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OZET: Bu calismada melatoninin biberde fide asamasinda iisiime stresine kars1 tolerans saglama iizerine etkilerini
arastirmak amaglanmistir. Sena ¢esidi biber fideleri dort tam ger¢ek yapraga sahip olduklarinda, 0, 1, 5 ve 25 uM
melatonin igeren saf (distile) su bitkilerin yapraklaria piiskiirtiilmiistiir. Melatonin uygulamalarindan 1 giin sonra
bitkiler iisiime stresine tabi tutulmuslardir. Usiime stresi uygulamasi 3 giin siirmiis ve bitkiler 12 saat boyunca 5+1
°C (gece, aydinlatma yok) ve 12 saat boyunca da 10+1 °C’ye (giindiiz, aydinlatma var, 1sik siddeti: 225 pmol m?s™)
maruz birakilmislardir. Yapraktan yapilan melatonin uygulamalarinin {igiime stresi kosullari altindaki biber
fidelerinin geligmelerini olumlu sekilde etkiledigi ve iisiime stresine karsi toleransi arttirdigr gézlemlenmistir.
Melatonin konsantrasyonlart karsilastirildiginda, 5 pM uygulamasinin daha etkili oldugu goriilmiistir ve 5 uM
melatonin ile muamele edilmis bitkilerde daha az gorsel zarar olusmus ve fotosentetik aktivite, doku nispi su igerigi
ve antioksidan enzim aktiviteleri artmistir. Bu arastirma sonuglarina dayanarak, melatoninin biber fidelerine
yapraktan 5 uM konsantrasyonunda uygulanmasinin igiime stresine karsi toleransi arttirmada kullanilabilecek bir
yontem oldugu goriillmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Biber, Capsicum annuum L., melatonin, stres toleransi, tigiime stresi

Enhancing Chilling Stress Tolerance in Pepper Seedlings by Foliar Application of Melatonin

ABSTRACT: In this research, the possibilities of improving chilling stress tolerance in pepper (Capsicum annuum
L.) at seedling stages were investigated. In order to improve tolerance to chilling stress, melatonin was applied in
various concentrations (0, 1, 5 or 25 pM) through foliar spray. After melatonin applications, plants were subjected to
chilling stress at (5 °C/10 °C, night/day) for 3 days. Following stress imposition, the efficacy of melatonin treatments
on improving tolerance to chilling stress was determined by various physical measurements and physiological and
biochemical analyses. The results indicated that foliar application of melatonin was found to be quite effective in
enhancing chilling stress tolerance. Of the melatonin concentrations tested, treating the seedlings with 5 uM of
melatonin provided significant protection against chilling stress compared to non-melatonin-treated seedlings.
Melatonin treatment enhanced the photosynthetic capacity and boosted antioxidant enzyme activity while reducing
visual damage symptoms. Therefore, it could be deduced from the results of the current research that foliar
application of melatonin in 5 uM concentrations could be used effectively in enhancing seedling tolerance to
chilling stress.
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GIRIS

Bugiin  varligt hemen hemen tim canli
organizmalarda kanitlanan bir molekiil olan melatonin
(N-acetyl-5-methoxytryptamine), ilk olarak 1958

tirlerinde de varligi kanitlanmistir (Arnao, 2014;
Posmyk ve Janas, 2009; Reiter ve ark., 2015).
Bitkilerde bulunan melatonin miktar1 sadece tiirden

tire farklilik gostermekle kalmaz, ayni zamanda aym

yilinda sigir beyin iistii bezinden izole edilen bir indol
amindir (Lerner ve ark., 1958). ilk olarak omurgal
hayvanlarda kesfedildigi i¢in melatonin yillarca sadece
hayvanlara 6zgii bir diizenleyici veya hormon olarak
kabul edilmistir (Reiter, 1991). Bu goriis, 1995 yilinda
iki aragtirmaci grubunun birbirlerinden bagimsiz olarak
melatoninin bitkilerde 6zellikle tahillarda, meyvelerde
ve sebzelerde varligmi kesfetmeleriyle degismistir
(Dubbels ve ark., 1995; Hattori ve ark., 1995). Daha
sonra bu molekiil hakkindaki arastirmalar artarak
siirmiis ve melatoninin bakterilerde, alglerde, bazi
yiiksek bitki, omurgasiz ve omurgali bir¢ok hayvan
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tiirtin icerisindeki genotipler veya gesitler arasinda veya
ayn1 genotip bireylerinin farkli biiylime evreleri iginde
de farklilik gosterir (Dubbels ve ark., 1995; Hattori ve
ark., 1995; Posmyk ve Janas, 2009). Ornegin, yesil
domates meyvelerinde melatonin igerigi en diisiik
seviyede bulundugu halde, olgun ve kirmizi renkli
meyvelerde ise en yiliksek seviyede bulunmustur (Van
Tessel ve ark., 2001). Patates yumrusunda hig
melatonine rastlanmazken (Badria, 2002), en yiiksek
melatonin (>3700 ng g) Cin kékenli tibbi bitkilerde
Olciilmiistir (Chen ve ark., 2003). Bu bitkilerin
yaslanmay1 geciktirici ve Ozellikle sinir sistemi
bozukluklart1  gibi  hastaliklar1  tedavi  etmede
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kullanilmasi, melatoninin antioksidan Ozelliklerinden
kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Ek olarak, bir
bitkinin organlar1 igerisinde de melatonin seviyeleri
degisiklik gosterebilir; tireme organlar1 ile tohumlar
genelde en yiiksek melatonin seviyelerine sahiptirler
(Reiter ve ark., 2015).

Insanlarda ve hayvanlarda melatoninin serbest
radikalleri  etkisiz  hale getirmede aktif rol
iistlenmesinden dolay1r genis spektrumlu antioksidan
olarak kabul edilmesi, bir¢ok arastiricida bu maddenin
bitkilerde de benzer sekilde roller istlendigi fikrinin
dogmasina neden olmustur. Bu fikri ilk ortaya atan
arastiricilar olan Dubbels ve ark. (1995), yabani
domatesin (L. pimpinellifolium) kiiltiir domateslerine
kiyasla (L. lycopersicum) 5 kat daha az melatonin
icerdigini ve bunun da sonucu olarak kiiltiir domates
cesitlerinin yiiksek ozon seviyelerine karsi daha tolerant
oldugunu bildirmislerdir. Yine Alp’lerde ve Akdeniz’in
yiiksek kesimlerinde yiiksek UV radyasyonu altinda
yasayan bitkilerin, ayni tiirlerin daha diisiik rakimlarda
ve diisiik UV radyasyonu altinda yasayan ekotiplerine
kiyasla ¢ok daha fazla melatonin icerdigi bildirilmistir
(Tettamanti ve ark., 2000). Ayrica, diisik sicaklik,
yiiksek sicaklik ve toprak kirliligi gibi olumsuz cevre
kosullar1 altinda yasayan bitkilerde melatonin iceriginin
normale gore daha fazla oldugu da degisik arastiricilar
tarafindan belirtilmistir (Tan ve ark., 2007 a ve b).

Abiyotik stres kosullar1 altinda yasayan bitkilerde
melatonin igeriginin normale gore daha fazla olmasi
yeterli i¢sel melatonin iiretmeyen bitkilerde disaridan
yapilan uygulamalar yoluyla da stres faktorlerine karsi
toleransin arttirilabilecegi fikrini dogurmustur. Ornegin,
Li ve ark. (2012), koklere yapilan 0.1 uM melatonin
uygulamasinin tuz stresi altinda yetistirilen Malus
hupehensis bitkisinde basta peroksidaz (POX) olmak
lizere antioksidan enzimlerin aktivitelerinde artiglara
neden oldugu ve bunun da hiicre zarindaki hasarin
azalmasma ve dolayisiyla da tuza karsi toleransin
artmasinda etkili oldugunu bildirmiglerdir. Benzer
sekilde Xu (2010) yiiksek sicaklik stresi altinda
yetistirilen hiyar fidelerine disaridan yaptigi melatonin
uygulamalari sonrasinda serbest radikallerin miktarinda
ve doku elektrik iletkenliginde oOnemli disiisler
oldugunu buna karsilik siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve POX gibi enzimatik ve askorbat ve
glutathion gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin
aktivitelerinde onemli yiikselisler oldugunu belirtmistir.
Shi ve ark. (2015) disaridan yapilan melatonin
uygulamalar1 sonrast disiik sicaklik, kuraklik ve
tuzluluk gibi ¢esitli stres faktorlerine maruz kalmis
bermuda ¢imi (Cynadon dactylon) bitkilerinde ¢ok daha
distik  miktarlarda serbest oksijen tiirevlerinin
olustugunu ve dolayisiyla daha az hiicre hasarinin
gerceklestigi; ancak bitki agirhigimin, dokulardaki
organik asit, seker ve aminoasit miktarlarinin arttigini
ortaya koymuslardir.
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Daha Once yiriittiigiimiiz calismalarda iki biber
cesidinin farkli organlarinda ve farkli bitki biiylime
evrelerinde melatoninin  seviyesindeki  degigimleri
ortaya konmus (Korkmaz ve ark., 2014) ve melatonin
uygulamalarinin biber tohumlarinin diisiik sicaklikta
¢imlenme ve fide cikiglarii arttirmada etkili oldugu
belirlenmistir (Korkmaz ve ark., 2016). Bu arasgtirmada
ise disaridan yapilan melatonin uygulamalarinin iisiime
stresine maruz kalan biber fidelerinin tizerindeki
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Bitkisel materyal

Aragtirmada bitkisel materyal olarak
Kahramanmaras Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nde 1slah
edilen, kirmizi pul ve toz biber iiretimi amaciyla yaygin
olarak yetistirilen ‘Sena’ biber (Capsicum annuum L.)
¢esidinin tohumlar1 kullanilmistir.

Bitkilerin
uygulamalar

Biber tohumlar1 igerisinde 3:1 oraninda torf-perlit
bulunan viyollere her bir viyol goziine ekilmis ve
viyoller 25/20 °C (giindiiz/gece) sicaklikta iklim
dolaplarinda tutulmustur. Iklim dolabinda 16 saat
sireyle aydinlatma (225 pmol m?s™) yapilmustir.
Fideler iki gercek yapraga sahip olduklarinda 100 ppm
(N’a gore) dozunda sivi giibre (18+18+18+iZ) ile
giibrelenmislerdir. Fideler dort tam gercek yapraga
sahip olduklarinda, 0, 1, 5 ve 25 pM melatonin igeren
saf (distile) su yapraklarina piskiirtiilmiigtiir. Pliskiirtme
suyuna 0.5 mL L™ oraminda Tween-20 olarak ilave
edilmigtir. Piskiirtme sirasinda yapraklarin her ki
ylizeyin de tamamen islanmasina dikkat edilmis ve
bitkilerin arasma siinger seritleri konularak yapraktan

yetistirilmesi ve melatonin

sizan fazla sularin  kok  bdlgesine  karigmasi
engellenmistir.
Melatonin uygulamasindan 1 tam glin sonra

bitkilerin yarisi iklim dolabinda 3 giin siire ile iisiime
stresine maruz birakilmig (+), diger yarisi ise iklim
odasinda normal kosullarda (25/20 "C) tutulmuslardir (-
). Usiime stresine maruz kalan bitkiler 3 giin siireyle 12
saat boyunca 5+1 'C (karanlik) ve 12 saat boyunca da
10£1 ‘C’ye (siddeti: 225 pmol ms™) iklim dolabinda
tutulmuslardir. Stresten 6nce ve sonra bitkiler sulanmis
ve iislime stresi bitiminden 3 giin sonra bitkiler lizerinde
asagida belirtilen fiziksel, biyokimyasal ve fizyolojik
Olglim ve analizler yapilmistir. Tesadif parselleri
deneme desenine gore kurulan olan deneme 4 tekerriirlii
olarak kurulmus ve her tekerriirde 12 bitki kullanilmis
ve aragtirma bir kez yinelenmistir.

Yapilan 6l¢iim ve analizler

Her bir bitkide stres sonrasi olusan gorsel hasar
Korkmaz (2002)’de belirtilen skala kullanilarak
belirlenmistir. Bitkilerin yaprak alanlar1 (yaprak sapi
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hari¢) LiCor LI-3000 serisi yaprak alani dlger yardimi
ile belirlenmistir.

Doku nispi su igerigini ve membran gecirgenligini
belirlemek icin hayatta kalan bitkiler arasinda tesadiifen
secilen 2 bitkiden alinan yaprak diskleri (1 cm ¢apinda)
alinmistir. Doku nispi su igerigi Kaya ve ark. (2003),
membran gegirgenligi ise Korkmaz ve ark. (2007)’na
gore belirlenmistir.

Bitkiler arasindan tesadiifen segilen 2 bitki (her
uygulamanin her bir tekerriiriinden) {izerinde tam olarak
geligmis en son yaprak iizerinde fotosentez dlger (Walz,
GFS3000) ile fotosentez hiz1 (A), stoma iletkenligi (gs)
ve terleme (E) 6l¢iilmiistiir. Olgiim sirasinda 151k siddeti
225 pumol m? s* (fidelerin iklim odasinda yetisirken
maruz kaldiklar 151k siddeti), nispi nem %55, sicaklik
25°C ve CO, konsantrasyonu 380 ppm olarak
belirlenmistir. Fotosistem II etkinligi (F,/Fy,) bitkiler
6l¢iim oncesi 30 dakika karanlikta tutulmuslardir.

Stres sonras1 dokulardaki H,0, igerigi Ozden ve
ark.(2009)’da belirtilen yonteme gore, bir bozulma
lirlinii olan malondialdehit (MDA) konsantrasyonu ise
Zhang ve ark. (2005)’e gore belirlenmistir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
peroksidaz (POX) enzimlerinin aktivitelerini belirlemek
amactyla 1 g taze yaprak Ornegi buz fizerinde
sogutulmus porselen havanlar iginde 1 mM Na-EDTA
ve %2 PVPP (w/v) bulunan 50 mM’lik 3 mL soguk
fosfat tampon ¢ozeltisi (pH: 7.8) ile ezilerek homojenize
edilmistir. Homojenize edilen Ornekler 10 dakika
siiresince 4 'C’de 13000 g’de santrifiij edildikten sonra
analiz edilene kadar derin dondurucuya (-80 'C)
konulmustur. SOD (EC 1.15.1.1) aktivitesi Beauchamp
ve Fridovich (1971), CAT (EC 1.11.1.6) aktivitesi
Bergmeyer (1970) ve POX (EC1.11.1.7) aktivitesi ise
Dolatabadian ve ark., (2008)’e gore hesaplanmustir.

Melatonin analizi i¢in tesadiifi olarak segilen
bitkilerden alinan yaprak 6rnekleri -20 °C de yaklasik 1
saat bekletilmis ve sonra igerisinde 3 mL etil asetat
bulunan tiiplere toz haline gelmis orneklerden 0.25 g
tartilarak eklenmistir. Ornekler 17 saat 4 °C karanlikta
calkalayict lizerinde tutulmus ve sonra yine 4 °C’de
6000 devirde 20 dakika siire ile santrifiij edilmistir.
Stipernatant daha sonra konsantratérde (Labconco,
Centrivap model, Kansas City MO, USA) 35 °C
sicaklikta ve vakum altinda yaklagik 4-6 saat siire
tutularak etilasetat ugurulmustur. Tiiplerin dibinde
kristal seklinde kalan ¢okiinti 0.5 mL metanolde
¢ozlilmiis ve bir siringa yardimiyla 0.45 pm por gapi
olan filtreden gecirilmistir. Daha sonra drnekler analiz
icin floresan dedektorliic HPLC cihazina (Shimadzu,
Prominance UFLC, CBM 20A) vialler igerisinde
yiklenmis ve melatonin analizi Korkmaz ve ark.
(2014)’de belirtildigi sekilde yapilmustir.

Sonuglarin degerlendirilmesi
Calismada her iki tekerriirde elde edilen veriler
arasinda yapilan istatistiki analiz sonucunda fark
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olmadiginin anlasilmasi tizerine her iki tekrarin verileri
birlestirilerek analiz edilmistir. Veriler varyans analizine
(ANOVA) tabi tutulmus ve uygulamalar arasindaki
farkliliklarin belirlenmesinde LSD (asgari 6nemli fark)
testi kullanilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Normal kosullar altinda (lisgiime stresine maruz
kalmayan) yetistirilen fidelerde artan
konsantrasyonlarda uygulanan melatonin, bitkilerin

gelismelerinde ve yaprak alanlarinda olumlu veya
olumsuz yonde bir etkisi olmamustir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Biber fidelerine yapilan melatonin
uygulamalarinin gorsel hasar indeksi ve yaprak alam
tizerine etkileri

Melatonin| Usiime Goilr’]sde;'ilsz?ar Yaprak alam
(uM) stresi (0-5) (cm? bitki™)
0 - 0.09d 117.9 ab
1 - 0.18d 120.5a
5 - 0.17d 116.6 ab
25 - 0.15d 122.0a
0 + 2.30a 86.0b
1 + 1.61b 101.5ab
5 + 1.45bc 102.3 ab
25 + 1.28 ¢ 104.4 ab
LSDg 05 0.28 34.0
Onemlilik <.0001 0.05

? 0= hasar yok, 5= bitki 6lii

Usiime stresine maruz kalmis fidelerde ise orta
seviyede hasar meydana gelmistir. Hi¢ melatonin
uygulanmamis bitkiler en yiiksek hasara indeksine sahip
olmuslar ve bu fidelerde yaprak kivrilmalari, solgunluk
ve nekrotik hasarin bagladigi, buna karsilik yapraktan
yapilan melatonin uygulamalarinin gorsel hasarin
azaltilmasinda etkili oldugu gozlemlenmis ve en az
gorsel hasar 25 puM melatonin  uygulamasinda
gbzlemlenmigtir. Yine uUsiime stresindeki fidelerde
melatonin uygulamalari yaprak alanini arttirmig fakat bu
artis kontrol bitkilerine (0 pM melatonin) kiyasla
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamistir.

Farkli  konsantrasyonlarda  yapraktan yapilan
melatonin uygulamalarinin normal kosullarda ve {islime
stresi altindaki biber fidelerinin doku nispi su igerigi ve
membran gegirgenligi lizerine etkileri ile ilgili veriler
Cizelge 2’de sunulmustur. Membran gegirgenligi
degerleri bitkilerin stres altinda membran biitiinligiini
ne Olgiide koruyabildiklerinin bir ifadesidir. Yiiksek
Olgiilen degerler hiicre membranlarinin  yapilarinin
bozuldugunu ve hiicre igerisinde bulunan su ve suda
erimis maddelerin hiicreler arast bosluklara aktigini ve
dolayis1 ile stresten ~ olumsuz  etkilendigini
gostermektedir. Ayrica doku nispi su icerigi de bize
bitkilerin stresten ne Olgiide etkilendikleri ve o anki su
igerikleri hakkinda fikir vermektedir.
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Cizelge 2. Biber fidelerine yapilan melatonin  bitkilerde yapilan 5 ve 25 uM melatonin uygulanmis

uygulamalarinin doku nispi su igerigi ve membran
gecirgenligi lizerine etkileri

Melatonin | Usiime ’\:;F;Ilglu gtiirggrrjigi
(uM) stresi %

0 - 87.5ab 30.6e
1 - 88.9 a 31.4 cde
5 - 90.9a 35.6 b-d
25 - 89.6a 31.0de
0 + 74.3¢c 57.6a
1 + 81.1bc 46.1 ab
5 + 84.2 ab 43.6 bc
25 + 81.7 ab 43.2 bed

LSDy 05 7.2 125

Onemlilik <.0001 <.0001

Usiime stresi yapraklarin su igerigini etkilemis ve
strese maruz kalan bitkilerde doku nispi su igerigi
degerleri diismiistiir. Yapilan melatonin uygulamalari
ise strese maruz kalmayan bitkilerin dokularinin su
igerigi  lizerinde oOnemli bir degisiklife neden
olmamistir. Ancak, {isiime stresine maruz kalan

bitkilerde doku nispi su igerigi hi¢ melatonin
uygulanmamus bitkilere kiyasla 6nemli seviyede yiiksek
bulunmustur. Yine benzer sonuglar doku elektriki
iletkenlik degerlerine bakildiginda goriilmiistiir. Normal
kosullara maruz kalan bitkilerde yapilan melatonin

uygulamalarmimn  herhangi bir etkisinin oldugu
goriilmemisken, melatonin uygulanmis ve {slime
stresine tabi tutulmus Dbitkilerde doku iletkenlik

degerlerinin hi¢ melatonin uygulanmamis bitkilere gore
daha diisik oldugu gorilmistiir. En disik doku
elektriki iletkenlik degeri 5 ve 25 puM melatonin
uygulanmis bitkilerden elde edilmis ve bu degerlerin hig
melatonin uygulanmamus bitkilerle kiyaslandiginda
yaklasik %25 olarak daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Melatonin uygulamalarinin fotosentetik parametreler
iizerine etkileri incelendiginde normal kosullar altinda
yetigtirilen bitkilerde melatonin uygulamalart sonucu
ozellikle terleme ve stoma iletkenligi degerlerinde
istatistiki anlamda Oneme sahip bir fark oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Biber fidelerine yapilan melatonin uygulamalarinin fotosentez hizi (A), terleme (E), stoma iletkenligi (gs)

ve fotosistem II’nin etkinligi (F,/Fy,) iizerine etkileri

Melatonin Usiime A E 0s
(uM) stresi (umol m?s™) (mmol m?s?) (mmol m?s?) Fu/Fr
0 - 3.08 ab 0.63b 36.7 bc 0.790 ab
1 - 3.01 ab 0.67 ab 40.1 ab 0.788 ab
5 - 3.62 a 091a 54.5a 0.778 b
25 - 3.55a 091a 56.0 a 0.794 ab
0 + 1.49d 0.36 ¢ 229¢c 0.748 ¢
1 + 2.23 bed 0.43 bc 28.2 bc 0.783 ab
5 + 2.41 bc 0.65b 38.6b 0.793 ab
25 + 2.54 bc 0.47 bc 30.7 bc 0.794 a
LSDogs 0.91 0.24 15.6 0.016
Onemlilik 0.02 0.01 0.01 <.0001
Artan  konsantrasyonlarda  yapilan  melatonin
Cizelge 4. Biber fidelerine yapilan melatonin  uygulamalari sonucunda terleme ve stoma iletkenligi

uygulamalarinin H,O, ve MDA igerigi iizerine etkileri

Melatonin | Usiime H,0, MDA
(M) stresi [ (umol g TA)| (umol g" TA)

0 - 72.5bc 0.144 bc
1 - 62.3¢C 0.108 ¢
5 - 60.4c 0.127c
25 - 69.2 bc 0.131c
0 + 102.6 a 0.389 a
1 + 96.3 ab 0.318a
5 + 81.7b 0.305 ab
25 + 80.8 bc 0.323a

LSDg 5 20.1 0.17

Onemlilik 0.02 0.01

O6nemli Ol¢iide artmis ve buna karsilik da fotosentez
miktarinda gozle goriiliir fakat istatistiki anlamda
Onemsiz artiglar goriilmiis ancak fotosistem II’nin
etkinliginde herhangi bir degisiklige neden olmamustir.
Usiime stresine maruz kalan bitkilerde de tiim
fotosentetik parametrelerde gozle goriiliir artislar
gozlemlenmis ve en yiiksek stoma iletkenligi ve terleme
degerleri 5 uM melatonin uygulanmis bitkilerden elde
edilirken, en yiiksek fotosentez hizi 5 ve 25 uM
melatonin ile muamele edilmis bitkilerde 6l¢iilmiistiir.
Ayrica artan konsantrasyonlarda yapilan melatonin
uygulamalar1 sonucunda fotosistem II’nin etkinligi de
artmis ve melatonin ile muamele edilmis bitkilerin
fotosistem II etkinlikleri hi¢ melatonin uygulanmamis
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bitkilerin degerleriyle kiyaslandiginda istatistiksel = melatonin uygulamalar1 sonucunda ise dogal olarak

anlamda yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Farkli  konsantrasyonlarda  yapraktan yapilan
melatonin uygulamalarinin normal kosullarda ve {isiime
stresi altindaki biber fidelerinin H,O0, ve MDA igerigi
iizerine etkileri ile ilgili veriler Cizelge 4’de
sunulmustur. Ozellikle stres kosullarina maruz kalan
bitkilere digsaridan yapilan melatonin uygulamalar
sonucunda bitki dokularinin H,0, igeriginde 6nemli
distisler gozlemlenmis ve en diisiik H,O; igerigi 5 ve 25
puM  melatonin ile muamele edilmis bitkilerde
lglilmiistiir. Usiime stresine maruz kalmis bitkilerde
melatonin uygulamalari sonucu MDA igeriklerinde de
diistisler gozlemlenmis (%22 civarinda) fakat bu
diisiisler istatistiki anlamda énemli bulunmamustir.

Yapilan melatonin uygulamalarinin  antioksidan
enzimler olarak bilinen SOD, CAT ve POX aktiviteleri
lizerine etkileri Cizelge 5’te verilmistir.

Cizelge 5. Biber fidelerine yapilan melatonin
uygulamalarinin SOD, CAT ve POX enzim aktiviteleri
lizerine etkileri

Melatonin | Usiime SOD CAT | POX
(uM) stresi (U mg* protein)
0 - 32.52¢ |0.075cd |0.58 ab
1 - 30.39¢ |0.061cd |0.69 ab
5 - 35.97 bc | 0.063 cd |0.54 ab
25 - 33.29¢ | 0.050d |0.55ab
0 + 36.21bc |0.074cd | 0.48b
1 + 43.90ab | 0.090 bc |0.58 ab
5 + 4717a | 0.122a | 0.75a
25 + 38.48 abc | 0.106 ab | 0.60 ab
LSDg s 9.21 0.029 | 0.23
Onemlilik 0.01 <.0001 | 0.05
Strese maruz kalmamig bitkilerde melatonin

uygulamasinin ii¢ enzimin de aktiviteleri tizerine bir
etkisinin olmadig1 gorilmiistir. Fakat strese maruz
kalmus bitkilerde ise melatonin uygulamalari sonrasinda
stres enzimlerinin aktivitelerinde kayda deger artislar
gbzlemlenmis ve 5 uM melatonin uygulanmis bitkilerde
her ii¢ enzimin de aktivitesi en yiiksek Ol¢iilmiistiir.
Yapraktan yapilan 5 uM melatonin uygulamas1 sonucu
hi¢ melatonin uygulanmamis bitkilere kiyasla SOD
aktivitesinde %30, CAT aktivitesinde %64 ve POX
aktivitesinde ise %56 oraninda artiglar kaydedilmistir.

Yapraktan melatonin  uygulamalarinin  iisiime
stresine maruz kalmayan biber fidelerinin yaprak
melatonin igerigi lizerine kiigiik fakat 6nemsiz artiglara
neden olmustur (Cizelge 6).

Usiime stresine maruz kalmis bitkilerde ise
yapraklarda i¢sel melatonin miktar1 6nemli seviyede
artmugtir; bunun nedeni de melatoninin bir antioksidan
madde olmasi nedeniyle bitki dokularinda strese verilen
bir cevap oldugu diisiiniilmektedir. Disaridan yapilan

yapraklarda melatonin icerigini uygulanan
konsantrasyonuna bagli olarak artmis ve en yiiksek
melatonin igeriginin 25 pM melatonin ile muamele
edilmis bitkilerde 6l¢iilmiistiir.

Sonuglar  incelendiginde  yapraktan  yapilan
melatonin uygulamalart sonucunda biber fidelerin
islime stresine karst toleransi artirdigi gorilmiistiir.
Melatonin ile muamele edilen bitkiler daha az gorsel
zarar belirtileri gosterirken, melatonin ile muamele
edilmeyen bitkilerin yapraklarinda nekrotik alanlarin
fazla oldugu ve yaprak alanmin bir kisminin
kaybedildigi gorilmistiir.

Yine melatonin uygulamalar1 sonucu bitkilerde doku
iletkenlik degerlerinin diigmesi buna karsilik doku nispi
su igerigi degerlerinin yiikselmesi de iisiime stresine
kargt toleransin arttigmin  bir  belirtisi  oldugu
sOylenebilir. Ayrica ozellikle 5 pM melatonin ile
muamele edilmis  bitkilerde tiim  fotosentetik
parametreler ve klorofil floresan degerleri kontrol
bitkilerine kiyasla Onemli seviyelerde yiiksek
bulunmustur. Melatonin uygulamalar1 sonrasinda strese
maruz kalan bitkilerin strese karsi tolerans kazandiklari
ve daha az zarar gordiikleri bilinmektedir. Ornegin, 0.1
uM melatonin uygulamasi sonrasinda sivi azot (-196 "C)
icerisinde bir hafta bekletilen Rhodiola crenulata
kalluslarinin ~ hayatta kalma oranlarinin  kontrol
uygulamasina kiyasla daha fazla oldugu (Zhao ve ark.,
2011), yine 0.1 mM melatonin uygulanmis domates
fidelerinin fide saglik indeksinin, fotosentez hizinin ve
fotosistem II’nin etkinliginin kontrol bitkilerine kiyasla
daha yliksek oldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 2015).

Cizelge 6. Biber fidelerine yapilan melatonin
uygulamalarinin yaprak melatonin igerigine etkileri
Melatonin Usiime Melatonin
(uM) stresi (ng g’ TA)
0 - 8.59d
1 - 9.87d
5 - 12.07d
25 - 14.72d
0 + 28.81c
1 + 30.73 bc
5 + 37.34b
25 + 45.85a
LSDg s 8.0
Onemlilik <.0001

MDA diisiik sicaklik, kuraklik ve tuz stresi gibi
oksidatif stres faktorlerinin yarattig1 olumsuz etkilerin
urettigi stiper oksit ve H,O, gibi serbest radikallerin
hiicre zarindaki coklu doymamis yag asitlerini ve
fosfolipitleri oksidasyona ugratmasi sonucu ortaya ¢ikan
zararli bir maddedir. Bu ¢alismada MDA miktar1 normal
kosullarda yetistirilen biber fidelerinde istatistiki olarak
onemli miktarlarda degisiklik gostermemis ve {isiime
stresi altinda yetistirilen fidelerde yapilan melatonin
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uygulamalar1 sonucu dokulardaki MDA igeriginde
azalma gozlemlenmis ancak bu azaliglar kontrol
uygulamalarina kiyasla genelde istatistiki acidan
Oonemsiz bulunmustur. Ayrica, lisiime stresine maruz
kalmis fidelerde melatonin uygulamalar1 sonucu H,O,
igeriginin onemli seviyelerde azaldig1 saptanmistir. Bu
durum stresin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmada
melatonin uygulamalarimin ne kadar etkili oldugunu
ortaya koymaktadir. Wang ve ark. (2009), UV-B
radyasyonuna maruz birakilan Mas fasulyesi (Vigna
radiata) bitkisinin yapraklarinda melatoninin, reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu MDA’nin seviyesini
azalttigim belirlemiglerdir. Aym1 zamanda Xu ve ark.
(2010), yiiksek sicaklik stresine maruz birakilmis hryar
fidelerine yapraktan sprey seklinde yapilan melatonin
uygulanmasinin dokularda MDA, H,0, ve siiper oksit
iyonlarint onemli Olciide azalttigini  bildirmislerdir.
Benzer sekilde diigik sicaklik  stresi  altinda
¢imlendirilen hiyar fidelerinde tohuma yapilan 50 pM
melatonin uygulamasimin fidelerin dokularinda MDA
birikiminin 6nemli dlgiide gerilemesine neden oldugu
bildirilmistir (Posmyk ve ark., 2009).

Bitkiler strese maruz kaldiklarinda molekiiler
seviyede vermis olduklar1 tepkilerden Dbirisi de
enzimatik ya da enzimatik olmayan antioksidanlarin
seviyelerini arttirmalaridir. Stres enzimi olarak bilinen
bu enzimatik antioksidanlar, stres sirasinda ve
sonrasinda dokularda olusan reaktif oksijen tiirlerinin
ortadan kaldirilmasinda goérev alirlar ve aktivitelerinin
yiiksekligi ile bitkilerin strese karsit gosterdikleri
tolerans arasinda pozitif bir iligski oldugu bilinmektedir.
Bu enzimlerden SOD, POX ve CAT aktivitelerini ele
aldigimizda bu caligmada melatonin uygulamalarinin
isiime stresi altindaki biber fidelerinde aktivitelerinin
tegvik edildigi goriilmiistiir. Melatonin uygulamalari
arasinda Ozellikle 5 pM uygulamast her {i¢ enzimin
aktivitesini melatonin uygulanmamis fidelere kiyasla
onemli derecede yiikseltmistir. Melatoninin bir hormon
olmasimin yaninda reaktif oksijen ve azot tiirlerini
ortamdan uzaklagtirma oOzelligine sahip olmasindan
dolay1 genis spektrumlu antioksidan olarak da bilinir
(Reiter ve ark., 2001; Tan ve ark., 2007b). Ayrica
melatonin basta SOD, CAT ve POX olmak iizere bir
¢ok antioksidan enzim aktivitesini stres kosullar1 altinda
diizenlemekte ya da tesvik etmektedir (Arnao ve
Hernandez-Ruiz, 2015; Reiter ve ark., 2015; Zhang ve
ark., 2015). Ornegin, Liu ve ark. (2015), koklere yapilan
0.1 uM melatonin uygulamasinin kuraklik stresi altinda
yetistirilen domates fidelerinde basta SOD, CAT, POX
olmak {izere antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve
askorbik asit gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin
seviyelerini arttirdigin1i ve bunun da membranlardaki
zararin azalmasia ve de dolayistyla da kurakliga karsi
toleransin artmasinda etkili oldugunu bildirmiglerdir.
Benzer sekilde Zhao ve ark. (2011) melatonin
uygulamalar1 sonrasinda sivi azot icerisinde muhafaza
edilen R. crenulata kalluslarinda dokularim MDA
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iceriginde 6nemli diislisler oldugu, buna karsilik CAT
ve POX antioksidan enzimlerin aktivitelerinde 6nemli
artislar oldugunu bildirmislerdir.

SONUC

Bu arastirma sonuglarina bakildiginda bitkilerde
strese karsi tolerans arttirici olarak bilinen ve bir bitki
bliylime diizenleyicisi adayr olan melatoninin biber
fidelerinde lisiime stresine karsi toleranslarini arttirmada
kullanilabilecegi  ortaya  ¢ikmustir.  Arastirmada
kullanilan tiim melatonin konsantrasyonlar1 dikkate
alindiginda 5 uM  konsantrasyonunun en etkin
konsantrasyon oldugu goriilmiistiir. Melatoninin {igiime
stresine karsi tolerans saglamada etkin olmasinin
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde artiglara ve
dolayisiyla lipit peroksidasyonunda da diisiislere neden
olmast sdylenebilir.
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