyiime parametreleri, ikinci olarak enzim
degisimleri ve son olarak mineral kompozisyon etkilesimleri.

Biiylime parametreleri olarak sectigimiz degerlerden boy uzunlugunun 6zellikle
siddetli su stresi uygulamalarinda anlamli olarak diistiigli goriilmiistiir. Humik asit
uygulamalarinin hem orta hem de siddetli stres iizerine olumlu etkileri saptanmigtir. Kok
uzunluklarinin karsilastirilmali istatistiklerine baktigimizda, yine siddetli su stresinin kok
uzamasini anlamli olarak engelledigi dikkati ¢gekmektedir. Humik asit uygulanmais her iki
stres seviyesine sahip fidelerin kok uzunluklarinda istatistiksel olarak anlamli uzun
koklerle karsilagilmistir.

Biiylime parametrelerinden yaprak alanlar1 goz oniine alindiginda, siddetli su
stresi yaprak alanlarinda anlamli olmayan kiigiilmelere yol agmistir. Diger
parametrelerdeki gibi humik asit uygulamalarinin her iki stres seviyesi uygulanmis
orneklerine kiyasla anlamli olarak alan artiglar1 dikkat ¢ekici bulunmustur.

Kok yas ve kuru agirliklar birlikte degerlendirildiginde paralel sonuglar alinmistir.
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Siddetli su stresi en fazla agirlik kaybina neden olmustur ancak bu diisiisler istatistiksel
olarak anlamli degildir. Humik asit ile islem gordiigiinde her iki stres uygulanmis
fidelerde humik asitin artiglara yol actig1 ancak anlamli olmadig1 goriilmektedir.

Biiylime parametreleri arasinda bulunan goévde yas ve kuru agirliklarina
bakildiginda, siddetli su stresinin yesil mercimek fideleri govde agirliklarini daha fazla
etkileyerek yas agirlikta anlamli olarak azalisa yol agmustir. Stres kosullari ile humik asit
ilavesi ile yetisen orneklerde ise govde yas ve kuru agirliklarinda artiglarin meydana
geldigi ancak gerek yas gerekse de kuru agirliklardaki artisin anlamli olmadigi tespit
edilmistir.

Yapraklar da yas ve kuru agirliklart agisindan diger biiyiime parametrelerine
benzer egilimler gdstermistir. Yani, siddetli su stresi yas ve kuru yaprak agirliklarinda
istatistiksel olarak anlamli diisiislere neden olmustur. Humik asit ilave dilmis 6rneklerin
degerlendirilmesinde humik asitin her iki stres uygulanan deney gruplarinda yaprak yas
ve kuru agirliklarinda artiglar goriilmiis, bu artislarin yas agirliklarda her iki stres
grubunda; kuru agirliklarda ise yalniz orta stres uygulanmis fide yapraklarinda
istatistiksek olarak anlamli artiglara yol agmastir.

Stres ve humik asit uygulanan fidelerin koklerine ait toplam protein miktar
siddetli su stresi altindaki fidelerde kontrol bitkilere gore azaldigi; humik asit ilave
edilmis fidelerin protein iceriklerinin arttigi ve bu artiglardan orta stres uygulanmis
orneklere ait olanlarin anlamli oldugu tespit edilmistir.

Su stresinin serbest radikallerin miktarlarmi degistirdigi bilinmektedir. Yesil
mercimegin antioksidan parametreleri {izerine olan etkilerinin belirlenmesi i¢in bitkinin
koklerinde MDA GSH, SOD, PCO oranlar olgiilmiistiir. MDA, kontrol bitkilerdeki
bulunan miktarlarina gore siddetli su stresinde artis gostermis, orta streste ise hafif bir
diisme gostermistir. Humik asit ilave edilmis 6rneklere ait Ol¢limlerde her iki stres
grubuna ait 6rneklerde anlamli olarak MDA miktarlarinda azaliglar dikkati gekmektedir.

Gulutatyon (GSH) miktarlarinin her iki stres grubunda farkli bir egilim gostermesi
ilging bulunmustur. Kontrol bitkilerdekine oranla orta su stresinde GSH miktar1 azalirken,
siddetli su stresinde anlamli olarak artmigtir. Humik asit ilavesinin stres gruplar ile
mukayese edildiginde her iki stres grubundaki bitkilere ait orneklerinin glutatyon
miktarlarinin istatistiksel olarak anlamli olarak azaliglar1 Gnemli bulunmustur.

Siiperoksit dismutaz (SOD) degerlerinin de her iki stres grubunda kontrol
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bitkilerdeki oranlarina gore degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Orta su stresindeki
azalmay1 siddetli su stresindeki anlamli bir artig takip etmektedir. Humik asit eklenmis
orneklere ait sonuglar stres gruplari ile karsilastirildiginda her iki deney grubundaki SOD

degerlerinin anlamli olmayan azaliglara yol agtig1 goriilmektedir.

Protein karbonil (PCO) seviyesi diger antioksidan parametrelere benzer egilimler
sergilemistir. Kontrol bitkiler karsilastirma olarak kullanildiginda, orta su stresinde PCO
anlaml olarak azalmis, siddetli su stresindeki bitkilerde ise hafif bir artis gostermistir.
Humik asit ilave edilmis 6rneklere ait degerler, stres altindaki bitkilerdekine oranla her

ikisinde de olmak iizere hafif azalislara neden olmustur.

Mineral kompozisyonlar1 agisindan Na ve K degerlendirilmis ve alev fotometresi

Ol¢timleri alinmustir.

Koklere ait Na miktari, kontrol bitkiler dikkate alindiginda, orta su stresinde
anlamli bir art1s s6z konusu iken siddetli su stresinde azalis goriilmiistiir. Humik asit ilave
edilmis 6rneklerde, su stresi altindaki bitkilere oranlar her ikisinde de anlamli olmayan

azaliglar ortaya ¢ikmustir.

Toprak istii kisimlara ait Na s6z konusu oldugunda egilimin kdklere benzer
oldugu dikkati ¢gekmektedir. Orta su stresindeki artis ve siddetli su stresindeki azaliglar
istatistiksel olarak anlamlidir. Humik asitin neden oldugu artiglar da her iki stres grubunda

anlamli bulunmustur.

Potasyum beklendigi gibi sodyuma gore yliksek miktarda bulunmugstur. Koklerde,
kontrol bitkilerdeki miktarlarina gore, K miktar1 orta su stresinde artmis, siddetli su
stresinde ise anlamli olarak azalmistir. Humik asit ilavesinin, stres grubundaki bitkilere
ait K miktarlar1 ile mukayese edildiginde her humik asit ilave edilmis fidelerde artiglar
s0z konusudur. Artislardan siddetli su stresinde humik asit eklenmis Orneklerdeki K

miktarinin anlamli oldugu goriilmiistir.

Toprak tistii organlar (silirglinler) acisindan K miktar1 koklerdekine benzer

durumdadir. Kontrol bitkiler ile karsilastirildiginda K konsantrasyonu orta su stresinde
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artmis, siddetli su stresinde ise azalmistir. Her iki degisim de anlamli bulunmamustir.
Humik asit ilave edilmis Orneklerle, su stresine maruz birakilmig Orneklerdeki K
miktarlan ile karsilastirildiginda, bu orneklerdeki artiglarin istatistiksel olarak anlamli

olmadiklar1 tespit edilmistir.

Sonug olarak, ¢calisma materyali olarak secilen tescilli yesil mercimek tohumlarinin
orta su stresine kars1 direngli oldugu hatta bu stres kosullar1 altinda biiyiime ve gelismesini
en iyi sekilde siirdiirebildigi goriilmektedir. Humik asit uygulamalarinin ise, orta ve
siddetli su stresi uygulanan mercimek fidelerinin her ikisine de olumlu etki yaptigi
sonucuna ulagilmistir. Yesil mercimek tohumlarinin kullanilmasi ile kiiresel 1sinma ve
yagis dengesizliklerinin yaninda su kaynaklarinin yetersizlikleri gibi énemli sorunlar
altinda saglayacagi bilgilerin {ilkemiz tarimina ve yesil mercimek iireticilerine yol
gosterici dzellikler tasimast, bu deneylerden alinan kanitlarla 6nemli bir katki saglayacagi

distiniilmektedir.
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