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Kopolimerlerin Tuz Stresi Altindaki Misir Bitkilerine Etkisinin Biyokimyasal Olarak Incelenmesi
Giilben TORGUTY", Giilgin BEKER AKBULUT?

OZET: Bu arastirmada, biyobozunur 6zellik gosteren ve 4 farkli oranda sentezlenen poli(etilen oksit)-ko-(e-
kaprolakton) [poli(EO-ko-g-CL)] kopolimerinin tarimda tuz stresine karsi cevabini incelemek i¢in misir (Zea mays
L. cv. “72 May 99”) bitkilerine uygulama yapilmistir. Misira, kopolimerler, 200 mM tuz (NaCl) ¢ozeltisi ve hem
kopolimerler hem de tuz ¢ozeltisi birlikte uygulanarak kontrol gruplariyla karsilastirilmistir. Kopolimerlerin ve
tuzlulugun bitki gelisimine etkisini degerlendirmek i¢in lipid peroksidasyonu, pigment ve toplam karbonhidrat igerigi
gibi bazi biyokimyasal analizler yapilmistir. Kopolimerlerin, klorofil iceriginin yam sira lipid peroksidasyon
iceriginin bir tirlinii olan malondialdehit (MDA) ve toplam karbonhidrat i¢erigi iizerinde de olumlu bir etkisi oldugu
saptanmustir. Ayrica musir bitkisinde bu kopolimerlerden poli (EO-ko-e-CL1:4)lin, tuzlulugun zararhi etkilerinin
onlenmesinde diger kopolimerlerden daha etkili oldugu gozlenmistir. Sonug olarak, incelenen tiim parametrelerin tuz
stresinden olumsuz etkilendigi goriiliirken, kopolimer uygulamasinin tuz stresine cevapta olumlu etki olusturdugu
saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Biyobozunur kopolimer, tuz stresi, misir, MDA, klorofil
Biochemical Investigation of Effects of Copolymers on Corn Plants Under Salt Stress

ABSTRACT: In this study, in order to investigate possible applications in agriculture of biodegradable poly
(ethylene oxide) -co- (e-caprolactone) [poly (EO-co-e-CL)] copolymer synthesized in 4 different ratios, growth
analysis was performed in corn plants. Copolymers, 200 mM salt (NaCl) solution and both copolymers and salt
solution were applied to the corn together and compared with the control groups. To evaluate the effect of copolymers
and salinity on plant growth, some biochemical analyzes such as lipid peroxidation, pigment and total carbohydrate
content were performed. It was determined that copolymers had a positive effect on malondialdehyde (MDA) a
product of lipid peroxidation and total carbohydrate content as well as chlorophyll content. Furthermore, poly (EO-
co-e-CL1:4) of these copolymers was more effective than other copolymers in preventing the harmful effects of
salinity on the growth of corn plants. As a result, it was observed that all parameters examined were negatively
affected by salt stress, while copolymer application had a positive effect.
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GIRIS

Biyobozunur polimerler, bakteri, mantar, alg, maya ve diger mikroorganizmalarin dogada etkisiyle
¢oziinen polimerler olarak adlandirilirlar (Puccini ve ark., 2017). Sentetik olarak iiretilen ancak biyolojik
olarak pargalanabilen poli (laktik asit) (PLA), poli (e-kaprolakton) (PCL), poli (glikolik asit) (PGA),
biyolojik olarak pargalanabilen polimer 6rnekleridir (Lungu ve ark., 2004; Okada, 2002). Baslatic1 olarak
benzil alkol ve katalizor olarak da kalay (II) oktatin [Sn(Oct).] kullanildig: halka agilma polimerizasyonu,
bu polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan yontemlerden biridir (Torgut ve Demirelli, 2016). PCL diisiik
fiyati, farkli tibbi uygulamalari, yavas bozulmasi gibi 6zellikleri nedeniyle arastirmacilar igin dikkat
¢cekmektedir (Seggiania ve ark., 2018). Son yillarda, biyobozunur malzemelerin tarimsal uygulamalarda
tiretimini ve isleyisini incelemek i¢in arastirma merkezleri kurulmustur (Mugnozza ve ark., 2004).

Toprak tuzlulugu, 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde bitkilerin vegetatif ve generatif gelisimini
ve buna bagli olarak da meyve tutumunu 6nemli 6l¢iide etkileyen 6nemli bir abiyotik stres faktoriidiir. Tuz
stresinin  fizyolojik ve biyokimyasal siirecler iizerinde etkileri yikici olabilmektedir. Yiiksek tuz
konsantrasyonu toksiktir ve tirlinlerin ekonomik verimini ve kalitesini diisiirmektedir (Serna ve ark., 2015).
Yiiksek tuz konsantrasyonu, hiicresel iyonlarin dengesizligine yol agabilir. Genler ve enzimler iizerinde
toksik etkiler olusturabilir ve fotosentezi azaltir (Moharramnejad ve Taherkhani, 2015; Muchate ve ark.,
2019). Tarim arazilerinin yaklasik %20'sinin tuz stresinden etkilendigi belirtilmektedir. Bu nedenle, tuza
toleransh {iriinler yetistirmek ve mahsul verimini azaltma problemini ¢6zmek i¢in tuz stresinin fizyolojik
mekanizmalarini anlamak ¢ok 6nemlidir.

Literatiir degerlendirmelerinde biyolojik olarak pargalanabilen poli (EO-ko-g-CL) kopolimerlerinin
NaCl stresi altinda yetisen musir bitkilerini nasil etkiledigi konusunda arastirmaya rastlanilmamistir. Bu
nedenle, bu arastirmada degisken &-CL oranlar1 ile amfifilik ve biyobozunur olan poli (EO-ko- e-CL)
kopolimerlerinin tuz stresi altindaki Zea mays L. cv. “72 May 99” {izerindeki etkileri pigment igerigi, MDA
ve toplam karbohidrat igerigi incelenerek degerlendirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alismada kullanilan kopolimerler, 6nceki arastirmamizda (Beker Akbulut ve Torgut, 2020)
sentezlenen ve karakterize edilen kopolimerlerdir. Sodyum kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich'ten temin
edilmistir. Tiim kimyasallar analitik saflikta kullanilmistir. Zea mays L. cv. "72 May 99" tohumlar1t May
Tohum Sirketi’nden saglanmistir. Kopolimerlerin sentez reaksiyonu ve kimyasal yapisi Sekil 1°de
verilmistir.
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0
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Sekil 1. Kopolimerlerin kimyasal yapis1
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Stres Uygulamalar ve Biiyiime Kosullar

Zea mays cv. “72 May 99” tohumlari, % 5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile 10 dakika siireyle sterilize
edilmis ve distile suyla yikanarak toprak igeren plastik saksilara ekilmistir. Hoagland ¢ozeltisi kullanilarak
ic glinde bir saksilar sulanmistir. Deney, kontrollii kosullar altinda bir kiiltiir odasinda yapilmigtir. Oda
sicakligr 23 £ 2 °C'ye, nem % 60'a ayarlanmistir. Deney diizenegi asagidaki gibi 4 gruba ayrilmistir: ()
sadece toprak (kontrol), (b) ayr1 ayr1 dort kopolimerle muamele edilmis toprak [poli (EO-ko-g-CL1:1, poli
(EO-ko-e-CL01:2), poli (EO-ko-CL01:3), poli (EO-ko-e-CL1:4)] (c) NaCl ¢ozeltisi ile muamele edilmis
toprak ve (d) kopolimerler ve NaCl ¢6zeltisi ile muamele edilmis toprak. Kopolimer (0.5 g) ve 200 mM
NaCl uygulamasi tohumlarin ekimden bes giin sonra baslatilmistir. Uygulama igin se¢ilen 200 mM NaCl
konsantrasyonu 6n ¢imlenme denemeleri ile belirlenmistir. Kontrol ve kopolimer gruplar1 sadece Hoagland
¢ozeltisi kullanilarak sulanirken, stres gruplar1 her bir saksiya 20 mL 200 mM NaCl ¢6zeltisi kullanilarak
sulanmigtir. Cimlenmeden 21 giin sonra tiim uygulama igin toplanan yaprak ornekleri sivi azot iginde
dondurularak analize kadar -80 ° C'de saklanmustir.

Lipid Peroksidasyonu (MDA Analizi)

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA analizi Heath ve Packer (1968)'a gore yapilmistir.
Oncelikle 0.5 g taze yaprak dokusu 5 mL %0.1'lik trikloroasetik asit (TCA) icinde homojenize edilmistir ve
homojenat 10.000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatanin 2 mL'sine, 2 mL
%0.5'lik thiobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi ilave edilerek karisim 30 dakika boyunca 95 °C'deki su
banyosunda inkiibe edilmistir. (TBA % 20°’lik TCA igerisinde hazirlanmistir). Siire bitiminde 6rnekler buz
banyosunda sogutulmustur. Son karigim, 15 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra absorbans 532
nm ve 600 nm'de UV-spektrofotometre ile l¢iilmiistiir. MDA igerigi, 155 mM™'lik ekstinksiyon katsayis1
kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar pmol/MDA g taze agirlik olarak saptanmustir.

Pigment Analizi

Pigmentlerin ekstraksiyonu isleminde De Kok ve Graham (1980) yontemi kullanilmistir. Ekstraksiyon
islemleri i¢in Ogiitiilen taze yaprak drneklerinden 1'er gram alinip 50 mL aseton (%100'liik-Merck) igerisine
konularak homojenize edilmistir. Daha sonra 151k goérmeyecek sekilde aliiminyum folyo ile kapatilmis
erlenlere konularak erlenlerin agzi parafilmle sarilmigtir. Calkalamali etiivde 30 dk homojenize edilerek 4
°C'ye ayarli buzdolabinda 24 saat siireyle bekletilmistir. Ornekler siiziilerek 1/5 oraninda su ilave edilerek
calkalamali etiivde 15 dk tekrar homojenize edilip buzdolabinda 24 saat siireyle bekletilmistir. Ornekler 24
saat sonra 3000 devir/dk'da 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen 6rneklerin absorbans degerleri
Lichtenthaler ve Welburn (1983)'a gore 662, 645, 470 nm'de okunarak klorofil a (Kl-a) , klorofil b (KI-b),
karotenoid (Kar) ve toplam klorofil miktarlar1 hesaplanmustir.

Toplam Karbohidrat Analizi

Toplam karbohidrat miktar1 Rosenberg (1980)'in oOnerdigi yonteme gore Olciilmiistiir. Yaprak
ornekleri kiiciik pargalara ayrilarak 50 °C'de 1 giin bekletilmistir. Daha sonra blendirda dgiitiilmiis ve tekrar
50 °C'de 1 gece tutulmustur. Desikatorde 1 saat bekletilen numunelerden 0.2 gr tartilarak, 5 mL % 72'lik
H>SO;4 ilave edilip 3 saat hidroliz edilmistir. 45 mL distile su eklenen 6rnekler 1 gece buzdolabinda
bekletilmistir. Ornekler filtre kagid ile siiziilmiistiir. Siiziintiiniin 1/100 oraninda seyreltilmesinden sonra,
500 pL’sine 2 ml antron reaktifi eklenip, vortekslenmistir ve tiiplere konularak agizlari aliminyum folyo ile
kaplanmistir. Tiipler kaynar su banyosunda 10 dakika tutulmus ve sonra distile su ile ayni islemler
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gergeklestirilerek kontrole karst 620 nm’de UV spektrofotometre ile okunmustur. Glikoz degerleri Slide
programina girilen standart degerlere gore hesaplanmustir.

Istatistiki Analizler
Elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri bilgisayarda SPSS 17.0 programinda yapilmaistir.
Bu programda varyans analizi yapilarak dnem kontrolii i¢in de Duncan (1955) testi uygulanmistir (p<0.05).

BULGULAR ve TARTISMA

Poli(EO-ko-¢-CL) Kopolimer Serisinin Tuz Stresine Maruz Birakilan Zea mays L. cv. '72 May 99’
Bitkisinde Lipid Peroksidasyonu Uzerine EtKisi

MDA igeriginin Ol¢iilmesi ile belirlenen lipid peroksidasyonu, tuz stresi kosullari altinda hiicre
membran hasarini gosteren en onemli kriterdir (Koca ve ark., 2007). Bu arastirmada tuz stresinin MDA
iceriginde dnemli derecede artisa neden oldugu gézlenmistir. Kontrole (0.49 pmol MDA/g taze agirlik)
kiyasla kopolimer uygulamasi sonrasinda gozlenen MDA igerigindeki artis ve NaCl (1.16 umol MDA/g
taze agirlik) uygulamasina kiyasla NaCl ve kopolimer uygulanan gruplardaki MDA igerigindeki azalig
sonucunda kopolimer uygulamasi ile tuza tolerans dzelliginin baglantili oldugu belirlenmistir (Sekil 2). Tuz
stresi uygulanan grupla karsilastirildiginda, tuz stresi ve kopolimerlerin uygulandigi grupta MDA igeriginde
azalis meydana gelmistir. En diisiik MDA igerigi kontrol grubunda 0.49 pumol MDA/g taze agirlik olarak
bulunmustur. En yiiksek MDA igerigi ise NaCl uygulanan gruplarda 1.16 pmol MDA/g taze agirlik olarak
saptanmigtir. Sekil 2 incelendiginde NaCl+Poli(EO-ko-¢-CL1:4) kopolimer uygulamasinin tuz stresi
uygulanan grupta MDA aktivitesinde biiyiik oranda iyilestirici etki gosterdigi saptanmuistir.

1.4

MDA (umol MDA/ g taze aguhk)

Uygulamalar

Sekil 2. Kopolimerlerin NaCl stresi altinda Zea mays L.cv. ‘72 May 99’ bitkisinde lipid peroksidasyonu iizerindeki
etkileri. Farkli harflerle gosterilen degerlerin istatistiki agidan (p<0.05) 6nemli, ayn1 harflerle gosterilen degerlerin
o6nemsiz oldugu Duncan testi ile belirlenmistir
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Poli(EO-ko-¢-CL) Kopolimer Serisinin Tuz stresine maruz birakilan Zea mays L. cv. '72 May 99°
Bitkisinin Pigment Icerigi Uzerine Etkisi

Tuzluluk gibi stres kosullar1 klorofil igeriginin azalmasina neden olarak bitki biiylimesinde
olumsuzluga yol agmaktadir (Sudhir ve Murthy, 2004). Tuz stresi kosullarinda misir bitkisinde kopolimer
poli(EO-ko-e-CL) uygulamasinin Kl-a, KI-b Kar ve toplam pigment igerigi tizerine olan etkileri istatistiksel
olarak Sekil 3’de verilmistir. Tuz uygulamasinin olusturdugu strese bagli olarak toplam klorofilin yani sira
Kl-a, KI-b ve Kar pigmentlerinin de yikima ugradigi ve miktarlarinda biiyiikk oranda azalma oldugu
saptanmistir. NaCl+Poli(EO-ko-e-CL1:1), NaCl+Poli(EO-ko-¢-CL1:2), NaCl+Poli(EO-ko-e-CL1:3), ve
NaCl+Poli(EO-ko-e-CL1:4) uygulanan gruplardaki Kl-a igerigi sadece NaCl uygulanan gruplara kiyasla
daha yiiksek bulunmustur. En yiiksek Kl-b igerigi kontrol grubunda 4.51 ug/g olarak saptanmistir. Kar
verileri incelendiginde en yiiksek Kar degeri 4.19 pg/g olarak NaCl+Poli(EO-ko-e-CL1:1) uygulanan grupta
belirlenmistir. Toplam klorofil icerigi degerlendirildiginde en yiliksek toplam klorofil icerigi kontrol
grubunda 20.14 pg/g olarak saptanmistir. En diigiik toplam klorofil igerigi ise  13.73 pg/g olarak NaCl
uygulanan gruplarda bulunmustur (Sekil 3). Sonug¢ olarak, 200 mM tuz uygulamasimin misir bitkisinin
fotosentetik metabolizmasi iizerinde olumsuz etkisinin oldugu ayrica strese cevapta rollerini aragtirdigimiz
dort kopolimerin de bu olumsuz etkiyi azalttigi bulgularimiz ile saptanmistir (Sekil 3).

Pigment (ng/g)

OKl-a BKI-b BKar m@Toplam klorofil

Sekil 3. Kopolimerlerin NaCl stresi altinda Zea mays L.cv. ‘72 May 99’ bitkisinde pigment iizerindeki etkileri. Farkl
harflerle gosterilen degerlerin istatistiki agidan (p<<0.05) énemli, ayn1 harflerle gosterilen degerlerin 6nemsiz oldugu
Duncan testi ile belirlenmistir

Poli(EO-ko-¢-CL) Kopolimer Serisinin Tuz Stresine Maruz Birakilan Zea mays L. cv. '72 May 99’
Bitkisinin Toplam Karbonhidrat Icerigi Uzerine Etkisi

Bitkilerde karbonhidrat igerigini etkileyen ve en yaygin kullanilan stres faktorleri, tuz stresi, 151k
siddeti ve sicakliktir (Torgut ve Beker Akbulut, 2018). Kontrol, tuz ve kopolimer uygulamas: yapilan
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gruplarda toplam karbonhidrat icerigi degerlendirildiginde en yiiksek toplam karbonhidrat igerigi kontrol
grubunda 1.08 pg/g olarak saptanmistir. En diisiik toplam karbohidrat igerigi ise 200 mM NaCl uygulanan
gruplarda 0.43 pg/g olarak bulunmustur. Bir¢ok ¢alismada tuz varliginda karbonhidrat igeriginde bir diisiis
oldugu belirlenmistir (Kerepesi ve Galiba, 2000; Torgut ve Beker Akbulut, 2018). NaCl+Poli(EO-ko-e-
CL1:1), NaCl+Poli(EO-ko-e-CL1:2), NaCl+Poli(EO-ko-e-CL1:3) ve NaCl+Poli(EO-ko-¢-CL1:4)
uygulamasinin NaCl stresinin olumsuz etkisini %50-%85 oraninda azalttig1 goriilmiistiir. Istatistiksel
sonuglar Sekil 4’de verilmistir.

14
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Sekil 4. Kopolimerlerin NaCl stresi altinda Zea mays L.cv. ‘72 May 99’ bitkisinde toplam karbonhidrat tizerindeki
etkileri. Farkl harflerle gosterilen degerlerin istatistiki agidan (p<0.05) 6nemli, ayn1 harflerle gosterilen degerlerin
onemsiz oldugu Duncan testi ile belirlenmistir

SONUC

Bu ¢alismada, biyobozunur poli (EO-ko- &-CL) kopolimerlerinin tuz stresi (200 mM NaCl) altindaki
Zea mays L. cv. “72 May 99” lizerindeki etkileri pigment, MDA ve toplam karbohidrat igerigi arastirilarak
saptanmaya calisilmistir. Sonuclar farkli e-CL'ye sahip olan kopolimerlerin bitkilerin biiylimesini
destekleyebilecegini, MDA konsantrasyonunu azaltabilecegini, toplam karbonhidrat igerigini
iyilestirebilecegini ve pigment icerigini artirabilecegini gostermistir. Kopolimerlerin 200 mM’lik tuz
¢ozeltisi ile birlikte uygulanmasinin, NaCl'nin misir bitkileri iizerindeki olumsuz etkisini 6nemli 6lgiide
azalttig1 saptanmistir. Bu nedenle kopolimerlerin tuzluluga karsi koruyucu bir etkisi oldugu sonug¢larimiz
ile desteklenmektedir. Ayrica poli (EO-ko-e-CL1:4) kopolimerinin misir yapraklarinda tuz stresinin
azaltilmasinda daha etkili oldugu gozlenmistir. Sonug olarak tuz stresi ile miicadelede arastirmamizda
kullandigimiz kopolimerler ile olumlu cevaplar almamiz nedeni ile dnemli bir sonug elde edilmistir. Bundan
sonra bitki gelisimi ve biiylimesini tesvik etmesi ile ilgili farkli aragtirmalarin yapilmasi ile bu
kopolimerlerin uygulamasinin tuz stresinin ¢oziimiinde dnemli bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir.
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