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OZET

TUZ VE GIBERELLIK ASIiDIN BAZI MERCIMEK CESITLERINDEKI
FENOTIPIK, BIYOAKTIF VE ENZIMATIK ETKILERI
YUKSEK LiSANS TEZi
ABRORKHON SAITMURATOV
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
TARLA BITKILERI ANA BiLIiM DALI

TARLA BIiTKIiLERI YUKSEK LISANS PROGRAMI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. MEHMET ZAHIT YEKEN)

BOLU, MAYIS - 2025
XI + 37 sayfa

Mercimek (Lens culinaris Medik.), diinya genelinde yaygin olarak
yetistirilen 6nemli bir yemeklik tane baklagil bitkisidir. Tuz stresi, bitkinin biiyiime
ve gelisimini olumsuz yonde etkileyerek verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu
calismada, oncelikle on iki mercimek cesidinde tuz stresinin (150 mM) fenotipik
parametreler ilizerindeki etkileri incelenmistir. Ardindan tuz stresine en hassas
mercimek ¢esidinde, farkli tuz stresi seviyeleri (kontrol, 75 mM ve 150 mM) altinda
uygulanan farkli GAjz dozlarmin (kontrol, 50 puM, 100 uM ve 200 pM)
mercimekteki biyoaktif ve enzimatik 6zellikler tizerindeki etkileri arastirilmistir.
Tuz stresi altinda kok ve stirgiin agirligi, kok ve siirglin uzunlugu ile yaprak renk
parametrelerinde 6nemli azalmalar gozlemlenmistir. Tuz stresi altinda yetistirilen
mercimek cesidine uygulanan farkli dozlardaki GA3; uygulamalar1 kontrol gruba
gore bitkideki klorofil igerigi, toplam karotenoid igerigi, toplam fenolik madde
igerigi, toplam flavonoid igerigi, toplam ¢oziinebilir protein miktar: ve antioksidan
kapasitesini (FRAP, DPPH, CUPRAC) artirmistir. Enzim aktivite analizleri, GA3
uygulamalarinin katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitelerini
artirarak tuz stresine kars1 bitkinin savunma mekanizmalarinda kritik rol oynadigini
ortaya koymustur. Temel bilesen analizi (PCA), incelenen degiskenler arasindaki
iligkileri ve verilerdeki ana varyasyon kaynaklarni ortaya koymustur. Bulgular,
GA; uygulamalarinin tuza duyarlt mercimek ¢esitlerinde biyolojik ve biyokimyasal
yanitlar1 diizenleyerek stres toleransinin gelistirilmesine katki sagladigini
gostermektedir. Elde edilen sonuglarin, tuza dayanikli mercimek c¢esitlerinin
gelistirilmesi ile ilgili 1slah programlarina ve mercimekte biyoaktif ve biyokimyasal
icerigin  artirtlmasina yoOnelik aragtirmalara O6nemli katkilar saglayacagi
diistiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Mercimek, Tuz stresi, GA3 uygulamasi, Fizyolojik
ozellikler, Biyoaktif 6zellikler

v



ABSTRACT

PHENOTYPIC, BIOACTIVE AND ENZYMATIC EFFECTS OF SALT
AND GIBBERELLIC ACID ON SOME LENTIL
CULTIVARS
MASTER THESIS
ABRORKHON SAITMURATOV
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF FIELD CROPS
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. MEHMET ZAHIT YEKEN)

BOLU, MAY 2025
XI + 37 pages

Lentil (Lens culinaris Medik.) is an important edible legume widely
cultivated worldwide. Salt stress adversely affects plant growth and development,
leading to yield losses. In this study, the effects of salt stress (150 mM) on
phenotypic parameters were first examined in twelve lentil cultivars. Subsequently,
the effects of different GA3 doses (control, 50 pM, 100 pM, and 200 uM) on the
bioactive and enzymatic properties of lentil were investigated under varying levels
of'salt stress (control, 75 mM, and 150 mM) in the most salt-sensitive lentil cultivar.
Significant reductions in root and shoot weight, root and shoot length, and leaf color
parameters were observed under salt stress. Application of different doses of GA3
to the lentil cultivar grown under salt stress increased chlorophyll content, total
carotenoid content, total phenolic content, total flavonoid content, total soluble
protein content, and antioxidant capacity (FRAP, DPPH, CUPRAC) compared to
the control group. Enzyme activity analyses revealed that GA3 treatments enhanced
catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX) activities, playing a crucial role in
the plant's defense mechanisms against salt stress. Principal component analysis
(PCA) revealed the relationships between the studied variables and the main sources
of variation in the data. The findings demonstrated that GA3 applications contribute
to the improvement of stress tolerance by regulating biological and biochemical
responses in salt-sensitive lentil cultivars. The results are expected to provide
significant insights into breeding programs for developing salt-tolerant lentil
cultivars and enhancing the bioactive and biochemical content of lentils.

KEYWORDS: Lentil, Salt stress, GA3 treatment, Physiological traits, Bioactive
traits
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1. GIRIS

Mercimek (Lens culinaris Medik.), kendine dollenen tek yillik yemeklik
baklagil bitkisidir. Mercimek, 2n=14 kromozoma sahip diploid bir bitki olup,
tohumlar1 yuvarlak, kiiclik ve disk seklindedir. Mercimek taneleri, protein, vitamin,
karbonhidrat ve ¢esitli mineraller (potasyum, kalsiyum, magnezyum, sodyum ve
fosfor) agisindan zengin olmasindan dolay1 insan beslenmesinde 6nemli bir konuma
sahiptir. Tanelerinin besin agisindan zengin olmasi, gelismekte olan iilkelerin
diyetlerindeki 6nemini artirmaktadir (Yadav vd., 2007). FAO (2022) yil1 verilerine
gore 2021 yilinda diinyada 5,5 milyon ha alanda mercimek yetistiriciligi yapilmis
ve 5,6 milyon ton iiretim elde edilmistir. Ayni yil diinyada en fazla mercimek
yetistiriciliginin yapildig: 5 {ilke sirasiyla Kanada, Hindistan, Avustralya, Tiirkiye
ve Nepal olmustur. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére 2023 yilinda
Tiirkiye’de 2,7 milyon da alanda kirmizi mercimek, 447 bin da alanda ise yesil
mercimek yetistirilmistir. Kirmizi ve yesil mercimekten elde edilen iiretim
miktarlari sirastyla 424 bin ve 50 bin ton olup dekara verim ise 153 ve 112 kg olarak

gergeklesmistir (TUIK, 2024).

Diinyada ¢esitli abiyotik ve biyotik stres faktorleri bitkilerin verimliligini
kisitlamakta ve iiretim kayiplarina neden olmaktadir. Bu faktdrler arasinda yer alan
tuzluluk, bitki verimliligini ve gelisimini smirlayan 6nemli cevresel faktorler
arasinda yer almaktadir (Cakir, 2021). Tuzluluk problemine neden olan baslica
faktorlerin, sulama sularinin i¢inde bulunan tuzlarin, toprak 6zelliklerinin ve iklim
faktorlerinin oldugu ifade edilmistir. Yar1 kurak ve kurak bolgelerde bitkilerin kok
bolgesindeki ¢oziinebilir tuzlarin bitki kdkiinden uzaklara taginamamasi sonucunda
tuzluluk sorunu meydana gelmektedir. Yagis ve sicakligin az oldugu donemlerde,
tuzlu taban sularinin toprak yiizeyine kilcal yiikselme ile ulastig1 ve evaporasyonun
yiiksek seviyede olmasiyla suyun buharlasip tuzun toprak yiizeyine biriktigi ifade
edilmistir (Richards, 1954; Kanber ve Unlii, 2008). Bitkilerin kok bdlgesinde
biriken tuzlarin bitkilerin fizyolojisinde degisimler meydana getirdigi, fotosentez
oranin1 azalttigi, karbon ve azot metabolizmasini olumsuz yonde etkiledigi
belirtilmektedir (Iyengar ve Reddy, 1996; Balibrea vd., 2000; Mansour, 2000).
Ayrica tuzluluk, bitkide zarara neden olarak tiretimi sinirlandirmakla ve tuz tipine

gore topragin hava ve su gecirgenligini azaltmaktadir (Giines vd., 2000). Tuzlu



topraklarda yetistirilen bitkilerdeki verimdeki azalmalarin, toprakta fazla miktarda
bulunan Na ve CI gibi iyonlarinin neden oldugu toksik etkilerden ve bitki iyon
dengesindeki bozulmalardan (Flowers ve Yeo, 1981), bitkinin farkli kisimlarina
besin tasinmasinda ve aliminda meydana gelen problemlerden, fotosentez ve
solunum gibi fizyolojik fonksiyonlarin zarar gormesinden kaynaklandig:
bildirilmistir (Cakir, 2021). Bu kapsamda tuzluluk problemi goriilen topraklarda
mercimek yetistiriciliginde ekonomik diizeyde verim elde edilebilmesi i¢in tuz
stresine dayaniklilig1 veya toleransi fazla olan mercimek ¢esitlerinin belirlenmesi

gerekmektedir.

Yiiksek digsal tuz konsantrasyonlari, hiicresel iyonlarin dengesizligine yol
acarak iyon toksisitesi, ozmotik stres ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine
neden olmaktadir. Bitkilerin tuz toleransi genellikle iyonik ve ozmotik homeostazin
diizenleyici mekanizmalar ile iliskilendirilerek incelenmistir (Ashraf ve Harris,
2004). Iyonik ve ozmotik bilesenlere ek olarak tuz stresi, diger abiyotik stresler gibi
hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinde
(ROS) art1s yoluyla oksidatif strese de neden olmaktadir. ROS, yiiksek reaktif olup,
lipitler, proteinler ve niikleik asitler lizerinde oksidatif hasara yol acarak normal
hiicresel metabolizmay1 degistirebilmektedir (Imlay, 2003). ROS tarafindan
baslatilan oksidatif hasar1 hafifletmek icin bitkiler diisiik molekiiler kiitleli
antioksidanlar ve siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve askorbat
peroksidaz (APX) gibi antioksidatif enzimler iceren karmasik bir savunma sistemi
gelistirmistir (Eyidogan ve Oz, 2007). Fazla tuzluluga maruz kalan bir¢ok bitki
tiriindeki verim kayiplar1 genellikle fotosentetik kapasitedeki azalmayla
iliskilendirilmektedir (Parida ve Das, 2005). Lipid peroksidasyonunun bir iirlinii
olan malondialdehit (MDA) igerigi, oksidatif hasarin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir.

Son yillarda c¢esitli abiyotik stres faktorlerine karst bitki biiylime
diizenleyicilerinin  kullanim1  olduk¢a ©Onem kazanmistir. Bitki biiylime
diizenleyicileri (BGD), bitki tarafindan dogal olarak {iretilen veya kimyagerler
tarafindan sentetik olarak tretilen, bitki hiicrelerinde etki gosteren, bitkilerin
bliylime ve gelisimini etkileyen kiiciik organik molekiillerdir. BGD'ler arasinda

bitkide biiyiimeyi tesvik ediciler (oksinler, giberellinler ve sitokininler) ve



biyoinhibitorler (ABA, metiljasmonat) bulunmaktadir. Biyoinhibitorler, bitkilerin
yaralanma, biyotik ve abiyotik kokenli streslere verdigi tepkilerde onemli rol
oynamaktadir. Giberellinler, sitokininler, oksinler veya onlarin sentetik bilesikleri
gibi BGD'lerin kullanimi, verimde artis saglamak i¢in gliniimiizde giderek popiiler
hale gelmektedir. Giberellinler (GAs), bitkilerde bir¢cok tepkiyi yoOnlendiren
bliylime tesvik edicileri olarak bilinmektedir. Giberellik asit (GA3), govde
uzunlugunu, bitki basina ¢icek sayisini artirmakta ve meyve tutumunu tesvik
etmektedir (Azuma vd., 1997). BGD uygulamalariin bitki biliyiimesini ve iiriin
verimini artirdid yiiriitiilen birgok ¢aligmada bildirilmistir (Hernandez, 1996; Ud-
deen, 2009; Mostafa ve Abou Al-Hamd, 2011; Yeken, 2024).

Mercimek bitkisinde ¢esitli stres kosullariyla ilgili pek ¢ok c¢alisma

gercgeklestirilmis olup konu ile ilgili literatiir 6zetleri asagida verilmistir.

Bandeoglu (2001), 100 ve 200 mM NaCl stresine maruz kalmis mercimek
fidelerinin yaprak ve kok dokularinda katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatiyon rediiktaz (GR) ve askorbat peroksidaz (APX) gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerini, lipit peroksidasyonunu (malondialdehid), H>O; ve prolin ile
fizyolojik degisimleri incelemisler ve normal sartlarda yetistirilen mercimek

fideleriyle karsilastirmislardir.

Kokten vd. (2010) 5 mercimek genotipi ile yiiriittiikleri calismada, 5 farkli
NaCl konsantrasyonunda bitkiler yetistirmig, ¢imlenme orani, silirgiin ve kok
uzunlugu, siirglin ve kok kuru agirligi ile tuz toleransi oranlarni belirlemistir.
Calisma sonucunda, Altin Toprak ve Cagil cesidi yiiksek diizeyde tuza tolerans
gosterdigi, Yerli Kirmiz1 ve Firat-87 cesitlerinin orta diizeyde tolerans gosterdigi,

Seyran-96 cesidinin ise NaCl'e en hassas ¢esit oldugu ifade edilmistir.

Cicerali (2004), ILL5582 ve ILL590 mercimek (Lens culinaris Medik.)
genotiplerini tuz stresi altinda karakterize ederek karsilastirmis ve antioksidan
mekanizmalarini laboratuvar kosullarinda incelemistir. Kok-gévde uzunlugu, kuru-
yas agirlik gibi fizyolojik parametreleri, lipid peroxidasyonunu (malondialdehit),
H>0, ve proline miktarlarini, antioksidan enzimlerinden katalaz, superoksit
dismutaz, askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz aktivitelerini mercimek

fidelerinde (9 gilin normal biiyiime + 5 giin 100 mM ve 200 mM tuz stresi) NaCl



stresi altinda incelemistir. LL590 ¢esidinde, yas-kuru agirlik ile kok-govde
uzunlugu diisiis yiizdeleri daha yiiksek bulunmustur. Tuz stresinde yaprak
dokularinin kok dokularima oranla daha fazla etkilendigini belirtmistir. MDA
miktarlari, ILL590'da lipid peroksidasyonunun daha yiiksek oldugunu ve yaprak
dokularinda anlamli artiglarin oldugunu gostermistir. Tuz konsantrasyonuna bagl
olarak prolin miktarinda 6nemli artis gergeklesmistir. Antioksidan enzimlerde
SOD en yiiksek aktivite artisin1 gostermistir. Ayrica, iki ¢esidin yaprak dokularinda

APX enzim aktivitesi anlamli artiglar géstermistir.

Naeem vd. (2004) farkli biiyiime hormonlarmin mercimekteki etkisi
incelemistir. Hormonlar; 1,5 mM GA3z + 2,85 mM IAA + 0,14 mM kinetin, 2,85
mM IAA + 0,14 mM Kkinetin, 1,5 mM GA3 + 0,14 mM kinetin, 1,5 mM GA3z + 2,85
mM IAA, 0,14 mM (30 mg/L) kinetin, 2,85 mM (500 mg/L) IAA ve 1,5 mM (500
mg/L) GA3z uygulanmistir. GA3 uygulamasinda siirgiin uzunlugunda belirgin bir
uzama, internod sayisinda ve bilesik yaprak sayisinda artis belirlenmistir.
GA3+tIAA, GAstkinetin ve GAsz+IAA-+kinetin kombinasyon dozlari uzunlukta,

internod sayisinda ve bilesik yaprak sayisinda dnemli artig saglamustir.

Eryilmaz ve Aydemir (2005) farkli tuz konsantrasyonlarinda 15 giinliik
sirecte (50, 100, 150, 200 ve 400 mM) Lens esculenta bitkisindeki antioksidan
enzim aktivitelerindeki ve lipid peroksidasyonundaki (LPO) degisimleri
incelemistir. Yapilan calismada 15 giin boyunca guasikol peroksidaz enzim
diizeylerinin kontrole goére artan tuz konsantrasyonu ile orantili olarak arttigini,
askorbat peroksidaz enzim diizeylerinin ise azaldigini ifade etmistir. LPO degerleri
incelendiginde tuz konsantrasyonlarinda kontrol bitkilerine gore artmalar
gozlendigi, katalaz aktivitelerinde ise kontrol bitkilerine goére artan tuz

konsantrasyonuna bagli olarak azalmalar tespit edildigi belirlenmistir.

Dilek (2008) yesil ve kirmizi mercimekte 50 ve 200 mM tuz stresi
uygulamis, mercimekte cesitli fizyolojik ve enzimatik parametreler lizerine farklh
dozlarda ilave edilen bor ve kalsiyumun etkisini incelemistir. Tuz stresine, 5.0 ve
10 mM Ca eklendiginde stres gruplarina gore yesil ve kirmizi mercimek bitkisinin
filiz-koklerinde guasikol peroksidaz, siiperoksit dismutaz, prolin, lipid
peroksidasyonu ve hidrojen peroksit miktarinda azalma oldugu ifade edilmistir.

Diger taraftan, katalaz aktivitesi, askorbat peroksidaz aktivitesinde artis meydana



gelmistir. Tuz stresine kalsiyum eklediginde stres gruplarina gore yesil ve kirmizi

mercimekte relatif bilyiime hizinda artis gézlendigi bildirilmistir.

Ercan (2008), 7 giin siireyle tuz (150 mM NaCl) ve kuraklik (%20 PEG
6000) stresine maruz birakilan 14 giinliik mercimek fidelerinde kuraklik ve tuzluluk
streslerinin etkilerini karsilagtirmali olarak arastirmistir. Kuraklik stresindeki
bitkilerle karsilastirildiginda, tuz stresi altindaki bitkilerde nispi su igerigi, kuru-yas
agirlik, uzunluk ve klorofil fluoresans ol¢iimlerindeki 6nemli diisiisler gorildigi
bildirilmistir. Hiicre zarlarmin elektrolit gecirgenliklerindeki artislar ve yiiksek
MDA miktarlar1 da bu durumu desteklemistir. GR, APX ve prolinin tuz stresi
altindaki bitkilerde kok ve govde dokularinda antioksidant savunmasinda 6nemli
rolleri oldugu belirtilmistir. Kuraklik stresi altindaki kok dokularinda H>O»
miktarinda artig gézlenirken ve tuz stresi altindaki gévdelerde SOD enziminin aktif

oldugu ifade edilmistir.

Giannakoula vd. (2012), giberellik asit (GA3), indol-3-asetik asit (IAA),
kinetin, Prohexadione-Calcium (Prohex-Ca) ve Topflor gibi bitki gelisim
diizenleyicilerin mercimek bitkileri iizerindeki etkileri fizyolojik ve biyokimyasal
yontemler kullanilarak aragtirmistir. GA3, mercimek bitkilerinin biiylimesini %43
artirmis ancak GA; ile uygulanan parsellerde 1000 tohum agirligi %26 oraninda
azalmistir. Uygun bitki gelisim diizenleyicilerle yapilan farkli uygulamalar arasinda
fenolik icerikteki niceliksel degiskenlik ortaya konulmus, bu durumun yiiksek
fenolik icerige ve yliksek antioksidan oOzelliklere sahip mercimeklerin elde
edilmesini saglayabilecegi ve dogal antioksidanlarin birincil kaynagi olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir.

Kose (2012) 6 tane kirmizi mercimek cesidi (Kafkas, Malazgirt, Cagil,
Ciftci, Ozbek ve Seyran) ile yiiriittiigii calismada, 100 mM ve 150 mM tuza stresine
maruz kalmig 12 gilinlik mercimek fidelerinin fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerini incelemistir. ki cesitte tuz stresinin kok ve gdvde antioksidant
savunma sistemine (APX, SOD, CAT ve GR enzimleri aktivite tayini) etkisini
karsilastirmistir. Analizler sonucunda Seyran ¢esidinin tuz stresine toleransli,

Malazgirt ¢cesidinin ise tuza stresine karsi hassas oldugunu ifade etmistir.



Uzun Kayis ve Ceyhan (2015) 10 adet mercimek ¢esidi (Kafkas, Malazgirt-
89, Altin Toprak, Firat-87, Seyran-96, Sultan-I, Meyvesi-2001, Cagil, Ozbek ve
Ciftci) ile yiiriittigli calismada, artan tuz dozlaria bagli olarak mercimek bitkisinin
daha diisiik oranlarda ¢imlendigini belirtmistir. Mercimek cesitlerinde farkli tuz
dozlarinin ¢imlenme hiz1 {izerine etkisini kontrolde 2,15-3,63 giin, 30 mM NaCl’de
1,62-3,12 giin, 60 mM NaCl’de 1,42-2,83 giin, 90 mM NaCl’de 0,75-2,20 giin ve
120 mM NaCl uygulamasinda ise 0,07-0,92 giin araliginda degistigini bildirmistir.
Calisma sonucunda Firat-87, Malazgirt-89 ve Cift¢i g¢esitlerinin tuz stresine en
toleransli cesitler oldugu, en hassas cesitlerin ise Seyran-97 ve Ozbek oldugu

belirtilmistir.

Toklu (2015), farkli priming uygulamalarinin (KCI (%2), KNO3 (%1),
KH>PO4 (%1), PEG-6000 (%20), ZnSO4 (%0,05), IBA (100 ppm), GA3 (100 ppm),
Mannitol (%4)) kirmizt mercimek tohumlarinin ¢imlenme o6zellikleri ve cesitli
agro-morfolojik bitki karakteristikleri {izerindeki etkilerini degerlendirmek
amaciyla laboratuvar ve tarla kosullarinda ¢alisma ytiriitmiistiir. Caligma sonugclari,
GA3, ZnSO4 ve PEG-6000 tohum 6n iglem uygulamalarinin ¢imlenme ytizdesi,
¢imlenme orani, verim bilesenleri ve tane verimi lizerinde olumlu etkileri nedeniyle

faydali olabilecegi ifade edilmistir.

Dilek Tepe ve Aydemir (2017) kirmiz1 ve yesil mercimekte olasi bor
toksisitesinin antioksidan enzimler, oksidatif stres biyomarkerlar1 ve klorofil
igeriklerindeki degisiklikleri degerlendirmistir. On giinliik mercimek fideleri, 7 giin
boyunca diisiik (0,5 ve 1,0 mM) ve yiiksek (2,0 ve 5,0 mM) borik asit
uygulamalarina maruz birakilmistir. Bor, hem siirgin hem de kok dokularinin
uzunlugunu ve agirligm artirarak 0,5, 1,0 ve 2,0 mM konsantrasyonlarinda
bliylimeyi tesvik eden bir besin maddesi olarak c¢alismig, ancak 5 mM
konsantrasyonunda bu dokular iizerinde baskilayici etkiye sahip olmustur. Ayrica,
bor toksisitesinin mercimek ¢esitlerinde antioksidan enzim aktivitelerinde
degisikliklere neden oldugu belirlenmis, kirmizi mercimegin bor uygulamasinda

yesil mercimege gore daha duyarli oldugu ifade edilmistir.

Celep (2021) 11 mercimek cesidinin farkli tuz konsantrasyonlarina
toleranslik seviyelerini tespit etmek ve bazi bitki hormonlarinin ¢imlenme ve erken

fide evresinde 6n ¢imlendirme ortaminda olusturulan tuz stresinin giderilmesi



lizerine olan etkilerini arastirmistir. Calismada farkli tuz (0, 75 mM, 150 mM, 225
mM ve 300 mM NaCl) konsantrasyonlarinda ¢imlenme ve c¢ikis denemeleri
gergeklestirilmistir. Bitki hormonlarimin (MeJA ve Melatonin i¢in 0,1 puM, 0,25
uM, 0,5 uM; ACC i¢in 0,5 uM, 1,5 uM, 3,0 uM) priming ortaminda olusturulan tuz
stresinin giderilmesi iizerine olan etkileri ¢imlenme ve erken fide evresinde
belirlenmistir. Priming ortaminda olusturulan tuz stresinin giderilmesinde MeJA ve
melatonin genel olarak olumlu etki gosterirken ACC (Aminosiklopropan

karboksilik asit) kontrol grubuna goére dnemli bir iyilesme saglamamustir.

Cakir (2021) tlkemizde tescilli mercimek c¢esitlerinin (Cagil, Sakar,
Sanlibey Cift¢i, Kafkas, Ozbek, Evirgen, Firat-87 ve Tigris) c¢imlenme
donemlerindeki farkli tuz konsantrasyonlarina (kontrol, 30 mM, 60 mM, 90 mM ve
120 mM) dayanikliliklarini aragtirmistir. Calismada, tiim ¢esitlerde tuz dozlarindaki
artisa bagl olarak incelenen 6zelliklerin tamaminda kontrol uygulamasina gore
azalmalar oldugu belirtilmistir. Evirgen ve Tigris ¢esitlerinin tuzluluga en hassas
cesitler oldugu, Cagil Ozbek ve Sanlibey cesitlerinin ise tuza tolerans notasinda iyi

performans gosterdigi ifade edilmistir.

Solaimanifar ve Asemaneh (2021), mercimekte dort silisyum dozunun (0,
0,1, 0,25 ve 0,5 mM) bitki biiytimesi ve tuzluluk (0, 40 ve 80 mM NaCl) altindaki
fizyolojik parametreleri iizerine etkilerini arastirmistir. Diisiik seviyelerde Si
kullaniminin tuzlulugun L. culinaris tizerindeki zararl etkilerini azaltabilecegi ve

bitkinin tuz stresine kars1 direncini artirabilecegi belirtmistir.

Bu calismada, Tiirkiye’de tescil edilmis on iki mercimek ¢esidi 150 mM tuz
stresine kars1 fenotipik parametreler bakimindan degerlendirilmis ve tuz stresine en
hassas bulunan mercimek ¢esidinde farkli NaCl (kontrol, 75 ve 150 mM) ve GA;
(kontrol, 50, 100 ve 200 pM) uygulamalarinin biyokimyasal ve enzimatik 6zellikler

tizerindeki etkilerinin arastiriimistir.



2. MATERYAL ve YONTEM

Bu caligmada, Tiirkiye’de tescil edilmis on iki mercimek ¢esidi 150 mM
tuz stresine karsi fenotipleme yoluyla incelenmistir. Ardindan, farkli tuz dozlar
(kontrol, 75 mM ve 150 mM) ve GA3 dozlar1 (kontrol, 50 uM, 100 uM ve 200 uM)

altinda tuza en hassas olarak belirlenen mercimek ¢esidinde biyoaktif ve enzimatik

Ozellikler arastirilmistir. Caligsma ile ilgili detaylar asagida verilmistir.

2.1 Mercimek cesitlerinin tuz stresine karsi fenotiplenmesi

2.1.1 Bitki materyali ve deneme kosullar1

Calismada kullanilan mercimek c¢esitlerine ait bilgiler Tablo 1’de

verilmigtir.

Tablo 1. Calismada kullanilan mercimek c¢esitlerine ait bilgiler.

Cegsitler Tescil Edilen Kurum/Kurulus Tescil Tarihi
Altintoprak ﬁﬁgﬁ[r{glgilia/rgrgirg:liﬁnsal Aragtirma ve Egitim Merkezi 12.04.2006
Cagil ﬁggﬁ[jglgiliz/igir;iblir&msal Aragtirma ve Egitim Merkezi 12.04.2006
Kay1-91 I\G/I?éh g:llgsi% ;ll"(eglf:rlrllisfl Aragtirma Enstitiisii 01.05.1991
Seyran-96 I\G/Iﬁgﬁlrjlli}llgsiliz/tlr)ai?;;b"l;irllrmsal Arastirma ve Egitim Merkezi 25.04.1996
Ceren E;;}fuﬁggll/eg; i/;c:;kez Arastirma Enstitiisii 31.12.2012
Yusufhan E;;}fugilﬂgll/eg; i/;i;kez Aragtirma Enstitiisii 31.12.2012
Ankarayesili E;; }fuﬁﬁggf;nﬁ‘zkez Aragtirma Enstitiisii 31.12.2012
Firat-87 ﬁ%gﬁlrjlggilia/rggjrg;l?fsal Aragtirma ve Egitim Merkezi 24.04.1987
Karagiil E/ﬁiﬁl ]r?iglg:ll/e:n Il\(/ierzkez Aragtirma Enstitiisii 08.04.2013
Giimrah E/ﬁiﬁl ]r?iglg:ll/e:n Il\(/ierzkez Aragtirma Enstitiisii 08.04.2013
12\/(1)6(:)ylvem E/ﬁiﬁl ]r?iglg:ll/e:n Il\(/ierzkez Aragtirma Enstitiisii 27.04.2001
Seker Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi 27.04.2005

Mercimek tohumlar yiizey sterilizasyonu yapilarak torf (Kekkila Dsm)
i¢erisine ekilmistir. Fidelenme asamasindan sonra bitkiler, her ¢esitten sekiz bitki
olmak tizere hidroponik saksilara aktarilmistir. Daha sonra sekiz bitki iki gruba (1.
Grup: tuz stresi uygulamasi, 2. Grup: kontrol grubu) ayrilmis ve her bitki tekerriir

kabul edilmistir. Hoagland ¢6zeltisi Epstein (1972)’ye gore hazirlanmis ve bitkiler,



kontrollii ¢evre kosullarinda 25 °C sicaklik ve %70 nem altinda, 16 saat 151k/8 saat
karanlik dongiisiinde yetistirilmistir. Besin ¢ozeltisi her 48 saatte bir yenilenmistir.
Dokuz giin sonra 150 mM NaCl uygulamasi gergeklestirilmistir. 14. glinde yaprak
renk Olc¢iimleri, nisbi elektrolit sizint1 testi, mercimek cesitlerinin tuz stresindeki

gorsel degerlendirilmesi ve fizyolojik dl¢timler yapilmustir.

2.1.2 Fizyolojik ol¢iimler, yaprak renk parametreleri, nisbi

elektrolit s1zint1 testi ve gorsel degerlendirme

Fizyolojik ol¢timler (kok uzunlugu, kok yas agirligi, kok kuru agirligi,
siirgiin uzunlugu, siirgiin yas agirhig ve siirgiin kuru agirligl), Uzun Kayis ve
Ceyhan (2015)’e gore belirlenmistir. Yaprak renk parametreleri (L* = agiklik, a* =
kirmizi-yesil, b* = sari-mavi, C* = chroma ve Hue* = hue agis1) yaprak yiizeyinde
3nh NR110 (Shenzhen, Cin) cihaz ile dl¢giilmiistiir. Renk degerleri, lic okumanin
ortalamas1 alinarak hesaplanmistir. Hiicre zarlarindaki tuz hasarini belirlemek icin
nisbi elektrolit sizint1 (NES) testi yapilmistir (Fotograf 1). NES degerlerinin
belirlenmesi i¢in bitkilerin terminal yaprakg¢iklarindan 5 mm’lik diskler alinarak
diyonize su ile ii¢c kez yikanmis ve 15 ml diyonize su igeren test tiiplerine
aktarilmistir. Daha sonra 25 °C’de 6 saat inkiibe edilmistir. Elektriksel iletkenlik
(EC) ilk 6l¢iim (E1) olarak 6lgiilmiis (uS-cm™), ardindan test tiipleri 100 °C su
banyosunda 30 dakika tutulmus, sonrasinda 25 °C’de sogutulup ikinci EC 6l¢iimi
(E2) yapilmistir. Diyonize suyun elektriksel iletkenligi de bos kontrol 6l¢timii (EO)
olarak yapilmistir (Gao vd., 2009; Liu vd., 2012). Son olarak, NES su formiil ile
hesaplanmastir:

NES = ((E1 - E0) / (E2 - E0)) x 100



Fotograf 1. Nisbi elektrolit sizint1 testi, yaprak rengi 6l¢iimleri ve fizyolojik

Olgtimlere ait gorseller.

Gorsel degerlendirme, 1-9 arasinda bir skala ile yapilan gorsel tuz hasari
indeksi kullanilarak yapilmistir. 1-Hasar yok (¢ok toleransli), 2-Yapraklarin %10
oranindan daha az1 hasar gormiis (toleransli), 3-Yapraklarin %11-20 oraninda hasar
(orta toleransli), 4-Yapraklarin %21-40 oraninda hasar (orta derecede toleransli), 5-
Yapraklarin %41-60 oraninda hasar (orta derecede hassas), 6-Yapraklarin %61-80
oraninda hasar, baz1 6lii bitkiler (orta derecede hassas), 7-Yapraklarin %81-90
oraninda hasar, birkag 6lii bitki (hassas), 8-Yapraklarin %91-100 oraninda hasar,

cogu bitki 6lii (¢cok hassas), 9-Tiim bitkiler 6lii (en hassas).

2.2 NaCl ve GA:3 uygulamalarimin mercimekte biyoaktif ve
enzimatik bilesenler iizerindeki etkisi

2.2.1 Bitki materyali ve deneme kosullar:

Fenotipleme sonucunda tuz stresine en hassas olarak belirlenen “Meyveci
2001” mercimek c¢esidi bitki materyali olarak kullanilmistir. Deneme, ii¢
tekrarlamali olarak tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore
yiiriitiilmiis ve her tekrarlamada ii¢ saks1 yer almistir. Toplamda 108 saks1 (3 NaCl
dozu (kontrol, 75 mM ve 150 mM) x 4 GA3 dozu (kontrol, 50 uM, 100 uM ve 200
uM) x 3 tekrarlama x her tekrarda 3 saksi) kullanilmistir (Fotograf 2). Saksilarda

10



kullanilan toprak Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma
ve Uygulama Alani’ndan temin edilmistir. Daha sonra toprak laboratuvar
kosullarinda kurutulmus ve 2 mm’lik elekten gecirilmistir. Toprak analizi yapilmis
ve sonuglar, toprak yapisimin kil-tuzlu, pH'nin 7,37 ile noétral oldugunu, tuzlu
olmadigini, hafif kalkerli (0,69%), organik madde iceriginin diisiik (0,83%),
mevcut fosfor bakimindan orta seviyede ve mevcut potasyum bakimindan yiiksek
oldugunu gostermistir. Daha sonra saksilarda kullanilacak toprak miktar1 ve

saksilarin su tutma kapasitesi degerleri belirlenmistir.

Fotograf 2. Saksilarin hazirlanmasi ve bitkilerin ¢ikis sonras1 goriinimii.

2.2.2 Farkli dozlarda NaCl ve GA3 uygulamalar:

NaCl uygulamalari i¢in kontrol (distile su), 75 mM NaCl ve 150 mM NaCl
dozlar1 hazirlanmigtir. Her saksiya bes tohum ekilmis ve hazirlanan her doz
saksilarin su tutma kapasitesine kadar sulama yoluyla uygulanmistir. Buharlasmay1
azaltmak amaciyla toprak yiizeyi ekimden sonra filtre kagidi ile kaplanmistir.
Cikistan sonra seyreltme yapilmistir. Bitkiler, 25 °C sicaklik ve %70 nem altinda,
16 saat 151k/8 saat karanlik dongiisiinde biiyiitiilmiistiir. GA3 dozlari, Giannakoula
vd. (2012)’ye gore toplamda iki kez olmak iizere 14 giinliik araliklarla diisiik
basingli el spreyi ile uygulanmistir. ilk uygulama ekimden yedi hafta sonra bitkiler
bes ile yedi yaprak gelistirdiginde yapilmistir. Her bitkiye toplamda 20 mL ¢ozelti
puskiirtiilmiistiir. Kontrol bitkilerine ise distile su uygulanmistir. Tam olarak
gelismis on yapragi olan bitkilerden 6rnekler alinmis ve hemen sivi nitrojen igine
aktarilmistir. Ornekler, daha sonra gerceklestirilecek analizler igin -20 °C'de

depolanmastir.
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2.2.3 Biyoaktif icerikler
2.2.3.1 Klorofil ekstraksiyonu

Klorofil a ve klorofil b analizleri i¢in yaklasik 0,1-0,5 g taze yaprak
materyali 80% aseton ile ezilmis ve slipernatant1 elde etmek i¢in santrifiij edilmistir.
Olgiim dncesinde, ekstrakt 1:10 oraninda seyreltilmis (500 pL ekstrakt + 4500 pL
80% aseton) ve absorbans degeri 645 nm ve 663 nm'de spektrofotometre ile
Olclilmiistiir, 80% aseton blank olarak kullanilmistir. Klorofil degerleri

Lichtenthaler ve Wellburn (1983) yontemine gore hesaplanmustir.
2.2.3.2 Toplam karotenoid icerigi

Lichtenthaler (1987)’ye gore 200 mg taze bitki materyali, 10 mL %80
aseton ile ekstrakte edilmistir. Ekstrat, 4600 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis ve
siipernatanin absorbans degerleri sirastyla 663 nm, 645 nm ve 450 nm dalga
boylarinda o6l¢iilmiistiir. Bu absorbans degerleri sonraki hesaplamalar icin

kaydedilmistir. Toplam karotenoid icerigi ng/g olarak belirlenmistir.

2.2.3.3 Toplam fenolik icerigi

Fenoliklerin ekstraksiyonu i¢in 1 g 6rnek, 5 mL metanol ile homojenize
edilmistir. Homojenat, 10.000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiijlenmistir. Toplam
fenolik, flavonoid ve antioksidan analizlerinde, santrifiij sonrasi elde edilen
siipernetant kistm kullanilmigtir. Toplam fenolik icerik, Waterhouse (2002)
tarafindan tanimlanan renkli spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Gallik asit
standart olarak kullanilmis ve gallik asit ¢ozeltisinin 0,1 mg/g aras1 yedi farkli
konsantrasyonunda kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Analiz 50 pL silipernetant
tizerine 1600 pL destile su, onun fiizerine 50 pL Folin-Ciocalteu reaktorii
karistirilarak vortekslenmistir. Uzerine %7°lik 300 uL sodyum karbonat eklenmis
ve karnistirilmistir. Ardindan, iki saat bekledikten sonra okumalar 760 nm’de
spektrofotometre ile 6lcililmiistiir. Toplam fenolik igerik, gallik asit ile olusturulan

kalibrasyon egrisine dayanarak mg GAE/g olarak ifade edilmistir.
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2.2.3.4 Toplam flavonoid icerigi

Toplam flavonoid igerigi, Feduraev vd. (2022) yonteminde bazi
degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Bu amacla, 100 pL bitki ekstrakti veya
standart ¢ozelti, 300 pL %5 sodyum nitrit ¢ozeltisi ile karistirilmis ve 5 dakika
siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, karisima 300 puL %10 AICIs
cozeltisi eklenmis ve reaksiyon karisimi 27 °C'de 6 dakika daha inkiibe edilmistir.
Daha sonra, 2 mL 0,5 M NaOH eklenmis ve hacim saf su ile 10 mL’ye
tamamlanmistir. Absorbans, spektrofotometre kullanilarak 430 nm dalga boyunda
Olciilmiistiir. Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in, 2 mM’den baslayarak seri sekilde
seyreltilmis kuersetin (QE) standartlar1 kullanilmistir. Sonuclar mM cinsinden ifade

edilmistir.
2.2.3.5 Toplam c¢oziinebilir protein

Toplam ¢6ziinebilir protein igerigi Bradford (1976) metoduna gore
belirlenmigstir. Taze yaprak oOrnekleri sivi nitrojenle ezilmis ve tiiplere
yerlestirilmistir, ardindan 1.5 mL KH,PO, tamponu (pH: 7) eklenmistir.
Numuneler, +4°C’de 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen
siipernetanttan 20 pL alinip, 480 pL distile su ve 5000 puL. Bradford reaktori ile
kanistirllmistir. Karisim vortekslenmis ve absorbans 595 nm’de spektrofotometre
ile olgiilmiistiir. Orneklerdeki toplam ¢oziinebilir protein igerigi, %10’dan seri
delisyondan seyreltilmis bovin serum albiimini ile hazirlanan standart egri

kullanilarak hesaplanmastir.

2.2.3.6 Antioksidan kapasite analizleri
2.2.3.6.1 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) analizi

DPPH aktivitesi, Blois (1958) tarafindan 6nerilen yontem ile 6l¢iilmiistiir.
0,1 mL ornek, etanol ile 1:5 oraninda seyreltilmis ve 2,9 mL DPPH ¢ozeltisi (0,1
mM) ile karistirtlmistir. Absorbans, 15 dakika sonra 517 nm’de kaydedilmistir.
DPPH hesaplamasi i¢in 2 mM’dan askorbik asit seri sulandirilarak olusturulan egri

yardimiyla mM cinsinden hesaplanmustir.
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2.2.3.6.2 Ferrik indirgeyici-antioksidan giic (FRAP) analizi

FRAP analizi, Ornegin antioksidan kapasitesini degerlendirmek ig¢in
yapilmistir. FRAP reaktorii, 25 mL asetat tamponu (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL 10
mM ferrik kloriir ve 2,5 mL 1 mM 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) ¢ozeltisi 40 mM
hidroklorik asit i¢inde karistirilarak taze hazirlanmis ve 37°C°de tutulmustur. Ornek
(100 pL), 3 mL FRAP reaktorii ile karistirtlmis ve 37°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Absorbans, 593 nm’de spektrofotometre ile 6l¢iilmiistiir. FRAP degeri
hesaplamasi icin 2 mM’dan askorbik asit seri sulandirilarak olusturulan egri

yardimiyla mM cinsinden hesaplanmistir.

2.2.3.6.3 Bakir iyonu indirgeme antioksidan kapasite analizi

(CUPRAC)

CUPRAC reaktorii, 1 mL 10 mM bakir(Il) kloriir, I mL 7,5 mM neokuproin
ve 1 mL 1 M amonyum asetat tamponu (pH: 7) distile su i¢inde karistirilarak
hazirlanmistir. Ardindan 1 mL 6rnek (veya standart) eklenmis ve karisim, oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, absorbans 450 nm’de
spektrofotometre ile Olclilmiistiir. CUPRAC degeri hesaplamasi i¢in 2 mM’dan
askorbik asit seri sulandirilarak olusturulan egri yardimiyla mM cinsinden

hesaplanmustir.

2.2.4 Enzim analizleri

2.2.4.1 Malondialdehit (MDA) analizi

1 g yaprak Ornegi, %0,6’lik tiobarbitiirik asit ¢ozeltisi i¢inde %10
triklorasetik asit ile 3 mL’de homojenize edilmistir. Tiipler, 100°C’de 15 dakika
siireyle su banyosunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 drnekler hizla buzda
sogutulmustur. Sogutma isleminden sonra Ornekler, 5000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernetantin absorbansi 450, 532 ve 600 nm’de 6l¢lilmiistiir.
MDA konsantrasyonu agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

MDA (umol/g FW) = 6,45 x (A532 - A600) - (0,56 x A450)
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2.2.4.2 Hidrojen peroksit (H202) analizi

H>0: igeriginin belirlenmesinde 6rnekler, %0,1°lik triklorasetik asit i¢inde
ekstrakte edilmistir. 1 g triklorasetik asit, 1 L distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
Ekstraktan 0,5 mL alinmis ve 0,5 mL 100 mM potasyum fosfat tamponu ile
karistirtlmis, iizerine 2 mL 0,1 M potasyum iyodiir eklenmistir. Potasyum fosfat
tamponu, 1,36 g potasyum fosfatin distile suda ¢oziilerek 100 mL son hacme
getirilmesiyle hazirlanmis, potasyum iyodiir ¢6zeltisi ise 1,66 g potasyum iyodiiriin
distile suda ¢oziilmesiyle 100 mL son hacme getirilmistir. Standart egri i¢in, 1 mM
hidrojen peroksit stok ¢ozeltisi, %35°lik s1v1 hidrojen peroksit kullanilarak 10 pL’si
100 mL distile suya eklenerek hazirlanmistir. 100 pM H2O» ¢6zeltisi hazirlamak
icin, 100 pL. 1 mM stok ¢ozeltisi 5 mL’lik bir test tiipline alinmis ve iizerine 900 pL
distile su eklenmistir. Bu ¢ozeltiden 500 pL alinarak sonraki tiipe eklenmis,
ardindan her seferinde 500 pL distile su eklenerek 7-8 tiip icin seri seyreltilmeler
yapilmistir. Reaksiyon karisimi, karanlik ortamda 1 saat inkiibe edilmistir ve

absorbans 390 nm’de Sl¢iilmiistiir. Sonuglar mM cinsinden ifade edilmistir.
2.2.4.3 Antioksidan enzim analizleri

Antioksidan enzim analizleri ic¢in bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi
asagidaki sekilde gerceklestirilmistir. 0,5 g donmus yaprak 6rnegi, 5 mL soguk 0,1
M Na-fosfat, 0,5 mM Na-EDTA (pH: 7,5) ile homojenize edilmistir. APX analizi
i¢in, tampon ¢dzeltisine 0,035 g L-askorbik asit eklenmistir. Homojenat, 4°C’de 30
dakika, 18.000 x g hizinda santrifiij edilmistir. Katalse (CAT) ve askorbat
peroksidaz (APX) aktiviteleri hemen belirlenmistir. Ayni prosediir, SOD
aktivitesinin belirlenmesi i¢in de kullanilmis ancak son santrifiij sonrast homojenat

ekstraktlarinin bir kismi -20°C’de saklanmustir.
2.2.4.3.1 Askorbat peroksidaz (APX) aktivite testi

Askorbik asit bagli H2O2’nin indirgenmesi, APX aktivitesinin 290 nm’de
Olciilmesinde kullanilmistir. Reaksiyon ¢6zeltisi, 50 mM fosfat tamponu (KH2PO4),
0,5 mM askorbik asit, 0,1 mM Na-EDTA ve 1,5 mM H»O: (pH: 7,0) icermistir. 2,8
mL  reaksiyon ¢ozeltisi ile 0,1 mL bitki ekstrakti karistirilmastir.
Spektrofotometrede 0. ve 60. saniye okuma degerleri 290 nm dalga boyunda
kaydedilmistir. Reaksiyon, 0,1 mL enzim ekstrakti ile baglamis ve 1 dakika i¢indeki
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absorbans degisimi reaksiyonun degerlendirilmesinde kullanilmistir. APX

degerleri Yilmaz vd. (2023)’e gore hesaplanmuistir.
2.2.4.3.2 Katalaz (CAT) aktivite testi

Katalaz aktivitesi, Yilmaz vd. (2023) tarafindan tarif edilen yontemle
belirlenmistir. Siipernatantlar, enzim analizleri i¢in kullanilmistir. Reaksiyon
¢ozeltisi, 0,05 M fosfat tamponu (KH2PO4) ve 1,5 mM H>O» (pH: 7,0) icermektedir.
3 mL reaksiyon ¢ozeltisi ve 40 pL bitki ekstrakti karistirilmistir. Reaksiyon, enzim
ekstraktinin eklenmesiyle baslatilmistir. H,O> absorbansindaki azalma, 1 dakika
stireyle 240 nm’de spektrofotometrede kaydedilmistir.
CAT degerleri Yilmaz vd. (2023)’e gore hesaplanmustir.

2.2.4.3.3 Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite testi

SOD aktivitesi i¢in reaksiyon karigimi, 13,33 mM metionin, 75 pM
nitroblue tetrazolium (NBT), 0,1 mM EDTA, 50 mM fosfat tamponu (pH: 7,8), 50
mM sodyum karbonat ve 0,1 mL enzim ekstraktindan olusmustur. Reaksiyonun
baslatilmasi i¢in, 0,1 mL 2 mM riboflavin eklenmis ve tiipler 15 dakika siireyle
15182 maruz birakilmistir. Absorbans 560 nm’de Olciilmiistir. SOD aktivitesi
asagidaki denklem ile hesaplanmastir:
SOD aktivitesi = ((Akontrol - Asmek) / Asmek) X (okunan ¢ozeltinin hacmi/6rnek

hacmi) x seyreltilme faktorii
2.3. istatistiksel analiz

Fenotipleme sonucu elde edilen verilerde varyans analizi (ANOVA)
yapilmis ve verilerin ortalamalar1 %5 anlamlilik diizeyinde Tukey HSD testi ile
karsilastirilmistir. Farkli NaCl ve GA3 uygulamalarindan elde edilen sonuglar,
GraphPad Prism programinda grafik haline getirilmistir. Ayrica, ozellikler

arasindaki iliskileri aydinlatmak icin Temel Bilesen Analizi yapilmistir.
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3. BULGULAR

Mercimek bitkisinin tuz stresine toleransinin ortaya konulmasi tuz stresine
dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesinde Onemli rol oynamaktadir. Bu caligmada,
Tiirkiye’de tescil edilmis on iki mercimek ¢esidi 150 mM tuz stresi altinda fenotipik
Ozellikler yoniinden test edilmistir. Calismada, fizyolojik 6zellikler, yaprak renk
parametreleri, nisbi elektrolit sizint1 testi ve tuz stresindeki mercimek gesitlerinin
gorsel degerlendirilmesi gergeklestirilmistir. Fizyolojik 6zellikler (kok uzunlugu,
kok yas agirligi, kok kuru agirligi, siirgiin uzunlugu, siirgiin yas agirligi ve siirgiin
kuru agirhigl), tuz stresi ve kontrol kosullarindaki mercimek cesitlerinde
belirlenmistir (Tablo 2). NaCl (150 mM) etkisinin farkli mercimek cesitlerindeki
kok uzunluguna iizerine etkisi incelenmis ve ANOVA sonuclari, dozlar (Fpo, =
597,54, p < 0,01), cesitler (Fcesit = 78,37, p < 0,01) ve doz x ¢esit interaksiyonu
(Fpozx cesit = 6,98, p <0,01) arasinda istatistiksel olarak anlaml1 farklar bulunmustur.
Altintoprak ¢esidinin kontrol kosullarinda en fazla kdk uzunluguna sahip oldugunu
(8,87 cm), bunu sirasiyla Seker (8,11 cm) ve Kayi91 (7,63 cm) cesitlerinin takip
ettigi belirlenmistir. Tuz stresi altinda, tim cesitlerin kok uzunlugunda farkli
seviyelerde azalma meydana gelmistir. Altintoprak ¢esidi, tuz stresi altinda 7,98 cm
ile en uzun kok uzunluguna sahip olmus, bu ¢esidi Seker (7,02 cm), Kay191 (6,77
cm) ¢esitleri takip etmistir. Diger taraftan, Meyveci 2001 (4,00 cm), Yusuthan (4,64
cm), Cagil (4,85 cm) ve Gilimrah (4,78 cm) ¢esitlerinin kok uzunlugunun tuz
stresinden 6nemli diizeyde etkilendigi belirlenmistir. Tuz stresi altinda mercimek
cesitlerinin kok yas agirligi tizerine, dozlar (Fpo, = 1410,48, p <0,01), ¢esitler (Fcesit
=34,47,p <0,01) ve doz x ¢esit interaksiyonu (Fpozx cesit = 10,79, p <0,01) arasinda
anlamli varyasyonlar oldugu tespit edilmistir. Altintoprak ¢esidi, kontrol kosullarda
736,95 mg ile en fazla kok yas agirligina sahipken, bu degerin tuz stresi altinda
491,82 mg'a diistligii belirlenmistir. Tuz stresi altinda mercimek ¢esitlerinin kok yas
agirhiginda genel bir azalma gozlemlenmis, ortalama deger kontrol grubunda
577,41 mg iken tuz stresi altinda 306,65 mg olmustur. Tuz stresi altinda, Meyveci
2001 ve Guimrah cesitlerinin sirastyla 221,87 mg ve 231,05 mg ile en diisiik kok
yas agirligina sahip oldugu ve tuz stresinden 6nemli diizeyde etkilendigi tespit
edilmistir. Diger taraftan, tuz stresi altinda kok kuru agirligi icin cesitler arasinda
dozlar (Fpo, = 3730,72, p < 0,01), gesitler (Fcesit = 30,77, p < 0,01) ve doz x cesit

interaksiyonu (Fpoz x cesit = 4,70, p < 0,01) arasinda istatistiki anlamli farkliliklar
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bulunmustur. Kontrol kosullarinda en fazla kok kuru agirliklarma sirasiyla
Altintoprak (93,65 mg), Seker (87,68 mg) ve Kayi91 (84,39 mg) ¢esitleri sahip
olmustur. Tuz stresi altinda en diisiik kok kuru agirligi degerleri ise Meyveci 2001
(28,38 mg), Ankara Yesili (30,95 mg) ve Glimrah (32,59 mg) cesitlerinden elde
edilmistir. Mercimek ¢esitlerinde siirgiin uzunlugu 6zelligi bakimindan dozlar (Fpo,
= 211,19%*), cesitler (Fcesic = 9,04**) ve doz x ¢esit interaksiyonu (Fpoz x Cesit =
4,65*%*) arasinda onemli diizeyde istatistiki farkliklarin oldugu belirlenmistir.
Kontrol ve tuz kosullarinda en uzun siirgiin uzunlugu Seker ¢esidinden elde edilmis
ve sirastyla 20,42 cm ve 16,91 cm olarak 6l¢iilmiistiir. Mercimek ¢esitlerinin siirgiin
uzunluklar1 tuz stresi altinda azalmistir. Tuz stresinde ¢esitler arasinda Meyveci
2001, 10,75 cm ile en diislik siirgiin uzunluguna sahip olmustur. Tuz stresi,
mercimek ¢esitlerinin siirgiin yas agirligi lizerine 6nemli diizeyde etki etmistir.
Seker ¢esidi kontrol kosulunda, 2908,79 mg ile en fazla siirgiin yas agirligina
sahipken, bunu Altintoprak ve Karagiil ¢esitleri takip etmistir. En az siirgiin yas
agirhik degeri ise tuz stresi altinda ise 1190,55 mg ile Cagil cesidinden elde
edilmistir. Mercimek cesitlerinde siirgiin kuru agirligi lizerine dozlar (Fpo, =
223.24*%*) cesitler (Fcesic = 3,80%*) ve doz x ¢esit interaksiyonu (Fpoz x cesit = 2,59%)
bakimindan 6nemli diizeyde istatistiki farkliliklar belirlenmistir. Kay191, 94,30 mg
ile en fazla siirgiin kuru agirligina sahipken, bunu Altintoprak (82,97 mg) ve Seker
(73,61 mg) takip etmistir. Tiim mercimek ¢esitlerinde siirgiin kuru agirligi tuz stresi
uygulamasinda azalmistir. Genel olarak, sonuclar tuz stresinin mercimek
cesitlerinde kok ve siirgiin bliylimesini 6nemli dl¢iide azalttigini ortaya koymustur.
Altintoprak ve Seker cesitleri diger mercimek ¢esitlerine gore tuz stresine daha iyi
tolerans gosterirken, fizyolojik parametreler dogrultusunda Meyveci 2001 ¢esidinin

150 mM tuz stresine oldukg¢a hassas oldugu belirlenmistir.
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Tablo 2. Tuz stresi ve kontrol kosullarindaki mercimek ¢esitlerinin fizyolojik

Ozellikleri.
Kok Uzunlugu (cm) Kok Yas Agirhig: (mg/bitki)

Cesitler Dozlar Dozlar

Kontrol NaCl 150mM Kontrol NaCl 150mM
Altintoprak 8,87a 7,98b 736,95a 491,82de
Seker 8,11ab 7,02cd 580,49bcd 421,03ef
Kay191 7,63bc 6,77d 565,25¢cd 345,35fg
Giimrah 7,34bcd 4,78gh1 605,11bc 231,05y
Ankara Yesili 6,83cd 5,10fgh 449, 46¢ 235,47hyj
Seyran96 6,74d 5,40fg 675,45ab 272,00g-j
Yusufhan 5,76ef 4,64gh1 639,68bc 233,72y
Firat87 6,49de 5,17fgh 604,23bc 330,65fgh
Cagil 6,50de 4,85ght 570,59¢cd 323,93ghi
Meyveci 2001 6,58de 4,001 487,20de 221,87j
Karagiil 6,59de 4,531 557,15¢d 297,50g-j
Ceren 6,66d 5,06fgh 457,32¢ 275,46g-]
Ortalama (Doz) 7,01A 5,44B 577,41A 306,65B
F Doz 597,54** 1410,48**
F gesit 78,37** 34,47%*
F Doz x Cesit 6,98** 10,79**

Kok Kuru Agirhg: (mg/bitki) Siirgiin Uzunlugu (cm)
Cesitler Dozlar Dozlar

Kontrol NaCl 150mM Kontrol NaCl 150mM
Altintoprak 93,65a 43,13fg 15,75¢c-h 15,38d-1
Seker 87,68ab 48,57¢f 20,42a 16,91b-f
Kay191 84,39bc 53,34e 15,49d-h 13,18g-j
Giimrah 75,52¢d 32,591 19,33ab 13,95¢-
Ankara Yesili 78,01cd 30,95 17,51a-d 12,95g-j
Seyran96 77,88¢cd 37,61gh 15,64c-h 12,48hyj
Yusufhan 76,87cd 36,41ght 17,22a-e 12,63hyj
Firat87 77,36¢d 34,04h1 16,22b-g 14,78d-1
Cagil 76,35¢cd 32,95h1 16,22b-g 12,08y
Meyveci 2001 70,34d 28,381 17,86a-d 10,75j
Karagiil 73,12d 37,11gh 18,87 abc 13,651+
Ceren 74,87d 37,13ghi 16,25b-g 14,04¢-j
Ortalama (Doz) 78,84A 37,68B 17,23A 13,56B
F Doz 3730,72** 211,19%*
F Cesit 30,77** 9,04**
F Doz x Cesit 4,70*>k 4,65**

Siirgiin Yas Agirh@: (mg/bitki) Siirgiin Kuru Agirhgi (mg/bitki)

Cesitler Dozlar Dozlar

Kontrol NaCl 150mM Kontrol NaCl 150mM
Altintoprak 2675,54ab 1317,09h1 82.97ab 35,44fg
Seker 2908,79a 1550,66f-1 73,61abc 42,87c-g
Kay191 2275,29a-f 1609,01e-1 94,30a 28,87¢g
Giimrah 2533,94abc 1477,24gh1 70,28a-d 38,39efg
Ankara Yesili 2350,53a-¢ 15,188,611 53,68b-g 33,19fg
Seyran96 2442 0la-d 1642,19¢-1 61,89b-f 39,59d-g
Yusuthan 2333,96a-¢ 1367,32ght 62,02b-f 31,171fg
Firat87 2533,88abc 1733,74d-1 68,68a-¢ 29,35¢g
Cagil 1850,57¢c-1 1190,551 47,99¢c-g 23.92¢
Meyveci 2001 2550,60abc 1335,55h1 53,75b-g 25,77¢g
Karagiil 2600,31abc 1500,55ghi 72,07abc 27,262
Ceren 2050,49b-h 1368,64ght 62,06b-f 33,671fg
Ortalama (Doz) 242549A 1518,86B 66,94A 32,46B
F Doz 247,78** 223,24%*
F Cesit 4,27** 3,80**
F Doz x Cesit 2,82%* 2,59*
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Tuz stresi ve kontrol kosullarinda mercimek cesitlerinin yaprak renk
parametreleri ve nisbi elektrolit sizint1 testi sonuglart Tablo 3'te verilmistir. L
degeri, kontrol grubunda tuz stresi grubuna gore anlamli sekilde daha yiiksek
bulunmus (Fpo, = 379,77*%*), ayrica ¢esitler arasinda anlamli farkliliklarin oldugu
belirlenmistir (Fcesit = 2,32%*; Fpoz x cesit =3,64**). Tuz stresinde mercimek
cesitlerinin a degerleri genel olarak azalmis (Fpo, = 41,64**), varyans analizinde
doz x cesit interaksiyonu istatistiki diizeyde anlamli bulunmustur (Fpoz x Cesit =
2,99*%), Tuz stresinde mercimek ¢esitlerinin b degerleri arasinda anlamli bir artis
belirlenmistir (Fpoz = 367,39%*; Fcesit = 7,60%*; Fpoy x cesit = 8,28%*). Ote yandan,
chroma degeri tuz stresi altinda azalmis, dozlar ve cesitler arasinda anlamli
varyasyonlar gozlemlenmistir (Fpo, = 154,77**; Fcesit = 5,54**; Fpoz x Cesit =
6,21**). Tuz stresinde mercimek ¢esitlerinin Hue degerleri anlamli sekilde farklilik
gostermistir (Fpoz = 87,37**; Fpoz x cesit = 2,55%*). Nisbi elektrolit sizint1 testi
sonugclar ile ilgili varyans analizi sonucunda, kontrol grubuna kiyasla tuz stresinde
anlamli sekilde cesitler arasinda artis oldugu tespit edilmistir (Fcegic = 11,03**; Fpo,
=065,77**; Fpozx cesit = 4,13**). Genel olarak varyans analizi sonucunda mercimek
cesitlerine uygulanan tuz stresi incelenen parametrelerde anlamli degisikliklere yol
acmuistir.

Tuz stresinin ardindan mercimek ¢esitlerinin gorsel degerlendirme sonuglari
Sekil 1'de verilmistir. Bulgular, 150 mM tuz stresinin mercimek ¢esitleri iizerinde
farkli etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Gorsel degerlendirme sonuglarina
gore, Altintoprak ve Seker cesitlerinin tuz stresine daha 1yi tolerans gosterdigi,
Meyveci 2001, Glimrah, Karagiil ve Ankara Yesili ¢esitlerinin ise tuz stresine karsi

daha hassas olduklar1 belirlenmistir (Fotograf 3).
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Tablo 3. Tuz stresi ve kontrol kosullarindaki mercimek ¢esitlerinin renk

parametreleri ve nisbi elektrolit sizint1 testi sonuglari.

L Degeri a Degeri

Cesitler Dozlar Dozlar

Kontrol NaCl 150mM Kontrol NaCl 150mM
Altintoprak 27,11bcd 23,20de -8,11ab -3,64ab
Seker 34,15ab 19.42¢ -4,85ab -4,75ab
Kay191 31,19abc 24,69cde -5,54ab -10,86ab
Glimrah 32,36ab 23,78de -4,54ab -10,94ab
Ankara Yesili 3721a 21,95de -2,74a -10,06ab
Seyran96 34,40a 19,98¢ -2,6la -7,33ab
Yusufhan 32,17ab 20,66de -6,48ab -5,54ab
Firat87 37,38 22,55de -4.29ab -8,74ab
Cagil 31,60abc 21,42de -4,38ab -11,92b
Meyveci 2001 34,16a 23,21de -3,53ab -11,22b
Karagiil 33,93ab 24.57cde -3,97ab -9,89ab
Ceren 31,32abc 23,05de -3,62ab -10,74ab
Ortalama(Doz) 33,08A 22,37B -4,55A -8,80B
F Doz 379,77** 41,64**
F cesit 2,32% 0,99
F Doz x Cesit 3,64** 2,99**

b Degeri Chroma Degeri

Cesitler Dozlar Dozlar

Kontrol NaCl 150mM Kontrol NaCl 150mM
Altintoprak 17,73gh 17,56gh 19,44h-k 20,41g-j
Seker 12,661 24,48a-d 25,06a-¢ 14,391
Kay191 20,11d-g 22,60b-f 23,95¢-f 22.93efg
Giimrah 19,37¢-h 25,57abc 26,13a-d 22,33¢-h
Ankara Yesili 16,96gh1 26,52ab 26,84abc 19,72hyj
Seyran96 15,12h1 2727a 27,42ab 16,64kl
Yusuthan 17,03gh1 25,17abc 26,24a-d 18,78jk
Firat87 17,02gh1 24,42a-d 25,10a-¢ 19,2115k
Cagil 16,62ghi 24,60a-d 25,22a-¢ 17,915k
Meyveci 2001 21,00c-g 25,83ab 27,93a 23,95¢-f
Karagiil 19,64¢e-h 27,46a 27,93a 22,0411
Ceren 19,21fgh 23,84a-¢ 24.74b-f 22,13fgh
Ortalama(Doz) 17,70B 24 61A 25,34A 20,04B
F Doz 367,39** 154,77**
F cesit 7,60%** 5,54**
F Doz x Cesit 8,28** 6,21**

Hue Degeri Nisbi Elektrolit Sizint1 Testi (%)

Cesitler Dozlar Dozlar

Kontrol NaCl 150mM Kontrol NaCl 150mM
Altintoprak 109,46a-f 114,44a-f 27,07hyj 49,34¢-f
Seker 111,10a-f 100,86b-f 22,414 40,26¢-h
Kay191 117,94a-d 106,58a-f 23,9215 59,81bed
Gilimrah 119,12abc 100,23b-f 25,45hyj 67,12ab
Ankara Yesili 120,46ab 94,87ef 24,501j 55,21b-e
Seyran96 115,95a-¢ 93,13f 25,54hyj 48, 24c¢c-f
Yusufhan 112,23a-f 105,03b-f 25,24hyj 45,12d-g
Firat87 114,98a-¢ 99,74b-f 23,044 56,90bcd
Cagil 112,33a-f 100,02b-f 19,40j 54,34b-¢
Meyveci 2001 117,82a-d 97,54def 35,3311 78,32a
Karagiil 127,62a 98,04¢c-f 32,20g-j 61,30bc
Ceren 118,53a-d 99,18b-f 22,381 52,05b-¢
Ortalama(Doz) 116,46A 100,80B 25,54B 55,66A
F Doz 87,37** 665,77**
F cesit 0,82" 11,03**
F Doz x Cesit 2,55%* 4,13%*
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Sekil 1. Mercimek ¢esitlerinin tuz stresi karsi gorsel degerlendirmesi, tuz stresine
hassas (Meyveci 2001-sol) ve tuz stresine toleransl (Altintoprak-sag) mercimek

cesitleri.

Mercimek ¢esitlerinin  tuz stresi altindaki fenotipik degerlendirme
sonuclarina gore, Meyveci 2001 ¢esidi tuz stresine karsi ¢esitler arasinda en hassas
olarak tanimlanmig ve farkli tuz stresi seviyeleri altinda GA3 dozlarinin etkilerini
arastirmak icin bitki materyali olarak kullanilmistir. Farkli NaCl ve GA3
konsantrasyonlarinda 6rneklerin fotosentetik pigment analiz sonuglar1 Sekil 2'de
verilmigtir. GA3 uygulanan bitkiler, NaCl kontrol gruplarinda benzer Chl a

seviyelerine sahipken, GA3 uygulanmayan grup en diisiik seviyeyi gostermistir. 200
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uM GAs, Chl a seviyesini artirarak tuz stresine karst koruyucu bir etki gdstermistir.
Chl a seviyesi, genel olarak 150 mM NaCl stresinde azalmistir. GA3 uygulanan
gruplarda, 75 mM ve 150 mM NacCl stresinde Chl b seviyesi azalmistir. Chl a/b
orani, GA3 uygulanan gruplarda kontrole gore 75 mM ve 150 mM NaCl stresinde
artmistir. Ancak, genel olarak Chl a/b oran1 150 mM NaCl uygulamasinda tim
gruplarda azalis gostermistir. 200 pM GAj3 uygulamasi, 150 mM NaCl'de daha

ylksek klorofil igerigi saglamada olumlu etki yapmustir.
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Sekil 2. Meyveci 2001 ¢esidinde farkli NaCl ve GA3 uygulamalarindaki

fotosentetik pigment analiz (chl a, chl b ve chl a/b) sonuglar1

Meyveci 2001 ¢esidinde farkl1 NaCl ve GA3 konsantrasyonlarindaki toplam
karotenoid igerigi, toplam flavonoid igerigi, toplam fenolik icerigi ve toplam
¢ozlinebilir protein igerigi Sekil 3'te sunulmustur. GA3 uygulanmayan grup en
diisiik toplam karotenoid igerigine sahipken GA3z uygulamalar1 (100 ve 200 puM)
tuz stresinde toplam karotenoid iceriginin artmasina katkida bulunmustur. Genel
olarak 150 mM NaCl stresinde tiim gruplarda toplam karotenoid igeriginde azalis
oldugu gozlemlenmistir. Ancak GAj3 uygulamalari, kontrol grubuna kiyasla daha
yuksek seviyeler korumus ve pozitif bir etki gostermistir. En diisiik toplam
flavonoid igerigi kontrol, 75 mM ve 150 mM NacCl stresinde GA3 uygulanmayan
bitkilerden elde edilmistir. GAs uygulanan gruplarda bu 6zelligin seviyesi biraz

artmis, 200 pM GA3 uygulamasi toplam flavonoid igerigi seviyesini digerlerinden
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daha fazla artirmistir. Ancak, toplam flavonoid igerigi genel olarak tuz stresi
uygulamasinin dozundaki artisa bagli olarak azalmistir. Toplam fenolik icerigi 75
mM NaCl'de 100 ve 200 uM GA3 uygulamalari ile 6nemli 6l¢iide artmistir. 200 uM
GA3, 150 mM NaCl stresinde toplam fenolik igerigi artirmistir. GA3 uygulamalari
75 mM NaCl stresinde toplam ¢0ziinebilir protein igerigini onemli Olciide
artirmigtir. Ancak, toplam ¢oziinebilir protein icerigi seviyeleri 150 mM NaCl'de
GAszuygulamalarinda kontrole gore artsa da genel olarak azalis gdstermistir. Genel
olarak, tuz stresi (150 mM NaCl), toplam karotenoid igerigi, toplam flavonoid
icerigi, toplam fenolik icerigi ve toplam ¢oziinebilir protein seviyelerini azaltmistir.
Ancak GAj3uygulamalarinin, 6zellikle 200 pM GA3’lin tuz stresinde antioksidan

aktivite ve protein metabolizmasini korumada faydali rol oynadig1 belirlenmistir.
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Sekil 3. Meyveci 2001 ¢esidinde farkli NaCl ve GA3 uygulamalarindaki
biyokimyasal analizler (toplam karotenoid icerigi, toplam flavonoid icerigi,

toplam fenolik igerigi ve toplam ¢dziinebilir protein).

Calismada FRAP degerleri, artan tuz stresi nedeniyle hem GAj3 uygulanmis
hem de uygulanmamis tiim gruplarda kademeli olarak azalmistir (Sekil 4). Ancak,
GA; uygulanan gruplarda hafif bir artis gdzlenmistir. GA3z uygulamalari, kontrol,
75 mM NaCl ve 150 mM NacCl stres kosullarinda DPPH degerlerini olumlu yonde
etkilemis ve artirmistir. En yiiksek DPPH degeri, 200 uM GA 3 uygulamasi ve 75
mM NaCl stresi altinda elde edilmistir. CUPRAC degeri, 75 mM ve 150 mM NaCl
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stresinde, kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azalmistir. GA3; uygulamalari,
ozellikle 200 uM GAj3, antioksidan kapasitedeki diisiisii hafifletmistir. MDA
seviyeleri, NaCl uygulanan tiim gruplarda artis gostermistir (Sekil 5). En yiiksek
MDA seviyesi 150 mM NaCl uygulamasinda tespit edilmistir. Calismada, tuz stresi
artttkca MDA seviyelerinde de artis oldugu goriilmektedir. Diger taraftan, en
yuksek H,O, seviyeleri kontrol kosullarinda belirlenmis, bu seviyeler 75 mM
NaCl'de azalmis ancak 150 mM NaCl uygulamasinda tekrar artmistir. Tuz stresi
altinda GA3 uygulamalari, H,O, seviyelerini artirmistir. Bu degisimlerin farkl tuz
stres seviyelerinin neden oldugu oksidatif stres Tlizerindeki etkilerden

kaynaklandigini diistiniilmektedir.
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Sekil 4. Meyveci 2001 ¢esidinde farkli NaCl ve GA3 uygulamalarindaki
antioksidan aktivite analizleri (FRAP, DPPH ve CUPRAC testleri).
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Sekil 5. Meyveci 2001 ¢esidinde farkli NaCl ve GA3 uygulamalarindaki enzim
analiz (MDA ve H,0,) sonuglari.

Antioksidan enzim aktiviteleri, tuz stresi altinda uygulanan farkli dozlardaki
GA3 uygulamalarinda 6nemli farkliliklar gostermistir (Sekil 6). APX aktivitesi 75
mM NaCl stresinde en yiiksek 100 uM GA3 uygulamasindan elde edilirken, 150
mM NaCl stresinde ise en yiiksek APX 50 uM GAj3 uygulamasindan elde edilmistir.
APX aktivitesi, 150 mM NaCl stresinde belirgin sekilde artis gostermistir. NaCl ve
GA3; uygulamalarinin  SOD  aktivitesinde Onemli fark olusturmadig:
gbzlemlenmistir. Katalaz aktivitesi, NaCl stresine farkli tepkiler vermistir. 75 mM
NaCl stresinde GA3 uygulamalar1 da dahil olmak iizere katalaz aktivitesinde hafif
azalma goriiliirken, 150 mM NaCl stresinde belirgin artig goriilmiistiir. 50 uM GA3
uygulamasi CAT aktivitesini olumlu ydnde etkilerken, daha yiiksek
konsantrasyonlar (100 uM ve 200 uM) 150 mM NaCl stresinde daha diisiik artiglara
neden olmustur. Bulgular, tuz stresinin antioksidan enzim aktiviteleri iizerindeki
farkli etkileri oldugunu gostermis ve GAs'lin bu yanitlar1 modiile etmedeki

potansiyel roliinii ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 6. Meyveci 2001 ¢esidinde farkli NaCl ve GA3 uygulamalarindaki

antioksidan enzim analiz (APX, SOD ve CAT) sonuglart.

Temel Bilesenler Analizi (PCA) sonuglari, incelenen degiskenler arasindaki

iligkileri ve verilerdeki ana varyasyon kaynaklarini ortaya koymustur. Birinci temel

bilesen (PC1) toplam varyansin %43,32'sini agiklarken, ikinci temel bilesen (PC2)
toplam varyansin %22,08'ini agiklamistir (Sekil 7). Bu iki bilesen, toplam varyansin
%65,40'n1  temsil etmistir. Ik dort bilesen, toplam varyansm %74 3"inii

aciklamuistir. Ozdeger grafigi, ilk birkag bilesenin yiiksek o&zdegerlere sahip

oldugunu gostermistir. Biplot analizi, degiskenler arasindaki iligkileri ortaya

koymustur. MDA, APX ve CAT o6zellikleri, PC1 iizerinde yiiksek oranda pozitif

etki ederken diger antioksidan enzim aktiviteleri ve fotosentetik pigment 6zellikleri

farkli yonlerde dagilim gostermistir. Ayrica, CUPRAC, DPPH ve toplam fenolik

bilesikler gibi degiskenler, PC2 iizerinde daha belirgin bir dagilim sergilemistir.
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Sekil 7. Meyveci 2001 ¢esidinde farkli NaCl ve GA3 uygulamalarinda incelenen

Ozelliklerin temel bilesenler analizi.
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4. TARTISMA

Bitkiler tuz stresinin zararli etkileriyle bas edebilmek i¢in farkli
mekanizmalar gelistirmiglerdir. Tuza toleransli mercimek bitkilerinin gelistirilmesi,
tuzlu topraklarda verimi artirmak i¢in temel bir stratejiler arasinda yer almaktadir.
Tuzluluk toleransi, bitkilerde farkli son derece karmasik bir problemdir. Bu da tuz
stresine dayamikli ¢esitler gelistirmek i¢in yapilan 1slah c¢alismalarini
zorlastirmaktadir. Modern tuza toleransli cesitler gelistirmek i¢in ilk adim,
tuzluluga dayanikli/toleransli genotiplerin tanimlanmasidir. Genetik kaynaklarin
tuzluluk stresine karsi1 degerlendirmesi genellikle kontrolli  kosullarda
gerceklestirilmektedir. Bu calismada, Tiirkiye’de tescil edilmis on iki mercimek
¢esidi, 150 mM tuz stresine karsi fenotipik olarak test edilmistir. Kontrol ve tuz
stres kosullarindaki cesitlerin ortalama kok uzunlugu, kok yas agirligi, kok kuru
agirhigy, siirglin uzunlugu, stirgiin yas agirligi ve siirgtin kuru agirligi sirasiyla 7,01
cm'den 5,44 cm'ye, 577,41 mg'dan 306,65 mg'a, 78,84 mg'dan 37,68 mg'a, 17,23
cm’den 13,56 cm'ye, 2425,49 mg'dan 1518,86 mg’a ve 66,94 mg’dan 32,46 mg'a
diigmistiir. Tuzluluk, mercimek bitkilerinin biiyiimesini olumsuz yd&nde
etkilemistir. Sonuglarimiza paralel olarak, Uzun Kayis ve Ceyhan (2015), 120 mM
NaCl konsantrasyonlar1 altinda mercimek c¢esitlerinin siirgiin uzunlugu, kok
uzunlugu, kok yas agirligi, siirgiin kuru agirligi ve siirgiin yas agirliginin kontrol ile
karsilastirildiginda azaldigini belirtmistir. Benzer sekilde, Bandeoglu vd. (2004),
mercimegin yaprak ve kok dokularinda 100 mM ve 200 mM NaCl uygulamalarinin
yas agirlik ve siirgiin-kok uzunlugu gibi biiylime parametrelerinde 6nemli azalmalar
gerceklestirdigini bildirmistir.

Stresli yapraklarin renk faktorlerini saghkli yapraklarin renkleriyle
karsilastirmast bitki fenotiplemesi bakimindan énemlidir. Bu ¢alismada, fenotipik
olarak, tuzdan etkilenen mercimek bitkilerinin yapraklarinin kii¢ik oldugu ve
kontrol bitkilerinin yapraklarina gére daha koyu yesil bir renk gosterdigi ortaya
konulmustur. Yaprak renk parametreleri bu durumu desteklemis ve L degeri
(aydinlik), a degeri (kirmizi-yesil ekseni) ve chromanin kontrol ve tuz stresi
kosullarinda sirasiyla 33,08'den 22,37'ye, -4,55'ten -8,80'e ve 25,34'ten 20,04'e
distigi goriilmiistir. Bu degisiklikler, tuz stresinin mercimeklerde renk
doygunlugunu azalttigin1 ve kirmizi-yesil dengesini bozdugunu, bu durumun

potansiyel olarak klorofil kaybi1 ve pigment degisikliklerine yol acabilecegini
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gostermektedir. Yaprak renk parametreleri, stres fizyolojisi ve klorofil
konsantrasyonu ile iliskili spektral dzelliklerle baglantilidir (Ustin vd., 2004). Ote
yandan, mercimek c¢esitlerinin nisbi elektrolit sizint1 testi ortalamalar1 kontrolde
%25,54 iken tuz stresinde %255,66'ya ylikselmistir. Bu sonug, tuz stresinin
mercimek yapraklarindaki membran gegirgenligini artirdigini ve hiicre zarlarimin
hasar gorduglini gostermektedir. Gorsel degerlendirme sonuglarina gore,
Altintoprak ve Seker c¢esitleri tuz stresine karsi toleransli, Meyveci 2001, Glimrah,
Karagiil ve Ankara Yesili ¢esitlerinin ise tuza hassas oldugu belirlenmistir. Daha
Once yiiriitiilen caligmada da Kokten vd. (2010), Altintoprak ve Cagil't tuz stresine
kars1 yiiksek toleransli ¢esitler olarak tanimlamistir. Uzun Kayis ve Ceyhan (2015),
Seyran-97'yi tuz stresine karsi en hassas ¢esit olarak bulmuslardir. Bu ¢alisma ile
paralel olarak, bu ¢esidin bizim arastirmamizda da olduk¢a duyarli oldugu tespit
edilmistir. Ancak, Meyveci 2001 ¢esidinin tuz stresine karsi oldukga hassas oldugu
belirlenmistir.

GAs'in farkli dozlarmin mercimeklerin biyokimyasal ve enzimatik
ozellikleri tizerindeki etkileri Meyveci 2001 cesidinde farkli tuz stres kosullar
altinda degerlendirilmistir. Bu ¢alisma farkli GA3 dozlarinin, siiperoksit dismutaz,
katalaz ve peroksidaz gibi antioksidan enzimler ile fenolikler ve flavonoidler gibi
biyolojik bilesiklerin icerigini etkileyerek tuza hassas mercimek cesidinde stres
toleransin1  nasil modiile ettigini ortaya koymustur. Kiiltiir bitkilerinin
yapraklarindaki klorofil igerikleri, bitkinin fizyolojik durumu hakkinda degerli
bilgiler saglamaktadir. Bu c¢alismada, tuz stresine (75 mM) maruz kalan
mercimeklere uygulanan farkli dozlardaki GAs3, klorofil a igerigini biiyiik olgiide
artirirken, klorofil b'yi azaltmis ve bunun sonucunda daha ytiksek klorofil a/b orani
elde edilmistir. Ancak, 150 mM tuz stresinde Chl seviyeleri, kontrolle
karsilastirlldiginda azalmistir. GA3 uygulamalarinin, tuz stresinde daha yiiksek
klorofil igeriginin korunmasina etki ettigi goriilmiistiir. Benzer sekilde, Dilektepe
ve Aydemir (2017), bor toksikliginin mercimek yapraklarinda fotosentetik
pigmentlerin miktarini azalttigini belirtmistir. GA3 uygulamasinin, mercimeklerde
bilesik yaprak sayisin1 onemli Olgiide artirdigt ve GA3z ile muamele edilen
yapraklarin daha acik yesil renk gosterdigi bildirilmistir (Naeem vd., 2004).
Giannakoula vd. (2012), mercimeklerde GA3 (200 mg/L), indol-3-asetik asit (IAA)
(200 mg/L) veya kinetin (200 mg/L) ile klorofil iceriginin etkilenmedigini

belirtmistir. Fenolik bilesiklerin bitkilerde, antioksidan, antikanser ve anti-
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inflamatuar 6zellikleri gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle 6nemli biyolojik
bilesikler oldugu bildirilmistir (Singh vd., 2017). Bu ¢alismada tuz stresi, toplam
karotenoid igerigi, toplam flavonoid igerigi, toplam fenolik igerigi ve toplam
¢Oziinebilir protein igerik seviyelerini kontrolle karsilastirildiginda diistirmiistiir.
Ancak, 200 uM GA3 uygulamasi toplam fenolik igerigi ve toplam c¢oziinebilir
proteini olumlu yonde etkilemistir. Bu durum, GA3 uygulamasinin tuz stresinde
antioksidan aktiviteyi korumada ve protein metabolizmasini desteklemede rol
oynadigim gostermektedir. Eyidogan ve Oz (2007), nohut yapraklarinda 0,2 ve 0,5
M NaCl stresi sonrast ¢ozlinebilir protein igeriginin 6nemli derecede azaldigini
bildirmistir. Ote yandan, GAs dozlar1 arttikca, toplam karotenoid igerigi de tuz
stresine ragmen artmistir. Gupta vd. (2023), doksan altt mercimek genotipini TFC
ve antioksidan kapasite a¢isindan karakterize etmis ve genis bir genetik varyasyon
bulmuslardir. Yolcu ve Yilmaz (2025), GA3 uygulamasinin feslegen bitkilerinde
stres kosullarinda karotenoid seviyelerini artirabilecegini  belirtmistir. Bu
calismada, mercimekteki antioksidan aktivitelerini tahmin etmek amaciyla FRAP,
DPPH ve CUPRAC testleri yapilmistir. FRAP testi, reaksiyon ortamindaki
herhangi bir maddenin antioksidan etkisini indirgeyici kapasite olarak 6l¢gmektedir
(Ahuja vd., 2015). Indirgeyici kapasite, dogal antioksidanlarin elektron baglama
yetenegi olarak kabul edilmektedir. FRAP ve CUPRAC degerleri, GAs;
uygulamalarma ragmen tuz stresi kosullarinda azalmistir. Ote yandan, DPPH
degerleri GA3 dozlarindan olumlu etkilenmistir. Apak vd. (2016), DPPH'nin hem
hidrojen atomu transferi hem de elektron transferini igeren bir karisim izledigini,
oysa CUPRAC'm ET mekanizmasina dayandigmi bildirmistir. H>O», cesitli
fizyolojik siire¢lerin onemli bir diizenleyicisi olup ROS tarafindan iiretilen
sinyallerin ikinci habercisi olarak gorev yapmaktadir. MDA, lipid peroksidasyon
mekanizmasinin bir yan Uriinii oldugundan, bitkilerde oksidatif stresin 6nemli bir
belirteci olarak kabul edilmektedir (Kose, 2012). Calismadan elde edilen sonuglar,
tuz stresi altinda MDA igeriginde belirgin bir artis oldugunu ortaya koymustur. Tuz
stresine hassas mercimek ¢esidinde MDA konsantrasyonundaki bu énemli artigin
yiliksek membran hasarina yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Gokcay (2012),
mercimek ¢esitlerinde kuraklik stresi altinda siirgiin dokularinda MDA igeriginin
Oonemli dl¢iide arttigini bildirmistir. Diger taraftan, bu ¢alismada H>O» igerigi dnce
75 mM NaCl’de diismiis, ardindan hafif¢e artmistir. H>O» icerigindeki bu azalma,

antioksidan savunma sisteminin énemli bir par¢asi olan SOD enzim aktivitesinin
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inaktive olmasinin bir sonucu olabilir. Tuza toleransh bitkilerde tuz stresi yiiksek
SOD firetimini tetikleyerek, tuzlulugun olumsuz etkilerine karst korunmak
amaciyla H>O> tirettigi belirtilmistir (Bose vd., 2014). Stres kosullarinda ROS'a
kars1 savunmada rol oynayan ¢esitli enzimler bilinmektedir. Bu enzimler,
antioksidan molekiillerin sentezini, pargalanmasini ve geri doniisiimiinii katalize
etmekte ve dogrudan hiicrelerden ROS'un uzaklastirilmasini destekleyebilmektedir.
GA; sinyali, bazi1 proteinlerin yikimini tesvik etmektedir. Bu proteinler, antioksidan
enzimlerin transkript seviyelerini diizenlemektedir. Hiicreler, ROS'u biyolojik
sinyaller olarak kullanacak stratejiler gelistirmistir. Bu sinyaller cesitli genetik
stres/yanit programlarini aktive etmekte ve kontrol etmektedir. ROS, bir dizi genin
ekspresyonunu ve sinyal iletim yollarinin isleyisini etkilemektedir. SOD, APX ve
CAT aktiviteleri arasindaki denge, ROS'un denge seviyesinin belirlenmesinde
kritik rol oynamaktadir (Eyidogan ve Oz, 2007). Calismanmizda, 150 mM tuz stresi
altinda APX ve CAT aktivitelerinin 6nemli dl¢lide arttig1 gozlemlenmistir. CAT ve
APX aktivitelerindeki hafif artis, H>O2 seviyelerinin azalmasini saglamis ve 50 pM
GAjsuygulamasi, CAT ve APX aktivitelerini olumlu yonde etkilemistir. Bandeoglu
vd. (2004), 100- veya 200-mM tuz muamelesinde mercimek fide yapraklarinda
CAT aktivitesinde 6nemli bir degisiklik olusturmadigini, ancak yapraklarda APX
aktivitesinde onemli bir artisa neden oldugunu bildirmistir. Diger bir ¢caligmada,
Cicerali (2004), mercimek yaprak dokularinda tuz stresi altinda APX ve CAT
aktivitelerindeki onemli artiglar1 belirlemistir. PCA analizi, incelenen parametreler
arasindaki iligkileri ve 6rnekler arasindaki varyasyonu ortaya koymustur. Analizde
MDA'nin belirgin ayrilmasi, Ornekler arasindaki oksidatif stres seviyelerinin

farklilagtigini gostermektedir.
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5.SONUC ve ONERILER

Bu caligma, Tiirkiye’de tescil edilmis on iki mercimek ¢esidi 150 mM tuz
stresine karsi1 fenotipik parametreler bakimindan degerlendirilmis ve tuz stresine en
hassas bulunan mercimek ¢esidinde farkli NaCl (kontrol, 75 mM ve 150 mM) ve
GAs (kontrol, 50 uM, 100 uM ve 200 uM) uygulamalarinin biyokimyasal ve
enzimatik Ozellikler tlizerindeki etkileri arastirilmistir. Tuz stresi, fizyolojik
Ozelliklerde azalmaya neden olmus ve ¢esitler arasinda anlamli farkliliklarin oldugu
belirlenmistir. Altintoprak ve Seker mercimek c¢esitlerinin tuz stresine (150 mM)
toleransli oldugu, Meyveci 2001 c¢esidinin ise 150 mM tuz stresine karsi oldukca
hassas oldugu tespit edilmistir. GA3 uygulamalarinin, klorofil a, toplam fenolik ve
toplam ¢oziinebilir miktarlarini artirmis ve antioksidan enzim aktivitelerini tesvik
ederek oksidatif stres yanitlarinda etkili oldugu diistiniilmektedir. Mercimekte farkli
GA3 dozlarinin etkilerinin, uygulanan tuz diizeylerine bagli olarak farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismanin tuza toleransli mercimek cesitlerinin
gelistirilmesi ve tuz stresi altinda GAj3 uygulamalarinin mercimek ¢esitlerinin
biyoaktif ve enzimatik bilesenlerinin artirilmasina yonelik 1slah programlarina
faydali olacagi ongoriilmektedir. Gelecekteki arastirmalarin GAs'in tuz stresi
toleransindaki roliinii daha ayrintili olarak incelemek i¢in 6zellikle ROS sinyalleme
yolaklar1 ve antioksidan gen diizenleme mekanizmalarina odaklanilmasi gerektigi

diistiniilmektedir.
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