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OZET

Diinyadaki kiiresel 1sinma, hizli niifus artisi, teknolojik gelisimler, vahsi sulama ve
sentetik glibre kullanim1 gibi etmenler topragi kirleterek tuz miktarini artirmaktadir. Tuz
miktarmin kabul edilebilir smirlarin {izerinde olmasi bitkiler i¢in tuz stresi olarak
adlandirilmaktadir. Birgcok bitki tirli strese karst gelistirdikleri ¢esitli tolerans
mekanizmalariyla hayatta kalmay1 basarirken, Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart
gibi  bitki  tiirleri  strese  karsi  hassasiyetlerinden  dolayr  gelisimlerini
strdurememektedirler. Bu sebeple, kiiresel 1sinmaya bagli olusan problemler gz 6niine
almdiginda; bitkilerin strese karsi gelistirdikleri tolerans mekanizmalarii ¢oziimlemek,
dogal yontemler kullanarak aktive etmek, bitki gelisimi ve verim kaybinin dnlenmesi
icin oldukca 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada, kusburnu atigi organik hammadde
olarak kullanilmig pilot Slgekli biyoreaktorden biyogaz liretim prosesi sonucu olusan
biyokiitlelerin tuz stresine maruz birakilan Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart
model bitkisinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin degisimi tizerine
etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore tuz stresine maruz kalan bitkilerde
bliylimenin yavasladigr goriilmiistiir. Atik  kusburnundan {retilmis biyokiitle
uygulamalarmin klorofil, fenolik, flavonoid, antosiyanin, toplam karbon, himik asit,
fulvik asit, iletkenlik, prolin miktarlarmi, katalaz (CAT), slperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitelerini arttirdig1 ve hidrojen peroksit ile lipit
peroksidasyonu miktarini ise azalttigi gozlemlenmistir. Elde edilen bulgulara gore,
organik atiklar kullanilarak biyokdtle Uretilip, bitkilere uygulanmasimnin bitkilerde tuz
stresine karsi olusturulan mekanizmay1 aktive edebilecegi ve tuz stresine karsi tolerans

olusturabilecegi gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyokitle, Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart,

Tolerans, Tuz Stresi
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SUMMARY

Factors such as global warming, rapid population growth, technological
developments, wild irrigation, the use of synthetic fertilizers, pollute the soil and
increase the amount of salt. If the amount of salt is above the acceptable limits, it is
called salt stress for plants. While many plant species manage to survive with various
tolerance mechanisms they have developed against stress, Phaseolus vulgaris L. var.
ellipticus Mart plant species such as cannot continue their development due to their
sensitivity to stress. For this reason, considering the problems caused by global
warming; Analyzing the tolerance mechanisms developed by plants against stress,
activating them using natural methods is very important for plant development and
prevention of yield loss. In this study, Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart the
effects on the change of morphological, physiological and biochemical properties of the
model plant were investigated. According to the results obtained, it was observed that
the growth of plants exposed to salt stress slowed down. Applications of biomass
produced from waste rosehip increase chlorophyll, phenolic, flavonoid, anthocyanin,
total carbon, humic acid, fulvic acid, conductivity, proline amounts, catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) enzyme activities and
increase the activity of hydrogen peroxide. It was observed that the amount of lipid
peroxidation decreased. According to the findings, it has been observed that producing
biomass using organic wastes and applying it to plants can activate the mechanism

created against salt stress in plants and create tolerance against salt stress.

Keywords: Biomass, Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart, Tolerance, Salt

Stress
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AICl3 > Aliminyum Klorir
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1.GIRIS

Diinyada sanayilesmeye bagli olarak ortaya ¢ikan enerji ihtiyaci, ginluk
yasantidaki konfor arayislari ve niifus artisina paralel olarak tiketimi artan fosil
kaynaklarm ortaya ¢ikardig1 karbondioksit miktarinda artis devam etmektedir. Atmosfer
tabakasinda meydana gelen bu artig glines sisteminden diinya {izerine gelen isinlarin
dinya yuzeyine carparak tekrar uzaya donmesine engel olmaktadir (Etminan vd., 2016).
Kiiresel 1smnma, dunyanin kiiresel olarak sicakliginin artmasmma neden olmaktadir.
Yapilan arastirma sonuglarma gore 1900 yilinda atmosferdeki CO, miktar1 290 ppm
iken 2021 yili dl¢iimleri 410 ppm olarak belirlenmistir (Lindsey, 2021). Bu artisin
yaninda ciriik¢iil bakteriler ve sanayi kaynakli kacak salimimlar tarafindan dogaya
salman metan (CH4) gazmin varh@indaki artis bu hizla devam ederse 20 yil icerisinde
karbondioksitten 84 kat daha yiiksek seviyede kiiresel 1sinmaya sebep olacagi
hesaplanmaktadir (Chukeaw vd., 2021). Kiresel isinma, iklim degisikligine sebep
olarak; kuraklik, sel, buzullarinin hizla erimesi ve okyanuslardaki su seviyelerinin
artmasi ile sonu¢lanmaktadir. Biitiin bu degisiklikler giinlimiizde gozle goriiliir hale
gelmistir (NASA, 2021; Zandalinas vd., 2021). Kiresel isnmaya ¢k olarak diinya
nifusunun artisgina bagl ihtiyaglarin artmasi, tikketim ¢ilgmnhgr ve artan tarim
arazilerinin olusturdugu metan olusumu gibi etmenler diinyanin ¢evre dengesini bozarak
kiiresel 1sinma etkilerinin daha da hizlanmasina sebep olmaktadirlar. Diinyanin
gliniimiizde olusturdugu toplam atik miktar1 6 milyar ton/y1l olarak hesaplanmaktadir ve
kisi bas1 atik liretim miktar1 165-225 kg/yil olarak hesaplanmaktadir (Ferreira vd.,
2019). Bunlara ek olarak ortaya ¢ikan metanm %359 oraninda zirai kdkenli oldugu
ortaya ¢cikmaktadir (Pochwatka vd., 2020). Kiiresel 1sinmanin etkileri sonucu yetersiz
yagis yillik iiretim veriminin diismesine sebep olmaktadir. Diisiik yagis miktarma bagh
verim kayiplarmi 6nlemek i¢in ek sulama ve giibreleme yapilmasi gerekmektedir (Ye
vd., 2020). Ek sulama i¢in kullanilan sularda eser miktarda bulunan kimyasallar bu
sularin buharlagsmas1 sebebiyle tarim arazilerinde birikmektedirler. Buna benzer olarak,
sentetik giibreleme islemleri sonucu zaman igerisinde toprakta agir metaller ve diger
farkli kimyasallarin kabul edilebilir seviyelerin iizerine ¢ikmasi dogal dengenin

bozulmasina sebep olmakta ve toprak kirliligi olarak adlandirilmaktadir (Amor vd.,
2020).



Ayrica, bilingsiz agilan sulama kuyular1 deniz suyu seviyesinin yiikselmesi vahsi
sulama yonteminin kullanilmas1 toprak kirliligi siirecinin daha da hizlanmasma sebep
olmaktadir. Toprak kirliligi ayn1 zamanda tuzlulugun da artarak tarim arazilerindeki
bitkilerin strese girmesine sebep olarak boylece verimin diigmesine sebep olmaktadir
(Kumar vd., 2020). Sonugta tiiketim kaynakli sera gazi miktarmin artmasi olusan
atiklarin uygun yOnetiminin basarilamamasi tarimda meydana gelen verim diismesi
birbirini tetikleyen kisir dongiiniin olusmasina sebep olmaktadir. Belirtilen biitiin
problemlerin ¢6zliimii i¢in slirdiiriilebilir uygun alternatif yontemler arastirilmaya devam
etmektedir. Bu sebeple Oncelikle enerji alaninda fosil kaynakli olusan karbon
salmiminin azaltilmasi i¢in alternatif yakitlar arastirilmaktadir. Bu kapsamda biyodizel,
dalga enerjisi, giines enerjisi, hidro elektrik enerji, riizgar enerjisi, biyogaz gibi alternatif
yakit iretim yontemleri bircok diinya devleti tarafindan zorunlu hale getirilmistir
(Saribiyik vd., 2010; Ahamed vd., 2020; Stewart, 2021; Gil vd., 2021; Sadorsky, 2021;
Saribiyik vd., 2021).

Biyodizel iiretimi bitkisel ve hayvansal yaglar kullanilarak gerceklestirilmektedir
fakat gida amagh tiiketilen yaglarin yakit olarak kullanilmasi gida arzinda sikintilarin
olugmasma ve gida fiyatlarinin artmasina sebep olmaktadir (Saribiyik vd., 2010). Giines
enerjisinin eldesi i¢cin yillik giinesli giin sayisi, hidro elektrik enerji icin yeterli yagis
miktarinin saglanmasi, riizgar enerjisi igin bolgesel iklimin ve tabiat sartlarinin uygun
olmas1 gibi sebepler bu alternatif enerji liretim yOntemlerinin kisitlanmasina sebep
olmaktadir. Alternatif enerji lretim yoOntemlerinde biyogaz, iiretiminde c¢esitli
hammadde kullanim olanagi, uygulanabilirligi, atiklarin bu amagla kullanimi ile hastalik
kotli goriintli ve koku olusumunu engellemesi, ¢liriik¢iil bakteriler ile dogaya salinan
metan gazinin karbondioksite doniistiirilerek tekrar kullanimini saglayabilmesi ve
iiretim prosesi sonucu olusan biyokiitlenin farkli amaglar i¢cin kullanilabilir olmas1 diger
alternatif yontemlerle kiyaslandiginda biraz daha 6n plana ¢ikmasmi saglamaktadir.
Vahsi sulama yontemleri toprakta bulunan mineral ve besleyici organik molekiillerin
topraktan uzaklagsmasma ve belirli bolgelerde toplanmasi ile dogal olarak verimde
dengesizlige sebep olmaktadir (Dastranj vd., 2021). Ayrica, belirli bir su rejimi akisina
bagli oldugundan siirekli olarak belirli oranlarda tuz igerigini de beraberinde tastyarak
buharlagmaya bagli toprak kirliligi ve tuzlanmasina sebep olmaktadir (Naz vd., 2021).

Bu sebeple ortaya ¢ikan tuzluluk miktar1 ve asirt su kullanimmnin azaltilabilmesi
icin damla sulama yontemleri, gecirgen film teknikleri, spreyleme gibi farkli yontemler
kullanilarak su kaynaklarmin ihtiyathh kullanimi ve tarim arazilerinin uygun sekilde

sulanarak verimin artirilmasi lizerine arastirmalar devam etmektedir (Quiroz vd., 2021).
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Toprak kirliligine sebep olan bir diger konu ise sentetik gilibreleme kullanimi1
sonucu ortaya cikan agir metal kirliligi, atik kaynaklarmnin tarim arazilerinde
kullanilmasi ve giibre i¢erisinde eser miktarda bulunan tuzun zaman igerisinde birikerek
tarim arazilerinde agir metal kirliligine sebep olmasi ve tuzluluk miktarin1 artrmaktadir
(Naz vd., 2021). Bu problemin siirdiiriilebilir sekilde ¢oziimiinde ise organik kokenli
biyokiitle uygulamalar1 yapilmaktadir. Biyokiitle, bitki besin elementlerinin yani sira
organik madde ve igerdikleri mikroorganizmalar sayesinde cok yonli etkiye sahip
giibreler olarak da bilinmektedirler ve tarim topraklarinin gelisimi ve iyilesmesi iizerine
olumlu bir etki yapmaktadirlar (Stolarski vd., 2020). Cevre bilincinin giderek
yayginlasip gelismesiyle biyokiitleye olan ilgi artmaktadir (Taylor vd., 2021). Bunun
temel nedeni ise, biyokiitlenin ¢evreye ve insan sagligina zarar vermeden tarimsal
urunlerin nitel ve nicel ozelliklerini artirmasidir (Yagmur vd., 2017). Birgok bitki tiirG
farkli ortam sartlarina baglh ortaya cikan stres ile gelistirdikleri tolerans mekanizmasi
sayesinde gelisimini silirdiirebilmektedir. Fakat bazi bitki tiirleri ise tuzluluk stresi
karsisinda gelisimini siirdiiremezler ve bdylece verim kaybima ugramaktadirlar. Bu
trlere 6rnek olarak Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart bitkisi baklagiller
familyasi igerisinde yer alan fasulye tiirii verilebilir. Bu tiirlerin tuzluluk stresine karsi
tolerans gelistirmesi i¢in disardan antioksidan, askorbat, karotenoid, fenolik gibi
molekiiller uygulanarak bu ve benzer bitkilerin tuz stresine karsi tolerans mekanizmalar1
anlasilmaya ¢alisilmaktadir (Hell, 2017; Rahal, 2014; Hassan, 2017; Kasote vd., 2015).

Onceki calismalardan elde edilen sonuclar degerlendirildiginde sdyle bir hipotez
ortaya ¢ikartilmistir “Biyogaz iiretim prosesi sonucu elde edilen biyokiitlenin organik
molekiil igeriginin yiliksek olmasi gerekmektedir. Organik icerigi yiliksek biyokiitle tuz
stresine ugratilmis bitkiye disardan uygulandiginda bitkinin tolerans mekanizmasini
aktive edebilir”. Ortaya atilan hipoteze gore biyogaz iiretim prosesi, model bitki
biiylitme ve tuz stresine maruz birakma islemlerini kapsadigindan yapilan bu ¢alisma
farkli biyoteknolojik asamalar kullanilarak gergeklestirilmis ve daha Once literatirde
benzer bir calismaya rastlanilmamustir. ilk asamada, pilot &lgekli biyoreaktdr
kullanilarak Oncelikle biiylikbas hayvandan alinan giibre saf gsekilde kullanilarak
biyogaz liretimi yapilmis ve bu biyoproses sonucu biyokiitle elde edilmistir.

Ayni islem, kiyas Ornegini olusturmak i¢in saf giibrenin yaninda bodlgede bol
bulunan kusburnu atig1 kullanilarak atik kusburnu katkili biyokiitle elde edilmistir.
Calismanin ikinci asamasinda ise bitki buyutme kabini Uretimi ve kurulumu
gerceklestirilip, optimizasyon ¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra model bitki fidelerinin

uygun sartlarda yetistirilmesi saglanmgtur.



Calismanin son kisminda ise, tuz stresine maruz birakilan fidelere ilk asamada
uretilen, 6rnek ve kiyas biyokiitle numuneleri disardan uygulanarak bitkinin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal degisimlerinin incelenmesi amaglanmuigtir.

Elde edilen sonuglara gore; kiiresel 1sinmaya sebep olan fosil kaynakli yakitlarin
yerine surdurulebilir biyoteknolojik dogal kaynakli ¢oziimlerin {iretilebilecegi
gorilmistir. Bu kapsamda, alternatif, yenilenebilir, c¢evre dostu biyogaz elde
edilebilecegi gibi bu esnada bolgesel organik atiklarin kullanilarak verimin
artirillabilecegi, bu atiklar sebebiyle dogada olusacak kotii koku-gorintindn
giderilebilecegi ve atmosfere salinacak metan gazinin azaltilabilece§i goriilmiistiir.
Ayrica, model bitki {izerinde yapilan incelemelerde elde edilen sonuglara gore bitkinin
tuz stresine karsi toleransinin aktive edilebilecegi goriilmiistiir. Boylece biyogaz iiretimi
sonucu elde edilen biyokiitlenin toprak kirliligi olusan bdlgelerde toprak iyilestirmesi
amaciyla kullanilabilecegi, normal topraklarda dogal kaynakli biyokiitle olarak sentetik
giibre yerine uygulanabilecegi, boylece cift¢ilerin tiretim maliyetlerinin azaltilabilecegi,
verimin siirdiiriilebilir sekilde artirilabilecegi diistiniilmektedir. Sonugta, yapilan
calismada elde edilen verilere gore, kiiresel 1sinmaya bagh iklim degisikligi sebebiyle
tarim arazilerinin ¢oraklasip ¢colleserek gida arzi ve enerji problemlerinin biyoteknolojik
yontemler kullanilarak siirdiiriilebilir sekilde c¢oziilebilecegi diistiniilmektedir. Bu
baglamda, biyogaz iiretim prosesi sonucu olusan biyokiitlenin organik madde iceriginin
arttig1 ve tuz stresine ugramis model bitkiye disardan uygulandiginda bitkinin tolerans

mekanizmasini aktive edebilmis ve ortaya atilan hipotez biiyiik oranda dogrulanmistir.

1.1 Bitkilerde Stres Nedir?

Bir bitkinin biiylimesini, gelismesini, tohum verimini, yasam siiresini olumsuz
yonde etkileyen her turli etmene genel olarak stres denilmektedir. Bitkilerde stres
biyotik ve abiyotik olmak iizere iki farkli sekilde siniflandirilmaktadir. Biyotik stres,
patojenler, bakteriler, virlisler gibi organizmalarin sebep oldugu stres ¢esididir. Abiyotik
stres ise, biyotik stresin aksine Sekil 1’de gosterildigi gibi cansiz faktorlerin sebep
oldugu stres ¢esididir (Gull vd., 2019; Stoller, 2020).



Biyotik Stres

® Patojenler

Abiyotik Stres

QOO

® Yiiksek Sicaklik / Asir1 Don

¢ Sel Baskin/ Kurakhk e Herbivorlar

e Besin eksikligi / Tuzluluk ® Bocekler

Sekil 1. Abiyotik ve biyotik stres faktorleri (Stoller, 2020).

Bitkiler hareket kabiliyeti kisith olan organizmalardir, bu yiizden de c¢evresel
etmenlerden cok sik etkilenmektedirler (Hassan, 2017). Son yillarda yapilan caligmalara
bakildiginda bitkilerin maruz kaldiklar1 stresi hatirlayabildikleri ve mitoz boliinmeler
sayesinde stres hafizalar1 olusturduklar1 gézlemlenmistir (Kinoshita ve Seki, 2014).
Kiiresel 1sinmanin etkisi ile iklim kosullarinin degismesi ve diinya niifusunun artis1 géz
oniine alindiginda 2050°li yillarda diinya iizerindeki ekilebilir arazilerin biiylik
cogunlugunda coraklasma ve ¢ollesme olusabilecegi dngdriilmektedir (Abubaker vd.,
2012). Popiilasyonun artisma bagl olarak tiiketimin artmasi, tarim arazilerinin
coraklagmasmna ve bu kosullarda yetisen bitkilerde iirlin verimsizligine neden
olmaktadir ve bu sartlar ile miicadele edebilmek i¢in siirdiiriilebilir dogal yontemlerin
belirlenerek dogal yasamin dengeli sekilde devam etmesi onemli bir hal almaktadir
(Boreka ve Romaniuk, 2020). Bu sebeple bitkilerin belirtilen stres kosullarina karsi
gelistirdigi direng mekanizmalarinin aydinlatilmas: olduk¢a ©6nemli gorilmektedir
(Kinoshita ve Seki, 2014). Genel olarak strese verilebilecek yanitlar sinyal algisi, sinyal
iletimi ve stres yanit1 olmak lizere U¢ farkli kademede gerceklesir. Bu basamaklarin
detayli olarak anlasilmasi degisen cevresel faktorlere karsi hazirlikli olunabilmesi,

bitkilerde olusacak olan verim kaybinin engellenmesidir (Valentinuzzi vd., 2020).

1.1.1 Abiyotik Stres

Bitkilerin  biiylimesinde, gelismesinde, tohum vermesinde, verimliliginde
azalmaya sebebiyet veren her tirli c¢evresel durum abiyotik stres olarak
adlandirilmaktadir. Bu durumlara 6rnek olarak tuzluluk, kuraklik, metal kaynakli

toksisite ya da uygun olmayan sicaklik ve nem kosullar1 sayilabilir (Khan vd., 2018).
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Herhangi bir stres faktorii i¢in sinyal iletimindeki ilk agama, stres sinyalinin bitki
hiicresinin zarinda bulunan reseptorler araciligiyla taninmasidir (Anaya vd., 2018).
Sinyalin taninmasmin ardindan bu sensérler Ca*? ve ROS (Reaktif oksijen tirleri) gibi
ikinci haberciler ve fitohormonlar araciligiyla sinyal iletimi saglanmaktadir (Jini ve
Joseph, 2017). Ardindan protein kinazlar ve protein fosfatazlar vasitasi ile gelen stres
bilgisini asagi yonlii ileterek defosforilasyon yolunu tetiklemektedirler (Sekil 2).

Boylece bitkisel savunmada rol alan streslerin iletimi saglanmis olur (Khan vd., 2018).

_ ABiYOTIK
STRES
Kuraklik 1,1uluk Asiri Don

NI/

[ Resept&rler]Sensé‘)rler]

< LN

[ ca*?/ cam ] [ros | | Fitohormonlar|

l

STRESE DUYARLI GENLER

r—— 7k L N

Sinyal Algis: ==

Oksidatif 5
Hasarn En iyon ve Su Ozmatik ikmd'l

Aza dengesi Ayarlama Metabolizma
indirgenmesi Ayari

—

Sekil 2. Abiyotik stres sinyal yollar1 icin model (Khan vd., 2018).

1.1.1.1. Tuzluluk Stresi

Tuzluluk, genel olarak bakildiginda toprak igerisinde ¢oziinen fazla tuz miktari
olarak tanimlanmaktadir (Abobatta, 2020). Topraktaki tuz ve tuzluluk oraninin artisi
bitkilerin kokleri araciligi ile toprakta bulunan suyu almalarma engel teskil ederek
tuzluluk stresine maruz kalmalarma sebep olmaktadir. Bununla birlikte toprak
tuzlulugu, diistik yagis, siddetli riizgar sonucu kayalarin ayrigmasi gibi uzun zaman alan
doga olaylar1 sonucunda da artig gosterebilmektedir (Alonso vd., 2019). Tuzluluga
neden olan etmenler: bilingsiz kimyasal giibre kullanimi, sulama sularmin neden oldugu
tuzluluk, bolgedeki su seviyesini normal araliklar iginde tutan vejetasyonun ortadan

kaldirilmasi ve asir1 otlatma olarak siralanabilir (Azevedo vd., 2005).
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Tuzluluk sadece bir stres faktorii olarak degil, ayn1 zamanda toprak verimini
etkileyen ve iretilen besin miktarlarinda degisikliklere sebep olabilecek bir unsurdur
(Yadav vd., 2011). Tuzlulugun tarimsal arazilerdeki verimliligi azaltmasmin yan1 sira
saglik sorunlarina da sebebiyet verdigi de bilinmektedir (Qadir vd., 2014).

Yazili kaynaklarda Stimerlerin yikilmasinin nedenlerinden biri olarak toprak
tuzlulugunda meydana gelen artis gosterilmektedir (Jacobsen ve Adams, 1998; Dajic,
2006).

1.1.1.1.1. Tuzlulugun Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Tuz stresi bitkilere gesitli yollarla etki etmektedir. Oncelikle, 0zmotik basincin
arttirilmasina neden olarak gerekli suyun ve besinsel kaynaklarin alimina engel
olmaktadir (Fiziksel etki), ardindan gerekli besin kaynaklarmin alinamamasina bagli
olarak metabolizmanin bozulmasma (kimyasal etki) ve sodyum tuzlarinin toprakta
meydana getirdigi bir dizi degisiklik sonucunda fizyolojik bir kuraklik etkisi yaratarak
iirlin verimliligi ve bliylime parametrelerinin zarar gérmesine neden olmaktadir (dolayl
etki) (Wu vd., 2015). Bu bakimdan, o6zellikle diisiik toleransa sahip bitkilerin tuz
stresine olan toleranslarmi arttrmak, siirdiiriilebilir tarimin devamlili§i agisindan
oldukca 6nem arz etmektedir (Jacobsen ve Adams, 1998; Ortega vd., 2014; Ashraf vd.,
2012; Marschner ve Cakmak, 1992; Smethurst vd., 2008). Tuz stresi membran
gecirgenligi tlizerine etki etmektedir. Hiicrelerin zar gegirgenligi, su ve ¢oziinen
maddelerin zardan gecislerinin bir ifadesidir. Tuz stresi, reaktif oksijen turleri Gretimine
neden olmaktadir ve hiicredeki niikleik asitlere, membran kalinliklarna zarar
vermektedir (Simaei vd., 2011). Farkl tuz toleranslar1 gosteren bitki genotiplerinde
membran gecirgenligi, ayni tuzlu kosullar altinda dahi degisiklik gosterebilmektedir
(Mansour, 2013). Tuz stresi, bitkilerde en ¢ok yaprak ylizey alaninin azalmasma neden
olmakta ve kok, govde, yaprak agirliklarmi diisiirmektedir (Munns, 2005). Asir1 tuz
varhigi, bitkide mitoz bélinme ile hiicre bdllinmesini ve bitki uzunluklarini olumsuz
yonde etkilemektedir. Bitkide epidermal kalinlik, mezofil kalinligi gibi hiicrelerin
uzunluk ve ¢apmin artmasi ile birlikte hiicresel alanin daralmasma neden olmaktadir
(Simaei vd., 2011). Bu yiizden basta tohum verimliligi olmak {izere, yapraklar ve kokler
de olumsuz etkilenmektedir (Munns vd., 2015; Wang ve Nii, 2000; Hernandez vd.,
1999). Tuz stresi, osmotik isleyisi etkileyerek, su igeriginin kullanimini azaltmaktadir.
(Ortega vd., 2014). Tuz stresi fotosentetik enzimlerin yapisinda degismelere neden

olmaktadir ve elektron tasinimini etkilemektedir (Munns vd., 2008).



1.1.1.1.2. Tuz Stresine Karsi1 Gelistirilen Tolerans Mekanizmalari

Bitkiler, tuz stresi ile basa ¢ikabilmek i¢in morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
dizeylerde farkli savunma mekanizmalar1 gelistirmektedirler (Parida ve Das, 2005;
Jansen ve Potters, 2017; Tanveer ve Ahmed, 2020). Bu mekanizmalar Sekil 3‘te
gosterildigi gibi gergeklesmektedir (Munns ve Gilliham, 2015; Onaga ve Wydra, 2016).
Tuz stresi bitkilerde sekonder metabolitlerin Gretimini uyarmaktadir (Jan vd., 2021).
Bunlardan, fenolik bilesikler antioksidan etki gostererek ROS’lar1 siiptirmektedir (Es-
Safi vd., 2007). Fenoliklerin bir alt grubu olan flavonoidler de stres altinda igerdikleri
yapisal ve elektrokimyasal ozellikleri ile lipit peroksidasyonunu baskilamakta ve
membranlarin yapismi korumaktadirlar (Eryilmaz, 2007). Flavonoidlerin bir alt dal
olan antosiyaninler ise bitkilerde c¢evresel stres etmenlerine karsi direncin
yiikseltilmesini saglamaktadir (Ortega vd., 2014; Gould ve Lister, 2006). Bu ylizden,
antosiyanin birikimi fazla olan bitkilerde tuza kars1 dayaniklilik fazladir (Chalker ve
Scott, 1999). Prolin, strese maruz kalan bitkilerde osmotik dengenin saglanmasinda
temel rol oynamaktadir ve diger amino asitlere oranla daha fazla miktarda

bulunmaktadir (Abraham vd., 2003; Grace, 2005; Miller vd., 2010).

Kak alglamas
Ve
sinyal fletimi
Transkripsiyon ve transkripsiyonel
yeni programlama
. e . Katbonhidrat
Uyumlu goziinenlerin | | Antioksidantlann e oot metaboliznas:
bitikimi birikimi dengesi modifikasyonu
NG
Asimilantlarm bu}.fume
otganlanna yeniden
lokasyonu
| Ozmotik dengeleme I ROS Koful
detoksifikasyonu boltimlendirilimesi Berteraf etme l Tuzun béliimlenmesi ]
Kefe trafigi

Mezofil zaratlanmasmin Gnlenmesi igin
tuzun tasinarak yeniden lokalize edilmesi

Sekil 3. Tuz stresine kars1 gelistirilen adaptasyon faktorleri (Munns ve Gilliham, 2015;
Onaga ve Wydra, 2016).



Bitkilerde oksidatif zararin yol actigi yikici etkilerle micadele etmek igin,
bahsedilen mekanizmalarmn yani sira strese bagli olusan ROS’lar1 temizleyen
antioksidan enzim sistemleri de mevcuttur. Bunlardan, tetramerik yapiya sahip olan
katalaz (CAT), ilk kesfedilen ve islevsel olarak karakterize edilen antioksidan bir
enzimdir (Sharma vd., 2012). Katalaz, H2O2’nin H.O ve O.’ye ayristirilmasindan ve
hicre ici detoksifikasyonundan sorumludur (Gill ve Tuteja, 2010; Weydert ve Cullen,
2010). Diger taraftan siiperoksit dismutaz (SOD), oksidatif strese karsi ilk enzimatik
savunma hatt1 olarak kabul edilen ve yapisinda metal iyonu bulunduran bir enzimdir
(Gratdo, 2015).

Slperoksit radikalinin bir dismutasyon reaksiyonu ile H202’ye doniistimiinii
saglayan reaksiyonu katalizlemektedir. Bu nedenle SOD, hem O2” hem de H202’nin
hiicresel seviyesini etkilemektedir ve Oy~ ile iliskili toksisiteyi onleyerek ROS’larin
detoksifikasyonunda 6nemli bir role sahip olmaktadir (Abouzari vd., 2015). Bununla
birlikte askorbat peroksidaz (APX), askorbik asitten (AsA) aldig1 elektronu indirgeyici
guc olarak kullanmakta ve H>O>’yi su ve oksijene doniistiirmektedir. Bu arada askorbik
asit de monodehidroaskorbik aside (MDHA) doniismektedir (Sharma vd., 2012).
Katalazdan farkli olarak APX, H20: icin yuksek bir afiniteye sahiptir ve bu yiizden
diisiik ROS seviyelerinde de islevini yerine getirebilmektedir (Shgieoka, 2002).

Tablo 1‘de tanimlandig1 gibi APX’in bu 6zelligi, H2O2’nin neden oldugu oksidatif
hasarm o6nlenmesini saglamaktadir. Oncelikle bitki hiicrelerindeki H2O, seviyesini
kontrol altinda tutarak, gerekli sinyal iletim olaylarinin fonksiyon gostermesine

yardimc1 olmaktadir (Mittler, 2002).

Tablo 1. Reaktif oksijen tirleri ile ilgili enzimler ve antioksidanlar (Gechev vd., 2006).

Enzimler/Antioksidanlar Fonksiyon

Askorbat APX’in substratidir. H2O’i detoksifiye etmektedir.

APX Indirgeyici olarak askorbat ile H2O, detoksifikasyonu
saglamaktadir.

CAT Indirgeyiciye gereksinim duymadan H20’i
detoksifiye etmektedir.

Flavonoidler Direk olarak H202’i temizlemektedir.

Karotenoidler Oz serbest oksijen miktarini azaltmaktadir. ABA nin
haberci molekiliidur. Fotosentezde etkindir.

SOD O2’nin dismutasyonu ile H202 olusumunu saglamaktadir.




1.2. Biyogaz

Biyogaz terimi, dogal atiklardan kullanilabilir gaz iiretilmesi anlamina gelir. Diger
bir ifade ile oksijensiz ortamda, mikroorganizmalar aracilig1 ile seltloz, lignin, seker
gibi dogal maddelerin karbondioksit ve metan gazina doniistiiriillmesidir. Biyogaz
uretimi Sekil 4°te gosterildigi gibi, basit olarak dogal maddelerin ayristirilmasi temelli
oldugu i¢in ana madde olarak bitkisel atiklar, evsel atiklar ya da
hayvansal giibreler kullanilabilmektedir. Kullanilan hayvansal giibrelerin biyogaza
cevrilmesi sirasinda ayrisirken daha kullanigh hale gelmesinden dolayi, diinyada ana
bilesen olarak kullanilmaktadir (Yin vd., 2017). Biyogaz olusumu esnasinda; metanojen
bakterileri bozunma islemlerinin kullanilmas: ile biiyiik organik molekiilleri uygun
kosullarda hidroliz ederek daha kii¢iik molekiillere doniistiirmektedir (Zhoua vd., 2021).
Daha kiiciik molekiillere parcalanan dogal maddeler tekrar molekiiler olarak
parcalanarak karbondioksit ve metan gazini olusturmaktadir. Olusan gaz karisiminin
icerisinde metan, karbondioksit ve eser miktarda hidrojen sulfiir, karbonmonooksit gibi
gazlarda bulunmaktadir (Havrysh vd., 2020). Bataklik gazi gibi isimlendirilmeleri
mevcuttur. Biyogaz iiretiminde calisilan organik madde miktarmm %40-60 kadari

biyogaz haline getirilmektedir (Ferreira vd., 2019).

Su Ilavesi I Riyogex @
R Filtre . Is1 Enerjisi
Biyogaz
Bulamag Elektrik Enerjisi
~— — S Giibre
Tarimsal Auklar Biyogaz Tesisi
Organik atiklar

Organik Giibre

Sekil 4. Biyogaz Uretim tesisi (Tsigkou vd., 2021).
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1.3. Biyokutle

Organik madde; toprak verimliligi ve siirdiiriilebilir tarim ac¢isindan son derece
onemlidir. Tarimsal topraklarm tamamina yakininda organik madde igerigi yetersiz
gelmektedir (Quintanar vd., 2018). Bu olumsuzlugu ortadan kaldirmak igin organik
biyokdtleler kullanilmaktadir (Panuccio vd., 2016). Organik biyokiitleler, bitkiler i¢in
gereken besin maddelerinin temini i¢in mikroorganizmalar araciligi ile iiretilen ticari
temelli kaynaklardir. Organik biyokiitlelerin; biyolojik, bio-fertilizer, bakteriyel,
mikrobiyal gibi ¢esitleri mevcuttur (Anonim, 2010).

Biyokiitle kullaninmmin genel amaci topraktaki besin maddelerinin ve buna bagl
olarak tarimmsal {iriinlerinin kalitesinde artis saglamaktir (Montingelli vd., 2015).
Biyokiitleler, bitki kok miktarlarinin artmasmi saglayarak fidan tutma ve
dayanikliliklarini arttirmaktadir (Quiroz vd., 2021). Topraktan gelen zararl patojenleri
baskilayarak, faydali bakterileri aktif hale getirmektedir (Quiroz vd., 2021). Buna bagh
olarak da bitkilerin biyokiitlesinde 6énemli derecede artis saglamaktadir. Biyokiitleler
faydalarma ve fonksiyonlarina gore; azot baglayanlar, fosfati ¢ozenler, potasyumu
¢ozenler, siilfiirii okside edenler, silikati ¢ozenler, dekompoze kultlrler olarak
cesitlendirilmektedir (Halilova vd., 1996; Lukehurst vd., 2010).

1.3.1. Biyokiitle Kullaniminin Sagladig1 Avantajlar

e Topragin fiziksel ve kimyasal yapilarinin diizelmesine yardimc1 olmaktadir,
e Topraga organik madde ve azot kaynagi olusturmaktadir,

e Toprakta humus birikimi saglamaktadir,

e Mikrobiyal faaliyetleri artirarak topragin biyolojik 6zelliklerinin diizenler,

¢ Organik maddenin ayrigmasini ve humusun par¢alanmasini hizlandirmaktadir,
e Topraktaki hava ve su sirkiilasyonunu dizenlemektedir,

e Su tutma kapasitesini yikseltmektedir,

e Havalanma 6zelligini artirmaktadir,

e Bitki besin maddelerinin tutulmasini saglamaktadir,

e Tuzluluk ve pH dizenlemeye katki saglamaktadir,

¢ Besin maddelerini topragin iist katmanlarna tagimaktadir,

e Bitkilerin kdklerinin daha iyi gelismesini saglar,

e Killi topraklarin tava gelmesini kolaylagtirmaktadir (Cestonaro vd., 2015).
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1.3.2. Biyokiitle Kullanimimin Toprak Yapisina Katkisi

Organik maddeler, topraklarda bitki besin elementlerinin kaynagidir. Bitkiler i¢in
onemli olan azot, fosfor ve kikirdin buylik bolimu topraktaki organik maddelerden
alinmaktadir (Cestonaro vd., 2015). Organik maddelerin toprakta ayrigmast ve
parcalanmas1 sirasinda agiga ¢ikan asitler topragin kimyasal yapismin degismesine
neden olmaktadir. Bu organik maddelerin bitkide bulunmasini biyokiitleler

saglamaktadir (Kagar ve Katkat, 2007).

1.3.3. Biyokiitle Kullanimimin Dezavantajlan

Organik biyokiitlelerin igeriginde tuzlarin-elementlerin oranlar1 degiskenlik
gostermektedir. Genellikle yogun bir yapidadir ve bilingsiz kullanimda topragin
tuzlanmasma az da olsa etkisi olmaktadir (Lukehurst vd., 2010). Toprakta tuzlulugun
olusmamasi i¢in biyokiitlenin islenmis yani fermantasyon islemi ile bitki kdklerinin

yararlanabilecegi forma doniismesi gerekmektedir (Quiroz vd., 2021).

1.3.4. Biyokiitlenin Fermantasyona Ugratilarak Islenmesi

Biyokiitlede  fermantasyon,  buyuk  molekidlli  organik ~ maddelerin
mikroorganizmalar yardimiyla oksijensiz ortamda farkli iirlinlere doniistiiriilmesi veya
cliriimesi olayidir (Saribiyik vd., 2021). Fermantasyon islemi Sekil 5‘te gosterildigi gibi
3 asamada gerceklesmektedir;

e Hidroliz ve fermantasyon

o Asetik asidin olusumu

e Metan gazmin olusumu ve iirlin olarak biyokiitlenin eldesi
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Sekil 5. Biyogaz iiretimi ve iirlin olarak biyokiitle eldesi (Coskun vd., 2010).

1.3.5. Biyokiitle Uretiminde Organik Atik Olarak Kusburnu

Kusburnu Rosaceae familyasindan Rosa cinsine ait ¢ali formunda olan ve kisin
yapragmi doken bir bitki tliriidiir. Bati Asya, Anadolu, Kuzey ve Orta Avrupa’da
yetismektedir. Giimiishane ilinde ise dogal 11 tiirii bulunmaktadir (Oz, 2016).
Kusburnu, ¢ay ve pekmez yapiminda en ¢ok kullanilan tiirdiir (Kutbay ve Kiling, 1996).
Kusburnu besin degeri yiiksek olan ve insan saghgi agisindan oldukca faydali bir
gidadir. Kusburnu, farkli hastaliklarin tedavisinde ilag (drog) olarak en fazla kullanilan
bitkilerdendir (Demir vd., 2014).

Kusburnu meyvelerinde C, P, A, Bl, B2, E ve K vitaminleri bulunmaktadir.
Kusburnu anti inflamatuar olmasinin yani sira, C vitamini ve likopen de igeren iyi bir
bitkisel besin kaynagidir (Dogan vd., 2006). Gilimiishane ilinde iiretilen pekmez,
marmelat ve meyve suyunda hammadde olarak kullanilan kusburnu bitkisi, bélgede en

fazla miktarda organik atig1 olusturmaktadir (Deniz vd., 2018).

1.4. Fasulye Bitkisi

Fasulye baklagiller familyasinda yer almaktadir. Yaklasik olarak 230 adet farklh
tiirli bulunmakta ve bunlarin 20’si insanlarin beslenmesinde kullanilmaktadir. Bu tiirler
icerisinde diinyada ve Tiirkiye’de en ¢ok tarimi yapilan Phaseolus vulgaris L. tlrGdur
Uretim miktarlar1 son 10 yilda yaklasik %12 oraninda artis gdstermistir (Sekil 6).

Diinya genelinde 2017 yil1 itibariyle 31 milyon ton fasulye iiretimi saglanmaktadir.
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Fasulye bitkisi yetistirme kosullar1 ve toprak istegi agisindan fazla segici olmayan
ve yetistiriciligi kolay olan bir bitkidir. Buna karsin organik madde bakimindan bol,
yumusak, iyi havalanan ve su tutma yetisi yilksek olan topraklarda daha ¢ok verim
alinabilmektedir (Dalkilic ve Onder, 2011). Fasulyeler fazla asit karakterli topraklarda
yetismezler. Toprak pH degerinin 5.5-6.7 oldugu durumlarda iiretilen iirlinden basarili
sonuglar alinmaktadir (Gentry, 1969). Fasulye, iliman iklimi seven bir bitkidir ve
sicaklik degeri sifirin altina indiginde bitki zarar gérmektedir. Sicakligin 15.5-24°C
derece oldugu yerlerde rahat bir gelisme gostermektedir (Alonso vd., 2019).

1 Giimiighane %2,1

-‘-— Erzincan %26

Kutahya %2,4
‘Nh i ‘Tunr;elu‘iel.l
EEEIT s
Kionya %16,7 iﬂ : Bitlis %9,9

Migde %14 8 Kahramanmaras %25

Karaman %10,1

Sekil 6. Tiirkiye’de fasulye bitkisinin tiretim orani (Y1ildiz, 2020).

1.4.1. Model Bitki Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart

Kelkit seker fasulyesi, Kelkit ilce merkezi ve ilge merkezine baglh belde/kdylerde
yetistirilen, beyaz tohum rengi ile beyaz tohum rengi tizerinde pembe lekeleri bulunan
bir populasyon drtinudir. Populasyon igerisinde, halk arasinda “pembe g6z” olarak tabir
edilen hilumun burun ucunda pembemsi bir renk farkliligi ile bazilarinda da
damarlanma gorilmektedir (Sekil 7).

Bunun yaninda yetistiriciligi yapilan Kelkit seker fasulyesinin bazi tohumlari,
popiilasyon iginde tek renk olan beyaz tohum rengine sahiptir. Her ikisinin de tane sekli
ve yapist Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart alt sinifinda yer alip, tohumlar1 elips
seklindedir. Morfolojik dzellikleri; biylme tip 2 yar1 sarici, sarilma egilimi olan, bitki
renklenmesi orta seviyede olan, orta seviye mizraga sahip, kisa tiiylii, yapraklar1 acik
yesil renkte, yaprak ayalar1 kalinlig1 orta diizeyde, hafif kivrik ve koyu saman sarisi
renkte baklalara sahip, tohumlar1 eliptik oval olan bir tiirdiir (Sekil 8). Bakla uzunluklar1
8.2 — 11 cm arasinda olup bakla genislikleri 0.9 — 1.2 cm arasimdadir.
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Tohum uzunluklart 6-11 mm arasinda tohum genisligi ise 5—7 mm arasindadir.
Her baklasinda 4.8 ile 6.6 adet arasi lokus goriiliir. Fenotipik 6zellikleri; %350
ciceklenme siiresi 50 giin iken, %50 bakla baglanma siiresi ise 65 giindiir. Vejetasyon
stiresi ise 138 gln surmektedir. Kuru agirligi 61.08 gram, yas agirhgi 122.14 gramdir.
Kuru hacmi 149 mL, 1slak hacmi ise 259 mL’dir. Seker fasulyesinin sistematigi Tablo
2’de belirtildigi gibidir (Ozgelik ve Kotiloglu, 2018).

Tablo 2. Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart ve sistematigi (Ozgelik vd., 2018).

Siniflandirma I[simlendirme
Alem: Plantae
Bolim: Magnoliophyta
Simf: Magnoliopsida
Takim: Fabales
Familya: Fabaceae
Cins: Phaseolus
Tdar: Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart

& [PATENT] a

COGRAFI ISARET TESCIiL BELGESI
No:479 - Mensge Ad1

KELKIT SEKER FASULYESI

Tescid Etron

KELKIT ILGESI KURU FASULYE URETICILERI BIRLIGI

Bu cofrali igaret, 6769 sayh Smal Milkiyet Kanunu
13.12.2018 tardinden iibaren Kocunmak Uzece

Sekil 7. Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart bitkisi ve Cografi Tescili (Ozgelik ve
Kotiloglu,2018).

Sekil 8. Pembegdz olarak adlandirilan Kelkit Seker fasulyesinden bir gériiniim (Ozgelik
ve Kotiloglu, 2018).
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2. MATERYAL ve YONTEMLER
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Cihazlar
Deney asamasinda laboratuvarda kullanilan cihaz, alet ve malzemeler Tablo 3.’te
belirtilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler
KULLANILAN CIHAZ, ALET VE MALZEMELER MARKA/MODEL

Buzdolabi Beko

Cam malzemeler (beher, erlen, balon joje) ISO Lab
Calkalayici Inkiibator Shel Lab

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler Eppendorf Research
Ependorf tlp ISO Lab

Etuv Memmert

Hassas Terazi Shimadzu

Havan ISO Lab
Manyetik karistirict IKA RH Basic 2
Mikropleyt okuyucu Thermo Scientific
pH-metre Hanna Instruments
Santrifij Allegra X-30R
Spektrofotometre Cihazi Thermo Scientific
Vorteks Heidolph

96 kuyucuklu mikropleyt Lp Italiana Spa

15 mL ve 50 mL’lik steril falkon tiipleri ISO Lab



https://www.labor.com.tr/SHIMADZU%2CLA_1168-3.html

2.1.2. Kullanilan Kimyasallar
Deney asamasinda laboratuvarda kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 4.’te
belirtilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Maddeler Satin Alinan Firma
Aluminyum nitrat Merck 101063ISO
Aseton Sigma Aldrich 67641
Etanol Sigma Aldrich 32205
Folin-Ciocalteu reaktifi Merck 1.09001.0100
Fosfat tampon Sigma Aldrich P4417
Gallik asit Sigma Aldrich G7384
Glasiyal asetik asit Lab 901.013
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma Aldrich
Hidrojen peroksit (H202) Tekkim 7722841
Kuersetin Merck 1592409
Metanol Merck 106009
Ninhidrin Merck 487472

Orto Fosforik asit Honeywell-Seelze 04107
Potasyum asetat (KCH3COO) Merck 2048222
Potasyum iyodid (KI) Sigma Alrich

Prolin Multicell 550032
Sodyum karbonat Merck 106392
Sodyum klorir Merck 100317
Toluen Merck 108323
Tiyobarbdturik Asit (TBA) Merck 108180
Trikloroasetik Asit (TCA) Merck 76039

2.2. Arastirma Materyali

2.2.1. Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart Bitkisinin Eldesi
Tuz stresinin vermis oldugu olasi etki

leri tespit etmek ve meydana getirdigi olumsuz etkileri organik biyokiitle
uygulamasi ile iyilestirmek amaciyla gergeklestirdigimiz yliksek lisans tez ¢calismasinda,
Kelkit Kuru Fasulye Ureticileri Birligi tarafindan iiretilmis olan; organik Kelkit seker

fasulyesi tohumlar1 materyal olarak tercih edilmistir.

2.3. Arastirma Yontemi

Tez ¢alismasinda Kelkit seker fasulyesi (Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus
Mart) tohumlarmm ¢imlendirilmesiyle elde edilen fidelerinden morfolojik ve
biyokimyasal yontemler kullanilarak tuz stresine karsi organik biyokiitle

uygulanmasinim, biiyiime ve biyokimyasal parametreler iizerine etkisi incelenmistir.
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2.3.1. Fasulye Tohumlarinin Cimlendirilmesi

Ticari olarak satin alman seker fasulyesi tohumlari, distile su ile hazirlanmis olan
%15’lik ticari ¢amasir suyu ile 20 dakika boyunca g¢alkalanarak steril edildi. Bunun
ardindan, sterilize kabin igerisinde aseptik kosullarda sodyum hipoklorit siiziildiikten
sonra, tohumlar 3 defa 5’er dakika steril distile su ile ¢alkalanarak durulandi. Distile su
icerisinde bir gece bekletilerek ¢imlendirilmeye hazir hale getirildi. Tohumlar, steril
magenta kaplar1 igerisinde ¢imlendirildi. Ardindan 7 giinliikk fideler, torf-perlit igeren
saksilarda, hazirlanan ¢ozeltiler ile muamele edilerek 14 giinliik siirede laboratuvarda

tasarlanan protatip bitki biiyiitme kabininde yetistirildi.

2.3.2. Bitki Besin Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Hoagland-Arnon Soliisyonu ticari bitki yetistirme besin seti olarak satin alindi ve

stok c¢Ozeltiler Tablo 5°te belirtildigi gibi hazirlandi.

Tablo 5. Bitkilerin yetistirilmesinde kullanilan maddeler ve miktarlar1 (Hoagland-
Arnon, 1950).

Kullanilan Kullanilacak Stok Hoagland’a Hoagland’a
Kimyasal Maddenin Miktar (g) Cozeltinin Eklenecek Eklenme
Adi Hacmi (mL) Miktar (mL) Sirasi
Ca(NOs)2.4H.0 23.6 100 5 1.
KNO3 10.1 100 5 2.
MgS0,4.7H20 24.6 100 2 3.
KH2PO4 23.6 100 1 4,
FEEDTA 9.26 200 2 5.
Mikroelement 0.606 100 1 6.

2.3.3. Deney Setlerinin Hazirlanmasi

Yeterli kok ve govde biiytikligiindeki fideler, perlit+¢ozelti olarak hazirlanan
deney kaplarmma aktarildi. Deney setleri Tablo 6’da belirtildigi gibi hazirlandi. Her bir
deney seti, icerisinde liger adet replikasyona sahiptir. Deney gruplar1 2342 “C’de, 4000-
4200 lux 151k siddetindeki protatip olarak tasarlanan bitki biiyiitme kabininde 14 saat
glindiiz, 10 saat gece periyodunda yetistirildi. Hoagland solisyonu, haftada 2 kez
degistirildi. 14 gin boyunca bitin deney setlerinde blyiumekte olan bitkiler

fotograflandirildi. 14 giin sonra deneysel ¢alismalarda kullanilmak {izere hasat edildi.
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Tablo 6. Deney gruplarma uygulanacak ¢ozeltiler

DENEY GRUPLARI

KULLANILAN COZELTININ ICERIGI

Kontrol (C)

Tablo 5’te yer alan maddeler belirtildigi miktar ve siraya gore
konularak Hoagland soliisyonu hazirland.

100 mM NaCl (S)

Sollisyon hazirlandi ve igerisine 1 litre igin 5.844 g NaCl
tartilarak, pH 6’ya ayarlandi.

NaCl+Fermente edilen
Biyokutle

Soliisyon, 100 mM NacCl soliisyon igerisinde hazirland1 ve
icerisine 50 mL biyokitle konularak pH 6’ya ayarlandi.

NaCl+Fermente
edilmeyen Biyokutle

Soliisyon, 100 mM NacCl soltsyon igerisinde hazirlandi ve
icerisine 50 mL biyokdtle konularak pH 6’ya ayarland:.

Fermente Biyokiitle

Soliisyon igerigine fermente edilen biyokutleden 50 mL
konularak pH 6’ya ayarlandi.

Fermente edilmeyen
Biyokiitle

Yukarida anlatildigi gibi soliisyon hazirlandi ve igerisine
biyokiitleden 50 mL konularak pH 6’ya ayarland..

2.3.4. Deney Gruplar: ve Kisaltmalari

Tablo 7. Deney gruplar1 ve kisaltmalari

KISALTMALAR

DENEY Kontrol DENEY Stres Grubu
GRUPLARI Grubu GRUPLARI (100mM NaCl)
Kontrol C Stres S
Fermente Edilen Gibre CF Fermente edilen glbre SF
Fermente edilmeyen gubre CN  Fermente edilmeyen gibre SN
Kusburnu icerikli CKF  Kusburnu igerikli fermente SKF
fermente glibre gubre

Kusburnu icerikli CKN  Kusburnu igerikli fermente SKN
fermente edilmeyen gubre edilmeyen gubre

2.3.5. Organik Biyokutlenin Eldesi

2.3.5.1. Kullanilan Organik Biyokiitle

Biyokdtle Uretimi

Saribiyik (2021), referans almarak yapilmistir. Organik

biyokitle biyogaz Uretiminin bir Grinadir. Biyogaz ve organik biyokitle Gretimi icin

hayvansal, bdlgesel ve

tarimsal biyokiitle kaynaklarindan yararlanilmaktadir. Bu

calismada kullanilan biyokiitle, Giimiishane Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik

bolimi laboratuvarinda uretildi.

Biyogaz ve biyokiitle tliretimi i¢in kullanilan reaktdr; 50 litrelik laboratuvar tipi

316 paslanmaz celik metalden {iretilmis, sizdirmaz, elektrik siticili ve mekanik

karistiricili (dip siiplirmeli) pilot biyoreaktorden elde edilen sonuglar ve dnceki ¢aligma

sonuglar1 temel alinarak hesaplandi. Biyogaz ve organik biyokiitle tiretiminde %60 kaba

ve %40 yogunlastirilmig yemle beslenen 3 yasinda disi (Simental) biiyiikbas

hayvanlardan temin edilen biyokutle gunliuk olarak temin edildi.
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Fermantasyon 37 ©°C’de 5 devir/dk karistrma hiziyla 15 gilin  siirede
gerceklestirildi. Fermantasyonda 13 kg biyokiitle, 13 kg saf su ve 4 kg substrat kaynagi
(bolgesel atiklar) reaktorde 50 dk/devir ile 5 dk 275 devir/dk 6n karigtirma uygulanip
(biyokiitle: su oranlar1 1:1 olacak sekilde) yapildi. Elde edilen sonuclara gore 0.3 m®
/ton biyogaz ve sivi biyokiitle iiretildi. Elde edilen biyokiitle siizge¢ kagidindan
stizilerek sivi formda kullanildi. Sivi  biyokiitle, kati halde bulunan hayvan
biyokiitlesinin biyoreaktorde fiziksel ve kimyasal yollar ile islenerek ¢ozelti haline

getirilmis bir tirtintidiir. ReaktOrde ekstra besi ilavesi ve bakteri asilamasi kullanilmadi.

Tablo 8. Reaktdr veri degerleri

REAKTORDE KULLANILAN MALZEME KULLANILAN MIKTAR
Hayvansal Biyokutle 13 kg
Su 13 kg
Kusburnu Atig1 / Dut atig1 / Evsel Atiklar 4 kg

2.3.5.2. Kullanilan Organik Biyokiitlenin Analizi

Organik biyokiitlenin analizi icin S.T.A Kalite Kontrol Laboratuvar A.S
firmasindan hizmet alimi yapildi. Organik madde analizi, humik-+fulvik asit analizi,
Azot+Fosfat+Postasyum analizleri, pH ve iletkenlik analizleri yapildi. Kullanilan
analitik yontemler asagida belirtildi. pH ve iletkenlik analizleri herhangi bir ek
sulandirma yapilmadan ana ¢ozeltiden yapilda.

e O.M analizi; TS 8336/Nisan 1990 Topraklar-Organik Madde Tayini

e HUmik+Fulvik Asit analizi; TS 5869 ISO 5073 Ocak 2003 Kahverengi

Kémidrler ve Linyitler-Himik Asitlerin Tayini

2.4.Yontem

2.4.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

1. Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi,

e 1000 pg/mL Gallik asit ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 10 mg gallik asit
tartildi ve volumetrik flaskta etanolde ¢ozdurilip hacmi 10 mL’ye tamamlanmustir.
1000 pg/mL’lik stok ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

e 1000 pg/mL Kuersetin cozeltisi: Analitik hassas terazide tartilan 10 mg’lik
kuersetin, 10 mL’lik volumetrik flask icerisinde bir miktar etanol ile ¢dzduruldi ve
hacmi 10 mL’ye etanol ile tamamlandi. Hazirlanan kuersetin stok ¢ozeltisi karanlikta
oda sartlarinda muhafaza edildi.

e H202 Stok cozeltisi: 87 uL %35°lik H.O, ¢Ozeltisi, ultra saf su ile hacmi 100
mL’ye tamamland1.
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¢ 10 mM stok Prolin ¢ozeltisi; Analitik hassas terazide 57.56 mg prolin tartildi ve
50 mL %3 liik siilfosalisilik asit i¢erisinde hazirland:.

2. Fotosentetik Pigment Analizi igin gerekli olan kimyasallarin hazirlanmasi;

o %80’lik Aseton ¢ozeltisi: 80 mL saf aseton voliimetrik flaska alind1 ve ultra saf
su ile hacmi 100 mL’ye tamamland:.

3. Total Fenolik Tayini i¢cin gerekli olan ¢ozeltilerin hazirlanmasi;

e 1/10 (v/v) Folin-Ciocalteu fenol reaktifi: 1 mL Folin-Ciocalteu fenol reaktifi bir
miktar ultra saf su igerisinde ¢oziildiikkten sonra 10 mL’ye ultra saf su ile tamamlandi.
Isik almayacak sekilde oda sartlarinda saklandi.

e %20 (w/v) Sodyum karbonat (Na2COs) ¢oOzeltisi: Analitik hassas terazide 2 g
sodyum karbonat tartildi ve ultra saf su ile ¢oziiliip 10 mL’ye tamamlandi.

4. Toplam Flavonoid Tayini igin gerekli olan ¢ozeltilerin hazirlanmast;

e %7/0’luk Altminyum klorir (AICIs) cozeltisi: Analitik hassas terazide 1 g
aliminyum kloriir tartild1 ve tizerine ultra saf su yavas bir sekilde ilave edilerek hacmi
10 mL’ye tamamland1.

¢ 1 mol/L Potasyum asetat (CH3COOK) ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 0.9815
g potasyum asetat tartildi ve ultra saf su ile hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

5. Antosiyanin Tayini i¢in gerekli olan ¢ézeltilerin hazirlanmasi;

e Asidik Metanol ¢ozlcist: 99 mL Metanol ve 1 mL HCI ile ¢ozelti hazirland.

6. Lipit Peroksidasyonu icin gerekli olan ¢ozeltilerin hazirlanmasi;

e %0.1°lik TCA ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 50 mg TCA (Trikloro asetik
asit) tartild1 ve 50 mL ultra saf suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

e %20°lik TCA ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 10 g TCA (Trikloro asetik asit)
tartild1 ve 50 mL ultra saf suda ¢6zdiiriilerek hazirland:.

e %0.5°lik TBA ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 0.25 g TBA tartildi ve 50 mL
%20’lik TCA igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

7. Prolin Tayini icin gerekli olan ¢ozeltiler;

o %3 liik Siilfosalisilik asit ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 3 g Sulfosalisilik asit
tartild1 ve 100 mL ultra saf suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

e Asit Ninhidrin solisyonu: Analitik hassas terazide 1.25 g ninhidrin tartildi ve 20
mL glasiyal asetik asit ile 30 mL 6M ortofosforik asit icerisinde cozdurilerek

hazirlandi.
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8. Hidrojen Peroksit tayini igin gerekli olan ¢ozeltiler;

e 10 mM Fosfat tampon ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 0.680 g KH2PO4
tartilmig ve 500 mL saf suda ¢6zdurildi.0.89 g Na2HPO4.2H,0 tartildi ve 500 mL saf
suda ¢ozduruldi. Cozelti 1:1.5 oraninda karisim yapilarak hazirlandi.

e %1 ’lik TCA ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 0.5 g TCA tartildi ve 50 mL saf
su i¢erisinde hazirland.

e | M Potasyum Iyodiir ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 8.3 g potasyum iyodiir

tartild1 ve 50 mL saf su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

2.4.2. Bitki Ekstraksiyonu

Bitki yaprak orneklerinin ekstraksiyonu i¢in bazi uyarlamalar yapildi (Sanchez-
Salcedo vd., 2015). Ekstraksiyon c¢ozeltisi olarak asidik etanol [Hidroklorik
asit/Etanol/Su (1/80/19)] c¢ozeltisi kullanildi. Ekstraksiyona baslanmadan once -20
9C’de saklanan yas bitki ornekleri oda sartlarina getirildi ve orneklerin ¢éziinmesinin
ardindan homojenizator cihazi kullanilarak homojenizasyonu yapildi. 2.5 g homojenize
edilmis yaprak ornekleri tartilarak falkon tiiplerine ilave edildi. Orneklerin iizerine 10
mL asidik etanol eklendi ve ornekler 1 saat boyunca 255 °C’de ultrasonik su
banyosunda sonike edildi. Daha sonra karisim, oda sicakliginda 5 dakika boyunca 2500
rpm’de santrifijlendi ve silipernatant kismi alindi. Pellet kisim {izerine 5 mL asidik
etanol ilave edildi ve bu islem iki kez daha tekrarlandi. Son ekstraksiyon dncesi asidik
etanol eklenen pellet kismi bir gece boyunca +4 °C’de sogutucuda bekletilip tekrar
santrifiijlendi. Toplanan ii¢ siipernatant kisim 25 mL hacimdeki voliimetrik flaska alindi

ve hacim ¢izgisine kadar asidik etanol ile tamamlandi (Rakhimzhanova vd., 2018).

2.4.3. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi icin Bitki Ekstraksiyonu

Bitki oOrneklerinin ekstraksiyonu Cakmak (1992) ve Marschner (1992)’nin
yontemine uygun hazirlandi. Buna gore 0.5 gram taze yaprak dokusu sivi azotta ezildi.

Icerisinde 0.1 mM Na-EDTA bulunan 10 mL 50 mM (pH 7.6) tampon ¢ozeltisi ile
homojenize edildi. Ornekler daha sonra 4500 rpm’de ve +4 °C’de 15 dk santrifiij edildi

ve elde edilen stipernatantlar enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanild.

22



2.4.4. Buyume Parametrelerinin Belirlenmesi

14 gunlik strede ve 100 mM NaCl konsantrasyonlarinda yetistirilen bitkiler ile
ayni siire¢ boyunca sadece organik biyokiitle / hoagland soliisyonu ile buyutilen kontrol
bitkilerinin, toprak tizerinde kalan vejetatif kisimlar1 tartilarak, yas agirlik degerleri ve

cetvel vasttasiyla Olgiilen kok, govde ve yaprak uzunluklari fotograflandirild.

2.4.5. Bagil Su Iceriginin (%0RWC) Belirlenmesi

Her deney grubundan ayr1 ayr1 3’er tekrarli olmak iizere bitki yapraklarindan 20
'ser disk almnip tartildi ve yas agirliklari (YA) saptanarak cam petri kaplarmna
yerlestirildi. Disklerin turgorlu hale gelmeleri i¢in saf suda yiizecek sekilde 4 saat petri
kaplarinda birakild1 ve 4 saat sonra turgor agirliklar1 (TA) tartilarak belirlendi. Daha
sonra 70 °C’ de 24 saat siireyle etlivde kurutularak kuru agirhigi (KA) belirlendi.
Asagida verilen formiil yardimiyla %RWC degeri hesaplandi (Smart vd., 1974; Barr
vd., 1962).

[(Y.A-KA)/(T.A -KA )] x100

(Y.A: Yas agirhik, K.A: Kuru Agirlik, T.A: Turgorlu Agirlik)

2.4.6. Fotosentetik Pigment Analizlerinin Belirlenmesi

Fotosentetik pigment analizleri Arnon (1949)’a goére belirlendi. Bitkilerin
yapraklarindan 0.4 g tartilip bir havanda 5 mL %80’lik aseton ¢Oziicusu icerisinde
homojenize edildi. Homojenat 3000 rpm’ de oda sicakliginda 5 dakika santriftij edildi.
Stipernatant kismi1 alind1 ve 663, 645 ve 450 nm’de spektrofotometre cihazinda 6lgiildii.
Pigment iceriklerinin belirlenmesi igin Lichtenthaler (1987) tarafindan gelistirilen
asagidaki formiiller kullanildi. Asagida hesaplanan k1 a ve kl b miktarlar1 asagidaki
formiilde yerine konularak karotenoid miktar1 mg/1000 mL cinsinden hesaplanmuistir.
Klorofil a = 12.7 X Aee3 - 2.69 X Asss Klorofil b = 22.9 X Aeas - 4.68 X Age3
Toplam Klorofil = 20.2 X Agss + 8.02 X Asss
Toplam Karotenoid = 4.07 x Ausso - (0.0435 x kl a miktar1 + 0.3367 x kl b miktari)

2.4.7. Total Fenolik Miktarinin Belirlenmesi
Total fenolik madde analizi gerekli diizenlemeler yapildiktan sonra Folin-
Ciocalteu yonteminin 96 kuyucuklu plaka uyarlamasia gore yapildi (Beara vd., 2014).
Bitki ekstrakti ve standartlardan 25 pL almip iizerine 1:10 Folin-Ciocalteu
reaktifinden 125 pL ile 100 pL %20’lik Na,CO3z eklenerek karanlikta ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
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Hazirlanan 1000 pg/mL’lik stok gallik asitten 100, 50, 25, 12.5, 6.5 ve 3.25
png/mL’lik gallik asit standartlar1 elde edildi. 760 nm dalga boyunda kore karsi drnekler
okundu. Standart egri grafigi 7 noktada c¢izildi (Sekil 9). Sonuglar gallik asit
esdegeri/taze agirlik (GAE/TA) olarak hesaplandi ve 3 tekrarli ¢alisildi (Slinkard vd.,
1977).

y =0,876571x +0,0073
R*: 0,994

| S

o
-

w

Absorbans(760nm)

0 10 20 30 40 50
Gallik Asit (mg/mL)

Sekil 9. Toplam fenolik tayini gallik asit standart grafigi

2.4.8. Toplam Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin toplam flavonoid igerigini belirlemek amaciyla 96 kuyucuklu
plakaya uyarlanan aliminyum Klorlr kalorimetrik yontem kullanild1 (Beara vd., 2014).
Bitki ekstrakti ve standartlardan 25 pL alindi ve iizerlerine 215 puL %80’lik etanol ilave
edildi. Ardindan hazirlanan %10’luk Al (NO3)s ve 1M KCHsCOO c¢ozeltilerinden 6 pL
karisimlara ilave edildi ve oda sicakliginda karanlikta 40 dk inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasit 415 nm’de mikroplaka okuyucu cihazinda absorbans degerleri 6l¢iildii. Elde
edilen 1000 pg/mL’lik stoktan 50, 25, 12.5, 6.5, 3.25 ve 1.5625 pg/mL’lik kuersetin
standartlar1 elde edildi. Kor olarak saf etanol kullanildi. Sonucglar hesaplandi ve
kuersetin esdegeri/taze agirhk (QE/TA) olarak verildi (Sekil 10). Standartlar ve érnek 3
tekrarh olarak ¢alisildi (Moreno vd., 2000).
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v =3,45295x - 0,00526
R*: 0,998

Absorbans{415nm)

Kuarsetin {mg/mL})

Sekil 10. Toplam flavonoid tayini i¢in kuarsetin standart grafigi

2.4.9. Antosiyanin Miktarinin Belirlenmesi

Antosiyaninler, 50 mg bitki yapraklar1 1 mL asidik metanol (99:1) igerisinde
homojenize edildi ve 1 gece 4 °C’de 50 devir/dk calkalayici inkiibatorde ekstrakte
edildi. 5 dakika, 4.000 rpm’de santrifiijlendi. Stipernatant kism1 530 nm ve 657 nm’de
olcuildu (Solfanelli vd., 2006; lorizzo vd., 2020).

Toplam antosiyanin miktart = (As3o - (0.25 * Ags7)) mg/L formiilii ile hesaplandi.

2.4.10. Prolin Miktarinin Belirlenmesi

Bitki ekstrakt 6rneklerinde prolin miktarmm belirlenmesinde Bates (1973)’nin
yontemi kullanildi. Oncelikle 10 mM stok prolin ¢dzeltisi hazirland1 ve stok ¢dzeltiden
5, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM stok cozeltileri elde edildi. 0.6 g yaprak 6rnegi analitik
hassas terazide tartilarak 10 mL %3’liik siilfosalisilik asit solusyonunda ekstrakte edildi
ve homojenat 3000 rpm’de santrifiijlendi. 1 mL siipernatant, 1 mL asit-ninhidrin
cozeltisi ve 1 mL glasiyal asetik asit ¢ozeltisi 1 saat 100 °C’de inkiibe edildi ve
reaksiyon buz banyosunda sonlandirildi. Pembe rengi alan reaksiyon karigim 3 mL
tollienle 15-20 saniye vortekslenerek karistirildi. Ust fazda kalan siipernatant karisim
absorbans degeri Olgiilmek tizere ayrildi. Kor tiipe tolien eklenerek 520 nm dalga
boyunda absorbans degerleri 6lgiildii.
Prolin miktari= [(ug prolin/mL x mL toluen) / 115.5 pg/umol] / [(g 6rnek) / 5]= prolin
umol/g T.A. formiilii ile hesaplandi (Sekil 11).
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Sekil 11. Prolin tayini prolin standart grafigi

2.4.11. Hidrojen Peroksit (H202) Miktarinin Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarindaki H20. miktar1 Velikova (2000)‘nin spekrofotometrik
yontemine gore tayin edildi. Buna gore, 10 mM stok H>O> ¢bzeltisi hazirlanmis ve stok
cozeltiden 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 uM stok c¢ozeltiler elde edildi. 0.3 g tartilan bitki
ornekleri 3 mL %1’lik TCA ile homojenize edildi. Siipernatant kismindan 0.5 mL, 0.5
mL 10 mM potasyum fosfat tamponu (pH:7.0) ve 1 mL 1 M potasyum iyodur (KI)
eklendi. Siipernatantin absorbans degeri 390 nm’de 6l¢iildii ve sonuglar standart grafikle

karsilastirilarak pmol/g T.A. H2O> olarak hesaplandi (Sekil 12).

04 y=1,83635x + 0,02829
: RZ: 0,993

E 03 -
=
=2
8
w
=
m
T 02
w
L
=L

0,1

T T T T T T T
0 25 50 100 200

HzO0; [ wmolfg T.A.)

Sekil 12. Hidrojen Peroksit tayini (H20>) standart grafigi
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2.4.12. Lipit Peroksidasyonu (MDA) Miktarinin Belirlenmesi

MDA miktar1 Heath (1968)’nin spektrofotometrik yontemine gdre belirlendi.
Fasulye bitkisinin yaprak orneklerinden 0.5 g almarak 5 mL %0.1’lik TCA ile
homojenize edildi. Daha sonra homojenize edilen bitki 6rnekleri 4500 rpm’de 20 dakika
santriftj edildi. Supernatanttan 0.5 mL alinarak iizerine %0.5’lik TBA ¢6zeltisinden 0.5
mL ilave edildi. 95 °C’de 25 dakika inkibe edildikten sonra buz banyosunda 5 dk
sogutuldu. Kor olarak 9%0.1°lik TCA kullanildi. Her bir numunenin spekrofotometre
cthazi ile 532 nm ve 600 nm’de absorbans degerleri 6l¢tildii.
MDA miktari=[((Ass2 — Asoo) / 155000) x 10°] formiilii ile pmol / g T.A. olarak
hesaplandu.

2.4.13. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.4.13.1. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Bitki serum ve doku orneklerinin CAT seviyeleri, Uretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda Bioassay Tecnology Laboratory Catalase Assay Kit (CAT) kullanilarak
belirlendi. Bunun i¢in Tablo 9’da yer alan islemler sirasiyla kuvarz kivet icerisinde
hazirlandi ve 405 nm’de Olclldi. Katalaz aktivitesi umol/dk/g T.A olarak hesaplandi.

o Bitki ekstraktlar: icin CAT aktivitesi;
CAT aktiviteleri {iretici firmani talimatlar1 dogrultusunda hesaplandi.

Tablo 9. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesindeki islemler

REAKTIFLER ORNEK KONTROL
Ornek 100 pL -
Ultra Distile su - 100 pL
Reaktif-1 1000 pL 1000 pL
Reaktif-2 100 pL 100 pL
Dogru ve tam reaksiyon i¢in 37 °C’de 1 dk inkiibe edildi.
Reaktif-3 1000 pL 1000 pL
Reaktif-4 100 pL 100 pL

Kuvarz kivet 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

2.4.13.2. Superoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Bitki serum ve doku Orneklerinin SOD seviyeleri, lretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda Bioassay Tecnology Laboratory Superoxide Dismutase Assay Kit (SOD)
kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in Tablo 10°da yer alan islemler sirasiyla 96’lik elisa
pleyt icerisinde hazirlandi ve 450 nm’de gerceklestirildi. Superoksit dismutaz aktivitesi

umol/dk/g T.A olarak hesapland1.
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o Bitki ekstraktlar: icin SOD aktivitesi;
SOD aktiviteleri, tiretici firmanim belirttigi talimatlar dogrultusunda hesaplanmustir.

Tablo 10. Stperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesindeki islemler

REAKTIFLER K BLANKKk o) BLANKo
Ornek - - 20Ul 20 L
Ultra distile su 20 pL 20 pL - -

Enzim ¢aligma S. 20 pL - 20 pL -

Enzim seyreltme S. - 20 pL - 20 pL
Substrat uygulama S. 200 uL 200 pL 200 uL 200 pL

37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. 96’lik mikropleytte 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okundu.

2.4.13.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Bitki serum ve doku Orneklerinin APX seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda Bioassay Tecnology Laboratory Ascorbate Peroxidase Assay Kit (APX)
kullanilarak belirlendi. Bunun igin Tablo 11°de yer alan islemler sirasiyla Kuvarz Kiivet
icerisinde hazirlandi ve 290 nm’de gergeklestirildi. Askorbat peroksidaz aktivitesi
umol/dk/g T.A olarak hesaplandi.

o Bitki ekstraktlar: icin APX aktivitesi
APX aktivitesi, iiretici firmanin belirttigi talimatlar dogrultusunda hesaplanmistir.

Tablo 11. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesindeki islemler

REAKTIFLER ORNEK KONTROL
Ornek 100 pL -
Ultra Distile Su - 100 pL
Reaktif-1 700 pL 700 pL
Reaktif-2 100 pL 100 pL
Reaktif-3 1000 pL 1000 pL

Kuvarz kuvette 10. saniye ve 130. saniyede 290 nm’de spektrofotometrede okundu.

2.4.14. istatistiksel Analizler

En az 3 tekerriirlii olarak tasarlanmis olan deneylerin sonuclart Windows tabanli,
lisansli bir paket program olan Statistic Package for Social Sciences (SPSS) ile
bilgisayar ortammda ANOVA varyans analiz testleri ile degerlendirildi. Onemli
farkliliklar Duncan’in ¢oklu sira testleri ile tespit edilip p<0.05 deger araligi anlamli

olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Bilyiime Parametrelerinin Analiz Sonug¢lari

3.1.1. Tuz Stresinin Kok Buytmesi Uzerine EtKisi

Rastgele secilip kok, govde ve yaprak uzunluk Ol¢iimleri yapilan model bitki
orneklerine ait kok uzunluk olcimleri Sekil 13 ve Tablo 12’de gosterildi. Tuz
uygulanan gruplar, kontrol gruplar ile karsilastirildiginda kék uzunluklar1 en ¢ok 100
mM NaCl uygulanan grupta %57.80 oraninda anlamli bir sekilde azaldi. Biyokiitle
uygulanan gruplar, kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda en ¢ok kusburnu igerikli

biyokiitleli bitki gruplarinda %48.50 ve %35 oraninda anlaml bir sekilde artti. Sonuglar

ortalama * standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 13. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin kdk uzunluklarina etkisi

**Kolonlarin lizerinde belirtilen barlar 3 tekrarl olarak yapilan 6lgtimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkll
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilagtirma Testi



Tablo 12. Bitki kok uzunluklarinin kontrole degisimi

Kok Uzunlugu(cm)
Uygulama Kok % Uygulama Kok %
grubu uzunlugu Degisim grubu uzunlugu Degisim
C 9.16+0.05' S 4.160.1'
CF 13.4+0.1¢ (+)46.3 SF 9.93+0.15" (+)115
CN 11.420.1 (+)24.4 SN 10.4+0.059 (+)126
CKF 15.6+0.1°  (+)70.3 SKF 14.2+0.05° (+)208
CKN 14.2+0.1° (+)55 SKN 12.2+0.05° (+)165

**C: Kontrol F:Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kusburnulu Fermentesiz B.
S: 100 mM NaCl

3.1.2. Tuz Stresinin Gévde Biiylmesi Uzerine EtKisi

Rastgele secilip kok, govde ve yaprak uzunluk Olgiimleri yapilan Phaseolus

vulgaris L. var. ellipticus Mart bitki érneklerine ait govde uzunluk élgtimleri Sekil 14 ve

Tablo 13‘te gosterildi. Sonuclar ortalama * standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 14. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokitlenin gévde uzunluklarina etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayn1 harfle gosterilen degerler 6nemli 6l¢iide farkl
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilastirma Testi
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Tablo 13. Bitki govde uzunluklarmin kontrole degisimi

Govde Uzunlugu (cm)
Uygulama Govde % Uygulama Govde %
grubu uzunlugu Degisim grubu uzunlugu Degisim
C 20.83+0.58¢ S 10.33+0.7"
CF 26.37+0.32° (+)26.5 SF 15.5+0.509 (+)50
CN 23.83+0.58° (+)14.4 SN 17+0.50" (+)64.5
CKF 36.83+0.76° (+)77 SKF 21.33+1.0¢ (+)106
CKN 26.47+0.50° (+)27 SKN 18.27+0.3° (+)77

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kugburnulu Fermente B. KN: Kusburnulu Fermentesiz B.

S: 100 mM NaCl

3.1.3. Tuz Stresinin Yaprak Buyiimesi Uzerine EtKisi

Rastgele secilip kok, govde ve yaprak uzunluk OSlgiimleri yapilan Phaseolus

vulgaris L. var. ellipticus Mart bitki érneklerine ait yaprak uzunluk él¢ciimleri Sekil 15

ve Tablo 14 ‘te gosterildi. Sonuglar ortalama * standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 15. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin yaprak uzunluklarina etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler dnemli dlgiide farkl
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi
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Tablo 14. Bitki yaprak uzunluklarmin kontrole gore degisimi

Yaprak Uzunlugu (cm)

Uygulama Yaprak % Uygulama Yaprak %
grubu Uzunlugu Degisim grubu Uzunlugu Degisim
C 4+0.059 S 2.6+0.10'

CF 4.8+0.109 (+)21 SF 3.06+0.12" (+)18
CN 4.9+0.109  (+)22 SN 4.4620.06" (+)71.5
CKF 6.6+0.10° (+)65 SKF 5.6+£0.10° (+)115
CKN 5.9+40.10° (+)47.5 SKN 4.7¢0.10° (+)81

**C: Kontrol F:Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kusburnulu Fermentesiz B.

S: 100 mM NaCl

3.2. Bagil Su i¢eriginin Belirlenmesi (%RWC)

Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart bitki Orneklerine ait bagil su

icerigindeki degisimler Sekil 16 ve Tablo 15‘te gosterildi. Sonuglar ortalama * standart

sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 16. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin bagil su igerigine etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli 6l¢iide farklt
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilastirma Testi
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Tablo 15. Bitkilerde bagil su igeriginin kontrole gore degisimi

%RWC
Uygulama %RWC % Uygulama %RWC %
grubu Degisim grubu Degisim
C 82.25 +0.35° S 44.25+0.13¢
CF 87.23 +0.53¢ (+)6 SF 67.4+0.2329 (+)52
CN 85 +0.495¢  (+)3 SN 63.43+0.76" (+)43
CKF 97.537+0.6° (+)19 SKF 79.97+0.11"  (+)80
CKN 89.465+0.1° (+)9 SKN 67.48+0.479 (+)53

**C: Kontrol F: Fermente B.  N: Fermentesiz B. KF: Kugburnulu Fermente B. KN: Kugburnulu Fermentesiz B.
S: 100 mM NaCl

3.3. Fotosentetik Pigment Analiz Sonuglari

3.3.1. Klorofil-a Miktarinin Belirlenmesi
Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart bitki 6rneklerine ait klorofil a

miktarindaki degisimler Sekil 17 ve Tablo 16°da gosterildi. Sonuglar ortalama =+

standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 17. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin klorofil a miktarmna etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan 6lgiimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkll
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilagtirma Testi
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Tablo 16. Bitkilerdeki klorofil-a miktarinmn kontrole gore degisimi

Klorofil-a Tayini

Uygulama Klorofil-a % Uygulama  Klorofil-a %

grubu Miktar1 Degisim grubu Miktar1 Degisim
C 16.39+0.10° S 6.246+0.015'

CF 25.740° (+)57 SF 11.063+0.01'  (+)86
CN 25.6+0.006%  (+)56 SN 13.15+0.015"  (+)110
CKF 34.41+0.012 (+)109 SKF 14.69+0.015"  (+)135
CKN 28.2+0.015°  (+)72 SKN 14.143+0.01° (+)126

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kusburnulu Fermentesiz B.

S: 100 mM NacCl

3.3.2. Klorofil-b Miktarinin Belirlenmesi

Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart bitki 6rneklerine ait klorofil b

miktarindaki degisimler Sekil 18 ve Tablo 17°de gosterildi. Sonuclar ortalama

standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 18. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokutlenin klorofil b miktarma etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan Slgiimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiiglik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkll
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilastirma Testi
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Tablo 17. Bitkilerdeki klorofil-b miktarinin kontrole gore degigimi

Klorofil-b Tayini

Uygulama Klorofil-b % Uygulama Klorofil-b %

grubu Miktar1 Degisim grubu Miktar1 Degisim
[ 23.22+0.015" S 4.84+0.025'

CF 27.15+0.143¢ (+)17 SF 13.72+0.032' (+)183
CN 27.63+0.020°  (+)19 SN 14.46+0.04"  (+)199
CKF 29.02+0.020? (+)25 SKF 23.64+0.02° (+)388
CKN 26.95+0.053¢ (+)16 SKN 20.4940.03% (+)323

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kusburnulu Fermentesiz B.
S: 100 mM NacCl

3.3.3. Toplam Klorofil Miktarinin Belirlenmesi

Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart bitki 6rneklerine ait toplam klorofil

miktarindaki degisimler Sekil 19 ve Tablo 18°de gosterildi. Sonuclar ortalama

standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 19. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin toplam klorofil miktarina

etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan dlgtimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkll
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi
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Tablo 18. Bitkilerdeki toplam klorofil miktarmin kontrole gore degisimi
Toplam Klorofil Tayini

Uygulama Toplam Klorofil % Uygulama Toplam Klorofil %
grubu Miktar1 degisim grubu Miktar1 degisim
C 44.6+0.03° S 11.08+0.02'

CF 52.83+0.14¢ (+)18  SF 24.780.04! (+)123
CN 53.23+0.03° ()19 SN 27.60.03" (+)149
CKF 61.41+0.03% (+)38 SKF 38.31+0.02f (+)245
CKN 55.19+0.04° (+)24 SKN 34.62+0.03¢ (+)224

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kusburnulu Fermentesiz B.
S: 100 mM NaCl

3.3.4. Toplam Karotenoid Miktarinin Belirlenmesi

Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart bitki drneklerine ait toplam karotenoid
miktarindaki degisimler Sekil 20 ve Tablo 19’da gosterildi. Sonuglar ortalama =+

standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 20. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin karotenoid miktarma etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan dl¢iimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkll
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilagtirma Testi
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Tablo 19. Bitkilerdeki karotenoid miktarmin kontrole gore degigimi

Karotenoid Tayini

Uygulama Karotenoid % Uygulama Karotenoid %
grubu Miktar1 Degisim grubu Miktar1 Degisim
C 0.54+0.00' S 5.44+0.01°

CF 1.03+0.047"  (+)90 SF 4.15+0.015" (-)24
CN 0.6240.006' (+)15 SN 3.38+0.01° (-)38
CKF 0.85+0.012"  (+)57 SKF 1.91+0.006° (-)65
CKN 0.99+0.019  (+)83 SKN 2.55+0.025¢ (-)53

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kusburnulu Fermentesiz B.
S: 100 mM NaCl

3.4. Total Fenolik Miktarinin Belirlenmesi
Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart bitki drnekleri asidik etanolle ekstrakte

edildi ve Folin-Ciocalteu yontemiyle analiz edildi. Sonuclar gallik asit standart grafik

egrisinden yararlanilarak Sekil 21 ve Tablo 20’de gosterildi. Sonuclar ortalama

standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 21. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokitlenin total fenolik miktarina etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan dlgiimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kuguk harfler ise sutunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli dlgtide farkl
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilagtirma Testi
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Tablo 20. Bitkilerde total fenolik miktarmin kontrole gore degisimi

Total Fenolik Tayini

Uygulama  Total Fenolik % Uygulama Total Fenolik %
grubu Miktar1 Degisim grubu Miktar1 Degisim
C 41.51+0.05' S 115.93+0.05%

CF 53.42+0.05"  (+)29 SF 83.53+0.05¢  (-)33
CN 39.71+0.053' (-)4 SN 79.43+0.05°  (-)37
CKF 42.01+0.05"  (+)2 SKF 125.51+0.04>  (-)8
CKN 47.44+0.05¢  (+)14 SKN 109.0940.04° (-)13

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kugburnulu Fermentesiz B.

S: 100 mM NaCl

3.5. Toplam Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus Mart bitki 6rneklerinin flavonoid miktarlar

aliminyum kloriir kalorimetrik yontemi kullanilarak belirlendi. Sonuglar kuarsetin

standart grafik egrisinden yararlanilarak Sekil 22 ve Tablo 21°de gosterildi. Sonuclar

ortalama * standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 22. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin toplam flavonoid miktarma

etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan dlgiimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli dl¢ilide farkli

degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilagtirma Testi
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Tablo 21. Bitkilerde toplam flavonoid miktarinin kontrole gore degisimi
Toplam Flavonoid Tayini

Uygulama Flavonoid % Uygulama  Flavonoid %

grubu Miktar1 Degisim grubu Miktar1 Degisim
C 17.27+0.012 S 31.29+0.013%

CF 19.34+0" (+)12 SF 27.52+0.012°  (-)12
CN 16.43+0.012' ()5 SN 22.83+0.012° (-)27
CKF 19.46+0.006° (+)13 SKF 30.03+0.007° (-)4
CKN 21.9+0.018"  (+)27 SKN 24.09+0.007¢ (-)23

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kusburnulu Fermentesiz B.
S: 100 mM NacCl

3.6. Antosiyanin Miktarinin Belirlenmesi

Tez caligmasi kapsaminda fasulye bitki Orneklerinin antioksidan savunma
kapasitesinin belirlenmesi amaciyla liteartiirde sik¢a kullanilan bir analiz yontemi olan
antosiyanin analizinin sonuglar1 Sekil 23 ve Tablo 22°de gosterildi. Sonuglar ortalama +

standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 23. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokitlenin antosiyanin miktarma etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kuguk harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli dlgiide farkl
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilagtirma Testi
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Tablo 22. Antosiyanin miktarmnin kontrole gore degisimi

Antosiyanin Tayini

Uygulama  Antosiyanin % Uygulama  Antosiyanin %

grubu Miktar1 Degisim grubu Miktar1 Degisim
C 0.17+0.02' S 9.24+0.144°

CF 0.427+09 (-)95 SF 4.04+0.02¢ (-)56
CN 0.43+0.01f (-)96 SN 2.98+0.01° (-)67
CKF 0.21+0.01 (-)98 SKF 7.4620.01° ()20
CKN 0.42+0.01" (-)94 SKN 5.40+0.01° (-)41

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kugburnulu Fermentesiz B.

S: 100 mM NacCl

3.7. Prolin Miktarinin Belirlenmesi

Fasulye bitki ekstraktlarindan prolin tayini analiz sonuglari prolin standart grafik

egrisinden yararlanilarak Sekil 24 ve Tablo 23’te gosterildi. Sonuclar ortalama =+

standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 24. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin prolin miktarna etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler dnemli dlgiide farkl
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilastirma Testi
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Tablo 23. Bitkilerdeki prolin miktarmin kontrole gore degisimi

Prolin Tayini
Uygulama Prolin % Uygulama Prolin %
grubu Miktar1 Degisim grubu Miktar1 Degisim
C 7.67+0.01' S 111.54+0.01°
CF 8.14+0.006% (+)6 SF 121.69+0° (+)10
CN 8.03x0.01"  (+)5 SN 115.95+0.015¢  (+)4
CKF 7.85+0' (+)3 SKF 255.69+0.01° (+)129
CKN 8.57+0f (+)12 SKN 203.99+0.01° (+)83

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kugburnulu Fermentesiz B.
S: 100 mM NaCl

3.8. Hidrojen Peroksit (H202) Miktarinin Belirlenmesi
Fasulye bitkilerinin hidrojen peroksit miktar1 analiz sonuglar1 hidrojen peroksit

standart grafik egrisinden yararlanilarak Sekil 25 ve Tablo 24’te gosterildi. Sonuglar

ortalama * standart sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 25. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin hidrojen peroksit miktarina
etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan dlgiimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler dnemli dlgiide farkl
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilastirma Testi
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Tablo 24. Bitkilerdeki hidrojen peroksit (H202) miktarinin kontrole gore degisimi

Hidrojen Peroksit Tayini

Uygulama Hidrojen % Uygulama Hidrojen %

grubu Peroksit Miktar1 Degisim  grubu Peroksit Miktar1  Degigsim
C 34.66+0.002' S 120.5+0.001°

CF 44.73+0.001" (+)29 SF 90.02+0.001° ()25
CN 49.92+0.001 (+)44 SN 84.4+0.001° ()30
CKF 41.30+0.001' (+)19 SKF 62.91+0.001° (-)48
CKN 47.90+0.0019 (+)38 SKN 78.56+0.001¢ ()35

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kugburnulu Fermentesiz B.

S: 100 mM NacCl

3.9. Lipit Peroksidasyonu (MDA) Miktarinin Belirlenmesi

Reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi liriinlerden biri olan MDA miktar1

Sekil 26 ve Tablo 25’te gosterildi. Sonuclar ortalama * standart sapma ile gosterildi

(p<0.05).
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Sekil 26. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin MDA miktarina etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli 6l¢iide farklt

degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilagtirma Testi
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Tablo 25. Bitkilerde lipit peroksidasyonu miktarinin kontrole gore degisimi
Lipit Peroksidasyonu(MDA)

Uygulama MDA % Uygulama MDA %

grubu Miktar1 Degisim grubu Miktar1 Degisim
C 0.73+0.01' S 11.5+0.01°

CF 1.86+0.01"  (+)153 SF 4.23+0.06° (-) 65
CN 1.72+0.06 (+)135 SN 4.4+0.01° (-) 63
CKF 1.20+0.06'  (+)64 SKF 3.60+0.01° (-) 74
CKN 1.61+0.01" (+)120 SKN 4.38+0.01° (-) 62

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kugburnulu Fermentesiz B.
S:100 mM NaCl

3.10. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.10.1. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ticari olarak satin alinan enzim Kkitleri ile katalaz (CAT) enzim aktivitesi
belirlendi. Sonuclar Sekil 27 ve Tablo 26°da gosterildi. Sonuglar ortalama * standart

sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 27. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokitlenin CAT aktivitesine etkisi

**Kolonlarin lizerinde belirtilen barlar 3 tekrarl olarak yapilan 6lgtimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler dnemli dlgiide farkl
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi
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Tablo 26. Bitkilerin katalaz (CAT) enzim aktivitesinin kontrole gore degisimi

Katalaz (CAT) Aktivitesi

Uygulama Katalaz % Uygulama Katalaz %

grubu Aktivitesi Degisim grubu Aktivitesi Degisim
C 5.363+0.595' S 51.83+0.595"

CF 8.34+09 (+)55 SF 67.327£0.595° (+)30
CN 10.07+0.540° (+)88 SN 67.33+£0.600° (+)30
CKF 7.09+0.06" (+)32 SKF 106.06+1.19* (+)104
CKN 9.65+0.120°  (+)80 SKN 70.940.595°  (+)37

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kugburnulu Fermentesiz B.
S: 100 mM NacCl

3.10.2. Superoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri, ticari olarak satin alinan kitler ile

belirlendi. Sonuglar Sekil 28 ve Tablo 27°de gosterildi. Sonuglar ortalama * standart

sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 28. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokiitlenin SOD aktivitesine etkisi

**Kolonlarin lizerinde belirtilen barlar 3 tekrarl olarak yapilan 6l¢timlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli dlgiide farkl
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilastirma Testi
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Tablo 27. Bitkilerin SOD enzim aktivitesinin kontrole gore degisimi
Slperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Uygulama  SOD % Uygulama  SOD %

grubu Aktivitesi Degisim grubu Aktivitesi Degisim
C 6.33+1.00" S 25.4+0.73¢

CF 10.13+0.54" (+)60 SF 30.07+0.74°  (+)18
CN 8.240.20°  (+)30 SN 27.22+0.02¢  (+)7
CKF 6.17+0.04"  (-)3 SKF 58.37+1.72 (+)130
CKN 10.33+1.00" (+)63 SKN 33.3320.595° (+)31

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kugburnulu Fermentesiz B.
S: 100 mM NaCl

3.10.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Ticari olarak satin alman kitler ile askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi
belirlendi. Sonuclar Sekil 29 ve Tablo 28’de gosterildi. Sonuglar ortalama * standart

sapma ile gosterildi (p<0.05).
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Sekil 29. Tuz stresi kosullarinda uygulanan biyokitlenin APX aktivitesine etkisi

**Kolonlarin iizerinde belirtilen barlar 3 tekrarli olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini ifade etmektedir.
Kiigiik harfler ise siitunlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni harfle gosterilen degerler onemli 6l¢iide farklt
degildir (p<0.05). Dunkan Coklu Kargilastirma Testi

45



Tablo 28. Bitkilerin askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin kontrole gore

degisimi
Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

Uygulama  APX % Uygulama  APX %
grubu Aktivitesi Degisim grubu Aktivitesi Degisim
C 2.340.09' S 16.11+0.01°
CF 3.07£0.06' (+)33 SF 19.8+0.09° (+)23
CN 5.96+0.05"  (+)159 SN 18.98+0.09¢  (+)18
CKF 456+0.12"  (+)98 SKF 28.73+0.19°  (+)78
CKN 5.54+0.029  (+)140 SKN 20.52+0.05°  (+)27

**C: Kontrol F: Fermente B. N: Fermentesiz B. KF: Kusburnulu Fermente B. KN: Kusburnulu Fermentesiz B.
S: 100 mM NaCl

3.13. Organik Biyokiitle Iceriginin Belirlenmesi
S.T.A Kalite Kontrol Laboratuvar1 A.S. tarafindan alinan hizmet karsilig1 yapilan
analizlerin sonucu Tablo 29.’da verildi.

Tablo 29. Organik biyokiitle icerigi

Yapilan Fermente Fermente  Kusburnu Igerikli ~ Kusburnu igerikli

Analizler Edilen Edilmeyen  Fermente Edilen F. Edilmeyen
Gubre (CF)  Gibre (CN) Gubre (CKF) Gubre (CKN)

Fenolik 7.7 6.9 5.6 5.0
[letkenlik 9.79 5.37 7.48 5.15

(mS)

%0.C 1.21 0.86 2.04 1.52

%0.M 2.71 1.93 4.57 3.41

%H+F Asit 1.82 1.42 3.16 1.97
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4. TARTISMA

Bu ¢aligmada ile tuz stresi altinda yetistirilen Phaseolus vulgaris L. var. ellipticus
Mart bitkisine pilot 6lgekli biyoreaktorden elde edilen biyokiitlenin olasi iyilestirici
etkileri arastirilmistir. Yapilan analizlerden elde edilen bulgular, literatiir 1518inda
tartigilarak 6zgiinliigii ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

Tuzluluk toleransini taramak i¢in kullanilan 6zelliklerden birisi tuz stresine tepki
olarak kok gelisimidir. Kokler sadece su ve besin alimi i¢in gerekli degildir, aym
zamanda genellikle tuzluluk stresine maruz kalan ilk bitki organidir (Li vd., 2021). Bu
yizden, mevcut caligmada bitkinin tuz stresinden etkilenme durumu ve (Uretilen
biyokiitlenin s6z konusu iyilestirme etkisi olup olmadiginin anlasilabilmesi igin ilk
parametre olarak ele alinmistir.

Elde edilen bulgulara gore, 100 mM NacCl stresi altinda Phaseolus vulgaris L. var.
ellipicus Mart (Model Bitki: MB) tiiriinde kok uzunlugu kontrolle kiyaslandiginda en
yiksek 15.6 cm ve %70.3 oraninda artis ile kusburnu igerikli fermente biyokiitle (KF)
uygulanan grupta ve en diisiik ise 4.16 cm uzunlugunda 100 mM NaCl (S) uygulanan
grupta tespit edildi. Benzer bir calismada, Koltuk (2021)’de mas fasulyesi ile yapmis
oldugu ¢alismada 100 mM NaCl stresi altindaki bitkinin k6k uzunlugunun kontrole gore
oldukea kisaldigi (0.82 cm) tespit edilmistir (Koltuk, 2021). Diger bir ¢aligmada ise, tuz
stresi altinda yetistirilen fasulyeye aritma ¢amurundan elde edilen biyokiitle uygulanmis
ve kok uzunlugunun sadece strese gore (6.46 cm) daha uzun oldugu (11.54 cm) rapor
edilmistir (Basding, 2020). Buna goére, mevcut ¢alismadan elde edilen bulgularm bitki
kok gelisimine daha olumlu bir etki yaptig1 sdylenebilir.

Tuz stresinin olumsuz etkilerinden biri de bitkilerdeki gévde gelisimini inhibe
etmesidir (Akinc1 vd., 2000; Alsafari vd., 2019; Kurt, 2020; Liu, 2020; Yetisir vd.,
2009). Bu calismada da govde uzunlugunun stres altinda 10.33 c¢cm oldugu ve KF
uygulamasi ile 36.83 cm’ye ¢iktig1 gozlemlendi. Fermente biyokiitlelerin humik asit
bakimmdan zengin oldugu bilinmektedir (Orsi, 2014). Bu baglamda yapilan bazi
calismalarda tuz stresi altinda disaridan humik asit uygulamasinin gévde uzunlugunu
artirdigr bildirilmistir (Ural, 2020). Bu durum mevcut calismada elde edilen
biyokiitlenin gdvde uzunlugunu artirici etkisinin humik asitten kaynaklanabilecegini
isaret etmektedir. Yine, literatiirde bitkilere stres altinda c¢esitli uyaranlar verildiginde
toleransin artabilecegini gosteren calismalar mevcuttur (Atis vd., 2011; Kadioglu vd.,

2011).



Mevcut caligmada da tuz stresi altinda disaridan uygulanan biyokiitle ile stresin
yikict etkilerinin hafifledigi gézlemlendi. Bu manada bulgularin literatiir ¢aligmalart ile
paralel oldugu soylenebilir. Bagil su icerigi bitkilerin fizyolojik su durumunu
degerlendirmek i¢in faydali degiskenlerden birisidir (Gonzales ve Gonzales, 2001). Bu
calismada bagil su igerigi (%RWC), kontrolle kiyaslandiginda en yiiksek %97.5
degeriyle KF uygulanan grupta ve en digik %44.2 degeriyle S uygulanan grupta
gozlemlendi. Bagil su igerigi, kontrolle karsilastirildiginda biyokiitle uygulanan
gruplarda anlaml farkliliklar gézlemlendi (p<0.05).

Benzer seckilde, i1spanakta vermikompost ve su yosununun tuz stresi Uzerine
etkisini arastirdig1 bir galismada, %RWC’nin %79.34 ile en yiksek kontrol grubunda ve
%45.27 ile en diisiik degerin 100 mM NaCl uygulanan grupta tespit edildigi rapor
edilmistir (Basding, 2019). Diger taraftan, Eroglu (2007)’nin tuz stresinin bazi fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) kiiltiir ¢esitlerinde tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi tizerine
etkisini arastirdig1 calismasinda, %RWC’nin NaCl uygulanan grupta %56 oldugunu
tespit etmistir (Eroglu, 2007). Yine benzer bir ¢alismada, arastirmacilarin seker pancari
bitkisine uyguladiklar1 tuz konsantrasyonuna bagli olarak bitki yaprak dokularinda bagil
su icerigi % degerlerinin azaldigini bildirmislerdir (Katerji vd., 1997). Bu
aragtirmalardan alman bulgular bu ¢alismay1 destekler niteliktedir.

Fotosentez bitkilerin en 6énemli fizyolojik streclerinden biridir (Parida ve Das,
2005).Yiiksek tuzluluk altinda, bitkilerin biiyiimesi azalir ve net fotosentetik oranlarinda
ve klorofil i¢eriginde 6nemli bir diisiis olur (ElSayed vd., 2021). Bu yiizden bitkilerin
stres altinda fotosentez mekanizmasini giiglendirmek hayati 6nem tasimaktadir. Mevcut
calismada, fotosentetik pigment analizlerinin sonuglar1 incelendiginde; klorofil-a
miktari, kontrol ve stres gruplari ile kiyaslandiginda sirasiyla en yiiksek 34.41 ve 14.7
mg/mL KF uygulanan gruplarda ve en diisiik ise 6.2 mg/mL S uygulanan grupta tespit
edildi. Fasulye iizerine yapilan benzer bir ¢aligmada klorofil a miktarini ortalama en
yuksek 10.76 mg/mL kontrol grubunda ve en diisiik ortalama 7.77 mg/mL NaCl
uygulanan grupta gozlemlenmistir (Eroglu, 2007). Yine, Torlak (2019)’mn, tuz stresi
altindaki misir (Zea mays 1) bitkisinde askorbik asit etkisini arastirdig1 calismasinda,
klorofil a miktar1 en yiksek 16 mg/mL 75 mM NaCl + 100 ppm Askorbik asit
uygulanan grupta ve en diisiik 8 mg/mL 100 mM NaCl uygulanan grupta tespit
edilmigstir (Torlak, 2019). Tuz stresi altindaki biber bitkisinde bazi organik ve inorganik
bilesiklerin antioksidatif sisteme etkilerini arastirdiklar1 bir baska ¢alismada ise, klorofil
a miktarinda en yiiksek 30.56 mg/mL NaCl + Askorbik asit uygulanan grupta ve en
diistik 15.34 mg/mL NaCl uygulanan grupta gozlemlenmistir (Tuna vd., 2016).

48



Bu veriler 1s18inda, mevcut calismada stres altinda KF uygulamasinin kl a
miktarindaki artisa neden oldugu goriilmektedir. Bu artig biyokiitlenin i¢inde yer alan
kusburnunun igerigindeki askorbik asitten kaynaklaniyor olabilir. Bu ¢alismada klorofil
b miktarma bakildiginda, kontrol ve stres gruplari ile kiyaslandiginda sirasiyla en
yuksek 29.02 ve 23.64 mg/mL KF gruplarinda ve en diisiik 6.2 mg/mL S uygulanan
grupta gozlemlendi. Fasulye iizerine yapilan benzer bir ¢calismada, klorofil b miktar1 en
yiiksek kontrol grubunda 14.11 mg/mL ve en disik 3.40 mg/mL 100 mM NaCl
uygulanan grupta tespit edilmistir (Eroglu 2007).

Torlak (2019)’1n, tuz stresi altindaki misir (Zea mays |.) bitkisinde askorbik asit
etkisini arastirdig1 ¢alismasinda klorofil b miktar1 en yliksek 8 mg/mL 75 mM NaCl +
100 ppm Askorbik asit uygulanan grupta ve en disik 3 mg/mL 100 mM NaCl
uygulanan grupta tespit etmistir (Torlak, 2019). Baska bir ¢alismada ise, Klorofil b
miktari en yiiksek 21.1 mg/mL NaCl + Askorbik asit uygulanan grupta ve en diisiik 11.3
mg/mL NaCl uygulanan grupta tespit edilmistir (Tuna vd., 2016). Literatiire
bakildiginda, mevcut ¢alismanin kI b bakimindan KF uyarimiyla daha fazla retildigi
soylenebilir.

Bu calismada toplam klorofil miktari, kontrol ve stres gruplar ile kiyaslandiginda
en yiksek KF uygulanan gruplarda sirasiyla 61.41- 38.31 mg/mL ve en dusiik 11.08
mg/mL tuz stresi uygulanan grupta gozlemlendi. Ural (2020)’in, domates bitkisinde
farkli dozlarda NaCl ve Humik asit uygulayarak hazirladig1 ¢alismada toplam klorofil
miktar1 en yiliksek 43.97 mg/mL humik asit uygulanan grupta ve en diisiik 33.65 mg/mL
NaCl uygulanan grupta gozlemlenmistir (Ural, 2020). Mevcut ¢alismadaki toplam kl
miktarindaki artis KF igerigindeki humik asitten kaynaklaniyor olabilir.

Karotenoidler sadece bitkisel pigmentlerden biri degil ayn1 zamanda oksidatif
stres toleransinda rol oynayan ve bitkileri reaktif oksijen tirlerinin etkilerinden
arindirma potansiyeline sahip olan 6nemli antioksidanlardandir (Kalefetoglu vd., 2005;
Verma ve Mishra, 2005). Bu yiizden bitkilerin stres durumlarint anlamada 6nemli bir
parametre olarak diisiiniilebilir. Mevcut c¢alismada toplam karotenoid miktarmna
bakildiginda, ortalama en yiksek 5.44 mg/mL S uygulanan grupta tespit edildi. Stres
altinda KF uygulamasi ile ise biiylik oranda 1.91 mg/mL distigi gorildi.
Aragtirmacilarm, tuz stresi altinda yetistirilen biberde bazi organik ve inorganik
bilesiklerin antioksidatif sisteme etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmada, toplam karotenoid
miktart en yiiksek 3.05 mg/mL NaCl uygulanan grupta ve en diisiik 1.81 mg/mL
askorbik asit uygulanan grupta gézlemlenmistir (Tuna vd., 2016).
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Tuz stresine maruz kalan bitkilerde fotosentetik pigment miktarlarinda azalmalar,
klorofili parcalayan klorofillaz enziminin aktivite artigina bagh olarak agiklanmistir
(Ortega vd., 2014). Tuz stresinin meydana getirdigi fotosentetik pigment
miktarlarindaki disiislerin, organik biyokiitle uygulamasi ile tersine c¢evrildigi
gozlemlendi. Stres altinda karotenoid miktarindaki artig ise strese karsi olusturulan
tolerans mekanizmalarinin uyarilmasina isaret etmektedir. Bulgularin literatiir
calismalariyla paralel oldugu tespit edilmistir.

Bitkisel iirtinlerin antioksidan aktivitelerinin temel olarak fenolik bilesiklerden
kaynaklandig1 bilinmektedir (Lee vd., 2004). Bu maddelerin sentezi ve birikimi
genellikle tuz stresine yanit olarak uyarilmaktadir (Valifard vd.,2014). Yani, bitkilerin
stres altinda toplam fenolik madde igerigini artirmasi, onun tolerans mekanizmasi
hakkinda 6nemli bir gostergedir. Bu bilesiklerin, fotosentez mekanizmasina zarar veren
reaktif oksijen turlerini temizlemede 6nemli rolleri oldugu kabul edilmektedir (Fini vd.,
2011). Bahsedilen bu tolerans disaridan bazi uygulamalar ile artirilabilirse bitkilerin
normalden daha fazla diren¢ kazanmalari s6z konusu olabilir. Bu baglamda mevcut
calismada, S kosullarinda disaridan KF uygulamasi ile toplam fenolik icerigindeki
degisimlerin gdzlenmesi amaglanmustir.

Elde edilen bulgulara gore, total fenolik madde miktari, 39.7 — 125.5 (mg GAE/ g
TA) degerleri arasinda tespit edilmistir. Beklenen sekilde stres gruplarinda kontrollere
oranda toplam fenolik i¢erigin arttig1 gézlenmistir. En yliksek artigin ise stres altinda KF
uygulanan bitkide oldugu goriilmiistiir. Bu durum s6z konusu toleransla yakindan
iligkili olabilir. Birgin (2021), tuz ve kuraklik stresi altinda fenolik madde miktarmin
arttigini rapor etmistir (Birgin, 2021). Benzer bir calismada, Phaseolus vulgaris L. nin
tuz stresine bagl olarak fenolik iceriginin arttigi bildirilmistir (Khaled vd., 2016).
Benzer sekilde literatiirde tuz stresi altinda Ozellikle direngli ¢esitlerde daha fazla
fenolik madde biriktigi ile ilgili pek ¢ok calisma s6z konusudur (Neves vd., 2010;
Noreen vd.,2009). Yine, Phaseolus vulgaris filizlerinde disardan ¢esitli uyaranlarla
(elisitor) fenolik igerigin artirilmasi suretiyle antioksidan kapasitenin uyarildigi
gosterilmistir (Josephine ve Michael, 2021). Bu bakimdan mevcut ¢alismadan elde
edilen bulgularin literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir. Yani, iiretilen biyokiitle
icerik bakimindan bir elisitor gibi davranmaistir.

Flavonoidler, serbest radikalleri supurmek suretiyle oksidasyondan koruyan bitki
sekonder metabolitlerinden biridir (Warner vd., 2021). Nukleuslarda bulunan kuersetin
turevleri, yuksek H>O. konsantrasyonlarinda bile OH~ Uretimini engelleyebilmekte,

bdylece oksidatif hasar1 giderebilmektedir (Brown vd., 1999).
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Yapilan ¢aligmada toplam flavonoid madde miktar1 16.43-31.29 mg/g (QE/T.A)
degerleri arasinda tespit edildi. En yiiksek flavonoid madde miktar1 stres; en diisiik ise
stres igermeyen kontrol gruplarinda belirlendi. Stres altinda KF uygulamasinin S ile
flavonoid igerik bakimindan yakin oldugu goriildi. Bu durumda ek bir tolerans
sagladig1 diisiiniilemez. Yapilan ¢aligmalara bakildiginda, tuz stresi altinda yetistirilen
cesitli bitkilerde toplam flavonoid iceriginin kontrole goére 6nemli Olgiide arttigi
gorilmistir (Birgin, 2021; Chutipaijit vd., 2009; Hancioglu, 2012). Bu bakimdan, elde
edilen bulgularmn literatiir ile uyumlu oldugu sdylenebilir.

Antosiyaninler, PH degisimlerine bagli olarak kirmizi, mor veya mavi gibi farkl
renklerde olabilen, suda ¢Oziinebilen fenol gruplarina ait pigmentlerdir. Bu yapilar
bitkilerin kok, gévde ve meyve gibi ¢esitli dokularinda bulunabilirler (Khoo vd., 2017).
Bu yapilarin bitkileri biyotik veya abiyotik stres kosullarinin yarattigi olumsuz
etkilerden korudugu bilinmektedir (Mazhoudi vd., 1997; Winkel Shirley, 2001). Bu
calismada antosiyanin miktari, en yiiksek S grubunda (9.23 mg/L) tespit edilmis olup;
stres altinda KF uygulamasi ile kismen distigi (7.46 mg/L) goérildi. Ancak, yine de
stres altinda uygulanan normal (fermenteye ugramamis) giibrelere oranla anlamli
bicimde yiiksek kaldig1 anlasildi. Yani, stres esnasinda olusan serbest radikaller
antosiyanin vasitali bir antioksidan uyarimla stiplrilmeye calisilmis olabilir.

Antosiyanin ve tuz stresi iligki tizerine yapilan literatiir calismalarma bakildiginda,
Toksoz (2017)’nin yapmus oldugu ¢alismasinda da, P. vulgaris L. bitkisinde en yiksek
antosiyanin miktarmi tuz stresine maruz birakilan grupta tespit etmistir (Toksoz, 2017).
Benzer olarak, tuz stresinin Pisum sativum L. bitkisinde de kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda tuz stresine maruz kalan grubun antosiyanin miktarinda énemli artiglar
oldugu rapor edilmistir (Tetiktabanlar vd., 2020). Tuz stresi altinda antosiyanin
miktarmin artmasi bitkinin antioksidan sistemi uyararak tolerans mekanizmalarini
harekete gecirdigini gostermektedir (Eryilmaz, 2006). Neticede, elde edilen bulgularin
literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir. Bitki hiicreleri tuz stresinin zararh etkilerinden
kendilerini korumak ve ozmotik potansiyellerini ayarlamak icin ¢esitli ozmolitler
biriktirirler.

Bu metabolitlerin birikimi, bitki hiicrelerinde su durumunun kontrol edilmesi dahil
olmak iizere ozmoregiilasyonda ve selatlama Na" karbon depolama ve reaktif oksijen
turleri temizlenmesi yoluyla detoksifikasyonda énemli bir rol oynar (Gupta ve Huang,
2014; Kanai vd., 2007; Nounjan vd., 2018). Bitkilerde yuksek miktarlarda biriken prolin

cevresel streslere kars1 bir adaptasyon cevabi olarak kabul edilir (Rai, 2002).
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Mevcut ¢alismada, stres altinda biyokiitle uygulamalarmin prolin aracili bir
tolerans saglamasi s6z konusudur. Elde edilen bulgulara gore, 7.67 — 255.69 pumol/g
T.A degerleri arasida prolin tespit edildi. En yiiksek prolin birikiminin stres altinda KF
uygulamasi ile oldugu gozlemlendi. Diger taraftan, biyokiitle uygulanan tiim gruplarda
kontrole gore anlamli 6lgiide artiglar kaydedildi. Sonuglar literatiirle kiyaslandiginda,
tuz stresi altinda Zea mays L. bitkisinde prolin miktarinin 75 mM NaCl ve askorbik
asitin birlikte kullanildig1 grupta, sadece 75 mM NaCl olan kontrole (12 pmol/g T.A)
kiyasla daha yiiksek bir degerde (40 umol/g T.A) oldugu rapor edilmistir (Torlak,
2019). Diger taraftan, domates bitkisinde farkli dozlarda NaCl ve humik asit
uygulayarak yapilan c¢aligmada, serbest prolin miktarinda en yiiksek deger 474.08
umol/g T.A tuz stresi ve humik asitin birlikte uygulandigi grupta ve en diisiik kontrol
gruplarinda tespit edilmistir (Ural, 2020).

Ozel (2019)’'m, tuz stresinin yetistirilen aycicegi (Helianthus annuus L.)
fidelerindeki etkisini arastirdig1 ¢alismada, serbest prolin miktarindaki en yiiksek deger
160 umol/g T.A tuz stresi ve hoagland soliisyonun birlikte kullanildig1 grupta ve en
diisiik ise kontrol grubunda tespit etmistir (Ozel, 2019). Benzer durum asmada (Cetin
vd., 2011; Singh vd., 2000), misirda (Yakit vd., 2006), tiitiinde (Celik vd., 2012),
patateste (Sobieh vd., 2019) ve domateste de (Al Khateeb vd., 2019) rapor edilmistir.
Tuz stresine toleranshi olan Phaseolus vulgaris Tema genotipinde 100 mM NacCl stresi
altinda prolin miktarinin arttig1r belirtilmistir (Khaled vd., 2021). Tiim bu bilgiler
1s181nda, ozellikle stres altinda KF uygulamasmin igerdigi askorbik asit ve humik asit ile
iligkili olarak prolin birikimini artirmis olabilecegi diisiiniilebilir. Literatiirle uyumlu
olarak, disardan kusburnu icerikli fermente biyokiitle uygulamasmin tuz stresine karsi
bitkiyi, prolin iliskili antioksidan sistemi uyarmak suretiyle toleransli hale getirdigi
gorulmektedir.

Hidrojen peroksit (H202) hiicre metabolizmasi sirasinda diistik seviyelerde iiretilen
reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) biridir, bir sinyal ajani olarak islev goriir ancak fazlasi
bitki hiicrelerinde genellikle siddetli ¢evresel stresler altinda olusan oksidatif stres
olusturur (Sing vd., 2019). Ozellikle tuz stresi altinda bitkiler, hiicresel yapilara zarar
verebilecek H202 miktarini artirirlar ve bu da membran lipitlerinin peroksidasyonuna
neden olarak hiicresel hasarlara yol acar (Acet ve Kadioglu, 2020). S6z konusu bu
hasarin derecesini anlayabilmek ve disardan muidahalelerle zararl etkisini azaltabilmek
oldukca 6nem arz etmektedir. Mevcut calismada, i¢sel hidrojen peroksit (H202)

miktarlar1 6l¢iildii ve 34.6-120.5 pmol/mg arasinda degisimler gdzlendi.
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Beklenen sekilde, 100 mM NaCl stresi altinda en yiiksek deger (120.5 pmol/mg)
gortiliirken, stres altinda KF uygulamasinin H2O, miktarint 6nemli Olgiide azalttigi
(62.91 umol/mg) tespit edildi. Cesitli bitkiler iizerine yapilan g¢alismalarda, benzer
sekilde tuz stresi altinda H2O2 miktarmimn kontrole goére Onemli dlgiide arttig1
belirtilmistir (Canavar 2018; Gyedre vd., 2021; Tetiktabanlar vd., 2020). Diger taraftan,
Phaseolus vulgaris L.’in tuz stresi altinda disaridan askorbik asit uygulamasi ile H2O>
miktarmi1 6nemli dlgiide azalttigi ve buna bagli olarak MDA’y1 da diisiirdiigii rapor
edilmistir (Saedi-Sar vd., 2013). Yine, Torlak (2019)’mn yapmis oldugu c¢alismasinda,
tuz stresi altindaki musir (Zea mays |.) bitkisinde askorbik asitin H>O, miktarin1 6nemli
Olgtide azalttigini gozlemlemistir (Torlak, 2019).

H20.2 miktarinin yiiksek olmasi dokularda oksidatif hasarin meydana geldigini
gostermektedir ve bunun da en 6nemli gostergesi lipit peroksidasyonu sonucu ortaya
¢ikan malondialdehit (MDA) birikimidir. Dolayisiyla, MDA seviyesi, membran
hasarinin giivenilir bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Liu vd., 2010; Gharibi vd.,
2016). Elde edilen bu veriler, MDA sonuglar1 ile karsilastirildiginda, S altinda en
yuksek lipit peroksidasyonunun olmasi ve stres altinda KF uygulamasmin MDA
miktarinin 6nemli dl¢iide azaltmasi da H2O» igerigindeki degisimle agiklanabilir. Sonug
olarak, elde edilen bulgularm kendi i¢inde tutarli ve mevcut literatiirle uyumlu oldugu
gorilmektedir. Ozellikle tuz stresinin bitkilerde MDA seviyesinde 6nemli 6lgiide artisa
neden oldugu rapor edilmistir (Rim vd., 2021). Bu nedenle mevcut ¢alismada elde
edilen biyokiitlenin tuz stresi altindaki fasulye bitkisinde s6z konusu iyilestirici etkisini
anlayabilmek igin lipit peroksidasyonu seviyesi 6lgtimii yapilda.

Elde edilen bulgularina bakildiginda, S altinda 11.5 nmol/mL ile en yiksek MDA
degeri tespit edildi. Stres altinda KF uygulamasi ile MDA igerigi 3.6 nmol/mL
seviyesine diistii. Bu sonug, biyokiitlenin stres altinda bitki hiicre zarlarinin
korunmasina yol agtigimmi gostermektedir. Benzer sekilde baska bir ¢aligmada, tuz
stresinin  bezelyede (Pisum sativum 1) fenolik bilesikler iizerine etkisini
aragtirdiklarinda, 100 mM NaCl stres altinda 50 nmol/mL ile kontrol grubuna gore
yiiksek bir MDA igerigi kaydetmislerdir (Tetiktabanlar vd., 2020). Benzer sekilde bu
konuda yapilmis pek ¢ok calismaya rastlanmaktadir. Ornegin, Torlak (2019), tuz stresi
altindaki musir (Zea mays L) bitkisinde askorbik asitin etkisini arastirdig1 caligmada,
lipit peroksidasyonu miktarinda en yiiksek deger 170 nmol/mL 100 mM NaCl
uygulanan grupta ve en diisiik deger 9 nmol/mL askorbik asit uygulanan grupta tespit
edilmistir (Torlak, 2019).
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Diger taraftan, Ural (2020), domates bitkisinde farkli dozlarda NaCl ve Humik asit
uyguladigi caligmada, lipit peroksidasyonu miktarinda en yiiksek deger 270 nmol/mL
tuz stresi uygulanan grupta ve en diisiilk deger kontrol grubunda tespit edilmistir (Ural,
2020). Ayrica, Duman (2013), pepino (Solanum muricatum Ait.) bitkisinde kuraklik
stresinin etkisini arastirdigi ¢aligmada, lipit peroksidasyonunda en yiiksek deger 60
nmol/mL %100 kuraklik stresi uygulanan grupta ve en diisikk deger kontrol grubunda
tespit edilmistir (Duman, 2013). Bununla birlikte, tuza toleransli bitkilerde stres
faktorleri altinda MDA miktarmin diisiik, tuza toleransi az olan bitkilerde ise yiiksek
oldugu belirtilmistir (Gilines vd., 2007). Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde,
iiretilen biyokiitlenin askorbik asit ve humik asit gibi maddeleri barindirabilecegi ve s6z
konusu toleranst literatiirle uyumlu sekilde saglamis olabilecegi soylenebilir.

Oksidatif strese ve tuz stresinin neden oldugu fizyolojik kurakliga verilen
metabolik tepki, normalden daha fazla antioksidan ve ozmoprotektan bilesiklerin
sentezini icerir ve 6zellikle antioksidan enzim sistemleri bitkilerin stres kosullarindaki
toleransinda 6nemli rol oynar (Kadioglu vd., 2011). Katalaz (CAT) enzimi hidrojen
peroksidin (H202), su ve Oz’ne pargalanmasini katalizler (Havir vd., 1987). Siiperoksit
dismiitaz (SOD), sliperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve oksijene doniistimiinii
katalizleyerek, organizmalara oksijen varliginda hayatta kalma imkani veren bir
enzimdir (Creighton, 1999). Askorbat peroksidaz (APX) ise, hiicrelerde olusan serbest
oksijen radikallerinin temizlenmesi saglayan bir enzimdir (Yasar vd., 2020). Boylece
ROS’lar stipiiriilerek zararh etkileri bertaraf edilmeye ¢alisilir.

Bu calismada, tuz stresi altinda normal kosullardakine kiyasla katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitelerinde artiglar
olurken; stres altinda disaridan KF uygulamasi ile tiim enzim aktivitelerinde 6nemli
Olglide artis kaydedildi. Benzer sekilde, Phaseolus vulgaris bitkilerinin tuz stresinin
olumsuz etkilerine kismen dayanmasini saglamak i¢in disardan uygulanan biyolojik
kdkenli uyaranlarla (biyositimulant: bitkisel biyokitle) CAT, SOD ve APX enzim
aktivitelerinde onemli artiglar oldugu rapor edilmistir (Mahmoud vd., 2020).
Literatiirde, tuz stresine bagl olarak bitkilerdeki CAT aktivitesindeki artig1 gdsteren pek
cok caligmaya rastlanmaktadir (Ashraf vd., 2012; Comba vd., 1998; Eyidogan vd.,
2005; Kukreja 2005; Lechno vd., 1997; Sudhakar vd., 2001). Bununla birlikte stres
altinda disaridan yapilan mudahaleler de antioksidan enzimlerin aktivitesine etki

edebilir.
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Bununla ilgili olarak, Tiryaki (2015), fasulye genotipleri lizerinde soguk ve tuz
stresinin gidermede bakteri izolatinin etkilerini arastirdigi ¢alismada, CAT enzim
aktivitesinde en yiiksek deger 90 pumol/dk/g T.A stres ve bakteri izolat1 uygulanan
grupta ve en diisikk kontrol grubunda tespit etmistir (Tiryaki, 2015). Yine, Akgiil
(2010), etiyole fasulye (Phaseolus vulgaris L.) fidelerinde antioksidan enzim
aktivitelerinin etkisini inceledigi ¢alismada, CAT enzim aktivitesinde en yiiksek deger
256 pmol/dk/g T.A stres uygulanan grupta ve en diisiik kontrol grubunda tespit etmistir
(Akgul, 2010). Bununla birlikte, Ural (2020)’nin domates bitkisinde farkli dozlarda
NaCl ve humik asit uygulayarak hazirladigi ¢alismada, CAT enzim aktivitesinde en
yiiksek deger 178 umol/dk/g T.A tuz stresi ve humik asitin birlikte uygulandig1 grupta
ve en diisiik kontrol grubunda tespit etmistir (Ural, 2020).

Stiperoksit dismutaz enzim aktivite degerlerine bakildiginda; 6.1 — 58.3 pmol/dk/g
T.A degerleri arasinda degisim gosterirken, en yliksek deger stres altinda KF uygulanan
grupta ve en diisiik deger kusburnu icerikli biyokiitle uygulanan grupta tespit edildi.
Slperoksit SOD enzim aktivite seviyesi kontrolle karsilastirildiginda, stres altinda
biyokiitle uygulanan gruplarda anlamli farkliliklar oldugu gozlemlendi (p<0.05). SOD
enzim aktivitesinin ¢esitli bitkilerde tuz stresine baglh olarak arttigini gésteren pek ¢ok
caligma bulunmaktadir (Adam vd., 2019; Amjad vd., 2019; EKkinci vd., 2019; Kaya vd.,
2018). Bununla birlikte, Canavar (2018)’nin, bazi1 arpa (Hordeum wvulgare L.)
genotiplerinde tuz toleransini arastirdigi ¢alismada, SOD enzim aktivitesinde en yiksek
deger 100 u/dk/g T.A 120 mM NaCl uygulanan grupta ve en diisiik kontrol grubunda
tespit edilmistir (Canavar, 2018).

Ural (2020), domates bitkisinde farkli dozlarda NaCl ve humik asit uygulayarak
hazirladig1 ¢alismada, siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinde en yiiksek deger 160
u/dk/g T.A tuz stresi ile humik asitin birlikte uygulandigi grup ve en diisiikk deger
kontrol gruplarinda tespit edilmistir (Ural, 2020). Benzer sekilde arastrmacilarin, tuz
stresi altindaki biber (Capsicum annuum L.) bitkisinde bazi organik ve inorganik
bilesiklerin antioksidatif sisteme etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmada, siiperoksit dismutaz
enzim aktivitesinde en yiiksek deger 21.68 u/dk/g T.A NacCl ile askorbik asitin birlikte
uygulandig1 grupta ve en diisiik kontrol grubunda tespit etmistir (Tuna vd., 2016).
Askorbat Peroksidaz enzim aktivite degerlerine bakildiginda; 2.3 — 28.7 umol/dk/g T.A
degerleri arasinda degisim gosterirken, en yliksek deger stres altinda KF uygulanan
grupta ve en diisilk deger kontrol grubunda tespit edildi. Askorbat Peroksidaz (APX)
enzim aktivite seviyesi kontrolle karsilastirildiginda, stres altinda biyokiitle uygulanan

gruplarda anlaml farkliliklar gézlemlendi (p<0.05).
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APX enzim aktivitesinin ¢esitli bitkilerde tuz stresine bagli olarak arttigini
gosteren pek ¢ok caligma bulunmaktadir (Canavar, 2018; Durukan, 2011; Gossett vd.,
1996; Rahnama vd., 2003; Samira vd., 2021; Yasar vd., 2006). Bununla birlikte, Akgiil
(2010), etiyole fasulye (Phaseolus vulgaris L.) fidelerinde antioksidan enzim
aktivitelerinin etkisini inceledigi calismada, askorbat peroksidaz 15 pmol/dk/g T.A stres
uygulanan grupta ve en diisiik kontrol grubunda tespit etmistir (Akgiil, 2010). Ural
(2020), domates bitkisinde farkli dozlarda NaCl ve humik asit uyguladig1 ¢aligmasinda,
APX enzim aktivitesinde en yliksek deger 190 pmol/dk/ g T.A tuz stresi ile humik asitin
birlikte uygulandig1 grupta ve en diisiik deger kontrol gruplarinda tespit etmistir (Ural,
2020).

Mevcut calismada elde edilen bulgular birlikte ele alindiginda, literatiirle uyumlu
oldugu goriilmektedir. Stres altinda KF uygulamasmin bitkideki antioksidan enzim
sistemlerini uyarmak suretiyle, ROS’lar1 siipiirdiigli ve boylece s6z konusu oksidatif
hasar1 azalttig1 distilebilir. Yine, elde edilen biyokiitlenin igerigindeki kusburnundan
kaynakl1 askorbik asitin ve biyo doniisiim sonucu agiga ¢ikan humik asitin antioksidan
enzimlerin daha fazla indiiklenmesine sebep oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Askorbik asitin
tuz stresi altinda bitkilere uygulanmasinin strese karsi toleransi artirdigi zaten
bilinmektedir (Agami, 2014). Calismadaki s6z konusu iyilestirici etkilerin literatiirle
uyumlu oldugu goriilmektedir.

Biyogaz iiretim sartlar1 ve kullanilan materyaller metan olusum miktarmi, proses
sonucu olusan organik maddeyi, bakteri gelisimini ve C/N oranm etkilemektedir
(Amodeo vd., 2021; Theaker vd., 2021; Wei vd., 2018). Onceki ¢alismalardan elde
edilen sonuglara gore sakatat gibi yag icerigi yiiksek maddeler kullanildiginda biyogaz
iretimi ger¢eklesmemistir. Ancak seliiloz icerigi yiiksek maddeler kullanildiginda
biyogaz veriminin arttig1 gozlemlenmistir. Bunun yani sira oligo ve poli fenolik igerigi
yiikksek cay atig1 gibi atiklarin kullaniminda biyogaz iiretim miktarlarinin distigi
gozlemlenmistir (Saribiytk vd., 2021). Genel olarak elde edilen sonuclar, organik
icerigin artmasi olusan biyogaz miktarnin da arttigmi gostermektedir (Amodeo vd.,
2021). Biyoprosesin son asamasinda olusan asetik asit vb. organik asitler sebebiyle
olusan tiiriinlerden dolay1 pH diiserek asidik ortam olusmaya baglamaktadir (pH 5-6.5).
Onceki calismalara gore elde edilen sonuglarda E. Coli bakterilerinin yasamlarinin
asetik asit ve sodyum kloriir varliginda incelendiginde, ortamda tuz olmas: durumunda
bakterilerin c¢ogalmalarin1 gergeklestirmese de hayatta kalmaya devam ettiklerini
gostermektedir (Hosein vd., 2010).
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Hatta bazi caligmalara gore asetik asit, propiyonik asit ve laktik asit gibi organik
asitlere maruz birakilan bakteriler ortama NaCl ilave edildiginde gelisimlerini daha da
artirmaktadir (Bae ve Lee, 2015). Bunlarin disinda bir diger ¢alismada ise tuz stresine
maruz birakilmis soya bitkisine disardan salisilik asit uygulandiginda gelisimini devam
ettirebildigi goriilmiistiir (Abriz vd., 2018). Yapilan calismada biyoproses sonucu
olusan organik asitler sebebiyle pH’nin diismesine ragmen hiimik asit ve fiilvik asit
seviyelerinin arttig1 gorilmistiir. Hiimik asitle ilgili yapilan ¢aligmalar hiimik asit
varligmin toprak pH’smi artrmasinin yani swra organik igerik miktarmin ve katyon
degisim kapasitesinin iyilestigi goriilmiistiir (Rekaby vd., 2019; Rahimi, 2019; Othman,
2021). Yine ¢alismadan elde edilen sonuglara gore 6zellikle kugburnu katkili biyoproses
sonucu olusan biyokiitlede organik madde miktarmin arttigi goriilmiistiir.

Himik, Fllvik gibi organik asitlerin varhgmin ve organik madde igeriginin
kusburnu katkili ¢alismada artmasina ilaveten iletkenlik testi sonuglarina gére kusburnu
katkili biyoprosesin iletkenlik degerlerinde de artis gozlemlenmistir (Tablo 29).
Iletkenlik testi sonuglarmm daha yiiksek ¢ikmasi, hidroliz/asidogenik/asetogenik/
metanogenik gibi biyoproses asamalarinda biiyilk molekiillerin parcalanmasi sonucu
ortaya c¢ikan suda ¢oziinebilir iyonik karakterli elektrolitik molekiiller sonucu meydana
gelmektedir. Bunlarin yaninda pH’ nin biyoproses sonrasi diismesi ortamda karboksilik
gibi asidik karakterli organik maddelerin miktarmin arttigmi gostermektedir.

Biyoproses sonucu olusan karboksilik asitler zayif asitlerdir selat karakterli
molekiillerdir ve suda ¢oziiniirliikleri diisiiktiir. Onceki ¢alismalar incelendiginde, Fe,
Zn gibi sentetik gilibrelerde kullanilan molekiillerde, etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA) vb. organik selatlayict molekiiller ile kompleks olusturduktan sonra
kullanilmaktadir (Lazo wvd., 2017). Buradaki temel ama¢ metal salinim hizini
yavaslatarak bitkinin besin ihtiyacini uzun siire karsilamay1 hedeflemektedir (Lazo vd.,
2017). Buna benzer olarak diger calismada ise sitrik asit ve tartarik asit gibi diisiik
molekiil kiitleli ligand karakterli organik asitlerin Zn salinimina katki sagladigi
goriilmiistiir. Bu islemlerde pH’nin ve ortamdaki diger katyonlarin etkin rol oynadigi
bulunmustur (Shafigh vd., 2019). Kusburnu atig1 katkili ¢aligmay1 diger ¢aligmalarla
kiyasladigimizda, toplam organik madde igeriginin, hiimik ve flilvik asit degerlerinin ve
iletkenliklerinin artmasina ragmen biyoproses sonucu elde edilen sivi drnekte N, P ve

K’nin degerinde artis goriilmemektedir.
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Bu sonuglar ve oOnceki c¢alismalar géz Oniine alindiginda; iletkenlik artisi
elektrolitik molekiillerin ~ artisinin ~ gergeklestigini  gdsterdiginden, elektrolitik
molekillerin Na* ile yiik dengesini saglamasina bagli olarak derisimini azaltabilecegi
diistiniilmektedir. Bir diger 6ngorii ise, onceki ¢alismalara kiyasla bitkinin daha ytliksek
tuz miktar1 kullanilarak tuz stresine maruz birakilmasma ragmen gelisimini siirdirmesi,
ortamda biyoproses sonucu olusan organik maddelerin katkisina ek olarak, organik
asitler ile tuz stresi sebebiyle ayni ortamda bulunan tuzun etkilesimiyle alakali
olabilecegini gostermektedir.

Bu etkilesime gore; sodyum ile organik asitler arasinda meydana gelecek konjuge
asit-baz ¢ifti sodyum asetat organik asit tamponlar1 vb. gibi tampon olusumunu
saglayarak bitki kok hiicrelerinin maruz kaldig: stresi azaltarak (Askorbik asit) sodyum
asetatin hiicreye tasmisin1 gerceklestirebilecegi diisiiniilmektedir. Le Chatelier
prensibine gore konjuge asit-baz ¢iftinin olusturdugu organik tuzun azalmasi esitligin
strekli saga dogru kaymasina sebep olmaktadir. Bu islem gergeklestiginde ortamda
bulunan Na" miktar1 azalacag igin bitki koklerine uygulanan NaCl azaltilmis olacaktir.
Boylece bitki biliylime ve gelisimini devam ettirerek tuz stresine bagh etkileri kismen

tolore etmis olacaktir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan ¢aligma sonucunda;

e Blylime parametreleri tayininde kok, govde ve yaprak blylimesinde ortalama
en yiiksek degerin tuz stresi altindaki kusburnu igerikli fermente biyokiitle uygulanan
grupta oldugu ve diger bitki gruplarma gore anlamli bir diizeyde yiiksek oldugu tespit
edilmistir.

e Bagil su icerigi tayininde en yiiksek degerin stres ve kontrol gruplarmin her
ikisinde de Kusburnu iceren fermente biyokiitlede oldugu ve diger bitki gruplarina gore
anlaml bir diizeyde yliksek oldugu tespit edilmistir.

e Klorofil a ve klorofil b tayininde stres ve kontrol gruplar1 ile kiyaslandiginda en
yiiksek degerin Kusburnu igerikli biyokiitle gruplarmin her ikisinde de oldugu ve diger
bitki gruplarina gore anlaml bir diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir.

e Toplam klorofil tayininde stres ve kontrol gruplari ile kiyaslandiginda en
yiiksek degerin Kugburnu icerikli fermente biyokiitle gruplarinda oldugu ve diger bitki
gruplarina gore anlaml bir diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir.

e Karotenoid tayininde stres ve kontrol gruplar1 ile kiyaslandiginda en yuksek
degerin 100 mM NaCl stresi altinda yetistirilen grupta oldugu ve diger bitki gruplarina
gore anlamhi bir diizeyde yliksek oldugu tespit edilmistir.

e Total fenolik tayininde stres ve kontrol gruplar ile kiyaslandiginda en yiiksek
degerin, 100 mM NaCl stresine maruz kalmis bitki grubu ve tuz stresi altinda kusburnu
icerikli fermente biyokiitle uygulanan grupta oldugu ve diger bitki gruplarma gore
anlaml1 bir diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir.

e Toplam flavonoid tayininde kontrol ve stres gruplar1 ile kiyaslandiginda en
yiiksek degerin, 100 mM NaCl stresine maruz kalmis bitki grubu ve tuz stresi altinda
kusburnu igerikli fermente biyokiitle uygulanan grupta oldugu ve anlamli bir diizeyde
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

e Antosiyanin miktar1 tayininde kontrol ve stres gruplari ile kiyaslandiginda en
yiksek degerin, 100 mM NaCl stresine maruz kalmis grupta oldugu ve anlamli bir
diizeyde yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

¢ Prolin miktar1 tayininde kontrol ve stres gruplari ile kiyaslandiginda, en yiiksek
degerin stres altinda kusburnu fermente biyokiitle uygulanan grupta oldugu ve anlamh

bir diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir.



¢ Hidrojen peroksit miktar: tayininde kontrol ve stres gruplari ile kiyaslandiginda
en yiiksek degerin 100 mM NaCl stresine maruz kalmis grupta, en az degerin ise stres
altindaki kusburnu fermente biyokiitle uygulanan grupta oldugu ve degerlerin anlamli
bir diizeyde oldugu tespit edilmistir.

e Lipit peroksidasyonu miktar1 tayininde en yiiksek degerin 100 mM NaCl
stresine maruz kalmis grupta, en az degerin ise stres altindaki kusburnu fermente
biyokiitle uygulanan grupta oldugu ve degerlerin anlamli bir diizeyde oldugu tespit
edilmistir.

e Antioksidan enzim aktivite tayinlerinde; katalaz (CAT), superoksit dismutaz
(SOD) ve askorbat peroksidaz (APX) enzim aktiviteleri, ayr1 ayri kontrol ve stres
gruplar1 ile kiyaslandiginda en yiiksek degerlerin 100 mM strese maruz kalmis ve
kusburnu fermente biyokiitle uygulanmis grupta oldugu ve degerlerin anlamli bir
dizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda, Prolin, klorofil miktart MDA miktar1 vb.
sonuclardan elde edilen verilere gore tuz stresi altinda sivi organik biyokiitle uygulanan
bitkiler, sadece 100 mM tuz stresine maruz kalan bitkilere oranla, gelisimlerini %50-
%75 oranlarinda daha toleransh hale getirmislerdir.

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda;

e Dogaya salinan ve karbondioksitten daha fazla kiiresel 1smnmaya sebep olan
metan gazmin uygun amagclar i¢cin kullanilarak bitkilerin fotosentezde kullanabilecegi
forma doniistiirerek atmosfere salinmasiyla kiiresel 1smmanin Oniine gegilebilecegi
ayrica havanin daha temiz ve geri doniisiime miisait halde gazlardan olusabilecegi,

e Schirlerde vahsi depolama yontemleri ile bir araya getirilen atiklarm, bu
yOntemle uygun sekilde geri doniisiimiine kazandirilmasi ile ortaya ¢ikan kotii koku ve
goriintiilerin giderilebilecegi,

e Yurtdisindan alman fosil kékenli yakitlara alternatif yakitlarin elde edilebilecegi
ve biyoreaktorden elde edilen biyogazin iilke ekonomisine katki saglayabilecegi,

e Organik sanayi/evsel atiklarin biyogaz tiretiminde kullanilabilecegi,

e Biyoproses sonucu elde edilen biyogazin kirsal alanda kullanilabilmesi ile kirsal
kalkinmaya destek saglanabilecegi, boylece sehirlere gogiin engellenebilecegi,

e Biyoproses sonucu elde edilen biyogiibrenin hem bitki gelisiminde kullanilarak
yillik rekoltenin artirilabilecegi hem de tuz stresine bagli verim diigmesinin Oniine
gecilebilecegi,

e Corak halde bulunan ekilip bigilmeyen alanlarin elde edilen biyokiitle ile

tarim/orman arazisi olarak kullanimina olanak saglayabilecegi,
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e Sentetik giibre kullanimimin azaltilarak bunun yerine daha diisiik maliyetli dogal
yontemlerden elde edilen biyogiibrenin kullanilmas ile ¢ift¢ilere destek saglanabilecegi,
sentetik giibre kullanimina bagli olusan tuzlulugun ve agir metal i¢eriklerinin azaltilarak
toprak kirliliginin oniine gegilebilecegi dngoriilmektedir.

Elde edilen bulgulara gore, gelistirilen sivi organik biyokiitle, organik atiklarin
kullanilmasma imkan vererek, biyogibre ve alternatif enerji Gretimine onculuk
edebilecek, bolgesel kalkinmayi1 destekleyecek, c¢evreye dost, biyoteknolojik bir

yaklagim olarak degerlendirilebilir.
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EKLER

Fotograf ¢ekimleri Huawei marka Mate 10 Lite model cep telefonu kullanilarak
profesyonel fotograf modda ¢ekildi. Kullanilan malzemelerde mesafe ve isik sabit

olarak ayarlandi. Isik olarak giin 1s181indan yararlanildi.

Ek 1. Tuz stresi altinda KF uygulamalarmin bitki morfolojisi tizerine etkisinin
kiyaslanmast

€ C+KF 100 mM NaCl

100 mM NaCH KF
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Ek 2. Magenta Kaplarinda ¢imlendirilen Fasulye Tohumlar1
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Ek 3. Tasarlanan Bitki Biiyiitme Kabininde yetistirilen Bitki gruplar1
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Ek 4. Tasarlanan Protatip Bitki biyttme Kabini

Giimiishane Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik bdliimii laboratuvarmda
tasarlanan bitki biiyiitme kabinidir. Ortamin sicakligi 23-25°C, %70-%90 Bagil nem ve
4000-4200 lux 151k siddetine sahip 16-8 periyodunda c¢alisan raflar1 disardan
etkilenmeyen metal malzemeden yapilan bir kabin modelidir.

Tasarlanan prototip bitki biiylitme kabininin dis kismi olusabilecek disardan
kontaminasyonlara karsi koruyucu kilifla kaplanmistir. Bitkilerin optimum kosullarda
yetisebilmesi i¢in raflar beyaz-giin 15181 ledlerle donatilmistir. Hava girisi ve ¢ikisini
saglayacak fanlar yerlestirilmistir. Sicaklik ve nem sensOrii ile ortamin optimum
kosullar1 saglanmistir. Nemlendirme cihazi ile ortamin nem diizeyi sabitlenmistir. Bitki
bilyiitme kabinin kalibrasyonu PENTA OTOMASYON ve Endistriyel Uriinler San.
Tic. Ltd. Sti. tarafindan hizmet almarak yaptirilmistir.
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Ek 5. Tasarlanan Bitki Buyitme Kabininin Kalibrasyon Belgesi

[":'o’entn’

PENTA OTOMASYON

ve Endiistrivel Uriinler San. Tic. Ltd. 5ti.

Kusikih Mahallest Ferah Od. Noo6 PE- 34692 Onbindar - ISTANBUL

Tal- 0208 523 83 47 - Far 0202 243 63 &) AB-DI13K
il D T A AR Y. OO [
Wbl W, PRI N Y . CENR. LT O RETOE
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Certificaie of Calibration
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Instraonmy D
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Mo
Tip @ 13364
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Seri Numaras = 130303320
Serial Nuwber
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FPreata Code
Kalibrasyon Tarili t 701 2021
Deet o Cinlilranlicin
Sertifilcamm Sayfa Sayvsn t3
Nevonder anf pagrics o thar swrtificate
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1. Kalibire Fililen Cihaz / Device Under Calibeaion

Makine/Cihez < Aydinlk Dilzeys Oloer (Lifksmetre)

Bsrromenr | Devige

Imalatgy - TES Model 1 13364
Mamuficnirer Mol

Seri N - 130303320 Eavaster No

Sertml Nunher sty Musber

Kulibrasyon Yeri Laboratuvanda Coziinirliik (y) = 0
Piuce of Cilibraian Resaliitian

Bulumdugu Yer H Kupasite {lux] + 2K
Fice of Ohject Hange

Lab. Kabul Taribi 30122020

Dane af Aceept to Lab,

X, Gibrsel ve Fonksiyonel Kontroller / Vicua/ and Funsiona! Canteols

Cihazin fiziksel ve fonksivonel konirolinde, Sclim sonuglarm etkilevebilecek herbangi bir eksiklik ve hasar ghizlenmemstir,
N camage observed an rhe obfers nhor affects measurement remls by physicaity and funcrionaly eontral.

3. Aptklamalar / Deseriprion

4. Kalibrasvon Yintemi ve Prosedirl / Cabbaion merhod and Frocedires
Kalibrasyon, TL- 1412 ve TL-16/02 tabmatlanna gbre referans Hiksmetre ve CCT=2856 K renk sicakhginda gabisan CIE A sipi standart
famber kullamlarak yenine koyma metodu ibe gerpeklegtmlmstir.
Cinlthetion was perfarmed aceording fo TLef 8402 ve TL- 802 documenss by using reference lomeser and CIE A ype sunalird lmp wktch warks ar
CCT=2838 K color emperanure.

3. Oeiim Belirsizligi / Mossremen Uncersainy
Olciim belirsizhi, kclim sonulan ike beraber vertimagtir. Beyan ecilen gemisletslmis blcim belirsizlifs, standart belirszligin, k=2 olarak alinan
genisletme katsayis ile carpim sonucunda bulunan degerdir ve %495 ormnda glivenibrlik saflamaktadir.

The measremenr wncernmiay has boen givieg with the morssremen reswls by the tvird page. The repared exponded imcerriany of merssromenr i shniad
a5 the sumdard wneermtenty of measuremen muliplied by dhe coverage foctor k=2, which for 2 normal dturthuion eorvesponds i o coverage probabiliny
of mpypranimaely 954

6. Cevre Sartlan / Environmental Condhions

Socaklik / Tompermure 1 23°C 4 5°C Nem / Humidiy : 50 %arh 4 20 %orh

7. Kalibrasyonda kullanilan Referans Cihazlar / Reference Devices sed in Caltbrarion

Cihaz Ads Cituz Koy [malatem Seri No Serfifika No  [alenebilirlik  Kalibrasyon Taribi
Device Name Deviee Code  Momgocwrer — Sarial Vumber Cenfieate N Traceabily  Caltboarion Dete
Aydmbk Dikzeyi Olger ~ CN-87 Delts OHM 15001911/ 100294 MOPIN  ABDOTEK 30062010
Lamba N8 PRC Krochmann 130118 16751 ABOIGME 22012020
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PENTA OTOMASYON AB-0113-K
Pentﬂ ve Endiistrivel Uriinler San. Tic. Ltd. Sti. O- 208670013
Suyfa / Puge: 3ra - 21

8 {jkuﬂl E‘:’-Il“ul:lﬂ'l Megsunema? Resuis

Referans (lux) Ohlgiilen (lux) Supama {lux) (igiim Belirsizligi
Heferemes M Lhrviadion AMegrlinemenr O carLaine
36,32 124 39 % 15
1.027.8 924 104 % 10
2062 140 11T %a 20
= y=1,1208x - 2,6395

Rek
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