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OZET

In Vitro KOSULLARDA ASMADA UV-B STRESINE KARSI MELATONIN
UYGULAMASININ ETKIiSi

YILDIZ, Sena
Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Nurhan KESKIN
Kasim 2022, 51 sayfa

Bu c¢alisma, Melatonin (MEL; N-asetil-5-metoksitriptamin)’in Asma (Vitis
vinifera L.)’da Ultraviyole B (UV-B) stresine karsi etkilerini belirlemek amaciyla
gerceklestirilmistir. Bitkisel materyali olusturan Merlot ve Ercis tiziim gesitlerine ait in
vitro bitkiciklerin elde edilmesinde; 0, 100 ve 200 pmol I"* MEL igeren MS (Murashige
ve Skoog) yar1 kat1 temel besin ortami ve tek bogum kiiltiirii kullanilmistir. En az 6 tam
yaprakli in vitro bitkiciklere kavanozlarin kapaklar1 agilarak diisiik (311 nm Philips TL
20W/01, 16 saat = 8.25 uW cm'z) ve yiiksek (311 nm Philips TL 20W/01, 4 saat = 33
uw Cm'z) UV-B 1sin1 40 cm yiikseklikten steril bir kabin igerisinde uygulanmistir.
Calisma sonucunda MEL uygulamalarinin UV-B stresi altindaki asma in vitro
bitkiciklerde toplam fenolik bilesik (TF), toplam antioksidan (TA), flavonol (Flv) ve
icsel MEL igerigini artirdigi, Malondialdehit (MDA) igerigini azalttii, antioksidan
enzim aktivitelerini (katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve askorbat peroksidaz
(APX) ise tesvik ettigi gorilmiistiir. Ceside gore degismekle birlikte, diisik UV-B
stresine karst 200 pmol I* MEL uygulamasmim, kontrol ve 100 pmol I MEL
uygulamalarina gore daha iyi sonu¢ verdigi goriilmiistir. Ceside gore yapilan
karsilastirmalarda ise TF, TA, APX, ADI, Ant ve Flv bakimindan Ercis ¢esidinin, SOD,
CAT, MDA, Kl ve i¢gsel MEL igerigi bakimindan ise Merlot ¢esidinin tatminkar

sonuglar verdigi gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Abiyotik stres, Antioksidan enzimler, Doku kiiltiiri,
Oksidatif hasar, Vitis vinifera L.






ABSTRACT

EFFECT OF EXOGENOUS MELATONIN TREATMENT TO UV-B STRESS IN
GRAPEVINE In Vitro CONDITIONS

YILDIZ, Sena
M.Sc. Thesis, Department of Horticulture
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nurhan KESKIN
November 2022, 51 pages

In this study was carried out to determine the effects of Melatonin (MEL; N-
acetyl-5-methoxytryptamine) against Ultraviolet B (UV-B) stress in grapevine (Vitis
vinifera L.). In the production of in vitro plantlets of ‘Merlot’ and ‘Ercis’ grape cultivars
that constitute the plant material; MS (Murashige and Skoog) semi-solid basic nutrient
medium containing 0, 100, and 200 pmol I MEL and single node culture were used.
To in vitro plantlets with at least 6 whole leaves was applied the UV-B ray (low; 311
nm Philips TL 20W/01, 16 h = 8.25 uW cm™ and high; 311 nm Philips TL 20W/01, 4 h
= 33 uW cm™) by opening the lids of jars from a height of 40 cm in a sterile cabinet. As
a result of the study, it was observed that MEL applications enhanced the total phenolic
compounds (TP), total antioxidants (TA), flavonol (Flv), and endogen MEL contents,
reduced the Malondiadehit (MDA) content and induced the antioxidant activities
(catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX).
Depending on the variety, it was observed that 200 umol 1" MEL application against
low UV-B stress gave better results compared to the control and 100 umol I MEL. In
comparisons made according to the variety, it was observed that the ‘Ercis’ cultivar
gave satisfactory results in terms of TP, TA, APX, ADI, Ant and Flv, and Merlot
cultivar terms of SOD, CAT, MDA, KIl, and endogen MEL content.

Keywords: Abiotic stress, Antioxidant enzymes, Oxidative damage, Tissue

culture, Vitis vinifera L.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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1. GIRIS

Yesil bitkilerin fizyolojik a¢idan birincil temel ihtiyaci olan 1s1k fiziksel ve
kimyasal etkileri ile bitki biiyiime ve gelismesini farkli  bigimlerde
yonlendirebilmektedir. Bu nedenle tarimsal nitelikleri etkiyen diger bir deyisle stres
unsuru olan 151k kavramlarinin fizyolojik etkileri detayli bir ¢alisma alamdir. Ozellikle
Ozon tabakasinin, giines 1s18indaki Ultra viyole B (UV-B)’yi daha az absorbe ettigi
bilgisinin kabul gérmesine bagli olarak; bitkilerin ciddi bir stres faktorii olarak UV-B
1isinlarina daha fazla maruz kaldigi ifade edilmektedir (Caldwell ve ark., 1998).

UV-B ismlarinin ¢ok yillik bitkilerin hiicresel ve molekiiler mekanizmalari
tizerindeki etkileri tek yillik bitkilere gore daha az bilinmektedir. Diinyada ve
Tiirkiye’de en fazla tiiketilen meyve tiirleri igerisinde yer alan Asmalar (Vitis vinifera
L.), diger bitkiler gibi sessil (aktif olarak yer degistirememe, hareketsiz) dogalarinin
geregi olarak bag kosullarinda birgok biyotik ve abiyotik stres kosullar ile basa ¢ikmak
zorundadir. Hayatta kalma sanslar1 ise genomik esneklik ile biyotik ve abiyotik streslere
kars1 kendi savunma cevaplarimi gelistirme kabiliyetlerine baghidir. Asmalarin,
yasamlar1 boyunca dogada bircok stres faktorii ile karsi karsiya kaldigi diistintildiigiinde,
stresle iliskili mekanizmalarin aydinlatiimasi ve bu faktorlere karsi bitkisel iiretimi ve
verimliligi arttiracak ya da miimkiin kilacak ve stres etkilerini azaltacak yontemlerin
arastirilmasi gerekmektedir.

Daha once sadece hayvansal bir hormon olarak bilinen melatonin (MEL; N-
asetil-5-metoksitriptamin)’in, bitkilerde stres fizyolojisindeki rolii giincel arastirmalara
konu olmaktadir (Arnao, 2014). MEL’in bitkilerdeki en belirgin roli, sirkadiyen ritmi,
biiylime ve gelismeyi diizenlemesi ile gevresel stres faktorlerine karsi bitki toleransini
artirmast olarak 6ne ¢ikmaktadir (Kaur ve ark. 2015). Melatonin ayrica, antioksidan
aktivite faktorii olarak bilinen antioksidan enzimleri aktive etmekte (Li ve ark., 2012),
mitokondriyal elektron tagima zincirinin etkinligini arttirmakta ve bitkileri oksidatif
hasardan korumada 6nemli bir rol almaktadir (Martinez ve ark., 2018). Bununla birlikte
genel olarak, bitkilerde MEL ile ilgili arastirmalar heniliz sinirlidir. Olumsuz cevre
kosullarinda yasayan ve esas olarak toleransli bitkilerde bulunmasi beklenen yiiksek

MEL igerigi, son yillarda bu maddenin disaridan uygulanmasiyla bitkilerin stres



kosullarina kars1 toleransinin iyilestirilmesine yonelik arastirmalart da glindeme
getirmigtir (Diiver, 2019). Bu ¢alismalar arazi kosullarinda yapilabildigi gibi doku
kiltiirii tekniklerinin sunmus oldugu avantajlardan yararlanilarak da yapilabilmektedir.

Giincel literatiir bitkilerde stres toleransini anlayabilmek igin in vitro kosullarin
uygun maliyetli yontemler oldugunu belirtmekte (Jan ve ark., 2018) ve in vitro kiiltiirler
bircok avantajlarindan dolay1 stres calismalarinda model sistemler olarak tercih
edilmektedir (Sakhanokho ve Kelley 2009; Erland ve Saxena 2018).

Bu calismada Asma bitkisinin 6nemli bir abiyotik stres faktorii olan UV-B
stresine  karsi toleransinda farkli konsantrasyonlarda in vitro digsal MEL

uygulamalarinin etkisi belirlenmistir.



2. KAYNAK BILDIRIiSLERI

2.1. UV-B Stresi

Giines kaynakli 151k spektrumunun 400-100 nm dalga boyu arasindaki alan1t UV
isinlart olarak tanimlanir. Bu alan dalga boylarina gére UV-A (315-400 nm), UV-B
(280-315 nm) ve UV-C (100-280 nm) olmak {iizere {i¢ gruba ayrilmaktadir. UV-A
isininin ¢ok az bir kismi ozon tarafindan tutulmakta ve diinya ylizeyine kolaylikla
iletilmektedir. UV-B isinlar1 yeryiiziine ulasan en kisa dalga boylu giines 1sin1
spektrumu olup, diinyaya ulasan UV-B miktari1 atmosferdeki ozon miktar
belirlemektedir. En kisa dalga boyuna sahip UV-C isinlar ise atmosferdeki ozon ve
oksijen tarafindan absorbe edilmekte ve yeryiiziine ulasamamaktadir (Madronich ve ark.
1998).

Antropojenik Kirleticilerin (hidrokarbonlar, halojenler gibi Ozon azaltici
kimyasallar) olusturdugu ozon tabakasindaki incelme yeryiiziine ulasan kisa dalga boylu
isinlarin (280-315 nm) miktarinda bir artisa yol agmaktadir (Rai ve ark., 2011). Bu
durumun gelecekte de devam etmesi tahmin edilmekte, 6ntimiizdeki 50 y1l i¢inde her yil
yaklagik %0.3-1 oraninda artmaya devam edecegi ileri siirilmektedir (Chameides ve
ark., 1994). Her gegen yil yeryiiziine ulasan kisa dalga boylu iginlarin miktarmin
artacagl diislinlildigiinde ise, bitki biiylime ve gelismesinde strese bagli biyolojik
hasarlar beklenmektedir.

Biyosferdeki biitlin canli organizmalar, solar ac1 ve strastosferik ozon
tabakasinin kalinligiyla degisime ugrayan siddetteki UV-B 1smina maruz kalirlar
(Zlatev ve ark., 2012). UV-B’nin artis miktar1 temelde enlem derecesine baglidir. En
bliyiik artis kuzey ve gliney kutuplarindadir. Kuzey kutbunda ozon tabakasinin incelme
donemi kis ve ilkbahar mevsimi, giiney kutbunda ise eyliil ve ekim aylaridir. UV-B
toplam giines 1s1n1nin sadece kiiclik bir bileseni (%0.5) olmasina ragmen, sahip oldugu
yiiksek enerjisinden dolay1 yalnizca miktarindaki biiylik artislar degil kiigiik artiglarda
bile olaganiistii biyolojik hasar olusturma potansiyelindedir (Frohnmeyer ve Staiger

2003; Zlatev ve ark., 2012; Nawkar ve ark., 2013).



UV-B 1sinlara maruz kalmak, canlilar i¢in farkli diizeylerde stres ve strese bagli
yasamsal sorunlar olusturmaktadir. Bitkilerde, DNA, RNA, protein, lipid ve bitki
hormonlar1 gibi UV-B’yi absorbe eden biyolojik molekiillerle etkilesimi nedeniyle bu
1sinlar, 6nemli bir abiyotik stres faktorii olarak tanimlanmaktadir (Caldwell ve ark.,
1998; Eichholz ve ark., 2012; Tsurunaga ve ark., 2013).

UV-B bitkilere dogrudan hasar verir ya da bitkilerdeki cesitli diizenleyici
basamaklar1 bozarak fizyolojik siire¢leri etkileyebilir (Potters ve ark., 2009; Yiziigillii-
Karakus ve ark., 2018). UV-B 1sminin bitkilere zararlari; kalitsal mutasyonlara sebep
olabilen dogrudan DNA hasar1 ve bitkinin fizyolojik fonksiyonlarindaki dogrudan veya
dolayli hasarlar olmak {iizere iki kategoride toplanmaktadir. Tiim bu nedenler
fotosentetik aktiviteyi olumsuz yonde etkilemektedir (Allen ve ark., 1998). Artan UV-
B’nin fotosentez iizerine etkilerinin bir sonucu da kuru agirlik, nisasta ve klorofil
miktarini azaltmasidir (Cechin ve ark., 2007; Surabhi ve ark., 2009). Ayrica bitkilerin
fotosentez hizin1 yavaglatmasinin yaninda topraktaki mikroorganizmalar1 yok ederek
topragi verimsiz hale getirebilmektedir (Ekici ve Aksoy 2001).

UV-B’nin bitkiler iizerine etkileri Sekil 2.1°de toplu olarak sunulmustur.

Morfolojik Fizyolojik ve Bivokimyasal
-Yaprak yiizey alaninda azalis uv-B -UV koruyucu pigment birtkimi
-Yaprak kalinlifinda artig -Lipid peroksidasyonu
-Bogum aralarnda kisalma ~Epidermiste flavonoid birikimi
Kok geligiminde azalts -Antioksidan miktarnda artss
-Biyokitlede azalis o .
i .. -Antioksidan enzimlerde artiz
-Ciceklenmede degisim
Verimlilikte azalis -Fotosentezde azalig
-Urtin veriminde azalis -Fotosistem IT, D1 ve D2
Molekiiler proteinlerinde azahy
-Onarim mekanizmasimn harekete gegmesi —_Rul.m?ko aktivitesin ve
. igeriginde azalig
-Homolog rekombinasyonlarin uyarilmasi
-Klorofil mikianinda azalig

-Fotosentetik gen etkisinin azalmasi

Sekil 2.1. Bitkide UV-B stresinin etkileri (Kataria ve ark., 2014).



2.2. UV-B Stresi ile Tlgili Asmada Yapilmis Cahsmalar

UV-B stresi ile ilgili asmada yapilmis ¢alismalar Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Cizelge 2.1. UV-B stresi ile ilgili asmada yapilmis ¢alismalar (Gokgen ve Keskin,

2020).
Deneme
Cesit Organ Alan uv Siiresi Biyokimyasal Yanit
(Giin)
Riesling Tane Bag uv-B 60< Karotenoid 1
Bacchus Tane Sera UVAveB 60< Flavonoid 1
Cabgrnet Yaprak Lab uUv-B <15 CAT 1t
sauvignon
T . ' w ..
?mpranlllo, Yaprak Bag UV-B 15-60 Klorofil |. UV emici bilesikler
Viura 1
v Antosiyanin 1, trans-

Malbec Tane Bag uv-B 60<

resveratrol 1
Malbec Yaprak Bag uUv-B <15 CAT 1, APX 1, MDA 1
Malbec Yaprak Sera uUv-B <15 Antioksidan 1
Malbec Tane Bag uUv-B 60< Antosiyanin 1
Sultani Yaprak Bag UV-B 15-60 APX 1, SOD 1, CAT 1t
Sauvignon )

g Tane  Bag UV-B 60< Fenolik bilesik 1

blanc
Romeiko Yaprak Bag UV-B <15 APX 1, SOD 1, CAT 1
Malbec Yaprak Sera uUv-B <15 Antioksidan 1
Malbec Yaprak Bag uUv-B 60< Antioksidan 1
Malbec Tane Lab., Bag UV-B 60< Ugucu organik bilesik 1
Pl_not_n0|r, Yaprak Sera UVv-B 60< Klorofil |
Riesling
Tempranillo Yaprak Sera uv-B 60< ?mlOkSldan enzim 1, Klorofil
Tempranillo Tane Sera uv-B <15 UV emici bilesikler 1, SOD 1




Cizelge 2.1. UV-B stresi ile ilgili asmada yapilmis ¢alismalar (Gokgen ve Keskin, 2020)

(devam)
Deneme
Cesit Organ Alan UV Siiresi ~ Biyokimyasal Yamt
(Giin)

. V omici bilesiklor 1.
Tempranillo Tane Sera UV-B <15 UV emici bilesikler 7

SOD 1
Tempranillo Tane Sera  UV-B <15 Ant05|y§1n|n £
Flavonoid 1
Malbec Cigek Bag UV-B 60< Ugucu organik bilesik 1
Merlot Tane Bag UVv-B 60< VvDRT.100-L geninin
karakterizasyonu 1
Sauvignon Tane Lab. UV-B 60< Flavonoid 1
blanc

. UV emici bilesikler 1,
Tempranillo Yaprak Sera UV-B 60< emici bilesikler 1

SOD 1
Tempranillo Yaprak Sera  UV-B 60< UV emici bilesikler 1
Malbec Yaprak Bag UV-B 60< UV emici bilesikler 1
Sauvignon Tane  Bag UV-B 60< Linalool 1
blanc

. UV emici bilesikler T,

Romeiko Yaprak Lab. UVv-B <15 Klorofil |

Flavonoid 1,

. - <
Tempranillo  Tane  Sera  UV-B 60 Antosiyanin 1

Cesit UVA, Flavonoid 1,

Yaprak Lab. <15 .
belirtilmenmis P UV-B Antosiyanin 1

i Lab. .
Sauvignon Tane akj " UV-B 60< Flavonoid 1
blanc Bag
Fenolik 1, Gen

Malbec Tane Bag UV-B 60< k1

karakterizasyonu 1

2.3. Bitkilerin Yasam Dongiisiinde Melatonin

Bir indolamin olan Melatonin (MEL), ilk kez 1958 yilinda sigirlarin epifiz
bezinden izole edilmis (Lerner ve ark., 1958) ve Melanosit uyarict hormonunun (MSH)
karanlhigin etkisini tersine ¢evirme roliinden dolay1 boyle isimlendirilmistir (Rodriguez
ve ark., 2004). MEL sentezi, aromatik bir aminoasit olan triptofan (Trp)’dan
baslamaktadir (Sekil 1). Trp ayn1 zamanda, bitkisel bir hormon olan indol-3-asetik asitin

(IAA) de sentezini baslatmaktadir. MEL sentezi, hayvanlardakine benzer sekilde



bitkilerde de ardistk dort enzimatik basamak izleyerek triptofan / triptamin /
serotonin/N-asetilserotonin / melatonin seklinde gerceklesir (Erland ve ark., 2015).

/ TrpSH
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Sekil 2.2. Bitkilerde MEL sentezi (Posmyk ve Janas, 2009).

Bitkilerde MEL iiretimi hayvanlardan farkli olup bir¢ok faktér tarafindan
etkilenmektedir. En etkili faktolerden birisi ise 1siktir. Bitkilerde en yogun MEL sentez
yerleri mitokondri ve koloroplasttir.

MEL o6zellikle oksin tasiyici proteinleri ve oksin, sitokinin, absisisk asit,
gibbrellin ile etilen gibi bitki hormonlarinin genetik ifadesinin diizenlenmesinde dnemli
bir rol alir. Oksin gibi davranarak lateral ve adventif kok biiyiimesini tesvik eder,

fotosentez siirecini korur ve senesensi erteler (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2018).



Antioksidan molekiil gibi muhtesem rollerine ek olarak MEL, serbest radikaller
ile tehlikeli ve 6limciil nitrik oksit, hidrojen peroksit, singlet oksijen hipoklordz asit ve
daha fazlasi gibi ROS’lar siiptirmede oldukga etkilidir. MEL’in digsal uygulamalarinin
soguk, sicaklik, agir metal, kimyasallar ve UV gibi ¢esitli abiyotik streslere karsi
savunma mekanizmasi ve koruma sagladigi gozlemlenmistir (Arnao ve ark., 2015).
MEL, daha yiiksek azot ve klorofil icerigi, fotosentez kapasitesi, ¢oziinebilir protein
miktar1 ve rubisco aktivitesini tesvik etme yetenegine sahiptir. Yaprak senesensi
siirecinde fotosentezden sorumlu proteinlerin arttilmasini da saglar. Melatonin 3
kloroplast ATP sentez enzimlerinden de sorumludur. Ayrica karanlik ve aydinlik
periyotlarda bitkilerin fotosentetik yeteneklerinin arttirilmasinda rol alir ve fotosistem 1
ve fotosistem 2’nin etkinligini arttirir (Nawaz ve ark., 2021).

MEL’in antioksidan dogast oksidanlara karsi dayanimi arttirmasi, ROS
stiptirerek biyotik ve abiyotik streslere yanit gelistirmesi ve bakteriyel patojenlere karsi
koruma olusturmasi onu tarimsal {iretim siirecinde biyostimulator olarak kullanislt halde
getirmistir. Melatonin olumsuz kosullarda kok ve tohum ¢imlenmesini arttirarak hayatta
kalma ihtimalinin artmasina yardimci olur. Yiiksek miktarda MEL igerigi bitkilerde
kolorofil degredasyonunu engelleyerek yaprak senesensini geciktirir ve homeostaz
seviyelerinin siirdiiriilmesiyle fotosentetik aktivitenin artmasina yardim eder.

Cok fazla sayida literatiirde hem in vitro hem de in vivo ortamlarda bir bitki
biiylime diizenleyici olarak MEL’in etkisi gosterilmistir. In vitro’daki etkiler bitkilere
digsal MEL uygulamalarinin bitki biyiimesindeki yanitlarina deginirken in vivo
calismalar bitkilerin biiyiime ve gelismelerinde igsel melatonin seviyelerinin yanitlarina
deginmektedir (Nawaz ve ark., 2021). Melatoninin tibbi bitkiler, tahillar, meyveler dahil
birgok tiirde varligi kanitlanmistir ancak bitkide bulunma konsantrasyonu bitki tiiriine
gore degismektedir.

MEL’in antioksidan dogast oksidanlara karst dayanimi arttirmasi, ROS
stipiirerek biyotik ve abiyotik streslere yanit gelistirmesi ve bakteriyel patojenlere karsi
koruma olusturmasi1 onun tarimsal iiretim siirecinde biyostimulator olarak kullanimini
yarayislt halde getirmistir (Huang ve ark.,, 2019). MEL’in bitki biiylime ve

gelismesindeki tiim bu fonksiyonlari asagida detaylandirilmastir.



2.3.1. Bitkilerde biiyiimeyi tesvik edici rolii

Bitkide biiylime ve gelisme donemine c¢esitli fitohormonlar 6zellikle de oksinin
roli biyiiktiir. Bir indolamin olarak Trp’den sentezlenen MEL, IAA ile ayn1 baslangig
icerigini paylasir. Boylece MEL bitkilerde bliylime ve gelismeye olan etkisinde IAA’ya
benzer roller oynayabilir (Fan ve ark., 2018).

MEL, hem in vitro hem de in vivo kosullarda cesitli biiyiime ve gelisme
parametrelerini iyilestirmesi ve iyon homeostazin1 diizenleyip bitki verimliligini
arttirmasi sebebiyle biiylimeyi tesvik edici molekiil olarak degerlendirilir (Sadek ve ark.,
2019). Melatonin hem kendi hem de oksin, absisik asit, gibberellin, sitokinin etilen,
poliaminler, jasmonik asit ve salisilik asit gibi bir¢ok farkli dogal ve sentetik bitki
biiylime diizenleyiciSinin sentezini diizenleyebilmesiyle bagimsiz bir bitki biiyiime
diizenleyicisidir. Bitki biiyiime diizenleyicileriyle iliskili genlerin ifadesinin
diizenlemesi ve ayn1 zamanda aktivitelerine aracilik etmesi 6nemlidir. Birgok ¢alisma
MEL’in bitki biiylime diizenleme etkilerinin diger bitki biiyiime diizenleyicileriyle
karsilastirilabilir oldugunu ileri stirmiistiir (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2017; Arnao ve
Hernandez-Ruiz, 2018). Bitkilerde kok ve yaprak gelisimini arttirabilmesi nedeniyle
MEL oksin benzeri davranis sergilemektedir. MEL ayni zamanda senesensi
erteleyebilmesi ile fotosentetik sistemleri ve hiicre alti yapi siireclerini koruyarak
sitokinin benzeri davranir. Benzer sekilde bazi ¢alismalarda meyve olgunlagsmasinda ve
hasat sonrast siirecte etilen benzeri davraniglar da gostermistir (Nawaz ve ark., 2021).

Melatoninin oksinlere Ozellikle TAA’ e yapisal benzerligi bulunmaktadir ve
sonug olarak kok ve siirgiinlerin diizenlenmesine dahil olur. Yani tipki oksin gibi farkli
bitki cesitlerinde vejetatif biiyliimeyi gelistmeyi tesvik edici rol oynar (Kolaf ve
Machackova, 2005).

In vivo etkisinin diginda, in vitro ortamda da MEL bitki biiyiime ve gelismesine
etki etmektedir. In vitro kosulda, digsal uygulanan MEL bitkilerin halihazirda
biinyelerinde bulunan IAA ve oksin gibi fitohormonlarin oynadig: rolle ayni rolii oynar.
Melatonin ve indolaminle ayn1 baslangi¢ icerigini paylasir. Bu sebeple bitki biiyiime ve
gelismesinde tipki oksin gibi davranir (Hernandez-Ruiz ve ark., 2005; Fan ve ark.,

2018). Indol temelli melatonin ve oksin ayni1 yapidan tiiredikleri ve MEL hayvanlarda 5-
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metoksindolasetik asite doniigebildiginden IAA olarak islev gorebilir veya IAA bitki
dokularinda ayn1 yonde davranis sergileyebilir (Katekar, 1979).

In vitro kosullarda MEL’in in vitro etkisini incelemek i¢in Glycyrrhiza uralensis
Fischer’de yapilan bir c¢alismada dissal MEL uygulamasi vejetatif biiylime ve
genislemeyi tesvik etmistir. Bu ¢alismanin sonuglari alt1 aylik bitkideki igerigin {i¢ aylik
bitkiden dort kat daha fazla olmasi, bitkilerin biliylidikce MEL miktarinda artis
goriildiigiiniin kaniti olmustur. Ayni1 zamanda kirmizi 1s1k altinda biiyiiyen bitkilerin
daha fazla MEL igermesinin bitkide biiyiime ve gelismede indol konsantrasyonuyla

sinyal iliskisi oldugunu ortaya koymustur (Afreen ve ark., 2006).

2.3.2. Uriin verimliligini ve biyokiitleyi artirmadaki rolii

Uriin verimliligini arttirmada MEL cevre dostu, giivenilir ve iiriinlerin verim
artisinda potansiyel bir biyostimiilator olarak kullanildigindan 6nemlidir. Biyo-
¢ozlinebilir ve gilivenilir olmasi sebebiyle organik tarimda kullanilabilir. MEL’in
bitkilerde yiiksek miktarda alinmasi anitoksidan dogalarindan dolayr bitkisel {iriinlerin
peroksidayonunu engelleyebilir. Boylece raf Omriinii uzatirken ayn1 zamanda iiriin
verimliligini de arttirir (Hardeland, 2009; Asif ve ark., 2019). Bitkilerin temel igerigi
klorofildir dolayisiyla {iriin verimliliginde fotosentetik stimiilasyon ve ve korunmasi
olduk¢a 6nemlidir. Bahge bitkileri {iriinleri yiyecek ve yemlerin ana kaynagidir. MEL
bahge bitkilerinin stresten ari, yiiksek kalitede verim vermesinde bir anti-stres
mekanizma diizenleyicisidir (Tiwari ve ark., 2020).

MEL baz1 meyve ve sebzelerde hasat sonrasi korumay: arttirir (Cao ve ark.,
2017). Digsal MEL uygulamasi koklerdeki H,O; igerigini 6nemli diizeyde disiiriir ve
hasat sirasinda meydana gelen zararlardan kaynaklanan fizyolojik yikim semptomlarinin
ertelenmesini saglar. Uygulama sonuglari sogan, lahana, hiyar, karnabahar, bezelye,
havug ve biber gibi sebze ile elma, muz, zeytin, {iziim, kivi, ananas gibi meyvelerde
muhafaza siiresininin uzatilmasi ile sonuglanmistir (Xin ve ark., 2017). Gri kiif olarak
bilinen Botritis cinerea hasat sonrasinda elmada hastaliga sebep olan ana faktordiir ve
raf dmriinii onemli diizeyde diisiiriir. Cao ve ark. (2017), 72 saat siire ile 200 mM digsal
MEL uygulamasinin elmada gri kiif enfeksiyonunu engelleyerek raf dmriinii uzattigini

bildirmislerdir. MEL ile muamele edilmis muz ve diger meyveler de ayni sonucu
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gostermistir. Bu bulgular, meyve ve sebzelerin raf 6mriinii arttirmada gelecek ¢aligsmalar
icin degerli bilimsel veriler sunmustur (Nawaz ve ark., 2021).

Bitkide iiriin verimliliginde bir diger 6nemli konu MEL’in bitkide biyokiitleyi
arttirtp  arttiramayacagidir. MEL Dbitkilerde biiyiime etkinligini artirarak, gelisim
doneminde stres kosullarina karsi savunmayi saglayarak ve tohumlarin ¢imlenme
oranini yiikselterek biyokiitleyi arttirma kabiliyetine sahiptir (Nawaz ve ark., 2021).
Kirmizilahana tohumlarinda gergeklestirilen bir ¢alismada, tohumlara 1, 10 ve 100 Mm
MEL uygulanmistir. Hem kontrol hem de uygulama yapilan tohumlar 25 °C karanlik
kosullarda 3 giin siire ile inkiibasyona alinmistir. Geng tohumlar giin 15181 kosullarinda 5
giin daha biyitilmiistir. Hem kontrol hem de uygulama grubundaki tohumlar sulu
CuSO, ile farkli konsantrasyonlarda test edilmistir. Calisma sonucunda MEL
uygulanmis tohumlarda ¢imlenme oranit %73 iken uygulama yapilmamis tohumlarda
%53.5 olarak gozlenlenmistir. Calisma sonucunda bitkilerde tohumlara MEL 6n
uygulamasi ¢imlenmeyi artirmistir (Posmyk ve ark., 2008).

Sonug olarak MEL, yapraklarda klorofil korumasi, kok gelisimi, kok iiretimi,
biyokiitlede artig, ertelenen yaprak sensensi gibi tiim olumlu etkileri ile {iriin
verimliligine katkida bulunur. Diinyanin biiyiikk bir kisminda besin eksikligi ve artan
gida talebi ve kit kaynaklar s6z konusu oldugunda MEL, {iriin verimliliginde saglamis
oldugu artigla 6nemli bir rol oynayacaktir. Benzotiyadiazol (BTH) ve kitosan gibi tarim
kimyasallart da MEL iretimi artisina katkida bulunulabilmektedir (Vitalini ve ark.,
2011).

2.3.3. Klorofilin korunmasindaki rolii

MEL, bitkilerde antioksidan olarak gorev yapar ve ROS/RNS’den dolay1
meydana gelen degredasyona kars1 klorofili korur. Yapilan bir ¢aligmada 1 mM MEL
bugday yapraklarina uygulanmis ve 48 saat sonunda kontrol bitkilerine gére MEL
uygulanan bitkilerde iki kat daha fazla klorofil gbzlemlenmistir (Arnao ve Hernandez-
Ruiz, 2009). Benzer sekilde, sicaklik stresi altindaki hiyar bitkileri de MEL etkisiyle
korunmustur (Xu, 2010). indolamin etkili MEL, radikal yakalama aktivitesi araciligiyla

bitkilerde klorofili korur (Tal ve ark., 2011). Melatonin indolamin etkisi stres
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kosullarinda yalnizca klorofili korumaz ayni zamanda fotosistem 2’ nin de etkinligini

arttirir ve askorbik asit seviyelerini yiikseltir (Wang ve ark., 2012).

2.3.4. Fotosentetik aktivitedeki rolii

Bitkilerde MEL sadece klorofil korunmasina yardim etmez ayni zamanda redoks
homeostazinin siirdiiriilmesiyle klorolil ile fotosentetik aktivitenin artmasinda da
etkilidir (Sharif ve ark., 2018). Bugday, arpa, kiraz ve bir¢ok bahge bitkisi iiriiniinde
MEL seviyeleri artarak fotosentetik aparatlarin hasar gdrmesini engelleyerek korur
(Sharma ve Zheng, 2019). Hiyar tohumlarina 25-100 mM araliginda farkli dozlarda
uygulanan MEL hem sicaklik stresinde hem de normal kosullardaki tohumlarin

fotosentetik aktivitesini artmistir (Xu, 2010).

2.4. Bitkilerde UV-B Stresine Kars1t MEL’in Etkisi

Bitkilerde UV-B stresi anormal biiyiime ve gelisme hatta oOlim ile
sonuglanabilmektedir. Bu nedenle bu olumsuz ve 6liimciil etkilerle basa ¢ikabilmek igin
bitkinin korunma mekanizmasinda MEL’in rolii 6nemlidir. MEL’in UV-B stresine
koruyucu oldugu kanitlanmistir (Sharma ve Zheng, 2019).

Alp daglarinda ve Akdeniz’in yiiksek rakimlarinda yiiksek UV-B stresine maruz
kalan bitkilerin, daha diisiik rakimlarda daha diisiik UV stresine maruz kalan tiirlerine
gore daha yiiksek MEL igerigine sahip olduklar1 bildirilmistir (Tettamanti ve ark.,
2000).



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, Van Yiiziincii Yil Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Bolimii'nde 2021-2022 yillar1 arasinda yiiriitiilmiistiir. Bitkisel materyali olusturan
celikler Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii ile Ercis Ilce Tarim ve

Orman Miidiirligii’nden saglanmistir.

3.1. Materyal

Tez ¢aligmasinin ana materyalini olusturan Merlot ve Ercis tiziim c¢esitlerine ait
celikler kis dinlenme doneminde bagdaki olgun yasta ve siirglinleri iyi odunlagmis
saglikli ve hastalik belirtileri gostermeyen omcalardan alinarak (Celik, 2019)
strdiiriilmek tizere torfiperlit (1:1) karisimi bulunan kaplara dikilerek 8/16 saat
fotoperiyot ve 24 °C’lik iklim odasma sahip alinmistir (Sekil 3.1). In vitro ¢alismalar
icin gerekli eksplantlar, bu ¢eliklerin stirmesiyle elde edilen siirglinlerden hazirlanmistir
(Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Siirdlirmek tizere iklim odasina alinan ¢elikler.
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Sekil 3.2. Eksplant kaynag: siirgiinler.

3.2. Yontem

3.2.1. Doku Kkiiltiirii calismalar:

In vitro caligmalarda kullanilan tim cam, polipropilen ve metal malzemeler
distile sudan gegirilerek 121 °C’de 1.5 saat siire ile otoklavda steril edilmistir. Baglangi¢
materyali olarak in vivo kaynakli tek bogumlu mikro gelik eksplantlari kullanilmigtir
(Sekil 3.3). Yiizey sterilizasyonunda dezenfektan olarak 2-3 damla ticari deterjan
(Tween 20) ilavesi yapilmis %I15’lik sodyum hipoklorit (NaClO) ¢dozeltisi
kullanilmistir. Tek bogumlu mikro c¢elik eksplantlari, akan ¢esme suyu altinda
birakildiktan sonra dezenfektan c¢ozeltisi igerisinde 10 dk manyetik karistiricida
kanigtirllmistir. Dezenfektanin eksplant dokularindan armmast i¢in 3 x 5 dk distile

sudan gegirilmesiyle hazirlik tamamlanmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. Mikro ¢elikler.

Sekil 3.4. Mikro geliklerin sterilizasyon asamasindan bir goriiniim.

Tez galismasimin materyalini olusturan Merlot ve Ercis iiziim gesitlerine ait in
vitro bitkiciklerin elde edilmesi i¢gin MS (Murashige ve Skoog 1962) yar1 kati temel
besin ortami ve tek bogum kiiltiirii kullanilmistir (Sekil 3.5). MS yar1 kati temel besin
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ortamima 30 g I sakkaroz, 8 g I'* agar ve 0, 100, 200 pmol 1! Melatonin eklenmistir.
Kiiltiire alinan tek bogum eksplantlar1 8/16 fotoperiyot ve 25 °C’de inkiibe edilmis
(Sekil 3.6), calismada kullanilacak yeterli eksplant sayisina ulagana kadar 30 giin ara ile

alt kiiltiire alma islemine devam edilerek in vitro bitkicikler elde edilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.5. Mikro geliklerin in vitro kiiltiire alinmas.

Sekil 3.6. Kiiltiirlerin iklim odasinda gelistirilmesi.
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Sekil 3.7. In vitro bitkicikler.

3.2.2. UV-B 151n uygulama

Pontin ve ark. (2010)’na gore en az 6 tam yaprakli in vitro bitkiciklere
kavanozlarin kapaklari agilarak diisiik (311 nm Philips TL 20W/01, 16 saat = 8.25 uW
cm®) ve yiiksek (311 nm Philips TL 20W/01, 4 h = 33 pW cm™®) UV-B 1511 40 cm
yiikseklikten steril bir kabin icerisinde uygulanmistir (Sekil 3.8 ve 3.9).

Sekil 3.8. Bitkiciklere diisilk UV-B uygulamasi.
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Sekil 3.9. Bitkiciklere yiiksek UV-B uygulamasi.

Uygulama sonrast yaprak ornekleri ekstraksiyon yapilincaya kadar -80°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.3. Toplam fenolik (TF) bilesik iceriginin belirlenmesi

Yaprak orneginden 1 gram alinarak iizerine 25 ml metanol eklenip 2 dakika
boyunca homojenizator (IKA Ultra-Turrax T-25) ile orta hizda homojenize edilmistir.
Homojenize edilen 6rnekler 10 dakika +4°C’de bekletilmistir. Sonrasinda +4°C’de
7000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-300R Brea,
CA, USA) edilmis ve santrifiij sonunda siipernatant kisimlar1 alinip ependorf tiiplere
konulup -20°C’de analizleri yapilincaya kadar saklanmustir.

Toplam fenolik (TF) madde igerigi Folin-Ciocaltacu kalorimetrik yontem ile
spektrofotometrede  belirlenmistir  (Swain  ve  Hillis, 1959).  Cozeltilerin
spektrofotometrede (Genesys 10S UVVIS, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
725 nm dalga boyunda absorbanslari okunmus, toplam fenolik icerigi gallik asit

esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir.
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3.2.4. Toplam antioksidan (TA) iceriginin belirlenmesi

Toplam antioksidan (TA) aktivitesinin belirlenmesinde, Demir (III) indirgeme
Antioksidan Giicli (FRAP) yontemi kullanilmistir (Benzie ve Strain, 1996). Hazirlanan
cozeltilerin spektrofotometrede (Genesys 10S UVVIS, Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) 593 nm dalga boyunda absorbanslar1 okunmus, toplam antioksidan igerigi
trolox esdegeri (TE) olarak ifade edilmistir.

3.2.5. Antioksidatif enzimler

Yaprak o6rneginden 1 g alinarak 5 ml soguk 0.1 mM Na-fosfat, 0.5 mM Na-
EDTA ve 1 mM askorbik asit karisim1 (pH=7.5) ile homojenize edilmis sonrasinda
homojenat 4°C’de 30 dakika 18000 rpm’de santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-
300R Brea, CA, USA) edilmistir. Bu sekilde hazirlanan homojenattan hemen askorbat
peroksidaz (APX) aktivitesi belirlenmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Antioksidatif enzimlerin belirlenmesi.

Katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin belirlenmesi i¢in, 1
g dondurulmus yaprak 6rnegi 5 ml soguk 0.1 M Na-fosfat, 0.5 mM Na-EDTA karisimi
(pH=7.5) ile homojenize edildikten sonra, homojenat 4°C’de 30 dakika 18000 rpm’de
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santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-300R Brea, CA, USA) edilmistir. Homojenatin
bir kismindan hemen katalaz (CAT) aktivitesi belirlenmis ve siiperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesinin belirlemesi i¢in ekstrakt -20°C’de bekletilmistir (Jebara ve ark.
2005; Giineri Bagc1 2010).

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Nitroblue tetrazolium’un (NBT) 560 nm
dalga boyunda inhibisyonu ile belirlenmistir. Reaksiyon ¢ozeltisi olarak 50 mM Na-
fosfat tamponu (Na;HPO,4 x H20,), 0.1 mM Na-EDTA, 33 uM NBT, 5 uM riboflavin,
13 mM methionin karisimi kullanilmistir (pH=7.0). 2.5 ml reaksiyon ¢ozeltisi ile 0.2 ml
yaprak ekstrakti karistirtlmistir. Reaksiyon 25°C’de 75 pmol m? st (40 W) 151k altinda
10 dakika bekletilerek saglanmistir. Kontrol ¢ozeltisi ise enzimsiz olarak karanlikta ayn1
siire bekletilmistir. Kontrol ve reaksiyon ¢ozeltisi 560 nm’de okunmustur. SOD
aktivitesi iinite olarak NBT’nin %50’sini indirgeyen aktivite olarak belirlenmistir
(Giineri Bagce1 2010).

CAT aktivitesi, 240 nm dalga boyunda H,O,’nin kaybolmasinin izlenmesi ile
belirlenmistir. Reaksiyon ¢6zeltisi olarak 0.05 M fosfat tamponu (KH,PO,), 1.5 mM
H,O, karisimi kullanilmustir (pH=7.0). 2.5 ml reaksiyon ¢ozeltisi ile 0.2 ml yaprak
ekstraktr karistirllmigtir. Spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 0. ve 60. saniye
okumalar1 alinmistir. Reaksiyon 0.1 ml enzim ekstraktinin ilavesi ile baglatilmistir.
Degerlendirme 1 dakika iginde absorbansdaki degisim dikkate alinarak yapilmistir
(Glineri-Bagc1 2010).

APX aktivitesi, 290 nm dalga boyunda askorbik aside bagli H»O;’nin
indirgenmesi ile Ol¢iilmiistiir. Reaksiyon c¢ozeltisi olarak 50 mM fosfat tamponu
(KH,PQ,), 0.5 mM askorbik asit, 0.1 mM EDTA, 1.5 mM H,0; karigimi1 kullanilmistir
(pH=7.0). 3 ml reaksiyon ¢ozeltisi ile 0.1 ml yaprak ekstrakti karistirilmstir.
Spektrofotometrede 290 nm dalga boyunda 0. ve 60. saniye okumalar1 alinmistir.
Reaksiyon 0.1 ml enzim ekstraktinin ilavesi ile baslatilmistir. Degerlendirme 1 dakika

icinde absorbansdaki degisim dikkate alinarak yapilmistir (Giineri-Bage1 2010).

3.2.6. Lipit peroksidasyonu (MDA)

Bitkilerde lipit peroksidasyonu, Malondialdehit (MDA) igerigi olarak ifade
edilmektedir. 0.5 g yaprak o6rnegi 10 ml %0.1’lik trikloroasetik asit (TCA) ile
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homojenize edildikten sonra homojenat 15000 rpm’de 5 dakika santrifiij (Beckman
Coulter, Allegra X-300R Brea, CA, USA) edilmistir. Stipernatant kisimdan 1 ml alinip,
tizerine 4 ml %20’lik TCA igerisinde ¢oziilmiis %0.5’lik tiobarbiturik asit (TBA)
konulmustur. Karistm 95°C’de 30 dakika bekletildikten sonra hizla buz banyosunda
sogutulup 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-300R Brea,
CA, USA) yapildiktan sonra siipernatantin 532 ve 600 nm dalga boyunda absorbansi
belirlenmis ve asagidaki esitlik ile MDA (MDA) igerigi belirlenmistir (Giineri Bagci,
2010).

MDA (nmol ml~) = [(A532 — A600)/155000]10° 1)
3.2.7. DUALEX 4 scientific aleti ile yapilan 6l¢iimler
DUALEX (Dx) 4 Scientific (FORCE-A, Orsay, Fransa) yaprak yiizeyinden bir

dokunusla ayn: anda azot denge indeksi (ADI), klorofil (KI), antosiyanin (Ant) ve
flavonol (FIv) 6lgebilen taginabilir bir yaprak klipsidir (Sekil 3.10).

Sekil 3.11. DUALEX 4 Scientific aleti.

3.2.8. Melatonin (MEL)’in belirlenmesi

Yaprak orneginden 100 mg alinarak sivi azot igerisinde eckstrakte edilmis

ardindan 4°C’de karanlikta 12 saat 1 ml ACN ile ekstraksiyona devam edilmistir.
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4°C’de 10 dakika 12.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatanlar, hafif azot
akist altinda buharlastirilmistir. Buharlasma sonrasit 6rnekler 100 pl 0.1 M HCI1 iginde
yeniden eritilmis ve ardindan eter (1 ml) ile ekstrakte edilmistir. Eter faz1 toplanmus,
azot gazi altinda kurutulmus ve daha fazla analiz i¢in 300 ul H20O/MeOH (80/20, h/h)
icinde yeniden olusturulmustur. Ekstraksiyon dahil tiim islemler MEL’in 1s18a
hassasiyeti nedeniyle karanlikta yapilmistir. MEL, Yiiksek Basingli  Sivi
Kramotografisi (HPLC) ile Hidalgo-Ruiz ve ark., (2016)’na goére belirlenmistir.

3.2.9. istatistik analiz

Uzerinde durulan 6zellikler bakimindan tanimlayici istatistikler; ortalama ve
standart hata olarak verilmistir. Bu 6zellikler bakimindan, Cesit (Ercis ve Merlot), UV-
B dozu (diisiik ve yiiksek) ve uygulamaya (Kontrol, 100 umol I MEL, 200 pmol 1™
MEL) gore farklilik olup olmadigini belirlemek amaciyla, 3 Faktorlii Faktoriyel
Varyans analizi yapilmistir. Varyans analizini takiben gruplar1 belirlemede Duncan
coklu karsilagtirma testi kullanilmigtir. Hesaplamalarda istatistik 6nemlilik diizeyi %5
olarak alinmis ve hesaplamalar i¢cin SPSS (ver: 21) istatistik paket programi

kullanilmastr.



4. BULGULAR VE TARTISMA

Ozellikler bakimindan ikinci derece (iiglii interaksiyon) interaksiyon veya birinci
derece interaksiyonlardan (ikili interaksiyonlardan) ikisi onemli bulundugundan, tiim
ozelliklerde karsilagtirmalar alt gruplar diizeyinde yapilmistir.

Bulgularimiz, MEL’in asmalarda UV-B stresine etkilerine iliskin ilk bulgulardir.

Bu nedenle farkli bitkilerde yapilmis ¢alismalar tizerinden tartisma yapilabilmistir.

4.1. Asmada UV-B Stresine Kars1 Digsal MEL Uygulamasimin TF Bilesik igerigine
Etkisi

TF bilesik icerigi bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina gore
tanimlayict istatistikler ve karsilastirma sonuglar1 Cizelge 4.1’de, Asmada UV-B
stresine karsi digsal melatonin uygulamasinin TF bilesik icerigine etkisi ise Sekil 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. TF bilesik igerigi (mg GAE 100 g™) bakimindan Cesit, UV-B dozu ile
MEL uygulamalarina gore tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma

sonuglari
Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I MEL
Cesit UV-B Ort. St. Hata Oort. St. Hata Oort. St. Hata
e Diisiik  1.630c 0.030 7.430 b 0.020 8.230 a 0.020
TE Yiiksek 4.318 b 0.018 7.526 a 0.024 1.030c# 0.070
" Diisik  3.060b§  0.010 3.405a§  0.005 2.706c§  0.004

Yiksek 4.560b#§ 0.010 3.618c#§ 0.018 5.993a# 0.007

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercig, M: Merlot

a, b, ¢ :—>Ayni satirda farkl kiigiik harfi alan uygulamalar aras1 fark onemlidir (p<0.05).
#: Ayni gesit ve uygulama iginde, diisiik UV den olan farki dnemlidir (p<0.05).

§: Ayn1 UV ve uygulama iginde, Ercis ¢esidinden olan farki dnemlidir (p<0.05).

Her iki ¢esit ve her iki UV-B dozunda da MEL uygulamalar1 arasi fark istatistik
olarak onemli bulunmustur (p<0.05). Diisik UV-B dozu uygulanmis Ercis
bitkiciklerinde en vyiiksek TF bilesik icerigi 200 pmol 17 MEL uygulamasinda
gozlenirken (8.230 mg GAE 100 g™), bunu 100 pmol I MEL uygulamas: (7.430 mg
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GAE 100 g™) ve kontrol grubu (1.630 mg GAE 100 g™) izlemistir. Yiiksek UV-B dozu
uygulanmus bitkiciklerde ise en yiiksek ortalama, 100 pmol 1" MEL uygulamasinda
gdzlenirken (7.526 mg GAE 100 g™), bunu kontrol grubu (4.318 mg GAE 100 g) ve
200 pmol I MEL uygulamasi (1.030 mg GAE 100 g) izlemistir.

Merlot ¢esidinde yiiksek UV-B dozu uygulanmis bitkiciklerde en yiiksek TF
bilesik icerigi 200 pmol I MEL uygulamasinda gdzlenirken (5.993 mg GAE 100 g%),
bunu kontrol grubu (4.560 mg GAE 100 g™) ve 100 umol I'* MEL (3.618 mg GAE 100
g%) uygulamas: izlemistir. Merlot ¢esidinin diisik UV-B dozu uygulanmig
bitkiciklerinde ise en yiiksek ortalama, 100 pmol I MEL uygulamasinda (3.405 mg
GAE 100 g%), en diisiik ortalama ise kontrol grubunda (3.060 mg GAE 100 g™)
gergeklesmistir. Diisiik ve yiiksek UV-B dozlar arasindaki fark, kontrol, 100 pmol 1™
MEL ve 200 pmol 1" MEL uygulamalar s6z konusu oldugunda yalmzca Merlot
cesidinde istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Cesitler arasi fark ise, kontrol grubunda ve 100 pmol I MEL uygulamasinda
her iki UV-B dozunda da gozlenirken, 200 pmol I MEL uygulamasinda yalmzca diisiik
UV-B dozunda gozlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

TF
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Sekil 4.1. Asmada UV-B stresine kars1 digsal MEL uygulamasinin TF bilesik igerigine
(mg GAE 100 g™) etkisi.

Fenolik bilesikler sekonder metabolitler olarak iretilir ve bitkilerde dogal

antioksidanlar olarak stres direncini artirabilir (Fini ve ark., 2012). Bu bilesikler UV-B
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1sinina karsi koruyucu bir mekanizma olarak yaprak yilizeyinde birikmektedir (Kaur ve
ark., 2015; Klein ve ark., 2018; Neugart ve Schreiner, 2018). Bununla birlikte, bitki
yapraklarinda fenolik bilesiklerin 6zellikle yiiksek UV-B 1smina karst antioksidan ve
koruyucu bilesenler olarak islev gordiikleri (Wei ve ark., 2019) ve bu durum karsisinda
bitkilerde TF bilesik igeriginin arttig1 bildirilmistir (Jansen ve ark., 2008). Asmalarda
TF bilesiklerin UV-B maruziyetine yanit olarak onemli Olglide arttigi bildirilmistir
(Gregan ve ark., 2012). UV-B stresine maruz birakilan elma (Malus hupehensis)
fidelerinde, dissal melatonin uygulamalar1 TF bilesik icerigini arttirmustir (Wei ve ark.,
2019).

4.2. Asmada UV-B Stresine Karsi Digsal MEL Uygulamasimin TA i¢erigine Etkisi

TA igerigi bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina goére
tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglart Cizelge 4.2’de, Asmada UV-B
stresine kars1 digsal melatonin uygulamasinin TA igerigine etkisi ise Sekil 4.2°de

sunulmustur.

Cizelge 4.2. TA igerigi (umol TE ¢g?) bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL
uygulamalarina gore tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglari

Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I MEL
Cesit UV-B Ort. St. Hata Oort. St. Hata ort. St. Hata
Disik 4.238c¢c  0.013 12.238a 0.013 6.554b 0.004
TA - Yiiksek 6.371c# 0.021 10.804a  0.004  9.554b# 0.004
" Disik 4.304b§ 0004  3.804c§ 0004  4809a§ 0.001

Yiiksek 7.054b§ 0.004 3.054 c # § 0.004 8.146 a# 0.004

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercis, M: Merlot

a, b, ¢ :>Ayni satirda farkli kiigiik harfi alan uygulamalar arasi fark 6nemlidir (p<0.05).
#: Ayni gesit ve uygulama iginde, diisiik UV den olan farki dnemlidir (p<0.05).

§: Ayn1 UV ve uygulama icinde, Ercis ¢esidinden olan farki 6nemlidir (p<0.05).

Ercis ¢esidinde her iki UV-B dozunda en yiiksek TA ortalamasi 100 pmol I*
MEL uygulamasinda gozlenirken (12.238 umol TE g'l), bunu sirasiyla 100 pmol I
MEL uygulamas1 (10.804 pmol TE g™) ve 200 pmol I MEL (9.554 umol TE g*)
izlemigtir. Merlot ¢esidinde ise diisik ve yiikksek UV-B dozunda en yiiksek TA
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ortalamas1 200 pmol 1" MEL uygulamasinda (sirasiyla 4.809 pmol TE g* ve 8.146
umol TE g'l) gozlemlenmistir. Ercis ¢esidinde kontrol ve 200 upmol I MEL
uygulamasinda, Merlot cesidinde ise 100 ve 200 umol I'* MEL uygulamalarinda, UV-B
dozlar1 arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Cesitler arasindaki
fark ise 100 pmol I MEL uygulamasinda ve kontrol grubunda her iki UV-B dozuda,
200 pmol 1 MEL uygulamasinda ise sadece diisik UV-B dozunda gozlenmistir
(Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Asmada UV-B stresine kars1 digsal MEL uygulamasinin TA igerigine (umol
TE g-1) etkisi.

Bitkiler UV-B’nin neden oldugu ROT’un etkilerini azaltmak amaciyla toplam
antioksidan miktarlarii artirir (Van Breusegem ve ark., 2008). Bu durum, UV-B
1s1n1nin asmalarda toplam antioksidan miktarini artirdigy gortistiyle uyumludur (Berli ve
ark., 2014; Alonso ve ark., 2015). Zhang ve ark. (2015), MEL’in, ROT’u dogrudan
temizlemek ve bitki hiicreleri igindeki igsel antioksidanlar1 gelistirmek i¢in giiclii bir
antioksidan gorevi gorerek, yiiksek tuzluluk, asir1 sicaklik ve kuraklik gibi zorlu
kosullarda bitkiyi dayanikli hale getirebilecegini bildirmistir. Mas fasiilyesi (Vigna
radiata L.) tohumlarinda yapilan bir galismada dissal MEL uygulamasi PAL aktivitesini
yukar1 regiile ederek TF bilesiklerin birikimini artirmis ve bdylece antioksidan

kapasitede artisa neden olmustur (Szafranska ve ark., 2014).
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4.3. Asmada UV-B Stresine Kars1 Digsal MEL Uygulamasinin SOD, CAT ve APX
Aktivitesine Etkisi

SOD aktivitesi bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina goére
tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglar1 Cizelge 4.3°te, Asmada UV-B stresine

kars1 digsal MEL uygulamasinin SOD aktivitesine etkisi ise Sekil 4.3°te verilmistir.

Cizelge 4.3. SOD aktivitesi (U g) bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL
uygulamalarina gdre tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglari

Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I MEL
Cesit UV-B Oort. St. Hata ort. St. Hata Oort. St. Hata
Disik 0.018b 0.006  0.064a 0.006 0.085a 0.005
SOD S Yiksek 0.033c  0.004 0.067 b 0.004 0.104a 0.003
" Disik 0.022c¢  0.007  0.043b  0.002 0.073a 0.001

Yiiksek 0.058 ¢ # 0.006 0.085b# 0.004 0.129a# 0.006

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercig, M: Merlot

a, b, ¢ :—>Ayni satirda farkl kiigiik harfi alan uygulamalar arasi fark onemlidir (p<0.05).
#: Ayni gesit ve uygulama i¢inde, diisiik UV den olan farki dnemlidir (p<0.05).

§: Ayn1 UV ve uygulama i¢inde, Ercis ¢esidinden olan farki dnemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.3. Asmada UV-B stresine kars1 digsal MEL uygulamasimin SOD aktivitesine
(U g™ etkisi.
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Ercis ¢esidinde diisiik doz UV-B uygulanmis bitkiciklerde 200 ve 100 pmol I*
MEL uygulamalar1 arasindaki fark 6nemli bulunmazken, her iki uygulamanin da kontrol
grubundan olan farki istatistik olarak énemli bulunmustur. Merlot ¢esidinin diisiik ve
yiiksek UV-B dozu ile Ercis ¢esidinin yiiksek UV-B dozunda, en yiiksek SOD degeri
ortalamas1 200 pmol 1" MEL uygulamasinda gergeklesirken (sirasiyla 0.073 U g™ |
0.129 U g™ ve 0.104 U g, bunu sirastyla 100 pmol 1™ uygulamas: ve kontrol grubu
izlemistir. Her ii¢ uygulamada da Merlot ¢esidinin yiiksek ve diisiik UV-B dozlan
arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmus olup, her 3 uygulamada da yiiksek
UV-B dozundaki SOD degeri daha yiiksek bulunmustur. Her iki UV-B dozunda ve 3
uygulamada da cesitler arasindaki fark istatistik olarak énemli bulunmamistir (Cizelge
4.3 ve Sekil 4.3).

CAT aktivitesi bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina gére
tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglar1 Cizelge 4.4°te, Asmada UV-B stresine

kars1 digsal MEL uygulamasinin CAT aktivitesine etkisi ise Sekil 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. CAT aktivitesi (mmol g* dk™ TA) bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL
uygulamalarina gore tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglari

Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I MEL
Cesit UV-B Ort. St. Hata Ort. St. Hata Ort. St. Hata
Disik 0.012c  0.006 0.037b 0.000 0.054a 0.006
CAT - Yiiksek 0.009c  0.004  0.031b 0.003 0.076a 0.005
" Disik 0.041b  0.001 0.085a 0.016 0.114a§ 0.002

Yiiksek 0.039c¢§ 0.001 0.049b  0.002 0.157 a # §0.002

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercig, M: Merlot

a, b, ¢ :>Ayni satirda farkli kiigiik harfi alan uygulamalar arasi fark 6nemlidir (p<0.05).
#: Ayni gesit ve uygulama iginde, diisiik UV den olan farki 6nemlidir (p<0.05).

§: Ayn1 UV ve uygulama i¢inde, Ercis ¢esidinden olan farki 6nemlidir (p<0.05).

Ercis cesidinde, hem diisiik hem de yiikksek UV-B dozunda en yiiksek CAT
aktivitesi 200 pmol I MEL uygulamasinda gozlenirken (sirasiyla 0.076 mmol g™ dk™
TA ve 0.054 mmol g™ dk* TA), bunu 100 pmol I MEL uygulamasi (sirasiyla 0.037
mmol g dk™* TA ve 0.031 mmol g dk™* TA) ve kontrol grubu (sirastyla 0.012 mmol g
L dk* TA ve 0.009 mmol g* dk™* TA) izlemistir. Merlot cesidinde ise diisik UV-B
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dozunda, 100 ve 200 pmol I MEL uygulamalar: arasindaki fark istatistik olarak dnemli
bulunmamastir.

Her iki UV-B dozunda da 200 umol 1* MEL uygulamasinda ¢esitler arasindaki
fark istatistik olarak onemli bulunmus olup, CAT aktivitesinin Merlot ¢esidinde daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Kontrol grubunda yalnizca yiiksek UV-B dozunda cesitler
aras1 fark 6nemli bulunurken, 100 umol 1" MEL uygulamasinda ise UV-B dozlar1 ve

cesitler arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Asmada UV-B stresine kars1 digsal MEL uygulamasinin CAT aktivitesine
(mmol g™ dk™ TA) etkisi.

APX aktivitesi bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina gore
tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglar1 Cizelge 4.5’te, Asmada UV-B stresine
kars1 digsal MEL uygulamasinin APX aktivitesine etkisi ise Sekil 4.5’te verilmistir.

Ercis ¢esidinde her iki UV-B dozunda da, en yiiksek APX aktivitesi, 200 pmol I’
! MEL uygulamasinda elde edilirken, bunu 100 pmol I MEL uygulamasi ve kontrol
grubu (sirastyla 1.060 mmol g” dk™* TA ve 1.565 mmol g dk™* TA) izlemistir. Merlot
¢esidinde ise her iki UV-B dozunda da kontrol grubu ile 100 pmol 1" MEL uygulamasi
arasindaki fark, istatistik olarak 6nemli bulunmazken, 200 pmol I MEL uygulamasi
her iki gruptan da 6nemli derecede daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla 1.196 ve 1.355
mmol g* dk® TA). Yalniza Merlot ¢esidinin kontrol grubunda, her iki UV-B dozu
arasindaki fark istatistik olarak dnemli bulunmus olup, diisiik dozda daha yiiksek APX
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aktivitesi gdzlenmistir. 200 pmol 1" MEL uygulamas: disinda, kontrol ve 100 pmol 1*
MEL uygulamalarinin her iki UV-B dozunda da ¢esitler arasindaki fark istatistik olarak
onemli bulunmus olup, APX degerinin Merlot cesidinde daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5).

Cizelge 4.5. APX aktivitesi (mmol g™ dk™ TA) bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL
uygulamalarina gore tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglari

Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I MEL
Cesit UV-B Ort. St. Hata Ort. St. Hata Ort. St. Hata
Diisik 0.087c  0.007  0.469b 0.018 1060a 0.025
APX ® Viksek 0243c 0038  0478b 0004  1565a# 0.029
. Disik 0.989b§ 0.011 1.054b§ 0.036 1.196a 0.027

Yiiksek 0.647 b # § 0.036 0.826 b§ 0.045 1.355a 0.083

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercig, M: Merlot

a, b, ¢ :—>Ayni satirda farkh kiigiik harfi alan uygulamalar arasi fark onemlidir (p<0.05).
#: Ayni ¢esit ve uygulama i¢inde, diisiik UV den olan farki dnemlidir (p<0.05).

§: Ayn1 UV ve uygulama i¢inde, Ercis ¢esidinden olan farki dnemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.5. Asmada UV-B stresine kars1 digsal MEL uygulamasinin APX aktivitesine
(mmol g™ dk™* TA) etkisi.

Bitkiler herhangi bir strese maruz kaldiklarinda biyokimyasal tepki olarak
antioksidan enzim seviyelerini artirmaktadir. Stres enzimi olarak bilinen bu enzimatik

antioksidanlar, stres sirasinda ve sonrasinda dokularda olusan ROT’un ortadan
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kaldirilmasinda gorev alirlar ve aktivitelerinin yiiksekligi ile bitkilerin strese karsi
gosterdikleri tolerans arasinda pozitif bir iligki oldugu bilinmektedir. Bu enzimlerden
SOD, CAT ve APX aktivitelerini ele aldigimizda bu ¢alismada MEL uygulamalarinin
UV-B stresi altindaki Asma in vitro bitkiciklerinde aktivitelerinin tesvik edildigi
goriilmiistir. MEL bir hormon olmasmin yaninda ROT’u ortamdan uzaklastirma
Ozelligine sahip olmasindan dolay1 genis spektrumlu antioksidan olarak da
bilinmektedir (Reiter ve ark., 2001; Tan ve ark., 2007).

4.4. Asmada UV-B Stresine Kars1 Digsal MEL Uygulamasimin MDA igerigine
Etkisi

MDA igerigi bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina goére
tanimlayict istatistikler ve karsilastirma sonuglar1 Cizelge 4.6’da, Asmada UV-B
stresine karsi digsal MEL uygulamasinin MDA igerigine etkisi ise Sekil 4.6’da

sunulmustur.

Cizelge 4.6. MDA igerigi (nmol g* TA) bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL
uygulamalarina gore tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglari

Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I MEL
Cesit UV-B Ort. St. Hata Ort. St. Hata Ort. St. Hata
Disik 24.300a 0300 17.742b  0.194 12.677c 0.613
MDA - Yiiksek 20.645a# 0.065 14.903b# 0.065 10.903c  0.065
" Disik 14910a§ 0250  9.258b§ 0.097  8516b§ 0.129

Yiiksek 20.774 a #§ 0.129  18.336b# § 0.116  18.011 b #§ 0.021

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercis, M: Merlot

a, b, ¢ :—>Ayni satirda farkli kiigiik harfi alan uygulamalar arasi fark 6nemlidir (p<0.05).
#: Ayni ¢esit ve uygulama iginde, diisiik UV den olan farki 6nemlidir (p<0.05).

§: Ayn1 UV ve uygulama icinde, Ercis ¢cesidinden olan farki 6nemlidir (p<0.05).

MDA igerigi bakimindan her iki c¢esitte ve her iki UV-B dozunda da
uygulamalar arasi fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Ercis ¢esidinde,

her iki UV-B dozunda, en yiiksek ortalama kontrol grubunda gozlenirken (sirasiyla
24.300 nmol g™ TA ve 20.645 nmol g* TA), bunu sirasiyla 100 umol 1" MEL (17.742
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ve 14.903 nmol g* TA) ve 200 pmol 1" MEL (12.677 ve 10.903 nmol g TA)
uygulamalari izlemistir.

Merlot cesidinde ise her iki UV-B dozunda da en yiiksek ortalama kontrol
grubunda gdzlenirken (sirastyla 14.910 ve 20.774 nmol g TA), 100 pmol I MEL ve
200 pmol 1" MEL uygulamalari arasindaki fark énemli bulunmamustir. Kontrol grubu
ve 100 pmol I MEL uygulamasinda, her iki cesitte de yiiksek UV-B dozu ile diisiik
UV-B dozu arasindaki fark, istatistik olarak 6nemli bulunurken, 200 pmol It MEL
uygulamasinda yalnizca Merlot ¢esidinde yiiksek UV-B dozu ile diisik UV-B dozu
arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Diger yandan, her iki
UV-B dozunda her 3 uygulama grubunda da gesitler aras1 fark istatistik olarak énemli
bulunmustur. Buna gore diisik UV-B dozunda, MDA igerigi her ii¢ uygulama grubunda
da Ercis ¢esidinde daha yiiksek olurken, yiiksek UV-B dozunda, Merlot ¢esidinde daha
yiiksek olmustur (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Asmada UV-B stresine kars1 digsal MEL uygulamasinin MDA igerigine
(nmol g™ TA) etkisi.

MDA, oksidatif stres faktorlerinin yarattigi olumsuz etkilerin tirettigi H,O, ve
stiper oksit gibi serbest radikallerin hiicre zarindaki ¢coklu doymamis yag asitlerini ve
fosfolipitleri oksidasyona ugratmasi sonucu ortaya ¢ikan zararli bir maddedir. Bu

calismada yapilan MEL uygulamalar1 sonucu dokulardaki MDA igeriginde azalma
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gozlemlenmis ve bu azaliglar kontrol uygulamalarina kiyasla genelde istatistik a¢idan
onemli bulunmustur. Bu durum stresin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmada MEL
uygulamalarinin ne kadar etkili oldugunu ortaya koymaktadir. UV-B stresine maruz
birakilan Mas fasulyesi (Vigna radiata) yapraklarinda MEL, ROT’un neden oldugu
MDA seviyesini azaltmistir (Wang ve ark., 2017).

4.5. Asmada UV-B Stresine Kars1 Dissal MEL Uygulamasimin ADI, K1, Ant ve Flv
Icerigine Etkisi

ADI bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina gore tanimlayici
istatistikler ve karsilastirma sonuglar1 Cizelge 4.7°de, Asmada UV-B stresine karsi

digsal MEL uygulamasinin ADI’ye etkisi ise Sekil 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7. ADI (Dx indeksi) bakimmdan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina
gore tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglari

Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I MEL
Cesit UV-B Ort. St. Hata Ort. St. Hata Ort. St. Hata
Diisik 24.450a 5250  9.264ab 3.064  7.707b  1.621
ADI - Yiksek 15.200 b 2400 10.430b  0.700 22.733a # 0.842
" Diisik 21.850a 0750  6.233b 0317 19.483a§ 1.483

Yiiksek 17.250a  0.850 8.671Db 2086 19.883a§ 0.917

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercig, M: Merlot

a, b, ¢ :—>Ayni satirda farkl kiigiik harfi alan uygulamalar aras1 fark onemlidir (p<0.05).
#: Ayni gesit ve uygulama iginde, diisiik UV den olan farki dnemlidir (p<0.05).

§: Ayn1 UV ve uygulama iginde, Ercis ¢esidinden olan farki 6nemlidir (p<0.05).

ADI bakimindan Ercis cesidinin diisiik UV-B dozunda kontrol ve 200 pmol 1™
MEL uygulamasi arasindaki fark istatistik olarak énemli bulunurken, 100 pmol 1" MEL
uygulamasinin, bu iki gruptan farki 6nemli bulunmamustir. Yiiksek doz UV-B
uygulamasinda ise en yiiksek ADI ortalamasi 200 pmol I MEL uygulamasinda
gozlenirken (22.733 Dx indeksi), kontrol grubu ile 100 pmol 1" MEL uygulamasi
arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmamustir.

Merlot gesidinde kontrol grubu ile 200 pmol 1™ MEL uygulamas: arasidaki

fark, her iki UV-B dozunda da istatistik olarak 6nemli bulunmamis iken, 100 umol It
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MEL uygulamasinin diger iki gruptan farki 6nemli bulunmustur. Diisiik ve yliksek UV-
B dozlar arasindaki fark, yalnizca Ercis ¢esidinde 200 pmol I MEL uygulamasinda
gozlenmistir. Cesitler arasi fark ise her iki UV dozunda da yine yalnizca 200 pmol I
MEL uygulamasinda gdzlenmis olup, diisik UV-B dozunda ADI degeri Merlot
cesidinde daha yiiksek olurken (21.850 Dx indeksi) , yiiksek UV-B dozunda Ercis
¢esidinde (22.733 Dx indeksi) daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.7, Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Asmada UV-B stresine kars1 digsal MEL uygulamasimin ADI (Dx indeksi)
degerine etkisi.

Bitki biiyiimesi igin énemli gostergelerden biri olan ADI (yani, KI/Flv orani),
bitkinin azot (N) durumu hakkinda dogrudan bilgi saglayabilir ve kendi basina bir
yaprak klorofil igerigi Olciimiinden ziyade, N eksikliginden kaynaklanan C/N
degisikliklerinin 1iyi bir gostergesi olarak kabul edilir (Cartelat ve ark., 2005).
Dolayisiyla N fazlaligi ya da yetersizligi, bitkisel {iretim ve yonetim hakkinda dogru
bilgi saglayabilen ADI &lgiimleriyle hizli bir sekilde izlenebilmektedir (Li ve ark.,
2018). Calismada o6zellikle 200 pmol 1* MEL uygulamasinda daha yiiksek ADI
degerleri kaydetmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7), bu durum primer metabolizma ve
protein sentezi lehine bitkide azot Oziimleme kapasitesi ve daha yiiksek bir alim

sagladigini diistindiirmektedir.
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Kl bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina gére tanimlayici
istatistikler ve karsilastirma sonuglar1 Cizelge 4.8’de, Asmada UV-B stresine karsi
digsal MEL uygulamasinin klorofil igerigine etkisi ise Sekil 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. KI (ug cm™®) bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarma gore
tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglart

Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I'' MEL

Cesit UV-B Ort. St. Hata Ort. St. Hata Ort. St. Hata
Disik 15400a 1.800 19.100a 1.600 22.664a 3.921
Kl : Yiksek 15.400b  2.200 20.740ab 0560 22.323a 0.746
" Disik 23.700a 1300 17.175b 0592 21.133ab 1.933

Yiksek 17.850a 2.950 20.714a  3.057 19.417a 0.517

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercis, M: Merlot

a, b, ¢ :—>Ayni satirda farkl kiigiik harfi alan uygulamalar aras1 fark onemlidir (p<0.05).
#: Ayni gesit ve uygulama iginde, diisiik UV den olan farki 6nemlidir (p<0.05).

§: Ayn1 UV ve uygulama i¢inde, Ercis ¢cesidinden olan farki 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.8. Asmada UV-B stresine kars1 digsal MEL uygulamasinin Kl (ug cm™®)
degerine etkisi.
KI degeri bakimindan, Ercis ¢esidinin diisiik, Merlot ¢esidinin ise yiiksek UV-B
dozunda uygulamalar arasindaki fark istatistik olarak onemli bulunmamustir. Ercis

¢esidinin yiiksek UV-B dozunda kontrol grubu (15.400 pg cm?) ile 200 pmol 1
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uygulamast (22.323 pug cm?) arasindaki fark o6nemli bulunurken, 100 umol I
uygulamasmin (20.740 pg cm™®) diger iki gruptan olan farki 6nemli bulunmamistir.
Benzer sekilde Merlot ¢esidinin diisiik UV-B dozunda da 200 pmol 1" uygulamasinin
(21.133 pg cm'z) diger iki gruptan olan farki istatistik olarak 6nemli bulunmamis ancak,
kontrol grubu (23.700 pg cm™) ile 100 umol 1" uygulamasi (17.175 pg cm™) arasindaki
fark Oonemli bulunmustur. Kl degeri degeri bakimindan UV-B dozlar1 ve cesitler
arasindaki farkliliklar ise istatistik olarak 6nemli bulunmamustir.

Tempranillo ¢esidinde, UV-B stresi Kl miktarii azaltirken, Viura {iziim
¢esidinde azaltmamistir. Arastiricilar bunun nedenini UV emici bilesiklerin Viura tiziim
¢esidinde, Tempranillo {iziim ¢esidine gore daha fazla bulunmasina ve bundan dolay:
klorofile ulasan UV-B miktarinin azalmasina baglamislardir (Nunez-Olivera ve ark.
2006).

MEL’in farkli stres kosullar1 altinda farkli bitkilerde klorofil koruyucu etkisi
bildirilmistir (Hardeland ve ark., 2012; Liang ve ark., 2015; Azizi ve Amiri 2022). MEL
igerigi yliksek transgenik c¢eltik hatlarinin -12 °C’de 8 giin siiren iigiime stresi sonrasinda
kontrol bitkilerine oranla yaklasik 2.5 kat daha fazla klorofil icerdigi ve bu durumun
lislime stresine karsi toleransi arttirdigi ifade edilmistir (Kang ve ark., 2010). MEL
icerigi yiiksek transgenik geltik bitkilerinin herbisit uygulanarak strese maruz birakildigi
bir arastirmada, i¢csel MEL miktarinin artmasi ile birlikte Kl iceriginin de arttigi
bildirilmistir (Park ve Back, 2012). Kuraklik stresine karsi bir yash elma fidanlarina
digsal MEL uygulamalart (100 uM) sonucunda elma fidanlarinin yapraklarinda olusan
klorofil pargalanmasin1 6nemli derecede azalttig: tespit edilmistir (Wang ve ark., 2013).
Domateste HsfAla geninin etkisiyle artan igsel MEL’in kadmiyum stresine karsi
toleransi biiytlik olgiide arttirdigr ve klorofil konsantrasyonunda énemli artiglara neden
oldugu saptanmistir (Cai ve ark., 2017). Sonug¢larimiz MEL ile ilgili yapilmis
caligmalar1 destekler nitelikte olup, MEL’in stres altindaki bitkilerde klorofil miktarini
arttirdig1 ve stres etkisini hafiflettigi goriisiiyle uyumludur.

Ant bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina gére tanimlayici
istatistikler ve karsilagtirma sonuglar1 Cizelge 4.9’da, Asmada UV-B stresine karsi

digsal MEL uygulamasinin Ant icerigine etkisi ise Sekil 4.9°da sunulmustur.

Cizelge 4.9. Ant (Dx indeksi) bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina
gore tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglari
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Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I'' MEL
Cesit UV-B Ort. St. Hata Ort. St. Hata Ort. St. Hata
Disik 0.545a  0.005 0.426b  0.005 0.424b 0.021
ANT . Yiiksek 0.555a  0.025 0.497a# 0.003 0.498a 0.006
y Disik 0.475a§ 0.005 0.49a  0.021 0.463a 0.010

Yiiksek 0.540a§ 0.020 0.454b  0.004 0.540a 0.020

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercig, M: Merlot

a, b, ¢ :—>Ayni satirda farkh kiigiik harfi alan uygulamalar arasi fark 6nemlidir (p<0.05).
#: Ayni ¢esit ve uygulama iginde, diisiik UV den olan farki 6nemlidir (p<0.05).

§: Aym1 UV ve uygulama icinde, Ercis ¢esidinden olan farki 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.9. Asmada UV-B stresine kars1 digsal MEL uygulamasinin Ant (Dx indeksi)
degerine etkisi.

Ant degeri bakimindan Ercis ¢esidinin yiiksek, Merlot ¢esidinin ise diisiik UV-B
dozunda uygulamalar arasindaki fark istatistik olarak onemli bulunmazken, Ercis
cesidinde diisiik UV-B dozunda kontrol grubu (0.545 Dx indeksi) diger iki gruptan
(strastyla 0.426 ve 0.424 Dx indeksi) daha yiiksek bulunmustur.

Merlot ¢esidinin yiiksek UV-B dozunda ise kontrol grubu (0.540 Dx indeksi)
ile 200 pmol 1" uygulamasi (0.540 Dx indeksi) arasindaki fark 6nemli bulunmazken,
100 pmol 1! uygulamasi (0. 454 Dx indeksi) bu 2 gruptan daha diisiik bulunmustur.
Yalnizca Ercis ¢esidinde, 100 pmol I uygulamasinda diisiik ve yliksek UV-B dozlar
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arasindaki fark 6nemli bulunurken, yalnizca kontrol grubunda, her iki UV-B dozunda
cesitler arasi fark onemli bulunmustur (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.9).

Antosiyaninler genellikle diisiik sicakliklarla birlikte yiiksek fotosentetik 1s1n
seviyeleri altinda artar, ancak UV-B’nin spesifik etkisi olduk¢a degiskendir, zira bunlar
artabilir, azalabilir veya degismeden kalabilir (Mori ve ark., 2007; Carbonell-Bejerano
ve ark., 2014). Domateste nikel stresine karst MEL uygulamasi bitki biinyesinde
antosiyanin igerigini artirmistir (Jahan ve ark., 2020).

Flv bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina gére tanimlayict
istatistikler ve karsilagtirma sonuglar1 Cizelge 4.10°da, Asmada UV-B stresine karsi

digsal MEL uygulamasinin Flv igerigine etkisi ise Sekil 4.10°da sunulmustur.

Cizelge 4.10. Flv (Dx indeksi) bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarina
gore tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglari

Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I MEL
Cesit UV-B Oort. St. Hata ort. St. Hata Oort. St. Hata
Disik 0.645b  0.065 2.426 a 0.384 3.017a 0.067
ELV - Yiksek 1.015b # 0.015  2.116a 0.194  2.434a# 0.009
" Disik 1.085b§ 0.025  2724a  0.279 1.070b § 0.033

Yiiksek 1.025b§ 0.125 2.604a  0.096 0978b 0.072

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercis, M: Merlot

a, b, ¢ :>Ayni satirda farkli kiigiik harfi alan uygulamalar arasi fark 6nemlidir (p<0.05).
#: Ayni gesit ve uygulama i¢inde, diisiik UV den olan farki 6nemlidir (p<0.05).

§: Ayn1 UV ve uygulama icinde, Ercis ¢esidinden olan farki 6nemlidir (p<0.05).

Flv degeri bakimindan Ercis ¢esidinin her iki UV-B dozunda da kontrol grubu
ile 100 ve 200 melatonin uygulamalari arasindaki fark nemli bulunurken, 100 pmol 1™
ve 200 umol I uygulamalari arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmamastir. 100
umol 1" ve 200 pmol 1" uygulamalarinda (sirastyla 2.426 ve 3.017 Dx indeksi) , kontrol
grubuna (0.645 Dx indeksi) gore daha yiiksek flavonol degeri elde edilmistir.
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Sekil 4.10. Asmada UV-B stresine karsi digsal MEL uygulamasinin Flv (Dx indeksi)
degerine etkisi.

Merlot ¢esidinde ise her iki UV-B dozunda da en yiiksek Flv degeri, 100 pmol I
! uygulamasinda (sirasiyla 2.724 ve 2.604 Dx indeksi) elde edilirken kontrol (sirastyla
2.724 ve 2.604 Dx indeksi) grubu ile 200 pmol 1" uygulamasi (sirasiyla 1.070 ve 0.978
Dx indeksi) arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmamustir. Ercis ¢esidinde, 100
umol 1 uygulamas: disinda, diger iki uygulamada da diisiik ve yiiksek UV-B dozlari
arasindaki fark istatistik olarak onemli bulunurken, kontrol grubunda yiiksek UV-B
dozunda, 200 pmol I'* uygulamasinda ise diisiik UV-B dozunda daha yiiksek Flv degeri
elde edilmistir. Kontrol grubunda her iki UV-B dozunda da Merlot ¢esidinin Flv
degerleri, Ercis ¢esidinden daha yiiksek bulunmustur. 200 pmol 1" uygulamasinda ise
yalnizca diisiik UV-B dozunda, Ercis ¢esidinin Flv degeri Merlot ¢esidinden yiiksek
bulunmustur (Cizelge 4.10, Sekil 4.10).

Bitkiler stres faktorlerine flavonolleri sentezleyerek tepki verirler (Brunetti ve
ark., 2013). Bag kosullar1 ve kontrollii kosullarin karsilastirildigi ¢alismalarda asmanin
UV-B stresine yanit olarak Flv igerigini artirdig: bildirilmistir (Liu ve ark., 2018). MEL,
cesitli abiyotik streslere verilen yanitlarda sadece hayati bir koruyucu olarak rol
oynamakla kalmaz, ayni zamanda bitkide sekonder metabolitlerin birikimini de
diizenlemektedir. Soya fasiilyesine digsal MEL uygulamalari, Kritik izoflavon

biyosentezi ile ilgili enzimlerin aktivitesini ve nispi gen ekspresyon seviyesini
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yiikseklterek UV-B stresi altinda toplam flavonoidlerin igerigini artirmistir (Yin ve ark.,
2022).

4.6. Asmada UV-B Stresine Kars1 Dissal MEL Uygulamasmin i¢csel MEL icerigine
Etkisi

MEL igerigi bakimmdan Cesit, UV-B dozu ile MEL uygulamalarmna goére
tamimlayic istatistikler ve karsilastirma sonuglari Cizelge 4.11°de, Asmada UV-B
stresine karsi digsal MEL uygulamasinin i¢sel MEL igerigine etkisi ise Sekil 4.11°de

sunulmustur.

Cizelge 4.11. MEL icerigi (ng g') bakimindan Cesit, UV-B dozu ile MEL
uygulamalarina gbre tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglar

Kontrol 100 pmol I MEL 200 pmol I MEL

Cesit UV-B Oort. St. Hata ort. St. Hata Oort. St. Hata
Disik  0.675¢ 0.025 1.125b 0.025 1.510 a 0.010
MEL - Yiksek 0.880b 0060 1.775a# 0.025 1.950a# 0.030
" Disik 0.865c  0.045  1.225b  0.015 1.370a  0.010

Yiiksek 2.165c¢c # 0.015 2265b# 0.015 2410a#§ 0.030

Ort: Ortalama, St. Hata: Standart Hata, E: Ercig, M: Merlot

a, b, ¢ :>Ayni satirda farkli kiigiik harfi alan uygulamalar arasi fark 6nemlidir (p<0.05).
#: Ayni gesit ve uygulama i¢inde, diisiik UV den olan farki 6nemlidir (p<0.05).

§: Ayn1 UV ve uygulama icinde, Ercis ¢esidinden olan farki 6nemlidir (p<0.05).

MEL igerigi bakimmdan Ercis ¢esidinin yiiksek UV-B dozunda; 100 ve 200
pmol It uygulamalar1 (sirasiyla 1.775 ve 1.950 ng g'l) arasindaki fark Onemli
bulunmazken, bu iki grubun kontrol grubundan (0.880 ng g™) olan farki énemli
bulunmustur. Merlot ¢esidinde de en yiiksek MEL igerigi, yiiksek UV-B dozunda 200
pumol It uygulamasinda gergeklesirken (2.410 ng g!), bunu stirastyla 100 pmol I
uygulamasi (2.265 ng g) ve kontrol grubu (2.165 ng g*) izlemistir. Merlot ¢esidinin
her li¢ uygulamasinda, Ercis ¢esidinin ise kontrol disindaki diger uygulamalarinda,
diisiik ve yliksek UV-B dozlar arasindaki fark, istatistik olarak énemli bulunmus olup

hepsinde yiiksek UV-Bdozunda daha yiiksek MEL degeri elde edilmistir. Cesitler
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arasindaki fark ise yalnizca yiiksek UV-B dozunda 200 pmol I uygulamasinda ortaya
cikmigtir.

MEL

Diisik UV-B Yiiksek UV-B Diistik UV-B Yiiksek UV-B
ERCIS MERLOT

2,5

N
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= Ol
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Sekil 4.11. Asmada UV-B stresine kars1 digsal MEL uygulamasinin i¢sel MEL
(ng g icerigine etkisi.

MEL’in, bir veya daha fazla bitki tiiriinde UV-B stresine kars1 potansiyel bir
yanit oldugu tanimlanmistir (Kaur ve ark., 2015; Klein ve ark., 2018). Onceki
caligmalar, yiiksek yogunlukta UV-B iginlarina maruz kalan dogal ortamlardaki
bitkilerde igsel MEL seviyelerinin yiikseldigini géstermistir (Hardeland ve Pandi-
Perumal, 2005). Meyan kokii bitkilerinin kok aksamina yiiksek UV-B  1sin1
uygulandiginda i¢csel MEL igeriginin arttig1 gézlenmistir (Afreen ve ark., 2006).






5. SONUC VE ONERILER

Bitkilerde farkli streslere tolerans saglamada MEL’in bir antioksidan olarak
disaridan uygulanmasi son yillarda popiiler bir arastirma alani olusturmustur. Yapilan
yogun literatiir taramas1 sonucunda MEL’in Asmada in vitro kosullarda UV-B stresine
karst1 disaridan uygulamasmin etkileri {izerine herhangi bir bilimsel veriye
rastlanmamistir. Calisma sonucunda ulasilan bilgiler Asmada UV-B stresine karsi
MEL’in etkilerini ortaya koymasi bakimindan bir ilk olma 6zelligindedir.

Calismada sonuglart asagida kisaca maddeler halinde sunulmustur:

1. Diisiik ve yiikksek UV-B 1smina maruz birakilan Asma in vitro bitkiciklere
dissal 100 ve 200 pmol 1" MEL uygulamalarinin toplam fenolik bilesik (TF), toplam
antioksidan (TA), flavonol (Flv) ve i¢csel MEL igerigini artirdigi, Malondialdehit
(MDA) igerigini azalttigi, antioksidan enzim aktivitelerini (katalaz (CAT), stiperoksit
dismutaz (SOD) ve askorbat peroksidaz (APX)) ise tesvik ettigi tespit edilmistir.

2. Ceside gore degismekle birlikte, diisiik UV-B stresine kars1 200 pmol I MEL
uygulamasinim, kontrol ve 100 pmol 1" MEL uygulamalarina gére daha iyi sonug
verdigi saptanmistir.

3. Ceside gore yapilan karsilastirmalarda TF, TA, APX, ADI, Ant ve Flv
bakimindan Ercis ¢esidinin, SOD, CAT, MDA, KI ve i¢sel MEL igerigi bakimindan ise
Merlot ¢esidinin tatminkar sonuglar verdigi gdzlenmistir.

Sonug olarak; siirdiiriilebilir tarim agisindan 6nemli bir bilesik olan MEL’in
Asmada UV-B stresine kars1 toleransi arttirmada etkili bir arag¢ olarak kullanilabilecegi
soylenebilir. Calisma in vitro kosullarda gergeklestirildigi ig¢in bag kosullarinda
yinelenmesi elde edilecek sonuglarin giivenilirligi ve kullanilabilirligi agisindan

onemlidir.
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