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YUKSEK LiSANS TEZIi

HUMIK ASIT VE LIKEN KOKENLI MiKROORGANIZMALARIN YONCADA
(Medicago sativa L.) TUZ STRESINE KARSI ETKILERI

Aytakin MAMMADOVA
Damsman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Amag: Bu c¢alismanin amaci, humik asit (HA) ile liken (Rhizoplaca melanophthalma)
kaynakli endofitik mikroorganizmalar olan Bacillus wiedmannii bakteri ve Scopulariopsis
brevicaulis fungus izolatlarinin, yonca (Medicago sativa L., cv. Konya) bitkisinin tuz stresi
altindaki fizyolojik ve biyokimyasal yanitlar1 iizerindeki koruyucu etkilerini belirlemektir.

Yontem: Liken orneklerinden izole edilen bakteri ve fungus, saf kiiltiir haline getirildikten
sonra tanimlanmis ve HA’y1 karbon kaynagi olarak kullanma yetenekleri dogrulanmistir.
Saks1 ortaminda yiiriitiilen deneysel tasarim; kontrol, yalniz HA (500 ve 1000 mg/L),
yalniz bakteri veya fungus, yalniz tuz stresi (100 mM NaCl) ve bunlarin tiim ikili ve ti¢li
kombinasyonlarindan olusturuldu. Saksilar, gece/glindiiz fotoperyodu (16/8 saat) ve
kontrollii sicaklik (25/22°C, giindiiz/gece) kosullarinda bir iklim odasina transfer
edilmistir. Gelisen 35 giinliik fidelerde; nispi su igerigi (RWC), reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve lipid peroksidasyonu (LPO) seviyeleri, antioksidan enzim aktiviteleri (SOD,
CAT, APX, GPX ve GR) ve fotosentetik pigmentlerin (klorofil a, b, toplam klorofil ve
karotenoid) igerikleri incelenmistir.

Bulgular: Tuz stresi; yoncada RWC, fotosentetik pigmentlerin diizeyi ve antioksidan
enzim aktivitelerinde azalmaya neden olmustur. Buna karsin ROS (H202 ve O27) ve LPO
gibi oksidatif stres gostergelerinde belirgin artiglar gézlenmistir. HA (500 ve 1000 mg/L)
ile birlikte uygulanan B. wiedmannii izolati (OG24) ROS ve MDA birikimini azaltirken,
SOD ve CAT gibi baslica antioksidan enzimlerin aktivitesini ve fotosentetik pigmentlerin
diizeyini iyilestirmistir. Diger yandan, HA ile birlikte uygulanan S. brevicaulis (OG18)
izolat1, dzellikle oksidatif stresin baskilanmasinda daha etkili olmustur. flave olarak CAT,
SOD, APX ve GR aktivitelerinde, RWC ve fotosentetik pigment diizeylerinde daha gii¢lii
iyilesmeler saglamistir. Yiiksek dozdaki (1000 mg/L) HA’nin bazi durumlarda antioksidan
savunma sistemi iizerinde baskilayict etkiler olusturdugu belirlenmistir. En dengeli ve
olumlu sonuglar 500 mg/L HA doz seviyesinde elde edilmistir.

Sonuc¢: HA ile liken kokenli bakteri veya fungal inokiilasyonlarinin kombine kullanima,
yoncada tuz stresi kaynakli oksidatif hasar1 azaltmig, antioksidan savunma
mekanizmalarimi gii¢lendirmis ve fotosentetik performans: koruyarak biyokiitle tiretimini
desteklemistir. Tuz stresi altinda S. brevicaulis ile 500 mg/L HA kombinasyonu, daha
yiikksek bir koruyucu etkiye neden oldugundan, endofitik mantar-biyostimiilan
stratejilerinin gelistirme caligmalarinda Oncelikli olarak degerlendirilmesi gerektigi ileri
strilmiustiir.

Anahtar Kelimeler: Humik asit, liken, Bacillus wiedmannii, Scopulariopsis brevicaulis,
tuz stresi, yonca, antioksidan savunma, fotosentetik pigment
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ABSTRACT

MASTER'S THESIS

THE EFFECTS OF HUMIC ACID AND LICHEN-BASED MICROORGANISMS
ON SALT STRESS IN ALFALFA (Medicago sativa L.)

Aytakin MAMMADOVA
Supervisor: Prof. Dr.Okkes ATICI

Purpose: The aim of this study was to determine the protective effects of humic acid (HA)
in combination with the bacterium Bacillus wiedmannii and the fungus Scopulariopsis
brevicaulis, which were isolated from the lichen Rhizoplaca melanophthalma, on the
physiological and biochemical responses of alfalfa (Medicago sativa L., cv. Konya) under
salt stress conditions.

Method: The bacterium and fungus isolated from lichen samples were purified into pure
cultures, identified, and tested for their ability to utilize HA as a carbon source. The pot
experiment included the following treatments: control, HA alone (500 and 1000 mg/L),
bacterium or fungus alone, salt stress alone (100 mM NacCl), and all possible dual and
triple combinations of these treatments. The pots were transferred to a climate-controlled
growth chamber under a 16/8 h (light/dark) photoperiod and day/night temperature regime
(25/22°C). In 35-day-old seedlings, relative water content (RWC), reactive oxygen species
(ROS) and lipid peroxidation (LPO) levels, antioxidant enzyme activities (SOD, CAT,
APX, GPX, and GR), and photosynthetic pigment contents (chlorophyll a, b, total
chlorophyll, and carotenoids) were analyzed.

Findings: The salt stress led to reductions in RWC, photosynthetic pigment levels, and
antioxidant enzyme activities in the alfalfa. In contrast, there were significant increases in
oxidative stress markers such as ROS (H20. and O27) and LPO. The application of B.
wiedmannii (OG24) in combination with HA (500 and 1000 mg/L) reduced ROS and
MDA accumulation while enhancing the activities of key antioxidant enzymes (SOD and
CAT) and improving pigment levels. On the other hand, the combination of S. brevicaulis
(OG18) with HA was found to be more effective, particularly in suppressing oxidative
stress. This treatment led to stronger improvements in CAT, SOD, APX, and GR activities,
RWC, and the pigment levels. It was also observed that the higher dose of HA (1000 mg/L)
exerted inhibitory effects on the antioxidant defense system in some cases. The most
balanced and favorable outcomes were obtained with the 500 mg/L HA dose.

Results: The combined use of HA with lichen-derived bacterial or fungal inoculants
alleviated the salt-induced oxidative damage in alfalfa, strengthened antioxidant defense
mechanisms, and supported biomass production by preserving photosynthetic performance.
Since the combination of S. brevicaulis with 500 mg/L HA under the salt stress
demonstrated a higher protective effect, it is suggested that endophytic fungus-biostimulant
strategies should be prioritized in future development studie.

Keywords: Humic acid, lichen, Bacillus wiedmannii, Scopulariopsis brevicaulis, salt
stress, alfalfa, antioxidant defense, photosynthetic pigment
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GIRIS

Kiiresel Olgekte artan insan niifusu, gida tliretimi iizerindeki baskiyr her gegen giin
artirmakta ve bu durum, tarimsal {iretim sistemlerinin daha verimli, siirdiiriilebilir ve ¢evresel
stres faktorlerine karsi daha direngli hale getirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu baski, yalnizca
tiretim miktarinin artirilmasimi degil, ayn1 zamanda kalite bakimindan da iyilestirmeleri

gerekli kilmaktadir (Rabbi et al. 2021; Feigin et al. 2025).

Artan niifusun gida ihtiyacin1 karsilayabilmek amaciyla tarim arazilerinin yogun
kullanim1 ve genisletilmesi, dogal ekosistemlerde énemli degisimlere yol agmakta; bu durum,
arazi Ortiistinlin  doniisimii, biyogesitlilik kaybi1 ve iklim degisikliginin etkilerinin
siddetlenmesi gibi ¢evresel sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Tarimsal {iretimi tehdit eden
en Onemli etkenlerden arasinda biyotik (hastaliklar, zararhilar, yabanci otlar) ve abiyotik
(kuraklik, tuzluluk, asirt sicaklik vb.) stres faktorleri bulunur. Bu stresler, 6zellikle verimlilik
acisindan ciddi kayiplara neden olabilmekte ve dolayisiyla gida iiretimi ve giivenligi
hedeflerini tehlikeye atmaktadir. Modern tarimin karsilastigi bu zorluklar karsisinda, {iretim
potansiyelini en iist diizeye c¢ikarmak igin stres kosullarina dayanmikli bitki tiirlerinin
gelistirilmesi ve c¢evresel streslerin etkisini minimize edecek stratejilerin uygulanmasi biiyiik
onem tasimaktadir. Cevresel faktorlerin, zirai tirlinlerin genetik verim potansiyelini dogrudan
veya dolayli bicimde sinirlandirdigr g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu etkilerin yonetilebilir
hale getirilmesi, giiniimiiziin ve gelecek kusaklarin gida ihtiyacinin karsilanmasinda stratejik

bir rol oynamaktadir (Hawkesford 2024; Li et al. 2024; Perales et al. 2025).

Tuz (NaCl) stresinin diinya genelinde tarimsal iiretkenligi sinirlayan en Onemli
abiyotik stres faktorleri arasinda oldugu kabul edilir. Tuzlu topraklar, diinya genelindeki tarim
arazilerinin yaklasik %20’sini ve sulanan arazilerin ise %33’linii etkilemektedir (Stavi et al.
2021). Bu oran, oOzellikle Orta Dogu, Giiney Asya, Avustralya ve Akdeniz havzasi gibi
sulamaya dayal1 tarim yapilan bolgelerde daha da artmaktadir. Ozellikle kurak ve yar1 kurak
bolgelerde, sulama kaynaklarinin yetersizligi ve suyun kalitesinin diisiik olmasi nedeniyle
toprakta biriken sodyum (Na*) ve kloriir (CI") iyonlar1, bitki biliylimesi ve gelismesi tizerinde
cok yénlii olumsuz etkiler olusturmaktadir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’niin
(FAO) 2022 verilerine gore, diinya genelinde yaklagik 831 milyon hektar tarim arazisi
tuzluluk tehdidi altindadir. Bu miktarin iklim degisikliginin etkileriyle birlikte giderek daha
da artacag ongoriilmektedir. Ulkemizin &zellikle Giineydogu, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu
Bolgeleri gibi agirlikli olarak sulamaya dayali tarim yapilan alanlarinda bu sorun giderek daha
fazla hissedilmektedir. Tuz stresi, bitkilerde Oncelikle ozmotik stres, iyon toksisitesi ve

1



oksidatif stres olmak {izere ii¢ temel mekanizma araciligiyla ciddi hasarlar ve verim kayiplari

olusturur (Yilmaz vd. 2011; Cetinkaya vd. 2013; Arslan vd. 2013; Zhou et al. 2024).

Toprakta tuz konsantrasyonunun artmasi, toprak ¢ozeltisinin su potansiyelini (veya
ozmotik potansiyelini) énemli 6l¢iide diisiiriir. Bu durum, kok hiicreleriyle toprak arasinda
normalde mevcut olan su potansiyeli gradyaninin tersine donmesine neden olarak bitkinin su
alim kapasitesini diisliriir. Siddetli durumlarda, suyun ters yonde hareketi sonucunda
koklerden dis ortama su kaybi dahi gergeklesebilir. Bu kosullarda, hiicrelerin turgor basinci
azalir; dolayisiyla hiicre biiyiimesi, gelismesi ve boliinmesi gibi temel fizyolojik siirecler
sekteye ugrar. Yaprak alaninda daralma, stomal faaliyetlerde azalma ve fotosentez oraninda
diisiis gozlenir. Bu durum, bitkilerin su kaybin1 dengelemekte zorluk yasamasina ve biiyiime
siireglerinin yavaslamasina yol acar. Tuz stresinin yiiksek oldugu durumlarda, bitkilerde
ozmotik dengeyi korumak i¢in daha fazla enerji harcanmasi gerekebilir (Mukhopadhyay et al.
2020) Tuzlu toprak kosullarinda, 6zellikle yliksek konsantrasyonlarda bulunan Na* ve Cl
iyonlari, bitkilerin su alim mekanizmalarin1 ciddi bigimde azaltir. Topraktaki tuz oraninin
artmasi, toprak ¢ozeltisinin ozmotik potansiyelini diisiirerek bitki koklerinin suyu absorbe
etmesini zorlastirir. Normal sartlarda, suyun kokten yapraklara dogru tasinmasi, toprak
cozeltisindeki su potansiyelinin bitki hiicrelerindekinden yiiksek olmas1 sayesinde gergeklesir.
Ancak tuzlu kosullarda bu siire¢ gerceklesemez. Bu durum, bitkide "osmotik stres" veya daha
genel anlamiyla "su stresi" olarak tanimlanir. Su stresine maruz kalan bitkilerde, hiicrelerin
turgor basinci azalir; bu da hiicre boliinmesi ve genislemesi gibi temel fizyolojik siireglerin
aksamasina neden olur. Sonug olarak, bitkinin biiyiime hizi 6nemli 6l¢iide yavagslar, yaprak
alan1 daralir, fotosentetik kapasite diiser ve genel biyokiitle iiretimi azalir (Parida and Das

2005; Hernandez 2019).

Tuz stresi bitkide yalmizca osmotik dengeyi degil, ayn1 zamanda iyon dengesini de
bozar. Na* ve CI iyonlarinin bitki hiicrelerinde asir1 birikmesi, 6zellikle Na*’un potasyum
(K*) ile hiicresel tasima sistemlerinde rekabete girmesi sonucu K* alimini diistiriir. Sodyum
iyonlari, 6zellikle K* benzer iyonik 6zelliklere sahip oldugu i¢in tasiyici proteinler araciligiyla
hiicre igine tasinabilir; bu durum potasyumun alimini baskilar. Potasyum, ozmotik denge,
hiicre i¢i pH regiilasyonu, stomalarin agilip kapanmasi ve enzim aktivitesinin diizenlenmesi
gibi birgok temel hiicresel islevde gorev alir. Dolayisiyla, K* yetersizligi bitkide metabolik
dengenin bozulmasina neden olur (Parida and Das 2005; Hernandez 2019). Ayrica, iyon
toksisitesi nedeniyle CI- ve Na® iyonlarimin hiicrelerde birikmesi, enzim aktivitelerinde
bozulmalara ve hiicre zarlarinda yapisal hasarlara da neden olur. Diger taraftan toprakta

biriken yiiksek diizeydeki Na* ve CI~ iyonlari, bitkiler i¢in hayati dneme sahip kalsiyum
2



(Ca*?) ve magnezyum (Mg*?) gibi diger makro besin elementleri ile de rekabete girerek bu
iyonlarin hiicre i¢ine alimin1 engeller. Kalsiyumun aliminin engellenmesi, hiicre duvar1 ve zar
biitiinliigl lizerinde olumsuz etkiler yaratir. Kalsiyum, plazma zarmin yapisal stabilitesini ve
secici gecirgenligini korumada 6nemli bir rol oynar. Bu iyonun eksikligi, zar gegirgenliginin
artmasina ve iyon sizintilarinin meydana gelmesine neden olur. Benzer sekilde, M*? eksikligi
de klorofil sentezi ve ATP {iiretimi gibi yasamsal siiregleri olumsuz etkiler. Yiiksek diizeyde
Na" birikimi 6zellikle kok hiicrelerinde toksik etki gostererek iyon homeostazini bozar. Bu
durum, hiicrede iyonik stresin yani sira oksidatif stresin de tetiklenmesine neden olabilir.
Sodyumun hiicre iginde birikmesi, hiicre zarlarinda yapisal hasara yol acarak membran
lipidlerinin peroksidasyonuna (LPO) neden olur. Bu da hiicresel metabolizmanin diizenini
bozar, enerji iretimini sekteye ugratir ve sonuc olarak bitkisel gelisim yavaslar ya da
tamamen durur. Tim bu etkiler, bitkide fotosentez oraninin diismesine, protein sentezinin
aksamasina ve genel fizyolojik canliligin zayiflamasina neden olur. Bitkinin tuz stresine karsi
dayaniklilig1 ise biiyiik Ol¢lide iyon tagima sistemlerinin etkinligi, antioksidan savunma
mekanizmalarinin giicii ve ozmotik diizenleme kapasitesine baglidir. Tuza toleransli bitki
tiirleri, genellikle sodyumu vakuollere hapsederek sitoplazmik iyon dengesini koruyan veya
iyon secici tastyicilar sayesinde zar gegirgenligini diizenleyebilen tiirlerdir (Munns and Tester

2008; Yilmaz vd. 2011; Hernandez 2019).

Tuz stresinin bitkisel gelisimi lizerindeki diger etkileri cok yonlii olmakla birlikte, bu
etkinin en belirgin bi¢imde gozlemlendigi siireglerin basinda fotosentez, enerji metabolizmasi
ve buna bagh enerji doniisiim mekanizmalar1 gelir. Fotosentez, bitkilerde karbon
fiksasyonunu saglayan temel biyokimyasal siire¢ olmasi nedeniyle c¢evresel stres
faktorlerinden dogrudan etkilenmektedir. Tuzluluk kosullarinda, 6zellikle toprakta biriken
Na* ve klor Cl” iyonlarinin neden oldugu iyonik stres, hiicre i¢inde iyon homeostazisini
bozarak kloroplastlarin yapisal ve islevsel biitiinligiinii olumsuz yonde etkiler (Kunz et al.
2024). Bu durum, klorofil biyosentezini inhibe etmekte ve klorofil igeriginde ciddi diisiislere
neden olmaktadir. Bitkideki klorofil kaybi, dogrudan fotosistem II (PSII) aktivitesini azaltarak
net fotosentez hizini diisiiriir (Chauhan et al. 2023; Wang et al. 2024). Tuz stresi kosullarinda
ayni zamanda stoma acilip-kapanmasi da Onemli Ol¢iide olumsuz etkilenir. Stomalarin
kapanmasi, transpirasyon oranini diisiirerek su kaybini minimize etmeye yonelik bir adaptif
tepki olsa da, bu durumun sonucu olarak CO: aliminda kisitlanma meydana gelir (Chauhan et
al. 2023). CO: alimindaki azalma, Calvin dongiisiinde kullanilan substrat miktariin
diismesine ve dolayisiyla karbon fiksasyonunun yavaglamasina neden olur. Ayrica stoma

kapanmasi, hiicre i¢i su potansiyelini etkileyerek turgor basincinda diisiise yol acar. Turgor
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basincinin azalmasi, hiicre genislemesi ve stomatal hareketliligin mekanik olarak sinirlanmasi
gibi dolayli etkiler de yaratarak fotosentetik verimliligi diistiriir. Fotosentezde meydana gelen
bu bozulmalar yalnizca karbon fiksasyonu siirecini degil, ayn1 zamanda fotofosforilasyon
yoluyla ATP ve NADPH fiiretimini de etkiler. Bu iki molekiil, fotosentezin 1s18a bagimli
reaksiyonlarinda sentezlenmekte ve Calvin dongiisiiniin temel enerji kaynagi olarak gorev
yapmaktadir. ATP ve NADPH iiretiminde meydana gelen diisiis, seker ve nisasta sentezini
baskilar ve bu da bitkinin hem kisa vadeli enerji ihtiyacin1 hem de uzun vadeli karbon
rezervlerini (yedek besin) ciddi sekilde azaltir. Ozellikle kaynak-yiik dengesinin bozulmasi,
bitkide biiyiime ve gelismenin tiim asamalarinda metabolik ve fizyolojik aksakliklara yol agar

(Yilmaz vd. 2011; Yang et al. 2020; Chauhan et al. 2023).

Tuz stresi mitokondriyal enerji metabolizmasini da olumsuz etkiler. Bitki hiicrelerinde
solunum, ozellikle glukoz gibi organik bilesiklerin potansiyel enerjilerini oksidatif
fosforilasyon yoluyla ATP’ye doniistiiriilmesini saglar. Ancak yiiksek tuz konsantrasyonu,
mitokondrilerin membran potansiyelini bozarak elektron tasima zincirinde (ETS’de)
kagaklara neden olur ve ATP iiretiminde verim kaybina yol agar. Buna bagl olarak tuz stresi
altinda mitokondride ROS iiretimi artar; bu da oksidatif zarara ve mitokondriyal enzimlerin
inaktivasyonuna neden olarak enerji metabolizmasini daha da bozar. Bu tiir bir enerji agigi,
ozellikle meristematik dokular gibi yiiksek metabolik aktiviteye sahip hiicrelerde hiicre
bolinmesini ve farklilasmasini engelleyerek bitki gelisimini sekteye ugratir (Jacoby et al.
2011). Enerji donilisim siireglerindeki bu bozulmalar, bitkinin tiim fizyolojik sistemleri
lizerinde domino etkisi yaratir. Ornegin, seker iiretimindeki azalma, sinyal iletimi ve hormon
sentezi gibi birgok enerjiye bagimli siliregte aksamalara neden olurken; nisasta birikiminin
yetersizligi, bitkinin stres sonrasi toparlanma yetenegini simirlayabilir. Ayrica ATP
yetersizligi, iyon taginimi ve ozmotik diizenleme gibi aktif transport mekanizmalarinin
verimsiz ¢alismasina neden olur. Bu da tuz stresine karsi gelistirilmesi gereken osmotik
adaptasyon ve iyon detoksifikasyon stratejilerinin basarisiz kalmasina zemin hazirlar (Yilmaz

vd. 2011; Che-Othman et al. 2017; Hasanuzzaman et al. 2021).

Tuz stresi, bitkilerde ozmotik dengesizlik, iyon toksisitesi ve besin aliminda
bozulmalara neden olmanin yaninda temelde ve en dnemlisi de reaktif oksijen tiirleri (ROS)
iretiminde artisa neden olarak oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlar. Oksidatif
stres, hiicre i¢i metabolik dengenin bozulmasi sonucu ROS’larin birikmesiyle ortaya ¢ikar.
Normal fizyolojik kosullar altinda diisiik seviyelerde iiretilen ROS, fotosentez, solunum ve
hiicresel savunma gibi temel metabolik siireclerde rol oynar. Ancak stres kosullarinda ROS

tretimi kontrolsiiz sekilde artarak bitkisel dokularda biyolojik makromolekiiller iizerinde
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toksik etkiler gostermeye baslar. En yaygin ROS bilesenleri arasinda siiperoksit anyonu (O27),
hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali ("OH) ve singlet oksijen (*O2) bulunmaktadir. Bu
molekiiller, 6zellikle kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar gibi enerji metabolizmasinda
aktif rol alan organellerde yogun miktarda iretilir (Yi1lmaz vd. 2011; Hasanuzzaman et al.
2021).

ROS birikimi, hiicre i¢i temel biyomolekiiller olan proteinler, lipidler, karbohidratlar
ve niikleik asitler tizerinde geri doniisimlii olmayan oksidatif hasarlar olusturabilir.
Proteinlerde amino asit kalintilarimin oksidasyonu ve enzimatik islevin kaybi, hiicresel
metabolizmanin etkinligini azaltirken, lipid peroksidasyonu (LPO) ile hiicre zarlarinin
gecirgenligini bozarak hiicre biitiinliigiinii bozar. Ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri
acisindan zengin olan hiicresel zar lipidlerinin ROS ile reaksiyona girmesi sonucunda ortaya
cikan malondialdehit (MDA) gibi bilesikler, hiicre i¢in toksik birikimlere yol agmaktadir.
Ayrica DNA iizerinde baz modifikasyonlari, zincir kiriklar1 gibi mutasyonlar meydana
gelerek genetik stabilitenin  bozulmasina neden olur. RNA molekiillerinin oksidatif
modifikasyonu ise translasyon verimliligini diisiirerek protein sentezini sekteye ugratabilir.
Karbohidratlar, 6zellikle hiicre duvar1 bilesenleri olan seliilloz, hemiseliilloz ve pektin gibi
polisakkaritler de ROS etkisiyle bozulmaktadir. Bu durum, hiicre duvarinin mekanik
dayanikliligin1 ve savunma kapasitesini zayiflatarak bitkiyi biyotik stres ajanlarina karsi agik

hedef yapar (Garcia-Caparros et al. 2019; Kesawat et al. 2023).

Bitkiler, oksidatif stresle basa ¢ikabilmek amaciyla ¢ok katmanli bir savunma sistemi
bulundururlar. Bu sistem genel olarak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak
iki grup altinda incelenir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbik peroksidaz
(APX), glutatyon rediiktaz (GR), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) gibi enzimler, ROS’un daha az reaktif veya zararsiz
bilesiklere doniistiiriilmesinde gorev alir. Bununla birlikte askorbik asit (vitamin C), glutatyon
(GSH), tokoferoller (vitamin E), flavonoidler ve fenolik bilesikler gibi enzimatik olmayan
antioksidanlar da dogrudan ROS ile etkileserek zararl etkilerin 6niline gegmeye ¢alisir. Ancak
stresin siddeti ve siiresi arttiginda, antioksidan sistemlerin kapasitesi asilabilmekte ve hiicresel
diizeyde geri doniisii olmayan hasarlar meydana gelmektedir. Giiniimiizde bitki molekiiler
biyoteknoloji alaninda yapilan caligmalar, antioksidan savunma sistemlerinin genetik olarak
iyilestirilmesi yoniinde onemli ilerlemeler kaydetmistir. Ozellikle antioksidan enzimlere ait
genlerin asirt ekspresyonu, ROS birikiminin kontrol altina alinmasini ve bitkilerin stres
toleransinin artirtlmasini  saglayabilmektedir. Transgenik bitki ¢alismalarinda daha giiclii

SOD, CAT ve APX gibi protein genlerinin bitkilere kazandirilmasiyla, tuz stresine kars1 daha
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direngli bireyler elde edildigi gosterilmistir (Yilmaz vd 2011; Garcia-Caparros et al. 2019;
Kesawat et al. 2023). Ornegin piring bitkisinde bakteriyel kokenli bir SOD geninin
ekspresyonu ile klorofil igerigi ve biyokiitle liretiminde dnemli artiglar belirlenmistir (Guan et

al. 2017).

Tuz stresine bagli olarak meydana gelen metabolik ve fizyolojik bozulmalar yalnizca
bireysel bitki diizeyinde degil, tarimsal {iretim sistemleri lizerinde de ciddi etkiler olusturur.
Ozellikle bugday, piring, misir gibi tahillar; nohut, mercimek gibi baklagiller ve yonca, fig
gibi yem bitkileri gibi ekonomik 6nemi yiiksek tiirlerde tuzluluk kaynakli verim kayiplar1 gida
tiretimini dogrudan tehdit eden bir unsur haline gelmistir (EI Sabagh et al. 2021; Kumar et al.
2022). Bunun yaninda tuz stresi, sadece verimi degil, iiriin kalitesini, protein ile yag icerigini
ve besin degerini de olumsuz yonde etkileyerek tliketiciye ulagan iriiniin niteligini
diisiirmektedir. Ayrica bitkilerde stres toleransina bagli olarak goriilen gelisimsel gecikmeler,
hasat siiresini uzatarak iiretim dongiilerini sekteye ugratmaktadir. Bu olumsuzluklara ek
olarak, tarimsal faaliyetlerin siirdiiriildiigii toprak sistemleri de tuz birikiminin etkilerinden

ciddi sekilde zarar gormektedir (Kumar et al. 2022; Atta et al. 2023).

Tuz stresine maruz kalan bitkiler, bu olumsuz ¢evresel kosullar1 tolere edebilmek ve
hayatta kalma sanslarin1 artirabilmek i¢in ¢ok yonlii morfolojik, fizyolojik ve molekiiler
adaptasyon mekanizmalar1 bulundururlar. Bu adaptasyon stratejileri genel olarak ii¢ temel
baglik altinda toplanabilir. Bunlar, osmotik uyumun saglanmasi, iyon homeostazisinin
korunmasi ile tuzun bolgesel izolasyonu ve antioksidan savunma sistemlerinin aktive
edilmesidir. Bu mekanizmalarin her biri, bitkinin metabolik, hiicresel ve dokusal diizeyde
bitlinliigiinlin  stirdiiriilmesini, metabolik dengesinin korumasini ve biiyiime-gelisme
faaliyetlerine devam edebilmesine katkida bulunur. ilk savunma hatt1 olan osmotik uyum,
hiicre i¢i su dengesinin korunmasini hedefler (Gill et al. 2010). Tuz stresine bagh olarak dis
ortamin su potansiyelinin diismesi, hiicrelerin su kaybetmesine neden olur. Bitkiler bu
durumu telafi edebilmek i¢in, prolin, glisin-betain, mannitol ve trehaloz gibi kiiclik molekiillii,
yiiksek ¢oziintirliiklii ozmotik diizenleyicileri (ozmolitler) sentezler. Bu bilesikler yalnizca su
dengesini saglamakla kalmaz, ayni zamanda proteinlerin {i¢ boyutlu yapilarinin
korunmasinda, enzimlerin denatiirasyona karsi stabilize edilmesinde ve zar biitlinliigiiniin
korunmasinda 6nemli rol oynar (Hasanuzzaman et al. 2021; Atta et al. 2023). Ozellikle
prolinin hem ozmotik stresin etkilerini azaltmada hem de ROS birikimini baskilamada goérev
aldig1 bilinmektedir. Prolin diizeyindeki artisin ayni zamanda antioksidan enzim
aktiviteleriyle de korelasyon gosterdigi arastirmalarla desteklenmektedir (Hasanuzzaman et

al. 2021; Atta et al. 2023). ikinci savunma stratejisi olan iyon homeostazisi ve tuzun bdlgesel
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izolasyonu, sitoplazmik iyon dengesinin diizenlenmesine odaklanir. Tuz stresi altinda
0zellikle Na* iyonlarimin sitoplazmada birikimi, birgok biyokimyasal siireci sekteye ugratarak
hiicresel toksisiteye yol agar. Bu toksik etkiyi azaltabilmek icin bitkiler, Na* iyonlarin1 aktif
tasima yoluyla vakuoller igerisine hapseder. Bu mekanizmada gorev yapan baslica tasiyicilar,
tonoplast (vakuol) iizerinde bulunan Na'/H* antiport tasiyici proteinleridir. Bunlar, Na*
iyonlarin1 proton (H*) degisimi yoluyla vakuole tasirken, ayni zamanda sitoplazmanin pH
dengesinin korunmasina katki yapar. Bununla birlikte kok hiicrelerinde yer alan SOS (Salt
Overly Sensitive) yolaklar1 da iyon toksisitesine karsi kritik 6neme sahiptir. SOS1 tasiyicisi,
Na* iyonlarmi hiicre disina atarak hiicresel Na* yiikiinii azaltirken; SOS2 ve SOS3 protein
kinazlar1 bu siireci diizenleyici molekiiller olarak gorev yapar. Potasyumun korunmasi da bu
stiregte biiyiikk 6nem tasir ¢linkii Na*/K* orani, hiicrelerin iyonik denge ve enzim aktivitesi
acisindan kritik parametrelerinden biridir (Mittler 2002; Zhu 2001; Parida and Das 2005). Tuz
stresine kars1 gelistirilen {iglincii ana adaptasyon mekanizmasi, antioksidatif savunma
sistemlerinin aktive edilmesidir. ROS birikiminin neden oldugu oksidatif stres, yukarida
belirtildigi tlizere hiicresel yapilarda ciddi hasarlara neden olmaktadir. Bitkiler bu zarari
minimize edebilmek amaciyla bir dizi antioksidan enzim iretir. SOD, siiperoksit anyonlarini
H20:'e doniistlirerek oksidatif zincirin ilk halkasinda gorev alir. CAT ve APX gibi enzimler
ise H20:'yi daha az zararli bilesiklere parcalayarak hiicre i¢i ROS dengesini diizenler. Ayrica
peroksidaz (POD) enzimleri, hiicre ¢eperinde lignin sentezi gibi yapisal savunma siireglerinde
de yer almakta ve stres tepkisine Onemli bir yanit olusturmaktadir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar arasinda yer alan fenolik bilesikler, flavonoidler, karotenoidler ve askorbik asit
(ASA) gibi bilesikler de ROS’larla dogrudan etkilesime girerek zararlari azaltmaktadir. Bu
bilesiklerin ¢ogu ayni zamanda sinyal iletiminde rol oynayarak gen ekspresyon
diizenlemelerinde de gorev alir (Miller et al. 2010; Hasanuzzaman et al. 2021; Kesawat et al.
2023).

Tarimsal topraklarda asir1 tuzlanma, toprak mikrobiyal ¢esitliligini azaltmakta, faydal
mikroorganizmalarin yasam potansiyellerini  simirlamakta ve simbiyotik iligkileri
zayiflatmaktadir. Buna ilave olarak toprak tekstiiriiniin yapisi bozulmakta, su gecirgenligi
diismekte ve toprak havalanmasi engellenmektedir. Tuzluluk sorununun yayginlagmasinda
insan kaynakli etkenlerin pay1 biiyiiktiir. Yanlis sulama uygulamalari, 6zellikle kapali drenaj
sistemlerinin yetersizligi, yer alt1 sularmin kontrolsiiz kullanim1 ve geri doniisiimlii sulama
sularmin tuz igerigi agisindan denetlenmemesi, toprak tuzlulugunun artmasinda baslica
faktorler arasinda yer alir (Stavi et al. 2021). Bu nedenle, siirdiiriilebilir tarim uygulamalari

kapsaminda tuzlu topraklarin islaht ve yonetimi, yalmzca ekolojik degil, aym1 zamanda
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ekonomik ve sosyal boyutlar1 da olan kritik bir konudur. Bu ¢er¢evede son yillarda 6nerilen
stratejiler arasinda, biyolojik c¢oziimler olarak Ornegin bitki biiylimesini tesvik eden
rizobakteriler (PGPR), biyostimiilanlar (6rnegin humik ve fulvik asitler, deniz yosunu
ekstraktlari, amino asit kompleksleri) ve molekiiler/genetik 1slah yaklasimlar bulunur. Bu
stratejilerin tarim sistemlerine entegrasyonu, hem bitki stres toleransinin artirilmasi hem de
toprak sagliginin korunmasi agisindan ¢ok yonlii faydalar saglayabilir. Boylece siirdiiriilebilir
tarim hedeflerine ulasilmas1 ve gida gilivencesinin saglanmasi yoniinde onemli katkilar
sunulabilir (Emilia et al. 2020; Ma et al. 2022; Hernandez-Canseco et al. 2022; AbuQamar et
al. 2024).

Baklagiller (Fabaceae) familyasina ait yem bitkileri, yalnizca hayvan beslenmesi
acisindan degil; ayn1 zamanda toprak-su dengesinin korunmasi, biyolojik azot fiksasyonu ve
toprak verimliliginin artirilmast gibi ekolojik islevleri bakimindan da biiyiikk O6nem
tagimaktadir (Yiizbasioglu 2021). Bu baglamda, yonca (Medicago sativa L.), yiiksek protein
igerigi ve zengin mineral ile vitamin miktar1 sayesinde, diinya genelinde en yaygin yetistirilen
ve "Yemlerin Kralicesi" olarak adlandirilan bir baklagil yem bitkisidir (Brahmbhatt and
Kalasariya 2015; Galindo-Sotomonte et al. 2023). Yonca, yalnizca hayvansal iiretimde temel
bir yem kaynagi olmakla kalmayip ayn1 zamanda yiiksek biyokiitle verimi, genis adaptasyon
kapasitesi, hastaliklara karsi dogal direnci, topragin yapisin iyilestirici etkisi ve ekosistem
hizmetleri bakimindan da degerli bir bitkidir (Wu 2004; Brahmbhatt and Kalasariya 2015).
Bununla birlikte, glinlimiizde artan insan faaliyetleri, iklim degisikligi, meralarin bakimsizligi
ve tarim alanlarinda yem bitkilerinin paymnin yetersiz diizeyde kalmasi, 6zellikle Tiirkiye gibi
iilkelerde hayvansal iiretimi ciddi bigimde tehdit etmektedir (Ulker et al. 2020). Cok yillik bir
yem bitkisi olan yonca, biyolojik azot fiksasyon kapasitesi ve toprak iyilestirme 6zellikleri
sayesinde tarim sistemlerinde kritik rol oynamaktadir. Ancak ¢imlenme ve erken fide gelisimi
evrelerinde tuz stresine karsi oldukg¢a hassastir. Tuzlu kosullarda stoma kapanmasi, klorofil
bozulmasi, iyon birikimi ve turgor basincindaki diisiis gibi fizyolojik etkiler, yonca gelisimini

onemli dlciide kisitlamaktadir (Yilmaz vd. 2011; Ozkurt et al. 2019).

Bitkiler, stresli ¢evresel kosullara kars1 gelistirdikleri dogal adaptasyon mekanizmalari
araciligiyla hayatta kalma miicadelesi verirler. Yukarida bu mekanizmalar temel olarak {i¢ ana
baslik altinda incelemistik (ozmotik uyum, iyon homeostazisinin saglanmasi ile toksisitenin
azaltilmas1 ve antioksidan savunma sistemlerinin etkinlestirilmesi). Ancak bitkide bu dogal
savunma mekanizmalarinin smirli etkinligi g6z Oniine alindiginda, modern tarim
uygulamalarinda bitkiyi digsal destekleyici stratejilere ihtiyag duyulmaktadir. Iste bu noktada,

bitki-mikrop etkilesimleri temeline dayanan faydali mikrobiyal uygulamalar, siirdiiriilebilir ve
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etkili ¢ozlimler sunarak bitki stres toleransini artirmada onemli bir rol oynamaktadir (Emilia

et al. 2020; Ma et al. 2022).

Bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR), konak bitki iizerinde ¢ok cesitli
etkilere sahip olan ve birgok tarim {iriinliniin biiyiime ve verimini artirma yetenegine sahip
cesitli bir bakteri grubudur. PGPB’lerin bu baglamda sundugu avantajlar sadece tarimsal
tiretimin miktarmi degil, ayn1 zamanda kalitesini de artirmakta; bitki sagligi, toprak
verimliligi ve mikrobiyal denge iizerinde olumlu etkiler saglamaktadir. PGPR, bitki kok
¢evresinde kolonize olarak biiylimeyi tesvik eden ve stres toleransimi artirir (Olivares et al.
2017). PGPR bakterileri; indol-3-asetik asit (IAA), gibberellin ve sitokinin gibi biiyiime
hormonlarinin iiretimi, 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC) deaminaz aktivitesi ile
etilenin azaltilmasi, siderofor {iretimi, azot fiksasyonu ve fosfat ¢oziiniirliigiiniin artirilmasi
gibi mekanizmalarla tuz stresine karsi bitkileri desteklemektedir (Kang et al. 2014,
Egamberdieva et al. 2017; Kumawat et al. 2023; Atici et al. 2025). Ayn1 zamanda, bazi
bakteriler Na* iyonlarmin kdklere alinimini ve birikimini sinirlandirarak iyon toksisitesini
azaltmakta ve antioksidan enzim sistemlerini aktive etmektedirler. PGPR kapsamindaki
bakteriyel gruplara ek olarak, son yillarda faydali funguslarin da bitki stres toleransinda
onemli bir rol iistlendigi ortaya konmustur. Ozellikle arbuskiiler mikoriza funguslar1 (AMF)
ve endofitik funguslar (ENF), bitki-mikroorganizma simbiyozunun temel aktorleri arasinda
yer alir. AMF'ler (6rnegin Glomus intraradices ve Rhizophagus irregularis gibi), bitki
koklerine penetre olarak eksternal hif ag1 aracilifiyla toprakta bulunan su ve mineral besin
elementlerin (6zellikle P, Zn, K ve Ca) alimini artirmakta ve tuz stresine karsi toleransin
artmasini saglamaktadir (Porcel et al. 2012; Evelin et al. 2009). AMF-mikorizal iliskiler, kok
hiicrelerinde 1yon tasinimini regiile eden genlerin ekspresyonunu degistirerek Na* birikiminin
sinirlandirilmasina da katki saglar. Endofitik funguslar (6rnegin Trichoderma harzianum ve
Piriformospora indica) ise bitki dokularina zarar vermeksizin yerlesen ve sistemik fayda
saglayan mikroorganizmalardir. Bu funguslar, hiicre i¢i ROS seviyelerini diisiirerek
antioksidan sistemleri modiile etmekte; biiyiime hormonlari1 sentezleyerek stres kaynakli
biiylime lizerindeki baskiy1 azaltmaktadir (Zhang et al. 2019; Liu et al. 2020). Ayn1 zamanda,
Trichoderma tiirlerinin rizosferde biyofilm olusturarak kok sistemini tuzlu kosullara karsi
fiziksel ve kimyasal olarak korudugu gosterilmistir (Zhang et al. 2019). Ornegin, yonca
bitkisi, Sinorhizobium meliloti ile kurdugu simbiyotik iliski sayesinde atmosferik azotu
fiksleyerek, dissal azot girdi ihtiyacim azaltir. Ancak tuzlu kosullar, hem nodiil olusumunu
hem de nitrojenaz enzimi aktivitesini olumsuz etkileyerek azot fiksasyon verimliligini

distirmektedir (Ibragimova et al. 2006; Al-Barakah et al. 2014). Bu veriler
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degerlendirildiginde, PGPR bakterileri ve mikorizal funguslarinin eszamanli uygulanmasi,
bitki bilyiime ve gelismesini destekleyebilecegi ongoriilebilir. Ornegin, mikoriza-yonca
etkilesimleri sirasinda olusan hormonal diizenlenme, Rhizobium kolonizasyonunu
kolaylastirmakta ve bunun sonucu olarak karbon metabolizmasi ve protein sentezini
desteklemektedir (Bonfante and Genre 2010; Olson et al. 2022). Konsorsiyum uygulamalari,
yalnizca bliylimeyi artirmakla kalmaz, ayni zamanda bitkisel bagisiklik sistemini aktive
ederek abiyotik stres faktorlerine karsi dayanikliligi 6nemli dlclide artirir. Bu kombinasyonlar,
enzimatik antioksidan aktivitelerin artist (SOD, CAT ve GPX gibi), LPO seviyesinin
azalmasi, iyon tasima proteinlerinin ekspresyonunun diizenlenmesi ve ozmotik denge
molekiillerinin  sentezlenmesi gibi ¢ok sayida biyokimyasal ve molekiiler siireci

tetikleyebilmektedir (Hasanuzzaman et al. 2020; Giilmez et al. 2023; Atic1 et al. 2025).

PGPR'lerin tuz stresine maruz kalan bitkilerde morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler diizeyde olumlu etkilere neden oldugu c¢esitli calismalarla ortaya konmustur
(Evelin et al. 2009; Hasanuzzaman et al. 2020; Giilmez et al. 2023; AbuQamar et al. 2024;
Atic1 et al. 2025). Ozellikle Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Azospirillum, Rhizobium
gibi cinslere ait PGPR suslarinin, tuzlu ortamlarda bitkilerin biiylime performansini ve stres
toleransini artirdigr bilinmektedir. Bu bakteriler; IAA iiretimi, siderofor salgilanmasi, ACC
deaminaz aktivitesi ile stres kaynakli etilen liretiminin azaltilmasi, osmotik dengeyi saglayan
¢Oziiniir sekerlerin ve prolin gibi osmolitlerin sentezinin artirilmasi gibi ¢esitli mekanizmalar
tizerinden etkili olmaktadirlar (Raheem and Ali 2015; Olivares et al. 2017; Egamberdieva et
al. 2019; Bhise et al. 2017). Nitekim Han vd. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Bacillus amyloliquefaciens QST713 susunun yonca bitkisine uygulanmasinin, tuz stresi
altinda fotosentez kapasitesini ve antioksidan savunma diizeyini artirdigi bildirilmistir.
Bitkilerde antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, APX gibi) aktivitesinin bu uygulama
sonucunda artti1; buna karsilik LPO’nun bir gostergesi olan MDA diizeylerinin azaldigi
belirlenmistir. Bu sonuglar, bakteriyel inokulasyonun oksidatif stresi hafiflettigini
gostermektedir. Bununla beraber Raheem vd. (2015) ve Yang vd. (2020) de farkli bitki
tirlerinde yaptiklar1 ¢aligmalarla PGPR'lerin, tuzlu ortamlarda iyon homeostazinin
korunmasinda ve ozmotik stresin yonetilmesinde etkin rol oynadigini ortaya koymustur. Bu
bakterilerin Na*/K* oranim diizenleyerek sodyum toksisitesini sinirladiklari ve ayn1 zamanda
hiicre zarlarinin stabilitesini koruduklar1 rapor edilmistir. Son yapilan bir ¢aligmada, yabani
halofit bitkilerden izole edilen halotolerant rizobakterilerin misir (Zea mays L.) tohumlarina
inokulasyonu, bitkilerin tuz stresine kars1 fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerini iyilestirdigi

tespit edilmistir. Arastirmacilar c¢aligmada, dogal tuzlu ortamlarda (Tuz Goli) yasayan
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bitkilerin rizosferinden elde edilen bakteriyel izolatlarin, misir fidelerinde tuz stresi altinda
bliylime performansini artirdigi ve antioksidan savunma sistemleri gibi stres toleransini
destekleyen mekanizmalari ve iyon diizenlemesini olumlu yonde etkiledigi belirtmislerdir

(Atict et al. 2025).

PGPR’lerin etkileri yalnizca antioksidan sistem ve iyon dengesinin korunmasiyla
smirlt kalmayip, bitki savunma sistemlerini sistemik olarak aktive etmeleri bakimindan da
onem arz etmektedir. Ornegin, bazi bakteriyel suslar tarafindan indiiklenen sistemik
kazanilmis diren¢ (SAR), bitkinin hem abiyotik hem de biyotik stres kosullarina karsi
onceden “hazirlikli” olmasmi saglamaktadir (Van Loon 2007; Liu et al. 2010; Meena et al.
2020). Bu kapsamda, tuz stresine maruz kalan bitkilerde hiicresel sinyal yolaklarinin (6rnegin
MAPK ve jasmonat/etilen yolaklar1) aktive edilmesi ile antioksidan enzimlerin
transkripsiyonu ve stres tolerans genlerinin ekspresyonu artirilabilmektedir. Bu biyolojik
ajanlarin  pratik tarimsal uygulamalarda kullanimi, siirdiiriilebilir  tarim  hedefleri
dogrultusunda da biiyiik potansiyele sahiptir. Kimyasal giibre ve pestisitlerin neden oldugu
toprak bozulmalarimi azaltma agisindan PGPR temelli biyogiibrelerin kullanimi c¢evresel
acidan da avantaj saglamaktadir. Ozellikle tuzlu topraklarm verimliligini artirma, mikrobiyal
cesitliligi iyilestirme ve karbon ayak izini diisiirme konularinda PGPR’lerin 6nemli katkilar
sundugu bildirilmektedir (Etesami et al. 2018; Arora et al. 2020; Kumawat et al. 2023).
Bununla birlikte, mevcut literatiirde 6zellikle yonca (M. sativa) gibi stratejik yem bitkilerinde
tuz stresi kosullarinda PGPR uygulamalarinin fizyolojik ve molekiiler etkilerine yonelik
yapilan ¢aligmalar sinirlidir. Oysa bu tiir bitkilerde gergeklestirilecek detayli caligmalar, hem
bitki-mikrobiyota etkilesimlerinin daha iyi anlasilmasin1 hem de biyoteknolojik uygulamalara

yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesine katki saglayacaktir (Olivares et al. 2017).

Son yillarda, kimyasal giibre ve pestisit uygulamalarinin neden oldugu toprak
bozulmasit ve ekosistem tahribati, alternatif biyolojik yaklasimlarin 6nemini 6n plana
cikarmistir. Biyolojik teknikler, besin maddesi kullanim etkinligini artirmak ve tarimsal
iiretimin ¢evresel ve ekonomik maliyetlerini azaltmak agisindan umut verici bir yaklagimdir.
Bu kapsamda, humik asitler ve liken kokenli mikroorganizmalar gibi dogal biyostimiilanlar,
bitkilerin stres toleransini artirma potansiyeline sahip c¢evre dostu c¢oziimler olarak
degerlendirilmektedir. Bu uygulamalar, yalnizca bitkinin biliylime ve gelismesini
desteklemekle kalmamakta, ayni zamanda toprak sagligini iyilestirerek mikrobiyal aktiviteyi
artirmakta ve uzun vadeli verimlilige katki saglamaktadir (Olivares et al. 2017; Tiwari et al.
2023; Giilmez et al. 2023).
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PGPR’lerin bitkilere ulastirilmasinda ¢esitli tasiyict materyaller kullanilmaktadir.
Bunlar arasinda etilseliiloz, modifiye nisasta, karboksimetilseliiloz, misir nisastasi, kitosan,
aljinat, polimerik inokulantlar, vermikiilit, perlit, kil peletleri, aktif karbon filtreleri, torrefiye
edilmis (1sitilarak karbonsuzlastirilmis) ¢im lifleri, kaolin, kil mineralleri, kil topraklar, tavuk
giibresi, muz atiklari, atik su ¢amuru, lignin, misir sapi, bira iiretiminden arta kalan arpa
lifleri, iiziim posasi, mantar kompostu, torf, hindistan cevizi lifi/torfu, farkli hammaddelerden
elde edilen kompostlar ve vermikompost kompostu, linyit, komiir, zamk (gum) ve talas yer
almaktadir. Tiim bu tasiyici materyaller Bashan vd. (2014) tarafindan listelenmistir ancak

ilging bir sekilde, humik maddelere dogrudan deginilmemistir (Olivares et al. 2017).

Dogada dogal olarak olusan humik maddeler (humik asitler), toprak, su ve tortulardaki
organik maddenin baslica bilesenidir. Kimyasal olarak, nanometre Ol¢eginde hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen baglariyla stabilize edilen, dinamik birliktelikler olusturan, ¢esitli ve
nispeten diisiik molekiiler kiitleye sahip organik molekiillerden olusan bir koleksiyon olarak
tanimlanabilir. Genellikle saridan siyaha kadar degisen renklere sahiptirler ve yiiksek
molekiiler agirliga sahiptirler (Akinct 2011; Canellas et al. 2024). Humik maddeler,
yapilarinda hem aromatik olmayan kisimlar iceren hem de diizenli bir molekiiler yapiya sahip
olmalarindan dolayi, onlar1 belirli bir kimyasal formiille tanimlamak veya iyi tanimlanmig
diger organik bilesiklerle dogrudan karsilastirmak genellikle miimkiin degildir. Onlar, dogada
yaygin olarak bulunan ve toprak, su gibi ortamlarda 6nemli rol oynayan kendine 6zgii bir
organik madde grubunu temsil ederler. Humik maddeler, yapilar1 itibariyle bakteriyel
hiicreleri ve kararsiz organik molekiilleri hidrofobik bdlgelerinde bozunmaya kars:
koruyabilirler (Spaccini et al. 2000 ve 2002). Bitki kokleri tarafindan salgilanan organik
asitler gibi maddelerin varligi, bu supramolekiiler yapiy1 degistirebilir ve bitki biiylimesini
etkileyebilecek biyoaktif molekiillerin salinimina neden olabilir. Ornegin misirda humik
madde uygulamasi sonucu organik asit salgisinin arttig1, gosterilmistir (Canellas et al. 2008;
Puglisi et al. 2008) ve bitki kokleri ile humik madde arasindaki etkilesim “cross-talk” oldugu
ileri siiriilmiistiir (Nardi et al. 2017). Tlave olarak, humik asitler, organik maddenin mikrobiyal
ayrismas1 sonucu olusan, yiiksek molekiiler agirlikli ve fonksiyonel grup acisindan zengin
bilesiklerdir. Bu nedenle, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri diger organik bilesikler gibi ¢ok iyi
tanimlanmamistir. Humik maddeler, asit ve bazlardaki ¢oziiniirliiklerine gore ii¢ ana gruba
ayrilir: Humik asit, fulvik asit ve humin. Bu siniflandirma, humik maddelerin kimyasal
ozellikleri ve reaktiviteleri agisindan farkliliklar gosterdigini yansitir (Rupiasih and
Vidyasagar 2005; Akinci 2011). Fulvik asit, humik asitten daha kii¢lik molekiiler bir yapiya

sahiptir, bu nedenle toprakta daha az kalicidir ve mikroorganizmalar tarafindan daha kolay bir
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sekilde ayristirilir. Huminler ise ne asitli ne de alkali ortamlarda ¢6ziinmeyen humik
bilesiklerdir. Humik asit ise biiylik molekiiler agirliga sahiptir ve daha yavas bir sekilde
parcalanir. Bu nedenle, genellikle toprak uygulamalarinda humik asitler tercih edilir.
Leonardit, turba ve linyit gibi kaynaklardan elde edilen humik asit, toprak pH'sin1 dengeleyici,
besin elementlerini selatlayici ve su tutma kapasitesini artirict 6zellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir.
Ayrica, humik asitlerin, stres kosullarinda antioksidan enzim aktivitelerini artirarak bitkilerin
oksidatif zarara kars1 direncini yiikselttigi cesitli caligmalarda ortaya konmustur (Canellas et
al. 2024). Bununla birlikte, kok gelisimini uyarici etkileri sayesinde bitkilerin topraktan daha
etkili su ve mineral alimi gergeklestirmesi saglanmaktadir. Humik maddelerin fizyolojik
etkileri genis capta degerlendirilmistir ve bu etkiler 6zetle; besin kullanim verimliligini
artirmak, makro ve mikro besin elementlerinin alimina yardimci olmak ve karbon, azot ve
ikincil metabolizmay1 uyararak bitki biiylimesini tesvik etmek seklinde tanimlanmaktadir

(Olivares et al. 2017).

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde humik asit uygulamalarinin sagladigi koruyucu
etkiler, birka¢ temel biyolojik mekanizma iizerinden agiklanabilir. ilk olarak, ozmotik
diizenleme a¢isindan humik asit, bitkilerde su kaybinin azaltilmasina yardimei olan prolin,
glisin betain ve trehaloz gibi osmoliitlerin sentezini uyararak hiicre i¢i su dengesinin
korunmasimi desteklemektedir. Bu bilesikler ayn1 zamanda proteinlerin denatiirasyonunu
Onleyerek enzimatik aktivitelerin stabil kalmasia olanak saglar. Boylece bitkiler, diisiik su
potansiyeline sahip tuzlu ortamlarda bile turgor basmcini siirdiirebilmekte ve biiyiime
siireglerine devam edebilmektedir. Ikinci olarak, iyon homeostazi baglaminda humik
bilesikler, 6zellikle Na* iyonlarmin kok hiicrelerinden girisini siirlayarak iyon toksisitesini
azaltir. flaveten K+, Ca*? ve Mg* gibi hayati 6neme sahip makroelementlerin tasmmasini ve
alimin1 kolaylagtirarak, bitkisel metabolizmanin siirdiiriilebilirligine katki saglar. Na'/K*
oraninin optimal diizeyde tutulmasi, hiicre zarlarinin elektriksel potansiyelinin korunmasi ve
metabolik reaksiyonlarin etkinligi acisindan hayati role sahiptir. Bir diger onemli etki,
fotosentez siireclerinin desteklenmesidir. Humik asitler, klorofil biyosentezini artirmakta ve
fotosistem II'nin (PSII veya P680) aktivitesini iyilestirerek, tuz stresi nedeniyle baskilanan
fotosentetik verimliligin yeniden kazanilmasina yardimer olur. Artan klorofil igerigi, yaprak
yiizeyinde 1s1k sogurulmasinmi kolaylastirmakta ve karbondioksit fiksasyonu kapasitesini
yiikseltmektedir. Bu sayede, tuz stresine bagli olarak ortaya c¢ikan karbon metabolizmasi
bozukluklar1 belirli 6lgiide dengelenebilmektedir. Bunlara ilave olarak, oksidatif stresle
miicadelede humik asitler onemli katkilara sahiptir. Tuz stresi, bitki hiicrelerinde ROS

birikimine yol agarak lipid, protein ve DNA gibi temel biyomolekiillerde ciddi hasarlara
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neden olur. Humik asit uygulamalari, bu tiir biyomolekiileri zararlara karsi bitkinin dogal
antioksidan savunma sistemlerini aktive etmektedir. SOD, CAT, POD ve APX gibi baslica
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin artmasi, ROS’larin toksik etkilerini smirlayarak
hiicresel biitiinliigiin korunmasina yardimci olur. Ayrica fenolik bilesikler ve flavonoidler gibi
enzim dis1 antioksidan bilesenlerin sentezini de destekleyerek genel savunma kapasitesini
artirtr. Humik asitlerin bu ¢ok yonlii biyolojik etkileri, yalnizca stres altinda bitki sagligini
desteklemekle kalmaz, ayni zamanda toprak yapisinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozelliklerini de iyilestirerek uzun vadeli tarimsal verimliligin temelini olusturur. Artan
organik madde igerigi, toprak mikrobiyal biyotasini zenginlestirerek simbiyotik etkilesimleri
tesvik eder; boylece siirdiiriilebilir tarim uygulamalari i¢in elverisli bir mikro-¢evre olusur

(Kang et al. 2014; Olivares et al. 2017; Canellas et al. 2024).

Ozellikle tarimsal iiretimin temelini olusturan tiirlerde (yonca, bugday ve domates
gibi) yapilan caligmalar, humik asit ve PGPR uygulamalarinin fotosentez oranlarini
artirdigini, stomatal acikligr korudugunu ve antioksidan savunma sistemlerini aktive ettigini
gostermektedir (Olivares et al. 2017; Lucas et al. 2023; Giilmez et al. 2023; Canellas et al.
2024; Atici et al. 2025). Buna karsilik, son zamanlarda yapilan siirh sayidaki arastirmalar,
liken kokenli mikroorganizmalarin da bitki stres cevabinda 6nemli bir potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir. Likenler, alg/siyanobakteri ile fungus arasindaki simbiyotik
birliktelikten olusan organizmalardir ve ekstrem cevresel kosullarda hayatta kalabilmeleriyle
dikkat ¢ekerler Bu dayanikliligin ardinda, sahip olduklari zengin mikrobiyal cesitlilik ve
gliclii metabolik esneklik yatmaktadir (Bianchi et al. 2019; Giilmez et al. 2023; Li et al. 2024;
Patil and Gore 2025). Likenlerden izole edilen baz1 endofitik mikroorganizmalarin, PGPR
benzeri Ozellikler gostererek bitki gelisimini destekledigi, iyon toksisitesini azalttifi ve
ozmotik stresle bas etmede rol oynadigi belirlenmistir (Giilmez et al. 2023; Li et al. 2024;
Patil and Gore 2025). Ancak mevcut literatiir incelendiginde, 6zellikle yonca gibi yiiksek
ekonomik degere sahip yem bitkilerinde humik asit ve liken kdkenli mikroorganizmalarin
sinerjik etkilerinin arastirildig1 calismalar bulunmamaktadir. Bu baglamda, yapilacak yeni
arastirmalar hem bitki-mikrobiyota etkilesimlerinin anlasilmasi hem de iklim degisikligine
kars1 direngli tiretim sistemlerinin gelistirilmesi acisindan bilimsel ve pratik anlamda 6nemli

katkilar saglayacaktir.

Yukarida ifade edildigi gibi humik asit, topragin fiziksel ve kimyasal yapisini
tyilestiren, bitki besin maddelerinin alimini kolaylastiran ve mikroorganizma faaliyetlerini
destekleyen onemli bir organik maddedir. Likenler ise ekstrem c¢evre kosullarinda hayatta

kalabilme yetenekleri sayesinde, 6zellikle tuzlu kosullarda mikrobiyal ¢esitliligin artirilmasi
14



ve bitki-mikroorganizma etkilesimlerinin gii¢clendirilmesi agisindan dikkate degerdir. Bu iki
faktoriin birlikte kullanimi, bitki bliyiimesi, stres toleranst ve toprak mikrobiyal dinamikleri
lizerinde sinerjistik bir etki olusturabilir. Oncelikle, toprak yapisinmn iyilestirilmesi ve
mikrobiyal ¢esitliligin artirilmast bakimindan bu sinerji oldukc¢a degerlidir. Humik asit,
topragin agregasyonunu tesvik ederek su tutma kapasitesini artirmakta, ayni zamanda pH
diizenlemesi ve katyon degisim kapasitesini yiikselterek toprakta daha elverisli bir
mikrohabitat yaratmaktadir (Tiwari et al. 2023). Bu ortam, liken kaynakli
mikroorganizmalarin-6zellikle antimikrobiyal bilesikler iiretebilen mantar tiirleri ve azot
fiksasyonu yapabilen siyanobakterilerin-kok ¢evresinde daha kolay kolonize olmasini saglar.
Boylece, toprakta mikrobiyal ¢esitliligin artmasi yoluyla ekosistem islevselligi gili¢lendirilir.
Ikinci olarak, bitki kok gelisiminin tesvik edilmesi, bu kombinasyonun sagladig: bir baska
avantajdir (Olivares et al. 2017). Humik asit, kok sisteminin uzamasini ve lateral kok
olusumunu destekleyen biiyiime hormonlarinin (IAA gibi) iiretimini tetiklerken; liken kdkenli
mikrobiyal simbiyozlar, bitki koklerinde koloni olusturarak kok yiizey alanimi artirir ve bitki
ile toprak arasindaki besin aligverisini hizlandirir. Ayrica, bu mikroorganizmalarin siderofor
liretimi sayesinde demir gibi simirli elementlerin bitki tarafindan alimi kolaylagir. Ugiincii
olarak, tuzlu ortamlarda besin aliminin optimize edilmesi, humik asit ve liken
mikroorganizmalarinin birlikte uygulandigi sistemlerde daha etkili bir sekilde gerceklesir.
Humik asit, Na* iyonlarmimn tagmmasini sinirlarken K*, Ca*? ile Mg™ gibi temel
makroelementlerin bitki tarafindan daha etkin bir sekilde alinmasina aracilik eder. Liken
mikroorganizmalar1 ise, Ozellikle siyanobakteri iceren tiirler aracilifiyla azot fiksasyonu
yaparak bitkiye biyoyararli azot saglar (Olivares et al. 2017). Bunun yani sira, bazi liken
endofitlerinin fosfat ¢oziindiirme kapasitesine sahip oldugu da gosterilmistir (da Silva et al.
2022), bu da fosforun kullanilabilirligini artirarak kok gelisimini ve enerji metabolizmasini
destekler. Diger traftan, stres esnasinda ROS iiretiminin azaltilmasi ve hiicresel biitiinligiin
korunmasi, bu sinerjinin 6nemli bilesenlerinden biridir. Tuz stresi, bitki hiicrelerinde oksidatif
stres diizeylerini artirarak zar hasarina ve enzim denatiirasyonuna neden olur (Parida and Das
2005). Yukarida ifade edilen bilgiler 1518inda, bizim hipotezimiz, bir kombinasyon halide
uygulandiginda humik asidin bitkide antioksidan enzim aktivitelerini (SOD, CAT ve POD)
regiile ederek tuz toksisitesi zaralarin1 sinirlayabilir ve liken mikroorganizmalari tarafindan
salgilanan polifenoller, polisakkaritler ve antioksidan bilesikler de hiicresel ROS birikimini
baskilayabilir. Bu durum, bitki hiicrelerinin biitiinliigiinii koruyarak fizyolojik siireclerin
devamliligini saglayabilir. Ancak, bu alandaki bilimsel ¢alismalar halen sinirl diizeyde olup,
kontrollii deneyler ve saha uygulamalar1 yoluyla etkinliginin daha ayrintili bigimde ortaya

konulmas: gerekmektedir. Ozellikle, Web of Science’da liken kdkenli mikroorganizmalar ve
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humik asit kombinasyonunu iceren baska c¢alismalar aradik ancak kapsamli bir literatiire

ulasamadik.

Humik asidin mikrobiyal yollarla pargalanarak organik karbonun yeniden kullanima
sunulmasi, toprak ekolojisi agisindan da kritik bir siirectir. Ozellikle bakteriler ve baz1 mantar
tiirlerinin humik ve fulvik asitleri pargalayabildigi, ¢esitli ¢alismalarla ortaya konmustur
(Olivares et al. 2017). Ornegin Streptomyces rochei gibi aktinomisetlerin humik maddeleri
biyolojik olarak donistiirebildigi ve bu siirecte bitki gelisimini destekleyici metabolitler
iiretebildigi gosterilmistir (Zhang et al. 2024a). Ilave olarak, anaerobik kosullarda yasayan
baz1 bakteriler, ornegin Clostridium tiirleri, humik maddeleri karbon kaynagi olarak
kullanabilmekte, bu da humik asitlerin mikrobiyal donlisim potansiyelini daha da
genigletmektedir (Ueno et al. 2016). Bilindigi gibi likenler, bir alg (veya siyanobakteri) ile
mantarin olusturdugu simbiyotik organizmalardir. Likenleri olusturan mikrosimbiyotlarin,
ozellikle mantar partnerin, saprotrofik o6zellikler tasidigi ve kompleks organik maddeleri
parcalama kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, likenlerin de humik veya
fulvik asitleri dogrudan ya da dolayli yollarla karbon kaynagi olarak kullanabilme
potansiyeline sahip olabilecekleri bir hipotez olarak 6ne siiriilebilir. Ancak mevcut literatiirde,
likenlerin bu maddeleri dogrudan parcaladigini veya metabolize ettigini acik¢a ortaya koyan
spesifik calismalar sinirlidir. Bu bosluk, yeni yapilacak olan deneysel arastirmalar i¢in 6nemli

bir firsat sunmaktadir.

Bu calismanin amaci, humik asit ile liken kdkenli mikroorganizmalarin (bakteri ve
mantar) sinerjik etkilerini inceleyerek, tuz stresine maruz kalan yonca (Medicago sativa L. cv.
Konya) bitkisinin tuz stresine fizyolojik ve biyokimyasal yanitlari iizerindeki potansiyel
etkilerini ortaya koymaktir. Bu iki biyolojik ajanin humik asit ile birlikte kullanimi, 6zellikle
tuzlu toprak kosullarinda bitki biiylimesini destekleme ve iyon dengesini saglama agisindan
alternatif ve siirdiiriilebilir bir yaklasim sunabilir. Bu baglamda c¢alisma, bitki-
mikroorganizma etkilesimleri temelinde, biyogiibre ya da biyostimiilant potansiyeli tasiyan
dogal ¢oziimlerle tarimsal liretimde tuzluluk stresine karsi direncli stratejiler gelistirmeye
katki saglamayr hedeflemektedir. Calismamiz bu anlamda literatiire Onemli katkilar

sunabilecektir.
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KURAMSAL TEMELLER

Yapilan literatiir taramalarinda Medicago sativa bitkisi ile ilgili tuz stresi, verim ve
fizyolojik tepkiler {izerine bir¢ok ¢aligmanin bulundugu, ancak humik asit ve liken kokenli
mikroorganizmalarin birlikte kullaniminin tuz stresi toleransi iizerindeki etkilerine dair sinirl
sayida calisma yapildigi tespit edilmistir. Bu nedenle ¢alismamiz, bu alandaki bilgi eksikligini
gidermeyi amaclamakta olup, kaynak Ozetleri kisminda literatiirde yer alan benzer stres
faktorlerine karsi kullanilan mikroorganizmalar, uygulama dozlar1 ve uygulama yontemlerine

yer verilmistir.

Literatiirde, bitkilerdeki abiyotik stres faktorlerine (tuz, kuraklik, agir metal vb.) karsi
kullanilan mikrobiyal inokulantlar, humik maddeler ve bitki kokenli bilesiklerle ilgili ¢ok
sayida aragtirma yer almaktadir. Bu dogal bilesikler ve mikroorganizmalar; bitki biiytimesini
tesvik edici 6zellikleri, toksisitelerinin diisiik olmasi, ¢evreye zarar vermemeleri ve uygulama
kolayliklar1 nedeniyle son yillarda biiyiik ilgi gormektedir. Ornegin, farkli bitki tiirlerinde
humik asit uygulamalarinin fotosentez pigmentlerini artirdigi, iyon dengesini diizenledigi ve
oksidatif stresi azaltarak biyokimyasal parametrelerde iyilesmelere yol actigi belirlenmistir.
Benzer sekilde, liken kdkenli mikroorganizmalarin bitkilerle simbiyotik iligkiler kurarak stres
toleransin1 artirdigi ve toprak mikrobiyal cesitliligini destekledigi rapor edilmistir. Bu
baglamda, c¢alismamizda humik asit ve liken kokenli mikroorganizmalarin birlikte
kullamnmmin Medicago sativa bitkisinde tuz stresine karsi olusturdugu fizyolojik ve
biyokimyasal tepkiler ayrintili olarak ele alinmistir (Akinct 2017; Branco et al. 2022; Khan
2023; Giilmez et al. 2023).

Medicago sativa (yonca), Fabaceae (baklagiller) familyasina ait, ¢ok yillik, yem bitkisi
olarak diinya genelinde yaygin sekilde yetistirilen bir bitkidir. Yiiksek protein icerigi,
sindirilebilirligi ve biyokiitle verimi sayesinde hayvancilikta 6nemli bir yem kaynagidir.
Derin koklii yapis1 sayesinde kurakliga dayanikli olup, simbiyotik Rhizobium bakterileri ile
atmosferik azotu baglayarak topragin azot igerigini artirir. Ancak, tuzluluk gibi abiyotik stres
faktorleri, yoncanin biiylimesini, verimini ve fizyolojik dengesini olumsuz etkileyebilir. Bu
nedenle, tuz stresine kars1 dayanikliliginin artirilmas, siirdiiriilebilir tarim agisindan énem arz

etmektedir (Bhattarai et al. 2020; Srhiouar et al. 2022).

Yonca, yliksek protein ve besin degeri nedeniyle yem bitkisi olarak oldukca degerlidir.
Diinyada yaklasik 30 milyon hektarlik alanda yetistirilir ve en ¢ok ABD, Kanada, Cin, Italya
ve Avustralya gibi {ilkelerde iiretilir. Sicak mevsimde yetisen ¢ok yillik bir baklagildir. Ancak
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yonca, tuzluluga karsi orta diizeyde hassas bir bitkidir. Yiiksek tuz oranlarinda ¢imlenme
azalir, bliyiime yavaglar ve yapraklarda sararma (kloroz) gibi stres belirtileri goriiliir. Ayrica,
tuzlu ortamlarda kokler suyu almakta zorlanir, hatta bazen su kokten disari ¢ekilebilir. Yine
de baz1 yonca ¢esitleri daha dayaniklidir. Ornegin, 3840-5120 ppm tuz seviyelerinde bile iiriin
verebilen ¢esitler vardir. Ladak 65 gibi bazi ¢esitlerin belirli tuz seviyelerinde daha iyi
¢imlendigi gosterilmistir. Laboratuvar ¢alismalarinda W75RS gibi tuza dayanikli bitki hatlar
gelistirilmis ve 40,000 ppm tuz seviyesine kadar dayanabildigi goriilmiistiir (Scasta et al.
2012). Yoncanin tuz dayanikliligi, zararli iyonlar olan sodyum (Na*) ve klor (Cl)
maddelerinin yapraklara ulagmasini engelleyebilme yetenegine baghdir. Bazi ¢esitler bu
iyonlar1 daha iyi kontrol edebildigi i¢in tuza kars1 daha dayaniklidir. Ayrica, derin ve lifli kok
sistemine sahip olan veya daha az su kaybiyla yasayan (yliksek terleme verimliligine sahip)
cesitler, tuzlu ve kurak kosullarda daha basarili olabilmektedir. Ancak biyoteknoloji
kullanilarak yapilan tuz toleransi gelistirme c¢alismalart su ana kadar istenen basariy1

saglayamamistir (Emam et al. 2009; Fan et al. 2023).

Yonca kaliteli besin icerigi ve genis adaptasyon kabiliyeti ile dnemli bir¢ok yillik yem
bitkisidir. Ancak, tuz stresine karsi orta diizeyde tolerans gostermekte ve tuzlu kosullarda
verim kaybi yasamaktadir. Bir ¢alismada, tuza toleranslhi ‘Halo’ ve tuza hassas ‘Vernal’
cesitlerinin morfolojik, fizyolojik ve genetik yanitlari incelenmistir. Denemeler, bes farkl
tuzluluk seviyesinde (0, 4, 8, 12 ve 16 dS/m) hidroponik ortamda yiiriitilmistiir. Organik
bilesik ve element dagilimi1 Fourier Doniistimlii Kiziltesi (FTIR) spektroskopisi, mikro-X-
g1 floresan spektromikroskopisi ve ICP-MS ile analiz edilmistir. Ayrica, RNA-Seq analizi
ile tuz stresine karsi farkli sekilde ifade edilen genler belirlenmistir. Tuz stresi tohum
¢imlenmesi, bitki boyu, ham protein orani ve biyokiitleyi 6nemli dlgiide azaltmistir. ‘Halo’,
yiiksek tuz kosullarinda daha yiiksek ¢cimlenme ve doku dayaniklilig1 gdstermistir. Calismada,
8 dS/m’ye kadar "diisiik iyon birikimi", 12 dS/m’de ise "doku toleransi" mekanizmalarinin
etkin oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak, elde edilen bulgular ve genomik veriler, tuza

dayanikli yeni yonca ¢esitlerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir (Bhattarai et al. 2020).

Medicago sativa’da tuz toleransi artirilirken, ¢imlenme evreside biiylik 6nem tasir ¢ilinkii bu
donemde bitki tuza daha hassastir. Cesitler tuzlu kosullarda ¢imlenme kabiliyeti agisindan
farklilik gostermektedir. Yapilan bir calismada, iki M. sativa cesidinin farkli NaCl
konsantrasyonlarinda (0, 100, 150, 200 ve 250 mM) c¢imlenme tepkileri degerlendirilmistir.
ANOVA sonuglari, kok uzunlugu (RL), kok yas agirligt (RFW) ve siirgiin yas agirligindaki
(SFW) degisimlerin ¢esit kaynakli oldugunu gostermistir. Hipokotil uzunlugu (HL), RL ve

SFW ise ¢esit ve uygulama etkilesiminden etkilenmistir. 250 mM NaCl'de ¢imlenme orani
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%46-66 oraninda diismiistiir. Ayrica 200 mM NaCl’de kok ve hipokotil uzunluklar1 %40°tan
fazla azalmistir. Kaliforniya ¢esidi RL ve RFW bakimindan daha dayanikli bulunurken, El
Hemma ¢esidi SFW'de daha az etkilenmistir (Jabri et al. 2021).

Tuz stresine karsi dayamiklilik, bitkilerde genetik ¢esitliligin varligina ve stres
kosullarinda iistiin performans gosteren bireylerin se¢imine baghdir. Arastirmalar, yonca
(Medicago sativa L.) gesitleri arasinda tuz toleransi agisindan belirgin fenotipik farkliliklar
oldugunu gostermektedir. Bu durum, yiiksek tuz toleransina sahip genotiplerin segilerek 1slah
caligmalarinda kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Monirifar vd. (2004), Azerbaycan
kokenli bazi yonca ¢esitlerinde farkli tuzluluk seviyelerine karsi degisen yem verimleri
gbzlemlemis ve bu cesitler arasinda tuza dayanikli olanlar1 belirlemislerdir. Bu ¢alisma, yeni
tuza dayanikli yonca cesitlerinin se¢cimi amaciyla gerceklestirilmistir. Tuz stresi, diinya
genelinde tarimi tehdit eden 6nemli bir ¢evresel sorundur. Bu stresin etkilerini azaltmak i¢in
tuza dayanikli yeni bitki cesitlerinin 1slah1 kisa vadede etkili ve ekonomik bir ¢6ziim olabilir.
Bu amagla bes farkli yonca (Medicago sativa L.) ekotipi (Seyah-Roud, Ahar-Hourand, Oskou,
Malekan ve Sefida-Khan) olgun bitki doneminde sera kosullarinda degerlendirilmistir.
Bitkiler perlit ortaminda yetistirilmis ve 0, 100, 200 mM NaCl iceren Hoagland soliisyonlar1
ile sulanmigtir. Tuz stresine bagl olarak yem verimi, yapraklarda sodyum (Na) ve potasyum
(K) igerikleri, K/Na orani, prolin ve klorofil diizeyleri analiz edilmistir. Seyah-Roud ve
Sefida-Khan ekotipleri daha diisiik Na igerigi gosterirken, Malekan, Ahar-Hourand ve Oskou
yiiksek yem verimini koruyabilmistir. Tiim ekotiplerde Na miktar1 artarken, Ahar-Hourand ve
Malekan daha yiiksek Na ve K igeriklerine sahip olup, K/Na oranlar1 daha diigiiktiir. Genel
olarak, Malekan ve Ahar-Hourand eckotipleri tuz stresine daha dayanikli bulunmustur
(Monirifar and Barghi 2009).

Tuzluluk, diinya genelinde tarim alanlarmi etkileyen onemli sorunlardan biridir.
Gilintimiizde ekili alanlarin yaklasik %20°si ve sulanan arazilerin neredeyse yaris1 tuzdan
etkilenmektedir (Zhu 2001). Tuzlu topraklar, fazla miktarda tuz igerdigi igin bitkiler tizerinde
olumsuz etkiler yaratir. Bu durum, topraktaki suyun ozmotik basincini diisiirerek (ozmotik
stres), besin alimini engeller, iyonik zehirlenmelere neden olur ve besin dengesizlikleri
olusturur (An et al. 2003). Yiiksek tuz seviyesi; tohumun ¢imlenmesi, fidenin gelisimi,
bitkinin biiyiimesi, ¢igeklenme ve meyve olusumu gibi stiregleri olumsuz etkileyerek verim ve
iirlin kalitesinde azalmaya yol agar (Sairam and Tyagi 2004). Ayrica, tuzlu toprakta yetisen

bitkilerin yaprak yapisi ve anatomisi 6nemli 6l¢iide degismektedir (Cavusoglu et al. 2008).
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Tuz stresi, bitkilerde turgor kaybi, fotosentez azalmasi ve enzim aktivitelerinin
bozulmasi yoluyla biiyiimeyi olumsuz etkiler (Munns and Tester 2008). Bu etkiler iki
asamada gelisir: Ilk asamada, kok bolgesinde yiiksek tuz konsantrasyonu ozmotik stres
olusturarak su ve mineral alimini sinirlar; ikinci asamada ise yapraklarda tuz birikimi toksik
etkilere yol agar. Ozmotik stres, bitki dokularinda su eksikligi olusturarak yaprak ve siirgiin
biliylimesini, dolayisiyla iireme gelisimini sinirlar. Ayrica, ozmotik stres kaynakli stomatal

kapanma nedeniyle fotosentez orani azalir (Munns and Tester 2008).

Tuz stresinde kokler tarafindan alinan yiiksek sodyum (Na*) iyonu, potasyum (K) ile
rekabet ederek hiicre metabolizmasin1 olumsuz etkiler ve potasyum eksikligine yol acar
(Schachtman and Liu 1999; Abbasi et al. 2016). Artan Na* ve CI iyonlari, hiicresel isleyisi
bozarak fotosentetik sistemin hasar gormesine ve hiicrelerin dehidrasyonuna neden olur
(Ashrafi et al. 2018). Bu nedenle, tuz toleransi igin sitozolde sodyum birikiminin sinirlanmasi
ve yiitksek K*/Na* oraninin korunmasi kritik 6neme sahiptir (Atta et al. 2023; Bhattarai et al.
2020). Diizenli fotosentez kapasitesi ve iyon dengesi, tuza dayanikli yonca g¢esitlerinde

gelistirilmesi gereken temel 6zelliklerdir.

Yonca bitkisi, tuz stresine ¢imlenme, fide gelisimi ve olgun bitki biiylimesi olmak
lizere ii¢ farkli asamada duyarhdir (Bhattarai et al. 2020). Ozellikle ¢imlenme ve fide
donemleri, tuza karsi en hassas evrelerdir (Peel et al. 2004). Cimlenme siirecinde tolerans,
tohumun su alarak ¢imlenebilmesi ve fidenin hayatta kalabilmesi ile belirlenirken, ileri
bliyiime asamalarinda tolerans, tuzlu ve tuzsuz kosullarda gozlenen biiylime fark: ile
Olgtilmektedir (Anower et al. 2013). Tuz stresi ¢imlenmeyi, tohumun su alimini engelleyerek
veya embriyo iizerinde toksik etki yaratarak azaltir (Sosa et al. 2005). Cimlenme sonrasi
donemde ise tuz iyonlarinin neden oldugu ozmotik stres, su alimini ve hiicre genislemesini
engelleyerek siirglin gelisimini durdurur, asir1 durumlarda koklerin su kaybetmesine ve
bitkinin dlmesine yol agar (Munns and Tester 2008). Cimlenme ve olgun biiylime evreleri
arasinda fizyolojik ve genetik baglantilar bulunabilecegi One siiriilmiis olsa da, erken donem
performansina dayali dolayli seleksiyon yoOntemleri genel olarak istenilen basariy1

saglayamamistir (Peel and Anower 2023).

Yonca bitkisinde tuz toleransi calismalari genellikle NaCl c¢ozeltisi kullanilarak
yapilmig, farkli tuz karisimlari ise daha az arastirilmistir (Soltanpour et al. 1999;
Cornacchione and Suarez 2017). Arastirmalar, yonca tohumlarinin CaCl; ve NaCl tuzlarina
kars1 daha hassas, KCl'ye ise daha direngli oldugunu gdstermektedir (Jorjandi and GR 2012).

Tuz stresi, ¢cimlenme orani ile tohum canliligini belirgin sekilde azaltmaktadir (Soltani et al.
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2012). NaxSO4 ¢ozeltisi ile yapilan ¢alismalarda, 12,7 dS/m seviyesinde ¢ikis orani ciddi
oranda diiserken, 30 dS/m'de bitki ¢ikist gézlenmemistir (Cornacchione and Suarez 2015). Bir
diger ¢alismada, farkli tuz karigimlari kullanilarak yapilan denemelerde 1,5-8,0 dS/m arasinda
¢ikis oranlarinin benzer oldugu, ancak 15,6 dS/m seviyesinde belirgin bir azalma yasandigi

bildirilmistir (Steppuhn et al. 2012).

Bir calismada, iki farkli yonca g¢esidinde NaCl kaynakli tuz stresinin antioksidan
enzim aktiviteleri, indirgen seker icerikleri ve lipid peroksidasyonu iizerindeki etkileri
incelenmistir. Yazdi (tuz toleransii) ve Diabolourde (tuz hassas) ¢esitleri, 0, 100, 150 ve 200
mM NaCl konsantrasyonlarinda ¢ozeltide yetistirilmistir. Tuz seviyesinin artigiyla birlikte
indirgen seker miktar1 ve peroksidaz (POD), katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX)
aktivitelerinde artis gozlenmis, ancak yiiksek tuz konsantrasyonlarinda siliperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesi azalmistir. Toleransh cesitte antioksidan enzimlerdeki artis daha belirgin
olmustur. Her iki ¢esitte de tuz uygulamalari lipid peroksidasyonunu artirarak oksidatif stres
olusturmus, bu artis hassas c¢esitte daha yiiksek seviyelerde gerceklesmistir. Elde edilen
bulgular, tolerant ¢esidin tuz stresine bagl reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) zararlarin1 daha

etkili sekilde sinirlandirabildigini gostermektedir (Babakhani et al. 2011).

Humik maddeler; humik, fulvik ve himatomelonik asitleri kapsar ve dogada toprakta,
torfta ve sularda yaygin olarak bulunur (Muscolo et al. 2007; Maffia et al. 2025). Bu
maddeler arasinda en onemlisi humik asittir (HA) ve tarimda sentetik giibrelere alternatif
olarak kullanilabilecek dogal bir kaynaktir. HA’nin, normal ve tuzlu ortamda tohum
cimlenmesi ve fide gelisimi lizerindeki etkileriyle ilgili ¢alismalar smirlidir. Yapilan bazi
arastirmalar, disaridan uygulanan HA’nin arpa, bortilce, bugday, fasulye, karpuz, sardunya,
salatalik ve kadife cicegi gibi bitkilerin ¢imlenme oranini ve erken fide gelisimini artirdiini
gostermistir (Hartwigsen and Evans 2000; Szczepanek and Wilczewski 2011; Rose et al.
2104; Yaquby et al. 2024).

Tuz stresi, kurak ve yar1 kurak bolgelerdeki kentsel peyzaj alanlarinda 6nemli bir
sorundur. Bu olumsuz etkileri azaltmak amaciyla, bliylime ortamina organik madde ve bitki
besin maddeleri eklemek gereklidir. Bir ¢alismada, Salvia splendens bitkisinin farkli tuz
konsantrasyonlarina verdigi tepkiler ve humik asit uygulamasinin tuz stresini hafifletmedeki
rolii arastirilmistir. Deneyde 0, 20, 40, 60 ve 80 mM NaCl seviyelerinde tuzluluk ve 0, 100,
500 ve 1000 mg/L dozlarinda humik asit uygulamalar1 yapilmistir. Biiylime parametreleri,
fizyolojik ozellikler ve biyokimyasal icerikler incelenmistir. Sonuclara gore, tuz uygulanan

bitkilerde biiyiime parametreleri kontrol grubuna gore azalmistir. Tuz stresi, bitkilerde relatif
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su igerigini, buharlagma oranini ve elektrolit sizintisim1 énemli Ol¢lide etkilemistir. Ayrica
tuzluluk, kontrol bitkilerine kiyasla prolin, malondialdehit (MDA), seker, DPPH radikal
temizleme kapasitesi ve toplam fenol igeriklerinde artisa, klorofil miktarinda ise azalmaya
neden olmustur. Humik asit uygulamasi ise yaprak alam1 ve bitki boyunda bir azalma
olusturmus, bu etkiler biliylime parametreleri agisindan tuz stresine benzer bulunmustur.
Calismanin bulgulari, Salvia splendens’in tuza hassas bir bitki oldugunu ve bu ¢alismada
kullanilan humik asit dozlarmin, tuz stresinin olumsuz etkilerini hafifletmede etkili

olmadigini géstermektedir (Karimian et al. 2019).

Bir diger ¢alismada, humik asitler (HA) ve bitki biliylimesini destekleyen bakterilerin
(PGPB), seker kamisi yapraklarinin metabolik profili {lizerindeki etkileri incelenmistir.
Yapilan uygulamalar sonucunda, bitkilerde stres yaniti, hiicresel biiylime ve enerji
metabolizmast ile iligkili ¢esitli metabolitlerin seviyelerinde artis gozlemlenmistir. HA
uygulamasi, bazi amino asitlerin azalmasina neden olurken, stres yanit1 ve biiyiime siiregleri
ile baglantili metabolitlerin birikimini artirmistir. PGPB uygulamasi ve HA+PGPB birlikte
kullanimi, ¢ok sayida metabolitin birikmesini saglamis; O6zellikle lipitler, amino asitler,
vitaminler ve antioksidan bilesiklerde belirgin artislar kaydedilmistir. Elde edilen bulgular,
seker kamisinda enerji metabolizmasina bagl yollarin (glukoz, pentoz, mevalonat ve
trikarboksilik asit dongiisii) aktif hale geldigini ve genel hiicresel metabolizmanin olumlu

yonde etkilendigini gostermektedir (Aguriar et al. 2018).

Humik asit (HA) ve fulvik asidin (FA) toprak 6zelliklerini iyilestirerek (havalanma,
gecirgenlik, su tutma kapasitesi, iyon taginimi ve pH dengesi) dolayli, hormon benzeri
aktiviteleriyle dogrudan etkili oldugu bilinmektedir (Nardi et al. 2002; Rose et al. 2014;
Olaetxea et al. 2018). HA ve FA uygulamalari, tohum g¢imlenmesini, bitki biiylimesini,
biyokiitle artigini, besin alimini artirmakta ve bitkilerin stres direncini yiikseltmektedir
(Haghighi et al. 2012; Canellas and Olivares 2014; Hatami et al. 2018). Ayrica, HA
uygulamalar farkli bitkilerde antioksidan aktiviteyi, klorofil miktarini, fotosentezi ve niikleik
asit sentezini artirmistir (Schiavon et al. 2010; Fan et al. 2014; Akladious and Mohamed
2018). FA uygulamas: ise biber bitkisinde toplam fenol, karbonhidrat ve karotenoid icerigini
artirmistir (Aminifard et al. 2012) ve safranda sekonder metabolitlerin artisina katki
saglamistir (Santiago et al. 2008). HA ve FA'nin bitki biiyiimesini ve verimini artirict etkileri
cesitli calismalarda kanitlanmigtir (Aminifard et al. 2012; Yazdani et al. 2014; Dingsoy and
Sonmez 2019). Yapilan arastirmada, humik asit (HA) ve fulvik asidin (FA) civanpergemi
(Achillea millefolium L.) bitkisinin bilyiime, antioksidan aktivite ve besin igerigi tizerindeki

etkileri tarla ve sera kosullarinda karsilastirmali olarak incelenmistir. Calismada, 5, 10, 15 ve
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20 kg/ha dozlarinda HA ve FA uygulanmis, kontrol grubu ile karsilagtirmalar yapilmistir.
Sonuglar, her iki uygulamanin da biiylime parametrelerini, fotosentetik pigmentleri ve
antioksidan aktiviteleri artirdigin1 gostermistir. Tarlada, 15 kg/ha HA uygulamasi ile siirgiin
kuru agirliginda %80 artis saglanirken, serada 20 kg/ha FA uygulamasi ile %60 artis elde
edilmistir. HA ve FA uygulamalari, yaprak ve ¢iceklerde toplam fenol, flavonoid igeriklerini
ve antioksidan aktiviteyi anlamli derecede artirmistir. Yapraklardaki en yiliksek toplam fenol
icerigi, tarlada 5 kg/ha ve serada 15 kg/ha HA uygulamalariyla saglanmig, kontrole gore
strastyla %59 ve %57 artis gozlenmistir. Ayrica, yapraklardaki N, P ve K icerikleri HA ve FA
uygulamalariyla artmistir. Genel olarak, oOzellikle tarla kosullarinda, HA ve FA
uygulamalarinin civanpergemi bitkisinin biiylimesi ve antioksidan 6zellikleri iizerinde olumlu

etkileri oldugu belirlenmistir (Bayat et al. 2021).

Humik asitlerin (HA) pH 13'te tamamen ¢oziildiigii, pH 1'de ise ¢oziinmedigi genel bir
kabul gorse de, orta pH araliklarindaki ¢6ziiniirliik durumlar1 ayrintili olarak incelenmemistir.
Brigante vd. (2007) IHSS (Uluslararas1t Humik Maddeler Dernegi) yontemine gére hazirlanan
humik asitlerin pH 10-4 araliginda ¢6ziinme kinetigini arastirmis ve pH 10'un tizerinde kisa
siirede tamamen c¢oziildiigiinii, pH 8-9 arasinda ¢dziinmenin daha yavas ama neredeyse tam
oldugunu ortaya koymustur. pH 8,5 ve 8'de ¢0ziiniirlik orami sirasiyla %60 ve %40
civarindadir. Bu sonuglar, pH 1'de ¢6ziinmeyen humik asidin aslinda heterojen bir yapiya
sahip oldugunu gostermektedir. Fakat ayn1 pH degerinde ¢6ziiniir ve ¢oziinmeyen fraksiyonlar
arasindaki kimyasal farkliliklar heniiz incelenmemistir. IHSS tarafindan 6nerilen ekstraksiyon
yonteminde elde edilen HA orneklerinin %30’a varan oranda inorganik madde igerebildigi
bilinmektedir. Bu nedenle, ekstrakte edilen humik maddeler, genellikle hidroklorik-
hidroflorik asit ile saflastirilarak kiill oram1 %2'min altina distrilir. Ancak, alkali
ekstraksiyonla ¢0ziiniip humik maddeye kuvvetle baglanan inorganik bilesenlerin kimyasal
yapist lizerine fazla ¢alisma yapilmamistir. Yapilan calismada, farkli pH degerlerinde (pH 1,
3, 5 ve 7) Na-humat ¢ozeltileri kullanilarak humik asit fraksiyonlarinin ¢6ziiniir ve
¢oziinmeyen kisimlar1 kimyasal ve spektroskopik yontemlerle analiz edilmistir. pH 5 ve 7'de
cozeltide kalan humik bilesenlerin, aromatik ve alifatik gruplar bakimindan zengin oldugu
belirlenmistir. pH 1 ve 3'te elde edilen ¢oziinmeyen fraksiyonlar ise yiiksek asitlik ve
aromatik yap1 gosterirken, c¢oziiniir fraksiyonlar zayif igerikli bulunmustur. Elde edilen
sonuglar, dogal toprak ortamlarinda humik asitlerin ¢6ziiniirliik o6zellikleri ve bitki

metabolizmasina etkileri konusunda 6nemli bilgiler sunmaktadir (Baglieri et al. 2014).

Kok ortamindaki tuzlulugun artmasi, bitkilerin gelisimini ve verimini azaltir; birgok

bitki ise tuz stresine karsi smirli direng gosterir. Uygun giibreleme, sulama ve genetik
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tyilestirme yontemleri toleransi artirabilse de, ¢ogu zaman ek destek gereklidir. Diinya
genelinde yaygin iretimi yapilan ¢ilek (Fragaria spp., Rosaceae) tuz stresine ozellikle
hassastir. NaCl stresi, ¢ilek verimini azaltmakla kalmayip meyve kalitesini de diisiiriir
(Jamalian et al. 2013; Garriga et al.2015). Tuzluluk stresinin olumsuz etkileri kimyasal
uygulamalarla azaltilabilir. Humik asit (HA), bitki biiylimesini destekleyen ve stres toleransini
artiran etkili bir biyostimiilanttir (Aydin et al. 2012). HA; su ve tuz stresinde bitki
metabolizmasini diizenler, enzimatik antioksidanlari (CAT, POD, SOD) aktive eder, hiicre
zarmin stabilitesini artirir, su alimini diizenler ve mineral madde alimini iyilestirir. Ayrica
hormonal dengeyi koruyarak bitki gelisimini destekler (Ali et al. 2019) ve toprak
verimliligine katki saglar (Trevisan et al. 2009; Geger 2020). Yapilan c¢alismada, ¢ilek
bitkisinde 50 mmol/L NaCl tuz stresi altinda 50 mg/L humik asit (HA) uygulamasinin etkileri
arastirildi. HA uygulamasi, ta¢ ve kok yas/kuru agirliklari ile stomatal iletkenligi artirds, stres
metabolitlerini (prolin, MDA, katalaz, peroksidaz) azaltti. Ayrica toplam klorofil, C vitamini
ve likopen igerikleri yiikseldi. Sonug¢ olarak, HA, cilekte tuz stresine karsi toleransi

giiclendirdi (Dikilitas et al. 2021).

Humik maddeler, dogadaki en giiclii antioksidanlardan biridir ve fenilpropanoid
metabolizmasini tetikleyerek antimikrobiyal bilesik iiretimini artirabilir. Brezilya’nin ana
narenciye bolgelerinde, siirekli humik madde uygulanan bahgelerin HLB hastalig
belirtileriyle daha iyi basa c¢iktig1 gozlemlenmistir. Huanglongbing (HLB) hastaligi,
narenciyelerde ciddi zararlara yol agmaktadir. Bu hastalikta bakteriyel enfeksiyon, kaloz
birikiminden 6nce oksidatif stres olusturarak hiicre hasarina sebep olur. Calismada humik
madde uygulamalarinda bakteri konsorsiyumu ilavesinin ilave bir etkisi tespit edilmemistir.
Humik maddeler ise, POX, PAL ve B-1,3-glukanaz enzimlerinin aktivitelerini artirmis ve bu
yiiksek seviyeler alt1 ay boyunca siirdiirmiistiir. Ilgili genlerin ekspresyon seviyelerinde de
artts gozlenmistir. Bu bulgular, ticari bahgelerde yillardir uygulanan humik madde
tedavilerinden elde edilen sonuglarla paralellik gostermis ve humik maddelerin bitkilerde
bagisiklik sistemini harekete gecirerek dogal bir priming ajan gibi ¢alistigi ve hastalik
belirtilerini azaltarak narenciye iretiminde daha direngli bitkiler yetistirilmesine katki

saglayabilecegi ortaya konmustur (da Silva et al. 2023).

Humik maddeler, kok yapisin1 ve biiyiime dinamiklerini iyilestirerek bitki gelisimini
tesvik eder. Bu etkiler; kok uzunlugunda artig, kok tiylerinde yogunluk ve H*-ATPaz
aktivitesinin artis1 ile birlikte besin alimmin kolaylagsmasini igerir. Ayrica humik maddeler,
kok salgilar1 ve bitki metabolizmasinda degisikliklere yol acabilir. Etkiler, bitki tiirli ve ¢evre

kosullarina gore farklilik gosterir. Mikrobiyal bozunmaya direngli yapilar1 sayesinde faydali
24



mikroorganizmalarin tasinmasinda tasiyici olarak kullanilabilirler. Bu durum, siirdiiriilebilir
tarimda humik maddelerin hem bitki gelisimini desteklemesi hem de rizosfer mikrobiyotasini
olumlu yonde etkilemesiyle yeni biyogiibre yaklasimlarina olanak saglar (Canellas and

Olivares 2014).

Endofitik Entomopatojenik Mantarlar (EIPF), hem boceklere karsi biyolojik
miicadelede etkili hem de bitki gelisimini destekleyici mikroorganizmalardir. Bu mantarlar
bitki kokleri ve bazi durumlarda {ist bitki dokularinda kolonilesebilir. Bitkilerde hastalik
belirtisi gdstermeden yasarlar ve tuzluluk, kuraklik gibi abiyotik streslere kars1 dayanikliligi
artirirlar. Ozellikle Beauveria, Metarhizium, Isaria gibi tiirler koklerde yerleserek bitkiyi
zararlilardan korur, besin alimini artirir ve biliylimeyi destekler. Bu 6zellikleri sayesinde,
entomopatojenik mantarlar hem biyogiibre hem de biyopestisit olarak kullaniima
potansiyeline sahiptir. Yapilan ¢alismalarda, bocek Oldiriicii  Ozellikleriyle bilinen
entomopatojenik mantarlarin, endofit olarak bitkilerle simbiyotik yasam kurma, hastaliklara
kars1 etki gdsterme, biiylimeyi tesvik etme ve rizosferde yasama gibi bircok ekolojik rol
tistlendigi vurgulanmaktadir. Endofitik kolonizasyonun dogrudan (besin alimi, fitohormon
iiretimi) ve dolayl (direng artisi, antibiyotik ve metabolit iiretimi, stres azaltimi) etkileri ele
alinmustir. izolasyon ve smiflandirma zorluklar1 gibi bazi engellere ragmen, biyoteknolojik
ilerlemeler bu sorunlara ¢6ziim sunmaktadir. Bu mantarlarin hem biyokontrol ajant hem de

biiylime destekleyici olarak kullanimi igin gelecek vadetmektedir (Ahsan et al. 2024).

Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler (PGPB), siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda
onemli bir yer edinmis olmasmna ragmen, biyoinokulant formiilasyonlarinda kullanilan
mikrobiyal cesitlilik, mevcut dogal mikrobiyal zenginlikle karsilastirildiginda oldukga
sinirhdir. 1998-2014 yillart arasinda yapilan kapsamli bir derlemede, yaklasik 30 farkli cinse
ve 60 tiire ait mikroorganizmanin biyoinokulant formiilasyonlarinda kullanildig: bildirilmistir.
Bu mikroorganizmalar arasinda Azospirillum (6r. A. brasilense, A. lipoferum), Azotobacter
(6r. A. chroococcum, A. vinelandii), Bacillus (6r. B. subtilis, B. megaterium), Pseudomonas
(6r. P. fluorescens, P. putida), Burkholderia, Herbaspirillum, Pantoea, Streptomycetes,
Enterobacter, Klebsiella, Methylobacterium, Paenibacillus, Chlorella ve diger bazi1 bakteriyel
ve fungal suslar yer almaktadir (Yildirrm vd. 2022). Bu mikrobiyal ¢esitlilik, bitki-bakteri
etkilesimlerinin tarimsal {iretimde daha etkin ve ¢evre dostu uygulamalara doniistiiriilmesinde
onemli bir kaynak olusturmaktadir. Bununla birlikte, mevcut biyoinokulantlarda kullanilan
siirli sayida PGPB, daha fazla tiiriin aragtirilmasi ve yeni kombinasyonlarin gelistirilmesi

gerekliligini ortaya koymaktadir.
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Brezilya'da yapilan bir calismada, 1s1 ile muamele edilen seker kamisi tohumlarina
Herbaspirillum seropedicae (10® hiicre/mL) ve vermikomposttan elde edilen humik asit (20
mg C/L) uygulanmistir. Bu kombinasyon, kok uzunlugu ve yiizey alaninda %118’e varan artig
saglamis; siirgiin ve kok biyokiitlesini de dnemli dlgiide artirmistir. Ozellikle 151 uygulanmis

bitkilerde etkiler daha belirgin olmus, bakteri popiilasyonunun koklerde arttigi gézlenmistir.

(Canellas et al. 2013).

Bir diger ¢alisma domates bitkisinde yapilmis ve yapilan c¢alismalarda, fidelerin
yetistirildigi ortama diazotrofik endofitik bakteriler (DEB) ve humik maddelerin eklenmesi,
biyofortifikasyon stratejisi olarak uygulanmistir. Ticari fide altliklarina ya da dogal olarak
bitki gelisimini destekleyen mikroorganizmalar ve humik maddeler igeren vermikompost
bazli ortamlara yapilan bu uygulama, fidelerin erken gelisimini 6nemli 6l¢iide desteklemistir.
Tarlaya aktarilan bitkilerde bu olumlu etkiler devam etmis, yapraktan uygulanan DEB ve
humik asit kombinasyonu ise hem meyve verimini hem de hastalik direncini artirmistir.
Ayrica, yapraktan yapilan bu uygulama ile kok bdlgesi, yaprak ve rizosferdeki azot
fiksasyonuna katki saglayan mikrobiyel popiilasyonun da arttig1 belirlenmistir (Olivares et al.

2015).

Yukarida sunulan literatiir bulgulart genel olarak degerlendirildiginde, Medicago
sativa (yonca) bitkisi ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen, 6zellikle humik asit
ve liken kokenli mikroorganizmalarin birlikte kullaniminin tuz stresi toleransi tzerindeki
etkilerini ele alan aragtirmalarin oldukg¢a smirli oldugu goriilmektedir. Ayrica, iilkemiz
0zelinde bu konuyla dogrudan iligkili herhangi bir yliksek lisans veya doktora tezine de
rastlanmamistir. Bu nedenle yiirlitiilen bu calismanin, hem Tiirkiye'deki bilim insanlarinin
dikkatini bu alana ¢ekmesi hem de literatiirdeki 6nemli bir boslugu doldurmasi agisindan

katki saglamasi beklenmektedir.
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MATERYAL ve METOT

Kullamilan Cihaz ve Ekipmanlar

Cimlenme kabini (inkﬁbatt')r) : Memmert, Germany, INBE, 410 1583

Calkalayict
Otoklav

Dijital hassas terazi

: Gallenkamp
: Hirayama, Japan, HVE 50
: Shimadzu, Japan, AY220

Iklim kabini : Jeno Tech, Giiney Kore
Sogutucu : Argelik

Saf su cihazi : GFL-2004

Derin dondurucu (-30 °C) : Argelik

Derin dondurucu (-80 °C) : Nuaire

Tip Karistirici

Manyetik karistirict

Masa santrifiijii
Sogutmali masa santrifiijii

Otomatik pipetler

: Fisons Whirlimixer

: Chiltern HS31

: Hettich EBA 21, Germany

: Hettich Micro 22 R, Germany
: Axigen, Ependhof

pH metre - WTW unilab

Sicak su banyosu . Wise-Hot Bath

UV-visible spektrofotometre : Shimadzu, Japan, UVmini-1240
Multiskan spektrofotometre : Multiscan Go

Vortex tiip karistiric T IKA, USA, MS2

Kuru blok inkiibat6r : Allsheng

Homojenizator : Wiggen Hauser D- 500

Bitki Materyali ve Tuz Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Arastirmamizda, Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden (Erzurum) temin
edilen yoncanin (Medicago sativa L.) Konya c¢esidi kullanilmistir. Calismada Oncelikle
yoncanin Konya ¢esidinde ¢imlenme ve biiylimeyi yaklasik %50 oraninda azaltan tuz (NaCl)
konsantrasyonu belirlenmistir. Bunun i¢in 6énce 500 mM konsantrasyonda NaCl’nin bir stok
sollisyonu hazirlanmistir. Bu stok c¢ozelti otoklavda steril edilmis ve sonra bundan
otoklavlanmus steril saf su ile 0,0, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 250 mM NacCl igeren tuz
ortamlar1 elde edilmistir. Yonca tohumlari, %10 ¢camasir suyu ile steril edildikten sonra, farkli
tuz stresi ortami olarak hazirlanan ¢ozeltilerin bulundugu Petri kabina ekilmistir. Steril Petri
kaplari, otoklavda steril edilmis 2 tabaka kurutma kagidi icerecek sekilde hazirlanmis ve

tohum ekiminden once her Petri kabina 10 mL steril tuz ortamlar1 (0,0, 25, 50, 75, 100, 150,
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200 ve 250 mM NaCl) eklenmistir. Daha sonra bir steril kabin iginde her Petri kabina 25
tohum ekimi yapilmistir. Petri kaplart hava akisini tam kisitlamayacak sekilde parafilm ile
kaplanmistir. Daha sonra, Konya ¢esidi tohumlar1 farkli tuz stresi konsantrasyonlarinda (0,0,
25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 250 mM NaCl) iklim kabini kosullarinda (25/22°C, 16/8 saat,
gece/giindiiz) c¢imlenmeye maruz birakilmistir. Tohumlarin ekiminden sonra, her giin
¢imlenme yilizdeleri alinmistir. Cimlenmenin 5. giinii fidelerin kok-gévde uzunlugu ve
cimlenme ylizdeleri degerlerine gore, ¢imlenme ve fide gelisimini %50 oraninda azaltan tuz
dozu belirlenmistir. Yapilan bu c¢alisma sonucunda, 100 mM NaCl konsantrasyonun
cimlenme yiizdesi ve fide gelisimini kontrole gore yaklasik %50 oraninda inhibe ettigi
belirlenmistir. Buna karsilik, 200 mM tuz ve {izeri konsantrasyonlarda ayni tohumlarin

¢imlenme orani %95-%100 arasinda inhibisyon gostermistir.
Humik Asit Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada, humik madde kaynagi olarak, igerigi ve dogalligi nedeniyle leonardit
kaynakli Humik Asit (HA) tercih edilmistir. Leonardit kaynakli HA, yiiksek humik ve fiilvik
asit icerigi sayesinde bitkiler {izerinde giiglii bir etki olusturabilmektedir. Ayrica dogal ve
organik bir kaynak olmasi, ¢evre dostu kullanimini miimkiin kilmaktadir. Diger humik asit
kaynaklariyla kiyaslandiginda, leonardit daha diisiik kiil igerigine sahip olup, bu ozelligiyle
topragin tuzlulugunu artirmaz ve mikroorganizmalarin faaliyetini engellemez. Linyit ve
komir kaynakli humik asitler ise genellikle daha diisiik organik madde igerir ve
coziintirliikleri siirlidir, bu da bitki gelisimi tizerindeki etkilerini zayiflatir. Sentetik humik
asitler ise dogal kaynaklardan elde edilmedigi i¢in organik tarimda kullanilamaz ve ¢evresel
etkileri daha olumsuz olabilir. Bu nedenlerle leonardit kaynakli humik asit, diger kaynaklara
gore daha etkili ve siirdiiriilebilir bir ¢6ziim sunmaktadir. Bu nedenlerden dolayi,
calismamizda, lilkemizin Marag-Elbistan Bolgesi’nde iiretilen ve Tarim 11 firmasina ait Agro
Elbistan HA tercih edilmistir. Bu HA, pH degeri 2-4 olan dogal leonarditten iiretilmis olup;
toplam organik madde: %12, toplam (humik + fiilvik) asit: %12, suda ¢6ziiniir potasyum oksit

(K20): %2,5 ve pH 7-9 araliginda olan yerli tiretim bir humik asittir (https://tarim11.com).

Yukarida belirtilen 6n denemeye benzer olarak, yoncada bitki gelisimini artirma
potansiyeli olan en uygun HA konsantrasyonu belirleme c¢alismasi yapilmigtir. Bunun i¢in
once 5000 mg/L konsantrasyonunda HA nin bir stok soliisyonu (pH 6-6,5) hazirlanmistir. Bu
stok ¢Ozelti otoklavda steril edilmis ve bundan otoklavlanmis steril saf su ile seyreltme
yapilarak 0,0, 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 ve 2000 mg/L. dozlarinda HA igeren ¢imlenme

ortamlar1 elde edilmistir. Yonca tohumlari, %10 ¢amasir suyu ile steril edildikten sonra,
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cimlenme ortami olarak hazirlanan ¢ozeltilerin bulundugu Petri kaplarina ekilmistir. Steril
Petri kaplari, yine otoklavda steril edilmis 2 tabaka kurutma kagidi icerecek sekilde
hazirlanmis ve tohum ekiminden 6nce her Petri kabina hazirlanan 10 mL steril ¢gimlenme
ortam1 (0,0, 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 veya 2000 mg/L) ¢ozeltileri eklenmistir. Daha
sonra bir steril kabin i¢inde her Petri kabina 25 tohum ekimi yapilmistir. Petri kaplarinin agzi
parafilmle kapatilmistir. Tohumlarin ekiminden sonra, her giin ¢imlenme yiizdeleri alinmistir.
Cimlenmenin 5. giinii fidelerin kdk-gévde uzunlugu ve ¢imlenme yiizdeleri degerlerine gore,
c¢imlenme ve fide gelisimini en iyi uyaran HA’nin iki dozu belirlenmistir. Yapilan bu 6n
calisma sonucunda, ¢imlenme ylizdesi ve fide gelisimini kontrole gore iyilestiren 500 ve 1000

mg/L HA konsantrasyonu ¢alismada kullanilacak HA dozlar1 olarak secilmistir.

Saks1 asamasindaki uygulamalar, yukarida ifade edilen 6n denemelerden elde edilen
bulgular dogrultusunda belirlenen 1 tuz (100 mM NacCl) ve 2 humik asit (500 ve 1000 mg/L)

konsantrasyonlar1 {izerinden ylriitiilmiistiir.
Liken Kokenli Mikroorganizmalarin izolasyonu

Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'nde, likenlerden endofitik bakteri
ve mantar izolasyonlar1 iizerine ¢aligmalar yiiriiten arastirmacilar bulunmaktadir. Bu
arastirmalar kapsaminda, bitkilerde patojenite gostermeyen ve bazi bitkilerde biiylime ile
gelismeyi tesvik edici etkilere sahip olabilen liken kokenli bakteri ve fungus izolatlar1 elde

edilmistir (Giilmez et al. 2023).

Calismada, fungus ve bakteri izolasyon kaynagi olarak Erzurum Ili (Rakim: 1 768 m;
Koordinatlar: 40°03'19.238" K, 41°17'45.515" D) c¢evresinde gelisen bir kaya likeni
(Rhizoplaca melanophthalma) kullanilmistir. Liken ornekleri, taze toplanir toplanmaz
laboratuvara getirilmis ve ylizeydeki toprak, toz ve diger kalintilar1 uzaklastirmak amaciyla
once havlu kagitla nazikge silinmis, ardindan steril distile su ile yikanmistir. Temizlenen liken
tallusundan yaklasik 5 mm? boyutunda parcalar alinarak steril havan ve tokmakta hafifce
ezilmis; olusan siispansiyon, artiklar1 ayirmak i¢in ardisik olarak 500 pm ve 150 um gozenek

capina sahip iki elekten gecirilmistir.

Elde edilen silispansiyonun her bir 150 um fraksiyonundan, diseksiyon mikroskobu
altinda steril igne halkas1 kullanilarak tek tek fungus miselyum pargaciklart se¢ilmis ve
Patates Dekstroz Agar (PDA) iceren petri kaplarina aktarilmistir. Izole edilen mantar
kolonileri, saf kiiltiir elde edilene dek tekrar PDA plaklarina aktarilip cogaltilmis ve
Scopulariopsis brevicaulis (OG18) tiir identifikasyonu, morfolojik inceleme ve molekiiler
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dizileme yontemleriyle dogrulanmistir (Giilmez et al. 2023). Fungusun tohum ekim ortamina
uygulanmasi i¢in misel siispansiyonu hazirlanmistir. Bunun i¢in saf PDA plaklarindan
toplanan miselyum biiyiime pargalar;, 2x10° spore/mL yogunlugunda olacak sekilde
hazirlanan spor siispansiyonu i¢inde siispanse edilmis ve bir 250 mL’lik erlenmeye 100 mL
Patates Dekstroz Broth (PDB) eklenmistir. Karigim, 25°C’de 180 rpm’de 96 saat inkiibe
edilerek yogun misel biiyiimesi saglanmistir. Inokulum uygulamas: éncesinde, her bir saksiya
5 mL misel siispansiyonu dozajlanmis, bu miktar 6nce 10 mL steril izotonik su ile seyreltilmis
ve bir misel pargalayci ile homojen dispersiyon elde edilene dek islenmistir. Sonrasinda
hazirlanan mantar inokulumu, tohum ekim ortamina (steril) dogrudan (tarla kapasitesini

asmayacak sekilde) uygulanmistir (Giilmez et al. 2023).

Bakteriyel organizma olarak ise yukarida ifade edilen ayni liken 6rneklerinden izole
edilen Bacillus wiedmannii (izolat No: 0G24) kullanilmstir. izolasyon sonrasi bakteri kiiltiirii
Nutrient Agar ortaminda 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Gelisen tekil koloniler steril 6z
ucu yardimiyla toplanarak steril fizyolojik tuz ¢oOzeltisine aktarilmis ve OD600 degeri
spektrofotometrik olarak 1,00 olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan bakteri slispansiyonu,
tohum ekim ortamina (steril) inokulum olarak (10 mL) uygulanmak {izere son asamaya (tarla

kapasitesini agsmayacak sekilde) gerilmistir (Giilmez et al. 2023).
Mikroorganizmalarin HA’y1 Karbon Kaynagi Olarak Kullanim Potansiyelleri

Calisilan  mikroorganizmalarin  humik asit (HA) degradasyon potansiyellerini
belirlemek i¢in; 1,0 g/L (NH4)2SOs, 0,52 g/L, MgSO4-7H20, 5,0 g/L KH2PO4, 0,0005 g/L
FeSQO4-7H20 ve 0,0003 g/L ZnSO4 igeren 100 mL saf suile hazirlanan minimal tuz ortamina
tek karbon kaynagi olarak 1g/L HA konulmus ve 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir (Hang et
al. 2024). Hazirlanan besi yerine 1x10® CFU bakteri ve 1x108 fungus spor siispansiyonu

inokiile edilmis ve 1 hafta boyunca oda sicakliginda 180 rpm’de ¢alkalanmaigtir.

Calismada Bacillus wiedmannii 0G24 kodlu bakterinin Humik asit degradasyonu
belirlenmis ve 1 haftalik inkiibasyon sonunda %100 oraninda degrede edildigi tespit edilmistir

(Sekil 1).
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Sekil 1. Bacillus wiedmannii OG24 kodlu bakterinin humik asit degradasyonu

Calismada Scopulariopsis brevicaulis OG18 kodlu fungus da humik asit degradasyonu
belirlenmis ve Sekil 2’de goriildiigii tizere 1 haftalik inkiibasyon sonunda %100 oraninda degrede

edildigi belirlenmistir.

."-"|i »
/‘" LI

!y

{ . !
| Humic acid
_0G18
] '

Sekil 2. Scopulariopsis brevicaulis OG18 kodlu fungus humik asit degradasyonu

Saks1 Asamasinda Gergeklestirilen Calismalar

Calismada 15x10x10 cm ebatlarinda 151k gecirmeyen plastik saksilar kullanilmigtir. Bu
saksilar ¢alisma Oncesi %70'lik alkol ile iki kez sterilize edilmistir. Saksilarda bitki biiyiime
ve gelisiminin saglanmasi amaciyla, 6nceden otoklavda sterilize edilen perlit ve torfun 1:3

(w/w) oraninda karistirilmasiyla elde edilen torf-toprak karisimi (450 gr) kullanilmistir.
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Tohum ekiminden 6nce, her bir saksidaki toprak karistminin su tutma kapasitesi belirlenmis
ve deney siliresince saksi ortamindaki tuz konsantrasyonunun sabit kalmasma 6zen
gosterilmistir. Bunun i¢in ayrica saksilarin giinliik su buharlagma miktarlar1 belirlenmis ve her
giin ayn1 saatte her saksiya buharlasma miktar1 (25 mL) kadar saf su ilave edilmistir. Boylece
saksilardaki tuz ve HA konsantrasyonlarindaki dalgalanmalar minimize edilmistir. Her
saksiya, tarla kapasitesini saglayacak miktarda, hazirlanan tuz (100 mM NaCl) + humik asit
(500 veya 1000 mg/L) + mikroorganizma (bakteri veya fungus) karisimi eklenmis ve saksilar

tohum ekimine hazir hale getirilmistir.

Sterilize edilmis yonca tohumlari, igerikleri yukarida agiklandigi sekilde ayarlanmis
saksilarin her birine 25 adet olacak sekilde ekilmistir. Saksilar, gece/glindiiz fotoperyodu
(16/8 saat) ve sicaklik (25/22°C) kosullarina sahip kontrollii bir iklim odasina transfer
edilmistir. Tohumlarin ¢imlenmesine takiben gelisen fideler, 30. giinde (toplamda 35 giin)
hasat edilmistir. Hasat sirasinda, taze bitki ornekleri kullanilarak yapilacak deneyler (kok-
govde uzunlugu vb. gibi) i¢in bitki ornekleri ayrildiktan sonra, geri kalan bitki materyali
fizyolojik ve biyokimyasal analizlerde kullanilmak tizere -80°C’de saklanmak iizere derin

dondurucuya aktarilmaistir.

Calisma deseni (bakteri i¢in) drnegi asagidaki sekilde olmustur (Her grup i¢in 3 sakst).

1. Kontrol (saf su)

2. Tek basina tuz; 100 mM NaCl
Tek basina HA-1 (500 mg/L)
Tek bagina HA-2 (1000 mg/L)
Tek basina bakteri (B)

Tuz + HA-1

Tuz + HA-2

Tuz+B

. Tuz+ B+ HA-1

10. Tuz + B + HA-2

© oo Nk W

Not: Fungus i¢inde ayn1 uygulamalar yapilmistir.
Yas ve Kuru Agirhk Tayini

Bu analiz, bitkilerin su igerigi ve biyokiitle birikimi {izerindeki ¢alisilan faktorlerinin
etkisini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir. Hasat sonrasi, her deneme grubundan
rastgele secgilen birer bitki Ornegi ile yas ve kuru agirhik analizleri gercgeklestirilmistir.
Oncelikle bitkilerin yas agirliklari, bitkiler yikandiktan ve yiizey nemi kurutma kagidiyla

uzaklastirildiktan hemen sonra hassas terazi kullanilarak belirlenmistir. Ardindan 6rnekler,
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65 °C sicakliktaki bir etiivde 48 saat boyunca kurutularak sabit agirliga gelmeleri
saglanmistir. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra Ornekler yeniden tartilmig ve boylece
kuru agirliklar kaydedilmistir. Elde edilen yas ve kuru agirlik verileri kullanilarak bitkilerin

kuru madde yiizdesi asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmaistir:
Kuru agirlik (%) = (Kuru agirlik / Yas agirlik) x 100

Bu asamadan sonraki deneysel parametrelerde, deneysel analizlerde kullanilmak {izere
secilen bitki tiiriine ait drnekler, ¢calisma Oncesinde uygun sartlarda yetistirilmis ve belirli
gelisim (en az 3-4 yaprakli) evrelerinde hasat edilmistir. Analizlerde kullanilacak doku
miktar1 her parametreye 6zgii olarak standartlastirilmis ve 6rnekler analiz 6ncesinde sivi azot

altinda dondurularak -80°C’de muhafaza edilmistir.
Fotosentetik Pigment Iceriginin Belirlenmesi

Bitki orneklerindeki klorofil a, klorofil b, karotenoid ve toplam pigment iceriklerinin
belirlenmesinde, Witham vd. (1971) tarafindan gelistirilen yontem esas alindi. Analizlerde,
her bir 6rnekten 0,25 gr taze yaprak dokusu alind1 ve %80’lik aseton igerisinde ekstraksiyon
islemi gergeklestirildi. Bu amacla, 6rnekler bir havan yardimiyla 2,5 mL %80’lik aseton ile
iyice ezildi ve olusan ekstrakt, filtre kagidindan siiziilerek temizlendi. Siiziilen ekstrakt,
yeniden %80’lik aseton ilavesiyle toplam hacmi 5 mL’ye tamamlanacak sekilde seyreltildi.
Elde edilen ekstraktin absorbans degerleri 450 nm, 645 nm ve 663 nm dalga boylarinda
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Bu absorbans degerleri, asagida verilen formiillerde yerine
konularak, her bir pigment tiirline ait icerik miktarlart mg/g taze yaprak dokusu olarak

hesaplandi.

Klorofil a (mg/gr doku) = [12,7 (D663) - 2,69 (D645)] (V/ 1000.W)

Klorofil b (mg/gr doku) = [22,9 (D645) - 4,68 (D663) ] (V/1000.W)

Toplam klorofil (mg/gr doku) =[ 20,2 (D645) + 8,02 (D663)] (\VV/1000.W)

Toplam karotenoid (mg/gr doku) = 4,07 x D450-(0,0435 x Kla miktar1 + 0,367 x Klb miktar)

Esitliklerde:

D, klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerini; V, %80’lik

aseton son hacmini; W, ekstre edilen dokunun gram olarak yas agirligin1 gostermektedir.
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Bitki Dokularinda Protein Miktarimin Belirlenmesi

Bu c¢alisma, bitki kok ve yaprak dokularinda toplam protein miktarinin miligram
diizeyinde belirlenmesini amacglamaktadir. Bu dogrultuda, rastgele segilen 0,25 gram taze
bitki dokusu alinarak sivi azot ortaminda havan ve tokmak kullanilarak ince un haline
getirilmistir. Elde edilen 6rnekler, 2,5 mL fosfat tamponu (100 mM KH:PO., pH 7,0) ile
karistirtlmis ve bir doku homojenlestirici yardimiyla iyice homojenize edilmistir. Hazirlanan
homojenat, +4 °C’de 15 dakika boyunca 10,000 rpm’de santrifiijlenmis ve elde edilen
siipernatant dikkatlice temiz bir tiipe aktarilmistir. Protein tayini i¢in siipernatanttan 20 pL
ornek, mikroplaka kuyularma (250 ul; 8x12) aktarilmis; ardindan her bir kuyuya 200 pL BCA
(Bicinchoninic asit + CuSOa4) reaktifi eklenmistir. Mikroplaka hafif¢e calkalanarak reaktifin
ornekle karigmasi saglanmis ve ardindan 60 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi, her Ornegin absorbans degeri, 562 nm dalga boyunda, uygun bir
Multiskan spektrofotometre ile kor 6rnege karsilik olarak 6l¢iilmiistiir. Kor olarak yalnizca 20
pL saf su ve 200 pL BCA reaktifi igeren bir karisim kullanilmistir. Protein
konsantrasyonunun kantitatif olarak belirlenebilmesi i¢in standart egri olusturulmustur. Bu
amagla, 10 mg sigir serum albliimini (BSA), 10 mL fosfat tamponu (100 mM, pH 6,75)
icerisinde ¢oziilerek stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan stoktan sirasiyla 0,0, 2,5, 5,0,
7,5, 10,0 ve 12,0 pL hacimlerinde alinarak mikroplaka kuyularina aktarilmis, her kuyu 20
uL’ye tamamlanmisg ve 200 pnL. BCA reaktifi eklenmistir. Bu standartlar da 6rneklerle ayni
inkiibasyon kosullarina tabi tutulmustur. Elde edilen absorbans degerlerine gore olusturulan
standart egri kullanilarak (Sekil 1) bitki kok ve yaprak dokularindaki toplam protein miktari
ug/g taze doku cinsinden hesaplanmistir (Smith et al. 1985).

0,8 -
0,7 +
0,6 1
0,5 A
0,4 -
0,3 A1
0,2 A
0,1 -

0

Absorbans (562 nm)

0 2,5 5 75 10 12
Lg protein

Sekil 3. Protein tayininde kullanilan standart grafik.
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Lipid Peroksidasyonu Tayini

Bitki dokularinda lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesinin tayini, malondialdehit
(MDA) igeriginin dlgiilmesine dayali olarak gerceklestirildi. Bu amagla, 0,25 gram taze bitki
dokusu, %S5 trikloroasetik asit (TCA) iceren 2,5 mL ¢ozelti icerisinde iyice homojenize
edilmistir. Elde edilen homojenat, 12,000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlenmis ve tist
faz (stipernatant) dikkatlice ayrilmistir. Siipernatanttan alman 2 mL hacme, %0,5 oraninda
tiyobarbitiirik asit (TBA) igeren 0,5 mL c¢ozelti ilave edilmistir. Hazirlanan reaksiyon
karisimi, kaynar su banyosunda 30 dakika siireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon
siiresi sonunda, reaksiyonun sonlandirilmasi amaciyla tiipler buz banyosuna aktarilmis ve
hizla sogutulmustur. Sogutma islemini takiben karigim, 10,000 rpm’de 5 dakika siireyle tekrar
santrifiijlenmis ve siipernatant kismi spektrofotometrik 6l¢iim i¢in kullanilmigtir. Absorbans
degerleri, 6nce 532 nm dalga boyunda okunmus; ardindan 600 nm’de elde edilen non-spesifik
absorbans degeri ile diizeltilmistir. Nihai MDA konsantrasyonu, asagidaki formiil kullanilarak

nmol/mL cinsinden hesaplanmistir (Hodges et al. 1999).

MDA (umol/mL): [ [(A532 - A600) - (A450 - AB00) X (0.0571) ] ]/157,000) X 10°

Hidrojen Peroksit Miktarmin Belirlenmesi

Hidrojen (H20.) peroksit igeriginin tespiti amactyla, 0,25 gramlik bitki dokusu alinarak 2,5
ml soguk aseton icerisinde homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat, 10,000 x g’de 10
dakika stireyle santrifiijlenmistir. Ayrilan siipernatanttan 1,5 mL aliarak, 0,15 mL %5’lik
titanyum siilfat [Ti(SOas)2] ve 0,3 mL %19’luk amonyum hidroksit (NHsOH) ¢ozeltisiyle
kanigtinlmigtir. Bu karisimda meydana gelen ¢okelek, tekrar 10,000xg’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, tiipte kalan ¢okelti 3 mL 2 M siilfiirik
asit (H2S0a) i¢inde ¢oziilmistiir. Ortaya ¢ikan ¢ozeltinin absorbansi 415 nm’de 6lglilmiis ve
elde edilen degerler, 6nceden olusturulmus standart egri araciligiyla nanogram (ng) cinsinden
H20: miktarina doniistiiriilmiistiir. Nihai sonuglar, gram doku basina diisen hidrojen peroksit

miktart (ng/g doku) seklinde sunulmustur (Velikova et al. 2000; Atici et al. 2025).
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Sekil 4. H>0O, tayininde kullanilan standart grafik.

Siiperoksit Anyonu (O2°) Miktarinin Tayini

Bu analiz i¢in 0,25 gram bitki dokusu 2,5 mL 65 mM’lik, pH 7,8’e ayarlanmis soguk
fosfat tamponu icerisinde homojenize edilmistir. Homojenat, 5000xg’de 10 dakika
santrifiijlenmis ve slipernatant kismindan 1 mL alinarak iizerine 0,9 mL fosfat tamponu ile 0,1
mL 10 mM hidroksilamin hidrokloriir eklenmistir. Bu karisim 25°C’de 20 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan, bu ¢ozeltiden 1 mL alinarak; 1 mL 17 mM aminobenzen siilfonik asit ve
1 mL 17 mM 1-naftilamin ilavesiyle yeni bir karisim olusturulmus ve tekrar 20 dakika inkiibe
edilmistir. Son asamada, karisima 3 mL n-biitil alkol ilave edilmis ve ¢6zeltinin absorbansi
530 nm’de &lgiilmiistiir. Olgiimlerin degerlendirilmesi, ¢esitli konsantrasyonlardaki NaNO:
cozeltilerinin absorbans degerlerini igeren standart egri lizerinden yapilmistir (Elstner and

Heupel 1976; Hodges et al. 1999).
Antioksidan Enzimlerin Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in 0,25 gr bitki 6rnegi siv1 azot
esliginde porselen havanda iyice ezilerek homojenize edilmis ve iizerine %1 PVP ve 1 mM
EDTA igeren, pH 7,0’¢ ayarlannis 0,1 M KH>PO4 tamponu (0,25 mL) eklenmistir.
Hazirlanan homojenat, santrifiij tiiplerine alinarak +4°C’de, 15,000xg’de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatant kismi, asagida c¢aligilan tiim enzim aktivitesi
analizlerinde enzim kaynag1 (enzim ekstrakti) olarak kullanilmistir (Esim et al. 2013; Giilmez

et al. 2023; Atici et al. 2025).

36



Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) enziminin aktivitesi, H>O2'nin su ve oksijene
pargalanmast sirasinda 240 nm’de meydana gelen absorbans azalist ile izlenmistir. Olgiim i¢in
3 mL’lik spektrofotometre kiivetine; 1,475 mL 103 mM KH:PO. tamponu, 1,5 mL 40 mM
H2O, c¢ozeltisi ve 25 pL enzim ekstrakti ilave edilmistir. Kiivet spektrofotometreye
yerlestirilerek, 240 nm’de her dakika 6l¢lim alinmak suretiyle toplamda 3 dakika boyunca
absorbans degerleri kaydedilmistir. Absorbansin lineer azaldigr boliim dikkate alinarak
dakikalik azalma hesaplanmistir. Bu degerler, hazirlanan standart egri araciligiyla H.O:
miktarina (umol) ¢evrilmis ve sonuglar, mg protein basina enzim tnitesi (EU/mg protein)
olarak raporlanmistir (Esim et al. 2013). Spesifik aktivite, asagidaki formiil yardimiyla
mikromol H202/mg protein/dakika cinsinden ifade edilmistir. Bu hesaplamada, 240 nm'deki

molar absorptivite katsayisi (¢ = 39,4 mM™ cm™) olarak kullanilmistir.
Aktivite (umol H202 / mg protein / dk) = (AA240 nm/dk x 1000) / [39.4 x (mg protein / mL)]
Guaiacol peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz aktivitesi (GPX; EC 1.11.1.7) guaiacol ile H2O2'nin reaksiyonu sonucunda
olusan renkli bilesigin 470 nm'deki absorbans artisina dayali olarak Sl¢iilmiistiir. Analiz i¢in;
3 mL 0,1 M NaH:PO4 (pH 5,5) ve 5 mM guaiacol igeren substrat ¢ozeltisi tizerine 10 pL
enzim ekstrakti ilave edilmistir. Absorbans artisi, 470 nm’de her dakika olmak iizere toplam 5
dakika boyunca Ol¢iilmiis; dogrusal artis gosteren boliim degerlendirilmistir. Absorbansin
dakikada 0,01 artmasina neden olan enzim miktar1 1 enzim {initesi (EU) kabul edilerek

sonuglar U/mg protein cinsinden sunulmustur (Agarwal and Pandey 2004; Esim et al. 2013).
Siiperoksit dismutaz aktivitesi tayini

SOD (EC 1.15.1.1) enziminin aktivitesi, NBT nin siiperoksit radikalleri tarafindan
mavi renkli formazona doniistiiriilmesinin, SOD varliginda inhibe edilmesi esasina
dayanmaktadir. Analiz i¢in hazirlanan 3 mL reaksiyon karisimi; 50 mM KH2POs (pH 7,8), 13
mM metiyonin, 63 pM NBT, 13 puM riboflavin ve 0,1 mM EDTA icermektedir. Riboflavin
icermeyen karigimdan 2,58 mL spektrofotometre kiivetine alinarak {izerine 30 pL enzim
ekstrakti eklenmistir. Reaksiyon, 390 pL 13 pM riboflavin eklenmesi sonrast beyaz i1sik
kaynagi oniinde 15 dakika siireyle gerceklestirilmis ve bu siirenin sonunda 560 nm’de
absorbans degerleri alinmistir. Enzimsiz kontrol grubu ile karsilastirildiginda NBT

indirgenmesinin %50 inhibisyonunu saglayan enzim miktari, 1 enzim iinitesi olarak
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tanimlanmistir. Sonuglar, mg protein basimma enzim aktivitesi (EU/mg protein) seklinde

sunulmustur (Agarwal and Pandey 2004; Esim et al. 2013).
Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi tayini

Glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2), okside glutatyonu (GSSG), NADP’1 kullanarak
rediikte glutatyona (GSH) indirgeyen bir flavoenzimdir. Kisaca elektron vericisi olarak
NADP’1 kullanarak GSH olusturan enzimdir. GR aktivitesi, NADPH’1n oksitlenmesi esasina
dayali olarak spektrofotometrik yontemle belirlenmistir (Foyer and Halliwell 1976).
Reaksiyon karisimi; 200 pL 0,5 mM EDTA, 250 pul GSSG ve 500 ul NADPH c¢ozeltilerinin
2,95 mL 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7,8) igerisinde hazirlanmasiyla olusturulmustur. Bu
karisima 50 pL enzim ekstrakti eklenmistir. NADPH’in oksidasyonu sonucu 340 nm’de
olusan absorbans diisiisii 5 dakika boyunca kaydedilerek GR aktivitesi asagidaki formiile gore
hesaplanmistir (Foyer and Halliwell 1976). Bu hesaplamada, NADPH’in 340 nm'deki molar
absorptivite katsayisi (¢ = 6,22 mM™' cm™) olarak kullanilmistir.

Aktivite (EU/mg protein) = (AA340/dk x Toplam hacim (mL)) / (6,22 x Enzim hacmi
(mL) x Protein miktar1 (mg/mL))

Askorbat peroksidaz aktivitesinin ol¢iimii

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) enziminin aktivitesi, askorbik asidin (ASA)
H:0: ile reaksiyonu sirasinda 290 nm’de gozlenen absorbans azalisina dayali olarak
belirlenmistir (Nakano and Asada 1981). Reaksiyon karistmi 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7,0), 250 uM ASA, 5 mM H20; ve 100 pL enzim ekstrakti icerecek sekilde
hazirlanmistir. Elde edilen absorbans degisimleri 290 nm’de 6lgiilerek, epsilon katsayis1 (2,8
mM™ cm™) dikkate alinmak suretiyle enzim aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplanmis ve

sonuglar U/mg protein biriminde ifade edilmistir.
Aktivite (U/mg protein) = (AA290/dk x Vtoplam) /(2,8 x 1 cm x Venzim x C protein mg/mL)
Formilde;

Vtoplam: Toplam reaksiyon hacmi (mL)

€ (epsilon): Molar absorptivite katsayis1 (mM'-cm™)
1 cm: Kiivetin 151k yolu uzunlugu

Venzim: Eklenen enzim ¢6zeltisi hacmi (mL)

Cprotein: Enzim ekstraktindaki protein miktar: (mg/mL)
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Istatistik analiz

Calismada elde edilen veriler, her bir uygulama grubuna ait li¢c bagimsiz biyolojik
ornekten (n=3) ve her bir 6rnegin iki teknik tekrari alinarak toplam alt1 6l¢iimden elde edilen
ortalama degerler seklinde sunulmustur. Gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalar, SPSS
21,0 paket yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Verilerin analizinde tek yonlii varyans
analizi (One Way ANOVA) uygulanmis ve gruplar arasinda anlamli farkliliklar bulunmasi
durumunda, bu farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi
kullanilmistir. Tiim istatistiksel degerlendirmelerde anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul

edilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismada, igerigi ve dogalligi nedeniyle, iilkemizin Maras-Elbistan Bdlgesi’'nde
tiretilen ve leonardit kaynakli humik asit (HA) tercih edilmistir. Bu HA, pH aralig1 2-4 olan
dogal leonarditten iiretilmis olup; toplam organik madde: %12, toplam humik asitler: %12,
suda ¢oziiniir potasyum oksit (K20): %2,5 ve pH 7-9 araliginda olan yerli iiretim bir humik
asittir (Ilay et al. 2021). Leonardit kaynakli HA, yiiksek humik icerigi sayesinde bitkiler
tizerinde giiclii bir etki yaratmaktadir. Ayrica dogal ve organik bir kaynak olmasi, ¢cevre dostu
kullanimin1 miimkiin kilmaktadir. Diger HA kaynaklariyla kiyaslandiginda, leonardit daha
disiik kil icerigine sahip olup, bu o&zelligiyle topragin tuzlulugunu artirmaz ve
mikroorganizmalarin faaliyetini engellemez. Linyit ve komiir kaynakli humik asitler ise
genellikle daha diisiik organik madde igerir ve ¢oziliniirliikkleri sinirlidir, bu da bitki gelisimi
tizerindeki etkilerini zayiflatir. Sentetik humik asitler ise dogal kaynaklardan elde edilmedigi
icin organik tarimda kullanilamaz ve g¢evresel etkileri daha olumsuz olabilir (Pekcan et al.
2018). Bu nedenlerle leonardit kaynakli HA, diger kaynaklara gore daha etkili ve

stirdiiriilebilir bir ¢oziim sunmaktadir (https://tarim11.com).

Bu c¢alisgmanin amaci, leonardit kaynakli humik asit ile liken (Rhizoplaca
melanophthalma) kokenli (likenden izole edilen) endofitik Bacillus wiedmannii bakteri veya
Scopulariopsis brevicaulus fungus izolatinin birlikte kullaniminin, tuz stresi altindaki yonca
bitkisinin fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerine etkisini degerlendirmektir. Bu biyolojik
ajanlarin kombine uygulamasi, tuzlu kosullarda bitki gelisimini destekleyecek siirdiiriilebilir
bir yaklagim sunarak, biyogiibre ve biyostimiilan gelistirme ¢aligmalarina bilimsel ve pratik

katkilar saglamay1 hedeflemektedir.

Aragtirma bulgular1 sunulurken, sirayla oOnce bakteri uygulamasi ve sonra fungus
uygulamasindan elde edilen bulgular verilmistir. Calisilan her bir parametreye ait bulgular

verilditen sonra, pesine elde edilen bulgularin literatiir ile tartigmas1 yapilmistir.
Bakteri Uygulamasindan Elde Edilen Bulgular
Yapraklarda su icerigi bulgulari

Calismada, 6n denemeler sonucunda 100 mM NaCl konsantrasyonunun yonca
(Medicago sativa L. cv. Konya) tohumlarinin ¢imlenme ve fide gelisimini yaklasik %50
oraninda baskilayarak orta siddette bir tuz stresi olusturdugu belirlendi. Bu nedenle, bu tuz

seviyesi ¢aligmanin stres seviyesi olarak secilmistir. Ayrica, humik asit (HA) uygulamalarinda
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500 ve 1000 mg/L konsantrasyonlarinin yonca gelisimini destekledigi saptanmistir. Yaprak su
igerigi acisindan, HA ve bakteri (B. wiedmannii) uygulamalar1 kontrole (%90,54) gore
kiyaslandiginda yaprak su icerigini (RWC) anlamli seviyede degistirmemistir (Sekil 1).
Ancak tuz stresine maruz kalan bitkilerde RWC %82,5 ile en diisiik seviyeye gerilerken, tuzlu
kosullarda HA ve bakteri uygulamalar1 bu diisiisii belirgin sekilde hafifletmistir. Ornegin
1000 HA+B+Tuz grubunda RWC %85, 7’ye kadar yiikselmistir.

Yaprak nisbi su igerigi (RWC), stresin bitkideki su dengesine olan etkisini ortaya
koymaktadir. Kontrol grubunda RWC %90,54 seviyesindeyken, yalnizca tuz stresine maruz
kalan bitkilerde bu deger %82,5'e kadar gerilemistir. Bu diisiis, tuzun osmotik potansiyeli
diistirerek bitkinin su alimmi sinirladigi ve su kaybini artirdigi yoniindeki literatiirle
ortismektedir (Gupta and Huang 2014). Ancak, tuz stresi altinda HA ve B. wiedmannii
uygulamalariyla %RWC degerlerinde anlamli bir iyilesme saglanmistir. Ozellikle 1000 mg/L
HA+Bakteri+Tuz kombinasyonunda RWC degerinin %85,7’ye yiikselmesi, bu uygulamalarin
su tutma kapasitesini iyilestirme potansiyelini gostermektedir. Bu iyilestirici etki, muhtemelen
HA'nin kok gelisimini artirarak su alimini kolaylastirmast ve bakteriyel izolatin (B.

wiedmannii) tuz stresi cevaplarini artirmasinin bir sonucu olabilir (Egamberdieva et al. 2017).

04 - m=m MDA —O—RWC r 92

03 —~
S
=)

& £

2 g

3 c

3 02 8

< =

=) g

Z 01 =
3
o

Sekil 5. Tuz (T), humik asit (HA) ve bakteri (B) uygulamalarinin MDA ve RWC

seviyeleri tizerindeki etkileri. Ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar, Duncan’in
Coklu Karsilagtirma Testi’ne gore dnemsizdir (p<0,05).

LPO (MDA olarak) ve ROS igerigi bulgulari

Kontrol grubuna gére HA uygulamalart MDA diizeyini anlaml sekilde diisiirerek 0,23

ve 0,30 umol/mL seviyelerine kadar diisiirmiistiir (p<0,05). Bakteri uygulamasi tek bagina
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uygulandiginda MDA seviyesini 0,27 pmol/mL’ye diisiirerek kontrol grubuna gore orta
diizeyde bir azalma saglamistir. HA+B kombinasyonlar1 kontrole gore anlamli bir etki
sergilememistir. Tuz uygulamas: ile olusturulan stres kosulunda MDA diizeyi 0,36
umol/mL’ye ¢ikarak tiim gruplar arasinda en yiiksek degeri vermistir (p<0,05). Tuzla birlikte
yapilan HA uygulamalar incelendiginde, HA+Tuz kombinasyonlar1t MDA diizeyini tekrar
0,23 ve 0,27 umol/mL seviyesine diisiirerek yiiksek doz HA’nin tuz stresi altinda da oksidatif
stresi etkin bicimde azalttigini gostermistir. Bakteri ile birlikte yapilan tuz ve HA
kombinasyonlarinda ise 500 HA+Tuz+B grubunda MDA degeri 0,30 umol/mL, 1000
HA+Tuz+B grubunda ise 0,27 pmol/mL olarak belirlenmistir. Tuz stresi (100 mM NaCl)
uygulamasi, M. sativa bitkilerinde hem H202 hem de Oz~ diizeylerini kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde artirmistir (p<<0,05). En yiikksek H20: (yaklasik 6 uM) ve Oz~ (yaklasik 10,5
nmol/mg protein) seviyeleri yalnizca tuz uygulanan grupta goézlenmistir. HA (500 ve 1000
mg/mL) uygulamalar1 tek basmma H2O02 ve O:~ seviyelerinde hafif bir artisa yol acarken,
bakteri (B. wiedmannii) uygulamasi bu parametrelerde belirgin bir degisiklik olusturmamis ve
ozellikle siiperoksit birikimini azaltma egiliminde olmustur. HA ve bakteri birlikte
uygulandiginda, her iki ROS diizeylerinde kismi azalmalar gézlenmistir. Tuz stresi altinda ise
hem HA hem de bakteri uygulamalar1 tek basina oksidatif stresi azaltmis, ancak en dikkat
cekici diisiisler HA ve bakterinin birlikte uygulandign gruplarda kaydedilmistir. Ozellikle
1000 mg/mL HA+B+Tuz grubu, H202 ve Oz~ seviyelerinituz stresine maruz kalan kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde azaltarak oksidatif stresin baskilanmasinda en etkili
kombinasyon olmustur. Bu sonuglar, HA ve B. wiedmannii’nin birlikte uygulanmasinin tuz

stresine kars1 sinerjistik bir koruyucu etki olusturdugunu gostermektedir.

Tuz stresi, bitkilerde H2O2 ve O2~ gibi ROS birikimini artirarak oksidatif hasara yol
acan Onemli bir abiyotik stres faktoriidiir (Gill and Tuteja 2010). Bu calismada kontrole
kiyasla tek basina HA, bakteri ve HA+BA uygulamalart M. sativa yapraklarinin ROS igerigi
tizerinde gii¢lii anlamli bir etki sergilememistir. Buna karsilik, tuz stresinin kontrole kiyasla
H202 ve Oz~ seviyelerini 6nemli dl¢giide artirdigi bulunmustur. Yiiksek tuz konsantrasyonlari,
hiicrelerde iyon dengesizligine, proteinlerin denatiirasyonuna ve fotosentetik aktivitenin
azalmasina neden olarak ROS iiretimini tetikleyebilir (Gupta et al. 2014; Hasanuzzaman et al.
2020). Ancak, HA ve bakterinin birlikte uygulandigi gruplarda oksidatif stresin
baskilanmasinda sinerjistik bir etki gdzlenmistir. Ozellikle 1000 mg/mL HA+B+Tuz
grubunda H202 ve O~ seviyelerinin tek basina tuz uygulanmis gruba gore anlamli diizeyde
azalmasi, bu kombinasyonun tuz stresine karsi bitkileri korumada tek basina uygulamalara

gore ¢ok daha etkili oldugunu gostermektedir. Bu sinerjik etki, HA'nin bitkinin fizyolojik

42



durumunu iyilestirerek bakterinin stres azaltici mekanizmalarinin daha etkin c¢alismasina
olanak saglamasi veya bakterinin HA'nin biyoaktif bilesenlerinin bitki tarafindan alimini ve
kullanimin1 artirmast gibi cesitli mekanizmalarla aciklanabilir. LPO’nun bir gdstergesi olan
MDA diizeyleri incelendiginde, kontrol grubuna gore tek basina HA ve B uygulamalarinin
MDA diizeyini anlamli sekilde diisiirmesi, bu iki ajanin ayr1 ayr1 oksidatif hasari1 azaltici
potansiyelini desteklemektedir. Tuz uygulamasinin MDA diizeyini 6nemli dlglide artirmasi,
tuz stresinin neden oldugu membran hasarinin literatiirdeki bulgularla uyumlu bir
gostergesidir (Hasanuzzaman et al. 2020; Gupta et al. 2014). HA+Tuz ve HA+Tuz+B
uygulamalart da MDA diizeylerinde azalmalar gdzlemlenmistir. Ozellikle 1000 HA+Tuz+B
grubunda elde edilen diisik MDA degeri, HA ve bakterinin birlikte uygulanmasinin tuz
stresine bagli membran hasarin1 azaltmada sinerjik bir etki gosterebilecegine dair ek kanit
sunmaktadir. Bu bulgular, HA ve B. wiedmannii'nin birlikte uygulanmasinin, sinerjistik bir
etkiyle, tuz stresinin M. sativa bitkilerinde neden oldugu oksidatif stresi onemli Olgiide

azalttigini ve lipid peroksidasyonunu baskiladigini gostermistir.
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Sekil 6. Tuz (T), humik asit (HA) ve bakteri (B) uygulamalarinin H2O2 ve Oz~

miktar1 tlizerinde etkileri. Ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar, Duncan’m Coklu
Kargilagtirma Testi’ne gore dnemsizdir (p<0,05).

Antioksidan enzim aktivitelerine ait bulgular

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi kontrol grubunda yaklasik 1,8 EU/mg protein
diizeyinde 6l¢iilmustiir (Sekil 7). Humik asit (500 HA) uygulamasi SOD aktivitesini az da

olsa artirarak bu enzimin aktivitesini korumus ancak 1000 HA uygulamasi biraz daha diisiik
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aktivite gostermistir. Bakteri (B) uygulamasi ise benzer diizeyde kalmistir. Humik asit (HA)
ve B kombinasyonlart ise SOD aktivitesini en yiiksek seviyelere ¢ikarmis ve yaklagik 2,0
EU/mg protein diizeyine ulagmistir. Tuz stresine maruz kalan bitkilerde SOD aktivitesi
belirgin sekilde azalarak yaklasik 1,4 EU/mg protein diizeyine diismiistiir. Tuz + humik asit
uygulamalari, SOD aktivitesini kismen toparlayarak anlamli bir artis géstermistir. Ancak en
dikkat ¢ekici artiglar, 500 HA+T+B ve 1000 HA+T+B gruplarinda goézlemlenmistir. Bu
gruplar, SOD aktivitesini tekrar 1,8-1,9 EU/mg protein diizeyine ¢ikarmistir. Bu bulgular, HA
ve B kombinasyonunun tuz stresinde SOD aktivitesini etkili bigimde restore ettigini

gostermektedir (Sekil 7).

Katalaz (CAT) aktivitesi, kontrol grubuna (1,3 EU/mg protein) kiyasla, HA ve B
uygulamalar1 tarafindan, kayda deger bir degisiklige neden olmamistir (p>0,05). Humik
asit+B kombinasyonlart da benzer sekilde CAT aktivitesinde anlamli bir degisiklik
yaratmamistir (Sekil 8). Tuz uygulamasi, kontrole gére CAT aktivitesini dnemli olglide
diistirerek yaklasik 1,0 EU/mg protein seviyesine ¢ekmistir. Tuz+HA uygulamalari, CAT
aktivitesinde kiiciik artiglar saglamis; ozellikle 1000 HA+Tuz grubunda bu artis anlaml
olmustur. En dikkat cekici artis, 500 HA+Tuz+B ve 1000 HA+Tuz+B gruplarinda
gbzlemlenmistir. Bu sonuglar, tuz stresine karst HA ve bakterinin birlikte uygulanmasinin

CAT enzimini eski diizeyine dondiirmede etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 7. Tuz (T), humik asit (HA) ve bakteri (B) uygulamalariin CAT ve SOD

enzim aktiviteleri tizerindeki etkileri. Aymi harfleri tastyan gruplar arasindaki fark,
Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testi’ne gore onemsizdir (p<0,05).

Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesine gelince, kontrol grubuna gore, HA ve B

uygulamalar1 APX aktivitesinde anlamli bir degisiklik yaratmamistir (Sekil 9). Tuz
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uygulamasi bitkilerde APX aktivitesini 6nemli 6l¢iide diisiirmiis, bu grupta aktivite yaklagik
1,6 EU/mg protein diizeyine gerilemistir. Tuz ile birlikte uygulanan HA, APX aktivitesi tuz
grubuna gore anlamli (p<0,05) sekilde artis gdstermistir. HA ve B uygulamasinin tuz altinda

uygulandig1 gruplarda APX aktivitesinde daha belirgin artiglar gozlemlenmistir.

Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesi, kontrol gére, HA ve B uygulamalart GPX
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmamis ve kontrol ile benzer
diizeyde kalmistir. Tuz uygulamasi GPX aktivitesinde ciddi bir azalmaya (1,1 EU/mg protein)
neden olmustur (Sekil 8). 500 ve 1000 mg/L HA ile birlikte tuz uygulanan gruplarda, GPX
aktivitesinde hafif ama anlamli artiglar gézlenmistir. En belirgin artislar, hem HA hem de B
ile birlikte tuz uygulanan gruplarda gézlemlenmis olup, bu gruplarda GPX aktivitesi yaklasik
1,6-1,7 EU/mg protein diizeyine ulagsmistir. Bu bulgu, HA ve B’nin birlikte uygulanmasinin,

tuz stresine karst GPX aktivitesini eski haline getirme kapasitesine sahip oldugunu ortaya

koymaktadir.
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Sekil 8. Tuz (T), humik asit (HA) ve bakteri (B) uygulamalarinin APX, GPX

ve GR enzim aktiviteleri tizerindeki etkileri. Aym harfleri tasiyan gruplar arasindaki
farklar, Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testi’ne gore 6nemsizdir (p<0,05).

Guaiakol rediiktaz (GR) aktivitesi verileri incelendiginde kontrol gore, HA
uygulamalar1 ve tek basina B uygulamasi GR aktivitesinde hafif (p>0,05) artislar
belirlenmistir (Sekil 8). Tuz uygulanan grupta, GR aktivitesi ciddi oranda azalarak yaklasik
1,5 EU/mg protein diizeyine inmistir. HA ve tuzun birlikte uygulandigi gruplarda, GR
aktivitesinde anlamli artiglar gézlenmistir. Bu artig, 6zellikle 1000 HA+Tuz grubunda daha

belirgin olmustur. En dikkat ¢ekici toparlanma, tuzla birlikte hem HA+Bakteri uygulanan
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gruplarda tespit edilmisitir. Bu gruplarda GR aktivitesi 2,0 EU/mg protein diizeyine kadar. Bu
durum, HA ve bakterilerin birlikte uygulanmasinin tuz stresine kars1 GR aktivitesini normal

seviyelere dondiirmede etkili oldugunu gostermektedir.

Yukarida sunulan HA ve bakteri uygulamalarinin antioksidan enzimler iizerindeki
etkisine ait veriler, literatiir verileri ile karsilastirildiginda, ¢alismamizda literatiir igin 6nemli
bulgular elde edilmistir. Ornegin, SOD enzimi, siiperoksit anyonunu H20,’ye doniistiirerek
bitkilerde serbes radikallere karst ilk savunma hattint olusturdugu iyi bilinmektedir
(Hasanuzzaman et al. 2020). Tuz stresi genellikle hiicre i¢i ROS seviyesini yiikseltir ve SOD
aktivitesini uyarmaya yonelik bir tetikleyici etki gosterir. Ornegin Younesi ve Moradi (2014)
200 mM NaCl uygulamasi alfalfa fidesinde SOD aktivitesini anlamli sekilde artirmistir. Buna
karsilik, bizim c¢alismamizda 100 mM tuz stresi kosullarinda SOD aktivitesi kontrol
seviyelerine kiyasla diismiistiir (Sekil 7). Bu durum galistigimiz g¢esidin tuza tolerans seviyesi
ile iliskili olabilir. Nitekim ¢alismamizda kullanilan yoncanin Konya ¢esidi 100 mM tuz
seviyesinde %50 biiyliime inhibisyonu gostermis ve 200 mM tuzda ¢imlenme ve biiyiime
gerceklesmemistir. Literatiirde tuza toleransh g¢esitlerde SOD aktivitesinin yiiksek oldugu, bu
sayede tuz kaynakli stresle daha iyi bas edilebildigi bildirilmistir. Ornegin tuza dayanikli
piring cesitlerinde SOD geninin ekspresyonu ylikselmis, tuza hassas gesitlere gore SOD
aktivitesi yiikksek bulunmustur (Hasanuzzaman et al. 2020). Ancak bu diisiis HA veya bakteri
(B. wiedmannii’nin) uygulamalariyla kismen giderilmis ve hatta HA+B kombinasyonu ile
SOD aktivitesi kontrol diizeyine yakin bir seviyeye ulasmistir. Benzer bi¢gimde, humik asit
uygulamalarinin bugdayda da SOD dahil antioksidan enzim aktivitesini artirarak tuz
toleransini gelistirdigi gosterilmistir (Abbas et al. 2022). Ayrica Bacillus PGPR suslarinin
inokiilasyonunun, pirin¢ bitkilerinde SOD aktivitesini tuz stresi altinda %25-50 oraninda
artirdigi  gosterilmistir (Ali et al. 2022). Bizim bulgularimizda da B. wiedmannii’nin
inokiilasyonuna bagli olarak SOD aktivitesi belirgin sekilde artmis, HA ile birlikte
uygulandiginda ise aktivite kontrol seviyesine yakin olarak geri donmiistiir. Benzer olarak,
CAT aktivitesi 100 mM NaCl uygulamasi ile 6nemli 6l¢iide diistiigii, ancak 500 ve 1000
mg/mL HA ile bakterinin birlikte uygulanmasi, CAT aktivitesinde kayda deger artiglar
saglamistir. Benzer bir ¢alismada Bacillus subtilis ve B. aryabhattai uygulamasi, tuz stresine
maruz kalan piring ve domates bitkilerinde CAT aktivitelerini anlamli sekilde artirmistir
(Patani et al. 2023; Siddika et al. 2024). Benzer sekilde, HA’nin da bitkilerdeki oksidatif
hasar1 azaltarak enzimatik savunmay1 giliclendirdigi bildirilmistir (Meng et al. 2023). Ayrica,
katalaz iiretme yetenegi olan Bacillus konsorsiyumlarinin CAT aktivitesini %50 nin {izerinde

artirabildigi gosterilmistir (Saeed et al. 2023). Bu baglamda, mevcut ¢alismadaki HA+B.
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wiedmannii kombinasyonlarinin SOD ve CAT aktivitesini artirma etkisi, tuz stresi altinda M.
sativa’nin fizyolojik dayanikliligini artirma potansiyeline katki sagladigi ileri siirtilebilir.
APX, askorbat (AsA)-glutatyon (GSH) dongiisiinde H202’yi temizleyen temel enzimlerden
biridir. Tuz stresi kosullarinda APX aktivitesi genellikle yiikselir; Younesi ve Moradi (2014)
alfalfa calismasinda 200 mM NaCl, APX aktivitesini iki katin iizerinde artirmistir. Tuz
toleransli genotiplerde APX ekspresyonunun ve aktivitesinin yiiksek olmasi da literatiirde
rapor edilmistir (Hasanuzzaman et al. 2020). Ancak c¢aligmamizda ¢alistigimiz yonca
cesidinde APX aktivitesi tuz stresi ile diisiis gostermistir (Sekil 8). Bu durum calistigimiz
cesidin tuza tolerans seviyesi ile iligkili olabilir. Nitekim ¢alismamizda kullanilan yoncanin
Konya ¢esidi 100 mM tuz seviyesinde %50 biiylime inhibisyonu gostermis ve 200 mM tuzda
¢imlenme ger¢eklesmemistir. Diger taraftan, tek basina HA veya bakteri uygulamasi bir
miktar toparlama saglarken, HA+B kombinasyonu APX aktivitesini kontrol diizeyine
yakinlastirmistir. Bazi ¢alismalar humik asidin APX aktivitesini artirdigini ileri siirmiistiir.
Omegin HA uygulamasi, tuz altindaki sorgum bitkisinde APX aktivitesini belirgin oranda
yiikseltmistir (Ali et al. 2020). Benzer sekilde, Bacillus PGPR inokiilasyonu piringte APX
aktivitesini %45-58 araliginda artirmistir (Ali et al. 2022). Ayrica PGPB ve HA birlikte
uygulandiginda antioksidan enzim aktiviteleri genel olarak artmakta ve hiicre hasarini
gosteren peroksidasyon degerleri azalmaktadir (da Silva et al. 2021). Calisma bulgularimiz,
HA+B. wiedmannii’nin kombinasyonunun APX aktivitesini eski seviyelerine yaklastirdigini
gostermistir ki, bu da literatiirdeki humik asit ve mikroorganizma birlikteliginin antioksidan
tepkiyi modiile ettigi mekanizmalarla tutarlidir. GPX, fenolik substratlar kullanarak H20.’yi
pargalayan bir peroksidaz tiirtidiir ve hiicre zarin1 oksidasyondan korur (Hasanuzzaman et al.
2020). Tuz stresi altinda bir¢ok tiirde peroksidaz aktivitelerinde artis gézlenmistir (Yildiz et
al. 2014). Bu durum, bitkilerin tuz kaynakli ROS’u gidermek i¢in GPX yolunu aktive ettigini
gostermektedir. Bizim deneysel sonuglarimizda ise GPX aktivitesi tuz stresiyle 6nemli oranda
azalmistir (Sekil 8). Bir ¢aligmada tuz stresine maruz kalan ryegrass bitkisinde, uygulamanin
baslangicinda GPX dahil antioksidan enzim aktiviteleri artmig, ancak 12. giinden sonra bu
aktiviteler kontrol grubuna gore azalmigtir. Bu durum tuz stresi altinda antioksidan enzimler
baslangicta (erken donemde) savunma amagli aktive olabildigini, stresin devam etmesi
durumunda bu savunma sistemini baskilanmakta oldugunu géstermektedir (Hu et al. 2012).
Bizim g¢alismamizda da yoncanin 35 giin tuz stresine maruz kaldig1 goéz oniline alindiginda
calismamizdan elde edilen bulgunun siirpriz olmadig agiktir. Diger taraftan ¢alismamizda tuz
ile diisen aktivite  HA veya bakteri uygulamalar1 ile kismen toparlanmis, HA+B
kombinasyonunda ise kontrol seviyesine yakin bir iyilesme saglanmistir. Literatiirde humik

asit uygulamalarinin GPX aktivitelerini artirdigi, bitkileri oksidatif strese kars1 korudugu
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gosterilmistir (Abbas et al. 2022; Ali et al. 2022). Benzer bigimde, Bacillus inokiilasyonu
bugday ve musir gibi bitkilerde GPX aktivitelerini olumlu yonde degistirmistir (Ali et al.
2022). Dolayisiyla elde edilen bulgular, HA+B. wiedmannii uygulamasinin tuz stresi altindaki
yoncada GPX aktivitesini eski diizeylerine yaklastirarak hiicresel ROS temizligini
destekledigini gostermektedir. GR, bitkilerde AsA-GSH doéngiisiiniin 6nemli bir elemanidir.
Bu enzim DHAR iizerinden olusan dehidroaskorbattan AsA’y1 yenilerken, ayni zamanda
okside glutathionun (GSSG) indirgenmis formuna (GSH) doniisiimiinii saglar (Hasanuzzaman
et al. 2020). Tuz stresi ortaminda GR aktivitesinde degisim genellikle daha sinirli oldugu ileri
siiriilmiistiir. Ornegin alfalfada tuz stresi, SOD ve APX aktivitelerini artirirken, GR
aktivitesinde belirgin bir degisiklik gdzlenmemistir (Younesi and Moradi 2014). Bu durum,
GR’in genellikle AsA-GSH dongiisiinlin sistem biitliinliigiinii stirdiirmek i¢in daha stabil
kaldigim1 diisiindiirmektedir. Bizim c¢alismamizda ise GR aktivitesi tuz stresiyle kontrol
seviyesine gore azalmis, ancak HA veya bakteri uygulamalar1 bu diisiisii ancak kismen
toparlamistir (Sekil 8). Bu durum yoncanin tuz stresi toleransi ve tuz uygulama siiresiyle
yakindan iligkili olabilir. Ancak HA+B kombinasyonu tuz etkisiyle diisen GR aktivitesini
kontrol seviyesine yaklastirmistir. Genel olarak, HA ve PGPR uygulamalarinin GR ve diger
dongili enzimlerini harekete gegirerek AsA-GSH dongiisiinii giiglendirdigi, boylece H202
temizliginin iyilestigi bilinmektedir (da Silva et al. 2021). Calismamizdaki sonuglar, HA+B.
wiedmannii GR aktivitesini eski diizeyine geri dondiirmesi bakimindan bu mekanizmalarla

uyumludur.
Fotosentetik pigment icerigi bulgular

Tuz stresi tek basina uygulandiginda tiim klorofil parametrelerinde 6nemli bir diisiis
belirlenmis (p<0,05) ve klorofil a'daki oransal diisiisiin, klorofil b'deki oransal diisiise kiyasla
daha fazla olmustur (Sekil 9). Humik asit (HA) uygulamalarinin, 6zellikle yiiksek dozda
(1000 mg/mL) uygulandiginda, kontrol grubuna gore klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig saglamistir (p<0,05). Ancak, yiiksek dozda
HA (1000 mg/mL) klorofil a tizerindeki artirict etkisi, klorofil b tizerindeki artirici etkisinden
daha belirgin olmustur. Bakteri uygulamasi da tek basma uygulandiginda klorofil
iceriklerinde artisa neden olmustur. Bu uygulamada da klorofil a {lizerindeki artigin, klorofil b
tizerindeki artistan biraz daha fazla oldugu sdylenebilir. Ancak, bu artisin humik asit
uygulamasi kadar belirgin olmadig goriilmektedir. Tuz stresiyle birlikte humik asit ve bakteri
uygulamalarinin kombinasyonlar1 incelendiginde ise, bu uygulamalarin tuzun neden oldugu
olumsuz etkileri kismen azaltabilmistir. Ozellikle 1000 mg/mL HA ve bakteri kombinasyonu

(1000 HA+Tuz +B) uygulamasinda, sadece tuz uygulanan gruba gore klorofil igeriklerinde
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onemli bir iyilesme tespit edilmistir (p<0,05). Bu uygulamalarda, genellikle Kklorofil a'daki

iyilesme, klorofil b'deki iyilesmeden daha belirgin olmustur.

Tuz stresinin, bitkilerde fotosentetik pigment sentezini bozdugu ve pigment yikimini
hizlandirdigi, bu nedenle klorofil a (Kla), klorofil b (Klb) ve toplam Kklorofil miktarlarinin
genellikle azaldig iyi bilinmektedir (Jabborova et al. 2025). Bu ¢alismada, yalnizca 100 mM
NaCl uygulanmasi, kontrol bitkilerine kiyasla Kla ve Klb diizeylerinde belirgin bir azalmaya
yol agmustir; bu azalma Klb’ye kiyasla Kla’da daha yiiksek oranda gerceklesmistir (Sekil 5).
Bu sonuglar, yonca bitkisinde tuzlulugun klorofil igerigini azalttigin1 ve fotosistem II (PSII)
verimliligini diisiirdiigiinii, ancak diisiik tuzluluk seviyelerinde PSII aktivitesini 6nemli 6l¢iide
degistirmedigini ortaya koyan onceki ¢alismalarla uyumludur (Jabborova et al. 2025). Humik
asit (HA) uygulamalari, 6zellikle 1000 mg mL! dozunda, Kla, Klb ve toplam Kklorofil
miktarlarin1 kontrol bitkilerine gore anlaml diizeyde artirmustir; bu artis Kla tizerinde KlIb’ye
kiyasla daha belirgin olmustur. Ayrica, Sofi vd. (2018), HA’ nin ¢esitli tuzluluk seviyelerine
maruz kalan yonca fidelerinde Kla, Klb ve toplam klorofil diizeylerini iyilestirdigini, 6zellikle
120 mM NaCl altinda etkili oldugunu gdstermistir. Benzer sekilde, misir ve salatalik
bitkilerinde yapilan calismalar da, HA uygulamasinin tuzlulugun etkilerini azaltarak pigment
iceriklerini artirdigini, yaprak relatif su igerigini (RWC) korudugunu ve antioksidan enzim

aktivitelerini artirdigini ortaya koymustur.

Bu ¢alismada, Bacillus wiedmannii inokulasyonu tek basina, kontrol bitkilerine
kiyasla Kla ve Klb miktarlarin1 (Kla’da biraz daha yiiksek bir artigla) hafif diizeyde
artirmigtir; ancak bu artis, HA uygulamalarina kiyasla daha diisiiktiir. Bu artiglar, bitki
biiylimesini destekleyen rizobakterilerin (PGPR) su iligkilerini 1yilestirerek ve osmolite
birikimini artirarak pigment sentezini destekleyebilecegini ortaya koyan literatiirle uyumludur
(Ansari et al. 2019). Ozellikle, tuzlu kosullar altinda Bacillus suslariyla inokiile edilen yonca
bitkilerinde, klorofilaz aktivitesinin diigiiriilmesi ve PSII fonksiyonunun korunmasi sayesinde
klorofil kaybinin 6nlendigi gosterilmistir (Ansari et al. 2019; Khan et al. 2021). Bu ¢alismada
HA ve bakterinin tuz stresi (100 mM NaCl) altinda birlikte uygulanmasi, klorofil iceriginde
kismi bir toparlanmaya yol agmistir. 1000 mg/mL HA + Tuz + Bakteri uygulamasi, yalnizca
tuz uygulamasina gore Kla ve Klb seviyelerinde anlamli bir iyilesme saglamis; bu iyilesme

Kla’da daha belirgin olmustur.

Kontrol grubuna kiyasla tek basina tuz uygulamasi karotenoid igerigini diistirmiistiir
(Sekil 9). Ancak, tek basina 1000 mg/L HA ve bakteri uygulamalar1 karotenoid igerigini
belirgin sekilde artirmistir (Sekil 9). Ozellikle tek basma bakteri uygulanan grupta en yiiksek
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karotenoid degeri (yaklasik 0,26) tespit edilmistir. 500 mg/L HA ve kombinasyon
uygulamalar1 (500 HA+B ve 1000 HA+B) da kontrol grubuna gore artis gostermistir; ancak
1000 HA+B grubunda bu artigin anlamli olmadig1 degerlendirilmistir. Tuz stresine kars1 HA
ve bakteri uygulamalarinin etkileri incelendiginde, 500 HA+T ve 1000 HA+T gruplarinda
tuzun olumsuz etkisinin kismen hafifletildigi, fakat karotenoid diizeylerinin yine de kontrol
diizeyinin altinda kaldigi belirlenmistir. Bakteri uygulamasinin tuzla birlikte kullanildig:
gruplarda (Tuz+B ve 1000 HA+Tuz+B) karotenoid diizeylerinin, yalnizca tuz uygulanan

gruba kiyasla daha yiiksek oldugu gézlenmistir.
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Sekil 9. Tuz (T), humik asit (HA) ve bakteri (B) uygulamalarinin

fotosentetik pigment igerigi tizerindeki etkileri. Ayni harfleri tasiyan gruplar
arasindaki farklar, Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi’ne gore dnemsizdir (p<0.05). FW:
Yas agirlik.

Karotenoidler, abiyotik stres altinda ROS’lar1 temizleyerek fazla uyarilma enerjisini
dagitir ve fotokoruma islevi goriirler. Tuzlulugun karotenoid igerigini azalttig1 ve oksidatif
zarar1 artirdigi bilinmektedir (Khan et al. 2021; Seven and Akinci 2025). Bu ¢alismada, tuz
uygulamasi karotenoid seviyelerini kontrol grubunun altina diigiirmiistiir. Buna karsilik, hem
1000 mg/L dozundaki HA ve B uygulamalari karotenoid igerigini artirmistir. Bacillus
wiedmannii tek basina en yiiksek karotenoid saglamistir. Benzer sekilde, tuz stresi altindaki
pirin¢ ve domates bitkilerinde Bacillus araciligiyla karotenoid artis1 gozlenmis; burada PGPR
(bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakteriler) kaynakli antioksidan enzim aktivasyonu ve artan
karotenoid sentezi oksidatif zararin azaltilmasina katki saglamistir (Ansari et al. 2019; Khan
et al. 2021). Ayrica, Tuz+Bakteri ve 1000 HA+Tuz+Bakteri gruplarinda karotenoid seviyeleri

yalnizca Tuz grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Bu durum, tuzlu kosullarda Bacillus'un
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(HA ile birlikte ya da tek basma) karotenoid savunmasimi artirmadaki iistiin etkisini
gostermektedir. Bu bulgular, Bacillus'un karotenoid biyosentezini diizenlemedeki etkisinin,
tuz stresine maruz kalan yoncada antioksidan kapasiteyi geri kazandirmak agisindan HA’dan
daha giiglii olabilecegini distindiirmektedir (Ansari et al. 2019; Khan et al. 2021). Genel
olarak degerlendirildiginde, bu veriler 1000 mg/mL HA ve Bacillus wiedmannii’nin, tuz
kaynakli fotosentetik pigment diisiislerini azaltabildigini ve bu bilesik uygulamalarin birlikte
kullanildiginda daha etkili bir toparlanma sagladigini ortaya koymaktadir.

Fungus Uygulamasindan Elde Edilen Bulgular
Yapraklarda su icerigi bulgulari

Nispi su igerigi (RWC), bitkilerin su tutma kapasitesini ve hiicresel su durumunu
gosteren temel fizyolojik parametrelerden biridir. Yiksek RWC degeri, bitkinin metabolik
aktivitelerini optimum seviyede siirdiirebilme potansiyelini ve stres kosullarina kars1 direng
diizeyini ifade eder. Calismamizin bu basamaginda, kontrol grubunda RWC degeri %95,68
olarak tespit edilmistir (Sekil 10). Bu, bitkinin dogal kosullardaki su igerigini ve fizyolojik
dengesini yansitmaktadir. Calismamiza belirlenen RWC bulgular1 incelendiginde, kontrol
grubunda RWC %95.,5 olarak belirlenmis, 500 HA grubunda %94,8’e diiserek %0,7’lik bir
azalma, 1000 HA grubunda ise %94,0’a gerileyerek %]1,6’lik bir azalma gozlenmistir. Ancak,
bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli degildir. Ozetle, tek basina humik asit
uygulamalar1 (500 HA ve 1000 HA), RWC degerinde hafif bir azalma gostermistir. Bu
durum, humik asidin tek basma su igerigini artirmadigini, hatta yiiksek dozunun hafif bir
diisise neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Fungus uygulamasi (Scopulariopsis
brevicaulis) grubunda ise RWC %93,5 olarak 6l¢iilmiis ve kontrol grubuna gore %2.1°1lik
anlamsiz (p>0,05) bir azalma goriilmiis ve bitki su igerigini olumsuz yonde etkilememistir.
Ancak fungus ve humik asit kombinasyonlart RWC’yi daha belirgin sekilde azaltmistir (500
HA+F: %93,33; 1000 HA+F: %92,52). Bu diislis, bazi mikrobiyal etkilesimlerin veya
metabolik degisimlerin su dengesini kismen bozabilecegini akla getirmektedir. Tuz stresi
(NaCl, 100 mM) uygulamasinda RWC degeri %85,16 olarak goézlemlenmis, bu da tuz
stresinin tek basina su icerigini anlamli sekilde diisiirdigiinii gostermektedir. Ancak dikkat
cekici bir sekilde, humik asit ve tuzun birlikte uygulanmasi (500 HA+Tuz, 1000 HA+Tuz)
RWC degerini tek basina tuza kiyasla kontrol grubuna g¢ok yakin seviyelere (%93,33)
cikarmistir. Bu durum, humik asidin tuz stresine karsi su dengesini koruyucu etkisini agikca
ortaya koymaktadir. Benzer sekilde, tuz uygulamasina kiyasla yiiksek RWC degerleri humik
asit+tuzfungus kombinasyonlarinda da gozlenmistir (500 HA+Tuz+F: %93,77; 1000 HA+
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Tuz+F: %92,94). Bu sonuglar, HA+F uygulamalarin tuz kosullarinda sinerjik bir etki

gostererek bitkilerin su tutma kapasitesini en {ist diizeye tasidigin1 gostermektedir.
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Sekil 10. Tuz (T), humik asit (HA) ve fungus (F) uygulamalarinin MDA ve nispi

su igerikleri (RWC) iizerindeki etkileri. Aym harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar,
Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi’ne gore 6nemsizdir (p<0,05).

HA uygulamalar1 bitkide RWC’de hafif azalma olusturmus olsa da literatiirde tuz
stresine maruz bitkilerde HA uygulamasinin yaprak su igerigini koruyucu etkisi bildirilmistir
(Amerian et al. 2024). Ornegin sera altinda tuz stresine maruz kalan hryar bitkisinde HA
uygulamasinin tuzun neden oldugu RWC azalmasini telafi ettigini rapor etmistir (Amerian et
al. 2024). Benzer sekilde, Kibar vd. (2024) tuzlu kosullarda ispanak bitkisine uygulanan
HA’nin bitki su igerigini artirdigini bildirmistir (Turfan et al. 2024). Bizim bulgularimizda,
tek basina HA’nin yiiksek dozunun RWC’de hafif diisiise neden olmasi, HA’nin doz ve
uygulama yontemine bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. Likenden izole edilen fungus (S.
brevicaulis) tek basma RWC’yi kontrol diizeyine yakin tutmus, ancak fungus+tHA
kombinasyonlar1 daha belirgin RWC diisiisii gostermistir. Bu diisilis, mikrobiyal etkilesimlerin
veya oksidatif metabolik dengedeki degisimlerin su dengesini olumsuz etkileyebilecegini
isaret etmektedir. Ote yandan tuz stresi (100 mM NaCl) tek basina bitkide anlamli bir RWC
diisiisii yaratmamustir (%94,63). Tuz uygulamasinda RWC’deki stabilite, yonca bitkisinin tuz
tolerans mekanizmalarinin bir gdstergesi olabilir. Ilging bi¢cimde, HA ile birlikte uygulanan
tuz stresi RWC degerlerini kontrol diizeyine c¢ikarmistir (yaklasik %95,45). Yani HA, tuz
stresi altinda bitkilerin su tutma kapasitesini korumada belirgin bir rol oynamustir. Uglii
uygulamalarda (HA+Tuz+Fungus) RWC degerleri daha da yiiksek bulunmustur (=%95,8). Bu

sonu¢, HA ve mikroorganizma birlikteliginin su tutma {izerine sinerjik etki yapabilecegini
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gostermektedir. Benzer sekilde, tuz toleransli bitki biiylime destekleyici bakteri
uygulamalarmin bitkilerde RWC’yi artirdigi bildirilmistir. Ornegin Akhtyamova vd. (2021)
caligmalarinda, tuza dayanikli bir Bacillus izolati uygulanmis arpa bitkisinde RWC’nin
anlamli bi¢imde yiikseldigi rapor edilmistir. Bu bulgular, bizdeki HA + mikroorganizma
kombinasyonlarmin su dengesini iyilestirme etkisini desteklemektedir. Sonu¢ olarak, HA
bitkiye dogrudan su saglamasa da toprak su tutma kapasitesini artirarak ve bitkinin osmolitik

dengesini diizenleyerek RWC’yi koruyucu rol iistlenir.
LPO ve ROS igerigi bulgular:

MDA igerigi, bitkilerde lipid peroksidasyonunun (LPO) ve dolayisiyla oksidatif stres
seviyesinin onemli bir gdstergesidir. Cevresel stresler bitkilerde oksidatif stresin artmasina
neden olur. Bu stres sonucunda bitki hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikir. ROS
yiiksek seviyelerde firetildiginde proteinler, DNA ve pigmentler gibi biyomolekiillere,
Ozellikle de hiicre zarlarina zarar verirler. Bu hasarin baslica sonuglarindan biri hiicre
zarmdaki lipitlerin peroksidasyonudur (Lipit peroksidasyonu-LPO). Bu yiizden LPO,
bozulmus hiicre bitiinliigiiniin ve oksidatif stresin siddetinin bir gostergesidir (Turfan et al.
2024; Khoso et al. 2024). Calismamizda, uygulayacagimiz HA+F uygulamasinin antioksidan
savunmay tetikleyerek veya ROS iiretimini baskilayarak oksidatif stresi azaltacagini ve
bitkinin antioksidan sistemlerini aktive edecegini 0ngoriiyoruz. Bu nedenle, ROS ve LPO
diizeylerini 6lgmek, bu uygulamalarin stres azaltici etkilerini dogrudan degerlendirmek i¢in

onemli bir gostergedir.

Tuz uygulamas: yapilmayan gruplar arasinda, kontrol grubunda MDA diizeyi
0,26 pumol/mL olarak belirlenmisken, 500 HA grubunda MDA seviyesi 0,28 pmol/mL’e
¢ikmis ve %7,7°1ik bir artis gostermistir (Sekil 10). Ancak, bu artis istatistiksel olarak anlamli
(p>0,05) degildir. 1000 HA grubunda ise MDA seviyesi 0,20 umol/mL’e diiserek %23,1°lik
anlamli bir azalma g6zlenmistir (p<0,05). Fungus uygulamasi (F) grubunda ise MDA seviyesi
0,29 pmol/mL olarak Olgiilmiis ve kontrol grubuna gore %11,5’lik anlamli bir artig
gosterilmistir (p<0,05). 500 HA+F ve 1000 HA+F kombinasyonlarinda ise sirasiyla %3,8 ve
%16,9’luk artislar gézlenmis, ancak sadece 1000 HA+F grubundaki artis istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,05). Tuz stresi altinda, tuz (T) grubunda MDA diizeyi 0,33 umol/mL olarak
belirlenmistir. 500 HA+T grubunda MDA seviyesi 0,27 umol/mL’e diiserek %18,2’lik
anlamli bir azalma (p<0,05) gozlenmistir. 1000 HA+T grubunda ise MDA seviyesi
0,23 pmol/mL’e inmis ve %30,3’liik anlamli bir azalma (p<0,05) goriilmistiir. Fungus+tuz

T+F) uygulamasi grubunda MDA 0,31 umol/mL olarak Ol¢iilmiis ve %6,1°lik bir azalma
( Y9 g W
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gozlemlenmistir, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir. 500 HA+T+F ve
1000 HA+T+F kombinasyonlarinda ise MDA sirasiyla 0,21 ve 0,22 umol/mL olarak
Ol¢iilmiis, bu da sirasiyla %36,4 ve %33,3’liikk anlamli (p<0,05) azalmalar gostermektedir
(p<0,05). Sonug olarak, humik asit ve S. brevicaulis fungusunun, tuz stresine karsi yonca
bitkisinin stres yanitlarim1 iyilestirerek MDA birikimini anlamli sekilde tsiirdigi
belirlenmistir. Humik asit ve fungus kombinasyonlar1 ise tuz stresinin olumsuz etkilerini

hafifletmede en etkili sonuglar1 vermistir.

Elde edilen veriler, tuz stresinin H2O2 birikimini 6nemli 6l¢iide artirdigini, buna
karsihik HA ve fungus uygulamalarmin bu stresi hafifletmede etkili oldugunu gostermistir.
Ayrintili degerlendirmeler asagida sunulmustur (Sekil 11). Tuz (T) uygulamasi, H>O>
seviyelerinde belirgin bir artisa yol agmistir. Tuz uygulanan grupta, H20: seviyesi kontrol
grubuna goére %39 oraninda artmustir (5,3 mM), bu fark istatistiksel (P<0,05) olarak
anlamlidir. Diger gruplara bakildiginda, Fungus (F) uygulamasi, H202 seviyelerinde %8’lik
bir artig saglamis (4,1 mM), ancak bu artig, tuz uygulamasmin etkisine gore daha diisiikk
kalmistir. 500 HA+F ve 1000 HA+F kombinasyonlar1 da H20; seviyelerinde sirasiyla %2 ve
%S5 artis gostermistir, ancak bu artiglar tuz uygulamasina kiyasla oldukca diisiiktiir ve
istatistiksel (p>0,05) olarak anlaml farklar olusturmamustir. 500 HA ve 1000 HA gruplarinda
ise H202 seviyeleri kontrol grubuna gore sirasiyla %11 ve %12 azalma gostermistir (3,35 ve
3,36 mM). Bu azalma, humik asit uygulamalarinin oksidatif stres yanitin1 hafifletmeye
yonelik bir etkiye sahip olabilecegini diisindiirmektedir. 500 HA+T+F ve 1000 HA+T+F
gruplarinda ise H202 seviyelerinde sirastyla %11,1 ve %6,6 azalmalar gozlemlenmistir. Bu
azalma, humik asit ve fungus kombinasyonlarimin tuzun yol agtig1 H>O> artisin1 diisiirdiigiinii

gostermektedir.

Tuz (T) uygulamasi, Oz~ seviyelerinde de dnemli bir artisa yol agmistir. Tuz grubunda
O~ seviyesi kontrol grubuna gore %60 oraninda artmis ve bu fark istatistiksel olarak anlaml
olmustur (9,6 nmol/mL). Fungus (F) uygulamasi, O2" seviyelerini tuz uygulamasina gore %7
azaltmis ve bu azalma istatistiksel (p>0,05) olarak anlamli olmamistir (5,6 nmol/mL). 500
HA+F ve 1000 HA+F kombinasyonlarinda da Oz~ seviyeleri tuz grubuna gore sirasiyla %10
ve %20 daha diisiik bulunmustur. Bu azalma, tuz uygulamasmin etkisini kismi olarak
dengelemekte etkili olabilir, ancak farklar istatistiksel olarak anlamli degildir. 500 HA+T ve
1000 HA+T gruplarinda ise Oz~ seviyeleri tuz grubuna gore sirasiyla %13 daha diisiik
bulunmustur (8,4 ve 8,3 nmol/mL). Bu gruplarda da, tuzun olusturdugu artisin azalmasi
gbzlenmistir. 500 HA+T+F grubunda, Oz~ seviyesi Tuz (T) grubuna kiyasla %29 azalmistir.

Benzer sekilde, 1000 HA+T+F grubunda da Oz~ seviyesi %26 azalma gostermektedir. Bu
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azalmalar, HA+T+F uygulamalarinin, Tuz uygulamasinin neden oldugu artan Oz~ seviyelerini

diisiirmeye yonelik bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Genel olarak, tuz stresinin hem H202 hem de O~ iyonlar iizerinde belirgin bir artiga
yol actig1 belirlenmistir. Tuz uygulamasi, her iki parametreyi de 6nemli 6l¢iide artirmis, ancak
Fungus ve HA uygulamalar1 bu artis1 diisiirmeyi basarmustir. Ozellikle, tuz stresiyle artan
oksidatif stres yanitlarin1 azaltmada Fungus ve Humik Asit kombinasyonlarinin etkili oldugu,

gorilmistir.
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Sekil 11. Tuz (T), humik asit (HA) ve fungus (F) uygulamalarinin H2O2 ve Oz~

igerikleri tizerindeki etkileri. Ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar, Duncan’in
Coklu Kargilagtirma Testi’ne gore 6nemsizdir (p<0,05)

Literatiirde tuz stresi genellikle bitkilerde ROS birikimine yol acarak oksidatif stresi
tetikledigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Hashem et al. 2018; Abbas et al. 2022). Bu
caligmada elde ettigimiz verilere gore tuz stresi (100 mM NaCl) hiicre membraninda belirgin
LPO artisina neden olmustur (kontrol grubu ile karsilastirildiginda tuz uygulanmasinda MDA
igerigi %27 artmistir). Humik asit uygulamalar1 yiiksek dozda (1000 mg/L) tuz stresi altinda
MDA’y1 anlamli sekilde diisiirmiis (yaklasik %30 azalma), 500 mg/L’de ise belirgin diisiis
saglamistir. Buna karsin liken kaynagl S. brevicaulis mantar uygulamasi tek basina tuz stresi
olmadan MDA’y hafif¢ce artirmistir; oysa literatiirde bir¢ok endofitik fungusun tuz stresi
sirasinda MDA seviyelerini azaltti§1 gosterilmistir. Ornegin, Chaetomium globosum
uygulamas1 Chrysanthemum morifolium’da MDA birikimini azaltirken antioksidan enzim
aktivitelerini artirmigtir (Zhang et al. 2024b). Bizim ¢alismamizda mantar tek basina MDA’y1

artirsa da, humik asit ile kombinasyonda (6zellikle 500 HA+T+F ve 1000 HA+T+F) MDA
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birikimi anlamli oranda diismiistiir. Bu sonuglar, humik asit ve mantarin birlikte stres kaynakli
LPO’yu engelleyici bir etki yaptigimi gostermektedir. Gergekten de humik asit ile Fusarium
solani kombinasyonunun uygulandigi domates bitkilerinde hiicre zar biitlinliigliniin
korundugunu, boylelikle stres belirtilerinin (LPO) azaldigin1 rapor edilmistir (Heikal et al.
2025). Sonug olarak, bizim bulgularimizda humik asit uygulamalar stresli bitkilerde ROS ve

MDA birikimini azaltarak membran hasarin1 6nlemekte etkili bulunmustur.

Calismamizda, tuz stresi, reaktif oksijen tiirlerinin birikimine de yol agmistir (Sekil
11). Ornegin, tuz uygulanan grupta H;O, seviyesi kontrol grubuna gére %39 oraninda
artmistir. Humik asit uygulamasi (500 ve 1000 mg/L) tuz stresinde H2O; tiretimini belirgin
sekilde baskilamistir; 6rnegin 500 HA ve 1000 HA gruplarinda H-O: seviyesi %11-12 diislis
gostermistir. Humik asit ile birlikte mantar uygulamalar1 (500 HA+T+F ve 1000 HA+T+F) da
tuzun artirdigt H202’y1 sirasiyla %11,1 ve %6,6 azaltmigtir. Bu bulgular, humik asit
uygulamalarinin  oksidatif  stres kosullarinda  hiicrenin  antioksidan  savunmasini
kuvvetlendirerek H>O> birikimini siirladigi literatiirle uyumludur (Li et al. 2023). Ayrica,
mantar inokiilasyonu igeren c¢alismalarda da benzer etkiler rapor edilmistir: Ornegin,
Aspergillus aculeatus asilanan bermuda otu bitkilerinde tuz stresiyle biriken H.O: seviyeleri
onemli olglide azalmistir (Xie et al. 2017). Bizim c¢alismamizda S. brevicaulis fungusunun
HA ile kombinasyonunun H:Q: artisini sinirlandirmasi, bu tiir mikroorganizmalarin bitkide
antioksidan enzimleri aktive ederek ROS temizleme mekanizmalarini harekete gegirmesiyle
aciklanabilir. Siiperoksit (O::") iyonu agisindan da benzer egilimler gozlenmistir. Tuz
uygulamasi siiperoksit seviyelerini kontrol bitkilere gore %60 artirmistir. Humik asit ve
mantar uygulamalar1 bu artis1 6nemli 6lciide baskilamistir: Ornegin, 500 HA+T ve 1000
HA+T gruplarinda O~ seviyeleri tuz grubuna gore yaklasik %13 diismiistiir. Humik asit ile
mantarin birlikte uygulandigr 500 HA+T+F ve 1000 HA+T+F gruplarinda ise siliperoksit
%26-29 daha diisikk bulunmustur. Bu sonuglar, humik asit ve yararli mantarlarin serbest
radikal metabolizmasini1 diizenleyerek siiperoksit birikimini azalttigini1 isaret etmektedir.
Nitekim literatiirde, humik asit ve mikrobiyal ajanlarin antioksidan enzim aktivitelerini

artirarak reaktif oksijen seviyelerini diisiirdiigii vurgulanmaktadir (Xie et al. 2017).
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Antioksidan enzim aktivitelerine ait bulgular

Sekil 12°deki verilere gore, tuz uygulamasi olmayan gruplarda elde edilen CAD ve
SOD aktivite sonuglari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda su sekilde yorumlanabilir (Sekil
12). Kontrol grubunda CAT ve SOD aktiviteleri sirasiyla 1,202 ve 0,847 EU/mg protein
olarak belirlenmistir. HA uygulamalar altinda CAT aktivitesi kontrol seviyelerine olduk¢a
yakin kalmustir. Ozellikle 500 mg/L HA, en yiiksek CAT degerini (1,21 EU/mg protein)
vermistir. Bu durum, diisiik doz HA’nin antioksidan sistemi uyarabilecegini gostermektedir.
SOD aktivitesi ise 1000 mg/L HA ile birlikte hafif azalma gostermistir (0,788), bu da yiiksek
dozun antioksidan sistemi baskilayici etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Tuz uygulamasi,
SOD aktivitesini belirgin bi¢imde artirmis (1,06), bu da tuz stresinin oksidatif yaniti
tetikledigini ortaya koymustur. Ozellikle 500 HA+Tuz kombinasyonu, hem CAT (1,27) hem
de SOD (1,078) aktivitelerinde en yiiksek diizeyleri gostermistir.
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Sekil 12. Tuz (T), humik asit (HA) ve fungus (F) uygulamalarinin CAT ve SOD
aktivitesi tizerine etkileri. Ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar, Duncan’in Coklu
Kargilagtirma Testi’ne gore istatistiksel olarak dnemsizdir (p<0,05).

Bu bulgular, bu kombinasyonun antioksidan sistemleri en etkili sekilde aktive ettigini
diistindiirmektedir. Fungus uygulamalari, SOD aktivitesinde dikkate deger bir diisiise neden
olmustur. Ozellikle 1000 HA+Fungus kombinasyonu, en diisiik SOD aktivitesini vermistir.
Bu durum, yiiksek doz HA ile fungal uygulamanin birlikte SOD enzim aktivitesini baskilayici
bir etki yaratabilecegini disiindiirmektedir. 1000 HA+Tuz+Fungus grubunda ise SOD
aktivitesi 0,926 olup, stres kosullarinda orta diizeyde bir antioksidatif yanit olustugu
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gorilmektedir. CAT aktivitesinde ise ayni grupta diisiis gozlenmis (1,148), bu da coklu
uygulamalarin  kombinasyon etkisine bagli olarak enzimsal yanitlarin degiskenlik

gosterebilecegini gostermektedir.

Tuz uygulamasi yapilmamis gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda, CAT
aktivitesinde herhangi bir 6nemli (p<0,05) degisiklik gozlenmemistir. 500 HA ve 1000 HA
gruplarindaki CAT aktiviteleri, kontrol grubuna kiyasla yalnizca %5’in altinda bir artis
gostermis ve bu degisiklikler istatistiksel (p>0,05) olarak anlamli bulunmamistir. Bu
gruplarda elde edilen CAT aktiviteleri sirastyla 1,25, 1,209 ve 1,203 olarak ol¢iilmiistiir. Tuz
uygulamasi yapilmis gruplarda ise, HA ve fungus kombinasyonlarmin etkisiyle CAT
aktivitesinde Dbelirgin artiglar gozlenmistir. Tuz (T) wuygulama grubu (0,81) ile
karsilagtirildiginda, 500 HA+T ve 1000 HA+T gruplarinda sirasiyla %24,7 ve %19,8’lik
artiglar elde edilmistir. Bu artiglar istatistiksel olarak anlamli olup, tuz grubu ile
karsilastirildiginda bu gruplarda daha yiliksek CAT aktiviteleri gbzlemlenmistir. Ayrica, CAT
aktivitesi, 500 HA+T+F ve 1000 HA+T+F gruplarinin tuz grubu ile karsilagtirildiginda
onemli artiglar gézlenmistir. 500 HA+T+F grubunun CAT aktivitesi, tuz grubuna gore %47,7
oraninda bir artig gostermistir. Bu, humik asit ve fungus kombinasyonunun, tuz stresine karsi
bitkinin oksidatif savunma kapasitesini 6nemli Ol¢iide artirdigin1 gostermektedir. Diger
taraftan, 1000 HA+T+F grubunda ise tuz grubuna gore CAT aktivitesinde %41,7 oraninda bir
artig elde edilmistir. Bu da humik asit ve fungus kombinasyonunun, tuz stresinin etkilerini
hafifletmede etkili oldugunu ancak 500 HA+T+F grubuna kiyasla biraz daha diisiik bir etki
sagladigin1 ortaya koymaktadir. Her iki grup da tuz stresine karsi olumlu etkiler géstermistir,
ancak 500 HA+T+F grubundaki artis daha belirgin olmustur. SOD aktivitesi, tuz uygulamasi
olmayan gruplarda, kontrole gore (1,79), 500 HA (1,92) ve 1000 HA (1,98) gruplarinda %5-
10 arasinda bir artig gosterse de bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil
12). Bu gruplarda, SOD aktivitesindeki degisikliklerin kontrol grubuyla kiyaslandiginda
onemli (p<0,05) bir fark olusturmadigi gozlemlenmistir. Tuz uygulamasi yapilmis gruplarda
ise SOD aktivitesinde daha belirgin artiglar gézlenmistir. Tuz (T) grubu (1,445) ile
karsilastirildiginda, 500 HA+T grubunda (1,545) %6,9, 1000 HA+T grubunda (1,614)
%11,7’lik artislar elde edilmistir. Ayrica, 500 HA+T+F grubunda (1,712) %18,4 ve 1000
HA+T+F grubunda (1,52) %S5,6’lik artiglar gozlenmistir. Bu artiglar, tuz uygulama grubuna
kiyasla belirgin bir iyilesme gostermekte olup, tuz stresine karsi daha yiiksek SOD aktiviteleri
elde edilmistir. Bu sonuglar, humik asit ve fungus kombinasyonlarinin tuz stresine karsi

bitkinin oksidatif savunma kapasitesini artirdigin1 gostermektedir.
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APX aktivitesi incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla, fungus (F) uygulamasi APX
aktivitesinde %09,8'lik 6nemli bir artis saglarken (p<0,05), 500 HA uygulamasi %8,0'lik bir
azalmaya neden olmustur (Sekil 13). 1000 HA uygulamasi ise kontrol grubuna yakin degerler
gostermistir. Tuz stresi (T), APX aktivitesinde kontrol grubuna gore %36,9'luk ciddi bir
diistise yol agmustir (p<0,05). Tuzlu kosullarda humik asit uygulamalar1 (500 HA+T ve 1000
HA+T) bu diisiisii kismen telafi ederek aktiviteyi sirasiyla %20,6 ve %13,9 oraninda
artirmigtir. En belirgin iyilesme, 500 HA+T+F uygulamasinda gozlenmis olup, bu grupta
APX aktivitesi tuz grubuna gore %23,4 daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 13. Tuz, humik asit (HA) ve fungus (F) uygulamalarinin APX, GR ve
GPX icerikleri tizerindeki etkileri. Aym harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar,
Duncan’in Coklu Kargilastirma Testi’ne gore 6nemsizdir (p<0,05).

GPX aktivitesi verileri incelendiginde, 500 HA uygulamasi, kontrol grubuna gore
GPX aktivitesinde %29,2'lik belirgin bir artis saglarken (p<0,05), fungus (F) uygulamasi
%17,3'liik bir artisa neden olmustur. Tuz stresi (T), GPX aktivitesinde kontrol grubuna gore
%51,1'lik ciddi bir diistise yol agmistir (p<0,05). Tuzlu kosullarda humik asit uygulamalar1
(500 HA+T ve 1000 HA+T) bu diisiisii kismen telafi etmis, en belirgin iyilesme 500 HA+T+F
uygulamasinda goézlenmistir. Bu grupta GPX aktivitesi tuz grubuna gére %70,9'luk 6nemli bir

artig gostermistir (p<0,05).

GR aktivitesi verileri incelendiginde, kontrol grubuna gére 500 HA uygulamasi GR
aktivitesinde %4,0'lik hafif bir artig saglarken, fungus (F) uygulamasi %7,4'lik bir azalmaya
neden olmustur (Sekil 13). Tuz stresi, GR aktivitesinde kontrol grubuna gore %31,5'lik
onemli bir distise yol a¢mustir (p<0,05). Tuzlu kosullarda humik asit ve fungus
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kombinasyonu (500 HA+T+F ve 1000 HA+T+F) GR aktivitesinde tuz grubuna gore sirasiyla
%40,9 ve %39,6'lik 6nemli artiglar saglamistir (p<0,05). Bu sonuglar, humik asit ve fungus
kombinasyonunun tuz stresinin GR aktivitesi lizerindeki olumsuz etkilerini 6nemli Olciide

azalttigin1 gostermektedir.

Tuz stresi, bitkilerde serbest radikal iiretimini artirarak oksidatif stresi tetikledigi
bilinmektedir. Bu gibi durumlarda bitkiler SOD, CAT, APX, GR ve GPX gibi antioksidan
enzimlerle savunma mekanizmalarini gii¢lendirir (Azeem et al. 2023; Atict et al. 2025)
Ornegin, SOD siiperoksit radikali H2O2’ye déniistiiriirken, katalaz ve APX bu H20:yi suya
gevirir (Azeem et al. 2023). Literatiirde tuz stresi genellikle SOD ve CAT aktivitesini
yiikselten bir uyaran ajan olarak bildirilmistir. Ornegin, arbuskiiler mikorizal fungus
inokulasyonlarinin tuz stresinde SOD, CAT, APX ve GR aktivitelerini artirarak bitkilerin tuz
toleransini gelistirdigi raporlanmistir (Hasanuzzaman et al. 2020; Azeem et al. 2023; Atici et
al. 2025). Calismamizda da tuz uygulamasi tek basina SOD aktivitesinde belirgin artis
(kontrole gore) gostermistir, bu da bitkilerin oksidatif yiik altindaki tipik savunma yanitidir.
Ancak bizim verilerimizde, tuz stresinin APX, GR ve GPX aktivitelerinde keskin diisiislere
yol actig1 goriilmiistiir. Bu durum artan tuz stresi kosullarinda metabolik hasarin veya enzim

baskisinin bir géstergesi olabilir (Turfan et al. 2024).

HA uygulamalarinin antioksidan sistem iizerindeki olumlu etkisi pek ¢ok ¢alismada
gosterilmistir. Tuz stresi altindaki bitkilerde HA uygulamasi, antioksidan enzim aktivitelerini
artirarak stresi hafifletebilir. Ornegin, 1spanakta HA ve L-triptofan uygulamalarmin APX,
CAT, POD ve SOD aktivitelerini énemli 6l¢iide yiikselttigini bulunmus, tuz stresi ise bu
aktiviteleri diistirmiistiir (Turfan et al. 2024). Benzer bi¢imde, kabak iizerinde yapilan bir
calismada 200 mg/L HA’nin CAT aktivitesini anlamli sekilde artirdigi belirtilmistir (Amerian
et al. 2024). Caligmamizda da humik asit uygulamalarinin (6zellikle 500 mg/L dozunda) CAT
aktivitesini ylikselttigi gozlenmistir. Kontrol kosullarinda 500 mg/L HA, kontrol seviyesine
yakin olan 1,209 EU/mg protein ile en yiiksek CAT degerini vermistir. Bu durum, uygun doz
HA’nin antioksidan sistemi uyarabilecegini gostermektedir. Ural vd. (2023) domateste ise tuz
stresi altinda HA uygulamasinin SOD gen ekspresyonu iizerinde degisim olusturmadigini,
APX gen ekspresyonunu artirdigini, ancak CAT ve GR gen ekspresyonunu azalttigini
bildirmigstir. Calismamizla kismen karsilastirildiginda, bizim verilerimizde HA tek basina
CAT aktivitesini hafifce artirrken GR ve APX iizerinde belirgin etki gostermistir. Bu
farkliliklar tiirler aras1 yanit degiskenlikleri veya doz/uygulama yonteminden kaynaklaniyor
olabilir. Sonug olarak, bizim verilerimiz de diisiik doz HA’ nin antioksidan enzimleri uyarici

etkisini ortaya koymaktadir.
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Calismamizda fungus tek basina uygulandiginda SOD aktivitesi belirgin bigimde
artmistir. Bu sonug, fungus uygulamasinin bitki antioksidan sistemini iyilestirici bir etkiye yol
acabilecegini diisiindlirmektedir. Literatiirde genellikle mikorizal veya diger faydali fungal
inokulasyonlarinin tuz stresi altindaki bitkilerde SOD, APX ve GR aktivitelerini artirdig
bildirilmistir (Evelin et al. 2019). Bununla birlikte, fungus uygulamast APX aktivitesinde
hafif bir artisa neden olmus ve GR aktivitesi ise tek basina F uygulamasinda azalmistir. Ote
yandan, HA ile F birlikte uygulanmasi antioksidan savunmada sinerjik bir etki ortaya
koymustur. Tuz stresi varliginda 500 mg/L. HA+T+F grubu, basta APX (%23,4 artis), GR
(%40,9) ve GPX (%70,9) aktiviteleri olmak iizere bircok enzimde kayda deger artis
saglamistir. Bu grupta elde edilen artislar, tuz stresinin olumsuz etkilerini hafifletmede
HA+Fungus kombinasyonunun giiglii bir antioksidan yanit olusturdugunu gostermektedir. Bu
bulgular, literatiirde humik asit ile faydali mikroorganizmalarin birlikte kullaniminin bitkilerin
oksidatif savunma kapasitesini artirdig1 yoniindeki raporlarla tutarlidir (Turfan et al. 2024).
Ormnegin, 1spanakta HA+L-triptofan kombinasyonunun tuz stresi altinda APX, CAT ve SOD
aktivitelerini yiikselttigi gosterilmistir (Turfan et al. 2024). Ayrica, azot fiksasyonu yapan
bakteriler veya mikorizalar ile HA kullaniminin azot fikse eden simbiyozlar1 destekleyerek
bitkide genel savunmay1 artirdigi bilinmektedir (de Silva et al. 2021). Bizim ¢alismamizda da
HA ve fungus’un birlikte bitkiye sundugu organik karbon, besin ve hormonik uyarilarin,
hiicresel antioksidan mekanizmalar1 koordine ederek tuz stresi etkilerini azalttigi ileri

surtlebilir.

Calismamizda goriilen doz etkileri de literatiirle ortiismektedir. Diisiik doz (500 mg/L)
HA genellikle 1000 mg/L’den daha etkin bulunmus; yiiksek dozlarda bazi enzim
aktivitelerinin artisinin gorece azalmis olmasi, HA’nin doza bagli etkisinin varligini igaret
eder. Bu durum, asir1 HA konsantrasyonunun bazen yarar yerine stres etkisi yaratabilecegini
gosterir. Genel olarak, verilerimiz HA ve fungal uygulamalarinin 6ziinde olumlu antioksidan
etkiler tasidigini; 6zellikle HA+Fungus kombinasyonunun yonca bitkisinde tuz stresine karsi
enzimatik savunmay1 belirgin bi¢imde giiclendirdigini ortaya koymaktadir. Bu sonugclar,
literatiirdeki pek ¢ok calismanin 6nerdigi gibi, HA ile mikrobiyal inlibesyonun tuz toleransini
artirmak i¢in umut verici bir strateji oldugunu desteklemektedir (Turfan et al. 2024). Sonug
olarak, elde edilen antioksidan enzim aktiviteleri verileri, HA ve liken kokenli fungus’un
birlikte uygulanmasinin yoncadaki tuz stresi etkilerini 6nemli 6lglide hafifleterek hiicresel
oksidatif dengeyi korumaya yardimeci oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, arastirmamizin
amaglartyla uyumlu olarak HA ve fungusun sinerjik etkilerinin bitkilerin tuz stresine karsi

antioksidan savunmasini iyilestirdigini gostermektedir.
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Fotosentetik pigment icerigi bulgulari

Bitkilerde klorofil ve karotenoid pigmentleri, fotosentez siireclerinin temel bilesenleri
olup, ¢evresel stres faktorlerine karsi duyarliliklarinin belirlenmesinde 6nemli biyokimyasal
gostergelerdendir. Bu calismada yonca bitkilerine farkli humik asit (HA) dozlar, liken
kokenli fungus uygulamalar1 ve tuz (NaCl) stresi altinda yapilan muamelelerin fotosentetik

pigment icerikleri tizerindeki etkileri degerlendirilmistir (Sekil 14).

Calismada, Kla (Klorofil a) miktari, tuz uygulamas: olmayan gruplarda, kontrol grubu
ile kiyaslandiginda ¢esitli degisiklikler gostermektedir. 500 HA grubunda (1,312 mg/g FW),
kontrol grubuna kiyasla %16,3 oraninda bir artis gdzlenmistir. 1000 HA grubunda ise (1,219
mg/g FW) %7,9’luk bir artis gorilmistiir. F grubunda (1,315 mg/g FW), kontrol grubuna
gore %16,6’lik bir artis belirlenmistir. Bu artiglar, istatistiksel olarak anlamlidir ve 6zellikle
500 HA ve F grubunda daha belirgin bir artis kaydedilmistir. Tuz uygulamasi yapilmis
gruplara bakildiginda, T grubunda (0,82 mg/g FW) Kla miktar1 en diisiik seviyeye inmistir.
500 HA+T (0,96 mg/g FW) ve 1000 HA+T (0,955 mg/g FW) gruplarinda sirastyla %17,6 ve
%16,4’1lik artislar gézlenmistir. 500 HA+T+F (1,108) ve 1000 HA+T+F (0,965) gruplarinda
da sirastyla %35.,4 ve %17,2’lik artiglar saglanmistir. Bu artislar, tuz grubuna gore belirgin bir

iyilesme gostermektedir.

Kb (Klorofil b) miktari, tuz uygulamasi olmayan gruplarda genellikle F grubu disinda
benzer seviyelerde kalmistir. 500 HA ve 1000 HA gruplarinda %24,3 ve %27,7’lik artiglar
gozlenmis, ancak bu artislar istatistiksel olarak anlamli degildir. F grubunda, kontrol grubuna
gore %9,1'lik bir artig gézlenmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir. Tuz uygulamasi
yapilmig gruplara baktigimizda, tuz grubunda (0,3 mg/g FW) Klb miktar1 en diisiik seviyede
bulunmustur. 500 HA+T ve 1000 HA+T gruplarinda sirasiyla %10 ve %?20'lik artiglar
gbzlenmis ve bu artiglar istatistiksel olarak anlamlidir. 500 HA+T+F ve 1000 HA+T+F
gruplarinda ise sirastyla %26,7 ve %14,8’lik artiglar gézlenmistir. Bu artislar da tuz grubuna

kiyasla belirgin bir iyilesme gostermektedir.

Tklo (Total klorofil) miktar1 a¢isindan, tuz uygulamasi olmayan gruplar kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek degerler gostermektedir. 500 HA grubunda, kontrol grubuna
gore %3,1'lik bir artis gdzlenmistir. 1000 HA grubunda ise, %3,4'lik bir diislis gdzlenmis ve
istatistiksel olarak anlamli degildir. F grubunda, kontrol grubuna kiyasla %13,8'lik artis elde
edilmistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir. Tuz uygulamas1 yapilmis gruplarda ise, T

grubunda, Tklo miktar1 belirgin sekilde diismiistiir. 500 HA+T ve 1000 HA+T gruplarinda
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strastyla %15,5 ve %17,4’lik artiglar gézlenmistir. 500 HA+T+F (1.488) ve 1000 HA+T+F
gruplarinda ise sirastyla %32,9 ve %17,0’lik artiglar gézlenmistir. Bu artislar, tuz grubuna
gore oldukga belirgindir ve bu gruplar, tuz stresine karsi daha yiiksek Tklo seviyeleri

saglamistir.

Son olarak, karotenoid miktari, tuz uygulamasi olmayan gruplarda 500 HA (0,175
mg/g FW) ve 1000 HA (0,169 mg/g FW) gruplarinda sirastyla %11,5 ve %7,6'lik artislar
gostermektedir. F grubunda ise kontrol grubuna kiyasla %7.7'lik bir azalma gézlenmistir. Tuz
uygulamasi yapilmis gruplarda ise, T grubunda (0,09 mg/g FW) karotenoid miktar1 oldukca
diigmiistiir. 500 HA+T ve 1000 HA+T gruplarinda sirasiyla %44,4 ve %33,3'lik artislar
gozlenmistir. 500 HA+T+F ve 1000 HA+T+F gruplarinda ise sirasiyla %50 ve %56,7'lik

artiglar saglanmigtir. Bu artiglar, tuz grubuna kiyasla anlamli bir iyilesme gostermektedir.
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Sekil 14. Tuz (T), humik asit (HA) ve fungus (F) uygulamalarinin
Klorofil a, Klorofil b, Toplam klorofil (Tklo) ve karotenoid igerikleri

tizerindeki etkileri. Aym harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar, Duncan’in
Coklu Kargilagtirma Testi’ne gére 6nemsizdir (p<0,05).

Bu sonuglara gore, humik asit ve Scopulariopsis brevicaulis fungusunun, tuz stresine
kars1 Kla, Klb, Tklo ve Karotenoid miktarlar1 iizerinde belirgin iyilesmeler sagladigi
gbzlenmistir. Tuz uygulamasi yapilmamis gruplarda, fungus grubunun pigment igerigi dnemli
Olclide artmis, 6zellikle 500 HA grubunda da pigment miktarlarinda artislar gézlenmistir. Tuz
uygulamasi yapilan gruplarda ise, humik asit ve fungus kombinasyonlarinin tuz stresine karsi
bitkilerin fotosentetik pigment igeriklerini artirdig1 ve tuz uygulama grubuna kiyasla pigment

seviyelerinin 6nemli dl¢lide yiikseldigi tespit edilmistir.
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Genel olarak degerlendirildigine, ¢calismamizda, yonca bitkilerinde farkli HA dozlari
ve liken kokenli S. brevicaulis fungusunun tuz stresi altindaki fotosentetik pigment seviyeleri
tizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 14). Elde edilen sonuglar literatiirde bildirilen
bulgularla biiyiik 6l¢iide uyumludur. Tuz stresi genelde bitkilerde klorofil a, klorofil b, total
klorofil ve karotenoid miktarlarin1 azalttig1 bilinmektedir (Meganid et al. 2015; Atici et al.
2025). Bu calismada da tuz (T) etkisiyle kontrol grubu bitkilerde tiim fotosentetik

pigmentlerin en diisiik degerlere indigi goriilmiistiir.

Tuz uygulanmayan kosullarda, 500 mg/L HA uygulanmasiyla Kla %16,3, 1000 mg/L
HA ile %7,9 oraninda artis saptanmistir. Benzer sekilde liken-fungus uygulamasi (F) Kla’da
%16,6 oraninda artis saglamigtir. Bu sonuglar, humik asidin ve baz1 faydah
mikroorganizmalarin bitkilerin klorofil sentezini destekledigini gosteren literatiirle tutarlidir.
Ornegin Meganid vd. (2015) humik asit uygulamasmin fasulye, musir, marul gibi bitkilerde
tuz altinda klorofil a igerigini arttirdigini raporlamistir. Tuz stresli kosullarda ise, T
grubundaki bitkilerde Kla en diisiik degere inmisken, 500 HA+T ve 1000 HA+T uygulamalari
sirasiyla %17,6 ve %16,4’liik artislar vermistir. Ozellikle 500 HA+T+F (%35,4 artis) ve 1000
HA+T+F (%17,2) gruplarinda gozlenen iyilesme belirgindir. Bu bulgu, humik asit ve
endofitik fungus kombinasyonunun tuzun olumsuz etkisini telafi ettigini géstermektedir.
Tuzsuz gruplarda, 500 ve 1000 mg/L HA ile Klb sirasiyla %24,3 ve %27,7 oraninda artig
gozlenmistir. ilave olarak, fungus (F) uygulamasiyla Klb’de %9,1°lik anlamli artis
saglanmigtir. Bu durum, farkli bitki sistemlerinde ¢esitli biyostimiilanlarin klorofil b sentezini
olumlu yonde etkileyebilecegini gosterir. Tuzlu gruplarda ise, tuz yalmz uygulanan T
grubunda Klb en diisiik diizeyde kalmistir. 500 HA+T ile %10, 1000 HA+T ile %20 oraninda
anlaml artiglar kaydedilmis; 500 HA+T+F ve 1000 HA+T+F uygulamalar1 sirasiyla %26,7 ve
%14,8 artis elde etmistir.

Toplam klorofil igerigi degerlendirildiginde, tuzsuz kosullarda toplam klorofil, kontrol
grubuna gore 500 mg/L HA ile %3,1 artmig, 1000 mg/L. HA ile %3,4 oraninda (anlaml
olmayan) diisiis gostermistir. Fungus uygulamasi (F) ise kontrol ile kiyaslandiginda %13,8’1lik
anlaml bir artis getirmistir. Tuz uygulamasinda, T grubunda toplam klorofil diizeyi belirgin
sekilde diismiistir. HA uygulamalari, 500 HA+T ve 1000 HA+T’de sirasiyla %15,5 ve
%17,4’liik artislar saglamistir. Tlave olarak, 500 HA+T+F ile %32,9; 1000 HA+T+F ile %17,0
artis kaydedilmistir. Bu sonuclar, HA ve fungus uygulamasinin tuz stresinin azaltilmasinda
sinerjik etki yaptigmi gostermektedir. Ornegin HA uygulanan fasulye, misir ve marul
bitkilerinde hem klorofil a hem de b miktarlarinda artis gozlenmis; tuz uygulamasiyla azalan

klorofil seviyeleri, HA sayesinde tekrar yiikselebilmistir (Mekkaoui et al. 2024).
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Karotenoid igerigi degerlendirildiginde, tuzsuz grupta 500 mg/L HA uygulamasi
karotenoid igerigini %11,5, 1000 mg/L HA %7,6 oraninda artirmistir. Buna karsin fungus
uygulamasi (F) ile kontrol diizeyine gore %7,7 oraninda azalma gozlenmistir. Tuz uygulamasi
ise karotenoid seviyesini ciddi bigimde diistirmistiir. Ancak, 500 HA+T ile %44.,4 ve 1000
HA+T ile %33,3 oranlarinda artis saglanmistir. En giiclii artislar 500 HA+T+F (%50) ve 1000
HA+T+F (%56,7) uygulamalarinda goriilmiistiir. Karotenoidler, fotosistem koruyucu ve
antioksidan bilesiklerdir; bu nedenle tuz stresi nedeniyle diisen karotenoidler HA ve fungus
takviyesiyle yeniden yiikseltilmistir. Literatiirde, tuz stresi altinda uygulanan biyolojik
uyaricilarm karotenoid diizeylerini iyilestirdigi bildirilmektedir. Ornegin organik giibre ve
mikorizal fungus kombinasyonunda, tuz stresiyle azalan karotenoid konsantrasyonunun
biostimiilanlarla normale dondiigii gézlenmistir (Mekkaoui et al. 2024). Calismamizda da
humik asit ve liken kokenli fungus ile uygulanan gruplarin, tuzun olumsuz etkisini karotenoid
miktar1 acisindan biiyiik oranda telafi ettigi goriilmiistiir. Toparlayacak olursak, humik asit ve
Scopulariopsis brevicaulis fungus uygulamalariin tuz stresine karsi fotosentetik pigmentleri
koruyucu etkisi literatiirdeki bulgularla uyumludur. Hem tuzsuz kontrol hem de tuzlu
kosullarda, 500 mg/L humik asit dozut+fungus takviyesinin &zellikle klorofil a, toplam
klorofil ve karotenoid miktarlarinda belirgin artislar sagladigi goriilmiistiir. Bu durum, HA ve
birlikte fungusun bitkilerde besin alimini ve antioksidan mekanizmalar1 giiglendirerek

fotosentez etkinligini artirabilecegini gosterir.
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SONUC ve ONERILER

Bu ¢alisma, tuz stresine karsi humik asit (HA) ve liken kokenli mikroorganizmalarin
(bakteri ve mikorizal mantar) yonca bitkisi (Medicago sativa L., cv. Konya) iizerindeki
fizyolojik ve biyokimyasal etkilerini degerlendirmistir. Tezden elde edilen bulgulara gore,
mevcut literatiirde sinirh yer bulan bu etkilesimlere dair asagidaki sonuglara ulasililmis ve bu

sonuclara gore yeni arastirmalar i¢in dneriler sunulmustur:

Humik asit ve mikroorganizmalarin tekli ya da kombine uygulanmasi, yonca
bitkisinde tuz stresiyle indiiklenen olumsuz etkileri biiyiik Ol¢lide azaltmistir. Fotosentetik
pigment igerikleri (klorofil a, b ve karotenoid), HA + Mikorizal Mantar uygulamasinda
kontrol grubuna olduk¢a yakin degerlerde korunmustur. Bu sonug, bu maddelerin tuz stresi
altinda fotosentez sistemini koruyarak bitki verimliligini artirabilecegini gostermekte ve

literatiirde giderek artan “biyolojik destekli tuz toleransi1” yaklasimlarini desteklemektedir.

Malondialdehit (MDA), siiperoksit anyonu (O2~) ve hidrojen peroksit (H202) gibi ROS
diizeylerinde, 6zellikle HA + Mantar uygulamasinda onemli azalmalar tespit edilmistir. Bu
sonuglar, HA ve liken kokenli mikroorganizmalarin membran lipidlerini oksidatif hasardan
koruyarak hiicre stabilitesini sagladigin1 gostermektedir. Bu mekanizma, tuz stresine bagl

hiicre zarari lizerine calisan literatiir i¢in 6nemli bir katki sunmaktadir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve peroksidaz
(POD) gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde 6zellikle HA + Mantar uygulamasinda
anlamli artiglar gozlemlenmistir. Bu artislar, serbest radikal birikimini baskilayarak hiicre
yapisinin  korunmasint saglamistir. Tuz stresi altinda oksidatif zarara karst HA ve
mikroorganizmalarin  sinerjik etkileri, bitkisel savunma sistemini aktive ettiklerini

gostermektedir.

Mikorizal mantarin tuz stresiyle miicadelede bakteri tiirlerine kiyasla daha etkili
oldugu tespit edilmistir. Ozellikle HA ile birlikte uygulandiginda sinerjik etki
gozlemlenmistir. Bu bulgu, mikorizal mantarlarin bitki koklerinde simbiyotik iliski kurarak
daha giclii bir koruyucu etki sundugunu gostermekte, tiir se¢iminin stres toleransi artirici
biyogiibre stratejilerinde belirleyici oldugunu ortaya koymaktadir. Tekli uygulamalara kiyasla
HA + Mikorizal Mantar kombinasyonu, en yiiksek koruyucu etkiyi saglamistir. Bu bulgu,
bitki stres fizyolojisinde sinerjistik biyotik ve abiyotik faktor etkilesiminin 6nemini ortaya
koymakta ve literatiirde az calisilmis olan “kombine biyolojik uygulamalar” alanina yeni bir
katk1 saglamaktadir.
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Bu tez, humik asit ve liken kékenli mikroorganizmalarin tarimsal iiretimde tuz stresine
kars1 potansiyel bir biyolojik koruma stratejisi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Ozellikle fotosentez pigmentlerinin korunmasi, ROS diizeylerinin diisiiriilmesi ve antioksidan
sistemin desteklenmesi, bu stratejinin etkinligini bilimsel olarak kanitlamaktadir. Literatiirde,
liken kokenli mikroorganizmalarin bitki stres toleransi lizerine etkileri oldukg¢a siirli iken, bu

calisma yeni ve 6zgiin bir bakis agis1 sunmaktadir.
Oneriler:

Humik asit ve liken kokenli mikroorganizmalar gibi dogal biyostimiilanlar, 6zellikle
tuzlu toprak kosullarinda tarimsal verimliligi siirdiirebilmek icin pratik olarak kullanilmalidir.
Liken endofitlerinin tarimda kullanimi hala yeni bir alandir. Farkli tiirlerin stres yonetiminde

potansiyel etkileri daha fazla arastirilmalidir.

Kombine uygulamalarin (HA + mikorizal mantar) sinerjik etkisi nedeniyle, bu tiir
kombinasyonlar tarimsal iiriinler i¢in Onerilen biyogiibre formiilasyonlarina dahil edilmelidir.
Bu calismanin kontrollii kosullarda elde ettigi bulgularin dogrulanmasi amaciyla, tarla

kosullarinda uzun siireli saha denemeleri yapilmalidir.

Molekiiler ve Omik diizeyde arastirmalarin derinlestirilmesi i¢in antioksidan gen
ekspresyonlari, iyon tasiyici proteinler ve metabolit diizeyleri gibi molekiiler siiregler, omik

teknolojilerle detaylandirilmalidir (transkriptomik, metabolomik vb.).

Yonca gibi stratejik yem bitkileri, tuz stresiyle karsi karsiya kalabilen bolgelerde
biyolojik stres giderici programlarla desteklenmelidir. Humik asit ve mikrobiyal
uygulamalarin bugday, domates, arpa gibi farkli ekonomik tiirlerde ve cesitli iklim/toprak

yapilarinda test edilmesi gerekmektedir.

Humik asit ve mikrobiyal uygulamalar, kimyasal gilibre ve pestisit ihtiyacini1 azaltarak

cevresel siirdiiriilebilirlige katki saglar; bu nedenle biyogiibre politikalar: desteklenmelidir.

Humik asitlerin toprak yapisini iyilestirici etkilerinden faydalanilarak &zellikle
tuzlulagmis alanlarda toprak 1slah projeleri tesvik edilmelidir. Artan tuzluluk problemi
karsisinda, bu tiir biyolojik ¢ozlimler, iklim degisikligine uyum stratejilerinin bir pargasi

olarak degerlendirilmelidir.
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