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Bu tez ¢alismasinda NaCl stres faktoriine maruz birakilan Salvia nemorosa L. bitkisinde
biyotik ve abiyotik elisitorlerin (AgNP ve MeJA) fotosentetik pigment igerigi, lipid
peroksidasyonu derecesi, prolin igerigi, toplam fenolik ile flavonoid madde igerikleri ve toplam
antioksidan aktivite iizerinde yarattig1 etkiler degerlendirilmistir.

Bu amagla saksilara ekimi yapilan tohumlar belirli bir biyiikliige eristikten sonra 100
mM NaCl igeren % Hoagland besin ¢ozeltisi ile 10 giin boyunca sulanmistir. Bu siirenin sonunda
saksilar; “Kontrol, 100 mM NaCl, 100 mM NaCI + 50 uM MeJA, 100 mM NaCI + 10 uM AgNP
ve 100 mM NaCI + 50 uM MeJA + 10 uM AgNP” olacak sekilde bes gruba ayrilmig ve 10. giinii
takiben bitkiler hasat edilmistir.

Fotosentetik pigment igerikleri (klorofil-a, klorofil-b ve toplam karotenoid) bakimindan
sonuglar kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yiiksek degerler her iki elisitoriin birlikte
uygulandigt NaCI + AgNP + MeJA ekstreden elde edilmistir. Lipid peroksidasyonunun bir 6lgiisii
olan MDA miktarinda meydana gelen artis ¢coktan aza dogru “NaCl > NaCI + AgNP > NaCI +
MeJA > NaCI+ AgNP + MeJA > Kontrol” seklinde olmustur. Tiim uygulamalarda prolin igerigi
kontrol grubuna gore artis gostermis ve en diisiik miktar 3,954 mmol/g TA ile NaCI + AgNP +
MeJA uygulamasinda, en yiiksek deger (5,874 mmol/g TA) yalnizca tuz stres faktoriinii iceren 100
mM NaCl uygulamasinda olmustur. Toplam fenolik ile flavonoid madde miktarlar1 bakimindan
ise en yiiksek igerigin NaCl + AgNP + MeJA; en diisiik icerigin ise NaCl uygulamasinda oldugu
gorlilmiistiir. Ayrica ii¢ ayr1 yontem ile degerlendirilen toplam antioksidan aktivite bakimindan
uygulamalar incelendiginde; DPPH yonteminde diisiik konsantrasyonlarda (100 ile 150 pg/mL)
NaCl + MeJA uygulamasinin aktivite degeri pozitif kontrol olan askorbik asitten yiiksek
bulunmustur. 250 upg/mL konsantrasyonda elisitorlerin birlikte ve ayr1 ayr1 kullanildig
uygulamalara ait ekstrelerin DPPH radikali siipiirme aktivitesi tiim pozitif kontrollerden (AA,
BHT, BHA) yiiksek olmustur. ABTS yonteminde diisiik konsantrasyonlarda genel olarak tiim
uygulamalar pozitif kontrol BHT’den yiiksek aktivite gosterirken; 60 ile 80 pg/mL
konsantrasyonlarinda elisitorlerin birlikte ve ayr ayri uygulandigi bitkilere ait etanol ekstreleri
pozitif kontrollerden yiiksek aktivite gostermistir. CUPRAC yonteminde ise 6zellikle 150 ile 200
pg/mL konsantrasyonlarda iki elisitoriin birlikte kullanildig1 uygulamalara ait ekstrelerin radikal
giderme aktivitesi BHA dan yiiksek bulunmustur.

Elisitor uygulamalar1 genel olarak, ii¢ toplam antioksidan yonteminde de tuzun tek
bagina uygulandig1 gruba gore radikal siipiirme aktivitesini arttirmistir. Dolayistyla kullandigimiz
parametreler agisindan, biyotik ve abiyotik elisitoriin birlikte uygulanmasinin olumlu sonuglar
vermesi, stres kosullarimin yarattigi olumsuz etkiyi gidermede etkili olabilecekleri sonucunun
¢ikarilmasina yol agmustir.

Anahtar Kelimeler: AgNP, antioksidan, MDA, MeJA, prolin, Salvia nemorosa L.
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In this thesis, the effects of biotic and abiotic elicitors (AgNP and MeJA) on
photosynthetic pigment content, lipid peroxidation degree, proline content, total phenolic and
flavonoid substance contents and total antioxidant activity in Salvia nemorosa L. plant exposed to
NaCl stress factor were evaluated. For this purpose, after the seeds sown in pots reached a certain
size, they were watered with % Hoagland nutrient solution containing 100 mM NaCl for 10 days.
At the end of this period, the pots were divided into five groups as “Control, 100 mM NaClI, 100
mM NaCI + 50 uM MeJA, 100 mM NaCI + 10 uM AgNP and 100 mM NaCI + 50 uM MeJA +
10 uM AgNP” and the plants were harvested after the 10th day.

When the results were compared with the control group in terms of photosynthetic

pigment contents (chlorophyll-a, chlorophyll-b and total carotenoid), the highest values were
obtained from NaCl + AgNP + MeJA extract, in which both elicitors were applied together.
The increase in the amount of MDA, which is a measure of lipid peroxidation, has been in the
form of “NaCI > NaCI + AgNP > NaCI + MeJA > NaCI + AgNP + MeJA > Control” from high to
low. Proline content increased in all treatments compared to the control group and the lowest
amount was in NaCl + AgNP + MeJA application with 3.954 mmol/g TA, the highest value (5,874
mmol/g TA) was in 100 mM NaCl application containing only salt stress factor. In terms of total
phenolic and flavonoid substance amounts, the highest content was NaCl + AgNP + MelJA; the
lowest content was observed in the NaCl application. In addition, when the applications are
examined in terms of total antioxidant activity evaluated by three different methods; In the DPPH
method, the activity value of NaCl + MeJA application at low concentrations (100 to 150 pg/mL)
was found to be higher than the positive control, ascorbic acid. The DPPH radical scavenging
activity of the extracts from the applications in which elicitors were used together and separately
at 250 pg/mL concentration was higher than all positive controls (AA, BHT, BHA). In ABTS
method, while all applications at low concentrations generally show higher activity than positive
control BHT; ethanol extracts of plants in which elicitors were applied together and separately at
concentrations of 60 to 80 pg/mL showed higher activity than positive controls. In the CUPRAC
method, the radical scavenging activity of the extracts, especially at 150 and 200 pg/mL
concentrations of the applications in which two elicitors were used together, was found to be
higher than BHA.

Elisitor applications generally increased the radical scavenging activity in all three total
antioxidant methods compared to the group in which salt was applied alone. Therefore, in terms of
the parameters we use, the positive results of the application of biotic and abiotic elicitor together



led to the conclusion that they can be effective in eliminating the negative effects of stress
conditions.

Keywords: AgNP, antioxidant, MDA, MeJA, proline, Salvia nemorosa L.
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1. GIRIiS

Insan niifusunun 2050 yilinda yaklasik 10 milyar olacagi buna bagh olarak gida
thtiyacinin %350 oraninda artacagi ve dolayisiyla iklim degisikligi tehdidi altindaki
mevcut tarim uygulamalarinin giderek artan insan niifusunu karsilayamayacagi asikardir
(Lowry ve ark.., 2019; Mora ve ark.., 2020). Diinya genelinde su kaynaklarinin azalmasi
veya su kalitesinin diismesi nedeniyle, 6zellikle de tuzlu kosullarda {iriin iiretiminin
yonetimi kritik 6nem tagir. Tuzluluk stresi bitkilerin, 6zellikle de kurak ve yar1 kurak
bolgelerde biiylimesini ve verimini kisitlayan en onemli cevresel etmenlerden biri
olarak kabul edilmektedir (Deng ve ark., 2015). Bu alanlardaki diisiik yagmur, yiiksek
buharlasma ve diisiik drenaj kosullari topraktaki tuz konsantrasyonunu artirir ve
tuzluluk stresi olusturur (Abdel Latef, 2010). Bu nedenlerden dolayir diinyanin
kullanilabilir tarim alanlarinin yaklasik iicte birinin tuzluluk sebebiyle zarar gordiigii ve
bunun koétii sulama uygulamalari, uygunsuz tarimsal kullanim ve endiistriyel kirlilik
nedeniyle kiiresel diizeyde daha da kotiilesecegi ongoriilmektedir (Zhao ve ark., 2020).
Ulkemizde de sulamaya uygun alanlarin yaklasik 1.5 milyon hektarinm tuzluluk ve
alkalilik, 2.8 milyon hektarmm ise drenaj sorunu yagsadigi bilinmektedir. Bitki
biiyiimesinin, gelisiminin, tiretkenliginin ile veriminin azalmasina ve smirli kalmasina
neden olan bu siiregler s6z konusu oldugunda, hem saglik hem de gida ihtiyacini
karsilamada giin gectikce Onemi artan tibbi ve aromatik bitkiler de yiiksek tuzluluk

seviyelerinden 6nemli 6l¢iide etkilenir (Assaf ve ark., 2022).

Tuzluluk stresi, sodyum kloriir (NaCI) basta olmak {izere, cesitli tuzlarin kok
bolgesinde birikmesiyle olusup (Valifard ve ark., 2014; Ahanger ve Agarwal, 2017),
toprak ¢ozeltisinin ozmotik potansiyelini artirarak besin dengesini bozar ve sodyum
(Na*) ile klor (Cl) iyonlarmin birikmesinden kaynaklanan spesifik iyon toksisitesi
nedeniyle bitki biiylimesini ve gelisimini engellemektedir (Rehman ve ark., 2019). Tuz
stresinin bitkiler iizerindeki etkileri: Birincil ve Ikincil etkiler olarak simiflandirilmistir.
Ozmotik ve iyonik etkiler birincil, besin ve hormonal dengesizlikler ile oksidatif stres
ise ikincil etkiler olarak diisiintilmektedir. Tuz stresi altindaki bitkiler ozmotik stresten
otirli  stomalarin1  kapatarak su kaybin1 Onleyebilmekte, bu durum da CO:
asimilasyonunu simirlandirdigindan bitkilerin biiylimesinde olumsuz etkiye neden
olmaktadir (Yang ve Guo, 2018). Ozmotik stres, tuz uygulamalarima maruz kalan
bitkilerde tuz stresinin ilk asamasi olarak kabul edilir (Munns ve Tester, 2008). Bu

etkiler 6zellikle fotosentez ve gesitli diger temel fizyolojik ve biyokimyasal proseslerde



¢okmeye neden olur (Abdoli ve ark., 2020). Iyonik asama, ozmotik faza gore nispeten
daha yavas bir siiregtir (Munns ve Tester, 2008) ve tuzluluk stresi ardindan gelen
oksidatif stres, besin dengesizligi ve hormonal homeostasis degerlerini diisiirmektedir
(Shu ve ark., 2017; Mahmoud ve ark., 2019). Salvia hispanica, feverfew (Tanacetum
parthenium L.), ve Salvia splendens gibi tiirlerde tuzluluk stresi nedeniyle biiyiime,
kuru madde tiretimi ve verimdeki azalma ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (Raimondi ve
ark., 2017; Mallahi ve ark., 2018). Karimian ve ark., (2019) uygulanan tuz stresinin (0-
80 mM NaCl) biiylime parametrelerinde oldugu gibi (kok boyu, gévde boyu), bagil su
igerigi ve klorofil igeriginde azalmaya yol actigin1 ve Salvia splendens'te toplam fenol
ve toplam ¢oziinlir seker igerigini artirdigini bildirmistir. Gengmao ve ark. (2014)
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada 100 mM'den az tuz uygulamalarinin Salvia
miltiorrhiza‘da biiylime parametreleri lizerinde herhangi bir etkisi olmadigini ancak
kuru madde birikimini énemli dl¢iide azalttigini ifade etmislerdir. Salvia officinalis'te
tuzluluk stresi (150 mM NaCl) bitki boyu, klorofil ve esansiyel yag igeriginde diislise
neden olmustur (Es-sbihi ve ark., 2021). Na* tuzlarmin asir1 derecede artmasi ozellikle
ROT diretimi, protein bozulmasi, hormonal dengesizlik ve membran gegirgenligi
tizerinde degisikliklere neden olur (Chaves ve ark., 2009; Mahmoud ve ark., 2019;
Abdoli ve ark., 2020). Tuz stresi ayrica, temel enzimlerin aktivitelerini keserek
bitkilerde N (azot) metabolizmasini etkiler (Ashraf ve ark., 2018). Tuz stresi, morfolojik
olarak yaprak alaninda azalma, fizyolojik ve biyokimyasal olarak da fotosentetik
pigmentlerde, gaz degisim 6zelliklerinde ve foto sistem II’nin kuantum verimliliginde
diisiise neden olmaktadir (Negrao ve ark., 2017; Chang ve ark., 2019; Zhang ve ark.,
2020). Pigment etkinliginin azalmasinin bir sonucu olarak klorofil miktar1 azalmakta,
bu nedenle fotosentez hizi diiserek bitkinin biiylimesi sinirlanmaktadir (Shu ve ark.,
2013; Hassan ve ark., 2020).

Bitkiler tuzluluk stresi ile basa ¢ikmak i¢in farkli fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler mekanizmalar gelistirmislerdir (Zhao ve ark., 2020). Membran dengesini
korumaya yonelik mekanizmalardan biri olan ozmotik diizenleme siirecinde prolin,
glisin betain gibi osmotik uyumlu ¢dziinen maddelerin hiicresel konsantrasyonlarinda
artis kaydedilmistir (Chakhchar ve ark., 2015). Oksidatif stresle basa ¢ikabilen bitkiler
ROT'un zararh etkilerini azaltmak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan

aktivitelerini gelistirirler (Acosta-Motos ve ark., 2017; Bayat ve Moghadam, 2019).



Biyotik ya da abiyotik stres kosullar1 altindaki bitkiler savunma mekanizmalarin
uyaran bir takim endojen bilesikler (salisilik asit, etilen, absisik asit, sitokininler,
jasmonatlar, vb.) iiretmektedir. Jasmonik asit (JA) ile onun metil esteri olan metil
jasmonatin (MeJA) yiiksek yapili bitkilerde aktif savunma mekanizmasinda rol alan ve
bitki olgunlagmasini, hayatta kalmasini diizenlemek i¢in gelisimsel etkilesimleri kontrol
eden onemli fitoaleksinler oldugu onceki ¢alismalarla ortaya konmustur (Theis ve
Lerdau, 2003; Patel ve Krishnamurthy, 2013; Assaf ve ark., 2022; Wen ve ark., 2023).
Son yillarda yapilan ¢alismalarin ¢ogu JA’nin bitki olgunlasma ve gelisimindeKi roliinii
anlama tizerine odaklanmis, jasmonatlarin birincil kok biiyiimesi, yaprak senesensi ve
tireme gelisimi gibi ¢ok sayida 6nemli fizyolojik stireg ile iligkili oldugu rapor edilmistir
(Wasternack ve Hause, 2007; Kim ve ark., 2015). Tuzluluk, kuraklik ve sicaklik
(diistik/yiiksek) basta olmak flizere bir¢ok abiyotik stres kosullar1 altindaki farkli
bitkilerde test edilen JA’larin ekzojen uygulamasi, bitkilerin stres toleransini
iyilestirmede etkili olmustur (Ahmad ve ark., 2016). Arabidopsis, arpa, bugday, misir ve
inci daris1 bitkileri lizerinde yliriitiilen c¢aligmalarda, JA’nin stres kosullarma karsi
toleransi olumlu yonde etkiledigine dair raporlar mevcuttur (Awan ve ark., 2020; Wang
ve ark., 2021). Inci darisi, soya fasiilyesi ve bugday bitkileri {izerine yapilan farkli
caligmalarda kuraklik stresine maruz birakilan bitkilere absisik asit (ABA) ve JA
ekzojen olarak uygulanmis. Bu caligmalarda ABA ile kiyaslandiginda JA
uygulamasinin, bitki taze ve kuru agirligi, kok uzunlugu ve siirgiin uzunlugunu daha iyi
gelistirdigi, MDA ve H:0: igerigini pozitif bir sekilde etkiledigi belirlenmistir.
Aragstiricilar kuraklik stresinin azalmasinda JA’nin ABA’dan daha belirgin bir etkisi

oldugunu bildirmislerdir (Ruan, 2019; Awan ve ark., 2020).

Tuz stresi ile iligkili olarak bitki verimliligindemeydana gelen kayiplar kiiresel
anlamda yaklasik %50 oranindadir (Zhao ve ark., 2020). Tuzluluk saglik, tarim ve gida
giivenligi lizerinde dogrudan etki yarattigi i¢in toleransimnin saglanmasi hayati 6nem
tasimaktadir. Son yillarda, hizla gelisen bir alan olan nanoteknolojinin benimsenmesi ile
stirdiiriilebilir bitki liretimi i¢in hayati 6nem tasiyan ¢oziimler sayesinde kayda deger bir
ilerleme saglanmistir (Tripathi ve ark., 2017; Hofmann ve ark., 2020). Nanopartikiiller
(NP) genel olarak, bitki biliyiimesini ve verimini artirmaya yonelik in vitro kosullarda
strese karst direng saglanmasi amaciyla kullanilan malzemelerdir.. Ayrica tarimda
giibrelerin, bitki oldiiriiciilerin, bocek ilaglarinin verimli ve kontrollii bir sekilde

dagitimi ve su tutma kapasitesi gibi toprak fiziko-kimyasal 6zelliklerinin iyilestirilmesi



i¢in de kullanilmaktadir (Vishwakarma ve ark., 2018; Rastogi ve ark., 2019). NP, ¢ap1 1
ile 100 nm arasinda olan ¢ok ince pargacikli bir maddedir. NP’ler, daha biiyiik boyutlara
sahip aynt maddeden oldukga farkli benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olup
(Cele, 2020) fiziko-kimyasal veya biyolojik ¢esitli yontemlerle sentezlenebilirler (Singh
ve ark., 2018). Yapilan arastirmalarda NP’nin avantajli yonleri 6n plana ¢ikarilmasina
ragmen, g¢evre kirliligi, hayvan ve insan saghgiyla ilgili bazi riskleri de tasidiginm
vurgulamaktadir (Rai, 2018). Ciinkii, bitkilerin NP’ lerin belirli konsantrasyonuna
maruz kalma durumunun zararh etkilere neden olabilecegi de rapor edilmistir (Tripathi
ve ark., 2017; Vishwakarma ve ark., 2018). Yiiksek konsantrasyonlardaki glimiis
nanopartikiil (AgNP) bugday genotiplerinde fototoksik etki yaparak foto sistem I
aktivitesini bozmus ve kloroplast hasarina yol agmistir (Rastogi ve ark., 2019). Fakat
tim bu olumsuzluklara ragmen tarim sektoriindeki nanopartikiil uygulamalari, normal
kosullarda iirlin iiretkenligini ve tuz stresi gibi olumsuz c¢evre kosullarina karsi
adaptasyonu arttirmaya yonelik umut verici tekniklerden biri olarak kabul edilir
(Ahmad ve Akhtar, 2019; Zulfigar ve ark., 2019). NP’lerin tuzluluk toleransi iizerine
etkileri ile ilgili farkli bitki tiirlerinde bir¢ok rapor mevcut olup C, K, Ca, S, Ag, Cu, Fe,
Zn, B, Si gibi ¢esitli NP'ler ile yapilan bir¢ok calismada tuzluluk stresi dahil olmak
tizere farkli ¢evresel kosullar altinda bitkilerin basarili bir sekilde gelismesine olanak
tanidig1 goriilmektedir (Rossi ve ark., 2016; Avestan ve ark., 2019; Abdoli ve ark.,
2020; Alabdallah ve Alzahi, 2020; Baz ve ark., 2020; Pinedo-Guerrero ve ark., 2020).
AgNP’ler, ayirt edici fizyokimyasal 6zellikleri (antifungal, antibakteriyel, atik su aritma
potansiyeli) vb. nedeniyle diger NP’lere oranla bir¢ok 6nemli uygulama alanina sahiptir
(Sheng ve ark., 2018). AgNP’nin ayrica bitkilerde stres kosullar1 altinda filizlenme ve
biiylime ile ilgili 6zellikleri gelistirdigi bildirilmistir (Soliman ve ark., 2020). Khan ve
ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, Pennisetum glaucum tohumlarina AgNP 6n
uygulamasi yapilmis ve bu sekilde ¢imlenen tohumdan elde edilen bitkiler, tuz kosullart
altinda yiiksek antioksidan enzim aktivitesi goOstererek, oksitleyici hasarin etkisini
azaltmiglardir. Yapilan bagka bir calismada, AgNP uygulamasi ile yaprak Na*/K* oranmi
bastirilarak, toplam flavonoid ve fenolik igeriginin artis1 saglanmigtir (Khan ve ark,
2020). Mohamed ve ark. (2017) AgNP ile 6n isleme tabi tutulan bugday tohumlarini
cimlendirip fide haline geldikten sonra tuz stresine maruz birakmislar ve sonucta
bugdayda biiylime, prolin ve ¢oziniir seker aktivitesinde iyilesme oldugunu

bildirmislerdir.



Tedavi amaciyla kullanilan birgok bitkinin igerdigi sekonder metabolitlerin
saflagtirilarak yapilarinin  aydinlatilmasi ve bunlarin farmakolojik ve biyolojik
aktivitelerinin belirlenmesi ile ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan dogal kaynakli
ilag etken maddeleri bulunmustur. Sentetik ila¢ etken maddelerine gore hem daha az
yan etkiye sahip oldugu hem de maliyetinin daha az oldugu bilinen dogal kaynakli
maddeler daha ¢ok tercih edilmektedir. Yasam siiresinin uzamasi, halkin bilinglenmesi,
saglikli beslenme gibi nedenler insanlar1 bir dost gibi gordiikleri dogaya yani bitkilere,
bitkisel iirlinlere, her gegen giin biraz daha yoneltmektedir (Faydaoglu ve Siiriictioglu,
2011). Anadolu’da eskiden beri insanlarin lokman hekim ve aktarlar denen kisiler
aracilifi ile tedavi amaciyla bitkilere basvurdugu bilinmektedir. Diinya iizerinde
ortalama 20.000 ¢esit bitki tibbi amagla kullanilmaktadir. Bunlarin da % 20’ si bitkisel
droglar olarak genis bir kullanimalanina sahiptir. Avrupa’da ortalama 2.000 cesit
bitkisel drog ticareti yapilirken, Tiirkiye’de bu say:r alt tiirler de dahil olmak tiizere
yaklasik 350 civar1 olup bunlarin da ortalama %42-43’ {iniin ihracati yapilmaktadir.
Ticareti yapilan tiirler genellikle,dogal yasam alanlarindan toplanmaktadir ancak son
yillarda bu bitkilerin tarimina ilgi olduk¢a artmigtir. Son yillarda yapilan farmakolojik
calismalar ile bu tiire ait ekstraklarinin antioksidan potansiyelleri olduk¢a ©nemli

bulunmustur (Tepe, 2008).

Diinya tizerinde 220’ye yakin cins ve 4000’e yakin tiir ile temsil edilen
Lamiaceae familyasi Tiirkiye’de 46 cins, 586 tiir ve yaklasik 239 endemik tiirler ile
temsil edilmektedir. Bu familyanin en 6nemli iiyelerinden olan Salvia, Tiirkiye’de 45’1
endemik olmak {iizere 89 tiir ile temsil edilmekte ve eski zamanlardan beri sifali bitki
olarak diinyanin bir¢ok yerinde kullanilmaktadir (Batibay, 2017). Salvia tiirlerinin
sekonder metabolitleri baslica terpenoit, steroit, flavonoit ve diger fenolik bilesiklerden
ibarettir. Ozellikle tasidiklar1 di- ve triterpenler nedeniyle antiinflamatuvar, antiviral,
antitimor aktivitelerinin yan1 sira tagidiklar1 flavonlarin antioksidan, antimikrobiyal,
sitotoksik vb. pek ¢ok aktiviteye sahip oldugu bilinen bir gercektir. Baz1 Salvia tiirleri,
gida, baharat ve aroma olarak kullanildig1 i¢in ekonomik 6neme de sahiptir (Bahadori
ve ark., 2016). Salvia adi, ¢ok ¢esitli tibbi etkileri nedeniyle “saglik” anlamina gelen
Latince “Salvare” kelimesinden koken alir (Ulubelen ve ark., 2002). Bu tiirlerden biri
olan Salvia nemorosa L. (syn. S. sylvestris), Orta Avrupa ve Bat1 Asya'da yetismektedir
(Skala ve Wysokinska, 2004). S. nemorosa'nin yapraklari harici olarak Tiirk geleneksel
tibbinda kanamay1 durdurmak igin kullanilmaktadir (Takeda ve ark., 1997). Rusya'da S.



nemorosa ve en yaygin adagayi tiirii olarak bilinen S. officinalis hemen hemen ayni
rahatsizliklar i¢in kullanilmaktadir (Daskalova, 2004).

Salvia tiirleri fenolik bilesikler agisindan zengin oldugu igin biyoaktif
bilesiklerinin izolasyonu ve karakterizasyonu tizerine bir¢ok ¢alisma mevcuttur
(Bautista ve ark., 2013; Lu ve Foo, 2002). Bu nedenle literatiirde daha ¢ok bu bitkilerin
ekstrelerine, saflastirilmis bilesiklerine ve ugucu yaglarinin antimikrobiyal, sitotoksisite,
sitma Onleyici, tlimor Onleyici ve iltihap Onleyici vb. biyolojik aktivitelerine
odaklanilmistir (Ulubelen, 2003; Farimani ve ark., 2013). Fakat cins {izerinde besin
degeri ve fonksiyonel bir gida olarak 6nemi konusunda smirli sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Bu alandaki bilgi eksikligi nedeniyle, bu calisma, olas1 farmasotik ve
gida olarak kullanimlarindan dolayr yaygin tibbi bir bitki olan S. nemorosa'nin
potansiyelini arastirmak icin temel bilgiler saglamasi acisindan Onemlidir. Ayrica
yapilan ¢aligmalarda biyotik veya abiyotik elisitorlerin ayr1 ayr1 uygulamalari kapsamli
bir sekilde arastirilmis fakat stres kosullarina yanit olarak birlikte etkilerinin (NP’ler ile
MeJA/SA) arastirildigl calismalar ¢ok kisith kalmis olmakla beraber, Salvia tiirlerinde
AgNP ve MeJA’'nin kombine etkisinin arastirildigi herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Dolayisiyla, elisitorlerin  fizyolojik-biyokimyasal ve molekiiler
diizeylerde stres toleransini yonetmedeki rollerinin gelecekteki calismalar i¢in ¢6ziim
odakli olacag diisiiniilmektedir. Tiim bu nedenlerden dolayi, bu tez ¢alismasinda NACI
stres faktori altindaki S. nemorosa bitkisinde AgNP ve MeJA elisitorlerinin ayri ayri ve
birlikte uygulamasi yapilarak bazi 6nemli fizyolojik, biyokimyasal ve antioksidan

kapasitelerin degerlendirilmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Biyotik ya da abiyotik stres kosullar1 altinda bitkiler savunma mekanizmalarini
uyaran salisilik asit (Malamy ve Klessig, 1992; Patel ve Krishnamurthy, 2013), etilen
(Ohtsubo ve ark., 1999) ve jasmonatlar (Farmer ve Ryan, 1992; Gundlach ve ark., 1992;
Hiraga ve ark, 2000) gibi bir takim endojen bilesikler liretmektedir. Jasmonik asit ile
onun metil esteri olan metil jasmonatin, yiikksek yapili bitkilerin savunma
mekanizmasinda aktif bir sekilde rol alan 6nemli fitoaleksinler oldugu calismalarla
ortaya konmustur. (Theis ve Lerdau, 2003; Patel ve Krishnamurthy, 2013). Fenolik
bilesiklerin tibbi amaca yonelik kullamimlari nedeniyle, s6z konusu bilesiklerin
birikimini arttirmak i¢in Salvia tiirlerinde birkag elisitor (biyotik ve abiyotik) kullanarak
caligmalar yapilmistir (Yan ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2013; Xing ve ark., 2018).
Elisitorler, fenolik metabolitler de dahil olmak iizere savunma ile ilgili metabolitlerin
sentezi ve birikiminin artmasina neden olan stres tepkilerini uyarabilen maddelerdir
(Naik ve Al-Khayri, 2016; Narayani ve Srivastava, 2017). Abiyotik elisitorler olarak
kullanim potansiyeline sahip nanopartikiiller de, bitkilerde biyoaktif bilesiklerin
uyartlmasinda ve fitokimyasallarin biyosentezinde yer alan genlerin ekspresyonunu
indiiklemedeki aktif rolleri hakkinda ki veriler arastiricilar tarafindan bildirilmistir
(Zhao ve ark., 2017; Barrios ve ark., 2017; Singh ve ark., 2018; Karakas ve ark., 2020).

Yapilan aragtirmalar Ag* ve MeJA uygulamalarinin bitkilerde toplam fenolik,
flavonoid ve antioksidatif aktivite etkinligini arttirdigini gostermistir (Park ve ark.,
2016; Xing ve ark., 2018; Ghimire ve ark, 2019; Goncalves ve ark., 2019). Yan ve ark,
(2006) 15 mM Ag*nin Salvia miltiorrhiza kok kiiltiirlerinde fenolik asit birikimine

olumlu etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Sahar ve ark. (2011) farkli konsantrasyonda (0, 4, 8 ve 12 ds/m'lik) NaCl
uygulamasi yapilana ¢alismada Salvia resanlis L. tiiriinde toplam seker, protein ve
prolin igerigi tizerine 0, 1, 2 ile 4 mM salisilik asit etkisini degerlendirmislerdir.
Arastiricilar, salisilik asit uygulamasi ile birlikte yapraklarda ¢6ziiniir glikoz, fruktoz ve
prolin seker miktarinin Onemli diizeyde artis gosterdigini bildirmislerdir. Stres
kosullarinda, bitkideki ozmotik diisiise bagl olarak prolin ve seker miktarindaki arts,
susuzluga karsi toleransin artmasina ve dolayisiyla bitki gelisiminin hizlanmasina yol

actig1 ifade edilmistir.



Genellikle bitkilerin birgogu stres kosullar1 altinda yasamlarini devam ettrimek
i¢in gesitli ikincil metabolit tiretimini artirirlar. Mansour Ghorbanpour (2015) tarafindan
yapilan c¢alismada Salvia officinalis bitkisine uygulanan farkli konsantrasyonlarda
((kontrol, 0, 10, 50, 100, 200 ve 1000 mg) TiO. nano-partikiillerinin etkisi
degerlendirilmistir. 100 ve 1000 mg’lik TiO. uygulamasindaki bitkilerde en yiiksek
oranda toplam fenolik ve flavanoid igerigini tesvik etmistir. Ayni arastiricilar
S.officinalis  bitkilerinde Nano-TiO. uygulanmasmin, antioksidan biyosentezini
uyardigin1 ve ikincil metabolizmay1 gelistirmek {izere bir elisitor gorevi gordiigiinii

ifade etmistir.

Tibbi uygulamalar agisindan biyolojik aktif fitokimyasallar olan fenolik
bilesikler, Salvia tiirlerinin ana ikincil metabolitleri arasinda yer almaktadir. Attaran
Dowom ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, Salvia virgata Jacq. siirgiin
kiiltiirlerine ayr1 ayri uygulanan Ag" iyonlari, maya ozii ve MeJA’nin etkisi toplam
fenolik, flavonoid ve fenolik asit birikimi bakimindan incelenmistir. Arastiricilarin elde
ettigi verilere gore, MeJA ve Ag® iyonlarinin, S. virgata'nin rejenere edilmis
kiiltiirlerinde rasmonik asit gibi degerli fenolik asitlerin iiretimini uyarma yetenegine

sahip oldugu rapor edilmistir.

Abdel Kareem ve ark. (2017) tuz stresine maruz biraktiklar1 bugday bitkisine
farkli konsantrasyonlarda AgNP (0, 2.0, 5.0 ve 10.0 mM) uyguladiklar1 g¢alismada,
AgNP’nin disiik konsantrasyonlari (0.2-0.5 mM) toplam ¢6ziiniir seker ve prolin
iceriginin kontrol grubuna gore artirdigimi, CAT ve POD aktivitesini azalttigin
bildirmislerdir. Arastiricilar elde ettikleri sonucglar 1s18inda, AgNP uygulamasinin
bugday bitkisinde tuz toleransimi arttirdigini, AgNP'nin stres kosullar1 altinda uzun

vadeli tepkisinin daha fazla arastirilmasi gerektigini ifade etmislerdir.

Reyhan (Ocimum basilicum L.) bitkisinde 25 ve 50 mM konsantrasyonda
NaCl’'nin baz1 biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik degiskenleri iizerine 0.5 mM
salisilik asit uygulamasinin etkisi incelenmistir. Sadece NaCl stres faktoriine maruz
birakilan bitkilerde bitki boyu, yas agirlik, pigment igerigi ve enzim aktivitesinin
azalmasina karsin MDA ve ugucu yag icerikleri artmistir. SA uygulamasindan sonra
morfolojik parametreler ile pigment icerikleri genel olarak degiskenlik gostermezken,
antioksidan enzim aktiviteleri, MDA ve ugucu yag igerikleri artis gostermistir. Tuz stres
faktorlinlin reyhan bitkisinde yol actigr hasara karst SA’nin iyilesme sagladig: ifade
edilmistir (Kaya ve Inan, 2017).



Tuzluluk stres faktorii altindaki asma bitkilerinde, stresin yol actig1 zarar ve bu
zararlart iyilestirebilen uygulamalarin arastirildigi ¢alismada (Odabasioglu ve ark.,
2018), yapraktan uygulanan salisilik asit, MeJA, humik asit bitki agirligi, bitki boyu,
prolin igerigi gibi degiskenler bakimindan tuz stresinin etkisini azaltmada

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Salvia officinalis L.’nin tohum kiiltiirlerinde ugucu yaglar iizerine jasmonik asit
ile salisilik asit elisitorlerinin etkisinin arastirildig1 ¢alismada, iki elisitér uygulamasinin
da (6zellikle JA igin 0.1051 ile 0.2102 g/L ve SA i¢in 0.138 g/L konsantrasyonlari)
esansiyel yaglarda artiga yol agtig1 rapor edilmistir (Yadegari, 2018).

Oguz (2019) yaptig1 ¢calismada, Karahan- 99 ile Kinaci- 97 bugday c¢esitlerinde
tuz stresi ile jasmonik asitin birlikte etkisini incelemistir. Tuz uygulamasi yalpan
cesitlerin klorofil-a, klorofil-b ve prolin igerigi aktivitelerinde azalma, tuz+Jasmonik
asit uygulamalarinda iseparametrelerde iyilesme goriilmiistiir. Arastirma tuz stresinin
yol actigi zararli etkinin giderilmesinde jasmonik asitin etkili oldugu sonucuna

varmaistir.

Tura (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Glycine max. L. Merr. (soya)
tohumlar1 0.25, 0.50, 0.75 ve 1.0 mM konsantrasyonlarda salisilik asit uygulamalarina
maruz birakilarak ¢imlenme, fide gelisimi ile bazi fizyolojik degiskenler iizerindeki
etkileri incelenmistir. Yiiksek SA konsantrasyonlarmin (0.75 ile 1.0 mM) ¢imlenme,

klorofil, MDA ve prolin igeriklerinde kayda deger olumlu etki sagladig: ifade edilmistir.

Fatemi ve ark. (2019) Salvia khuzistanica'nin nodal segment kiiltiirlerinde MeJA
elisitoriiniin PAL, TAT, HPPR ve RAS genlerinin ekspresyon seviyelerini uyardigini
belirtmislerdir. Arastiricilar. MeJA’nin bir elisitér olarak reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) siipiiriilmesi ve lipid peroksidasyonu derecesinin iyilestirilmesinden sorumlu

olabilicegini ifade etmislerdir

Salvia officinalis L. bitkisinde farkli konsantrasyonlarda jasmonik asit ve
titanyum dioksit nanopartikiillerinin etkisinin incelendigi calismada esansiyel yag,
klorofil (a ve b), toplam klorofil miktar ile bagil su icerigi ile GPD, SOD ve CAT gibi
antioksidan enzim aktivitelerinin kontrol grubuna gore 6nemli ol¢iide artis gosterdigi
bildirilmistir. Arastiricilar  iki  elisitor uygulamasimin ayr1 ayr1  kullanilmasinin
antioksidan sistem ve fizyolojik 0Ozellikler bakimindan olumlu etki yarattigin

vurgulamistir (Mazarie ve ark., 2019).
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Obayes ve Naji (2020) tarafindan yapilan ¢alismada glimiis nanopartikiillerinin
(AgNP) uygulandigi Salvia officinalis L’nin in vitro kiiltiirlerinde superoksit dismutaz
ve katalaz enzim aktivitelerinde artis saglandigi; 20 mg/L AgNP uygulamsinda CAT ve
80 mg/L AgNP uygulamasinda ise SOD aktivitesi en yiiksek diizeye ulastigini ifade
etmislerdir. Arastiricilar AgNP ‘nin diisiik konsantrayonda bile biyoaktif bilesiklerin

tiretimi i¢in kullanilabilir oldugunu belirtmislerdir.

Son yillarda fitohormon olarak jasmonik asit (JA) ve tiirevlerinin rolleri,
bitkilerde stres savunmasinin yani sira gelisimine de katki saglayan 6nemli bilesikler
olarak kabul gormiis ve JA ile ilgili arastirma sayisi hizla artarak bitkilerdeki 6nemi
vurgulanmigtir. JA'nin kok biiylimesi, iireme organlarimin biiyiimesi ve hatta bitki
senesensi gibi ¢esitli fizyolojik siiregleri de kontrol ettigini artik bilinmektedir.
Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana ve Oryza sativa L. bitkilerinde yapilan
caligmalarda JA biyosentezi ile sinyal yollarinin ¢evresel streslere yanit vermedeki rolii

vurgulanmigtir (Ghorbel ve ark., 2021).

Pesaraklu ve ark. (2021) tarafindan yapilan calismada, MeJA ve Ag"
uygulamasi’nin S. officinalis ve S. verticillata'daki toplam fenolik ve toplam fenolik asit
iceriginde olumlu etkisi bildirilmistir. Arastiricilar elde ettikleri verilere gore AgNO3
(15 mM) ve MeJA (50 mM) uygulamalarinin her iki Salvia tiirlinde de dort baskin
fenolik asit olan rasmonik asit (RA), salvianolik asit A (Sal-A), salvianolik asit B (Sal-

B) ve kafeik asitin (CA) birikimini uyardigini ve arttirdigini gostermistir.

Cuminum cyminum L. (Kimyon) bitkisi farkli konsantrasyonlarda gibberellik asit
(GA3) ve metil jasmonat (MeJA) uygulamalarina maruz birakilarak ugucu yag kalitesine
olan etkisi arastirillmistir (Sanh ve ark. 2021). Bu kapsamda gruplar halinde bitkilere 0,
50, 100 ve 150 ppm GA3 ile 0, 0.5, 1.0 ve 1.5 mM MeJA uygulanmistir. Genel olarak
her iki uygulamaninda ugucu yag kalitesine etkisi olumlu ancakdoza bagli olarak

degiskenlik gostermis en yliksek etkiyi MeJA uygulamalari tesvik etmistir.

Shoja ve ark. (2022) Salvia tebesana bitkisinden elde ettikleri kalluslarda
titanyum nanopartikiil (10, 60 ve 120 mg) ve metil jasmonat (50, 100 ve 200 pm)
uygulamalarinin fenolik bilesik, flavonoidler ve antioksidan aktivite tizerindeki
etkilerini arastirmislardir. 10 ve 60 mg nano-TiO2 ile 50 uM Meja uygulanan S.

tebesana kalluslarinda fenolik bilesenlerin tiretimi 6nemli 6l¢iide tesvik edilmistir.
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Bayat ve ark. (2022) yaptiklar1 diger bir ¢calismada, Salvia lavandulifolia bitkisi
lizerinde tuz stresini aragtirmislardir.Tuz uygulamasi bitkinin biiylime 6zelliklerini
onemli Olgtide etkileyerek, klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igeriginin kontrole
gore yiiksek oranda azaltmistir. Ancak ¢alismada kullanilan her bir tuz konsantrasyonu

toplam fenolik madde igerigini artirmistur.

Melisa (Lippia alba) bitkisindeki ugucu yaglarin morfofizyolojik ozellikleri ve
igeriginde meydana gelen degisimleri incelemek igin Silva-Santos ve ark. (2023)
yaptiklar1 c¢alismada, bitkilere MeJA (0, 1, 2 ve 4 mM) ve SA (0, 1, 2 ve 4 mM)
elisitorlerini yapraktan piiskiirtme seklinde uygulamislardir. Elisitérlerden MeJA igin 2
mM ve SA i¢in 4 mM’lik uygulamasi ikincil metabolizmayr ve monoterpenler,
seskiterpenler ile fenilpropanoidler gibi belirli molekiillerin iiretimini uyarma

potansiyeline sahip oldugu ifade edilmistir.

Literatiir taramalarinda da goriildigli lizere Lamiaceae familyasina ait tiirlerde
yapilan ¢alismalar daha ¢ok biyoaktif bilesenlerin izolasyonu/karakterizasyonu,
antimikrobiyal, sitotoksisite, anti-sitma, anti-tiimor, kardiyovaskiile, anti-inflamatuar
gibi 6zleri ve ugucu yaglarinin biyolojik aktiviteleri tizerine odaklanmistir (Lu ve Foo,
2002; Ulubelen, 2003; Bautista ve ark., 2013; Farimani ve ark., 2013). Bununla birlikte
antioksidan kapasiteyi arttirmaya yonelik yapilmis calismalar oldukg¢a smirli sayida
kalmistir. Salvia nemorosa ile ilgili bu kapsamda yapilan ¢alisma ise yok denecek
diizeydedir. Bu nedenle bu tiirlerin fizyolojik, biyokimyasal ve antioksidan
kapasitelerinin degerlendirilmesi ile ilgili yapilan ya da ilerde yapilacak caligmalar
literatiirdeki bu ac¢ig1 kapatmaya katki saglayacaktir. Tim bunlar g6z Oniinde
bulundurularak, bu tez ¢alismasinda tuz stres faktorii etkisindeki Salvia nemorosa
bitkisinde bir nanopartikiil olan Ag-NP ile Metil jasmonat elisitorleri uygulanarak bazi
onemli fizyolojik ve biyokimyasal kapasiteleri tiizerindeki etkisinin belirlenmesi

amaclanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Lamiaceae familyasinin bir {iyesi olan, tilkemizde “Adagay1r” olarak
isimlendirilen, ekonomik ag¢idan da 6nemli tiirler barindiran Salvia genusu farmakoloji,
kozmetik, gida sektorlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Bayan ve Geng, 2016;
Yilar ve ark., 2017).

Salvia cincine ait olan Salvia nemorosa L. ¢ok yillik otsu bir bitki olup Dogu
Anadolu Bélgesi’nde yayilis gosterir. Ulkemizde yoresel isimleri genel olarak ¢ol ¢ayr,
kara ot, adacayi, gehares, siyah ot, gemdas ve gemtas olarak bilinir. Halk arasinda
soguk alginhiginda, gri boya elde etmede, kanamay1 durdurmada, yara tedavisinde ve
cay yapmminda kullanilir. Rusya'da S. nemorosa, Salvianin en yaygin tiirii olan S.
officinalis ile geleneksel tipta hemen hemen ayni rahatsizliklar igin kullanilmaktadir
(Altundag, 2009).

Bu tez ¢alismasinda baslangi¢c materyali olarak S. nemorosa’nin olgun tohumlari
kullanilmis olup (Sekil 3.1), deneysel analizler Batman Universitesi Merkezi
Laboratuvar Uygulama ve Arastirma Merkezi ile Batman Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Arastirma Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

Sekil 3.1. Baslangi¢ materyali olarak kullanilan S. nemorosa L’nin olgun tohumlari


https://batman.edu.tr/Birimler/1204
https://batman.edu.tr/Birimler/1204
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-Salvia nemorasa’nin Takson Hiyerarsisi
Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Classis: Magnoliopsida

Subclassis: Asteridae

Order: Lamiales

Family: Lamiaceae

Genus: Salvia

Species: Salvia nemorosa L.

3.2. Yontem
3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi
Hoagland Besin Cozeltisi

Y4 Hoagland (Hoagland ve Arnon 1938) besin ¢6zeltisi igin; litre basina toz
haldeki “Hoagland’s No. 2 Basal Salt Mixture”den 0.4 gram (g) tartilarak toplam hacim
1 1t olacak sekilde distile suda eritildi.

NaClI Cozeltileri

100 mM tuz ¢ozeltisi icin; 23.4 g toz NaCl tartilarak, 4 It 4 Hoagland besin
¢Ozeltisine ilave edilerek eritildi.
Standart Cozeltiler

2.6-di-t-biitil-1-hidroksitoluen (BHT) i¢in 10 mg BHT 10 ml etanol iginde
coziilerek, 1000 ppm’lik BHT ¢ozeltisi hazirlandi.

2-t-biitil-4-hidroksianisol (BHA) i¢in 10 mg BHA 10 ml etanolde ¢oziilerek,
1000 ppm’lik BHA ¢ozeltisi hazirlandi.

Askorbik Asit (AA) i¢in 10 mg L-askorbik asit 10 ml distile suda ¢oziilerek,
1000 ppm’lik AA ¢ozeltisi hazirlandi.

3.2.2. Bitkisel Materyalin Yetistirilmesi

Bu tez calismasinda ylizey sterilizasyonundan once benzer olgunluk ve
goriiniimde olan S. nemorosa tohumlar segilerek, baslangic materyali olarak kullanildi.

Tohumlar, %5°lik sodyum hipokloritte (NaOCI) 2 dk bekletildikten sonra steril saf su
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ile iyice c¢alkalanarak NaOCI’den arindirildi. Bu islemden sonra tohumlar,
toprak:torf:perlit (3:3:1) iceren saksilara ekilerek, kontrollii kosullarin saglandig bitki
biiylime odasinda gelismeye birakildi.

3.2.3. Stres Faktorii ve Elisitor Uygulamalar:

Saksilara ekimi yapilan tohumlar, tarla su kapasitesi baz alinarak yaklasik 10

yaprakli hale gelinceye kadar % Hoagland besin ¢dzeltisi ile sulandi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Salvia nemorosa bitkilerinin biiyiime odasinda iki aylik gelisimi

Istenilen biiyiikliige erisen bitkiler 100 mM NaClI igeren % Hoagland besin
cozeltisi ile 10 glin boyunca sulandi. Kontrol gruplarindaki bitkiler, NaCIl i¢cermeyen
¢ozelti ile ayn1 zaman ve Olclide sulandi. Bu siirenin sonunda hazirlanan saksilar;
“Kontrol, sadece 100 mM NaCl, 100 mM NaCI + 50 uM MeJA, 100 mM NaCI + 10
uM AgNP ve 100 mM NaCI + 50 uM MeJA + 10 uM AgNP” olacak sekilde bes gruba
ayrildi (Sekil 3.3). Hazirlanan elisitorler yapraktan piiskiirtme yontemi ile bitkilere
uygulandi. 10. giinii takiben bitkiler hasat edilerek toprak alt1 ve toprak {istli kisimlari
birbirinden ayrildi, bir kismi1 kurumaya birakildi ve diger bir kismi da sivi azot ile
havanda ezilerek 6giitiildi (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5). Film kutular1 igerisine yerlestirilen

ornekler etiketlenerek, analiz zamanina kadar -80°C’de muhafaza edildi.



KONTROL NACI NACHMelA NACIH+AgNP ‘ NACHMelA+AgNP
Sekil 3.3. Salvia nemorosa bitkilerinde yapilan uygulamalar

D AR et

Sekil 3.4. Salvia nemorosa bitkilerinin analize Sekil 3.5. Salvia nemorosa bitkilerinin analize
hazirlik i¢in siv1 azotta 6giitiilmesi hazirlik i¢in kurutulmasi

100 mM NacClI stresi faktoriine maruz birakilan S. nemorosa bitkilerinde stresin
olumsuz etkisinin giderilip giderilmediginin belirlenmesi amaciyla yapilan elisitor
uygulamalari (50 uM MelJA ile 10 uM AgNP) sonucu elde edilen bitkilerde;

fotosentetik pigment icerikleri,

lipid peroksidasyonu derecesi,

prolin icerigi,

toplam antioksidan kapasiteleri (DPPH, CUPRAC, ABTS),

toplam fenolik ve flavonoid icerigi

analizleri yapilarak karsilastirmali bir sekilde degerlendirilmistir.
3.2.4. Fotosentetik Pigment iceriklerinin Belirlenmesi

Klorofil a, Klorofil b, toplam karotenoid ve toplam klorofil igerigindeki
degisimleri belirlemek igin rastgele alinan 0.25 g taze yaprak ornekleri 2 ml %80'ik
aseton ile homojenize edildi (Arnon, 1949), homojenant filtre kagidindan
stizdiiriildiikten sonra %80°lik aseton ile 5 ml'ye tamamlanmis ve 5000 rpm’de 5 dk

santrifiij edilmistir. Daha sonra 6rneklerin absorbanslar1 klorofil-a i¢in 663 nm, klorofil-
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b i¢in 645 nm ve toplam karotenoid icin 480 nm’de spektrofotometrik olarak

Olciilmiistiir.

Fotosentetik pigmentlerin miktarlar1 asagidaki esitliklere (3.1, 3.2 ve 3.3) gore

hesaplandi:
mg klorofil-a/gr doku= [4ass3 X 12.70 — A aeas X 2.69] (V/1000xW) (3.2)
mg Klorofil-b/gr doku=[4aess X 22.90 — A aee3 X 4.68] (V/1000xW) (3.2)

mg toplam karotenoid/gr doku=[4a4s0 + Aasss X 0.114 — Aasss X 0.638/112.50]

(3.3)
(V/1000XW)

Burada;

A: ekstraktin belirtilen dalga boyundaki absorbans degerini,
V: %80’lik asetonun ml olarak son hacmi,

W: ekstre edilen dokunun gr olarak taze agirhigini géstermektedir.

3.2.5. Malondialdehit I¢eriginin Belirlenmesi

Lipit peroksidasyonunun 6l¢iisii olan MDA igerigi Ohkawa ve ark. (1979)’ne
gore belirlenmistir.Orneklerden 100 mg tartilarak, iizerine 2 ml %5'lik trikloroasetik asit
(TCA) eklenerek homojenizasyon saglanmistir. Hazirlanan bu karisim 25 °C 12000
rpm'de 20 dakika siire ile santrifiij edilmistir. 0.4 pul siipernatant ve i¢inde %0.5 oraninda
tiyobarbitiirik asit (TBA) bulunan 0.4 pl %20'lik TCA ¢ozeltisi iceren reaksiyon
karisimi, 95 °C' lik sicak su banyosunda 1 saat tutulduktan sonra reaksiyonu durdurmak
amaciyla buz banyosuna konulmus 10000 rpm de 10 dakika santrifiijlenerek
karisimlarin absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometre yardimiyla 532 nm dalga
boyunda kore karst okunmustur. Yaprak dokularindaki MDA miktari, standart 1,1,3,3-
Tetraethoxypropane (MDA) grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak hesaplanmistir
(Sekil 3.6).
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0,3

0,25 y = 0,0023x +0,0241
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0,2

0,15

0,1

Absorbans (532 nm)
:

Konsantrasyon (nM)

Sekil 3.6. MDA standart egrisi

3.2.6. Prolin iceriginin Belirlenmesi

Prolin miktar1 spektrofotometrik olarak AsitNinhidrin metodu ile belirlenmistir
(Bates ve ark., 1973; Ghoulam ve ark., 2002). 100 mg taze yaprak ornegi %40°lik 2 ml
metanol ile ekstrakte edilmis 1 ml ekstrakt, 1 ml glasiyal asetik asit ve 6 M ortofosforik
asitten (3:2 v/v) olusan karisim tiizerine 25 mg ninhidrin ilave edilerek 1 saat siire ile
100 °C de inkiibasyona birakilmigtir. Sonraki karisimlarin bulundugu tiipler sogutularak
5 ml toluen ilave edilmistir. Yaprak orneklerinin prolin miktarimin belirlenmesi i¢in
tiiplerin Uist kisminda olusan fazin absorbans degeri 528 nm dalga boyunda Sl¢lilmiistiir.
Orneklerin prolin miktar1, L-prolin standard: kullanilarak hazirlanan grafik yardimiyla

(Sekil 3.7) hesaplanmis ve mmol g taze agirlik olarak ifade edilmistir.

0,45

0,4

y =1,4061x + 0,0298

0,35
’ R?=0,9971

0,3 .
0,25 ....._,.....

0,2

0,15 e .

Absorbans (528 nm)

0,1 ‘

0.05 Q.-

Sekil 3.7. L-Prolin standart egrisi
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3.2.7. Toplam Fenolik Madde I¢erigi

Toplam fenolik icerigi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilmak {izere gallik asite es
deger olarak tespit edilmistir (Slinkard ve Singleton, 1977). Ekstrelerin 1000 ppm
konsantrasyonda ¢6zeltileri hazirlanarak 100 pg ekstre igeren 6rnek ¢ozeltileri distile su
ile 4.6 mL’ye tamamlanmis, bu karisima 100 pL Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ve 3
dakika sonra %?2’lik Na2COs ¢ozeltisinden 300 pL ilave edilerek oda sicakliginda iki
saat boyunca inkiibe edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit
cozeltileri i¢in de ayni1 islem uygulanarak inkiibasyon sonrasinda 760 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6l¢iim alinmistir. Ekstrelerin toplam fenolik icerikleri standart gallik

asit grafiginden elde edilen gallik aside es deger (GAE) esitlik (Sekil 3.8) olarak

hesaplanmustir.

0.1
0,09 y = 0,0099x +0,0068
0,08 R? = 0,9913
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

Absorbans (760 nm)

0 2 4 6 8 10
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.8. Gallik asit standart egrisi

3.2.8. Toplam Flavonoid Icerigi

Toplam flavonoid miktarlar1 kersetine esdeger olarak aliiminyum nitrat yontemi
ile belirlenmistir (Moreno ve ark., 2000). 1000 ppm’lik kersetin ¢ozeltisi hazirlanmis,
bu ¢ozeltiden 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ve 200 pL alinarak hacimleri %80’lik
etanol ile 4.8 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra karigimin iizerine 0.1 mL 1 M
potasyum asetat ve bir dakika sonra 0.1 mL %10’luk aliiminyum nitrat ilave edilerek 40
dk.’lik  inkiibasyon siiresinden sonra 415 nm’de kontrole kars1 UV
spektrofotometresinde absorbanslar1 okunmustur. Ekstrelerin toplam flavonoid igerikleri

standart kersetin grafiginden elde edilen esitlik (Sekil 3.9) kullanilarak hesaplanmaistir.
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Sekil 3.9. Kersetin standart egrisi

3.2.9. Toplam Antioksidan Aktivite Icerigi

DPPH yonteminde; ekstrelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlenmistir (Blois, 1958). %0.004
DPPH ¢ozeltisine etanolde ekstrekte edilmis farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bitki
orneklerinden 40 pl eklenerek karanlikta oda sicakliginda 30 dakika bekletilmis, 517
nm dalga boyunda spektrofotometrik dl¢iim alindiktan sonra (Sekil 3.10 ve Sekil 3.11)
asagidaki esitlik kullanilarak serbest radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon)
hesaplanmustir.

ABTS katyon radikali giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonik asit) kullanilarak belirlenmistir. ABTS, K2S;0s, MnO2, H20, gibi giiclii
yiikseltgenler ile tepkimeye sokulup ABTS™ olusturulur. 7 mM ABTS ¢ozeltisi tizerine
K>S20g eklenmis, oda sicakliginda karanlikta 16 saat bekletilmis ve 734 nm dalga
boyunda absorbansi 0.7 olacak sekilde etanol ile seyreltilmistir. 160 ul ABTS®
reaktifine farkli konsantrasyonlardaki 6rneklerden eklenerek karanlikta bekletilmis, 734
nm dalga boyunda 6l¢lim alinmistir. Asagidaki esitlik kullanilarak ABTS katyon radikali
giderim aktivitesi (% inhibisyon) hesaplanmigtir (Ree ve ark., 1999).

CUPRAC yonteminde ise, orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu(II)-
Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(l)-Nc¢ kelatina indirgenir ve bu kelatin 450 nm
dalga boyunda absorbansi 6l¢iiliir (Apak ve ark., 2004). Calismada her bir 6rnek iizerine
CuCl,.2H>0, neokuprin ve amonyum asetat tamponu eklenmis, 1 saat sonra 450 nm

dalga boyunda absorbans 6l¢iilmiis ve kontrole kars1 degerlendirilmistir.
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Her ii¢ antioksidan aktivite yontemi dl¢limlerinde 6rneklerin absorbans degerleri
kontrole karsi degerlendirilmis olup, standart olarak; Askorbik asit, BHA ve BHT
kullanilmistir. DPPH ve ABTS yontemleri icin elde edilen absorbans degerleri Formiil
(3.4)’e gore yerlestirilerek inhibisyon yiizdesi (%]I) hesaplanmigtir.

%l= (Akontrol - Aémek/Akontrol) x 100 (34)

Burada;
Axontrol kontrol tiipiiniin (test bilesikleri disinda tiim ayiraclar1 igeren tiip) absorbans
degeri,

Asmek her bir konsantrasyon i¢in hazirlanan tiipiin absorbans degerini ifade etmektedir.

Sekil 3.11. Orneklerin spektrofotometrik dlgiimii



21

4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1. Fotosentetik Pigment Iceriklerinin Belirlenmesi

S.nemorosa bitkilerinde 100 mM NaCl uygulamasinin fotosentetik pigment
icerigindeki degisimlerin belirlenmesi amaciyla klorofil-a i¢in 663, klorofil-b i¢in 645
ve toplam karotenoid i¢in 480 nm’deki absorbanslar spektrofotometrik olarak dlglilmiis

ve sonuglar Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Kontrol, 100 mM NaCl, 100 mM NaCl+50 uM MeJA, 100 mM NaCl+10 uM
AgNP ile 100 mM NaCl+10 uM AgNP+50 uM MeJA uygulamalarina ait bitkiler
klorofil-a ve klorofil-b igerikleri bakimidan kontrol grubu ile karsilagtirildiginda en
diisiik degere sadece NaCI’nin oldugu (100 mM NaCl) uygulamada, 100 mM NaCl+50
uM MeJA ile 100 mM NaCl+10 uM AgNP+50 uM MeJA uygulamalarinda ise en
yiikksek degerlere ulasilmistir ve yiiksek degerlerin elde edildigi uygulama sonuglari

istatistiki olarak da benzer bulunmustur.

Cizelge 4.1. S. nemorosa bitki ekstrelerinin fotosentetik pigment icerikleri”

. . Toplam
Ekstreler (llfr: o/rolel’;\a; (P;: o;‘olel’—At; Karotenoid
g/9 9/9 (mglg TA)
Kontrol 1,43+0,08 @ 0,71+0,032 3,91+0,07 P
100 mM NacCl 1,25+0,07 P 0,54+0,07°¢ 3,41+0,06°
100 mM NaCI+50 uM MeJA 1,36+0,04 2 0,64+0,05" 4,09+0,282
100 mM NaCI+10 pM AgNP 1,31+0,05 0,60+0,07 3,98+0,142
100 mM NaCI+10 pM AgNP+50 uM MeJA 1,39+0,03 92 0,64+0,02° 4,28+0,042

“Degerler 3 paralel dlgiimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmis olup, ayni siitunda yer alan
farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi ifade etmektedir (p<0.05).

Uygulamalar toplam karotenoid igerikleri bakimindan degerlendirildiginde en
yiiksek degerin 4,28 mg/g TA ile 100 mM NaCl+10 pM AgNP+50 uM MeJA
uygulamasinda, en diisiik deger 3,41 mg/g TA ile 100 mM NaClI uygulamasinda oldugu
belirlenmistir. Uygulamalar toplam karotenoid bakimindan azalan igerige gore
siralandiginda siralama “100 mM NaCl+10 uM AgNP+50 uM MeJA > 100 mM
NaCl+50 uM MeJA > 100 mM NaCl+10 uM AgNP > Kontrol > 100 mM NaCl”

seklinde olmustur.

Sonug olarak klorofil-a, klorofil-b ve toplam karotenoid olmak {iizere her ii¢
pigment icerigi bakimindan da uygulamalar kiyaslandiginda en yiiksek degerler 100
mM NaCl+10 uM AgNP+50 pM MelJA uygulamasindan elde edilmistir.Toplam
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karotenoid kontrol grubuna gore yiiksek iken klorofil a ve b ise kontrol grubuna yakin

bulunmustur.
H Kontrol B NaCl NaCl+MelA NaCl+AgNP B NaCl+MelA+AgNP
— 5
|<£ 4,5
0 4
W 35
£ 3
® 2
e
.g" 1,5 e
: 5 ' ' '
() 0,5 - Es L
E % = B
a

Klorofil-a igerigi Klorofil-b igerigi Toplam karotenoid icerigi

Sekil 4.1. S. nemorosa bitki ekstrelerinin fotosentetik pigment igerikleri

4.2. MDA I¢eriklerinin Belirlenmesi

Tuz stres faktoriine maruz kalan bitkilerin hiicre membranlarinda meydana gelen
hasar, lipid peroksidasyonunun son {iriinlerinden biri olan MDA miktarinin 6lgiilmesi
ile belirlenmektedir. Tiim uygulamala grublarinda (100 mM NaCl, 100 mM NaCl+50
uM MelJA, 100 mM NaCI+10 pM AgNP ile 100 mM NaCI+10 pM AgNP+50 uM
MeJA) gozlemlenen MDA miktarindaki artis istatistiksel olarak birbirinden tamamen

farkli bulunmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. S. nemorosa bitki ekstrelerinin MDA igerikleri*

Ekstreler MDA icerigi (umol/g TA)
Kontrol 2,833+0,062 ©
100 mM NacCl 5,841+0,749 @
100 mM NaCI+50 pM MeJA 3,244+0,168°¢
100 mM NaCI+10 uM AgNP 3,992+0,531°
100 mM NaCI+10 uM AgNP+50 uM MeJA 3,024+0,397¢

*Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamast ve standart sapmast seklinde verilmis olup, farklt harfler
ortalamalar arasindaki onemi ifade etmektedir (p<0.05).

Sonuglar degerlendirildiginde MDA miktarinda meydana gelen artis siralamast
yiiksekten diistige “100 mM NaCI > 100 mM NaCI+10 uM AgNP > 100 mM NaCl+50
uM MeJA > 100mM NaCI+10 uM AgNP+50 uM MeJA > Kontrol” seklinde olmustur.
Tim uygulama grublarindan alinan veriler kontrol grubundan elde edilen veriler ile

karsilastirildiginda en yiiksek MDA degeri sadece NaCl igeren uygulamadan, en diisiik
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MDA degeri ise AgNP ile MeJA’nin birlikte oldugu uygulamadan elde edilmistir (Sekil

4.2).

Kontrol NaCl NaCl+MelA NaCl+AgNP NaCl+MelA+AgNP

Lipid peroksidasyonu derecesi
(umol/g TA)
= N w SN

o

Sekil 4.2. S. nemorosa bitki ekstrelerinin MDA igerikleri

4.3. Prolin Iceriklerinin Belirlenmesi

Cesitli abiyotik stres kosullarina yanit olarak miktar1 artan ve bir ozmolit olan
prolin,stres faktoriine karst olusturulan savunma yanitinin degerlendirilmesi agisindan

kullanilan en yaygin parametrelerden biridir.

Bu tez ¢aligmasinda, olusturulan tuz stres faktoriine yanit olarak S. nemorosa
bitkilerine ait 5 ayr1 uygulamada (Kontrol, 100 mM NaCl, 100 mM NaCl+50 uM
MeJA, 100 mM NaCl+10 uM AgNP, 100 mM NaCl+10 uM AgNP+50 uM MeJA)

prolin igeriginde meydana gelen degisimler Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. S. nemorosa hitki ekstrelerinin prolin igerikleri*

Ekstreler Prolin icerigi (mmol/g TA)
Kontrol 3,136+0,602°¢
100 mM NaCl 5,874+0,5662
100 mM NaCI+50 uM MeJA 4,025+0,740°
100 mM NaCI+10 pM AgNP 4,629+0,464"
100 mM NaCI+10 pM AgNP+50 uM MeJA 3,95440,3184

“Degerler 3 paralel dliimiin ortalamast ve standart sapmast seklinde verilmis olup, farkl1
harfler ortalamalar arasindaki énemi ifade etmektedir (p<0.05).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, tiim uygulamalarda prolin igerigi artis
gostermis ve bu artig istatistiksel olarak da dnemli bulunmustur. En diisiik deger 3,954
mmol/g TA ile 100 mM NaCI+10 uM AgNP+50 uM MeJA da gozlemlenirken en
yiiksek deger ise 5,874 mmol/g TA ile 100 mM NaCl ekstresinde meydana gelmistir.
Stres kosullarinda genellikle strese yanit olarak miktar1 artan prolin, ¢calismamizda da
tuz stresinin yalniz basina uygulandigi 100 mM NaCl ekstresinde en yiiksek artis
kaydedilmistir (Sekil 4.3).

Kontrol NaCl NaCl+MelA NaCl+AgNP NaCl+MelA+AgNP

Prolin icerigi (mmol/g TA)
(=Y N w SN

o

Sekil 4.3. S. nemorosa bitki ekstrelerinin prolin igerikleri

4.4. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Madde i¢eriklerinin Belirlenmesi

100 mM NacCl stres uygulamasina maruz birakilan S. nemorosa bitkilerinde
MeJA ve AgNP elisitorlerinin ayr1 ayr1 ve birlikte yarattigi etkiyi gézlemlemek igin
belirlenen toplam fenolik madde igerigi gallik aside esdeger olarak, toplam flavonoid
madde igerigi ise kersetine esdeger olarak Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4°te verilmistir.
Kontrol, 100 mM NaCl, 100 mM NaCIl+50 uM MeJA, 100 mM NaCl+10 uM AgNP ile
100 mM NaCl+10 uM AgNP+50 uM MeJA bitki gruplarina ait etanol ekstreleri

hazirlanmis ve tuz stresine cevap olarak toplam fenolik ile toplam flavonoid madde
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iceriginde, ekstrelere gore degisen, onemli farklar oldugu ve bu farklarin istatistiksel

olarak da 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. S. nemorosa bitki ekstrelerinin toplam fenolik ve flavonoid madde igerikleri'

Ekstre Fenolik icerigi Flavonoid icerigi
(ng GAEs/mg ekstre)" (ng QEs/mg ekstre)"
Kontrol 102,52+0,101¢ 69,93+0,021°¢
100 mM NaCl 141,24+0,254¢ 97,16+0,040 ¢
100 mM NaCI+50 pM MeJA 211,94+0,532° 124,16+0,019°
100 mM NaCl+10 uM AgNP 174,91+0,257° 107,96+0,097 ¢
100 mM NaCI+10 pM AgNP+50 pM MeJA 247,30+0,6492 136,83+0,019°

f_Degerler 3 paralel dl¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmistir.
" Gallik asite egdeger toplam fenolik madde miktar
"""Kersetine esdeger toplam flavonoid madde miktar1

Kontrol ile karsilagtirildiginda; hem toplam fenolik hem de flavonoid madde
bakimindan en yiiksek igerik 100 mM NaCI+10 uM AgNP+50 uM MeJA ekstresinde
(sirastyla 247,30 ug GAEs/mg ekstre; 136,83 pug QEs/mg ekstre) bulunurken; en diisiik
icerik iki aktivite i¢in de kontrol disinda 100 mM NacClI ekstresinde (sirasiyla 141,24 pg
GAEs/mg ekstre; 97,16 ug QEs/mg ekstre) tespit edilmistir. Sekil 4.1°de gorildigi
tizere hem toplam fenolik hem de toplam flavonoid madde igerigi acisindan ekstreler
kendi aralarinda kiyaslandiginda azalan siralama “100 mM NaCI+10 uM AgNP+50 uM
MeJA > 100 mM NaCl+50 uM MeJA > 100 mM NaCI+10 uM AgNP > 100 mM NaCl

> Kontrol” seklinde olmustur.

B Kontrol B NaQ MNa(-+MelA MNaCl+AgNP B MNaClH+Mieli+ AgNP
300

v
% 3 250
] [T
1 200 -
<7 1
g g 150
§ i 100 I

Fenolik Flavonoid

Sekil 4.4. S.nemorosa bitki ekstrelerinin toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri
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4.5. Toplam Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda S. nemorosa bitkilerine ait uygulamalardan elde edilen
ekstrelerdeki toplam antioksidan aktivite tayini DPPH, ABTS ve CUPRAC olacak
sekilde ti¢ farkli yontem ile belirlenmis olup, her bir yontemden elde edilen veriler,
pozitif kontroller ve uygulamalar ile uygulamalarin kendi aralarinda karsilastirmali bir

bicimde degerlendirilmesi seklinde gdsterilmistir.
4.5.1. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Bitki ekstrelerinin DPPH yontemiyle toplam antioksidan aktivitesi farkl
konsantrasyonlarda (25, 50, 100, 150, 200 ve 250 pg/mL) belirlenmis olup, pozitif
kontrol olarak BHT, BHA ve AA kullanilmistir. Kontrol, NaCI, NaCI + MeJA, NaCl +
AgNP ile NaCl + MeJA + AgNP uygulamalar i¢in 25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL
konsantrasyonlarda; pozitif kontrollerden AA i¢in 1-2-3-4-5-6 pg/mL, BHT i¢in 25-50-
100-150-200-250 pg/mL, BHA igin ise 5-10-20-30-40-50 pg/mL konsantrasyonlar
calisilmig olup bitki ekstrelerinin aktiviteleri kendi igerisinde ve pozitif kontrollerle

karsilastirilmistir (Sekil 4.5 ve Cizelge 4.5).

m25pg/mL ®50pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL W 250 pg/mL
120
100
80
c
Q
&
;§ 60
£
£
© 40
ZO I I II I I
| 1 I [
Kontrol NaCl NaCHMelA NaCl+AgNP NaCl+MelA+AgNP

Sekil 4.5. S. nemorosa bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi
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Cizelge 4.5. S. nemorosa bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi (%I1)*

25 ng/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL
Kontrol 14,31+0,79 22,84+0,85 33,68+1,09 54,73+1,43 74,00+0,71 89,91+0,59
% NaCl 16,10+0,74 32,00+1,10 42,23+0,63 61,73+0,98 79,37+0,14 91,89+0,32
et
% NaCl+MeJA 18,94+0.49 38,71+0.91 56,00+1.07 77,26+1.67 88,88+1.91 95,47+1.57
NaCl+AgNP 13,15+0.18 34,41+0.82 42,00+1.56 64,63+1.60 83,26+1,0 92,27+0,83
NaCl+MeJA+AgNP 14,52+0.49 35,83+1.50 48,94+0.41 66,42+0,18 84,94+1.39 94,73+1,02
] 1 pg/mL 2 pg/mL 3 ng/mL 4 ng/mL 5 ng/mL 6 ng/mL
| AA 18,00£1,19 40,10+0,29 54,63+1,96 77,21£0,19 85,05+0,74 90,36+0,22
g 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL
é BHT 27,10+£0,07 44,57+0,81 57,42+0,51 69,52+0,74 86,21+0,81 94,10+0,47
‘N
& 5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL 30 pg/mL 40 pg/mL 50 pg/mL
BHA 35,78+1,33 45,84+0,07 61,68+0,44 79,52+0,52 90,00+0,79 94,31+0,61

“Degerler 3 paralel 6lciimiin ortalamas: ve standart sapmasi seklinde verilmistir.
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Tiim uygulama gruplarinin aktivite degerleri genel olarak kontrole gore artis
gostermekle birlikte en yiiksek artisgin 100 mM NaCI + 50 uM MeJA uygulamasina ait
oldugu gozlenmistir. Ayrica calismada kullanilan elisitér uygulamalar1 antioksidan
aktiviteyi sadece tuz uygulanan gruba gore de genel olarak daha da arttirmistir (Sekil
4.5).

Pozitif kontrollerde AA i¢in en yliksek deger 6 pg/mL, BHT i¢in 250 ug/mL ve
BHA i¢in ise 50 pg/mL konsantrasyonda (sirasiyla; 90,36; 94,10; 94,31) elde
edilmistir. Dolayisiyla DPPH radikali siipiirme aktivitesi bakimindan en yiiksekten en
diistige siralama yapildiginda “AA > BHA > BHT” seklinde oldugu sdylenebilir.

100 pg/mL konsantrasyonda 100 mM NaCl + 50 uM MeJA uygulamasinin
aktivite degeri pozitif kontrol AA’dan, 150 ile 200 pg/mL‘deki konsantrasyonda yine
ayn1 uygulamaya ait etanol ekstrelerinin DPPH radikali bakimindan siipiirme aktivitesi
hem AA hem de BHT den yiiksek bulunmustur. Ayrica en yiiksek konsantrasyon olan
250 pg/mL‘de kontrol hari¢ tiim uygulama gruplarinin aktivite degeri AA’dan ve MeJA
ile iki elisitoriin birlikte uygulandigi ekstrelere ait aktivite tim pozitif kontrollerden

yiiksek bulunmugtur.

4.5.2. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

ABTS katyon radikali giderim yontemi ile S. nemorosa bitkilerinde toplam
antioksidan aktivite tayini yapilirken farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 20, 40, 60, 80
png/mL) ekstreler hazirlanmis, yiizde inhibisyon (% 1) degerleri belirlenmis ve sonuglar
Cizelge 4.6 ile Sekil 4.6’da verildigi gibidir. Pozitif kontrol olarak kullanilan AA ve
BHT i¢in 0.5-5 pg/mL ve BHA i¢in 5-50 pg/mL konsantrasyon araliginda c¢aligilmstir.

B5pg/mL m10pug/mL 20 pg/mL A40pg/mL MWMEe0pg/mL mM30ug/mL m

120

100

.| n il “ I “ | “ || “

Kontrol MacCl MaCl+MelA NaCl+AgNP NaChHMelA+AgNP
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Sekil 4.6. S. nemorosa bitki ekstrelerinin ABTS serbest radikali giderim aktivitesi



Cizelge 4.6. S. nemorosa bitki ekstrelerinin ABTS serbest radikali giderim aktivitesi (%l) *

“Degerler 3 paralel dlgiimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmistir.

5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL 40 ng/mL 60 pg/mL 80 pg/mL
Kontrol 13,88+0.19 21,66+1,49 34,62+1,08 60,37+0,57 85,11+0,89 96,29+1,19
% NaCl 15,92+1,29 22,22+1,10 37,96+0,91 64,44+0,33 91,38+0,65 96.48+0,31
e
% NaCl+MeJA 18,33+0,37 24,07+1,02 48,51+1,26 78,74+1,37 96,85+1,58 99,25+1,63
NaCl+AgNP 17,59+0,91 19,62+1,40 46,66+0,74 67,22+0,91 94,07+0,39 99,07+0,71
NaCl+MeJA+AgNP 19,81+0,51 21,29+0,14 52,59+1,03 81,51+1,29 99,25+1,90 99,88+1,25
] 0.5 pg/mL 1 pg/mL 2 ng/mL 3 ng/mL 4 ng/mL 5 ng/mL
.
% AA 11,48+0,39 34,90+0,91 54,16+1,0 77,68+0,26 84,25+0,63 97,22+0,37
é BHT 13,88+0,78 16,75+1,96 39,35+0,13 67,87+0,65 82,77+1,04 94,35+1,09
E 5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL 30 ng/mL 40 pg/mL 50 pg/mL
o
BHA 24,72+0,62 45,37+1,04 65,55+0,78 76,66+1,43 91,85+0,13 98,88+0.94

29
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Tiim uygulama gruplarindan elde edilen ekstrelere ait tiim parametreler kontrol ile
kiyaslandiginda, genel olarak en diisiik inhibisyon yiizdelerine sadece NaCl iceren
uygulamada ve en yiiksek inhibisyon yiizdelerine ise NaCl+MeJA+AgNP
uygulamasindan elde edilmistir (10 pg/mL haric).

Ekstrelerin aktivite degerleri karsilagtirildiginda; en diisiik konsantrasyon olan 5
ng/mL’de elde edilen sonuglar AA ve BHT pozitif kontrollerinden, 10 pg/mL’de tiim
uygulamalar BHT’den yiiksek bulunmustur. 20 upg/mL konsantrasyonda elisitor
uygulamalari hem ayr1 ayr1 hem de birlikte uygulandiginda ABTS radikali siipiirme
aktivitesi bakimmdan BHT den, 40 ng/mL’de MeJA ile MeJa+AgNP uygulamalar1 AA
ve BHT den yiiksek sonuglar gostermistir.

60 pg/mL konsantrasyonda tiim uygulamalara ait etanol eckstreleri AA ile
BHT’den ve elisitorlerin birlikte ve ayr1 ayr1 uygulamalar1 da tiim pozitif kontrollerden
yiikksek aktivite gostermistir. En yiliksek konsantrasyon olan 80 pg/mL’de tiim
uygulamalar pozitif kontrol BHT’den ve elisitor uygulamalar1 da tiim pozitif

kontrollerden yiiksek derecede radikal sondiirme aktivitesi gostermistir.

4.4.3. CUPRAC (Cu*iyonu Indirgeme Kapasitesi) Yontemi

NaCI stres faktorii uygulamasina maruz birakilan bitkilerin etanol ekstraklarinin
CUPRAC radikali giderim aktiviteleri 10-200 pg/mL konsantrasyon araliginda
belirlenmis ve ortamdaki radikallerin siipiiriilme yiizdesine (% I) gore degerlendirilerek

sonuglar Cizelge 4.7 ile Sekil 4.7 gosterilmistir.

CUPRAC yonteminde, bitkilerin NaCI, MeJA ve AgNP uygulamalarinin etanol
ekstraklar1 ve pozitif kontrollerin (BHT, BHA, AA) radikal giderme aktiviteleri
karsilagtirilmistir. Pozitif kontrollerden AA i¢in 2-50 pg/mL, BHT i¢in 1-15 pg/mL,
BHA i¢in ise 10-200 pg/mL konsantrasyon araliklar1 ¢alisilmistir. Pozitif kontrollerde
genel olarak en yiiksek aktivite degerleri BHT de g6zlenirken en diisiik degerler BHA’

da gozlenmistir.



Cizelge 4.7. S. nemorosa bitki ekstrelerinin CUPRAC serbest radikali giderim aktivitesi(%l)”

“Degerler 3 paralel dl¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmistir.

10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL

Kontrol 0,10+0,07 0,29+0.03 0,56+0.02 0,89+0.09 1,30+0.05 1,67+0.05

% NaCl 0,15+0,03 0,37+0.02 0,59+0.03 0,91+0.06 1,42+0.08 1,99+0.07
% NaCl+MeJA 0,25+0,01 0,39+0.01 0,81+0.06 1,30+0.07 2,00+0.06 2,48+0.08
NaCl+AgNP 0,18+0.03 0,33+0.05 0,48+0.01 1,14+0.04 1,91+0.02 2,46+0.03
NaCl+MeJA+AgNP 0,21+0.03 0,48+0.04 0,89+0.07 1,46+0.09 2,234+0.07 2,954+0.09
o 2 pg/mL 5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL 50 pg/mL
% AA 0,24+0,001 0,59+0,02 1,03+0,021 1,98+0,01 2,84+0,06 3,08+0,04
% 1 pg/mL 3 ng/mL 6 ng/mL 9 ng/mL 12 pg/mL 15 pg/mL
::!5 BHT 0,41+0,03 0,73+0,03 1,36+0,04 1,89+0,05 2,67+0,01 3,30+0,07
E’ 10 pg/mL 25 ng/mL 50 ng/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL
BHA 0,23+0,07 0,42+0,08 0,97+0,01 1,69+0,06 2,15+0,08 2,83+0,04

31
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Ekstrelerin CUPRAC radikali i¢in giderme aktivitesi sonuglar1 incelendiginde,
tim uygulama gruplariin aktivite degerleri kontrole gore artis gdstermekle birlikte
(NaCI+AgNP uygulamasinin 50 pg/mL ekstresi hari¢), en yiiksek artisin tiim
ekstrelerde (en diisiik uygulama hari¢) NaCl+MeJA+AgNP’nin birlikte kullanildigi

uygulamaya ait oldugu gézlenmistir.

W 10pg/mL W25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL W 150 pg/mL W 200 pg/mL
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Kontrol NaCl NaCl+MelA NaCl+AgNP NaCl+MelA+AgNP

Sekil 4.7. S. nemorosa bitki ekstrelerinin CUPRAC serbest radikali giderim aktivitesi

Calismamizda uygulamalarda CUPRAC radikali sondiirme aktivitesi bakimindan
calisilan en diisiik konsantrasyonda (10 ug/mL) NaCl + MelJA uygulamasina ait
ekstrelerin aktivite degeri pozitif kontroller olan AA ve BHA’dan yiiksek aktivite
gostermistir. Ayrica, pozitif kontrollerle karsilagtirildiginda NaCl+MeJA+AgNP
uygulamasinin 25, 150 ile 200 pg/mL ekstrelerinin giderme aktivitesi pozitif kontrol

olarak kullanilan BHAdan yiiksek bulunmustur.

Elisitorlerin (NP, JA ve tiirevleri, ABA, SA, vb.) ¢esitli fizyolojik siireglerde yer
aldigr bilinmektedir. Ozellikle tuzluluk, kuraklik ve sicaklik (diisiik/yiiksek) gibi
abiyotik stres kosullar1 altinda farkl bitkiler tizerinde simdiye kadar test edilen JA'larin
eksojen uygulamasinin, bitki stres toleransini iyilestirmede etkili oldugu kanitlanmistir
(Ahmad ve ark., 2016). Eksojen olarak uygulanan SA ve JA elisitorlerinin farkli tuz
stresi seviyeleri altinda soya fasulyesi hiicrelerinde Na* konsantrasyonunu azalttigi ve
JA'nin SA’ya gore daha fazla etkiye sahip oldugu bulunmustur (Farhangi-Abriz ve
Ghassemi-Golezani 2018). Arabidopsis, arpa, bugday, misir ve inci dar1 tizerinde

yiiriitiilen ¢esitli aragtirmalar, hem ABA’nin hem de JA'nin kuraklik stresine kars1 bitki
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toleransini pozitif olarak kontrol ettigini ve JA’nin ABA’dan daha etkili oldugunu
gostermistir (Awan Ve ark., 2021; Wang ve ark., 2021).

Kuraklik ve tuz stresi gibi olumsuz ¢evresel kosullar, bitkilerde su kaybini
Oonlemek amaciyla stoma kapanmasma neden olur. Bu kosullar stoma boyutu ve
yogunlugu {izerinde zararli bir etkiye sahiptir, bu da transpirasyonu yavaslatir
(Khosropour ve ark., 2022). Bu sckildeki kosullar altinda, klorofildeki diisiis
fotosentetik pigmentlerde artan oksidasyon ile iligkilendirilmistir (Hussain ve ark.,
2021). Abiyotik stres kosullarina maruz birakilan ¢esitli bitkilerde yapilan ¢alismalarda
klorofil iceriginde azalmalar kaydedilmistir (Ozfidan-Konake1 ve ark., 2018; Kuru ve
ark., 2021). Calismamizda da tuz stresi uygulamasi klorofil iceriginde diisiise neden
olurken, AgNP ve MeJA’nin ayr1 ayri veya birlikte uygulanmasi sonucunda olumlu bir
sekilde fotosentetik pigment igeriginde artis gozlenmistir. Benzer sekilde Si (Memari-
Tabrizi ve ark., 2021; El-Saadony ve ark., 2021), Se (Sardar ve ark., 2022; Qi ve ark.,
2021), ve Zn (Bashir ve ark., 2021) neden oldugu olumsuz etkiler NP’lerin olumlu
yondeki etkisi arastiricilar tarafindan rapor edilmistir. Morteza ve ark. (2013), TiOo-
NP'lerin misir bitkisinde fotosentetik pigmentler (klorofil a, klorofil b, toplam klorofil
igerigi ve karotenoid igerikleri) tizerinde olumlu etkisi bildirilmistir. Kadmiyum (Cd)
stresi faktori altindaki bugday bitkisinde yapilan baska bir calismada, silikon
nanopartikiilleri kloroplastlart Cd'nin zararli etkilerinden koruyarak gaz degisimini ve
fotosentetik pigment iceriklerini artirmis ve kokler tarafindan temel besin alimim
kolaylagtirmistir (Ali ve ark., 2019). Calismamizda da elisitér uygulamasina bagl
olarak fotosentetik pigment igeriginde kontrole goére meydana gelen artis, fotosentezin
biyokimyasal siireglerinin olumlu yonde etkilenmesine bagli olabilecegi sonucunu ifade

etmemiz mimkindiir.

Bitki organizmalarimda meydana gelen stresin derecesi MDA ve elektrolit
sizintis1 diizeyi gibi hiicre zar1 gostergeleri tarafindan belirlenmektedir. Protein ve
lipitlere benzer sekilde artan MDA, stres kosullar1 altinda ROT miktarin1 ytikseltir
(Rizwan ve ark., 2019; Huang ve ark., 2019). Calismamizda 100 mM NaCl stres
faktoriine yanit olarak Salvia nemorosa bitkisinde MDA miktarinda artis gézlenmis ve
NP ve MeJA uygulamalarina bagl olarak azalig gostererek hasar derecesini azaltmistir.
Dolayisiyla, sadece NaCI’'nin oldugu uygulama ekstresinde MDA miktarinin diger
grublara gore daha yiiksek ¢ikmasi ve MeJA ile AgNP’nin ayr1 ayr1 veya birlikte

uygulandig1 ekstrelerde ise daha diisiik ¢ikmasi; calismada kullanilan her iki elisitoriin
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de S. nemorosa bitkisinde tuz stresine kars1 iyilesme sagladigi sonucunun ¢ikarilmasina
yol agmustir. Eksojen olarak uygulanan ABA ve JA, Arabidopsiste (de Ollas ve ark.,
2015), bugdayda (Siddiqi ve Husen, 2019) ve inci darisinda (Awan ve ark., 2020)
kuraklik stresini iyilestirerek MDA ve H20; igeriklerini diistirmiistiir. Brassica napus'ta
yapraklara uygulanan JA, Cd alimini en aza indirmis, bu da zar hasarinda ve dolayisiyla
MDA igeriginde bir azalma saglamigtir. 150 mM NaCl stres kosullar1 altinda karbon
nanopartikiillerinin farkli konsantrasyonlar1 (10, 40, 80 ve 120 nM) ile 6n muameleye
tabi tutulan bugday (T. aetivum) bitkisinde MDA ve H2O0: seviyelerindeki diisiis
antioksidan aktivitedeki artis ile iliskilendirilmistir (Shafiq ve ark., 2019).

Elisitorler, 6zellikle de MeJA, sinyal iletim yolunda flavonoidler, terpenoidler,
fenilpropanoidler ve alkaloidler dahil olmak iizere ikincil metabolitlerde yer alan
biyosentetik genleri aktive eder ve bitki savunma yanitlarinda 6nemli bir rol oynar
(Cappellari ve ark., 2019; Miladinova-Georgieva ve ark., 2023). Bu nedenle elisitor
uygulanmis bitkilerde fenolik ve flavonoid madde miktarinin belirlenmesi 6nem
arzetmektedir. Calismamizda da tuzluluk kosullarina maruz birakilan Salvia tiiriinde
elisitorlerin, stres faktoriiniin yarattigi durumu gézlemlemek icin toplam fenolik ile
flavonoid miktarlari incelenmis ve tuz stres faktoriine karst NP ve MeJA'nin ayr ayri
uygulandig1 ekstrelere kiyasla birlikte uygulamalar1 toplam fenolik ve flavonoid

miktarlarinda 6nemli artiglara yol agmistir (p < 0.05).

ROT’lar, normal oksijen metabolizmasinin yan iriinleridir ve hiicre sinyalleme
ile homeostazisinde ¢esitleri rolleri mevcuttur. Bitkilerde ROT’lar, normal hiicrelerde
diisiik ve duragan seviyede bulunurken, c¢esitli stres kosullarina karsi toleransla ilgili
metabolik siireclerde yer alip, bazi hiicresel bilesenleri oksitleyerek orijinal islevlerini
yerine getirmelerini engellediginden DNA'da geri doniisli olmayan hasarlara da neden
olabilmektedir. Bu nedenle ROT'un, koruyucu veya sinyal faktorii olarak ikili bir roli
oldugu sdylenebilir. Bu rolleri ROT’un iiretimi ile dogru zamanda siipiiriilmesi
arasindaki dengeye baghdir. Bu dengeyi saglayan, antioksidan savunma sistemidir ve
bitkiler de ROT’ un zararh etkilerinden korunmak igin antioksidan savunma sistemlerini
etkinlestirirler (da Silva ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalar SA, MeJA ve NP’ler gibi
elisitorlerin ROT ile ilgili sinyal yollarindan sorumlu oldugunu géstermistir (Waszczak
ve ark., 2018; Herb ve ark., 2021). Calismamizda ekstrelerdeki toplam antioksidan
aktivite li¢ ayr1 metod (DPPH, CUPRAC ve ABTS) ve radikallerin siipiiriilme
aktiviteleri (% inhibisyon) seklinde belirlenmistir. Ekstreler antioksidan aktivite
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bakimindan kiyaslandiginda; DPPH serbest radikali bakimindan en yiiksek aktivite
NaCl+MeJA uygulamasindan elde edilirken CUPRAC ile ABTS radikalleri bakimindan
ise NaCl+MeJA+AgNP uygulamalarindan en yiiksek siipiiriilme aktiviteleri elde
edilmistir. Benzer sekilde MeJA uygulanan Ocimum basilicum (feslegen) bitkisinde
daha yiiksek seviyede rapor edilen toplam fenolik bilesikler daha yiiksek DPPH serbest
radikal stipiirme aktivitelerine yol agmistir (Kim ve ark., 2006). Khan ve ark. (2020),
Pennisetum glaucum tohumlarin1 AgNP ile 6n muamele ettikten sonra yetistirdikleri
bitkilerin antioksidan aktivite gostermelerinden dolayi tuz stresi kosullarina kars1 daha
disik oksidatif hasar gosterdigini belirtmislerdir. Calismamizda da elisitor
uygulamalariyla beraber yiiksek seviyelerdeki antioksidan aktivite ile diisik MDA
iceriginin serbest radikalleri inhibe etme ve oksidatif hasar1 azaltma yoniinde 6énemli bir
rol oynadigi sonucu ¢ikarilabilir. Yapilan bagka bir ¢alismada, MeJA, SA ve TiO»-
NP'ler uygulanan bitkilerde, DPPH serbest radikali siipiirme aktivitesini 6nemli 6l¢iide
iyilestirebildigi ancak antioksidan aktivitelerin, NP'lerin tipine ve konsantrasyonuna
baglt olarak degisebildigi rapor edilmistir. Asir1 ROT diretiminin antioksidan
mekanizmalarin  indiiklenmesine neden olabilecegi ve bu nedenle TiO2-NP
uygulamasinin, antioksidan savunma sisteminin bir bilegeni olarak prolin igeriginde bir
artisa yol acarak ROT iretimini azalttigi bildirilmistir (Castiglione ve ark., 2014).
Bitlilere AgNP uygulamasi ¢ok sayida fizyo-biyokimyasal 6zelligi modiile ederek
cimlenme ve biiylime dahil ¢oklu biiylime o6zelliklerini iyilestirdigi bilinmektedir
(Soliman ve ark., 2020). Mohamed ve ark. (2017), AgNP'lerle tohum 6n muamelenin
tuz stresi altindaki bugday fidelerinin biiylimesini, prolin, ¢6ziiniir sekerleri ve POD
aktivitesini gelistirdigini gostermistir. Calismamizda ise en diisik prolin igerigi
NaCI+MeJA+AgNP uygulamasinda belirlenirken, sadece NaCl uygulanan bitkilerde
strese yanit olarak en yiiksek degerler kaydedilmistir.

Diger taraftan yapilan bir ¢ok arastirma, ¢evresel streslerin yoklugunda MeJA ve
JA gibi bitki hormonlarinin kullanilmasinin bitkinin biiyiimesi tizerinde engelleyici bir
etki yaptigini gostermistir (Pessarakli, 1994; Ueda ve Saniewski, 2006; Zhao ve ark.,
2007). JA ile muamele edilen Hypericum hirsutum (Wang ve ark., 2015) ve Hypericum
maculatum’un (Coste ve ark., 2011) kuru siirgiin agirliginda énemli bir diislis gozlenmis
ve biyokiitledeki azalmanin, elisitor uygulamalar1 tarafindan uyarilan membran
lipoksidasyonuna bagli olabildigi ifade edilmistir. Birgok olumlu etkisi olmasina

ragmen Ag NP'lerin de gevreye giimils iyonu (Ag") salabilmeleri ve dogada oldukga
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toksik olan bu iyonun organizmalar i¢in tehlikeli olabilmesi nedeniyle bir¢ok
aragtirmaci bunlarin biiylik bir dikkat ve 6zenle kullanilmas1 gerektigini savunmaktadir
(de Souza ve ark., 2019; Tortella ve ark., 2020). Bununla birlikte, Ag NP'lerin bitki
bliylimesini nasil etkiledigini ve ¢evreye ve organizmalara yonelik herhangi bir olasi
riske ne Ol¢lide neden olduklarin1 bilmek O6nemlidir (Yan ve Chen, 2019), tim bu
nedenler goz oniine alindiginda hem biyotik hem de abiyotik elisitorler (JA, SA, NP’ler,
vb.) ile ilgili yapilmis ve gelecekte yapilacak arastirmalar biiyiik 6nem arzetmekte olup,
mevcut tez calismamiza ait verilerin literatiire Onemli katkilar saglayacagi

distiniilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuclar

Bu tez ¢aligmasindaki veriler genel olarak degerlendirildiginde, asagidaki sonuglar

elde edilmistir:

e (Caligmada, Salvia nemorosa L.’ye ait olgun tohumlar baslangi¢ materyali

olarak kullanilmistir.

e Literatlir taramalar1 sonucu tuz ¢esidi olarak NaCI’ye ve konsantrasyon olarak

da 100 mM secilmistir.

e 100 mM NacClI stres faktoriine maruz birakilan Salvia nemorosa L. bitkisinde
stresin olumsuz etkilerinin giderilip giderilmedigini belirlemek amaciyla biyotik ve
abiyotik elisitérler (AgNP ve MeJA) ayri ayr1 ve birlikte olacak sekilde

uygulanmigtir.

e Kontrol, 100 mM NACI, 100 mM NaCI+50 uM MeJA, 100 mM NaCI+10 uM
AgNP ile 100 mM NaCI+10 uM AgNP+50uM MeJA uygulama gruplarina ait
bitkilerde fotosentetik pigment igerikleri degerlendirildiginde; klorofil-a, klorofil-b
ve toplam karotenoid bakimindan kontrol grubuna goére en yiiksek degerler 100
mM NaCI+10 uM AgNP+50 uM MeJA uygulamasindan elde edilmistir.

e Membran hasarmin bir gostergesi olarak lipid peroksidasyonu derecesi
acisindan (MDA igerigi) sonuclar degerlendirildiginde artis siralamasi yiiksekten
diisiige “100 mM NaCI > 100 mM NaCl+10 uM AgNP > 100 mM NaCI+50 uM
MeJA > 100mM NaCI+10 uM AgNP+50 uM MeJA > Kontrol” seklinde olmustur.

e Stres kosullarinda genellikle strese yanit olarak miktart artan prolin,
calismamizda da tuz stresinin yalniz basina uygulandigi 100 mM NaCl ekstresinde
en yliksek artig1 gostermistir.

e Uygulama gruplarina ait bitkilerden elde edilen etanol ekstreleri; toplam fenolik
madde igerigi i¢in gallik aside, toplam flavonoid madde igerigi icin ise kersetine
esdeger olacak sekilde degerlendirilmistir. Toplam fenolik ile toplam flavonoid

madde igerigi agisindan ekstrelerde azalan siralama “100 mM NaCIl+10 uM
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AgNP+50 uM MeJA > 100 mM NaCI+50 pM MeJA > 100 mM NaCI+10 uM
AgNP > 100 mM NaCI > Kontrol” seklinde olmustur.

e Ug ayn1 yontem ile degerlendirilen toplam antioksidan aktivite bakimindan
bitkiler incelendiginde; DPPH yonteminde 100 mM NaCI+50 puM MeJA
uygulamasina ait ekstrelerin 150 pg/mL, 200 pg/mL ve 250 pg/mL’de toplam
antioksidan aktivite degerleri pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ye goére daha
yiiksek bulunmustur. ABTS yonteminde 60 ile 80 pg/mL konsantrasyonlarinda
NaCIl+MeJA, NaCI+AgNP ve NaCl+MeJA+AgNP uygulamalarina ait bitkilerdeki
aktivite pozitif kontrol olarak kullanilan BHA’dan yiiksek bulunmustur. CUPRAC
yonteminde ise NaCl+MeJA+AgNP’nin uygulandigr bitkilere ait 150 ile 200
pug/mL ekstrelerinin giderme aktivitesi BHA’dan yiiksek bulunmustur. Sonug
olarak calismada kullanilan elisitér uygulamalar1 toplam antioksidan aktiviteyi
sadece tuz uygulanan gruba gore genel olarak daha da arttirmistir. Dolayistyla iki
ayr elisitoriin birlikte uygulanmasinin, genel olarak olumlu sonuglar vermesi, stres
kosullarinin  yarattigt olumsuz etkiyi gidermede etkili olabilecegi sonucuna

varilmistir.
5.2. Oneriler

Modern genetik yontemler (biyo-isleme teknikleri), bitkilerde stres toleransini
gelistirme potansiyeline sahip olmasina ragmen arastirma altyapisi, zaman ve maliyet
acisindan biiyiik bir yatinnm gerektiren tekniklerdir. Ayrica, genetigi degistirilmis
mahsullerin, insanlarin tiiketimi i¢in sosyal olarak kabul gormemis olmasi modern
cagda gida, saglik, tarim da dahil olmak {izere birgok farkli sektdrde siirekli olarak
yogun ve entegre hale gelmis olan NP'lerin kullanimi, benimsenebilecek potansiyel bir
alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yapilan calismalarda, NP'lerin bitkiler iizerinde
pek ¢ok avantajli etki sagladigi aciktir, ancak uygulanan daha yiiksek konsantrasyonlar
siklikla fitotoksik etkiler gdstermistir. Bununla birlikte, bu tiir tepkiler, test edilen bitki
tiirleri ve stres seviyelerine gore de degisiklik gostermektedir. Bu belirsizlikler
nedeniyle, NP elisitorlerinin ticarilestirilmesi igin, bitkilerde stresi yonetmeye yonelik
rollerininin tam olarak anlagilmasi ve yaygin kullaniminin gevresel etkisinin kapsamli
bir sekilde incelenmesi gerekmektedir. Bu da, arastiricilarin belirli bir iirlin i¢in belirli
bir NP tiirtinti daha iyi 6nermelerini ve gelecekteki kullanimi igin ¢evre dostu ve uygun

maliyetli NP'ler gelistirmelerini saglayacaktir. Ayrica, bitkilerin maruz kaldig1 yaygin



39

coklu dogal stresler goz Oniine alindiginda, gelecekteki caligmalar ¢oklu stres altinda
NP'lerin roliinii degerlendirme iizerine olmalidir. Boylece yapilacak ¢aligmalar abiyotik
stresfaktorlerinin olumsuz etkilerini azaltmak i¢in etkili nanoteknolojik uygulamay1
kolaylastiracaktir. Ozellikle NP'lerin canli organizmalar iizerindeki olumsuz etkileri gz
ard1 edilmemelidir. Dolayisiyla bu konuda yapilan ya da yapilacak calismalar ile

nanoteknolojinin gelistirilmesi miikemmel bir arag olarak kabul edilebilir.

JA ve tlirevleri gibi alternatif diger elisitorler, ¢evresel uyaranlara yanit olarak
bitki savunmasi ve direncinin olusturulmasinda ¢ok 6nemli rollere sahiptir. JA, ¢evresel
streslere uyum saglamak i¢in ABA, etilen, SA ve diger bitki hormonlari ile sinerjistik ve
antagonistik olarak islev goriir. Abiyotik stres varliginda JA, bitkinin savunma sistemini
uyararak, fitohormonlar ve antioksidan enzimler gibi savunma bilesiklerini iceren bitki
stres yanitlarini diizenler. MeJA’nin gevresel stres yoklugunda kullanilmasinin bitkinin
biiylimesi lizerinde engelleyici etki yapabildigi disiiniildiiglinde, yapilacak c¢aligmalar
arttikca ve ¢esitlendikce JA'nin hem bu ikili durumu hem de diger fitohormonlarla

karigsmasi aydinlatilabilecektir.

Onceki ¢alismalar, bitki biiyiime diizenleyicilerinin (MeJA veya SA) ve NP'lerin
uygulamalarin1 kapsamli bir sekilde aragtirmistir. NP'lerin SA veya MeJA ile beraber
etkilerini degerlendiren c¢alismalar olduk¢a smirli sayida olup, Salvia tiirlerinde
AgNP+SA/MeJA  birlikte etkilerini  degerlendiren  herhangi  bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Mevcut ¢alismada, NaCl stres faktoriine maruz birakilmig S. nemorosa
bitkisinde AgNP ve MeJA’nin ayr1 ayr1 ve birlikte etkisi incelenmistir. AgNP ile
MeJA’nin birlikte uygulanmasiyla toplam fenolik ile flavonoid ve toplam antioksidan
aktivite gozle goriiliir sekilde iyilesme gostermistir. Dolayisiyla mevcut calismanin
sonuglar, NP ve MeJA’nin bitkilerde uygulanmasinin bitkilerde biyokimyasal ve

morfolojik 6zellikleri iyilestirme lizerindeki olumlu etkileri olabilecegini dogrulamistir.
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