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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

FASULYEDE (Phaseolus vulgaris L.) TUZ STRESINDE FERULIK ASITIN BAZI
FiZYOLOJIK, BIYOKIMYASAL VE MOLEKULER ETKILERINIiN
BELIRLENMESI

Biisra Hilal YILMAZ
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Esra ARSLAN YUKSEL

Amacg: Tuz stresi, 0zellikle fasulye gibi tuzluluga duyarl bitkilerin tarimin1 belirgin bir sekilde
etkileyen 6nemli bir abiyotik stres faktoriidiir. Bu ¢alismada tuzluluga toleransli bir fasulye
¢esidinde (Gina) ferulik asitin (FA) NaCl stresi altinda baz1 biyokimyasal, fizyolojik ve bazi
stres genleri iizerine olan iyilestirici etkilerinin tespit edilmesi amaglanmistir.

Yontem: Gina ¢esidine ait fasulye tohumlar1 (Phaseolus vulgaris L.) perlitte 15 giin boyunca
¢imlendirilmis, ardindan fideler Hoagland ¢6zeltisi igeren hidroponik ortama aktarilarak NaCl
(200 mM) ve FA’nin (0,5, 1 ve 2 mM) farkli dozlarina maruz birakilmistir. Uygulamalardan 7
giin sonra, kok ve siirgiin uzunlugu (cm), kok ve siirgiin agirhigi (g), yaprak nispi su igerigi
(YNSI, %), klorofil igerigi (SPAD), elektrik iletkenligi (El) 6l¢iilmiistiir, Hasat edilen
orneklerden daha sonra hiicre membran hasar1 (H2O2 ve MDA) ve antioksidan enzim aktiviteleri
[siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX)] belirlenmis,
ayrica yaprak dokularindan PvCPP5, PvGSTU3, PVGPAT9, PvSOD ve PvAPX genlerinin
mRNA ifade seviyeleri tespit edilmistir.

Bulgular: NaCl stresi uygulanan fasulye Orneklerinin kontrole kiyasla kok ve siirgiin
uzunluklary/ agirliklar, YNSI ve SPAD degerleri azalis gosterirken, EI, HO2, MDA igerikleri
ve SOD, POD ve APX enzim aktiviteleri artis gostermistir. Bunun yani sira tek basina FA
uygulamalar kontrole kiyasla kk ve siirgiin uzunluklari/ agirliklar, YNSI, SPAD, EI, H20x,
MDA igerikleri ve SOD, POD ve APX enzim aktiviteleri degiskenlik gostermistir. NaCl ve FA
dozlarinin birlikte yapildig1 uygulamalarda ise FA uygulamasinin tiim dozlarinin NaCl stresinin
etkisini azaltarak bu parametrelerde genel olarak iyilestirmeye neden olduklari, 1 mM FA
dozunun ise diger dozlara kiyasla daha 1yi1 bir etki gosterdigi belirlenmistir. Yine NaCl stresi ve
FA uygulamalarinin PvCPP5, PvGSTU3, PvGPATY, PvSOD ve PvAPX genlerinin mRNA ifade
seviyelerinde degiskenlik gdsterdigi belirlenmistir.

Sonug: Arastirmada elde edilen bulgulara gore FA uygulamasinin fasulyede tuz stresinin neden
oldugu zararl etkilerine karsi iyilestirici etki gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Phaseolus vulgaris, ferulik asit, SPAD, NaClI, Ei, YNSI, H.0,, MDA
gPCR, antioksidan enzim aktivitesi

Mayis, 2024, 74 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF SOME PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND
MOLECULAR EFFECTS OF FERULIC ACID DURING SALT STRESS IN BEAN
(Phaseolus vulgaris L.)

Biisra Hilal YILMAZ
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Esra ARSLAN YUKSEL

Aim: Salt stress is an important abiotic stress factor that significantly affects the cultivation of
salinity-sensitive plants, especially in beans. In this study, it was aimed to determine the
alleviative effects of ferulic acid (FA) on some biochemical, physiological parameters and
expression levels of some stress-related genes under salt stress in bean seedlings.

Method: Bean seeds (Phaseolus vulgaris L.) of Gina variety were germinated in perlite for 15
days, then the seedlings were transferred to hydroponic medium containing Hoagland solution
and exposed to different doses of NaCl (200 mM) and FA (0.5, 1 and 2 mM). 7 days after the
applications, root and shoot length (cm), root and shoot weight (g), leaf relative water content
(LRWC %), chlorophyll content (SPAD %), electrical conductivity (EC %) were measured.
and cell samples were then collected from the harvested samples and cell membrane damage
(H202 and MDA) and antioxidant enzyme activities [superoxide dismutase (SOD), peroxidase
(POD), ascorbate peroxidase (APX)] and mRNA expression levels of PvCPP5, PvGSTU3,
PvVGPAT9, PvSOD and PvAPX genes were determined from leaf tissues.

Results: While root and shoot lengths/weights, LRWC and SPAD values of bean samples
subjected to NaCl stress decreased compared to the control, EC, H.O2, MDA contents and SOD,
POD and APX enzyme activities increased. In addition, FA applications alone showed changes
in root and shoot length/weight, YNSI, SPAD, EI, H202, MDA contents and SOD, POD and
APX enzyme activities compared to the control. In applications where NaCl and FA doses were
applied together, it was determined that all doses of FA application caused a general
improvement in these parameters by reducing the effect of NaCl stress, and the 1 mM FA dose
had a better effect compared to other doses. It was also determined that NaCl stress and FA
applications showed variability in the mRNA expression levels of PvCPP5, PvGSTU3,
PVGPAT9, PvSOD and PvAPX genes.

Conclusion: According to the findings obtained in the research, it was determined that the
application of ferulic acid had a alleviative role against the harmful effects of salt stress in
beans.

Keywords: Phaseolus vulgaris, ferulic acid, SPAD, NaCl, EC, RWC, H.0O2, MDA, gPCR,
antioxidant enzyme activities
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GIRIS

Kiiresel niifus artig1 baglaminda, 6zellikle yogun niifusa sahip ve gelismekte olan
ilkelerde, dengeli ve saglikli beslenme giderek artmakta ve daha fazla 6nem kazanmaktadir.
2050 yilinda bu ihtiyag %60’a varan oranlarda artacaktir. Az gelismis llkelerde, protein ve
kalori eksikligi en ciddi sorundur. Bu iilkelerde, hayvansal iirlinlerin yiiksek maliyeti nedeniyle
bitkisel kokenli gida kaynaklari, temel bir beslenme unsuru olarak one ¢ikmaktadir. Bitkisel
gida ihtiyacim1 karsilamak ic¢in tarimsal dretimin artirilmasi, iiretim yapilan alanlarda
verimliligin artirillmasi ve bu alanlarin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi gerekmektedir (Dibaba
ve Goshu 2019).

Proteinlerin yap1 tasi olan esansiyel aminoasitler viicutta sentezlenmeyip
depolanamadiklarindan her giin diyet yoluyla alinmalar1 gerekmektedir. Baklagillerin kuru
taneleri %18-36 oraninda protein igermektedir. Diinya genelinde, insan diyetindeki bitkisel
proteinlerin %22’sinin ve karbonhidratlarin %7°sinin, hayvan diyetindeki proteinlerin ise
%38’inin ve karbonhidratlarin %5’inin yemeklik baklagillerden temin edildigi bilinmektedir
(Gtilimser 2016). Yemeklik baklagiller, ekonomik ve kaliteli protein kaynagidirlar. Baklagil
igerisinde bulunan proteinler methionin aminoasidi bakimindan eksik, ancak tahillarda oldukca
az miktarda bulunan lizin amino asidi bakimindan yiiksek degere sahiptir. Bu deger yaklasik
olarak sigir eti proteinine esdegerdir. Bugilin bircok iilkede insanlar yeterli ve dengeli
beslenebilmek i¢in hayvansal gidalara erisememektedir (Unal 2017). Bu sebeple gelismekte
olan {ilkelerde beslenme eksikliginin giderilebilmesi i¢in baklagillerin iiretiminin artirilmasi
gerekmektedir (Yeken et al. 2018). Giinlimiizde tarimi yapilan yaklagik 200 baklagil tiirii
bulunmaktadir. Yemeklik olarak tiiketilen baklagiller; fasulye (Phaseolus vulgaris L.), bakla
(Vicia faba L.), bezelye (Pisum sativum L.), mercimek (Lens culinaris Medik, Lens esculenta
Moench.), boriilce (Vigna sinensis L.) ve nohuttur (Cicer arietinum L.) (Giilimser 2016).

Diinya genelinde yetistirilen baklagiller arasinda, fasulye on siralarda kendine yer bulmaktadir.

Fasulye tiretiminin yogun oldugu tilkelerin Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Orta
Dogu ve Cin oldugu bilinmektedir. Fasulye, kiiresel olarak yaygin bir sekilde yetistirilmesine
ragmen, 0zellikle FAO verilerine gére 2020 yilinda bir 6nceki yillara gore 34,5 milyon ha iken
%2,2 artarak 2021 yilinda 35,9 milyon ha ile %3,2 oraninda artmis ve iiretimi %5,1 oraninda
yiikselis gostermistir (Sekil 1). FAO 2021 verilerine gore, diinya toplam fasulye iiretiminin
%43’tinli Asya, %27,5’ini Amerika, %26,8’ini Afrika, %1,5’ini Avrupa ve %0,9’unu

Okyanusya olusturmaktadir. Diinya genelinde toplam fasulye ekim alani 2022/23 {iretim



sezonunda 35,3 milyon ha alandir. 2023/24 {iretim sezonunda ise %1 azaligla 35 milyon ha

olacagi tahmin edilmektedir.
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Sekil 1. Diinya’da kuru fasulye ekim alani, iiretim ve verimi (FAO 2022)

Ulkemizde ise iiretilen baklagil tiirleri (fasulye, bakla, bezelye, nohut, mercimek ve
boriilce) arasinda en ilk siralarda nohut, mercimek ve fasulye yer almaktadir. Bu tiirler arasinda
yer alan fasulye iiretimi bazi illerde onemli dlciide 6nem kazanmaktadir (Sekil 2). TUIK
(Tiirkiye Istatistik Kurumu) 2020 yil1 verilerine gére, fasulye iiretimi iilkemizde yaklasik 1,03
milyon dekar ekim alaninda gergeklesmis ve 279,51 bin ton diizeyine ulasmistir (Anonim
2023). 2021 yilinda ise Tiirkiye genelinde ortalama verimi 283 kg/da olarak kaydedilmistir.
TUIK verilerine gore 2021/22°de 305 bin ton fasulye iiretim yapilmistir (TUIK 2022). 2022°de
% 11,5 azalig gostererek 270 ton iiretilmis ve 2023 yilinda ise fasulye iiretimi yaklagik 240 bin
ton oldugu (Sekil 3) belirlenmistir (TUIK 2023).

Gumiushane %1,3

Nevsehir %11,3

4 Kutah.ya %0,9
1 Konia %1 8_,8

Karaman %9,1

Kayseri %3,1

Aksaray %2,1 Bitlis %13,7

Kahramanmaras %1,4
Nigde %23,2

Sekil 2. Tiirkiye fasulye iiretiminde en biiyiik paya sahip iller (2022) (TUIK 2022)
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Sekil 3. Tiirkiye’de fasulye ekim alan, {iretim ve verimi (TUIK 2022)

Fasulye, Fabaceae familyasinin i¢erisinde yer almaktadir (Sekil 4). Taninan 50'den fazla
fasulye tiirtine ragmen, sadece bes tiirii (Pvulgaris, P. lunatus L ., P. coccineus L., P. acutifolius
A. Gray ve P. polyanthus Greenm.) temel olarak insan gidasi olarak tiiketilmektedir. Bu tiirler
arasinda en yaygin olarak tiiketileni ise P.s vulgaris'tir (Broughton et al. 2003). Bu tiiriin,
tahillardan sonra en genis ekim alanina sahip oldugu ve fasulye tiirleri arasinda en fazla
yetistirilen tiir oldugu bilinmektedir (Broughton et al. 2003). Fasulye (P. vulgaris), diploit
(2n=22) kromozom takimindan olugmakta ve kendi kendine tozlagabilme 6zelligi sayesinde

kolaylikla melezleserek verimli doller iiretebilmektedir.
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Sekil 4. Phaseolus vulgaris L.’nin Sistematikteki Yeri (Anonim 2019)

Icerdigi yiiksek proteinin yani sira, insan beslenmesi igin kritik olan sekiz mineral (P,
Mg, Mn, K, Zn, Cu, Fe, Ca), karbonhidrat, lif, nisasta, lektin, doymamis yag asitleri, vitaminler
[tiyamin (B1), askorbik asit (C), niyasin (B3), riboflavin (B2), B6 ve alfa tokoferol (E)], fenolik
bilesikler ve amino asitler agisindan zengin olan fasulye, antikanser, antioksidan ve

antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle siklikla tiiketilmesi tavsiye edilmektedir.



Kazik koklii ve otsu bir govdeye sahip olan fasulye kok kisimlar1 zayif oldugu i¢in yeteri
miktarda su alarak nemini korumaktadir. Su tutma kapasitesi yiiksek ve tinli topraklarda daha
verimli sonuglar vermektedir. Kok kisimlari ¢igeklenme evresine kadar hizli bityiimekte, ancak
¢imlenme evresinde bu durum yavaslamaktadir. Bu biiyiime 3-3,5 cm kadardir. Kokler yanlara
dogru 65 cm, asagiya dogru ise 75-100 cm kadar uzayabilmektedir. Fasulye kokleri soguga
kars1 dayanikli degillerdir. Toprak sicakligi 30°C’ye kadar olmalidir. Isiga toleranslart azdir.
Tuz ve kuraklik gibi abiyotik stres sartlarina kars1 duyarlidirlar (Hnatuszko-Konka et al. 2014).

Bitkiler yasamlari boyunca bir¢ok stres faktoriiyle karsilasmaktadirlar. Bu stres
faktorleri abiyotik (tuzluluk, kuraklik, sicaklik, agir metal, UV vb.) ve biyotik stres faktorleri
(mikroorganizmalardan olusan enfeksiyon ve hayvan saldirilari sonucunda meydana gelen stres

faktorleri) olarak 2 sinifa ayrilmaktadir (Zhu 2016).

Gelismekte olan iilkelerin ¢ogunda tarimsal tiretim, tuz stresinin olumsuz etkilerinden
ciddi sekilde etkilenmektedir. Diinya capinda 45 milyon hektardan fazla tarima elverigli alan
tuzdan zarar gérmekte ve yiiksek toprak tuzlulugu nedeniyle her yil 1,5 milyon hektar alan
kullanilamaz hale gelmektedir (FAO 2020). Tuz stresinin kdkenleri, dogal kaynaklardan
kaynaklanan primer etmenler ve insan faaliyetlerinden kaynaklanan sekonder etmenler olarak
2’ye ayrilarak incelenmektedir. Primer etmenlerin ana nedenleri, ana kayalarin ayrismasi,
okyanuslardaki tuz depolar1 ve iklim faktorleridir. Sekonder tuzlulugun ortaya ¢ikma nedenleri
ise tarimsal alanlarda yogun sulama sonucu yer alt1 suyu seviyelerinin yiikselmesi, asir1 otlatma,
yetersiz drenaj, dogal bitki Ortiisiiniin tahrip edilerek tarim arazilerinin agilmasi ve topraklarin
tuzluluga neden olan kimyasallarla kirlenmesi olarak siralanabilir (Munns and Tester 2008).
Tuz stresi tarim iriinlerinin fotosentetik ve solunum siireclerini degistirmekte, protein
biyosentezini ve fitohormon regiilasyonunu bozmakta, ayrica hiicresel organellere zarar vererek
biiylime ve gelismesini olumsuz yonde etkilemektedir (Bhat et al. 2020). Tuz stresi boyunca,
bitkilerde ozmotik homeostazin degistigi, cesitli metabolitleri biriktirdigi ve bazi sinyal
yollarin1 aktive ettigi bilinmektedir (Zhu 2016). Tuz stresi, bitkilerin bliylimesini ve gelismesini

osmotik ve iyon stresine neden olarak engellemektedir.

Kok rizosferinde tuz miktariin artmasiyla birlikte ilk olarak osmotik stres
olugsmaktadir. Osmotik stres bitkilerde su ve besin alimini kisitlayarak stomalarin kapanmasina
ve hiicre boliinmesinde inhibisyonlara sebep olmaktadir. Bu olay “fizyolojik kuraklik” olarak
da adlandirilmaktadir. Bitkilerdeki su alimininin azalmasi ile hiicre genislemesi azalmakta, bu
durum siirgiin gelisiminin yavaslamasia sebep olmaktadir. Bitki dokularinda Na® ve CI
iyonlarinin artarak birikmesinden kaynaklanan iyonik stres, uzun siireli tuza maruz kalmanin

bir sonucudur. Iyonik stresin etkisiyle bitkilerde osmotik dengesizlik, erken yaslanma, hiicre



sismesi, enerji liretiminde azalma, toksik semptomlar (albinizm, nekroz), protein sentezinde
bozulma ve bir¢ok enzim aktivitesinde degisiklikler goriilmekte, ayrica elektron tasima
zincirini bozarak DNA, protein, klorofil ve zar fonksiyonuna zarar veren ROT (reaktif oksijen
tiirleri)’larin asir1 iiretimine ve birikimine yol agarak niikleik asitlerde, lipitlerde ve proteinlerde
oksidatif hasara yol agmaktadir (Hasanuzzaman et al. 2012; Das and Roychoudhury 2014; EI-
Ramady et al. 2018). Tiim bu streslere adaptasyon, sekerler, polioller, betainler ve prolin gibi
cesitli organik ¢oziinenlerin birikmesi, iyonik homeostazin siirdiiriilmesi, serbest radikallerin
temizlenmesi, fitohormonlarin uyarilmasi ve bazi genlerin ekspresyonunda degisikliklerin
olusmasi seklinde olabilmektedir. Ayrica agir1t ROT birikimini tetikleyen ve bitkilerde oksidatif
stresi indiikleyen antioksidan savunma sistemleri ile ROT {iretimi arasindaki dengenin

bozulmasi, tuz stresinin en 6nemli sonuglarindan biridir (Saleem et al. 2020).

Tuz stresi hiicre boliinme oraninin azalmasina, bitkilerin kok ve siirgiin hiicre sayisinin ve
mitotik aktivitenin azalmasina sebep olabilmektedir. Tuz stresi, bitkinin gévde ile kok uzunlugunda
ve agirhiginda azalmaya, yapraklarda kiiciilme ve incelmeye, yaprak sayisinda azalmaya; ayni
zamanda yaprak ylizeyindeki mumsu tabaka ile kutikula tabakasinda incelmeye ve vaskiiler doku
farklilasmasi ile gelisiminde azalmaya neden olmaktadir. Ek olarak, erken donemde kokte
lignifikasyon olusumu da gézlemlenebilmektedir. Tuz stresi koklerde dogrudan etki olustururuken,
stirglin ve yapraklar ise tuz stresine daha duyarli olmaktadir. Tuz stresi bitkinin biitiin gelisim
evrelerini etkilemektedir. Ancak en ¢ok etkilendigi satha tohum iiretim safthasi olmaktadir. Hiicre
zar1 yapisinda bulunan lipid kompozisyonuna zarar vermektedir. Bu durum zarin akigkanligin,
gecirgenligini ve zar proteinlerinin aktivitesini etkilemektedir. Tuz stresi, lipidlerin pargalanma ve
modifikasyonunda gorev alan lipoksigenaz enzim aktivitesinin artmasina da neden olmaktadir ve
bu artis hiicre zarnda yer alan fosfolipidlerin miktarinin azalmasim tetiklemektedir. Tuz stresi,
hiicredeki iyon dengesini bozarak da bitki gelisimini etkilemektedir. Yiiksek miktarda tuz alimi
hiicrede Na* ve CI diizeyinin yiikselmesine, Ca*? K* ve Mg*? konsantrasyonlarinin ise azalmasina
sebep olmaktadir (Tuteja 2007). Tuz stresi kloroplastta da tilakoidlerin ve stomanin sismesi ile
degisim meydana getirmektedir. Kloroplast tilakoidleri, ROT iiretiminde 6nemli rol oynamaktadir.
Tuz stresinin bulundugu kosullarda kloroplastlarin tirettigi ROT’lar oksidatif stres olusumunu
tetikleyerek olusan OH (hidroksil radikali) ile H2O. (hidrojen peroksit) tilakoidlerin sismesine ve
dalgal1 bir hal almasina sebep olmaktadir (Miyake et al. 2006).

Tuz stresinin etkisiyle mitokondride elektron transport zincirlerinden sizan elektronlar
ROT lan iireterek oksidatif stresi ortaya ¢ikarmaktadir (Blockhina and Fagerstedt 2010). Tuz
stresi endoplazmik retikulumda kismi sismeler ve vakuolizasyon; tonoplastta vesikiilasyon ve

pargalanma ile golgi aparatinda hipertrofi (asir1 bitylime) gozlenmektedir (Ahmet et al. 2000).



Yine, tuz stresi osmatik basinci artirarak 6zellikle yapraklarda nispi su igeriginin azalmasina
sebep olmaktadir. Bu su kaybi sonucunda stomalar kapanmakta ve transpirasyon
engellenmektedir. Stoma iletkenliginin azalmasi ile kloroplastlara giren CO: miktar
siirlanarak asimilasyon orani azalmakta, ayn1 zamanda klorofil ve karotenoid (fotosentetik

pigmetler) miktarinin azalmasina sebep olmaktadir (Degl’Innocenti et al. 2009).

Tahil bitkileri, tuz stresinin etkisiyle meydana gelen hasarlari onlemek ve hayatta
kalabilmek i¢in bu strese yanit olarak karmasik ve benzersiz bir hiicresel ve molekiiler yanit
mekanizmasi gelistirmiglerdir (Fahad et al. 2015). Bu mekanizmalar morfolojik, biyokimyasal
ve molekiiler siirecleri igerebilmektedir (Saud et al. 2014). Bitkiler yiiksek tuz seviyelerine karsi
kok sistemleri tarafindan tuz aliminin engellenmesi yoluyla hiicrelerdeki diisiik tuz seviyelerini

korumaktadirlar.

Tuz stresinin etkisiyle artan ROT’larin siipiiriilmesinde gorev alan antioksidan
enzimlerinin de korunma mekanizmasinda rolleri bulunmaktadir. Ornegin, Siiperoksit dismiitaz
(SOD), Katalaz (CAT) ve (Askorbat peroksidaz) APX genlerinin tuz stresi altindaki
regulasyonu, siiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksitin eliminasyonuna katkida
bulunmaktadir (Mittler et al. 2004; Hasanuzzaman et al. 2020). Bu antioksidan enzimler,
ROT’u detoksifiye etmek i¢in sinerjik bir sekilde calisarak hiicresel bilesenlerde meydana gelen

oksidatif hasar1 onlemektedir.

Bitkilerin stres kosullarinda korunmasi ve gelisim siireclerini tamamlayabilmesi igin,
transkripsiyon faktorleri hayati 6nem tagimaktadir. Cysteine (Cys)-rich polycomb-like protein
(CPP) transkripsiyon faktorleri bitki biiylimesi, gelisimi ve strese cevapta rolii olan kii¢iik bir
gen ailesi olup, CXC domainleri olarak bilinen 1 veya 2 sisteince zengin domainden
olugsmaktadir. CXC domainleri ve bunlari baglayan diziler neredeyse tiim tiirlerde yiiksek
oranda korunmustur (Riechmann et al. 2000; Andersen et al. 2007). CPP transkripsiyon
faktdrlerinin bircok bitki tiiriinde cesitli islevlere sahip oldugu bilinmektedir. Ilk CPP
transkripsiyon faktorii olan TSO1, Arabidopsis thaliana bitkisinde harita bazli klonlama
kullanilarak tanimlanmis ve fonksiyonlar1 mutant tarama yoluyla tespit edilmistir. (Hauser et
al. 1998, 2000; Zhang et al. 2015). TSO1 geninin transkripti en fazla ¢igeklerde goriilmiis,
ancak en yiiksek seviye gelismekte olan oviillerde ve mikrosporlarda gozlenmistir. TSO1
mutantlari, yonlii hiicresel genislemenin kontroliiniin kayb1 ve bitisik hiicre biiylimesinin
koordinasyonunun yani sira karyokinez ve sitokinezdeki kusurlar1 gostermektedir (Hauser et
al. 2000; Song et al. 2000). Soya fasulyesinde CPP1, gen ifadesini diizenlemek i¢in soya
fasulyesi leghemoglobin geni Gmlbc3'iin promotorii ile etkilesime girmektedir (Cvitanich et al.

2000). Onceki calismalarda, CPP gen ailesinin, bitki biiyiime gelisimi ve abiyotik strese cevap
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ile ilgili ifadesini diizenlemek i¢in CXC domainleri araciligiyla DNA’ya baglanabildigi
belirlenmistir (Hauser et al. 2000).

Bitkiler, hiicre zarnin yap1 taslar1 olan ve hiicre metabolizmasinda gereken enerjiyi
saglayan lipidlerin yani sira, steroller, gliserolipidler ve lipid poliesterleri gibi ¢esitli yag asitleri
ve tiirevlerini igerirler. Bu bilesenler, bitki biiyiimesi, gelisimi ve stres toleransi gibi ¢esitli
fizyolojik ve metabolik siire¢lerde 6nemli rol oynarlar. Lipid sentezinde bircok gen goérev
almaktadir. Bu genlerden Gliseroll-3-fosfat agiltransferaz (GPAT) hiicre zarmin, tohum yag
depolarinin ve epikiitikiiler balmumu kaplamalarinin temel bilesenlerini olusturan cesitli
gliserolipidlerin biyosentezinin ilk asamasini katalize ederek, bitkinin biliylime ve gelisimiyle
iligkili temel hiicresel metabolizma siireglerinde ve stres kosullarina karst direng
mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Yang et al. 2012). GPAT enzimleri, ya acyl-
CoA ya da acyl-ACP’den alinan agil gruplarini gliserol 3-fosfatin sn-1 pozisyonuna aktararak,
hiicre ve depo lipidleri ile dis lipid poliesterlerinin liretimi i¢in kritik bir ara {iriin olan
lisofosfatidik asit (LPA) tiretimini saglar ve bu enzimler sn-1 tipi olarak siniflandirilir. Diger
GPAT gesitleri ise, LPA yerine ana iiriin olarak sn-2 monoagilgliserol (2-MAG) tiretmek iizere
ek fosfataz aktivitesine sahiptir ve bu tiir GPAT’lar genellikle karasal bitkilerde kiitin ve siiberin
biyosentezinde goérev alir ve sn-2 tipi olarak tanimlanir (Waschburger et al. 2018). GPAT
geninin fertilite, stres toleransi, bitkilerin yag icerikleri ve tohum gelisimi ile iliskili oldugu
cesitli calismalarda belirlenmistir (Li et al. 2013)

Bitkisel gelisim ve biiylime siireclerinin siirdiirtilebilirligi i¢in hiicresel detoksifikasyon
islemleri gerekmektedir. ROT detoksifikasyonunda gorevli antioksidan enzimlerden biri olan
Glutatyon S-transferazlar (GST), oksidatif siiregler sonucunda olusan bilesiklerin indirgenmis
glutatyon (GSH) konjugasyonunu katalize ederek metabolizmadan uzaklastirilmasini
saglamaktadir (Dalton et al. 2009). GST’lerin bitkilerde, bakterilerde, mantarlarda ve
hayvanlarda stres mekanizmalarinin toksik etkilerini ortadan kaldirma konusunda 6nemli roller
istlenen enzimler oldugu bilinmektedir. Bitkisel proteinlerin yaklasik %2’sini olusturan bu
enzimler, tripeptid glutatyon (y-Glu-Cys-Gly, GSH) ile hidrofobik substratlarin
konjugasyonunu katalize etmektedir. Bununla birlikte, biyotik ve abiyotik stres kosullari, bitki
hormonlar1 (oksin, etilen, sitokinin, ABA) ve agir metaller gibi etkenler, GST aktivitesini
diizenleyerek, metal detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynamakta ve gesitli elektrofillere karsi
GSH’nin afinitesini artirmaktadir (Rezaei et al. 2013). GST’ler, hiicrede DNA, RNA veya
proteinlere zarar verebilecek sitotoksik veya genotoksik bilesenleri ortadan kaldirmaktadir.

Gidalar ile serbest oksijen arasinda otooksidasyon tepkimeleri olugmaktadir. Gidalarda

oksidasyon tepkimeleri vitamin kayiplari, renk degismeleri, yag bozulmasi, besin degerinin



azalmasi ve tat-koku gibi durumlarin olusmasindan dolay: istenmemektedir. Antioksidanlar,
substratin oksitlenmesini daha diisiik konsantrasyonlarda geciktiren ve reaksiyon iiriinlerinin

olusumunu engelleyen bilesenlerdir.

Antioksidanlar dogal veya sentetik 6zellige sahiptirler. Sentetik antioksidanlar gidalarda
bozunmalar1 sirasinda toksik ve kanserojen bilesiklere doniistiigii i¢in son yillarda dogal
antioksidanlara daha ¢ok ilgi duyulmus ve bitkisel kaynakli maddelerin gidalarda antioksidan
olarak kullanilabilirligi test edilmistir (Yen et al. 2003). Transferrin, ferritin, miyoglobin gibi
makromolekiiller ile B-karoten, A vitamini, C vitamini ve tlirevleri, E vitamini, tokoferoller ve

fenolik bilesikler dogal antioksidanlar arasinda yer almaktadir.

Fenolik bilesikler, bitkilerde genis bir biyokimyasal grup igerisinde yer alan, bitkilere
kokularini, rengini ve tatlarin1 veren dogal antioksidanlar olup, bitkilerde stres altinda hiicresel
hasar1 6nleyerek stresle basa ¢cikma tepkilerinde 6nemli rol oynayan ve pentoz fosfat, sikimat
ve fenilpropanoid reaksiyonlart sonucunda olusan serbest radikal temizleme yeteneklerine
sahip sekonder metabolitlerdir (Sekil 5) (Alvarez-Suarez et al. 2010; Kalinowska et al. 2014).
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Sekil 5. Fenolik bilesiklerin olusum yolu (Dey and Harborne 1989).

Bu bilesikler, bitki koklerinden salgilanan, ayrica topraklarda ayrigmis bitki artiklarinda
bulunan bir tiir allelokimyasal bilesiklerdir (Singh and Hymowitz 1999). Bitkilerde, fenolik



bilesikler biliyiime ve iireme siireglerinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu bilesikler, bitkiler ve
diger organizmalar {izerinde c¢esitli fizyolojik 6zelliklere sahip anti-alerjik, anti-arterojenik,
anti-enflamatuar, anti-mikrobiyal, antioksidan, anti-trombotik, kardiyoprotektif ve damar
genisletici etkilere sahip olabilmektedirler (Balasundram et al. 2006). Bitkilerde oldukga fazla

miktarlarda bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba

ayrilmaktadir (Sekil 6) (Ozkan vd 2009).
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Sekil 6. Antioksidanlarin siniflandirilmasi1 (Ratnam et al. 2006)
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Fenolik asitlerin serbest radikalleri temizlemede, gen ifadesini diizenlemede, hiicresel
sinyal yollarmin modiilasyonunu saglamada ayni zamanda DNA hasar1 onariminda, hiicre
proliferasyonu ve apoptozda rolleri bulunmaktadir (Boz 2015). Fenolik asitler, icerdikleri -OH
ve -OCH gruplarina gore, hidroksisinamik asit ve hidroksibenzoik asit olarak iki grupta
smiflandirilir (Sekil 6) (Nizamoglu and Nas 2010). Bu gruplardan hidroksisinamik asitler
cogunlukla asit ve tiirevleri halinde bulunup, —OH grubunun alt gruplar1 olan p-kumarik asit,
kafeik asit, klorojenik asit, sinapik asit (Sekil 7) ve ferulik asit (Sekil 8) igermektedir.

HO._.O Oy -OH .
T 0. _OH i
- —;J" HO,, “ OH
. . O ’—|JCO 2\\_‘[/
ﬂ . o = OH jl/ -
._‘f;-,v ~OH HO o O HO T
OH OH OH OCH 4
OH
p-kumarik asit Kafeik asit Klorojenik asit Sinapik asit

Sekil 7. Hidroksisinamik asitlerin genel yap1 formiilleri (Nizamoglu ve Nas 2010)

Hidroksisinamik asit alt gruplarindan olan ferulik asit, bitkilerin hiicre duvarinda
bulunan bir fitokimyasaldir. Ik defa Ferula foetida’dan izole edilen ferulik asit 4-hidroksi-3-
metoksisinnamik asit yapisini sahip olup (Sekil 8), tahillarin, sebzelerin ve meyvelerin hiicre
duvarlarinda yaygin olarak bulunan ve lignin, hidrolize tanenler veya glikozitler
(monosakkaritler, disakkaritler veya polisakkaritler gibi) ile kolayca birlestirilen bir
fitokimyasaldir (Diilger 2012; Zhang et al. 2016).

H
3coj©/\)‘\OH
HO

Sekil 8. Ferulik asitin yapist (Kiokias et al. 2020)

Ferulik asit bitkilerde kafeat O- metiltransferaz enziminin etkisiyle kafeik asitten
biyosentezlenmektedir. Fenilpropanoid yolaginda iiretilen ferulik asit, lignin ve hiicre
duvarindaki diger yapisal proteinler gibi ferulik asit tiirevleri ile oksidatif etkilesime
girmektedir (Carpita et al. 2001). Ferulik asit lignin ve proteinlere eter baglariyla,
polisakkaritlere ise ester baglariyla kovalent olarak baglanarak hiicre duvarindaki polimerler

arasinda bir baglayici rol oynamaktadir.

Bitkilerde ferulik asit ile ilgili yapilan ¢aligmalarda ferulik asitin g¢esitli stres kosullar
altinda bitki bliylime ve gelismesinde 6nemli rollerinin oldugu tespit edilmistir. Ferulik asit ile
ilgili yapilan c¢alismalarda niikleik asitlere ve hiicre duvarina zarar veren, siiper oksit, nitrik

oksit ve hidroksil radikali gibi serbest radikalleri yok ettigi ve sitoprotektif sistemlerin
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diizenlenmesi ile stres altinda hiicre stresi tepkisini artirarak giiclii bir antioksidan gorevi yaptigi

gosterilmistir (Mancuso and Santangelo 2014).

/[ \

/ * Fenolik bilesiklerin biyosentezi ile / /I-'enohldem biyosentezi dé\\ Kalkon sentaz, sikimat d,ehidrozmaz\
ilgili genleritizenlenmesi: PAL, / ilgili genlerin ifadesinin ve \>\ sinamil alkol dehidrogenaz ve ‘>

\  CHS, CHI, C4H, 4CL, FLS, \ \ enzim aktivitesinin / / polifenol oksidaz enzimlerinin /

‘\ FNS, UFG, IFS, IFR, DFR. ANS \ Qﬁzenlenmesi diizenlenmest /

\ \ / / /
\ \ ‘/‘{ “/

4 =
-

\

7/
/

\ .
\ Abiyotik stres toleransiin saglanmast /
\

Sekil 9. Bitkilerde abiyotik stres toleransina karsi fenolik bilesiklerin biyosentezinde yer alan
genlerin ifadelerinin ve enzim aktivitelerinin diizenlenmesinin sematik diyagrami (Kumar et al.
2023)

Tuzluluk stresi bitkilere en ¢ok zarar veren abiyotik streslerden biridir ve fizyolojik,
biyokimyasal ve metabolik siire¢lerde bozulmalara neden olmaktadir. Dogal metabolitlerin
disaridan uygulanmasi, stresin bitkiler ilizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak i¢in yararh
stratejilerden biridir. Arastirma konusu son yillarda diinya ¢apinda mevcut olan kiiresel iklim
degisikligi ile birlikte artan kuraklikla iligkili olarak ortaya ¢ikan tuzluluk stresinin, iilkemizde
ekonomik yonden zengin olan ve siklikla tiiketilen fasulyede olusturdugu fizyo-biyokimyasal
ve molekiiler etkileri belirlemesi acisindan oldukca dnemlidir. Bu ¢alismada, fasulyede ferulik
asitin tuz stresi altinda baz1 fizyo-biyokimyasal ve metabolizmada etkin rol aldiklar1 bilinen
bazi stres ve antioksidan genleri tizerine etkileri belirlenerek fasulye 1slahina yon verilmesi

hedeflenmistir.
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KURAMSAL TEMELLER

Fasulye, yiiksek protein ve yag igerigi ile stratejik oneme sahip bir bitkidir. Tuz stresi
fasulye gibi Onemli tarim iriinlerinin gelisimini ve verimini olumsuz yonde

etkileyebilmektedir.

Canavar et al. (2023), soya fasulyesinde uyguladiklari tuz stresi kosullarinda (0, 3, 6 dS
m™) 6zellikle 6 dS m™ dozunun bitki boyu, taze ve kuru agirlik, klorofil a, klorofil b icerigi,
yaprak kisimlarinda bulunan su miktari iizerinde 6nemli negatif etkiler yarattigini, ayrica hiicre

membraninda da ciddi hasarlarin meydana geldigini gézlemlemislerdir.

Ozkorkmaz ve Yilmaz (2017), fasulye ve boriilcede tuz stresi (50, 100, 150 ve 200 mM)
kosullarmin ¢imlenme orani, radikula uzunlugu, plumula uzunlugu, radikula yas ve kuru

agirligi ve plumula yas ve kuru agirliginda 6nemli diistislere sebep oldugunu gézlemlemislerdir.

Azeem et al. (2023), Moringa oleifera bitkisine NaCl (50 ve 100 mM) uygulamasinda
NaCl miktar arttik¢a biiylime parametrelerinde 6nemli dl¢lide azalmanin goriildiiglinii, ayrica

yiiksek tuzlulugun H202 ve MDA miktarini artirdigini belirtmislerdir.

Oral vd (2020), fasulyede farkli NaCl dozlarinin (50, 100 ve 150 mM) kok ve govde
uzunlugu, kok ve govde yas agirhigi, kok ve govde kuru agirligi, yaprak alan indeksi, SPAD
indeksi, yaprak dokularinda iyon s1zintisi, yaprak dokularinda membran dayaniklilik indeksi ve
MDA diizeyi gibi cesitli fizyo-biyokimyasal parametreleri incelemislerdir. Arastirma sonuglari,
tuz stresinin incelenen tiim parametreler lizerinde istatistiksel olarak dnemli bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Tuz stresi kosullarnin, yaprak dokularinda iyon sizintis1 ve MDA

disindaki tiim parametrelerde azalmalara neden oldugu belirlenmistir.

Bugdayin toleransli Sakha93 ¢esidinde yapilan bir ¢alismada 150 mM NaClI stresi
altinda kontrole kiyasla klorofil pigment igeriginde azalamalarin meydana geldigi
gozlemlenmistir (Al-Ashkar et al. 2021). Yapilan bagka bir ¢alismada ise NaClI stresine maruz
birakilan fasulyede klorofil igeriginin kontrole kiyasla %42,6 oraninda azaldigini

belirlemislerdir (Oral et al. 2020).

Pefia Calzada et al. (2022), soya fasulyesinde NaCl stresi (50 ve 100 mmol L™?)
uygulamasinda NSI, transpirasyon orani, prolin ve osmolit birikimlerinin azaldigini, ayrica

MDA degerinin ciddi dlgiide arttigini belirlemiglerdir.

Dugasa et al. (2019), kuraklik (%4 toprak nemi) ve tuz stresi (100 mM NaCl) uygulanan
bugdayin bitki biiylimesini, biyokiitleyi ve fotosentetik orami ciddi sekilde azalttigini
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gozlemlemislerdir. Ayrica kuraklik ve tuz stres toleransinin kok uzunlugunun artmasi, yiiksek
MDA igerigi ve gelismis SOD, POD, CAT ve APX kapasiteleri ile yakindan iligkili oldugunu

belirlemiglerdir.

Kurt vd (2023), tuz stresi uyguladiklari soya fasulyesinde tuz uygulamasinin (150 ve
300 mM) bitki gévde uzunlugu, kok, gévde yas ve kuru agirliklarini, yaprak alanini ve klorofil

oranini azalttigini, MDA igeriginin ise arttigini belirlemislerdir.

Zhu et al. (2008), yaptiklar1 ¢alismalarinda, tuz stresine hassas olan hiyar bitkisinin

yapraklarinda NaCl uygulamasi ile MDA miktarinin arttigini belirlemislerdir.

Ouertani et al. (2022), 200 mM NaCl tuz stresi uyguladiklar1 arpada SOD, APX, GPX
ve GR aktivitelerinin oksidatif hasara kars1 yiiksek aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Butt et al. (2021), biberde NaCl stresi uygulamasi ile tuzlulugun bitki taze ve kuru
agirligini, bagil su igerigini, su kullanim verimliligini, yaprak ozmotik potansiyelini, glisin
betain icerigini, fotosentetik hizi, terleme oranini, stoma iletkenligini ve klorofil igerigini
onemli dl¢iide azalttigi ve MDA ile SOD, POD ve CAT aktivitelerinin 6nemli dl¢iide arttigini

belirlemiglerdir.

Dawood et al. (2022), 75 ve 150 mM NaCl uyguladiklar1 fasulyede Cu-Zn SOD, CAT

ve GST enzim aktivitelerinin ve genlerinin stres dozu arttik¢a arttigini belirlemislerdir.

Hameid et al. (2020), NaCl stresi uygulanan aygi¢eginde prolin, bazi antioksidan enzim
aktivitelerinin ve bazi mineral igeriklerinin azaldigini, H2O2, MDA ve sodyum elementinin

onemli dl¢iide arttigini belirlemislerdir.

Kaur et al. (2016), geltikte tuza duyarli ve tuza toleranslh genotiplerin ROT analizinde
tuza toleransh cesitlerde daha yiiksek diizeyde H2O2 ve daha diisiik diizeyde O2 icerdigini
gozlemlemislerdir. ROT fireten enzim olan NADPH oksidazin spesifik aktivitesinin de
toleransl ¢esitlerde daha fazla oldugu bulunmustur. Ayrica enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma sisteminde yer alan ¢esitli enzimlerin aktivitelerinin cogunlukla toleransh
gesitlerde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Antioksidan enzimlerin transkript seviyesi
analizinin, enzimatik aktivite ile uyumlu oldugu, toleransli ¢esitlerde prolin gibi diger stres
belirteclerinin daha yiiksek oldugu goézlenirken, MDA diizeyinin ve klorofil igeriginin daha
duyarli oldugu tahmin edilmistir.

Kaur et al. (2017), NaCl stresine (10 dS/m) maruz kalan bugday fidelerine (HD2329 ve
Kharchia local) uyguladiklari gesitli fenolik asitlerin (20 ppm ferulik, 10 ppm kafeik, 10 ppm
p-kumarik, 5 ppm salisilik ve 15 ppm sinapik asit) antioksidatif savunma sistemi tizerindeki

etkisini belirlemislerdir. NaCl stresinin daha az toleransli HD2329 c¢esidinde membran
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stabilitesini azalttigi, H2O2 ve MDA igeriginin yiiksek oranda ROT birikimi ile uyumluluk
gosterdigini belirlemislerdir. Fenolik asit uygulamalarinda ise her iki g¢esidin NaCl stresi
altindaki bugday fidelerinde elektrolit sizintisini, H2O2 ve MDA igerigini azalttigi tespit
edilmistir. Ayrica, CAT ve APX aktivitelerinin, ferulik, kafeik ve sinapik asit uygulamalarinda
tuz stresi altinda ROT kaynakl1 oksidatif hasar1 nlemede farkli fenolik asitler arasinda en etkili

olduklar1 gézlemlenmistir.

Aydogan et al. (2015), yiiksek sicaklik (46-48 °C) ve NaCl stresinin (0,4 M) fasulyedeki
(P. vulgaris ) etkilerini, 6zellikle antioksidan enzim aktiviteleri agisindan degerlendirmislerdir.
Her iki stres te bitkide benzer tepkilere yol agmistir. H2O2, TBARS, glutatyon, askorbik asit,
prolin ve POX gibi oksidatif stres gostergeleri 6nemli 6l¢iide artis gostermistir. Ancak, sicaklik
stresinde azalan glutatyon rediiktaz ve CAT {izerindeki etkilerle tuz stresindeki artis arasinda
kontrast gozlemlenmistir. POX ve CAT izoformlarinda herhangi bir degisiklik tespit
edilmemistir. Bliylime hiz1 ve taze kiitlesi, ilgili kontrollerine gére ayni dl¢iide etkilenmistir.
DNA hasari, tuz stresine kiyasla sicaklik stresi altinda daha belirgin bir sekilde gbzlenmistir.
Fasulye bitkisinin tepki mekanizmasi, her iki stres i¢in ortak olan bazi bilesenleri ve bireysel

streslere 6zgii birkag bileseni icermektedir.

Linic et al. (2021), calismalarinda salisilik asit (SA) ve ferulik asidin (FA) (10-100 uM)
kisa stireli tuz stresine maruz kalmig (150 mM NaCl, 72 saat) Cin lahanasi tizerindeki bazi
biyokimyasal etkilerini incelemislerdir. Tuz stresi, SA ve prolin i¢eriginde dnemli bir artisa,
fenolik bilesenlerde, antioksidan aktivitede ve Ozellikle PSI fonksiyonunun bozulmasindan
kaynaklanan fotosentetik performansta azalmaya neden olmustur. 10 pM konsantrasyondaki
SA ve FA uygulamalarinin, tuz stresine maruz kalmais bitkilerde yiiksek doza kiyasla daha etkili
oldugu belirlenmis, ayn1 zamanda FA uygulamasinin SA’ya kiyasla tuz stresine karst daha iyi

bir iyilestirici etki gosterdigi tespit edilmistir.

Yildiztugat et al. (2019), hidroponik kiiltiirde yetistirilen bugday fidelerine FA (25 ve
75 uM) ve/veya bor (B) (4 ve 8 mM) ile birlikte uyguladiklar1 ¢alismalarinda Bor’un RWC
osmotik potansiyel ve prolin igeriginde azalmaya neden oldugu, FA uygulamasinin ise bu
parametrelerdeki azalmalar1 6nledigini gézlemlemislerdir. Ayrica, FA’nin SOD, CAT ve POX
aktivitelerini artirarak stres altinda Oz igerigini basarili bir sekilde azalttig1 belirlenmistir. FA
uygulamasiyla stresle indiiklenen H20: igerigini azaltarak lipid peroksidasyonunu onledigi

belirlenmistir.

Shu et al. (2021), domateste Botrytis cinerea enfeksiyonuna kars1 FA uygulamasinin
etkisini ve potansiyel etki mekanizmalarimi arastirdiklart ¢alismalarinda 100 uM FA ile

muamele edilen domatesin B. cinerea'ya kars1 direnci arttirdigini belirlemislerdir. Ayrica, 100
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uM FA ile muamele edilen domateste fenilalanin amonyalizaz (PAL), polifenol oksidaz (PPO),
kitinaz (CHI) ve B-1,3-glukanaz (GLU) aktiviteleri belirgin derecede artig gostermistir. Ayrica,
FA uygulamasi ile nitrik oksit igerigi artirdigi ve bu durumun nitrik oksit sinyal yolu ile bagh

olabilecegini gostermislerdir.

Shu et al. (2022), domatesde yapilan calismada soguga karsi toleransda etkisine
bakilmis ve eksojen FA'nin soguk hasarin siddetini azalttigini gozlemlemislerdir. FA’nin
osmotik diizenleyici madde ve antioksidan enzimlerin (APX, POD, SOD ve CAT) aktivitelerini

azaltiginin, H,O2 miktarinda artis meydana geldigi belirlenmistir.

Haloppa and Blum (1991), domates (Lycopersicon esculentum Mill. cv. “Ailsa Craig”),
salatalik (Cucumis sativus L. cv. “Early Green Cluster”) ve fasulye (P.vulgaris cv. “Oregon
91”) disaridan uygulanan FA (0,2, 0,4, 0,8 mM) dozlar1 uygulanmis ve domates ve salatalikta
yaprak biiylimesini ve su kullanimini inhibe ederken, fasulyede etki meydana getirmedigini

belirlemislerdir.

Rama Devi and Prasad (1996), misir (Zea mays L. cv. Ganga-5) fidelerini FA’nin (0,5
— 3,0 mM) varliginda 8 giin boyunca yetistirmiglerdir. FA uygulamasi ile, siirgiin ve kok

uzunlugunda ve antioksidan enzim aktivitelerinde (POD, CAT ve IAA) artis gdzlemlenmistir.

Li et al. (2013), salatalik fidelerini eksojen olarak uyguladiklari 0,5 MM FA ve %10
polietilen glikol 6000 tarafindan indiiklenen kuraklik stresine maruz birakmiglardir. FA
uygulamasi yapilan salatalik fidelerinde sadece kuraklik stresine maruz kalmis olanlara kiyasla
enzim aktivitesinin (CAT, SOD ve guayakol peroksidaz) arttigi, bu durumun ilgili genlerin
artan transkript seviyeleri ile uyumlu oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica FA uygulamasi ile

MDA ve H>0; miktarinda azalma meydana geldigi gozlemlenmistir.

Cheng et al. (2018), FA uygulamasinin yaban mersini (Vaccinium corymbosum)
bitkisine uygulanarak sicaklik stresine karsi koruyucu etkisinin olup olmadigini ve bu
korumanin potansiyel mekanizmalarini incelemislerdir. Calismada, yaban mersini fideleri 0,6
mM FA ile 1 giin siireyle 6n isleme tabi tutulmus ve sonrasinda normal (25/20 °C) veya yiiksek
(39/30 °C) sicakliklara 3 giin boyunca maruz birakilmistir. FA uygulamasi ¢esitli antioksidan
genlerin (Fe-SOD, Zn-SOD, Cu-SOD, APX, CAT, guaiacol peroksidaz, glutatyon peroksidaz,
monodehidroaskorbat  rediiktaz, dehidroaskorbat rediiktaz ve glutatyon rediiktaz)
transkripsiyon seviyelerini artirmig, prolin ve ¢Oziiniir seker igerigini yiikseltmis, ayrica
askorbat ve glutatyon seviyelerini arttirmistir. Bu genlerin transkripsiyonlari ve metabolit
icerikleri, FA uygulanmis bitkilerde sicaklik stresi altinda daha da artmistir. Ayrica, FA
uygulamas1 yaban mersinlerinde endojen FA icerigini yiikseltmis, ROT (siliperoksit anyonu,

hidrojen peroksit) ve MDA igerigini azaltmis, NSI ve osmotik potansiyeli iyilestirmistir. Sonug
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olarak, FA’nin yaban mersinlerinde sicaklik stresine karsi koruyucu bir etki gosterdigi ve bu
korumanin, antioksidan savunma sistemini giiclendirerek ve osmotik ayarlamalar yaparak

gerceklestigi gosterilmistir.

Gautier et al. (2020), hidroksisinnamik asitlerin, 6zellikle ferulik asit, kafeik asit ve p-
kumarik asitlerin Fusarium avenaceum’un biiylimesi ve enniatin mikotoksinlerinin (ENN'er)
liretimi iizerine inhibe edici etkilerini arastirmiglardir. Calismada, bu bilesiklerin 0,5 mM
konsantrasyonda pH 4 ortaminda ENN sentezini 6nemli Olglide azalttigi gézlemlenmistir.
Ferulik asit, bu asitler icinde en giiclii inhibe edici etkiye sahip olup, bu etki ENN biosentez
yollarindaki genlerin ifade diizeylerinin diisiik olmasi ile iliskilendirilmistir. Ayrica, F.
avenaceum tarafindan FA’nin metabolize edilme yolu incelenmis ve fungal organizmanin bu
bilesigi C2-klavuz tipi par¢alanma yoluyla metabolize etme kapasitesi ortaya konmustur. Bu
bulgular, ferulik asidin tarim {irinlerinde ENN kontaminasyonunu azaltma potansiyeline sahip
cevre dostu bir kontrol stratejisi olarak veya bitki direncinin biyobelirteci olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

Li et al. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, FA’nin bitkilerin tuz stresine olan
toleransini artirmada olumlu bir etkisi oldugunu, FA’nin tuz stresine maruz kalmis bugday
(Triticum aestivum) fidelerine uygulanmasi ile bitkilerin biiylime parametrelerini iyilestirdigi,
oksidatif hasar1 azalttig1 ve antioksidan enzim aktivitelerini artirdig1 belirlenmistir. Bulgular,
FA uygulamasinin antioksidan savunma sistemini giiclendirebilecegini ve bitkilerin tuz

kaynakli oksidatif stresle baga ¢ikmasina yardimci olabilecegini gostermektedir.

Khan et al. (2023) tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada, misirda tuzlu kosullar altinda
FA’nin etkileri incelenmistir. Arastirmacilar, FA uygulamasmin, iyon homeostazini
diizenleyerek, lipid peroksidasyonunu azaltarak ve hiicresel biitiinliigiinii korudugunu, tuz
stresinin olumsuz etkilerini hafiflettigini gozlemlemislerdir. Calisma, FA’nin, muhtemelen
ROT’lar1 temizleme rolii araciligiyla, tuz kaynakli hasara kars1 bir koruyucu madde olarak islev

gordiiglinii kanitlamaktadir.

Ulah et al. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada bugday ve cgeltikte CPP (CXC
domain-containing proteins) transkripsiyon faktorleri ailesinin genom ¢apinda tanimlanmast,
karakterizasyonu ve ekspresyon analizini arastirilmistir. Toplamda, bugdayda 37 ve celtikte 11
CPP geni tespit edilmis ve bu genler yapisal 6zelliklerine gore bes alt aileye ayrilmistir. qRT-
PCR analizleri kullanilarak, bu genlerin farkli dokularda gesitli ifade profilleri gosterdigi ve
bitki biiyiime ve gelisiminde 6nemli roller {iistlenebilecegi belirlenmistir. Ayrica, sicaklik,
kuraklik ve NaCl gibi abiyotik stres kosullar1 altinda TaCPP genlerinin ekspresyon

seviyelerinde zamanla degisimler gézlemlenmistir. CPP proteinlerinin, stres kosullar1 altinda
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diger CPP proteinlerini hedef alarak bitki gelisim siireclerini tesvik edebilece§i sonucuna
vartlmistir. Bu bulgular, CPP proteinlerinin abiyotik streslere yanitta ve bitki gelisiminde kritik

rol oynadigini gostermektedir.

Nan et al. (2021), ii¢ ¢ay agac1 genomundaki CPP (CXC domain-containing proteins)
genlerini tanimlamis, bu genlerin yapilarini, evrimsel farkliliklarini ve ifade modellerini analiz
etmislerdir. CPP genlerinin bitki bliylimesi, gelisimi ve stres tepkileri tizerinde potansiyel roller
Ooynayabilecegi belirlenmis, ve qPCR deneyleri ile bu genlerin ¢esitli dokularda farkl
ekspresyon profilleri sergiledigi dogrulanmistir. Bu bulgular, CPP gen ailesinin ¢ay bitkilerinin
bliylime ve gelisme siireglerindeki evrimsel ve islevsel onemini ortaya koymustur, boylece daha

detayli fonksiyonel karakterizasyonu i¢in temel olusturmustur.

Kar (2018), fasulye (P. vulgaris) ve nohut (C. arietinum) bitkilerinde kadmiyum (Cd)
maruziyeti ile indiiklenen oksidatif stresin antioksidan savunma mekanizmalar1 tizerindeki
etkilerini incelemistir. Hidroponik kosullarda yetistirilen bitkilere farkli konsantrasyonlarda ve
stirelerde Cd uygulanarak, hiicre i¢i H2O2 ve MDA diizeyleri 6l¢iilmiis, ayrica metallothionein
(MT2), (Cu/Zn-SOD), glutatyon glutatyon rediiktaz, CAT ve glutatyon-S-transferaz (GST) gibi
antioksidan enzimlerin mRNA ifade diizeyleri analiz edilmistir. Arastirma sonuglari, Cd
maruziyetinin H>O» konsantrasyonunu artirdigini, ancak bu artisin antioksidan gen
ekspresyonlari iizerindeki etkilerinin zamana ve doza bagli olarak farklilik gosterdigini ortaya
koymustur. Ozellikle, yiiksek H20, konsantrasyonlarmnda gen ifadelerinde diisiis
gozlemlenmis, bu durum hiicrenin oksidatif durumu ile gen ifade diizeyleri arasindaki iligkiyi

desteklemektedir.

Rezaei et al. (2013), arpa (Hordeum vulgare) bitkisinde glutatyon S-transferazlar
(GST’ler) adli cok islevli enzimlerin genetik cesitliligini ve kuraklik stresine yanitini
aragtirmiglardir. Arastirma kapsaminda, arpada 84 GST geni tanimlanmis ve bu genler
filogenetik analizlerle sekiz farkli sinifa ayrilmigtir. Ayrica, Arabidopsis ve celtikle yapilan
karsilastirmali analizler, GST lerin islevsel gesitliliginin monokot ve dikot ayrimindan 6nce
evrimlestigini gostermistir. Ug farkli arpa genotipi (Yusof, Moroc9-75 ve HSI1) iizerinde
yapilan deneylerde, kuraklik stresi altinda 6zellikle Phi ve Tau sinifi GST genlerinin anlamli
diizeyde yukar regiile oldugu ve Yusof genotipinde GST aktivitesinin digerlerine gére daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu genotip ayrica lipid peroksidasyonunun en diistik oldugu ¢esit
olarak belirlenmis, bu da GST’lerin kuraklik kosullarina tolerans gostermede 6nemli bir rol
oynadigini desteklemistir. Sonuglar, GST’lerin arpa bitkisinde detoksifikasyon ve antioksidan
savunma mekanizmalar1 {lizerindeki etkilerini ve kuraklik toleransina olan katkilarim

vurgulamaktadir.
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Yokoi et al. (1998), Arabidopsis gliserol-3-fosfat O-asiltransferaz (GPAT) genini soguk
direncini artirmak i¢in Agrobakterium aracili gen transfer yontemi ile geltik (Oryza sativa L.)
bitkilerine aktardiklart ¢alismalarinda, kloroplast membranlarindaki fosfatidilgliserolde
doymamis yag asitleri seviyesinin kontrollere gore %28, fotosentez oraninin ise %20 oraninda
artis gosterdigini belirlemislerdir. Bu bulgular, GPAT geninin soguga karsi direncin
artirtlmasinda kritik bir rol oynadigin1 ve celtikte fotosentez kapasitesinin iyilestirilmesine

katkida bulundugunu gdstermektedir.

Zhu et al. (2019), misirda bazi ZMGPAT genlerinin 6zellikle anter gelisiminde bazi
onemli roller oynayabilecegini belirlemislerdir. Ozellikle, ZMGPAT6 geninin fonksiyon
kaybinin misirda erkek kisirligmma yol acan anter kiitikiilii bozukluklar1 ve anter duvar
katmanlarinin dejenerasyonu gibi morfolojik degisikliklere sebep oldugu tespit edilmistir. Bu
bulgular, GPAT gen ailesinin misirin iireme biyolojisi ve gelisimi iizerindeki etkilerini

vurgulamaktadir.

ElSayed et al. (2021), 14 giin boyunca 200 mM NaCl ve 150 puM melatonin
uyguladiklart fasulyede (P. vulgaris cv. “Royal Nel”) antioksidan enzim genlerinin ifade
diizeylerini arastirmislar ve Cu/ZnSOD1, CAT1 ve APX genlerinin ifadelerinin hem melatonin
hem NaCl uygulamalarinda arttigini, her iki uygulama birlikte yapildiginda ise bu artisin daha

fazla oldugunu belirlemiglerdir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal
Bitki materyali

Calismamizda Phaseolus vulgaris cv. “Gina” ¢esidi bitki metaryali olarak
kullanilmistir.  Calisma, Atatiirk Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Laboratuvarlari

Koordinatorliigii Stres Odasi’nda hidroponik ortamda yuriitiilmstir.

Kullanilan cihazlar ve aletler

Calismamizda kullanilan cihazlar ve aletler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Malzeme

PCR

gPCR

pH Metre

Hassas Terazi

Steril Kabin

Derin Dondurucu (-80 °C)
Derin Dondurucu (-20 °C)
Mikropipet Takimi
Elektroforez Tanki (Yatay)
Elektroforez Akim Saglayict
Otoklav

Jel Gortintiileme Sistemi
Destile Su Cihazi

Santrifiij

Su Banyosu

Mikrodalga Firin

Isitmali Manyetik Karistirict
Buzdolab1 (2-8°C)
NanoDrop Spektrofotometre
Kuru Hava Sterilizatorii

Mini Santrifiij

Marka

Thermo Scientific 5020
QIAGEN Rotor-Gene Q
Ohaus Starter 3000
Electronic Balance BL-320 H
Hedlab X-Pro EN 14175
NUAIRE

Ugur

Ependorf G15519D
Thermo

Thermo

WiseClave WAC-47
PopBio Vii-F Floresans
Milipore

Beckman Coulter Allegra X-30R
Memmert WB-14

Argelik, MD 891 1
Heidolph MR-Hei Standart
Argelik 2395 CNMY
Thermo Multiskan Go
Memmert UN55

Labnet C1301
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Arastirmada kullanilan cozeltiler ve kimyasallar
Sterilizasyon asamalarinda kullanilan kimyasallar

e  %70’lik Etil alkol (EtOH)
e  9%10’luk Sodyum hipoklorit (NaOCI)
e %0,1’lik Dietilprokarbonat (DEPC)

Bitkinin biiyiime ve cimlendirilme agamasinda kullanilan kimyasal

Bitkinin biiytime ve ¢imlenmesinde % oraninda Hoagland and Arnon (1938) besin

ortami (Sigma, H2395) kullanilmistir.

Stres ajani ve ve iyilestirici olarak kullanilan kimyasallar

e 200 mM Sodyum klorit (NaCl)
e 0,5mM, 1 mM ve 2 mM ferulik asit (FA)

Enzim aktivitelerini belirlemede kullanilan kimyasallar

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan kimyasallar asagida verilmistir.
e L-metiyonin (Isolab)

e Guaicol (Acros Organics)

e Disodyum fosfat (Na2HPOa) (Introgen)

e Nitro mavi tetrazolyum kloriir (Sigma)

e Riboflavin (BLDpharm)

e Trikloroasetik asit (Isolab)

e 2-Tiyobarbitiirik asit (Isolab)

e Potasyum hidroksit (KOH) (Isolab)

e Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) (Sigma)
e Potasyum iyodid (KI) (Sigma)

e  Polivinilpirolidon (PVP) (Sigma)

e Potasyum fosfat dibazik (KoHPO4) (Sigma)

e  Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)
e L-askorbik asit (Sigma)

e Hidrojen peroksit (H202) (Isolab)
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MRNA ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ézeltiler ve kimyasallar

MRNA ifade seviyelerinin belirlenme asamalarinda kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasallar

Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. mRNA Ifade Seviyelerinin Belirlenmesinde Kullanilan Cézeltiler ve Kimyasallar

RNA izolasyonu asamasinda

Trizol reagent (Ambion)
Isopropanol (Sigma)

Kloroform (Amresco)

Nuclease free water (Alfa Easar)
DEPC (Sigma)

Sodyum hipoklorit (NaOCI)
Etanol (Isolab)

cDNA sentezi asamasinda

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Sentez Kiti (Thermo)
Nuclease free water

DEPC (Sigma)

Sodyum hipoklorit (NaOCI)

Etanol (Isolab)

¢qPCR’ da uygulanan kimyasal ve ¢izeltiler

CYBR Green master mix(Qiagen)
Tleri-geri primer

Nuclease free water

DEPC (Sigma)

Sodyum hipoklorit

Etanol

Yontem

Calismada kullanilan parametrelere uygun asamalar asagida belirtilmistir.

Sterilizasyon asamalarinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmisi

%1’lik Sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinin hazirlanisi

Ticari ACE® marka ¢camasir suyu icinde bulunan % 10’luk NaOCI’den 20 ml alinip, son
hacim saf su eklenerek 100 ml’ye tamamlanmustir.

%70’lik ethanol (EtOH) hazirlanist

%100’1iik etanol (EtOH) igerisinden 70 ml alinip, son hacim saf su eklenerek 100 ml’ye

tamamlanmuistir.
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%0,1’lik DEPC soliisyonu hazirlanigt

DEPC’den 1ml alinip son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmis, ardindan 20 dk
121°C’de otoklavlanmustir.

Calisma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Laboratuvar ortaminda c¢alismalara baglamadan 15 dk 6nce kullanilan tiim yiizeylerin
(canl bitki metaryalleri hari¢) ve alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu %70’lik etanol ile

yapilmustir. Steril edilen alet ve ekipmanlar steril kabin i¢ine alinip UV lambasi ¢alistirilmistir

Tohumlarn yiizey sterilizasyonu

Esit boyutlarda sec¢ilen fasulye tohumlarmin yiizey sterilizasyonunu yapmak iizere
musluk suyunda yikanan tohumlar %70’lik etanolde 1 dk bekletilmis, 3 defa steril saf suda
durulanmustir. Daha sonra tohumlar %1°lik NaOC1’de 10 dk bekletilip, steril saf su ile tamamen

NaOClI’dan arinana kadar yikanmistir

Bitki cimlendirme ortamlarinin hazirlanmasi

Tohumlarmn ¢imlendirilmesi i¢in ticari olarak temin edilen Hoagland ve Arnon temel besin

ortamu iireticinin protokolii dogrultusunda hazirlanarak kullanilmistir

Tuz stresi (NaCl) ve iyilestirici olarak Kkullamilan Trans-ferulik asit (FA)

kimyasalinin hazirlanisi

NaCl stok ¢ozeltisinin hazirlanisi

Tuz stresi olusturmak i¢in Hoagland ve Arnon besin ortamina 1 litre i¢in 11,688 g/mol

NaCl eklenerek 200 mM NaCl ¢ozeltisi hazirlanmastir.

Trans-ferulik Asit (C10H1004) stok ¢izeltisi hazirlanisi

0,5, 1 ve 2 mM trans-ferulik asit (FA) ¢ozeltileri hazirlamak igin ilk olarak 5 mM FA
stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 2,91 g FA tartilmis ve 300 ml sicak suda ¢ozdiiriilmiis
ve daha sonra toplam hacmi 3 1t’ye tamamlanmistir. Bu stok soliisyonundan 0,5, 1 ve 2 mM FA

¢oOzeltileri hazirlamak i¢in alinan miktarlar tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. FA Cozeltilerinin Hazirlamasi

FA (mM) 5 mM FA ¢ozeltisinden ahinan miktar (ml)
0,5 300ml
1 600ml
2 1200ml

22



Biyokimyasal analizlerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi
Potasyum Hidroksit (KOH) ¢ézeltisini hazirlanist

0,2 M KOH ¢ozeltisi hazirlamak igin 11,12 gr KOH tartilmis ve 1000 ml saf suda

kontrollii bir sekilde ¢ozdiirilmiistiir.

KH2PO4 tampon ¢ozeltisinin hazirlanisi

50 ml ¢6zelti igin 0,68 gr KH2PO4 tartilmis ve suda ¢oziidiiriilmiistiir. Cozelti KOH(0,2
M) ile pH: 6,75’¢ ayarlanarak 0,15 gr PVP ve 0,014 gr EDTA ilave edilerek hepsi

¢Ozdiriilmiistiir. Tim maddeler ¢6ziindiikten sonra hacim 50 ml’ye tamamlanmaistir.

MDA ve H20; buffer ¢ézeltisinin hazirlanis:
5 gr Trikloroasetikasit(TCA) bir miktar suda ¢ozdiiriilmiis ve hacim 100 ml’ye

tamamlanmustir.

MDA buffer ¢ézeltisinin hazirlanis:

0,5 gr TBA ve 20 gr TCA 100 ml son hacim olacak sekilde saf suda ¢ozdiiriilmiistiir.

SOD enzim buffer ¢ozeltisi hazirlanist

50 mM KyHPO4 2,61 gr tartilmis ve bir miktar suda ¢ozdiiriilmiis ve pH:7,8e
ayarlanmistir. 13 mM Metiyonin 0,58 gr, 75 uM NBT 0,018 gr ve 0,1 mM EDTA 0,0087 gr
sirasiyla karisima eklenerek toplam hacim 300 ml’ye tamamlanmistir. Cozelti 151k almayacak

sekilde aliiminyum folyo ile kapatilarak +4 °C’de saklanmstir.

Riboflavin ¢ozeltisinin hazirlanisi

0,038 gr riboflavin bir miktar suda ¢ézdiiriilmiis ve son hacim 1 L’ye tamamlanmistir.

Cozelti 1g1ktan etkilendigi i¢in aliiminyum folyo ile kaplanarak +4 °C’de saklanmustir.

APX buffer ¢ozeltisinin hazirlanist

100 mM K2HPOQO4 0,87 gr tartilip bir miktar suda ¢ozdiiriilmiis ve pH:7’ye ayarlanmistir.
0,5 mM Askorbik Asit 0,0044 gr ve 0,1 mM EDTA 0,0029 gr ilave edilerek son hacim 50 ml’ye
tamamlanmistir. Enzim 6l¢timii yapilacagi zaman 2,5 Mm %35°lik H202 dan 50 ml ¢6zelti ig¢in

45 pl eklenmistir.
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H20; buffer ¢ézeltisinin hazirlanist

10 mM KH2PO4 0,0272 gr az miktar bir su ile ¢ozdirilip pH:7’ye ayarlanmustir.

Uzerine 1 M KI 3,32 gr eklenmis son hacim 10 ml’ye tamamlanmustir.

H.O:> blank (standart) kensantrasyonlar: hazirlanist
290 uM H202 i¢in 2,5 pl H202 100 ml’ye tamamlanmugtir.
580 uM H20: i¢in 5 pl H202 100 ml’ye tamamlanmastir.

870 uM H202 i¢in 7,5 pl H202 100 ml’ye tamamlanmistir.

POD buffer ¢ozeltisinin hazirlanist

0,89 gr Na2HPOg4 tartilmug ve bir miktar suda ¢ozdiiriilerek pH 5,5’e ayarlanmigtir. Son
hacim 50 ml’ye tamamlanlanmistir. Olgiim yapilmadan énce 21 ul H20, ve 30 pl Guaicol

eklenmistir.

Tohum biiyiime, gelisim asamalari ve kimyasallarin uygulanmasi

Steril edilen tohumlar1 ¢imlendirmek amaciyla icinde perlit bulunan kagit kaplar
igerisine 3’er adet gelecek sekilde tohum ekimi yapilmistir (Sekil 10). Tohumlar iklimlendirme
oda kosullarinda 16 saat 151k 8 saat karanlik periyodunda 25+1°C’de 15 giin boyunca
¢cimlendirilmistir. Kullanilan 151k kaynagi floresan lambasi olup 151k yogunlugu 300 pmol/m?s
olarak ayarlanmigtir. Fasulye fidelerinin kotiledon yapraklar1 biiyliylip yatay bir konuma
geldikten sonra ve ilk gergek yapraklar goriilmeye basladiginda, hidroponik sistemde

yetistirmek lizere fideler saksilara aktarilmigtir.

Sekil 10. Fasulye fidelerinin perlitte gelisim asamalar1
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Arastirmada oksijen destegi saglamak i¢in hava pompa sisteminden yararlanilmistir.
Fasulye fidelerine hoagland besin ¢6zeltisi igerisinde hazirlanan 200 mM NaClI ve 0,5, 1 ve 2
mM FA dozlarmin kombinasyonlarini igeren soliisyonlar uygulanmigtir. Herhangi bir
uygulama yapilmayan grup ise kontrol grubu olarak adlandirilmistir. Bu gruba sadece su
verilmistir. Fasulye fideleri 7 giin boyunca belirtilen soliisyonlarda biiyiitilmiistiir (Sekil 11).
Arastirmamiz, tamamen rastgele deneme planina uygun olarak, her biri 3 bitki iceren 3
tekerriirlii toplam 8 uygulama ile kurulmus olup 24 adet saksi olusturulmus ve calismada
kullanilan kombinasyonlar asagida (Tablo 4) verilmistir. Aragtirma ornekleri toplam 22. giin

sonunda hasat edilmistir (Sekil 12).

Sekil 11. Hidroponik ortamdaki fasulye fideleri
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Kontrol / } 0,5mM FA

R

200 mM NaCl 200 mM NaCl + 0,5 mM FA

200 MM NaCl+1mM FA 200 mM NaCl +2 mM FA

Sekil 12. 0,5, 1 ve 2 mM FA ve 200 mM NaClI doz uygulamalari
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Tablo 4. Calismada Uygulanan Kombinasyonlar

Kontrol 0.5 mM FA 1 mM FA 2mM FA
Kontrol Kontrol 0.5mM FA 1 mM FA 2 mM FA
200 mM 200 mM NacCl + 200mM NaCl+1 200 mM NaCl + 2
NaCl 200mMNaCl 4 &' M EA mM FA mM FA

Arastirmada incelenen konular
Morfolojik parametreler

Arastirmada asagida ayrintilar1 verilen morfolojik parametreler incelenmistir.

Kok uzunlugu (cm)

Her bir uygulamaya ait bitki 6rneklerinden rastgele secilen her tekerriirden 3 bitkinin
kok baslangicindan kok ucuna kadar olan kisim metrik cetvel ile Olgiilmistiir. Sonuglar

santimetrik olarak kaydedilmistir.

Siirgiin uzunlugu (cm)

Her bir uygulamaya ait bitki 6rneklerinden rastgele secilen her tekerriirden 3 bitkinin
stirglin baslangicindan siirgiin biiyiime ucuna kadar olan kisim metrik cetvel ile dl¢iilmiis ve

sonuglar santimetrik olarak kaydedilmistir.

Kok yas ve kuru agirligt (Q)

Uygulamalarin yapildigi her tekerriirden alinan rastgele 3 bitki ¢esme suyu altinda
yikanmis ve kok kisimlarinin agirliklart hassas terazide OoOlgiilmils ve yas agirhiklan
belirlenmistir. Koklerin yas agirlig: 6lctildiikten sonra 72°C’de 48 saat siireyle kurutularak nem

olmayan ortamda agirliklari 6lgiilerek g olarak kuru agirligi belirlenmistir.

Siirgiin yas ve kuru agurlig (Q)

Uygulamalarin yapildigi her tekerriirden alinan rastgele 3 bitki stirglinleri koklerinden
ayrilmig yas agirliklar1 hassas terazide oOlgiilerek belirlenmistir. Siirglinlerin yas agirhigi
ol¢iildiikten sonra 72°C’de 48 saat siireyle kurutularak nem olmayan ortamda agirliklari

Ol¢iilerek g olarak kuru agirligi belirlenmistir.

Biyokimyasal analizler
Yaprak nispi su icerigi ( YNSI) (%)

Uygulamalarin yapildig: her tekerriirden alinan yaprak orneklerinin hassas terazide gr

olarak yas agirliklar1 (Y A) 6lciilmiistiir. Ardindan ayni 6rnekler 4 saat boyunca petri kaplarinda
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saf su igerisinde bekletilmis (Sekil 13) ve siire sonunda yeniden tartilarak turgor agirliklar
(TA) belirlenmistir. Yine ayn1 6rnekler 80°C'de etiivde 48 saat boyunca kurutulduktan sonra

tekrar Ol¢iimleri yapilarak kuru agirligi (KA) bulunmustur.
Yaprak nispi su igeriginin formiilii asagidaki gibidir (Barr and Weatheriey 1962).

YNSI (%) = [(YA - KA) / (TA - KA)] x 100

:
®
g
:
{

,
ey N\

Sekil 13. Yaprak nispi su igerigi i¢in alinan 6rnekler

Hiicre membran hasari (%)(HMH)

Yaprak ornekleri, 1 cm ¢apinda kesilerek icinde 40 ml steril saf su bulunan falkon
tiiplerine transfer edilip 25°C’de 24 saat boyunca bekletilmistir. Bu islemin ardindan, ECi
degeri, Mettler-Toledo marka EC metre (Sekil 14) ile hesaplanmistir. Daha sonra bitki
ornekleri, otoklava konularak (121°C’de 20 dk) soguma miktar1 25°C’ye geldikten sonra, EC

metre ile bu defa EC, degeri 6l¢iilmiistiir (Lutts et al. 1996).
Hiicre membran hasari; 6lgiilen EC1 ve EC: degerlerinden yararlanilarak agagida formiil

ile hesaplanmustir.

HMH (%) = (EC«/EC>) x 100
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Sekil 14. EC metre cihazi
Klorofil i¢erigi (SPAD)

Her uygulama i¢in rastgele secilen her bitkinin tekerriiriinde, en {ist yapragin orta
damarina gelmeyecek sekilde tam orta kisimlari, klorofil miktarini belirlemek amaciyla SPAD-

502 Plus cihaz1 (Sekil 15) kullanilarak SPAD degeri olarak dlglilmiistiir

Sekil 16. SPAD-502 Plus cihazi
Lipid peroksidasyonu (Malondialdehit- MDA) él¢iimii

Lipid peroksidasyonun son asamast MDA miktar1 olarak adlandirilir. MDA 6l¢iimii i¢in
her tekerriirden 0,2 gr bitki 6rnegi sogutulmus havana alinarak iyice sivi azot ile toz haline
getirilerek 5 ml olacak sekilde %0,1 TCA ile homojenize edilmistir. Ardindan homojenize
edilen 6rnekler 2 mI’lik mikrosantrifiij tiiplere alinarak 4°C 15.000 rpm’de 15 dk siireyle
santriifiij edilmistir. Orneklerin siipernatant kisimlarindan 1 ml almarak cam tiiplere
aktarilmigtir. Santriiflij isleminden sonra tiiplere 4 ml olacak sekilde %20 TCA bulunan %0,5
TBA soliisyonu Ornekler igerisine ilave edilmistir. Tiiplerde bulunan 6rnekler daha sonra su

banyosunda 95-100°C’ye konularak 45 dk bekletilmistir. Ardindan 6rnekler 1-2 dk oda
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sicakhiginda, 10 dk buzlu su igerisinde sogutularak ependorf tiiplere alinmistir. Ornekler oda
sicakligina getirildikten sonra plate kuyularina yiiklenerek nanodrop spektrofotometre

cihazinda dalga boylarinda absorbanslari okunmustur (Shams 2019).

Hidrojen peroksit (H202) dl¢iimii

H20: 6l¢iimii i¢in her tekerriirden toplam 0,2 g bitki 6rnegi alinarak soguk havan i¢inde
stv1 azot ile 6giitiilmiis ve ardindan 5 mL TCA (%]1) ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Daha
sonra homojenize edilen 6rnekler yeni 2 mL’lik epondorf tiiplere alinarak 4°C 15.000 rpm’de
15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tist faz yeni 2 mL’lik ependorf tiiplere aktarilarak
+4°C’de birka¢ dk bekletilmistir. Daha sonra plate kuyularna yiiklenerek 390 nm dalga

boyunda absorbans degeri okunmustur.

Siiperoksit dismutaz (SOD) olgiimii

SOD olgtimii igin her tekerriirden 0,2 gr taze bitki 6rnekleri 6nceden sogutulmus havan igine
alinirak iyice siv1 azot ile ornekler ezilerek soguk zincir bozulmadan 6rnekler igerisine 2 ml
KH2PO4 tamponu ilave edilmistir. Ezilen 6rnekler sivi hale gelince 2 ml’lik steril epondorf
tiiplere aktarilmis ve -20°C’de saklanmistir. Tiim Orneklerin ezme islemi bitirildikten sonra
ornekler oda sicakliginda ¢ozdiirilmis +4 °C’de 15000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Sanrifiijlenen 6rneklerin iist faz1 (supernatant) yeni ependorf tiiplere aktarilmigtir. Daha sonra
plate yiiklemesi yapilmistir. Riboflavin buffer 151k olmayan ortamda en son eklenmis daha sonra

10 dk 15k kaynag altinda tutularak 560 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

Peroksidaz (POD) él¢iimii

POD 6l¢iimii i¢in her tekerriirden 0,2 gr taze bitki 6rnekleri dnceden sogutulmus havan
icine alinirak iyice sivi azot ile 6rnekler ezilerek soguk zincir bozulmadan 6rnekler igerisine 2
ml KH2PO4 tamponu ilave edilmistir. Ezilen 6rnekler sivi hale gelince 2 m1’lik steril epondorf
tiiplere aktarilmis ve -20°C’de saklanmistir. Tiim O6rneklerin ezme islemi bitirildikten sonra
ornekler oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiis +4°C’de 15000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Sanrifiijlenen orneklerin {ist fazi(supernatant) yeni ependorf tiiplere aktarilmustir. Ornekler
plate kuyularina yiiklenerek 470 nm absorbans degerinde 1 dk boyunca 15 sn araliklarla

absorbans degerleri ol¢lilmiistiir.

Askorbat peroksidaz (APX) élgiimii

APX ol¢iimii i¢in her tekerriirden 0,2 gr taze bitki 6rnekleri dnceden sogutulmus havan igine
alinarak iyice sivi azot ile ornekler ezilmis, soguk zincir bozulmadan 6rnekler igerisine 2 ml

KH2PO4 tamponu ilave edilmistir. Ezilen 6rnekler sivi hale gelince 2 ml’lik steril epondorf
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tiplere aktarilmis ve -20°C’de saklanmistir. Tiim 6rneklerin ezme islemi bitirildikten sonra
ornekler oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiis +4°C’de 15000 rpm’de 15 dk santriflij edilmistir.
Sanrifiijlenen drneklerin {ist faz1 (supernatant) yeni ependorf tiiplere aktarilmistir. Ornekler
plate kuyularma yiiklenerek 290 nm absorbans degerinde 3 dk boyunca 30 sn araliklarla

absorbans degerleri 6l¢lilmiistiir.

Molekiiler analizler
RNA Izolasyonu

NaCl stresi ve 0,5, 1 ve 2 mM FA uygulanan bitki 6rneklerinin yaprak kisimlarindan
RNA izolasyonlar1 TRI reagent® (Sigma, T9424) iiretici firmasinin talimatlar1 kullanilarak

yapilmustir.

Islemlere baslamadan once kullanilacak tiim ortam ve ekipmanlar %70’lik EtOH ve
DEPC ile steril edilmistir. 50-100 mg tartilan bitki 6rnekleri porselen havan igerisinde sivi azot
icerisinde soguk zincirin bozulmamasina dikkat edilerek ezilmis ve 2 m’lik ependorf tiiplerin
icerisine koyularak sivi azota birakilmistir. Tiipler siv1 azot igerisinden alinarak 1 ml Trizol
reaktifi ilave edilmistir. Trizol reaktifi 6rneklere eklendikten sonra o6rnekler niikleoprotein
komplekslerinin tamamen ayrismasini saglamak i¢in vortekslenerek oda sicakliginda 5 dk
bekletilerek 30 saniye siiresince bekletilmistir. Mikrosantrifiij tiipleri i¢erisinde bulunan her bir
bitki 6rnegi igerisine 200 pl kloroform eklenmistir. Kapaklar sikica kapatilarak hizli bir sekilde
elle 15 saniye karistirilarak oda sicakliginda 2-3 dakika bekletilmistir. Bu igslem sonunda tiipler
20 dk 4 °C’de 15000 rpm’de santrifiij edilmistir. Ustte kalan faz steril 2 ml mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmistir. RNA’nin ¢okmesi i¢in mikrosantrifiij tiplerine 500 pl izopropanol
eklenmistir. Daha sonra bitki ornekleri 20 dk -20°C’de muhafaza edildikten sonra oda
sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Bitki 6rnekleri 10 dk 4 °C’de15000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Santriifiij edilen 6rneklerin iist fazi atilarak tiiptlin dibinde kalan RNA peleti
tizerine 1 ml EtOH (%75) ilave edilip yikama islemi yapilmistir. Bitki 6rnekleri 1000 rpm’de 4
°C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santriifiij islemi bittikten sonra mikrosantrifiij tlipleri iizerinde
kalan {iist faz dokiiliip EtOH’1n uzaklagmasi i¢in oda sicakliginda yaklasik 45 dk kurumaya
birakilmigtir. RNA o6rnekleri kuruduktan sonra 30 pl RNase Free Water ile ¢ozdiiriilmiis ve 10
dk 55-60°C’de bekletildikten sonra calisma yapincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.
Nanodrop’ta Azso/280 O.D. degerleri kullanilarak elde edilen RNA miktarlart belirlenmistir.

cDNA Analizi

cDNA sentezi i¢in tretici firma High-Capacity cDNA Reverse Transcription cDNA
Sentez Kiti (K1621, Thermo Scientific) protokoliine gore su islemler uygulanmistir. Steril PCR
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tiiplerine 1 pg RNA konsantrasyonuna karsilik gelen pl degerlerinde hesaplanan RNA
miktarlart konulmustur. RNA 6rneklerinin miktar1 son hacim 10 pl olacak sekilde RNase free
water ilave edilmistir. Bir 6rnek icin sentez kiti igerigindeki 10X RT Buffer’dan 2 pl, 25 X
dNTP Mix’ten 0,8 ul, 10 X RT Random Primers’den 2 pl, MultiScribe™ Reverse
Transcriptase’dan 1 pl ve RNase free water’dan 4,2 ul olacak sekilde mix hazirlanmis ve RNA
iceren tiliplere ilave eilmistir. PCR cihazina yerlestirilen 6rneklere Tablo 10’da verilen PCR
dongii basamaklari uygulanmistir. PCR tiriinleri esit miktarlarda 10 mM Tris-HCI (pH:8.0) ve
0,1 mM EDTA c¢ozeltileri kullanilarak qPCR islemleri icin seyreltilmis ve -20 °C’de

saklanmustir.

Tablo 5. cDNA Sentezi PCR Dongili Basamaklari

PCR Dongii Basamaklari islem
25°C /10 dk Primer baglanmasi
37°C /120 dk Ters transkripsiyon
85 °C / 5dk Inaktivasyon
4°C Sogutma

gPCR (Kantitatif PCR) analizi

qPCR islemleri i¢in RT2 gPCR SYBR Green Mastermix Kiti (Qiagen) kullanilmistir.

Uretici firmanin protokoliine gére hazirlanmis master mix reaktif karisimi Tablo 6°daki gibidir.

Tablo 6. gPCR Analizinde Kullanilan Kimyasallar

Realktif bilesenleri Miktarlar:
SYBR Green Mastermix 12,5 ul
fleri Primer (0,3 uM) 1l

Geri Primer (0,3 uM) 1l
cDNA Sul

Son Hacim 20 ul

Karisim, PCR tiiplerine transfer edildikten sonra Qiagen Rotor Gene cihazina
yerlestirilmistir. 95°C’de 5 dk baslangi¢ denatiirasyonu ardindan, 50 dongii boyunca sirasiyla
95°C’de 5 saniye, primerlerin baglanma sicakliklarina gore 55°C’de 10 saniye ve 72°C’de

1saniye tutulmustur.

Primerlerin hazirlanmasi

Calismamizda ifade analizini belirlemek {izere sectigimiz genlerden PvCPP5
(Rakhimzhanova et al. 2023), PvGSTU3(Muslu et al. 2023), PvGPAT9(Kasapoglu et al.
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2024), PvSOD ve PVAPX (El-Sayed et al. 2021) genlerine ait ileri ve geri primer baz
dizilimleri belirtilen kaynaklardan alimmistir. Referans gen olarak actin( ACT) geni

kullanilmistir.
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Tablo 7. Primerlerin Dizilimi

Genler Primerler Baz Dizilimleri (5" ->3")
PvCPP5 Ileri primer GAGAAGACTGTGGCTGATGATT
Geri primer GGAGACATTGGCCTTCCTTT
PvGSTU3 Ileri primer TCAGGGTTGGTTCAAGGTTTAG
Geri primer CAGTGTGACTCCCTCTTCTTATTC
PvGPAT9 Mleri primer ACAACCGTTTCAAGACCCGA
Geri primer AGTGGGTCAAGCAAGGTTCT
PvSOD Ileri primer GGTGGAGGATCTCGTGCTTAC
Geri primer GTTGGGCCATTTCCCTCCTG
PVAPX Ileri primer TTCAGCCTGCCCTCTGACAAG
Geri primer ATTGGGCAAACACACCCTCA
Actin(ACT) Ileri primer ACCTTCAGTTGCCCAGCAAT
Geri primer GTCATAACACGAGCTGAGAC

Verilerin degerlendirilmesi ve analizi

Aragtirmada incelenen bitki biiylime, fizyo-biyokimyasal karakterlere ait veriler tam
sansa bagli deneme planina gore 3 tekerriir x 8 kombinasyon faktoriyel diizeninde SAS 9.3
genel linear modelde tek yonlii varyans analizine tabi tutulmustur. Ortalamalar arasindaki
farklar %5 Onem seviyesinde Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Ayrica
PvCPP5, PvGSTU3, PvGPATY9, PvSOD ve PVAPX genlerine ait ifade profilleri ile kontrol
profilleri, Actin kullanilarak karsilastirilmistir. Gen ifadesi analizi sonucunda, 6rneklerin esik
(threshold) degerleri belirlenmistir. gPCR veri sonuglarina gére drneklerin Ct degerlerine ait
standart sapmalar, Microsoft Excel programi yardimiyla hesaplanmustir. Istatistiksel olarak
belirlenen veriler, 224 (Livak and Schmittgen 2001) yontemi kullanilarak oransal hesaplama

algoritmasi ile belirlenmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Diinyada protein i¢eren gidalarin tiiketimi artan niifusa paralel olarak artmaktadir.
Baklagil grubunun bir iiyesi olan fasulye, mineral maddeler, vitaminler, protein, karbonhidrat,
antioksidan ve lif kaynagi bakimindan olduk¢a zengindir (Didinger et al. 2022). Fasulye
yetistiriciligi nemli hava kosullarinda daha etkili bir sekilde yapilabilmekte iken kiiresel iklim
degisikligi sebebiyle su kaynaklariminin azalmasi kuraklik olusumunu tetiklemekte ve fasulye
tiretiminin azalmasma neden olmaktadir. Kurak ve yari kurak alanlarda osmotik stresin
etkisiyle tuzluluk stresi ortaya ¢ikmaktadir. Tuzluluk stresi bitkilerde bir takim morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimlere neden olmaktadir (Balasubramaniam et al.
2023). Son yillarda yapilan caligmalarda abiyotik stresin olumsuz etkilerini hafifletebilecek
dogal metabolitlerin bitkilere uygulanmasina yonelik ¢alismalar 6nem kazanmaktadir. Bu
metabolitlerden biri olan ferulik asitin eksojen uygulamasinin, bitkilerde stresin olumsuz

etkisini azaltarak iyilestirici bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir.

Calismamizda P.vulgaris cv “Gina” ¢esidinde tuz (200 mM NaCl) stresi altinda FA
farklt dozlarinin (0,5 mM, 1 mM ve 2 mM) kdk ve yaprak dokularinda fizyo-biyokimyasal ve
molekiiler degisimler iizerine etkileri incelenmistir. Aragtirma sonucunda aragtirmada incelenen
tiim karakterler lizerine uygulamanin etkisinin 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo

8). Elde edilen veriler agsagida ayrintili olarak agiklanmustir.

Tablo 8. Varyasyon Analiz Tablosu

Kareler Ortalamasi

Karakterler

Uygulama (SD=7) Hata ( SD=16)
Kok Uzunlugu 11,3180** 0,052
Kok Agirligi 0,0990** 0,004
Siirgtin Uzunlugu 146,700** 0,296
Stirglin Agirhigi 0,763** 0,035
YNSI 1345,456** 0,769
SPAD 17,589** 0,106
HMH 1318,478** 0,112
SOD 665,747** 6,886
POD 36,757** 0,020
APX 10,819** 0,004
H20, 429039,047** 416,094
MDA 0,175** 0,002

** . 6nemli (p<0,01)

35



Morfolojik Parametreler
Kok ve siirgiin uzunlugu (cm) / agirhginin belirlenmesi (g)

Fasulye, tuz stresi altinda koklerinden su aliminin engellenerek biiylime ve gelisiminin
azalma gostermesi ile tuz stresine duyarli baklagiller arasinda yer almaktadir. Calismamizda,
NaCl uygulamasi ile bitki bliylime parametrelerinde (kok ve siirglin uzunlugu/agirligi) belirgin
bir azalmanin meydana geldigi belirlenmistir (Tablo 14). NaCl stresi altinda kok uzunlugunda
kontrole kiyasla 9%5,69’luk bir azalma meydana gelirken, silirglin uzunlugunda ise %41,52
oraninda bir azalma gézlemlenmistir. Yine, stres altinda kok agirliginda %41,40 oraninda bir
azalma, stirgiin agirliginda ise %60,65°1lik bir azalma meydana gelmistir (Tablo 14). EI-Flaah
et al. (2021), tuz stresine maruz kalan bakla bitkilerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda, kok ve
slirglin uzunlugunun 6nemli 6lgiide azaldigini belirtmislerdir. Farhangi et al. (2017), 6 ve 12
dSm™ NaCl stresi altinda fasulyenin (P.vulgaris cv. “Derakhshan™) kok ve siirgiin kuru
agirliklarinin stres dozu arttik¢a azaldigini gézlemlemislerdir. Tuzlulugun kok/gévde oranini
olumsuz etkiledigi ve toprak istii kisimlariin koklerden daha fazla etkilendigi bilinmektedir
(Munns and Tester 2008). Nitekim ¢alismamizda NaCl stresi altinda siirgiin uzunlugunun kok

uzunluguna gore daha yiiksek oranda azaldigi tespit edilmistir.

Bunun yani sira, calismamizda tek basina 0,5, 1 ve 2 mM FA uygulamalarinin kontrole
kiyasla kok uzunlugunda sirasiyla %19,24, %43.9 ve %7,58 oranlarinda artisa neden olduklari
belirlenmistir (Tablo 14). Siirgiin uzunlugunun ise 0,5 mM FA uygulamasi ile ¢ok fazla
etkilenmedigi (%0,75), 1 ve 2 mM FA dozlarinin uygulanmasi ile sirasiyla %8,06 ve
%10,63’liik bir artisin meydana geldigi belirlenmistir (Tablo 14). Kok ve siirglin agirliklart
Ol¢iimlerinde ise tek basina FA uygulamalariin tiim dozlarinin kontrole kiyasla kok ve siirgiin
agirliklarini artirmada genel olarak ¢ok fazla etkili olmadiklari, ancak 1 mM FA uygulamasinin
kok agirliginin artmasinda daha etkili oldugu (%26,85) belirlenmistir. Benzer bulgular Gorni et
al. (2021)’in domateste 1 mM L FA ve salisilik asit uygulamalar1 sonucunda elde edilerek, her
iki fenolik asitinde bitki kok ve gdvde boyunun uzamasinda etkili olduklar1 ancak FA
uygulamasinin bitki boyunun uzamasinda salisilik asitten daha etkili oldugunu, ayrica total
biyokiitleyi ¢cok fazla artirmadiklar1 sonucuna varilmistir.

Yine benzer olarak, Sharma et al. (2015), 100 ve 150 ppm FA uygulamalar yaptiklar
bugdayda kok ve siirgiin uzunluklarinin 100 ppm FA dozunda daha fazla arttigini, FA’nin daha
yiiksek dozlarinda daha az oranlarda artisa sebep oldugunu belirlemislerdir.

Calismamizda, NaCl ve FA uygulamalariin birlikte yapildig1 6rneklerde genel olarak
I mM FA dozunun NaCl stresinin etkisini ortadan kaldirarak kok ve siirgiin uzunluklarinda

daha etkili bir artisa neden oldugu (sirasiyla %34,74 ve %26,21), 2 mM FA dozunun ise diger
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dozlara kiyasla kok ve siirglin uzunluklarinda daha az oranda artislara (sirasiyla %16,63 ve
%14,91) neden oldugu belirlenmistir (Tablo 14). Kok ve siirgiin agirliklart 6lgtimlerinde ise
NaCl ve FA uygulamalarinda FA’nin tiim dozlarinin kok ve siirgiin agirliklarini artirmada ¢ok
etkili olduklari, ancak 2 mM FA uygulamasinin NaCl stresinin etkisini azaltarak kok ve siirgiin
agirliginin artmasinda daha etkili oldugu (sirasiyla %91,30 ve %105,2) belirlenmistir (Tablo 9).

Tablo 9. NaCl ve FA Dozlari Uygulamalarinin Fasulyede Kok/Siirgiin Uzunluklari ve
Kok/Siirgiin Agirlik Degerlerit

Uygulama Kok I(izrg)nlugu Kok (agg)lrhgl uzulSl:il:'gg:'lil(lcm) Sﬁrgﬁl(lg;lgll'llgl
Kontrol 12,30° 0,797°¢ 36,37° 2,442
0,5mM FA 14,67° 0,946% 36,63" 1,99
1 mMFA 17,70% 1,0112 39,30? 2,442
2mM FA 13,23¢ 0,911% 32,50° 2,05°
NaCl 11,60f 0,467° 21,279 0,96¢
0,5mM FA + NaCl 13,60¢ 0,677¢ 23,00f 1,49¢
1 mM FA + NaCl 15,63° 0,659¢ 27,03¢ 1,54¢
2 mM FA + NaCl 13,53¢ 0,881 24,43° 1,97
Ortalama 14,03 0,794 30,07 1,86
VK% 1,61 7,80 1,80 10,02

1. Aymi siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar énemsizdir.

Biyokimyasal Parametreler
Yaprak nispi su iceriginin belirlenmesi (YNSI)

Bitkilerde tuz stresi ile ortaya ¢ikan osmotik stres, bitkinin su alimimi kisitlayarak
NSI’de azalmaya ve redoks dengesizligine yol agmaktadir. NSI, bitkilerde su durumunun bir
Olciisii olarak kabul edilen, dokulardaki metabolik aktiviteyi yansitan ve dehidrasyon
toleransinda zit farkliliklara sahip baklagilleri tanimlamak i¢in kullanilan en anlamli indekstir.
Calismamizda NaCl uygulamas: ile YNSI’de kontrole kiyasla %26,57 oraninda bir diisiis
meydana geldigi belirlenmistir. Ghogdi et al. (2012), tuza toleransli ve hassas ekmeklik bugday
cesitlerine uyguladiklar1 1:10 oraninda kalsiyum klorit ve sodyum kloritle olusturulmus 4 farkl
doz (1,3, 5, 10 ve 15 dSm?) ile strese maruz birakmuslardir. Her iki gesitte de tuz stresi NSI’de
azalmaya neden olmus ve bu azalisin duyarli genotiplerde daha fazla oldugu belirlenmistir.
Yine, Chahine et al. (2013), 100 mM NaCl stresi uyguladiklar1 makarnalik bugday c¢esitlerinde
incelenen tiim genotiplerde tuz stresinin NSI’de diisiise sebep oldugunu tespit etmislerdir.
Bagka bir ¢alismada, NaCl stresi altinda, tuzluluga ve kurakliga dayanikli olan P.acutifolius A.

Gray ve hassas P.vulgaris fasulye gesitlerinde artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak hassas
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cesidin NSI’de azalma meydana geldigi tespit edilmistir (Yurekli vd 2004). Su, bitki
hiicrelerinin 6nemli bir bilesenidir ve bitki biiylimesine ve gelismesine katkida bulunan hemen
hemen tiim fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri desteklemektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonu,
koklerin su iletkenligini azaltarak (Meng et al. 2018) ve hiicresel diizeyde nispi su igerigini
etkileyerek (Saha et al. 2015) suyun topraktan bitkilere hareketini engellemektedir.
Calismamizda, tek basina FA uygulamalarinda YNSI’nin kontrole yakin degerlerde seyrettigi
(vaklasik %85) tespit edilmistir (Tablo 10). Yine, arastirmamizda NaCl stresi altinda FA
uygulamalarinin stresin YNSI’de neden oldugu azalis1 artirarak bu orani ciddi sekilde etkiledigi
belirlenmistir. NaCl ile birlikte uygulanan 2 mM FA uygulamasmin YNSI’de %88,49’luk bir
artisa neden oldugu tespit edilmistir (Tablo 10). FA’nin YNSI’de iyilestirmeye neden olmasi
bitkilerde prolin gibi osmolitlerin birikimini indiikleyerek osmotik dengeyi ayarlamasi ile

iliskilendirilebilir (El-soud et al. 2013).

Klorofil iceriginin belirlenmesi (SPAD)

Tuz stresi bitkilerde fotosentetik aktiviteyi azaltarak fotosentetik pigmentlerin ve bitki
yapraklarinda total klorofil igeriginin azalmasina neden olmaktadir (Kahn 2003).
Calisgmamizda NaCl stresinin SPAD degerinde 34,46 oraninda bir degere sahip oldugu tespit
edilmistir (Tablo 10). Fasulyede tuz stresi uygulamasinin SPAD degerini diisiirdiigii pek ¢ok
calismada kanitlanmistir (Meganid et al. 2015; Azimychetabi and Sabokdast 2021; Keles et al.
2019). Tuz stresi altindaki bitkilerde klorofil seviyelerindeki azalma, oksidatif stresin tipik bir
belirtisi olarak bilinmektedir ve oksidatif stresin etkisiyle klorofilaz enziminin aktivasyonu ile
Klorofil sentezinin inhibisyonuna ve klorofil pigmentlerinin azalmasina neden olmaktadir
(Y1ldiz vd. 2010; Taibi et al. 2016).

Bunun yani sira, tek bagina FA uygulamalarinda SPAD degeri kontrolde 41,33 iken,
0,5, 1 ve 2 mM FA uygulamalarinda sirastyla 40,23, 38,43 ve 37,60 oldugu gézlemlenmistir.
Yine ¢alismamizda FA’nin NaCl ile birlikte uygulanmasinda ise olumlu etki yaptigi goriilmiis,
NaCl stresinin etkisini ortadan kaldirarak SPAD degerinde artisa sebep oldugu (sirasiyla 35,50,
39,73 ve 40,06) belirlenmistir (Tablo 10). Bitki hiicre duvarindaki karbonhidratlara kovalent
olarak baglanan FA'nin, kuraklik kosullar1 altinda mezofil penetrasyonunu sinirlayan bir 151k
filtresi/foto koruyucu olarak gorev yaptigi tespit edilmistir (Hura et al. 2012). Fenolik bilesikler,
kimyasal yapilarmin (benzen halkalarinin varlhigi, ¢ift baglarin varligi) bir sonucu olarak,
fotosentetik aparatin foto koruyucular1 olarak islev gorebilmektedirler (Hura et al. 2012).
Schweiger et al. (2000), hiicre duvarina bagli fenoliklerin UV radyasyonunu absorbe
edebildigini ve daha sonra onu mavi floresansa doniistiirebildigini belirlemislerdir. Boyle bir

savunma mekanizmasi Ozellikle osmotik strese maruziyette hayati dneme sahiptir, bu da
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fotosentetik aparatin radyasyonun neden oldugu fotoinhibitér hasarlara karsi bitkilerin daha

duyarli olmasina neden olmaktadir (Hura et al. 2012).

Hiicre membran hasar1 (HMH) ve MDA miktarinin belirlenmesi

Hiicresel membranlar, bitkilerde stres faktorlerinin etkiledigi ilk hedef bolge olarak
tanimlanmaktadir. Stres kosullarinda artan lipid peroksidasyonu sonucunda bitkilerdeki MDA
seviyeleri HMH’nin belirlenmesinde kullanilan son iriindiir. Tuza toleransi diisiik olan
bitkilerde, MDA miktar1 yiiksek olurken, tuza toleransi yiiksek olan bitkilerde ise diisiik
diizeyde MDA go6zlemlenmektedir (Giines et al. 2007). Yaptigimiz ¢alismada, HMH’yi
belirlemek icin kullandigimiz EC metre ile yapraklardaki tuzluluk miktari, ¢éziinmiis mineral
ve tuzlarin konsantrasyonunun bir gostergesi olan elektriksel iletkenlik basarili bir sekilde
Olciilmiistiir. Calismamizda NaCl uygulamasi ile hiicre membraninda kontrole kiyasla %95,32
oraninda ciddi bir hasarin meydana geldigi tespit edilmistir. Yine, MDA miktarinin ise %95,37
oraninda arttigi belirlenmistir (Tablo 10). Calismamiza benzer olarak, Pefia Calzada et al.
(2022), soya fasulyesinde NaCl stresi (50 ve 100 mmol L) uygulamasinda MDA degerinin
ciddi 6l¢iide arttigini belirlerken, soya fasulyesinde yapilan baska bir ¢alismada, Kurt vd (2023),
tuz uygulamasinin (150 ve 300 mM) MDA igerigini oldukca artirdigini belirlemislerdir. Dugasa
et al. (2019), kuraklik (%4 toprak nemi) ve tuz stresi (100 mM NaCl) uygulanan bugdayin bitki
biiylimesini, biyokiitleyi ve fotosentetik oran1 ciddi sekilde azalttigini, ayn1 zamanda bu azaligin
yiikksek MDA igerigi ve gelismis SOD, POD, CAT ve APX kapasiteleri ile yakindan iligkili
oldugunu belirlemislerdir. Bitki hiicre membraninda meydana gelen zarar sonucu agiga ¢ikan
tyon sizintist bitki tiirline, stres kaynagina, stres siiresi ve siddetine bagli olarak degismektedir

(Bat vd. 2019).

Calismamizda tek basina FA uygulamalarinin hiicre membraninda kontrole kiyasla
neredeyse hi¢ hasara yol agmadigi ve 0,5, 1 ve 2 mM FA uygulamalarinin oranlarinin sirastyla
%35,40, %38,59 ve %36,55 oldugu belirlenmistir. Yine, NaCl stresi ve FA’nin birlikte
uygulamalarinda ise FA’nin olumlu etki yaparak NaClI stresinin hiicre membranindaki etkisini
azalttig1 ve en iyi etkiyi | mM FA dozunda gosterdigi (%41,72) gozlemlenmistir (Tablo 10).
Bunun yan sira, ¢calismamizda MDA miktarini belirlemede FA’nin tek basina uygulamalarinda
FA’nin tiim dozlarinin kontrole gére MDA miktarinda azalisa neden olduklari ve 1 mM FA’nin
%18,63 orani ile en ¢ok azalis gosterdigi gozlemlenmistir (Tablo 10). Yine, NaCl stresi ve FA
dozlarinin birlikte uygulamalarinda 0,5, 1 ve 2 mM FA dozlarinin NaClI stresi altinda MDA
miktarinda olumlu etki yaptiklari goriilmiis ve NaCl stresinin olumsuz etkisini ortadan
kaldirarak azalisa sebep olduklar1 (sirasiyla %17,89, %19,35 ve %3,06) belirlenmistir (Tablo
10).
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Kaur et al. (2017), NaCl stresine (10 dS/m) maruz kalan bugday c¢esitlerine (HD2329
ve Kharchia local) ait fidelere uyguladiklar gesitli fenolik asitlerin (20 ppm ferulik, 10 ppm
kafeik, 10 ppm p-kumarik, 5 ppm salisilik ve 15 ppm sinapik asit) antioksidatif savunma sistemi
tizerindeki etkisini belirlemislerdir. Fenolik asit uygulamalarinda her iki ¢esidin NaCl stresi
altindaki bugday fidelerinde elektrolit sizintisini, H2O2 ve MDA igerigini azalttigini tespit
etmislerdir. Kuraklik kosullarinda yapraktaki su eksikligine tepki olarak hiicre duvarina bagl
FA igeriginde gozlenen artisin, kuraklik kosullarinin neden oldugu koruyucu mekanizmalardan
birinin olabilecegi tahmin edilmektedir (Hura et al. 2012). Dolayisiyla su eksikligi sartlarinda
icsel FA miktarinda goriilen artigla birlikte ¢alismamizda ekzojen FA uygulamasinin bu
koruyuculugu iyice artirdig diisiiniilebilir.

Tablo 10. NaCl ve FA Dozlart Uygulamalarinin Fasulyede Yaprak Nispi Su Icerigi (%),
Klorofil igerikleri (SPAD) ve Hiicre Membran Hasar1 (%) Degerlerit

Klorofil icerigi

Uygulama YNSI % (SPAD) HMH%
Kontrol 85,63 41,332 35,649
0,5mM FA 86,23° 40,23° 35,409
1 mM FA 82,524 38,43° 38,59°
2 mM FA 80,59° 37,609 36,55
NaCl 26,58f 34,47° 95,332
0,5 mM FA + NaCl 80,85° 35,50° 64,41°
1 mM FA + NaCl 84,55¢c 39,7% 41,7
2 mM FA + NaCl 88,492 40,07° 45,36°
Ortalama 76,93 38,42 49,12
VK% 1.01 0.84 0.68

1: Ayni siitunda aym harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

Hidrojen peroksit (H202) miktarimnin belirlenmesi

Bitkilerde stres kosullarinda meydana gelen oksidatif hasarin en 6nemli sebeplerinden birisi
serbest radikal [stiperoksit radikali (O2), hidroksil radikali (OH"), perhidroksi radikali (HO>) ve
alkoksi radikali (RO)] ile radikal olmayan (molekiiler) [hidrojen peroksit (H20,) ve tekli oksijen
(*O2)] cesitli ROT’lardir (Zhao et al. 2001). ROT, hiicrede membran lipitleri, niikleik asitler,
proteinler, klorofiller ve makro molekiillere zarar vermektedir (Hong et al. 2009). Calismamizda
NaClI stres uygulamasinda H>O miktarinda kontrole kiyasla %66,91 artig gézlemlenmistir (Tablo
11). Caligmamiza benzer olarak, Karabay et al. (2021), 25 ve 50 mM NaCl uyguladiklari
P.vulgaris’te stresin etkisiyle H2O» miktarinin kontrole kiyasla yaklagik 1,6 kat arttigini

belirlemislerdir. Bunun yami sira ¢alismamizda, FA’nin tek basma uygulamalari kontrolle
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kiyaslandiginda kontrole yakin degerlerde bir artis gosterdigi belirlenmistir. NaCl stresi ve FA
dozlarmin birlikte uygulamasinda NaCl stresinin olumsuz etkisine kiyasla, H>O2 miktarinda azalma
olmus ve 0,5, 1 ve 2 mM FA dozlarinda sirastyla %41,13, %49,01 ve %27,64 oranlarinda azalis
olarak belirlenmistir (Tablo 11). Misirda yapilan bir ¢alismada, NaCI stresi altinda FA’nin
tyilestirici etkileri incelenmis ve FA’nin iyon homeostazini diizenleyerek, lipid peroksidasyonunu
azaltarak ve hiicresel biitiinliigi koruyarak NaCl stresinin olumsuz etkilerini hafiflettigini
gozlemlemislerdir. FA’nin muhtemelen ROT lar1 temizleme rolii aracilifiyla, tuz kaynakli hasara

kars1 bir koruyucu madde olarak islev gordiigiinii 6ne stirmiislerdir (Khan et al. 2020).

Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Bitkiler stres kosullarinda serbest oksijen radikallerini etkisiz hale getiren antioksidan
enzim aktivitelerine sahiptirler. Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hasar1 6nlemek i¢in
bitkiler, stres durumlarinda SOD, CAT, POD, APX ve GR gibi antioksidan enzimler iiretirler.
Farkli bitki tiirlerinde tuz stresinin zararl etkilerini minimuma indirgemek igin bitkilerdeki
antioksidatif enzim aktivitelerinde meydana gelen degisikliklerin incelenmesi iizerine

literatiirde ¢ok fazla ¢calisma mevcuttur.

Caligmamizda NaCl stresi altinda FA uygulamasinin SOD, POD ve APX enzim
aktiviteleri tizerine olan etkileri incelenmistir. Tek basina NaCl stresi uygulamasinda SOD
aktivitesinin kontrole kiyasla %54,70 oraninda artis gosterdigi gézlemlenmistir (Tablo 11).
Cesitli fasulye genotipleri iizerinde yiiriitiilen bir ¢alismada, tuz stresine (2,5 ve 5,0 dS m™)
maruz birakilan P.vulgaris genotiplerinde SOD enzim aktivitesinde bir artig saptanmigstir. Bu
artis, ROT {iretiminin artmasi sonucunda ortaya ¢ikmakta olup, enzim aktiviteleri, MDA ve
H20:> igeriklerinde ROT'a kars1 etkin bir koruma saglandiginin kanitidir (Jebara et al. 2005).
Ayrica, P. vulgaris genotipleri arasinda tuza dayanikli olan genotipin daha yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi, bu sayede tuz stresinden daha az zarar gordiigii ve SOD aktivitesinin tuz
toleransiyla gii¢lii bir baglantisi oldugu belirtilmistir (Jebara et al. 2005). SOD, O2’nin H202’ye
dontistiiriilmesini saglayan bir dismutasyon reaksiyonunu katalizlemektedir. ROT’larin zararh
etkilerine kars1 bitkilerde savunma mekanizmasinin 6n saflarinda yer alan SOD, bu nedenle

bitki stres toleransi agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir (Diego et al. 2003).

Calismamizda NaClI stres uygulamasinda POD enzim aktivitesinde kontrole kiyasla
%19,58 oraninda artis gézlemlenmistir (Tablo 16). Rahmana et al. (2003), dort farkli patates
cesidinde 50, 100 ve 150 mM NaCl stresi uygulamalarmin SOD, POD ve CAT enzim
aktivitelerinde artisa yol actigimi saptamislardir. Aydin et al. (2010), farkli tuz gesitlerini
kullanarak stres olusturduklar1 fasulyede en yiiksek antioksidan enzim aktivitesinin SOD ve

POD’da 120 mM NaCl uygulamasinda oldugunu belirlemislerdir. POD’un temel islevi,
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fenoksil radikali (PhO") tiretmek igin fenolik bilesikleri (PhOH) oksitlemektir. Burada, H20>
bir elektron alicisi olarak bu reaksiyona katilmakta ve H20'ya doniistiiriilmektedir
(Hasanuzzaman et al. 2020). Bu enzim, hem proteini yapisina sahip olup, fenolik bilesikler,
aminler, askorbik asit, indoller ve ¢esitli inorganik iyonlar gibi genis bir yelpazede hidrojen
vericilerini kullanarak H2O> araciligiyla oksidasyon islemlerini gergeklestirmektedir (Gijzen
1993).

Arastirmamizda, NaCl stres uygulamasi kontrolle karsilastirildiginda APX enzim
aktivitesinde %5,15 artis goriildiigii gozlemlenmistir (Tablo 11). Yasar et al. (2008), fasulyede
4F-89 ve GS57 cesitlerini 7 giin boyunca 50 ve 100 mM NaCl stresine maruz birakmaislar ve
CAT ve APX aktivitelerinin her iki ¢esitte de tuz stresi arttik¢a arttigini ancak tuza hassas 4F-
89 cesidinin tuza toleransli GS57 cesidine kiyasla daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Farhangi et al. (2017), 6 ve 12 dSm 1 NaCl stresi altinda fasulyede (Phaseolus vulgaris L. cv.
Derakhshan) CAT, APX, POD, SOD ve polifenol oksidaz aktivitelerinin ve yaprak ve koklerde
MDA, O™ ve H20: iceriginin kontrol grubuna kiyasla artirdig1 belirlenmistir.

Calismamizda FA’nin tek basina uygulamalarinin SOD, POD ve APX enzim aktivitelerinde
kontrole kiyasla genel olarak artig gdsterdigi belirlenmistir. SOD aktivitesinde en fazla artis 0,5
mM FA uygulamasinda goriiliirken, POD ve APX aktivitelerinde 1 mM FA uygulamasinda
olmustur (Tablo 16). NaClI stresi ve FA dozlarmin birlikte uygulamasinda ise FA dozlarinin
NaClT stresinin olumsuz etkisini azaltarak SOD aktivitesinde 0,5, 1 ve 2 mM FA dozlarinda
strastyla %6,06, %7,77 ve %4,16 oranlarinda; POD aktivitesinde %6,12, %15,33 ve %0,30
oranlarinda ve APX aktivitesinde %15,20, %40,41 ve %21,28 oranlarinda azalis gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 11). Li et al. (2013), kuraklik stresi ve FA uyguladiklar1 salatalik
fidelerinde FA uygulamasi ile CAT, SOD ve GR aktivitelerinin oldukca artis gosterdigini
belirlemislerdir. Shu et al. (2022), domatesde soguga karsi toleransta eksojen FA'nin soguk
hasarmin siddetini azalttigini, FA'nin osmotik diizenleyici madde ve antioksidan enzimlerin
(APX, POD, SOD ve CAT) aktivitelerini artirdigini, H2O, miktarin1 ise azalttigin
belirlemislerdir. Yine ¢alismamiza benzer olarak, Dos Santoz et al. (2008), soya fasulyesinde
yapilan FA uygulamasinda POD aktivitesinin arttigini, H20:2 iceriginde azalmanin meydana
geldigini, kok wuzunluklarinda ise genel olarak degisimin meydana gelmedigini

gozlemlemislerdir.

Bu caligmalar, FA’nin eksojen olarak uygulanmasinin bitkilerin tuz stresine toleransini
artirma potansiyelini vurgulamaktadir. FA’nin antioksidan ve serbest radikal temizleme
ozellikleri, bitkilerde tuz stresinin yaygin bir sonucu olan oksidatif stresi hafifletmedeki

etkinligine katkida bulunmaktadir. FA yapisal olarak benzen halkasinda (3-metoksi ve 4-
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hidroksil) elektron veren bir gruba sahiptir ve bu durum FA’ya serbest radikal zincir
reaksiyonunu sonlandirma konusunda ek bir 6zellik saglamaktadir (Teixeira et al. 2013). Bunun
yani sira, Srinivasan et al. (2007), FA'nin giiglii bir antioksidan olarak gérev yapabilme
yeteneginin, fenolik ¢ekirdegi ve genisletilmis yan zincir konjugasyonundan kaynaklandigini
ispatlamiglardir. Calismamizda FA’nin antioksidan enzim aktivitelerini genel olarak kontrole

kiyasla artirmasi bu yapisal 6zelliginden kaynakli olabilmektedir.

Tablo 11. NaCl ve FA Dozlar1 Uygulamalarinin Fasulyede Antioksidan Enzim Aktiviteleri
(SOD, POD, APX) H20, Ve MDA Degerlerit

Uygulama SOD POD APX H.0; MDA
(EU/gTA) (EU/gTA) (EU/QTA) (nmol/kg) (nmol/kg)
Kontrol 49,14% 13,37f 2,09" 1351,01¢ 0,735°
0,5mM FA 59,69° 14,77¢ 2,33¢ 1222,68¢ 1,122°
1 mM FA 46,70¢ 17,69¢ 4,29° 1054,00¢ 0,872¢
2 mM FA 51,53° 13,45' 3,18 1419,97° 0,977¢
NaCl 76,022 19,5% 5,15¢ 2255,09° 1,436°
0,5 mM FA + NaCl 79,572 20,78° 5,93° 1327,55¢ 1,179°
1 mM FA + NaCl 80,85° 22,59° 7,23 1149,67" 1,161°
2 mM FA + NaCl 78,142 19,52¢ 6,25° 1631,58° 1,392¢
Ortalama 65,20 17,72 4,56 1426,44 1,109
VK% 4,02 0,79 1.45 1.43 4.16

1: Ayni siitunda aym harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

PvCPP5, PvGSTU3, PvGPATY9, PvSOD ve PvAPX gen ifadelerinin belirlenmesi

Bitkilerin stres faktorlerine karst molekiiler diizeyde gelistirdikleri savunma
mekanizmalarindan biri de gen ifadesinin diizenlenmesidir. Calismamizda tuz stresi ve {i¢ farkl
dozda FA uygulamalarinin PvCPP5, PvGSTU3, PvGPAT9, PvSOD ve PVAPX genlerinin ifade

seviyelerine olan etkileri incelenmistir.

Bitkilerin stres kosullarinda korunmasi ve gelisim siireclerini tamamlayabilmesi i¢in,
transkripsiyon faktorleri hayati dnem tasimaktadir. Bitkilerde ve hayvanlarda yaygin olarak
bulunan ancak prokaryotlarda ve mantarlarda bulunmayan sisteince zengin Cysteine (Cys)-rich
polycomb-like protein (CPP) transkripsiyon faktorleri, ¢esitli abiyotik streslere yanit
mekanizmasinda, bitkilerde hiicre boliinmesinin ve tiireme dokularmin gelisiminin
diizenlenmesinde ve ¢oklu hormonlarin uyarilmasi gibi siire¢lerde 6nemli rol oynamaktadir
(Riechmann et al. 2000; Andersen et al. 2007; Zhou et al. 2018). Calismamizda NaCl stresinin
tek basina uygulamasinda PvCPP5 geninin ifadesini kontrole kiyasla oldukga artirdigi (9,47)
belirlenmistir (Sekil 16). Onceki calismalarda CPP gen ailesinin tuz, kuraklik, sicak gibi stres

faktorlerinden etkilenerek ifadesini degistirdigi Glycine max (Cvitanich et al. 2000), Zea mays
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(Brzeska et al. 2010), Cucumis sativus L., (Zhou et al. 2018), Camellia sinensis L. Kuntze (Nan
et al. 2021) ve Arabidopsis thaliana (Andersen et al. 2007; Hauser et al. 2000; Hauser et al.
1998; Liu et al. 1997; Song et al. 2000) gibi ¢esitli bitki tiirlerinde tespit edilmistir. CPP gen
ailesi farkli CPP genlerinden olugsmakta olup, bu genlerin ifadesinin bitki ¢esidine, bitkinin
organlarina, stresin cesidine, siddetine ve etki siiresine bagli olarak degiskenlik gosterdigi
cesitli caligmalarda kanitlannmustir. Ornegin, hiyarda yapilan bir ¢alismada CSCPP1, CsCPP2,
CsCPP3, CsCPP4 ve CsCPP5 genlerinin ifadesi tuz stresi altinda diislis gosterirken (Zhou et
al. 2018), fasulyede ise PvCPP3, PvCPP4 ve PVCPP5 genlerinin ifadesi ¢alismamiza paralel
olarak artig gostermistir (Rakhimzhanova et al. 2023).

Tek basina 0,5, 1 ve 2 mM FA uygulamalarinda ise PvCPP5 geninin ifadesinin kontrole
yakin degerlerde olduklar1 ve ¢ok degiskenlik gostermedigi (sirasiyla 1,89, 1,25 ve 1,22)
belirlenmistir. NaCl ile birlikte yapilan FA uygulamalarinda ise gen ifadesinin oldukga artig
gosterdigi, en yliksek artisin ise 2 mM FA uygulamasinda oldugu (19,65) belirlenmistir (Sekil
16). CPP trankripsiyon faktdriiniin CXC domaini DNA sekanslarina baglanarak hedef gen
ifadesini diizenlemektedir. Bu gen ailesinin bitkilerde bagka genlerle etkilesime gecerek strese
toleransin kazanildigit Sun et al. (2023) tarafindan gosterilmistir. Calismamizda FA
uygulamasinin i¢sel FA miktariin artisini indiiklenmesi ile bu genin ifadesini indiikleyerek

artisa neden olmasi ile agiklanabilir.
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Sekil 17. NaCI ve FA uygulamalarina gore P.vulgaris L. “Gina” ¢esidinde PvCPP5 mRNA
ifade seviyeleri (2744
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PvGSTUS3 geninin ifadesinin NaCl ve FA wuygulamalar altindaki degisimini
inceledigimiz ¢alismamizda, tek basina NaCl uygulamasinin kontrole kiyasla genin ifadesini
disiirdiigii (0,42) belirlenmistir (Sekil 17). GST’ler bir izozim ailesinin iiyeleri olup,
indirgenmis tripeptit glutatyonun ¢esitli hidrofobik ve elektrofilik substratlara konjugasyonunu
katalize ederler (Cummins et al. 2011; Kim et al. 2011). Stres esnasinda miktarlar1 artan
ROT’larin diizenlenmesinde ve oksidatif strese karsi hiicre redoksunun saglanmasinda
antioksidan enzimler kadar GST gibi diizenleyici proteinlere de ihtiyac vardir. Bazi ¢alismalar,
soya fasulyesi kok nodiillerinin, ROT'a yanit veren, ROT homeostazisini diizenleyen ve ayni
zamanda oksidatif bozunma iiriinlerini uzaklastirmak tizere antioksidan olarak gorev yapan bol
miktarda GST icerdigini gostermistir. GST'ler ayrica peroksitleri dogrudan temizlemek icin
glutatyon peroksidazlar (GPX'ler) olarak da gorev yapmaktadirlar (Dixon et al. 2002; Frova
2003). Baz1 calismalarda, GST gen ailesinin farkli stresler altinda farkli bitki tiirlerinde
ifadesinin arttigi (Ji et al. 2010; Yang et al. 2014) belirlenirken, bazi galismalarda ise
aragtirmamizda oldugu gibi azaldig1 goriilmiistiir (Muslu et al. 2023;Csiszar et al. 2014).
Yapilan bir ¢aligmada, AtGSTF2 ve AtGST6'nin bagimsiz olarak farkli streslere karsi farkl
transkript seviyeleri gosterdigi, bu, GST siiper ailesinin transkript diizenlemesinin birden fazla
mekanizma tarafindan kontrol edildigini gostermistir (Jiang et al. 2007).

Ayrica, tek basina FA dozlariin PvGSTU3 geninin ifadesini artirdigi, en yliksek ifade
oraninin 1 mM FA dozunda oldugu (4,57) tespit edilmistir. Bunun yani sira, NaCl ve FA
uygulamalarinin birlikte yapildigi orneklerde, PvGSTU3 geninin ifadesi artis gdstermekle
birlikte, en yiiksek ifade oran1 NaCl + 1 mM FA uygulamasinda (2,68) belirlenmistir (Sekil 17).
Nitekim, FA’nin GST ve karboksilesteraz detoksifikasyon enzimleri arasindaki iliskiyi
belirleyebilmek i¢in geltikte yapilan bir ¢alismada, diisiik miktardaki FA’nin NIGSTD1 and
NIGSTE1 genlerinin ifadesini artirmada daha etkili oldugunu, yiiksek doz FA’nin toksik etki
yaptigin1 gostermiglerdir (Yang et al. 2017). FA’nin bu genin ifadesini artirmasi, ROT
detoksifikasyonuna karst FA’nin savunma mekanizmasinda rol aldigimin gdstergesi

olabilmektedir.
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Sekil 18. NaClI ve FA uygulamalarina gére P. vulgaris cv. “Gina” ¢esidinde PvGSTU3 mRNA
ifade seviyeleri (2742

Calismamizda PvGPAT9 geninin ifadesinin tek basina NaCl uygulamasinda kontrole
kiyasla arttig1 (4,76) belirlenmistir (Sekil 18). GPAT, membran lipitlerinin biyosentezinde rol
alan anahtar bir enzimdir. Bitkiler, bitki lipitleri, steroller, gliserol lipitleri ve lipit polyesterleri
dahil olmak tizere ¢esitli yag asitleri ve tiirevlerini igermektedir. Hiicre dist koruyucu
katmanlarin ve sinyal molekiillerinin temel bilesenleri olan lipitler, hiicre zarinin
olusturulmasina yardimci olmakta ve hiicre metabolizmasi i¢in gereken enerjiyi saglamaktadir.
Ayrica, bitki bliyiimesi, gelisimi ve stres toleransi gibi ¢esitli fizyolojik ve metabolik siireclerde
onemli bir rol oynamaktadir (Gidda et al. 2009; Okazaki and Saito 2014; Nakamura 2017).
Lipit sentezinde rol alan genlerden biri olan GPAT gliserolipid itiretimi igin gereklidir. Ayni
zamanda ¢esitli metabolik ve fizyolojik siireglerde de gorev almaktadir. Daha 6nce yapilan bir
calisgmada GPAT geninin stres toleransi ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Paya-Milans et al.
2016).

Domates yapraklarinda GPAT geninin (LeGPAT) ifadesinin diisiik sicakliklarda arttig1, yiiksek
sicakliklarda azaldigr rapor edilmistir. LeGPAT geninin asir1 ifadesi, fosfatidilgliseroliin
doymamis yag asidi i¢erigini arttirarak donma toleransini artirmistir (Sui et al. 2007b). Benzer
sekilde, domateste LeGPAT"n asir1 ekspresyonu donmayi (Sui ve ark. 2007a) ve tuz toleransini
(Sun ve ark. 2010) tesvik ederken, Arabidopsis'te Suaeda salsa GPAT geninin (SsGPAT) asir1
ekspresyonu tuz toleransini gelistirmistir (SSGPAT). Sui ve digerleri (2017). Calismamiza
benzer sekilde tuz stresinin GPAT geninin ifadesindeki etkilerini belirlemek {izere yaptiklar

caligmalarinda Kasapoglu et al. (2024), 150 mM NaCl stresinin PvGPAT5, PvGPAT7 ve
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PVGPAT9 genlerinin ifadesinde kontrole kiyasla arttigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
caligsmamiza paralellik gdstermekle birlikte, PvGPAT9 geninin stres toleransl ile iliskili oldugu
distiniilmektedir.

Tek bagina FA uygulamalarinda kontrole kiyasla PvGPAT9 geninin ifadesinin arttig1,
ancak doza bagli olarak azalis gosterdigi saptanmistir. Bu oranlar 0,5, 1 ve 2 mM FA
uygulamalari igin sirasiyla 2,75, 2,50 ve 1,54 olmustur (Sekil 18). NaCl ve FA dozlarinin
birlikte uygulamalarinda ise PvGPAT9 geninin ifadesinin kontrole kiyasla artis gosterdigi
belirlenmistir. NaCl uygulamasi ile birlikte en yiiksek gen ifade artist NaCl + 2 mM FA
uygulamasinda (2,64) olmustur (Sekil 18).

GPAT’lar bitkilerde lipit biyosentezinde yer alan, membran ve depolama lipit
tiretiminin ilk adimin1 katalize eden bir enzim sinifidir. Ferulik asitler bitki membranlarinda yer
alan ve strese karsi bariyer gorevi iistlenen fenolik bir gruptur. Dolayisiyla, ¢alismamizda
FA’nin PvGPATY9 geninin ifadesinin artirmasi strese karst hiicre membraninda yer alan lipit

tiretimini artirarak hiicreyi daha dayanikli hale getirmesi ile iliskilendirilebilir.
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Sekil 19. NaClI ve FA uygulamalarina gore P. vulgaris cv. “Gina” ¢esidinde PvGPAT9 mRNA
ifade seviyeleri (2744

Calismamizda PvSOD geninin ifadesinin tek basina NaCl stresi altinda kontrole kiyasla
oldukga artis gosterdigi (8,40) belirlenmistir (Sekil 19). Bununla birlikte tek basina 0,5, 1 ve 2
mM FA uygulamalarinda PvSOD geninin ifadesi kontrole kiyasla artig gdstermis ve bu artis
oranlar sirasiyla 3,93, 1,27 ve 1,65 olmustur (Sekil 19). Ayrica, NaCl ve 0,5, 1 ve 2 mM FA
uygulamalarinda ise PvSOD geninin ifadesi kontrole kiyasla olduke¢a yiiksek oranlarda artig

gOstermis ve bu oranlar sirasiyla 11,59, 12,64 ve 19,48 olmusturPvSOD geninin ifadesi kontrole
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kiyasla oldukga yiiksek oranlarda artis géstermis ve bu oranlar sirasiyla 11,59, 12,64 ve 19,48
olmustur (Sekil 19).
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Sekil 20. NaCI ve FA uygulamalarina gére P. vulgaris cv. “Gina” ¢esidinde PvSOD mRNA
ifade seviyeleri (2744

Arastirmamizda PVAPX geninin ifadesinin tim uygulamalarda kontrole kiyasla artig
gosterdigi belirlenmistir. Tek basina NaCl uygulamasinda PVAPX geninin ifadesi oldukg¢a
yiksek bir oranda artis gostermistir (10,44) (Sekil 20). Yine, 0,5, 1 ve 2 mM FA
uygulamalarinin kontrole kiyasla PVAPX geninin ifadesini artirdigi ve bu artisin doza bagl
olarak yiikseldigi tespit edilmistir (sirasiyla 3,41, 3,99, 6,51). NaCl ve FA dozlarinin birlikte
uygulamalarinda ise en yiiksek artisin NaCl + 1 mM FA dozunda oldugu belirlenmistir (25,62)
(Sekil 20).
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Sekil 21. NaCI ve FA uygulamalarina gore P. vulgaris cv. “Gina” ¢esidinde PvAPX mRNA
ifade seviyeleri (2742

Calismamizda antioksidan parametreleri belirlemek iizere yaptigimiz SOD analizinde,
bu enzimin miktarindaki artig ile PvSOD geninin gerek tek basina NaCl stresi/FA uygulamalari,
gerekse kombine uygulamalarda ifade profilleri uyumluluk gostermistir (Sekil 19). APX
analizi ise PvAPX geninin ifadesi ile genel olarak bir uyum gostermekle birlikte, NaCl + 1 mM
FA uygulamasinda tam bir uyum goriilmiistiir (Sekil 20). Bu uyum 1 mM FA dozunun en iyi
etki yaptiginin gostergesi olabilecegini diisiindiirmektedir. Cheng et al. (2018), yaban mersini
bitkisinde 0,6 mM FA uygulamasinin Fe-SOD, sitoplazmik Zn/Cu-SOD, APX, guaiakol
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz1 kodlayan genlerin transkripsiyonunu artirdigini
belirlemislerdir. FA uygulamasi ile birlikte sicaklik uygulamasi yapildiginda ise bu genlerin
ifadelerinin daha da arttif1 tespit edilmistir. Burada FA uygulamasinin igsel FA igerigini
artirarak, ROT birikimini azaltarak ve prolin ve ¢Oziiniir seker icerigini artirarak sicaklik
stresini hafiflettigi gézlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, Potentilla atrosanguinea and Rheum
australe bitkilerinde Cu/Zn-SOD ve APX tarafindan diizenlenen optimum ekstraseliiler H20>
seviyelerinin, tuz stresi sirasinda ikincil hiicre duvar1 biyosentezini etkileyerek transgenik
bitkilere ekstra mekanik gii¢ ve tolerans sagladigi tespit edilmistir. Calismada ayrica H2O2'nin,
PaSOD ve RaAPX genlerini asir1 ifade eden transgeniklerde sinyallemeye aracilik ettigini ve
bunun da vaskiiler sistemde ve interfasikiiler kambiyumda agir lignin birikmesine yol actig1
rapor edilmistir (Shafi et al. 2015). Calismamizda FA uygulamalarinin yine igsel FA seviyesini
artirarak hiicre duvarinin strese karst koruyucu mekanizmayi artirmasi ve ligninlesme ile

antioksidan genlerinin ifadesinin artmasi iliskilendirilebilir.
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SONUC VE ONERILER

Bu caligmada elde edilen veriler ve daha sonra yapilacak arastirmalara yonelik 6neriler

asagida siralanmistir.

1.

Tuz stresinin, baz1 morfolojik ve fizyo-biyokimyasal parametreleri olumsuz etkiledigi
tespit edilmistir.

FA uygulamalarinin NaCI stresinin neden oldugu olumsuz etkileri azalttigi, 1 mM FA
dozunun ise diger dozlara kiyasla en iyi etki gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte,
2 mM FA dozunun bazi parametrelerde tuz stresi ile benzer sonuglar vermesi FA’nin
belirli bir miktardan sonra toksik etki yaptiginin gostergesidir. Ancak, bu durumun
ayrintili olarak incelenmesi gerekmektedir.

Arastirmada, kontrole kiyasla tuz stresi altinda PvCPP5, PvGPAT9, PvSOD ve PVAPX
gen ifadelerinin artis gosterdigi ancak PvGSTUS3 genin ifadesinde azalis meydana
getirdigi belirlenmistir.

FA uygulamalarinin caligilan tiim genlerde ifade oranlarini artirmasi, FA’nin stres
mekanizmasinda direkt olarak etkili oldugunun kanitidir.

Gerek tek basina FA uygulamalarinda, gerekse tuz stresi ile birlikte uygulamalarinda
FA’nin 1iyilestirici etkisinin tespit edilmesi ile FA’nin eksojen kullaniminin
uygulanabilirligi ya da i¢csel FA miktarinin ¢esitli mekanizmalar veya uyaricilar
araciligiyla biyoteknolojik yontemlerle artirilarak bitki 1slahinda yer verilmesi sonucuna

varilmistir.
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