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OZET

Bitkiler kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik stres faktorlerine siklikla
maruz kalirlar. 2016 yilinda yapilan bu c¢alisma tuzluluk ve
kuraklik streslerinin ayr1 ayri ve es zamanli olarak uygulandiginda
tutiin bitkisinde meydana gelen degisimleri belirlemek ve digsaridan
yapilan melatonin uygulamasinin bu degisimler lizerine etkisini
saptamak amaciyla, iklimlendirme odasinda, saksilarda 3
tekrarlamali olarak yurutulmustir. Bu amacla saksilara dikilen
tutiin fidelerinin yarisina puskirtme yolu ile bir kez 50 uM
melatonin uygulanirken, diger yarisina uygulama yapilmamistir.
Stres ve kontrol gruplarinda klorofil, karotenoid, prolin ve
malondialdehit igerikleri ile askorbat peroksidaz ve guaiakol
peroksidaz aktiviteleri incelenmigtir. Digsal melatonin uygulamasi
yapilmadan NaCl (50 mM) ve PEG (%10) streslerine hem ayr1 ayri,
hem de es zamanlh (50 mM NaCl + % 10 PEG) maruz kalan tiitiin
bitkilerinde klorofil igerigi azalmistir. Bu bitkilerde karotenoid,
prolin ve malondialdehit icerikleri ile askorbat peroksidaz ve
guaiakol peroksidaz aktiviteleri artmistir. Bu degisimlerin es
zamanli stres uygulanan Dbitkilerde daha Dbelirgin oldugu
gozlenmigtir. Bununla birlikte 50 pM melatonin uygulamasi
pigment, prolin ve malondialdehit i¢erikleri ile enzim aktivitelerini
arttirmigtir. Bu calisma yapraklara melatonin uygulamasinin titiin
bitkisinde stres cevaplarini diizenleyerek kuraklik ve tuzlulugun
olumsuz etkilerini azalttigini géstermektedir.

ABSTRACT

Plants are generally exposed to abiotic stress factors such as drought
and salt. Objective of this study was to compare the changes that
salinity and drought stress would create simultaneously and
individually on tobacco plant and to determine the changes by
melatonin application. A pot experiment was conducted in a growth
chamber and replicated three times in 2016. For this reason, half of
the plants were subjected to 50 uM melatonin, the other half was left
untreated. Prior to the melatonin application, NaCl (50 mM) and PEG
(10%) stress effects were applied both individually and combined (50
mM NaCl + 10% PEG). The results indicated that chlorophyll content
in tobacco plants was decreased, however the carotenoid contents,
proline, malondialdehyde and activities of ascorbat peroxidase and
guaiacol peroxidase were increased. Mentioned activity changes were
even greater for the combined stress factor application. On the other
hand, in 50 uM melatonin applied plants were found to be increasing
in enzymatic activity as well as the contents of pigment, prolin and
malondialdehite. This study illustrated that melatonin application on
the leaves coordinates the stress response and decreases the negative
effect of the drought and salinity.
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GIRIS

Bitkiler dogal cevrelerinde fizyolojik ve biyokimyasal
zararlar olusturarak urlnlerin kalitesini bozabilen
bircok stres faktdriine maruz kalirlar (Biiyiik ve ark.,
2012). Kuraklik bitkilerin siklikla maruz kaldig stres
faktorlerinden biridir. Diinya capinda su
kaynaklarinin azalmasi ile birlikte 6zellikle kurak ve
yari kurak gecis bdlgelerinde bulunan tlkelerde
kuraklik bitki gelisimini sinirlandiran 6nemli bir
etken haline gelmistir (Ors ve Ekinci, 2015). Kuraklik
bitkilerde blyiime ve verimi etkilemekle birlikte
metabolik, mekanik ve oksidatif birgok degisiklige
sebep olmaktadir (Kalefetoglu ve Ekmekci, 2005).
Yiksek molekil agirhigina sahip bir madde olan
polietilen glikol (PEG) bulundugu ortamin ozmotik
potansiyelini ayarlayarak su alimimini diizenler ve
istenilen su stresi kogullarini olusturabilir (Carpici ve
Erdel, 2015; Tiryaki 2016). Literatiirde kuraklik stresi
olusturabilmek i¢in PEG kimyasalinin kullanildig:
calismalar mevcuttur (Van den Berg ve Zeng, 2006;
Bayomi ve ark. 2008; Carpici ve Erdel, 2015; Tiryaki
2016).

Tuzluluk bitkilerde osmotik ve iyon stresine neden
olarak buylume ve gelismeyi olumsuz yonde etkileyen
bir diger stres faktorudiir. Tuzlulugun bitki {izerinde
gosterdigi olumsuz etkiler tuzun c¢esidine, stresin
diizeyine ve stliresine, bitkinin turiine ve gelisme
durumuna bagli olarak degismektedir (Culha ve
Cakirlar, 2011).

Bitkilerde hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak
reaktif oksijen tiirleri (ROS) siirekli iretilir ve normal
kogullarda ROS’larin miktari antioksidan savunma ve
cesitli koruma sistemleri ile diisik diizeyde tutulur.
Ancak kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik stres sartlar:
altinda bitkilerde ROS iiretimi artar ve artan ROS
seviyesi lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu,
enzim inhibisyonu, klorofil pargalanmasi, DNA ve
RNA hasar ve hiicre 6liimlerine sebep olarak bitkiye
zarar verir. Bitkilerde enzimatik (guaiakol peroksidaz

(POD), askorbat peroksidaz (APX), siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) vs.) ve enzimatik
olmayan (karotenoid, glutatyon, askorbat vs.)

antioksidanlar ROS seviyesini diizenleyerek bitkilerin
stres sartlarn altinda yasamlarini stirdiirmesini
saglarlar (Mittler, 2002; Culha ve Cakirlar, 2011;
Biiyiik ve ark., 2012).

Antioksidan savunmanin yetersiz kaldig1 durumlarda
bitkilere disaridan uygulanan maddelerle bitkinin
stres direnci arttirilabilir. Melatonin (N-acetyl-5-
methoxytryptamine) ilk olarak sigir beyin iistii
bezinden izole edilen ancak daha sonra varligi bakteri,
alg, omurgasizlar ve bitkilerde de saptanan bir
hormondur (Lerner ve ark., 1958; Kobylinska ve
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Posmyk, 2016). Melatonin (Mel) bitki biiyiime ve
gelismesinde farkli fonksiyonlara sahiptir. Mel'in
bitkilerde kok ve goévde biiyuimesini dizenledigi,
¢imlenmeyi ve kok olusumunu tegvik ettigi ve yaprak
doékiimiinii  geciktirdigi bilinmektedir (Arnao ve
Hernandez-Ruis, 2014). Bununla birlikte kuraklk,
radyasyon, ekstrem sicaklik ve kimyasal kirleticiler
gibi pek c¢ok abiyotik strese karsi bitkinin stres
toleransini gelistirmektedir (Zhang ve ark., 2014).
Tim bu 6zelliklerinden dolay: son yillarda Mel'in stres
uzerine etkilerini arastiran c¢alismalar artmigtir
(Korkmaz ve ark., 2016; Kobylinska ve Posmyk, 2016;
Kobylinska ve ark., 2017). Tiitiin hiicre kiiltiirleri ile
yapilan calismalarda agir metal stresinin yol ac¢tigi
hiicre 6lumlerine kars1 Mel'in koruyucu rol oynadig:
belirlenmistir  (Kobylinska ve Posmyk, 2016;
Kobylinska ve ark., 2017)

Tiittin (Nicotiana tabacum) Solanaceae (Patlicangiller)
familyasina ait olup kurutulmus yapraklarindan
yararlanilan tek yillik bir endistri bitkisidir. Tuttun
bitkisinin kurutulmus yapragr tutin mamulleri
sanayiinin hammaddesidir. Diinya genelinde 120’den
fazla tilkede yaklasik 4 milyon hektar alanda tiitiin
yetigtiriciligi ~ yapilmaktadir (Anonim, 2013).
Yetistirme sartlar1 acisindan fazla segici olmayan
tatin Turkiye kogullarina da 1iyi adaptasyon
saglamigtir. Insan saghgina olan zarar tartigilmakla
birlikte ekonomiye katkisi ve sagladigi istihdam
agisindan tatin Turkiye ig¢in 6nemli bir tarim
iiriiniidiir (Karabacak, 2017).

Her ne kadar tuzluluk ve kurakhik stresi ile ilgili
caligmalar yapilmig olsa da titiin bitkisinde bu
stresler tizerine Mel'in etkileri ile ilgili bir arastirmaya
ulagilamamigtir. Stres sartlarn altinda titin
yapraginda gorilen olumsuz etkileri iyilestirme ile
ilgili c¢alismalar istenilen duzeyde degildir. Bu
calismanin amaci; ekonomik degeri olan tutin
bitkisinde tuzluluk ve kuraklik streslerinin ayr1 ayri
ve es zamanli uygulanmasi sonucu meydana gelen bazi
stres cevaplari lizerine digaridan yapilan melatonin
uygulamasinin etkilerini saptamaktir.

MATERYAL ve METOT
Bitki Gelisimi ve Uygulamalar

Calismada bitkisel materyal olarak yerel “sark tipi”
tutin fideleri Adiyaman/Celikhan’da tiitin uretimi
yapan ¢iftgilerden temin edilmigtir. Ayni gelisme
dénemindeki fideler, torf: perlit karigimi (3:1) iceren 7
litrelik (28 x 22,5 cm) saksilara her saksida iic fide
olacak sekilde g tekrarlamali olarak toplam 24 adet
saksiya dikilmis, 30°C sicakhk ve % 65 nem
kogullarina sahip 1iklim odasina yerlestirilmigtir.
Fideler canlanmaya basladiktan 10 giin sonra,
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saksilarin yarisma 50 pM Mel (% 0.02 Tween 20 i¢inde
hazirland1) tiim bitki yapraklarma ayni oranda
puskiirtme yolu ile bir defa uygulanmigtir. Saksilarin
diger yarisinda ise Mel uygulamasi yapilmadan sadece %
0.02 Tween 20 ¢ozeltisi yapraklara puskirtilmustir.
Yapraklara digsaridan yapilan Mel uygulamasindan iki
giin sonra hem Mel uygulamasi yapilan [Mel(+)], hem de
yapilmayan [Mel(-)] bitkiler ii¢ farkh gruba ayrilarak
stres uygulanmistir. Birinci grup bitkilere sadece 50 mM
NaCl, ikinci grup bitkilere sadece %10 PEG ve tli¢unci
grup bitkilere 50 mM NaCl ve %10 PEG birlikte
uygulanmigtir. Konsantrasyonlar literatir taramalar:
sonucu belirlenmigtir. Stres uygulamasinin 21. giiniinde
hem kontrol hem stres gruplarindaki bitkinin tim
yapraklari toplanmisg ve -80 °C’ de saklanmigtar.

Klorofil ve Karotenoid Igeriklerinin Tayini

Pigmentlerin ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi isleminde
De Kok ve Graham (1980) yontemi kullamlmistir. 1 gr
yaprak oOrnegi 50 mL aseton icerisinde homojenize
edilmig ve orneklerin absorbans degerleri Lichtenthaler
ve Welburn (1983Ya gore 662, 645, 470 nm’de
spektrofotometrede okunmustur.

Peroksidaz (POD) ve Askorbat Peroksidaz (APX) Tayini

0.5 gr yaprak dokusu 2,5 mL 0,1 M pH 7,5 Tris-HCI
tamponu, 2.5 mL 0.1mM EDTA ve 0.5 mL % 1'lik PVP
icerisinde homojenize edilmis ve homojenat 4 °Cde
15.000 rpm’de 20 dak santrifiiyj edilerek siipernatan elde
edilmistir (Andrews, 2005).

POD tayini Mac Adam ve ark., (1992)a gore tapilmistr.
Reaksiyon karigimi 3 mL 0.1 M fosfat tampon, 400 pL
0.03 M H20s2, 500 pL 0.2 M guaiacol ve 100 uL ekstrakt
eklenerek  hazirlanmig ve enzim aktivitesi
spektrofotometrede 436 nm’de 1 dakikada elde edilen
absorbans degigsimi olarak belirlenmigtir. APX tayini
Nakano ve Asada, (1981) ve Cakmak (1994)a gore
yapilmstir. Reaksiyon karigimi 550 pL fosfat tamponu
(pH 7.6), 100 pL. 10 mM EDTA ve 12 mM H20: karisim,
250 uL ekstrakt ve 100 pL 0.25 mM askorbik asit olarak
hazirlanmig ve enzim aktivitesi spektrofotometrede 290
nm’de 1 dakikada elde edilen absorbans degisimi olarak
belirlenmigtir.

Prolin tayini

Yontem Bates ve ark., (1973)a gore yapilmistir. 0.5 g
yaprak dokusu %3liik siilfosalisilik asit ile homojenize
edilmigtir. Ekstraktan 2 mL alinarak tizerine 2 mL asit
ninhidrin ve 2 mL glasiyal asetik asit eklenip 6nce 100°C
su banyosunda 1 saat tutulmus sonra da reaksiyonun
durdurulmas1 i¢cin 5 dakika buz banyosunda
bekletilmigtir. Tuplerdeki 6rneklere ve standartlara 4
ml toluen ilave edilmis ve 6rneklerin absorbansi 520
nm’de dl¢ilmiistiir.

Malondialdehit (MDA) Analizi
Yontem Heath ve Packer, (1968)e gére yapilmigtir. 0.5 g
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yaprak % 0.1'lik 5 mL trikoloroasetik asit (TCA) icinde
homojenize edilmigtir. 2 mL 6rnek 2 mL % 0.5lik
thiobarbiturik asit (TBA) ile 30 dakika 95 °C’de su
banyosunda kaynatilmig ve sonra buz banyosunda
sogutulmustur. Son karigim 10.000 rpm’de santrifiyj
edilmig ve stipernatanin absorbans: spektrofotometrede
532 nm’de ve 600 nm’de élgulmuistiir.

Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler tesadiif bloklar:1 deneme desenine
gore SPSS 17.0 paket programi kullanarak
gerceklestirilmigtir. Farkl stres gruplarinda ortalamalar
arasindaki farkhihklar Duncan’s (1955) ve ayni stres
uygulamasinda Mel(+) ve Mel(-) gruplarn arasindaki
farklihiklar  bagimsiz t  testleri  kullanilarak
belirlenmigtir. Analizlerde p<0.05 istatistiksel olarak
onemli kabul edilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
Toplam Klorofil ve Karotenoid Igerigi

Calismamizda toplam klorofil igerigi uygulama yapilan
tim stres gruplarinda kontrole kiyasla azalmigtir ve en
yiiksek toplam klorofil icerigi 3.14 pg g olarak Mel(+)
bitkilerde kontrol grubunda bulunmustur (p<0.05) (Sekil
1a). Tuzluluk ve kuraklik stresleri bitkilerde genel olarak
fotosentez etkinliginde ve klorofil iceriginde azalmaya
sebep olmaktadir (Yildiz ve ark., 2010; Ors ve Ekinci,
2015). Celik ve Atak (2012) toplam klorofil igeriginin,
diisiik konsantrasyonlarda tuz stresine maruz kalan iki
farkl titin ¢esidinde artarken, yiksek
konsantrasyonlarda azaldigimi belirtmiglerdir. Santos
(2004) bitkilerde klorofil icerigindeki azalmanin klorofil
biyosentezinin azalmasindan ya da klorofil yikiminin
artmasindan kaynaklanabilecegini bildirmistir.

Karotenoid igerigi kontrole kiyasla tiim stres gruplarinda
artmigtir ve en ylksek karotenoid igerigi 1,39 pg gl
olarak Mel(+) bitkilerde NaCI+PEG uygulanan grupta
bulunmustur. Mel(+) bitkilerde karotenoid icerigi Mel(-)
bitkilere kiyasla daha yiiksek bulunmustur (p<0.0%)
(Sekil 1b). Karotenoidler sadece bitkisel pigmentlerden
biri degil aym1 zamanda oksidatif stres toleransinda rol
oynayan onemli antioksidanlardandir (Kalefetoglu ve
Ekmekei, 2005). Farkl stres kosullarinda karotenoid
iceriginin arttiginm gésteren calismalar mevcuttur (Keles
ve Oncel, 2002; Kaya ve Inan, 2017) Bu ¢alismada strese
bagh olarak karotenoid igeriginin artmasi
karotenoidlerin stres cevabi ile iligkilendirilebilir.

Peroksidaz (POD) ve Askorbat Peroksidaz (APX)
Aktiviteleri

APX ve POD stres altindaki bitkilerde stresle basa
gikabilmek i¢in ROS kontroli ve detoksifikasyonunda rol
oynayan 6nemli antioksidan enzimlerdir (Biiyiik ve ark.,
2012). Kurakhik ve tuzluluk streslerinin tiitiin hiicre
kultirleri Uzerindeki etkilerini inceleyen c¢alismalar
mevcuttur (Bueno ve ark., 1998; Mytinova ve ark., 2010).
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Sekil 1. NaCl, PEG ve Mel uygulamalarinin toplam klorofil
(a) ve karotenoid (b) igerikleri {izerine etkileri.
Farkli kiiciik harfler NaCl ve PEG uygulamalari
arasindaki 6nemli farkliliklar1 Duncan testine gore
(P<0.05) gosterirken, farkl biiyiik harfler NaCl ve
PEG uygulamalarinda Mel(+) ve Mel (-) gruplan
arasindaki onemli farki bagimsiz t testine gore
(P<0.05) ifade eder.
Celik ve Atak (2012) farkl konsantrasyonlarda tuz
stresine maruz kalan tiutiin gesitlerinde POD ve APX
aktivitelerinin kontrole kiyasla arttigini
belirtmiglerdir. Bu  bulgulara benzer olarak
calisgmamizda da hem POD hem de APX aktiviteleri
tium stres uygulanan gruplarda kontrole kiyasla
artmigtir. En yiksek POD aktivitesi 0.059 umol min™
mg'! protein ve en yliksek APX aktivitesi 0.096 pmol
minlmg! protein olarak Mel(+) bitkilerde NaCl+PEG
uygulanan grupta bulunmustur. Yapraklara disaridan
yapilan Mel 6n uygulamasinin yapilmasi1 APX ve POD
aktivitelerini arttirmistir (Sekil 2a,b). Bu artis
bitkilere disaridan uygulanan melatoninin,
antioksidan enzim aktivitelerini uyararak ya da
antioksidan enzimleri oksidatif hasardan koruyarak
bitkininin stres toleransini geligtirmesiyle
aciklanabilir (Posmyk ve ark., 2008; Zhang ve ark.,
2014).

Prolin Igerigi
Prolin 6zellikle kuraklik ve tuzluluga maruz kalan
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bitkilerde osmoregiilatér olarak rol oynar. Bununla
birlikte prolinin g¢esitli stres sartlarinda birikimi
olumsuz kosgullara kargi bitki adaptasyonunun bir
parcasidir (Delauney ve Verma, 1993). Calismamizda
stres uygulanan gruplarda prolin igerigi, kontrole
kiyasla artmis ve en ylksek prolin igerigi 0.023 pg g!
FW olarak Mel(+) bitkilerin %10 PEG ve NaCl+PEG
uygulanan gruplarinda bulunmustur. Digaridan
yapilan melatonin uygulamas1 bitkilerde prolin
icerigini arttirmistir (p<0.05) (Sekil 3b). Bulgularimiz
farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz kalan
tutiin cesitlerinde tuz stresinin artisina paralel olarak
prolin igeriginin arttigimi belirten Celik ve Atak
(2012)1n  sonuglarini destekler niteliktedir.

Malondialdehit (MDA) Igerigi

MDA lipid peroksidasyonunun sitotoksik bir trini
olup serbest radikallerin ve dolayisiyla doku hasarinin
bir gostergesidir ‘" kawa ve ark., 1979). Literatiirde
herbisit (Kaya ve  git, 2014) ve tuz (Celik ve Atak,
2012) streslerine waruz kalan tiitiinde MDA igeriginin
arttigini gosteren ¢calismalar mevcuttur. Bu ¢alismada
en yluksek MDA igerigi 3.89 pmol MDA g FW olarak
Mel(-) bitkilerin NaCl+PEG uygulanan grubunda
bulunmustur. Disaridan yapilan Mel uygulamasi
kontrol ve stres gruplarinda MDA birikimini 6nemli
oranda azaltmistir (p<0.05) (Sekil 3a). Bu azalis
melatoninin prolin birikimini ya da antioksidan enzim
aktivitelerini arttirarak bitkinin stres direncini
gelistirmesi ile iligkilendirilebilir.

SONUC

Bitkiler yasamlar: boyunca tuzluluk, kuraklik, sicak,
soguk gibi biyime ve gelismelerini olumsuz yonde
etkileyecek streslere maruz kalirlar. Bu calismada
NaCl ve PEG uygulamalarina maruz kalan tutun
bitkisinde tuzluluk ve kuraklhik stresinin etkisi ile
birtakim fizyolojik ve biyokimyasal degisimler
goriilmiis ve bu degisimler her iki stresin es zamanl
uygulandig1 gruplarda daha belirgin hale gelmigtir.
Strese maruz kalan tiitiinde klorofil icerigi azalmis ve
MDA igerigi artmistir. Bununla birlikte bitki stres
direncinin bir sonucu olarak karotenoid igerigi, prolin
birikimi ve antioksidan enzim aktiviteleri artmistir.
Yapraklara melatonin uygulamasinin yapilmasi
stresin olumsuz etkilerini azaltmistir. Bu c¢alisma
disaridan yapilan Mel uygulamasinin tiitlin bitkisinde
stres cevaplarim diizenleyerek kuraklik ve tuzlulugun
olumsuz etkilerini iyilestirdigini géstermektedir.
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Stres Uygulamalan

Sekil 3 NaCl, PEG ve Mel uygulamalarinin prolin (a) ve
MDA (b)icerikleri iizerine etkileri. Farklh kiiciik
harfler NaCl ve PEG uygulamalar1 arasindaki
énemli farklihklari Duncan testine gére (P<0.05)
gosterirken, farkli buyiuk harfler NaCl ve PEG
uygulamalarinda Mel(+) ve Mel(-) gruplarn
arasindaki onemli farki bagimsiz t testine gore
(P<0.05) ifade eder.
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