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OZET

Bu arastirmada, tuz (NaCl) stresi, askorbik asit (AsA) ve AsA+tuz uygulamalarinin misir
bitkisinde fide doneminde bazi fizyolojik Ozellikler ve dehidrin proteinlerine etkisi
arastirilmistir. Denemede kullanilan ADA9516 ¢esidine ait tohumlar, oda sicakliginda saf
su ve 50 mM AsA ile 24 saat boyunca priming uygulamalarina maruz birakilmistir. Daha
sonra her uygulamaya ait tohumlar saf su ile yikanip 48 saat boyunca oda sicakligina
ayarlanmis etiivde orijinal agirligina yakin oluncaya kadar kurutulmustur. Tohumlar, kum
ve toprak (1:1) igeren saksilarda 30-15 (+2) °C (glindiiz/gece) sicaklikta, ~%60 nemde,
fideleri 5-6 yaprakli oluncaya kadar yetistirilmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme
desenine uygun olarak 3 tekerrlrlii ve her tekerriirde 12 bitki icerecek sekilde kurulmustur.
Denemede kontrol grubu, 2 farkli NaCl (50 mM ve 100 mM), kontrol+50 mM AsA ve 2
farkli NaCl+AsA (50 mM NaCl+50 mM AsA, 100 mM NaCl+50 mM AsA)
konsantrasyonu kullanilmigtir. Otuz guin siiren deneme sonunda yapilan analiz sonuglari
degerlendirildiginde; ASA uygulamasi hem kontrol hem de 50 mM NaCl uygulamasinda
iyon sizintis1 oranini diigiirmiistiir. Ayrica 100 mM NaCl+AsA uygulamasinin turgor
kaybin1 6nemli 6l¢iide iyilestiridigi tespit edilmistir. Askorbik asit miktar1 AsA uygulamasi
ile tiim uygulama gruplarinda artig gostermistir. Tuz stresi toplam klorofil (Chl) miktarinda
artisa neden olmus, bu artis AsA uygulamasi ile 50 mM NaCl+AsA uygulamasinda 50 mM
NaCl uygulamasi ile kiyaslandiginda 6nemli dl¢iide azalmistir. Misir yaprak dokularinda
prolin miktarinin hem NaCl uygulamalari hem de NaCl+AsA uygulamalari ile arttig1 tespit
edilmistir. Ayrica NaCl+AsA uygulamalar1 toplam ¢0ziinebillir protein igeriginde belirgin
bir artis saglamistir. Protein profilleri incelendiginde; 6-250 kDa arasinda degisen yeni
sentezlenen protein bantlart belirlenmistir. Tuz stresi bazi protein bantlarinin kaybina
sebep olmustur. En yogun protein bandmin kontrol+AsA uygulamasinda 50 kDa
biiyiikliigiinde oldugu belirlenmistir. Immiinblot analizi sonuglar1 ile tuz stresi ve AsA
uygulamalar1 sonucunda olusan spesifik proteinler tespit edilmistir. ADA 9516 ¢esidinde 3
farkl1 dehidrin proteini (58, 50 ve 35 kDa) birikimi gozlemlenmistir. Bu proteinlerin tuza

toleransta etkili olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Askorbik asit, dehidrin proteinleri, misir, priming, tuz stresi.
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SUMMARY

The effects of salt (NaCl) stress, ascorbic acid (AsA), and AsA+salt treatments on various
physiological parameters and dehydrin proteins in maize seedlings were examined in this
work. The seeds of the ADA9516 variety utilized in the experiment were primed for 24
hours at room temperature with distilled water and 50 mM AsA. The seeds from each
application were then washed with distilled water and dried for 48 hours in a room
temperature oven until they were near to their original weight. The seeds were grown in
pots with sand and soil (1:1) at 30-15 (x2) °C (day/night) and 60% humidity until the
seedlings had 5-6 leaves. The experimental random plots were established according to the
trial design with 3 replications, each replication consisting of 12 plants. The experiment
utilized a control group, two different NaCl concentrations (50 mM and 100 mM),
control+50 mM AsA and two different NaCl+AsA concentrations (50 mM NaCl+ 50 mM
AsA, 100 mM NaCl+ 50 mM AsA). When the results of the thirty-day trial are considered,
ascorbic acid application reduced the ion leakage rate in both control and 50 mM NaCl
applications. Furthermore, it was discovered that using 100 mM NaCIl+AsA greatly
improved the loss of turgidity. With AsA application, the level of AsA rose in all treatment
groups. Salt stress increased the total amount of total chlorophyll (Chl), whereas AsA
administration considerably reduced this increase compared to 50 mM NaCl application in
50 mM NaCIl+AsA application. It was found that both NaCl and NaCl+AsA treatments
enhanced the quantity of proline in maize leaf tissues. Furthermore, NaCl+AsA treatments
increased total soluble protein content significantly. When protein profiles were evaluated,
newly produced protein bands ranging from 6-250 kDa were discovered. Some protein
bands were lost as a result of salt stress. In the control+AsA application, the most intense
protein band was determined to be 50 kDa. Specific proteins generated as a result of salt
stress and AsA treatments were identified using immunoblot analysis. In the ADA 9516
cultivar, three distinct dehydrin proteins (58, 50, and 35 kDa) accumulated. These proteins

have been shown to be useful in salt tolerance.

Keywords: Ascorbic acid, corn, dehydrin proteins, priming, salt stress.
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1. GIRIS VE AMAC

Masir bitkisi (Zea mays L.), Carl Linnaeus tarafindan 1753 yilinda tanimlanmistir
(Linnaeus, 1753). Bilimsel adi "Zea mays" olarak bilinen musir bitkisi, Poaceae
(bugdaygiller) familyasina ait, dliinya ¢apinda 6nemli C4 metabolizmasina sahip tek yillik
bir tahil bitkisidir (Kumar ve Jhariya, 2013; Scott ve Emery, 2016).

Misir, Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde yaygin olarak yetistirilmektedir ve {ilkenin
tarimsal ekonomisinde biiyiik bir éneme sahiptir. Ozellikle Karadeniz Bolgesi, Ege
Bolgesi, I¢ Anadolu Bélgesi ve Giineydogu Anadolu Bélgesinde musir yetistiriciligi
yogunlagmistir. Tiirkiye'de, hem ticari Slgekte hem de kiigiik ¢iftgiler tarafindan farkl
musir gesitleri tercihlere bagli olarak yetistirilmektedir. Misir, hem hayvan yemi olarak
hem de insan beslenmesinde ve ayn1 zamanda endiistriyel iiriinlerin {iretiminde degerli bir

hammadde olarak kullanilmaktadir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2019).

Tiirkiye'de musir tiretimi son donemlerde st Uste rekor seviyelere ulasmustir.
2020/21 doneminde 6,5 milyon ton musir iiretilmis ve bu veriler 2021/2022 déneminde
6,75 milyon tona yiikselmistir. Konya, Sanliurfa ve Adana gibi iller misir iretiminde 6nde
gelen iller arasinda yer almaktadir. Yem sanayi, Tiirkiye'de iiretilen misirin %81'ini
kullanmaktadir. Ayrica, musir tiretiminde Tiirkiye'nin kendine yeterlilik oran1 2020/21
doneminde %85'e yiikselmistir (TUIK, 2022). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) 2020/21 donemindeki verilerinde ise; kiresel misir iiretimi 1,1 milyar ton olarak
kaydedilmektedir. Bu siire zarfinda, misir {iretiminde en biiyiik paya sahip olan tlkeler
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Cin olarak belirtilmistir. Amerika Birlesik
Deviletleri, en biiyiik iiretici ve ihracat¢i konumunda bulunurken, Cin ise en biiyiik ithalatci
ilke olarak oOne ¢ikmaktadir. Bu durum, ABD'nin biiyliik o6l¢iide musir iiretimine
odaklanmasiin yani sira Cin'in misir talebinin yiiksek olmasiyla iligkilendirilmektedir
(FAO, 2021).



Misir bitkisinin yetistirilmesi i¢in temel faktorler arasinda sicak iklim kosullari,
verimli topraklar, diizenli sulama, dogru giibreleme ve hastalik/zararli kontrolt énemli bir
rol oynamaktadir. Misir bitkisinin ¢imlenme doneminde ideal sicaklik araliginin 10-11°C
oldugu onerilirken, 15 °C'nin ¢imlenmeyi hizlandirdig: belirtilmistir. Optimal kosullarda,
musirin ilkbahar ve yaz aylarinda ekimi gergeklestirilmeli ve 20-30 °C arasindaki sicaklik
araliginda gelisimi saglanmalidir (Kirtok, 1998). Bitki, iyi drene edilen ve besin agisindan
zengin topraklar tercih etmektedir. Sulama faaliyetleri, bitkinin su gereksinimini diizenli
olarak karsilamak amaciyla diizenli bir sekilde gergeklestirilmelidir. Giibreleme, 6zellikle
azot gibi énemli besin maddelerini iceren uygun gubrelerle gergeklestirilmelidir. Hastalik
ve zararlilarla miicadelede, onleyici tedbirler alinmali ve miidahaleler zamaninda ve etkili

bir sekilde gerceklestirilmelidir (Scott ve Emery, 2016).

Bitkiler, ¢evre kosullarinda meydana gelen degisiklikler sonucu stres durumlariyla
karsilagirlar. Stres, bitkilerin metabolik i¢ dengesini bozan ve biiylime siireclerini etkileyen
bir durumu ifade eder (Suzuki vd., 2014). Bitkiler, kuraklik, tuzluluk, asir1 sicaklik, soguk,
kimyasal toksisite gibi abiyotik stres faktorlerine ve patojenler, zararli bocekler gibi biyotik
stres faktorlerine maruz kalabilirler (Wang vd., 2003). Bitkilerde stres, tarimsal iiretimde
biiyiik bir sorun olusturur. Stres kosullar1 bitkilerin biiytimesini, gelismesini ve verimini
olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle, bitkilerin stresle basa ¢ikma yeteneklerini anlamak ve
bu yetenekleri artirmaya yonelik ¢calismalar 6nemlidir (Parida ve Das, 2005). Arastirmalar,
bitki 1slah1 ve molekiiler yontemlerin yaratict uygulamalariyla stres toleransina sahip
bitkilerin gelistirilmesine yoOnelik stratejiler hedeflemektedir. Boylece, bitkiler daha
direncli hale gelerek c¢evresel streslere daha iyi uyum saglayabilir ve tarimsal verimlilik
arttirilabilir (Munns, 2005). Tuz stresi, bitkilerin yiiksek tuz konsantrasyonlarina maruz
kalmalar: sonucu ortaya g¢ikar. Bitkilerde tuz toleransinin indiiksiyonu ekonomik agidan
blylk oneme sahiptir (Ashraf, 2002). Stres, bitkilerin normal biiyiime ve gelisme
stireglerini olumsuz etkiler. Yiiksek tuz seviyeleri bitkilerin su alimini engeller ve su
stresine neden olur (Hasegawa vd., 2000). Ayrica, tuz stresi bitki dokularinda iyon
dengesini bozar ve toksik etkilere yol acabilir. Ancak, bitkiler tuz stresine kars1 adaptasyon
mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu mekanizmalar, tuz salgilama, tuzun koklerde birikmesi,
osmoregililasyon ve antioksidan savunma sistemlerinin aktiflesmesi gibi siirecleri igerir

(Munns ve Tester, 2008).



Stres kosullarinda bitkilerin  gelistirdigi mekanizmalardan olan antioksidan
savunma sistemi, superoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1), katalaz (CAT, EC 1.11.1.6),
askorbat peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11) ve peroksidaz (POX, EC 1.11.1.7) gibi
enzimlerin yani sira askorbik asit (AsA), alfa-tokoferol, karotenoidler ve indirgenmis
glutatyon (GSH) gibi diistiik molekiiler agirligina sahip enzimatik olmayan antioksidanlari
da icermektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlardan AsA, bitki biyokimyasal
reaksiyonlarinda 6nemli rol oynayan, C vitamini olarak da bilinen bir bilesiktir. Askorbik
asit seviyeleri, tuz stresi gibi abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde degisebilir (Sharma
ve Dubey, 2007).

Osmotik ve oksidatif strese sebep olan tuzluluk, kuraklik ve diisiik sicaklik gibi
abiyotik stresler; membran yapisinin bozulmasina, proteinlerde aktivite kaybina veya
denatiirasyona neden olmaktadir (Krasensky ve Jonak, 2012). Bu nedenle proteinler, stres
toleransini arttirmaya yonelik siireglere dogrudan katilmaktadirlar (Marsalova vd., 2016).
Dehidratasyon stresi sirasinda ortaya ¢ikan proteinler, dehidratasyon proteinleri olarak
adlandirilir. Dehidrin olarak da bilinen bu proteinler, dehidratasyon stresine cevap vererek
hiicrelerin sag kalmasina ve uyum saglamasina yardimci olurlar (Graether ve Boddington,
2014). Bitki hiicrelerinde, diisiik sicaklik, kuraklik ve tuzluluk gibi dehidratif faktorlere
tepki olarak Tretilen dehidrin proteinleri, gelisim siireglerinde, tohum ve polen
olgunlagmasi gibi asamalarda énemli roller istlenirler (Svensson vd., 2002). Dehidrinler,
tim fotosentetik organizmalarda yer alarak, bitki hiicrelerinin ¢evresel uyaricilara adapte

olmasinda gorev alir (Rorat vd., 2004).

Dehidrinler (DHN), LEA Il veya D-11 proteinleri olarak gruplandirilmaktadir ve
sitoplazmik proteinleri denaturasyondan koruyarak bitki savunma mekanizmalarinda
onemli rol oynayan bir protein ailesidir (Close, 1997). Dehidrinler, hucrelerin
dehidrasyona maruz kalmasiyla iliskili ¢esitli faktorler tarafindan uyarildiginda ortaya
cikan ge¢ embriyogenez bagiml proteinlerdir (Kosova vd., 2010). Bu proteinler, bitkilerin
su dengesini korumak ve hiicresel yapilarin1 sabit tutmak igin &6zel adaptasyonlar

gelistirmelerine yardimci olur. Stres kosullarinda, ozmotik dengeyi korumak icin su



molekdllerini cekerek hicrelerde birikirler. Bu nedenle, hicresel dehidrasyon riskini
azaltirlar (Rorat, 2006).

Gunumuzde, bitkiler Uzerinde tuzluluk, kuraklik, yiksek ve diisiik sicaklik gibi
stres faktorlerinin olumsuz etkilerini azaltmak ve bitkilerin stres kosullarmma uyum
yetenegini artirmak i¢in ASA gibi enzimatik olmayan antioksidan molekullerin dissal
uygulamasi alternatif bir yontem olarak degerlendirilmektedir (Khan vd., 2006). Tuz stresi
altinda ASA uygulamasinin, bitkilerde su dengesinin ve hiicre yapisinin korunmasina
yardimer oldugu, AsA’nin ¢esitli tarimsal bitki tiirlerinde; tuz stresinin biiyiime ve gelisme
uzerindeki olumsuz etkilerini azaltmada 6nemli bir rol oynadig1 belirtilmektedir (Hamada,
1998). Bununla birlikte, uygulanan AsA'nin konsantrasyonu, uygulama sekli ve uygulama
zamam gibi faktorlerin dikkate alinmasi gerekir. Ayrica bitki tlri, ¢evresel kosullar ve
uygulama sartlart gibi degiskenlerin etkileri de g6z 6niinde bulundurulmalidir (Irfan vd.,
2019). Bu tez ¢alismasinin amaci; ADA 9516 misir ¢esidinde tuz stresinin neden oldugu
zararlar1 ve AsA'nin tuz toleransi ile iligkili olabilecek belirli savunma mekanizmalarini

aktive edip edemeyecegini belirlemektir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Tuz Stresi ve Tuz Zararn

Tuzluluk, bitkilerin biiyiime, gelisme ve verimlilik siire¢lerine olumsuz yonde etki
eden bir abiyotik stres faktorudur (Liang vd., 2018). Tuz stresi bitkilerin normal
isleyislerini bozarak, osmotik ve iyonik strese neden olur. Bitki hiicrelerinde su alimini
kisitlar. Asir1 tuz seviyeleri bitkilerin gelisiminin durmasina veya oliimiine yol agabilir
(Turhan ve Eris, 2005). Tuz stresinin etkileri, stresin kapsami ve siiresinin yani sira bitki
ozellikleriyle ilgili faktorlere baglh olarak 6nemli 6l¢iide degisir (Acosta-Motos vd., 2017).
Tuzluluga maruz kalan bitkilerde fotosentez, enzim aktivitesi, protein sentezi gibi
metabolik surecgler bozulur. Bu durum bitkilerin yasama olasiligin1 diisiiriir. Baz1 bitkiler
boyle siireglerde tuzluluga karst hayatta kalmayi basaran tolerans mekanizmalari
gelistirirler. Bu mekanizmalar; iyonlarin birikmesi veya atilmasi, ozmotik diizenleyicilerin
Uretilmesi, fizyolojik ve biyokimyasal yanit olarak; sinyal iletim yollar1 ve cesitli genlerin

acilmasi veya kapanmasi gibi molekiiler yanitlari igerir (Khan vd., 2014; Ma vd., 2022 ).

Farkli kloriir tuzlar ile priming (6n uygulama) uygulanan misir tohumlari, 8 saat
boyunca saf su ve 200 meg/L sodyum kloriir (NaCl), potasyum klortr (KC1) ve kalsiyum
Klortr dihidrat (CaCl2.2H20) icinde bekletilerek misirin ¢imlenme asamasinda tuza
toleransinin nasil etkilendigi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore saf su ve diger tuz
uygulamalarinin, ¢imlenme evresindeki tuz stresine karst koruyucu etki gosterdigi,
¢imlenme asamasinda priming uygulanan tohumlarda sodyum (Na‘), potasyum (K*) ve
kalsiyum (Ca?*) konsantrasyonlarinin arttigi, CaCl2.2H>O uygulanan tohumlarda klor (CI")
birikiminin en yiiksek degerlerde oldugu gézlemlenmistir. Arastirmacilar, nihai ¢gimlenme,
cimlenme hizi, taze ve kuru agirlik yiizdelerinin énemli dl¢lide daha yiiksek olmasindan
CaCl2.2H20 tuzunun, diger tuzlara kiyasla misirin tuza toleransinda daha etkili oldugunu
ve ekim Oncesi priming uygulamalarinin, ¢cimlenme asamasinda tuz toleransinm arttirmada

etkili oldugunu gozlemlemistir (Ashraf ve Rauf, 2001).



Yakit ve Tuna (2006) tuz stresine maruz kalan misir bitkisinde (Zea mays L.) Ca, K
ve magnezyum’un (Mg) membran gecirgenligi, prolin, bagil su igerigi, toplam klorofil
(Chl) ve karotenoid gibi parametreler tzerindeki etkilerini incelemislerdir. Bu ¢aligmada,
tuzla birlikte Ca, K ve Mg’li bilesiklerin uygulanmasinin, bagil su igerigi ve membran
gecirgenligi lizerinde olumlu etki yaptigini ve tuzun olumsuz etkilerini kismen giderdigini
rapor etmislerdir. Tuz uygulamasinin prolin seviyesini yiikselttigini fakat Chl ve
karotenoid miktarlarinin tuz uygulamasindan olumsuz etkilendigini, besin ¢Ozeltisine
eklenen Ca, K ve Mg bilesiklerinin tuzun bu olumsuz etkisini kismen hafifletip, iyilestirici

bir etki gosterdigini bildirmislerdir.

Tuzluluk, fizyolojik kuraklik olusturarak bitkiler iizerinde iyonik ve osmotik stres
etkilerini artirir. Bu durum, bitkilerde siiperoksit radikalleri (O2’), hidrojen peroksit (H202)
ve hidroksil radikalleride (OH") dahil olmak (zere reaktif oksijen tdrlerinin (ROS)
uretimine neden olur. Bu bilesikler, hiicre biitiinliigline zarar verir ve proteinlerin
bozulmasina, DNA'nin pargalanmasina, membran lipitlerinin peroksidasyonuna ve
sonunda hicre 6limine neden olarak farkli hiicresel bilesenlere oksidatif hasar verir
(Parida ve Das, 2005; Farooq vd., 2008; Gémes vd., 2011; GroB vd., 2013). Tuzlulugun
bitkilerde, hiicresel diizeyde oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir. Bu durumda, tuz
stresine maruz kalan bitkilerdeki mitokondri ve kloroplastlar, ROS’un 6nemli kaynaklari

olarak gorev yaparlar (Acosta-Motos vd., 2017).

Misir bitkisinde, 3167, 32K61 ve Bora genotiplerine tuz stresi (100, 200 ve 300
mM) uygulamalar1 sonucunda yapraklardaki su miktarinin azaldigi ve kok-govde
biiylimesinin olumsuz etkilendigi saptanmistir. Tuz uygulamast 3167 genotipinde H20:
olusumunu arttirirken, diger genotiplerde AsA igerigini arttirmistir. Sonug olarak Bora
genotipi tuz stresine daha dayanikli bulunmustur. Tuz stresinin, klorofil metabolizmasinda
bozulmaya sebep olup oksidatif hasara yol a¢tigin1 ve antioksidan enzim aktivitelerinin

genotipler aras1 farklilik gdsterdigi tespit edilmistir (Dogru, 2014).



AbdElgawad vd. (2016) yaptiklar1 c¢alismada, musir bitkisi tizerindeki yUksek
tuzlulugun koklerde Na* birikimine, oksidatif stresin artmasina ve biiylimenin azalmasina
neden olurken, gen¢ ve olgun yapraklarda daha az etki gdsterdigini bildirmislerdir. Elde

edilen sonuclarda, koklerin tuz detoksifikasyonunda ana rol oynadig1 6ne stiriilmiustiir.

Tuz stresine direncli (Zea mays cv. Simon) ve hassas (Zea mays cv. 7IMAY69) iki
misir ¢esidinde, tuz stresine (100 mM NaCl) karsi antioksidan sistem, alternatif solunum
ve Ostrojen etkileri incelenmistir. Tuz stresi, antioksidan enzim aktivitelerini etkilerken,
Ostrojenin tiim enzim aktivitelerini arttirdigi tespit edilmistir. Tuzla ilave verilen Ostrojen,
ROS ve malondialdehit (MDA) diizeylerini azaltmistir. Ayrica hiicresel solunum tuz stresi
altinda olumsuz etkilenirken, Gstrojen alternatif solunumu da arttirmistir. Real-time PCR
verilerine gore, tuz stresinin AOX1 ve AOX2 gen ifadelerini arttirdigs, tuzla ilave verilen
Ostrojenin ise bu genlerin aktivitesini daha fazla arttirdigi gézlemlenmistir. Sonug olarak,
Ostrojenin  bitkilerin  tuz stresine karst dayanikliligi arttirmada kullanilabilecegi
bildirilmistir (Khataei Khosroushahi, 2014).

Tuz stresi altindaki musir bitkisinde Bacillus anthracis PM21'in etkilerinin
arastirlldigr ¢alismada, PM21 asilamanin ardindan qRT-PCR analizi kullanilarak gen
ifadeleri incelenmistir. PM21 asilamanin antioksidan enzimlerin gen ifadelerini arttirdig:
ve bu enzimlerin tuz stresine karsi toleransta rol oynayabilecegi belirtilmistir. Sonug
olarak, PM21’in bitkilerde tuz stresine karsi dayanimi arttirma mekanizmalarim

aydinlatmada yardimci olabilecegi bildirilmistir (Azeem vd., 2023).

2.2. Tuza Tolerans

Bitkiler, tuz stresine kars1 verdikleri tepkilere bagli olarak halofitler ve glikofitler
olmak tizere iki ana grupta siiflandirilirlar. Halofitler, yiiksek tuz kosullarma uyum
saglamis ve bu ortamlarda hayatta kalan bitkilerdir. Glikofitler ise tuz hassasiyeti gdsteren
bitkilerdir ve yiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayamazlar (Flowers ve Colmer, 2015).
Tuz toleransi, bitkilerin tuzlu ortamlarda blylyebilme yeteneklerini ifade eder (Parida ve

Das, 2005). Yiiksek tuzluluk seviyeleri, bitkilerin su alimini zorlagtirabilir, kok gelisimini



engelleyebilir, fotosentezi bozabilir ve zararli tuz birikimine yol agabilir. Ancak tuzlu
ortamlarda yetisen bitkiler, 6zellesmis adaptasyon mekanizmalar1 sayesinde tuz toleransini
saglarlar (Azevedo Neto vd., 2006). Bitkilerin tuz toleransi, 6zgiil gen ifadeleri ve
anatomik adaptasyonlariyla desteklenir ve bilim insanlar1 bu 6zelligi genetik ve molekiiler
diuzeyde inceleyerek anlamaya ¢alismaktadir. Bu tiir arastirmalar, tuzlu alanlarin
stirdiiriilebilir sekilde kullanimi ve tarim verimliligi i¢in biiylik 6nem tasimaktadir (Hao
vd., 2021). Bitkiler, tuzlu bolgelerde hayatta kalabilmek igin tuz regulasyonu
mekanizmalarini kullanirlar. Bu mekanizmalar, iki ana hedefe odaklanir: asir1 tuzun zararh
etkilerinden korunmak ve yiiksek iyon konsantrasyonlarina uyum saglamak. Bu
mekanizmalar sayesinde bitkiler, tuzlu ortamlarda biiyiiyebilir, lireyebilir ve yasam
dongulerini tamamlayabilirler. Tuz toleransi, bitkilerin karmagsik biyokimyasal ve
fizyolojik cevaplariin sonucunda ortaya ¢ikan onemli bir 6zelliktir ve bu adaptasyonlar
bitkilerin ¢esitli gevresel kosullara uyum saglama yeteneklerini de yansitir (Afzal vd.,
2023).

Toprak tuzlulugu, kiiresel dlgekte tarimsal verim kayiplarina yol agan 6nemli bir
abiyotik stres faktoriidiir (Grewal, 2010). Farkli bitki tiirleri, tuzluluga karsi tolerans
yeteneklerinde onemli farkliliklar gosterir. Bugday, celtik ve misir gibi yaygin tahil
urtinleri arasinda tuzluluga tepki agisindan belirgin farklar bulunmaktadir. Bugday, 150
mM NaCl (15 dS/m) tuzluluga kadar basarili bir sekilde yetistirilebilirken, ¢eltik tuzluluga
kars1 oldukca hassastir. Misir ise bu iki tiir arasinda orta diizeyde bir tuz duyarliligina
sahiptir. Ote yandan, yonca gibi énemli yem bitkileri tuzluluga karsi en yiiksek toleransi

sergileyen tiirler arasinda yer alir (Munns, 2007).

Bastam vd., (2013) yaptiklar1 caligmada, tuz stresi altinda fistik fidelerinde
yapraktan piiskiirtiilen AsA’nin, tuz stresine bagli hasar1 azaltarak fidelerin biiylimesini ve
fizyolojik ozelliklerini 1yilestirdigini, fistik fidelerinde tuz stresine karsi toleransi

artirdigin bildirmislerdir.



Yapilan bir ¢alismada, yerfistigi (Arachis hypogea L.) bitkisinin ¢esitlerinin tuz
stresine tepkisi arastirilmis, kdk yas ve kuru agirhigr ile gévde uzunlugu iizerinde tuzun
etkisi onemsiz bulunmustur. Ancak, tuz konsantrasyonunun artmastyla yaprak dokusunda
iyon sizintisi, yaprak sicakligr ve lipid peroksidasyon diizeyi artmis, diger fizyolojik ve
bliylime parametreleri ise azalmistir. Gazipasa ¢esidinin, Arioglu-2003 cesidine gore tuz

stresine daha direncli oldugu belirlenmistir (Yolci vd., 2021).

Son yillarda, bitki stres fizyolojisi alaninda en fazla arastirilan bilesiklerden biri
olan prolin amino asidi, 6zellikle tuz ve su stresi altindaki bitkilerde belirgin bir sekilde
artig gosterdigi, bu artisin ise bitkilerin savunma mekanizmalarin1 harekete gecirerek
stresle basa ¢ikma yeteneklerini destekledigi diisiiniilmektedir (Shannon, 1997). Cesitli
arastirmalarla, bitkilerin stresle karsilastiginda prolin biriktirdigi ve bu birikimin bitkinin
stresten kurtulmasi i¢in Onem tasidigir bilinmektedir (Szabados ve Savouré, 2010).
Dokularda yiksek miktarda prolin birikiminin stresle basa ¢ikma mekanizmasi olarak
tanimlandig1 birgok calismada belirtilmistir (Ashraf ve Foolad, 2007; Shahbaz vd., 2011).

Bitki stresi altinda uyumlu osmolitlerin birikimi, su potansiyelini korumak i¢in
kullanilan bir stratejidir. Glisin betain ve prolin, bu uyumlu osmolitler arasinda énemli
olanlardir. Prolin, stres sirasinda osmolit olarak islev goriirken aymi zamanda metal
baglayici, antioksidatif savunma molekiilii ve sinyal molekiilii olarak da rol oynar. Bu
nedenle, prolinin sentezi ve stres altindaki islevi iizerine yapilan ¢alismalar 6nemlidir
(Rana vd., 2017). Arefian vd. (2014) tuz stresi kosullarinda nohutta yaptiklari ¢alismada,
yapraktaki prolin miktarinin 6nemli derecede arttigini, prolinin tuz stresine kars1 bitkilerde

adaptasyon mekanizmalarinda kritik bir rol oynadigini bildirmislerdir.

Tuzlu ve tuzsuz kosullarda bugday bitkisine absisik asit (ABA) , salisilik asit (SA)
ve AsA ile hormonal priming uygulanarak cimlenme ve fidan biyumesine etkileri
aragtirtlmistir. Cimlenme testlerinde, 50 ppm AsA ve 50 ppm SA ile yapilan priming
uygulamalarinin tuzlu kosullarda ¢imlenme ve fidan gelisimini arttirdigi bildirilmistir. En

1yi sonuglar 50 ppm SA ve AsA ile elde edilmistir. Arastirmacilar, bu uygulamalarin tuzun
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olumsuz etkilerini azaltarak tuz toleransi sagladigini ancak ABA’nin bu konuda etkili

olmadigini rapor etmisler (Afzal vd., 2006).

Ghoohestani vd. (2012) tuz stresinin domates tohumlarmin biliylime ve
cimlenmesini olumsuz etkiledigini fakat SA ve AsA ile priming uygulamalarmin bu
olumsuz etkiyi azaltigim bildirmislerdir. Ozellikle 150 ppm SA ve AsA
konsantrasyonlarinin tohumlarda daha 1iyi sonuglar verdigi, H20. ile priming
uygulamasinin ise zararli oldugu saptanmistir. 150 mg/L AsA uygulamasinin tuz stresinin

olumsuz etkilerine kars1 en iyi korumayi sagladigi bildirilmistir.

Bugdayin kurakliga dayaniminda AsA ile tohum c¢imlendirme igleminin etkisi
yapilan bir arastirmada incelenmistir. Mairaj-2008 ve Lasani-2008 cesitleri, iki ayri
deneyden olusan 6n uygulama yontemleri (Hidropriming ve AsA ile Osmopriming)
kullanilarak iyi sulanmig ve kurak stresli kosullarda yetistirilmistir. Hidropriming islemi,
hem kuraklik hem de iyi sulanmis kosullarda ¢ikisi ve erken gelismeyi 6nemli Olgiide
tyilestirmistir. Bununla birlikte, AsA ile osmopriming igleminin, prolin birikimini artirarak
bitki su durumunu iyilestirtigi ve oksidatif hasarlar1 azaltarak hidroprimingden daha etkili
bir iyilestirme sagladigi belirtilmistir. AsA ile islenen tohumlar, daha iyi ¢ikis orani,
yuksek klorofil icerigi, yaprak gelisimi ve kok uzunlugu gostermistir. Sonug¢ olarak,
arastirmacilar AsA ile tohum c¢imlendirme isleminin, bitki biiyimesini ve kurakliga
dayanikliligt 6nemli 6l¢iide artirabilecek etkili bir yontem oldugunu goézlemlemislerdir

(Farooq vd., 2012).

Farooq vd. (2020) su stresi altinda dort aspir cesidinde disaridan uygulanan
AsA’nin bitki biiylimesi, osmoprotektanlar ve oksidatif savunma sistemi iizerindeki
etkisini incelemislerdir. Su stresi bu dort aspir cesidinde bitkilerin biiyiime ve klorofil
icerigini azaltirken, yapraklardaki serbest prolin, toplam fenolik bilesikler, toplam ¢oziiniir
proteinler, H202 ve antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigint bildirmislerdir. Yapraktan
uygulanan (100 mg L™t ve 150 mg L) AsA’nin, 6zellikle su stresi altinda bitki
biiylimesini, klorofil ile AsA icerigini ve POX enziminin aktivitesini arttirdigini rapor

etmiglerdir. Ayrica, AsA uygulamasi prolin, fenolik bilesikler, ¢oziiniir proteinler ve glisin
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betain birikimini arttirtp MDA ve H20; igerigini diisiirmiistiir. Arastirmacilar AsA'nin su
stresi kosullarinda aspir bitkilerinin biiyiimesinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu ve

osmoproteksiyonu artirarak antioksidan savunma sistemini diizenledigini bildirmislerdir.

Misir (Zea mays L.) bitkisinin Ada 9510 gesidinin, tuz stresine maruz kalan
yapraklara piiskiirtiilen AsA’nin etkisinin incelendigi bir ¢alismada tuz stresi, misir
yapraklarindaki antioksidan enzim aktivitelerini ve rediikte AsA igerigini azaltirken, H20:
icerigini ve MDA miktarini artirmistir. Tuz stresine maruz kalan misir yapraklarinda
fotosentetik pigment (klorofil a, klorofil b, Chl ve toplam karotenoid) i¢eriginin de diistiigii
bildirilmistir. Ancak, yapraktan uygulanan AsA’nin antioksidan enzim aktivitelerini ve
rediikte AsA igerigini artirtp, H2O2 ve MDA igerigini azaltarak fotosentetik pigment
iceriginin yiikselmesine katkida bulundugu gézlemlenmistir. Yapraktan uygulanan
AsA’nin misir bitkilerinde tuz stresinin olumsuz etkilerini azalttigi ve tuza tolerans

gelistirdigi bildirilmistir (Dogru ve Torlak, 2020).

Kanola (Brassica napus L.) tohumlarina tuz stresi altinda, AsA ve SA ile yapilan
priming uygulamalarinin ¢imlenme Ttzerindeki etkisi incelenmistir. Sonuglar, diisiik
konsantrasyonlarda (0,5 mM) yapilan SA ve AsA uygulamalarinin tuz stresinin olumsuz
etkilerini azalttigim1 ve cimlenme performansimi arttirdigini gostermistir. Bu bulgular
15181nda, tuzlu ortamlarda SA ve AsA ile priming uygulamalarmin kanola bitkisinin daha

saglikli biiylimesini saglayabilecegi sonucuna varilmistir (Tanur ve Yorgancilar, 2020).

Tuzluluk stresine maruz kalan ti¢ farkli bugday cesidinde AsA ile priming
uygulamalarinin etkisi incelenmistir. Punjab-2011, Faisalabad-2008 ve Ujala-2016 gesitleri
hem homojen hem de heterojen ortamlarda degerlendirilmistir. Farkli tuz seviyelerinin
(100, 150, 200 mM NaCl) biiylime parametrelerini olumsuz etkiledigi, ancak AsA ile
priming uygulamalarmin bu olumsuz etkileri iyilestirdigi ve ¢imlenme performansini
arttirdig1 tespit edilmistir. Ozellikle 100 ve 150 mg/L AsA konsantrasyonlarinda en etkili
sonuclar elde edilmistir. Aragtirmacilar, AsA’nin bugday cesitlerinde tuz stresine karsi
tolerans saglayarak biiylime ve gelisimi destekleyici rol oynayabilecegini rapor etmislerdir
(Baig vd., 2021).
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Tuz stresine maruz kalan iki fasulye genotipine (hassas “Yerel Genotip” ve
toleransli “Seker Fasulye™) yapraktan uygulanan AsA etkileri incelenmistir. Sonuglar,
AsA’nin tuz stresinin olumsuz etkilerini azalttigini, antioksidan aktiviteyi arttirdigini ve
hiicresel zarlar stabilize ettigini, bu baglamda tuza hassas genotiplerde tuz stresine karsi

etkili bir koruyucu oldugunu ortaya koymustur (Aydogan vd., 2023).

Bezelye bitkisinin biiyiime ve gelisimi iizerine farkli tuz konsantrasyonlarinin (0,
25, 50 ve 100 mM NaCl) etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, tuz konsantrasyonlarinin
bitkinin farkli 6zellikleri iizerinde istatistiksel olarak 6nemli etkileri oldugunu, 100 mM
NaCl uygulamasmin ise genellikle olumsuz etkileri goriilmiistiir. Ozellikle 25 mM NacCl
konsantrasyonunun bitki biiytimesi ve klorofil birikimi agisindan kontrol grubuna gore

daha olumlu sonuglar verdigi rapor edilmistir (Acar vd., 2011).

Tuz stresine maruz kalan nohut bitkilerinde dissal AsA uygulamasinin etkisi
incelenmistir. Farkli tuz konsantrasyonlart (20 mM ve 40 mM NaCl) ve AsA (4 mM)
uygulamalarindan sonra AsA’nin bitki bilylimesini ve metabolik durumu iyilestirdigini,
klorofil igerigini arttirdigin1 ve SDS-PAGE analizi sonuglarinda 40 mM NaCl stresinde
kaybolan bantlar1 yeniden ortaya ¢ikarmasiyla protein yapisini korudugunu bildirmislerdir
(Beltagi, 2008).

Hiicre i¢inde suyun dengeli bir sekilde dagiliminin saglanmasi ve hiicresel
homeostazin siirdiiriilmesi gibi kritik gorevleri yerine getiren proteinlerden biri de
dehidrinlerdir. Dehidrinler, gevresel stres faktorleri, 6zellikle tuz stresi gibi durumlarla
karsilagildiginda genetik diizeyde etkinlesirler ve hiicre ig¢indeki su dengesini korumak
adina cesitli mekanizmalar1 harekete gecirirler. Bu mekanizmalar, osmotik dengeyi
diizenleme ve oksidatif stresin etkilerini azaltma gibi suregleri icerir (Riley vd., 2019).
Aydogan (2020) tarafindan patateste NaCl ve Rhizoctonia solani kosullarinda yapilan
caligmada, 3 farkli biiyiikliige sahip dehidrin proteinin (yaklasik 73, 45 ve 35 kDa) varlig
tespit edilmistir. Bu baglamda, NaCl, R. solani ve NaCI+R. solani stresleri durumunda, bu

dehidrin proteinlerinin bitkilerin stres toleransinda etkili oldugu rapor edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada tuz stresi kosullarinda misir (Zea mays L.) bitkisinde AsA
uygulamalarinin bazi fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklere ve dehidrin proteinlerine etkisi
arastirllmistir. Bu arastirma Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal

Biyoteknoloji Bolumiine ait kontrollu serada ve laboratuvarlarda yiriitilmustiir.

3.1. Materyal

Calismada, Sakarya Misir Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii’nden temin edilen ADA
9516 musir (Zea mays L.) ¢esidi kullanilmistir.

3.2. YOntem

3.2.1. Priming ve Tuz Uygulamalari

Tohumlarin AsA ile priming uygulamasinda, her uygulamada 20 tohum olacak
sekilde toplam 120 tohum kullanilmistir. 50 mM ASA ¢o6zeltisi hazirlanip, 6n uygulama
i¢in ayirilan misir tohumlar1 oda sicakliginda 24 saat boyunca ilgili ¢ozeltide bekletilmistir.
Daha sonra tohumlar saf suyla yikanip 48 saat boyunca oda sicakligina ayarlanmis etiivde
orijinal agirhigina yakin bir agirliga gelecek sekilde kurutulup uygulamalarina gore ayrilip
saksilara ekilmistir (Sekil 3.1). Denemede tuz NaCl formunda kullanilmistir. Tesadiif
parselleri deneme desenine gore kontrol grubu, 2 farkli NaCl (50 mM ve 100 mM),
kontrol+50 mM AsA ve 2 farkli NaCl+AsA (50 mM NaCl+50 mM AsA, 100 mM
NaCl+50 mM AsA) konsantrasyonu kullanilmigtir (Hamama ve Murniati, 2010).
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Sekil 3.1. Misir tohumlarina AsA ile priming uygulamalari.

3.2.2. Denemenin Kurulusu

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore planlanmis olup 3 tekerrurli ve
her tekerriirde 6 saksi olacak sekilde diizenlenmistir. Denemede esit oranlarda kum ve
toprak (1:1) karisimi kullanilarak yetistirme ortami hazirlanmigtir. Tohumlar her saksida 2
bitki olacak sekilde, 14x12 cm ebatlarindaki saksilara ekim derinligi 3 cm olacak sekilde
ekilmistir. Denemede kullanilan uygulamalar Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Fideler 5-6
yaprakli doneme gelinceye kadar ~%60 oransal nemde, 30-15 (£2) °C (giindiiz/gece)

sicaklikta kontrollii serada yetistirilmistir.
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Cizelge 3.1. Denemede kullanilan uygulamalar.

Uygulamalar
e Kontrol
e 50 mM NacCl
e 100 mM NaCl

e Kontrol + 50 mM AsA
e 50 mM NaCl + 50 mM AsA

e 100 mM NaCl + 50 mM AsA

3.2.3. Kiiltiirel Islemler

Saksilardaki nem tarla kapasitesinin %60"na diistiigiinde, tarla kapasitesinin %80’
olacak sekilde sulama yapilmistir (Braunworth ve Mack, 1989). Kontrol bitkilerinin
sulanmasi ¢cesme suyu ile saglanmistir. Her sulamada uygulanacak sulama suyu miktarlar
gravimetrik yontem kullanilarak hesaplanmistir. Giibreleme, misir bitkileri 3-5 yapraklh
oldugu donemde sulama suyu ile birlikte, toplamda 2 kez, NPK (7-7-7) glbre ¢oOzeltisi

kullanilarak yapilmistir.

3.2.4. Sulama Suyu Miktarinin Belirlenmesi

Sulama suyu miktarlarinin belirlenmesinde, her sulama oncesi tartim yapilarak,
eksilen nem seviyesinin, tarla kapasitesinin %80’ine getirilmesi esas alinmistir. Bu amagla,
her sulama isleminde saksilara verilecek sulama suyu miktarlar1 Unliikara vd. (2008)

tarafindan Onerilen asagidaki denklem yardimiyla hesaplanmistir.

I= [(WTK- Wa) / Pw] / 1-LF (3.1)

Denklemde her sulamada uygulanan sulama suyu miktar1 (I); saksilarin tarla kapasitesi
agirliklart (WTK), sulama oncesi saks1 agirligi (Wa), suyun yogunlugu (Pw) ve yikama

orani (LF) olarak belirtilmektedir.
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3.2.5. incelenen Parametreler

Deneme tohum ekiminden itibaren 30 giin siirmiistiir. EKimden 5 giin sonra tuz
uygulamalarina baslanmistir. 30 guniin sonunda bitkilerin genel goriinimii Sekil 3.2°de
gosterilmistir. Sokiilen bitkiler kullanilincaya kadar -80 °C’lik bir derin dondurucuda
muhafaza edilmistir. Taze yaprak ornekleri kullanilarak belirlenen zararlanma derecesi,
iyon s1zintisi, turgor kaybi (TK) ve derin dondurucuda muhafaza ettigimiz 6rneklerle AsA
miktar1, Chl ve prolin miktarindaki degisimler 6 uygulamada incelenerek belirlenmistir.
Ayrica, uygulamalara bagli olarak yine dondurulmus yaprak 6rneklerinden toplam
¢oziinebilir protein (TCP) miktari, toplam protein profilindeki degisimler SDS-PAGE
analiziyle ve DHN proteinlerindeki degisimler ise immunblotlama (Western Blot) analizi

kullanilarak belirlenmistir.

Kontrol + AsA ‘ 50 mM NaCl + AsA 100 mM NaCl + AsA

Sekil 3.2. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir bitkilerinin goériiniimii.
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3.2.5.1. Zararlanma Derecesi

Tuz zararimin gorilebilir semptomlar1 ayr1 bir parametre olarak degerlendirilmistir.
Bu amagla; musir bitkileri 1-5 arasi1 bir skala kullanilarak yaprak hasari semptomlarinin
siddetine gore tuz toleranslari agisindan degerlendirilmistir (Kusvuran, 2010; Kusvuran vd.

2015). Puanlamada yaprak semptomlarinin siddeti asagidaki gibi siralanmustir:

(1) belirti yok veya ¢ok hafif, (2) yapraklarda hafif lokal sararma ve/veya bazi yapraklarda
kivrilma, (3) orta derecede sararma ve/veya solma, belirgin yaprak kivrilmasi, (4)
cogunlukla (%50-80) solma ve kuruma, (5) Cok siddetli zararlanma ve/veya bitkinin

tamamen 6lmesi

Denemenin son guni her uygulama grubundan dort saksi gézlemlenmis ve bu skalaya gore

degerlendirilmistir.

3.2.5.2. ivon Sizintisi

Iyon sizintisinin tespiti igin Arora vd.nin (1998) yontemi kullanilmistir. Iyon
sizintis1  oraninin  belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismada; misir genotipinin  tiim
uygulamalarindan 1 cm’lik yaprak diskleri, 5’er tekerriir olacak sekilde alinmistir. Taze
yaprak dokularindan ¢ikarilan 1 cm ¢apli diskler once saf su ile yikanip ardindan, zarar
vermeden havlu pecete yardimiyla kurulanarak 15 mL distile su igeren cam tlplere
aktarilmistir (her tiipe 1 yaprak disk konulmustur). Tipler 24 saat boyunca orbital
calkalayicida (Thermo Scientific MaxQ 4450) inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
tiplerdeki ¢ozeltilerin elektriksel iletkenligi EC metre (Mettler-Toledo, SevenCompact
Conductivity S230, Switzerland) yardimiyla 6l¢iilmiistir (OD1). Ardindan otoklavda 121
°C’de 20 dk tutularak tiiplerdeki dokularin 6lmesi saglanmistir. Tupler otoklavdan
cikarildiktan sonra, 4 saat boyunca orbital ¢alkayicida inkiibasyona birakilmistir ve sonra
cozeltilerin elektriksel iletkenlikleri EC metre yardimiyla tekrar Olglilmiistir (OD2).
Asagidaki formul yardimiyla membranlarda meydana gelen iyon sizintisi orani yiizde (%)

olarak hesaplanmuistir.
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(%) Iyon s1zmtis1 = (0.D1/0.D2) x 100 (3.2

Formiilde O.D1, 1. Okuma degerini; O.D2, 2. Okuma degerini belirtmektedir.

% Zararlanma = [(Iyon szt. (U) - Iyon szt. (K) ) / (100 - Iyon szt. (K))] x 100 (3.3)
Formilde (U), stres faktoriine maruz birakilmis bitkilerden alinmis 6rneklerin (%) iyon

sizintis1 degerlerini; (K), kontrol grubu bitkilerinden alinan 6rneklerin (%) iyon sizintisi

degerlerini temsil etmektedir.

3.2.5.3. Turgor kaybimin (TK) belirlenmesi

Uygulamalardan sonra misirda TK degerlerini belirlemek i¢in alinan, her biri 1 cm
capinda yaprak orneklerinden 3’er disk cikartilmistir. Once disklerin taze agirliklari
kaydedilmis, ardindan 4 saat boyunca saf suda bekletilerek turgor agirliklar1 ve 70 °C’de
24 saat tutulduktan sonra kuru agirliklar1 kaydedilmis ve elde edilen verilere bagl olarak
TK degerleri hesaplanmistir. Degerler % olarak ifade edilmistir (Arefian ve Shafaroudi,

2015).

TK = (TA- YA) / TAx 100 (3.4)

Esitlikte, yas agirlik; YA, kuru agirlik; KA, turgor agirhigt; TA ile ifade edilmektedir.

3.2.5.4. Askorbik asit (AsA) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularinda AsA miktar1 Schoner ve Krause’nin (1990) yOntemi
kullanilarak tespit edilmistir. Bu amagla; -80 °C’de muhafaza edilen drneklerden ~500 mg
alinarak saf su ve %10 metafosforik asit ile karistirilmis ve 4,000 g’de 4 °C’de 10 dk
santrifiijlenmistir (Beckman CoulterTM). Santrifijleme isleminin ardindan elde edilen

slipernatant test tupleri, 151k gérmeyen bir ortamda sogumaya birakilmistir. Analizde bir
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numune icerigi 1 mL metafosforik asit, 1 mL sitrik asit, pH 2,6 tampon ¢6zelti ve 1 mL
2,6-diklorofenol-indofenol (DCPIP) igerecek sekilde ayarlanmistir. 30 saniyelik okumadan
sonra, spektrofotometrede (Genesys 10S UV-Vis) ¢ozeltinin optik yogunlugu 524 nm’de
belirlenmistir. Askorbik asit miktarinin hesaplanmasinda 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500 pg

AsA iceren standartlar kullanilmustir.

3.2.5.5. Toplam klorofil (Chl) miktari

Toplam klorofil (Chl) miktar1 Moran ve Porath (1980) tarafindan onerilen yontemle
belirlenmistir. Taze yaprak dokularindan ¢ikarilan 1 cm c¢apli 5 disk tartildiktan sonra
kapakli cam siselere konulmustur. Daha sonra cam siseler aliminyum folyo ile kaplanarak
her birine 5 mL dimetilformamid (DMF) c¢ozeltisi konularak 72 saat streyle 4 °C'de
bekletilmistir. 72 saat sonunda oda sicakligina ¢ikarilan 6rneklerin, cam kiivet kullanilarak
652 nm' de bir spektrofometre (Genesys 10S UV-Vis) yardimiyla dl¢iimleri yapilmistir.
Kor ornek olarak DMF kullanilmistir.

3.2.5.6. Prolin analizi

Yaprak dokularindaki prolin miktari, Bates vd. (1973) tarafindan gelistirilen
yontem kullanilarak belirlenmistir. Bu reaksiyon, prolin amino asidinin ninhidrinle
etkileserek pembe (menekse mor) renkte bir bilesik olusturmasi prensibine dayanir. Prolin
miktarmin belirlenmesi i¢in gereken ninhidrin reaktifi ile drneklerin ekstraksiyonu igin
kullanilan %3’lik siilfosalisilik asit Onceden hazirlanarak, +4 °C'de dinlenmeye
birakilmigtir. Ninhidrin reaktifi, asagidaki kimyasallarin hot plate iizerinde ¢Ozdurilmesi

ile hazirlanmustr;

Cizelge 3.2. Ninhidrin reaktifi bilesenleri ve miktarlart.

Bilesenler Miktar
Ninhidrin 1,25 gr
Asetik Asit 30 mL

Fosforik Asit 20 mL 6M
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Prolin analizi icin, -80 °C’de saklanan 6rneklerden 200 mg alinarak, 1,5 mL %3’lik
stilfosalisilik asit ile homojenize edilmistir. Daha sonra homojenize edilmis Ornekler, 2
mL’lik tiiplere aktarilarak 5000 g ve 4 °C’ de 15 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi
olusan 200 uL siipernatant, 2 mL’lik test tiiplerine aktarilmistir. 200 pL silipernatant, 400
puL ninhidrin reaktifi, 400 pL asetik asit ve 200 pL siilfosalisilik asit cam tiiplere eklenip
vorteks yardimiyla iyice karistirilmistir. Hazirlanan karisim, su banyosunda 100 °C’de 1

saat tutulmustur.

Daha sonra, soguyan 6rneklerin (izerine 2 mL toluen eklenerek vorteksde 20 saniye
karistirilmistir. Cam tiiplerdeki {ist faz, cam kivete aktarildiktan sonra 520 nm dalga
boyunda spektrofotometrede (Perkin Elmer Lambda 25, USA) prolin miktar1 dlglimii
yapilmisgtir. Prolin miktarinin hesaplanmasinda 0, 25, 50, 100, 200, 400, 800 ve 1000 pg

prolin igeren standartlar kullanilmastir.

3.2.5.7. Toplam codziinebilir protein (TCP) analizi

Shen vd. (2003) tarafindan gelistirilen TCP analizi yontemi, bazi modifikasyonlar
yapilarak gergeklestirilmistir. Toplam ¢ozunebilir protein analizi icin, ilk olarak 50 mL
ekstraksiyon ¢ozeltisi hazirlanmig ve pH degeri 2-Morfolinoetansilfonik asit monohidrat
(MES) yardimiyla 7,8’e ayarlanmigtir. Ekstraksiyon ¢ozeltisinin bilesenleri Cizelge 3.3°de
belirtilmistir.

Cizelge 3.3. Ekstraksiyon ¢ozeltisinin bilesenleri ve miktarlart.

Bilesenler Miktar

25 mM Tris bazi 0,151 gr

275 mM Sukroz 4,705 gr

2 mM Etilen Diamin Tetra Asetik Asit o peis
(EDTA) 1 mL (0,1 M stok EDTA ¢ozeltisinden)

10 mM 1,4 dithiothreitol (DTT) 0,0771 gr

0,5 mM Fenilmetilstlfonil florur 0,25 mL (0,1 M stok PMSF
(PMSF) cozeltisinden)

%21 Polivinilprolidon (PVPP) 0,5 gr
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~250 mg bitki materyali, 2 mL ekstraksiyon ¢ozeltisiyle birlikte bir havana alinarak
homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler, 10 dakika boyunca 4 °C’de 10.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra, iistte olusan sivi fazdan 5-10 pL
alinarak TCP miktari, 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Perkin Elmer Lambda
25, USA) Bradford’un (1976) 6nerdigi yonteme gore belirlenmistir. Standart olarak 0, 10,
20, 40 ve 80 pg/uL’lik Bovine Serum Albumin (BSA) ¢ozeltileri kullanilmistir.

3.2.5.8. SDS-PAGE (Sodyum Dodesilsiilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi) analizi

Yaprak dokularindaki protein profilleri SDS-PAGE yodntemi kullanilarak
belirlenmistir. Analizde her bir 6rnek 15 pg protein icerecek sekilde hesaplamalar
yapilmistir. Daha sonra orneklerin Gzerine, 6X 6rnek yiikleme tamponu (toplam hacmin
1/6’s1 kadar) ilave edilmistir. Kalan hacim her 6rnek igin, ultra saf su ile tamamlanmuistir.
Ornekler, 100°C°de 3 dk kaynatilarak proteinlerin denatiire olmasi saglanmistir. Hemen
sonra, 5 dk boyunca buzda bekletilmistir (Shen vd., 2003). SDS-PAGE analizinde, mini
PROTEAN Tetra (Bio-Rad, Hercules, ABD) elektroforez sistemi kullanilmistir. Yiikleme
kesikli jelde yapilmigtir. Bunun igin %12,5’luk ayirma jeli (Cizelge 3.4) ve %4’ lik
yukleme jeli (Cizelge 3.5) kullanilmuistir. 0,75 mm olan jel kasetleri sayesinde istenilen jel

kalinlig1 elde edilmistir.

Cizelge 3.4. % 12,5 ayirma jeli bilegenleri ve miktarlari.

Bilesenler Miktar
Saf su 1000 pL
1 M Tris-HCI pH 8,8 2200 uL
% 1 SDS 600 uL.
%36 Akrilamid/Bis (29:1) 2100 uL
%3Amonyum persilfat 100 uL
TEMED 4 uL
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Yukarida verilen ayirma jeli bilesenleri karistirildiktan sonra her kasetin icerisine
3,5 mL mikro pipet araciligiyla dokilmiistiir. Jelde herhangi bir sizinti olup olmadigi
kontrol edilip, jelin havayla temasinin kesilmesi i¢in tzerine 200 pL saf su eklenerek jelin

40-45 dakika boyunca polimerlesmesi saglanmstir.

Cizelge 3.5. %4 yiikleme jeli bilesenleri ve miktarlari.

Bilesenler Miktar
Saf su 1662 pulL
1 M Tris-HCI pH 6,8 310 uL
%36 Akrilamid/Bis (29:1) 250 uL
% 3 Amonyum persulfat 25 ul
TEMED 4 uL

Polimerlesmis ayirma jeli Uzerindeki ultra saf su kaba filtre kagidi yardimiyla
alindiktan sonra, yikleme jeli 1 mL olacak sekilde mikro pipet yardimiyla kasete
dokiilmiistiir. Taraklarin yerlestirilmesinin ardindan 40-45 dk jelin polimerizasyonu igin
beklenmistir. Daha sonra jel kasetler tank igerisine yerlestirilerek, elektroforez i¢in hazir
hale getirilmistir. Hazirlanan Tris-Glisin-SDS ¢0zeltisi (1L, 10X) kullanim esnasinda 1X’e
seyreltilmistir. Elektroforezde kullanilacak olan yiiriitme tamponunun (Cizelge 3.6)

hazirlanmasi i¢in asagidaki kimyasallar kullanilmistir;

Cizelge 3.6. Yiiriitme tamponu bilesenleri ve miktarlari.

Bilesenler Miktar
250 mM Tris bazi 30 gr
1,92 M Glisin 144 gr
% 0.5 SDS 5gr
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Oda sicakliginda 250 V ve 40 mA’lik elektrik akimiyla 6rneklerin Bio-Rad
PowerPac™ Basic giic kaynagi ile jelde ydritulmesi yaklasik 1 saatin sonunda
tamamlanmistir. Jeldeki toplam protein bantlarinin goriintiilenmesi “Coomassie Brillant
Blue G-250” (1:4, metanol: boya soliisyonu) ¢ozeltisi kullanilarak saglanmistir. Gece
boyunca calkalayici iizerinde 50 rpm devirde birakilan jellerin boyanmasi saglanmistir.
Koyu mavi renkle boyanmis jellerdeki fazla boyanin uzaklastirilmasi igin, jel érnekleri 3
kez saf su ile yikanmig daha sonra %25°1lik methanolde 5 dk bekletilmistir. Ardindan tekrar
3 kez saf su ile yikama islemi yapilmistir. Daha sonra jel, protein bantlar1 goriintiilleme
sistemine (Vilber, Quantum ST4 Gel Imaging System, Fransa) alinarak incelenmistir.
Elektroforez sirasinda Orneklerin molekiil agirliklarin1  belirlemek icin  SDS-PAGE
molekiiler agirlik standardi (BioRad, Precision Plus Protein Unstained Standart)
kullanilmig ve bu sayede molekiil agirliklart bilinen bantlar baz alinarak oOrneklere ait

protein bantlarinin molekiil agirliklar: hesaplanmustir.

3.2.5.9. immiinblot (Western Blot) analizi

Dehidrin proteinlerin western blot teknigi ile belirlenmesinde Arora ve Wisniewski
(1994) tarafindan gelistirilen yontem, Ergin’in (2012) modifikasyonlariyla kullanilmistir.
Toplam protein ekstraksiyonundan elde edilen 6rnekler SDS-PAGE'de yiiriitiilmiistiir.
Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra, jeller kasetlerden ¢ikarilip, blotlama asamasina
gecilmistir. Bu asamada, Bio-Rad Trans Blot® Turbo™ Transfer System blotlama tinitesi
kullanilmistir. Sandvig sistemini olusturmak i¢in membran ve filtre kagitlar1 4 °C’de 15 dk
boyunca blotlama tamponu igerisinde bekletilerek islatilmiglardir (Cizelge 3.7). Ardindan
filtre kagidi- jel -membran- filtre kagidi seklinde sandvi¢ hazirlanip, hava boslugunun
kalmamasi i¢in Uzerinden bir silindirle hafif basing uygulanarak gecilir ve kaset kapatilir.
Blotlama iinitesine yerlestirilen kasetlere 25 V, 2,5 A'lik akim 30 dk boyunca uygulanarak

proteinlerin nitroseliiloz membranlara gegisi saglanmistir.



Cizelge 3.7. Transfer tamponu bilesenleri ve miktarlari (1 L).

Bilesenler Miktar
25 mM Tris baz 3,03 gr
192 mM Glisin 14,4 gr
%20 Metanol 200 mL
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Membranlar, tris buffer saline (TBS) ¢oOzeltisinde (Cizelge 3.8) cozilen %5'lik

yagsiz slt tozu icerisinde gece boyunca yavasca ¢alkalanmistir, bu sayede membran ile

antikor arasindaki non-spesifik etkilesimler engellenmistir. Bu islemin ardindan
membranlar, sit tozunun fazlasin1 gidermek igin tris buffer saline tween-20 (TBST)

cozeltisinde (Cizelge 3.9) 2’ser kez 2’ser dk galkalanarak yikanmuistir.

Cizelge 3.8. TBS ¢ozeltisi bilesenleri ve miktarlari (1 L).

Bilesenler Miktar
Tris baz 6,05 gr
Sodyum klorir 8,76 g
pH 75

Cizelge 3.9. TBST ¢ozeltisi bilesenleri ve miktarlari (1 L).

Bilesenler Miktar
Tris baz 6,05 gr
Sodyum kloriir 8,76 g
% 0,1 Tween-20 100 uL
pH 7,5
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Primer antikor icin dehidrin antikoru (rabbit), 1:1000 oraninda seyreltilerek, %1
BSA igeren TBST’de ¢6ziinerek hazirlanmistir. Daha sonra, oda sicakliginda membranlar
1 saat inkiibasyona birakilmis ve calkalayicida TBST ile 2 kez 10’ar dakikada yikama
islemi yapilmistir. Yikama asamasindan sonra membranlar, sekonder antikor i¢in Anti-
dehidrin antikoru (rabbit), 1:5000 oraninda seyreltilerek, %1 BSA iceren TBST’de
cozdurulerek oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Membranlar, inkiibasyon
slirecinin tamamlanmasinin ardindan galkalayici {izerinde TBST ¢o6zeltisinde 4 kez 10'ar
dakika yikanmistir. Yikama isleminden sonra membranlar, bantlar goériiniir hale gelinceye
kadar (yaklasik 15 dakika) membran substrat (alkalin fosfataz enzimi) icerisinde
tutulmustur. Daha sonra substrattan alinan membranlar saf su ile yikanip, kurutulmustur.
Membranlar degerlendirme asamasina kadar saklanmistir. Membranlar (zerinde ortaya
cikan bant goriintiileri (Vilber, Quantum ST4 Gel Imaging System, Fransa) yardimiyla
dijital ortama aktarilmistir. Uygulamalara goére farklilik gosteren protein bantlarinin

yogunlugu (Image J) programi kullanilarak tespit edilmistir.

3.3. istatiksel Analizler

Analiz sonuglar1 “SPSS Statistics 29.0.0” istatistik programi kullanilarak

degerlendirilmistir. Uygulamalar arasindaki farklilik “Duncan” testi ile ifade edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Zararlanma Derecesi

ADA 9516 musir ¢esidinde 25 giin sureli tuz uygulamasi sonunda AsA ile priming
yapilan ve yapilmayan bitkilerde goriilen morfolojik degisiklikler ve yapraklardaki
zararlanmalarin gorseli Sekil 4.1'de, zararlanma skala degerleri ile ilgili veriler ise Sekil
4.2 ve Cizelge 4.1°de sunulmustur. Kum ve toprak (1:1) ortaminda yetistirilen, tuz stresine
maruz kalan bitkilerde en fazla zararlanma ortalama 2,75 skala degeri ile 100 mM NaCl
uygulamasinda goriilmiistir. Bu uygulamay1 2,5 skala degeri ile ayni istatistiki grupta yer
alan 50 mM NaCl uygulamasi takip etmistir. 100 mM NaCl+AsA ve 50 mM NaCl+AsA
uygulamalarinda ise skala degerleri sirasiyla 2,25 ve 2 olarak belirlenmistir. En diisiik
skala degeri 1,25 ile kontrol+AsA uygulamasinda tespit edilirlken kontrol uygulamasinda
ise bu deger 1,5 olmustur. Buna gore uygulamalar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur (Ek Agiklama-A).

Kontrol+AsA 50 mM NaCl+ AsA 100 mM NaCl+ AsA

Sekil 4.1. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir bitkisinde ortaya ¢ikan bazi morfolojik degisiklikler.
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Skala degeri

Kontrol 50mMNaCl 100 mM NaCl  Kontrol+AsA 50 mM 100 mM
NaCl+AsA NaCl+AsA

Uygulamalar

Sekil 4.2. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan musir bitkisinde zararlanma skala degerleri.

Cizelge 4.1. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinde ortaya ¢ikan zararlanma skala degerleri.

Uygulama Skala Degeri (1-5)*
Kontrol 1,50

50 mM NaCl 2,50?

100 mM NaCl 2,752

Kontrol+AsA 1,25°

50 mM NaCl+AsA 2,002

100 mM NaCl+AsA 2,25

“0,05 seviyesinde uygulamalar bakimindan ortaya gikan farkliliklar gostermektedir.

Turhan ve Eris (2005) tarafindan yapilan bir ¢aligma, ¢ilek bitkilerinde tuz stresinin
yaprak ve siirglinlerde nekroz (6lii doku) olusumuna neden oldugunu ortaya koymustur.
Chunthaburee vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise, tuz stresinin bitkilerin
yapraklarinda zararlanmaya neden oldugu ve toleransl ¢eltik bitkileri de dahil olmak iizere
cesitlere bagli olarak biiylimenin azaldi§i, yapraklarin kurudugu ve bazi bitkilerin 61diigi
gozlemlenmistir. Kusvuran vd. (2015) tarafindan musir gesitlerinin stres tepkilerinin erken

bitki gelisim asamasinda degerlendirildigi bir c¢aligmada; ¢esitler tuz stresine karsi
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toleranslar1 bakimindan biiylik bir cesitlilik gostermistir. Yaprak semptomlarina dayali
gorsel skala degerlendirildiginde; taranan 20 ¢esit arasinda en toleransli ¢esitlerin yaprak
hasar skorlar1 1,0 ila 1,67 arasinda, tuz uygulamasindan orta derecede etkilenmis ¢esitlerde
bu skor 2,33 ile 3,67 arasinda, hassas cesitlerde ise 4 ile 5 arasinda degismistir.
Arastirmacilar yaprak hasar skoru 1 ve 2 olan ¢esitlerin, yaprak belirti skoru 3, 4 ve 5 olan
cesitlere gore daha iyi ¢alisan Na dislama mekanizmalarina sahip olabilecegine dikkat
¢cekmislerdir. Bu tez ¢alismasinda, 50 mM NaCl ve 100 mM NaCl uygulamalarinin
blylmeyi yavaslattigi ve bitkilerin ilk yapraklarinda hafif ve orta dizeyde sararmaya
sebep olup bazi yapraklarda kivrilmalara rastlandigi, diger uygulamalarda bu duruma
rastlanmadig tespit edilmistir. Diger taraftan 50 mM NaCIl+AsA ve 100 mM NaCIl+AsA
uygulamalarinin yapildig1 bitkilerin yapraklarinda kivrilmalar meydana gelmistir. Kisa
siireli tuz uygulamalarinda, bitkilerin tuz stresine karsi belirli bir tolerans gelistirdigi,
bitkilerde siddetli ve 6liimciil zararlanmalara neden olmadigi, tuz+AsA uygulamalarinin
ortaya ¢ikan hafif ve orta dereceli zararlanmalara karsi siirli bir koruma saglayabildigi

gbzlemlenmistir.

4.2. iyon Sizintist

Tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagli olarak misir fidelerinin yapraklarinda iyon
sizintis1 oranlarindaki degisimler Sekil 4.3 ve Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Sonuglar en
diisiik iyon sizintist degerinin % 15,37 ile kontrol + AsSA uygulamasinda oldugunu bu
uygulamayi ise % 17,41 ile 50 mM NaCIl+AsA ve % 21,14 ile 50 mM NaCl uygulamasinin
takip ettigini gdstermistir. [yon sizintis1 oranlarmin, ayn istatistiki grupta yer alan 100 mM
NaCl + AsA, 100 mM NaCl ve kontrol uygulamalarinda ise sirasiyla % 26,09, % 24,33 ve
% 23,76 ile en yiiksek degerlerde oldugu tespit edilmistir. Buna gore uygulamalar

arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Ek A¢iklama-B).
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30

iyon sizintisi (%)

Kontrol 50mMMaCl 100 mM NaCl  Kontrol + AsA - 50 mM MaCl+ 100 miv NaCl
AsA + ASA

Uygulamalar

Sekil 4.3. Askorbik asit ile tohum priming uygulamas: yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak iyon sizintist oranlarindaki degisim.
Dikey barlar tekerriirlerin + SS’ larin1 gdstermektedir.

Cizelge 4.2. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak iyon sizintist oranlarindaki degigim.

Uygulama Iyon Sizintis1 (%)*
Kontrol 23,762
50 mM NaCl 21,14
100 mM NaCl 24,332
Kontrol+AsA 15,37°
50 mM NaCl+AsA 17,41
100 mM NaCIl+AsA 26,09°

“0,05 seviyesinde uygulamalar bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar1 gdstermektedir.

Iyon sizintis1, gesitli tiirler, hicre tipleri ve dokular arasinda sik¢a gdzlemlenen bir
olgudur ve patojen saldirilari da dahil olmak iizere c¢esitli stres faktorlerinden
etkilenebilmektedir (Demidchik vd., 2014). Aydogan vd. (2023) tarafindan yapilan
calismada, tuz stresi altinda iyon sizintis1 degerlerinin arttig1, ancak yapraktan uygulanan
AsA'nin bu zararli etkileri hafiflettigi belirtilmistir. Bu tez caligmasinda elde edilen

sonuclar degerlendirildiginde; tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagli olarak en diisiik iyon
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sizintis1 degerinin kontrol+AsA uygulamasinda gézlenmesi, 50 mM NaCl uygulamasinda
% 21,14 olan iyon sizintis1 degerinin 50 mM NaCl +AsA uygulamasinda % 17,41'e
diismesi, AsA’nin tuzun zararh etkisini giderici bir rolii oldugunu gostermistir. 100 mM
NaCl uygulamasinda %24,33 olan iyon sizintisi oranmin 100 mM NaCl+AsA
uygulamasinda daha da arttifi belirlenmistir. Bu durum AsA'nin 100 mM NaCl

uygulamasinda tuzun iyon sizintisini diisiirmede etkili olmadigini ortaya ¢ikarmaistir.

4.3. Turgor kaybi (TK)

Tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagli olarak musir fidelerinin yapraklarindaki TK
degerlerindeki degisimleri Sekil 4.4 ve Cizelge 4.3’de verilmistir. Sonuglar TK (%)
degerlerinin, ayni istatistiki grupta yer alan 50 mM NaCl, 50 mM NaCl+AsA ve 100 mM
NaCl+AsA uygulamalarinda sirastyla % 25,93, % 28,28 ve % 33,96 ile en diisiik
degerlerde oldugunu goéstermistir. Turgor kayb1 oranlarinin, yine ayni istatistiki grupta yer
alan kontrol, 100 mM NacCl ve kontrol+AsA uygulamalarinda sirastyla % 52,71, % 57,93
ve % 63,82 ile en yuksek degerlerde oldugu tespit edilmistir. Buna gore uygulamalar

arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (Ek Ag¢iklama-C).

TK (%)

Kontrol 50mMmMacCl 100 mM MaCl  Kontrol + AsA - 50 mM NaCl+ 100 mM MNaCl
AsA + AsA

Uygulamalar

Sekil 4.4. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan musir fidelerinin yaprak TK oranlarindaki degisim. Dikey
barlar tekerriirlerin = SS’ larin1 géstermektedir.
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Cizelge 4.3. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak TK oranlarindaki degisim.

Uygulama TK (%)*
Kontrol 52,712
50 mM NaCl 25,93°
100 mM NaCl 57,932
Kontrol+AsA 63,822
50 mM NaCl+AsA 28,28°
100 mM NaCl+AsA 33,96"

“0,05 seviyesinde uygulamalar bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar1 gdstermektedir.

Hiicrenin, diisik su potansiyeli kosullarinda turgor basincini siirdiirebilme

kabiliyeti, stres durumlarina yanit olarak osmotik potansiyeli azaltan osmolit birikimi ile

artar (Freitas vd., 2019). Tuzluluk, bitkiler i¢in bir osmotik stres kaynagidir ve hiicrelerin

turgorunu azaltarak bitki biyimesini engeller (Shabala ve Shabala, 2011).

Priming yoluyla AsA uygulamasinin stres kosullar1 altinda, transpirasyonu azalttig

ve turgoru korudugu bildirilmistir (Hasan vd., 2018). Kapoor vd. (2020) yaptiklari

caligmada, kuraklik kosullari altinda turgor kaybinin, kontrol grubuna goére daha yiiksek

oldugunu bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinin sonuglari incelendiginde; en diisik TK

degerleri, 50 mM NaCl, 50 mM NaCl+AsA ve 100 mM NaCl+AsA uygulamalarinda elde

edilmistir. Kontrol, 100 mM NaCl ve kontrol+AsA uygulamalarinin en yiiksek TK

degerine sahip oldugu gézlemlenmistir. Buna gore, AsA uygulamalari, misir bitkilerinin

yapraklarinda su tutma kapasitesini artirarak tuz stresine tolerans saglamada etkili olabilir,
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4.4. Askorbik asit (AsA) miktari

Tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagli olarak misir fidelerinin yapraklarindaki
AsA miktarlarindaki degisimler Sekil 4.5 ve Cizelge 4.4’de verilmistir. Sonuglar en diisiik
AsA (mg/gTA) miktarmin 0,49 mg/gTA ile 100 mM NaCl uygulamasinda oldugunu, bu
uygulamay1 0,94 mg/gTA ile 50 mM NaCl uygulamasinin takip ettigini gostermistir.
Askorbik asit miktarinin, 100 mM NaCIl+AsA ve 50 mM NaCl+AsA uygulamalarinda
sirastyla 1,30 mg/gTA ve 1,40 mg/gTA oldugu ve aynu istatistiki grupta yer alan kontrol ve
kontrol+AsA uygulamalarinda ise sirasiyla 2,52 mg/gTA ve 2,53 mg/gTA ile en yuksek
degerlerde oldugu tespit edilmistir. Buna gore uygulamalar arasindaki fark istatistiki olarak

Onemli bulunmustur (Ek Agiklama-D).

AsA miktar (mglgTA)

Kontrol 50 mM NaCl 100 mM MNaCl  Kontrol + AsA 50mM MNaCl+ 100 mM NaCl
AsA + AsA

Uygulamalar

Sekil 4.5. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak AsA miktarindaki degisim. Dikey
barlar tekerriirlerin £ SS’ larin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.4. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak AsA miktarindaki degisim.

Uygulama AsA miktar1 (mg/gTA)*
Kontrol 2,522
50 mM NaCl 0,94¢
100 mM NacCl 0,491
Kontrol+AsA 2,632
50 mM NaCl+AsA 1,40P
100 mM NaCl+AsA 1,30

“0,05 seviyesinde uygulamalar bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar1 gdstermektedir.

Tuz stresi kosullarinda bazi bitki tiirlerinin yaprak dokularinda AsA birikiminin
meydana geldigi ve bu bilesigin tuz toleransinin saglanmasinda 6nemli bir role sahip
oldugu bildirilmistir (Irfan vd., 2019). Baig vd. (2021), tuz stresi altinda Punjab-2011
bugday cesidinin tuzluluga daha az toleransh oldugunu fakat 150 mg/L. AsA’nin priming
yoluyla uygulanmasiyla tuz stresini 6nemli dl¢iide azalttigini bildirmislerdir. Ghoohestani
vd. (2012) domates tohumlarinda tuz stresinin olumsuz etkilerine karsi 150 mg/L AsA
uygulamasinin en etkili korumay1 sagladigini1 rapor etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda, en
yiiksek AsA miktarlar1 kontrol ve kontrol+AsA uygulamalarinda goriilmiistiir. Buna
karsilik en diisiik AsA miktarinin 100 mM NaCl uygulamasinda tespit edilmesi yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda bitkilerin AsA {iretimini olumsuz etkiledigini gostermektedir.
Ayrica, 100 mM NaCl+AsA ve 50 mM NaCl+AsA uygulamalarinda AsA miktarinin
arttigi  gézlemlenmistir. Bu sonuglar, sadece tuz stresi uygulanan bitkilerle
karsilagtirildiginda; 50 mM AsA’nin tuz stresi kosullarinda iyilestirici bir etki yaptigi

gozlemlenmistir.
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4.5. Toplam Klorofil (Chl) Miktari

Tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagl olarak musir fidelerinin yapraklarindaki Chl
miktarlarindaki degisimler Sekil 4.6 ve Cizelge 4.5’de verilmistir. Sonuglar en diisiik
Klorofil (mg/gTA) miktarinin 1473 mg/gTA ile Kontrol uygulamasinda oldugunu bu
uygulamayi ise 1740 mg/gTA ile 50 mM NaCl+AsA, 1826 mg/gTA ile kontrol + AsA ve
2082 mg/gTA ile 50 mM NaCl uygulamasinin takip ettigini gostermistir. Klorofil
miktarmin, ayni istatistiki grupta yer alan 100 mM NaCl ve 100 mM NaCl+AsA
uygulamalarinda ise sirastyla 2161 mg/gTA ve 2183 mg/gTA ile en yiiksek degerlerde
oldugu tespit edilmistir. Buna gore uygulamalar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli

bulunmustur (Ek Agiklama-E).

2500

2000

1500

1000

Chl miktari (mglgTA)

S00

Kontrol S50mmMaCl 100 mM NaCl  Kontrol + AsA S0 mM NaCl+ 100 mM MNaCl
AsA + AsA

Uygulamalar

Sekil 4.6. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin Chl miktarindaki degisim. Dikey barlar
tekerriirlerin + SS’ larin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.5. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak Chl miktarindaki degisim.

Uygulama Chl miktar1 (mg/gTA)*
Kontrol 1473°

50 mM NaCl 20822

100 mM NaCl 2161°

Kontrol+AsA 1826%°

50 mM NaCl+AsA 1740

100 mM NaCI+AsA 21832

“0,05 seviyesinde uygulamalar bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar1 gdstermektedir.

Disiik tuz seviyeleri klorofil igerigini artirirken, yiiksek tuz diizeyleri klorofillerin
molekiiler yapisini bozmaktadir (Ashraf, 2004). Siddiqui vd. (2018), AsA uygulamalarinin
bitkilerde klorofil sentezini artirabilecegini belirtmislerdir. Bezelyede farkli tuz
uygulamalarinin 6zellikle 25 mM NaCl konsantrasyonunda Klorofil birikimi agisindan

kontrol grubuna gore daha olumlu sonuglar verdigi rapor edilmistir (Acar vd., 2011).

Yapilan bu calismada, en diisiikk Chl miktar1 kontrol uygulamasinda goriilmiistiir.
En yiiksek Chl miktar1 ise 100 mM NaCl ve 100 mM NaCl+AsA uygulamalarinda tespit
edilmigtir. Diger uygulamalarda da (50 mM NaCl, 50 mM NaCl+AsA ve kontrol+AsA)
goriilen Chl miktarindaki artis, hem yiiksek tuz konsantrasyonlarinin hem de AsA ile

priming uygulamalarinin, Chl {iretiminde artislara neden oldugunu gostermektedir.

4.6. Prolin miktar1

Tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagli olarak musir fidelerinin yapraklarindaki
prolin miktarlarindaki degisimler Sekil 4.7 ve Cizelge 4.6’da verilmistir. Sonuglar en
diisiik prolin miktarinin 549 uM/gTA ile kontrol uygulamasinda oldugunu gdstermistir. Bu
uygulamay1 ise 607 uM/gTA ile 50 mM NaCl, 641 uM/gTA ile 100 mM NaCl, 672
uM/gTA ile kontrol+AsA ve 681 uM/gTA ile 50 mM NaCl+AsA uygulamasi takip
etmistir. Prolin miktarinin, 100 mM NaCl+AsA uygulamasinda ise 705 uM/gTA ile en
yuksek degerde oldugu tespit edilmistir. Buna gére uygulamalar arasindaki fark istatistiki

olarak 6nemli bulunmustur (Ek Agiklama-F).
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800

600

400

Prolin (UM ProlinigTA)

200

Kontrol 50mMMNaCl 100 mM NaCl  Kontrol + AsA - 50 mM NaCl+ 100 mM MaCl
AsA + AsA

Uygulamalar

Sekil 4.7. Askorbik asit ile tohum priming uygulamas: yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak prolin miktarindaki degisim. Dikey
barlar tekerriirlerin = SS’ larin1 géstermektedir.

Cizelge 4.6. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak prolin miktarindaki degisim.

Uygulama Prolin miktar1 (uM prolin/gTA)*
Kontrol 549°
50 mM NacCl 607¢
100 mM NaCl 641°
Kontrol+AsA 672"
50 mM NaCl+AsA 681%
100 mM NaCIl+AsA 705%

*0,05 seviyesinde uygulamalar bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar1 gostermektedir.

Tuzlu kosullarda, prolin igerigi artar. Bu artis, tuzluluk stresinin olumsuz etkilerini
gidermede ve bitki biiylimesini iyilestirmede 6nemli bir yol oynar (Nathalie ve Christian,
2008). Prolin, gesitli onemli islevlere sahip olan bir bilesiktir. Bu islevler arasinda ozmotik
basincin  diizenlenmesi, zar biitiinliiglinlin  korunmasi, enzim/protein dengesinin

saglanmasi, NADP+/NADPH oraninin korunmasi ve serbest radikallerin temizlenmesi yer
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alir (Misra ve Saxena, 2009). Dar vd. (2016), bitki stres toleransi ile prolin birikimi
arasinda pozitif bir iligki oldugunu ifade etmektedirler. Ayrica, strese toleransl bir¢ok bitki

cesidinde, hassas cesitlere kiyasla daha yiiksek seviyelerde prolin birikimi goézlendigi

bildirilmektedir (Kilig, 2020).

Molazem ve Bashirzadeh (2015) yaptiklar1 ¢aligmada, farkli misir ¢esitlerinin tuz
stresi altinda farkli sekillerde prolin birikimi gosterdigini gozlemlemislerdir. K3615.1
¢esidi, 50 ve 100 mM NacCl konsantrasyonlarinda énemli derecede prolin biriktirmezken,
K3653.2 ¢esidinin yliksek tuz konsantrasyonlarinda prolin birikiminde azalma gosterdigini
ve diger gesitlerin ise tuz uygulamalariyla ylksek miktarda prolin birikimi gosterdiklerini
bildirmislerdir. Das vd. (2015) tuz stresi altinda farkli bugday genotiplerinde, prolin
miktarmin artigin1 rapor etmislerdir. Turhan (2002) ise ¢ilek bitkisinde tuz uygulamalar
sonucu tespit edilen prolin akiimiilasyonunun tuza toleransin bir gostergesi olduguna
dikkat cekmekle birlikte, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ki zararlanma ile paralel olarak
ortaya c¢ikan prolin artisinin bitkideki tuz zarari ile bir iliskisinin olabilecegini bildirmistir.
Bu tez ¢alismasinda, en yiiksek prolin miktari, 100 mM NaCl+AsA ve 50 mM NaCl+AsA
uygulamalarinda tespit edilmistir. Bu sonug, AsA uygulamasinin tuz stresine karsi bir
koruma sagladigini, prolin birikimini artirarak bitkilerin stres tepkisini olumlu yonde
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Hem yiiksek tuz konsantrasyonunun hem de AsA’nin
bitkilerin prolin birikimini artirdig1 belirlenmistir. Bu durum, bitkilerin en yogun stres
kosullarinda bile adaptasyon mekanizmalarini devreye sokarak prolin iiretebildigini ve
AsA ile priming uygulamalarimin tuz stresinin negatif etkilerini hafifletmeye yardimci
olabilecegini diislindiirmekle birlikte bu konuda daha ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi

gerekmektedir.
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4.7. Toplam ¢6zlinebilir protein (TCP) miktar:

Tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagli olarak musir fidelerinin yapraklarindaki
TCP miktarindaki degisimler Sekil 4.8 ve Cizelge 4.7°de verilmistir. Sonuglar en diisiik
TCP (mg protein/gTA) miktariin 37,06 mg protein/gTA ile 100 mM NaCl uygulamasinda
oldugunu, bu uygulamayi ise 41,73 mg protein/gTA ile 50 mM NaCl, 42,56 mg
protein/gTA ile kontrol, 45,95 mg protein/gTA ile 50 mM NaCIl+AsA ve 47,00 mg
protein/gTA ile 100 mM NaCIl+AsA uygulamasinin takip ettigini gostermistir. Toplam
coziunebilir protein miktarinin, kontrol+AsA uygulamasinda ise 49,74 mg protein/gTA ile
en yiiksek degerde oldugu tespit edilmistir. Buna gore uygulamalar arasindaki fark

istatistiki olarak Gnemli bulunmustur (Ek A¢iklama-G).

&0

a0

40

30

TGP (mg protein/gTA)

20

Kontrol S0mMMNaCl 100 mMMNaCl  Kontrol + AsA - 50 mM NaCl+ 100 mM MNaCl
ASA + AsA

Uygulamalar

Sekil 4.8. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 gun NaCl
uygulamasina maruz birakilan musir fidelerinin yaprak TCP miktarindaki degisim. Dikey
barlar tekerriirlerin = SS’ larin1 géstermektedir.
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Cizelge 4.7. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak TCP miktarindaki degisim.

Uygulama TCP miktar: (mg protein/gTA)*
Kontrol 42,56

50 mM NaCl 41,73°

100 mM NacCl 37,06¢

Kontrol+AsA 49,742

50 mM NaCl+AsA 45,95%¢

100 mM NaCl+AsA 47,00%

“0,05 seviyesinde uygulamalar bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar1 gdstermektedir.

Tuzluluk bitkilerde protein modeli tzerinde ¢ift yonlu bir etkiye sahiptir. Tuzlu
ortamlarda, toplam protein miktar1 azalirken (Delgado vd., 1993), tuzlulugun etkisini tolere
etmek icin gerekli olan 6zel proteinlerinde sentezi artar (Chen ve Plant, 1999). Yapilan
calismalarda arpa, celtik ve aycicegi gibi bitkilerin tuza toleransli genotiplerinde,
¢oOziinebilir protein iceriginin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Parvaiz ve Satyawati,

2008).

Arefian vd. (2014) nohutta yaptiklar1 ¢alismada, yapraktaki TCP miktarinin tuza
toleransh tiirlerde 6nemli artis gosterdigini bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise, en
diisiik TCP miktari, 100 mM NaCl uygulamasinda gozlemlenmistir. Bu durum, yuksek tuz
konsantrasyonlariin bitkilerde protein iiretimini olumsuz etkiledigini gostermektedir. En
yiiksek TCP miktar1 ise kontrol+AsA uygulamasinda tespit edilmistir. AsA uygulamas: ile
TCP miktarinin artmasi, AsA ile priming uygulamalarinin bitkilerde stresle miicadeleye

katki saglayabilecegini gostermistir.

4.8. SDS-PAGE

Tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagli olarak misir fidelerinin yapraklarindaki
toplam protein profillerinde 250 kDa ile 6 kDa arasi degisen birgok bant Sekil 4.9’da
gosterilmistir. Bu bantlardan 250 kDa biiyilikligiindeki bant, sadece kontrol+AsA
uygulamasinda gozlemlenmistir. 83 kDa biiytikliigiindeki diger bir bant, tuz stresi

kosullarinda tim uygulamalarda ortaya ¢ikarken, sadece kontrol ve kontrol+AsA
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uygulamalarinda kaybolmustur. Bantlardan 77 kDa biiytikliigiindeki protein bandi, sadece
kontrol+AsA uygulamasinda goriilirken, 58 kDa biiyikligiindeki bant ise yalnizca
kontrol+AsA ve 100 mM NaCl+AsA uygulamalarinda ortaya c¢ikmistir. 50 kDa
biytikliigiinde baska bir protein bandi, 100 mM NaCl+AsA uygulamasi disindaki tim
uygulamalarda goriilmistiir. Biyiikligii 43 kDa olan bir diger protein band1i 50 mM
NaCl+AsA uygulamasinda ortadan kaybolurken diger tiim uygulamalarda goriilmiistiir. 35
kDa biiyiikliigiindeki bant, 50 mM NaCl, 100 mM NaCl ve kKontrol+AsA uygulamalarinda
daha yogun gozlemlenirken, kontrol ve 50 mM NaCl+AsA uygulamalarinda bu bandin
yogunlugu azalmistir. Ayn1 bant 100 mM NaCl+AsA uygulamasinda ise goriilmemistir.
Kontrol+AsA uygulamasinda yogun olarak tespit edilen 6 kDa biiyiikliigiindeki protein

bandinin diger uygulamalarda yogunlugunun azaldigi tespit edilmistir.

Bant Buyukilkleri
* A:250kDa
B:83kDa
C:77kDa
D:58 kDa

E: 50 kDa
F:43kDa
G:35kDa

H: 6kDa

10

kDa

MA Kontrol 50 100 K+AsA 50+AsA 100+ AsA

Sekil 4.9. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yapraklarindaki toplam protein profilleri
(MA: Molekiiler Agirlik Standard1, kDa: Kilodalton)
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SDS PAGE yontemi, bitki koleksiyonlarinin genetik yapisini tanimlamada yaygin
bir sekilde kullanilan bir biyokimyasal tekniktir (Babaoglu vd., 2004). SDS-PAGE,
proteinlerin boyut ve miktarlarin1 analiz etmek icin kolay uygulanabilir olmas1 ve gecerli
sonuclar elde etmesi sebebiyle sik¢a kullanilan bir laboratuvar yontemidir (Laemmli,
1970). Bitkilerde tuz ile indiiklenen birgok protein tanimlanmistir (Mansour, 2000). Tamas
vd. (2001) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, tuz stresine maruz birakilan misir kdklerinde
29, 39, 51 ve 61 kDa biiytikliigiinde 4 farkli protein bandi tespit edilmistir. Rodolph (2022)
yaptig1 ¢alismada, kuraklik stresine maruz kalan musir bitkilerinde, SDS-PAGE analizi
sonuclarina gore, 22 kDa ila 227 kDa arasinda degisen protein bantlarinin oldugunu
belirtmistir. Ayrica, AsA, sukroz (Suc) ve AsA+Suc kombinasyonunun, AKM4 (kurakliga
toleransli) bitkilerinde kuraklik stresi altinda ve normal kosullarda Onceden
gbézlemlenmeyen 73 kDa ve 82 KDa biiyiikliigiindeki bantlarin ortaya ¢ikmasina neden
oldugunu belirlemistir. Bununla birlikte, AsA uygulamasinin AKM4 bitkilerinde bazi
protein bantlarinda artiga yol actigini, ancak AsA, Suc veya AsA+Suc uygulamalarinin

AKMB83 (kurakliga hassas) bitkilerinde bdyle bir artisa neden olmadigini rapor etmistir.

Yapilan bu calismada, 58 kDa biiyiikliigiindeki protein bandinin sadece
kontrol+AsA ve 100 mM NaCl+AsA uygulamalarinda gézlemlenmesi, hem tuz stresi hem
de AsA’nin etkisiyle bu bandin ortaya ¢iktigini diislindiirmektedir. Tuz stresi ve AsA ile
priming uygulamalar1 bazi proteinlerin varliginin ortaya g¢ikmasimi tetiklerken, bazi
proteinlerde de kayiplara neden olmustur. Bu uygulamalarin farkli biiyiikliiklerdeki protein

bantlarinin varligi ve yogunlugu iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

4.9. immunblot (Western Blot)

Immunblot analizleri sonucunda, kullanilan dehidrin antikoru ile misir fidelerinin
yaprak dokularinda tuz stresi uygulamalarina bagli olarak belirlenen 58, 50 ve 35 kDa

biiyiikliigiindeki ti¢ DHN nin durumu Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Bant Buylklukleri
* A:58kDa
* B:50kDa
* (C:35kDa

Sekil 4.10. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan musir fidelerinin yapraklarinda belirlenen dehidrin grubu
protein bantlar (58, 50, 35 kDa).

Ortaya ¢ikan bantlar yogunluklarina gore degerlendirildiginde, 58 kDa
biiytikliigiindeki dehidrin proteininin birikimi Sekil 4.11°de gosterilmistir. Buna gore, 58
kDa’luk dehidrin proteininin kontrole gore Kkontrol+AsA uygulamasinda en yliksek
seviyeye ulastigi, 100 mM NaCl, 50 mM NaCl+AsA ve 100 mM NaCl+AsA
uygulamalarinin ise kontrole oranla daha diisiikk yogunlukta oldugu gdzlenmistir. En diisiik

yogunlugun 50 mM NaCl uygulamasinda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan misir fidelerinin yapraklarindaki (a) 58 kDa DHN
proteininin gorinidmd (b) 58 kDa DHN proteinin bant yogunlugu.
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Tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagli olarak yogunluklar1 degisen, 50 kDa
biiytikliigiindeki dehidrin proteininin birikimi Sekil 4.12’de gosterilmistir. Bu baglamda,
50 kDa’luk dehidrin proteini kontrol uygulamasina gore kontrol+AsA uygulamasinda ¢ok
yogun bir sekilde gozlemlenirken, 50 mM NaCl ve 100 mM NaCl uygulamalarinda
kontrolden daha diisiik yogunlukta oldugu gozlemlenmistir. En diisiik yogunlugun ise 50

mM NaCIl+AsA ve 100 mM NaCl+AsA uygulamalarinda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. Askorbik asit ile tohum priming uygulamasi yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan musir fidelerinin yapraklarindaki (a) 50 kDa DHN
proteininin gorinimdi (b) 50 kDa DHN proteinin bant yogunlugu.

Tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagl olarak yogunluklar1 degisen, 35 kDa
bliyiikliiglindeki dehidrin proteininin birikimi Sekil 4.13’de gosterilmistir. Bu baglamda,
35 kDa’luk dehidrin proteini kontrol uygulamasina gére 100 mM NaCl uygulamasinda ¢ok
yogun bir sekilde gbézlemlenirken, 50 mM NaCl uygulamasinda daha diisiik yogunlukta,
diger uygulamalarda ise dereceli bir sekilde azalma ile daha diisik yogunlukta bantlar
oldugu goézlemlenmistir. En diisiik yogunlugun ise kontrol uygulamasinda oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.13. Askorbik asit ile tohum priming uygulamas: yapilarak 25 giin NaCl
uygulamasina maruz birakilan musir fidelerinin yapraklarindaki (a) 35 kDa DHN
proteininin gorinumi (b) 35 kDa DHN proteinin bant yogunlugu.

Proteinlerin imminolojik olarak tespiti i¢in yaygin olarak kullanilan Western blot
teknigi, blylk o6lgide tercih edilen bir yontemdir (Kim, 2017). Dehidrinlerin molekdl
agirliklan biiyilik 6lciide degiskenlik gosterir, en kiigiigii Labhilili vd. (1995) calismasinda
9,6 kDa olarak rapor edilirken, en biiyligii Kim vd. (2012) arastirmasinda 70 kDa olarak
belirtilmistir. Chenopodium quinoa cv. Hualhuas bitkileri alt1 hafta boyunca farkli tuz
konsantrasyonlarinda yetistirilmistir (0, 100, 300, 500 mM NaCl). Immunblot
analizlerinden sonra, bu bitkilerden elde edilen tohumlarda 55, 50, 34 ve 30 kDa
boyutlarinda dort yeni DHN bandi tespit edilmistir. Bu sonuglar, farkli tuz
konsantrasyonlarinin dehidrin tiretimini etkiledigini gostermektedir (Burrieza vd., 2012).
Aydogan (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, 3 farkli biiytikliige sahip dehidrin proteinin
(yaklasik 73, 45 ve 35 kDa) varligi tespit edilmis ve bu dehidrin proteinlerinin bitkilerin
stres toleransinda etkili oldugu rapor edilmistir. Bu tez ¢alismasinda, DHN proteininin
kontrole gbre diger uygulamalarda yogunlugunun artip/azalmasi strese karsi savunmada
etkinliginin ¢ok fazla 6n plana ¢ikamadig1 gézlemlenmistir. 58 ve 50 kDa’luk proteinlerde
kontrol+AsA uygulamasinin en yiiksek yogunlukta olmasi AsA’nin tuz stresi altinda

dehidrin proteinlerine olumlu etkilerinin olabilecegini diisiindiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tuz stresi, bitkilerin buyumesini ve verimini olumsuz etkileyen Onemli bir
faktordiir. Ozellikle musir bitkisi, tuz stresine kars1 orta diizeyde hassas bir bitki turtdur.
Masir bitkisi, tuz stresine karsi bazi savunma mekanizmalar1 gelistirir, ancak asir1 tuz stresi
durumunda bu mekanizmalar yetersiz kalabilir. Bu ¢aligmada arastirilan misir ¢esidinde
(ADA 9516) tuz stresinin sebep oldugu zararlanma ve fizyolojik degisimler zararlanma
derecesi, iyon sizintisi, TK, AsA miktari, Chl miktari ve prolin miktar1 parametreleri ile
tespit edilmistir. Ayrica tuz stresi ve AsA uygulamalarina bagli olarak TCP, SDS-PAGE ve

DHN antikoru kullanilarak dehidrin proteinlerindeki degisim belirlenmistir.

Misir bitkisinde tuz stresine toleransta AsA uygulmalarinin etkisi asagida ozet

olarak belirtilmistir:

e Zararlanma skalasi degerlerine gore, en fazla hasar 50 mM ve 100 mM NaCl
uygulamalarinda goriilmiistiir. Askorbik asit uygulamasinin her iki tuz
konsantrasyonunda da yaprak kivrilmasi disindaki hasarlar1 iyilestirdigi tespit

edilmistir.

e Misir yaprak dokularindaki iyon sizintist oraninin hem kontrol hem de 50 mM
NaCl uygulamasinda azaldigi tespit edilmistir. Ayrica 100 mM NaCI+AsA

uygulamasinin TK’y1 6nemli 6l¢iide azalttig: tespit edilmistir.

e Askorbik asit miktarinin AsA uygulamasi ile tim uygulama grubu igin artig
gosterdigi saptanmustir. Tuz stresinin Chl miktarinda artisa neden oldugu bu artigin
AsA uygulamasi ile 50 mM NaCl+AsA uygulamasinda 50 mM NaCl uygulamasi

ile kiyaslandiginda 6nemli dlciide azaldig1 belirlenmistir.

e Misir yaprak dokularinda prolin miktarinin hem tuz stresi uygulamalar1 hem de
NaCl+AsA uygulamalari ile arttig1 tespit edilmistir. Ayrica tuz stresiyle birlikte
verilen AsA uygulamalar1t TCP igeriginde belirgin bir artis saglamistir. Protein

profilleri incelendiginde; 6-250 kDa arasinda degisen yeni sentezlenen protein
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bantlarinin varhigi, tuz stresinin bazi protein bantlarinin kaybina sebep oldugu
saptanmigtir. En yogun protein bandinin Kontrol+AsA uygulamasinda 50 kDa

biiytikliigiinde oldugu belirlenmistir.

e Immunblot analizi sonuglari ile tuz stresi ve AsA uygulamalar1 sonucunda olusan
spesifik proteinler tespit edilmistir. ADA 9516 ¢esidinde 3 farkli DHN proteini (58,
50 ve 35 kDa) birikimi gézlemlenmistir. Bu proteinlerin tuza toleransta etkili

olabilecegi belirlenmistir.

Sonug olarak, tuz stresi kosullarinda AsA ile priming uygulamasmin bu g¢alismada
kullanilan ADA 9516 misir ¢esidinde, AsA, TK, iyon sizintisi, Chl, prolin ve TCP
parametrelerine bakildiginda 50 mM NaCl+AsA ve 100 mM NaCI+AsA (iyon sizintisi
hari¢) uygulamalarinda tuz toleransi sagladigi belirlenmistir. Tuz stresi musir bitkisi i¢in
onemli bir stres faktoriidiir. Bu stresle basa ¢ikabilmek i¢in bitkilerin ¢esitli adaptasyon
mekanizmalari gelistirdigi goriilmektedir. Bu nedenle, tuz stresiyle muicadele eden bitkiler
icin uygun yonetim stratejileri benimsenmesi bilyiik 6nem tasimaktadir. Bu baglamda, AsA
uygulamasinin misir bitkilerinde priming yoluyla uygulanmasiin tuz stresi kosullarinda
stresin zararli etkilerini gidermede etkili olabilecegi sdylenebilir. Bundan sonraki
caligmalarda farkli konsantrasyon, daha fazla cesit ve farkli vejetasyon donemlerinde daha
fazla caligma yapilmasina ihtiya¢ vardir. Bu bilgiler, misir ireticilerinin tuzlu toprak
kosullarinda basarili bir sekilde yetistirilebilecek uygun misir ¢esitlerini se¢melerine
yardimci olup, 1slah programlarina katki saglayabilir. Ayrica, gelecekte AsA'nin koruyucu

mekanizmalarinin gen diizeyinde arastirilacagi ¢alismalarda yapilmalidir.



47

KAYNAKLAR DiZiNi

AbdElgawad, H., Zinta, G., Hegab, M. M., Pandey, R., Asard, H., & Abuelsoud, W.
(2016). High Salinity Induces Different Oxidative Stress and Antioxidant Responses
in Maize Seedlings Organs. Frontiers in plant science, 7, 276.

Acar, R., Yorgancilar, M., Atalay, E., & Yaman, C. (2011). Farkli tuz uygulamalarinin
bezelyede (Pisum sativum L.) bagil su icerigi, klorofil ve bitki gelisimine etkisi.
Selguk Tarim Bilimleri Dergisi, 25 (3), 42-46.

Acosta-Motos, J. R., Ortuiio, M. F., Bernal-Vicente, A., Diaz-Vivancos, P., Sanchez-
Blanco, M. J., & Hernandez, J. A. (2017). Plant responses to salt stress: Adaptive
mechanisms. Agronomy, 7(1), 18.

Afzal, I., Basra, S. M., Faroog, M., & Nawaz, A. (2006). Alleviation of salinity stress in
spring wheat by hormonal priming with ABA, salicylic acid and ascorbic acid.
International Journal of Agricultural Biology, 8(1), 23-28.

Afzal, M., Hindawi, S. E. S., Alghamdi, S. S., Migdadi, H. H., Khan, M. A., Hasnain, M.
U., Arslan, M., Rahman, M. H., Sohaib, M. (2023). Potential Breeding Strategies
for Improving Salt Tolerance in Crop Plants. Journal of Plant Growth Regulation,
42(3), 3365-3387.

Arefian, M., Vessal, S. & Bagheri, A. (2014). Biochemical Changes and SDS-PAGE
Analyses of Chickpea (Cicer arietinum L.) Genotypes in Response to Salinity
During the Early Stages of Seedling Growth. Journal of Biological and
Environmental Sciences, 8 (23), 0-0.

Arefian, M., & Shafaroudi, S. M. (2015). Physiological and gene expression analysis of
extreme chickpea (Cicer arietinum L.) genotypes in response to salinity stress. Acta
Physiologiae Plantarum, 37, 193.

Arora, R., Pitchay, D. S., & Bearce, B. C. (1998). Water-stress-induced heat tolerance in
geranium leaf tissues: A possible linkage through stress proteins? Physiologia
Plantarum, 103(1), 24-34.

Arora, R., & Wisniewski, M. E. (1994). Cold acclimation in genetically related (sibling)
deciduous and evergreen peach (Prunus persica [L.] Batsch) (Il. A 60-kilodalton
bark protein in cold-acclimated tissues of peach is heat stable and related to the
dehydrin family of proteins). Plant Physiology, 105(1), 95-101.



48

KAYNAKLAR DIiZiNi

Ashraf, M. (2002). Salt tolerance of cotton: some new advances. Critical Rev. in Plant Sci.
21, 1-30.

Ashraf, M. (2004). Some important physiological selection criteria for salt tolerance in
plants. Flora, 199, 361-376.

Ashraf, M., & Foolad, M. A. (2007). Improving plant abiotic-stress resistance by
exogenous application of osmoprotectants glycine betaine and proline.
Environmental and Experimental Botany, 59, 206-216.

Ashraf, M., & Rauf, H. (2001). Inducing salt tolerance in maize (Zea mays L.) through
seed priming with chloride salts: Growth and ion transport at early growth stages.
Acta Physiologiae Plantarum, 23(4), 407-414.

Aydogan, C. (2020). Patates (Solanumtuberosum L.) Cesitlerinde Tuz Stresi ve
Rhizoctonia solani Kiihn Interaksiyonunun Molekiiler Diizeyde Incelenmesi.

Doktora Tezi, Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Eskisehir,
270 s.

Aydogan, C., Girici, Z., & Turhan, E. (2023). Exogenous application of ascorbic acid to
induce tolerance against salt stress in common bean plants. Romanian Agricultural
Research, 40, 1-14.

Azeem, M. A, Ali, F., Ullah, A., Igbal, M., Ali, K., Al Farraj, D. A., Elshikh, M. S., Naz,
Q., Munis, M. F. H., & Chaudhary, H. J. (2023). Exploration of plant growth
promoting traits and regulatory mechanisms of Bacillus anthracis PM21 in
enhancing salt stress tolerance in maize. Environmental Science and Pollution
Research International, 30(31), 77499-77516.

Azevedo Neto, A.D., Prisco, J.T., Enéas-Filho, J., de Abreu, C.E.B., & Gomes-Filho, E.
(2006). Effect of salt stress on antioxidative enzymes and lipid peroxidation in
leaves and roots of salt-tolerant and salt-sensitive maize genotypes. Environmental
and Experimental Botany, 56(1), 87-94.

Babaoglu, S., Acik, L., Celebi, A., & Adigiizel, N. (2004). Molecular analysis of Turkish
Alyssum L. (Brassicaceae) species by RAPD-PCR and SDS-PAGE methods. Gazi
University Journal of Science, 17(3), 25-33.



49

KAYNAKLAR DIiZiNi

Baig, Z., Khan, N., Sahar, S., Sattar, S., & Zehra, R. (2021). Effects of seed priming with
ascorbic acid to mitigate salinity stress on three wheat (Triticum aestivum L.)
cultivars. Acta Ecologica Sinica, 41(5), 491-498.

Bastam, N., Baninasab, B., & Ghobadi, C. (2013). Interactive effects of ascorbic acid and
salinity stress on the growth and photosynthetic capacity of pistachio (Pistacia
veral.) seedlings. The Journal of Horticultural Science and Biotechnology, 88(5),
610-616.

Bates, L. S., Waldren, R. P., & Teare, I. D. (1973). Rapid determination of free proline for
water stress studies. Plant and Soil, 39, 205-207.

Beltagi, S.B. (2008). Exogenous ascorbic acid (vitamin C) induced anabolic changes for
salt tolerance in chickpea (Cicer arietinum L.) plants. African Journal of Plant
Science, 2, 118-123.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein dye binding. Analytical
Biochemistry, 72, 248-254.

Braunworth, J. R. W. S., & Mack, H. J. (1989). Crop-Water Production for Sweet Corn.
Journal of American Society of Horticultural Science, 114(2), 210-215.

Burrieza, H. P., Koyro, H. W., Tosar, L. M., Kobayashi, K., & Maldonado, S. (2012). High
salinity induces dehydrin accumulation in Chenopodium quinoa Willd. cv.
Hualhuas embryos. Plant and Soil, 354(1-2), 69-79.

Chen, C. C., & Plant, A. L. (1999). Salt-induced protein synthesis in tomato roots: the role
of ABA. Journal of Experimental Botany, 50, 677-687.

Chunthaburee, S., Dongsansuk, A., Sanitchon, J., Pattanagul, W., & Theerakulpisut, P.
(2016). Physiological and biochemical parameters for evaluation and clustering of
rice cultivars differing in salt tolerance at seedling stage. Saudi Journal of
Biological Sciences, 23(4), 467-477.

Close, T.J. (1997). Dehydrins: A commonalty in the response of plants to dehydration and
low temperature. Physiologia Plantarum, 100(2), 291-296.



50

KAYNAKLAR DIiZiNi

Dar, M. 1., Naikoo, M. I., Rehman, F., Naushin, F., & Khan, F. A. (2016). Proline
accumulation in plants: roles in stress tolerance and plant development. In
Osmolytes and plants acclimation to changing environment: emerging omics
technologies Springer, New Delhi, India. 155-166.

Das, T., Mandavia, M. K., & Mandavia, C. K. (2015). Alterations in biochemical
responses and antioxidant enzymes in wheat (Triticum aestivum L.) genotypes
under NaCl salinity stress. Indian Journal of Agricultural Biochemistry, 28(1), 57-
60.

Delgado, M., Garrido, J., Ligero, F., & Lluch, C. (1993). Nitrogen fixation and carbon
metabolism by nodules and bacteroids of pea plants under sodium chloride stress.
Physiologia Plantarum, 89, 824-829.

Demidchik, V., Straltsova, D., Medvedev, S. S., Pozhvanov, G. A., Sokolik, A., & Yurin,
V. (2014). Stress-induced electrolyte leakage: the role of K+-permeable channels
and involvement in programmed cell death and metabolic adjustment. Journal of
Experimental Botany, 65(5), 1259-1270.

Dogru, A. & Torlak, E. (2020). Tuz Stresi Altindaki Misir Bitkilerinde Eksojen Askorbik
Asit Uygulamasimin Etkileri. Yiiziincii Y11 Universitesi Tarim Bilimleri Dergisi,
Cilt:30 Say1: Ek say1, 919-927.

Dogru, A. (2014). Farkli misir genotiplerinde tuz stresinin antioksidant sistem tizerindeki
etkileri. 22. Ulusal Biyoloji Kongresi 2014, Osmangazi Universitesi, Eskisehir,
430.

Ergin, S. (2012). Yiiksek sicaklik stresinin ¢ilek bitkisinde enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar ile protein metabolizmasina etkileri. Doktora Tezi, Uludag
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiist, Bursa, 92 s.

FAO. (2021). Food and Agriculture Organization of the United Nations Statistics Division.
Access: https://www.fao.org/statistics/en/ (Accessed: April 2023).

Farooq, Bukhari, Akram, Ashraf, Wijaya, Alyemeni, & Ahmad. (2020). Exogenously
Applied Ascorbic Acid-Mediated Changes in Osmoprotection and Oxidative
Defense System Enhanced Water Stress Tolerance in Different Cultivars of
Safflower (Carthamus tinctorious L.). Plants, 9(1), 104.


https://www.fao.org/statistics/en/

o1

KAYNAKLAR DIiZiNi

Farooq, M., Aziz, T., Hussain, M., Rehman, H., Jabran, K., & Khan, M. B. (2008).
Glycinebetaine improves chilling tolerance in hybrid maize. Journal of Agronomy
and Crop Science, 194, 152-160.

Farooq, M., Irfan, M., Aziz, T., Ahmad, I., & Cheema, S. A. (2012). Seed Priming with
Ascorbic Acid Improves Drought Resistance of Wheat. Journal of Agronomy and
Crop Science, 199(1), 12-22.

Flowers, T. J., & Colmer, T. D. (2015). Plant salt tolerance: adaptations in halophytes.
Annals of Botany, 115, 327-331.

Freitas, P. A. F., de Carvalho, H. H., Costa, J. H., de Souza Miranda, R., da Cruz Saraiva,
K. D., de Oliveira, F. D. B., Coelho, D. G., Prisco, J. T., & Gomes-Filho, E. (2019).
Salt acclimation in sorghum plants by exogenous proline: physiological and
biochemical changes and regulation of proline metabolism. Plant Cell Rep, 38,
403-416.

Gémes, K., Poor, P., Horvath, E., Kolbert, Z., Szopkd, D., Szepesi, A., & Tari, I. (2011).
Cross-talk between salicylic acid and NaCl-generated reactive oxygen species and
nitric oxide in tomato during acclimation to high salinity. Physiologia Plantarum,
142(2), 179-192.

Ghoohestani, A., Gheisary, H., Zahedi, S. and Dolatkhahi, A. (2012) Effect of seed priming
of tomato with salicylic acid, ascorbic acid and hy-drogen peroxideon germination
and plantlet growth in saline conditions. International Jour-nal of Agronomy Plant
Production. 3,700-704.

Graether, S. P., & Boddington, K. F. (2014). Disorder and function: A review of the
dehydrin protein family. Frontiers in Plant Science, 5, 576, 1-12.

Grewal, H. S. (2010). Water uptake, water use efficiency, plant growth and ionic balance
of wheat, barley, canola and chickpea plants on a sodic vertosol with variable
subsoil NaCl salinity. Agricultural Water Management, 97, 148-156.

GroR, F., Durner, J., & Gaupels, F. (2013). Nitric oxide, antioxidants and prooxidants in
plant defence responses. Frontiers in Plant Science, 4, 419.



52

KAYNAKLAR DIiZiNi

Hamada, A. M. (1998). Effect of exogenously added ascorbic acid, thiamine or aspirin on
photosynthesis and some related activities of drought-stressed wheat plants. In:
Proceedings of Xlth International Photosynthesis Conference. Budapest, Hungary,
August, pp. 17-22.

Hamama, H., & Murniati, E. (2010). The Effect of Ascorbic Acid Treatment on Viability
and Vigor Maize (Zea mays L.) Seedling under Drought Stress. Hayati Journal of
Biosciences, 17(3), 105-1009.

Hao, S., Wang, Y., Yan, Y., Liu, Y., Wang, J., & Chen, S. (2021). A review on plant
responses to salt stress and their mechanisms of salt resistance. Horticulturae, 7(6),
132.

Hasan, M.A., Al-Taweel, S.K., Alamrani, H.A., Al-Nageeb, M.A., Al-Baldawwi, M.H.K,
& Hamza, J.H. (2018). Anatomical and Physiological Traits of Broad Bean (Vicia
faba L.) Seedling Affected by Salicylic Acid and Salt Stress. Indian Journal of
Agricultural Research, 52(3), 368-373.

Hasegawa, P. M., Bressan, R. A, Zhu, J. K., & Bohnert, H. J. (2000). Plant cellular and
molecular responses to high salinity. Annual Review of Plant Physiology and Plant
Molecular Biology, 51(1), 463-499.

Irfan, M., Nabeela, Ilyas, M., & Rahman, K. U. (2019). Effects of ascorbic acid against
salt stress on the morphological and physiological parameters of Solanum
melongana (L.). Pure Applied Biology, 8, 1425-1443.

Kapoor, D., Bhardwaj, S., Landi, M., Sharma, A., Ramakrishnan, M., & Sharma, A.
(2020). The Impact of Drought in Plant Metabolism: How to Exploit Tolerance
Mechanisms to Increase Crop Production. Applied Sciences, 10(16), 5692.

Khan, A., Ahmad, M. S. A., Athar, R. E., & Ashraf, M. (2006). Interactive effect of foliarly
applied ascorbic acid and salt stress on wheat (Triticum aestivum L.) at the
seedling state. Pakistan Journal of Botany, 38, 1407-1414.

Khan, M. I. R., Asgher, M., & Khan, N. A. (2014). Alleviation of salt-induced
photosynthesis and growth inhibition by salicylic acid involves glycinebetaine and
ethylene in mungbean (Vigna radiata L.). Plant Physiology and Biochemistry, 80,
67-74.



53

KAYNAKLAR DIiZiNi

Khataei Khosroushahi, F. (2014). Misirin (Zea mays L.) Tuza Hassas ve Direncli
Varyetelerinde Ostrojen Uygulamasi ile Alternatif Solunum Yolunun Uyarilmas: ve
Tuz Stresine Toleransimn Artirilmasi. Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi Fen
Bilimleri Enstittst, Erzurum, 115 s,

Kilig, B. (2020). Prolin on wuygulamasimin kuraklik stresi kosullarindaki kara¢cam
tohumlarimin gimlenmesi tizerine etkilerinin arastirtimasi. Yiksek Lisans Tezi,
Artvin Coruh Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisi, 72 S.

Kirtok, Y. (1998). Misir Uretimi ve Kullanimi. Kocaoluk Basim ve Yaymevi.

Kim, B. (2017). Western blot techniques. In Molecular Profiling. Humana Press, New
York, 133-139.

Kim, E. C., Lee, H. S., & Choi, D. W. (2012). Sequence variability and expression pattern
of the dehydrin gene family in Populus alba x P. tremula var. Glandulosa. Plant
Omics Journal, 2, 122-127.

Kosova, K., Prasil, I. T., & Vitamvas, P. (2010). Role of Dehydrins in Plant Stress
Response. In M. Pessarakli (Ed.), Handbook of Plant and Crop Stress (pp. 239-
285). Boca Raton, FL, USA: CRC Press, Taylor and Francis.

Krasensky, J., & Jonak, C. (2012). Drought, salt, and temperature stress-induced
metabolic rearrangements and regulatory networks. Journal of Experimental
Botany, 63(4), 1593-1608.

Kumar, D., & Jhariya, N. A. (2013). Nutritional, medicinal and economical importance of
corn: A mini review. Research Journal of Pharmaceutical Sciences, 2, 7-8.

Kusvuran, A., Kiran, S. U., Nazli, R. ., & Kusvuran, S. (2015). Morphological response
and ion regulation in maize (Zea mays L.) varieties under salt stress. Fresenius
Environmental Bulletin, 24(1), 124-131.

Kusvuran, S. (2010). Kavunlarda Kuraklik ve TuzlulugaToleransin Fizyolojik
Mekanizmalart Arasindaki Baglantilar. Cukurova Universitesi Fen Bilimleri
Enstitust, Doktora Tezi, Adana.



54

KAYNAKLAR DIiZiNi

Labhilili, M., Joudrier, P., & Gautier, M. F. (1995). Characterization of cDNAs encoding
Triticum durum dehydrins and their expression patterns in cultivars that differ in
drought tolerance. Plant Science, 112, 219-230.

Laemmli, U.K. (1970) Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the Head of
Bacteriophage T4. Nature, 227, 680-685.

Liang, W., Ma, X., Wan, P., & Liu, L. (2018). Plant salt-tolerance mechanism: A review.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 495(1), 286-291.

Linnaeus, C. (1753). Species Plantarum (Vol. 1). London: pp. 392.

Ma, L., Liu, X, Lv, W., & Yang, Y. (2022). Molecular Mechanisms of Plant Responses to
Salt Stress. Frontiers in Plant Science, 13, 934877.

Mansour, M. M. F. (2000). Nitrogen containing compounds and adaptation of plants to
salinity stress. Biologia Plantarum, 43, 491-500.

Marsalova, L., Vitamvas, P., Hynek, R., Prasil, I. T., & Kosova, K. (2016). Proteomic
response of Hordeum vulgare cv. Tadmor and Hordeum marinum to salinity stress:
Similarities and differences between a glycophyte and a halophyte. Frontiers in
Plant Science, 7, 1154.

Misra, N., & Saxena, P. (2009). Effect of salicylic acid on proline metabolism in lentil
grown under salinity stress. Plant Science, 177(3), 181-1809.

Molazem, D., and Bashirzadeh, A. (2015). Impact of salinity stress on proline reaction,
peroxide activity, and antioxidant enzymes in maize (Zea mays L.). PolishJ.
Environ. Stud.24,597-603.

Moran, R., & Porath, D. (1980). Chlorophyll determination in intact tissues using N,N-
dimethylformamide. Plant Physiology, 65(3), 478-479.

Munns, R. (2005). Genes and salt tolerance: Bringing them together. New Phytologist,
167(3), 645-663.



55

KAYNAKLAR DIiZiNi

Munns, R. (2007). Utilising genetic resources to enhance productivity of salt-prone land.
CAB Reviews: Perspectives in Agriculture, Veterinary Science, Nutrition and
Natural Resources, 2(9).

Munns, R., & Tester, M. (2008). Mechanisms of salinity tolerance. Annual Review of
Plant Biology, 59, 651-681.

Nathalie, V. ve Christian, H. (2008). Proline Accumulation in Plants: A Review. Amino
Acids, 35(4), 753-759.

Parida, A. K., & Das, A. B. (2005). Salt tolerance and salinity effects on plants: A review.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 60, 324-349.

Parvaiz, A., & Satyawati, S. (2008). Salt stress and phyto-biochemical responses of plants-
A review. Plant Soil Environment, 54(3), 89-99.

Rana, V., Ram, S., & Nehra, K. (2017). Review proline biosynthesis and its role in abiotic
stress. International Journal of Agricultural Innovation Research, 6, 2319-2473.

Riley, A. C., Ashlock, D. A., & Graether, S. P. (2019). Evolution of the modular,
disordered stress proteins known as dehydrins. PLOS ONE, 14(2), e0211813.

Rodolph, T. T. (2022). Investigation of Changes in Metabolism of Maize (Zea mays L.)
Plant with Ascorbic Acid and Sucrose Treatments at Molecular Level under
Drought Stress. Master's thesis, Eskisehir Osmangazi University, Graduate School
of Natural and Applied Sciences, Eskisehir, 63 p.

Rorat, T. (2006). Plant dehydrins tissue location, structure and function. Cell and
Molecular Biology Letters, 11:536-556.

Rorat, T., Grygorowicz, W., & Irzykowski, P. R. (2004). Expression of KS-type Dehydrins
is primarily regulated by factors related to organ type and leaf development stage
during vegetative growth. Planta, 218, 878-885.



56

KAYNAKLAR DIiZiNi

Schoner, S., & Krause, G. H. (1990). Protective systems against active oxygen species in
spinach: Response to cold acclimations in excess light. Planta, 180, 383-389.

Scott, M. P., & Emery, M. (2016). Maize: Overview. Reference Module in Food Science.
Elsevier.

Shabala, S., & Shabala, L. (2011). lon transport and osmotic adjustment in plants and
bacteria. BioMolecular Concepts, 2, 407-419.

Shahbaz, M., Ashraf, M., Akram, N. A., Hanif, A., Hameed, S., Joham, S., & Rehman, R.
(2011). Salt-induced modulation in growth, photosynthetic capacity, proline
content and ion accumulation in sunflower (Helianthus annuus L.). Acta
Physiologiae Plantarum, 33, 1113-1122.

Shannon, M. C. (1997). Adaptation of Plants to Salinity. Advances in Agronomy, 60, 75-
120.

Sharma, P., & Dubey, R. S. (2007). Involvement of oxidative stress and role of
antioxidative defense system in growing rice seedlings exposed to toxic
concentrations of aluminum. Plant Cell Reports, 26, 2027-2038.

Shen, S., Jing, Y., Kuang, T., (2003). Proteomics approach to identify wound-response
related proteins from rice leaf sheath, Proteomics, 3(4):527-535.

Siddiqui, M. H., Alamri, S. A., Al-Khaishany, Y. Y., Al-Qutami, M. A., & Ali, H. M.
(2018). Ascorbic acid application improves salinity stress tolerance in wheat.
Chiang Mai Journal of Science, 45, 1-11.

Smith, B. D. (1995). The Emergence of Agriculture. Scientific American, 273(2), 52-59.

Suzuki, N., Rivero, R. M., Shulaev, V., Blumwald, E., & Mittler, R. (2014). Abiotic and
biotic stress combinations. New Phytologist, 203(1), 32-43.

Svensson, J., Ismail, A. M., Palva, E. T., & Close, T. J. (2002). Dehydrins: Sensing,
Signalling and Cell Adaptation. In Storey, K. B., & Storey, J. M. (Eds.),
Comparative Physiology: A Functional Perspective (pp. 155-171).



57

KAYNAKLAR DIiZiNi

Szabados, L., & Savouré, A. (2010). Proline: A multifunctional amino acid. Trends in
Plant Science, 15, 89-97.

Tamas, L., Huttova, J., & Mistrik, 1. (2001). Impact of aluminium, NaCl and growth
retardant tetcyclacis on growth and protein composition of maize roots. Biologia,
56, 441-448.

Tanur, M. & Yorgancilar, M. (2020). Tuz Stresine Maruz Birakilan Kanola (Brassica
napus L.)'da Priming Uygulamalarimin (Salisilik Asit ve Askorbik Asit) Cimlenme
Uzerine Etkisi. Journal of the Institute of Science and Technology,10 (4) , 3109-
3121.

Tarim ve Orman Bakanligi. (2019). Misir Uretim ve Pazarlama Bilgi Biilteni. Erisim
tarihi: 15 Nisan 2023.

Turhan, E. (2002). Farkli ortamlarda yetistirilen cileklerin tuza dayamiklilik fizyolojileri
tizerine arastirmalar. Yaymlanmamis doktora tezi. Uludag Universitesi Fen
Bilimleri Enstitusu, 195s.

Turhan, E., & Eris, A. (2005). Effects of sodium chloride applications and different growth
media on ionic composition in strawberry plant. Journal of Plant Nutrition, 27(9),
1653-1665.

TUIK. (2022). Tirkiye Istatistik Kurumu. Erisim: http://www.tuik.gov.tr (Erisim tarihi:
Nisan 2023).

Unlokara, A., Kurung, A., Kesmez, G.D. Yurtseven, E. (2008). Growth and
evapotranspiration of okra (Abelmoschus esculentus L.) as influenced by salinity of
irrigation water. Journal of Irrigationand Drainage Engineering-ASCE, 134 (2),
160-166.

Wang, W. X., Vinocur, B., & Altman, A. (2003). Plant responses to drought, salinity and
extreme temperatures: towards genetic engineering for stress tolerance. Planta,
218, 1-14.


http://www.tuik.gov.tr/

58

KAYNAKLAR DIiZiNi

Yakit, S. & Tuna, A. L. (20006). Tuz Stresi Altindaki Misir Bitkisinde (Zea mays L.) Stres

Parametreleri Uzerine Ca, Mg ve K’min Etkileri. Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakultesi Dergisi, 19 (1) , 59-67.

Yolci, M. S., Tunctirk, R. & Tunctirk, M. (2021). Yerfisugi (Arachis hypogea L.)
Cegsitlerinin Bazi Biiyiime ve Fizyolojik Parametreleri Uzerine Tuz Stresinin Etkisi.
Yuzuncu Y1l University Journal of Agricultural Sciences, 31 (1) , 228-236.



59

EK ACIKLAMALAR

Ek Agiklama-A: Zararlanma Skalas1 Interaksiyon Tablosu

Ek Aciklama-B: Iyon Sizintis1 Interaksiyon Tablosu

Ek Aciklama-C: Turgor Kayb1 (TK) interaksiyon Tablosu

Ek Agiklama-D: Askorbik Asit (AsA) Miktar1 Interaksiyon Tablosu

Ek Agiklama-E: Toplam Klorofil (Chl) Miktar: Interaksiyon Tablosu

Ek Agiklama-F: Prolin Miktar1 Interaksiyon Tablosu

Ek Agiklama-G: Toplam Cozlnebilir Protein (TCP) Miktar1 Interaksiyon Tablosu



Ek Aciklama-A: Zararlanma Skalas1 interaksiyon Tablosu
Bagimli Degisken: Skala Degeri (1-5)

60

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F O.D.
Toplamm Derecesi Kareler
Toplam
Diizeltilmis Model 6,7082 5 1,342 3,864 ,015
Kesisme 100,042 1 100,042 288,120 ,000
Uygulama 6,708 5 1,342 3,864 ,015
Hata 6,250 18 347
Toplam 113,000 24
Diizeltilmis Toplam 12,958 23
O.D: Onem Derecesi (%5)
Ek Agiklama-B: Iyon Sizintis1 Interaksiyon Tablosu
Bagimli Degisken: %Zararlanma
Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F O.D.
Toplam Derecesi Kareler
Toplam
Diizeltilmis Model 361,083% 5 72,217 4911 ,004
Kesigsme 11862,413 1 11862,413 806,612 <,001
Uygulama 361,083 5 72,217 4911 ,004
Hata 308,836 21 14,706
Toplam 12828,468 27
Diizeltilmis Toplam 669,919 26

O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Agiklama-C: Turgor kayb1 (TK) Interaksiyon Tablosu
Bagimli Degigken: % TK

61

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F O.D.
Toplamm Derecesi Kareler
Toplam
Diizeltilmis Model 2858,605? 5 571,721 21,528 <,001
Kesisme 24343,261 1 24343,261 916,642 <,001
Uygulama 2858,605 5 571,721 21,528 <,001
Hata 185,899 7 26,557
Toplam 29206,543 13
Diizeltilmis Toplam 3044,504 12
O.D: Onem Derecesi (%5)
Ek Agiklama-D: Askorbik Asit (AsA) Miktari Interaksiyon Tablosu
Bagimli Degisken: mg/gTA
Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F O.D.
Toplam Derecesi Kareler
Toplam
Diizeltilmis Model 10,0462 5 2,009 50,305 <,001
Kesisme 38,895 1 38,895 973,849 <,001
Uygulama 10,046 5 2,009 50,305 <,001
Hata ,439 11 ,040
Toplam 52,106 17
Diizeltilmis Toplam 10,485 16

O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Aciklama-E: Toplam Klorofil (Chl) Miktar1 Interaksiyon Tablosu

Bagimli Degigsken: mg/gTA

62

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F O.D.
Toplamm Derecesi Kareler
Toplami
Diizeltilmis Model | 1733641,524% 5 346728,305 4,799 ,004
Kesisme 101108223,10 1| 101108223,10 1399,319 <,001
Uygulama 1733641,524 5 346728,305 4,799 ,004
Hata 1589616,653 22 72255,302
Toplam 107891708,51 28
Diizeltilmis Toplam | 3323258,177 27
O.D: Onem Derecesi (%5)
Ek Agiklama-F: Prolin Miktar1 Interaksiyon Tablosu
Bagimli Degisken: uM prolin/gTA
Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F O.D.
Toplam Derecesi Kareler
Toplam
Diizeltilmis Model 49045,4012 5 9809,080 45,670 <,001
Kesigsme 7431400,202 1| 7431400,202| 34599,976 <,001
Uygulama 49045,401 5 9809,080 45,670 <,001
Hata 2577,366 12 214,781
Toplam 7483022,969 18
Diizeltilmis Toplam 51622,767 17

O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek Aciklama-G: Toplam Coziinebilir Protein (TCP) Miktar1 Interaksiyon Tablosu
Bagimli Degisken: mg protein/gTA

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F O.D.
Toplamm Derecesi Kareler
Toplam

Diizeltilmis Model 303,448? 5 60,690 10,013 <,001
Kesisme 34855,205 1 34855,205 5750,609 <,001
Uygulama 303,448 5 60,690 10,013 <,001
Hata 72,734 12 6,061
Toplam 35231,387 18
Diizeltilmis Toplam 376,182 17

O.D: Onem Derecesi (%5)




