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OZET

Melatonin (N-asetil-5-methoksitriptamin) bir¢ok canli grubunda tanimlanan diisiik
molekiil agirhikli  bir maddedir. Bununla birlikte, melatoninin  bitki
metabolizmasindaki etkileri giiniimiizde dikkat ¢eken bir konudur. Domates
(Solanum lycopersicon L.) tilkemizde ve diinyada ticari olarak olduk¢a 6nemli tarim
tirlinlerinin baginda gelmektedir. Bu ¢alismada tuz stresi uygulanan domates
bitkisinde ekzojen melatoninin bazi fizyolojik parametrelere etkileri incelenmistir.
Domates bitkisi iklim kabininde kontrollii sartlar altinda yetistirildi. Melatonin
soliisyonu (200 uM) sprey yontemi ile domates bitkisinin yapraklarina uyguland: ve
daha sonra tuz stresi (100 mM NaCl, 200 mM NaCl) Hoagland soliisyonu iginde
saksilara uygulandi. Bu c¢alismada bitki yapraklarindan bitkilerde stres sirasinda
sinyal olarak gorev alan gama aminobiitirik asit (GABA) ile antioksidan etki
gosteren fenolik madde analizi HPLC ve toplam klorofil miktar1 ve hiicre hasarinin
belirteci olan malondialdehit miktar: analizleri spektrofotometre ile gergeklestirildi.
Calisma sonucunda ekzojen melatonin uygulamasinin toplam klorofil miktari,
GABA miktar1 ve bazi fenolik madde miktarini artirdigi, bununla birlikte MDA
miktarin1 azalttigi belirlendi. Bu nedenle, ekzojen melatonin uygulamasinin tuz
stresinde domates bitkisinde iyilestirici etkilerinin olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Gama aminobiitirik asit, Fenolik madde, HPLC, N-asetil-5-
methoksitriptamin, Solanum lycopersicon, Tuzluluk.
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THE EEFECTS OF EXOGENOUS MELATONIN ON SOME
PHYSIOLOGICAL PARAMETERS IN TOMATO PLANTS UNDER SALT
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ABSTRACT

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is a low molecular weight substance
found in several organisms. However, the effects of melatonin on plant metabolism
are of special interest. Tomato (Solanum lycopersicon L.) has an important economic
value in our country and worldwide among agricultural products. In this study the
effects of exogenous melatonin on some physiological parameters were investigated
in tomato plants under salt stress. Tomato plants were grown in a growth chamber
under controlled conditions. Melatonin solution (200 uM) was sprayed to the tomato
leaves and then salt stress (100 mM NaCl, 200 mM NaCl) was applied to the pots in
Hoagland solution. In this study the contents of gamma-aminobutyric acid (GABA),
which has a signal role under stress conditions, and phenolic substances, which have
antioxidant effects, were analyzed from tomato plant leaves via HPLC and total
chlorophyll and the indicator of cell damage malondialdehyde (MDA) content
analyses were determined via spectrophotometer. Exogenous melatonin treatment
increased total chlorophyll content, GABA content and some phenolic substances;
however, MDA content was reduced under melatonin application. Therefore, we can
suggest that exogenously applied melatonin could have alleviative effects in tomato
plant under salt stress.

Keywords: Gamma-aminobutyric acid, Phenolic substance, HPLC, N-acetyl-5-
methoxytryptamine, Solanum lycopersicon, Salinitiy.
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1. GIRIS

Melatonin (N-asetil-5-methoksitriptamin), 1958 yilinda sigir pineal bezinde tespit
edilmistir. Yapilan ¢aligmalar ile prokaryot ve okaryot olmak iizere birgok canlida
melatoninin var oldugu belirlenmistir. Giinlimiizde her canli grubunda var oldugu
belirlenen melatonin diisiik molekiil agirligina sahip kimyasal bir maddedir (Arnao
ve Hernandez-Ruiz, 2015; Back vd., 2016) (Sekil 1.1). Melatonin, insanlarda
sirkadien ritimi ayarlamak ile gorevlidir ve pineal bezden gece boyunca karanlikta
sentezlenen bir hormondur. Insanlarda uyku iizerindeki etkisi nedeniyle yogun olarak
arastirtlan 6nemli bir hormondur. Melatoninin bitkilerdeki kesfi, 1995 yilinda
gerceklesmistir. Yapilan arastirmalarda tohum, yaprak, kok ve meyve gibi bitkilerin

cesitli kisimlarinda melatoninin var oldugu belirlenmistir (Tettamanti vd., 2000).

CHsz
HN

Iz

Sekil 1.1. Melatoninin kimyasal yapis1 (Galano vd., 2016).

1.1 Bitkilerde Melatonin

Melatonin bitkilerde 1995°de belirlenmistir (Dubbels vd., 1995; Hattori vd.,
1995). Melatonin, bitki ve hayvanlarda triptofandan sentezlenir. Bununla birlikte,
bitkilerdeki melatonin sentezi hayvanlardaki sentez yolundan farklilik
gostermektedir (Sekil 1.2).



Triptofan

Hayvanlar Bitkiler
Triptofan l Triptofan
hidroksilaz dekarboksilaz
5-Hidroksitriptofan s
Tript
(5-HTP) e
Triptam
5-Hidroksitriptofan }ﬁr;})o:?:laz

dekarboksflaz | Serotonin(5-HT)

'

N-Asetilserotonin(NAS)

l

Melatonin(MLT)

Sekil 1.2. Bitki ve hayvanlardaki melatonin sentezi (Galano vd., 2016).

Melatonin bitkilerde yaprak morfolojisi, klorofil miktari, iireme, gelisme, meyve
gelisimi ve kok biiylimesine olumlu etkileri bulunmaktadir. Melatonin miktari,
bitkilerde tiirden tiire farklilik gostermektedir ve ayni tiirdeki genotipler iginde ve
farkli biiyiime evreleri iginde farklilik gosterdigi bilinmektedir (Dubbels vd., 1995;
Posmyk vd., 2009).

1.2 Ekzojen Melatonin Uygulamasinin Bitki Metabolizmasina Etkileri

Bitkilerde ekzojen olarak melatonin uygulamasi; tohum ¢imlenmesi, bitki
bliyimesi, bitki verimi ve fotosentezi artirmaktadir. Hasat sonrasi melatonin
uygulamasinin gida kalitesi ve meyve olgunlagmasini artirabilecegi bildirilmistir
(Erland vd., 2016; Szafra'nska vd., 2016).

Melatonin, serbest radikalleri tutarak antioksidan etki gostermektedir (Arnao ve
Hernandez-Ruiz, 2015). Melatonin, reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerini bertaraf
edebilmektedir (Arora ve Bhatla, 2017). Melatoninin, antioksidan enzim aktivitesini

indiikleyerek ve nitrik oksit olusumuna neden olan nitrik oksit sentaz aktivitesini

2



inhibe ederek antioksidan etki gosterdigi bilinmektedir (Escames vd.,1997).
Yenilebilir bitkilerde melatonin bulunmasi melatoninin giiglii bir antioksidan olmasi

sebebiyle 6nem tasimaktadir (Kennaway, 2017).

Bitkiler abiyotik ve biyotik streslere maruz kaldiklarinda melatonin sentezi
artabilir. Yiksek sicaklik, soguk, agir metal stresi gibi olumsuz g¢evre kosullarinda
savunma sistemi indiiklenerck bitkilerde endojen melatonin {iretiminin arttigi

belirtilmistir (Arnao ve Hernendez-Ruiz, 2013; Back vd., 2014) (Sekil 1.3).

Soguk stresi Tuz stresi Kuraklik Hidrojen peroksit Ekzojen melatonin

— :

MELATONIN

Endojen melatonin seviyesi

|

Metabolitler

Antioksidan
savunma sistemi

Amino asitler Azot
0D Organik asitler metabolizmasi
CAT Sekerler Amino asit

GSH Seker alkolleri metabolizmasi

—

l

Abiyotik stres dayanikliligi

Sekil 1.3. Stres faktorlerinin endojen melatonine etkisi ve bitkilerin stres cevabi
(Shi vd., 2016).
Ekzojen olarak uygulanan melatonin biyotik ve abiyotik stres kosullarinda farkli
etkiler gosterebilmektedir (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2015). Soguk stresi uygulanan
tohumlarda melatonin uygulamasinin ¢imlenmeyi artirdigi bildirilmistir (Posmyk vd.,
2009). Agir metal stresinde de melatonin uygulamasinin bitki dayanikliligini artirdigi
belirtilmistir (Tan vd., 2007).

Soguk stresi uygulamasinda soguk toleransini askorbat-glutatyon dongiisiinii

diizenleyerek artirdigr bildirilmistir (Zhao vd., 2016). Tuz stresi uygulamasi

oncesinde ise melatoninin klorofil miktarinin artmasi, yaprak sayisinin artmasi Ve

govde uzamasina neden oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte tuz stresinin olumsuz

etkilerini reaktif oksijen tiirlerini siipiiren enzim aktivitelerini indiikleyerek azalttig
3



vurgulanmistir (Li vd., 2012). Soguk stresinde ekzojen melatonin uygulamasinin
koruyucu etki gosterdigi ve soguk toleransini artirdigi bildirilmistir (Li vd., 2017).
Bununla birlikte, melatonin uygulamasinin paraquatin neden oldugu oksidatif stresin

olumsuz etkilerini azaltabilecegi belirtilmistir (Szafra'nska vd., 2016).

Melatoninin bitkilerdeki kesfi hayvanlardaki kesfinden oldukg¢a sonra oldugundan
dolayr melatoninin bitki metabolizmasina etkileri, 6zellikle son yillarda dikkat
¢ekmektedir (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2015). Abiyotik ve biyotik stres altindaki
bitkilerde melatoninin nasil bir isleve sahip oldugu ve Ozellikle stres sirasinda
belirgin diizeyde indiiklenen sinyal molekiillerle etkilesiminin aydinlatilmasi olduk¢a
onem tasimaktadir. Melatoninin 6zellikle son yillarda sinyal bir molekiil oldugu
kabul edilen gama aminobiitirik asit (GABA) olusumu fiizerine etkisi heniiz tam

olarak bilinmemektedir.

1.3. Bitkilerde Gama Aminobiitirik Asit (GABA)

Gama aminobiitirik asit (GABA), dort karbonlu protein yapisinda olmayan amino
asit havuzu i¢inde serbest bir aminoasittir. Prokaryot ve okaryot olmak {izere ¢ok
sayida canlida belirlenmistir (Shelp vd., 1999). GABA, memelilerde inhibitor
norotransmitter bir madde olarak gorev almaktadir. GABA, kan basmci gibi
kardiyovaskiiler ~ fonksiyonlarin ~ diizenlenmesinde, agri ve ankisiyetenin

hafifletilmesinde ve sinir iletiminde 6nemli rol oynayan bir maddedir (Li vd., 2010).

GABA bitkilerde, abiyotik ve biyotik streslerde hiicre seviyesinde birikmektedir
(Kinnersley ve Turano, 2000; Bouche ve Fromm, 2004). GABA, L-glutamattan
sentezlenmektedir ve trikarboksilik asit dongiisii ile oldukea iliskilidir (Sekil 1.4).

H* co, piruvat alanin NAD+ NADH, H*
Glutamate GABA — || — GABA SSA Suksinat  TCA
GAD GABA-T SSADH
Sitoplazma Mitokondri

Sekil 1.4. Bitkilerde GABA sentez yolu (Renault vd., 2010).
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GABA, bitki gelisiminde ozmotik denge, pH dengesi, C ve N metabolizmasinda
onemli etkilere sahiptir. Kuraklik, tuz, soguk ve sicak gibi stres kosullarinda bitki
dokularinda hizli bir sekilde GABA biriktirildigi vurgulanmistir (Kinnersley ve
Turano, 2000). GABA metabolik yolunun tuz ve ozmotik streslerine karsi adapte
olabilmek i¢in anahtar rol oynadigi belirtilmistir (Al-Quraan vd., 2013). Bununla
birlikte, GABA yolaginda meydana gelebilecek olan bir hasar sonucunda reaktif
oksijen tiirlerinde artis olabilmektedir (Fait vd., 2005, Sekil 1.5).

GABA

/ tcaz CaM

FIHTE N rd

Gt ™\ ) CETGEM

™ ' CO,
lu—>' . GaBa

GAD

(35—~ GABA

Vacuol

GABA GABA

Sekil 1.5. Abiyotik ve biyotik stres kosullarinda GABA miktarinin diizenlenmesi
(Shelp vd., 2010).

UV stresi altinda GABA miktarmin arttigi ve UV’ nin neden oldugu oksidatif stresin
zararlarma karst GABA yolagmin olduk¢a 6nemli etkisinin oldugu bildirilmistir.
Ca*¥/CaM ile bu yolagin diizenlendigi ve hiicresel redoks durumunun dengelendigi
belirtilmistir. GABA metabolizmasinda bir hasar meydana geldiginde bitkilerin UV
stresine karsi daha korunmasiz olabilecegi bildirilmistir (Al-Quraan vd., 2015). Uzun
donem tuz stresinde GABA metabolik yolunun etkisi vurgulanmistir (Akgay vd.,
2012). Bununla birlikte, tuz stresinde ekzojen olarak uygulanan GABA’nin bazi
genlere etki ederek tuz stresinin etkilerini azalttig1 bildirilmistir (Shi vd., 2010). Stres
sirasindaki  etkilerinden dolayi, GABA’nin diger metabolitlerle etkilesiminin

bilinmesi olduk¢a 6nemlidir (Ramesh vd., 2017). Bu nedenle bitki gelisimi iizerine



olumlu etkilerinin oldugu bilinen melatonin ve stres sirasinda sinyal bir molekiil
olarak goérev alan GABA arasindaki etkilesimin bilinmesi stres sirasinda meydana

gelebilecek olan etkilerin bilinmesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
1.4. Bitkilerde Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidan Savunma Sistemi

Bitkilerde reaktif oksijen tiirleri (ROS), radikal olmayan bir molekiilden elektron
ilavesi ya da eksilmesi sonucu olusabilmektedir. ROS, farkli molekiillerle etkilesim
icinde olabildikleri i¢in yiikseltgeyici veya indirgeyici olarak rol oynayabilirler
(Biiyiik, 2016). Reaktif oksijen tiirleri, endojen olarak yogun olarak fotosentez
sirasinda ve TCA dongiisinde olusmaktadir (Breusegem ve Dat, 2006). Bitki
hiicrelerindeki ROS kaynaklari ve lokalizasyonu Cizelge 1.1°de belirtilmistir.

Cizelge 1.1. Bitki hiicrelerinde ROS kaynaklarinin lokalizasyonu (Grof vd., 2013).

Lokalizasyon | ROS Kaynaklari

Kloroplast Fotosentetik ETS, PS | ve PS |l

Peroksizom | Fotorespirasyon, yag asidi oksidasyonu
Mitokondri Elektron tagima sistemi

Sitoplazma Plazma membran kaynakli kinon oksidaz
Apoplast Plazma membran kaynakli NADPH oksidaz
Hiicre duvar1 kaynakli peroksidaz

Bitki hiicrelerinde olusan reaktif oksijen tiirleri, bitkilerde bulunan enzimatik ve
enzimatik olmayan savunma sistemiyle siipiiriilmektedir. Enzimatik savunma
sisteminde superoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, katalaz, glutatyon peroksidaz
ve peroksidaz gibi enzimler rol almaktadir. Enzimatik olmayan savunma sisteminde
askorbik asit, glutatyon, tokoferol ve karotenoidler gorev almaktadir (Cizelge 1.2,

Sekil 1.6).



Cizelge 1.2. Bitkilerde ROS detoksifikasyon mekanizmasi1 (Mittler, 2002).

Mekanizmas Lokalizasyon ROS
Superoksit dismutaz | Chl, Cyt, Mit, Per, Apo | O,

Askorbat peroksidaz | Chl, Cyt, Mit, Per, Apo | H,0,
Katalaz Per H,0,
Glutatyon peroksidaz | Cyt H,0,, ROOH
Peroksidaz CW,Cyt,Vac H,0,
Askorbik asit Chl, Cyt, Mit, Per, Apo | H,O,, O,
Glutatyon Chl, Cyt, Mit, Per, Apo | H,0,
Tokoferol Membranlar ROOH, O,
Karotenoidler Chl 0,

Apo: apoplast, Chl: kloroplast, CW, hiicre duvari, Cyt, sitozol, Mit: mitokondri; O,

:singlet oksijen, Per: peroksizom, PM: plazma membran, Vac: vakuol
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Sekil 1.6. ROS ve antioksidan savunma sistemi (Gill ve Tuteja, 2010).

1.5. Fenolik Bilesikler

Bitkiler savunma amagli sekonder metabolitler gibi bazi maddeler {iretebilirler.
Sekonder metabolitler iginde yer alan fenolik maddeler stres sirasinda
indiiklenebilmektedir. Fenolik bilesikler ticari a¢idan olduk¢a Onem tasimaktadir.
Ozellikle t1ibbi ve aromatik bitkilerden elde edilebilen fenolik bilesikler besinlerde ve
farmasotik bilesenlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Alu’datt vd., 2016). Gallik

asit, katesin, epikatesin gibi fenolik maddelerin radikal siipiiriicti etki gosterdigi ve



bu nedenle antioksidan etki gosterdigi belirtilmistir (Y1lmaz ve Toledo, 2004; Sekil
1.7). Fenolik bilesikler radikal temizleyebilmektedir ve metal selatlayabilmektedir.
Bu nedenle fenolik bilesiklerin antioksidan 6zelligi bulunmaktadir. Bu 6zellik,

hidroksil grup sayisina ve molekiildeki pozisyonuna baglidir (Meral vd., 2012).

COCH

HO OH
OH OH O
Gallik asit Kuersetin

Sekil 1.7. Gallik asit ve kuersetinin kimyasal yapis1 (Roleira vd., 2015).

Fenolik bilesikler primer metabolitlerden sentezlenmektedir ve c¢ok sayida
metabolizmada rol alan metabolitler ile iliskilidir (Sekil 1.8). Cesitli gevresel stres
kosullarinda fenolik bilesiklerin sentezi bitki savunma sisteminin bir gostergesi
olarak arttigi bilinmektedir. Tuz stresi gibi stres kosullarinda fenolik igerigin
indiiklenerek antioksidan aktivitenin artis gosterdigi belirtilmistir (Petridis vd.,
2012). Ticari agidan 6nemli tibbi bir bitki olan Salvia sclarea L. (Adagay) bitkisinde
belirli konsantrasyonlardaki tuz uygulamasinin fenolik igerigi artirdig1 ve sdz konusu

konsantrasyonlarin ticari olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Taarit vd., 2012).
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Sekil 1.8. Bitkilerde fenolik bilesiklerin olusum yolu (Zwart vd., 1999).

Bununla birlikte, ekzojen olarak uygulanan bazi metabolitlerin de fenolik madde
miktarm indiikleyebilecegi belirtilmistir. Insan saghigina inhibitér ndrotransmitter
madde olarak olumlu etkileri olan ve oral yoldan alinabilen GABA ve yine saglik
acisindan 6nemi olan antioksidan etki gosteren fenolik maddelerin sentezinde etki
gosterebilecek olan ekzojen olarak uygulanan metabolitler dikkat ¢gekmektedir. Bitki
biiylime ve gelisiminde ve ¢esitli stres kosullarinda 6nemli etkileri olan melatoninin,
fenolik maddelerin ve GABA miktar1 {izerindeki etkisinin bilinmesi bu maddelerin
stres sirasindaki etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi agisindan olduk¢ca Onem

tagimaktadir.

Bu caligmanin amaci, iilkemizde ve diinyada tarimsal agidan olduk¢a 6nemli olan
domates bitkisinde tuz stresinde melatonin uygulamasinin bitkilerde stres sirasinda
sinyal olarak rol alan gama aminobutirik asit (GABA) ile oksidatif stresin neden

oldugu reaktif oksijen tiirlerine karsi antioksidan etki gosterebilen fenolik madde
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icerigi ve oksidatif stresin neden oldugu lipid peroksidasyonu iizerine etkilerinin

belirlenmesi amaglanmaktadir.
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2MATERYAL VE YONTEM

2.1 Bitki Yetistirme Kosullar:

Solanum lycopersicon L. cv.7254 (Domates) bitkisinin tohumlarinin yiizey
strerilizasyonu (% 5 NaOCI) gergeklestirildi ve perlit iceren saksilarda ¢imlendirildi.
iklim kabininde kontrollii sartlar altinda yetistirildi. Fideler, Hoagland ¢ozeltisi ile
diizenli olarak sulandi, 8 hafta sonunda yapraklara melatonin (0, 200 uM MT)
uygulamasi sprey yontemi ile yapildi. 3 giin melatonin uygulamasindan sonra tuz
stresi (0, 100, 200 MM NaCl) Hoagland soliisyonu i¢inde 1 hafta boyunca uygulandi
(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Domates bitkisine uygulanan deneme deseni.

Kontrol Grubu | Tuz (NaCl) | Melatonin (MT) Melatonin + Tuz
OmM NaCl | 100 mM NaCl | 200 uM MT (MT+100 mM NacCl)
0 uM MT 200 mM NacCl (MT+200 mM NacCl)

Yaprak ornekleri (0.1, 0.2 g ve 0.5 g) sivi azotta dondurulup -80 °C’de dondurucuda
analizlere kadar saklandi. Yaprak orneklerinden toplam klorofil miktari, gama
aminobultirik asit (GABA), fenolik madde miktari ile lipid peroksidasyonu analizleri

i¢in ekstraksiyonlar yapildi.
2.2 Toplam Klorofil Analizi

Toplam Kklorofil miktari, Arnon, (1949) ve Zhang vd., (2013)’e¢ gore
spektrofotometrede (T80 + UV-VIS PG Instruments) dlgiildii. 0,5 g yaprak dokusu
stvi azotta toz haline getirilerek 5 ml asetonda (% 80) homojenize edildi ve daha
sonra sogutmali santrifiijde (Hermle Z326K) 10000 g’de 15 dakika santrifiij edildi.
Olgiim sirasinda % 80 aseton kontrol olarak kullanildi. Toplam klorofil miktar:
Zhang vd., (2013)’e gore hesaplandi.

Klorofila+b (mg/g) =[8.02 x A663 + 20.20 x A645] x V / 1000 x W.
W = yaprak agirligi (g), V = toplam hacim (ml).
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2.3 GABA Analizi

GABA analizi, HPLC (Agilent 1200) ile gergeklestirildi (Bor vd. 2009). 0.5 g yaprak
ornegi sivi azot ile dondurulup su:kloroform:metanol (3:5:12,v/v/v) soliisyonunda
homojenize edilerek (Heidolph 12 F) 4°C’de 10000 g’de santrifiij edildi.
Hidroksinaftelaldehit (HN) ile 96 °C’de 30 dakika tiirevlendirilen 6rnekler, 45uL
filtreden gegirilerek LC18 (Supelco) (250 mmx4.6 mm, 2.5 um) kolonunda 1 mL dk
! akis hizinda 20 pL enjeksiyon hacmi ile 330 nm’de analiz edildi. Solvent olarak
metanol su (62:38) karisimi kullanildi. Elde edilen kromatogramlarin alan hesabi saf
GABA standartlart ile karsilastirildi. HPLC’den elde edilen kromatogramlara goére
GABA piki 12. dakikada elde edilmistir (Sekil 2.1) .

mAU

50 [

1.484

40|
30| | “

20+

1.854

—T1.774

1 ‘%3.199
s Bgors
N

Sekil 2.1. HPLC kromatogrami (GABA).
2.4 Fenolik Madde Analizi

Kalitatif ve kantitatif fenolik madde analizi HPLC (Agilent 1200) ile gerceklestirildi
(Caponio vd. 1999). 0.1 g yaprak 6rnegi metanol ile homojenize edildi ve 10,000
g’de 10 dakika santrifiij edilerek 0.45 um filtreden gecirildikten sonra Supelco LC18
kolon kullanilarak 0.8 mL dk™ akis hizinda 20 pL enjeksiyon hacmi ile 278 nm’de
analiz edildi. Solvent olarak asetik asit (% 2) ve metanol kullanildi. Analiz sonucu
elde edilen kromatogramlardan standart olarak hazirlanan fenolik maddelerin

(benzoik, hidroksibenzoik, klorogenik, kafeik, sinapik, rosmarinik, t-cinnamik, t-
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ferulik, p-kumarik, gallik asit ile epikatesin, katesin, kuersetin, hesperidin) alan

karsilagtirilmasi ile hesaplamalar gergeklestirildi.
2.5 Lipid Peroksidasyonu Analizi

Lipid peroksidasyonunun belirteci olan malondialdehit (MDA) miktar1 domates
bitkisinin yapraklarinda belirlendi. Yaprak ornegi (0,2 g) sivi azotta ezilerek
trikloroasetik asit sollisyonunda (% 20 TCA) homojenize edilip santrifiijlendi.
Omekler TCA (% 5) ve tiobarbutirik asit (% 0,05 TBA) soliisyonunda 96 °C’de 30
dakika inkiibe edilip 4°C’de 10000 g’de santrifiij edildi. MDA miktan
spektrofotometrede 532 ve 600 nm’de Olgiildii. 155 mM™ cm™? tikkenme katsayisi
kullanilarak hesaplamalar gergeklestirildi (Zhang vd., 2013).

2.6 istatistiksel Analiz

Tuz stresi uygulanan domates bitkisinde melatoninin etkisini belirlemek i¢in SPSS12
programi kullanildi. Kontrol bitkiler, melatonin ve tuz uygulanan bitkiler arasindaki

farkliliklar tek yonlii varyans analizi ANOVA ve LSD testi ile gergeklestirildi.
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3.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
3.1 Toplam Klorofil Miktari

Domates bitkisinin yapraklarindaki toplam klorofil miktar1 en yiiksek olarak
melatonin uygulamasinda gozlendi. 100 ve 200 mM NaCl uygulamalarinin toplam
klorofil miktarin1 azalttigi bununla birlikte kontrol grubuna yakin miktarlarda
belirlendi. Melatonin ve tuz uygulamalarinda ise toplam klorofil miktarinin sadece
100 ve 200 mM NaCl uygulamalarina gore daha yiliksek diizeyde oldugu gozlendi
(Sekil 3.1).

Toplam Klroofil Miktar

Kontrol 100 200 MT  MT+100 MT+200
Sekil 3.1. Domates bitkisinin yapraklarindaki toplam klorofil miktart.

Onceki yapilan calismalarda ekzojen olarak uygulanan melatoninin Spinacia
oleracea L. (Moussa vd., 2017), Cucumis melo L. (Zhang vd., 2017) ve Zea mays L.
(Fleta-Soriano vd., 2017) gibi farkli bitkilerde klorofil miktarinda olumlu etkilerinin
oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte soguk stresi (Zhang vd., 2017) ve tuz stresi
(Zheng vd., 2017a) gibi stres durumlarinda da melatoninin klorofil miktarinda ve
fotosentez veriminde iyilestirici etkilerinin oldugu vurgulanmistir. Calismamizda da
benzer sekilde melatonin uygulamasinda kontrol grubuna gore belirgin diizeyde artis
oldugundan dolay1 ekzojen melatonin uygulamasinin toplam klorofil miktarinda artis

ile birlikte fotosentezde olumlu etkilerinin olabilecegi sOylenebilir. Melatonin+tuz
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uygulamalarinda da melatoninin tuz stresinin olumsuz etkilerini hafifletebilecegi

sOylenebilir.
3.2 Endojen GABA Miktari

Domates bitkisinin yapraklarindaki GABA miktarinin tuz uygulamalarinda kontrol
grubuna gore arttigi belirlendi. Melatonin (MT) ve MT+tuz uygulamalarinda ise
GABA miktarinin kontrol grubuna gore belirgin diizeyde arttig1 gozlendi. En yiliksek
GABA miktari, melatonin+100 mM NaCl uygulamasinda gozlendi (Sekil 3.2).

13
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GABA (umol-g™)

Kontrol 100 200 MT MT+100 MT+200

Sekil 3.2. Domates bitkisinin yapraklarindaki GABA miktari. (MT: Melatonin,
100: 100 mM NaCl, 200: 200 mM NacCl).

Wang vd., (2017) tuz stresinde GABA miktarinin artarak reaktif oksijen tiirlerinin
zararli etkilerine ve membran hasarina kars1 korumada olumlu ve iyilestirici etkisinin
oldugunu vurgulamistir. Cassia italica bitkisinde de benzer sekilde tuz stresi ile
GABA miktarindaki artigin, tuz stresinin olumsuz etkilerine kars1 iyilestirici etkisinin
oldugu ve hiicrelerde meydana gelen lipid peroksidasyonunu indirgeyici etkisi
oldugu vurgulanmistir (Algarawi vd., 2016). Calismamizda da benzer sekilde tuz
uygulamasinda GABA miktarinin kontrol grubuna gore arttigi belirlendi. Ekzojen
MT uygulamas1 ve MT+tuz uygulamalarinda GABA miktarindaki artis kontrol
grubuna gore daha belirgindir. Ekzojen melatonin uygulamasi ile GABA
miktarindaki bu artisin tuz stresinin indiikleyebilecegi reaktif oksijen tiirlerinin
zararli etkilerine karst GABA’nin sinyal olarak koruyucu etkisinin olabilecegi

sOylenebilir.
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3.3 Fenolik Madde Miktari

Calismamizda HPLC ile analiz edilen 15 adet fenolik maddeden (Benzoik,
hidroksibenzoik, rosmarinik, p-kumarik, kafeik, sinapik, klorojenik, t-cinnamik, t-
ferulik, hesperidin, gallik asit ile katesin, epikatesin, kuersetin) gallik asit ve

klorojenik asit miktarlarinda artis gézlenmistir.

3.3.1 Gallik asit miktari

Domates bitkisinin yapraklarinda gallik asit miktar1 kontrol bitkilerine gore, tuz
uygulamalarinda; 100 mM NaCl (2,1 kat) ve 200 mM NaCl (6,1 kat) belirgin
diizeyde arttigt belirlendi. Melatonin uygulamasinda kontrol bitkileriyle
karsilastirildiginda gallik asit igeriginde (5,9 kat) belirgin bir artisa neden oldu.
Gallik asit igerigi MT+tuz uygulamalarinda da kontrol grubuna gore belirgin

diizeyde artmistir (Sekil 3.3).

45
4 a
T a 2
—_ 35 T
l?n 3 a
=1)] T
2 s
=
4 2
R
= 15 b
3
1 b
OI5 ’L‘
0
Kontrol 100 200 MT MT+100 MT+200

Sekil 3.3. Domates bitkisinin yapraklarindaki gallik asit miktar1 (MT:
Melatonin, 100: 100 mM NaCl, 200: 200 mM NaCl).

Yapraklardaki gallik asit, siiperoksit anyonlarin temizlenmesinde bir antioksidan

gorevi gorebilmektedir. Buna ek olarak, stres kosullarinda bir sinyal iletim yolunun

baslayabildigi ve cesitli biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda fenolik bilesiklerin

birikiminin bitki savunma mekanizmasmin gostergesi olabilecegi bildirilmistir
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(Beimen vd., 1992, Pane vd., 2017). Calismamizda melatonin uygulamasiin gallik
asit igeriginin artmasima neden olmasi bitki savunma sisteminin indiiklenmesi

acgisindan 6nemli etkisi olmus olabilir.
3.3.2 Klorojenik asit miktari

Klorojenik asit miktari, melatonin ve melatonin+tuz uygulamalari ile indiiklenmistir
(Sekil 3.4). Melatonin+100 mM NacCl (1,22 kat) ve melatonin+200 mM NaCl (1,19
kat) uygulamalarinda kontrol grubuna gore dikkate deger bir artis gozlenmistir.
Bununla birlikte, 200 mM NaCl uygulamasi, klorojenik asit igeriginde kontrol
grubuna gore 1,32 kat azalmaya neden olmustur. Melatonin uygulamasinin ise

klorojenik asit miktarini, kontrol bitkilerine gore 1,13 kat artirdigi belirlendi.

18
1 a L T
14 ab T

12

10 L

Klorojenik asit (ug'g™)

Kontrol 100 200 MT MT+100 MT+200

Sekil 3.4. Domates bitkisinin yapraklarindaki klorojenik asit miktar1 (MT:
Melatonin, 100: 100 mM NacCl, 200: 200 mM NaCl).

Bitki hiicreleri ROS hasarindan korunmak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan sistem, ve fenolik maddeler gibi ¢esitli savunma sistemine sahiptir
(Rodriguez vd., 2004). Klorojenik asitin superoksit radikalini kuvvetli bir sekilde
stiptirebildigi bildirilmistir (Bhat ve Riar, 2017; Sugahara vd., 2018). Calismamizda,
melatonin uygulamasinin klorojenik asit miktarini artirarak tuz stresi altinda serbest
radikallere karst koruyucu etkilerinin olabilecegi sdylenebilir. Calismamizda

melatonin uygulamasiyla ozellikle antioksidan potansiyeli olan bazi1 fenolik
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maddelerin belirgin diizeyde artmasi nedeniyle tuz stresinde ekzojen olarak

uygulanan melatoninin koruyucu etkisinin olabilecegi sdylenebilir.
3.4 Malondialdehit (MDA) Miktari

Calismamizda domates bitkisinin yapraklarinda, lipid peroksidasyonunun belirteci
olan MDA miktari, tuz uygulamasinda 100 mM NaCI (2,15 kat), 200 mM NaCl
(3,24 kat) ile kontrol grubuna gore belirgin diizeyde artmustir (Sekil 3.6). Bu artis
ozellikle 200 mM NaCl uygulamasinda oldukca belirgin diizeydedir. Bununla
birlikte, melatonin uygulamasinda MDA miktar1 kontrol grubuna gore yakin diizeyde
belirlendi. Ayrica, tuz ile birlikte uygulanan melatoninin MDA miktarini tekli tuz
uygulamalarina gore indirgedigi, bu nedenle melatoninin tuz stresinde lipid

peroksidasyonunu indirgedigi belirlendi.

90
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Sekil 3.5. Domates bitkisinin yapraklarindaki MDA miktar1 (MT: Melatonin,
100: 100 mM NaCl, 200: 200 mM NacCl).

Onceki yapilan calismalarda, cesitli stres kosullarmin MDA miktarmi artirma
etkisinin oldugu, bununla birlikte soguk (Zhao vd., 2016), tuz (Zheng vd., 2017a) ve
su stresi (Zheng vd., 2017b) gibi stres kosullart altinda melatonin uygulamasinin
lipid peroksidasyonunu azaltict etkisi oldugu belirtilmistir. Calismamizda da benzer
sekilde tuz stresi ile MDA konsantrasyonunda artis gézlenmistir. Bununla birlikte,
tuz stresi sirasinda melatonin uygulamasinin MDA miktarim1 artirict  etkisinin

olmamasi nedeniyle, tuz stresi altinda melatoninin koruyucu etkisinin olabilecegi
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sOylenebilir. Bu etki melatoninin savunmada etkili olabilen fenolik madde miktar1 ve

sinyal molekiil olan GABA igerigine etkisi ile gergeklesmis olabilir.
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3. SONUC VE ONERILER
Ekzojen melatonin uygulamasinin domates bitkisinde,

Baz1 fenolik bilesikleri ve GABA igerigini artirabilecegi

Tuz stresinin neden oldugu reaktif oksijen tiirlerini azaltabilecegi

Tuz stresi altinda lipid peroksidasyonun belirteci olan malondialdehit miktarini
azaltarak tuz stresinin olumsuz etkilerini hafifletebilecegi

Tuz stresi altindaki domates bitkisinde olumlu etkilerinden dolay1r melatoninin

gelecekte tarimsal agidan da kullaniminin 6nemli olabilecegi sdylenebilir.
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