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Bu caligmada, Salvia virgata bitkisi tuz (NaCl) stresine maruz birakilmis ve gesitli gruplara
ayrilan bitkilere ¢inko oksit nanopartikiil (ZnONP), salisilik asit (SA) ve ZnONP+SA kombinasyonu
uygulanmistir. Bitkilerin fotosentetik pigment (klorofil a, klorofil b ve karotenoidler), prolin (stresle
iliskili bir amino asit), malondialdehit (MDA, lipid peroksidasyon gostergesi), toplam fenolik ve toplam
flavonoid igerigi belirlenmistir. Ayrica, antioksidan kapasiteyi degerlendirmek i¢in DPPH, ABTS ve
CUPRAC gibi serbest radikal giderme aktiviteleri dl¢lilmiis ve elde edilen tiim veriler karsilastirmali
olarak degerlendirilmistir. Bu dogrultuda Salvia virgata bitkisi tohumdan itibaren yetistirilerek 4 hafta
boyunca Y4 hoagland besin ¢ozeltisiyle ve bu siirenin sonunda kontrol grubu hari¢ diger bitkiler 2 hafta
boyunca 100 mM NaCl stresine maruz birakilmistir. Toplam 6 haftalik gelisimden sonra 10 giin boyunca
SA ve ZnONP uygulamalar1 yapilarak, saksilar; “Kontrol, 100 mM NaCI, 100 mM NaCI + 500 pM SA,
100 mM NaCI + 20 mg/L ZnONP ve 100 mM NaCI + 500 uM SA + 20 mg/L ZnONP” olacak sekilde
bes gruba ayrilmig ve 10. giinii takiben bitkiler hasat edilmistir.

Tuz stresi uygulamasi klorofil a, klorofil b ve karotenoid iceriginde azalmaya neden olurken, tuz
stresi ile birlikte uygulanan SA, ZnONP, SA+ZnONP elisitorleri, her ii¢ pigment icerigini arttirmistir.
Prolin ve MDA igerigi, tuz stresi uygulamasi sonucunda artis gosterirken, prolin igerigi elisitor
uygulamalariyla daha fazla artig gostermis ancak, MDA igerigi elisitor uygulamalariyla sadece tuz
uygulanan bitkilere gore azalmistir. En diigiik prolin miktar1 2.293+0.13 mM g kontrol grubunda, en
yiiksek prolin miktar1 4.128+0.18 mM g NaCl+SA+ZnONP uygulamasinda; en diisiik MDA igerigi
1.674+0.09 uM g kontrol grubunda, en yiiksek MDA igerigi 3.666+0.11 uM g NaCl uygulamasinda
goriilmiistiir. Tuz stresi ve tuzla birlikte uygulanan SA, ZnONP, SA+ZnONP uygulamalar1 toplam fenolik
ve toplam flavonoid igerigi kontrol grubuna gore artirmakla birlikte, elisitdr uygulamalarinin toplam
fenolik ve flavonoid icerigi daha fazla artirdig: tespit edilmistir. En diisiik toplam fenolik icerik (166.82+
1.72 pg) ve toplam flavonoid igerik (62.25+ 0.78 ng) kontrol grubunda; en yliksek toplam fenolik igerik
(314.96+3.47 ng) ve toplam flavonoid igerik (114.50£1.96 pg) NaCl+ZnONP uygulamasinda
gorilmiistiir. Toplam antioksidan aktiviteyi belirlemek amaciyla kullanilan DPPH, ABTS ve CUPRAC
yontemlerinden elde edilen sonuclar benzerlik gostermistir. Tuz stresi ve tuzla birlikte tiim elisitor
uygulamalari, antioksidan aktiviteyi kontrol grubuna gore artirmustir. Ug ydntemin antioksidan aktivite
siralamasinin benzerlik gosterdigi ve NaCl+ZnONP > NaCI+SA > NaCl+SA+ZnONP > NaCl > Kontrol
seklinde oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte DPPH yonteminde SA, ZnONP, SA+ZnONP
uygulamalar1 sonucunda elde edilen aktivite degerlerinin pozitif kontrol olarak kullanilan BHT den,
ABTS ve CUPRAC yontemlerinde NaCl+ZnONP uygulamasinin pozitif olarak kullanilan BHA’dan daha
yiiksek antioksidan aktivite gdsterdigi gdzlenmistir.



Elde edilen bu sonuglara gore, NaCI+SA+ZnONP elisitdr uygulamasinin fotosentetik pigment,
prolin ve MDA igerigi iizerine daha etkili oldugu, toplam fenolik ve toplam flavonoid igerik ile toplam
antioksidan aktivitede NaCI+ZnONP elisitor uygulamasinin daha etkili oldugu sonucuna varilmistir.
Ayrica, SA ve ZnONP'nin hem stres hasarini azaltmadaki etkileri hem de sekonder metabolit (fenolik,
flavonoid, karotenoid) iiretimine olan etkileri birlikte degerlendirilerek 6zellikle stres hasarini azaltmada
SA ve ZnONP’nin sinerjik etki gosterdigi goriilmiistiir. SA ve ZnONP uygulamalari, tuz stresi altindaki
bitkilerde stres etkilerini azaltma potansiyeline sahip olabilir. Ancak, bu etkilerin bitki tiiriine, stres
kosullarina, uygulama yoOntemine ve kullanilan elisitorlerin konsantrasyonlarima bagli olarak
degisebilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle, SA ve ZnONP gibi elisitorlerin stres yonetimi stratejilerinde
kullanilmasiyla ilgili daha fazla arastirma yapilmasi Onerilmektedir. Bu arastirmalar, bu elisitérlerin
etkinligini ve uygulama protokollerini daha iyi anlamamiza ve bitkilerin tuz stresi gibi gevresel streslere
kars1 daha iyi bir uyum saglamasini destekleyen stratejiler gelistirmemize yardimci olabilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, Cinko oksit nanopartikiil, Salisilik asit, Salvia
virgata, Tuz stresi
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In this study, Salvia virgata plant was exposed to salt (NaCl) stress and zinc oxide nanoparticle
(ZnONP), salicylic acid (SA) and ZnONP+SA combination was applied to plants divided into various
groups. The photosynthetic pigment (chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids), proline (a stress-
related amino acid), malondialdehyde (MDA, lipid peroxidation indicator), total phenolic and total
flavonoid content of the plants were determined. Additionally, free radical scavenging activities such as
DPPH, ABTS, and CUPRAC were measured to evaluate antioxidant capacity, and all the obtained data
were evaluated comparatively. For this purpose, Salvia virgata plant was grown from seed and exposed to
Y hoagland nutrient solution for 4 weeks and at the end of this period, other plants except the control
group were exposed to 100 mM NaCl stress for 2 weeks. After a total of six weeks of growth, SA and
ZnONP applications were made for 10 days on the potted plants. The pots were divided into five groups
as follows: "Control, 100 mM NaCl, 100 mM NaCI + 500 uM SA, 100 mM NaCI + 20 mg/L ZnONP,
and 100 mM NaCI + 500 uM SA + 20 mg/L ZnONP" and after the 10th day has been harvested.

While salt stress application caused a decrease in chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoid
contents, SA, ZnONP, SA+ZnONP elicitors applied together with salt stress increased the content of all
three pigments. Proline and MDA content increased as a result of salt stress application. Proline content
increased more with elicitor applications, but MDA content decreased with elicitor applications compared
to plants treated with only salt. The lowest amount of proline in the control group (2.293+0.13 mM g),
the highest amount of proline in NaCl+SA+ZnONP (4.128+0.18 mM g*) application; the lowest MDA
content was found in the control group (1.674+0.09 puM gt), and the highest MDA content was
determined in NaCl (3.666+0.11 uM g*) application. The application of salt stress and the combined
application of SA, ZnONP, and SA+ZnONP increased the total phenolic and total flavonoid content
compared to the control group. Moreover, it was observed that elicitor applications resulted in a greater
increase in total phenolic and flavonoid content than salt stress alone. The lowest total phenolic content
(166.82+ 1.72 ng) and total flavonoid content (62.25+ 0.78 pg) in the control group; the highest total
phenolic content (314.96+3.47 ng) and total flavonoid content (114.50+1.96 pg) in the NaCl+ZnONP
treatment group were observed. The results obtained from the DPPH, ABTS, and CUPRAC methods,
used to determine total antioxidant activity, showed similarities. Salt stress and all elicitor applications
with salt increased antioxidant activity compared to the control group. The antioxidant activity of the
three methods were similar and the activity sorting from largest to smallest was determined as
NaCl+ZnONP > NaCI+SA > NaCI+SA+ZnONP > NaCl > Control. In addition, it was observed that the
activity values obtained from the SA, ZnONP, and SA+ZnONP applications in the DPPH method
exhibited higher antioxidant activity than the positive control BHT, while in the ABTS and CUPRAC
methods, the NaCIl+ZnONP application showed higher antioxidant activity than the positive control BHA.

According to the obtained results, it can be concluded that the NaCI+SA+ZnONP elicitor
application is more effective in terms of photosynthetic pigment, proline, and MDA content, while the



NaCl+ZnONP elicitor application is more effective in terms of total phenolic and total flavonoid content,
as well as total antioxidant activity. Additionally, when evaluating the effects of SA and ZnONP on
reducing stress damage and secondary metabolite (phenolic, flavonoid, carotenoid) production together, it
was observed that SA and ZnONP exhibit a synergistic effect, especially in reducing stress damage. SA
and ZnONP applications may have the potential to reduce the effects of stress in plants under salt stress.
However, it should be noted that these effects may vary depending on the plant species, stress conditions,
application methods and concentrations of elicitors used. Therefore, further research on the use of
elicitors such as SA and ZnONP in stress management strategies is recommended. Such research can help
us better understand the effectiveness and application protocols of these elicitors and develop strategies
that support better adaptation of plants to environmental stresses like salt stress.

Keywords: Antioxidant activity, Zinc oxide nanoparticle, Salicylic acid,, Salvia virgata, Salt
stress



ONSOZ

Topraktaki tuz miktarinin normalden daha yiiksek olmasi veya sulama
suyundaki tuzlulugun yiiksek olmasi durumunda ortaya ¢ikan tuz stresi, bitkilerin
bliylimesini, gelisimini ve verimini olumsuz etkileyebilen ©onemli bir faktordiir.
Bitkilerin tuz stresine karsi toleransli hale getirilmesi igin, tuz toleransl bitki tiirlerinin
kullanilmasi, tuz toleransh ¢esitlerin secilmesi, tuz stresine dayanikli genlerin transferi,
toprak iyilestirmesi ve sulama yoOnetimi gibi gesitli stratejiler kullanilabilir. Ayrica,
nanopartikiil ve salisilik asit gibi ¢esitli elisitorlerin kullanimi, bitkilerin tuz stresine
kars1 toleransini artirmada potansiyel stratejiler arasinda yer almaktadir. Bununla
birlikte, nanopartikiil ve salisilik asit elisitorleri, bitkilerin savunma tepkilerini
uyarabilir ve baz1 sekonder metabolitlerin sentezini artirabilir. Bu kapsamda, tuz (NaCl)
stresine maruz birakilan Salvia virgata bitkisine salisilik asit ve ¢inko oksit nanopartikiil
elisitorleri ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanarak hem stres hasarin1 azaltmadaki etkileri hem
de sekonder metabolit (fenolik, flavonoid, karotenoid) iiretimine olan etkileri
arastirilmistir. Salisilik asit ve ¢inko oksit nanopartikiiliin, stresin etkisini azaltma ve
sekonder metabolit tiretimini artirmada nasil etkilesim gosterdigini anlamak, bitki stres
toleransini artirmak ve bitki sagligini iyilestirmek i¢in potansiyel stratejiler gelistirmek
acisindan Onemlidir. Bu elisitorlerin kullanimi, bitkisel iiretimde tuz stresine karsi
tolerans1 artirma potansiyeline sahip olmasima ragmen, optimize edilmis uygulama
protokollerine ihtiya¢ duyulmasi arastirmamizi 6nemli kilmaktadir.

Yiiksek lisans tez danigsmanligimi tistlenerek tiim galigmalarim siiresince karsima
¢ikan her tiirlii sorunun ¢oziilmesinde yardimci olan, her konuda destegini aldigim,
tecriibbe ve bilgilerini esirgemeyen degerli danisman hocam saym Dr. Ogr. Uyesi
Ibrahim Selguk KURU’ya ve laboratuvar analiz siiregleri boyunca destegini
esirgemeyen degerli Dr. Ogr. Uyesi Pmar ORCAN’a ¢ok tesekkiir ederim. Salvia
virgata bitkisini toplayip teshis eden Dog. Dr. Hiiseyin EROGLU ve bitkiye ait
gorselleri bizimle paylasan Dr. Mehmet FIRAT’a tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica
Yiiksek lisans tezimi, BTUBAP-2022-YL-02 no’lu proje ile destekleyen Batman
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne (BTUBAP) tesekkiir ederim.

Tiirkan OKTAY BOZABA
BATMAN-2023
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1. GIRIS

Bitkiler genellikle biiyiimelerini ve iiretkenliklerini sinirlayan ve ayn1 zamanda
diinya ¢apindaki tarimsal liretimde 6nemli kayiplara neden olan kuraklik, sicak, soguk,
besin eksiklikleri, topraktaki asir1 tuz veya toksik metal seviyeleri gibi olumsuz abiyotik
cevre kosullariyla karsi karsiyadir. Bu abiyotik stresler, diinya capinda ekilebilir
arazilerin kullanimini sinirlar ve {irin verimliligini olumsuz etkiler (Zhang ve ark.,
2022). Cevresel stres faktorleri arasinda siklikla rastlanan tuzluluk, diinya capinda
bitkisel iiretimin oniindeki en 6nemli stres engellerinden biri olup 6zellikle kurak ve
yart kurak bolgelerde bitki iiretimini ciddi sekilde sinirlamaktadir. Yetersiz sulama,
yiiksek diizeyde buharlagsma, sik sulama ve deniz suyuyla temas gibi bir¢ok faktor
toprak tuzluluguna neden olmaktadir. Diinya genelinde 9 milyar hektarin {izerinde olan
tuzluluk orami yiiksek araziler, bitkisel iiretim ve hatta dogal bitki popiilasyonu i¢in
ciddi bir tehlike olugturmaktadir (Mahajan ve ark., 2008).

Tuz stresi; “ozmotik stres”, “iyon toksisitesi” ve “oksidatif stres” yoluyla bitki
metabolizmasini olumsuz etkiler. Bitki kok hiicreleri, toprak ¢ozeltisinin hiperozmotik
basinci nedeniyle suyu emmek yerine kaybedebilir. Bu nedenle ozmotik strese yanit
oncelikle ozmotik ayarlamalar1 igerir. Bitkiler, hiicresel diizeyde ozmotik dengeyi
desteklemek i¢in prolin, ¢oziiniir sekerler, glisin, betain ve diger ozmolitleri sentezler
(Taji ve ark., 2002). Tuzlu topraklarda sodyum kloriir (NaCl), toplam ¢dziiniir tuzlarin
%50-80'ini olusturur (Rengasamy, 2006). Bu topraklarda bulunan bitkilerde sodyum
(Na*) ve klor (C) iyonlarinin yiiksek oranda birikmesi sonucu iyon toksisitesi ve hiicre
ici 1iyon dengesizligi meydana gelir. Bu iyonlar, bircok enzimi ve fotosentez sinyal
sistemleri gibi hiicresel fonksiyonlar1 etkiler (Cheeseman, 2013). Ayrica,
sitoplazmadaki fazla Na*, nitrojen (N), fosfor (P), potasyum (K*), kalsiyum (Ca?*) ve
¢inko (Zn?*) dahil olmak iizere bircok makro ve mikro besinlerin tasimimimi engeller
(Liu ve ark., 2022). Ozmotik stres ve iyon toksisitesi tuzlulugun birincil etkilerinin bir
sonucu olup, oksidatif stres gibi ikincil stresler siklikla reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
asir1 Uiretimi nedeniyle olusur. Oksidatif stres sonucu yiiksek miktarda olusarak zararli
hale gelen ROT’lar, lipit peroksidasyonuna yol acarak membran akigkanligmnin ve
gecirgenliginin artmasina (Sharma ve ark., 2012), fonksiyonel ve yapisal proteinlerin
denatiirasyonuna, fotosentetik pigmentlerin bozulmasina (Nkomo ve ark., 2019) ve baz

modifikasyonlar1 yoluyla niikleik asitlerin olumsuz yonde etkilenmesine neden olur

(Jena, 2012).



Tuza toleranshi bitkilerin 1slah edilmesi, tuza dayanikli iirlin ¢esitlerinin
gelistirilmesi, bitkisel tliretimde dayaniklilik, stirdiiriilebilirlik ve verimlilik saglamak
amaciyla tuz stresine karsi koyacak yeni teknolojilerin kullanilmasi biiyiilk 6nem
tasimaktadir (Hofmann ve ark., 2020). Bu kapsamda hizla gelisen bir alan olan
nanoteknoloji, ilag, gida, kozmetik, tekstil, elektronik, su aritma dahil olmak {izere ¢ok
cesitli sektorlerde kullanilmaya baslanmis oldukca popiiler bir teknolojidir. Bununla
birlikte, nanoteknolojinin tarimsal ve bitki bazli iriinlerin {iretim siireglerinde
benimsenmesi, siirdiiriilebilirlik i¢in hayati 6nem tasiyan potansiyel ve hizli ¢oziimler
sunabilmesi nedeniyle 6nemli bir zemin kazanmistir (Zulfigar ve ark., 2019). Bu
nedenle tuzluluk stresi altinda biiylimeyi ve bitki performansini iyilestirmek icin en
umut verici yontemlerden biri olarak kullanilan nanopartikiillerin kullanimina biiytik
ilgi gosterilmistir. Nanopartikiiller (NP), 1 ila 100 nm arasinda capa sahip ¢ok kii¢iik
boyutlu bilesenlerden olusur ve bu bilesenlerin 6nemli diizeyde bir¢ok etkileri vardir
(Etesami ve ark., 2021). NP'lerin tuzluluk stresi altindaki farkli bitkiler {izerinde ¢esitli
calismalarda kullanilmasimnin olumlu etkileri kanitlanmistir. NP'ler, hormonal
konsantrasyonlari, antioksidan enzim aktivitelerini, iyon homeostazini, gen
ekspresyonunu ve savunma sistemlerini degistirerek ¢esitli bitkilerde tuzluluk
toleransini diizenler (Wahid ve ark., 2020). Baz1 NP'lerin tuzluluk stresi altindaki farkli
bitkiler iizerinde enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan aktiviteleri artirdigi,
prolin ve fenolik icerigi artirdigi, hidrojen peroksit (H202) ve MDA igeriklerini azalttig
rapor edilmistir (Moradbeygi ve ark., 2020; Gohari ve ark., 2020; Sen ve ark., 2020).

Bitkiler karbonhidratlar, proteinler, lipitler gibi birincil metabolit olarak
adlandirilan biiylime ve gelisim olaylarinda rol oynayan maddelere sahip olmalarmin
yani sira gevreye ve stres kosullarina karst uyum saglamada rol oynayan sekonder
metabolitler olarak adlandirilan maddelere de sahiptir (Leicach ve Chludil, 2014). Bitki
biiylimesini ve sekonder metabolitlerin liretimini etkileyen en 6nemli faktorlerden biri
tuz stresidir. Bitkiler, kendilerini bu streslerden korumak i¢in giigclii ve entegre
bagisiklik sistemleriyle evrimlesmislerdir. Hiicresel reseptorler, stres faktorlerini
tanimlayarak hem lokal enfeksiyon bolgelerinde hem de uzak bolgelerde bagisiklik
tepkileri tretirler. Kiiclik molekiil yapisina sahip bir hormon olan salisilik asit, hem
lokal hem de sistemik bagisiklik tepkilerine katilimi nedeniyle stres tepkilerini
uyarmada 6nemli rol oynamaktadir. Salisilik asit (SA), énemli bir sinyal molekiilii
olarak islev goren, cesitli biyokimyasal ve fizyolojik islevleri etkileyen, hem biyotik

hem de abiyotik streslere karsi tolerans iizerinde ¢esitli etkileri olan, dogal olarak
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bulunan ve diinya capinda bilim adamlarinin ilgisini ¢eken en 6nemli basit fenolik
bilesiklerden biridir (Kaltdorf ve Naseem, 2013; Wani ve ark., 2017). Cesitli
arastirmacilar bitkilerin olumsuz ¢evresel faktorlere karsi endojen kaynakh salisilik asit
miktarindaki asir1 artist bildirmistir (He ve ark., 2007; Zhao ve ark., 2021). Bu bulgular,
bitkilere ¢esitli streslere karsi tolerans saglamada salisilik asidin eksojen uygulamasinin
rolii i¢in yeni bir alan agmistir. Kadmiyum stresine maruz kalan fasulye tohumlarinin
salisilik asit on islemi, klorofil ve karotenoid igerigini artirirken, H>O> ve MDA
icerigini azaltarak oksidatif hasar1 azaltmistir (Saidi ve ark., 2013). Tuz stresine maruz
birakilan ¢esitli bitkilerde eksojen SA uygulamasinin, pigment igerigini artirdigr (Manaa
ve ark., 2014), oksidatif stresi iyilestirdigi (Fayez ve Bazaid, 2014), prolin miktarini
artirdigi (Hussain ve ark., 2021), MDA miktarim1 azaltti§i (Mahdavian, 2023)
bildirilmistir. Bitkilere eksojen SA uygulamasinin, sadece stres kosullarina maruz kalan
bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal cevaplarinin iyilestirilmesinde degil, ayn1 zamanda
bitkilerde sekonder metabolit seviyesini artirmadaki rolii de dikkat ¢ekicidir. EKsojen
SA uygulamasinin Salvia miltiorrhiza (Li ve ark., 2016), Carthamus tinctorius (Golkar
ve ark., 2019) ve Salvia officinalis (Es-sbihi ve ark., 2021) bitkilerinde sekonder
metabolit seviyesini artirdigi bildirilmistir.

Bitkiler, hem geleneksel hem de modern ilaglarin yapiminda kullanilmakta ve
tedavi amaciyla dnemli rol oynamaktadir. Bitki kaynakli ilaglar, binlerce yildir insan
sagliginin evriminin bir pargasi olmustur. Sentetik ila¢ kimyas1 ve antibiyotik alanindaki
bircok ilerlemeye ragmen bitkiler, ¢esitli insan hastaliklarini tedavi eden ilaglar i¢in ana
hammaddelerden biri olmaya devam etmektedir. Klinik ve farmasotik aragtirmalar, tibbi
bitkilerde bulunan biyoaktif maddelerin roliinii tanimlamaya ve metabolizmadaki etki
tarzlarin1 anlamaya c¢aligmaktadir (Jain ve ark., 2019). Tibbi bitkilerden elde edilen
sekonder metabolitlerin diyabet, kanser, kardiyovaskiiler, karaciger, beyin ve bagirsak
gibi cesitli hastaliklara karsi yararli etkileri vardir. Tibbi bitkilerin en 6nemli ve ilgi
cekici Ozelliklerinden biride antioksidan aktivite gosteren sekonder metabolitler
acisindan zengin olmasidir. Tibbi bitkilerde bulunan antioksidan bilesiklerin
tanimlanmas1 ve oksidasyonu Onleyen mekanizmanin aydinlatilmasina olan ilgi son
yillarda arastirmacilarin odak noktas1 olmustur (Orozco ve ark., 2019). Tibbi bitkiler,
ilag ve farmasotik endiistrisinde yaygin olarak kullanilan alkaloidler, glikozitler,
aminler, steroidler, fenolikler, flavonoidler ve ilgili metabolitler acisindan zengindir.
Geleneksel olarak sekonder metabolitler olarak anilan bu maddeler, genellikle bitkiler

aleminde siirh taksonomik gruplar arasinda farkli sekilde dagilir (Sharanabasappa ve



ark., 2007; Jain ve ark., 2019). Bu tiir metabolitlerin birikmesi, genellikle cesitli
elisitorler veya sinyal molekiilleri dahil olmak iizere strese maruz kalan bitkilerde artis
gosterir (Akula ve Ravishankar, 2011). Sekonder metabolitlerin miktarindaki artis, bitki
acisindan oOnemli olmakla birlikte biyoaktif 06zellik gostermeleri nedeniyle bu
metabolitlerin {iretiminin degistirilmesi olasiligina olan ilginin artmasina neden
olmustur.

Bitki hiicrelerinde fenolik asitlerin sentezinde rol alan enzimlerden fenilalanin
amonyak-liyaz (PAL), tirozin aminotransferaz (TAT) ve rosmarinik asit sentaz (RAS)
ekspresyonunu kodlayan genler Salvia miltiorrhiza bitkisine SA uygulanarak
aragtirtlmistir. Arastirma sonuglart SA’nin PAL, TAT ve RAS" kodlayan genlerin
ekspresyonunu uyardig1 ve ayni zamanda kafeik asit (CA), rosmarinik asit (RA) ve
salvianolik asit B (Sal B) gibi fenolik asitlerin birikimini artirdigi rapor edilmistir (Li ve
ark., 2016).

Silva ve ark. (2023), farkli tuz konsantrasyonlarinda (0.5, 1.3, 3.25, 5.2 ve 6 dS
m? NaCl) feslegen (Ocimum basilicum) bitkisine cesitli SA (0, 0.29, 1.0, 1.71 ve 2
mM) uygulamalar1 yaparak, biiylime parametreleri ve ucgucu yag bilesenlerini
aragtirmiglardir. SA uygulamasi, gaz degisimi, klorofil indeksleri ve klorofil a floresansi
tizerindeki tuz stresi hasarimi azaltmistir. Ayrica, tuz stresinin esansiyel yag igerigi
tizerindeki zararli etkilerini hafifleterek ugucu yag icerigini artirmis ve en yiiksek deger
1.77 dS m? + 0.98 mM SA uygulamasinda gozlenmistir. Tuz stresi ile birlikte SA
kullaniminin, &zellikle yar1 kurak bolgelerde O. basilicum ugucu yag igerigini artirma
stratejisi olabilecegi ifade edilmistir.

Tibbi ve aromatik bitkiler arasinda 6nemli bir yere sahip olan Lamiaceae
(Ballibabagiller) familyas1 Tiirkiye'de takson sayisina gore ligiincii, tiir sayisina gore
dordiincii en biiylik familyadir. Ekonomik ve tibbi agidan dnemli bir¢ok tiirli igeren
Lamiaceae liyeleri arasinda, ailenin en biiyiik cinsi olan Salvia (ada ¢ay1) 6nemli bir yer
tutmaktadir. Tiirkiye’de 107 taksonla temsil edilen Salvia cinsinin 58 taksonu endemik
olup %54 endemizm oranina sahiptir (Celep ve Dirmenci, 2017). Salvia cinsi bir¢cok
biyolojik aktivitesinin yani sira besleyici 0zellikleri ile diinya ¢apinda yaygin olarak
bilinen ve kullanilan bir bitki tiiriidiir. Salvia cinsine ait taksonlar, farkli kisimlarinda
icerdigi ¢esitli sekonder metabolitler sayesinde farkli biyolojik 6zellikler gosterir. Salvia
tiirleri antioksidan, antimikrobiyal, antikanser gibi dikkat ¢ekici aktivitelere sahip olup,
yiiksek besin icerigiyle dnemli bir dogal kaynaktir (Uysal ve ark., 2023). Arastirmamiza

konu olan Salvia virgata Jack. tirii Tirkiye‘de yerel olarak “yilancik” veya



“fatmaanaotu” olarak bilinmekte olup eski zamanlardan beri halk hekimliginde
kullanilmaktadir. Tirk halk hekimliginde S. virgata'nin yapraklar, yaralarin ve cilt
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmakta olup, ek olarak toprak {istli pargalar
Tirkiye'nin batisinda 16semi tedavisinde kullanilmaktadir (Senkal ve ark., 2019).

Son yillarda gevresel strese maruz birakilan bitkilere eksojen nanopartikiil ve
salisilik asit gibi elisitdrler uygulanarak, bitkinin strese karsi toleransinin artirilmasini
hedefleyen ve sekonder metabolit sentezinin nasil etkilendigi yoniinde yanitlar arayan
bircok arastirma bulunmaktadir. S6z konusu arastirmalarda farkli nanopartikiil gesitleri
uygulanmasina karsin, arastirmamizda ¢inko oksit nanopartikiil (ZnONP) uygulamasi
tercih edilmistir. Cinko, diinyadaki en bol elementlerden biri olmasina ragmen, ¢inko
iceren minerallerin ¢oziiniirliiglinlin diisiik olmas1 nedeniyle, 6zellikle alkali ve tuzlu
topraklara sahip kuru alanlarda, bitkiler ve mikroorganizmalar i¢in diisiik
konsantrasyonda veya erisilebilir degildir (Marslin ve ark., 2017). Bu baglamda, ¢inko
eksikligini gidermek i¢in ZnONP uygulanmasi etkili bir strateji olabilir. ZnONP ve
SA’nin strese maruz birakilan ¢esitli bitkilerdeki fizyolojik tepkileri {izerindeki
etkilerine iligkin birgok literatiir mevcut olmasina ragmen ikisinin birlikte kullanildig
ve potansiyel sinergik etkilerinin olup olmadigiyla ilgili sinirli sayida arastirma vardir.
Ayica Salvia tiirlerinde tuz stresine karst ZnONP ve SA’nin potansiyel sinerjik etkisinin
arastirlldigt herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Literatiirde tespit edilen bu
eksikliklerden yola ¢ikilarak aragtirmamizda, tuz (NaCl) stresine maruz birakilan Salvi
virgata bitkisine ZnONP/SA’nin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasiyla bitkinin fizyolojik,
biyokimyasal ve antioksidan kapasitesi lizerindeki potansiyel etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Tibbi bitkilerin tiiketimi, endiistriyel talebi ve siirdiiriilebilir tiretimini
saglamak icin daha iyi alternatiflere yonelimin olmasi; hangi ¢evresel kosullar altinda
daha yiiksek verim ve kalite verdiginin belirlenmesi; dogal yasam alanlarinin hizla yok
olmas1 ve cevresel istikrarsizliklarla birlikte bitki kaynakli bilesikler elde etmenin
giderek zorlagmasi gibi tespitler aragtirmamizin 6nemini artirmaktadir.

Bu dogrultuda aragtirmamizda;

- Tuz stresine maruz birakilan S. virgata bitkisine ayri ayrt ve birlikte
ZnONP/SA elisitorleri uygulanarak bitkinin verecegi fizyolojik, biyokimyasal ve
antioksidan tepkilerin belirlenmesiyle gelecekte bu bitki tiirlinde yapilacak olan benzer
calismalara temel olusturmasi,

- Fotosentetik pigment (klorofil a, b ve karotenoid) igeriginin belirlenmesi,



- Ozmoprotektan olarak islev géren prolin ve membran hasariin gostergesi olan
MDA igeriginin belirlenmesi,

- Toplam fenolik ve toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi,

- Ug farkli yontem kullanilarak (DPPH, CUPRAC, ABTS) bitkinin antioksidan
aktivite kapasitesinin belirlenmesi,

- Kontrol ve uygulama gruplarinda elde edilen tiim analiz verilerinin
karsilastirmali olarak degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Elde edilen sonuglarin literatiire kazandirilmasiyla hem S. virgata bitkisiyle hem
de ZnONP ve SA’nin tuzluluk stresine karsi sinerjik etkisi ile ilgili yapilacak

calismalara temel bilgi saglanmis ve ¢esitli oneriler ortaya konmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Botanik Ozellikler

Arastirmamizda bitkisel materyal olarak kullanilan Salvia virgata Lamiaceae
(Ballibabagiller) familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Lamiaceae familyasi;
cigceklerinin alt dudak ve iist dudak seklinde birlesmesinden dolayr De Jussieu
tarafindan ‘Labiatae’ olarak adlandirilmis ve 1836 yilinda Lindley tarafindan
‘Lamiaceae’ olarak degistirilmistir (Greuter, 1982; Dirmenci, 2003). Angiospermler
icerisinde altinci biiylik familya olan Lamiaceae {iyeleri diinya genelinde 245'ten fazla
cins ve 7886 tiir icermektedir. Tiirkiye’de 48 cins ve 782 takson (603 tiir, 179 alttiir ve
varyete) igeren familyanin 346 taksonu (271 tiir, 75 alttiir ve varyete) endemik olup
endemizm orani yaklasik %44’tiir. Takson sayisina gore iilkemizdeki en biiylik bes cins
Stachys (118 takson), Salvia (107 takson), Sideritis (53 takson), Phlomis (53 takson) ve
Teucrium (48 takson)’dur (Celep ve Dirmenci, 2017). En 6nemli bitki familyalarindan
biri olan Lamiaceae familyasi, biyolojik ve tibbi uygulamalara sahip ¢ok c¢esitli bitkileri
blinyesinde barindirmaktadir. Familya {iyeleri icerdikleri sekonder metabolitlerden
dolay1 6nemli bir degere sahip olup tiirlerin ¢cogunda yogun bir sekilde bulunan ugucu
yaglar, en Onemli sekonder metabolittir. Bu ailenin en bilinen iiyeleri kekik, nane,
feslegen, adagayi, biberiye, mercankdsk otu, melisa ve daha sinirli kullanima sahip
cesitli aromatik baharatlardir (Bekut ve ark., 2018).

Diinya genelinde yaklasik 1000 tiir igeren Lamiaceae familyasmin en 6nemli
cinslerinden biri olan Salvia, Uzak Dogu'dan Avrupa'ya kadar genis bir dagilima ve
biiyiik bir ¢esitlilige sahiptir (Kintzios, 2000). Tiirkiye’de 100 tiir 7 varyete olmak iizere
toplamda 107 taksonla temsil edilen Salvia cinsinin 58 taksonu endemik olup %54
endemizm oranina sahiptir (Celep ve Dirmenci, 2017). Salvia tiirleri, odunsu calilar ile
tek yillik, iki yillik veya ¢ok yillik otsu bitkileri igerir. Kiimeler halinde bulunan
cicekleri genellikle maviden kirmiziya degisen renkleri ile gosterisli bir goriintii
sergilemekle birlikte daha az yaygin olarak beyaz ve sari ¢igeklere rastlanmaktadir
(Askari ve ark., 2021). Salvia cinsi igerisinde kozmetik, gida, ila¢ endiistrilerinde
degerli olan birgok tiir bulunmaktadir. Uyelerinin ¢ogu sekonder metabolitler,
antioksidanlar, antimikrobiyal, antialzheimer, antikanser ve hatta bocek oldiirticii olarak
etkili olan ugucu yaglar igerir (Pavlidou ve ark., 2004; Senel ve ark., 2010; Exarchou ve

ark., 2015; Sarrou ve ark., 2016).



Lamiaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitki olan S. virgata, Asya (iran'in
kuzeydogusu) ve giineydogu Avrupa'ya 6zgiidiir. Tiirkiye'de yerel olarak “fatmaanaotu”
veya “yilancik” olarak bilinen S. virgata (Sekil 2.1) yaklasik 30-100 cm yiiksekliginde,
asirt dalli bir yapiya sahip, otsu ve ¢ok yillik bir bitkidir (Akkol ve ark., 2008). S.
virgata eski zamanlardan beri halk hekimliginde kullanilmaktadir. Bitki geleneksel
olarak cilt hastaliklarini, yaralanmalar1 ve kan kanserini tedavi etmek icin kullanilmigtir
(Baytop, 1999). Bu tiiriin 6nemli biyolojik 6zelliklerinden bazilari, antioksidan (Latani
ve ark., 2019), antimikrobiyal (Alizadeh, 2013), antifungal (Bayar ve Yilar, 2019),
antiinflamatuar ve antinosiseptif aktiviteler (Akkol ve ark., 2008) literatiirde
bildirilmistir.

Salvia virgata tiiriiniin sistematikteki yeri;

Alem  :Plantae

Bolim : Magnoliophyta

Smif  : Magnoliopsida

Takim : Lamiales

Familya : Lamiaceae

Cins : Salvia

Tiir : Salvia virgata

Sekil 2.1. Salvia virgata bitkisinin genel goriinimii



2.2. Salvia Tiirlerinin Kullanimi

Salvia tiirleri gegmisten giiniimiize kadar birgok alanda kullanilmistir. Ornegin,
6000 y1l 6nce Mezopotamya'da yasayan insanlar tarafindan sifa amagh kullanilmis ve
aynt zamanda yore halki arasinda sans getirdigine inanilirmis. Bolgede yapilan
kazilarda bulunan yazili tabletlerde Salvia’nin nasil kullanilacagi hakkinda faydali
bilgiler bulunmustur. Ayrica rahatlatici etkisi oldugu kesfedilen ada ¢ay1 kurutularak
pipo ile igilmekte, yapraklarinin taze hali ise dis temizliginde kullanilmaktadir.
Giliniimilizde ada ¢ayinin bazi tiirleri kurutularak cay seklinde tiiketilmektedir (Uysal ve
ark., 2023). Geg¢misten gliniimiize ¢ayi, merhemi ya da 6ziit haline getirilen ve agri
kesici, balgam soktiirticii gibi islevlerinden yararlanilan ada ¢ayimin etken maddelerinin
ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi, kullanildigi alanlarda daha dogru ve etkili
sonuclar alinmasma yardimer olacaktir. Yapilan bir¢ok c¢aligmada Salvia tiirlerinin
agirhikli olarak fenolik asitler, flavonoidler, terpenler ve terpenoidler icerdigi
goriilmiistiir. Izolasyon calismalarinda sekonder metabolitlerin  antimikrobiyal,
antifungal, antiseptik, analjezik, antikanser ve insektisit gibi farmasétik ve biyolojik
faydalar sagladigi anlasilmistir (Lu ve Foo, 2002). Salvia tiirlerinin temel uygulama
alanlar1 soguk alginligi, bronsit, tiiberkiiloz, kanama ve adet bozukluklarinin tedavisi
olmasina ragmen, agrilardan epilepsiye kadar degisen altmistan fazla farkli rahatsizligin
tedavisinde kullanilmistir (Topgu, 2006). Salvia spp. gidalarin mikrobiyolojik kalitesini
ve giivenligini artirmak ic¢in dogal koruyucular olarak 6zellikle yararlidir (Tenore ve
ark., 2011). Ayrica, et ve balik sektoriinde dogal antibakteriyel olarak, kozmetik
sektorlinde parfiim ve sabun katki maddesi olarak, tekstil ve peyzaj mimarisinde bitkisel
boya olarak kullanilmaktadir. Salvia cinsinin bilesenleri biyolojik miicadelede yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ugucu yaglarin bilesiklerinde bulunan alkaloidler, flavonoidler
ve terpenoidler gibi maddeler zararli boceklere karsi insektisit olarak kullanilir.
Ozellikle depolanan iiriinlere zarar veren bdceklere karsi fumigant etkisi vardir (Celep
ve Dirmenci, 2017)

Ekonomik acidan en Onemli Salvia tirleri S. officinalis, S. fruticosa, S.
lavandulifolia, S. verbenaca, S. sclarea ve S. tomentosa 'dir. Pek ¢ok Salvia tiiri,
sekonder metabolitleri i¢in yetistirilmekle birlikte ugucu yaglar, farmasoétikler,
renklendiriciler, boyalar, kozmetikler ve biyositler gibi 6zel malzemelerin iiretiminde
kullanilmaktadir (Lubbe ve Verpoorte, 2011). Etnobotanik éneminin yani sira Salvia

hispanica (chia) gibi bazi tiirler, esansiyel yaglarina olan ilgi ve geleneksel tiptaki
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popiilaritesi nedeniyle piyasada gida olarak satilmaktadir. Salvia miltiorrhiza'nin
kurutulmus kokii, koroner kalp hastaligi, serebrovaskiiler hastalik, hepatit, hepatosiroz,
kronik bobrek yetmezligi, dismenore ve noroastenik uykusuzluk tedavisinde yaygin
olarak kullanilmistir (Li, 1998). In vitro ve in vivo ¢alismalara dayanarak, S. virgata'nin
tiim bitki ve siirgilin kiiltiirlerinde kafeik asit (CA), rosmarinik asit (RA), salvianolik asit
A (Sal-A) ve salvianolik asit B (Sal-B) gibi baz1 fenolik asitlerin varligi rapor edilmistir
(Ejtahed ve ark., 2015; Dowom ve ark., 2017; Fotovvat ve ark., 2018). Son ¢alismalar,
bu fenolik asitlerin hipoglisemik (Huang ve ark., 2016), antioksidan, antibakteriyel,
antifungal (Grzegorczyk-Karolak ve ark., 2019), antikanser (Katary ve ark., 2019),
antiviral (So-He ve ark., 2020) ve ayrica RA ve Sal-B'nin Alzheimer hastaligina bagl
hafiza ve biligsel bozuklugu iyilestirebilecegi gosterilmistir (Gok ve ark., 2018).

2.3. Bitkilerde Stres Faktorleri

Bitkiler, biiyiime ve gelisim icin genellikle elverissiz veya siirekli degisen stresli
ortamlarda yasarlar. Bu olumsuz g¢evresel kosullar, patojen enfeksiyonu, otcul saldirisi
gibi canli cevreden kaynakli biyotik stres veya kuraklik, sicak, soguk, besin eksikligi,
asir1 tuz ve toksik metaller gibi abiyotik stres faktorlerini igerir (Zhu, 2016). Bu abiyotik
stresler, diinya capinda ekilebilir arazilerin kullanimini sinirlar ve iiriin verimliligini
olumsuz etkiler. Bu nedenle, bitkilerin stres sinyallerini nasil algiladiklarini ve olumsuz
cevre kosullarina nasil uyum sagladiklarini anlamak, kiiresel gida giivenligi igin kritik
oneme sahiptir. Kuraklik, tuz ve sicaklik stresleri, bitkilerin dogadaki cografi dagilimini
etkileyen, tarimda bitki verimliligini sinirlayan ve gida giivenligini tehdit eden baslica
cevresel faktorlerdir. Bu abiyotik streslerin olumsuz etkileri, asir1 hava olaylarinin
sitkliginda artisa yol acacagi tahmin edilen iklim degisikligi ile daha da
siddetlenmektedir (Fedoroff ve ark., 2010). Abiyotik streslere yanit olarak ortaya ¢ikan
mekanizmalar, stresin tiirline ve siddetine, bitkinin maruz kaldig1 gelisim evresine ve
siiresine bagli olarak degisse de stresin etkisi genellikle ¢imlenme, biliyiime, gelisim ve
nihai trlin verimi iizerinde azalmaya neden olmaktadir. Bunun yani sira sekerler,
polioller, betainler ve prolin gibi ¢esitli organik ¢6ziinen maddelerin birikmesine,
hiicresel mekanizmanin korunmasina, iyonik homeostazin siirdiiriilmesine, serbest
radikallerin  temizlenmesine,  belirli  proteinlerin  ekspresyonuna,  genlerin
diizenlenmesine ve fitohormonlarin uyarilmasina yol agan metabolik ayarlamalar da bu

stirecin bir parcasidir (Munns ve Tester, 2008).
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2.3.1. Bitkilerde tuz stresi

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan toprak tuzlulugu gibi sorunlar, dogal
cevrenin bozulmasi, iklim degisiklikleri ve koétii sulama uygulamalari ile birlikte gittikce
siddetlenen bir sorun haline gelmistir (Park ve ark., 2016). Bu nedenle iiriin verimini
iyilestirmek ve giin gectikge artan toprak tehdidi unsurunu ele almak oldukga kritik bir
Ooneme sahiptir. Tuz stresi, bitkisel gelisimi ciddi bir sekilde sinirlamakta ve bu nedenle
bitkiler dogal ortaminda ya da tarimsal faaliyetlerle kiiltiire alinmasi risk altinda olup,
tuza dayanikli bitki ¢esitlerinin gelistirilmesi, liriin verimi ve iliretkenliginin arttirilmasi,
kiiresel gida giivenliginin saglanmast dnemli stratejilerdir. Bitkiler tuz stresine maruz
kaldiklarinda, tuz stresinin olumsuz etkileri ile basa ¢ikabilmek i¢in bazi fizyolojik,
morfolojik ve biyokimyasal cevap olustururlar. Tuz stresi ilk olarak kok sistemi
tarafindan algilanir ve kisa vadede azalan su mevcudiyetinin neden oldugu ozmotik
stresi indiiklerken, uzun vadede sitozoldeki besin dengesizligi nedeniyle tuzun neden
oldugu iyon toksisitesi ile bitki biiylimesini bozar (Munns, 2005). Bu nedenle,
tuzlulugun yarattig: iki ana tehdit, asir1 sodyum (Na*) ve klor (C?) alimiyla iliskili
“ozmotik stres” ve “iyon toksisitesi” olup bu durum basta kalsiyum (Ca?*) ve potasyum
(K") olmak iizere diger besin dengesizliklerine yol agar. Tuzluluk, ozmotik ve toksik
etkiler yoluyla bitki biiylimesini , kok gelisimini ve hidrolik iletkenligi azaltarak kokten
su hareketini azaltan ve toprak direncini artiran etkilere neden olur. Tuz stresine maruz
kalan bitkilerde yaprak sayisi, yaprak alani, taze ve kuru agirlik, bitki boyu, kok-siirgiin
oran1 gibi morfolojik 6zelliklerde azalma gbzlendigi cesitli arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Alvarez ve Sanchez-Blanco, 2015; Cirillo ve ark., 2016; Acosta-Motos ve
ark., 2016).

Sekil 2.2°de bitkide tuz stresi tepkisinin basitlestirilmis bir modeli verilmistir.
Tuz stresi bitki tarafindan algilandiktan sonra ilk olarak iyonik ve ozmotik strese neden
olur ve daha sonra Ca®" birikimi, ROT sinyalinin etkinlestirilmesi ve fosfolipid
bilesimlerinin degisimi gibi siireglerle devam eder. Bu sinyaller, iyon dengesi, ozmotik
homeostazin siirdiiriilmesi, fitohormonlarin indiiklenmesi, hiicre iskeleti ve hiicre duvari
yapisinin diizenlenmesi dahil olmak {izere tuz stresini hafifletmek i¢in adaptif siiregleri
aktive eder. Daha sonra bir dizi sinyal iletim yolu araciligiyla bitki biiylimesi yavaslar

ve tuz toleransini artirmak i¢in metabolizma etkinlestirilir (Zhao ve ark., 2021).



Salt stress

Sekil 2.2. Tuz stresi tepkisinin basitlestirilmig modeli (Zhao ve ark., 2021)

Tuzlu topraklarda yliksek sodyum konsantrasyonu bitkide besinlerin emilimini
ve su alimini sinirlamaktadir. Fizikokimyasal benzerlikleri ve ortak bir tagima sistemi
nedeniyle toprak ¢ozeltisindeki Na™ ve K* tasinim igin rekabet eder ve bu durum K*
eksikligine neden olabilir. K* eksikligi, hiicre turgorunun, membran potansiyellerinin ve
enzim aktivitelerinin siirdiiriilmesinde kritik bir rol oynadigi i¢in biiylimeyi engeller
(Zeeshan ve ark., 2020). Tuz stresi sonucu meydana gelen ozmotik stres, hiicre turgor
basincinda azalmaya, hiicre duvarinin fiziksel degisimine ve plazma zarnin biiziilmesi
gibi bir¢ok gecici biyofiziksel degisime neden olur. Bu durumda bitkiler ozmotik stresi
hafifletmek i¢in, gen ekspresyonu ve ozmolit biyosentez enzimlerinin aktivasyonundan
su tasima sistemlerine kadar olusan siirecleri diizenleyen ozmotik sinyal yollarina
bagvururlar (Yang ve Guo, 2018). Bitkisel hiicrelerde ozmotik potansiyeli azaltan
stikroz, sorbitol, manitol, gliserol, arabinitol, pinitol gibi karbohidratlar; betain,

glutamat, aspartat, glisin, prolin, kolin, putresin gibi nitrojen bilesikler; malat ve oksalat
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gibi organik asitler biriktirilir (Acosta-Motos ve ark., 2017). Bu ozmolitler, sitozolik
bolmedeki ozmotik potansiyeli diigiirerek ozmotik basincin diizenlenmesine katilirlar ve
ayrica absisik asit birikimini indiiklemek, ilgili gen ekspresyonunu etkilemek ve tuz
stresi altindaki bitki biiylimesini diizenlemek i¢in islev goriirler (Marusig ve Tombesi,
2020). Organik ozmolitler arasinda, prolin ve glisin-betain en 6nemli ve uyumlu
coziinenlerdir. Bir ozmoprotektan olarak hareket etmesine ek olarak, prolinin
antioksidan  Ozelliklere sahip oldugu ve dehidrasyon sirasinda biyolojik
makromolekiillerin yapisin1 korumak i¢in molekiiler bir saperon gorevi gorebildigi,
bdylece cevresel streslere karsi bitki toleransi sagladigi bildirilmistir (Tang ve ark.,
2015). Onemli bir ozmotik diizenleme maddesi olarak bitki hiicrelerinde serbest halde
bulunan prolin, diisiik molekiiler agirliga ve suda yiliksek c¢oziiniirliige sahip olup
fizyolojik pH araliginda net yiik icermeyen 6nemli bir ozmolit olarak degerlendirilir
(Liang ve ark., 2018). Rontein ve ark. (2002), prolinin hiicre osmoregiilasyonunda ve
dehidrasyon sirasinda proteinlerin korunmasinda rol oynadigini ve stres kosullarinda
enzimatik bir diizenleyici olarak hareket edebildigini bildirmistir. Ayrica, tuzluluk stresi
altinda, stresle ilgili bir sinyal olarak kabul edilebilecek hiicre i¢i yapilar1 stabilize
etmekten sorumlu bir organik molekiil oldugu belirtilmistir. Farkli arastirmacilar
tarafindan tuzlu kosullar altinda yetistirilen Salvia nemorosa (Sharifi ve Bidabadi,
2020), Salvia leriifolia (Dashti ve ark., 2022), Salvia virgata (Khosrojerdi ve ark., 2023)
bitkilerinde prolin miktarinin artis gosterdigi bildirilmistir.

Tuz stresinden en c¢ok etkilenen metabolik siiregclerden biride fotosentez
mekanizmasidir. Tuzluluk kisa vadede, stoma smirlamalari yoluyla fotosentezi
etkileyerek karbon asimilasyonunda bir azalmaya yol agarken uzun vadede, geng
yapraklarda tuz birikmesi ve halofit bitkilerde bile klorofil ve karotenoid
konsantrasyonlarinda azalma nedeniyle fotosentetik siireci etkileyebilir (Duarte ve ark.,
2013). Tuza dayanikl tiirlerin tuzluluk kosullar: altinda artan veya degismeyen klorofil
icerigi gosterdigi, oysa tuza duyarl tiirlerde klorofil seviyelerinin diistiigii ve bu
durumun klorofil parametresi i¢in bitkilerde tuz toleransinin biyokimyasal bir belirteci
olarak kabul edilebilecegi belirtilmistir (Ashraf ve Harris, 2013). Baz1 arastirmacilar
tuzluluk stresi altinda Salvia officinalis (Es-sbihi ve ark., 2021), Nigella sativa
(Aghajanzadeh-Gheshlaghi ve ark., 2021), Salvia miltiorrhiza (Li ve ark., 2022)

bitkilerinde fotosentetik pigment iceriklerinde azalma oldugunu bildirmistir.
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2.4. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Cesitli cevresel stres faktorlerine maruz kalma, bitkilerde reaktif oksijen tiirleri
(ROT) iiretimine neden olarak oksidatif stresi tetikler ve bu da ¢esitli biyolojik siirecleri
etkiler (Sekil 2.3). Oksidatif stres terimi ilk defa 1985 yilinda Sies ve Cadenas
tarafindan tanitilmis olup, hiicrenin kendi igerisinde artan ROT seviyesinin bir sonucu
olarak redoks dengesinin kesintiye ugramasi anlamina gelmektedir. Sonug olarak, ROT
olusumu ve ROT temizligi arasindaki hassas denge cevresel stres faktorleri tarafindan
bozulursa bitki hiicreleri “oksidatif stres” durumunda olacaktir. Oksidatif stres
durumunda bitkinin hayatta kalabilmesi, stres kosullarinin siddeti, siiresi ve bitkilerin
degisen enerji denklemine hizla uyum saglama kapasitesi gibi bircok onemli faktore

baglidir (Miller ve ark., 2010).

TUZLULUK
Na*,K*,CI" iyon
fazlaligi
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Sekil 2.3. ROT olusumundan sorumlu gesitli stres faktorleri (Das ve Roychoudhury, 2014)

Bitkilerde ROT iiretimi esas olarak kloroplastlar, peroksizomlar ve mitokondri
gibi hiicresel organellerde gergeklesir. Bununla birlikte cevresel stres durumunda
peroksidazlar ve amin oksidazlar iceren hiicre duvarlar1 ve plazma zarlar1 da ROT
tiretimine katilir. ROT'un bitki hiicrelerinin hiicresel metabolizmasinda yer almasina
ragmen, stres kosullar1 altinda asir1 tiretimleri ¢esitli hiicresel yapilarda fotooksidatif

hasara neden olur. Temel olarak tekli oksijen (*O2), hidrojen peroksit (H205), siiperoksit
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ol

(O2¢-) ve hidroksil radikalini (OH¢) igeren ROT’lar, oldukga reaktif olup karbonhidrat
deoksidasyonu, lipid peroksidasyonu, protein denatiirasyonu, DNA, RNA, enzimler ve
pigmentlerin yikimi1 yoluyla plazma zarinin bozulmasi gibi c¢ok c¢esitli hiicresel,
fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlar1 etkiler (Raja ve ark., 2017; Huang ve ark.,
2019).

ROT’lar diisiik/orta konsantrasyonda, stoma kapanmasi (Yan ve ark., 2007)
programlanmis hiicre oliimi (Mittler, 2002), gravitropizm (Joo ve ark., 2001) dahil
olmak iizere bitki hiicrelerinde ¢esitli yanitlara aracilik eden hiicre ici sinyal iletiminde
ikinci haberciler olarak rol aldigir ve bu nedenle hem biyotik hem de abiyotik streslere
kars1 toleransin kazanilmasinda onemli oldugu gosterilmistir. Sekil 2.4 bitkilerde
hormon aracili hiicresel tepkilerde ikinci haberci olarak ROT'un roliinii gostermektedir.
Bitkiler, bazi redoks duyarli proteinler, kalsiyum mobilizasyonu, protein fosforilasyonu
ve gen ekspresyonu yardimiyla ROT sinyalini algilayabilir, iletebilir ve uygun hiicresel

tepkiler verebilir (Sharma ve ark., 2012).
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Sekil 2.4. ROT'un hormon aracili hiicresel yanitlarda ikinci haberci olarak rolii (Sharma ve ark., 2012)
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Bununla birlikte, ROT'un {iiretimi ve temizlenmesi arasindaki denge, tuzluluk,
kuraklik, yliksek 151k, metallere bagli toksisite, patojenler ve benzeri gibi bir dizi stresli
kosul altinda bozulur. Artan ROT seviyesi, lipitler, proteinler ve DNA gibi
biyomolekiillerde hasara neden olabilir (Sekil 2.5). Bu reaksiyonlar, akiskanlik, iyon
tasinmasi, enzim aktivitesi kaybi, protein ¢apraz baglanmasi, protein sentezinin
inhibisyonu, DNA hasar1 ve benzeri gibi igsel zar 6zelliklerini degistirebilir ve sonugta

hiicre 6liimiiyle sonuglanabilir (Sharma ve ark., 2012).

Yiiksek ROT Seviyesi
\ /

Oksidatif Hasar
N N4 7
LiPiT PROTEIN DNA
Zincir kirilmasi Bolgeye 0zgii aminoasit Deoksiriboz
Membran modifikasyonu oksidasyonu
akiskanhiginda ve Peptit zincirinin Zincir Kirhmae
gecirgenliginde parcalanmast Niikleotidlerin
artis. E;z%'praz .ba_lgh reaksiyon uzaklagtirilmasi
iirlinlerinin toplanmast B larn
Degisen elektrik yiikii modifikasyonu,
Enzim inaktivasyonu DNA-protein
Proteinlerin proteolize capraz baglari.

kars1 artan duyarlilig

Sekil 2.5. ROT larn lipit, protein ve DNA’da neden oldugu oksidatif hasarlar (Sharma ve ark., 2012)

ROT seviyesi asir1 yiikseldiginde, hiicresel ve organel zarlarda lipid
peroksidasyonu gerceklesir ve bu da normal hiicresel isleyisi etkiler. Coklu doymamais
yag asitleri, genellikle ROT tarafindan oksitlenen lipit bilesenleridir. ROT’lar ¢oklu
doymamis yag asitlerinden hidrojen atomunun ayrilmasiyla baslayan ve bir lipid
radikalinin olusumuyla sonuglanan sirali lipid peroksidasyon reaksiyonlarini tetikler. Bu
lipid radikali, molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek lipid peroksil ve lipid alkoksil
radikallerini olusturur. Daha sonra bu radikallerin her ikisi de komsu lipid molekiilleri
ile reaksiyona girerek radikal zincir oksidasyonunun lipid peroksidasyonuna neden olur.

Tarif edilen zincir modifikasyonlar1 sonucunda, lipitlerin yapist bozulur ve zarlarin
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akigkanlig ile biitiinliigii tehlikeye girebilir. Zar yapisinda meydana gelen bozulmalar,
hiicre hasarma ve fonksiyon kaybina neden olarak 6liimle sonuglanabilir (Vistoli ve
ark., 2013; Alché, 2019). Lipid peroksidasyon seviyesi, stresli kosullar altinda hiicre
zarlarinda ROT aracili hasarin bir gostergesi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Lipid peroksidasyonu son iiriinlerden biri olan malondialdehit (MDA), fosfolipidlerdeki
doymamig yag asitlerinin peroksidasyon seviyesini gosteren dnemli bir gosterge olup
ayni zamanda hiicre zar1 hasarindan sorumludur (Alché, 2019). Tuzluluk stresi altinda
bliyliyen bitkilerde lipitlerin peroksidasyonu sonucu nihai {iriin olan MDA miktarindaki
artis cesitli aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Younis ve ark., 2021; Abdalla ve
ark., 2022; Khosrojerdi ve ark., 2023).

Stres altindaki bitki hiicreleri, biriken ROT larin bitkiye verecegi zararl etkileri
ortadan kaldirabilmek i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
mekanizmalarii kullanarak hayatta kalmaya caligirlar. Enzimatik savunma sistemleri,
glutatyon rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), siliperoksit dismutaz
(SOD), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), glutatyon peroksidaz (GPX), katalaz
(CAT) ve askorbat peroksidaz (APX) gibi ¢esitli enzimleri icerirken; enzimatik
olmayan savunma sistemi karotenoidler, a-tokoferol, indirgenmis glutatyon (GSH),
askorbik asit (AA) fenolikler, flavanoidler ve prolin gibi diisiik molekiillii bilesiklerden
olusur (Mansoor ve ark., 2022) (Sekil 2.6).

Lipid
DNA hasari peroksidasyonu

Karbonhidratlar

\ \ T / tizerindeki etkiler

ROT’un olumsuz etkileri

X L
~ ROT -—

__//I o

Protein hasari

ROT iiretimine kars1 antioksidan savunma sistemi

Enzimatik olmayan savunma sistemi
(AsA, Fenolik bilesikler, GSH,
Alkaloidler, Karotenoidler)

Enzimatik savunma sistemi
(SOD, CAT, GST,GPX)

Sekil 2.6. Oksidatif stresin olumsuz etkileri ve savunma mekanizmalar1 (Mansoor ve ark., 2022)
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Bitkilerde bulunan dogal antioksidan bilesiklere gosterilen ilgi giderek
artmaktadir. Bunlar arasinda en popiiler olan1 yapisinda bir veya daha fazla hidroksil
grubu iceren polifenolik bilesiklerdir (Cheynier ve ark., 2013). Bu bilesikler yapisal
olarak, fenolik asitler (esas olarak hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitler) ve
flavonoidler olmak iizere iki ana sinifa ayrilabilir. Fenolik bilesiklerin antioksidan
ozelligi, halka yapisindaki hidroksil gruplarinin sayisina ve bunlarin dizilisine baghdir.
Hidroksil gruplarinin sayis1 ne kadar yiiksekse, antioksidan 6zellikleri o kadar iyidir
(Villano ve ark., 2005). Flavonoidler, bitkilerde sekonder metabolitler olarak iiretilen
bir grup polifenolik bilesik olup, bitkilerde bircok biyolojik siirecte ve cevresel
faktorlere verilen tepkilerde Onemli roller oynar. Kapsamli olarak ¢aligilan
flavonoidlerin en temel biyoaktif 6zelligi, antioksidan aktiviteleridir. Flavonoidler,
oksidazlar, lipoksijenaz, fosfoinositid 3-kinaz inhibisyonu, a-tokoferol radikallerinin
indirgenmesi ve antioksidan enzimlerin aktivasyonu yoluyla serbest radikallerin neden
oldugu hasar1 onleyebilir. Ayrica, oksidatif stresi hafifletmek i¢in iirik asit seviyelerini,
metal selatlama aktivitesini ve diisiik molekiiler agirlikli antioksidan aktiviteyi artirabilir
(Williamson ve ark., 2018). Enzimatik olmayan antioksidan savunma sisteminde rol
alan 6nemli metabolitlerden biride karotenoidlerdir. Karotenoidler, antioksidan olarak
aktivitesini artirmak i¢in proteinler ve lipitler gibi diger biyomolekiillerle igbirligi yapar.
Karotenoidler, bitki hiicreleri iizerinde strese neden olan ve fotosentez icin yararh
olmayan ekstra UV 15181na kars1 bitkileri koruyarak antioksidan 6zelliklerini gosterirler.
Ayrica, aroma, renk ve fitohormon {iiretiminden sorumlu olan apokarotenoidlere
parcalanir ve bitki hiicreleri arasinda sinyal iiretimine yardimci olur (Dhar ve ark.,
2020). Tuz stresi altinda yetistirilen; Salvia mirzayanii’de fenolik igerigin ve
antioksidan aktivitenin arttig1 (Valifard ve ark., 2014), Rosmarinus officinalis’de toplam
fenolik igerigin arttigi (El-Esawi ve ark., 2017), Thymus vulgaris ve Thymus
daenensis’de toplam fenolik/flavonoid igerik ve toplam antioksidan aktivitenin arttigi
(Bistgani ve ark., 2019), Amaranthus tricolor’da toplam karotenoid ve toplam fenolik

icerik ile antioksidan aktivitenin arttig1 (Sarker ve Oba, 2020) bildirilmistir.
2.5. Elisitorler

Biyotik ve abiyotik streslerin etkisiyle bitkiler hem dogal popiilasyon alanlarinda
hem de kiiltiir alanlarinda risk altinda olup bu nedenle bitki verimide diismektedir. Bu

riskleri ortadan kaldirmak veya en aza indirmek igin direngli ¢esitlerin gelistirilmesi,
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iiriin rotasyonu, biyolojik kontrol, zirai kimyasallar ve toprak isleme gibi c¢esitli
yontemler mevcut olsa da bilim adamlar1 yeni stratejiler gelistirmeye odaklanmigtir. Son
yillarda stres kosullariyla basa c¢ikmak icin gelistirilen stratejilerden biride elisitor
uygulamalandir. Elisitorler, hedef canli organizmalarda fizyolojik ve morfolojik
tepkiler ile fitoaleksin birikimini uyarabilen c¢esitli kaynaklardan gelen kimyasal veya
biyo-faktorlerdir. Elisitér terimi oOnceleri fitoaleksinlerin iiretimini indiikleyebilen
molekiiller i¢in kullaniliyordu ancak, simdi yaygin olarak her tiirlii bitki savunmasini
uyaran bilesikler i¢in kullanilmaktadir (Thakur ve Sohal, 2013). Elisitorler kokenlerine
gore biyotik ve abiyotik olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Sekil 2.7). Abiyotik uyaricilar
arasinda fiziksel, kimyasal ve hormonal faktorler, yani UV radyasyonlari, ozmotik stres,
kuraklik, tuzluluk, sicaklik stresi (diisiik ve yiiksek), agir metaller ve hiicre i¢i sinyal
molekiilleri (jasmonik asit, metil jasmonat, salisilik asit, brasinosteroidler, poliaminler ,
absisik asit ve giberellik asit ve etilen ve nitrik oksit gibi gaz molekiilleri) yer alir (Cai
ve ark., 2013; Hashemi ve Naghavi, 2016). Buna karsilik biyotik elisitorler,
polisakkaritler ve patojenler (maya, bakteri ve mantar 6zleri) iceren biyolojik kokenli
maddelerdir (Ahmed ve Baig, 2014; Guru ve ark., 2022).

Agrobacterium tumefaciens,
Bakteriyel Agrobacterium rhizogenes
Stenotrophomonas maltophilia

Bivoll Colletotrichum, Aspergillus,

lisitorl Fungal Arbuskiiler mikoriza, Fusarium,
Rusitorier Phytophthora
| Sakkaritler Kitosan, kitin, pektin, dekstran,
mannan
ELISITORLER J
| Fiziksel UV, ozon, PEG, 151k yogunlugu
Abiyotik Salisilik ait, metil, jasmonat,
Hormonal

elisitorler jasmonik asit, nitrik oksit

Agir metaller, asetik asit, nano-

Kimyasal .
y oksitler

Sekil 2.7. Biyotik ve abiyotik elisitorler (Guru ve ark., 2022)
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2.5.1. Nanopartikiiller

Son yillarda aragtirmacilar tarafindan ¢ok sayida stres yOnetimi stratejisi
gelistirilmistir. Bunlar arasinda nanoteknoloji, liriin verimini artirmasi beklenen ve yeni
ortaya cikan stratejilerden biridir (Ashraf ve ark., 2021). Bununla birlikte, su anda
nanopartikiiller (NP) {izerine yapilan aragtirmalarin ¢ogu, bunlarin toksisitesine
odaklanmaktadir (Pelegrino ve ark., 2020; Ranjan ve ark., 2021). Ozellikle gesitli
abiyotik stres kosullar1 altinda, bitki korumada NP'lerin roliine iligskin nispeten daha az
yayin mevcuttur (Rajput ve ark., 2021; Kolesnikov ve ark., 2021). NP’ler, en az bir
boyutta 1 ila 100 nm arasinda ¢aplara sahip malzemeler olarak tanimlanabilir. NP'ler,
farkli sekiller (kiire, ¢ubuk, tiip, lif, disk, kare, elipsoid), hacim oranina gore genis
yiizey alani, kristal yapi, ayarlanabilir gozenek boyutu ve canli organizmalarda hiicresel
ve molekiiler diizeyde gii¢lii aktiviteye sahip olma gibi 6zelliklere sahiptir (Abobatta,
2018; Sarkar ve ark., 2021). NP'lerin uygulanmasi, kimya, optik, biyomedikal, ilag, gida
ve tekstil endiistrileri gibi ¢esitli diger alanlar dahil olmak iizere tarim ve ilgili
sektorlerde yaygin bir popiilerlik kazanmistir (Staron ve ark., 2020; Rajput ve ark.,
2021).

Son yillarda, tuzluluk stresi altinda biiyiimeyi ve bitki performansini iyilestirmek
icin en umut verici yontemlerden biri olarak nanopartikiillerin kullanimina biyiik ilgi
gosterilmistir. NP'lerin tuzluluk stresi altindaki farkli bitkiler {tizerinde cesitli
caligmalarda kullanilmasimin olumlu etkileri kanitlanmistir (Alabdallah ve Alzahrani,
2020; Noohpisheh ve ark., 2021; Zulfigar ve Ashraf, 2021). NP'ler ¢esitli bitkilerde
hormonal konsantrasyonlari, antioksidan enzim aktivitelerini, iyon dengesini ve
savunma sistemlerini degistirerek tuzluluk toleransini diizenler (Sekil 2.8). Bu etkiler,
farkli ¢evre kosullarinda veya cesitli bitki tiirlerinde NP'lerin boyutuna, sekline ve
uygulanan konsantrasyonlarina bagl olarak degisebilir (Mohamed ve ark., 2017; Wahid
ve ark., 2020). Tuz stresi altinda yetistirilen ve nanopartikiill uygulanan Ocimum
basilicum’da klorofil ve prolin igeriginin arttigi (Kalteh ve ark., 2018), Mentha
piperita’da lipid peroksidasyon seviyesinde azalma oldugu (Askary ve ark., 2017),
Ocimum basilicum’da klorofil igerigi ve fenolik igerik gibi enzimatik olmayan
antioksidanlarin arttigi (Gohari ve ark., 2020), Camelina sativa’da toplam fenolik,
antosiyanin, karotenoid ve DPPH radikalini temizleme yeteneginin énemli dl¢iide arttig1

(Hezaveh ve ark., 2020b), Capsicum annuum’da artan klorofil, fenoller, flavonoidler, 3-
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karoten (Gonzalez-Garcia ve ark., 2021), Salvia officinalis’de toplam klorofil igeriginde

artis ve prolin igeriginde azalma oldugu (Alenezi ve ark., 2022) bildirilmistir.

—» Besin eksikligi

UYGULANMASI

—>» Asirt Na+ akisi sonucu toksisite

—» Aczalan su alimi

— Yiiksek ROT ve MDA seviyeleri

— Hormonal dengesizlik

Sekil 2.8. NP uygulamasinin tuzluluk toleransini artirma mekanizmasi (Etesami ve ark., 2021)
2.5.2. Salisilik Asit

Salisilik asit (SA, 2-hidroksi benzoik asit), bitkiler tarafindan sentezlenen, bir
hidroksil grubu veya bunun fonksiyonel tiirevini tagiyan aromatik bir halkaya sahip bitki
fenolik bilesik gruplarindan biridir (Dempsey ve ark., 2011). Latince Salix (sogiit)
sozciigiinden gelen salisilik asit terimi, ilk olarak 1838 yilinda Raffaele Piria isimli
aragtirict tarafindan kullanilmistir. Bitkilerde SA ile ilgili yapilan arastirmalar, tohum
cimlenmesi, stoma hareketleri, pigment birikimi, fotosentez, etilen biyosentezi, enzim
aktiviteleri, absisyonun tersine ¢evrilmesi, besin alinimi, ¢igek indiiksiyonu, membran
fonksiyonlari, baklagil nodiilasyonu, bitki biiylimesi ve gelisimi gibi ¢esitli fizyolojik
tepkilere dahil oldugunu ortaya g¢ikarmistir (Sahu, 2013). Bu nedenle SA ve ilgili
analoglar1 fitohormonlar olarak adlandirilir. Bununla birlikte, temel olarak sistemik
kazanilmis direng (Tripathi ve ark., 2019) ve abiyotik stres toleransindaki (Ali, 2017)

rolleriyle taninirlar. Rajeshwari ve Bhuvaneshwari (2017), tuz stresi altindaki bitkilere
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eksojen SA uygulamasinin, antioksidanlarin indiiksiyonu, ozmolit birikimi, sekonder
metabolit iiretimi, mineral besinlerin alimi1 ve bitki hormonlarinin indiiksiyonu gibi
siirecleri indiikleyerek tuz stresi altindaki bitkilerin strese toleransini artirdigini
bildirmistir (Sekil 2.9). Salisilik asidin, bitkilerde hem lokal direnglerde hem de
sistemik kazanilmis direngte rolii oldugu bilinmekedir. SA’nin veya fonksiyonel
analoglarinin eksojen uygulamasi, bitkilerde sistemik kazanilmis direnci (SAR) indiikler
ve patojenlere direng gibi cesitli biyotik streslere kars1 6nemli bir koruma saglar (Wang
ve ark., 2005; Hayat ve ark., 2010). Salisilik asidin bitki bliyiimesinde ve gelismesinde
rol oynamasinin yani sira, lokal bagisiklik, sistemik kazanilmis diren¢ ve hem biyotik
hem de abiyotik bitki stres tepkilerindeki katilimina bagli olarak, bitkilerde cesitli
hastaliklara ve toksisitelere karsi bir¢ok terapdtik etkiye sahip oldugu bildirilmektedir
(Wani ve ark., 2017).

Salisilik asit uygulamasi

Tuz stresi ﬂ

Antioksidanlarin indiiksiyonu
Ozmolit birikimi

ROT indiiksiyonu Sekonder metabolit iiretimi
Su aliminin ?ZalmaSI Mineral besinlerin alimi
Iyon toksisitesi — Bitki hormonlarimin
Besin dengesizligi indiiksiyonu
ROT detoksifikasyonu

Fotosentetik sistemin korunmasi
Hiicresel hasarin azalmasi

ﬂ B,
Bitkilerde tuz stresi toleransi

Sekil 2.9. Salisilik asitin tuzluluk toleransini artirma mekanizmasi (Rajeshwari ve Bhuvaneshwari 2017)

Stres altinda bitkilerde endojen SA seviyesinde gozlenen artis (Guo ve ark.,

2016; Su ve ark., 2018; Fan ve ark., 2022) strese tepkide onemli bir rol oynadigini



23

gostermektedir. Bu durum strese maruz kalan bitkilere eksojen SA uygulanmasinin
Onlinli agmis ve stres toleransinin artirilmasina yonelik eksojen SA uygulanmast,
arastirmacilarin odak noktasi haline gelmistir. Tuz stresi altinda yetistirilen Mentha
pulegium’da artan MDA igerigi, eksojen SA uygulamasi sonucu azalirken, artan prolin
icerigi SA ile daha fazla artis gostermistir (Farhadi ve Ghassemi-Golezani, 2020).
Ocimum bacilicum ‘da tuz stresi sonucu azalan klorofil a ve b igerigi eksojen SA
uygulamasi ile artarken, artan prolin igerigi 0.5-1 mM SA uygulamas: ile azalmis, 1.5-2
mM SA ile artmistir (Mohammadi ve ark., 2022). Salvia officinalis’de tuz ile azalan
pigment icerigi SA ile artis gostermis (Es-sbihi ve ark., 2021), kuraklik stresine maruz
birakilan Mentha piperita’da toplam fenolik, toplam flavonoid igerigi ve DPPH
stiplirme aktivitesinde kontrole gore artig goriilmiis, ayrica eksojen SA uygulamasi her

lic parametrede daha fazla artisa neden olmustur (Jahani ve ark., 2021).
2.6. Literatiir Ozetleri

fran'da endemik olan Salvia mirzayanii, Lamiaceae familyasma ait tibbi ve
aromatik bir bitkidir. Farkli tuz konsantrasyonlarinin, toprak {istli kisimlarinin toplam
fenolik igerigi, antioksidan aktiviteleri ve ugucu bilesenleri iizerine etkilerinin
arastirlldigr calismada, tuz uygulamalarinin toplam fenolik igerigi, DPPH radikali
stipirme aktivitesini ve ugucu bilesenlerin genelini artirdig1 bildirilmistir (Valifard ve
ark., 2014).

Bitki hiicrelerinde fenolik asitlerin sentezinde rol alan enzimlerden fenilalanin
amonyak-liyaz (PAL), tirozin aminotransferaz (TAT) ve rosmarinik asit sentaz (RAS)
ekspresyonunu kodlayan genler Salvia miltiorrhiza bitkisine SA uygulanarak
arastirilmistir. Arastirma sonuglart SA’nin PAL, TAT ve RAS"1 kodlayan genlerin
ekspresyonunu uyardigi ve ayni zamanda kafeik asit (CA), rosmarinik asit (RA) ve
salvianolik asit B (Sal B) gibi fenolik asitlerin birikimini artirdig rapor edilmistir (Li ve
ark., 2016).

Tuz stresi (0, 50, 100, 150 mM NaCl ) altinda demir oksit nanopartikiillerinin (0,
10, 20, 30 uM Fe203NP) nanenin (Mentha piperita) fizyolojik parametreleri iizerindeki
etkisinin arastirildig1 ¢alismada, tuzlulukla artan lipid peroksidasyonu ve prolin igerigi
Fe203NP uygulanarak 6nemli 6l¢iide azalmistir. Toplam antioksidan aktivite (DPPH) ve
antioksidan enzimlerin (CAT, SOD, GPOX) maksimum aktiviteleri, 150 mM NaCl ile

muamele edilen bitkilerde gozlenmis, ancak Fe2O3NP uygulamasi antioksidan
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aktiviteleri azaltmistir. Sonug olarak uygun konsantrasyondaki demir nanopartikiillerin,
nanenin stres direncini artirmak i¢in kullanilabilecegi ifade edilmistir (Askary ve ark.,
2017).

Tuz stresi altinda yetistirilen Ocimum basilicum bitkisinin baz1 vejetatif
ozellikleri tlizerine silisyum nanopartikiillerinin etkisini degerlendirmek i¢in yapilan
calismada, tuzluluk stresi altinda azalan klorofil igeriginin silikon nanopartikiil
uygulamasi ile arttigini, tuzluluk stresine yanit olarak artan prolin igeriginin bitkide
tolerans indiiksiyonuna bagli olarak silisyum nanopartikiilleri tarafindan daha fazla
artt1g1 rapor edilmistir (Kalteh ve ark., 2018).

NaClI stresine maruz birakilan Salvia coccinea bitkisinde, tuzlulukla birlikte
Klorofil a-b, toplam karotenoid igerigi, toplam polifenoller ve antioksidan aktivitede
[ferrik indirgeme (FRAP) ve 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit)
diamonyum tuzu (ABTS)] azalma meydana getirmistir. NaCl ve SA ile muamele
edilmis S. coccinea yapraklarinda klorofil a-b ve karotenoid igerikte en fazla artis 100
mM NaCl + 1 mM SA konsantrasyonda goriilmiis, toplam polifenol igerik, FRAP ve
ABTS antioksidan potansiyelinde en yiiksek degerler 200 mM NaCl ve 0.5 mM SA ile
muamele edilen bitkilerde goriilmiistiir. Arastirma sonuglarina gére SA'nin yapraktan
uygulanmasinin NaCl'nin olumsuz etkilerini hafiflettigi bildirilmistir (Grzeszczuk ve
ark., 2018).

Golkar ve ark. (2019), in vitro tuzluluk stresi altinda yetistirilen aspir
(Carthamus tinctorius) bitkisi tizerine elisitor olarak kitosan ve salisilik asit uygulamasi
yaptiklar1 ¢alismada, toplam fenolik (%34), toplam flavonoid (%13), toplam flavonol
icerik (%12) ve DPPH aktivitesi (%21), tuzluluk stresi sonucu énemli dl¢lide artmistir.
Her iki elisitor, tuz stresi uygulanan gruba gore toplam fenolik, toplam flavonoid,
toplam flavonol iceriginde onemli bir artisa neden olurken, en yiiksek DPPH (%)
aktivitesi NaCl + 50 mg L™ SA uygulamasinda gozlenmistir.

Hezaveh ve ark. (2020a), kolza (Brassica napus)’da 0, 50, 100 mM NacCl igeren
ve 20, 40, 80 mg/L konsantrasyonda ZnONP uygulamasi yaptiklart ¢alismada, NaCl
(100 mM) toplam fenolik, flavonoid antosiyanin ve DPPH radikal siipiirme yetenegini
onemli 6lciide artirmistir. ZnONP (80 mg L) uygulamasi, toplam fenoligi onemli
Olciide arttirirken, ayn1 zamanda kontrollere kiyasla tohumun DPPH radikal siiplirme
aktivitesinde onemli bir artisa (%12.91) neden olmustur. ZnONP'lerin 20 mg L
konsantrasyonunda, kontrollere kiyasla yaprak flavonoid igerigi (%16.66) Onemli

olgilide artarken, tohumun flavonoid igerigi, NaCl (100 mM) ve ZnONP'lerin (20 mg L
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1) kombine uygulanmasiyla 6nemli Slciide azalmistir (%13.09). En diisiik flavonoid
icerik, NaCl (100 mM) ve ZnONP'lerin (20 mg L7) kombine uygulamasinda
gozlenmistir. Arastirmacilar sonu¢ olarak, tuzluluk stresinin olumsuz etkilerini
hafifletmek icin ZnONP'lerin 20 mg L konsantrasyonda yapraktan uygulanmasini,
tavsiye etmislerdir.

Hezaveh ve ark. (2020b), ketencik (Camelina sativa) bitkisinde ZnONP (0, 20,
40, 80 mg L) ve tuzluluk (0, 50, 100 mM NaCl) stresinin biyokimyasal etkisini
aragtirmigtir. Tuzluluk stresi, toplam fenolik, toplam flavonoid, antosiyanin ve
karotenoid igerikleri ile DPPH radikalini temizleme yetenegini Onemli Olgilide
arttirmigtir.  Stirgin ve kokiin maksimum toplam fenol igerigi, kontrol bitkileriyle
karsilastirildiginda siirgiinde %36.19, kokte %96.83 artis ile 100 mM NaCl + 80 mg L
ZnONP uygulamasinda goriiliirken, ZnONP'lerin siirgiin ve kok flavonoid igeriklerinde
anlamli bir degisiklige neden olmadigi gozlenmistir. Tuz stresi ile artan karotenoid
icerigi ZnONP uygulamalarinda genel olarak azalma gostermis, ancak en yliksek
karotenoid igerigi, %38.05 artisla 100 mM NaCl + 40 mg L? ZnONP’nin kombine
uygulamasinda goézlenmistir. Tuz stresi ve ZnONP’lerin ayr1 ayr1 uygulamalar
bitkilerde siirgiin ve kokiin toplam antioksidatif (DPPH) kapasitelerini artirmistir.
Bununla birlikte, NaCl + ZnONP uygulamalari sonucunda aktivite degerleri genel
olarak azalirken, 50 mM NacCl konsantrasyonunda uygulanan tim ZnONP’ler siirgiinde
antioksidan aktiviteyi artirmistir. Arastirmacilar elde edilen sonuglara gore, uygun
ZnONP konsantrasyonunun (20 mg L) Camelina sativa'da tuz stresinin olumsuz
etkilerinin iistesinden gelebilecegini ifade etmislerdir.

Abdoli ve ark. (2020), cesitli tuzluluk seviyelerinde (0, 4, 8, 12 dS m™ NaCl)
ajovan kimyonu (Trachyspermum ammi) bitkisine yapraktan salisilik asit (1 mM) ve
nano-Fe203 (3 mM) uygulayarak bitkinin fizyolojik tepkilerini arastirmiglardir. Tuz
stresi sonucunda ¢Oziliniir sekerler, glisin betain, prolin, antioksidan enzim aktiviteleri,
ROT olusumu ve lipid peroksidasyon seviyesi artarken, yaprak su igerigi ve pigment
igerigi azalmistir. Ozellikle SA ve SA + nano-Fe;Os uygulamalari, antioksidan
enzimlerin aktiviteleri (stiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz ve polifenol oksidaz),
klorofil a-b igerigi ve ozmolitleri (¢6ziiniir sekerler, glisin betain) artirirken, prolin ve
MDA miktarini azaltmistir. Bu uygulamalarin, artan antioksidan kapasite, ozmolitler ve
fotosentetik pigmentler yoluyla ajovanin tuz toleransini artirabilecegi bildirilmistir.

Es-sbihi ve ark. (2021), 150 mM NaCl stresi altinda yetistirilen ada gay1 (Salvia
officinalis) bitkisine 0.5 ve 1 mM konsantrasyonda SA uygulayarak klorofil igerigi ve
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ucucu yag bilesenlerini aragtirmiglardir. Tuz stresi, ugucu yag verimini kontrole kiyasla
%33 oraninda azaltirken, stres altindaki bitkilere SA uygulamasi ugucu yag verimini
artirmistir. Bu artiglar, 0.5 mM SA’da %112'ye, 1 mM’da yaklasik %62'ye ulagmstir.
Ayrica tuza bagli olarak azalan pigment iceriginin SA uygulamalariyla birlikte arttigi
gorilmiistiir.

Salvia lavandulifolia bitkisine uygulanan tuz stresinin biiylime parametreleri,
klorofil igerigi ve antioksidan aktivitesi tizerindeki etkilerini arastirmak icin yapilan
calismada, tuz uygulamalarinin bitki biliylime 6zelliklerini 6nemli Olclide etkiledigi
gozlenmistir. Kontrole kiyasla en diisiik bitki boyu, yaprak sayisi, yaprak uzunlugu ve
sirglin kuru agirligr sirasiyla %62, %41, %44 ve %82 azalma ile en yiiksek tuz
konsantrasyonu olan 13.3 dS m™’de kaydedilmistir. En yiiksek tuzluluk diizeyi, kontrole
kiyasla klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerigini sirastyla %57, %53 ve %54
oraninda azaltmistir. Tuz stresi tiim konsantrasyonlarda toplam fenolik igerigi ve serbest
radikal yakalama kapasitesini artirirken, toplam flavonoid igerigi disik tuz
konsantrasyonlarinda azalmis, ancak yiiksek tuz konsantrasyonlarinda artis gostermistir
(Bayat ve ark., 2022).

ZnONP (0, 2, 4 mg/l) ve tuzluluk (0, 50, 100, 150, 200 mM NacCl) stresinin
Salvia leriifolia'nin morfo-fizyolojik &zellikleri iizerindeki etkisinin arastirildig
calismada, yiiksek tuzluluk stresinde ZnONP’lerin ¢oziiniir protein ile prolin iizerinde
anlamli etkisi goriilmezken, hafif tuzluluk stresinde (50 ve 100 mM) 6zellikle 4 mg/L
ZnONP konsantrasyonda yaprak ve kokte ¢oziinilir protein ile prolin igerigini artirdigi
gorilmistiir. Arastirmacilar, tuzlulugun zararh etkilerine karst ZnONP uygulamasinin,
Salvia leriifolia'da tolerans yetenegini gelistirdigini bildirmislerdir (Dashti ve ark.,
2022).

Salvia officinalis bitkisinin 0, 75, 100, 150 mM NaCl ve 10 ile 30 mg/L
konsantrasyonda ZnONP igeren Murashige ve Skoog kiiltliir ortaminda siirgiin
rejenerasyonu lizerindeki etkisinin arastirildigl calismada, tuz konsantrasyonu arttikca
klorofil igerigi azalmig, ancak 10 mg/L ve 30 mg/L ZnONP uygulamas1 75 ve 100 mM
tuza maruz kalan bitkilerde klorofil miktarini tekrar artirmistir. Ek olarak ZnONP'ler,
tuzluluk altindaki bitkilerde prolin birikimi, CAT, SOD ve GR antioksidan enzim
aktivitelerini 6nemli Ol¢liide artirmistir. Sonuglar ZnONP'lerin, 6zellikle 10 mg/L'lik
dozda tuz stresinin azaltilmasinda ¢ok Onemli bir rol oynadigini ortaya koymustur
(Alenezi ve ark., 2022).
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Silva ve ark. (2023), farkli tuz konsantrasyonlarinda (0.5, 1.3, 3.25, 5.2 ve 6 dS
m? NaCl) feslegen (Ocimum basilicum) bitkisine cesitli SA (0, 0.29, 1.0, 1.71 ve 2
mM) uygulamalar1 yaparak, biiyiime parametreleri ve ugucu yag bilesenlerini
arastirmiglardir. SA uygulamasi, gaz degisimi, klorofil indeksleri ve klorofil a floresansi
tizerindeki tuz stresi hasarini azaltmistir. Ayrica, tuz stresinin esansiyel yag igerigi
tizerindeki zararli etkilerini hafifleterek ucucu yag icerigini artirmis ve en yiiksek deger
1.77 dS m? + 0.98 mM SA uygulamasinda gozlenmistir. Tuz stresi ile birlikte SA
kullaniminin, &zellikle yar1 kurak bolgelerde O. basilicum ugucu yag igerigini artirma
stratejisi olabilecegi ifade edilmistir.

Mahdavian (2023), tuz stresi altinda yetistirilen turp bitkisine SA
uygulanmasinin biiyiime ve biyokimyasal degisimler {izerindeki etkisinin arastirildig
calismada, tuzlulugun (0, 25, 50 ve 100 mM) kok-siirgiin bliylimesini, kok-siirglin kuru
agirhigini, klorofil a-b ile karotenoid igerigini azalttig1, prolin ve MDA igerigini artirdigi
goriilmistiir. Tuz uygulamast sonucu azalan klorofil a, klorofil b ve karotenoid igerigi
SA uygulamalariyla artig gosterirken, prolin ve MDA igeriginde azalma gdzlenmistir.
Arastirma sonuclarina gore, turp i¢in tuzluluk stresinin yikici etkilerini azaltmada SA

kullaniminin &nerilebilecegi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Aragtirmamizda materyal olarak Salvia virgata (Sekil 3.1.) bitkisinin olgun
tohumlar1 kullanildi. S. virgata bitkisi, 14 Temmuz 2021 tarihinde Van ili Ipekyolu
ilgesi, 38°30'36"K, 43°28'17"D, 1845 m rakimda Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin EROGLU
tarafindan toplanip teshis edildi. Bitkilerden elde edilen olgun tohumlar, arastirmamizda
kullanilmak tizere serin ve kuru ortamda muhafaza edildi. Bu ¢alismanin bitki biiyiitme
asamalar;, Batman Universitesi Merkezi Laboratuvar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde bulunan kontrollii bitki biiylitme odasinda gergeklestirilirken, analiz
siiregleri Batman Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Arastirma

Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Sekil 3.1. Salvia virgata

3.2. Yontem

3.2.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

Hoagland besin ¢ozeltisi: Ticari olarak toz halinde satilan Hoagland (Sigma) besin
cozeltisinden 0.4 g tartilip 1 L distile saf suda ¢oziilerek 4 Hoagland besin ¢ozeltisi
hazirlandi.

100 mM NaCl cozeltisi: 5.844 g NaCl tartilarakl L %4 Hoagland besin ¢6zeltisine ilave
edildi.
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Salisilik asit ¢ozeltisi: 6.906 mg SA %96 etanolde ¢oziilerek son hacmi distile su ile
100 mL’ye tamamlandi ve 500 pM SA ¢ozeltisi elde edildi.

ZnONP c¢ozeltisi: Ticari olarak satin alinan ZnONP’den 2 mg tartilip 100 mL distile
suda siispanse edilerek 20 mg/L konsantrasyonda ZnONP ¢ozeltisi hazirlandi.
Nanopartikiillerin topaklagsmamasi i¢in ultrasonik su banyosunda 30 dk siiresince
tutularak sonikasyon gerceklestirildi. Her uygulama Oncesi taze olarak hazirlanan
ZnONP c¢ozeltisi ultrasonik su banyosunda 30 dk siiresince tutularak ve vortekslenerek

bekletilmeden kullanildi.

3.2.2. Bitkisel materyalin yetistirilmesi

S.virgata tohumlari %]1°lik sodyum hipoklorit (NaOCl) igerisinde 2 dakika
bekletildi ve bu siirenin sonunda distile su ile 5 defa yikanan tohumlar NaOCl’den
arindirilarak ylizey sterilizasyonlar1 tamamlanmis oldu. Bu islemden sonra tohumlar,
onceden hazirlanmis toprak:torf:perlit (1:1:1) karisimi i¢eren saksilara esit sayida ekildi
ve her saksi tarla kapasitesine gelinceye kadar sulanarak, kontrollii sartlara sahip bitki

biiylitme odasinda gelismeye birakildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Salvia virgata bitkisinin biiyilitme odasinda geligimi



30

3.2.3. Stres faktorii ve elisitor uygulamalari

Tohum ekimi iglemini takiben her saksi, 4 hafta boyunca tarla kapasitesi goz
oniinde bulundurularak 2 Hoagland besin c¢ozeltisiyle sulandi. Dort haftalik gelisim
siirecinin sonunda, 100 mM tuz (NaCl) igeren 2 Hoagland besin ¢ozeltisiyle 2 hafta
daha sulanan fideler, NaCl stresine maruz birakildi. NaCl stresi altindaki bitkiler, 2
haftalik stirenin sonunda 4 gruba (NaCl, NaCI+SA, NaCl+ZnONP, NaCl+SA+ZnONP)
ayrilip 500 uM SA ve 20 mg/L ZnONP ayr1 ayr1 ve birlikte eksojen olarak yapraktan
puskiirtme yoluyla 1 hafta boyunca uygulanarak uygulama gruplar1 olusturuldu. NaCI
icermeyen Y Hoagland besin ¢ozeltisiyle aynt zaman ve Olgiide sulanan bitkiler ise
kontrol grubu olarak belirlendi. Boylece bitkiler “Kontrol, 100 mM NaCI, 100 mM
NaCI + 500 uM SA, 100 mM NaCI + 20 mg/L ZnONP ve 100 mM NaCI + 500 uM SA
+ 20 mg/L ZnONP” olmak {izere bes gruba ayrildi (Sekil 3.3). SA ve ZnONP’nin 1
haftalik uygulamasinin ardindan tiim bitkiler hasat edilip, bitkilerin yaprak kisimlar1 sivi
nitrojenle ezilerek toz haline getirildi ve taze ornekler {izerinden yapilacak analizlerde
kullanilmak iizere -80 °C’de muhafaza edildi. Kontrol ve uygulama gruplarina ait bir
miktar taze materyal, toplam fenolik ve toplam flavonoid igerik ile antioksidan aktivite

tayininde kullanilmak tizere golgede ve oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Sekil 3.3. Salvia virgata bitkisine yapilan uygulamalar

Taze vaprak ornegi kullanilarak yvapilan analizler:

e Fotosentetik pigment icerigi
e Prolin Igerigi
e Malondialdehit igerigi

Kuru vaprak ornegi kullanilarak vapilan analizler:

e Toplam fenolik icerigi
e Toplam flavonoid igerigi

e Toplam antioksidan kapasite (DPPH, CUPRAC, ABTS)
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3.2.4. Fotosentetik pigment iceriklerinin belirlenmesi

Fotosentetik pigmentlerin (klorofil a, klorofil b, toplam karotenoid) belirlenmesi
icin, 0.25 g taze yaprak ornekleri alinarak 2 mL % 80’lik asetonla homojenize edildi.
Homojenatlar, kaba filtre kagidindan siiziilerek kaba partikiillerden arindirildi ve daha
sonra oda sicakligi kosullarinda, 5000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendikten sonra
stipernatantlar elde edildi. Yaprak ekstrelerinin absorbansi, UV-Vis spektrofotometrede
klorofil-a i¢in 663 nm, Klorofil-b i¢in 645 nm ve toplam karotenoid igin 480 nm dalga
boyunda 6l¢iildii (Arnon, 1949).

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

hesaplandi:

Klorofil-a = [AA663 x 12.70 — A A645 x 2.69] [(V/1000)*W] (3.1)
Klorofil-b = [AA645 x 22.90 — A A663 x 4.68] [(V/1000)*W] (3.2)
Toplam Karotenoid = [AA480 +4 A663 x 0.114 — A A645 x 0.638/112.50] (3.3)
[(v/1000)*W]

{AA: Belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerini, V: mL cinsinden son

ekstraksiyon hacmini, W: g cinsinden analiz i¢in alinan bitki miktarini ifade etmektedir}

3.2.5. Prolin iceriginin belirlenmesi

Prolin igeriginin belirlenmesi i¢in Bates ve ark. (1973) tarafindan gelistirilen
asidik ninhidrin bazli kolorimetrik test kiicliik degisiklikler yapilarak kullanildi
(Ghoulam ve ark., 2002). Sivi nitrojenle hasat edildikten sonra -80 "C'de muhafaza
edilen taze bitki 6rneklerinden 100 mg alinarak {izerine 2 mL %40’lik metanol eklendi
ve homojenizasyon saglandi. Homojenat whatman No. 1 filtre kagidindan siiziildii ve
elde edilen siiziintiden 1 mL alinarak, iizerine 1 mL glasiyal asetik asit ve 6 M
ortofosforik asit karigimi (3:2 v/v) ilave edildi. Hazirlanan reaksiyon ortamina 25 mg
ninhidrin eklenerek karisim 1 saat 95 °C’de inkiibe edildi. Reaksiyon karigimi
sogutularak tlizerine 5 mL toluen eklendikten sonra organik ve su fazlarinin ayrilmasini
saglamak i¢cin 5 dakika bekletildi. Prolin miktarinin belirlenmesi i¢in istteki fazin
absorbanst 520 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Prolin
konsantrasyonu, L-prolin standart egri grafigi (Sekil 3.4) kullanilarak belirlendi ve pmol

g taze agirlik olarak ifade edildi.
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Sekil 3.4. L-Prolin standart egrisi

3.2.6. Malondialdehit iceriginin belirlenmesi

Lipit peroksidasyonunun 0l¢iisii olan MDA igerigi Ohkawa ve ark. (1979)’na
gore belirlendi. MDA igeriginin belirlenmesi i¢in daha Once sivi nitrojenle toz haline
getirilip -80 °C’de bekletilen yaprak orneklerinden 100 mg tartilarak, {izerine 2 mL
%S35'lik trikloroasetik asit (TCA) eklendi ve homojenizasyon saglandi. Elde edilen
homojenat 25 °C 12000 rpm'de 20 dk siire ile santrifiij edildi. Daha sonra siipernatanttan
0.4 pL alinarak, tizerine %0.5 oraninda tiyobarbitiirik asit (TBA) iceren 0.4 uL %20'lik
TCA c¢ozeltisi eklendi ve reaksiyon karigimi 95 °C'lik sicak su banyosunda 1 saat
tutulduktan sonra (Sekil 3.5) reaksiyonu durdurmak amaciyla buz banyosuna konuldu.
Bir sonraki asamada, reaksiyon karigtmi 10000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek, karisimin
absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometre yardimiyla 532 nm dalga boyunda
Olciildi. MDA miktari, standart 1,1,3,3-Tetraethoxypropane (MDA) egri grafiginden
elde edilen esitlik (Sekil 3.6) kullanilarak pmol g™* taze agirlik olarak hesaplandh.

Sekil 3.5. Lipid peroksidasyon aktivetesi dl¢limii
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Sekil 3.6. MDA standart egrisi

3.2.7. Antioksidan aktivite tayini

Bitki Orneklerinin antioksidan aktivitelerini belirlemek icin DPPH serbest
radikali giderim aktivitesi, ABTS (katyon radikali giderim aktivitesi) ve CUPRAC
(bakir (IT) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi olmak iizere ii¢ farkl
yontem kullanildi. Antioksidan aktivitelerin belirlenmesi icin hazirlanan bitki
ekstrelerinde, toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri de uygun yontemlerle

belirlendi.

3.2.7.1. Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi

Antioksidan aktivitelerde kullanilmak {izere hasat sirasinda kurumaya birakilan
bitki ornekleri (Sekil 3.7) toz haline getirildikten sonra etanol ile 24 saat boyunca
masere edildi. Maserasyon siirecinden sonra whatman No:1 filtre kagitlarindan stiziilen
ekstrelerin ¢oziicli kismi, evaporatdr yardimiyla uzaklastirildi ve geriye kalan 0ziit
aktivite tayinlerinde kullanilmak {izere hazir hale getirildi. Elde edilen kat1 6ziitlerden,
toplam fenolik, toplam flavonoid ve antioksidan aktivite (DPPH, ABTS, CUPRAC)

tayininde kullanilmak tizere 1000 pg/ml konsantrasyonda stok ¢ozeltiler hazirlandi.
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Sekil 3.7. Salvia virgata bitki 6rneklerinin kurutulmasi

3.2.7.2. Toplam fenolik icerigin belirlenmesi

Ekstrelerdeki toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu prosediiriine gore belirlendi.
(Slinkard ve Singleton, 1977). Ekstrelerin stok cozeltilerinden 100 pL alinarak test
tiplerine konuldu ve iizerine 4.5 mL distile su ilave edilerek hacim 4.6 mL’ye
tamamlandi. Reaksiyon ortamina, 100 puL Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ve 3 dk sonra
%?2’lik Na2COsz ¢ozeltisinden 300 pL ilave edilerek oda sicaklifinda iki saat
inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda reaksiyon karigiminin absorbansi, 760 nm’de
UV-Vis spektrofotometrede dl¢tildi. Farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 2, 4, 6, 8 ug/mL)

hazirlanan standart gallik asit ¢ozeltileri i¢in de ayn1 prosediir uygulandi.

Y ontem:

Farkl1 hacimlerde alinan gallik asit ¢ozeltisi/ekstre

l

Distile su ile hacim 4.6 mL’ye tamamlanir

l

100 ul FCR
l (3 dk sonra)

300 pl Na2COs gozeltisi

l, (2 saat sonra)

760 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma
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Toplam fenolik igerik, standart gallik asit egri grafiginden (Sekil 3.8) elde edilen
esitlik kullanilarak hesaplandi ve gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edildi.
Gallik asite esdeger fenolik icerik (y=0.01x+0.0061; R?=0.9936).
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Sekil 3.8. Gallik asit standart egrisi

3.2.7.3. Toplam flavonoid icerigin belirlenmesi

Salvia virgata yapraklarinin etanol ekstraktinin toplam flavonoid igerigi,
aliminyum nitrat yontemine gore belirlendi (Moreno, 2000). 100 pL stok bitki ekstresi
tizerine 4.7 mL 9%80’lik etanol ilave edilerek karigimin hacmi 4.8 mL’ye tamamlandi.
Daha sonra reaksiyon ortamina 100 pL 1 M potasyum asetat ve 1 dk sonra 100 pL
%10’luk aliiminyum nitrat eklenerek reaksiyon karisimmin son hacmi 5 mL’ye
tamamlanmis oldu. Nihai ¢o6zelti vortekslenerek iyice karigtirildiktan sonra 40 dk
inkiibasyona birakildi ve bu siire sonunda karisimin absorbansi, 415 nm dalga boyunda
UV-Vis spektrofotometre ile ol¢iildii. Farkli konsantrasyonlarda (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3

ug/mL) hazirlanan standart kersetin ¢ozeltileri i¢in de ayni prosediir uygulandi.

Y Ontem:

Farkli hacimlerde alinan kersetin ¢ozeltisi/ekstre
!
%80’lik etanol ile hacim 4.8 mL’ye tamamlanir

!

100 pl 1 M potasyum asetat ¢ozeltisi
| (1 dk sonra)

100 pl %10’luk Aliiminyum nitrat ¢dzeltisi
| (40 dk sonra)

415 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma



36

Toplam flavonoid igerik, standart kersetin egri grafiginden (Sekil 3.9) elde
edilen esitlik kullanilarak hesapland1 ve kersetin esdegeri (QE) olarak ifade edildi
Kersetine esdeger flavonoid igerik (y=0.0354x+0.0078; R?>=0.9896).
0,12
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0,1 R? = 0,9896
0,08
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Sekil 3.9. Kersetin standart egrisi

3.2.7.4. DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin belirlenmesi

Bu yontemin prensibi, antioksidan bilesiklerin kararli serbest radikal olan
DPPH’1 yakalamasiyla, ¢ozeltinin renginin koyu mor renkten sar1 renge ddnmesi sonucu
absorbans degerindeki diisiisiin spektrofotometrik 6l¢timiine dayanir. Ekstrelerin serbest
radikal yakalama aktivitesi Blois (1958) yontemine gore kararli bir radikal olan DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) kullanilarak degerlendirildi. Farkli konsantrasyonlarda (25,
50, 100, 150, 200, 250 pg/mL) hazirlanan her bitki ekstresinden 1 mL alinarak iizerine 4
mL 100 uM DPPH c¢o6zeltisi ilave edildi. Reaksiyon karisimi vortekslenerek, karanlik ve
oda sicakligi kosullarinda 30 dk inkiibe edildi (Sekil 3.10). Bu siire sonunda
karisimlarin absorbansi, UV-Vis spektrofotometre ile 517 nm'de 6l¢iildii. Pozitif kontrol
olarak, askorbik asit (1, 2, 3, 4, 5, 6 ug/mL), BHT (25, 50, 100, 150, 200, 250 ug/mL)
ve BHA (5, 10, 20, 30, 40, 50 pg/mL) kullanildi. Elde edilen absorbans degerleri
asagidaki formiilde (3.4) yerine yerlestirilerek inhibisyon yiizdesi (%]) hesaplandi.

% Inhibisyon (1) = (Akontrol — Asmex) | Akontrol X 100 (A=Absorbans) (3.4)

% Inhibisyon (I):DPPH radikali yakalama aktivitesi yiizdesi
Axontrol - ekstre icermeyen (ImL metanol+4 mL DPPH) karigimin absorbanst

Asmek : farkll konsantrasyonlarda ekstre veya pozitif kontrol iceren karigimin absorbansi
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Ayrica, DPPH radikali yakalama aktivitesinin yiizdesi ve bitki ekstresi
konsantrasyonlar1 (ug/mL) kullanilarak ICso degerleri hesaplandi. 1Cso, DPPH radikal
konsantrasyonunu %50 azaltmak icin gerekli ekstre miktarini ifade etmektedir.

Y ontem:

1 mL farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstre/pozitif kontrol

l

4 mL DPPH c¢ozeltisi

l (30 dk karanlikta inkiibasyon)

517 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma

Sekil 3.10. DPPH yontemine ait 6rneklerin inkiibasyon sonrasi goriiniisii
3.2.7.5. ABTS™* katyon radikali giderim aktivitesinin belirlenmesi

Bu yontemin prensibi, ABTS™ katyon radikali aborbansinin antioksidanlar
tarafindan inhibisyonu temeline dayanir. Bitki ekstrelerinin ABTS™ katyon radikal
giderim aktiviteleri, 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak
belirlendi (Ree ve ark., 1999). ABTS™ katyon radikali, uygun konsantrasyonda
hazirlanan ABTS ve potasyum peroksidistilfat (K2S20g) karigiminin oda sicakliginda ve
karanlikta 12-16 saat bekletilerek reaksiyona girmesiyle elde edildi. Elde edilen ABTS™
sollisyonunun absorbans degeri 734 nm dalga boyunda ~0.700 olacak sekilde seyreltildi.
Bu asamadan sonra deney tiipiine farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 40, 60, 80
pg/mL) hazirlanan her bitki ekstresinden 1 mL konularak, iizerine 4 mL ABTS™ ilave
edilip karisim 30 dk karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakild: (Sekil 3.11)

Daha sonra, reaksiyon karisimlart 734 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda
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okunarak, orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. Pozitif kontrol
olarak, askorbik asit (0.5, 1, 2, 3, 4, 5 ug/mL), BHT (0.5, 1, 2, 3, 4, 5 png/mL) ve BHA
(5, 10, 20, 30, 40, 50 ug/mL) kullanildi. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki
formiilde (3.5) yerine yerlestirilerek inhibisyon yiizdesi (%]I) hesaplandi.

% Inhibisyon (I) = (Axontrol — Asrmer) | Akontrol X 100 (A=Absorbans) (3.5)

% Inhibisyon (I): ABTS" katyon radikali giderim aktivitesi yiizdesi
Aontrol:  ekstre  icermeyen (ImL metanol+4 mL ABTS™) karisinun absorbanst

Asmer : farkll konsantrasyonlarda ekstre veya pozitif kontrol iceren karisimin absorbansi

Yontem:

1 mL farkli konsantrasyonlardaki ekstre/pozitif kontrol

!

4 mL ABTS™
| (30 dk karanlikta inkiibasyon)

734 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma

Ayrica, ABTS™ katyon radikali giderim aktivitesinin yiizdesi ve bitki ekstresi
konsantrasyonlar1 (ug/mL) kullanilarak ICso degerleri hesaplandi. ICso, ABTS™" katyon

radikal konsantrasyonunu % 50 azaltmak icin gerekli ekstre miktarini ifade etmektedir.

Sekil 3.11. ABTS™ yontemine ait 6rneklerin inkiibasyon sonrasi goriiniisii

3.2.7.6. CUPRAC (bakar (II) iyonu indirgeme) aktivitesinin belirlenmesi

Bu yonteminin prensibi, antioksidan bilesikler varliginda Cu(II)-Neokuproin
(Nc) kompleksinin, renkli Cu(l)-Nc’ye indirgenmesi esasina dayanir. CUPRAC

yonteminde spektrofotometrik Olglimden elde edilen absorbans degerleri dogrudan
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aktivite sonucunu ifade etmektedir (Apak ve ark., 2004). Aktivitenin belirlenmesi igin
deney tiipiine 1 mL 10 mM bakir kloriir (CuClz), 1 mL 7.5 mM neokuproin, 1 mL 1M
amonyum asetat (NH4«CHsCOO) ve farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 100, 150, 200
pg/mL) hazirlanan bitki ekstrelerinden 1 mL konuldu. Reaksiyon karisimi
vortekslenerek, karanlik ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra, 450 nm’de
UV-Vis spektrofotometre ile absorbans dl¢iimleri yapildi (Sekil 3.12) ve kontrole karsi
degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak, askorbik asit (2, 5, 10, 20, 40, 50 pg/mL), BHT
(1,3,6,9, 12, 15 ng/mL) ve BHA (10, 25, 50, 100, 150, 200 pg/mL) kullanildi.
Yontem:
1 mL CuCl,
!
1 mL Neokuprin
!
1 mL NH,CH3;COO
!

1 mL farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstre/pozitif kontrol
| (1 saat inkiibasyon)

450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma

Ayrica, elde edilen absorbans degerleri ve bitki ekstresi konsantrasyonlar
(ng/mL) kullanilarak Aos degerleri hesaplandi. Aos, Cu(l1)-Nc kompleksinin % 50’sinin

renkli Cu(l)-Nc’ye indirgenmesi igin gerekli ekstre miktarini ifade etmektedir.

W\

Sekil 3.12. UV-Vis spektrofotometrede absorbans dl¢iimleri
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Fotosentetik Pigment Icerikleri

Tuz stresine maruz birakilan ve bununla beraber elisitor uygulanan Salvia
virgata bitkisinde klorofil a, klorofil b ve karotenoid igeriklerindeki degisimler Cizelge
4.1°de verilmistir. Elde edilen verilere gore tuz stresi uygulamasinin klorofil a, klorofil
b ve karotenoid miktarinda azalmaya neden oldugu gézlenmistir. Tuz stresi ile birlikte
uygulanan SA, ZnONP, SA+ZnONP elisitorleri her ii¢ pigment miktarini artirirken
NaCl+SA+ZnONP uygulamasinda karotenoid miktarinin kontrol grubundan daha fazla
oldugu gorilmiistiir. Her 1ii¢ pigment miktarinin en diisiik degerinin NaCl
uygulamasinda, en yiiksek degerinin NaCI+SA+ZnONP uygulamasinda oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.1. Elisitér uygulamasi yapilan Salvia virgata bitkisin fotosentetik pigment igerikleri”

Ekstreler Klorofila (mg g?') Kilorofilb (mgg?!) Karotenoid (ugg?)
Kontrol 1.228+0.0292 0.459+0.0232 3.163+0.131%
NaCl 0.935+0.036° 0.387+0.014¢ 2.938+0.063°
NaCl+SA 1.071+0.032° 0.417+0.009°° 3.258+0.083%
NaCl+ZnONP 1.027+0.020¢ 0.405+0.019° 3.17440.115%
NaCl+SA+ZnONP 1.176+0.047° 0.430+0.012° 3.414+0.0972

*Degerler ii¢ paralel 6l¢limiin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir.
*Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu géstermektedir (p<0.05)

Tuz stresi klorofil a miktarinda azalmaya neden olmus ancak, elisitor
uygulamalar1 sonucunda bitkinin klorofil a miktar1 her ii¢ elisitor uygulamasinda da
NaCl uygulamasina gore artis gostermis ve istatistiksel olarak tiim gruplar arasinda
farklilik oldugu belirlenmistir. Tiim gruplar klorofil a miktar1 bakimindan siralandiginda
Kontrol>NaCI+SA+ZnONP> NaCl+SA> NaCl+ZnONP>NaCl seklinde oldugu
gorilmistiir. Klorofil b miktar1 da tuz stresi uygulamasiyla azalmis ve klorofil a’ya
benzer olarak elisitor uygulamalariyla artis gostermistir. En yliksek klorofil b miktar
0.459 mg g ile kontrol grubunda, en diisiik klorofil b miktar1 0.387 mg g ile NaCl
grubunda goriilmekle birlikte elisitdr uygulamalar1 arasinda en yiliksek deger 0.430 mg
g ! ile NaCl+SA+ZnONP uygulamasinda goriilmiistiir. Karotenoid miktar1 bakimindan
istatistiksel olarak kontrol, NaCl+SA ve NaCI+ZnONP gruplari benzerlik gostermistir.
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En diisiik karotenoid miktar1 2.938 pg g? ile NaCl grubunda, en yiiksek karotenoid
miktart 3.414 pg g! NaCI+SA+ZnONP uygulamasinda goriilmiistiir. Karotenoid
miktar1 bakimindan istatistiksel olarak  tiim gruplar siralandiginda
NaCl+SA+ZnONP>NaCl+SA=Kontrol=NaCl+ZnONP>NaCl seklinde oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.1).

m Kontrol mNaCl m NaCHSA NaCHZnONP  m NaCH+SA+ZnONP

Karotenoid icerigi (pg gt)
Klorofil a ve b icerigi (mg g?)

d 4 bcc b

a
e
1
OJS I’ | i
: b
| 2
o 1R

Klorofil a Klorofil b Karotenoid

Sekil 4.1. Fotosentetik pigment igerigindeki degisimler
4.2. Prolin Icerigi

Tuz stresine maruz kalan bitkideki prolin artis1 bitkinin bu strese karsi tolerans
gosterebilmesi bakimindan 6nemli bir parametredir. Cizelge 4.2°de kontrol ve tiim
uygulama gruplarina ait prolin miktar istatistiksel olarak ve standart sapma degerleriyle
birlikte detayli sekilde sunulmustur. Prolin miktar1 genel olarak degerlendirildiginde

tiim uygulama gruplariin kontrol grubuna gore prolin miktarini artirdig1 goézlenmistir.

Cizelge 4.2. Elisitér uygulamasi yapilan Salvia virgata bitkisin prolin igerikleri”

Ekstreler Prolin (mM g%)
Kontrol 2.293+0.13°¢
NaCl 3.396+0.10°
NaCl+SA 4.026+0.112
NaCl+ZnONP 3.948+0.072
NaCl+SA+ZnONP 4.128+0.18?

*Degerler ii¢ paralel 6l¢limiin ortalama =+ standart sapmasi olarak verilmistir.
*Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)
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Tuz uygulamasi ve tuzla birlikte uygulanan tiim elisitorler prolin miktarini
kontrol grubuna gore artirmustir. En diisiik prolin miktar1 2.293 mM g ile kontrol
grubunda, en yiiksek prolin miktar1 4.128 mM g? ile NaCI+SA+ZnONP uygulamasinda
goriilmistiir. Kontrol grubuna gore prolin miktarindaki artis oranlari incelendiginde
NaCl %48.10, NaCI+SA %75.57, NaCl+ZnONP %72.17, NaCl+SA+ZnONP %80.02
artisa neden olmustur. Elisitér uygulamalarinin tamami tuz uygulama grubuna gore
prolin miktarinda artisa neden olmakla birlikte en fazla artis NaCI+SA+ZnONP
uygulamasinda goriilmiis ancak, elisitorler kendi icerisinde istatistiksel olarak anlaml
farklilik gdstermemistir. Prolin miktar1 bakimindan istatistiksel olarak tiim gruplar
siralandiginda NaCl+SA+ZnONP=NaCl+ZnONP=NaCIl+SA>NaCI>Kontrol seklinde
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Prolin icerigindeki degisimler
4.3. Malondialdehit Icerigi

MDA miktari, strese maruz kalan bitkinin hiicre membranindaki lipid
peroksidasyon derecesinin bir gostergesi olup membran hasar derecesi hakkinda fikir
vermektedir. Kontrol ve tiim uygulama gruplarina ait MDA miktari, istatistiksel olarak
ve standart sapma degerleriyle birlikte Cizelge 4.3’te verilmistir. Tuz stresi ve tuzla
birlikte tiim elisitdr uygulamalarinda MDA miktar1 kontrol bitkisine gore artis gostermis
ve en ¢ok artig oraninin 2.18 kat ile NaCl uygulamasinda oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte elisitor uygulamalarinin tuza bagli olarak artis gosteren MDA miktarinda

azalmaya neden oldugu ve en fazla azalmanm 2.116 pmol g* ile NaCl+SA+ZnONP
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uygulamasinda oldugu goriilmiistiir. En diisik MDA miktar1 NaCl+SA+ZnONP
uygulamasinda goriilse dahi NaCl+SA uygulamasiyla istatistiksel olarak benzerlik
gostermistir. Elisitorlerin NaCl uygulamasina gére MDA miktarindaki azalma oranlari
hesaplandiginda, NaCI+ZnONP 9%25.80, NaCI+SA %36.14, NaCl+SA+ZnONP %42.28
oraninda azalmaya neden olmustur. Tim gruplar birlikte degerlendirildiginde
istatistiksel olarak NaCl > NaCl+ZnONP > NaCl+SA+ZnONP = NaCIl+SA > Kontrol
seklinde siralandig: tespit edilmistir (Sekil 4.3.).

Cizelge 4.3. Elisitér uygulamasi yapilan Salvia virgata bitkisin MDA igerikleri”

Ekstreler MDA (umol g?)
Kontrol 1.674+0.09¢
NaCl 3.666+0.112
NaCIl+SA 2.34140.05°
NaCl+ZnONP 2.720+0.04°
NaCl+SA+ZnONP 2.116+0.07¢

*Degerler ii¢ paralel 6l¢limiin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir.
*Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)
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Sekil 4.3. MDA igerigindeki degisimler
4.4, Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Icerigi

Kontrol ve uygulama gruplarina ait toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri

Cizelge 4.4°de verilmistir. Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri
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sirasiyla gallik asit ve kersetine esdeger olarak belirlenmistir. Kontrol bitkisi ile
karsilastirildiginda, tuz stresi uygulamasi ile tiim elisitor uygulamalarinda hem fenolik
hem de flavonoid igerikte artis gdzlenmis ve istatistiksel olarak birbirlerinden anlamli
farkliliklar gostermistir. Bununla birlikte elisitor uygulamalariin fenolik ve flavonoid
icerigini sadece tuz stresi uygulanan gruba gore daha fazla artirdig1 tespit edilmistir.
Tiim gruplar arasinda en diislik ve en yiiksek fenolik/flavonoid igerigi incelendiginde en
diisiik toplam fenolik igerigi kontrol grubuna ait bitki ekstresinde 166.82 ug olarak
gozlenirken, yine kontrol grubuna ait ekstrede toplam flavonoid igeriginin 62.25 pg
oldugu belirlenmistir. En yliksek toplam fenolik igerigi NaCl+ZnONP grubuna ait bitki
ekstresinde 314.96 pg olarak gozlenirken, ayni ekstrede toplam flavonoid igerigin

114.50 pg oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Elisitor uygulamasi yapilan Salvia virgata bitkisin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri”

Ekstreler Fenolik icerik Flavonoid icerik
(ng GAEs/mg ekstre) (ug QEs/mg ekstre)
Kontrol 166.82+1.72¢ 62.25+0.78°
NaCl 228.5442.45¢ 75.31+1.63¢
NaCl+SA 264.04+1.56° 91.08+1.41°
NaCl+ZnONP 314.96+3.47% 114.50+1.962
NaCl+SA+ZnoNP 279.47+4.51° 103.69+2.28"

*Degerler ii¢ paralel 6l¢iimiin ortalama = standart sapmas olarak verilmistir.
*Ayni siitundaki farklt harfler ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)

Elisitér uygulamalar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda fenolik ve flavonoid
icerigindeki en yiiksek artis NaCI+ZnONP uygulamasinda gozlenirken, en az artis
NaCI+SA elisitor uygulamasi sonucunda gozlenmistir. Tiim gruplar toplam fenolik
icerigi bakimindan birlikte degerlendirildiginde istatistiksel olarak NaCl+ZnONP >
NaCIl+SA+ZnONP = NaCl+SA > NaCl > Kontrol, toplam flavonoid igerigi bakimindan
ise NaCl+ZnONP > NaCl+SA+ZnONP > NaCl+SA > NaCl > Kontrol seklinde
siralandig1 tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Toplam fenolik ve toplam flavonoid icerigindeki degisimler
4.5. Toplam Antioksidan Aktivite Bulgular:

Toplam antioksidan aktivite tayini, DPPH serbest radikali giderim aktivitesi,
katyon radikali giderim aktivitesi (ABTS) ve bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan
(CUPRAC) kapasitesi olmak iizere ii¢ farkli yontemle belirlenmistir.

4.5.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi

Bitki ekstrelerinin ve pozitif kontrollerin DPPH yoOntemiyle belirlenen
antioksidan aktiviteleri % inhibisyon ve ICso degeri olarak verilmistir. % inhibisyon
degerinin yliksek olmas1 antioksidan aktivitenin yiiksek oldugu anlamina gelirken, ICso
degerinde kii¢lik olan deger yliksek aktivite anlamina gelmektedir. Bitki ekstreleri ve
pozitif kontrollerin DPPH yoOntemiyle antioksidan aktivite Olgiimleri farkhi
konsantrasyonlarda c¢aligilmistir. Bunlar;

e Bitki ekstreleri i¢in 6 farkli konsantrasyon (25, 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL)
e AA icin 6 farkli konsantrasyon (1, 2, 3,4, 5, 6 ug/mL)
e BHT i¢in 6 farkli konsantrasyon (25, 50, 100, 150, 200, 250 pug/mL)
e BHA i¢in 6 farkli konsantrasyon (5, 10, 20, 30, 40, 50 pg/mL)
DPPH yonteminde uygulama gruplari biitiin konsantrasyonlarda kontrol grubuna
gore daha yiiksek antioksidan aktivite gostermis ve en yiiksek aktivite degerleri tiim
ornekler icin en yiiksek konsantrasyon olan 250 ug/mL’de 6l¢iilmiistiir. Tiim ekstreler

arasinda en yiiksek aktivite NaCI+ZnONP uygulamasinda goriiliitken, en diisiik
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antioksidan aktivite kontrol grubunda gozlenmistir. Ekstreler ve pozitif kontroller
karsilastirildiginda BHT hari¢ pozitif kontrollerin ekstrelerden daha yliksek aktivite
gosterdigi gozlenmistir. Pozitif kontrollerde AA i¢in en yiiksek aktivite degeri 6
pg/mL’de %96.05, BHA i¢in 50 pg/mL’de %94.22 ve BHT i¢in 250 pg/mL
konsantrasyonda %92.25 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5).

W25ug/mL W50pg/mL  ® 100 ug/mL 150 pg/mL W 200 pg/mL W 250 pg/mL

120
II ==I II
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% Inhibisyon

Sekil 4.5. Bitki ekstrelerinin DPPH yontemiyle belirlenen inhibisyon degerleri

Cizelge 4.5. Elisitor uygulamas: yapilan Salvia virgata bitki ekstrelerinin DPPH aktivitesi (%1)"

25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml

= Kontrol 16.94+0.26  31.15+0.33  45.57+1.25  63.570.91  7431+2.15  89.78+0.11
‘_E“ NaCl 19.05£0.18  34.21+£0.54  48.94+0.62  71.47+1.44  83.36+1.52  91.49+0.79
_é NaCl+SA 25.26+0.74  37.1540.69  49.78+£1.78  76.21£1.06  86.21+0.98  93.47+0.65
> NaCl+ZnONP 27.2440.48  40.10+0.42  51.47+0.60  74.31+£0.76  88.63+0.23  94.73+1.17

NaCl+SA+ZnONP  24.31£0.19  33.05+0.55  46.10+0.85  73.47+1.18  84.94+1.02  93.57+0.82

1 pg/ml 2 pg/ml 3 pg/ml 4 pg/ml 5 pg/ml 6 ng/ml
AA 22.47+0.15  36.10+0.52  49.57+0.23  75.56+£0.27  91.78+0.18  96.05+0.41

25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
BHT 17.68+0.47  33.94+0.36  52.15+0.55  73.33+0.16  80.21£0.89  92.25+0.73

Pozitif Kontroller

5 pg/ml 10 pg/ml 20 pg/ml 30 pg/ml 40 pg/ml 50 pg/ml
BHA 25.47+0.14  40.84+0.75 57.42+0.27  69.94+0.63  83.97+0.67  94.22+0.43

*Degerler li¢ paralel 6l¢limiin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir.

Bitki ekstrelerinin ICso degerleri incelendiginde, en yiiksek aktivite degeri
NaCl+ZnONP (IC50=87.81+0.32 ug/mL) uygulamasinda, en diisiik aktivite degeri
kontrol (ICs50=117.92+0.57 pg/mL) grubunda gézlenmistir. Pozitif kontroller igerisinde



47

en yliksek aktivite AA’da (ICs0=2.76+0.03 pg/mL) goriilmistiir. Tiim 6rneklerin 1Cso
sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde aktivite siralamasinin AA > BHA >
NaCI+ZnONP > NaCI+SA > NaCI+SA+ZnONP > BHT=NaCl > Kontrol seklinde
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Bitki ekstrelerinin DPPH aktivitesine ait ICso degerleri

Uygulamalar 1Cs0 (ng/mL)
Kontrol 117.92+0.572
NaCl 103.64+0.50°
NaCl+SA 92.62+0.55¢
NaCl+ZnONP 87.81+0.32¢
NaCl+SA+ZnONP 100.67+0.61°
Pozitif Kontroller

AA 2.76+0.039
BHT 103.1140.13°
BHA 17.65+0.07°

*Degerler ii¢ paralel 6l¢limiin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir.
*Ayni stitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)

4.5.2. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi

Bitki ekstrelerinin ve pozitif kontrollerin ABTS yontemiyle belirlenen
antioksidan aktiviteleri % inhibisyon ve ICso degeri olarak verilmistir. % inhibisyon
degerinin yiliksek olmas1 antioksidan aktivitenin yiiksek oldugu anlamina gelirken, ICso
degerinde kiigiik olan deger yiiksek aktivite anlamina gelmektedir. Bitki ekstreleri ve
pozitif kontroller farkli konsantrasyonlarda ¢alisilmistir. Bunlar;

e Bitki ekstreleri i¢in 6 farkli konsantrasyon (5, 10, 20, 40, 60, 80 pg/mL)
e AA ve BHT i¢in 6 farkli konsantrasyon (0.5, 1, 2, 3, 4, 5 pg/mL)
e BHA i¢in 6 farkli konsantrasyon (5, 10, 20, 30, 40, 50 pg/mL)

Uygulama gruplar1 biitiin konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore daha
yiiksek antioksidan aktivite gdstermis ve en yiiksek aktivite degerleri tiim ornekler i¢in
en yiliksek konsantrasyon olan 80 pg/mL’de olgiilmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6).
Tiim ekstreler arasinda en yiiksek aktivite NaCl+ZnONP uygulamasinda, en diigiik
aktivite kontrol grubunda gozlenmistir. Pozitif kontrollerde AA i¢in en yiiksek aktivite
degeri 5 pg/mL’de %98.98, BHT i¢in 5 pg/mL’de %91.48 ve BHA i¢in 50 pug/mL
konsantrasyonda %96.48 olarak elde edilmistir. Ekstreler ile pozitif kontroller

karsilagtirildiginda pozitif kontrollerin genel olarak ekstrelerden daha yiiksek aktivite
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gosterdigi ve kendi aralarinda istatistiksel olarak AA=BHT>BHA siralamasi oldugu

gorilmiistir.
W25ug/mL mM50pg/mL  ® 100 pg/mL 150 yg/mL WM 200 pg/mL W 250 pg/mL
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Sekil 4.6. Bitki ekstrelerinin ABTS yontemiyle belirlenen inhibisyon degerleri

Cizelge 4.7. Elisitor uygulamasi yapilan Salvia virgata bitki ekstrelerinin ABTS aktivitesi (%1)"

5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL. 60 pg/mL. 80 pg/mL

. Kontrol 12.96+1.11 17.77£0.74 33.70+0.08 58.14+1.25 83.70+1.78 95.74+0.58
(_é NaCl 16.11+£0.78  18.88+0.14 43.14+0.41 60.92+1.33 86.11£1.56 96.66+0.44
_g’ NaCIl+SA 16.85+0.58 27.96+0.22 48.14+0.66 78.14+0.06 91.11+0.85 99.07+0.96
5 NaCl+ZnONP 22.62+0.32  32.92+0.89 54.07+1.47 83.03£0.19 95.85+1.17 99.44+0.84

NaCI+SA+ZnONP  17.96+0.15 25.18+1.12 48.33+0.43 72.22+1.44 83.70+0.23 97.59+0.42

0.5 pg/mL 1 pg/mL 2 pg/mL 3 pg/mL 4 pg/mL 5 pg/mL
AA 12.40+0.52 25.7440.65 48.14+0.23 72.12+1.83 90.74+1.57 98.98+0.71
BHT 10.18+0.39  22.31+0.65 39.35+1.17 67.87+0.41 84.72+41.96 91.48+0.12

5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL. 30 pg/mL 40 pg/mL. 50 pg/mL

Pozitif Kontroller

BHA 11.48+0.78 26.85+0.14 41.85+0.26 70.18+0.52 89.35+1.71 96.48+0.94

*Degerler ii¢ paralel 6l¢limiin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir.

Bitki ekstrelerinin ICso degerleri incelendiginde, en yiiksek aktivite degeri
NaCl+ZnONP (1C50=21.86+0.47 ug/mL) uygulamasinda, en diisiik aktivite degeri
kontrol (1C50=35.81+£0.25 pg/mL) grubunda gozlenmistir. Pozitif kontroller arasinda en
yiiksek aktivite degeri AA’da (ICs50=2.17+0.04 pg/mL) dl¢iilmiistiir. Ekstreler ile pozitif
kontrollerin  1Cso degerleri karsilastirildiginda pozitif kontrollerin genel olarak
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ekstrelerden daha yiiksek aktivite gosterdigi ancak, NaCl+ZnONP ekstresinin aktivite
degerinin BHA pozitif kontroliinden daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica
istatistiksel olarak AA ve BHT arasinda anlamli fark goriilmezken, diger tiim 6rnekler
arasinda anlamh farkliliklar oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Tiim 6rneklerin ICso
sonuglar birlikte degerlendirildiginde aktivite siralamasinin AA=BHT> NaCl+ZnONP>
BHA> NaCl+SA > NaCl+SA+ZnONP>NaCl>Kontrol seklinde oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.8. Bitki ekstrelerinin ABTS aktivitesine ait 1Cso degerleri

Uygulamalar 1Cs0 (ng/mL)
Kontrol 35.81+0.258
NaCl 32.58+0.47°
NaCl+SA 26.58+0.55¢
NaCl+ZnONP 21.86+0.47"
NaCl+SA+ZnONP 28.76+0.66°
Pozitif Kontroller

AA 2.17+£0.049
BHT 2.44+0.029
BHA 22.7840.12°

*Degerler li¢ paralel 6l¢limiin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir.
*Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)

4.5.3. CUPRAC (bakar (I) iyonu indirgeme) aktivitesi

Bitki ekstrelerinin ve pozitif kontrollerin CUPRAC yo6ntemiyle belirlenen
antioksidan aktiviteleri absorbans ve Aos degeri olarak verilmistir. Bu yontemde, artan
absorbans degeri artan antioksidan aktiviteyi ifade ederken, Aos degerinde kii¢lik olan
deger yiiksek aktivite anlamina gelmektedir. Bitki ekstreleri ve pozitif kontrollerin
CUPRAC yontemiyle antioksidan aktivite Olclimleri farkli konsantrasyonlarda
calisiilmistir. Bunlar;

e Bitki ekstreleri i¢in 6 farkli konsantrasyon (10, 25, 50, 100, 150, 200 pg/mL)
e AAigin 6 farkli konsantrasyon (2, 5, 10, 20, 40, 50 pg/mL)

e BHT icin 6 farkli konsantrasyon (1, 3, 6,9, 12, 15 pg/mL)

e BHA i¢in 6 farkli konsantrayon (10, 25, 50, 100, 150, 200 pg/mL)

Uygulama gruplar tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermistir. Bitki ekstreleri i¢in en yiiksek aktivite degerleri 200
pg/mL konsantrasyonda oOl¢iilmiistiir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.7). Tiim ekstrelerde en
diisiik aktivite kontrol grubunda goriiliitken en yiiksek aktivite NaCl+ZnONP



50

uygulamasinda gdzlenmistir. Pozitif kontrollerde AA icin en yliksek aktivite degeri 50
pg/mL’de 3.382, BHT i¢in 15 pg/mlL’de 3.174 ve BHA i¢in 200 pg/mL
konsantrasyonda 2.839 olarak elde edilmistir. Ekstreler ile pozitif kontroller
karsilastirildiginda pozitif kontrollerin ekstrelerden daha yiliksek aktivite gosterdigi ve
kendi aralarinda istatistiksel olarak BHT>AA>BHA siralamas1 oldugu goriilmiistiir.

®m10pug/mL ®m25pug/mL ®m50ug/mL 100 pg/mL  ® 150 pg/mL ™ 200 pg/mL
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Sekil 4.7. Bitki ekstrelerinin CUPRAC ydntemiyle belirlenen absorbans degerleri

Cizelge 4.9. Elisitor uygulamasi yapilan Salvia virgata bitki ekstrelerinin CUPRAC aktivitesi”

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

Kontrol 0.121£0.03  0.236+0.02  0.279+0.04  0.605+0.07  1.035+0.08  1.285+0.07
:_E NaCl 0.189+0.02  0.359+0.04  0.673+0.06  1.114+0.03  1.655+0.09  2.167+0.05
% NaCl+SA 0.275+0.05  0.456+0.01  0.726+0.07  1.211£0.02  1.727+£0.03  2.311£0.01
> NaCl+ZnONP 0.374+0.02  0.548+0.06  0.916+0.02  1.622+0.05 2.438+0.04  3.030+0.02

NaCl+SA+ZnONP 0.197+£0.06  0.390£0.04  0.727+0.02  1.215+£0.03  1.877+0.06  2.442+0.06

2 ng/mL 5 ng/mL 10 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL 50 pg/mL
AA 0.256+0.02  0.517+0.01  0.915+0.01  1.742+0.03  2.743+£0.02  3.382+0.03

1 pg/mL 3 pg/mL 6 pg/mL 9 ng/mL 12 pg/mL 15 pg/mL
BHT 0.405+0.03  0.824+0.03  1.452+0.02  1.975+0.01 2.559+0.03  3.174+0.01

10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL. 200 pg/mL
BHA 0.314+0.01  0.571£0.02  0.959+0.05  1.458+0.03  2.120+0.06  2.839+0.02

Pozitif Kontroller

*Degerler li¢ paralel dl¢limiin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir.

Bitki ekstrelerinin Aos degerleri incelendiginde en yiiksek aktivite degeri
NaCl+ZnONP (A05=20.46+0.37 pg/mL) uygulamasinda, en disik aktivite degeri
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kontrol (Aos=74.20+0.35 pg/mL grubunda gozlenmistir. Pozitif kontroller arasinda en
yiiksek aktivite degeri BHT de (Aos5=1.36+0.04 pg/mL) ol¢iilmistiir. Ekstreler ile
pozitif kontrollerin Aos degerleri karsilastirildiginda pozitif kontrollerin genel olarak
ekstrelerden daha yiiksek aktivite gosterdigi ancak, NaCl+ZnONP ekstresinin aktivite
degerinin istatistiksel olarak BHA’ya benzerlik gosterdigi gozlenmistir. Pozitif
kontroller ve bitki ekstrelerinin Aos sonuglart birlikte degerlendirildiginde aktivite
siralamasinin BHT>AA> NaCI+ZnONP =BHA>NaCI+SA>NaCI+SA+ZnONP>NaCI>
Kontrol seklinde oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Bitki ekstrelerinin CUPRAC aktivitesine ait Aos degerleri

Uygulamalar Aos (ng/mL)
Kontrol 74.20+0.352
NaCl 38.3340.53°
NaCl+SA 30.70+0.244
NaCl+ZnONP 20.46+0.37¢
NaCIl+SA+ZnONP 34.70+0.28°
Pozitif Kontroller

AA 4.06:+0.05
BHT 1.36+0.049
BHA 20.89+0.09¢

*Degerler i paralel 6l¢iimiin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir.

*Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin $nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)

Bitkiler, maruz kaldiklar stres etkileriyle basa ¢ikmalarina yardimei olan ¢esitli
potansiyel mekanizmalara sahip olsa da bazen bu mekanizmalar yetersiz kalabilir ve
stresle basa cikamayarak bitki hiicrelerinin 6liimiine neden olabilir. Bu nedenle
arastirmacilar, bitkilerin stres kosullariyla basa ¢ikabilmeleri ve strese karsi tolerans
seviyelerini gelistirmek icin siirekli olarak farkli stratejiler gelistirmektedirler. Bu
stratejilerden biri olan elisitdr uygulamalari, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
yanitlar1 uyarabilen ¢esitli kaynaklardan gelen kimyasal veya biyo-faktorler olarak
tanimlanmaktadir (Thakur ve Sohal, 2013). Elisitorler, ¢ok sayida kimyasal sinifa ait
olan, sekonder metabolitlerin biyosentezini uyarabilen veya gelistirebilen, sinyal
iletiminin yan1 sira c¢evresel stresin hafifletilmesi, bitkilerin hayatta kalmasi ve
tiretkenligi lizerinde 6nemli etkilere sahip olan bilesiklerdir (Jan ve ark., 2021; Jeyasri
ve ark., 2023). Literatiirdeki tespitlerden yola ¢ikilarak yapilan bu arastirmada, tuz

stresine maruz kalan Salvia virgata bitkisine eksojen SA ve ZnONP uygulamalarinin,
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bitkinin fizyolojik, biyokimyasal ve antioksidan cevaplar1 iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir.

Klorofil, bitki fotosentezinde 6nemli bir pigment molekiilii olup, bitki biiyiimesi
ve gelismesi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Tuz stresi altinda klorofil igerigindeki
azalma yaygin olarak bildirilen bir olgudur ve g¢esitli calismalarda klorofil
konsantrasyonu, hiicresel metabolik durumun hassas bir gostergesi olarak kullanilmistir
(Chutipaijit ve ark., 2011). Tuz stresi, bitkilerde fotosentetik pigmentleri bozarak
kloroz, nekroz ve erken yaslanmanin yani sira nihayetinde bitki biiylimesini yavaslatan
diger bir¢ok onemli degisiklige neden olur (Ahmad ve ark., 2019). Arastirmamizda tuz
stresi uygulamasinin klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarinda azalmaya neden
oldugu gozlenmistir. Tuz stresi ile birlikte uygulanan SA, ZnONP, SA+ZnONP
elisitorleri her ii¢ pigment miktarim1 artirirken, en yiiksek artisin SA+ZnONP
uygulamasinda oldugu tespit edilmistir. Ajovan kimyonu bitkisinde tuz stresinde azalan
klorofil a-b igeriginin SA + nano-Fe>O3 uygulamalar1 sonucu arttigi (Abdoli ve ark.,
2020), Salvia officinalis’de tuz ile azalan pigment igeriginin eksojen SA uygulamasiyla
artig gosterdigi (Es-sbihi ve ark., 2021) ve bugday bitkisinin tuz ile azalan klorofil a,
klorofil b, karotenoid igeriklerinin SA uygulamasiyla arttig1 bildirilmistir (Talaat ve
Hanafy, 2022). Tuz stresi altindaki yapraklarda klorofilin dnciisii olan aminolevulinik
asit (ALA) igeriginin azaldig1 (Santos, 2004), klorofillaz ve feoforbit monooksijenaz
gibi klorofil degredasyonunda rol oynayan enzimlerin arttigi (Zhu ve ark., 2019)
bildirilmistir. Ayrica, tuz stresinin neden oldugu oksidatif hasarlar klorofil bozulmasini
hizlandirirken, fotosentezde yer alan anahtar enzimlerin aktivitelerini azaltir (Al-Hinai
ve ark., 2022). Arastirmamizda, tuz stresi altinda klorofil icerigindeki azalmanin,
klorofil degradasyonundaki artisa veya klorofil sentezindeki azalmaya bagli olabilecegi
diistiniilmektedir. Karotenoidler, bitkilerin fotooksidatif siireglere karsi korunmasinda
onemli rol oynayan pigmentler olup, 'O, ve peroksil radikallerini temizleyen etkili
antioksidanlardir. Karotenoidlerin, lipofilik olmalar1 ve peroksil radikallerini
yakalamaya yonelik spesifik 6zelliklerinden dolay1, hiicre zarlarinin ve lipoproteinlerin
oksidatif hasara kars1 korunmasinda énemli bir rol oynadigi diisliniilmektedir (Stahl ve
Sies, 2003). Ayrica, p-karoten, likopen veya lutein gibi karotenoidler, 'Oz nin fazla
enerjisini tiikketen ve onu 1s1 olarak dagitarak, karotenoidin antioksidan olarak geri
doniislimiinii saglayan tekli oksijen sondiiriicliler olarak islev goriir. Bdylece,
karotenoidler oksidatif stresin etkilerini azaltarak hiicresel hasar1 onlemeye yardimci

olurlar (Amarowicz ve Pegg, 2019). Arastirmamizda, elisitor uygulamalariyla birlikte
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membran hasarinin gostergesi olan MDA igerigi azalirken, karotenoid miktarinin arttig
goriilmiistiir. Bu sonuglar, artan karotenoid igeriginin peroksil radikallerini temizleyerek
membran hasarini azalttigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda, elisitor uygulamalariyla
birlikte klorofil a ve b ile karotenoid igerigindeki benzer artis, karotenoidin
fotosistemleri 15181n zararl etkilerinden koruyarak klorofil a ve b igeriginde artiga neden
oldugunu diisiindiirmektedir.

Bitkiler, tuzlulugun neden oldugu ozmotik stresin {istesinden gelmek igin prolin
gibi metabolik olarak uyumlu ¢6ziinen maddeleri sentezler ve biriktirir. Bu ozmolitlerin
birikimi, turgor basincini korumak iizere doku su potansiyelinin ayarlanmasinda énemli
rol oynarken (Farooq ve ark., 2015), ayrica antioksidan gorevi gorerek hiicre alti
yapilar stabilize etmeye yardimci olur (Al-Hinai ve ark., 2022). Tuz stresi altinda prolin
icerigi degisimlerine iligkin elde ettigimiz bulgulara gore, tuz uygulamasi sonucu artan
prolin igerigi SA, ZnONP, SA+ZnONP uygulamalariyla daha fazla artmistir. En diistik
prolin miktar1 2.293+0.13 ile kontrol grubunda, en yiiksek prolin miktar1 4.128+0.18 ile
NaCl+SA+ZnONP uygulamasinda goriilmiistiir. Elde ettigimiz sonuglar, tuz stresine
maruz birakilmis Salvia nemorosa (Sharifi ve Bidabadi, 2020), Salvia leriifolia (Dashti
ve ark., 2022), Ocimum bacilicum (Jadczak ve ark., 2022) bitkilerinde gézlenen prolin
artig verileriyle uyumludur. Bununla birlikte tuz stresi ile birlikte uygulanan ZnONP nin
Salvia leriifolia'da prolin igerigini artirdigi (Dashti ve ark., 2022), tuz stresi altinda
yetistirilen Mentha pulegium’da artan prolin igeriginin eksojen SA uygulamasiyla daha
fazla artis goOsterdigini (Farhadi ve Ghassemi-Golezani, 2020) bildiren c¢aligsmalar
sonuglarimizla paralellik gostermektedir. Prolin gibi ozmoprotektanlar, tuz stresi
toleransi i¢in 6nemli molekiiller olup reaktif oksijen tiirlerini temizleyebilir, proteinleri
ve zarlar1 stabilize edebilir (Singh ve ark., 2019). Literatiirdeki bu veriler dikkate
alindiginda, arastirmamizda toplam antioksidan kapasitenin artmasinda ve MDA
igeriginin azalmasinda prolin igerigindeki artisin katkisinin oldugu s6ylenebilir.

Bitkilerin ¢esitli stres faktorlerine maruz kalmasi sonucunda artan ROT seviyesi,
hiicresel zarlarda lipid peroksidasyonuna neden olur ve bunun sonucunda zar yapisinda
bozulmalar meydana gelir. Lipid peroksidasyonu son iiriinlerden biri olan MDA,
fosfolipidlerdeki doymamis yag asitlerinin peroksidasyon seviyesini gosteren dnemli bir
bilesiktir  (Alché, 2019). Arastirmamizda MDA igeriklerindeki  degisimler
incelendiginde, tuz stresi ve tuzla birlikte tiim elisitdr uygulamalarinda MDA miktar1
kontrol bitkisine gore artis gdstermistir. Bununla birlikte tuz stresi uygulamasiyla artan

MDA miktar1, SA, ZnONP, SA+ZnONP uygulamalar1 sonucunda azalmis ve en fazla
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azalma NaCl+SA+ZnONP uygulamasinda goriilmiistiir. Tuz stresi uygulanan celtik
(Orcan ve ark., 2019), nohut (Mushtaq ve ark., 2022), celtik (Alshiekheid ve ark.,
2023), Salvia virgata (Khosrojerdi ve ark., 2023) bitkilerinde lipid peroksidasyonu
sonucu MDA birikiminin gerceklestigini gosteren ¢alismalar ile arastirma bulgularimiz
ortiismektedir. Tuz stresine maruz birakilan turp bitkisinde eksojen SA uygulamasinin
MDA miktarin1 azalttigi (Mahdavian, 2023), tuz stresi altinda yetistirilen ve Fe>O3
nanopartikiil uygulanan Mentha piperita’da lipid peroksidasyon seviyesinde azalma
oldugu (Askary ve ark., 2017), tuz stresi altindaki Trachyspermum ammi bitkisinde
artan MDA miktarinin, uygulanan nano-Fe2;O3 ve SA ile azaldig1 ve ozellikle SA +
nano-Fe;Os uygulamasinin daha etkili oldugunu bildiren (Abdoli ve ark., 2020)
aragtirmalar, sonuclarimizla benzerlik gostermektedir. SA'nin eksojen uygulamasi
OsWRKY45 geninin ifadesini artirarak endojen SA igerigini artirmis ve stres altinda
Oryza sativa'daki H20O> igerigini azaltarak membran hasarini 6nlemistir (Chao ve ark.,
2010). NP'ler, bitkilerde nitrik oksit (NO) sentezinden sorumlu olan nitrat rediiktaz
aktivitesini (Shahrokh ve ark., 2014 ) artirabilir ve NO daha sonra ROT'u temizleyen ve
lipid peroksidasyonu dnleyen antioksidan genlerin ekspresyonunu uyarabilir (Chen ve
ark., 2015; Abdoli ve ark., 2020). Lipid peroksidasyon reaksiyonlarindaki artisin ROT
ile iliskili oldugu diisiiniildiiglinde, arastirmamizda SA ve NP uygulamalarinin lipid
peroksidasyon seviyesini azaltmasi, ROT’u temizleyen cesitli antioksidan genlerin
aktive edilmesiyle olabilecegini diislindiirmektedir. Ayrica, arastirmamizda toplam
fenolik ve toplam flavonoid gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin igerigindeki artigla
MDA igerigindeki azalma ters korelasyon gostermistir. Fenolik ve flavonoid
icerigindeki artisin ROT seviyelerini azaltabilecegi ve bunun lipid peroksidasyon
hasarini azaltmada katkis1 olabilecegi diistintilmektedir.

Bitkiler, biyolojik aktiviteye sahip olan ve biyoaktif bilesikler olarak
adlandirilan fitokimyasal igerirler. Biyoaktif bilesikler arasinda onemli bir yere sahip
olan fenolik ve flavonoidler, bitkilerde birgok biyolojik siiregte, antioksidan aktivitede
ve ¢evresel faktorlere verilen tepkilerde 6nemli roller oynar (Williamson ve ark., 2018).
Farkli stres faktorlerine ve 6liimciil maddelere maruz kalan bitkilerde {iretimleri yiiksek
oldugu icin, fenoller ayn1 zamanda stres gostergeleri olarak da islev goriirler (Verma ve
Shukla, 2015). Arastirmamizda, sadece tuz stresi ve tuzla birlikte SA, ZnONP,
SA+ZnONP uygulamalarinin toplam fenolik ve toplam flavonoid igerigini kontrol
grubuna gore artirdigr goriilmiistiir. Bununla birlikte elisitor uygulamalarinin fenolik ve

flavonoid igerigini sadece tuz stresi uygulanan gruba gore daha fazla artirdig1 tespit
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edilmistir. Tuz stresinin Salvia mirzayanii’de (Valifard ve ark., 2014) toplam fenolik
icerigi, Salvia lavandulifolia’da toplam fenolik ve toplam flavonoid igerigi (Bayat ve
ark., 2022). Amaranthus lividus’ta (Hossain ve ark., 2022) toplam fenolik ve toplam
flavonoid igerigi artirdigi bildirilmistir. Tuzluluk stresi altinda yetistirilen bitkilerdeki
toplam fenolik ve toplam flavonoid igerigindeki artig, arastirma sonuglarimizla
uyumludur. Tuzluluk stresi altinda yetistirilen Dracocephalum moldavica bitkisine
demiroksit nanopartikiillerinin uygulandigi ¢alismada, tuz stresiyle artan fenolik ve
flavonoid igeriginin NP uygulamasiyla daha fazla arttigin1 (Moradbeygi ve ark., 2020),
NaCl stresine maruz birakilan Vicia faba bitkisinde, tuzlulukla birlikte toplam fenolik
icerigin SA uygulamasiyla daha fazla arttigin1 (Anaya ve ark., 2017) bildiren literatiir
verileri arastirma sonuglarimizla benzerlik gostermektedir. Polifenollerin ¢oklu fenolik
hidroksil gruplari, aktif hidrojen saglayabilir ve reaktif oksijen serbest radikallerini
dogrudan temizleyebilir (Cazzola ve ark., 2016). Baz1 bitki ekstrelerinin toplam fenolik
icerigi ile antioksidan aktivitesi arasinda pozitif korelasyon oldugunu gosteren birgok
caligma mevcuttur (Shao ve ark., 2018; Jahani ve ark., 2021; Bayat ve ark., 2022). Bu
raporlar arastirmamizda elde ettigimiz fenolik igeriklerle antioksidan aktiviteler
arasindaki korelasyon iligkisini destekler niteliktedir.

Bitkide normal sartlar altinda siirekli olusan ROT’lar, antioksidan savunma
sistemi tarafindan dengede tutulmaktadir. Farkli abiyotik stres faktorleri, ROT larin
asir1 liretimine neden olarak ROT ile antioksidan kapasite arasindaki dengeyi bozar ve
bunun sonucunda oksidatif strese yol acar. ROT'un detoksifikasyonu ve iiretimi
arasindaki denge, cevresel stresler altinda hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
antioksidan savunma sistemleri tarafindan korunur (Hasanuzzaman ve ark., 2019).
Arastirmamizda toplam antioksidan aktiviteyi belirlemek amaciyla DPPH, ABTS ve
CUPRAC olmak tiizere 3 farkli yontem kullanilmis olup, kullanilan yontemlerin
sonuglart birbiriyle benzerlik gostermistir. Elde edilen sonuglara gore tiim uygulama
gruplar1 kontrol grubuna gore daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. Ayrica,
tiim ekstreler arasinda en yiiksek aktivite NaCI+ZnONP uygulamasinda gortiliirken, en
diisiik antioksidan aktivite kontrol grubunda gozlenmistir. Ug ydntemin antioksidan
aktivite siralamasinin benzerlik gosterdigi ve NaCI+ZnONP > NaCI+SA >
NaCI+SA+ZnONP > NaCI > Kontrol seklinde oldugu belirlenmistir. Tuz stresine
maruz birakilan Salvia mirzayanii’de toplam fenolik icerik ve DPPH radikali siipiirme
aktivitesinin arttig1 (Valifard ve ark., 2014), tuzluluk stresi altinda yetistirilen

Carthamus tinctorius bitkisinde toplam fenolik igerik, toplam flavonoid igerik ve DPPH
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aktivitesinin tuzluluk stresi sonucu Onemli Olgiide arttigi; tuzla birlikte uygulanan
eksojen SA’nin her {i¢ parametrede daha fazla artisa neden oldugu (Golkar ve ark.,
2019), tuz stresi altinda yetistirilen ve ZnONP uygulanan Camelina sativa’da toplam
fenolik, karotenoid ve DPPH radikalini temizleme yeteneginin 6nemli Ol¢iide arttigi
(Hezaveh ve ark., 2020b), kuraklik stresine maruz birakilan Mentha piperita’da toplam
fenolik igerik, toplam flavonoid igerik ve DPPH siiplirme aktivitesinde kontrole gore
artis gorildiigi; tuzla birlikte eksojen SA uygulamasinin her li¢ parametrede daha fazla
artisa neden oldugunu (Jahani ve ark., 2021) bildiren literatiir verileri arastirma
sonuglarimizla benzerlik gostermektedir.

Oksidatif stres durumundaki bitkiler, enzimatik ve enzimatik olmayan (askorbik
asit, indirgenmis glutatyon, fenolik asitler; alkaloidler, flavonoidler, karotenoidler, a-
tokoferol; protein olmayan amino asitler vb.) antioksidanlarla ROT’lar1 temizleyerek
oksidan-antioksidan dengeyi korumaya caligirlar (Kaur ve ark., 2019). Arastirma
sonuglarimizda enzimatik olmayan antioksidan bilesiklerden fenolik, flavonoid ve
karotenoid icerigi, elisitor uygulamalarinda genel olarak artis gostermis olup bu
bilesiklerde meydana gelen artisin toplam antioksidan aktiviteye yansidigi
goriilmektedir. Eksojen olarak uygulanan elisitorlerin, antioksidan enzimatik tepkileri
indiikleyerek, kimyasallarin bilesimini, gen ekspresyonunu ve bitki sekonder
metabolitlerinin biyoaktivitesini degistirerek stres etkilerini hafiflettigi belgelenmistir

(El-Esawi ve ark., 2017).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Arastirmamizdan elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde elde

edilen sonugclar su sekilde siralanabilir:

Tuz stresi uygulamasinin klorofil a, klorofil b ve karotenoid igeriginde azalmaya
neden oldugu goézlenmistir. Tuz stresi ile birlikte uygulanan SA, ZnONP,
SA+ZnONP elisitorleri, tuzlulugun neden oldugu azalmaya iyilestirici yonde
etki yaparak, klorofil a ve b ile karotenoid igeriginde artisa neden olmustur. Her
iic pigment icinde en yiliksek deger NaCl+SA+ZnONP uygulamasinda
gorilmiustir.

Tim uygulama gruplarinin kontrol grubuna goére prolin igerigini artirdigi
gozlenmigtir. Tuz stresi uygulamasi sonucunda artis gosteren prolin igerigi,
elisitor uygulamalariyla daha fazla artis gostermistir. En diisiik prolin igerigi
kontrol grubunda, en yiiksek prolin igerigi NaCl+SA+ZnONP uygulamasinda
gOriilmiistiir.

Tuz stresi ve tuzla birlikte tiim elisitdor uygulamalari, MDA igerigini kontrol
grubuna gore artirmig ve en Yylksek artisin NaCl uygulamasinda oldugu
gozlenmistir. Elisitér uygulamalari sonucundaki MDA igeriginin, kontrol
grubuna gore yiiksek olsa da sadece tuz uygulanan bitkilerden daha diisiik
olmasi, elisitorlerin 1iyilestirici etki yaparak membran hasarmi azalttigim
gostermektedir. Tuz stresine gore en fazla azalma orani NaCl+SA+ZnONP
uygulamasinda tespit edilmistir.

Toplam fenolik ve toplam flavonoid igerik birlikte degerlendirildiginde, tuz
stresi ve tuzla birlikte uygulanan SA, ZnONP, SA+ZnONP’nin her iki bilesenin
icerigini kontrol grubuna gore artirdigr belirlenmistir. Ayrica, tiim elisitor
uygulamalarinin fenolik ve flavonoid igerigi sadece tuz stresi uygulanan gruba
gore daha fazla artirdig tespit edilmistir. En yiliksek toplam fenolik ve toplam
flavonoid i¢erik NaCl+ZnONP uygulamasinda gézlenmistir.

Toplam antioksidan aktiviteyi belirlemek amaciyla kullanilan DPPH, ABTS ve
CUPRAC yontemlerinden elde edilen sonuglar benzerlik gostermistir. Tuz stresi
ve tuzla birlikte tim elisitor uygulamalari, antioksidan aktiviteyi kontrol

grubuna gore arttirnustir. Uc ydntemin antioksidan aktivite siralamasmnin
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benzerlik gosterdigi ve NaCl+ZnONP > NaCIl+SA > NaCl+SA+ZnONP >
NaCI > Kontrol seklinde oldugu belirlenmistir.

e Prolin, MDA ve fotosentetik pigment iceriklerinde NaCl+SA+ZnONP elisitor
uygulamasi daha etkili olurken, toplam fenolik ve toplam flavonoid igerik ile
toplam antioksidan aktivitede NaCI+ZnONP elisitér uygulamasinin daha etkili
oldugu tespit edilmistir.

e Tiim parametreler birlikte degerlendirildiginde, karotenoid igerigindeki artisin
klorofil pigmentlerini koruyucu etki yaparak, klorofil a ve b iceriginde artisa
neden oldugu; prolin icerigindeki artisin bitkileri ozmotik strese kars1 korudugu;
karotenoid artisinin  peroksil radikallerini temizleyerek MDA igeriginde
azalmaya neden oldugu; toplam fenolik, toplam flavonoid ve karotenoid
icerigindeki artisin toplam antioksidan aktiviteye yansidigt ve DPPH, ABTS,
CUPRAC yontemlerinden elde edilen sonuglarla Ortlistiigli, antioksidan
aktivitedeki artigin artan pigment, artan prolin ve azalan MDA igerigiyle uyumlu

oldugu sonuglarina varilabilir.

5.2. Oneriler

Bitkilerin abiyotik stres toleransini iyilestirme arayisinda, umut verici birgok
teknik arastirilmaktadir. Strese maruz kalan bitkilerde elisitor (salisilik asit, jasmonik
asit, etilen, kitin, nitrik oksit, nanopartikiiller vs.) kullanimi, bitkilerin stres faktorlerine
karst savunma tepkilerini aktive ederek direnclerini artirmay1 amaglayan bir stratejidir.
Stres kosullarinda bitki performansini olumlu yonde etkileyebilen yontemlerden biri
olan nanopartikiiller, bitkilerin stresle basa ¢ikmasina yardimci olabilecek cesitli
mekanizmalara sahiptir. Bunlar arasinda bitki biiyiime ve gelisimini tesvik etme,
fotosentetik aktiviteyi artirma, antioksidan savunmayi giiglendirme gibi etkiler bulunur.
Salisilatlar (toplu olarak salisilatlar olarak adlandirilan salisilik asit ve tiirevleri), bir
stresle karsilagildiktan sonra bitki savunma genlerini aktive eden bitki tarafindan
tiretilen sinyaller olarak adlandirilir. Stres altindaki bitkilerde elisitor olarak SA
uygulamasi, bitkilerin savunma mekanizmalarini, fitopatojen direncini, biyotik ve
abiyotik streslere karsi toleransini, antioksidan aktivitelerini, fitoaleksin iiretimini ve
gen ifadesini etkileyebilir. SA ve NP uygulamalari, tuz stresi altindaki bitkilerde stres
etkilerini azaltma potansiyeline sahip olabilir ancak, etkileri bitki tiirline, stres

kosullarina, uygulama yontemine, konsantrasyon ve uygulama sikligina bagl olarak
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degisebilir. Bu nedenle, SA ve NP tabanli stres yonetimi stratejileri tizerinde daha fazla
aragtirma yapilmasi gerekmektedir.

Arastirmamizda prolin, MDA ve fotosentetik pigment igeriklerinde
NaCI+SA+ZnONP elisitor uygulamasimin daha etkili oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglar, SA ve ZnONP gibi elisitorlerin sinerjik etki gosterebildigini ve farkli
elisitor kombinasyonlarinin sinerjik etkilerinin arastirilmasimin  potansiyel bir
degerlendirme alan1 oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, gelecekteki arastirmalar i¢in
onemli bir temel olusturmaktadir. Farkli elisitorlerin bir araya getirilmesiyle
olusabilecek sinerjik etkilerin incelenmesi, bitkilerin stres toleransini artirmak ve
sekonder metabolit {iretimini optimize etmek icin daha etkili stratejilerin gelistirilmesini
saglayabilir.

Elisitorlerin stresin etkisini azaltmadaki roliiniin yani sira bitki sekonder
metabolit sentezini artirmak i¢in de kullanildig1r bilinmektedir. Elisitorler bitkilerde
savunma tepkilerini uyarmak suretiyle bitkilerin sekonder metabolitler {iretmesine ve bir
dizi biyokimyasal reaksiyonu baslatmasina katkida bulunurlar. Arastirmamizda
kullanilan SA ve ZnONP ile ilgili literatiirde ¢cok sayida arastirma bulunmasina karsin,
bu elisitorlerin stres hasarini azaltma ve sekonder metabolit {iretimine olan etkilerinin
birlikte degerlendirilmesine yonelik arastirmalarin oldukc¢a sinirli kaldigr goriilmektedir.
Ayni zamanda Salvia virgata bitkisinde SA ve ZnONP’nin tuz stresi ile birlikte ayr1 ayri
ve birlikte potansiyel sinerjik etkisinin arastirildigi c¢alismalara rastlanmamustir.
Literatiirde genellikle belirli bir stres ¢esidi altinda yetisen bitkilere, tek bir elisitoriin
uygulandigl arastirmalarin daha yaygin oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
aragtirmacilar, genellikle ya sekonder metabolit iiretimini inceleyerek ya da stresin
etkisini azaltmaya yOnelik parametreleri degerlendirerek arastirmalar yapmaktadirlar.
Bu nedenle, arastirmamizda SA ve ZnONP'nin hem stres hasarini azaltmadaki etkilerini
hem de sekonder metabolit (fenolik, flavonoid, karotenoid) iiretimine olan etkilerini
birlikte degerlendiren bir yaklasimi benimsemek, mevcut literatiire katki saglayacaktir.
SA ve ZnONP'nin stresin etkisini azaltma ve sekonder metabolit iiretimini artirmada
nasil etkilesim gosterdigini anlamak, bitki stres toleransini artirmak ve bitki sagligini

tyilestirmek icin potansiyel stratejiler gelistirmek ac¢isindan degerli olabilir.
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