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Ozet

Mevcut ¢alismanin temel amaci, tuz stresi altindaki misir fidelerine aseton O-(4 klorofenilstlfonil) oksi
(AO) molekllinin 6n muamelesinin stresin olumsuz etkilerini hafifletici etkilerinin olup olmadigini
arastiriimasidir. Bunun igin; 18 saat distile su kontrol (K), 6 saat AO+12 saat distile su (AO), 6 saat distil
su+12 saat 100 mM NaCl (TS) ve 6 saat AO+12 saat 100 mM NaCl (AO+TS) deney diizenegi kurulmustu
Elde edilen bulgulara gére; kontrol uygulamasi ile AO uygulamasi arasinda nispi su igerigi (NSi) agisinda
bir fark saptanamazken, TS’de ciddi bir disiis AO+TS’de ise kontrole gore dnemli bir artis oldug
belirlendi. Klorofil igerigi TS uygulamasinda AO ve kontrole gore azalirken, AO+TS uygulamasinda iger
TS'ye gore 6nemli bir artis gosterdi. En yiiksek karotenoid igerigi TS uygulamasinda goriliirken, en diigi
icerik AO+TS’de belirlendi. MDA ve H,0; iceriklerinde AO uygulamasinda kontrole gére 6nemli bir azal
gozlenirken, TS'de kontrole gore ciddi bir artis AO+TS’de ise TS ile kiyaslandiginda énemli bir azal
belirlendi. Guaiacol peroksidaz, katalaz, askorbat peroksidaz ve stiperoksit dismutaz enzimleri AO &
uygulamasi ile aktivitelerini diizenleyerek MDA ve H,0; igerigini nemli 6lglide azalttigi belirlendi. A
uygulamasi ile prolin igeriginde kontrole gore 6nemli bir artis gdzlenirken, AO+TS’nin TS uygulamasir
gore icerikte onemli bir azalisa neden oldugu belirlendi. AO uygulamasinin fenolik madde igeri
Gzerinde 6nemli degisikliklere neden oldugu gézlendi. Elde edilen bulgular isiginda, tuz stresi altinda
misir fidelerine AO 6n uygulamasinin metabolizmanin genel isleyisini engelleme potansiyeline sahi
radikallerin olusumunu engelleyebilecegini disindirmektedir.

Abstract

The main purpose of the current study is to investigate if the pretreatment of acetone O-
chlorophenylsulfonyl) oxime (AO) molecule on maize seedlings under salt stress has mitigating effec
on the adverse effects of stress or not. The following experimental setup was established: 18 hout
distilled water control (K), 6 hours AO+12 hours distilled water (AO), 6 hours distilled water+then 1
hours 100 mM NaCl (TS) and 6 hours AO+then 12 hours 100 mM NaCl (AO+TS). According to tt
findings; While there was no difference between the control application and the AO application in tern
of relative water content (RSI), it was determined that there was a significant decrease in TS and
significant increase in AO+TS compared to the control. While the chlorophyll content decreased in T
application compared to AO and control, the content increased significantly in AO+TS applicatio
compared to TS. While the highest carotenoid content was observed in the TS application, the lowe:
content was determined in AO+TS. While a significant decrease was observed in MDA and HC
contents in AO application compared to the control, a significant increase in TS compared to the contr
and a significant decrease in AO+TS compared to TS were determined. It was determined that guaiac
peroxidase, catalase, ascorbate peroxidase, and superoxide dismutase enzymes significantly reduce
MDA and H,0; content by regulating their activities with AO pre-application. While a significar
increase was observed in proline content with AO application compared to control, it was determine
that AO+TS caused a significant decrease in content compared to TS application. It was observed th:
AO application caused significant changes in the phenolic substance content. In the light of the finding
it is thought that it can be concluded that AO pre-application to maize seedlings under salt stress ca
prevent the formation of radicals that have the potential to inhibit the general functioning «
metabolism.

GIRIS

Cevresel kosullar bitkilerin blyiimesini, gelismesini ve
Uretkenligini etkiler. Tuzluluk, distk sicakhk ve kuraklik
gibi abiyotik stresler, tarimsal sistemlerde hasat edilen

Gran miktarindaki azalmanin baslica sorumlusudur (Boyer
1982). Tuzluluk, hem kayaclarin asinmasi, tuzlu sular,
rizgar, yagmurla tasinan okyanus tortulari ve iklimsel
etmenler gibi dogal sebepler hem de tarimsal alanlarda
yapilan yanhs sulamalar ile ¢esitli tuzlar bakimindan
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zengin yer alti sularinin toprak ylizeyine ylkselmesi, asiri
otlatma, bilingsizce tarim arazilerinin acilmasi ve tuzluluga
neden olan kimyasallarin kullanimi gibi yapay sebepler
sonucu olusan ve tarimsal Uretimi 6nemli derecede
kisitlayan gevresel bir faktordir (Culha ve Cakirlar 2012).
Toprakta tuzluluk problemine neden olan bilesikler
klorirler (NaCl, CaCl,, MgCly), sulfatlar (Na;SO4, MgS0.),
nitratlar (Na2NO3, KNO3), karbonatlar ve bikarbonatlar
(CaCOs, Na,COs, NaHCOs) ve boratlar olarak ifade
edilebilir. Ancak genelde toprak tuzlulugu ve tuz stresi
denildiginde NaCl'nin varligindan s6z edilmektedir (Eroglu
2007). Toprak tuzlulugu bitki biylime ve gelisimini iki
sekilde olumsuz yonde etkilemektedir: birincisi kok
disindaki iyonlar, Gslime veya kurakhgin yarattig| strese
benzer sekilde ozmotik bir stres olusturarak bitkinin
topraktan su almasini gliclestirmesi, ikincisi Na+ ve Cl-
iyonlarinin artisina bagli olarak toksik etki olusturmasidir
(Ampudia-Galvan ve Testerink 2011, Munns 2005). NaCl
fazlaligi su potansiyelini azaltmasinin yaninda, hiicredeki
iyon dengesini de bozarak bitki gelisimini olumsuz yénde
etkilemektedir. Yiksek tuz (NaCl) alinimi diger besleyici
iyonlarin gecisi ile rekabet eder. Buna bagh olarak
bitkilerde Na+ ve Cl- diizeyleri artarken; Ca+2, K+ ve Mg+2
dizeylerinde azalma meydana gelir (Parida ve Das 2005).
Sodyum klordriin 100 mM'in Uzerindeki
konsantrasyonlari hicreler igin sitotoksik olarak kabul
edilmektedir. Clinkld bu durumda bircok temel enzim
aktivitesinin azaldig, hiicre boélinmesi ve gelismesinin
inhibe edildigi rapor edilmistir (Mahajan ve ark., 2008).
Ozellikle biiyime ve gelisme icin gerekli temel
etmenlerden biri olan Ca+2 iyon alinimi etkilendiginde,
Na+ hiicre zarindaki Ca+2 ile yer degistirerek zarin
apoplast kisminda Na+/Ca+2 iyon oraninin artmasina
neden olur. Bu durumda, zarin fizyolojik ve fonksiyonel
yapisinda bozulmalar meydana gelir ve hiicrenin Ca+2
dengesi olumsuz sekilde etkilenir (Culha ve Cakirlar 2011).
Turkiye'de topraklarin 1,5 milyon hektara yakin kismi
tuzluluk sorunu ile karsi karsiyayken (Ekmekgi ve ark.
2005), Dinya genelinde toplam ekili tarim alanlarinin
%20’sinin, sulanan tarim alanlarinin ise %33’lnln yiksek
tuzluluktan etkilendigi tahmin edilmektedir. (Shrivastava
ve Kumar 2015).

Dinya genelinde yetistirilen dnemli bir tahil Griini olan
misir (Zea mays L.), ABD'den sonra en c¢ok Cin'de
Uretilmekte ve tiketilmektedir (Gale ve ark. 2014, Ashraf
ve ark. 2016). Kiresel gida glivenliginin 6nemli bir bileseni
olan musir Uretimi, cesitli endustrilerde artan talep
nedeniyle artmaktadir (Rosegrant ve ark. 2012). Misir su
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eksikligine karsi cok hassastir ve her iki yarim kiirede de
genis alanlarda yetistirilmektedir (Haarhoff ve Swanepoel
2018). Ayrica misir tanesinden elde edilen nisasta yag ve
glikoz da misiri 6nemli bir sanayi bitkisi haline
getirmektedir. 2050 yili Dinya nifus tahminleri goz
online alindiginda misir Uretiminin iki katina gikarilmasi
gerektigini ortaya koymaktadir (Zu 2017).

Bitkilerde cesitli abiyotik stres faktorlerine karsi salisilik
Asit, GSH, H,0,, askorbik asit, prolin, gallik asit ve nitrik
oksit gibi cesitli metabolitlerin n muamelesinin mineral
madde igerigi, genlerin regilasyonu, fotosentez hizi, kuru
agirhk ve antioksidan sistem gibi bazi parametreleri
olumlu etkiledigi ileri stiriImistir (Cai ve ark. 2010, Zeng
ve ark. 2012, Belkadhi ve ark. 2012, Glzel ve Terzi 2013,
Yetissin 2015, VYetissin ve Kurt 2020). Bitkilerin
blylimesini tesvik eden kimyasallarin uygulanmasi, stres
toleransini arttirmanin etkili, kolay, distk riskli ve dislk
maliyetli bir yoludur (He ve ark. 2009, Hamdia ve Shaddad
2010).

S6z konusu maddelere benzer 6zellikte olabilecek yeni ve
alternatif Grlnlerin arastirilmasi da oldukg¢a 6nemlidir.
Benzer ozelliklere sahip olma potansiyelini tasiyan AO
molekiliinde C=C cift bagina radikallerin katilmasi, C=N
veya C=S bagindan daha kolaydir. Clinkii C=N veya C=S
baglarinin C-N veya C-S'ye donustirilmesi, C=C'nin C-C'ye
donistiridlmesinden daha fazla enerji gerektirir. AO
yapisindaki C=N, S=0O ve C=C vyapilari sayesinde
radikallerin ~ sUpUrilmesine  katki  saglayabilecegi
soylenebilir. Ayrica yapidaki elektron g¢eken -Cl grubu
radikallerin kararliigini artirma 6zelligine sahiptir. Clinkd
molekiler yapidaki elektronegatif veya elektropozitif
gruplarin radikallerin kararhihgini arttirdig bilinmektedir.
Bu durumda vyapidaki —ClI grubunun, ortamdaki
radikallerin sUpurilmesine katki saglayacagl tahmin
edilmektedir. Ayrica yapidaki konjugasyon, radikallerin
stabilitesini artirabilir ve yapiya antioksidan ozellikler
katabilir. Boylece AO vyapisinin elektronik 6zellikleri ve
deneyler sonucunda elde edilen veriler Isiginda
radikallere yapisarak antioksidan 6zellige sahip oldugu
ifade edilebilir (Korkmaz ve Duran 2021, Korkmaz 2021,
Korkmaz, yayinlanmamis makale).

ﬁ
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Sekil 1. Aseton O-(4-klorofenilstilfonil) oksim’in yapisi
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Savall ve ark. (2019)’da yaptiklari calismada Artemia
salina ve Rattus norvegicus’un asetil kolin esteraz enzimi
Gzerinde malathion zehirlenmesi ile yaptiklari ¢alismada
isatin ve oksim tlirevlerinin malathion inhibisyonuna karsi
onemli bilesenlere sahip oldugunu, glivenli oldugunu ve
kolin esteraz enzimini yeniden aktive ettigini
belirtmislerdir. Fareler Uzerinde vyapilan baska bir
¢alismada, Dibenzofuranon-Oksim  tirevlerinin 10
mg/kg/7d konsantrasyonunda néroprotektif etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Zhmurenko ve ark. 2020). Baska bir
¢alismada, test edilen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal ajanlar olarak en etkili oksimler olarak
cesitli oksim tirevleri not edilmistir. Bazi oksim
tirevlerinin konsantrasyonundaki artisin daha yilksek
antimikrobiyal aktiviteye neden oldugu belirlenmistir
(Lasri ve ark. 2020).

Yapilan literatlir taramasinda, tuz stresi kosullarinda AO
on muamelesi sonucu bitkilerde olusan hasarin boyutlari
ve bitkilerin verdigi yanitlarla ilgili herhangi bir verinin
olmadigi belirlenmistir. Mevcut calisma; tuz stresi
kosullarindaki musir fidelerine AO 6n uygulamasinin
fidelerin fizyolojik ve biyokimyasal parametreler
Gzerindeki etkilerinin arastirilmasini amaglamaktadir.

MATERYAL VE YONTEM

Sakarya Misir Arastirma Enstitlsi'nden temin edilmis
olan ADA 523 isimli misir (Zea mays L.) gesidine ait
sertifikall tohumlar, toprak iceren 10 saksiya ekildi. Her
saksiya 6 adet tohum ekildi. Bitkiler dort hafta sireyle , %
55-60 nem, 400 pmol m-2 s-1 1sik siddeti, 25 °C + 2 sicaklik
ve 16 saat isik/8 saat karanhk periyodunda bir bitki
blylitme odasinda yetistirildi. Bitkiler iki glinde bir 200 mL
musluk suyuyla sulandi. Deney icin olgunlasan bitkiler
topraktan 2 cm yiikseklikte gévdelerinden kesilerek saf su
iceren cam tiplere aktarildi. Yaralanma stresinin olumsuz
etkilerini yatistirmak icin bir saat saf su icerisinde
bekletilen bitkiler asagidaki uygulama gruplarina ayrildi.

Uygulama gruplari:
1. Uygulama: Kontrol, 18 saat saf su,

2. Uygulama: AO, o6nce 6 saat Aseton O-( 4-
klorofenilstlfonil )Oksim, sonra 12 saat saf su

3. Uygulama: TS, 6nce 6 saat saf su, sonra 12 saat Tuz (100
mM NaCl)
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4. Uygulama: AO+TS, 6nce 6 saat Aseton O-( 4-
klorofenilstlfonil )Oksim, sonra 12 saat Tuz (100 mM
NaCl),

Her uygulama grubu icin 4 bitki kullanildi. Bitkiler -20
°C'de saklandi. Elde edilen o&rneklerde asagidaki
parametreler 6lcildi.

Yaprak Su igerigi: Yapraklarin su igerigini belirlemek icin
nisbi su icerigi (RWC) olcildi (Barrs ve Weatherley 1962).

Yaprakta Nisbi Su icerigi (RWC %): [(YA-KA)/(TA-KA)]x100

YA: Yas Agirlik  KA: Kuru Agirhk  TA: Turgid Agirlik
Fotosentetik  Pigmentlerin  Tayini:  Fotosentetik
pigmentlerin (karotenoid ve klorofil) tayini Arnon (1949)'a
gore belirlendi. Pigment sentezinin bakir stresinden
etkilendigi bilinmektedir. Bu analiz neticesinde bakir
stresinden pigmentlerin ne oranda etkilendigi belirlendi.
On muamelelerin pigmentler iizerine koruyucu etkileri
saptandi. Bunun yani sira pigment degerlerinin bilinmesi
lipid peroksidasyonu sonuglarinin degerlendirilmesinde
kullanildi.

Prolin Tayini: Kurutulmus numunelerden (0,2 g) alinarak
10 mL% 3'lik silfosalisilik asit ile homojenizasyonun
ardindan filtre edildi. Stzintd 22 2C'de 5,000 rpm'de 5 dk
santrifiij edilecek. Sdpernatant kisimlarindan 1 mL
alinarak Uzerinel ml asetik asit ve 1 mL ninhidrin
konulacak. Ninhidrin, asetik asit ve orto-fosforik asit
kullanilarak hazirlandi. Daha sonra tiplere konulan
ornekler 1 saat 100 9C'de su banyosunda tutulacak ve
reaksiyon buzda sonlandirildi. Soguyan 6rneklerin {izerine
3 mL toluen eklenerek, vorteksle karistirildi. Agzi kapakl
tiplere alinan 6rnekler 4.000 rpm'de 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi pipetle (st faz sarsilmadan kiivete alindi
ve 520 nm'de spektrofotometrede okunacak (Bates ve
ark. 1973). Sonuglar gram taze agirlik (TA) basina pg
olarak ifade edildi.

Lipid Peroksidasyonu Tayini: Lipid peroksidasyon
seviyesi, lipid peroksidasyonun bir {rlinl  olan
malondialdehid igerigine dayanarak Heath ve Packer
(1968) metodunu takiben olglldi. Ekstraksiyon % 0.1
trikloro asetik asit (TCA) igerisinde yapildi. Homojenat
15000 g de 5 dk santrifiij edildi. Sipernatantin 1 mL'sine
4 mL, % 20 TCA igerisinde hazirlanmis % 0.5 tiobarbiturik
asit (TBA) ilave edildikten sonra, slpernatantin
absorbansi 532 nm de kaydedildi. 600 nm de spesifik
olmayan absorbsiyon icin okunan deger hesaptan
¢ikarildi. Elde edilen sonug, formilde (A = E.c.l) yerine
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konularak
hesaplandi.

malondialdehit (MDA) konsantrasyonu

H202 igeriginin Belirlenmesi: H,0; icerigi Velikova ve ark.
(2000) metoduna gore belirlendi. Yaprak numunelerinden
0,25 g alinarak 0,1 g aktif komdir ile birlikte 5mL % 0,1 TCA
icerisinde homojenize edildi. Homojenat 15.000 g de + 4
°C'de 15 dk santrifij edildi. Sipernatanttan 1000 pL
alinarak Uzerine 1000 pL 10 mM potasyum fosfat
tamponu ve 1500 pL 1 M Kl ilave edildikten sonra olusan
sarirenk 390 nm'de spektrofotometredeki kayith standart
grafikten okundu.

Guaiakol Peroksidaz (GPX) Aktivitesinin Tayini: Guaiakol
peroksidaz (EC 1.11.1.7) aktivitesi, Urbanek ve ark.,
(1991)'in yontemine goére belirlendi. Enzim aktivitesi, 100
mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 5
mM guaiakol, 15 mM H,0; ve 50 uL enzim ekstrakti iceren
2 mL'lik reaksiyon karsiminin 470 nm'de 1 dakika sireyle
Olcilmesiyle belirlendi. Guaiakol peroksidaz (GPX)
aktivitesi €=26,6 mM-1cm-1 ekstriksiyon katsayisinin
kullaniimasiyla hesaplandi.

Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini: Katalaz (CAT, EC
1.11.1.6) aktivitesi, Aebi (1983)'nin yontemine gobre
belirlendi. Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7,0), 30 mM H,0,; ve 20 pL enzim ekstrakti
iceren 1 mL'lik reaksiyon karsiminin 240 nm'de 5 dakika
sureyle olglilmesiyle belirlendi. Katalaz aktivitesi, H,0;
icin €=39,4 mM 1cm-1 ekstriksiyon katsayisinin
kullaniimasiyla hesaplandi.

Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini:
Stperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi,
Beauchamp ve Fridovich (1971) metoduna gore
belirlendi. 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1
mM EDTA, 13 mM metiyonin, 75 pM nitro blue
tetrazolyum ve 50 pL ekstrakt ihtiva eden 1 mL reaksiyon
ortamina 2 M riboflavin ilave edilerek reaksiyon
baslatildi, bu karisim 10 dakika boyunca 375 pmol m-2 s-
1 siddetinde beyaz 1siga maruz birakildiktan sonra 560
nm'de absorbans degerleri belirlendi.

Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Tayini: Askorbat
peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11) aktivitesi, 290 nm'de
absorbanstaki azalisa bagh olarak belirlendi (Nakano ve
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Asada 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7,0), 250 uM ASC, 5 mM H,0; ve 20ul enzim
ekstrakti iceren 1 mlL'lik reaksiyon karisiminin
Olgllmesiyle belirlendi. Askorbat peroksidaz aktivitesi,
290 nm'de ASC icin €=2,8 mM 1cm-1 ekstriksiyon
katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

Fenolik Madde Tayini: HPLC ile fenolik madde miktari
tayini icin 14 farkh standartin (askorbik asit, gallik asit,
mirisetin, absisik asit, quersetin, apigenin, kaempferol,
curcumin, catechol, vanillin, kafeik asit, sinnamik asit,
rosmarinik asit ve salisilik asit) son konsantrasyonlari 10
mg/mL olacak sekilde tartilip 50 mL'lik balon jojeler icine
konuldu. Standartlar hazirlanan %1'lik asetik asit ile 1/9
oraninda asetonitril ilave edilerek c¢o6zelti hazirlandi.
Cozeltiye 1/1 oraninda metanol ilave edilerek standartlari
¢6zmek icin gerekli olan stok c¢ozelti hazirlandi. Stok
¢Ozeltilerden 5 farkli oranda (100 mM, 75 mM, 50 mM, 25
mM ve 10 mM) olacak sekilde numuneler hazirlandi
(Tapan 2016).

istatistiksel Analizler: Deneyler, tesadiif parseller
deneme desenine gore en az 3 tekrarli olarak yapildi. Elde
edilen bulgular Statistic Package for Social Sciences (SPSS
17.0) paket programinin Duncan Coklu Karsilastirma testi
ile degerlendirildi.

BULGULAR VE TARTISMA
Uygulamalarin Nispi Su igerigi (NSi) Uzerine Etkisi

Su stresi, NSi iceriginin azalmasina neden olur ve NSI
kuraklik stresinden etkilenen en 6nemli parametrelerden
biridir (Hussain ve ark. 2019). Tuz stresinin farkl
siddetlerine maruz birakilan Oryza sativa'nin farkh
cesitlerinde stresin siddetine paralel olarak NSi
icerigininde azaldigi ifade edilmistir (Polash ve ark. 2018).
Mevcut calismadan elde edilen bulgulara gore; AO
uygulamasi ile kontrol grubu arasinda NSi agisindan
onemli bir fark belirlenemezken, TS uygulamasinin
NSi’sinde kontrole kiyasla dénemli bir azalisin oldugu
belirlendi. AO+TS uygulamasinda ise tim uygulamalara
kiyasla en yiiksek NSi kaydedildi (Sekil 2A). Elde edilen
bulgu AO’nun su durumu Uizerinde olumlu etkilerinin
oldugunu ve bunu osmoregiilasyon ile basardigina isaret
etmektedir.
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Sekil 2. Tuz stresi kosullarinda AO uygulamasinin fotosentetik pigment ve nispi su igerikleri Gzerine etkisi. Ayni harflerle

gosterilen barlar arasindaki fark dnemsizdir (P < 0,05).

Uygulamalarin Fotosentetik Pigment igerigi Uzerine
Etkisi

Su eksikligi ROS olusumuna neden olur. ROS, hiicrede
membran lipitleri, nlkleik asitler, proteinler, klorofiller ve
makro molekillere zarar vermektedir (Kacar ve ark.
2006). Bu calismanin bulgulari incelendiginde, toplam
klorofil icerigi agisindan kontrol ile AO uygulamalari
arasinda istatistiki olarak 6nemli bir farkin olmadig
belirlendi. TS uygulamasi yapraklarin klorofil icerigini
kontrole gore azaltirken, AO+4TS uygulamasinda TS
uygulamasina gore klorofil igeriginde 6nemli bir artis
kaydedildi. Karotenoid icerigi agisindan AO
uygulamasinda kontrole kiyasla dnemli bir azalisin oldugu
fark edildi. TS uygulamasinda yapraklarin karotenoid
icerigi tlm wuygulamalara gore yiliksekken, AO+TS
uygulamasinda karotenoid igeriginin tim uygulamalara
gbre en diisik oldugu belirlendi (Sekil 2B). Yarsi ve ark.
(2017)’de kavun bitkisi tizerine yaptiklari bir calismada tuz
stresinin hem klorofil hem de karotenoid igeriklerinde
azalisa neden oldugunu ifade etmislerdir. Mevcut ¢calisma
klorofil icerigi agisindan bu calisma ile uyumlu iken
karotenoid icerigi acisindan aksi bulgular kaydetmektedir.
Oysa tuz stresine maruz birakilan bitkilerde ROS’larin
siplrilmesinde dnemli bir antioksidan olan karotenoid

isleyisinin korunmasi acgisindan daha

gorilmektedir.

uygun

Uygulamalarin Hidrojen Peroksit (H.0,) igerigi Uzerine
Etkisi

Abiyotik stresler, redoks reaksiyonlarinin bir sonucu
olarak siiperoksit (Oze-) ve H,0, olusumuna neden olur.
Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinen H;0, ve
stperoksidin (Oze-) reaksiyonuyla hidroksil radikalleri
(*OH) olusur. Olusan ROS’lar Fenton reaksiyonlari ile
oksidatif hasara neden olabilir (Smirnoff 1998). Oksitleyici
ozellikleri nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,02'nin
ortamdan uzaklastiriimasi gerekmektedir (Mittler 2006).
Bulgular i1s1ginda AO uygulamasinin kontrole kiyasla H,0;
iceriginde 6nemli bir azalisa neden oldugu belirlendi. Tuz
stresine maruz kalan fidelerde kontrole kiyasla H,0,
iceriginde onemli bir artis gozlenirken, AO+TS
uygulamasinda TS uygulamasina gore onemli bir azals
belirlendi (Sekil 3A). Zhu ve ark. (2010) yapmis olduklari
¢alismada, 100 mM NaCl stresine maruz birakilan
Arabidopsis thaliana bitkisinde H,0, miktarinin 6nemli
Olclide arttigini rapor etmislerdir.  Elkelish ve ark.
(2019)'nin soya fasulyesi (Glycine max L.) Uzerinde
yaptiklari bir calismada, mevcut ¢calismaya benzer sekilde
100 mM tuz stresi altindaki bitkilere 2 mM kalsiyum 6n
uygulamasinin H0; icerigini azalttigini belirtmislerdir.
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Sekil 3. Tuz stresi kosullarinda AO uygulamasinin MDA ve H,0; igerikleri tizerine etkisi. Ayni harflerle gosterilen barlar

arasindaki fark dnemsizdir (P < 0,05).
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Uygulamalarin MDA igerigi Uzerine Etkisi

MDA igerigi, oksidatif stres kosullari tarafindan
olusturulan 6nemli bir parametredir (Irigoyen ve ark.
1992). Lipid peroksidasyon olusumu, stresorlere maruz
kalmanin bir sonucu olarak serbest radikaller tarafindan
indiiklenebilir ~ (Thompson ve ark. 1987). AO
uygulamasinin kontrole kiyasla MDA igeriginde 6nemli bir
azalisa neden oldugu belirlendi. Tuz stresine maruz kalan
fidelerde kontrole gére MDA igeriginde 6nemli bir artis
gozlenirken, AO+TS uygulamasinin MDA igerigi TS
uygulamasina kiyasla 6nemli bir azalis kaydedildi (Sekil
3B). Zhu ve ark. (2010) yapmis olduklari ¢alismada, 100
mM NaCl stresine maruz birakilan Arabidopsis thaliana
bitkisinde MDA igeriginin 6nemli 6l¢lide arttigini rapor
etmislerdir. Elkelish ve ark. (2019)'nin soya fasulyesi
(Glycine max L.) Gzerinde yaptiklari bir calismada, mevcut
calismaya benzer sekilde 100 mM tuz stresi altindaki
bitkilere 2 mM kalsiyum 6n uygulamasinin MDA icerigini
onemli oranda azalttigini ifade etmislerdir. Baska bir
calismada da tutin bitkisine uygulanan tuz stresi MDA
iceriginde bir artisa neden olmus, melatonin 6n
uygulamasi ile tuz stresine kiyasla MDA iceriginde énemli
bir azalmanin oldugu gortlmistir (Armagan ve Memet
2018). Elde edilen bulgularin 1siginda tuz stresi altinda
H,0, ve MDA igeriklerinin AO uygulamasi ile dnemli
oranda azalmis olmasi AO 6n uygulamasinin antioksidan
sistemin glicli bir sekilde aktive olmasina sebep oldugunu
disindirmektedir.

Uygulamalarin Prolin igerigi Uzerine Etkisi

Bitkiler prolin artisi ile strese karsi adaptasyon
mekanizmasi gelistirir (Saradhi 1991). Ahanger ve
Agarwal (2017) tuz stresi altindaki bugday (Triticum
aestivum L.) bitkisinde potasyum én muamelesinin prolin
seviyesini arttirdigini belirtmislerdir. Bu calismadan elde
edilen bulgular sonucunda, AO uygulamasinin prolin
icerigini kontrole gore 6nemli oranda arttirdigi goruldu.
TS’de kontrole gore prolin icerigini 6nemli miktarda
arttirirken, AO+TS uygulamasinda TS’ye gore nispeten bir
azalma belirlendi ( Sekil 4). Mevcut calismadan elde edilen
bulgularin 1s1ginda, AO 6n uygulamasinin tuz stresi
altindaki misir fidelerinde prolin birikimin uyararak tuz
stresinin olumsuz etkilerine karsi ozmotik diizenlemeyle
bitkiyi korumaya aldig1 soylenebilir. AO+TS’de TS
uygulamasina goére gorilen nispi azalmanin AO’nun
stresin olumsuz etkilerini bertaraf etmek icin prolinin bir
arag olarak tlketilmesini tesfik ettigi soylenebilir.
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Sekil 4. Tuz stresi kosullarinda AO uygulamasinin Prolin igerigi lizerine
etkisi. Ayni harflerle gosterilen barlar arasindaki fark
6nemsizdir (P £0,05).

Uygulamalarin Antioksidan enzim aktiviteleri iizerine
etkisi

Reaktif oksijen tlrlerini stpirilmesi igin antioksidan
enzimlerin uyumlu bir sekilde ¢alismasina ihtiya¢ vardir
(Borna ve ark. 2021). Tuz stresi altinda AO uygulamasinin
antioksidan enzimlerden slperoksit dismutaz (SOD),
guaikol peroksidaz (GPX), katalaz (CAT) ve askorbat
peroksidaz (APX) enzimlerinin aktivitelerindeki degisim
incelendi.

Suiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi lizerine etkisi

SOD enziminin katalitik etkisi ile stiperoksit radikalinin
H,0 ile tepkimeye girmesiile olusan H,0, APX, CAT ve GPX
tarafindan suya ve oksijene dondsturdlir (Asada 1999).

SOD enzim aktivitesi grafigi incelendiginde; tek AO
uygulamasi SOD aktivitesinde istatiksel olarak kontrole
gore onemli bir artisa neden oldugu gozlendi. Tuz stresi
altinda SOD aktivitesinde 6énemli bir azalma olusurken,
AO+TS uygulamasinda TS’ye gore istatistiki olarak dnemli
bir artis kaydedildi (Sekil 5A). Elkelish ve ark. (2019)’'nin
tuz stresi altindaki soya fasulyesine kalsiyum ©n
uygulamasi yaptiklari ¢calismada kontrol, kalsiyum ve TS
uygulamalari ile mevcut ¢alismadaki bulgular benzerken,
Ca+TS uygulamasinda bu c¢alismanin aksine SOD
aktivitesini arttigi kaydedildi. SOD enzimi bitlin canli
organizmalarda slperoksiti temizleyerek hidroksil
radikalinin olusum riskini azaltir ve oksidatif strese kars
merkezi bir roli vardir (Mehlhorn ve ark. 1996). SOD
enziminin farkh formlarinin olmasi, hiicrede farkli
yerlerde bulunabilmesi ve SOD enzimini kodlayan
genlerin strese duyarl olmasi (Dixit ve ark. 2001) tuz stresi
altindaki misir fidelerine AO 6n uygulamasi ile SOD
aktivitesinde dnemli dalgalanmalara neden olabilir
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Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesine etkisi

GPX, stres sirasinda olusan H;0;'nin temizlenmesini
saglayarak oksidatif strese karsi koruma gorevi yapar.
Stres altindaki bitkilerde GPX aktivitesinin arttig
bilinmektedir (Gaspar ve ark. 1991). Bu c¢alismadan elde
edilen bulgulara gore; tek AO uygulamasi GPX
aktivitesinde kontrole goére oOnemli bir artisa neden
olurken, TS’de kontrole gore artis ama AQ’ya gore ise
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nispi bir aktivite azaligi kaydedildi. AO+TS uygulamasinda
kontrole gore 6nemli bir artis gérilirken, TS'ye gore nispi
bir azalis belirlendi (Sekil 5B). Tuz stresine maruz birakilan
A. thaliana bitkisinde GPX aktivitesinin arttigi ifade
edilmistir (Feng ve ark. 2019). Tuz stresi altinda AO 6n
uygulamasinin GPX aktivitesinde meydana getirdigi
azalmanin bir sonucu olarak; AO’nun oksidatif strese karsi
korumada, H,0, ve MDA igeriklerini azaltilmasiyla kritik
bir rol oynadigi sdylenebilir.
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Sekil 5. Tuz stresi kosullarinda AO uygulamasinin SOD, GPX, CAT ve APX enzimlerinin aktiviteleri lizerine
etkisi. Ayni harflerle gosterilen barlar arasindaki fark nemsizdir (P < 0,05).

Katalaz (CAT) aktivitesine etkisi

Bitki hiicrelerinde stresli sartlarda olusan H,0,'nin katalaz
enzimi tarafindan parcalanabilecegi ifade edilmektedir
(Feierabend ve ark. 1992). CAT enzimi aktivitesine iliskin
bulgular degerlendirildiginde tek AO uygulamasi tim
uygulamalara gore katalaz aktivitesinde en yilksek artisa
neden olmustur. Tuz stresi CAT aktivitesinde kontrole
gore oOnemli bir azalisa neden olurken, AO+TS
uygulamasinda ise TS’ye gore CAT aktivitesinde 6nemli bir
artis belirlendi (Sekil 5C). Doku kdltirinde 21 giin 100
mM’lik tuz stresi altindaki domates bitkisi ile yapilan
¢alismada CAT enzim aktivitesinde 6nemli bir azalma
olusurken, daha az tuz konsantrasyonlarinda aktivitenin
arttigl ifade edilmistir (Sirinieng ve ark. 2015). Bu durum
tuz stresinin CAT enziminin nispi inhibisyonuna neden
oldugunu, H;0, ve MDA icerikleri g6z o©nlinde
bulunduruldugunda AO ©6n uygulamasinin ise stresin
olumsuz etkilerini hafifleterek enzim aktivitesinin
artmasina neden oldugunu disindiirmektedir.
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Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesine etkisi

Askorbat peroksidaz, askorbik asiti kullanarak H,0, ile
enzimatik olarak tepkimeye girerek H,0,'nin H,0 ve 02'ye
donlisimini  katalize etmektedir. Kloroplast ve
mitokondrilerde H,02'nin stipliriimesinde en dnemli roli
askorbik asit oynamaktadir (Asada 1999). APX enzimi
aktivitesi bulgulari incelendiginde AO uygulamasinin
kontrole gére APX aktivitesinde 6nemli bir artisa neden
oldugu belirlenirken, en yiliksek aktivite AO+TS'de
kaydedildi. TS uygulamasinda ise en dislik APX aktivitesi
gozlendi (Sekil 5D). Tuz stresi altindaki bugdaya potasyum
on muamelesinin APX aktivitesini arttirdigi kaydeildi
(Ahanger ve Agarwal 2017). AO+TS uygulamasindaki

askorbik asit icerigindeki artis ve H,0, ile MDA
iceriklerindeki azals APX aktivitesindeki artis ve diger
antioksidan enzimlerin bulgulari ile birlikte
degerlendirildiginde AO’nun  antioksidan sistemin

enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri Uzerinde
olumlu etkilere sahip olugu ifade edilebilir.
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Fenolik bilesik icerikleri Gizerine etkisi

Metabolizmanin genel isleyisi icerisinde antioksidan
sistem ile fenolik bilesikler arasinda bir iliski oldugu
belirlenmistir. Fenolik bilesikler serbest radikallere H+
vererek hiicreleri ROS’larin zararl etkilerini karsi korurlar.
Stres kosullari altinda bitkilerin fenolik maddelerin
iceriklerinde dalgalanmalar belirlenmistir. (Kaya ve
Artuvan 2016). Mevcut calismada fenolik bilesiklerden
oldugu degerlendirilen, absisik asit (ABA) , askorbik asit
(AsA), salisilik asit (SA), gallik asit, trans-p-kumarik asit,
mirisetin, 4-hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksibenzoik
asit, apigenin, kaempferol, kurkumin, katesol, vanilik asit,
kafeik asit, sinnamik asit, rozmarinik asit ve kuarsetin
icerikleri HPLC ile belirlendi.

AsA oksidatif strese tolerans saglamada ve sliperoksit ile
hidroksil radikallerinin temizlenmesinde rol aldigindan,
stres kosullarinda bitki hiicrelerinde miktari artmaktadir

(Avsar 2018). Bu calismada tek basina AO uygulamasi AsA
iceriginde kontrole gére 6nemli bir artisa neden olurken,
en ylksek AsA icerigi AO+TS uygulamasinda belirlendi.
AO+TS uygulamasinda da TS’ye kiyasla belirgin bir artis
kaydedildi. Tuz stresi altindaki misir bitkisine askorbik
asitin eksojen uygulanmasi sonucunda iyilestirici etkisinin
belirlenmis olmasi (Dogru ve Torlak 2020) mevcut
calismayi destekler niteliktedir. AO 6n uygulamasi ile AsA
iceriginde meydana gelen artis, APX enzim aktivitesinin ve
antioksidan sistemin sirdurulebilirligine 6nemli bir katki
sunmaktadir. Sekonder metabolizmanin énemli bilesikleri
olan 4-hidroksibenzoik asit, 3,4 dihidroksibenzoik asit,
katesol ve sinnamik asit iceriklerinde hem AO’nun tek
basina hem de stresle birlikte 6n uygulamasinin 6nemli
dalgalanmalara neden oldugu belirlenmistir. Ancak ABA,
SA, trans-p-kumaric asit, mirisetin, kuarsetin, kurkumin,
vanilik asit, kafeik asit, apigenin, kaempferol, rozmarinik
asit ve gallik asit icerikleri saptanamadi (Cizelge 1).

Cizelge 1. Tuz stresi kosullarinda AO uygulamasinin fenolik bilesik igerikleri Gzerine etkisi (ug/g). Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark

6nemsizdir (P <0.05).

Fenolik Maddeler K
Absisik asit (ABA) N/A
Askorbik asit (AsA) 2.96+0.56
Salisilik asit (SA) N/A
Gallik asit N/A
N/A

trans-p-kumarik asit
Mirisetin N/A

4-Hidroksibenzoik asit 5.14+6.57 ¢
3,4-Dihidroksibenzoik asit 2.22+0.04 ¢
Apigenin N/A
Kaempferol N/A
Kurkumin N/A
Katesol 9.78+10.92
Vanillin N/A
Kaffeik asit N/A
Sinnamik asit 8.19+0.04 ¢
Rosmarinik asit N/A
Kuarsetin N/A
SONUC

Mevcut arastirma, tuz stresi altindaki misir fidelerine AO
On uygulamasinin fidelerin strese karsi fizyolojik
durumunu gosteren parametreler (zerinde olumlu
etkilerinin olup olmadigini incelemistir. Sonug olarak, tek
AO 6n uygulamasinin misir fideleri Gzerinde olumsuz bir
etkisinin olmadigina ve fidelerin tuz stresinin olumsuz
etkilerinin  Ustesinden gelmesinde ©nemli katkilar
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AO TS AO+TS
N/A N/A N/A
3.48+0.08 © 4.43+0.10 b 6.49+0.32 2
N/A N/A N/A
N/A N/A N/A
N/A N/A N/A
N/A N/A N/A
11.314#0.25b 10.9+0.11°¢ 14.3+0.05 2
2.15+0.006 ¢ 2.81+0.003 b 3.50+0.06 2
N/A N/A N/A
N/A N/A N/A
N/A N/A N/A
7.45+0.01° 1.62+0.002 ¢ 5.4+0.008 ©
N/A N/A N/A
N/A N/A N/A
7.84+0.004 ¢ 10.9+0.001 2 9.62+0.08 b
N/A N/A N/A
N/A N/A N/A

sagladigi belirlenmistir. Bu durum, AO’nun sahip oldugu
antioksidan ozelliklerden ve metabolik bir diizenleyici
molekil olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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