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Oz: Bu calismada tuzlu kosullarda biberin bazi fide o6zellikleri iizerine
melatonin (MEL) uygulamasinin etkisi incelenmistir. Deneme 1:1 torf perlit
ortaminda viyollerde yiirutiilmiistiir. Fidelere 4 ger¢ek yaprakl asamada 0, 5
ve 10 pM MEL uygulanmis ve uygulamadan 2 giin sonra tuz stresi grubunda
olan fideler 75 pM tuzlu su ile kontrol ortamindaki fideler su ile sulanmaya
baslanmistir. 1ki hafta siiren denemede, tuz stresi {lizerine MEL
uygulamalarinin etkisini incelemek amaciyla bitki boyu, yas agirlik, stoma
iletkenligi, EC, antosiyanin, klorofil ve karotenoid miktarlar1 belirlenmistir.
Bitki boyu ve yas agirlik degerleri incelendiginde en iyi sonu¢ 5 uM MEL
kontrol (sirasiyla 20.6 cm ve36.31 g) uygulamasinda, en diistik ise 0 uM MEL
(sirasiyla 14.5 cm ve 18.89 g) tuz stresi uygulamasinda tespit edilmistir.
Stoma iletkenligi bakimindan 10 pM MEL kontrol uygulamasi 124.9 mmol m-
2slile en iyi sonucu verirken, 0 uM MEL tuz stresi uygulamasinda 41.5 mmol
m-2 s ile en diisiik 6l¢iilmiistiir. EC agisindan 10 uM MEL kontrol uygulamasi
%0.23 ile en az bozulma 0 uM MEL tuz stresi uygulamasi %0.36 ile en fazla
bozulma ile sonuglanmistir. Elde ettigimiz sonuglara gére biber fidelerine
MEL uygulamasinin tuz stresine karsi toleransi arttirmada kullanilabilecegi
ve en uygun dozun 5 uM MEL oldugu belirlenmistir.
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Abstract: The aim of this study is to determine the effects of melatonin (MEL)
applications on seedling properties of the pepper seedlingsexposed to salt
stress. The experiment was carried out in pots filled with 1: 1 peat perlite
medium. Possibilities of improving salt stress tolerance of pepper (4-true leaf
stages) seedlings through MEL application as soil drench in various
concentrations (0, 5 and 10 uM) were also explored. Salt-stressed seedlings
were watered with 75 pM NaCl for 2 weeks while seedlings in the control
treatment were watered with tap water. In order to investigate the effect of
MEL application on salt stress, the amount of plant height, fresh weight,
stoma conductivity, EC, anthocyanin, chlorophyll and carotenoid were
determined. When plant height and fresh weight were examined, the best
results were found in 5 pM MEL control (20.6 cm and 36.31 g respectively)
application and the lowest in 0 uM MEL (14.5 cm-18.89 g respectively) salt
stress application. In terms of stoma conductivity, 10 pM MEL control gave
the best results with 124.9 5 mmol m=2 s, and 0 uM MEL salt stress
treatment had the lowest conductivity with 41.5 mmol m s'1. In terms of EC,
10 uM MEL control application resulted in the least degradation of tissues
with 0.23% and 0 uM MEL salt stress application resulted in the highest
tissue deterioration with 0.36%. According to the results we obtained, it was
determined that MEL application to pepper seedlings could be used to
increase tolerance against salt stress and the most suitable MEL
concentration was determined as 5 pM.

1. Giris

Tuzluluk, kuraklik, ekstrem sicakliklar, su baskini, kirletici maddeler, radyasyon, riizga, topragin besin
maddelerinden yoksun olmasi gibi abiyotik stres faktorleri ve patojenler, hayvanlarve parazit bitkiler gibi
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biyotik stres faktorleri bitki biiyiimesini ve gelismesini olumsuz etkilemektedir. Bununla birlikte bitkilerin
stres faktorlerine karsi adaptasyonuna yonelik g¢alismalar ve farkli yontemlerin kullanilabilirliginin
arastirilmasi 6nem kazanmistir. Tarim alanlarinda tuzlulugun artmasi ile toprak yapisinda bozulma, bitki
verimliligi ile birlikte triin kalitesi de sinirlanmaktadir. Tuz stresi, morfolojik, fizyolojik, hiicresel ve
molekiiler diizeyde pek ¢ok olumsuzluga neden olmaktadir. Olumsuz ¢evre kosullarina karsi miicadele
yontemlerinden birisi de strese karsi tolerans saglayan bitki biiylime diizenleyicilerinin kullanilmasidir [1,
2].

Sigir beyin lstil bezinden 1958 yilinda izole edilen bir indolamin olan melatonin (MEL) bu molekiiller
arasinda sayilabilir [3]. Ilk olarak omurgali hayvanlarda bulunan MEL yillarca sadece hayvanlara 6zgii bir
hormon veya diizenleyici olarak kabul edilmistir [4]. Bitkilerde ise 1995 yilinda birbirinden habersiz iki
ayr1 arastirmaci grubun yaptigi calismalarla (6zellikle tahillarda, meyvelerde ve sebzelerde) kesfedilmistir
[5, 6]. Artan ¢alismalarla MEL'in bitkilerde strese karsi gii¢lii bir antioksidan oldugu ve stres altindaki
bitkilerde glutatyon reduktaz, katalaz (CAT), peroksidaz (POX) ve siiperoksid dismutaz (SOD) gibi enzim
aktivitelerini tesvik ettigi ve diizenledigi bulunmustur [7-16].

Tuz stresi kurak ve yar1 kurak bolgelerde bitki gelisimi ve uriin verimliligini kisitlayan 6nemli stres
faktorlerinden biridir. Tuz stresini olumsuz etkileri tuz ¢esidine, stres siiresi ve diizeyine, bitkinin genotipi
ve gelisim asamasina bagh olarak farklilik gosterebilir ayrica strese maruz kalan bitkilerde bazi metabolik
olaylar ve fotosentetik aktivitenin azalmasi bitkinin hayatta kalmasin etkileyebilmektedir [17]. Bitkiler
melatonin sentezler ve tuz stresi altinda bitkilerin melatonin igerigi yiikselir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
temizlenmesi fotosentetik verimin ve metabolit iceriginin artmasinda MEL 6nemli rol oynar. Disaridan
MEL uygulamasi bitkinin tuz stresine karsi diren¢ gostermesinde ve hayatta kalma sansini arttirmada
etkili olabilmektedir [18].

Bu ¢alismada, tuz stresine karsi hassas bir bitki olan biber fidelerinde MEL'’in tuz stresine karsi biiyiimeyi
diizenleyici ve antioksidan etkisinden faydalanilarak uygun MEL dozunun tespit edilmesi hedeflenmistir.
Denemede tuz stresi i¢cin uygun MEL dozunu belirlemek amaciyla bitki boyu, yas agirlik, stoma iletkenligi,
EC, antosiyanin, klorofil ve karotenoid miktarlar1 6l¢iilmiistiir.

2. Materyal ve Metot

Denemede Balikesir tohumculugun “Yalova Yaglik” biber ¢esidine ait fideler kullanilmistir. Fideler 6zel bir
sirketten alinarak 1:1 torf perlit ortaminda viyollere dikilmistir. Fidelere 4 gercek yaprakli asamada
topraktan (her bir bitkiye 100ml) 0, 5 ve 10 uM MEL uygulanmis ve uygulamadan 2 giin sonra tuz stresi
grubunda olan fideler 75 pM tuzlu su ile kontrol ortamindaki fideler su ile sulanmaya baslanmistir. Sulama
haftada 3 kez olacak sekilde 2 hafta devam etmistir ve sonrasinda deneme sonlandirilmistir.

Biber yapraklarinda MEL tayini Arnao ve Hernandez-Ruiz [19]'de belirtilen ekstraksiyon ve analiz
yontemleri baz alinarak belirlenmistir. Ekstraksiyon dahil tim islemler MEL’in 1s1ga hassasiyeti
dolayisiyla suni los 151k altinda yapilmistir. Analizde floresan dedektorlii Shimadzu marka (Prominance
UFLC model) HPLC cihazi ve Inertsil ODS2 (GL Sciences, 5 pM, 150 x 4.6 mm) kolonu kullanilmistir. Analiz
icin 280 nM, emisyon dalga boyu olarak da 350 nM kullanilmistir. Mobil faz olarak 40:60 oraninda
methanol ve 0,1 mM sodyum fosfat tamponundan (pH:4,5) olusan karisim kullanilmistir. Okumalarda 20
uL 6rnek kullanilmis, kolon firin sicakligl 35 °C olarak ayarlanmis ve akis hizi 0,4 mL dk-! olmustur. Elde
edilen pikler, standart MEL ¢o6zeltilerinden elde edilen piklerle karsilastirilarak MEL icerigi (ng g1 TA)
belirlenmistir.

Bitkilerde Kklorofil icerigi tesadiifen alinan 0,5 g yaprak 6rnegi %80’lik aseton ile ekstrakt edildikten sonra
filtre edilmis ekstrakt soliisyonunun absorbanslarinin spektrofotometrede 645 nM ve 663 nM’'de
okunmasindan sonra Giines vd., [20]’'de belirtilen formiillere gére hesaplanmistir. Antosiyanin igerigi
(Opti Science ACM-200 Plus Anthocyanin Meter) belirlenmistir. Stoma iletkenligi yaprak porometresi
(Decagon) ile saat 13.00-14.00 arasinda 6l¢iilmiistiir.

Fideler kék bogazindan kesilmis ve toprak iistli kisim yas agirlik (mg bitki-1) olarak belirlenmistir. Bitkiler
arasinda tesadiifen secilen 2 bitkiden (her uygulamanin her bir tekerriiriinden) yaprak diskleri alinmis
elektriki iletkenligi Korkmaz vd., [21]’de belirtilen metoda gore 6l¢iilmiistiir. Toplam fenolik miktari, Folin
Ciocalteu kolorimetrik yontem kullanilarak Singleton ve Rossi'ye [22] gore belirlenmis ve sonuglar, gallik
asit cinsinden (mg/g) verilmistir. Her bir tekerriiriinden tesadiifen alinan 0,5 g yaprak érnegi %80’lik
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aseton ile ekstrakt edilmis 480 nM, 645 nM ve 663 nM okumalarindan sonra karotenoid miktarlar:
hesaplanmistir [23].

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekerriir ve her tekerriirde 9 bitki olarak kurulmus
elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 20.0 paket programi kullanilarak yapilmistir.
Uygulamalar arasindaki farklhiliklarin belirlenmesinde Duncan Multiple Range Test (Duncan c¢oklu
karsilastirma testi) uygulanmistir. Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesinde farklar arasindaki
onemlilik diizeyi 0.05 olarak tespit edilmistir.

3. Bulgular

Tuz stresi altindaki biber fidelerinde MEL icerigi, stoma iletkenligi, bitki boyu ve yas agirlik verileri
incelendiginde MEL uygulamasi ile birlikte melatonin igeriginin arttif1 bununla beraber strese maruz
kalan bitkilerde kalmayanlara oranla MEL seviyelerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. MEL
uygulanmamis biber fidelerinde MEL igerigi 31.23 ng g-! TA olarak bulunurken tuz stresine maruz kalmis
ve MEL uygulanmamis fidelerde 49.83 ng g1 TA olarak tespit edilmistir. En yliksek MEL icerigi 86.20 ng g
TA ile tuz stresine maruz kalmis 10 uM MEL uygulamasinda tespit edilmistir.

Tuz stresine maruz kalmis bitkilerde stoma iletkenligi azalma gostermistir. En diisiik stoma iletkenligi tuz
stresinin altinda 0 pM MEL uygulamasinda (41.5 mmol m2 s'1) en yiiksek ise 124.9 mmol m-2 st ile 10 pM
MEL kontrol uygulamasinda 6l¢tilmistiir. Bitki boyu ve yas agirlik acisindan en yiiksek degerler (sirasiyla
20.6 cm ve 36.3 g bitki-l) 5 uM MEL kontrol uygulamasinda en diistiik degerler (sirasiyla 14.5cm ve 18.9
bitki-1) ise tuz stresi altindaki 0 uM MEL uygulamasindan elde edilmistir. Bknz Tablo 1.

Tablo 1. Melatonin uygulamalarinin melatonin, stoma iletkenligi, bitki boyu ve yas agirlik iizerine etKisi..

Uygulamalar MEL Stoma Iletkenligi Bitki Boyu Yas Agllrhk
ng gl TA (mmol m2s1) cm g bitki-!
0 uM MEL 31.23e 1109a 18.6 ab 35.6a
Kontrol 5 uM MEL 47.70d 1053 a 20.6 a 36.3a
10 uM MEL 72.23b 1249 a 203 a 353a
0 uM MEL 49.83d 41.5b 14.5c 189b
Tuz stresi 5 uM MEL 63.23 ¢ 83.2ab 16.7 bc 22.3Db
10 uM MEL 86.20 a 55.3b 16.1 bc 209b

Tuz stresi altindaki biber fidelerinde MEL uygulamasinin klorofil ve elektriki iletkenlik tizerine etkileri
incelendiginde en yiiksek toplam klorofil degeri 248.2 mg? TA ile kontrol ortaminda 10 uM MEL
uygulamasinda bulunmustur. Tablo incelendiginde tuz stresi ile birlikte elektriki iletkenlik degerlerinin
arttig1 ve en fazla dokusal bozulmanin %36 ile tuz stresi altindaki 0 pM MEL uygulamasinda oldugu
goriilmektedir. Bknz Tablo 2.

Tablo 2. Melatonin uygulamalarinin klorofil icerigi, elektriki iletkenlik {izerine etkisi

Uygulamalar Klorofil icerigi Elektriki iletkenlik
mg1TA (%)
0 uM MEL 211.3 bc 24b
Kontrol 5 uM MEL 201.6¢ 24b
10 uM MEL 248.2a 23b
0 uM MEL 209.6 bc 36a
Tuz stresi 5 uM MEL 224.0 abc 34a
10 uM MEL 241.6 ab 35a

Stres altindaki biber fidelerinde MEL uygulamasinin toplam fenolik, karotenoid ve antosiyanin ilizerine
etkileri incelendiginde tuz stresi ve MEL ilavesiyle birlikte toplam fenolik madde miktarin arttig
goriilmektedir. En yiiksek toplam fenolik ve karotenoid degeri (sirasiyla 0.77- 7.7 mg/g) tuz stresi
altindaki 10 uM MEL uygulamasinda, en diisiik miktarlar ise (sirasiyla 0.44-6.6 mg/g) 0 uM MEL kontrol
ortaminda bulunmustur. Tuz stresiyle antosiyanin miktarinda goriilen artis MEL ilavesiyle birlikte bir
miktar diisiise neden olmustur. En yiiksek antosiyanin miktar1 6.8 ile tuz stresi altindaki 0 uM MEL
ortaminda belirlenmistir. Bknz Tablo3.
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Tablo 3. Melatonin uygulamalarinin toplam fenolik, karotenoid ve antosiyanin icerigine etkisi

Uygulamalar Toplam fenolik Karotenoid Antosiyanin
GAE mg/g mg/g (ACD
0 uM MEL 0.44c 6.6b 4.8 bc
Kontrol 5 uM MEL 0.45c 7.3 ab 4.9 be
10 pM MEL 0.59b 7.3 ab 43c
0 uM MEL 0.63b 7.1ab 6.8a
Tuz stresi 5 uM MEL 0.71a 7.0 ab 6.6a
10 uM MEL 0.77 a 7.7 a 5.8 ab

4. Tartisma ve Sonug

Calismada tuz stresi ve MEL ilavesi ile birlikte MEL miktarlarinda artis gézlenmistir. MEL uygulanmamis
biber fidelerinde MEL igerigi 31.23 ng g! TA olarak bulunurken tuz stresine maruz kalmis ve MEL
uygulanmamis fidelerde 49.83 ng g1 TA olarak tespit edilmistir. Li vd. [18] ‘de tuz stresinin i¢sel MEL
iceriginde artislara sebep oldugunu bildirmistir. Yine ¢alismamiza benzer sekilde tuz, diisiik sicaklik,
¢inko ve kuraklik gibi farkl stres faktorleri altindaki ac1 bakla ve arpa bitkilerinde i¢sel MEL seviyelerinde
stres faktoriiniin yogunlugu ve uygulama zamanina gore artislar goriilmiistiir [24, 25].

Bitki boyu ve yas agirlik agisindan en yiiksek degerler 5 uM MEL kontrol ortaminda belirlenmistir. MEL
ilavesinin patlican fidelerinde tisiime stresine toleransi arttirdig1 govde yas ve kuru agirliklarinda daha iyi
sonuglar verdigi tespit edilmistir [26]. Fidelere yapilan MEL uygulamalarinin stoma iletkenligini olumlu
etkiledigi goriilmektedir. Tuz stresinde 5 pM MEL uygulamasi1 stoma iletkenligini yaklasik iki kati
arttirmistir. Klorofil icerigi de benzer sekilde MEL uygulamas: ile birlikte artis gostermektedir. Bu
sonuglar, MEL uygulanmis bitkilerde fotosentetik kapasitenin tuz stresinden daha az etkilendigini
gostermistir. MEL klorofil yaslanmasini1 6nlemede koruyucu bir rol oynamakta ve fotosentez verimliligini
arttirmaktadir. Kuraklik stresi nedeniyle fotosentezdeki azalmayi 6nleyerek bitki biiyiimesini tesvik
etmektedir [27]. Tuz stresine maruz kalmis misirda MEL uygulamasi fotosentezi %19 arttirmistir [28].
Yine misirda kuraklik stresine kars1 100 mM yapraktan MEL uygulanmis ve fotosentetik aktivite ve stoma
iletkenligini arttirmistir [29].

Toplam fenolik ve karotenoid miktarlar1 MEL ilavesi ile birlikte artis gdstermistir. Tiitlin bitkisinde tuz ve
kuraklik stresine karsi MEL uygulanmis bizim c¢alismalarimiza benzer olarak MEL uygulamalarinin
karotenoid miktarini arttirdigi bulunmustur [30].

Sonug olarak, tuz stresine karsi biber fidelerine disaridan MEL uygulamasinin strese karsi toleransin
arttirllmasinda kullanilabilecegi goriilmektedir. Strese maruz kalmis bitkiler a¢gisindan inceledigimizde
stoma iletkenligi, bitki boyu, yas agirlik, elektriki iletkenlik miktarlar1 agisindan 5 pM MEL uygulamasi,
MEL miktari, klorofil igerigi, toplam fenolik ve karotenoid miktar1 bakimindan 10 pM MEL uygulamalari
en iyi sonucu vermistir. Denemede elde edilen sonuglar, MEL'in bitki tuz toleransini arttirmak i¢in bir bitki
biiytime diizenleyici olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Calismamiz neticesinde tuz stresine karsi
biber fidelerine 5 pM MEL uygulamasini stres toleransini azaltmada ve zararlanmay1 engellemede
onerebiliriz.
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