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OZET

KURAGA DAYANIKLI VE DUYARLI iKi MERCIMEK CESIDINDE BiYOTIK
STRESIN (OROBANCHE CRENATA FORSK.) NEDEN OLDUGU FiZYOLOJIK
VE BiYOKIMYASAL DEGiSiIMLERIN BELIRLENMESIi

Eda GUNAY
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Dog. Dr. Okan ACAR
20/06/2016, 78

Bitkiler yasamlar1 boyunca biyotik ve abiyotik streslere maruz kalmaktadir
Bunlardan kuraklik; fotosentetik pigmentlere, membran lipidlerine, proteinlere ve niikleik
asitlere zarar veren reaktif oksijen tiirlerini (ROT) arttirmakta ve “oksidatif strese” neden
olmaktadir. Mercimek tariminda kuraklik ve yabanci ot sorunu verimi olumsuz
etkilemektedir. Canavar otlar1 ise bitkinin kokiine yapisarak ihtiyaci olan su, besin ve
mineralleri konuk¢usundan temin eden yabanci otlardir. Canavar otu kaynakli enfeksiyon
aycicegi, domates, biber ve patlicanda antioksidan enzim aktivitelerini degistirmektedir.
Ayrica kurakliga dayanikli ¢esitlerde de antioksidan enzimlerin aktivitesini artirmaktadir.

Biyotik stres faktorii olan canavar otu (CO), abiyotik stres faktorii olan kuraklik
(%10 PEG 6000) (P) ve bunun ikili kombinasyonu (PCO) 21 giinliik mercimek fidelere 7
giin boyunca uygulanmistir. Uygulamay1 takiben 1., 3., 5. ve 7. giinde ornekleme
yapilmistir. Orneklerde biiyiime parametreleri (kok ve govde uzunluklari, spesifik yaprak
alan1 (SYA), pigment miktar1) ve biyokimyasal parametreler (protein miktarlari, hiicre zar1
gecirgenligi lipid peroksidasyononu miktar1 (TBARS) ve antioksidan enzim aktiviteleri
(SOD, POX, APX, GR, CAT) arastirilmistir. Kuraga dayanikli ve duyarli mercimek
cesitlerinde canavar otu enfeksiyonun etkileri bu yiikksek lisans tezi ile ilk defa
sunulmaktadir.

Biiyiime parametrelerine gore incelendiginde, Cift¢i ¢esidinde biiylime tiim stresler
ile baskilanmistir. Sultan 1 ¢esidindeyse, bliylime stres uygulamalarindan etkilenmemistir.
Sultan 1 c¢esidi, Cift¢i c¢esidine kiyasla stres uygulamalar1 sonucunda pigment icerigini

korumustur ve daha diisik HZG’ye sahip bulunmustur. Biyokimyasal parametreler
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incelendigindeyse, Sultan 1 ¢esidinde antioksidan savunmada tiim stres uygulamalari
dikkate alindiginda CAT ve GR, Cifici ¢esidinden ise POX’lar 6ne ¢ikmaktadir. Sonugcta,
kok dokusunda Sultan 1 ¢esidi Cifte¢i ¢esidine kiyasla ilave CAT ve GR aktivite artislariyla
yiiksek antioksidan koruma gostermistir. Yaprak dokusunda ise Cift¢i ¢esidi daha zayif
antioksidan korumaya sahip bulunmustur. Tim sonuglar degerlendirildiginde, kuraga
dayanikli Sultan 1 ¢esidinin fizyolojik ve biyokimyasal olarak Cift¢i ¢esidine kiyasla CO
ve PCO streslerine daha dayanikli oldugu, bu dayanikliligin 6zelikle kok dokusunda
belirginlestigi soylenebilir.

Anahtar sozciikler: Antioksidan Savunma Sistemi, Canavar Otu, Kuraklik,

Mercimek
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
CHANGES CAUSED BY BIOTIC STRESS (OROBANCHE CRENATA FORSK.) IN
DROUGHT SENSITIVE AND RESISTANT LENTIL VARIETIES

Eda GUNAY
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biology
Advisor : Dog. Dr. Okan ACAR
20/06/2016, 78

Plants have affected from biotic and abiotic stresses during their lives. Drought stress
has harmful effects to plant cells via oxidative stress, which is produce Reactive Oxygen
Species (ROS) in subcellular components. Drought is one of the most limiting factors of
lentil yield production. Besides, in agricultural areas has another limiting factor in lentil
yield: broomrapes. Broomrapes (Orobanche and Phelipanche spp.) are obligate root
holoparasite plants and take from their host plant’s assimilates. Orobanche crenata causes
high yield losses on plants such as tomato, eggplant, potato, tobacco and lentil.

It was shown that antioxidant defense enzymes increased via broomrape infection
(BRI) in sunflower, tomato, pepper and eggplants. Drought has also increased the level of
antioxidant enzymes in lentil plants. However, we have not any knowledge about the
effects of these stresses on antioxidant enzymes of drought —resistant and —susceptible
lentil varieties.

In this study BRI, %10 PEG 6000 (P) and PBRI stresses were treated on 21 d lentil
seedlings during 7 d and sampling on 1st — 3rd — 5th — 7th days. Plant samples were used
for analyses of growth (SYA, root/shoot lengths, pigment amounts) and biochemical
parameters (Protein, electrolyte leakage, TBARS, SOD, POX, APX, GR, and CAT).

Our results show that pigment amounts and electrolyte leakage was not change in cv.
Sultan 1 from stress treatments than cv. Cift¢i. Otherwise, GR and CAT was more
effectively in cv. Sultanl and POX in cv. Cift¢i for protection against oxidative stress. In

conclusion, cv. Sultan 1 show that high increases with CAT and GR in root tissues than cv.



Cift¢i. Our results indicated that cv. Sultan 1has good antioxidant protection against BRI

and PBRI stress treatments than cv. Cift¢i in leaf and root tissues.

Keywords: Antioxidant Defense System, Broomrape, Drought, Lentil
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BOLUM 1
GIRIS

1.1. Mercimek (Lens culinaris Medik.)

Mercimek (Lens culinaris Medik. 2n=14 ) Fabaceae familyasina ait tek yillik otsu bir
bitkidir. Lens cinsi, kiiltiir mercimegi (Lens culinaris) ve dort yabani tiirii (Lens ervoides
Brign, Lens montbretii F. Sc and Mey., Lens nigricans Bieb ve Lens orientalis Boiss)
icermektedir (Singh ve Jauhar, 2005). Bitki tipi ve ¢igcek tozlarmin morfolojik benzerligi
nedeniyle Lens culinaris’in Lens orientalis’ten tiiredigi kabul edilmektedir. 1987°de
Alman botanik¢i Medikus tane seklini dikkate alarak mercimegi Lens culinaris olarak
adlandirmistir. Kokeni Yakin dogu, Orta Asya ve Dogu Akdeniz olarak bilinmekte ve ilk
caglardan beri 6nemli bir besin kaynagi olarak yetistirilmektedir (Sehriali, 1988). Protein
icerigine sahip taneleri insan besini, yesil kisimlar1 hayvan yemi olarak tiiketilmektedir
(Potter ve Hotchkiss, 1996; Wang ve ark., 2009).

Arkeolojik calismalar mercimegin tarihinin tarim kadar eski oldugunu gostermistir.
Yunanistan’in Franchthi Magrasmda M.O 11.000 yilina ait komiirlesmis mercimek
tohumlar1 bilinen en eski kalmtilaridir. M.O 8500-600 yillarinda Tiirkiye, Suriye, Irak
bolgesinde mercimegin varhigi dogrulanmis ve Avrupa iilkelerine buralardan islah edilerek
yayilmustir (Oplinger ve ark., 1990).

Mercimek ince bir govdeye sahip otsu ve tek yillik bir bitkidir. Boyu 20-75 cm
arasinda degisen, yapraklar1 birlesik ve ince bir kok sistemine sahiptir. Beyaz cicekli ve
meyveleri disk seklindedir. Mercimek tohum boyutuna gbére makrosperm (6-9mm) ve
mikrosperm (2-6mm) olmak tizere ikiye ayrilir. Tohum kabuguna gore kirmizi, yesil, sari,
kahverengi, siyah ve benekli olabilir. Optimum yetisme sicakligi 18-24 °C araliginda serin
veya 1liman iklim bitkisidir. Kuraklik ve yliksek sicakliga orta dercede dayanikli olmakla
birlikte yabanci otlara kars1 zayif dayaniksiz bir bitkidir (Nelya ve ark., 2016).

Diinya dl¢eginde Tiirkiye en dnemli mercimek {ireticisi iilkeler igerisinde Kanada ve
Hindistan’nin ardindan ii¢iincii sirada yer almaktadir (FAO, 2014; Joseph ve ark., 2014)
(Sekil 1.1.). Bununla birlikte, baklagil iiretimi icerisinde, mercimek iiretimi Tiirkiye’de
ekim alani ve iretim bakimidan nohuttan sonra ikinci siradadir (Ton ve ark., 2014).
Tiirkiye’de baklagiller arasmdan mercimek iiretimi yaygin olmakla birlikte kirmizi
mercimek Giliney Dogu’da, yesil mercimek ise Orta Anadolu’da yetistirilmektedir

(Sehirali, 1988). Buna ragmen, i¢ piyasada tiiketilen mercimegin 6nemli bir kismmin ithal



ediliyor olmasi, yetersiz {iretimin bir sonucu olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Leftfield,

2015).
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Sekil 1.1. Ulkelere gére mercimek iiretimi (FAO 2014)

Gida, yem ve tarimda mercimek yetistiriciligi Onemli bir role sahiptir. Kuru
tanelerinin besin degeri oldukga yiiksektir. Mercimek 100 g basina besin igerigi 335 kalori,
22.5 g protein, 1.0 g yag ve 60.0 g karbonhidrat igerigi ile baklagiller arasinda bezelyeden
sonra en zengin besin icerigine sahiptir (Ladizinsky, 1979; Kislev ve Yosef, 2015).
Mercimek tohumlar1 ayni zamanda basta B vitamini ve Fe olmak {izere Ca, Mn, Na, Cu,
Zn ve P gibi temel mineraller i¢in iyi bir besin kaynagidir (Pesken ve Artik, 2004).

Baklagiller toprak 1slahi agisindan énemli bir ailedir. Azot fiksasyonu ve yesil giibre
olarak kullanildiklarinda topraga katacaklar1 organik maddeler nedeniyle topragi
zenginlestirici 6zellige sahiptirler. Bitkinin hasadindan sonra, koklerin igerdigi yiiksek
miktarda azotlu organik bilesiklerin, toprakta bulunan mikroorganizmalar tarafindan
parcalanarak bir kismi ayrismakta ve daha sonra ekilen bitkiler bu azottan
yararlanmaktadir. Ayrica baklagil kokleri topragi havalandirmakta, toprak sikigsmasini
onlemekte, topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ozelliklerini iyilestirerek toprak
verimliligine de katki saglamaktadir (Sehirali, 1988; Ton ve ark., 2014). Mercimegin
tane/sap orani 1/1.5 olup, saplarinda da %13.74 protein bulunmasi hasattan sonra topraga
karisarak kendisinden sonra ekilecek bitkinin kullanimina sunulmakta veya hayvan yemi
olarak yarar saglamaktadir (Sehirali, 1988; Engin, 1989; Togay ve Anlarsal, 2008).
Mercimek koklerinde simbiyont Rhizobium leguminosarum ile havanin serbest azotu
topraga baglanmaktadir. Boylece kendisinden sonra ekilecek bitkiye azot¢a zengin bir
toprak birakmaktadir (Tosun ve Eser; 1978; Sepetoglu, 2002).



1.2. Bitkilerde Stres

Bitkiler dogada birgok biyotik ve abiyotik stres faktorii ile karsilagmaktadirlar (Levit,
1980). Biyotik faktorler; mikroorganizmalari (fungus, bakteri ve viriis), yabanci ot ve
zararli hayvanlar1 kapsarken (Lichtenhaler, 1995) abiyotik faktorler ise kuraklik, 1sik,
sicaklik, radyasyon, kimyasallar, manyetik ve elektriksel alanlar gibi gevre faktorlerini
icermektedir (Lawlor, 2002). Biyotik ve abiyotik ¢evresel etmenlerin ayr1 ayr1 veya birlikte
bitkinin fizyolojisinde meydana getirdikleri degisimler stres olarak ifade edilmektedir
(Taiz ve Zieger, 2002). Diinya iizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore
smiflandirildiginda abiyotik stres faktorii olan kuraklik stresi %26°lik payla en biiyiik
dilimi icermektedir. Bunu %20 ile mineral stresi ve %15 ile soguk ve don stresi takip
etmektedir. Bunlarm disinda kalan diger tiim stresler %29’luk bir pay alirken, yalnizca
%10’luk bir alan herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamaktadir (Kalefetoglu ve
Ekmeke¢i, 2005). Bunlar icerisinde kuraklik diinyada bitkisel liretimi sinirlandiran en
onemli faktorlerden birisidir (Boyer, 1982) ve diinya iizerindeki ekilebilir alanlarda
goriilen stres faktorleri iginde en biiyiik paya sahip oldugundan diinya tarim alanlarinin
biiyiik bir boliimiinii etkilemektedir (Kutlu, 2010).

Bitki hiicrelerinde normal aerobik yasamin normal iirlinii olarak {retilen reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda asir1 tretilmesi
sonucunda “oksidatif stres” meydana gelir. Hiicrede ROT olusumu {izerine yapilan
arastirmalar stres fizyolojisinde temel sorunlarin aydinlatilmasinda biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bitkiler ROT seviyesini kontrol etmek ve stres kosullarinda hiicreleri
korumak i¢in enzimler ve diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar igerirler. Hiicrelerde
bulunan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi ROT’larin
detoksifiye edilmesinde ¢ok etkilidir (Blokhina 2000; Apel ve Hirt 2004; Botella ve ark.,
2005).

Stres etmenlerinin neden oldugu zarar; bitkinin tiirline, ayni tiiriin farkli gesitleri
arasinda dayaniklilik ve adaptasyon yetenegine bagl olarak degisiklik gostermektedir. Bu
nedenle strese dayaniklilik mekanizmalrinin aydmlatilmas: ve dayanikli gesitlerin
gelistirilmesi onemlidir (Biiylik ve ark., 2012). Tiiketilen O hiicre igerisinde (kloroplast,
mitokondri, endoplazmik retikulum, peroksizom) ROT’lara (siiperoksit radikali, tekil
oksijen, hidrojen peroksit, hidroksil radikali) dondstiiriiliir (Cizelge 1). ROT’lar yasamsal
faaliyetlerin bir sonucu olarak biitiin organizmalarda iiretilmektedir ve eslesmemis elektron
iceren molekiiller olup oldukg¢a reaktiftirler. Bitki hiicrelerinde, kloroplastlar en 6nemli

hiicre i¢ci ROT iiretim bolgeleridir (Asada, 1999). Aslinda hiicre metabolizmasinin dogal



bir yan iriinii olan ROT’lar sinyal iletim mekanizmasida onemli rol oynamaktadirlar
(Oztiirk ve ark., 2015). Stres kosullarinda ROT iiretiminin arttigma iliskin ¢ok sayida rapor
mevcuttur (Moller ve ark.,, 2007; Foyer ve Noctor, 2009). Hiicresel ROT
konsantrasyonunun artmasina bagl olarak meydana gelen oksidatif stres (Moller ve ark.,
2007) lipitlerin peroksidasyonuna, proteinlerin denatiirasyonuna, niikleik asit hasarina,
DNA mutasyonuna, enzim inhibisyonuna, programli hiicre 6liimiiniin aktivasyonuna ve
hiicrelerin 6liimiine kadar bir¢ok hasara yol acabilir (Biiyik ve ark., 2012). Bitkiler
ROT’nin artmasi ile olusan oksidatif stresin negatif etkilerini azaltmak i¢in enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerine sahiptirler (Foyer ve Noctor, 2009).
Stres kosullar altinda hiicreleri korumak ve ROT diizeylerini kontrol altinda tutabilmek
icin bitki dokular1 ROT’ni ortadan kaldiran ¢esitli enzimler ve diisilk molekiiler agirhiga

sahip antioksidanlar1 (askorbat, glutatyon, fenolik bilesikler, tokoferoller) igermektedirler.

1.3. Bitkilerde Antioksidan Savunma Sistemi

Enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz
(POX), guaiacol peroksidaz (GPX), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), askorbat peroksidaz
(APX), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidro askorbat rediiktaz (DHAR) ve
glutatyon rediiktaz (GR)’1 igermektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlar indirgenmis
glutatyon (GSH) ve askorbat (ASA) karotenoitler, tokoferolleri ve fenolik bilesikleri
icermektedir (Foyer ve Noctor, 2009). Kloroplastlar, mitokondri, peroksizom, sitozol ve
stroma gibi ¢esitli hiicre organellerinde ve boliimlerinde, ROT {iretimi gerceklesmekte ve
antioksidan sistemler tarafindan siipiiriilmektedir (Racchi, 2013) (Cizelge 1.1.). SOD,
ROT’lar1 hidrojen peroksite (H202) doniistiirerek ilk savunma hattin1 olusturmaktadir.
Burada, askorbat ve GSH ana rol oynar. Askorbat-GSH dongiisiinin  APX
monodehidroaskorbat (MDHA) igerisine askorbat oksidasyonu ile H202, H2O’ya
doniistiiriir. Daha sonra, NAD(P)H varliginda MDHAR askorbatt MDHA’a doniistiiriir.
Ayrica kuraklik ile uyarilan oksidatif strese dayanililikta SOD aktivitesi arasinda gii¢lii bir
korelasyon oldugunu belirtilmektedir (Pan ve ark., 2006)

Bitki hiicrelerindeki H202’in biiyiik boliimii siiperoksit radikallerinin, SOD ile
dismutasyonu sonucu olusmaktadir (O, -— + Oz -— — 2H+ H;0; + 'O, ). Olusan 'O, ve
H,O, serbest radikal degildir. 'O, lipid peroksidasyonuna neden olurken, H,0; cesitli
(GSH, CAT ) enzimler ile su ve oksijene donistiiriiliir. Hidroksil radikali (OHe), Fenton
reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu H,O,’den olusmaktadir. OHe molekiillerle

rastgele reaksiyona girebilen en reaktif serbest radikaldir. Ayrica yarilanma omrii ¢ok



kisadir (Smirnof, 1993; Biiyikk ve ark., 2012). Haber-Weiss reaksiyonu iki kimyasal
reaksiyondan olugsmaktadir (I. Il.) Siiperoksit molekiilii Fe+3 veya Cut2 ile reaksiyona

girer. Bunun sonucunda Fe+2 veya Cu+ ile O2 olusur.

1. Fe*® veya Cu "2 + 0, “— Fe™? veya Cu+ + O,
1. Fe*? veya Cu+ + H,0, — Fe* veya Cu*? + OH+ + OH-

0,"+ H,0, — O, + OHe + OH-

1.3.1. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemi

Lipid membranda ¢oziinebilen (tokoferoller ve karotenoitler) ve suda ¢dziinebilen
indirgeyiciler (glutatyon, askorbat ve fenolik bilesikler) olmak iizere iki grup altinda
toplanmaktadir. Bu antioksidan molekiiller kendi yapilarindan elektron veya hidrojen
vererek bitkilerde serbest radikallerin temizlenmesinde Onemli bir rol oynamaktadir
(Asada, 1999).

Askorbat (C vitamini) suda c¢Oziinen, fotosentezin diizenlenmesinde ve foto
korumada gorevli giliglii bir antioksidandir (Noctor ve Foyer, 1998). O, ve OHe ile
reaksiyona girerek ortamdan temizler ve boylece lipidleri oksidasyona karsi korur. Ayrica
hiicre dongiisiinde G1 ve S fazinin diizenlenmesinde yer alarak hiicre dongiisiinii diizenler
(Blokhina ve ark., 2003)

Bitkilerde bulunan tokoferoller antioksidan bilesikler olarak klorofil ile 1518in
interaksiyonu sonucu olusan 'O, siipiiriir ve ayrica OHe siipiirerek lipit peroksidasyonunu
inhibe eder.

Fenoller yiiksek hidrojen ve elektron verici olarak gorev alirken, ge¢is metal
iyonlarmi selatlama yetenegine sahip olmakla birlikte fenolik bilesikler bitki hiicrelerinde
H,O, temizleme asamalarinda gorev alarak ROT’nin meydana getirdigi hasar1
onlemektedirler Bitki hiicresinde olusan serbest radikaller ile bunlarin siipiiriiciisii olan

antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge vardir (Blokhina ve ark., 2003).

1.3.2. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemi

APX, CAT, SOD gibi antioksidan enzim aktiviteleri kuraklik, sicaklik ve tuzluluk
gibi ¢esitli abiyotik ve biyotik streslere yanit olarak diizenlenmektedir (Fazeli ve ark.,
2007). Stres durumu bu enzimlerin aktivitesini artirir. Kloroplast ve mitokondrideki SOD,
APX ve GR, H20’i temizlerlerken diger enzimatik antioksidanlardan CAT ve POX, H,0,

ayrica serbest radikalleri ve oksiaramaddeleri siipiiriicii yetenegine sahiptir. CAT ve SOD



antioksidan enzimlerden en etkinleri olup birlikte O," “ve H,0;’i H,O ve molekiiler O;’e
doniigtiirtirler. SOD ve CAT O,"~ ve H,0’in yikiminda gorev alirken SOD, CAT, APX ve
GR spesifik hiicre i¢i lokalizasyonunda gorevlidir (Foyer ve ark., 1994). SOD ve CAT
birlikte son derece reaktif ve toksik olan tiim molekiillerle reaksiyona girebilen OHe
ortadan kaldirmaktadir (Asada, 1999). Bir hiicrenin iginde SOD ROT’a karsi ilk savunma
hattin1  olugturmaktadir (Alscher, 2002). Birgok stres durumu yapraklarda SOD
aktivitesinde artisa neden olmaktadir (Demirbas ve Acar, 2008). SOD, O,  ~ radikalinin
daha az reaktif olan H,O; ’e indirgenmesini katalize eder. Bir radikal iizerine direkt olarak
hareket eden tek enzimdir. Hidrojen iyonu kullanir ve oksijen tiretir. Toksik ve reaktif olan
O, i siipiirerek hiicreleri korur. CAT ise H,O, ’i suya ve oksijene doniistiirerek siipiiren

bir enzimdir (Racchi, 2013)(Cizelge 1.1.).

Cizelge 1.1. Enzimik ve enzimik olmayan antioksidan molekiiller ve bulundugu yerler

(Racchi, 2013).

Enzimatik olmayan antioksidan EC Bulundugu yer Birincil
molekiiller numarasi ROT
Askorbat (C vitamini) Klr, Sit, Mit, Per, Apo H,0,, O,
Glutatyon rediiktaz (GSH) Mit, Nuk, Per, Klr, Sit, Apo  H,0,
Vak,
Karotenoit Klr, 10,
Tokoferol (Vitamini E) Hiicre ve plastid zar 1ROOH,
0))
Zeaksantin Klr, 0,

Antioxidan enzimler

Sit, Apo, (Cu/ZnSOD);

Siiperoksit dismutaz (SOD) 1.15.1.1  KiIr, (Cu/ZnSOD; FeSOD); 0O,
Mit (MnSOD);
Per, (Cu/ZnSOD)
Ascorbat peroksidaz (APX) 1.11.1.11 Klr, Sit, Mit, Per, Apo H,0,
Katalaz (CAT) 1.11.1.6  Per H,0,
Peroksidaz (POX) 1.11.1.7  Sit;HZ H,0,
Glutatyon peroksidaz (GPX) 1.11.1.19 Sit, Mit, H.0,,
ROOH
Glutatyon rediiktaz(GR) 1.6.4.2 Mit, Sit, Klr, Per ROOH
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Sekil 1.2. Bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin temizleme yollar1 (DHA, dehidroaskorbat;
DHAR, DHA rediiktaz; Fd, ferrodoksin; GR, glutatyon rediiktaz; GSSG, oksitlenmis
glutatyon; MDA, monodehidroaskorbat; MDAR MDA rediiktaz; PSI, fotosistem I; tAPX,

0

tilakoit bagli APX) (Mittler, 2002)

a) Su- su dogiisii (Mehler reaksiyonu)

b) Askorbat-glutatyon dongiisii

c) Glutatyon peroksidaz (GPX) dongiisii
d) Katalaz (CAT)

SOD, 0,

APX, GPX ve CAT tarafindan detoksifiye edilir. Dongiiniin yenilenebilmesi i¢in APX,

i H,O, doniistiirerek ilk savunma hatt1 olarak hareket eder. Sonra H,Op;



GPX ve CAT (d) bir askorbat (ASA) veya bir glutatyona (GSH) gerek duyar (a-c). ROT
kirmizi, antioksidanlar mavi ve ROT siipiiriicii enzimler yesil renk ile gdsterilmistir (Sekil

1.2).

1.4. Mercimek Uretimini Etkileyen Stres Faktérleri

1.4.1 Kurakhk Stresi

Iklim degisiklikleri; artan sicaklik, azalan nem ve diizensiz yagis rejiminin bir
sonucu olarak kuraklik 6nemli ve giincel bir sorun olarak tarla bitkilerini ve dogal olarak
da baklagilleri etkileyecektir (Erskine ve ark., 1993). Bir¢ok tarim bitkisi gibi mercimek de
kuraklik vb. streslerden olumsuz etkilenmektedir.

Yagis ortalamalart mevsimsel ortalamalarm altinda, sicaklik ise mevsimsel
ortalamalarin iizerinde seyreden donemlerde nem oraninda ve kullanilabilir sudaki azalma
kurakligi meydana getirir. Diizensiz yagis rejimi ve su kaynaklarmin kithigi nedeni ile
kullanilabilir suyun azalmasi sonucu olusan kuraklik, Diinyada bitkisel {iretimi
smirlandiran en 6nemli faktdrlerden birisidir (Boyer, 1982) ve Diinya iizerindeki ekilebilir
alanlarda goriilen stres faktorleri i¢cinde en biiyiik paya sahiptir (Blum, 1989a, b). Son
kiiresel iklim degisiklikleri bu durumu ciddi hale getirmekle birlikte tarim alanlarinin
biiyiikk bir boliimiinii etkilemektedir ve gida gilivenligini tehtidetmektedir (Tas ve Tas.,
2007). Su stresi altindaki bitkilerde ilk olarak ortaya c¢ikan degisiklik su kaybini
engellemek amaciyla stomalarin kapanmasidir (Ors ve Ekinci, 2015). Kurak stresi
bitkilerde, transprasyon ile su kaybini en aza indirgemek amaciyla stomalarmni hizli bir
sekilde kisar veya kapatirlar. Buna bagh olarak CO;, alinimi azalir ve fotosentetik verim
olumsuz yonde etkilenir. Kuraklik stresi altinda bitkide dokular arasindaki su dengesi
bozulur, turgor basinci diiser, hiicre uzamasi, genislemesi ve mitoz boliinmede bozulmalar
meydana gelir. Hiicre biiylimesindeki gerileme bitki boyu ve yaprak alaninda azalmalar,
kok genislemesinde azalmalara neden olup bitki biiylimesini olumsuz yonde etkiler.
Fotosentez ve solunum yavaslar veya durur. Bitkilerin kuraklik stresi altinda gerceklesen
en onemli biyokimyasal degisiklik, fotosentez hizinin diismesine bagl 102, 0," ve H,0,,

gibi reaktif oksijen bilesiklerinin olusmasidir (Bhargava ve Sawant, 2013) (Sekil 1.3.).
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KURAKLIK STRESI

Fizyolojik Cevaplar

Biyokimyasal Cevaplar

\

Molekiiler cevaplar

Kokten sinyalin alinmasi
Turgor basincinda diigme ve
ozmotik diizenlemenin
kaybolmasi

Azalan yaprak su potansiyeli
Stoma iletiminin azalmasi
CO; konsantrasyonunun
azalmasi

Net fotosentez diisiisii
Azalan biiylime oran1

Fotokimyasal verimde azalma
RUBISKO’nun azalan verimi
Stres yiiziinden MDHA,
glutatyon, prolin, glisin, betain,
poliaminler, a- tokoferol gibi
metabolit birikimi

SOD, CAT, APX, GR, POX ve
MDHAR gibi antioksidan
enzimlerde artis

Azalan ROT birikimi

Strese cevap veren gen sentezi
ABA biyosentetik genlerinin
artan ifadesi

ABA ya karsilik veren genin
ifadesi

LEA gibi 6zel proteinlerin
liretimi

Kuraklik stresine tolerans

Sekil 1.3. Kuraklik stresi altindaki bitkilerde meydana gelen fizyolojik ve molekiiler

cevaplar (Shao ve ark., 2008b)
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Sekil 1.4. Mercimek bitkisinin biiylimesi iizerine kuraklik stresinin etkisi iyi sulama

kosullar1 altinda yetisen kontrol bitki (A), 2 hafta kuraklifa maruz birakilan uygulama

bitkisi (B) (Anonim, 2015)




Mercimek kuraklia dayanikli bir bitki olamasina ragmen gelisim donemlerinde
maruz kaldig1 kuraklik stresi mercimek bitkisinin verimi olumsuz yonde etkilmektedir
(Hakli, 2008).

Mercimek yetistiriciligi yapilan alanlarda verimi etkileyen diger bir stres faktorii ise
biyotik sorunlarin en basinda yabanci otlar gelmektedir (Cizelge 1.2.). Mercimek yabanci
otlara kars1 zayif ve dayaniksiz bir bitkidir (Nleya ve ark., 2016). Tam parazit yabanci
otlardan bitkinin kokiine niifuz edip ihtiyact olan su ve mineralleri konuk¢usundan
saglayan canavar otlar1 mercimek yetistiriciliginde ciddi kayiplara neden olmaktadir.
Mercimek ekili alanlardaki canavar otu tiirleri; Orobanche crenata Forsk., Phelipanche

aegyptiaca Pers. ve Phelipanche ramosa L.’dir (Aksoy ve ark., 2014).

Cizelge 1.2. Mercimekte verim kayiplarina neden olan zararli, hastalik ve yabanci otlar

Yabanci Ot

Canavar otu (O. crenata, P.aegyptiaca, P.ramosa
Yabani hardal (Sinapsis arvensis L.)

Yapiskan otu (Galium spp.)

Yabani yulaf (Avena spp.)

Zararli

Mercimek tohum bocegi (Buruchus lentis Frohl.)
Mercimek hortumlu bocegi (Sitona crinitus Hbst.)
Mercimek kok kosnili (Porphyrophora polonica L.)
Apion (Apion arrogans Wenck.)

Mercimek kok biti (Smynthurodes betae West.)
Mantolu bocek (Amicta oberthuri Hey.)

Nohut yesil kurdu (Helicoverpa veriplaca Hufn.)
Bozkurd (Agrotis spp.)

Cadirtirtili (Arctia sp.)

Baklagil pentatomidi (Piezadorus lituratus F.)

Hastalik

Mercimek solgunlugu hastaligi (Fusarium oxysporium f.sp.lentis)
Mercimek kok ve kok bogaz ¢lirtiklgii (Ascochta pinodella Jones.)

Mercimek mildiy6sii hastaligi (Peronospora lentis Guam.)
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1.4.2. Canavar Otu Paraziti

Canavar otugiller (Orobanchaceae) bugiin parazit angiospermlerde en biiyiik ve en
cesitli gruplardan biridir ve Diinya ¢apinda Striga (zorunlu yar1 parazit) ve Orobanche
(zorunlu tam parazit) gibi tarimsal verimlilikte 6nemli kisitlamalar olusturan tiirleri i¢inde
bulunduran bir familyadir (Rubiales ve ark., 2009) (Cizelge 1.3.).

Parazitik bitkiler konukgu bitkilerin iletim sistemine girerek su ve besin elde etmek
icin 6zel bir yetenege sahiptirler. Striga ve Orobanche gibi ¢esitli parazitik bitki tiireri
tarmm bitkilerine enfekte olarak ciddi biyolojik tehtidler olustururlar. Parazitik bitkilerden
canavar otlar1 (Phelipanche ve Orobanche spp.) ekonomik agidan birgok kiiltiir bitkisinin
su ve besinini alan klorofilden yoksun, zorunlu koék parazitidir. Karmasik konak-parazit
etkilesimi altinda yatan fizyolojik ve biyokimyasal siireglerin daha iyi anlagilmasi
gerekmektedir. Ele gecirme siirecinin altinda yatan mekanizmay1 anlamak parazitlere karsi
miicadele i¢in bir strateji gelistirmek i¢in 6nemli bir adimdir (Parker 2009).

Diinyada ve iilkemizde ciddi zarar olusturan canavarotu tiirleri sunlardir;

1) Orobanche crenata Forsk.

2) Orobanche cumana Wallr.

3) Orobanche cernua Loefl.

4) Orobanche foetida Poir.

5) Orobanche minor Sm.

6) Phelipanche ramosa (L.) Pomel (syn. Orobanche ramosa L.)

7) Phelipanche aegyptiaca (Pers.) Pomel (syn. Orobanche aegyptiaca Pers.,

Son derece kiigiik tohumlara sahip olan canavar otlar1 koke yapigabilmesi i¢in kdkiin
yakininda olmalidir. Konukc¢u bitki koklerinden salgilanan strigolaktonlar sayesinde
cimlenen tohumlar kdoke ulasir ve yapisir. Iletim demetlerinden su, mineral madde ve
asimilasyon {irinleri gibi tiim besin ihtiyacini konukcu bitkiden saglar. Toprak altinda
biiyiir gelsir ve kendi yap1 organlarini olusturur. Toprak yiizeyine ¢iktiginda ¢igeklenir ve

tohumlarini olusturur (Sekil 1.5.).
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Sekil 1.5. Canavar otunun yasam dongiisii(Yoneyama ve ark., 2010)

VI.

VII.

Dormant halde toptakta buluna canavar otu tohumlar1

Tohumlarm konuk¢u bitkiden gelen uyarici maddenin (strigolaktonlar)
etkisiyle ¢imlenmesi ve konukg¢u bitkinin kokiine dogru ilerleyerek ona
tutunmasi

Biiyliyen radikula konak bitkinin kokiine yapigsmasi ve bir haustorium
gelistirmesi

Canavar otunun epidermis, korteks dokularina ve vaskiiler sisiteme niifusu
Canavar otu, konukcu bitkinin su ve mineral maddelerini emmesi ve
gelismesi

Canavar otu tiiberkiill olusumu, govdenin olusmasi, toprak yiizeyinde
stirglinlerin ve ¢igeklerin ortaya ¢ikmasi

Canavar otunun uygun ortam sartar1 saglanincaya kadar toprakta uzun yillar

canli kalabilen tohumlar iiretmesi (Yoneyama ve ark., 2010)
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Cizelge 1.3. Canavar otu tiirleri ve konukgu bitkileri (Parker, 2013)

Canavar Otu Tiirii Konukgu Bitkiler Familyasi

O. crenata Forsk. Pisum sativum L. (Bezelye) Fabaceae
Lens culinaris Medik. (Mercimek)
Cicer arietinum L. (Nohut)
Vicia faba L. (Bakla) Apiaceae
Daucus carota L. (Havug)

P. ramosa L. (syn. O. ramosa L.) Lycopersicon esculentum Mill. (Domates) Solanaceae
Solanum melongena L. (Patlican)
Nicotiana tabacum L. (Ttitiin)
Capsicum annuum L. (Biber)

Solanum tuberosum L. (Patates)

Brassica napus L. (Kanola) Brassicaceae
Cannabis sativa L. (Kenevir) Cannabaceae
Cicer arietinum L. Fabaceae

Lens culinaris Medik.
Medicago sativa L. (Yonca)
Arachis hypogaea L. (Yer Fistig1)
Vicia faba L.
Pisum sativum L.
Daucus carota L. Apiaceae
Apium graveolens L. (Kereviz)
Foeniculum vulgare Mill. (Rezene)
Pastinaca sativa L. (Yabani havug)
Pastinaca sativa L. (Marul) Asteraceae
Helianthus annuus L. (Aygigegi)
P. aegyptiaca Pers. Lycopersicon esculentum Mill. Solanaceae
(syn. O. aegyptiaca Pers.) Solanum melongena L.
Capsicum Annuum L.
Solanum tuberosum L. Fabaceae
Lens culinaris Medik.
Vicia faba L.
Pisum sativum L.
O. cernua Loefl. Lycopersicon esculentum Mill. Solanacea
Solanum melongena L.
Nicotiana tabacum L.

Solanum tuberosum L.

O. cumana Wallr. Helianthus annuus L. Asteraceae
O. minor Sm. Trifolium spp. (Uggiil) Fabaceae
Lotus spp. (Gazal boynuzu)
Arachis spp.
Vicia spp.
O. foetida Poir. Vicia faba L. Fabaceae

Cicer arientium L.

Vicia Sativa L. (Fig)

Medicago sativa L.

Trifolium pretense L. (Kirmizi Yonca)
Anthyllis vulneraria L. (Coban giilii)

Lotus sp.
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1.4.2.1. Orobanche crenata Forsk.

Zorunlu bir kok paraziti olan O. crenata 6zellikler Akdeniz havzasinda dagilim
gostererek Fabaceae (baklagiller) bitkilerinde; ozellikle mercimek iiretiminde biiyiik
ekonomik kayiplara neden olarak, tiretimde ciddi bir tehdit haline gelmistir (Rubiales ve
ark., 2008) (Cizelge 1.3.).

O. crenata tek yillik, klorofili olmayan, parazit bir ottur. Govdesi topraktan yiikselen,
yapraksiz, genellikle dallanmamig, 30-70cm sap seklindedir. Sap toprak altinda sogan gibi
siskin ve i¢ kismu bostur. Cicekler beyaz, sapin list yarisinda g¢epecevre dizili, erken
cicekler altta, tomurcuklar sapin iist kismindadir. Kurudugu zaman beyazimsi ya da agik
kahverengi ¢igeklidir. Kahverengi renkte 10-12mm uzunlugunda kapsiiller i¢erisinde 20-30
bin civarinda tohum iiretebilir. Tohum agirhigi 3 ila 7 ug arasinda degismektedir.
Cimlenmeleri i¢in sicakligin 20-25°C olmasi1 gereklidir. (Davis, 1982, Restuccia, ve ark
2009).

Bir¢ok kontrol yontemleri denenmis ve canavar otu kontrolii i¢in tavsiye edilmistir.
Normal otlarin aksine, parazitik otlar toprak tstiine ¢ikmadan dnce, konaga zarar verir. Bu
nedenle, kontrol yontemleri olduk¢a zordur. Bunlar, kiiltiirel, mekanik (miinavebe, tuzak
ve yakalamak kirpma, nadas, el-gekme, azot giibreleme, zaman ve dikim yOntemi arasi
gecis ve karistk kirpma), fiziksel (solorizasyon), kimyasal (ot ilaglari, suni tohum
¢imlenme uyarici) dahil dayanikli gesitlerin ve biyolojik kullanimi. O. crenata kontrolii
glifosati kullanim1 hari¢, mevcut denetim yontemleri parazit yeralt1 gelisim asamalarin
kontrol etmek igin yeterince verimli degildir. Ciinkii tarla seviyesinde, canavar otu
yonetimi hala yetersizdir. Herbisit direncine artan farkindalik ve tarimda kimyasal
pestisitlerin kullanimmin kisitlanmasi1 goz Oniline alindiginda, mikroorganizmalar ve
bitkilerden yeni bilesikler parazitik otlar i¢in yeni alternatifler sunabilir (Aksoy ve Pekcan,
2014).

Canavar otu ile miicadelede eksudat ve tuzak uygulamalar1 6ne ¢ikmistir. Fakat
topraktaki biiylikk tohum bankasi ve tohumlarin canliligint ¢ok uzun yillar korumasi
nedeniyle canavar otu problemi giincelligini korumakta ve devam etmektedir. Canavar otu
ile miicadelede Brassicaceae iiyesi bazi bitkilerin tuzak olarak kullanilmasi ¢imlenme
oranin diisiirmekle birlikte (Aksoy ve ark., 2014), canavar otu tohumlarinin yeni wklar
olusturmasi ve toprakta uzun yillar canli kalabilmesi nedeniyle topraktan tamamen
temizlenememektedirler. Ciinkii tarim yapilabilir alanlarda topragin 20 cm altinda m?’de
4.000 tane tohum bulundugu bilinmektedir (Restuctia ve ark., 2009). Bu nedenle mercimek

tariminda bir yandan herbisit uygulamalar1 yapilmakta (Jurado ve ark., 1997) diger yandan
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da dogal olarak canavar otuna dayanikli dogal mercimek ¢esitleri aragtirilmaya devam

etmektedir (Fernandez-Aparicio ve ark., 2009; Erskine ve ark., 2016).
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Kuraklik kiiltiir bitkilerinde verimliligi sinirlayan 6nemli bir faktordiir ve azalan
yagis, artan sicakliga bagli olarak toprak tuzlanmasina kadar giden bir olaylar biitiini
seklinde ifade edilir (Kutlu, 2010). Baklagiller havanin azotunu baglama nedeniyle tarimda
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Insan ve hayvan beslenmesinde énemli yer tutmaktadir.
Ancak cogu kiiltiir bitkisi gibi mercimek tiirlerinin de kurakliktan olumsuz etkilendigi
bilinmekle birlikte ¢im bezelyesi gibi diger baklagillerden daha duyarli oldugu
gosterilmistir (Talukdar, 2013). Mercimek cesitlerinde kuraga dayanikli cesitleri
belirlemede antioksidan enzimleri 6lgmenin yararh bir yontem olabilecegi (Allahmoradi ve
ark., 2013), sicaklik ile artan lipid peroksidasyonun mercimek gesitleri arasinda farkli
gelistigini ve bazi cesitlerde diger cesitlere kiyasla yiiksek sicakliga duyarli olduklar1
(Chakraborty ve ark., 2011) rapor edilmistir. Bununla birlikte mercimek dokularinda SOD
aktivitesinin kuraklik (Moghadam ve ark., 2013) ve tuz stresi (Cicerali, 2004) kosullarinda
arttig1 da bilinmektedir. Bunlara ek olarak sicaklik ve kuraklik etkisinin prolin ve SOD
icerigini artirdig1 ve cesitlerin alternatif sicaklik degisimleri ve su stresine karsi duyarli ve
dayanikl olarak ayrildiklar1 bildirilmistir (Hakli, 2008). Bir baska arastirmada ise kuraklik
stresine maruz birakilan alt1 mercimek cesidi arasinda, antioksidan enzimler (APX, CAT,
GR, SOD) bakimindan farklilik oldugu ve ¢esitlerin bu temelde kurakliga dayanikli ve
duyarl olarak nitelendirilebildigi ifade edilmistir (Gokgay, 2012).

Tirkiye’de yaygin olarak yetistirilen Cift¢ci ve Sultan 1 c¢esitlerinin 11 mercimek
cesidi arasinda en yliksek verime sahip olduklar1 gosterilmistir (Cokkizgm ve ark., 2005).
Ancak Cift¢i ¢esidinin artan sicaklik ve su stresi ile ortaya ¢ikan kurakliga duyarl oldugu
ve buna kontrole kiyasla ¢ok az artan SOD aktivitesinin eslik ettigi gosterilmistir. Bunun
aksine Sultan 1 ¢esidinin kuraklik stresine tuz stresine kiyasla daha dayanikli oldugu ve
bunun artan Cu/Zn SOD ve Mn SOD aktiviteleri ile karakterize oldugu (Aksoy, 2008),
kurakliga dayaniklilikta kok CAT aktivitesinin etkili oldugu (Oktem ve ark., 2008) ve tuz
stresinin olumsuz etkilerinden kok dokusunda artan SOD ve APX aktivitelerinin artisiyla
korundugu (Badeoglu ve ark., 2004) rapor edilmistir. Ayrica Sultan 1 ¢esidinde APX, GR
ve prolinin tuz stresi altindaki bitkilerde hem gévde hem de kok dokularinda, ROT ni
stipliriip molekiillerin ve membranlarin korunmasiyla antioksidan savunmada onemli
rolleri oldugu goriilmektedir. GR ve prolinin ayn1 zamanda kurakligin olusturdugu etkilere

kars1 da temel bir koruma mekanizmasi olarak gorev yaptigi gézlenmistir (Ercan, 2008).
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Diinyada tarimsal dneme sahip tahillar, baklagiller ve kiiltiir bitkilerini enfekte eden
Orobanche, Cuscuta, Alectra ve Striga gibi yabanci otlar {iretimi olumsuz etkilemektedir.
Konuk¢u dagilimi, yogunlugu ve iklim degisikligi ile yayilma olasilig1 yiiksek olan
canavar otu gibi zorunlu kok paraziti bitkiler, konuk¢usundan su, mineral ve organik
besinleri kullandiklarindan emegleriyle konukcu bitkinin kokiine yapisarak yasamlarini
stirdiirmektedirler (Estabrook ve Yoder, 1998; Parker, 2009). Yabanci otlarin iginde
canavar otlar1 Akdeniz, Avrupa ve Asya'da bitkileri etkileyen tiim biyotik stresler arasinda
kontrolii en zor bitki parazitidir (Fernandez-Aparicio ve ark., 2016). Kiiltiirel kontrol
(tuzak bitkiler, yakalama bitkileri, allelopatik bitkiler, fertilizasyon, ekim siiresi), fiziksel
kontrol (solarizasyon), kimyasal kontrol (topragi buharla temizleme, topraga ve yapraga
uygulanan herbisitler), biyolojik kontrol (hayvanlar ve patojenler), konuk¢u direnci (dogal
direng, metojenik bitkiler, transgenik direng) gibi canavar otuna karsit bircok kontrol
yontemi bulunmasina ragmen, bu yontemlerin pratik ve etkili olmamasi nedeniyle canavar
otuna dayaniklilik; bitki 1slahinda en ekonomik, kolay ve ¢evre dostu bir uygulama olarak
one ¢ikmaktadir (Gressel ve ark., 2004) Canavar otlarina karsi miicadele i¢in bir¢ok
yontem denenmistir ancak bunlardan birkacimin giivenilirligi kanitlamistir. Akdeniz
bolgesinde bulunan canavar otu tiirleri mercimek, bakla, bezelye, fasiilye, fig, ¢im
bezelyesi gibi ekonomik oneme sahip baklagillerde onemli verim kayiplarina neden olur
(Rubiales, 2001; Song ve ark. 2005). Diinyada ve Tirkiye’de O.cumana, O.ramosa,
O.aegyptiaca ve O. crenata kiiltiir bitkilerinde ve 6zellikle baklagillerde dnemli bir sorun
olusturmaktadir (Rubiales ve ark., 2003a; Orel-Aksoy ve Uygur, 2003). Canavar otunun
¢ikisini1 durdurmak i¢in glifosat ve imazapik herbisit uygulamalari mevcuttur. Bunlarin O.
crenata sayisinda ve kuru agirhginda anlamli bir azalma saglayarak konukguya (bakla)
herhangi bir zarar vermeden paraziti kontrol ettigi ortaya konmustur (Rubiales ve Mikic,
2015). Normal otlarin aksine parazitik otlar toprak iistiine ¢ikmadan konaga zarar verir. Bu
nedenle kontrol yontemleri yer alt1 gelisim asamalar1 ve tohum bankasinin ne durumda
oldugu onemlidir. Canavar otu tohumlar1 toprakta uzun yillar canliligini koruyabilirken
cevresel faktorler canavar otu-konukgu iligkisini etkilemektedir (Dhanapal ve ark., 1996;
Demirbas ve ark., 2013). Tohumlarin ¢imlenebilmeleri i¢in konuk¢u bitkinin kokiinden
salgilanan ¢imlenme uyaric1 maddeler (stirogalaktonlar), toprak sicakligi ve su durumu
onemli faktorlerdir. Bunun iizerine yapilan ¢aligmalarda kiiltiir nohutu ve yabani nohut
tirlerinde O. crenata nin ¢imlenmesini saglayan stimulant {iretiminin diger baklagillere
oranla diisiik oldugu bulunmustur. O. crenata tohumlari 5-30°C arasinda cimlenirken,

ozmotik stres altinda tohumlarin radikula biiylimesin diisiik oldugu bulunmus ve bu
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durumun tuzlu toprak ile karakterize edilen bolgelerde O. crenata’nin konak koklerine
enfeksiyonunun disiik istilasini agiklayabilecegi ifade edilmistir (Moral ve ark., 2015).
Mercimek yetistiriciliginde sorun olan O. crenata’ya kars1 mercimek ekiminden 2 ay 6nce
keten (Linum usitatissimum L.) bitkisinin ekimiyle bitki basina O. crenata siirgiinii
sayisinda yaklasik %50 oraninda azalma oldugu ve bunun ekim Oncesi topraktaki tohum
bankalarinin temizlenmesinde O6nemli bir yontem olarak kabul edilebilecegi rapor
edilmistir (Aksoy ve ark., 2015). Fakat, mevcut kontrol yontemleri parazitin yer alt1
gelisim asamalarii kontrol etmek i¢in yeterince etkili degildir. Saha diizeyinde canavar
otu yonetimi hala yetersizdir. Herbisit direncine artan farkindalik ve tarimda kimyasal
kontrol yontemlerinin kisitlanmast g6z Oniine alindiginda canavar otu problemi
giincelligini korumakta ve devam etmektedir.

Dayanikli bitkilerin dogal savunma mekanizmalar1 abiyotik ve biyotik stresler ile
aktif olan bir olgudur. Yapilan histolojik ¢aligmalar ile konuk¢u bitkinin lignifikasyonu,
nekrozlagmasi ile canavar otunun konukguya yapigsmasmin 6nlendigi bilinmektedir (Pérez-
de-Luque ve ark., 2005). Baska bir arastirmada ise O.cumana’nin aygicegi koklerine
vaskiiler baglant1 kurup (penetrasyon) tiiberkiil olusumunun gergeklestirmesinin ardindan
erken gelisim asamasinda 61diigii rapor edilmistir (Labrousse ve ark., 2001). Dayanikli ve
duyarl iki bakla ¢esidini enfekte eden O. crenata tiiriiniin kok bagmna yapisma sayisi
dayanikli bitkide daha azdir. Birim basina O. creanata’nin uzun yan koklere yapisma
sayisinin daha az oldugu tespit edilmistir. Bu dayamikliligin koklerdeki savunma
mekanizmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir (Ter Borg ve ark., 1994). Bezelye
bitkisinin yabani akrabalarinda canavar otuna karsi yiiksek dayamiklilik bulunmaktadir
(Rubiales ve ark., 2003b, 2006; Pérez-de-Luque ve ark., 2005). Bakla ve fig bitkisinde
canavar otuna dayanikli ve duyarh ¢esitlerine ekim tarihleri degistirilerek mevsimlere gore
O. crenata enfeksiyonu incelenmistir. Duyarli bakla c¢esidine kiyasla dayanikli ¢esitte
degisen ekim tarihi ile O. crenata siirgiin sayisinda kii¢iik farklar olmustur. Ilging sekilde,
dayanikli fig ¢esidinde siirgiin sayis1 onemli 6l¢iide daha fazla bulunmustur. Duyarh bakla
ve fig cesitleri karsilastirildiginda O. crenata siirgiin sayist baklada daha diistiktiir. Duyarh
cesitlerde ekim tarihindeki degisiklikler O. crenata yapigsma sayisini, siirgiin sayisini
azalttig1 fakat dayanikl ¢esitlerin bu uygulamadan daha az etkilendigi bulunmustur (Pérez-
de-Luque ve ark., 2004). Son zamanlarda ki arastirmalar O. crenata enfeksiyonuna karsi
fig (Nadal ve ark., 2007), mercimek (Fernandez-Aparicio ve ark., 2008), nohut (Rubiales
ve ark., 2004) ve bezelye (Rubiales ve ark., 2003b) bitkilerinde O. crenata enfeksiyonuna
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kars1 onemli seviyede dayaniklilik gozlendigine isaret etmektedir (Restuccia ve ark.,
2009).

Bir biyotik stres kaynagi olan canavar otu enfeksiyonunun kiiltiir bitkilerinde
antioksidan kapasiteyi etkiledigine dair raporlar mevcuttur. Buna gore bezelye bitkilerinde
artan POX aktivitesinin dayanikli tiirlerde duyarliya kiyasla yiiksek oldugu bildirilmistir
(Pérez-de-Luque ve ark., 2005). Bir baska arastirmada ise O. cumana enfeksiyonunun iki
aycicegi arasindaki farkli SOD ve POX aktivitelerine neden oldugu saptanmig ve canavar
otuna dayaniklilik ile bu enzimler arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Demirbas ve Acar,
2008). Benzer sekilde patlican ¢esitlerinin canavar otu enfeksiyonuna karsi antioksidan
enzimleri (SOD, POX, CAT ve APX) arttirarak lipid peroksidasyonunu azaltarak bir
koruma sagladig1 rapor edilmis ve cesitler arasinda farklilhik oldugu vurgulanmistir
(Gorkem ve Acar, 2012). Domates bitkisinin canavar otu enfeksiyonuna karsi uygulanan
biyoaktivatorler (ISR 2000 ve Mesenger Gold) araciligiyla antioksidan enzim aktivitelerini
(SOD, POX, CAT ve GR) arttirdig1 ortaya konulmustur (Acar ve Ozkal, 2015). Bitkiler
dogada yasam dongiilerinin bir ¢cok evresinde biyotik, abiyotik stres faktdrlerinin ayr1 ayr1
veya birlikte etkisi altinda kalmaktadir (Levitt, 1980, Lichtenthaler 1996). Arabidopsis
thaliana (L.) bitkisine P. ramosa enfeksiyonu, tuz stresi ve her iki stresin birlikte
uygulandigin da SOD, POX, CAT ve GR aktivitelerinin zamana bagh olarak arttig1
saptanmistir (Demirbas, 2011). Yapilan diger bir calisma Canakkale’de yetistirilen 2
domates varyetesine P.aegyptiaca enfeksiyonu ve tuz stresinin ayr1 ayr1 ve birlikte etkileri
kok ve yaprak dokularinda antioksidan enzimlerindeki artig sonucu savunma sisteminin
uyarildigr saptanmistir. Troy F1 varyetesinin kok ve yaprak dokusu Rio Grande
varyetesine oranla antioksidan enzim yanitlar1 daha etkili bir savunmaya sahip oldugu
bulunmustur (Sen, 2013).

Buraya kadar ki bilgiler antioksidan savunma sistemi enzimlerinin abiyotik ve
biyotik streslere kars1 bitkilerde koruyucu bir rol oynadigina isaret etmektedir. Mercimek
bitkisinde canavar otu stresi ve kuraklik uygulamasi sonuglar1 bilinmemektedir. Canavar
otu enfeksiyonunda parazit, konuk¢usundan besin maddelerini saglamaktadir. Bu durum
kuraga dayanikli bir ¢esidin ayni zamanda canavar otu enfeksiyonuna da dayanikli
olabilecegini akla getirmektedir. Kuraklik ve canavar otu enfeksiyonu i¢in ayri ayri
koruma sagladigi bildirilen antioksidan enzimlerin mercimek bitkisinin kurakliga
dayaniklilik stratejisine bagli olarak canavar otu kaynakli strese de koruma saglayip
saglamadig1 ise bilinmemektedir. Bu amagla ¢aliymada, kuraga dayanikli ve duyarli olmak

tizere Tirkiye’de yetistirilen iki mercimek ¢esidinin kuraklik stresine ve biyotik bir stres
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olan canavar otu enfeksiyonuna gosterdikleri antioksidan tepkileri belirlemek i¢in
¢imlendirilmis canavar otu enfekte edilen mercimek fideleri kuraklik stresine maruz
birakilmistir. Bitkilerin kdk ve yaprak dokularinda O. crenata parazitine ve kuraklik
stresine karsi savunmada kullandiklar1 antioksidan enzimlerin aktiviteleri (SOD, POX,
APX, GR, CAT), protein igerikleri, lipid peroksidasyonu(TBARS), hiicre zar1 gegirgenligi,

pigment igerikleri (klorofil a, klorofil b ve karotenoit miktar1) arastirimistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Bu calisma i¢in Tiirkiye’de yetistirilen ve tarimsal arastirma enstitiilerince kuraga
dayanikli (Sultan 1) ve duyarli (Cift¢i) olduklar1 bildirilen Lens culinaris Medik. mercimek
cesitleri kullanildi. Tohumlar, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Gegit Kusagi
Tarimsal Arastirma Enstitlisii ve Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’den temin
edildi. “Canavar Otu Projesi” kapsaminda 2010 yilinda Gaziantep’teki mercimek
tarlalarindan toplanan O. crenata tohumlar1 Adana Zirai miicadele Arastirma Estitiisii’nden

temin edilerek tez calismasinda kullanildi.

3.2. Bitkilerin Su kiiltiirii Yontemiyle Yetistirilmesi

Mercimek tohumlar1 yiizey sterilizasyonu %20’lik sodyum hipoklorit ¢dzeltisi
icersinde 5 dakika bekletilip tohumlar 3 kez saf sudan gegirildi. Steril tohumlar steril petri
kaplarinda ¢imlendirilerek 5. giin perlit igeren saksilara aktarildi. %55-65 neme sahip iklim
odasimnda %100 Hoagland besin ¢ozeltisi (Steward, 1983) ile sulanarak yetistirildi. 14
giinliik fideler kokleri saf su ile yikanarak plastik kare petri kaplarina yerlestirilerek su
kiiltiiriine aktarildi (25+2°C, giindiiz/gece, 16/8 saatlik fotoperiyot). Su kiiltiiriinde besin
¢ozeltisi olarak Hoagland besin ¢6zeltisi kullanildi (Sekil 3.1.). Her bir ¢esit i¢cin Sekil

3.1.’de verilen deneme deseni kuruldu.

KONTROL CANAVAR OTU %10 PEG C.0. +%10 PEG

._——c
==
==

1.Giin Ornekleme
3.Giin Omekleme

sﬁsﬁsﬁsﬁsﬁ%m}n
Waﬁ&ﬁsﬁeﬁuuﬁ
%P%PWW

%P%P%P%P%P%PHHP
%P%P%P%P%P%PHHP
*P*P*P*P‘P*P*”‘P

7.Gtn Orekleme

==
Su Kiiltiiri Kabi

Sekil 3.1. Su kiiltlirii yontemiyle bitkilerin yetistirilme deseni, uygulamalara gore

isimlendirilmistir.
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Gruplar;

(K) Higbir uygulama yapilmamis kontrol mercimek bitkisi

(CO) Canavar otu enfeksiyonu uygulanmis mercimek bitkisi

(P) %10 PEG 6000 uygulanarak kuraklik olusturulmus mercimek bitkisi

(PCO) Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulanmis mercimek bitkisi

O. crenata tohumlari, 2 dakika %70’lik etil alkolle muamele edildikten, sonra %5’ ik
camasir suyuyla 10 dakika elde karistirilarak ve ardindan tohumlar 3 kez 5 er dakika steril
saf su ile yikanarak ylizey sterilizasyonu gergeklestirildi. Tohumlarin ¢imlenebilmesi igin
steril petri kaplarma nemlendirilmis filtre kagidi kullanilarak disklere ekim yapildi.
Stratifikasyon i¢in petri kaplar1 aliminyum ile sarilarak 22°C ye ayarlanmis bitki biiyiime
kabini igersinde 1 hafta bekletildi. Bir haftanin sonunda sentetik ¢imlenme uyaricisi olarak

1ppm GR24 uygulanan tohumlar ¢imlenmesi i¢in 1 hafta inkiibe edildi (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. GR 24 uygulandiktan bir hafta sonra O. crenata Forsk. tohumlarindaki ¢imlenme

Her uygulama i¢i ayr1 su kiiltiirii kiiveti kullanildi. 21 gilinliik mercimek fidelerinin
koklerine ¢imlenen O. crenata tohumlar1 enfekte edildi (Sekil 3.3.). Ardindan %1, %3, %7
ve en son %10 (w/v) polietilen glikol 6000 (PEG-6000) iceren Hoagland besin ¢ozeltisi
uygulanarak kuraklik stresi olusturuldu (Gokegay, 2012). Kontrol ve canavar otu gruplari
Hoagland besin ¢ozeltisi i¢eren, kuraklik ve canavarotu+kuraklik gruplar1 %10 PEG 6000
(-1,5 MPa) ve Hoagland besin ¢dzeltisi iceren su kiiltiirii kaplarinda yetistirildi.
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Sekil 3.3.Mercimek fidelerine enfekte edilen O. crenata tohumlarini igeren diskler ve koke

enfekte olan O. crenata tohumu

Bu islemin sonunda 1., 3., 5. ve 7. giinlerde kdk ve yaprak ornekleri alinip; fide
evresinde, kuraklik stresinin, canavar otu enfeksiyonun ve ikisinin birlikte c¢esitler
tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, fide biiyiime parametrelerinden gévde uzunlugu,
kok uzunlugu; spesifik yaprak alanmi (SYA), Olgtimleri yapildi. Antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD, POX, APX, GR, CAT), protein igerigi, pigment igeigi (klorofil a,
klorofil b ve karotenoit miktar1), lipit peroksidasyonu (TBARS), hiicre zar1 gegirgenligi
(HZG) miktarmdaki degisimlerin saptanmasi i¢cin 6rnekler -30°C’de saklanarak calisma 3

tekrar ve 3 tekertirlii gerceklestirildi.

3.3. Bitki Olgiimleri ve Analiz Yontemleri
Analizlerde yapilan spektrofotometrik dl¢iimler sirasinda Thermo Scientific Genesys

10S UV-Vis spektrofotometre cihazi kullanildi.
3.3.1. Govde ve Kok Uzunlugu

Kontrol ve stres grubundaki mercimek bitkilerinde kokle birlestigi yere kadar olan

yesil kisim gévde uzunlugu olarak (cm) ve kok uzunlugu (cm) cetvel ile 6l¢iildii.
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3.3.2. Spesifik Yaprak Alam (SYA)
Kontrol ve uygulama guruplarindan segilen yapraklar fotograflanarak Image J
programinda yaprak alani hesaplandi. Bundan sonra ornekler 70°C deki etiivde 24 saat

kurutuldu ve kuru agirliklart tartildi. Tartim sonuglar1 asagidaki formiillere uygulanarak
SYA hesapland:.

SYA= Kuru agirlik (kg )/ Alan (m?) (3.1)

3.3.3. Pigment Iceriginin Belirlenmesi

Arnon (1949)’ un yontemine gore, bitkilerin yapraklarindan alinan 0,1 g’ lik dokular,
%80’ lik aseton igerisinde homojenize edildi. Homojenattan 663, 645 ve 480 nm dalga
boyunlarinda spektrofotometrik okumalar ile alinan absorbans degerleri yonteme uygun
olarak klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoit miktarlar1 asagidaki formiillere

gore hesaplandi.

Klorofil a = (Ass3 X 12,70) — (Asas X 2,69) (3.2)
Klorofil b = (Apss X 22,90) — (Ass3 X 4,68) (3.3)
Toplam klorofil = (20,2 X Aess) + (8,02 X Ass3) (3.4)
Karotenoit = (Augo + (Assz X 0,114) — (Asss X 0,638)) /112,5 (3.5)

3.3.4. Toplam Protein Analizi
Mercimek yaprak ve kok dokularinin toplam protein icerigi Bradford (1976)

yontemine gore tayin edildi.

3.3.4.1. Protein Standardinin Hazirlanmasi

Deney tiiplerine 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,08 mg/mL ve 0,10
mg/mL Bovine Serum Albumin (BSA), %50 seyreltilerek aktarildi Hacim 100 pL
oluncaya kadar sodyum fosfat tamponu (pH:7,8) ile tamamlandi. 0,1 g Cossmasie Brillant
Blue G 250, 50mL etanol, 100mL ortofosforik asit karistirilip, son hacim 1000mL olacak
sekilde saf su ile tamamlanarak reaktif hazirlandi. Deney tiiplerinin iizerine 5’er mL reaktif
eklenip Spektrofotometrede 595 nm’ de kore karst drnekler okundu. Okunan absorbans
degerlerinden protein standart grafigi olusturup, orneklere ait toplam protein miktari,

absorbans sonug¢larmin kullanilmasiyla standart grafik tizerinden hesapland1 (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. BSA standart protein grafigi

3.3.4.2. Protein Iceriginin Belirlenmesi

Yaprak ve kok dokular1 1 mM EDTA igeren 3ml 0,05 M sodyum fosfat tamponunda
(pH 7,8) homojenize edildi. Oziitler +4'C* de 13000 rpm’ de 30 dk santrifiij edildikten
sonra siipernatant kismi protein analizinde kullamldi. Tim islemler +4'C’ de
gerceklestirildi. 100 pl siipernatant ve 5 mL reaktif vortekste karistirildiktan 5 dk ile 60 dk

arasinda 595 nm’de spekrofotometrede kore karsi okundu.

3.3.5. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antioksidan enzim aktivite analizleri i¢cin her denemeden 3’er tekrarli olarak alinan
mercimek dokular1 kullanildi. Soguk ortamda 1 g yas yaprak ve kok materyali, 1mM
EDTA 3 ml 0,05 M Sodyum fosfat tamponunda (pH 7,8) homojenize edildi. Homojenatlar
+4°C’de 13000 rpm’ de 40 dk santrifiijlendikten sonra siipernatantlar enzim ve protein
analizleri i¢cin kullanildi. Enzim ekstraktlarmin hazirlanmasinda tiim islemler soguk

zincirinde (+4°C) gergeklestirildi.

3.3.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) Aktivitesi

SOD enzim aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971), Giannipolities ve Ries,
(1977)’e gore gerceklestirildi. 50 mM Na-P tamponu (pH 7,8), 1 mM NBT, 0,2 mM
Riboflavin, 0,1 M L-Metiyonin, 0,01 M EDTA.Na; igeren reaksiyon karigimi1 300 ;,Lmol/rn2
151k siddetinde 10 dk bekletildi. Meydana gelen renk degisiminin spektrofotometrede
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560nm dalga boyundaki 6l¢iimler yardimiyla NBT nin %50 inhibisyonu 1 {inite SOD mg
protein™ olarak belirtildi.

3.3.5.2. Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Aktivitesi

Nakano ve Asada (1981) in Onerdikleri metoda gore APX aktivitesi belirlendi.
Soguk ortamda yaprak ve kok dokular1 ImL 2 mM askorbik asit (ASC), 1 mM
EDTANaz.2H,0 i¢eren 50 mM Na-P tamponu (pH 7,8) ile homojenize edildi. Elde edilen
slipernatant enzim analizinde kullanildi.

APX tarafindan okside edilen askorbatin 290 nm’ de meydana getirdigi azalmanin
spektrofotometreden belirlenmesiyle yapilmaktadir. APX aktivitesi, 290 nm’ de askorbatin
oksitlenmesiyle olusan absorbans degeri ve ekstinksiyon katsayis1 2,8 mM™ cm™ almarak
hesaplanir. Reaksiyon karisiminda; 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7,0), 0.5 mM askorbat,
0,1 mM EDTANa,, 1,2 mM H;0; bulunmaktadir. Enzim 6ziitiiniin reaksiyon karigimina
ilavesi ile askorbat oksidasyonu baslatilir ve 3 dakika boyunca reaksiyon izlenir. Okside
olan askorbat miktar1 ekstinksiyon katsayisindan hesaplanir. Buna gore, 1 enzim iinitesi,
dakikada okside olan 1 pmol ml™ askorbat miktaridir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim

{initesi mg protein™ g olarak belirtilir.

3.3.5.3. Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) Aktivitesi

Foyer ve Halliwell (1976)’in metoduna gore belirlendi. NADPH varhiginda okside
glutatyon miktarindaki azalma 3 dakika siire ile 340 nm’deki absorbans azalmasindan yola
¢ikilarak hesaplandi. GR enziminin ekstinksiyon katsayis1 (€=6,2 mM™ cm™) kullanilarak
indirgenen glutatyon (GSSG) diizeyi hesaplanir. 1 enzim initesi, dakikada okside olan
glutatyon (umol ml™) miktaridir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim iinitesi mg protein™ g

olarak belirtilir.

3.3.5.4. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Aktivitesi

POX enziminin aktivitesi, Kanner ve Kinsella (1983)’ nin metoduna gore belirlendi.
2mL 0,05 M (pH 6,5) sodyum asetat tamponu ile doku Ornekleri homejinize edildi.
Homojenatlar sogutmal santrifiijde 4°C 13000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. 0,05 M (pH
6,5) sodyum asetat tamponu, 0,1M pyrogallol, 0,09M H,0, ¢ozeltileri kullanilarak
orneklerin peroksidaz enzim aktivitesi 300nm’de 120 sn siireyle spektrofotometrede dlgiim

yapildi. Enzim aktivitesi, enzim tinitesi mg protein™ olarak belirtildi.
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3.3.5.5. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) Aktivitesi

Bergmeyer (1970)’in metoduna gore belirlenir. H,O, miktarindaki azalma; 240 nm’
de gosterdigi maksimum absorbanstaki diisiisle saptanir. Kiivet icersindeki reaksiyon
karigimi; 1 mM EDTA, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7,0), dIH,O ve %3 H;0,’ den
olusur. Reaksiyon boyunca absorbansta olusan diisiis 180 saniye boyunca takip edilir ve
CAT aktivitesi dakikada harcanan pmol mL™ H,0; olarak ifade edilir.

3.3.6. Lipid Peroksidasyonu (TBARS) Miktarinin Belirlenmesi

Madhava ve Sresty, 2000 onerdikleri yonteme gore lipid peroksidasyonunun son
iirinii olan malondialdehit (MDA) seviyesinin 6l¢iilmesi ile lipid peroksidasyon derecesi
belirlenmektedir. 1’er g yas yaprak ve kok ornegi, trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize
edilir. Santrifiijden sonra siipernatanta TCA ve TBA (tiobarbitiirik asit) igeren reaksiyon
karisimi eklenir. Ornekler daha sonra 95°C de 30dk su banyosunda bekletilir. Su
banyosunun ardindan karisim buz banyosuna konulur. Soguk sokunun ardindan 6rnekler
10000 rpm 15 dk siireyle santrifiijlenir. Olusan siipernatantin 532 nm ve 600 nm’ deki
absorbans degerleri alinir. MDA konsantrasyonunu, ekstinsiyon katsayisindan (€=155 mM"

! cm™) yararlamlarak hesaplanir ve nmol g yas agirlik™ seklinde ifade edilir.

3.3.7. Hiicre Zan Gegirgenligi (Elektrolit Si1zintis1)

Dionisio-Sese ve Tobita (1998)’ya gore hiicre zar1 gegirgenligi belirlendi. Bunun igin
100 mg yaprak drnegi 10 mL deiyonize su iceren falkon tiiplerine transfer edildi 32°C’lik
bir su banyosunda 2 saat inkiibe edildi. Ortamin elektrik iletkenligi EC metre ile 6lctildii
(ECy). Daha sonra oOrnekler 121°C’de 20 dk boyunca tim dokularm &lmesi ve
elektrolitlerin disa ¢ikmasi i¢in otoklavlandi. Oda sicakhiginda 25 C’ye kadar sogutularak
bu ortamdaki elektrik iletkenligi olgiidii (EC,). Elektrolit sizmntis1 (ES) asagidaki formiile

uygulanarak hesaplandi. Olgiimler sirasinda Isolab masa tipi EC metre cihaz1 kullanildi.

ES = EC1/EC,x100 (3.6)
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

Lens culinaris Medik. bitkisinin Sultan 1 ve Cift¢i ¢esitlerine O. crenata tohumlari
ile canavar otu enfeksiyonu (CO), %10 PEG 6000 ile kuraklik stresi uygulamasi (P) ve
canavar otu + %10PEG 6000 ile cift stres uygulamasi (PCO) gerceklestirilmistir. Bu
uygulamalarin mercimek ¢esitlerinde bitki bliylime parametreleri (gévde uzunlugu, kok
uzunlugu, SLA), pigment icerikleri (kla, klb, toplam kl, karotenoit miktari), lipit
peroksidasyon seviyeleri, HZG, antioksidan savunma sistemi enzimlerinin (SOD, POX,

GR, CAT ve APX) aktivitelerinde meydana gelen degisimler incelenmistir.

4.1.1. Bilyiime Parametreleri
4.1.1.1. Govde Uzunlugu
Sultan 1 ¢esidinde tiim uygulamalar deneme boyunca kontrole kiyasla govde

uzunlugunu azaltmistir (Sekil 4.1.)

Sultan 1
40
g 30 =
~— *
£ — __
= ' ——K
5 20 : A
8 - =#—-CO
%]
= P
2 10
@) ==PCO
0
1 3 5 7
Siire (Giin)

Sekil 4.1. Sultan 1 ¢esidinin gdvde uzunlugunda meydana gelen degisimler (K: Kontrol,
CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi, PCO: Canavar otu
enfeksiyonu ve %10PEG 6000 uygulamasi)
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Ciftci ¢esidinin govde uzunlugu kontrole kiyasla stres uygulamalariyla 5. ve 7. giinde
istatistiksel olarak anlami olarak azalmistir. Denemenin sonunda kontrole kiyasla bu
azaliglar P ve PCO %20 iken CO uygulamasida %22 azalmistir (Sekil 4.2).

Ciftci
28
s ——s—x
50 + 4
= ==K
= 14
S =8-CO
D
z 7 i
@) =>e=PCO
0
1 3 5 7
Siire (Giin)

Sekil 4.2. Ciftci ¢esidinin gévde uzunlugunda meydana gelen degisimler (K: Kontrol, CO:
Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu
ve %10PEG 6000 uygulamast)

4.1.1.2. Kok Uzunlugu

Sultan 1 ¢esidin kok uzunlugu deneme boyunca kontrol bitkileriyle stres uygulanan

bitkiler benzer sonuglar gosterimistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Sultan 1 ¢esidinin kok uzunlugunda meydana gelen degisimler (K: Kontrol, CO:
Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu

ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Ciftci ¢esidinin kok uzunlugu kontrole kiyasla stres uygulamalariyla 3., 5. ve 7.

giinlerde azalmistir. Denemenin sonunda kontrole kiyasla CO, P vePCO uygulamalar1 %25

azalmistir (Sekil 4.4.)
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Sekil 4.4.Cift¢ci ¢esidinin kdk uzunlugunda meydana gelen degisimler (K: Kontrol, CO:
Canavar otu enfeksiyonu, P:%10 PEG 6000 uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve

%10 PEG 6000 uygulamasi)
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4.1.1.3. Spesifik Yaprak Alam (SYA)
Sultan 1 ¢esidinde tiim uygulamalar deneme sonunda kontrole kiyasla SYA’y1
azaltmustir. Istatistiksel olarak anlamli olan bu azalislar CO enfeksiyonunda %37, P

uygulamasinda %26 ve PCO uygulamasinda %20 olarak saptanmistir (Sekil4.5.).
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Sekil 4.5. Sultan 1 cesidinin spesifik yaprak alaninda meydana gelen degisimler (m%/kg 7)
(K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi, PCO: Canavar
otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Ciftei cesidinde SYA ozellikle 5. giinde tiim stres uygulamalar1 nedeniyle kontrole
kiyasla arttigi ve bu artiglarin CO ve P uygulamalar1 i¢in 7. glinde de devam ettigi
saptanmustir. Istatistiksel olarak anlamli olan bu artislar 5. giinde CO enfeksiyonu %16, P
uygulamasi %27, PCO uygulamasinda %28 iken 7. giinde CO %20 ve P icin % 71°dir
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Cift¢i cesidinin spesifik yaprak alaninda meydana gelen degisimler (m?/kg ™)
(K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi, PCO: Canavar
otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

4.1.2. Pigment Icerigi
Sultan 1 gesidinin karotenoit miktarina bakildiginda 3.giinde P uygulamasi ve PCO
uygulamasi kontrole kiyasla %23 ve %18 artis gostermistir. Ancak deneme sonunda

kontrole kiyasla biitiin uygulamalarin azaldig1 saptanmustir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Sultan 1 g¢esidine ait toplam karotenoit miktarinda meydana gelen degisimler
(mg/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi,
PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Kontrole kiyasla kl a ve b i¢erigi P ve PCO uygulamalarinin 3. giiniinde artarken 7.
giinde azaldig1 saptanmustir. Ilging sekilde 7 giinliik uygulama boyunca CO enfeksiyonu
kontrol bitkilerle benzer sekilde oldugu ve azalmadigi saptanmistir (Sekil4.8., Sekil 4.9.).
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Sekil 4.8. Sultan 1 ¢esidine ait klorofil a miktarinda meydana gelen degisimler (mg/g YA)
(K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi, PCO: Canavar
otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Sekil 4.9. Sultan 1 ¢esidine ait klorofil b miktarinda meydana gelen degisimler (mg/g YA)
(K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi, PCO: Canavar
otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamast)
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Toplam klorofil miktar1 deneme sonunda P ve PCO uygulamalariyla azalsa da

istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.10.,).
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Sekil 4.10. Sultan 1 gesidine ait toplam klorofil miktarinda meydana gelen degisimler
(mg/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi,
PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Cift¢i ¢esidinde P ve PCO uygulamalar1 denemenin sonunda karotenoit, toplam Kl, ki
a ve kl b igeriklerinde kontrole gore azalmaya neden olmustur. Sirasiyla bu azalmalar
karotenoit miktarinda %12 ve %14, kl a miktarinda %20 ve %13, kl b miktarinda %17 ve
%10, top. kl miktarinda %20 ve %13 oraninda oldugu saptanmustir. Ilging olan denemenin
3. gliniinde P uygulamasmin bu igerikleri artirmis olmasidir. Karotenoit %13, kl a %14, Kl
b %15, top. kl %10 oraninda artmustir. Kontrole kiyasla PCO uygulamasi 6zellikle k1 b
icerigini 5 giin boyunca arttirdigi bulunmustur. PCO uygulamasi kontrole kiyasla 3. giin

%22, 5. giin ise %12 oraninda artmustir (Sekild.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14).
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Sekil 4.11. Ciftgi gesidine ait toplam karotenoit miktarinda meydana gelen degisimler
(mg/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi,
PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Sekil 4.12. Ciftci ¢esidine ait klorofil a miktarinda meydana gelen degisimler (mg/g YA)
(K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi, PCO: Canavar
otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamas)
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Sekil 4.13. Cifici ¢esidine ait klorofil b miktarinda meydana gelen degisimler (mg/g YA)
(K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi, PCO: Canavar
otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Sekil 4.14. Ciftci ¢esidinin toplam klorofil miktarinda meydana gelen degisimler (mg/g
YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamasi, PCO:
Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamast)

4.1.3. Protein Icerigi
Sultan 1 ¢esidinin yaprak ve koklerinde stres uygulamalarinim protein igeriginde

meydana getirdigi degisimler gosterilmektedir (Sekil 4.17., Sekil 4.18.)
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Sekil 4.15. Sultan 1 ¢esidinin yapraklarindaki toplam protein miktarinda meydana gelen
degisimler (mg/ml) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Sekil 4.16. Sultan 1 ¢esidinin koklerindeki toplam protein miktarinda meydana gelen
degisimler (mg/ml) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Ciftci ¢esidinin yaprak ve koklerinde stres uygulamalarmin protein igeriginde

meydana getirdigi degisimler gosterilmektedir (Sekil 4.19., Sekil 4.20. )
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Sekil 4.17. Ciftci ¢esidinin yapraklarindaki toplam protein miktarinda meydana gelen
degisimler (mg/ml) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Sekil 4.18. Cift¢i cesidinin koklerindeki toplam protein miktarinda meydana gelen
degisimler (mg/ml) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

4.1.4. Hiicre Zan Gegirgenligi (HZG)
Sultanl c¢esidinin yaprak dokusu kontrole kiyasla 5. giline kadar tiim stres
uygulamalar1 sonucunda yiiksek bir HZG’ye sahip bulunmustur. Deneme sonunda ise

gruplar arasmda ise istatistiksel olarak dénemli bir fark olmadigi saptanmustir. Ozellikle
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denemenin 3. giiniinde P ve PCO uygulamalar1 kontrole kiyasla daha yiiksek bir HZG’ye
isaret etmektedir. Bu artig istatistiksel olarak anlamli olup swrasiyla %38 ve %23
oranindadir. Ayrica kontrole kiyasla CO, P ve PCO uygulamalarin 5. giinlinde saptanan
HZG deki artis istatistiksel olarak anlamlidir. Bu artiglar sirasiyla %14, %40 ve %21 olarak
saptanmustir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Sultan 1 ¢esidinin yapraklarindaki hiicre zar1 gegirgenliginde meydana gelen
degisimler (u/sn) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Sultan 1 c¢esidinin kok dokusunda deneme boyunca gergeklestirilen CO stres
uygulamasi kontrol bitkilerinden istatistiksel olarak anlamli artis veya azalislara sahip
olmadig1 bulunmustur. Ancak P ve PCO uygulamalari denemenin 3. giinlinde kontrole
kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek bir HZG’ ye sahip bulunmustur. Bu artislar
sirastyla %21 ve %19’dur.(Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. Sultan 1 ¢esidinin koklerindeki hiicre zar1 gegirgenliginde meydana gelen
degisimler (u/sn) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Cift¢i ¢esidinin yaprak dokusunda 3. ve 7. giinlerde kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha diisik HZG’ye sahip oldugu bulunmustur. Diger stres
uygulamalar1 ise kontrole kiyasla ilk 5 giinde anlamli bir de§isim gostermezken P
uygulamasi deneme sonunda kontrole kiyasla daha diisiik bir HZG’ye neden olmustur

(Sekil 4.21.).
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Sekil 4.21. Cift¢i ¢esidinin yapraklarindaki hiicre zar1 gegirgenliginde meydana gelen
degisimler (p/sn) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Ayni ¢esidin kok dokusunda ise ilk 3 giin ¢ift stres uygulamasi kontrole kiyasla daha
diisik bir HZG’ye neden olurken deneme sonunda kontrole kiyasla tiim stres
uygulamalarinin istatistiksel olarak daha yiiksek bir HZG’ye neden olduklar1 saptanmistir
CO, P uygulamalar i¢in %20 iken PCO uygulamasi %16 artig1 belirlenmistir (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.22. Cift¢i ¢esidinin koklerindeki hiicre zar1 gegirgenliginde meydana gelen
degisimler (p/sn) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

4.1.5. Lipit Peroksidasyon Miktar

Sultan 1 ¢esidinin yaprak dokusunda lipit peroksidasyona bagli olarak tiyobarbitiirik
asit reaktif madde (TBARS) miktarinin kontrole kiyasla tiim stres uygulamalarindan daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Ozellikle ¢ift stres uygulamasi denemenin sonunda
istatistiksel olarak anlamli sekilde yaklasik %30 daha fazla TBARS miktarma sahip
bulunmugstur. CO uygulamasi denemenin ilk 5 giinii boyunca kontrole kiyasla daha ytiksek
lipit peroksidasyona isaret etmektedir. P uygulamasi ise TBARS miktarini kontrole kiyasla
degistirmemistir (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. Sultan 1 g¢esidinin yapraklarindaki TBARS miktarinda meydana gelen
degisimler (nmol/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Ayni ¢esidin kok dokusunda ise denemenin 3. giiniindeki P uygulamasi diginda
deneme boyunca tiim stres gruplarinda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde
artan TBARS miktarma sahip olduklar1 saptanmistir. Ozellikle denemenin 5. giiniinde bu
farklar belirginlesmistir. Ayrica kok dokusunda en yiiksek TBARS miktarmin CO
enfeksiyonuna bagl olarak ilk 5 giinde gergeklestigi bunu PCO ve P izledigi saptanmustir.
Kontrole kiyasla gergeklesen bu artiglar CO enfeksiyonunun 1-5. giinler arasinda sirasiyla
%57, %37 ve %58 olarak gerceklesmistir. PCO ve P uygulamalar: sirasiyla %41 ve %23
olarak saptanmustir (Sekil 4.24.)
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Sekil 4.24. Sultan 1 ¢esidinin koklerindeki TBARS miktarinda meydana gelen degisimler
(nmol/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamas,
PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Ciftei cesidinin yaprak dokusunda CO enfeksiyonu 3. ve 7. giinlerinde kontrole
kiyasla TBARS miktarinda artisa neden olmustur. Bu artislar istatistiksel olarak anlamli
olup swrasiyla %29 ve %?20’dir. Bunun aksine P uygulamasi deneme boyunca kontrol
bitkilerine benzer sekilde azalan lipit peroksidasyona isaret etmektedir. Cift stres
uygulamasi ise yalnizca uygulamanin 7. giiniinde kontrole kiyasla artan TBARS miktarina

sahip bulunmustur. Bu artis %14 olarak saptanmustir (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. Ciftci ¢esidinin yapraklarindaki TBARS miktarinda meydana gelen degisimler
(nmol/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamas,
PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Ayni ¢esidin kok dokusunda ise denemenin 5. giiniine kadar kontrole kiyasla artan
TBARS miktar1 CO ve P uygulamalariyla ayri ayr1 artarken 7. giinde kontrol bitkilerle
benzer seviyede olduklar1 saptanmustir. Bu artiglar sirasiyla %32 ve %23 olarak
saptanmistir. Ancak PCO uygulamasinda 7. giinde TBARS miktar1 artisinin kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde %48 oraninda arttigi saptanmustir (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.26. Cift¢i ¢esidinin koklerindeki TBARS miktarinda meydana gelen degisimler
(nmol/g YA) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000 uygulamas,
PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamast)

4.1.6 Antioksidan Enzim Aktivitelerinde Meydana Gelen Degisimler

4.1.6.1. SOD Aktivitesindeki Degisimler

Sultan 1 ¢esidinin yaprak dokusundaki SOD aktivitesi, deneme boyunca P
uygulamasiyla degismemis, deneme sonunda ise diger tiim gruplardan yaklasik %30 daha
diistik aktivite gostermistir. Ancak, CO uygulamasi 6zellikle 3.glinde diger tiim uygulama
gruplarindan istatistiksel olarak anlamli sekilde %74 daha yiliksek aktiviteye sahip
bulunmustur. Diger yandan ayni uygulama deneme sonunda kontrol bitkiler ile ayni
seviyede aktivite goOstermistir. Cift stres uygulamasi ile kontrol bitkilerin SOD

aktivitelerinin ise deneme sonuna kadar benzer oldugu saptanmstir(Sekil 4.27.).
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Sekil 4.27. Sultan 1 ¢esidinin yaplarindaki SOD aktivitesinde meydana gelen degisimler
(tinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Sultan 1 ¢esidinin kok dokusunda ise denemenin ilk 3 giinii boyunca CO uygulamasi
sonucu kontrole kiyasla swrasiyla %41 ve %91 artmistir. P uygulamasi ise sadece
denemenin ilk giiniinde kontrol bitkilerde %68 daha yiiksek SOD aktivitesine sahip
bulunmustur. Cift stres uygulamasi ise denemenin ilk 5 giinlinde kontrol bitkilerden
istatistiksel olarak farkli SOD aktivitelerine sahip olmamistir. Aslinda denemenin 5.
giiniinde tiim gruplarin SOD aktiviteleri birbirlerine yakindir ve istatistiksel olarak anlamli
degildir. Ancak, deneme sonunda P ve ¢ift stres uygulamasiyla anlamli sekilde azalan SOD

aktiviteleri belirlenmistir (Sekil 4.28.).
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Sekil 4.28. Sultan 1 ¢esidinin koklerindeki SOD aktivitesinde meydana gelen degisimler
(iinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Ciftei ¢esidinin yaprak dokusundaki SOD aktivitesi denemenin 3. giiniinde tiim
uygulama gruplarinda kontrole kiyasla yaklasik %32 artmistir. Ancak denemenin 5.
giiniinde gruplarim SOD aktivitelerinin kontrol bitkilere yakin seviyelerde gergeklestigi
saptanmistir. Deneme sonunda ise CO ve P uygulamalar1 kontrole kiyasla sirasiyla %20 ve

%48 artiglar sahipken, ¢ift stres uygulamasiyla degismemistir (Sekil 4.29.).
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Sekil 4.29. Cifici ¢esidinin yapraklarindaki SOD aktivitesinde meydana gelen degisimler
(tinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Cift¢i gesidinin kok dokusundaki SOD aktiviteleri, 5. giinde kontrole kiyasla CO
uygulamasi %37 artarken P ve PCO uygulamar1 %52 ve %20 azalmistir. Deneme sonunda

P uygulamasi diger tiim gruplardan %41 daha yiiksek aktivite gostermistir. (Sekil 4.30.)
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Sekil 4.30. Cifici ¢esidinin koklerindeki SOD aktivitesinde meydana gelen degisimler
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

4.1.6.2. POX Aktivitesindeki Degisimler

Sultan 1 ¢esidinin yaprak dokusundaki POX aktivitesi tiim uygulama gruplarinda
denemenin ilk 3 giinii kontrol bitkilere kiyasla degismezken, ¢ift stres uygulamasi ile 5.
giinden itibaren deneme sonunda kontrol bitkilere kiyasla %75 arttirmistir. CO uygulamasi

da %40’lik artisa sahip bulunmustur. Deneme sonunda P uygulamasi ise kontrol bitkilere

benzer POX aktivitesi gostermistir (Sekil 4.31.).
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Sekil 4.31. Sultan 1 c¢esidinin yapraklarindaki POX aktivitesinde meydana gelen
degisimler (linite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG
6000 uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Sultan 1 ¢esidinin kok dokusunda ise yaprak dokusundaki verilere benzer sekilde ¢ift
stres uygulamasi POX aktivitesini kontrol bitkiler dahil diger uygulamalarla kiyasla
deneme sonunda %50 arttrrmustir. P uygulamasi kontrol bitkilere benzer POX aktivitesi
gosteritken, CO uygulamasi denemenin ilk 5 giinii sonunda kontrole kiyasla %42

azalmistir (Sekil 4.32.).
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Sekil 4.32. Sultan 1 ¢esidinin koklerindeki POX aktivitesinde meydana gelen degisimler
(tinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Ciftci ¢esidinin yaprak dokusunun POX aktivitesi tiim uygulama gruplarinda
denemenin ilk 3 giinii kontrol bitkilere kiyasla azalirken, uygulamalar arasinda anlaml
farklar olugsmamistir. Cift stres uygulamasi ise 5. giinden itibaren deneme sonuna kadar
kontrol bitkilere kiyasla POX aktivitesini sirasiyla %222 ve %127 arttrmistir. CO ve P
uygulamalar1 ile POX aktiviteleri sadece deneme sonunda kontrol bitkilere kiyasla

sirasiyla %51 ve %62 artmustir (Sekil 4.33.).
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Sekil 4.33. Cift¢i ¢esidinin yapraklarindaki POX aktivitesinde meydana gelen degisimler
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Ciftei cesidinin kok dokusundaki POX aktivitesi P uygulamasiyla dogrusal sekilde
artmustir. Oyle ki; denemenin 5. ve 7. giinlerindeki bu artislar kontrol bitkilere kiyasla
sirastyla %125 ve %67 olarak gergeklesmistir. Benzer bir artisin ¢ift stres uygulamasinda
denemenin 5. giiniinde kontrole kiyasla %107 ile gerceklestigi ancak, denemenin son
giinlinde 5.giline kiyasla degismedigi saptanmistir. CO uygulamasi ise sadece denemenin
ilk 3 gilinii boyunca kontrole kiyasla %81 ve %83 artisa sahip bulunmustur. Deneme
sonunda ise CO uygulamasiyla kontrole kiyasla azalan POX aktiviteleri belirlenmistir

(Sekil 4.34.).
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Sekil 4.34. Cifici ¢esidinin kdklerindeki POX aktivitesinde meydana gelen degisimler
(iinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

4.1.6.3. GR Aktivitesindeki Degisimler

Tim stres uygulamalar1 Sultan 1 ¢esidinin yaprak dokusunda GR aktivitelerini
denemenin ilk 3 giinii kontrole kiyasla arttrmustir. Ozellikle P ve ¢ift stres
uygulamalarindaki artiglar ilk gilinde sirasiyla %52 ve %60 olarak gerceklesmistir. Ancak
5. giinden itibaren P ve CO uygulamalar1 kontrole kiyasla sirasiyla %50 ve %42 azalmistir.
Ilging sekilde ¢ift stres uygulamasi ise kontrole kiyasla GR aktivitesini deneme sonuna dek

5. ve 7. giinlerde sirasiyla %31ve %20 arttirmistir(Sekil 4.35. ).
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Sekil 4.35. Sultan 1 ¢esidinin yapraklarindaki GR aktivitesinde meydana gelen degisimler
(iinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Sultan 1 ¢esidinin k6k dokusunda GR aktivitesi CO ve P uygulamalar1 7. giinde
kontrole kiyasla sirasiyla %16 ve %47 oraninda artis gostermistir. Cift stres uygulamasi ile
GR aktivitesini 6zellikle ilk 3 giin kontrole kiyasla %45 azalmis, ancak deneme sonunda

kontrol bitkilerle benzer aktivitelere sahip bulunmustur (Sekil 4. 36.).
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Sekil 4.36. Sultan 1 ¢esidinin koklerindeki GR aktivitesinde meydana gelen degisimler
(linite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Cift¢i ¢esidinin yaprak dokusundaki GR aktivitesi CO uygulamasi disinda
denemenin ilk 5 giiniinde kontrole kiyasla tiim uygulamalarda benzer seviyede
bulunmustur. Aktivite Ozellikle 5. giinde CO uygulamasiyla kontrole kiyasla %22
azalmigtir. Bu ¢eside ait dokularda GR aktivitesinde sadece P uygulamasiyla 7. giinde

kontrole kiyasla %26 artis saptanmustir (Sekil 4.37. ).
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Sekil 4.37. Ciftci ¢esidinin yapraklarindaki GR aktivitesinde meydana gelen degisimler
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Ciftei c¢esidinin kok dokusunda denemenin ilk 3 giinii boyunca stres uygulamalar1
kontrole kiyasla GR aktivitelerini azaltirken, ilk giindeki artiglar yerini 5. giinden itibaren
azalmaya brrakmistir. Bu azalislar CO, P ve cift stres uygulamalari i¢in sirasiyla %34, %28
ve %20 iken, denemenin son giinii yalnizca CO uygulamasi kontrole kiyasla %36

azalmistir (Sekil 4.38.).
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Sekil 4.38. Cift¢i ¢esidinin koklerindeki GR aktivitesinde meydana gelen degisimler
(iinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

4.1.6.4. CAT Aktivitesindeki Degisimler

Sultan 1 ¢esidinin yaprak dokusundaki CAT aktivitesi CO uygulamasi ile kontrole
kiyasla deneme boyunca yiiksek aktivite géstermistir. Bu artiglar 3. giin %100, 5 giin %37
ve 7. glin %144 oranindadwr. P ve PCO uygulamalar1 ilk 5 giin kontrol bitkileriyle ayni

seviyede iken deneme sonunda sirasiyla % 31 ve %66 artmustir (Sekil 4.39. ).
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Sekil 4.39. Sultan 1 c¢esidinin yapraklarindaki CAT aktivitesinde meydana gelen
degisimler (linite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG
6000 uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Sultan 1 ¢esidinin kok dokusunda CAT aktiviteleri denemenin ilk 5 giinii kontrole
kiyasla anlamli bir degisim gostermemistir. Denemenin son giiniindeyse kontrole kiyasla,
P uygulamasi %57, CO ve PCO uygulamalar1 %100 daha yiiksek aktivite gOstermistir
(Sekil 4.40.).
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Sekil 4.40. Sultan 1 ¢esidinin kdklerindeki CAT aktivitesinde meydana gelen degisimler
(linite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Cift¢i ¢esidinin yaprak dokusunda CAT aktivitesi PCO uygulamasiyla kontrole
kiyasla deneme boyunca dogrusal olarak artmistir. P ve PCO uygulamalar1 5. giin kontrole
kiyasla %192 ve %162 oraninda artarken deneme sonunda CO, P ve PCO uygulamalar1

sirastyla 3 kat, 2 kat ve 4 kat arttig1 saptanmustir (Sekil 4.41.).
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Sekil 4.41. Ciftci ¢esidinin yapraklarindaki CAT aktivitesinde meydana gelen degisimler
(iinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Ciftci ¢esidinin kok dokusunda 5. giinde PCO uygulamasi ile gergeklesen %66 artis
haricinde diger uygulamalar kontrol bitkilerinden istatistiksel olarak farkli CAT
aktivitelerine sahip degildir. Deneme sonunda CO, P ve PCO uygulamalar1 CAT
aktivitesini kontrole kiyasla sirastyla %51, %153 ve %163 arttirmustir. (Sekil 4.42. )
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Sekil 4.42. Cifici ¢esidinin koklerindeki CAT aktivitesinde meydana gelen degisimler
(tinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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4.1.6.5. APX Aktivitesindeki Degisimler

Sultan 1 ¢esidinin yaprak dokusunda CO ve P uygulamalar1 kontrole kiyasla APX
aktivitelerini 6zellikle 3.giin sirasiyla %4 ve %30, 5. giinde %38ve %69 azaltirken, ¢ift
stres uygulamasi kontrole kiyasla 3. giin %10, 5. giin %16 artmistir. Deneme sonunda ise

sadece P uygulamasi APX aktivitesini kontrole kiyasla %48 azaltmistir (Sekil 4.43. ).
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Sekil 4.43. Sultan 1 c¢esidinin yapraklarindaki APX aktivitesinde meydana gelen
degisimler (linite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG
6000 uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Sultan 1 ¢esidinin kdk dokusunda ise ¢ift stres uygulamasi1 APX aktivitesini deneme
sonuna dek dogrusal sekilde azaltmistir. Buna ragmen 5. giinde diger uygulamalara kiyasla
%125 artmistir. CO ve P uygulamalar1 ise denemenin 5. giliniine kadar kontrol bitkilere
benzer aktivitelere sahipken, APX aktivitesinin son giinde kontrole kiyasla sirasiyla %41

ve %16 daha diisiik oldugu saptanmustir saptanmustir (Sekil 4.44. ).
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Sekil 4.44. Sultan 1 ¢esidinin koklerindeki CAT aktivitesinde meydana gelen degisimler
(iinite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

Ciftei ¢esidinin yaprak dokusunda APX aktiviteleri deneme sonuna dogru azalmistir.
5. glindeki ¢ift stres uygulamasi ile kontrole kiyasla %35 artan APX aktivitesi haricinde,

diger tiim uygulamalarin kontrole benzer aktivitelere sahip bulunmustur (Sekil 4.45).

Ciftci Yaprak

APX aktivitesi (iinite mg/protein)

o

Siire (Giin)

Sekil 4.45. Cift¢i ¢gesidinin yapraklarimdaki APX aktivitesinde meydana gelen degisimler
(linite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)
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Cift¢i ¢esidinin kok dokusunda denemenin ilk giliniinde APX aktiviteleri stres
uygulamalariyla kontrole kiyasla %33, %34 ve %60 daha yiiksek aktivite saptanmigtir. CO
uygulamasi ise kontrole kiyasla APX aktivitesini deneme sonuna kadar 3. giinden itibaren
strastyla %36, %17 ve %30 azalmistir. P uygulamasi ise denemenin 5. ve 7. gilinlerinde
APX aktivitesini kontrole kiyasla sirasiyla %30 ve %20 arttrmistir. Cift stres uygulamasi
ise denemenin 5. ve 7. giinlerinde kontrole kiyasla sirasiyla %12 ve %10 APX

aktivitelerine sahip bulunmustur (Sekil 4.46. ).
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Sekil 4.46. Cift¢i cesidinin koklerindeki CAT aktivitesinde meydana gelen degisimler
(inite/mg protein) (K: Kontrol, CO: Canavar otu enfeksiyonu, P: %10 PEG 6000
uygulamasi, PCO: Canavar otu enfeksiyonu ve %10 PEG 6000 uygulamasi)

4.1.7.istatistiksel Bulgular
Tim biyokimyasal ve fizyolojik veriler SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) programi kullanilarak analiz edildi. Calismada, 9 tekrarin ortalamasi olarak n=9
gosterildi. Lens culinaris Medik. cv. Sultan 1 ve Lens culinaris Medik. cv Cif¢i gesitlerinin
govde uzunlugu, kok uzunlugu, SYA, Kl a, kI b, top. kl, karotenoit, protein, TBARS, HZG,
SOD, POX, GR, CAT ve APX enzim aktivitelerine ait veriler tek yonlii varyans analizi
(One-way ANOVA) ile incelendi (Cizelge 4.1., Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.1. Lens culinaris Medik. cv Sultan 1 ve Lens culinaris Medik. cv Ciftci
cesitlerinin govde uzunlugu SYA ve klorofil a, klorofil b, toplam klorofil, karotenoit,
protein, HZG, TBARS, SOD, POX, APX, GR ve CAT enzim aktivitelerine ait tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) sonuglari. Rakamlar % 5 seviyesindeki F degerlerini temsil

etmektedir.

Incelenen Parametre Ortalama Kareler F

Govde uzunlugu 1964,577 9,171***
SLA 4,847 3,493***
Klorofil a 1,313 7,624***
Klorofil b 0,277 7,783***
Toplam klorofil 2,696 7,936***
Karotenoit 0,000 7,727%**
Protein 41,384 74,848***
HZG 6704,955 3,629***
TBARS 272,901 10,022***
SOD 272745,953 41,199***
POX 598,342 12,122%**
GR 16931,675 10,433***
CAT 0,446 7,687***
APX 1333256,843 86,650***

***n<0,001; **p<0,01; *p<0,1
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Cizelge 4.2. Lens culinaris Medik. cv Sultan 1 ve Lens culinaris Medik. cv Ciftci
cesitlerinin kdk uzunlugu, protein, HZG, TBARS, SOD, POX, APX, GR ve CAT enzim
aktivitelerine ait tek yonli varyans analizi (ANOVA) sonuglari. Rakamlar %S5

seviyesindeki F degerlerini temsil etmektedir.

Incelenen Parametre Ortalama Kareler F

Kok uzunlugu 487,930 5,559***
Protein 6,235 48,223***
HZG 10109,804 5,023***
TBARS 103,073 8,358***
SOD 1369384,196 43,337***
POX 21811,515 18,804***
GR 26141,706 28,623***
CAT 8,698 7,202%**
APX 10475348,29 96,409***

***p<0,001; **p<0,01; *p<0,1
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bir tarla yabanci otu olan Orobanche crenata mercimek tariminda ciddi 6lgiide
verimi azaltmaktadir (Acar ve Demirbas, 2013). Genel olarak, canavar otu ile miicadele
icin ¢ok sayida yontem denenmektedir. Bunlar arasinda; mercimek ekiminden dnce keten
gibi tuzak bitkilerin ekilmesi (Aksoy ve ark., 2015), canavar otu ¢ikisini azaltmak igin
glifosat ve imazapik herbisitlerinin kullanimi (Rubiales ve Mikic, 2015), bakla ve figde
ekim tarihini degistirerek duyarl: bitkilerde canavar otu yapisma sayisini azaltma (Borg ve
ark., 1994) sayilabilir. Ayrica, morfolojik olarak canavar otu yapismasi sirasinda konukgu
bitkinin lignifikasyonunun ve nekrozlagmasinin yapismayi Onledigi de bilinmektedir
(Pérez-de-Lugue ve ark., 2005).

Canavar otuna dayaniklilikta, bitki 1slah1 en ekonomik ve ¢evre dostu yontem olarak
onerilmekle birlikte (Fernandez-Aparicio ve ark., 2016), Akdeniz iilkelerindeki 1774
mercimek germplazmimin taranmasi sonucunda mercimegin genetik olarak canavar otuna
dayaniklilik gostermedigi belirlenmistir (Erskine ve ark., 2016). Diger yandan, O.
crenata’nin tuzlu toprak ile karakterize edilen bolgelerde konak koklerine enfeksiyonun
diisiik olmasi, kurakliga bagh ozmotik stres ile iliskilendirilmistir (Moral ve ark. 2015).

Cevresel stresler bitki gelisimini ve verimini sinirlandirmaktadirlar (Boyer, 1992).
I¢inde bulundugumuz yiizyilda ise kuraklik giderek artan verim kayiplarina yol agmaktadir
(Shao ve ark. 2008a). Kuraklik stresinin genel etkisi, stoma agikligini azaltarak fotosentez
hizin1 da azaltmasidir (Cornic, 2000). Benzer mekanizma azalan bagil su igerigi verileriyle
bezelye (Le Coeur ve Sinelair, 1996) ve mercimekte (Talukdar, 2013) gdsterilmistir. Bu
arastirmada kullanilan Sultan 1 ve Cift¢i ¢esitlerinin normal kosullar altinda ytiksek
verimli olduklari, ayrica Sultan 1’in tane agirlig1 en yiiksek ¢esit oldugu (Cokkizgin ve
ark., 2005) bilinmekle birlikte, Cift¢i ¢esidinin kurakliga duyarl oldugu da (Hakli, 2008)
gosterilmistir. Kuraklik stresi mercimekte biiylimeyi baskilarken, kuru agirligi da
azaltmaktadir (Talukdar, 2013). Ek olarak, Cift¢i ¢esidinde siirglin uzunlugunun %10-15
PEG uygulamasiyla azaldig1 da rapor edilmistir (Gokgay, 2015). Benzer sekilde, Sultan 1
¢esidinin fide boyu ve taze agirhgmin kuraklik stresiyle azaldig1 saptanmistir (Oktem ve
ark., 2008). Arastrmamizda kullanilan her iki ¢esidin gévde uzunlugu %10 PEG 6000 (P)
ve canavar otu (CO) uygulamalariyla azalmistir. Her iki stresin birlikte uygulanmasi da

(PCO) benzer azalmaya neden olmustur. Ancak Cift¢i ¢esidi CO uygulamasindan daha ¢ok
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etkilenmistir. Bu nedenle sonuglarimiz Oktem ve ark., (2008), Talukdar (2013) ve Gokgay
(2012)’1n sonuglariyla uyumludur.

Kok uzunlugu her iki gesitte belirgin sekilde farkli bulunmustur. Streslerin ayri ve
birlikte uygulanmasi kok uzunlugunda Sultan 1 ¢esidinde anlamli bir degisime neden
olmazken, Cift¢i ¢esidinde anlamli sekilde azalmistir. Kok biiyiimesinde Sultan 1’in az
etkilenmesi Oktem ve ark., (2008)’in sonuclarityla uyumludur. Ek olarak, Sultan 1
cesidinin kok dokularmin tuz stresinden yaprak dokularma kiyasla daha az etkilendigi
bilgisi (Badeoglu ve ark., 2004) sonug¢larimizi desteklemektedir. Benzer sekilde Cicceralli
(2004) tuz toleransinda mercimek fidelerinin yaprak dokularinin kok dokularina kiyasla
daha ¢ok etkilendigini belirtmistir.

SLA verileri her iki ¢esit arasinda uygulanan stresler bakimindan zithik gostermistir.
Sultan 1 cesidinde birim agirlik basina yiizey alani tiim uygulamalarla azalirken, Ciftci
cesidinde ozellikle P uygulamasiyla artmistir. Bu sonuclar, stres altinda da agirhigini
arttirabilen Sultan 1 ¢esidinin stres uygulamalarina Ciftgiden daha iyi dayandigina isaret
ediyor olabilir.

Aragtirma sonuglarma gore, Sultan 1 ¢esidinin karotenoit ve klorofil igerikleri
deneme sonunda kontrole kiyasla degismemistir. Hatta CO uygulamasi bu ¢esidin klorofil
icerigini neredeyse hi¢ degistirmemistir. Ancak Ciftci ¢esidi P ve PCO uygulamalari ile
azalan karotenoit ve klorofil iceriklerine sahip bulunmustur. Aslinda kuraklikla klorofil
icerigindeki azalis hem bugday gibi bitkilerde (Zaefyzadeh ve ark. 2009) hem de
mercimekte (Talukdar, 2013) 6nceden bilinmekteydi. Kuraga duyarli oldugu bilinen bu
cesit i¢in belirlenen pigment sonuglar1 Hakli (2008) tarafindan bulunan sonuglarla da
uyumludur. Buna ek olarak, Oktem ve ark., (2008)’de sonuglarimiza benzer sekilde Sultan
1 cesidinde kuraklik stresiyle degismeyen klorofil iceriklerini belirtmislerdi. Canavar
otunun, konuk¢usunun pigment igerigini onemli Ol¢lide azalttig1 ve fotosentezdeki
azalmaya bagli olarak konukc¢usunun biiyiimesini baskiladigi domates (Sen, 2013; Acar ve
Ozkal, 2015) biber (Aydmn, 2010) ve Arabidopsis thaliana’da (Demirbas, 2011)
gosterilmistir. Bu nedenle, Sultan 1 ¢esidinin Cift¢i ¢esidine kiyasla hem CO hem de PCO
streslerine kars1t pigment icerigini korumus olmasi, onun daha dayanikli oldugunu
diistindiirmektedir.

Yaprak dokularinda denemenin sonuna dogru HZG’nin Sultan 1 ¢esidinde basta CO
ve PCO olmak {izere her uygulama icin arttig1 Cift¢i ¢esidinde ise tiim uygulamalarda
kontrole kiyasla azaldig1 saptanmistir. Kok dokusunda ise Sultan 1 ¢esidinde ilk 3 giin

stres uygulamalarma bagli olarak artan HZG’nin deneme sonunda dengelendigi

62



belirlenmistir. Cift¢i ¢esidinde ise deneme boyunca strese bagli gelisen HZG artislarinin
deneme sonunda kontrole kiyasla yiiksek kaldigi saptanmistir. Tuz stresinin elektrolit
sizintisint arttirdigr Sultan 1 ¢esidinde (Ercan, 2008) ve mercimekte (Hakli, 2008)
gosterilmistir. Buna gore, sonuglarimiz Ercan (2008)’in sonuglariyla kismen uyumludur.
Ayrica, ¢ift stres uygulamasinin Sultan 1 ¢esidinin kok dokularinda azalan HZG’ye Ciftci
cesidinde ise artan HZG ye sahip oldugu ilk defa saptanmistir.

Sultan 1 ¢esidinde CO uygulamasiyla yaprak dokusunda artan TBARS dengelense de
cift stres uygulamasiyla deneme sonunda artmstir. Cift¢i ¢esidinde ise benzer sekilde CO
uygulamasiyla artan TBARS miktar1 ¢ift stres uygulamasiyla deneme sonunda artmustir.
Bu durum Sultan 1 ¢esidinin agik sekilde PCO uygulamasinda Cift¢i cesidine kiyasla daha
cok zarar gordiigiine isaret etmektedir. Bu zararda CO uygulamasmin etkili oldugu
anlasilmaktadir. Yaprak dokularinin tersine kdk dokularinda Cift¢i c¢esidinin deneme
sonunda ¢ift stres uygulamasiyla kontrole kiyasla daha yliksek TBARS miktarma sahip
oldugu, Sultan 1 c¢esidinin ise kontrol ile benzer TBARS miktarina sahip oldugu
saptanmugtir. Bu sonuglar ise, Cift¢i ¢esidinin Sultan 1 ¢esidine kiyasla kok dokusunda
PCO uygulamasindan daha ¢ok zarar gordiigiine isaret etmektedir. Kuraklik stresiyle lipid
peroksidasyon Sultan 1 (Oktem ve ark., 2008) ve ILL 590 mercimek cesitlerinin kok
dokularinda gosterilmisti. Ek olarak, hem yaprak hem de kdk dokusunda mercimekte lipid
peroksidasyonun arttigi (Aydemir ve Eren, 2010) Cift¢i cesidinde ise degismedigi
(Gokeay, 2012) saptanmustir. CO uygulamasinin ise domates (Sen ve Acar, 2013) ve
biberde (Aydin, 2010) kok ve yaprak dokusunda lipid peroksidasyonu arttirdigi ancak
patlicanda ise degistirmedigi (Gorkem, 2011) bilinmektedir. Sonug¢larimiz Sultan 1 ¢esidi
icin bu arastirmalarla uyumludur. Ancak Cifi¢i ¢esidinde ¢ift stres uygulamasiyla artan
lipid peroksidasyon Gorkem (2011) ve Gokgay (2012)’1n arastirmalariyla kismen uyumlu
olmakla birlikte, bu arastrmayla da ilk defa gosterilmektedir. Genel olarak, Sultan 1
cesidinin yaprak dokusu PCO uygulamasina daha hassas bulunmustur.

Cevresel streslerin bitkilerin antioksidan savunma sistemini (AS) etkiledigi ve stres
faktoriiniin dayanikh ve duyarli gesitlerde AS’de degisime yol agtig1 bilinmektedir. Oyle
ki, cogu arastirmada ilgili stres faktoriine dayanikli veya duyarli oldugu bilinen bitki tiir
ve/veya ¢esitlerin sahip oldugu dayanimin seviyesiyle AS arasindaki bagi gosteren gok
sayida arastirma mevcuttur (Acar ve ark., 2001, Ceylan ve ark., 2005, Sekmen ve ark.,
2005). O, SOD ile dismiitasyona ugrayarak, H,O, olusumuna neden olur (Moller, 2007).
Canavar otu parazitliginde de H,0, iiretimine bagli POX aktiviteleri de daha dnce rapor

edilmisti (Demirbas ve Acar, 2009; Sen ve Acar, 2013; Acar ve Ozkal, 2015). Aslinda
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kurakliga bagli gelisen fotorespirasyonun da C3 bitkilerinde H,O; olusumunu baslattig1 da
iyi bilinmektedir (Acar ve ark. 2001). Boylece bitki dokularinda bir¢ok kaynaktan
iretilebilecek H2O2’in detoksifikasyonu ise iiretildigi yere bagh olarak POX, APX, CAT
veya GR ile detoksifiye edilmektedir. Bu aragtirmada uygulanan streslerin, her iki ¢esidin
yaprak ve kok dokularinda SOD, POX, APX, CAT ve GR aktivitelerini degistirdigi
saptanmistir. CO stresinin yaprak dokularinin SOD aktivitelerini ilk 3 giinde, POX
aktiviteleriniyse deneme sonunda arttirirken GR aktivitelerini azaltmistir. APX aktivitesi
sadece Sultan 1 ¢esidinin 3. giiniinde artarken, Cift¢i ¢esidinde ise degismemistir. Ciftci
cesidinin CAT aktivitesi ise 7. glinde artarken Sultan 1 ¢esidinde azalmistir. Buna gore,
Sultan 1 g¢esidi H,O2’nin detoksifikasyonunda APX aktivitesini arttirsa da GR aktivitesi
artmadigindan Halliwell-Asada yolunun g¢alismadigi anlagilmistir. Bunun yerine her iki
cesitte HpO2’nin detoksifikasyonunun POX ve CAT aktiviteleri deneme sonuna kadar
basarildig1 anlasilmastir.

Her iki ¢esidin kék dokusunda CO stresi SOD aktivitesini ilk 3 giin arttirmistir.
Ancak H;O;’nin detoksifikasyonunda Sultan 1 ¢esidinde APX GR ve CAT aktiviteleri
artarken POX ve CAT aktivitelerinin azaldig1 belirlenmistir. Bu durum, deneme sonunda
Sultan 1 ¢esidinin CO stresi ile olusan oksidatif stresin bastirilarak hasarin azaltilmasinda
Halliwell-Asada yolunu kullandigina isaret etmektedir. Boylece artan lipid peroksidasyon
ile beliren zararin koklerde bastirilmasinda etkili olmustur. Cifi¢i ¢esidinde ise sadece
POX ve CAT aktivitelerinin arttigi saptanmistir. Strese dayanikli bitkilerde canavar otu
enfeksiyonunun SOD aktivitelerini arttirdig1 domates (Sen, 2013; Ozkal, 2014), patlican ve
A. thaliana’da (Demirbas, 2011) gosterilmisti. Domates (Sen, 2013; Acar ve Ozkal, 2013)
ve biber kok dokusunda (Aydin, 2010) SOD veya baska kaynaklardan iiretilen H,O, nin
detoksifikasyonunda Halliwell-Asada yolunun ¢alistigi, patlicanda (Gorkem, 2011) ise
calismadig1 gosterilmisti. Yaprak dokusunda ise bu yolun biber (Aydm, 2010) ve
patlicanda (Gorkem, 2011) calistig1 gosterilmisti. Bu baglamda, Aydmn (2010), Gérkem
(2011), Sen (2013) ve Ozkal (2014)’m sonuglar1 Sultan 1 ve Ciftci gesitlerinin sonuglariyla
uyumludur.

%10 PEG 6000 uygulamasiyla olusturulan ozmotik stres, Sultan 1 ¢esidinin yaprak
dokusunda o6zellikle APX aktivitesini azaltirken, digerleri ya degismemis yada hafifce
artmistir. Bu durum kuraga dayanikli oldugu bilinen bu ¢esit i¢in ilging olmakla birlikte,
ayni ¢esidin kdk dokusunda da SOD, APX ve CAT aktivitelerindeki kisa siireli artiglar ile
deneme sonunda artan GR aktivitesinin ROT larin etkili siipiiriilmesi i¢in yeterli oldugu

kontrole kiyasla anlamli sekilde artmayan lipid peroksidasyondan anlasilmaktadir.
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Genellikle kuraklik stresine duyarli oldugu ifade edilen Cift¢i ¢esidinin yaprak dokusu, P
uygulamasiyla APX disindaki tiim enzim aktivitelerini arttirmistir yada degistirmemistir.
Kok dokusunda ise GR ve APX disinda tiim enzim aktivitelerini arttrmistir. Bu durum,
PEG kaynakli oksidatif stresin bastirilmasinin AS enzimleriyle basarildigina ve kisa siireli
stres kosulunda Halliwell — Asada yolunun kullanildigina isaret etmektedir.

%20 PEG uygulamasi Sultan 1 ¢esidinin kdk ve yaprak dokusunda, MnSOD ve
Cu/Zn SOD ifadelerini arttirmakta (Aksoy, 2008) ve artan GR aktivitesinin temel bir
koruma saglamaktadir (Ercan, 2008). Ek olarak ayni ¢esidin kok dokusunda, kuraklik
stresinin artan lipid peroksidasyona paralel sekilde SOD izozim seviyelerini ve CAT
aktivitesini arttirdigi, ancak APX ve CAT aktivitelerinin anlamli degisim gostermedigi
(Oktem ve ark., 2008) ve artan SOD ve APX aktivitelerinin kok dokularmi oksidatif
hasardan korudugu da bilinmektedir. Cift¢i ¢esidindeyse, kuraklik stresiyle SOD
aktivitesinin arttig1 (Hakli, 2008) ve MDA igeriginde onemli bir degisim olmadigi da
(Gokegay, 2012) gosterilmistir. Genel olarak mercimekte kuraklik stresinin SOD
aktivitesini arttirdig1 da rapor edilmistir (Moghedam, 2013). Sonug olarak, kuraga duyarl
Cift¢i ¢esidi kuraga dayanikli Sultan 1 ¢esidine kiyasla 6zellikle SOD enzimini daha etkili
kullanmistir ve bu durum Ciftci i¢in literatiir bilgisiyle uyumlu ancak Sultanl i¢in degildir.
Bu nedenle, Sultan 1 ¢esidinin 6zellikle yaprak dokusunda kurakliga dayaniklilikta hangi
mekanizmanin ¢alistiginin detayl arastirilmasi gereklidir.

Mercimek bitkisinde P ve CO streslerinin birlikte etkisi bu arastirmayla ilk defa
caligilmistir. Deneme sonunda, Sultan 1 ¢esidinin yaprak dokusunda ¢ift stres uygulamasi
APX disinda SOD, POX, GR ve CAT aktivitelerini arttrrmistir. Cift¢i ¢cesidinde GR, SOD
ve APX aktivitesi azalmig ancak POX ve CAT aktivitesinde artis saptanmistir. Bu durum
iki ¢esidin yaprak dokularinda Sultan 1 c¢esidinin daha etkili AS aktivitesine sahip
olduguna isaret etmektedir. Her iki ¢esitte de POX aktivitesinin artmis olmasi da genel
olarak H,O;’nin siipiiriilmesinde ortak bir yola isaret ediyor olabilir. Kok dokularinda ise
cift stres etkisiyle Sultanl g¢esidinin AS’inde SODve APX aktivitelerinin azalmis1 ve GR
aktivitesinin artmig ancak yiiksek CAT ve POX aktivitelerine sahip oldugu belirlenmistir.
Ciftci cesidindeyse genel olarak CAT, POX ve SOD aktivitelerindeki artis disinda diger
enzimlerde azalma saptanmistir. Her iki ¢esidin kok dokular1 karsilastirildiginda Sultan 1
cesidinin ¢ok daha etkili bir antioksidan savunmaya sahip oldugu ve POX aktivitesinin
ikisi arasinda fark yarattig1 belirlenmistir. Ozmotik strese neden olan tuz stresinin CO
stresiyle birlikte 1 hafta boyunca uygulanmasinin domates c¢esitleri arasinda AS’yi

ozellikle yaprak dokusunda uyardigi belirlenmistir (Sen, 2013). Oyle ki; tek basina CO
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stresine hassas davranan Rio Grande domates ¢esidinin yaprak dokusunda APX ve GR
aktiviteleri artmistir. Bu sonug, Sultan 1 ve Cifici ¢esitleri i¢in kismen uyumludur. 100
mM NaCl ve CO stresinin birlikte uygulandigi bir bagka arastirma ise 6 saat gibi kisa bir
siirede A. thaliana’da SOD, CAT ve GR aktivitelerini artirirken POX ve APX aktivitelerini
ise degistirmemistir (Demirbag, 2011). Bu sonuglar ise Sultan 1 ve Cift¢i gesitleri igin
uyumlu degildir. Aslinda, bir haftalik deneme dikkate alindiginda, CO ve PCO
uygulamalar1 i¢in bu sonuglar yenidir ve mercimekte de ilk defa sunulmus olmaktadir.

Bitki stres fizyolojisi arastirmalari, 20. ylizyilin sonlarma dogru yogunluk kazanmis
ve halen biiyiik bir hizla devam etmektedir. Baslangigta, ekosistemin ana bilesenlerinin tek
tek etkisi lizerine yogunlagan arastirmalar, deneysel ve uygulamali botanigin ayrilmaz bir
parcast haline gelmistir. Diger yandan, ekosistemdeki iligkiler agmin bir bitkinin
gelisiminin farkl silireglerinde ve ayni anda birden cok stres faktoriine maruz kaldigi
gercegl ayni zamanda bu arastrmanin da konusunu olusturmustur. Esasinda, bu
arastirmada gerceklestirilen PEG kaynakli su stresi ve canavar otu kaynakli biyotik stres
halihazirda dogada ve tarim alanlarinda bir arada mevcutturlar. Mercimek bitkisinde
Ozellikle canavar otu parazitligine kars1 yasanan caresizlik kendini azalan/artmayan ekim
ve azalan/artmayan verimle hissettirmektedir. Oyle ki, bugiin marketlerde satilan
mercimeklerin 6nemli bir kismu1 yurt disindan ithal edilmektedir.

Kiiresel 1smma ile ilgili projeksiyonlar ve meteorolojik modeller iginde
bulundugumuz yiizyilin ortalarinda Anadolu’nun 6nemli bir kisminda kurakligin artacagini
ifade etmektedir (Karamanos, 2013). Canavar otu gibi bir parazitik yabanci otun,
mercimek bitkisinde oldugu kadar diger konuk¢usu oldugu bitkilerde zaten belirli dl¢lide
bir su stresine neden oldugu bilinmekteyken, artacak kuraklik stresinin verim iizerine ek
baski1 olusturmasi kaginilmaz goriinmektedir.

Bu arastrma, her iki stres faktOriinlin mercimek bitkisinin dayaniklilik ve
duyarliligina nasil etki ettigini fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerle belirlemeyi
hedeflemisti. Sonuglar her iki ¢esidin farkli tepkilere sahip oldugunu géstermistir. Biiylime
parametreleri incelendiginde, Cift¢i ¢esidi en cok CO stresinden olumsuz etkilenmis, ek
olarak diger stresler de bu ¢esidin biiylimesini baskilamistir. Sultan 1 c¢esidindeyse,
biiyiime stres uygulamalarindan etkilenmemistir. Kok ve gévde uzunluklari, SLA ve LMA
verileri de bunu desteklemistir. Dahasi, Sultan 1 ¢esidi Cifici ¢esidine kiyasla stres
uygulamalar1 sonucunda pigment i¢erigini korumustur. Ek olarak, Sultan 1 ¢esidinin Ciftgi
cesidine kiyasla daha diisik HZG’ye sahip olusu da bu anlamda onemlidir. Ayrica,
HZG’nin o6zellikle kok dokusunda Sultanl cesidinde PCO uygulamasi ile degismezken,
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Ciftei ¢esidinde artmis olmasi Onemli bir fark olusturmustur. Bu fark, Sultan 1 kok
dokusunda degismeyen ama Cift¢ci kok dokusunda artan TBARS ile belirginlesmistir.
Biyokimyasal parametreler incelendigindeyse, kok dokusunda PCO uygulamasiyla CAT
ve POX aktivitelerini arttiran Cift¢i ¢esidine kiyasla azalan TBARS ve HZG’ye sahip
oldugu saptanan Sultan 1 ¢esidinin, bunu POX, CAT ve GR enzimlerini arttirarak
basardig1 anlagilmaktadir. Genel olarak Sultan 1 ¢esidinde antioksidan savunmada tiim
stres uygulamalar1 dikkate alindiginda GR, Cift¢i ¢esidinden ise POX’lar 6ne ¢ikmaktadir.
Oyle ki, Sultan 1 cesidi CO enfeksiyonunda yaprakta CAT, POX ve APX’i, %10 PEG
stresinde GR ve POX’u, PCO’da ise SOD, POX ve GR’yi calistirirken, Cift¢i cesidindeyse
CO enfeksiyonunda CAT ve POX, %10 PEG stresinde GR’yi, PCO’da ise POX
caligmistir. K6k dokularinda ise Sultan 1 ¢esidi CO enfeksiyonunda POX, CAT ve GR’,
%10 PEG stresinde POX, CAT ve GR’1, PCO’da ise POX, CAT ve GR’yi ¢alistirirken,
Cift¢i gesidindeyse CO enfeksiyonunda SOD, %10 PEG stresinde SOD, POX ve CAT,
PCO’da ise CAT,SOD ve POX calismistir. Sonugta, kok dokusunda Sultan 1 ¢esidi Ciftci
cesidine kiyasla ilave CAT ve GR aktivite artiglariyla yiiksek antioksidan koruma
gostermistir. Yaprak dokusunda ise Cift¢i ¢esidi daha zayif antioksidan korumaya sahip
bulunmustur.

Tim sonuglar degerlendirildiginde, kuraklhiga dayanikli Sultan 1 c¢esidinin gerek
fizyolojik gerekse biyokimyasal olarak Cift¢i ¢esidine kiyasla C ve PCO streslerine daha
dayanikli oldugu, bu dayanikliligin 6zelikle kok dokusunda belirginlestigi soylenebilir.
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