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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

FASULYEDE (Phaseolus vulgaris L.) MELATONININ TUZ STRESINDEKI
ETKISININ BELIRLENMESI

flyas ASAN
Danisman: Do¢. Dr. Murat AYDIN

Amag: Tuz stresi, bitki verimini ve kalitesini etkileyen 6nemli bir abiyotik stres faktoriidiir.
Tuz stresi fasulye gibi tuzluluga hassas olan bitkilerin tarimini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir.
NaCl stresi altindaki fasulyede melatonin uygulamasimin bazi morfolojik ve fizyolojik
parametreler ile tuz tolerans genlerinden biri olan CCD1 geninin mRNA ifade seviyesine olan
etkisinin incelendigi bu ¢alismanin amaci, melatoninin tuz stresindeki roliiniin aydinlatilmasi
ve tuza toleransl ¢esitlerin 1slahinda kullanilabilecek bilgilerin elde edilmesidir.

Yontem: Serra ve Elkoca 05 c¢esitlerine ait olgun embriyolarin MS besi ortaminda
¢imlendirilmesi ile elde edilen fasulye fideleri, Hogland ¢6zeltisi igeren hidroponik ortamda 2.
tic yaprakli doneme kadar biiyiitiilmiis ve NaCl (0, 100 ve 200 mM) ve melatonin (0,100,150
ve 200 uM) farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Uygulamadan 7 giin sonra, kok ve
stirglin uzunlugu (mm), kok/stirgiin orant, kok-siirgiin yas ve kuru agirligi (g), hiicre membran
hasar1 (%), yaprak nispi su icerigi (%), klorofil icerigi (SPAD), mitotik indeks (%) ile kok ve
yaprak dokularinda CCD1 geninin mRNA ifade seviyeleri tespit edilmistir.

Bulgular: Her iki gesitte de NaCl stresi altinda tiim morfolojik parametrelerin (kok ve siirgiin
uzunlugu, kok ve siirgiin yas ve kuru agirliklar1) azaldigi, ancak tuzluluk stresi ile uygulanan
melatonin tek bagina strese gore bu parametrelerde artisa neden oldugu belirlenmistir. Yine,
tuz stresi incelenen fizyolojik ozellikleri olumsuz etkilemis, klorofil iceriginde, mitotik
indekste ve bagil su iceriginde azalisa; hiicre zar1 hasarinda ise artisa neden olmustur. Tuz
stresinin fizyolojik parametreler iizerindeki bu olumsuz etkisi, melatonin uygulamasiyla
azalmigtir. Ayrica, tuz stresi altinda her iki ¢esidin CCD1 geninin mRNA ekspresyon
diizeylerinin artti1, melatonin uygulamasinda ise azaldigi belirlendi.

Sonu¢: Aragtirmada elde edilen bulgulara gore melatonin uygulamasinin fasulyede tuz
stresinin neden oldugu zararl etkilerine karsi iyilestirici etki gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: NaCl, kok/siirgiin orani, SPAD, hiicre membran hasar1, mitotik indeks,
CCD1 geni

Mart 2022, 92 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF THE EFFECT OF MELATONIN ON SALT STRESS IN
COMMON BEAN (Phaseolus vulgaris L.)

lyas ASAN
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat AYDIN

Purpose: Salt stress is a major abiotic stress factor affecting crop yield and quality. Salt stress
significantly affects the cultivation of crops that are sensitive to salinity, such as common
beans. The goal of this study, in which the effect of melatonin application on some
morphological and physiological parameters as well as the mRNA expression level of the
CCD1 gene, which is one of the salt tolerance genes in common bean subjected to NaCl
stress, was to better realize the role of melatonin in salt stress and to gather the information
that could be used in the breeding of salt-tolerant varieties.

Method: Bean seedlings obtained by germinating mature embryos of Serra and Elkoca 05
cultivars in MS medium were grown in hydroponic medium containing Hogland solution until
the 2" three-leaf stage and were subjected to different concentrations of NaCl (0, 100, and
200 mM) and melatonin (0,100,150, and 200 uM). 7 days after application, root and shoot
length (mm), root/shoot ratio, root-shoot fresh and dry weight (g), cell membrane damage
(%), leaf relative water content (%), chlorophyll content (SPAD), mitotic index (%) as well as
MRNA expression levels of CCD1 gene in root and leaf tissues were determined.

Findings: It was determined that all the morphological parameters (root and shoot length,
root and shoot fresh and dry weights) decreased under NaCl stress in both cultivars, but
melatonin applied with salinity stress caused an increase in these parameters compared to
alone stress. Moreover, salt stress negatively affected the examined physiological
characteristics. It led to a decrease in chlorophyll content, mitotic index, and relative water
content whereas increased cell membrane damage. This adverse effect of salt stress on
physiological parameters decreased with treatment melatonin. In addition, it was determined
that the mRNA expression levels of the CCD1 gene of both cultivars increased under salt
stress, hovewer, decreased in melatonin application.

Result: Findings obtained in the study indicated that melatonin application had a healing
effect against the harmful effects of salt stress in beans.

Keywords: NaCl, root/shoot ratio, SPAD, cell membrane damage, mitotic index, CCD1 gene
March 2022, 92 pages
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GIRIS

Fabaceae (730 cins ve 19400 tiir) familyasina ait fasulye (Phaseolus vulgaris L.),
yemeklik tane baklagiller arasinda tiir ¢esitliligi bakimindan en zengin bitkisel riindiir ve
diinya niifusunun beslenmesinde 6nemli bir besin kaynagidir (Graham and Ranalli 1997).
Simdiye kadar bilinen elli Phaseolus tiirii olmasina ragmen bunlardan yalnizca bes tiir
(Phaseolus vulgaris, Phaseolus lunatus, Phaseolus coccineus, Phaseolus acutifolius ve
Phaseolus polyanthus) temelde insan gidasi olarak kullanilmaktadir. Bu tiirler arasinda en
yaygin olarak kullanilan1 ise Phaseolus vulgaris (2n=22 diploid)’dir (Broughton et al. 2003).
Mezoamerika, en fazla phaseolus cinsinin cografi olarak bulundugu ve 4 ila 6 milyon yil 6nce

bu bolgede ortaya ¢iktig1 varsayilmaktadir (Delgado-Salinas et al. 2006).

Baklagiller, protein ve minerallerin ana kaynagi ve tarimsal {iretim sistemlerinin
onemli bir ayag1 olup, gelismekte olan iilkelerin insan beslenmesinde ve tarim sistemlerinde
hayati bir rol oynamaktadir (Akibode et al. 2012; Yeken et al. 2018). Giinliik beslenme
diyetinde proteinlerin 6nemli bir kismi hayvansal iriinlerden (yumurta, siit, et vs.) ve
genellikle baklagillerden (fasulye ve bezelye ailesinin bitkileri) saglanmaktadir (Sehirali
1988). Protein yetersizligi, diinyanin birgok bolgesinde 6nemli bir sorundur ve O6zellikle
hayvansal {irlinlerle beslenmenin az oldugu kirsal bolgelerde niifusun protein
gereksinimlerinin onemli bir boliimiini baklagiller kargilamaktadir (Granito et al. 2002).
Fasulyenin yaygin olarak kullanilan tiirleri, 6nemli miktarda protein (ortalama %22),
karbonhidrat (%55-65), lif, doymamis yag asitleri, mineral (kalsiyum 3 g/kg; demir 40 mg/kg;
¢inko 35 mg/kg) ve vitamin (alfa tokoferol (E), askorbik asit (C), tiyamin (B1), riboflavin
(B2), niyasin (B3), B6 ve folik asit) kaynagidir (Chavez-Mendoza and Sanchez 2017; Farooq
et al. 2017; Nawaz et al. 2020). Proteinlerin yapi1 tasi olan amino asitler, viicut i¢in mutlak
gereklidir, ancak viicutta sentezlenemez ve disaridan alinan gidalardan karsilanmaktadir.
Fasulye, ozellikle insan beslenmesi igin gerekli olan lisin, treonin, valin, 16sin, isoldsin ve
fenilalanin gibi esansiyel amino asitleri igermektedir (Barampama and Simard 1993; Flores-
Sosa et al. 2020). Ayrica fasulye tohumlari, antioksidan, antikanser, antimikrobiyal,
antiobezite, kardiyoprotektif, hepatoprotektif ve antiproliferatif aktiviteleri nedeniyle tibbi
acidan da oldukga onemlidir (Guevara-Gonzalez and Torres-Pacheco 2006; Zhu et al. 2012;
Guajardo-Flores et al. 2013; Ortega et al. 2013; Zou and Chang 2014).


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01904167.2021.1927092?scroll=top&needAccess=true

Fasulye insan beslenmesinin yaninda hayvan beslenmesi, boya yapimi ve kozmetik
sanayi gibi alanlarda da sik¢a kullanilmaktadir (Sing et al. 2007). Ozellikle capa bitkisi
olmasi, miinavebeye (ekim nobeti), derin kok morfolojisi ile topragin alt tabakalarindaki besin
elementlerini ylizeye tasimasi, topragi gevsetmesi ve koklerinde yerlesen Rhizobium
bakterisinin olusturdugu nodiiller yardimiyla topraga azot baglamasi bakimindan énemli bir

baklagil bitkisidir (Ge et al. 2000; Wortman 2001; Zahran 2001).

Fasulye, ekim ve iiretim alanlar1 bakimindan baklagiller arasinda ilk siralarda yer
almaktadir (FAO 2021). FAO 2020 yili verilerine goére, diinya kuru fasulye ekim alani
yaklagik 34,5 milyon ha ve tiretimi ise 27,5 milyon ton olarak gergeklesmistir (FAO 2021).
Yine, 2020 yili verilerine gore diinya toplam kuru fasulye tretiminin %43,1’ini Asya,
%29,4’tinii  Amerika, %25,7°sini Afrika, %1,4’tinii Avrupa ve %0,4’tinii Okyanusya
olusturmaktadir (Sekil 1.). Kuru fasulye tiretiminde 5,5 milyon ton ile Hindistan ilk sirada yer
almaktadir ve bunu sirasiyla Myanmar (3,1 milyon ton), Brezilya (3,0 milyon ton) ve
Amerika Birlesik Devletleri (1,5 milyon ton) izlemektedir (FAO 2021). Ulkemiz heniiz kuru
fasulye iiretimi yapilan ilk 10 iilke arasina girememektedir. Ulkemizde 2020 yili Tiirkiye
[statistik Kurumu (TUIK) verilerine gére yaklasik 1,03 milyon dekar ekim alaninda 279,51
bin ton kuru fasulye iretimi yapilmig ve ortalama verim 271 kg/da olarak gergeklesmistir
(TUIK 2020).
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Sekil 1. Kuru fasulye tiretiminin kitalara gére dagilimi (FAO 2021)

2018 yilinin sonunda 7,6 milyar olan kiiresel niifusun, 2050 yilinda 9,7 milyara
¢ikacagl tahmin edilmektedir (Anonymous 2021). Diinya niifusunun hizla artmasina paralel
olarak artan niifusun gida talebini karsilamak i¢in mevcut duruma gore %70 daha fazla gidaya

ihtiya¢ duyulacagi ve bu talebin agirlikli olarak gelismekte olan iilkelerde olacagi tahmin



edilmektedir (Alexandratos and Bruinsma 2012). Bu zorlugun iistesinden gelmek igin, tim

bitkisel tirtinlerin verimini artirmaya ihtiyag vardir (Beebe et al. 2012).

Diinyada ve iilkemizde yetistirme alan1 ve miktari agisindan 6nemli bir yere sahip olan
baklagiller diger tiirlerle kiyaslandiginda, tuzluluga en hassas grup igerisinde yer almaktadir
(Mass and Hoffman 1997). Toprak veya su tuzlulugu, diinya genclinde fasulye
yetistiriciliginde verim azalmasina neden olan 6nemli abiyotik streslerden biridir (Munns and
Tester 2008). Glikofit bitki olarak da bilinen fasulye yiiksek tuz konsantrasyonlarina tolerans

gosterememekte ve tuz stresine karsi oldukga hassastir.

Tuzluluk stresi, toprakta tuz i¢eriginin dogal olarak yiiksek oldugu kurak ve yar1 kurak
bolgelerde bitkilerin biiylimesini, gelismesini ve {retimini sinirlayarak Onemli verim
kayiplarina neden olan en yikici abiyotik streslerden biridir (Hussain et al. 2019). Tuzluluk
sulanan arazilerin %50’sini ciddi sekilde etkilemekte ve topraktaki yiiksek tuzluluk
seviyelerinin bir sonucu olarak her yil 1,5 milyon ha alan kaybina neden olmaktadir (Yang
and Guo 2018). Dahas tarim arazilerinin %17’si sulak alanlar olup bu alanlarin yaklasik beste
biri tuzluluk sorunu ile karsi karsiyadir. Tiirkiye’de ise toplam tarimsal alanin %2’sini kurak
alanlar olusturmakta ve bu alanlarin da %74’ tuzlu topraklardir. Tuzlulugun artis1 ile tarim
alanlarinin ve buna bagli olarak siirdiiriilebilir tarimin, 6nlimiizdeki 25 yillik siire¢ icerisinde
yaklagik olarak ti¢te birinin 21. ylizyilin sonlarina dogru ise yarisinin zarar gérecegi tahmin

edilmektedir (Giiltekin 2018).

Tuzluluk stresi olusum sekillerine gore primer (dogal) ve sekonder olmak {iizere ikiye
ayrilmaktadir (Sekil 2.). Primer tuzluluk, deniz ve okyanus suyunun yapisindaki tuz
bilesiklerinin diisiik yagis, riizgar ve yiiksek evaporasyon gibi klimatik faktorler ile taginarak
topragin yapisina katilmasi, ana kaya materyalinin aginmasi sonucu minerallerin ve ¢oziiniir
tuzlarin aciga ¢ikmasi ve kapillarite ile topraga taginmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Sekonder
tuzluluk ise tuzlu sulama suyu kullanimi, yanlis yapilan sulama programi, bdlgenin 6zel
vejetasyonunun yok edilip tarim arazisi olarak kullanimi, tuzluluga neden olan maddelerle
topragin kirletilmesi ve yogun giibre kullanimi1 gibi insan aktiviteleri, yiizey alti sularinin
yiikselmesi ve bitkilerin harcadigi su miktar1 ile yagis miktar1 arasindaki dengenin yani
hidrolojik dengenin bozulmasi sonucu ortaya g¢ikmaktadir (Korkmaz ve Durmaz 2017
Giiltekin 2018, Dogru ve Canavar 2020;).



TOPRAK

TUZLULUGU

Tek yilhk bitki
yogunlugunun
artmas!

Kalitesiz sulama

Yetersiz drenaj sulan

Sekil 2. Toprak tuzlulugunun nedenleri ve tipleri (Dogru ve Canavar 2020)

Tuzluluk, toprakta ozmotik potansiyelin diismesine neden olarak fizyolojik kurakliga,
mineral madde aliminda dengenin bozulmasia ve tuz iyonlariin toksik etkileri nedeniyle
bitkiler iizerinde yikici etkilere yol agmaktadir (Marschner 1996). Tuzlu topraklar, Ca*?
(kalsiyum), K* (potasyum), Mg*? (magnezyum) ve Na* (sodyum) gibi katyonlar ile CI- (klor),
COs? (karbonat), HCOs (bikarbonat), NOs (nitrat) ve SO42 (siilfat) gibi anyonlari
bulundurmaktadir (Tanji 2002). Topraklar tuzlu su ile sulandiginda fizyolojik kuraklik ortaya
¢ikmakta ve kuraklik stresini indiiklemektedir (Lee et al. 2004). Tuz stresi enzimlerin
aktivitesini, fotosentez kapasitesini etkiler ve ozmotik stresi ve iyon toksisitesini ise arttirir
(Wang et al. 2016; Yin et al. 2019). Bu olaylar bitki biiylime ve gelismesi iizerinde
biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler seviyelerde ¢ok yonlii negatif etkilere sebep

olmaktadir.

Tuz stresi ¢imlenme, biiyiime, fotosentetik pigmentler ve fotosentez, su iliskisi, besin
dengesizligi, oksidatif stres ve verim gibi tiim ana siiregleri etkilemektedir. Tohumun
c¢imlenmesi, bir bitkinin biliylime dongiisiindeki en temel ve hayati asamalardan biridir.
Cimlenme hiz1 dogrudan tuzluluk stresi ile iligkilidir ve tuz stresinin tohum ¢imlenmesi ve
canliligr ile negatif korelasyona sahip oldugu bilinmektedir (Rehman et al. 2000). Tuzlulugun
yiiksek seviyeleri tohumlarin ¢imlenmesini engellerken, daha diisiik tuzluluk diizeyi
dormansiye neden olmaktadir (Khan and Weber 2008). Tuzluluk, ¢imlenme ortaminin diisiik
ozmotik potansiyeli nedeniyle tohumlarin su emilimini ve protein metabolizmasini degistirir
ve niikleik asit metabolizmasi enzimlerinin aktivitelerini degistiren toksisiteye neden olur,

hormonal dengeyi bozar ve tohumlarin enerji rezervlerinin kullanimini azaltarak ¢imlenme



hizin1 disiirmektedir (Khan and Rizvi 1994; Othman et al. 2006; Dantas et al. 2007; Khan
and Weber 2008; Gomes et al. 2008; Sobhanian et al. 2011).

Tuz stresinin bir diger etkisi ise biiylime hizin1 azaltmasidir. Toprak suyunda bulunan
fazla tuz iki yolla bitkiyi etkilemektedir. Birincisi (hizli faz) bitkinin su alma kabiliyetini
azaltir ve bu da yavas biiyiimeye yol acar. Bu faz tuzlulugun su eksikligi veya ozmotik
etkisidir. Ikincisi (yavas faz) ise bitkinin transpirasyona girmesi ve bunun sonucunda
yapraklardaki hiicrelerin zarar gorerek biiylimenin yavasladigi fazdir (Munns 2005). Faz-1,
bitkilerin kisa siirede tuzluluga maruz kalmasiyla olusur. Tuzlulugun bitki kokleri disindaki
ozmotik etkisinden kaynaklanmaktadir. Toprak ¢6zeltisinde bulunan tuz, yaprak biiyiimesini
ve daha az dlgiide kok biiylimesini azaltir (Munns 1993). Faz-2 ise bitki igindeki tuzun toksik
etkisinden kaynaklanmakta ve bitkinin tuzluluk stresine uzun siireli maruz kalmasindan dolay1
olugsmaktadir. Bitki tarafindan alinan tuz yash yapraklarda yogunlagmakta ve uzun siireli ve
stirekli tasinma sonucunda yapraklarda ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda Na* ve CI~ birikimi

gerceklesmekte ve bunun sonucunda yapraklar 6lmektedir (Munns and Tester 2008).

Tuzlulugun hem vejetatif hem de tireme gelisimini etkiledigi bilinmektedir. Cimlenme
ile karsilastirildiginda bitkilerin fide ve erken vejetatif bliylime asamasinda tuzluluga 6zellikle
duyarli oldugu bilinmektedir (Wilson et al. 2000; del Amor et al. 2001; Botia et al. 2005).
Tuzluluk stresinin siirgiin biiylimesini, 6zellikle yaprak alanin1 kok biiyiimesinden daha fazla
azalttig1 iyi bilinmektedir. Tuzluluga bagl olarak siirglin bliylimesindeki azalma, genellikle

azalan yaprak alani ve bodur siirgiinler ile ifade edilir (L&uchli and Epstein 1990).

Hiicre boliinmesi makromolekiiler seviyede kompleks bir takim biyokimyasal olaylari
kapsayan ve birbirini takip eden farkli iglemler sonucu gerceklesmektedir. Bitkilerin biiyiime
ve gelismesi, kendini olusturan hiicrelerin diizenli olarak biiylime ve ¢ogalmasina baglidir
(Kislalioglu ve Berkes 1990). Mitotik indeks ise hiicre boliinme sikligint yansitmakta ve kok
biliylime oranini belirlemede 6nemli bir parametre olarak kabul edilir (Jiang and Liu 1999).
Tuzluluk stresinin mitoz boliinmeyi engelleyerek bitki biiylime ve gelismesine olumsuz yonde
etkiledigi bilinmektedir (Nieman 1965, Bozcuk 1978). Tuzun yiiksek konsantrasyonda kok
ucu meristem hiicrelerinde mitotik boliinme aktivitesini tamamen baskiladigi ve kromozomal

anormalliklere neden oldugu gézlemlenmistir (Radic¢ et al. 2005).

Toprakta asir1 ¢Oziiniir tuzlarin varlig, bitkiler icin gerekli olan mineral besin
maddelerinin alim1 ve metabolizmasi ile rekabet eder. Iyonlarin dengeli oranlari, bir bitkinin
biiyiimesi ve gelismesiyle ilgili fizyolojik cevaplarin olusmasinda 6énemli bir unsurdur (Wang
et al. 2003). Artan tuz almi, K*, Ca*?, fosfor (P) ve azot (N) gibi temel besinlerin alimimi

azaltan yiiksek Na*, CI” veya siilfat (SO42) gibi spesifik iyon toksisitelerini indiikler (Zhu



2001). Bitki hiicrelerinde Na*/K* dengesi bir¢ok sitozolik enzimin aktivitesi i¢in oldukga
onemlidir. Tuzlulugun Na® igerigini artirdigi dolayli olarak da Na'/K" oranmni arttirdig
bilinmektedir. Bu da Na" ve K" arasinda negatif bir iliski oldugunu diisiindiirmektedir. Bunun
nedeni ise hiicre zarindaki Na"’nin K’nin depolarizasyon ve repolarizasyon donemlerinde
baglanacag1 bolgeler i¢in K™ ile rekabete girmesidir. Makro besin elementlerinden biri olan
K™, enzim aktivitesinin belirlenmesinde, fotosentezde, osmotik potansiyelin korunmasinda,
protein sentezinde ve stomalarin agilip kapanmasinda rol oynamaktadir (Wu et al. 1996;
Gadallah 1999). Ayrica, Na"’nin zararli etkilerinin ¢ogunun, membranlarin yapisal ve
fonksiyonel biitiinligi ile ilgili oldugu bildirilmistir (Kurth et al. 1986). Tuzlu topraklarda
yetistirilen bitkilerin apoplastlarinda Na* birikmekte ve bu da hiicre duvari elamani olan
pektinlerin iyonik baglantilarin1 bozarak ya da hiicre i¢i enzimlerini etkileyerek hiicre
duvarinin temel islevlerinin yerine getirilmemesine neden olmaktadir (Rengel 1992).
Tuzluluk stresi ayn1 zamanda bitkinin biiyiime ve gelismesi i¢in temel elementlerden biri olan
Ca*? iyonunun alinimmini da negatif yonde etkilemektedir. Yiiksek tuzlulukta yetistirilen
bitkilerin siirgiin ve yapraklarinda Ca*? iceriginin azaldig1 bununla birlikte, koklerde stabil
olma ve ozellikle yapraklarda artan tuzluluk seviyelerinden dolayr K* igeriginin azaldigi
goriilmektedir (Culha ve Cakirlar 2011). Tuzluluk stresinde yapraklarindaki Ca*? ve Mg
icerigindeki azalmanin, sirasiyla membran gecirgenligini arttigimi ve klorofil igeriginin

azaldigin1 gostermektedir (Parida et al. 2004).

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde, azalan klorofil pigmenti igerigi ve stomalarin
kapanmasinin sonucu olarak, karbondioksit (CO2) basincinin diismesi ve ribuloz bisfosfat
karboksilaz/oksigenaz (Rubisco) aktivitesinin inhibisyonu nedeniyle etkilenen en fizyolojik
siireclerden biri fotosentezdir. Ayrica, tuz stresi altindaki bitkilerde fotosentez oranlarindaki
azalma, esas olarak su potansiyelindeki azalmadan kaynaklanmaktadir (Kahrizi et al. 2012).
Tuz stresi altinda klorofil igerigindeki azalma yaygin olarak bildirilen bir olgudur ve c¢esitli
caligmalarda klorofil konsantrasyonu hiicresel metabolik durumun hassas bir gostergesi olarak
kullanilmigtir (Chutipaijit et al. 2011). Tuzlulugun etkisi altinda fotosistem II (PS-I1), elektron
tagima sistemi (ETS) ve COz’nin asimilasyon hizinin verimliliginde 6nemli bir diisiise neden
olmaktadir (Stepien and Klobus 2005). Tuz stresi altinda fotosentez hizini azaltan bagska
faktorlerde bulunmaktadir. Bunlar, CO2 gegirgenligini azaltan hiicre zarlarinin dehidrasyonu,
tuz toksisitesi, artan yaslanma, sitoplazmik yapidaki degisikliklerin neden oldugu enzim

aktivitesindeki degisikliklerdir (lyengar and Reddy 1996).

Su potansiyeli, bitkilerin su durumunu belirlemek i¢in 6nemli bir fizyolojik

parametredir. Tuzlu ortamlarda yetisen bitkilerin dokularindaki su miktarmin fazla olmasi



tuzluluga toleransin fazla oldugu anlamina gelmektedir. Yapraklarin biinyesinde bulunan su
miktarinin, bitkilerin genel su durumunun belirlenmesinde giivenli bir indikatoér olarak
kullanildig1 bilinmektedir. Tuz konsantrasyonunun artmasiyla ozmotik potansiyelin ve su
potansiyelinin diistiigii, turgor basincinin ise arttigi belirlenmistir (Ribaut and Pilet 1994;
Hernandez et al. 1999; Meloni et al. 2003). Bitki kok ortamindaki tuzlulugun artmasi, yaprak
su potansiyelinde azalmaya yol acabilmekte ve biiylime ve gelismeyle ilgili bir¢ok siireci
etkileyebilmektedir (Romero-Aranda et al. 2001). Tuzlulugun bitkiler iizerindeki ozmotik
etkileri, kok bolgesindeki ¢Ozlinen konsantrasyonunun artmast nedeniyle toprak su
potansiyelinin diismesi sonucu olusmaktadir. Cok diisiik su potansiyellerinde, bitkinin
topraktan su c¢ekme ve turgoru koruma yetenegi etkilenmektedir. Su eksikligi, iyon
sizintilarini artirarak hiicre zarlarinin hasarina neden olmaktadir (Tabaei-Aghdaei et al. 2000).
Tuz stresinden etkilenen birincil bdlge plazma membrani olabilir ve tuzlulugun plazma
membrani tizerindeki zararli etkisinin temel olarak tuz iyonlarinin etkisinden kaynaklandigi
bilinmektedir. Ayrica bu hasar farkli genotiplere ait hiicrelerde degisiklik gostermektedir.
Tuza duyarli g¢esitlerde hiicre membran hasarinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir

(Mansour and Salama 2004).

Tuzlulugun bitkiler iizerindeki dogrudan etkilerinin yan sira, tuzlulugun bir sonucuda,
lipidlerin peroksidasyonu, proteinin oksidasyonu, enzimlerin inaktivasyonu, DNA hasari
ve/veya bitki hiicrelerinin hayati bilesenleri ile etkilesime neden olabilen reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) asirt birikiminin indiiklenmesidir (Hasanuzzaman et al. 2020). Bu tiir
degisiklikler bir dizi metabolik bozukluga ve anormal hiicresel fonksiyonlara yol agar ve
bitkinin 6limi ile sonuglanir (Alinia et al. 2021). Kloroplastin tuz stresinden en fazla
etkilenen organellerden biri oldugu bilinmektedir (Koyro 2002). Normal bitkilerde ROT lar,
hormonal sinyal molekiillerinin sentezlenmesinde, bitkinin dis ¢evre ile uyumununun
saglanmasinda, hiicre duvari yapisinin degisiminde, fizyolojik ve metabolik diizenlemelerde
ve gen ifadelerinde 6nemli fonksiyonlara sahip olmasi nedeniyle “oksidatif sinyal molekiilii”

olarak da gorev almaktadirlar.

Tuzluluk stresi altinda 6zellikle kloroplast ve mitokondrilerde siiperoksit anyonu (O2),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikalleri (OH) gibi asir1 ROT iiretimi gerceklesir
(Mittler 2002; Neill 2002). Ote yandan tuz stresinin cesitli metabolik aktiviteler iizerinde
ozmotik etkilerinden dolayr su eksikligi olusmakta ve bdoylelikle ROT iiretimi
indiiklenmektedir (Halliwell and Gutteridge 1985; Elstner 1987). Bu nedenle farkli biyotik ve
abiyotik stres faktorleri sebebiyle bitki dokularinda biriken ROT lar iirlin kayiplarinin sebebi
olarak kabul edilmektedir (Khan and Sing 2008).



Bitkiler, tuzluluk stresinin zararh etkilerine karsi niikleik asit, proteinler ve zar
lipitlerini korumak i¢in bazi ¢dziinenlerin sentezi, secici iyonlarin diglanmasi ve antioksidan
enzimlerin uyarilmasi dahil olmak iizere bir¢ok strateji gelistirmistir (Munns and Tester 2008;
Zhao et al. 2010). Bu stratejilerden biri ROT u etkili bir sekilde temizleyen ve hiicreler i¢inde
uygun bir dengeyi koruyan enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden olusan antioksidan
savunma sistemidir. Askorbat peroksidaz (APOD), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR),
glutatyon rediiktaz (GR), guaiakol peroksidaz (GPOD), katalaz (CAT), monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR), peroksidaz (POD) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan
enzimler, oksidatif hasarlarin etkilerini azaltarak tuz stresine karsi bitkinin direncini
arttirmaktadir. Askorbik asit, glutatyon, flavonoidler, prolin, karotenoidler ve a-tokoferol gibi
lipit ¢Oziicli bilesenler ise enzimatik olmayan antioksidant bilesiklere ornektir (Kav et al.
2004; Sugimoto and Chen et al. 2009; Takeda 2009; Chawla et al. 2013; Dogru ve Canavar
2020). Tuz stresine verilen molekiiler cevaplar, oncelikle spesifik genlerin transkripsiyonel

indiiksiyonu ile ortaya ¢ikmaktadir.

Karotenoidler, fotosentezde 6nemli fonksiyonlara sahip olup isiklarin mavi-yesil dalga
boylarin1 emerek asir1 151g8in neden oldugu fotooksidatif stresten, yiiksek sicakliktan,
ultraviyole (UV), kuraklik ve tuzluluk gibi c¢evresel streslere karsi bitkilerin korunmasini
saglayan yapisal pigmentlerdir (Goodwin 1980; Cunningham et al. 1996; Davison et al. 2002;
Gotz et al. 2002; Ledford et al. 2004; Wu et al. 2015). Karotenoidler, izoprenoid yolunda
ortaya ¢ikan geranilgeranil pirofosfatlardan (GGPP) fiton sentazi (PSY) ile sentezlenen
fitabolitlerdir (Cunningham and Gantt 1998). Buna ek olarak, karotenoidler dogrudan
biyolojik membranlarda reaktif oksijen tiirlerini temizlemektedirler (Strzatka et al. 2003).
Karotenoid boliinme oksijenazlari (CCO), gesitli apokarotenoidler ve bunlarin tiirevlerini
olusturmak igin karotenoid polien zincirinin konjuge ¢ift bagini spesifik olarak parcalayabilir
(Bouvier et al. 2005; Ohmiya 2009). Substratlarin epokside olup olmamasina bagli olarak,
bitki CCO’lar1 ayrica karotenoid bolinme dioksijenaz (CCD) ve 9-cis-epoksikarotenoid
(NCED) alt ailelerine ayrilmaktadir (Auldridge et al. 2006). Bu enzimler Katalitik
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aktivitelerini etkinlestirmek icin Fe*?’ye ihtiya¢ duymaktadir. Ayrica Fe*?nin baglanmasini
koordine eden dort korunmus histidin ve ayrica karboksil ucunda korunmus bir peptit sekansi

igerirler (Kloer et al. 2005)

CCD’ler karotenoidlerin oksidatif boliinmesi yoluyla apokarotenoid iiretmekte ve
bunun yani sira oksidasyon, fotosentetik pigmentler, renklendiriciler, ABA ve strigolakton
gibi ¢esitli biyoaktif tiirevlerin olusumuna da yol agmaktadirlar (Giuliano et al. 2003; Walter
and Strack 2011; Alder et al. 2012). Apokarotenoidlerin, bitkilerde kok ve siirgiin biiyiimesi,



dormansi, cevresel streslere tepki ve besin alimina yardimci olan ve bitki biiylimesini
destekleyen yararli mikorizal mantarlar1 ¢eken sinyalleri liretmek de dahil olmak {izere ¢ok
sayida fizyolojik rolii bulunmaktadir (Vallabhaneni et al. 2010). Bir fitohormon olan
ABA’nin tohum gelisimi ve dormansi de dahil olmak {izere bitki yasam dongiisiinlin bir¢ok
alaninda ve ayrica cesitli ¢evresel streslere karsi bitki tepkilerinde onemli roller oynadigi
bilinmektedir (Seo and Koshiba 2002). Ayrica CCD’lerin olusumunda gorev alan
strigolaktonlar koklenmede, ikincil biiyiime ve bitki savunma tepkilerinde yer almaktadir
(Van et al. 2014). Yapilan galismalarla CCD1 geninin stres tepkilerinde yaygin olarak yer
aldig1 bildirilmistir. CCD1 geninin tuz stresi altinda kok meristeminde ve uzama boélgesinde
ifade edildigi belirtilmistir (Dickinson 2019). Kuraklik stresi ve tuz stresi altinda SSCCD1
mRNA seviyesinin hem kok hem de siirgiin dokularinda 6nemli 6l¢iide arttigi bilinmektedir
(Cao et al. 2005).

Bitkilerin dogal savunma mekanizmalar1 asir1 stres kosullar altinda yeterli koruma
saglamamaktadir; bu nedenle eksojen olarak biyostimulanlar bitki stresi toleransini
iyilestirmek i¢in kullanilabilmektedir (Khripach et al. 2000). Son zamanlarda yapilan
caligmalar bitki biiyiime diizenleyicilerinin (BBD) stres mekanizmalarini yonettigini
belirtmistir (Fahad et al. 2021; Asgher et al. 2017; Bashir and Bano 2020). Bu diizenleyiciler
arasinda melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) (Sekil 3.), bitkiler arasinda yaygin olarak
kullanilan ¢esitli fonksiyonel bir dogal antioksidandir (Arnao and Hernandez-Ruiz 2018).
Bitkilerde indoleamin hormonu olarak ilk kez 1995 yilinda kesfedilmistir (Dubbels et al.
1995; Hattori et al. 1995). Bitki biiyiime ve gelismesinde ¢ok 6nemli bir biyomolekiil olan
melatonin kok ve hipokotil biiyiimesini tesvik eder ve oksine benzeyen fonksiyonlariyla fide
biyokiitlesini arttirir (Hernandez-Ruiz et al. 2005; Byeon and Back 2014; Hardeland 2016).
Dahasi, melatoninin, ABA ve giberallik asit (GA) biyosentezi ile iligkili genlerin ifadesini
diizenleyerek GA ve ABA biyosentez yolunda 6nemli rol oynadig bildirilmistir (Zhang et al.
2014; Li et al. 2015).

O

HN/<

LZ

Sekil 3. Melatoninin yapis1 (Anonim 2021)



Melatonin, tuzluluk stresi de dahil olmak tizere gesitli abiyotik stresler altinda bitki
savunma mekanizmalarinin modiilasyonunda gorev almaktadir (Imran et al. 2021; Li et al.
2021; Zhang et al. 2021). Transkriptom analiz sonuglari melatoninin 6ncelikle bitki hormonu
sinyal transdiiksiyonu ve ikincil metabolitlerin biyosentezinin yollarmi etkiledigini
gostermislerdir. Sekil 4’de gosterildigi gibi bitkide melatoninin biyosentezi, serotonine
doniisen triptofan ile baglamakta ve triptofan ve melatonin arasinda, hidroksiindol-O-
metiltransferaz ve kafeik asit O-metiltransferaz (ASMT/COMT) enzimleri, 5-metoksitritamin
olarak adlandirilmis bir ara molekiil iireten bir reaksiyonu katalize etmektedir (Axelrod et al.
1960; Byeon et al. 2014; Zhao et al. 2019).

Melatonin biyosentez yolunda yer alan ilgili enzimler, cesitli bitki tiirlerinde strese
yanit mekanizmasinda gorevler almaktadir. Yapilan bir c¢alismada (Zhao et al. 2019)
klonlama, transgenez, genetik veya promotor analizi gibi metabolik miihendislik teknikleri
yoluyla transgenik bir Arabidopsis’te COMT benzeri genin (TaCOMT) asir1 ifadesi, melatonin
konsantrasyonunu  artirarak  kuraklik  toleranst sagladigi  bildirilmistir.  Melatonin
biyosentezinde yer alan serotonin N-asetiltransferaz (MsSNAT) celtikte (Byeon et al. 2014) ve
Arabidopsis’te (Zhao et al. 2019) stres toleransi saglamak ve melatoninin bitkideki roliinii
netlestirmek i¢in hedeflenmistir.

Triptopan
Dekarboksilaz

ﬂ

Triptofan — Triptamin

Triptamin 5-hidroksilaz > l

Serotonin

Hidroksiindol-O-metiltransferaz [ l

S-metoksitriptamin

N-asetiltransferaz —_— l

Melatonin

Sekil 4. Melatonin biyosentezi (Malick et al. 2021)

10



Melatonin giiclii bir antioksidan olarak, ROT’lar1, reaktif azot tiirlerini (RAT) ve
cesitli kimyasal Kirleticileri detoksifiye etme kabiliyetine sahiptir. Melatonin, antioksidan
enzimatik aktiviteyi indiikleyerek domateste asir1 kadmiyumun neden oldugu oksidatif stresi
temizledigi Dbildirilmistir (Hasan et al. 2015). Baska bir calismada antioksidanlarin
aktivitelerini artiripp, MDA’y1 distlirerek ve cesitli fizyolojik siirecleri diizenleyerek H20>
tiretimini baskiladigi bildirilmistir. Ayrica melatoninin eksojen uygulamasinin, ROT {iretimini
azaltarak, ¢Oziiniir protein igerigini artirarak ve klorofil ayrisma hizini yavaslatarak tuz stresi
altindaki cesitli bitki tiirlerinin klorofil igerigini ve fotosentez kapasitesini iyilestirdigi

bilinmektedir (Azizi and Amiri 2022).

Bitkilerde melatoninin islevleri ile ilgili yapilan aragtirmalarda, melatoninin abiyotik
stres kosullar1 altinda bitki biiylimesinde ve gelismesinde ¢ok Onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Melatoninin tuzluluk stresi altinda daha yiiksek bitki toleransini artirmasi, bitki
iyonik homeostazini (6zellikle tiim bitki Na*/K* oranini) korumak i¢in iyon kanali genlerinin
ifade edilmesi, fotosentez kapasitesini gelistirmesi, klorofilleri ve karotenoidleri korumasi ve
fotorespirasyonu azaltmasi 6zellikleri ile baglantili oldugu bilinmektedir (Li et al. 2019). Bu
calismada melatoninin tuz stresi altinda fasulyede olusturmasi muhtemel morfolojik ve
fizyolojik etkileri ile kok meristemlerinde hiicre boliinmelerini saglayan CCD1 geninin ifade

seviyesine etkileri belirlenerek fasulye 1slahina yon verici bilgiler saglanmasi hedeflenmistir.
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KURAMSAL TEMELLER

Bitkiler, birgok olumsuz biyotik ve abiyotik strese maruz kalmaktadirlar. Tuz stresi, en
onemli abiyotik streslerden biridir ve ozellikle yillik yagisin daha az oldugu ve toprakta
yiiksek konsantrasyonlarda tuz igceren bdlgelerde mahsul verimliliginin son derece
etkilemektedir. Tuzun bitkiler iizerindeki zararli etkileri, hem topraktaki nispeten yiiksek
¢oziinen madde konsantrasyonlarindan kaynaklanan su eksikliginin hem de Na* ve Cl’ye

0zgii stresin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sairam et al. 2002; Negrao et al. 2017).

Tuzluluk, bitkilerdeki metabolik yollar ile etkilesime girerek tohum ¢imlenmesini ve
bitki biiyiimesini dogrudan etkilemektedir (Rahimi et al. 2012). Yine, bitkilerdeki metabolik
stireclerin yan1 sira yaprak hiicre membrani, nisbi su igerigi, klorofil miktari, fotosentez,
solunum, niikleik asit metabolizmas1 ve protein sentezi gibi fizyolojik ve biyokimyasal
prosesleride etkilemektedir (Sairam et al. 2002; Negrao et al. 2017). Sonug olarak, tim
biiylime asamalar1 lizerinde olumsuz etkiler olusturarak verimde azalmalar meydana

getirmektedir.

Tohum ¢imlenmesi, bir bitkinin yasam dongiisiindeki ilk gelisim asamasidir (Bewley
et al. 2012). Tuzluluk ozmotik stres, iyona 6zgii etkiler ve oksidatif stres yoluyla tohum
¢imlenmesini engelleyerek bitki biiyiimesini ve gelismesini sinirlayan vede tohum
¢imlenmesini geciktiren en 6nemli faktorlerden biridir (Daszkowska- Golec 2011; Munns
2002; Dash and Panda 2001). Ozmotik stres, hipertonik kosullar nedeniyle tuzlulugun
(dakikalar i¢inde meydana gelir) ilk etkisidir (Munns 2002). Tuzluluk stresinin bitki biiyiime
ve gelismesi lizerine olan etkileri bu strese maruz kalma siirelerine gore degisiklik
gostermektedir. Munns (2002), tuzluluga maruz kalan bitkilerde ilk birkag¢ saniye veya dakika
icinde hiicrelerin su kaybettigini ve kii¢iildiiglinii bildirmistir. Ancak daha sonraki saatler
igerisinde hiicrelerin orijinal hacmini geri kazandigini, ancak uzama oranlarinin azaldigin ve
bunun sonucunda yaprak ve kok biiylime oranlarinin distiigiinii agiklamistir. Takip edilen
giinlerde hiicre boliinme oranlarinin da etkilendigini ve daha diisiik yaprak ve kok biiyiimesi
oranlarina katkida bulundugu goriilmiistiir. Haftalar i¢cinde ise vejetatif gelisimde ve aylar

icinde lireme gelisiminde degisiklikler oldugu ortaya konulmustur (Munns 2002).

Tuzluluga tepki olarak bu zamansal farkliliklar1 agiklayan Munns (2005) ‘‘tuzluluga
iki asamali bilyiime tepkisi>> kavramim gelistirmistir. Ilk asama tuzluluga maruz kaldiktan

sonra dakikalar i¢inde ortaya c¢ikan hizli evredir. Bu evre kok disindaki ozmotik
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degisikliklerden dolay1 hiicre-su iliskilerinde degisikliklere neden olur (ozmotik etki).
Ozmotik etki baglangigta bitkinin suyu alma yetenegini azaltir. Bu etki su stresine ¢ok
benzerdir. Giinler, haftalar veya aylar siliren ikinci daha yavas evre, yapraklarda tuz
birikmesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve bitkide, 6zellikle yash yapraklarda tuz
toksisitesine (tuza spesifik stres) neden olur. Bu tuz toksisitesi sonucunda yaprak 6liimleri

gerceklesmekte ve toplam fotosentetik yaprak alani azalmaktadir (Munns 2002).

Yiiksek NaCl seviyelerine uzun siireli maruziyetten kaynaklanmanin bagka bir sonucu
ise iyon toksisitesidir. Iyon toksisitesi (birka¢ saat ila giinler ve haftalar boyunca olusur)
hiicrelerde biriken toksik iyonlarin (Na* ve ClI7) sonucudur ve erken yaslanmaya neden olur.
Bu nedenle, ROT olusumuna ek olarak, bitki gelisimi, hiicre béliinmesi, hiicre uzamasi,
protein sentezi ve fotosentezde bozukluklar olusturur (Munns 2002; EI-Ramady et al. 2018).
Na* ve CI iyonlarinin fazla miktarda bulunmasi bitki tarafindan N, P, K* ve Mg*? gibi baz1

elementlerin erisilebilirliginde ve aliminda azalmaya yol agabilir (Heidari and Jamshid 2010).

Baklada asir1 tuz birikiminin mineral homeostaz dengesini bozdugunu ve dolayisiyla
bitki gelisiminin durdugu bildirilmistir. Tuz stresi, Na*’nin siirgiin ve diger organlarda asirt
birikmesi nedeniyle tiim kisimlarda (kokteki K* igerigi hari¢) K*, Ca™ ve Mg*? igerigini
azalttigi gosterilmistir. Na* ve CI™ iyonlariin absorpsiyon hizlarinin artmasiyla birlikte, diger
iyonlarda (6rnegin, K*, Ca*? ve Mg*?) 6nemli bir diisiis oldugu vurgulanmustir (Abdel Latef et
al. 2021).

Fasulye bitkisi iizerinde yapilan bir g¢alismada (Prakash et al. 2021), artan
konsantrasyonlarda tuzluluk stresinin (4, 8, 12 ve 16 ds m™) sirasiyla %70,66, %68,00,
%64,00 ve %58,66 oraninda tohum g¢imlenmesini azalttigi bildirilmistir. Ayrica artan tuz
konsantrasyonunun kok uzunlugu, siirgiin uzunlugu ve kuru madde igerigi iizerinde olumsuz
etkilere neden oldugu gosterilmistir. Atak et al. (2006) ve Neamatollahi et al. (2009),
tuzlulugun artan ozmotik basing nedeniyle ¢imlenme yiizdesini azaltabilecegine dikkat
¢ekmislerdir. Cokkizgin (2012), fasulyedegimlenmenin ozmotik potansiyelindeki degisime
gore degistigini ve NaCl’nin fasulye ¢imlenmesi tizerinde dogrudan zararh etkileri oldugunu
gostermistir. Bunun yani sira birgok ¢aligmada fasulyenin g¢imlenme asamasinda yiiksek
diizeyde tuz stresine duyarli oldugu bildirilmistir. Yadav et al. (2021), iki farkli fasulye
cesidini (V) ve V() farkli dozlarda EC3, EC6, EC9, EC12, EC15, EC18 ve EC25 (dS/m)
tuzluluk stresine maruz birakmiglardir. Arastirma sonucunda her iki c¢esitte artan tuz
konsantrasyonuna bagli olarak tohum ¢imlenmesinde azalmalar ve gecikme meydana geldigi
bildirilmistir. Tuzluluk nedeniyle tohum c¢imlenmesinde ortalama yiizde azalma kontrole

kiyasla iki farkli fasulye genotipinde V() Ve V() sirasiyla %8,57 ve %11,43 olarak
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bildirilmistir. Artan tuzluluk seviyesiyle birlikte fide biiyiimesi ve biyokiitle 6zelliklerinde de
azalmalar meydana gelmistir. Bu 0Ozellikler bakimindan genotipler arasinda farkliliklar
belirlenmigtir.  Bitkilerin taze agirhiginda kontrole kiyasla azalma artan tuzluluk
konsantrasyonuna bagli olarak V() genotipinde %3,28 ila 24,71 ve V() genotipinde ise
%10,34 ila %58,90 oldugu bildirilmistir. Bitkilerin kuru agirligindaki azalmalar ise diisiik
tuzluluktan yiiksek tuzluluga dogru kontrol bitkilerine kiyasla V)’da %7.92°den %41.26°ya
ve V)’de %8.66°dan %50’ye yiikseldigi goriilmiistiir. Gama et al. (2007), bes farkli fasulye
¢esidinde farkli tuzluluk stresinin (0, 50 ve 100 mM NaCl) etkisini degerlendirmislerdir.
Tuzlulugun biyokiitle verimi ve bagil biiyiime hizinin yani sira, bitki boyu, yaprak sayisi, kok
uzunlugu ve siirgiin/kok agirlik orani gibi diger morfolojik parametreler {izerinde de olumsuz
etkileri oldugunu gostermislerdir. Yine aymi c¢alismada uygulama yapilan tim fasulye
cesitlerinde tuzlulugun fotosentez, trasnpirasyon ve stoma iletkenligi tizerine negatif
etkilerinin oldugu belirtilmistir. Bir baska calismada Elkoca (1997), farkli fasulye
genotiplerinde artan tuz konsantrasyonlarimin ¢imlenme oranini énemli Olgiide azalttigini
bildirmistir. Artan tuzluluk seviyelerine bagli olarak genotiplerin daha uzun siirede ve daha
diisiik oranda ¢ikis yaptig1 belirtilmistir. Yiiksek tuzluluk seviyelerinin genotiplerde yaprak
sayisi, kok ve silirglin uzunlugu, kok ve siirgiin yas ve kuru agirhigini ve ayrica kok/siirgiin

oranini azalttigini belirtmistir.

Iki farkl1 nohut ¢esidi iizerinde yapilan bir ¢alisma (Mushtaq et al. 2022), artan tuz (0,
50, 100, 150 ve 200 mM) konsantrasyonlarinin biiylime, kuru biyokiitle, yaprak alani,
fotosentetik pigmentler, protein igerigi, stoma hareketi, hiicre canliligi, nitrat rediiktaz
aktivitesi ve karbonik anhidraz konsantrasyonunda onemli bir diisiise yol actifini ortaya

koymustur.

Toprak ve Tungtirk (2018), bes farkli aspir genotipinde 150 mM tuz
konsantrasyonunun fide gelisimine etkisini incelemek amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada, tuz
toleransinin fidelerin bitki boyu, yaprak sayisi, kok uzunlugu, taze kok ve govde agirligi, kuru
kok ve govde agirligr ile kok/gdvde oranmi parametreleri bakimindan aspirde genotipe bagl
olarak farklilik gosterdigini ve uygulanan tuz stresinin biitiin ¢esitlerde fide gelisimini 6nemli

oranda inhibe ettigini bildirmislerdir.

Kok ucu hiicreleri genellikle toprakta ve sudaki makro and mikro elementlere ilk
maruz kalan hiicrelerdir. Bu nedenle kok ucunun incelenmesi ¢evresel kontrol i¢in hizli ve
hassas bir yol olusturmaktadir. Sitolojik c¢aligsmalar, niteliksel ve niceliksel olarak stresler
hakkinda ayrintili bilgi saglamaktadirlar. Hiicre boliinmesinin stres kaynakli inhibisyonu,

daha az hiicre bdliinmesine yol acarak meristem boyutunun azalmasina neden olur
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(Kietkowska 2017). Tuz stresi altinda hiicrelerin mitotik aktivitesi hizla azalmakta veya

tamamen engellenerek hiicre 6limii ger¢eklesmektedir (Tabur ve Demir 2010).

Hiicre membrani tuzun zarar verdigi ilk kisimdir. ROT’lar, membran lipidlerine ve
proteinlerini etkileyerek lipid peroksidasyonuna ve proteinlerin oksidatif hasarina neden
olmakta ve bunun sonucunda membran yapisin1 ve dolayisiyla gegirgenligini bozmaktadir
(Mansour 2013). Tuz stresi altinda hiicre membran hasarin tuza duyarli genotiplerde daha
fazla oldugu bildirilmistir (Mansour and Salama 2004). Sairam et al. (2002), hiicre membrani
tuz toleransmmin anlasilabilmesi igin etkili bir se¢im kriteri olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Elektriksel iletkenlik (EC) 6l¢iimlerinin oran1 membran stabilite indeksini
veya bagil membran gegirgenligini temsil etmektedir (Tiwari et al. 2010). Tuzlulugun neden
oldugu elektrolit sizintisindaki artigin orani, her zaman artan hiicre membrani gecirgenligini

belirtmek i¢in kullanilmaktadir.

Sitohy et al. (2020), fasulyeyi farkli tuz konsantrasyonlarmna (1,3, 3,9 ve 7,8 dS m™?)
maruz biraktiklari ¢alismada NaCl’nin temel besin maddeleri ve fotosentetik pigment ve nispi
su igerigi, membran stabilite indeksi ve yaprak su tutma kapasitesi lizerine olumsuz etkisinin

oldugunu belirtmislerdir.

Palma et al. (2009) Phaseolus vulgaris L.’de yapmis olduklar1 ¢aligmada NaCl’nin
(100 ve 150 mM) olumsuz etkilerini azaltmak i¢in salisilik asitin (SA) (0,1 ve 0,5 mM)
bitkilerde abiyotik stres toleransini indiiklemekten sorumlu endojen bir sinyal molekiilii
olarak kullanilabilecegini  bildirmiglerdir. NaCl ve SA’nin beraber uygulandigi
uygulamalarda, bitki kuru agirliginin ve organik ¢oziinenlerin igeriginin arttigi ve hiicre

membran hasarinin azaldig tespit edilmistir.

Hassanein et al. (2012), Vicia faba genotiplerinin tuz stresine (75 mM NaCl)
tepkilerini belirlemek icin yaptiklari ¢alismada tuz stresinin bitki biiylime ve gelisimine,
fotosentetik kapasiteye, hiicre zari biitinliigiine ve enzim aktiviteleri iizerine etkilerini
incelemislerdir. Arastirma sonucunda, tuz stresinin biiyiimeyi baskiladigi yaprak alani,
klorofil ve ¢dziinen protein igerigini ve kuru madde miktarin1 azalttigi tespit edilmistir. Yine
ayni arastirmada, tuz stresinin fide biiylimesini baskiladigi, yaprak alanini, klorofil ve ¢6ziiniir
protein igerigini, kuru madde birikimini azalttig1; malondialdehit igerigi, antioksidan enzim

aktivitesi ve hiicre membran hasarinin tuz uygulamasindan sonra arttig1 tespit edilmistir.

Yaprak klorofil miktari, bitkinin stresini gosteren biyokimyasal 6zelliklerin en 6nemli
fizyolojik Ol¢limlerinden biridir (El-Lethy et al. 2013). Tuzluluk stresi kosullarinda
fotosentetik pigment iceriginin azaldig belirtilmektedir (Bargaz et al. 2016). Mohamed et al.

(2021), fasulyenin metabolizmasini etkileyen tuzluluk stresinin bir sonucu olarak toplam
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klorofil igeriginin azaldigim1 bildirmislerdir. Stres kosullarinda yetisen bitkilerde klorofil
icerigindeki azalma, tilakoid membran diizensizligine ve klorofilaz gibi proteolitik enzimlerin
neden oldugu klorofil bozulmasi ile iliskili olabildigi gosterilmistir (Li et al. 2006). Fasulyede
yapilan bir ¢calismada (Kul et al. 2021), 100 mM NacCl stresi altinda biiyiime, yaprak su igerigi
ve klorofil iceriginde 6nemli bir azalma; MDA, H20, prolin ve sakkaroz igeriginde ise artigin

oldugu belirlenmistir.

Ug farkhi fistik ¢esidinde, NaClI’nin (0, 40, 80 ve 120 mM) yaprak nispi su igerigi,
yaprak kuru agirligi (YKA), siirgiin uzunlugu (SU), yaprak sayisi (YS), dal sayis1 (DS) ve
toplam yaprak alam1 (TYA) gibi biiyiime parametreleri ile stoma iletkenligi (SI),
transpirasyon, fotosentetik verim (FV), PSIl ve hiicreler arasi CO2 konsantrasyonu gibi
fizyolojik 6zellikleri lizerine olan etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada (Meguekam et al. 2021),
NaCl uygulanmasinin kontrol bitkilerine kiyasla YKA, SU, YS, DS, TYA, Si, FV ve CO;
konsantrasyonlarinda Vanda ve P244601 ¢esidinde 6nemli bir azalmaya yol agtigir 120 mM
NaCl’nin ise YKA, Sl ve DS parametrelerinin P1184948 ¢esidinde bitki biiyiimesini dikkate
deger bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir. Artan tuz konsantrasyonunun Vanda, P244601 ve
kontol bitkilerine kiyasla P1184948 ¢esidinde PSII’de 6nemli bir artisa neden oldugu ortaya

¢ikarilmstir.

Tuzluluk, bitkilerin su alma yetenegini azaltmakta ve su stresinin etkilerine benzer bir
dizi metabolik degisiklik boyunca biiylime hizinda hizli bir diisiise neden olmaktadir
(Munns2002). Talaat et al. (2014), fasulyede Nebraska genotipini kullanarak yapmis olduklari
calismalarinda bitkileri 2,5 and 5,0 dS m™ tuzluluk stresine maruz birakmislardir. Arastirma
sonucunda tuz stresinin biiyiimeyi, liretkenligi, membran stabilite indeksini, bagil su icerigini,
N, P, K, Fe, Zn ve Cu konsantrasyonlarin1 ve Na*/K*, Ca*?/Na* ve Mg*¥/ Na' oranlarini

onemli dl¢giide azalttigini bildirmislerdir.

Lopez et al. (2002), fasulyeyi 3 farkli tuz konsantasyonuna (30, 50, 100 mM) maruz
birakmigslardir. Bu arastirmanin sonucunda artan tuzluluk seviyesine gore stoma iletkenligi,
fotosentez orani ve yaprak nisbi su igeriginde azalmalarin oldugu bildirilmistir. Asmare and
Ambo (2013) tuzlulugun kuru fasulye cesitlerinin (Lehade ve Chercher) fide stres toleransi,
canlilik indeksleri, fitotoksisite ve nispi su igerigi iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in bir
calisma gergeklestirmistir. Bes tuzluluk seviyesi (0, 2, 4, 8 ve 16 mM) ile gerceklestirilen bu
arastirmada tuz stresinin tiim ¢esitlerde nisbi su igeriginde azalisa neden oldugu ve bu azalisin

cesitlere gore farklilik gosterdigi bildirilmistir.

Taffouo et al. (2017) ti¢ farkl biber (Granada, Goliath ve Nobili) ¢esidinde tuzlulugun
(0, 50, 100 ve 200 mM NaCl) biiyiime, mineral madde igerigi, klorofil, yaprak bagil su
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igerigi, ozmolit birikimi ve antioksidan bilesikleri iizerine olan etkilerini arastirmiglardir. Tim
cesitlerde 200 mM NaCl uygulamasinda yaprak nisbi su igeriginde Onemli bir diisiis
bulunmus ve 6zellikle Goliath ¢esidinde diisiik tuz uygulamalarinda bile kdk kuru agirligi,
stirgiin kuru agirhigi, yaprak sayisi, siirgiin uzunlugu, gévde ¢api, toplam yaprak alani, klorofil

ve yaprak nisbi su igeriginde azalmalarin meydana geldigini bildirmislerdir.

Misir bitkisi tizerinde tuzlulugun toksik etkisinin incelendigi bir baska c¢alismada
(Tahjib-Ul-Arif et al. 2018) ise 75 mM NaCl konsantrasyonunun yaprak nisbi su icerigini
kontrol bitkilerine kiyasla %10,19 oraninda azalttig1 bildirilmistir

Talaat (2015) tuzlu su (0,1 (kontrol), 2,5 and 5,0 dS m™) kosullarina maruz kalan
fasulye bitkisi tlizerine yirittiikleri bir calismada nitrat icerigi, nitrat rediiktaz aktivitesi ve

tohumlarin toplam protein igeriginin 6nemli dl¢lide azaldigini belirtmistir.

Osmolit birikimleri, bitki bilylime hormonlarinin iiretimi, antioksidanlarin birikmesi ve
bitkilerde redoks savunma sistemi gibi g¢esitli savunma mekanizmalarinin yani sira stres
kaynakli genlerin aktivasyonu ve transkripsiyon faktorleri de tuz stresine cevabin ortaya
¢tkmasinda 6nemlidir. Rady et al. (2019), tuz stresi kosullarinda (EC=7,43-7,51 ds m™)
yetistirilen fasulyelerde bitki biiylimesi, azot fiksasyonu ve nodiillerde antioksidan savunma

enzimlerinin aktivitelerinin etkilendigini belirtmislerdir.

Karotenoid Bolinme Oksijenazlart (CCO) gen ailesi iiyelerinin strese yanitta yaygin olarak
yer aldigr bilinmektedir. Brassica oleracea’da CCO gen aile iiyelerinden olan CCD1
(Bol044673) ve CCD4 (Bol009345 ve Bol029878) genlerinin, kuraklik ve tuzluluk streslerine
oldukg¢a duyarli oldugu bildirilmistir (Kim et al. 2016). Yapilan bir ¢alismada (Jing et al.
2016) celtikte OsCCD1 transkript seviyelerinin, ozmotik stres, tuz stresi ve kalsiyum aracilt
ABA sinyali tarafindan gecici olarak indiiklendigi bildirilmistir. OSCCD1 geninin geltik
fidelerinde OsDREB2B, OsAPX1 ve OsP5CS genlerinin transkripsiyon seviyelerini artirmasi
araciligiyla ozmotik ve tuz stresine toleransi artirabildigi vurgulanmigtir. Ayrica, OSCCD1
geninin, celtikte ozmotik ve tuz toleransini pozitif olarak diizenlemek i¢in muhtemelen

DREB2B genini etkiledigi belirtilmistir.

Ha et al. (2014), CCD7 ve CCD8’in kuraklik ve tuzluluk streslerine karsi bitki
tepkilerini olumlu sekilde diizenledigini kanitlamiglardir. Soya fasulyesi CCD1 (Gm12g36530
ve Gm13g27220), CCD4 (Gm01g35910), CCD7 (Gm11g16370) ve CCD8 (Gm04g08910 ve
Gm06g09000) genlerinin bitkilerin abiyotik strese karsi fizyolojik tepkilerini etkiledigi
bildirilmistir (Wang et al. 2013). Bagka bir ¢alismada (Matthews et al. 2019), sicaklik stresi
kosullar1 altinda miR1560E genotiplerinde MYB53 ve CCD1 ifade seviyelerinin arttig1 tespit
edilmistir. MYB53 ve CCDZ1’in uyarilmis ifadenin yan1 sira miR1560E genotiplerinde
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sicaklik stresi altinda lateral organ boundaries (LOB)’nin azalan ifadesi bu genlerin yiiksek

sicaklik stresine cevaba katkida bulunabilecegini diistindiirmistiir.

Son zamanlarda birgok c¢aligma abiyotik stresin yikici etkilerinin hafifletilmesini
saglamak i¢in ¢evre dostu biyolojik uyaricilarin entegrasyonuna odaklanmaktadir. Dogal bir
biyo-uyarici madde olarak bilinen melatonin dogal antioksidan kapasitesi nedeniyle stres

durumlarinda bitki biiyiimesinin uyarilmasinda fayda saglamaktadir.

Wei et al. (2015) melatoninin fotosentezi, karbonhidratlarin metabolizmasint ve
antioksidatif siirecleri, DNA replikasyonunu ve hiicre boliinmesini aktive ederek hem normal
hem de tuz stresi kosullarinda biiyiime ve tohum verimini iyilestirebilecegini bildirmislerdir.
Fistik fidelerinde tuzluluk stresine karsi melatoninin etkisi incelenmistir (EISayed 2020). Bu
calismada dort farkli tuzluluk stresi (25, 50, 100 ve 150 mM) ve alt1 farkli melatonin (0, 25,
50, 75, 100, 125 ve 150 umol/L) konsantrasyonu uygulanmistir. Tuzluluk stresine karsi en
biiylik koruyucu etki, 150 mM tuzluluk seviyelerinde 100 umol/L melatonin uygulanmasinda
gozlendigi belirtilmistir. Melatonin uygulamasinin, tuzlulugun kok ve siirgiin gelisimi,
klorofil seviyesi ve iyon sizintisi lizerindeki engelleyici etkilerini belirgin bir sekilde
hafiflettigini belirtmislerdir. Ayrica enzimler, prolin igerigi, endojen poliamin ve melatonin
aktivitelerinin arttig1 gosterilmistir. Eksojen melatonin ayrica besin aliminda énemli artilarla
iliskilendirilmistir. Arastirma sonucunda, eksojen olarak uygulanan melatoninin, anti-
oksidasyon kabiliyetini, ozmotik aktiviteyi ayarlamayi, besin alimini ve poliamin

biyosentezini artirarak tuzluluk hasarini azalttigini bildirmislerdir.

Siddiqui et al. (2019) yaptiklari ¢aligmalarinda melatoninin biiyiime ve fizyokimyasal
parametreler {izerine ve tuzluluk altinda antioksidan savunma sistemindeki roliiniin
belirlemeyi amaglamiglardir. Tuzlu olmayan kosullar altinda 20 ve 50 puM melatonin
uygulamasinin, bitki biiylimesini iyilestirdigini yani siirgiin uzunlugu, kdk uzunlugu, siirgiin
ve kok taze agirlig, stirgiin ve kok kuru agirligi ve yaprak alani gibi biiyiime parametrelerini
ve klorofil a ve b, prolin ve toplam ¢oziiniir karbonhidratlar icerigi ve karbonik anhidraz ve
Rubisco’nun aktivitesi gibi fizyo-biyokimyasal parametreleri artirdigi belirtilmistir. Yine
arastirmada tuz uygulamasiyla birlikte domates bitkilerinde klorofil bozulmasi, elektrolit
sizintisi, MDA ve ROT iiretimi ger¢eklesmistir. Melatonin uygulamasinin bitki biiylimesini
iyilestirdigi ve fotosentez (CA, Rubisco), ve antioksidan enzimlerinin (siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon rediiktaz ve askorbat rediiktaz) ve enzimatik olmayan antioksidanlarin
(askorbat ve glutatyon dongiisiinii etkileyerek) seviyelerinin diizenlenmesi yoluyla elektrolit

sizintisi, MDA ve ROT seviyelerini azalttig1 bildirilmistir.
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Elsayed et al. (2021) yapmis olduklar1 ¢alismada yesil fasulyeyi 150 uM melatonin ile
on isleme tabi tutarak 200 mM NaCl’ye maruz birakmislardir. Tuz stresi klorofil miktarinda
ve PSII aktivitesinde azalmaya, ROT iiretiminde ise artisa yol agtigi bildirilmistir. Eksojen
melatonin uygulanmasinin, fotosentetik aktiviteyi iyilestirdigi ve antioksidan enzimlerin
aktivitesini artirarak oksidatif hasarlar1 hafiflettigi kaydedilmistir. Ayrica, CAT, GR, SOD,
APX, peroxiredoxin Q (PrxQ) ve 2-sistein peroksiredoksin (2-Cys-Prx) kodlayan genlerin
ekspresyonu kontrolle karsilastirildiginda tuz stresi uygulamasiyla artmistir. Fakat eksojen
melatonin ve NaCl ile beraber uygulanan bitkilerde, tek basina NaCl stresine kiyasla sirasiyla
%28,8, %21,1, %26,1, %20,0 %26,2 ve %22,4 daha yiiksek CuZnSOD, CATI1, APX, GR,

PrxQ ve 2-Cys-Prx transkript seviyelerine sahip oldugu bildirilmistir.

Han et al. (2021) yapmis olduklar1 bir ¢alismada hassas ve bir dayanikli olmak {izere
iki ¢esit fasulyenin kullanildigi bir ¢alismada, karsilastirmali kok transkriptom analizleri
sonucunda tuz stresi ve melatonin tarafindan diizenlenen farkli sekilde ifade olmus genlerin
oldugunu tespit etmislerdir. Tuz stresi altinda artan melatonin indiiklii genlerin esas olarak
transkripsiyonun diizenlenmesinde, oksidasyon-rediiksiyon prosesinde, transkripsiyon faktorii
aktivitesinde ve oksidorediiktaz aktivitesinde yer aldig1 agiklanmistir. Ayrica melatoninin tuza
dayanikli cesitte transdiiksiyon genleri, transkripsiyon faktorleri, ubikuitin protein ligazlari,
iyon homeostazi ve ozmotik ayarlama genlerini 6nemli dl¢iide indiikledigi vurgulanmistir.
Baska bir ¢aligmada (Aygoren 2021), fasulyede in siliko olarak belirlenen SABATH genlerinin
ifade seviyelerine iki farkli abiyotik stres (tuz ve kuraklik) ve bu streslere karsi uygulanan
melatoninin etkisi incelenmistir. Arastirma sonucunda melatonin uygulamasinin bu genlerin

ifadesini etkiledigi tespit edilmistir.
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Materyal

Kullanilan bitkisel materyal

MATERYAL ve YONTEM

Aragtirmada bitki materyali Elkoca 05 ve Serra ¢esitleri kullanilmistir. Cesitlerin her

ikisi de erkenci olup, Elkoca 05 ¢esidi yar1 sarilici biiyiime formuna sahip ve tohum rengi

beyazdir. Bodur biiyiime formuna sahip olan Serra ¢esidi ise barbunya gurubunda yer

almaktadir (Aydogan vd 2020; Kul 2019).

Kullanilan alet ve cihazlar

Arastirmada kullanilan alet ve cihazlar Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Arastirmada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Malzeme Markasi

Derin Dondurucu (-80 °C) NUAIRE

Derin Dondurucu (-20 °C) Ugur

Destile Su Cihazi Milipore

Otoklav WiseClave WAC-47
Elektroforez Tanki (Yatay) Thermo
Elektroforez Akim Saglayici Thermo

Hassas Terazi

Kar Uretme Makinesi

Steril Kabin

Jel Goriintiileme Sistemi
Mikrodalga Firin

Buzdolab1 (2-8°C)

PCR

Realtime PCR

Mikropipet Takimi

Santrifiij

pH Metre

Su Banyosu

Iklimlendirme Dolab1
Isitmali Manyetik Karistirict
NanoDrop Spektrofotometre
Mini Santrifiij

Mikroskop

Kuru Hava Sterilizatorii
Tezgah Ustii Blok Isitici

Electronic Balance BL-320 H
Scotsman, AF-80

Hedlab X-Pro EN 14175
PopBio Vii-F Floresans
Argelik, MD 891 1

Argelik 2395 CNMY
Thermo Scientific 5020
QIAGEN Rotor-Gene Q
Ependorf G15519D

Beckman Coulter Allegra X-30R
Ohaus Starter 3000
Memmert WB-14

Sanyo CFC Free Versatile
Heidolph MR-Hei Standart
Thermo Multiskan Go
Labnet C1301

Leica Leica ICC50 W
Memmert UN55
Thermo-Shaker TS-100C
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Kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

Arastirmada kullanilan ¢6zelti ve soliisyonlarin kimyasal igerikleri asagida sirasiyla

verilmistir.

Sterilizasyonda kullanilan ¢ozeltiler

e %10’luk Sodyum hipoklorit (NaOCI)
e %70’1ik Etil alkol (EtOH)

Cimlendirmede kullanilan kimyasallar

Arastirmada cesitlerin tohumlarinin ¢imlendirilmesinde Murashige and Skoog (1962)
temel besi ortami kullanilmistir. Bu ortaminin kimyasal igerigi ve miktarlar1 Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2. MS Kiiltiir Ortaminin Kimyasal Icerigi ve Miktarlar:

Kimyasal Bilesimi Miktar1 (mg/1)
Inorganikler
Makro elementler
MgSQO, 180,7
KH2PO4 170
CaCl, 332,2
KNOs3 1900
NHsNO3 NHsNO3
Mikro Elementler
CuS04.5H,0 0,025
H3BOs 6,2
MnSO4.H,0 16,9
FeS04.7H,0 27,8
ZnS0..7H,0 8,6
Kl 0,83
Na:Mo004.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
Na; EDTA 37,26
Organikler
Pridoksin-HCI 0,5
Glisin 2
Nikotonik asit 0,5
Myo-inositol 100
Tiamin-HCI 0,1

Bitki biiyiitme asamasinda kullanilan ¢ozeltiler

Aragtirmada, bitki biiylitme ve stres sirasinda Hoagland besin ¢ozeltisi (Sigma H2395-
1L) (Hoagland and Arnon 1938) kullanilmistir. Cozeltide bulunan kimyasal ve miktarlari

Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. Hoagland Besin Cézeltisinin Kimyasal igerigi ve Miktarlar1 (Hoagland and Arnon
1938)

Kimyasal Bilesimi Miktar1 (mg/1)
Inorganikler
NHsH2PO4 115,03
Ca(NOs). 656,4
H3BOs 2,86
MoOs 0,016
ZnS04.7H.0 0,22
MgCl24H.0 1,81
MgSO4 240,76
CuS04+5H20 0,08
Fe2(C4H4O¢)3 5,32
KNO3 606,6

Stres ajani ve iyilestirici olarak kullanilan kimyasallar

e 0, 100 ve 200 mM Sodyum kloriir (NaCl) (Acros)
e 0,100, 150 ve 200 uM melatonin (Acros)

mRNA ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

Bu agamada kullanilan kimyasal ve ¢6zeltiler Tablo 4’de gdsterilmistir.
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Tablo 4. mRNA Ifade Seviyelerinin Belirlenmesinde Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

RNA izolasyonunda kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

Trizol reagent (Ambion)
Diethyl pyrocarbonate (DEPC)
Isopropanol (Sigma)
Kloroform (Amresco)

RNase free water (Alfa Easar)
Etil alkol (Isolab)

Sodyum hipoklorit (ACE®)

c¢DNA sentezi icin kullanilan kimyasal ve cozeltiler

DEPC (Sigma)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Sentez Kiti (Thermo)
Nuclease free water (Alfa Easar)

Sodyum hipoklorit (ACE®)

Etil alkol (Isolab)

RT-PCR i¢in kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

CYBR Green master mix (Bio-Rad)
Etil alkol (Isolab)

DEPC (Sigma)

Nuclease free water (Alfa Easar)
Sodyum hipoklorit (ACE®)
Ileri-geri primer (Oligomer)

Mitotik indekste kullanilan kimyasallar

Mitotik indeksin belirlenmesinde kullanilan kimyasallar Tablo 5°de gosterilmistir.

Tablo 5. Mitotik Indeksin Belirlenmesinde Kullanilan Kimyasallar

Mitotik indekste kullamlan kimyasallar
1-Brom naftalin (Aldrich)

Glasiyel asetik asit (Isolab)

Etil alkol (Isolab)

Hidroklorik asit (Sigma)

Hematoksilen (Sigma)
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Yontem

Aragtirmanin yiiriitiilmesi sirasinda asagidaki ayrintilari verilen islemler sirasiyla

uygulanmustir.

Sterilizasyon yontemleri
Sterilizasyonda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

%1’lik Sodyum hipoklorit (NaOCI) : Ticari ACE® marka %5 NaOCI igeren

camasir suyundan 20 ml alinarak son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmaistir.

%70’lik Etil Alkol Hazirlamisi: %99,8’lik Etil alkol (EtOH)’den (Isolab
920.026.2500) 70 ml alinarak son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

Calisma ortam, alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu

Calismada kullanilan yiizeyler (steril kabin igi) steril ¢alisma alani olusturmak igin
kullanimdan 6nce %70’lik etil alkolle silinmistir. Alet ve ekipmanlar (pens, bistiiri vb.)
%70’lik etil alkolden gecirilerek kabin igerisine alinip UV lambasi calistirilarak sterilizasyon

yapilmustir.

Besi ortamu ve diger bilesenlerinin sterilizasyonu

Calismada kullanilan 1sida bozulmayan kimyasallar 121°C’de 105 kPa basingta 15
dakika otoklavlanarak sterilize edilmis olup, yliksek 1sida bozulan kimyasallar (vitamin vb.)
0,22 um poroziteli seliiloz nitrat filtreler (milipor®) kullanilarak sterilize edildikten sonra besi

ortamina eklenmistir.

Tohum sterilizasyonu

Saglam olarak secilen tohumlar musluk suyu altinda 5-10 dk siireyle yikanmis ve
%70’1ik EtOH’da 2 dakika bekletildikten sonra steril kabin igerisinde 3 defa steril saf suyla
yikanarak 2-3 damla Tween 20 damlatilmis sodyum hipokloritte (%1) 15 dk tutulmugtur.

Daha sonra tohumlar steril saf su ile 3 kez durulanmistir.

Bitki cimlendirme ortamlarinin hazirlanmasi

Tohum ¢imlendirilmesi i¢in temel besin ortami olarak Murashige and Skoog (1962)
temel besi ortami kullanilmistir. 920 ml saf su igerisine 1,975 g MES hydrate (Sigma M2933),
20 g sakkaroz ve 4,3 g Murashige ve Skoog (1962) tuzlar1 (Sigma M5524) eklenerek
cozdiiriiliip, pH 5,8’¢ IN NaOH ile ayarlanmis ve 2 g/l phytagel igeren erlenin igine
dokiilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 105 kPa’da 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir.
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Ardindan, 20 ml saf su igerisine 1 ml MS vitamin (1000X) (Sigma M3900) konularak,
50°C’ye kadar sogutulan ortama filtre (0.2 um) edilerek eklenmistir. Hazirlanan besin ortami

her birinde 100 ml olacak sekilde magenta kaplarina dokiilmiistiir.

Bitki biiyiitme besin ¢ozeltisinin hazirlanist

Hazir olarak temin edilen Hoaglang ¢6zeltisinden (Sigma H2395) 1,6 g tartilmis ve 1

L saf suda ¢ozdiiriilerek elde edilmistir.

Stres ajani ve iyilestirici olarak kullanilan kimyasallarin hazirlanisi
NaCl stok ¢ozeltisinin hazirlanisi

Tuz stresi olusturmak i¢in 1 M NaCl (NaCl=58,44 g/mol) stok ¢6zeltisi hazirlanmistir.
Arastirmada kullanilan NaCl konsantrasyonlari i¢in NaCl stok ¢ozeltisinden alinan miktarlar

Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Stok NaCl Cozeltisinden Alinan Miktarlar

Konsantrasyon (mM) 1MNaCl/1L
0 0
100 100 ml
200 200 ml

Melatonin stok ¢ozeltisinin hazirlanisi

Aragtirmada kullanilan melatonin konsantrasyonlart 1 mM melatonin (232.28 g/mol)
cozeltisinden elde edilmistir. ImM melatonin ¢6zeltisi hazirlamak ic¢in 23,228 mg melatonin
50 ml etanolde ¢dzdiiriilmiis ve son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Aragtirmada
kullanilan melatonin konsantrasyonlart i¢in melatonin stok soliisyonundan alinan miktarlar

Tablo 7’°de verilmistir.

Tablo 7. Stok Melatonin Cozeltisinden Alinan Miktarlar

Melatonin (uM) 1 mM Melatonin / 100 mi
0 -
100 10 ml
150 15 ml
200 20 ml
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Tohum c¢imlendirilmesi, bitkilerin yetistirilmesi ve Kkimyasal ajanlarin
uygulanmasi

Yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlarin embriyosu ¢ikarilarak MS ortami igeren
magenta kaplarina steril sartlarda ekilmistir. Fasulye tohumlart iklimlendirme dolabinda
25°C’de 16:8 saat 151k: karanlik fotoperiyotta fasulye tohumlar1 7-10 giin kotiledon yapraklar
olusuncaya kadar ¢imlendirilmeye birakilmistir. Isik kaynagi olarak floresan lambasi

kullanilmis ve 151k yogunlugu 60 pmol/m?s olarak ayarlanmustir.

Kotiledon yapraklar1 yatay konuma gelen ve ilk gercek yapraklari goriilmeye baglayan
fideler hidroponik sisteme aktarilmistir ve Hoaglang besin ¢ozeltisi (pH=5,5-5,7)
uygulanmistir (Kaya 2011). Bitkilerin, 2. ii¢ yapraklar1 olusuncaya kadar gelismeleri
saglanmistir. Fasulye fideleri tuz stresine alinmadan 24 saat 6nce koklerden homojen bir
sekilde farkli melatonin konsantrasyonlart (0, 100, 150 ve 200 uM) (Yu et al. 2018)
uygulanmistir. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda NaCl (0, 100 ve 200 mM) (Tablo 8.)
(Zapata et al. 2003) igeren Hoaglang ¢ozeltisinde hidroponik sistemde ayni sartlarda 7 giin
stireyle (Stoeva and Kaymakanova 2018) strese maruz birakilmistir. Cozeltiye oksijen
saglamak amaciyla hava pompa sistemi kullanilmis ve koklerin 151k almamasi igin kaplar
aliminyum folyo ile kaplanmigtir. Arastirma tam sansa bagli deneme planina gore 4
tekerriirlii ve her tekerriirde 15 bitki olacak sekilde kurulmustur. Bu siirenin sonunda bu
bitkilerde asagida ayrintili olarak verilen morfolojik, fizyolojik ve molekiiler incelemeler

yapilmistir.

Tablo 8. Arastirmada Incelenen Tuz (NaCl) ve Melatonin Konsantrasyonlar1 ve Miktarlar
NaCl mM Melatonin pM
0
100
150
200
0
100
150
200

100

100
150
200

200
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Arastirmada incelenen konular
Morfolojik parametreler

Arastirmada asagida ayrintilar1 verilen morfolojik parametreler incelenmistir.

K6k uzunlugu

Her tekerriirden sansa bagli olarak segilen 5 bitkinin kdk bogazindan kok ucuna kadar

olan bolge milimetrik cetvel yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Sonuclar mm olarak kaydedilmistir.

Stirgiin uzunlugu (mm)

Her tekerriirden sansa bagh olarak segilen 5 bitkinin kok bogazindan biiyiime ucuna
kadar olan kisimlari milimetrik cetvel yardimiyla Olgiilmiis ve sonuglar mm olarak
kaydedilmistir.

Kok /Siirgiin orani

Kok uzunlugunun siirglin uzunluguna boliinmesiyle elde edilmistir.

Kok yas ve kuru agirligi (mg)

Her tekerriirden sansa bagli olarak secilen 5 bitkinin kokleri ¢esme suyu altinda
yikanmig ve koklerin agirliklart hassas terazide (= 0.001 g) olcililerek yas agirliklar
belirlenmistir. Yas agirlig1 olgiilen kokler 72°C’de 48 saat bekletilmis ve nemsiz ortamda

agirliklan dlgiilerek mg olarak kuru agirliklart belirlenmistir.

Stirgiin yas ve kuru agirligi (mg)

Her tekerriirden sansa bagl olarak segilen 5 bitkinin siirgilinleri koklerinden ayrilmis
ve slirglinlerin yas agirliklart hassas terazide (+0.001 g) dl¢iilerek belirlenmistir. Yas agirlig
oOl¢iilen stirgiinler 72°C’de 48 saat bekletilmis ve nemsiz ortamda agirliklar1 dlciilerek g olarak
kuru agirliklar belirlenmistir.

Fizyolojik parametreler

Arastirmada asagida ayrintilar1 verilen fizyolojik parametreler incelenmistir.

Hiicre membran hasari (HMH) (%)

Yaprak disk 6rnekleri 1 cm kesilerek distile saf su ile yitkanmistir. Daha sonra 15 ml
saf su bulunan falkon tiiplerine alinip 25°C’de 24 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda EC1

degeri EC metre (Mettler-Toledo, Isvigre) ile dl¢iilmiistiir. Ardindan &rnekler 121°C’de 20 dk
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otoklavlanmis ve 25°C’ye gelinceye kadar sogutularak, EC, degeri yine EC metre ile
Olctilmustir (Lutts et al. 1996).

Elde edilen EC: ve EC: degerleri kullanilarak asagidaki formiil ile hiicre membran

hasar1 belirlenmistir.

Hiicre Membran Hasar1 (%) = (EC1/EC>) x 100

Yaprak nispi su icerigi (YNSI) (%)

Her tekerriir i¢in 5 bitkiden yaprak 6rnekleri alinarak 6rneklerinin yas agirliklar: (YA)
(g) belirlenmistir. Ardindan yapraklarin turgorlu hale gelmeleri igin igerisinde saf su bulunan
kaplarda 4 saat siireyle oda sicakliginda bekletilmis ve turgor agirliklari (TA) (g)
belirlenmistir. Daha sonra TA’s1 belirlenen Ornekler 72°C’de etiivde 48 saat siireyle

bekletilerek kuru agirliklar: (KA) (g) kaydedilmistir.

Yaprak nispi su igerigi elde edilen YA, TA, KA degerleri kullanilarak asagidaki
formiile gore % olarak hesaplanmistir (Barr and Weatherley 1962).

YNSI (%): [(YA — KA) / (TA - KA)] x 100

Klorofil Igerigi (KI) (SPAD)

Her uygulama i¢in her tekerriirden sansa bagli olarak secilen 5 bitkinin {ist yapraginin
orta damarina gelmeyecek sekilde tam orta kisimlart Soil Plant Analysis Development
(SPAD) aleti ile (SPAD-502 Chlorophyll Meter; Konica Minolta, Tokyo, Japan) klorofil

miktar1 belirlenmistir.

Mitotik indeks (MI)

Mitotik indeks testi i¢cin kok ucu ornekleri tuz stresi uygulamasinin 7. giinii sonunda,
kok ucundan 1 cm yukaridan kesilerek alinmistir. Alinan kokler 1-Bromonaftalin igerisinde 4
saat oda sicakliginda bekletilmistir. 4 saatin sonunda kokler 3 defa saf su ile yikanmistir.
Yikanan ornekler Farmer soliisyonunda (3 (%100°liik EtOH): 1 (glasiyal asetik asit)) 2-3 saat
oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda kokler 3 kez saf su ile yikanip taze
hazirlanmig Farmer soliisyonunda +4°C’de calisincaya kadar saklanmistir. Ornekler mitotik
inceleme i¢in 5 dk musluk suyu altinda yikanmis ve 1 N HCl ile 60°C’de 10 dakika hidroliz
edilmistir. Tekrar 15 dk boyunca ornekler musluk suyunda yikanmis ve hematoksilen boya
icerisinde 16-17 saat siireyle 17°C’de bekletilmistir. Boyadan c¢ikarilan 6rnekler %45°lik
glasiyal asitik asit kullanilarak ezme preparat hazirlanarak incelenmistir (Elgi 1982).
Mikroskobik gozlemlerde hiicreler, 151k mikroskobu (Leica DM-500) ile 10, 40 ve 100x
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bliylitme yapilarak incelenmistir. Mitotik indeks hesaplanirken her bir uygulamanin tekerriirii
icin hazirlanan preparattan rastgele secilen 4 preparatta toplam 2000-2500 arasi hiicre (her
preparatta 500-650 hiicre) sayilmigtir. Mitotik indeks % olarak asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

MI (%) = (Béliinen hiicre sayis1 (Profaz, Metafaz, Anafaz ve Telofaz) x 100) / Toplam

hiicre sayis1

Morfolojik ve fizyolojik parametrelere ait verilerin analizi

Bu parametrelere ait veriler tam sansa bagli deneme planina gore 2 (genotip) x 3
(NaCl dozu) x 4 (MEL dozu) faktoriyel diizende PROC GLM ile SAS 9.3 programi (SAS
Institute 1999) kullanilarak varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki

farkliliklar %35 6nem seviyesinde Fisher’s LSD ¢oklu karsilagtirma testi ile yapilmaistir.

Gen ifade analizi

Aragtirmada mRNA ifade seviyesinin analizi i¢in Bulk RNA oOrnekleme stratejisi
uygulanmistir. Her uygulamanin her tekerriiriinde sansa bagli olarak secilen bitki drneklerinin
kok ve yaprak kisimlar1 ayr1 ayn izole edilmis ve her iki dokuda da ilgili gen ifade analizi
gerceklestirilmistir. Gen ifade analizi i¢in agagida ayrintili olarak verilen basamaklar sirasiyla

uygulanmigtir.

RNA Izolasyonu

Fasulyeden RNA izolasyonu Trizol® reagent (Invitrogene, USA) kullanilarak

yapilmistir. RNA izolasyon asamalart:

» Calismaya baslamadan once ¢alisilacak ortam ve kullanilacak alet ve ekipmanlar
%70’1lik EtOH ve DEPC ile steril edilmistir.

» 100 mg bitki 6rnekleri tartilip havanlar igerisinde sivi azot kullanilarak 6giitiiliip
toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen ornekler steril ependorf tiiplere
alinarak s1vi1 azot igerisine atilmistir.

»  Sivi azottan alinan tiiplerin kapaklari atmay1 dnlenmesi amaci ile agilmistir.

» Tiplerin tizerine 1 ml Trizol reaktifi eklenmistir.

» Trizol reaktifi eklenen Ornekler niikleoprotein komplekslerinin tamamen
ayrismasini saglamak i¢in 5 dk oda sicaklifinda bekletilerek sonrasinda 30 saniye
boyunca vortekslenmistir.

» Her bir ependorf tiipiine 0,2 ml kloroform eklenmistir.
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Ardindan kapaklar sikica kapatilarak hizli bir sekilde elle 15 saniye ¢alkalanmis
ve oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Bu islem sonrasinda tiipler 4°C’de 10
dakika 15000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Ustteki s1v1 faz yeni bir steril ependorf tiipe alinmis ve tiip iizerine RNA’nin
¢Okmesini saglamak i¢in 500 ul isopropanol eklenmistir. Ardindan 6rnekler oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.

15000 rpm’de 4°C’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ust faz atilamis ve
altta kalan pelet kisim tlizerine 1 ml %75’lik etil alkol eklenmistir. Yikama islemi
icin Ornekler vorteks ile karigtirilarak 1000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij
edilmistir.

Santrifiij islemi bittikten sonra iist faz dokiillip etil alkoliin uzaklagmasi igin
ornekler oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Etil alkol iyice uzaklastiktan sonra RNA ornekleri 30 pl RNase free water ile
¢Ozdiirtilmiistiir. Cozdiiriilen RNA o6rnekleri kullanima kadar -80°C de muhafaza
edilmistir.

RNA’larin kantitatif tayini Nanodrop’ta (Qiagen) Azeo/280 absorpsiyon oranindaki
Olctimler ile yapilarak belirlenmistir. RNA miktarlar1 belirlendikten sonra tiim

orneklerin konsatrasyonlari 0,5 pg olacak sekilde ayarlanmaistir.

cDNA analizi

cDNA sentezi i¢in tretici firma High-Capacity cDNA Reverse Transcription cDNA

Sentez Kiti (K1621, Thermo Scientific) protokoliine gore su islemler uygulanmistir (Tablo

9.).

Tablo 9. cDNA Analizi I¢in Kullanilan Malzemeler ve Miktarlar

Kullamilan Malzemeler Miktarlar
10X RT Buffer 2.0 uL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1.0 uL
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 uL
Nuclease-free H.O 4.2 uL
10X RT Random Primers 2.0 uL
RNA miktar 10 uL
Total 20 uL
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Hazirlanan karisim ¢ok kisa santrifiij edildikten sonra PCR cihazina yerlestirilmistir.
25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk ve 85°C’de 5 dk tutulmustur. Elde edilen cDNA’lar qRT-
PCR’da kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir.

gRT-PCR analizi

gRT-PCR islemini gerceklestirmek i¢in SYBR Green Master Mix (Bio-Rad) gPCR
kiti kullanilmigtir. Protokol iiretici firmanin talimatlar1 esas alinarak uygulanmistir. Mix

karisiminin igerigi Tablo 10° da gdsterilmistir.

Tablo 10. qPCR Analizinde Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan Malzemeler Miktarlar
cDNA 4 ul
SYBR Green Master Mix 10 pl
fleri Primer (0,3 uM) 3ul
Geri Primer (0,3 uM) 3ul
Son Hacim 20 ul

Hazirlanan mix strip tiiplerine esit oranda dagitilmistir. Strip tiipleri Qiagen Rotor
Gene cihazina yerlestirilmistir. Dogii; 95°C’de 20 saniye, 40 dongii olacak sekilde 95°C’de 15
sn, 60°C 30 saniye, 72°C primerlerin baglanma sicakliklarina gore 30 sn, 72°C’de 2 dk
ayarlanarak qPCR calistirilmistir.

Primerlerin hazirlanmasi

PvCCD1 geni ile referans gen olarak segilen Actin-11 genlerinin primer dizilimleri,
yapilan literatlir arastirmalar1 sonucunda belirlenmistir. Hedef genler ile referans genlere ait

ileri ve geri primer dizilimleri Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Kullanilan Primerlerlerin Baz Dizilimi ve Tm Sicakliklar1 (Barraza et al. 2015;
Lopez 2019)

m
Primerler ileri (5" —3") Geri (5' —3') Sicakhig
(W9
pvCCD1 TGTTGCGGTTGTGGAATTGC TGAGGCAGAACAACACAGTG 59
Actin-11 TGCATACGTTGGTGATGAGG AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG 58

Verilerin degerlendirilmesi ve analizi

Gen ifadesinin analizi sonucunda o6rneklerin esik (threshold) degerleri elde edilmistir.

gRT-PCR analiz sonuglarina gore 6rneklerin elde edilen Ct degerlerine ait standart sapmalar
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Microsoft Excel programi ile hesaplanmistir. Her bir uygulama 4 tekerriir {izerinden
degerlendirilmis ve her bir tekerriir iki teknik kopya halinde analiz edilmistir. Genlerin ifade

oranlar1 Livak and Schmittgen (2001)’e gore 224t

oransal hesaplama algoritmasi kullanilarak
belirlenmistir. qRT-PCR analizinde genlerin ifadesi referans gen ifadesine gore
gerceklestirilmistir. NaCl ve melatonin uygulamalarinin her bir kombinasyonu bir uygulama
olarak degerlendirilmis ve veriler tam sansa bagli deneme planma gore 2 (genotip) x 12
(uygulama) faktoriyel diizeninde varyans analizine tabi tutulmustur. Varyans analizi
sonucunda genotip X uygulama interaksiyonu Onemli bulunmus ve her bir ¢esit igin

uygulamalar (basit ana etki) arasindaki farklar LSD c¢oklu karsilastirma testiyle %5 O6nem

seviyesinde karsilastirilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Bu arastirmada Serra ve Elkoca 05 fasulye gesitlerinde NaCl ile olusturulan farkl
tuzluluk siddetine (0, 100 ve 200 mM) kars1 uygulanan melatoninin (0, 100 150 ve 200 pM)
morfolojik ve fizyolojik parametreler ile CCD1 geninin ifadesine olan etkileri incelenmistir.

Bu parametrelere ait bulgular asagida verilmistir.

Morfolojik Parametreler
Kok ve siirgiin uzunlugu (mm)

Tablo 12 incelendiginde kok uzunlugu (mm) fizerine ¢esidin, tuz stresinin ve
melatonin uygulamasinin ana etkilerinin 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir. Cesidin ana
etkisi degerlendirildiginde Elkoca 05 ¢esidinin kok uzunlugunun (146,6 mm) Serra (95,7 mm)
cesidine gore yiiksek oldugu belirlenmistir. Diger taraftan tuzluluk stresinin ve melatonin
uygulamalarinin ana etkileri degerlendirildiginde tuzluluk stresi siddetindeki artisa paralel
olarak kok uzunlugu azalirken, melatonin konsantrasyonundaki artisga bagli olarak kok
uzunlugunda artis belirlenmistir. Diger faktdrlerin ortalamasina gore, en diisiik kok uzunlugu
200 mM NaCl’de (105,8 mm); melatonin uygulamasinda ise en yiiksek kok uzunlugu 200
uM’de (131,3 mm) belirlenmistir (Tablo 13.).

Tablo 12. Kok Uzunluguna Ait Varyans Analiz Sonuglart

Varyasyon kaynaklari SD KO F p
Cesit (C) 1 62169,260 3726,274 0,000
NaCl konsantrasyonu (N) 2 10789,260 646,682 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 5106,010 306,042 0,000
CxN 2 278,948 16,719 0,000
CxM 3 121,983 7,311 0,000
NxM 6 622,885 37,334 0,000
CxNxM 6 210,628 12,625 0,000
Hata 72 16,684

Toplam 96
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Tablo 13. Farkli NaCl ve Melatonin Konsantrasyonlarina Gore Cesitlerin Kok ve Siirgiin
Uzunluklar1 ve Kok/Siirgiin Oranlar1 Degerleri

NaCl

VK Genotip (mM) Melatonin(pM) KU (mm) SU (mm) KU/SU
0 160,0 6233 0,257
0 100 163,0 662,0 0,246
150 165,3 6750 0,245
200 170,0 687,5 0,247
0 1125 352,5 0,319
100 1525 527,5 0,289
serra 100 150 157,5 572,5 0275
200 157,5 5125 0,307
0 100,0 2950 0,339
200 100 130,0 470,0 0,277
150 140,0 485,0 0,289
s 200 151,3 462,3 0,327
z 0 110,0 2973 0,370
&) 0 100 115,0 322,3 0,357
150 1225 330,0 0,372
200 126,3 342,3 0,369
0 61,3 1450 0,423
100 93,38 2725 0,344
Elkoca 05 100 150 95,0 287,0 0,331
200 100,0 2473 0,404
0 5338 1223 0,440
600 100 98,8 186,3 0,530
150 90,0 205,0 0,439
200 82,5 1723 0,479
LSDo,0s 58 6,7 0,023
0 164.6 661,9 0,249
Serra 100 - 145,0 491,3 0,298
. 200 130,3 428,1 0,308
& 0 118,4 322,9 0,367
Elkoca 05 100 - 875 237,9 0,376
200 813 171,4 0,472
LSDg,s 2,9 33 0,011
0 124,2 423,6 0,305
Serra 100 148,5 553,2 0,271
) 150 154,3 577,5 0,270
s 200 159,6 554,1 0,294
= 0 75,0 188,2 0,411
© Elkoca 05 ) 100 1025 260,3 0,410
150 1025 2740 0,381
200 102,9 2539 0,417
LSDo,s 33 38 0,013
0 135,0 460,3 0,313
0 100 139,0 492,1 0,302
150 1439 502,5 0,308
200 148,1 5149 0,308
0 86,9 2488 0,371
100 1231 400,0 0,317
g : 100 150 1263 4298 0,303
200 1288 379,9 0,356
0 76,9 208,6 0,389
200 100 114.4 328,1 0,403
150 115,0 345,0 0,364
200 116,9 317,3 0,403
LSDos 41 47 0,016
0 1415 492,4 0,313
- - 100 - 116,3 364,6 0,371
200 105,8 299,8 0,389
LSDo,5 2,0 2,4 0,008
0 99,6 305,9 0,358
100 1255 406,8 0,341
s i ) 150 1284 425,8 0325
200 131,3 404,0 0,356
LSDo,0s 24 2,7 0,009
Serra 95,7 2441 0,285
O Elkoca 05 ) ) 146,6 527,1 0,405
LSDo,0s 17 1,9 0,007
GENEL ORTALAMA 1212 385,6 0,345
Varyasyon Katsayisi (%) 34 1,2 47
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Melatonin uygulamasinin ortalamasia gore her iki ¢esitte de tuz stresi siddetindeki
artisa bagli olarak kok uzunlugunda 6nemli bir diisiis meydana gelmis ve bu diisiisiin Elkoca
05 ¢esidinde daha yiiksek olmast CxN interaksiyonunun énemli (p<0,01) ¢ikmasina neden
olmustur (Tablo 12.). Diger taraftan, tuzluluk stresinin ortalamasina gore her iki ¢esitte de
melatonin konsantrasyonuna bagli olarak kok uzunlugunda artis belirlenmistir. 0 puM
melatonin uygulamasma gore 200 uM melatoninde en fazla artis Elkoca 05’de meydana
gelmis (Tablo 13.) ve kok uzunlugu bakimindan melatonin uygulamasina tepkinin ¢esitlere

gore farklilik gosterdigi CxM interaksiyonunun énemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur
(Tablo 12.).

Stres sartlarindaki kok uzunlugunun, melatonin konsantrasyonuna bagli olarak
degismesi NxM interaksiyonunun 6nemli (p<<0,01) olmasina neden olmustur (Tablo 12.).
NaCl’nin tiim konsantrasyonlarinda melatonin konsatrasyonundaki artisa bagli olarak kok

uzunlugunda artig belirlenmistir (Tablo 13.).

Cesitlerin tuzluluk stresi ve melatonin konsantrasyonlarina gore kok uzunlugunun
degisiklik gdstermesi CxNxM interaksiyonunun dnemli (p<<0,01) ¢ikmasina neden olmustur
(Tablo 12.). Elkoca 05 ve Serra gesitlerinde en diisiik kok uzunlugu 200 mM NaCl ve 0 uM
melatonin uygulamasinda sirastyla 53,8 mm ve 100,0 mm olarak tespit edilmistir. Ote yandan
en yliksek kok uzunlugu Elkoca 05 ¢esidinde (126,3 mm) 0 mM NaCl ve 200 uM melatonin
uygulamasinda belirlenirken; Serra ¢esidinde yine aymi uygulamada 170,0 mm olarak
belirlenmistir (Tablo 13.).

Siirgiin uzunluguna (mm) ait varyans analiz sonuclar1 Tablo 14’de verilmistir. ilgili
tablo incelendiginde siirglin uzunlugu {iizerine c¢esidin, tuz stresinin ve melatonin
konsantrasyonun ana etkilerinin 6nemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir. Cesitlerin ana etkisi
degerlendirildiginde siirgiin uzunlugu Serra ¢esidinde 244,1 mm, Elkoca 05 ¢esidinde ise
527,1 mm olarak tespit edilmistir. Melatonin uygulamasinin ana etkisi incelendiginde,
melatonin konsantrasyonuna bagli olarak siirgiin uzunlugunda artma meydana gelmis ve 150
uM melatonin konsantrasyonunda bu artma daha fazla olmustur. Diger taraftan artan tuz
konsantrasyonuna bagli olarak siirgiin uzunlugunun azalis gosterdigi tespit edilmis ve en

diistik stirgiin uzunlugu 200 mM NaCl’de 299,8 mm olarak kaydedilmistir (Tablo 13.).
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Tablo 14. Siirglin Uzunluguna Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon kaynaklari SD KO F p
Cesit (C) 1 1921853,010 85906,203 0,000
NaCl konsantrasyonu (N) 2 307611,781 13750,146 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 70031,844 3130,401 0,000
CxN 2 18851,948 842,676 0,000
CxM 3 6151,622 274,975 0,000
NxM 6 7991,781 357,230 0,000
CxNxM 6 1242,809 55,553 0,000
Hata 72 22,372

Toplam 96

Melatonin uygulamasinin ortalamasina gore stresteki artisa bagli olarak iki gesitte de
stirgiin uzunlugunda 6nemli bir azalis gézlenmistir (Tablo 13.), ¢esitlerin stres siddetine gore
stirgiin uzunluklarinin farklilhik gostermesi CxN interaksiyonun onemli (p<0,01) ¢ikmasina

neden olmustur (Tablo 14.).

Tuz stresinin ortalamasina gore cesitlerin siirgiin uzunluklar1 artan melatonin
konsantrasyonuna paralel olarak artmis (Tablo 13.) ve CxM interaksiyonu 6nemli (p<0,01)
olmustur (Tablo 14.). Yine arastirmada, NaCl uygulamalarinda melatonin konsantrasyonuna
bagl olarak siirgiin uzunlugunun farklilik gostermesi NxM interaksiyonun 6nemli (p<0,01)

olmasina neden olmustur (Tablo14.).

Her iki ¢esitte de en yiiksek siirgiin uzunlugu 0 mM NaCl ve 200 uM melatonin
uygulamasinda Serra i¢in 687,5 mm, Elkoca 05 igin 342,3 mm olarak tespit edilmistir. En
diisiik siirgiin uzunlugu ise iki ¢esitte de 200 mM NaCl ve 0 uM melatoninde Serra’da 295,0
mm Elkoca 05’de ise 122,3 mm olarak tespit edilmistir (Tablo 13.). Cesitlerin siirgiin
uzunlugunun tuz stresi ve melatonin konsantrasyonlarma gore degisim gostermesi CxNxM

interaksiyonunun énemli (p<0,01) ¢cikmasina neden olmustur (Tablo 14.).

Kok/siirgiin orani

K&k/siirgiin oranina ait varyans analiz tablosu Tablo 15°de verilmistir. Ilgili tablo
incelendiginde kok/siirglin orani iizerine gesit, tuz stresi ve melatonin uygulamalarinin ana
etkilerinin 6nemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir. Cesidin ana etkisi degerlendirildiginde,
Serra ¢esidinde kok/siirgiin orani 0,285 olurken; Elkoca 05 ¢esidinde ise bu oran 0,405 olarak

tespit edilmistir. Kok/slirglin oraninin melatonin konsantrasyonuna bagli olarak degistigi ve
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en diisiik oran (0,325) 150 uM melatonin konsantrasyonunda belirlenmistir. Diger taraftan,

tuzluluk siddeti ile birlikte kdk/siirglin oraninin arttig1 tespit edilmistir (Tablo 13.).

Aragtirmada  kok/stirgiin - oran1  {izerine CxN, CxM, NxM ve CxNxM
interaksiyonlarinin etkisinin énemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 15.). Melatonin
konsantrasyonu ortalamasina gore her iki ¢esitte de strese bagli olarak kok/slirglin oraninin
arttig1 tespit edilmistir. Diger taraftan tuzluluk stresi ortalamasina gore g¢esitlerin kok/siirgilin
orani Serra ¢esidinde artan melatonin konsantrasyonuna bagli olarak azalirken, Elkoca 05
cesidinde melatonin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak o6zellikle 100 ve 150 puM
melatonin uygulamalarinda azalis gostermis; ancak 200 uM melatonin uygulamasinda ise
artls gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle kok/siirgiin oranindaki bu azalis her iki gesitte de
ozellikle 150 pM melatonin konsantrasyonunda gergeklesmistir (Tablo 13.). Ayrica
arastirmada, stres sartlarinda kok/siirglin orani melatonin konsantrasyonlarinda farklilik
gostermesi NXM interaksiyonunun 6nemli olmasina neden olmustur (Tablo 15.). Cesitlerin
kok/siirgiin oraninin NaCl ve melatonin konsantrasyonlarina gore degerlendirildiginde en
yiiksek kok/siirgiin orani Serra ¢esidinde 200 mM NaCl ve 0 uM melatonin uygulamasinda
0,339 olarak; Elkcoa 05 gesidinde ise 200 mM NaCl ve 100 uM melatonin uygulamasinda
0,530 olarak belirlenmistir (Tablo 13.). En diisiik deger ise Serra ¢esidinde (0,245) 0 mM
NaCl ve 150 uM melatonin uygulamasinda, Elkoca 05 ¢esidinde (0,357) ise 0 mM NaCl ve
100 uM melatonin uygulamasinda elde edilmistir (Tablo 13.).

Tablo 15. K6k/Siirgiin Oranina Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon kaynaklari SD KO F p
Cesit () 1 0,346 1300,053 0,000
NaCl konsantrasyonu (N) 2 0,056 209,058 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 0,006 20,944 0,000
CxN 2 0,015 55,905 0,000
CxM 3 0,001 5,153 0,003
NxM 6 0,003 10,425 0,000
CxNxM 6 0,004 15,734 0,000
Hata 72 0,000
Toplam 96

Kok yas ve kuru agirhg (g)

Kok yas ve kuru agirligina ait varyans analizi tablosu sirasiyla Tablo 16 ve Tablo
17°de verilmistir. Ilgili tablolar incelendiginde kék yas ve kuru agirligina gesidin, NaCl ve
melatonin konsantrasyonlarinin ana etkilerinin 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir. NaCl
ve melatonin uygulamasinin ortalamalarina gore Elkoca 05 c¢esidinin kok yas ve kuru

agirh@inin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kok yas ve kuru agirligi Elkoca 05°de
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sirasiyla 0,527 g ve 0,054 g iken; Serra ¢esidinde 0,244 g ve 0,041 g olarak belirlenmistir
(Tablo 18.). Bu ozellikler iizerine melatoninin ana etkisi degerlendirildiginde ise en yiiksek
kok yas agirligi 150 uM melatonin konsantrasyonunda 0,426 g olarak belirlenirken, kok kuru
agirhi@r 150 ve 200 uM melatonin uygulamasinda 0,053 g olarak kaydedilmistir. En diisiik
kok yas agirligi 200 mM NaCl’de 0,300 g olarak belirlenmis yine en diisiik kok kuru agirlig:
200 mM NaCl’de 0,034 g olarak tespit edilmistir (Tablo 18.). En diisiikk kok yas ve kuru
agirlik 200 mM NaCl’de sirasiyla 0,300 ve 0,034 g olarak tespit edilmistir.

Tablo 16. Kok Yas Agirligina Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon kaynaklar SD KO F p
Cesit () 1 1,922 85906,203 0,000
NaCl konsantrasyonu (N) 2 0,308 13750,146 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 0,070 3130,401 0,000
CxN 2 0,019 842,676 0,000
CxM 3 0,006 274,975 0,000
NXM 6 0,008 357,230 0,000
CxNxM 6 0,001 55,553 0,000
Hata 72 0,000

Toplam 96

Tablo 17. Kok Kuru Agirligina Ait Varyans Analiz Sonuglart

Varyasyon kaynaklari SD KO F p
Cesit (C) 1 0,004 682,482 0,000
NaCl konsantrasyonu (N) 2 0,008 1170,526 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 0,002 261,533 0,000
CxN 2 0,000 14,336 0,000
CxM 3 0,000 1,424 0,243
NxXM 6 0,000 29,992 0,000
CxNxM 6 0,000 2,235 0,049
Hata 72 0,000

Toplam 96
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Tablo 18. Farkli NaCl ve Melatonin Konsantrasyonlarina Gore Cesitlerin Kok ve Siirgiin Yas
ve Kuru Agirliklar

. NaCl . Kok Siirgiin

VK Genotip (mM) Melatonin(pM) YA (Q) KA (9) YA Q) KA (9)
0 0,623 0,064 2,170 0,175
0 100 0,662 0,070 2,462 0,188
150 0,675 0,076 2,834 0,210
200 0,688 0,082 2,844 0,216
0 0,353 0,033 1,305 0,128
Serra 100 100 0,528 0,050 2,315 0,153
150 0,573 0,055 2,415 0,158
200 0,513 0,060 2,753 0,160
0 0,295 0,027 0,933 0,116
200 100 0,470 0,045 1,798 0,147
150 0,485 0,048 1,945 0,147
s 200 0,462 0,040 1,613 0,146
z 0 0,297 0,050 1,635 0,121
83 0 100 0,322 0,054 1,803 0,129
150 0,330 0,057 2,105 0,136
200 0,342 0,060 2,495 0,166
0 0,145 0,020 0,784 0,060
100 0,273 0,040 1,255 0,101
Elkoca 05 100 150 0,287 0,045 1,356 0,106
200 0,247 0,048 1,445 0,111
0 0,122 0,017 0,714 0,055
200 100 0,186 0,030 0,998 0,088
150 0,205 0,037 0,585 0,001
200 0,172 0,027 1,887 0,078
LSDogs 0,057 0,030 0,191 0,013
0 0,662 0,073 2,577 0,197
Serra 100 - 0,491 0,050 2,197 0,149
. 200 0,428 0,040 1,572 0,139
& 0 0,323 0,055 2,009 0,138
Elkoca 05 100 - 0,238 0,038 1,210 0,095
200 0,171 0,028 1,046 0,078
LSDoos 0,028 0,015 0,096 0,006
0 0,424 0,041 1,470 0,140
Serra 100 0,553 0,055 2,101 0,163
i 150 0,578 0,060 2,398 0,172
s 200 0,554 0,061 2,403 0,174
< 0 0,188 0,029 1,044 0,079
© Elkoca 05 ) 100 0,260 0,042 1,352 0,106
150 0,274 0,046 1,349 0,111
200 0,254 0,045 1,942 0,118
LSDos 0,033 - 0,111 0,007
0 0,460 0,057 1,902 0,148
0 100 0,492 0,062 2,132 0,159
150 0,503 0,067 2,470 0,173
200 0,515 0,071 2,669 0,191
0 0,249 0,026 1,045 0,094
s i 100 100 0,400 0,045 1,785 0,127
S 150 0,430 0,050 1,885 0,132
200 0,380 0,054 2,099 0,135
0 0,209 0,022 0,823 0,086
200 100 0,328 0,038 1,398 0,118
150 0,345 0,042 1,265 0,119
200 0,317 0,034 1,750 0,112
LSDos 0,040 0,022 0,135 0,009
0 0,492 0,064 2,293 0,168
> - 100 - 0,365 0,044 1,704 0,122
200 0,300 0,034 1,309 0,109
LSDo s 0,020 0,011 0,068 0,005
0 0,306 0,035 1,257 0,109
100 0,407 0,048 1,772 0,135
s ) ) 150 0,426 0,053 1,873 0,141
200 0,404 0,053 2,173 0,146
LSDos 0,023 0,012 0,078 0,005
Serra 0,244 0,041 1,422 0,104
o Elkoca 05 ) ) 0,527 0,054 2,116 0,162
LSDos 0,016 0,009 0,055 0,004
GENEL ORTALAMA 0,386 0,047 1,769 0,133

Varyasyon Katsayisi (%) 1,2 54 7,7 0,8

39



Melatonin uygulamasinin ortalamasina gore stresteki artisa bagl olarak her iki ¢esitte
kok kuru ve yas agirhginda 6nemli bir azalis meydana gelmis (Tablo 18.) ve her iki
parametrede de CxN interaksiyonu 6énemli (p<0,01) olmustur (Tablo 16. ve 17.). Yine CxM
interaksiyonunun kok yas agirligina etkisinin 6nemli (p<0,01) oldugu buna karsin (Tablo 16.),
kok kuru agirligina etkisinin ise énemsiz (p>0,05) oldugu bulunmustur (Tablo 16.). Stres
siddetlerinin tamaminda melatonin konsantrasyonunundaki artis kok yas ve kuru agirliginda

da artisa neden olmus ve de NxM interaksiyonu 6nemli (p<0,01) olmustur (Tablo 16. ve 17.).

Arastirmada gesitlerin kok yas ve kuru agirliginin tuzluluk siddetine ve melatonin
konsantrasyonuna gore degismesi CxNxM interaksiyonunun o6nemli c¢ikmasina neden
olmustur (Tablo 16. ve 17.). Her iki ¢esitte de en yliksek kok yas ve kuru agirlik 0 mM NaCl
ve 200 pM melatonin uygulamasinda elde edilirken, en diisiik 200 mM NaCl ve 0 uM

melatonin uygulamasinda elde edilmistir.

Siirgiin yas ve kuru agirhg (g)

Siirgiin yas ve kuru agirhigia ait varyans analiz tablolar1 Tablo 19 ve Tablo 20°de
verilmistir. Ilgili tablolar incelendiginde siirgiin yas ve kuru agirhigi iizerine cesit, tuzluluk
stresi ve melatonin uygulamalarinin ana etkilerinin her iki parametrede de 6nemli (p<0,01)
oldugu belirlenmistir. Cesidin ana etkisi degerlendirildiginde, Serra ¢esidinde yas ve kuru
agirlik sirastyla 1,422 ve 0,104 g olurken; Elkoca 05 ¢esidinde 2,116 g ve 0,162 g olarak
tespit edilmistir. Melatonin konsantrasyonundaki artisa paralel olarak her iki parametrede artis
goriilmiis ve 200 uM melatonin konsantrasyonunda en yiiksek siirgiin yas (2,173 g) ve kuru
agirlik (0,146 g) belirlenmistir. Diger taraftan, NaCl konsantrasyonundaki artisin siirgiin yas
ve kuru agirhigini azalttigi tespit edilmistir (Tablo 18.).

Tablo 19. Siirgiin Yas Agirligina Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon kaynaklar SD KO F p
Cesit () 1 11,553 625,976 0,000
NaCl konsantrasyonu (N) 2 7,851 425,423 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 3,492 189,183 0,000
CxN 2 0,519 28,131 0,000
CxM 3 0,548 29,675 0,000
NxXM 6 0,150 8,137 0,000
CxNxM 6 0,366 19,820 0,000
Hata 72 0,018

Toplam 96
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Tablo 20. Siirglin Kuru Agirligina Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon kaynaklari SD KO F p
Cesit (C) 1 0,081 70200,234 0,000
NaCl konsantrasyonu (N) 2 0,031 26598,293 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 0,006 5518,254 0,000
CxN 2 0,000 64,055 0,000
CxM 3 0,000 42,775 0,000
NxM 6 0,001 492,245 0,000
CxNxM 6 0,000 146,966 0,000
Hata 72 0,000

Toplam 96

Arastirmada siirgiin yas ve kuru agirhigr lizerine CxN, CxM, NxM ve CxNxM
interaksiyonlarimin etkisinin 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 19.). Melatonin
uygulamasinin ortalamasina gore her iki gesitte de artan strese bagli olarak siirgiin yas ve kuru
agirhiginin azaldigi tespit edilmistir. Diger taraftan tuzluluk stresinin ortalamasina goére
cesitlerin silirglin yas ve kuru agirliklart her iki g¢esitte de melatonin konsantrasyonuna bagl
olarak artmistir. Stirgiin yas ve kuru agirhigindaki en yiiksek deger her iki ¢esitte de 200 uM
melatonin konsantrasyonunda belirlenmistir (Tablo 18.). Stres sartlarindaki siirgiin yas ve
kuru agirliginin, melatonin konsantrasyonuna bagli olarak degismesi NxM interaksiyonunun
onemli (p<0,01) olmasina neden olmustur (Tablo 19. ve 20.). Stres uygulamalarinin
tamaminda melatonin konsatrasyonundaki artiga bagl olarak siirgiin yas ve kuru agirliginda
artis belirlenmistir (Tablo 13.). Ayrica arastirmada, siirgiin yas ve kuru agirliginda tiim stres
sartlarinda melatonin konsantrasyonundaki artigla birlikte arttigi tespit edilmistir. Cesitlerin
tuzluluk siddeti ve melatonin konsantrasyonlarina gore siirgiin yas ve kuru agirliklart
degerlendirildiginde en diisiik deger iki gesitte de 200 mM NaCl ve 0 uM melatonin
uygulamasindan elde edilirken; en yiikksek deger 0 mM NaCl ve 200 uM melatonin
uygulamasinda elde edilmistir (Tablo 18.).

Fizyolojik Parametreler
Hiicre membran hasar1 (HMH)

Hiicre membran hasar1 bakimindan, ¢esitlerin ana etkisi 6nemli bulunmus (Tablo 21.)
ve Elkoca 05 ¢esidinin HMH nin Serra g¢esidine gore yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tablo
22.). Diger taraftan tuzluluk stresinin ve melatonin konsantrasyonlarinin ana etkileri

degerlendirildiginde tuzluluk stresindeki artisa paralel olarak HMH artarken, melatonin
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konsantrasyonundaki artigsa paralel olarak HMH’nin azaldig1 tespit edilmistir. Uygulamalarin
ana etkilerine bakildiginda en yiiksek HMH %54,3 ile 200 mM NaCl’de, en diisiik ise %36,2
ile 200 uM melatonin uygulamalarinda elde edilmistir (Tablo 22.).

Tablo 21. Hiicre Membran Hasarina (%) Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon kaynaklari SD KO F p
Cesit (C) 1 58,240 121,932 0,000
NaCl konsantrasyonu (N) 2 4526,798 9477,419 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 1603,608 3357,355 0,000
CxN 2 8,107 16,972 0,000
CxM 3 1,722 3,605 0,017
NxM 6 200,636 420,056 0,000
CxNxM 6 17,233 36,079 0,000
Hata 72 0,478

Toplam 96

Melatonin uygulamasinin ortalamasina gére her iki gesitte de tuzluluk stresindeki
artisa bagli olarak HMH oraninda artis meydana gelmis ve bu artisin Serra ¢esidinde daha
yiiksek olmast CxN interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Tablo 21.).
Diger taraftan, tuzluluk stresinin ortalamasina gore her iki ¢esitte de melatonin
konsantrasyonuna bagli olarak HMH’de azalma tespit edilmis (Tablo 22.) ve HMH
bakimindan melatonin uygulamasina g¢esitlerin tepkisinin farkli olmasi CxM interaksiyonunun
onemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Tablo 21.). Yine tuzluluk stresi sartlarindaki
HMH nin, melatonin konsantrasyonuna bagli olarak degismesi NxM interaksiyonunun énemli
(p<0,01) olmasma neden olmustur (Tablo 21.). Stres siddetlerinin tamaminda melatonin

konsantrasyonundaki artisin HMH’de azalmalara neden oldugu belirlenmistir (Tablo 22).

Elkoca 05 ve Serra ¢esitlerinde en yiiksek HMH, 200 mM NaCl ve 0 uM melatonin
uygulamasinda sirastyla %68,6 ve %70,6 olarak tespit edilmistir. En diistik ise Elkoca 05
cesidinde (%26,7) 0 mM NaCl ve 200 pM melatonin uygulamasinda belirlenirken; Serra
cesidinde ise %28,5 olarak yine aym uygulamada belirlenmistir (Tablo 22). Cesitlerin
HMH’si tuzluluk ve melatonin konsantrasyonlarina gore farklilik gostermesi CxNxM

interaksiyonunun énemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Tablo 21).
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Tablo 22. Farkli NaCl ve Melatonin Konsantrasyonlarina Gore Cesitlerin Hiicre Membran
Hasar1 (%), Nispi Su Icerigi (%) ve Klorofil Icerikleri (SPAD)

VK Genotip NacCl (mM) Melatonin(uM) HMH (%) YNSI (%) Ki (SPAD)
0 34,6 68,9 34,4
0 100 336 741 47,2
150 30,6 72,7 48,1
200 28,5 711 50,4
0 61,0 55,1 28,0
100 44,5 68,6 40,4
serra 100 150 39,2 66,0 436
200 35,7 65,6 453
0 70,6 52,0 26,6
200 100 51,2 63,7 36,6
150 49,9 61,1 378
b 200 46,4 59,2 39,3
z 0 328 737 355
&) 0 100 30,2 787 50,6
150 27,6 757 51,3
200 26,7 741 53,4
0 60,5 58,3 29,0
100 397 725 45,6
Elkoca 05 100 150 38,2 70,6 473
200 35,5 69,1 49,6
0 68,6 56,9 26,6
200 100 55,9 67,3 375
150 46,8 66,4 393
200 446 64,6 417
LSD()v05 1,0 - 0,8
0 318 717 45,0
Serra 100 - 451 63,8 39,3
. 200 545 59,0 35,0
& 0 29,3 756 477
Elkoca 05 100 - 435 67,6 428
200 54,0 63,8 36,3
LSDo,s 05 - 0,4
0 55,4 58,7 29,7
Serra 100 43,1 68,8 41,4
) 150 39,9 66,6 432
s 200 36,9 65,3 45,0
G 0 53,9 63,0 30,4
100 41,9 72,8 445
Elkoca 05 - 150 376 70,9 459
200 356 69,3 48,2
LSDO,OS 0,6 - 0,5
0 337 713 349
0 100 31,9 76,4 48,9
150 29,1 74,2 4977
200 27,6 72,6 51,9
0 60,8 56,7 285
100 421 705 43,0
g : 100 150 38,7 68,3 454
200 35,6 67,3 474
0 69,6 545 26,6
200 100 53,6 655 37,0
150 484 63,7 38,6
200 455 61,9 40,5
LSDo,s 0,7 29 0,6
0 30,6 73,6 46,3
> - 100 - 44,3 65,7 411
200 543 61,4 35,6
LSDo,05 0,3 15 0,3
0 54,7 60,8 30,0
100 42,5 70,8 43,0
s i ) 150 38,7 68,7 44,6
200 36,2 67,3 46,6
LSDoos 0,4 1,7 0,3
Serra 42,3 69,0 42,3
o Elkoca 05 ) ) 438 64,8 39,8
LSDoos 0,3 1,2 0,2
GENEL ORTALAMA 43,0 66,9 41,0
Varyasyon Katsayisi (%) 1,6 44 1,4
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Yaprak nispi su icerigi (YNSI)

HMH’de oldugu gibi arastirmada yaprak nispi su igerigine (YNSI) cesidin, NaCl ve
melatonin konsantrasyonun ana etkilerinin 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo
23.). Cesidin ana etkisi degerlendirildiginde Serra ¢esidinin YNSI’si %69,0 olarak; Elkoca
05’in ise %64,8 olarak belirlenmistir. Cesit ve tuzluluk stres faktorlerinin ortalamasina gore
melatonin konsantrasyonundaki artis YNSI’nin de artisina neden olmustur. 0 uM melatoninde
%60,8 olan YNSI, 200 pM’da %67,39 olarak kaydedilmistir. Diger iki faktoriin ortalamasi
dikkate alindiginda tuzluluk stresindeki YNSI’yi azaltmis, 0 mM NaCl’de %73,6 olan YNSI,
200 mM NaCl’de %61,4 olarak belirlenmistir (Tablo 22.).

Tablo 23. Yaprak Nisbi Su Igerigine (%) Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon kaynaklari SD KO F p
Cesit () 1 414,483 48,315 0,000
NaCl konsantrasyonu (N) 2 1227,450 143,079 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 445,629 51,945 0,000
CxN 2 2,667 0,311 0,734
CxM 3 0,176 0,021 0,996
NxM 6 41,703 4,861 0,000
CxNxM 6 1,847 0,215 0,971
Hata 72 8,579

Toplam 96

Melatonin uygulamasinin ortalamasia gére, NaCl uygulamasinda gesitlerin YNSIsi
ele alindiginda NaCl konsantrasyonundaki artis her iki cesitte de 6nemli bir azalisa neden
olmus (Tablo 22.) ve CxN interaksiyonu dnemsiz (p>0,05) bulunmustur (Tablo 23.). Diger
taraftan, NaCl uygulamasinin ortalamasina gore ¢esitlerin YNSI’nin, her iki cesitte de
melatonin konsantrasyonuna bagli olarak artmis (Tablo 22.) ve CXM interaksiyonun énemsiz
(p>0,05) oldugu tespit edilmistir (Tablo 23.). YNSI iizerine, NxM interaksiyonunun etkisi
onemli (p<0,01) olmus (Tablo 23.), stresin YNSI iizerine olan olumsuz etkisi melatonin
konsantrasyonundaki artisa bagh olarak azalmistir (Tablo 22.). YNSI bakimindan cesitlerin,
tuzluluk stresi ve melatonin konsantrasyonlarina gore tepkilerinin paralellik gdstermesi,
CxNxM interaksiyonunun 6nemsiz (p>0,05) olmasima neden olmustur (Tablo 23.). Her iki
cesitte de en diisiik YNSI, 200 mM NaCl ve 0 uM melatonin uygulamasinda, Elkoca 05 ve
Serra cesitleri i¢in sirayla %56,9 ve %52,0 olarak tespit edilmistir. En yiiksek YNSI ise her iki
cesitte de 0 mM NaCl ve 100 uM melatoninde tespit edilmistir (Tablo 22.).
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Klorofil icerigi (SPAD)

Klorofil igerigine ait (SPAD) varyans analiz tablosu, Tablo 24°de verilmistir. ilgili tablo
incelendiginde K1 {izerine ¢esidin, NaCl ve melatonin konsantrasyonlarinin ana etkilerinin 6nemli
(p<0,01) oldugu belirlenmistir. Cesidin ana etkisi degerlendirildiginde Serra’da %42,3 olarak
belirlenen SPAD degeri, Elkoca 05°de %39,8 olarak belirlenmistir. Diger taraftan, melatonin ve
tuzluluk stresinin ana etkileri degerlendirildiginde, melatonin konsantrasyonundaki artis Ki’de

artisa; tuz stresi siddetindeki artis ise Ki’de azalisa neden olmustur (Tablo 22.).

Tablo 24. Klorofil icerigine (SPAD) Ait Varyans Analiz Sonuglar

Varyasyon kaynaklar SD KO F p
Cesit (Q) 1 146,273 426,255 0,000
NaCl konsantrasyonu (N) 2 914,938 2666,216 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 1347,033 3925,382 0,000
CxN 2 10,966 31,957 0,000
CxM 3 8,603 25,071 0,000
NxM 6 12,517 36,477 0,000
CxNxM 6 1,072 3,124 0,009
Hata 72 0,343

Toplam 96

Arastirmada KI iizerine CXN interaksiyonunun etkisinin &nemli (p<0,01) oldugu
belirlenmistir (Tablo 24). Melatonin uygulamasinin ortalamasina gore her iki ¢esitte de stres
artis1 Ki’de énemli bir azalisa neden olmustur (Tablo 22.). Diger taraftan, tuzluluk stresinin
ortalamasina gore ¢esitlerin SPAD degerinin her iki ¢esitte de melatonin konsantrasyonundaki
artisa bagh olarak artigi gozlenmistir (Tablo 22.). Melatonin uygulamasia Elkoca 05’in
tepkisinin diger geside gore daha fazla olmasi1 CxM interaksiyonun dnemli (p<0,01) olmasina

neden olmustur (Tablo 24.).

Arastirmada, K1 {izerine NxM ve CxNxM interaksiyonlarmin KI’ye etkilerinin énemli
oldugu (p<0,01) bulunmustur (Tablo 24.). Melatonin konsantrasyonundaki artigin stresin KM
lizerine olan olumsuz etkisini azalttig1 tespit edilmistir (Tablo 22.). Cesitlerin stres ve
melatonin uygulamalarina gore tepkileri degerlendirildiginde Elkoca 05 ve Serra cesitlerinde
en diisik SPAD degeri, 200 mM NaCl ve 0 uM uygulamasinda iki ¢esitte de 26,6 olarak
tespit edilmistir. En yiiksek SPAD degeri ise her iki ¢esitte stressiz sartlarda 0 mM NaCl
sartlarinda uygulanan 200 uM melatonin uygulamasinda belirlenmistir. Bu uygulamada
SPAD degerleri Elkoca 05 igin 53,4, Serra i¢in ise 50,4 olarak belirlenmistir (Tablo 22.).
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Mitotik indeks

Aragtirmada farkli NaCl ve melatonin uygulamalarindan elde edilen kok uglarindan
ezme preparatlar hazirlanmistir. Arastirmada toplam 52.395 adet hiicre sayilmis ve bu

hiicrelerin 5.045’inin boliindiigi (Sekil 5 ve 6) tespit edilmigtir.

Sekil 5. 200 mM NaCl ve 0 uM melatonin uygulamasinda elde edilen sitogenetik gozlemler a:
Interfaz, b: Profaz, c: Metafaz, d: Anafaz, e: Telofaz, f: Sitokinez, g: Mikroniikleus

Profaz Metafaz Anafaz Telofaz Sitokinez

-

Sekil 6. 0 mM NaCl ve 0 uM melatonin uygulamasinda elde edilen sitogenetik gézlemler
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Tablo 25 incelendiginde hiicre boliinmesi iizerine ¢esidin, tuz stresinin ve melatonin
uygulamasinin ana etkilerinin 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 25.). Tuz stresi
altinda biiyliyen bitkilerin mitotik indeks oranlar1 artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak
degisiklik gostermistir. Cesidin ana etkisi degerlendirildiginde Serra ¢esidinin mitotik indeks
oraninin (%9,79) Elkoca 05 (%9,46) ¢esidine gore yiiksek oldugu belirlenmistir. Diger
taraftan uygulamalarin ana etkileri degerlendirildiginde tuzluluk stresi siddetindeki artiga
paralel olarak MI oran1 azalirken, melatonin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak bu oran

artis gostermistir (Tablo 26.).

Melatonin uygulamasimnin ortalamasina gore her iki ¢esitte de tuzluluk stresi
siddetindeki artisa bagh olarak M1 oraninda énemli bir azalis meydana gelmis ve bu azalisin
Serra ¢esidinde daha yiiksek olmas1 CxN interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden
olmustur (Tablo 25.). Cesitlerin MI’sinin melatonin uygulamasina farklilik gdstermesi CxM
interaksiyonu 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Tablo 25.). Tuzluluk stresinin
ortalamasina gore her iki gesitte de melatonin konsantrasyonundaki artisa bagl olarak Mi’de
artig belirlenmis ve 0 uM melatonine gore 200 uM melatoninde en fazla artig Serra ¢esidinde
meydana gelmistir (Tablo 26.). Tuzluluk uygulamalarimin tamaminda melatonin
konsantrasyonundaki artiga bagli olarak Mi’de artis belirlenmis (Tablo 26.) ve NxM
interaksiyonu 6nemli (p<0,01) olmustur (Tablo 25.).

Tablo 25. Mitotik Indekse Ait Varyans Analiz Sonuglart

Varyasyon kaynaklari SD KO F p
Cesit (C) 1 2,576 9,857 0,002
NaCl konsantrasyonu (N) 2 176,071 673,687 0,000
Melatonin konsatrasyonu (M) 3 37,526 143,584 0,000
CxN 2 21,815 83,467 0,000
CxM 3 2,849 10,901 0,000
NxM 6 4,404 16,851 0,000
CxNxM 6 1,900 7,268 0,000
Hata 72 0,261
Toplam 96

Cesitlerin MI’sinin NaCl ve melatonin konsantrasyonlarina gére farklilik gostermesi
CxNxM interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) olmasina neden olmustur (Tablo 25). Serra ve
Elkoca 05 cesitlerin de en diisiik Mi oran1 200 mM NaCl ve 0 uM melatonin uygulamasinda
sirastyla %4,48 ve %10,01 olarak tespit edilmistir. Diger taraftan, en yiiksek MI oran1 Serra
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cesidinde %13,92 olarak 0 mM NaCl ve 200 uM melatonin uygulamasinda belirlenirken;
Elkoca 05 ¢esidinde yine ayni uygulamada %12,04 olarak belirlenmistir (Tablo 26.).

Tablo 26. Farkli NaCl Derecelerinde Cesitli Konsantrasyonlarda Melatonin Uygulamasina
Tabi Tutulan Phaseolus vulgaris L. Tohumlarinda Gozlenen Mitotik Indeks Degerleri

Béliinen Hiicre

VK Genotip NaCl (mM) Melatonin (uM)  Toplam Hiicre (adet) (adet) Mi %
0 2097 263 12,54
0 100 2214 295 13,33
150 2227 298 13,38
200 2243 312 13,92
0 2195 115 5,26
100 2096 200 9,54
Serra 100 150 2255 225 10,02
200 2122 234 11,03
0 2126 95 448
200 100 2210 174 7,89
150 2254 203 9,01
= 200 2119 150 7,09
z 0 2151 215 10,01
&) 0 100 2199 243 11,07
150 2200 252 11,46
200 2204 265 12,04
0 2232 168 753
100 2186 202 9,28
Elkoca 05 100 150 2130 203 9,54
200 2206 218 9,89
0 2082 142 6,82
o 100 2170 188 8,70
150 2258 202 8,95
200 2219 183 8,26
LSDos 0,72
0 8781 1168 13,29
Serra 100 - 8668 774 8,96
. 200 8709 622 7,12
& 0 8754 975 11,14
Elkoca 05 100 - 8754 791 9,06
200 8729 715 8,19
LSDos 0,36
0 6418 473 743
Serra 100 6520 669 10,25
i 150 6736 726 10,81
= 200 6484 696 10,68
% 0 6465 525 8,12
100 6555 633 9,68
Elkoca 05 - 150 6588 657 9,98
200 6629 666 10,06
LSDoos 0,42
0 4248 478 11,28
0 100 4413 538 12,20
150 4427 550 12,42
200 4447 577 12,98
0 4427 283 6,40
100 4282 402 9,41
§ ) 100 150 4385 428 9,78
200 4328 452 10,46
0 4208 237 5,65
200 100 4380 362 8,30
150 4512 405 8,98
200 4338 333 7,68
LSDoos 0,51
0 17535 2143 12,22
~ - 100 - 17422 1565 9,01
200 17438 1337 7,65
LSD0,05 0,26
0 12883 998 7,77
100 13075 1302 9,97
s . ) 150 13324 1383 10,40
200 13113 1362 10,37
LSD0,05 0,29
Serra 26158 2564 9,79
o Elkoca 05 ) ) 26237 2481 9,46
LSDoos 0,21
GENEL ORTALAMA 52395 5045 9,63
Varyasyon Katsayisi (%) 531
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MRNA ifade analiz sonuglari

Arastirmamizda yapilan CCD1 geninin ifade analizinde, NaCl ve melatonin
konsantrasyonlarinin her bir kombinasyonu bir uygulama olarak degerlendirilmis ve ¢esitlerin

bu uygulamalara ait CCD1 ifade seviyeleri asagida agiklanmuistir.

CCDL1 geninin Serra ve Elkoca 05 ¢esitlerinde, kok dokusundaki ifade analiz sonucuna
gore, NaCl ve melatonin uygulamalarinin tek basina etkisi degerlendirildiginde, her iki ¢esitte
de NaCl uygulamalarinda konsantrasyon artisina bagli olarak CCD1 geninin ifade seviyesinin
arttig, bu artisin Elkoca 05 ¢esidinde daha fazla oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan tek
bagina melatonin uygulamalarinda (0 NaCl) ¢esitlerin CCD1 gen ifade seviyelerinin
uygulanan melatonin konsantrasyonuna gore degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Yine
melatonin uygulamalarinda, CCD1 geninin ifadesinin Elkoca 05 ¢esidinde sadece 100 uM
melatonin (6,89) uygulamasinda arttig1, Serra ¢esidinde ise melatonin uygulamalarinin
timiinde azaldigr gozlenmistir. Serra ve Elkoca 05 c¢esitlerinde CCD1 geninin ifade
seviyesine NaCl ve melatonin konsantrasyonlarinin  kombinasyonlarindan  olusan
uygulamalarinin etkisi degerlendirildiginde, Elkoca 05 ¢esidinde CCD1 geninin en yiiksek
ifade seviyesi 200 mM NaCl ve 200 uM melatonin uygulamasinda (14,93), en diisiik ise 0
mM NaCl ve 150 pM melatonin (0,02) uygulamasinda belirlenmistir. Serra gesidinde ise en
yiiksek ifade seviyesi 200 mM NaCl ve 0 uM melatonin (3,66) uygulamasinda, en diisiik ise
200 mM NacCl ve 150 uM melatonin (0,01) uygulamasinda kaydedilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Kok dokusunda NaCl ve melatonin uygulamalarma gore ¢esitlerin CCD1 mRNA
ifade seviyeleri (2742

CCD1 geninin Serra ve Elkoca 05 cesitlerinde, yaprak dokusundaki ifade analiz
sonucuna gore, NaCl ve melatonin uygulamalarinin tek basina etkisi degerlendirildiginde,
NaCl uygulamasinda, Elkoca 05 ¢esidinin CCD1 gen ifade seviyesinin NaCl konsantrasyonu
artisina bagli olarak arttigi, Serra ¢esidinde ise bu artisin sadece 200 mM NaCl
uygulamasinda oldugu belirlenmistir. Melatonin uygulamasinda ise her iki g¢esitte de (0 mM
NaCl) CCD1 geninin ifade seviyesinin azaldigi belirlenmistir. Diger taraftan, Serra ve Elkoca
05 gesitlerinde CCD1 geninin ifade seviyesi tim uygulamalara gore ele alindiginda, Elkoca
05 ¢esidinde CCD1 geninin en yliksek ifade seviyesi 200 mM NaCl ve 200 uM melatonin
(1,97) uygulamasinda, en diisiik ise 0 mM NaCl ve 100 uM melatonin (0,01) uygulamasinda
belirlenmistir. Serra g¢esidinde ise en yliksek ifade seviyesi 200 mM NaCl ve 200 uM
melatonin (1,88) uygulamasinda, en diisiik ise 100 mM NaCl ve 100 uM melatonin (0,07)
uygulamasinda tespit edilmistir (Sekil 8).
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TARTISMA ve SONUC

Kiiresel iklim degisikligi, diinyanin bir¢ok yerinde uzun siireli ve siddetli kurakliklara
yol acarak, yetistiricileri diisiik kaliteli su kaynaklarmi ve toprak tuzlulugunu artiran
sirdiiriilemez sulama ve gilibreleme uygulamalarini kullanmaya zorlamistir (Zhu 2001).
Abiyotik stresler arasinda toprak tuzlulugu, miktar ve kalite agisindan bitkisel tiretimi tehdit
eden sinirlamalardan biridir. Ozellikle kurak ve yari kurak alanlarin tuzluluktan en ¢ok
etkilenen alanlar oldugu bilinmektedir. Tuzlu topraklar, bitki homeostazini bir¢gok yonden
bozmaktadirlar. Tuz stresi ozmotik stres ve iyonik strese neden olmaktadir. Toprak
tuzlulugundaki artislar, bitkilerde ozmotik stresle sonuglanan su potansiyelinde degisikliklere
neden olabilmektedir (Zhu 2001; Welle and Mauter 2017). Asir1 toprak tuzlulugunun uzun
stire devam etmesi yiiksek seviyelerde Na* ve CI™ iyonlarinin birikmesine ve buna bagl
olarak iyonik strese, makro ve mikro besin dengesizligine, fotosentezin baskilanmasina, hiicre
zar1 diizensizligine, metabolik siireglerin bozulmasina ve toksik reaktif oksijen tiirlerin (ROT)
tiretimine neden olmaktadir (Isayenkov and Maathuis 2019; EI-Mahdy et al. 2022). Bu ve
diger tuzluluk etkileri bitkilerde tiretkenligin azalmasina neden olmaktadir (Zorb et al. 2019).

Tuzlanmanin 2050 yilina kadar ekilebilir arazilerin %50’sini etkileyebilecegi ve
tuzluluk stresinden kaynaklanan diinya ¢apindaki ekonomik kayiplarin yilda on milyar ABD
dolarinin tizerinde olacagi tahmin edilmektedir (Butcher et al. 2016). Ayrica, insan
niifusundaki stirekli artisa bagli olarak, diinyanin gida arzinin 2050 yilina kadar %70 daha
artacagi tahmin edilmekte ve bu durum kiiresel gida giivenligi tizerinde baski olugturmaktadir.
Bu nedenle hem ekonomik bilyiimeyi hem de gida arzin1 destekleyecek bitkisel iiretimi
stirdiirmek i¢in tuzluluga toleransl gesit gelistirmek ve bunun i¢in de tolerans mekanizmalari

hakkinda kapsamli bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bitkilerde tuz stresinin ilk etkilerinden biri bitki biiyiimesine olan olumsuz etkisidir.
Arastirmamizda NaCl seviyesindeki artisa bagli olarak bitki biiylime parametrelerinde (kok ve
stirgiin uzunlugu ile yas ve kuru agirhigil) 6nemli bir azalis, buna karsin kok/siirgiin oraninda
artis meydana geldigi tespit edilmistir. Arastirmamizdaki bulgulara paralel olarak fasulyede
yapilan bir¢ok ¢aligmada tuz stresi altinda kok ve siirglin uzunlugu ile yas ve kuru agirliginin
onemli Olglide azaldigi bildirilmistir (Alinia et al. 2021; Zheng et al. 2021; Osman vd 2021).
El-Flaah et al. (2021) tuz stresi uygulanan bakla bitkilerinde kok ve siirgiin uzunlugu ile yas
agirh@inin 6nemli olglide azaldigini bildirmislerdir. Kok/gévde oraninin tuzluluktan olumsuz

etkiledigi, toprak istii aksamin biiyiimesinin kok biliylimesine gore tuzluluga daha hassas
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oldugu ve bu nedenle tuzluluk siddetinin artmasina paralel olarak genelde kok/siirgiin
oraninin arttigr bilinmektedir (Khan et al. 1995; Kantar ve Elkoca 2013). Bu artigin
mekanizmas1 heniiz aciklanamamis olmasina ragmen, tuzluluk artisinda kok ile yapragin
hiicre duvarlarinda farkli degisimlerin meydana gelmesi buna neden olarak gosterilmektedir
(Munns et al. 2008). Ancak, diisiik diizeydeki tuz konsantrasyonun, toprak iistii aksam
biiyiimesinde artisa neden oldugu ve bunun nedeni olarak, bitki besin maddelerinin koruyucu
etkisine veya tuzlu biiylime ortaminda heterojen sekilde bulunan mikro elementlerin varligina
baglanmistir (Khan et al. 1998). Yine arastirmamizda Elkoca 05 ¢esidinin siirgiin
uzunlugunun Serra ¢esidine gore daha fazla oldugu belirlenmis, bununda sebebinin Elkoca 05
cesidinin yar1 sarilict biiyiime formuna sahip olmasindan kaynaklandigi diistintilmektedir
(Aydogan vd 2020). Tuzlu kosullarda, su potansiyelinin ve iyon dengesinin saglanmasi ve
korunmasi bitki biiyiimesi ve gelismesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Fasulye, ozmotik stres
nedeniyle bitki koklerinin su alimindaki ciddi azalma sonucunda, biiyiime ve gelisimi biiytlik
Ol¢iide simirlandigi igin tuz stresine duyarli bitkiler arasindadir (Neila et al. 2012). Ozmotik
stres, bitki tarafindan hem su hem de besin alimini kisitlayarak hiicre genislemesi ve
boliinmesi ile stoma kapanmasinda inhibisyona neden olan tuz stresinin ilk ve anlik
sonucudur (Hasanuzzaman et al. 2014; EI-Ramady et al. 2018). Diger taraftan, Glimn-Lacy
and Kaufman (1984) ozmatik stres altinda meydana gelen biiyiimedeki azalmanin nedenini,
sitoplazma hacmi ve hiicre turgorundaki azalmaya baglamislardir. Rains et al. (1980) ise
tuzluluk stresi altinda bitki hiicrelerinin su ve iyon alimi i¢in daha fazla enerji harcadigini ve

buna bagli olarak hiicre boliinmesindeki azalmanin biiylimeyi azalttigini bildirmislerdir.

Tuzluluk stresinin bir diger etkisi ise hiicre zar1 lizerinedir. Arastirmamizda, Serra ve
Elkoca 05 cesitlerinde tuz stresine bagli olarak hiicre membran hasarinin ortaya ¢iktigi ve
kontrol bitkilerine kiyasla 6zellikle 200 mM NaCl uygulamasinda oldukga yiiksek degerlere
ulastig1 gozlemlenmistir. Hiicre membranlarinda olusan bu hasarin nedeni apoplastta biriken
yliksek konsantrasyondaki Na* iyonlariin hiicre membraninin yapisinda bulunan pektin gibi
yapisal elementlerin iyonik baglarimi bozarak veya apoplastik enzimleri olumsuz ydnde
etkileyerek hiicre membranin temel fonksiyonlarin1 bozmast ile ilgili oldugu diistintilmektedir
(Culha ve Cakirlar 2011). Bulgularimiza benzer olarak, Muhammed et al. (2022), artan
tuzluluk stresine (50, 100, 150 ve 200 mM) bagl olarak hiicre membran hasarinda 6nemli bir
artisin oldugunu belirtmislerdir. Tuzluluk hiicre zarinin yapisindaki lipid kompozisyonununda
degisimleri tetikleyerek zar hasarmin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu degisimler,
lipidlerin sentezlenmesinde rolil olan baz1 enzimlerin aktivitesindeki degisimler, par¢alanma,
yikilma veya ¢esitli fosfolipidlerin hidrolizi sonucu meydana gelmekte ve bunun sonucunda,

zar akigkanhigi, gecirgenligi ve zar proteinlerinin aktivitesi etkilenmektedir (Huang 2006; Wu
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et al. 1998). Ayrica serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonu da, hiicre
membraninin  bozulmasinda 6nemlidir. Membran lipidlerinin peroksidasyonu, tuz stresi
kosullar1 altinda membran hasarinin ve sizintisinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir
(Kaymakanova et al. 2008). Dokulardaki oksidatif hasar, membran hasari ve elektrolit
sizintis1 ile birlikte klorofil bozulmasina yol agmaktadir (Singh et al. 2020). Karabay et al.
(2021) oksidatif stresin neden oldugu membran biitiinliiglindeki hasarin, her iki tuzluluk
grubunda da (25 ve 50 mM NaCl) arttigin1 belirtmislerdir. Diger taraftan, tuz stresi altinda
meydana gelen hiicre membran hasarmin sebebinin iyonik stres etkisinden oldugu
distiniilmektedir. Tuz stresi hiicre zarmin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigliniin
korunmasinda, hiicre duvarinin stabilitesinde 6nemli bir role sahip olan Ca*? iyonlarinin

miktarini azaltmaktadir (Tuna vd 2007).

Tuzlulugun bitkiler tizerindeki ozmotik etkisi bitkinin kok bodlgesinde ¢oziinmiis tuz
konsantrasyon artist yoluyla topraktan alinan su miktarinin azalmasina sebep olur. Ayni
zamanda, koklerdeki tuz oranindaki artis yapraklardaki su potansiyelinin diismesine bu da
nispi su igeriginin ve hiicre genislemesinin azalmasina, siirgiin gelisiminin yavaglamasina ve
stomalarin kapanmasina neden olarak bitki biiylimesini olumsuz yonde etkilemektedir
(Romero-Aranda et al. 2001; Hu and Schmidhalter 2005). Arastirmamizda, YNSI’nin artan
tuz stresi ile her iki cesitte de onemli olgiide azaldig: belirlenmistir. YNSI’deki azalma,
tuzluluk stresinin dogrudan gostergesi olarak kabul edilir. Nispi su igerigi, su alimi ve su
kullanim etkinligi tuz stresi altinda azalmaktadir. Bu azalmanin muhtemel nedeninin tuz
stresinin neden oldugu ozmotik stresin etkisiyle kullanilabilir su miktarinin azalmasi ve hiicre
membraninda meydana gelen hasardan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Sofy et al.
(2020) fasulyede yapmis olduklari ¢alismada, 50 ve 100 mM NaCl’nin YNSI’de 6nemli
diisiise neden oldugunu belirtmislerdir. Yine baska bir calismada, mas fasulyesinde tuz
stresinin (50 ve 100 mM NaCl) YNSI’de énemli azalmaya neden oldugu ortaya cikarilmistir
(Ahmad et al. 2019). Membran hasarmin yiiksek oldugu gentiplerde yaprak su potansiyelinde
azalmanin yiiksek oldugu bildirilmistir (Singh et al. 1992). Tuzluluga ve kurakliga dayanikli
Phaseolus acutifolius A. Gray ve hassas Phaseolus vulgaris L. fasulye tiirlerinde NaCl
stresinin (50, 100 ve 150 mM) hassas tiirin protein ve nispi su icerigini artan tuz
konsantrasyonuna bagli olarak azalttigi belirlenmistir (Yurekli vd 2004). Ghoulan et al.
(2002) tuz stresine bagli olarak hiicredeki Na* ve CI iyonlarmin artisinin su miktarini

azalttigin1 bildirmislerdir.

Tuzluluk stresi, mevcut bulgularimizda da gosterildigi gibi, bitki su iliskilerini bozarak

bitki hiicre fizyolojisini, membran stabilitesini ve klorofil icerigini olumsuz etkilemektedir.
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Tuz stresi altindaki bitkilerde toplam klorofil igeriginde azalma ¢esitli bitkilerde gozlenen
yaygin bir olaydir. Klorofil, 15181n ve fotosentezin emilmesi ve iletilmesinde rol oynayan ¢ok
onemli bir pigmenttir (Kume et al. 2018). Fotosentetik kapasite, nispi klorofil igerigi
miktarina baghdir (Meher et al. 2018). Arastirmamizda, tuzluluk konsantrasyonlarinin
artmasina paralel olarak iki cesitte de klorofil igeriginde azalmalar (Serra c¢esidinde
%34,4’den %26,6’ya kadar ve Elkoca 05 cesidinde %35,5’den %26,6’ya kadar) meydana
geldigi belirlenmistir. Tuzluluk stresi, bozulmus klorofil biyosentezinden kaynaklanan daha
diisiik miktarlarda fotosentetik pigmentlere neden olmaktadir (Santos 2004). EI Nahhas et al.
(2021), fasulyede NaCl (1500 ve 3000 ppm) uygulamasinin klorofil igeriginde azalma
meydana getirdigini belirtmislerdir. Yine baska bir ¢alismada ¢esitlere gore NaCl stresinin
klorofil igerigini kademeli olarak azalttigi ve bu azalisin nedeni olarak klorofilaz enzimlerinin
aktivasyonu yoluyla klorofil iiretiminin inhibisyonu ve membran bozulmasinin olabilecegi
bildirilmistir (Parida and Das 2005). Diger taraftan, klorofil pigmentindeki degisikliklerin
nedenleri oksidatif strese, Rubisco enziminin inaktivasyonuna ve klorofil alt yapisindaki
degisikliklere baglanmistir (Soussi et al. 1998; Rady 2011).

Tuzluluk stresinin bitki bilylimesi ve gelisimini, tohum ¢imlenmesini, fide bilylimesini
ve enzim aktivitesini etkilemesinin yani sira hiicre boliinmesini de etkiledigi bilinmektedir
(Bozcuk 1978). Hiicre boliinmesinin tuz kaynakli inhibisyonu, DNA, RNA ve protein sentezi
mekanizmalarinin bozulmasi ve osmotik etkilerden dolayir olusmaktadir (Anuradha and Rao
2001). Mitotik indeks degerinin kontrol varyantina gore %50’nin altina diismesi subletal
etkiye yol acarken, %22 nin altina diismesi ise 6ldiiriicii etkilere neden olabilmektedir (Singh
and Singh 2000; Cavusoglu et al. 2012; Mesi et al. 2013). Arastirmamizda, NaCl
konsantrasyonunun artmasiyla mitotik indeksin 6nemli Olglide azaldigi (Serra gesidinde
%12,54’den %4,48’ye kadar ve Elkoca 05 gesidinde %10,01°den %6,82’ye kadar) tespit
edilmis ve fasulyede tuzun mitoz tizerine olan olumsuz etkileri de dogrulanmistir. Burssens et
al. (2000), tuzlulugun hiicre boliinmesini ve uzamasini etkileyerek, bitkilerde hiicre boliinme
oraninin, kok ve govdede hiicre sayisinin ve mitotik aktivitenin azalmasina neden oldugunu
bildirmislerdir. Yiksek tuz konsantrasyonlari mitoz boliinmeyi geciktirmekte ve anormal
anafaza neden olmaktadir (Tajbakhsh et al. 2006). Tabur et al. (2021) farkli NaCl
konsantrasyonlarinda yetistirilen arpada mitotik indekste dikkate deger bir diisiis ve daha
yiiksek sayida kromozomal anormallik tespit etmislerdir. Helmey (2021) seker kamisinda,
NaCl’nin (100, 200 ve 300 mM) hiicre boliinmesinde olduk¢a Gnemli bir inhibisyona ve

mitotik indekste azalmaya neden oldugunu bildirmistir.

55



Tuz toleransi, genetik faktorler tarafindan yonetilen karmasik bir 6zellik olup, farkl
genetik yaklasimlar ve gen regiilasyonu, ¢esitli abiyotik stres toleransi ve adaptasyonlarinda
rol oynamaktadir. Ayrica iyon birikimi ve dengesinin diizenlenmesinde, stres sinyal
iletiminde, transkripsiyon diizenlenmesinde, redoks reaksiyonlarinda ve spesifik
ozmoregiilasyon maddelerinin birikiminde yer alan tuza duyarli bircok genin, bir¢cok bitki
tirtinde tuz toleransinda Onemli roller oynadigi tespit edilmistir (Wang et al. 2016).
Apokarotenoidler, bitkilerde hayati fizyolojik ve gelisimsel siirecleri modiile etmektedirler.
Bu molekiiller, karotenoid boliinme dioksijenazlari (CCD’ler) adi verilen bir enzim ailesi
tarafindan katalize edilen bir reaksiyon olan karotenoidlerin spesifik ¢ift baglarda enzimatik
bolinmesinin sonucu olusmaktadir (Auldridge et al. 2006; Ohmiya et al. 2006). Bu
apokarotenoidler, stres sinyalleri olarak hareket ederek, sonugta bitki savunmasina yol agan
strese duyarli genlerin yeniden programlanmasina aracilik edebilirler. Ayrica, karotenoid
oksijenaz yolaklarinda yer alan her bir biyosentetik fitohormon enzimi, abiyotik stres
kosullar altinda etkilesimleri nedeniyle ¢esitli transkripsiyonel yanitlarla ¢ok islevli bir stres
sinyal faktorii olarak aktive edilebilirler (Walter and Strack 2011; Czarnecki et al. 2013).
Arastirmamizda, NaCl stresi altinda her iki gesitte de CCD1 geninin gerek kok ve gerekse
yaprak dokularinda ifadesinde artis oldugu belirlenmistir. CCD1 geninin soya fasulyesinde
farkl1 abiyotik stresler (NaCl, PEG, yiiksek ve disiik sicaklik) altinda yiiksek oranda arttigi
bilinmektedir (Wang et al. 2013). Brassica rapa ve Brassica oleracea’da tuzluluk, kuraklik
ve soguk gibi farkli abiyotik streslerde CCD1 ve CCD4 geninin benzer transkripsiyon
egilimleri gosterdigi agiklanmistir (Kim et al. 2016). Safranda yapilan bir ¢alismada (Rubio-
Moraga et al. 2014) CsCCD4c geninin yaralanma, 1s1 ve ozmotik stresle arttigi, bununda
apokarotenoid lirtinlerinin safranin ¢evresel streslere adaptasyonunda yer aldiginin gostergesi
oldugu bildirilmisdir. Yine Arabidopsis’te CsCCD4a geninin tuz ve dehidrasyon stresine
yanit olarak indiiklendigi ve CSCCD4b geninin ifadesinde ise tuz ve kuraklik stresine yanit
olarak yiiksek oranda artis gosterdigi tespit edilmistir (Baba et al. 2015). Amoah et al. (2021),
rbcL ve CCD1 gen ifade seviyelerinin kuraklik stresine bagli olarak arttigi, ancak bunun
fotosentetik pigmentlerin igerigi ile negatif korelasyon gosterdigini bildirmislerdir. Nitekim
aragtirmamizda klorofil igerigi ile hem kok (r=-0,375; p>0,05) hem de yapraktaki (r=-0,532;
p<0,01) CCD1 ifade seviyesi arasinda iliski negatif olmustur. Baska bir ¢alismada ise kahve
ve ¢ilekte kuraklik stresinde CCD1 geninin ifadesinin arttigi bildirilmistir (Simkin et al.
2008). Gerek arastirmada elde edilen sonuglar ve gerekse onceki ¢aligmalar, CCD1 geninin
tolerans1 arttirma ve olumsuz ortamlara adaptasyonu saglama amaciyla abiyotik stresler

tarafindan diizenlenebildigini gostermektedir.
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Bitkiler, iyonlarin segici absorpsiyonu ve dislanmasi, iyonlarin merkezi vakuolde
boliimlere ayrilmasi, sitoplazmada organik ¢oOziinenlerin sentezi ve birikmesi, membran
bilesimindeki degisiklikler, bitki hormon seviyelerinin degismeside dahil olmak iizere gesitli
biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar yoluyla cevresel streslere yanit vermektedirler
(Miller et al. 2009; Suzuki et al. 2013; Zandalinas et al. 2019; Bailey-Serres et al. 2019).
Bitkilerde abiyotik stresin, olumsuz etkilerinin hafifletilmesine yardimci olabilecek spesifik
bilesiklerle bitki tedavileri tlizerine yapilan ¢aligmalar son yillarda artmistir. Son zamanlarda,
cok sayida calisma, yeni ve yakin tarihli bir bitki molekiilii olan melatoninin de bitkilerin
cevresel strese tepkisinde 6nemli bir rol oynadigimi da gostermistir. Melatoninin eksojen
uygulamasinin, bitkilerde stresin olumsuz etkisini azaltilmasi olumlu bir etkiye sahip oldugu
bilinmektedir (Kul et al. 2019; Martinez et al. 2018).

Bir triptofan tiirevi olan melatonin, bir indol halka yapisina ve diisiik bir molekiiler agirhiga
sahip olup, canli organizmalarda her yerde bulunan evrimsel olarak korunmus bir pleiotropik
molekiildiir. Melatonin, bitkilerin biliylimesi, gelismesi ve {iiremesinde ve farkli stres
faktorlerinin indiiklenmesinde rol oynayan ve 6nemli islevlere sahip bir yanit molekiiliidiir
(Pardo-Hernandez et al. 2020). Bitkilerde belirli fizyolojik siireglerde rol oynadigi igin bir
biiylime diizenleyicisi olarak da kabul edilmektedir (Ahmad et al. 2022; Singh et al. 2022).
Melatoninin bitkilerde, koklenme, fotosentetik verim ve biyokiitle verimi gibi vejetatif
bliylime siireglerini diizenleyebildigi ve ¢igeklenme siireclerini diizenleyebildigi, meyve ve
tohumlarin olusumu ve olgunlagsmasinda potansiyel diizenleyici olarak rol oynadigi

bilinmektedir (Arnao and Hernandez-Ruiz 2014; Nawaz et al. 2016; Kul et al. 2019).

Aragtirmamizda, her iki c¢esitte de stres sartlarinda melatonin uygulamasinin
morfolojik parametrelerde (kok ve siirglin uzunlugu ile kuru ve yas agirhigil) 6nemli artisa
neden oldugu ve melatoninin NaCl’nin neden oldugu negatif etkileri azalttig1 belirlenmistir.
Stressiz sartlarda, melatonin uygulamasinin konsantrasyon artisina bagli olarak kok/siirgiin
oraninda bir azalmaya neden oldugu gézlemlenmistir. Bahcesular et al. (2020) feslegende 1
UM melatonin uygulamasinin tuzluluk stresi altinda siirgiin ve kok uzunlugunu artirdigr; 10
UM melatoninin ise siirglin ve kok uzunlugunu, kok agirligint ve yaprak nisbi su igerigini
artirdigini bildirmislerdir. Yulafta, melatoninin tuz stresi altindaki bitkilerde daha fazla kok ve
stirgiin uzunluguna ve de taze agirliga neden oldugu belirlenmistir (Varghese et al. 2019).
Buna karsin, yiiksek melatonin konsantrasyonlarinin bitki gelisimi iizerindeki olumlu
etkilerini azaltabilecegi ve hatta dnleyebilecegi ileri siiriilmistiir (Jiang et al. 2016; Liu et al.

2018). Nitekim arastirmamizda da bazi parametrelerde (siirgiin ve kdk uzunlugu, kok/siirgiin
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orani, kok-siirglin kuru ve yas agirhigi ile mitotik indeks) 200 mM NaCl’de uygulanan 150
uM melatoninin 200 uM’a gore etkisinin daha iyi oldugu tespit edilmistir.

Arastirmamizda, NaCl stresinde melatoninin hiicre membran hasarini azalttig1 ortaya
cikarilmistir. Tuz stresi altinda melatoninin hiicre membran hasari, yaprak nisbi su igerigi ve
klorofil miktar1 {izerine pozitif etkilerinin oldugu bilinmektedir (Zhang et al. 2014; Liang et
al. 2019; Sezer et al. 2021). Arastirmamizda her iki ¢esittede stres sartlarinda uygulanan
melatoninin tek basina stres uygulamasina gore nisbi su i¢eriginde ve klorofil igeriginde artisa
neden oldugu belirlenmistir. Misirda NaCl (150 mM) stresine karsit melatonin (0.8 mM)
uygulamasinin ¢imlenme giiciinii, ¢imlenme yilizdesini, fide canlilik indeksini, siirgiin ve kok
uzunluklarini, fide yas ve kuru agirliklarini, K* igerigini, nisbi su igerigini, prolin ve toplam
fenolik igerigini 6nemli Olgilide iyilestirdigi bildirilmistir (Jiang et al. 2016). Kaya et al.
(2020) melatoninin, demir eksikligi ve tuz stresine maruz Kkalan biber bitkilerinin
yapraklarinda klorofil a ve b’nin yani sira Fu/Fm igerigini artirarak fotosentezi iyilestirdigini
gostermislerdir. Yine domateste tuz stresinde uygulanan melatoninin yaprak nisbi su igerigi,
membran stabilitesi ve siiperoksit aktivitesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Ali et al.
2021). Yaprak nisbi su igerigindeki artisin nedeni melatoninin Na* ve CI- gibi toksik iyonlarin
birikmesini engellemesi, yaprak genislemesini ve stoma agiklifini arttirmasina ve hiicre ici
CO; kismi basincinda bir artmaya yol agmasina baglanabilir (Hasegawa et al. 2000). Eksojen
olarak uygulanan melatonin, dokularda diisik K ve siirgiinde diisiik Na* igerigi birikimi
saglayarak, patateste NaCl'ye karsi direnci arttirmis ve Na'/K* homeostazini iyilestirmistir.
Yine koklerde ve mezofil dokularinda NaCl kaynakli K* akigini baskiladigi ve kok ve
yapraklarda plazma zart H'-ATPase aktivitesini ve hiicre i¢i adenozin trifosfat (ATP)
seviyesini arttirdig1 gozlemlenmistir. Ayrica yapraklarda tuz kaynakh triagilgliserol (TAG)

birikimini tamamen 6nledigi bildirilmistir (Yu et al. 2018).

Aragtirmamizda, gerek stressiz sartlarda melatonin uygulamalarinda ve gerekse tek
basina stres uygulamalarmma gore stres sartlarinda uygulanan melatoninin mitotik indeksi
artirdigi tespit edilmistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda, fasulyede NaCl stresinde
melatonin uygulamasinin ve mitotik indeks {iizerine etkisinin arastirildigi bir caligmaya
rastlanilmamistir. Melatoninin mitotik indeks tizerine olan bu iyilestirici etkisi, stres
sartlarinda olusgan ROT’larin miktarin1 azaltmasiyla agiklanabilir. ROT’lar, mitokondri ve
kloroplastta bol miktarda iiretilmekte ve melatonin bu organellerde serbest radikallere karsi
hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerini diizenleyerek
tuzluluk, yiiksek/diistik sicaklik, yiiksek 1s1k, fazla su, besin eksikligi ve stres kombinasyonu

gibi farkli abiyotik streslerin neden oldugu oksidatif strese kars1 koruyucu rol oynamaktadir
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(Back et al. 2016; Wang et al. 2017). Melatoninin ROT seviyelerini kontrol ettigi ve tuzluluk
stresinin neden oldugu yiiksek hiicresel ROT konsantrasyonunun neden oldugu hasari
onledigi boylece fotosentetik elektron tasima zincirinin (PET) ve D1 protein sentezinin geri
kazanilmasini destekledigi bilinmektedir (Zhou et al. 2016; Li et al. 2017). Zahedi et al.
(2020) tuz stresinde melatoninin etkilerinin yaprak antioksidan enzimlerinde ve absisik asitte
(ABA) bir artis ile iliskili oldugunu bildirmistir. Limonium bicolor’da tuz stresinde (300 mM)
melatonin uygulanmasinda (5 pM) SOD, POD, CAT ve APX gibi antioksidanlarin
aktivitelerini artirirken, H2O», siiperoksit anyonu (O2") ve MDA igerigini 6énemli 6l¢iide

azalttigi bildirilmistir (Li et al. 2022).

Aragtirmamizda NaCl konsantrasyonlarinda (0, 100, 200 mM) uygulanan melatonin
genel olarak tek basina tuz stresi uygulamalarina gére CCD1 geninin ifadesinde azalisa neden
oldugu belirlenmistir. Bu durum melatoninin birincil islevinin bir antioksidan olarak gorev
almasi (Chen et al. 2020) ve streste diger tolerans mekanizmalarinda gorev alan veya aktif
hale gelen genlerin ifade seviyelerini artirmasiyla agiklanabilir. NaCl stresi altinda uygulanan
melatoninin ROT temizlenmesi isleminde yer alan genlerin ifadesi iizerindeki etkileri
arastirilmis ve 1 mM melatonin uygulamasinin, tuz stresi altinda salatalikta CsCu/ZnSOD,
CsFe/znSOD, CsPOD ve CsCAT ifadelerini indiikledigi belirtilmistir (Zhang et al. 2014).
Yine, Zhao et al. (2018) kolzada APX, Cu/ZnSOD ve MnSOD gibi antioksidan savunma ile
ilgili genlerin melatonin kaynakli tuz stresi toleransinda rol oynadigini gostererek yine benzer

sonuglar ortaya koymuslardir.

Cesitli ¢aligmalar melatoninin hormon biyosentezini ve metabolizma gen ifadesini
diizenleyerek tuzluluk stresini azalttigini gostermistir. Melatonin, indol-3-asetik asit (IAA),
absisik asit (ABA), giberellik asitler (GA), sitokininler (CK) ve etilen gibi ¢ogu bitki
hormonunun metabolizmasina genis 6l¢iide katilmaktadir (Arnao and Hernandez-Ruiz 2018).
Melatonin, ZEP ve NCED1 gibi ABA biyosentezi ile ilgili genlerin, abiyotik stresler sirasinda
ifadesini diizenleyerek endojen ABA diizeylerinin artmasina neden olmustur (Zhang et al.
2017). Yine baska bir ¢alismada tuz stresi altinda Elymus nutans’ta melatonin uygulamasinin

endojen ABA igerigini arttirdigi belirlenmistir (Fu et al. 2017).

Tuz stresi altinda salatalik kdklerine melatonin uygulamasinda WRKY, MYB, NAC ve
etilene duyarli transkripsiyon faktorii dahil olmak {izere birgok transkripsiyon faktoriiniin,
NaCl ile indiiklenen stres altindaki kontrol bitkilerine kiyasla melatonin ile muamele edilmis
bitkilerde farkli sekilde ifade edildigini gosterilmistir (Zhang et al. 2014). Tuz, kuraklik ve
soguk gibi abiyotik stresler altinda, eksojen melatonin uygulamasinin, endojen melatonin

seviyesini onemli 6l¢giide iyilestirdigi ve C-tekrar baglama faktorlerinin (CBF’ler)/Kuraklik
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yanit eleman1 Baglanma 1 faktorlerinin (DREB1’ler) ifadesini yiikselttigi ve bdylece
COR15A, RD22 ve KIN1 dahil olmak tizere ¢oklu strese duyarli genlerin transkriptinde bir
artisa yol agtiginmi belirtmislerdir (Shi et al. 2015). Yine, tuz stresindeki melatonin
uygulamasinin, birgok fizyolojik siirecin redoks diizenlemesine katilan TRXf gen ifadesini
onemli Olgilide iyilestirdigi bildirilmistir (Zhou et al. 2016). Wei et al. (2015) transkriptom
analizleri, tuz ve kuraklik stresi altinda soya fasulyesi iizerine eksojen olarak uygulanan
melatoninin fotosentez, karbonhidrat/yag asidi metabolizmasi ve askorbat biyosentezi ile ilgili
genlerin (PetF ve VTC4) ifadesini artirdigimi ortaya koymustur. Diger taraftan Malus
hupehensis’de tuzluluk altinda eksojen olarak uygulanan melatoninin iyon homeastazini
stirdiirmekten sorumlu olan iki iyon kanali geninin (MdNHX1 ve MdAKT1) ifadesinin arttig1
bildirilmistir (Li et al. 2012).

Sonuc ve Oneriler

Bu caligmada elde edilen veriler ve daha sonra yapilacak arastirmalara yonelik dneriler

asagida siralanmustir.

1. Tuz stresinin, morfolojik ve fizyolojik parametreleri olumsuz etkiledigi bu etkinin
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda daha fazla oldugu ve bu etkinin genotiplere gore
farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

2. Melatonin uygulamasinin tuz stresinin neden oldugu olumsuz etkileri azalttig1
ozellikle en yiiksek tuz konsantrasyonunda (200 mM NaCl) 150 uM melatoninin
en iyi konsantrasyon oldugu belirlenmistir.

3. Arastirmada, tuz stresi altinda CCD1 geninin ifade seviyesinin arttig1 ve bu genin
NaCl stresine toleransta gorev aldigi séylenebilir.

4. Gerek tuz stresinde gerekse stressiz sartlarda melatonin uygulamasida CCD1 gen
ifadesinin azaldigi belirlenmistir. Bu sonucun nedeni olarak melatoninin diger
tolerans mekanizmasi genlerini etkilemesi ve bu nedenle CCD1 geninin ifadesinin
azaldigr distiniilmektedir. Ancak, bu durumun ayrintili olarak incelenmesi
gerekmektedir.

5. Kurak ve yari kurak alanlardaki tuz stresinin bitkiler iizerindeki olumsuz etkilerini
azaltmak amaciyla melatoninin eksojen olarak kullanilabilecegi ya da igsel
melatonin konsantrasyonunu artirici biyoteknolojik yontemlere bitki 1slahinda yer

verilmesi gerektigi sonucuna varilmstir.

60



KAYNAKLAR

Abdel Latef, A. A. H., Tahjib-Ul-Arif, M., & Rhaman, M. S. (2021). Exogenous Auxin-
Mediated Salt Stress Alleviation in Faba Bean (Vicia faba L.). Agronomy 2021, 11,
547.

Ahmad, P., Ahanger, M. A., Alam, P., Alyemeni, M. N., Wijaya, L., Ali, S., & Ashraf, M.
(2019). Silicon (Si) supplementation alleviates NaCl toxicity in mung bean [Vigna
radiata (L.) Wilczek] through the modifications of physio-biochemical attributes and
key antioxidant enzymes. Journal of Plant Growth Regulation, 38(1), 70-82.

Ahmad, S., Wang, G. Y., Muhammad, I., Chi, Y. X., Zeeshan, M., Nasar, J., & Zhou, X. B.
(2022). Interactive Effects of Melatonin and Nitrogen Improve Drought Tolerance of
Maize Seedlings by Regulating Growth and Physiochemical Attributes.
Antioxidants, 11(2), 359.

Akibode, C. S., & Maredia, M. K. (2012). Global and regional trends in production, trade and
consumption of food legume crops (No. 1099-2016-89132).

Alder, A., Jamil, M., Marzorati, M., Bruno, M., Vermathen, M., Bigler, P., ... & Al-Babili, S.
(2012). The path from p-carotene to carlactone, a strigolactone-like plant
hormone. Science, 335(6074), 1348-1351.

Alexandratos, N., & Bruinsma, J. (2012). World agriculture towards 2030/2050: the 2012
revision.

Alinia, M., Kazemeini, S. A., Sepehri, M., & Dadkhodaie, A. (2021). Simultaneous
Application of Rhizobium Strain and Melatonin Improves the Photosynthetic Capacity
and Induces Antioxidant Defense System in Common Bean (Phaseolus vulgaris L.)
Under Salinity Stress. Journal of Plant Growth Regulation, 1-15.

Amoah, J. N, & Seo, Y. W. (2021). Effect of progressive drought stress on physio-
biochemical responses and gene expression patterns in wheat. 3 Biotech, 11(10), 1-18.

Anonim, 2021. https:// noroblog.net. Erisim tarihi: 15.11.2021
Anonymous, 2021. https:// www.dw.com.tr. Erisim tarihi: 14.11.2021

Anuradha, S., & Seeta Ram Rao, S. (2001). Effect of brassinosteroids on salinity stress
induced inhibition of seed germination and seedling growth of rice (Oryza sativa
L.). Plant Growth Regulation, 33(2), 151-153.

Arnao, M. B., & Hernandez-Ruiz, J. (2014). Melatonin: plant growth regulator and/or
biostimulator during stress?. Trends in plant science, 19(12), 789-797.

Arnao, M. B., & Hernandez-Ruiz, J. (2018). Melatonin and its relationship to plant
hormones. Annals of Botany, 121(2), 195-207.

Asgher, M., Per, T. S., Masood, A., Fatma, M., Freschi, L., Corpas, F. J.,, & Khan, N. A.
(2017). Nitric oxide signaling and its crosstalk with other plant growth regulators in
plant responses to abiotic stress. Environmental Science and Pollution
Research, 24(3), 2273-2285.

Asmare, H. A., & Ambo, E. (2013). Impact of salinity on tolerance, vigor, and seedling
relative water content of haricot bean (Phaseolus vulgaris L.) cultivars. Journal of
Plant Sciences, 1(3), 22-27.

61


http://www.dw.com.tr/

Atak, M., Kaya, M. D., Kaya, G., Cikili, Y., & Ciftci, C. Y. (2006). Effects of NaCl on the
germination, seedling growth and water uptake of triticale. Turkish Journal of
Agriculture and Forestry, 30(1), 39-47.

Auldridge, M. E., McCarty, D. R.,, & Klee, H. J. (2006). Plant carotenoid cleavage
oxygenases and their apocarotenoid products. Current opinion in plant biology, 9(3),
315-321.

Axelrod, J., & Weissbach, H. (1960). Enzymatic O-methylation of N-acetylserotonin to
melatonin. Science, 131(3409), 1312-1312.

Aydogan, C., Elkoca, E., Haliloglu, K., & Aydin, M. (2020). Baz1 Ispir kuru fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) hatlarinin seleksiyonu {izerine bir 6n ¢alisma. ANADOLU Ege
Tarimsal Arastirma Enstitiisti Dergisi, 30(2), 251-265.

Aygoren, A.S., 2021. Melatonin Uygulanan Fasulye Genotiplerinde Kuraklik ve Tuz Stresleri
Altinda SABATH Gen Ailesinin Karakterizasyonu ve Genom Capli Analizi. Yiiksek
lisans, Fen bilimleri enstitiisii, Erzurum Teknik Universitesi, Fen bilimleri fakiiltesi.,
Erzurum.

Azizi, F., Amiri, H., & Ismaili, A. (2022). Melatonin improves salinity stress tolerance of
Phaseolus vulgaris L. cv. Pak by changing antioxidant enzymes and photosynthetic
parameters. Acta Physiologiae Plantarum, 44(4), 1-12.

Baba, S. A,, Jain, D., Abbas, N., & Ashraf, N. (2015). Overexpression of Crocus carotenoid
cleavage dioxygenase, CsCCD4b, in Arabidopsis imparts tolerance to dehydration, salt
and oxidative stresses by modulating ROS machinery. Journal of plant
physiology, 189, 114-125.

Back, K., Tan, D. X., & Reiter, R. J. (2016). Melatonin biosynthesis in plants: multiple
pathways catalyze tryptophan to melatonin in the cytoplasm or chloroplasts. Journal of
Pineal Research, 61(4), 426-437.

Bahcesular, B., Yildirim, E. D., Karacocuk, M., Kulak, M., & Karaman, S. (2020). Seed
priming with melatonin effects on growth, essential oil compounds and antioxidant
activity of basil (Ocimum basilicum L.) under salinity stress. Industrial Crops and
Products, 146, 112165.

Bailey-Serres, J., Parker, J. E., Ainsworth, E. A., Oldroyd, G. E., & Schroeder, J. I. (2019).
Genetic strategies for improving crop yields. Nature, 575(7781), 109-118.

Barampama, Z., & Simard, R. E. (1993). Nutrient composition, protein quality and
antinutritional factors of some varieties of dry beans (Phaseolus vulgaris) grown in
Burundi. Food Chemistry, 47(2), 159-167.

Bargaz, A., Nassar, R. M. A., Rady, M. M., Gaballah, M. S., Thompson, S. M., Brestic, M., ...
& Abdelhamid, M. T. (2016). Improved salinity tolerance by phosphorus fertilizer in
two Phaseolus vulgaris recombinant inbred lines contrasting in their
P-efficiency. Journal of Agronomy and Crop Science, 202(6), 497-507.

Barr, H. D., & Weatherley, P. E. (1962). A re-examination of the relative turgidity technique
for estimating water deficit in leaves. Aust J Biol Sci, 15(3), 413-428.

Barraza, A., Cabrera-Ponce, J. L., Gamboa-Becerra, R., Luna-Martinez, F., Winkler, R., &
Alvarez-Venegas, R. (2015). The Phaseolus vulgaris PvTRX1h gene regulates plant
hormone biosynthesis in embryogenic callus from common bean. Frontiers in Plant
Science, 6, 577.

62



Bashir, T., Naz, S., & Bano, A. (2020). Plant growth promoting rhizobacteria in combination
with plant growth regulators attenuate the effect of drought stress. Pak. J. Bot, 52(3),
783-792.

Beebe, S. E., Rao, I. M., Mukankusi, C. M., & Buruchara, R. A. (2012). Improving resource
use efficiency and reducing risk of common bean production in Africa, Latin America,
and the Caribbean. International Center for Tropical Agriculture.

Bewley, J. D., Bradford, K., & Hilhorst, H. (2012). Seeds: physiology of development,
germination and dormancy. Springer Science & Business Media.

Botia, P., Navarro, J. M., Cerda, A., & Martinez, V. (2005). Yield and fruit quality of two
melon cultivars irrigated with saline water at different stages of
development. European Journal of Agronomy, 23(3), 243-253.

Bouvier, F., Isner, J. C., Dogbo, O., & Camara, B. (2005). Oxidative tailoring of carotenoids:
a prospect towards novel functions in plants. Trends in plant science, 10(4), 187-194.

Bozcuk, S. (1978). Domates (Lycopersicum esculentum Mill.), arpa (Hordeum vulgare L.) ve
pamuk (Gossypium hirsitum L.) bitkilerinin biiyiime ve gelismesinde tuz-Kinetin
etkilesimi iizerinde arastirmalar. Dogentlik tezi, Hacettepe Universitesi, Fen Fakiiltesi.

Broughton, W. J., Hernandez, G., Blair, M., Beebe, S., Gepts, P., & Vanderleyden, J. (2003).
Beans (Phaseolus spp.)-model food legumes. Plant and soil, 252(1), 55-128.

Burssens, S., Himanen, K., Van de Cotte, B., Beeckman, T., Van Montagu, M., Inzé, D., &
Verbruggen, N. (2000). Expression of cell cycle regulatory genes and morphological
alterations in response to salt stress in Arabidopsis thaliana. Planta, 211(5), 632-640.

Butcher, K., Wick, A. F., DeSutter, T., Chatterjee, A., & Harmon, J. (2016). Soil salinity: A
threat to global food security. Agronomy Journal, 108(6), 2189-2200.

Byeon, Y., & Back, K. (2014). Melatonin synthesis in rice seedlings in vivo is enhanced at
high temperatures and under dark conditions due to increased serotonin
N-acetyltransferase and N-acetylserotonin methyltransferase activities. Journal of
Pineal Research, 56(2), 189-195.

Cao, Y., Guo, X. L., Zhang, Q., Cao, Z. Y., Zhao, Y. X., & Zhang, H. (2005). Isolation and
characterization of carotenoid cleavage dioxygenase genein halophyte Suaeda
salsa. Plant growth regulation, 46(1), 61-67.

Chavez-Mendoza, C., & Sanchez, E. (2017). Bioactive compounds from Mexican varieties of
the common bean (Phaseolus vulgaris): Implications for health. Molecules, 22(8),
1360.

Chawla, S., Jain, S., & Jain, V. (2013). Salinity induced oxidative stress and antioxidant
system in salt-tolerant and salt-sensitive cultivars of rice (Oryza sativa L.). Journal of
plant biochemistry and biotechnology, 22(1), 27-34.

Chen, S., Gollop, N., & Heuer, B. (2009). Proteomic analysis of salt-stressed tomato
(Solanum lycopersicum) seedlings: effect of genotype and exogenous application of
glycinebetaine. Journal of Experimental Botany, 60(7), 2005-2019.

Chen, Y., Zhang, Y., Nawaz, G., Zhao, C., Li, Y., Dong, T., ... & Xu, T. (2020). Exogenous
melatonin attenuates post-harvest decay by increasing antioxidant activity in wax
apple (Syzygium samarangense). Frontiers in plant science, 1411.

Chutipaijit, S., Cha-um, S., & Sompornpailin, K. (2011). High contents of proline and
anthocyanin increase protective response to salinity in’Oryza sativa’L.
spp.’indica’. Australian Journal of Crop Science, 5(10), 1191-1198.

63



Cokkizgin, A. (2012). Salinity stress in common bean (Phaseolus vulgaris L.) seed
germination. Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca, 40(1), 177-182.

Cunningham Jr, F. X., & Gantt, E. (1998). Genes and enzymes of carotenoid biosynthesis in
plants. Annual review of plant biology, 49(1), 557-583.

Cunningham Jr, F. X., Pogson, B., Sun, Z., McDonald, K. A., DellaPenna, D., & Gantt, E.
(1996). Functional analysis of the beta and epsilon lycopene cyclase enzymes of
Arabidopsis reveals a mechanism for control of cyclic carotenoid formation. The Plant
Cell, 8(9), 1613-1626.

Czarnecki, O., Yang, J., Weston, D. J., Tuskan, G. A., & Chen, J. G. (2013). A dual role of
strigolactones in phosphate acquisition and utilization in plants. International journal
of molecular sciences, 14(4), 7681-7701.

Cavusoglu, K., Kaya, A., Yilmaz, F., & Yal¢in, E. (2012). Effects of cypermethrin on Allium
cepa. Environmental toxicology, 27(10), 583-5809.

Culha, S., & CAKIRLAR, H. (2011). Tuzlulugun bitkiler iizerine etkileri ve tuz tolerans
mekanizmalari. Afyon Kocatepe Universitesi Fen ve Miihendislik Bilimleri
Dergisi, 11(2), 11-34.

Dantas, B. F., Ribeiro, L. D. S., & Aragdo, C. A. (2007). Germination, initial growth and
cotyledon protein content of bean cultivars under salinity stress. Revista Brasileira de
Sementes, 29(2), 106-110.

Dash, M., & Panda, S. K. (2001). Salt stress induced changes in growth and enzyme activities
in germinating Phaseolus mungo seeds. Biologia plantarum, 44(4), 587-589.

Daszkowska-Golec, A. (2011). Arabidopsis seed germination under abiotic stress as a concert
of action of phytohormones. OMICS: a journal of integrative biology, 15(11), 763-
774.

Davison, P. A., Hunter, C. N., & Horton, P. (2002). Overexpression of [-carotene
hydroxylase enhances stress tolerance in Arabidopsis. Nature, 418(6894), 203-206.

Del Amor, F. M., Martinez, V., & Cerda, A. (2001). Salt tolerance of tomato plants as
affected by stage of plant development. HortScience, 36(7), 1260-1263.

Delgado-Salinas, A., Bibler, R., & Lavin, M. (2006). Phylogeny of the genus Phaseolus
(Leguminosae): a recent diversification in an ancient landscape. Systematic
Botany, 31(4), 779-791.

Dickinson, A. J., Lehner, K., Mi, J., Jia, K. P., Mijar, M., Dinneny, J., ... & Benfey, P. N.
(2019). B-Cyclocitral is a conserved root growth regulator. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 116(21), 10563-10567.

Dogru, A., & Canavar, S. (2020). Bitkilerde tuz toleransinin fizyolojik ve biyokimyasal
bilesenleri. Academic Platform Journal of Engineering and Science, 8(1), 155-174.

Dubbels, R., Reiter, R. J., Klenke, E., Goebel, A., Schnakenberg, E., Ehlers, C., ... & Schloot,
W. (1995). Melatonin in edible plants identified by radioimmunoassay and by high
performance liquid chromatography-mass  spectrometry. Journal of pineal
research, 18(1), 28-31.

El Nahhas, N., AlKahtani, M. D., Abdelaal, K. A., Al Husnain, L., AlGwaiz, H. I., Hafez, Y.
M., ... & Elkelish, A. (2021). Biochar and jasmonic acid application attenuates
antioxidative systems and improves growth, physiology, nutrient uptake and
productivity of faba bean (Vicia faba L.) irrigated with saline water. Plant Physiology
and Biochemistry, 166, 807-817.

64



Elgi S, 1982. Sitogenetikte Gozlemler ve Arastirma Yontemleri. Firat Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Yayinlari, 3, 37-85. Elaz1g.

El-Flaah, R. F., El-Said, R. A., Nassar, M. A., Hassan, M., & Abdelaal, K. A. A. (2021).
Effect of rhizobium, nano silica and ascorbic acid on morpho-physiological characters
and gene expression of POX and PPO in faba bean (Vicia faba L.) under salinity stress
conditions. Fresenius Environ. Bull, 30, 5751-5764.

Elkoca, E. (1997). Fasulye (Phaseolus vulgaris L)’de Tuza Dayaniklilik Uzerine Bir
Arastirma. Atatiirk Univ. Fen Bil. Enst (Doctoral dissertation, Yiiksek Lisans Tezi,
Erzurum).

El-Lethy, S. R., Abdelhamid, M. T., & Reda, F. (2013). Effect of potassium application on
wheat (Triticum aestivum L.) cultivars grown under salinity stress. World Appl Sci
J, 26(7), 840-850.

El-Mahdy, M. T., Youssef, M., & Elazab, D. S. (2022). In vitro screening for salinity
tolerance in pomegranate (Punica granatum L.) by morphological and molecular
characterization. Acta Physiologiae Plantarum, 44(2), 1-11.

El-Ramady, H., Alshaal, T., Elhawat, N., Ghazi, A., Elsakhawy, T., Omara, A. E. D., ... &
Schnug, E. (2018). Plant nutrients and their roles under saline soil conditions. In Plant
nutrients and abiotic stress tolerance (pp. 297-324). Springer, Singapore.

ElSayed, A. I., Boulila, M., Rafudeen, M. S., Mohamed, A. H., Sengupta, S., Rady, M., &
Omar, A. A. (2020). Melatonin regulatory mechanisms and phylogenetic analyses of
melatonin biosynthesis related genes extracted from peanut under salinity
stress. Plants, 9(7), 854.

ElSayed, A. I., Rafudeen, M. S., Gomaa, A. M., & Hasanuzzaman, M. (2021). Exogenous
melatonin  enhances the reactive oxygen species metabolism, antioxidant
defense-related gene expression, and photosynthetic capacity of Phaseolus vulgaris L.
to confer salt stress tolerance. Physiologia Plantarum, 173(4), 1369-1381.

Elstner, E. F. (1987). Metabolism of activated oxygen species. In Biochemistry of
metabolism (pp. 253-315). Academic Press.

Fahad, S., Sonmez, O., Saud, S., Wang, D., Wu, C., Adnan, M., & Turan, V. (Eds.).
(2021). Plant growth regulators for climate-smart agriculture. CRC Press.

FAO, 2022. http://www.fao.org/ (23.02.2022).

Faroog, M., Gogoi, N., Barthakur, S., Baroowa, B., Bharadwaj, N., Alghamdi, S. S., &
Siddique, K. H. (2017). Drought stress in grain legumes during reproduction and grain
filling. Journal of Agronomy and Crop Science, 203(2), 81-102.

Flores-Sosa, A. R., Aquino-Bolafios, E. N., Cardador-Martinez, A., Chavez-Servia, J. L.,
Vera-Guzman, A. M., Carrillo-Rodriguez, J. C., & Jiménez, J. E. A. (2020). Variation
in protein and amino acids content among landraces of common bean (Phaseolus
vulgaris L.). Emirates Journal of Food and Agriculture, 750-760.

Fu, J., Wu, Y., Miao, Y., Xu, Y., Zhao, E., Wang, J., ... & Hu, T. (2017). Improved cold
tolerance in Elymus nutans by exogenous application of melatonin may involve ABA-
dependent and ABA-independent pathways. Scientific reports, 7(1), 1-11.

Gadallah, M. A. A. (1999). Effects of proline and glycinebetaine on Vicia faba responses to
salt stress. Biologia plantarum, 42(2), 249-257.

Gama, P. B. S., Inanaga, S., Tanaka, K., & Nakazawa, R. (2007). Physiological response of
common bean (Phaseolus vulgaris L.) seedlings to salinity stress. African Journal of
biotechnology, 6(2).

65



Ge, Z., Rubio, G., & Lynch, J. P. (2000). The importance of root gravitropism for inter-root
competition and phosphorus acquisition efficiency: results from a geometric
simulation model. Plant and soil, 218(1), 159-171.

Ghoulam, C., Foursy, A., & Fares, K. (2002). Effects of salt stress on growth, inorganic ions
and proline accumulation in relation to osmotic adjustment in five sugar beet
cultivars. Environmental and experimental Botany, 47(1), 39-50.

Giuliano, G., Al-Babili, S., & Von Lintig, J. (2003). Carotenoid oxygenases: cleave it or leave
it. Trends in plant science, 8(4), 145-149.

Glimn-Lacy, J., & Kaufman, P. B. (1984). Names and Terms. In Botany Illustrated (pp. 1-40).
Springer, Dordrecht.

Gomes-Filho, E., Lima, C. R. F. M., Costa, J. H., da Silva, A. C. M., da Guia Silva Lima, M.,
de Lacerda, C. F., & Prisco, J. T. (2008). Cowpea ribonuclease: properties and effect
of NaCl-salinity on its activation during seed germination and seedling
establishment. Plant Cell Reports, 27(1), 147-157.

Goodwin, T. W. (1980). Carotenoids in higher plants. In The biochemistry of the
carotenoids (pp. 143-203). Springer, Dordrecht.

Gotz, T., Sandmann, G., & Romer, S. (2002). Expression of a bacterial carotene hydroxylase
gene (crtZ) enhances UV tolerance in tobacco. Plant molecular biology, 50(1), 127-
140.

Graham, P. H., & Ranalli, P. (1997). Common bean (Phaseolus vulgaris L.). Field Crops
Research, 53(1-3), 131-146.

Granito, M., Frias, J., Doblado, R., Guerra, M., Champ, M., & Vidal-Valverde, C. (2002).
Nutritional  improvement of beans (Phaseolus wvulgaris) by natural
fermentation. European Food Research and Technology, 214(3), 226-231.

Guajardo-Flores D, Serna-Saldivar SO, Gutiérrez-Uribe JA. Evaluation of the antioxidant and
antiproliferative activities of extracted saponins and flavonols from germinated black
beans (Phaseolus vulgaris L.). Food Chem. 2013;141(2):1497-503.

Guevara-Gonzalez, R. G., & Torres-Pacheco, I. (2006). Advances in agricultural and food
biotechnology, 2006.

Giiltekin, M. (2018). Potasyum nitratin tuz stresinde yetisen domates bitkisinin fizyolojik
gelisimine ve verime etkisi/The effects of potassium nitrate on the physiological
development and vyield of tomato plants grow under salinity stress (Doctoral
dissertation).

Halliwell, B., & Gutteridge, J. M. (1985). Free radicals in biology and medicine.

Han, Y., Gao, Y., Li, M., Du, Y., Zhang, Y., Zhang, W., ... & Wu, H. (2021). The molecular
events underpinning cultivar differences in melatonin counteracting salt damage in
Phaseolus vulgaris. Functional Plant Biology.

Hardeland, R. (2016). Melatonin in plants—diversity of levels and multiplicity of
functions. Frontiers in Plant Science, 7, 198.

Hasan, M., Ahammed, G. J., Yin, L., Shi, K., Xia, X., Zhou, Y., ... & Zhou, J. (2015).
Melatonin mitigates cadmium phytotoxicity through modulation of phytochelatins
biosynthesis, vacuolar sequestration, and antioxidant potential in Solanum
lycopersicum L. Frontiers in Plant Science, 6, 601.

Hasanuzzaman, M., Alam, M., Rahman, A., Hasanuzzaman, M., Nahar, K., & Fujita, M.
(2014). Exogenous proline and glycine betaine mediated upregulation of antioxidant

66



defense and glyoxalase systems provides better protection against salt-induced
oxidative stress in two rice (Oryza sativa L.) varieties. BioMed Research
International, 2014.

Hasanuzzaman, M., Bhuyan, M. H. M., Zulfiqar, F., Raza, A., Mohsin, S. M., Mahmud, J. A.,
... & Fotopoulos, V. (2020). Reactive oxygen species and antioxidant defense in plants
under abiotic stress: Revisiting the crucial role of a universal defense
regulator. Antioxidants, 9(8), 681.

Hasegawa, P. M., Bressan, R. A., Zhu, J. K., & Bohnert, H. J. (2000). Plant cellular and
molecular responses to high salinity. Annual review of plant biology, 51(1), 463-499.

Hassanein, R. A., Hashem, H. A., & Khalil, R. R. (2012). Stigmasterol treatment increases
salt stress tolerance of faba bean plants by enhancing antioxidant systems. Plant
Omics, 5(5), 476-485.

Hattori, A., Migitaka, H., ligo, M., Itoh, M., Yamamoto, K., Ohtani-Kaneko, R., ... & Reiter,
R. J. (1995). Identification of melatonin in plants and its effects on plasma melatonin
levels and binding to melatonin receptors in vertebrates. Biochemistry and molecular
biology international, 35(3), 627-634.

Heidari, M., & Jamshid, P. (2010). Interaction between salinity and potassium on grain yield,
carbohydrate content and nutrient uptake in pearl millet. ARPN Journal of Agricultural
and Biological Science, 5(6), 39-46.

Helmey, R. (2021). Using Sugarcane Waste to Reduce Cytogenetic Impairment in Vicia faba
Exposed to Saltiness Stress. Egyptian Journal of Botany, 61(1), 41-51.

Hernandez, J. A., Campillo, A., Jimenez, A., Alarcon, J. J., & Sevilla, F. (1999). Response of
antioxidant systems and leaf water relations to NaCl stress in pea plants. The New
Phytologist, 141(2), 241-251.

Hernandez-Ruiz, J., Cano, A., & Arnao, M. B. (2005). Melatonin acts as a growth-stimulating
compound in some monocot species. Journal of pineal research, 39(2), 137-142.

Hoagland, D. R., & Arnon, D. I. (1938). Growing plants without soil by the water-culture
method. Growing plants without soil by the water-culture method.

Hu, Y., & Schmidhalter, U. (2005). Drought and salinity: a comparison of their effects on
mineral nutrition of plants. Journal of Plant Nutrition and Soil Science, 168(4), 541-
549.

Huang, R., Sukprakarn, S., Phavaphutanon, L., Juntakool, S., & Chaikul, C. (2006). A
comparison of electric field treatments to hydropriming on cucumber seed germination
enhancement. Agriculture and Natural Resources, 40(3), 559-565.

Hussain, S., Zhu, C., Bai, Z., Huang, J., Zhu, L., Cao, X,, ... & Zhang, J. (2019). iTRAQ-
based protein profiling and biochemical analysis of two contrasting rice genotypes
revealed their differential responses to salt stress. International journal of molecular
sciences, 20(3), 547.

I Ahmed, H. M., & M EI Sayed, S. S. (2021). Alleviation of Natural Salinity Stress on
Seedlings and Growth of Cowpea Plants Using Some Different Protective Treatments
i il dlga ) aldl) andall e il gai g il Lol aladiuly ey cilallaall ddlisdl, Journal

of Plant Production, 12(7), 701-710.

Imran, M., Latif Khan, A., Shahzad, R., Aaqgil Khan, M., Bilal, S., Khan, A., ... & Lee, I. J.
(2021). Exogenous melatonin induces drought stress tolerance by promoting plant
growth and antioxidant defence system of soybean plants. AoB Plants, 13(4), plab026.

67



Isayenkov, S. V., & Maathuis, F. J. (2019). Plant salinity stress: many unanswered questions
remain. Frontiers in plant science, 10, 80.

lyengar, E. R. R, & Reddy, M. P. (1996). Photosynthesis in highly salt tolerant
plants. Handbook of photosynthesis. Marshal Dekar, Baten Rose, USA, 909.

Jiang, C., Cui, Q., Feng, K., Xu, D., Li, C., & Zheng, Q. (2016). Melatonin improves
antioxidant capacity and ion homeostasis and enhances salt tolerance in maize
seedlings. Acta physiologiae plantarum, 38(4), 1-9.

Jiang, W., & Liu, D. (1999). Effects of Pb*? on root growth, cell division, and nucleolus of
Brassica juncea L. Israel journal of plant sciences, 47(3), 153-156.

Jing, P., Zou, J., Kong, L., Hu, S., Wang, B., Yang, J., & Xie, G. (2016). OsCCD1, a novel
small calcium-binding protein with one EF-hand motif, positively regulates osmotic
and salt tolerance in rice. Plant Science, 247, 104-114.

Kahrizi, S., Sedighi, M., & Sofalian, O. (2012). Effect of salt stress on proline and activity of
antioxidant enzymes in ten durum wheat cultivars. Annals of Biological
Research, 3(8), 3870-3874.

Kantar, F., & Elkoca, E. (2013). Kiiltiir Bitkilerinde Tuza Dayamklilik. Atatiirk Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 29(1).

Karabay, U., Toptas, A., Yanik, J., & Aktas, L. (2021). Does Biochar Alleviate Salt Stress
Impact on Growth of Salt-Sensitive Crop Common Bean. Communications in Soil
Science and Plant Analysis, 52(5), 456-469.

Kav, N. N., Srivastava, S., Goonewardene, L., & Blade, S. F. (2004). Proteome-level changes
in the roots of Pisum sativum in response to salinity. Annals of Applied
Biology, 145(2), 217-230.

Kaya, C., Higgs, D., Ashraf, M., Alyemeni, M. N., & Ahmad, P. (2020). Integrative roles of
nitric oxide and hydrogen sulfide in melatonin-induced tolerance of pepper (Capsicum
annuum L.) plants to iron deficiency and salt stress alone or in
combination. Physiologia plantarum, 168(2), 256-277.

Kaya, E. (2011). Erken bitki gelisme asamasinda kuraklik ve tuzluluk streslerine tolerans

bakimindan fasulye genotipinin taranmasi. Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans
Tezi, 212.

Kaymakanova, M., Stoeva, N., & Mincheva, T. (2008). Salinity and its effects on the
physiological response of bean (Phaseolus vulgaris L.). Journal of Central European
Agriculture, 9(4), 749-755.

Khan, A. N., Qureshi, R. H., & Ahmad, N. (1995). Performance of cotton cultivars in saline
growth media at germination stage. Sarhad Journal of Agriculture (Pakistan).

Khan, M. A., & Rizvi, Y. (1994). Effect of salinity, temperature, and growth regulators on the
germination and early seedling growth of Atriplex griffithii var. stocksii. Canadian
Journal of Botany, 72(4), 475-479.

Khan, M. A., Khan, M. A., & Weber, D. J. (Eds.). (2006). Ecophysiology of high salinity
tolerant plants (\Vol. 40). Springer Science & Business Media.

Khan, N. A., & Singh, S. (2008). Plant Responses to Abiotic Stresses. IK International, New
Delhi.

Khripach, V., Zhabinskii, V., & de Groot, A. (2000). Twenty years of brassinosteroids:
steroidal plant hormones warrant better crops for the XXI century. Annals of
botany, 86(3), 441-447.

68



Kislalioglu, M., & Berkes, F. (1990). Cevre ve Ekoloji. istanbul: Remzi Kitabevi, Ankara
Caddesi, 93.

Kietkowska, A. (2017). Cytogenetic effect of prolonged in vitro exposure of Allium cepa L.
root meristem cells to salt stress. Cytology and Genetics, 51(6), 478-484.

Kim, Y., Hwang, I., Jung, H. J., Park, J. I., Kang, J. G., & Nou, I. S. (2016). Genome-wide
classification and abiotic stress-responsive expression profiling of carotenoid
oxygenase genes in Brassica rapa and Brassica oleracea. Journal of plant growth
regulation, 35(1), 202-214.

Kloer, D. P., Ruch, S., Al-Babili, S., Beyer, P., & Schulz, G. E. (2005). The structure of a
retinal-forming carotenoid oxygenase. Science, 308(5719), 267-269.

Korkmaz, H., & Durmaz, A. (2017). Bitkilerin Abiyotik Stres Faktorlerine Kars1 Gelistirilen
Cevaplar. Giimiishane Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 7(2), 192-207.

Koyro, H. W. (2002). Ultrastructural effects of salinity in higher plants. In Salinity:
Environment-Plants-Molecules (pp. 139-157). Springer, Dordrecht.

Kul, R., 2019. Erzurum Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Popiilasyonunun Morfolojik,
Molekiiler Karakterizasyonu ve Seleksiyonu. Doktora tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Erzurum, Tiirkiye.

Kul, R., Ekinci, M., Turan, M., & Yildirim, E. (2021). Impact of Biochar on Growth,
Physiology and Antioxidant Activity of Common Bean Subjected to Salinity
Stress. Global Journal of Botanical Science, 9, 8-13.

Kul, R., Esringii, A., Dadasoglu, E., Sahin, U., Turan, M., Ors, S., ... & Yildirim, E. (2019).
Melatonin: Role in increasing plant tolerance in abiotic stress conditions. Abiotic and
Biotic Stress in Plants, 1, 19.

Kul, R., Esringii, A., Dadasoglu, E., Sahin, U., Turan, M., Ors, S., ... & Yildirim, E. (2019).
Melatonin: Role in increasing plant tolerance in abiotic stress conditions. Abiotic and
Biotic Stress in Plants, 1, 19.

Kume, A., Akitsu, T., & Nasahara, K. N. (2018). Why is chlorophyll b only used in light-
harvesting systems?. Journal of Plant research, 131(6), 961-972.

Kurth, E., Cramer, G. R., Lauchli, A., & Epstein, E. (1986). Effects of NaCl and CaCl2 on
cell enlargement and cell production in cotton roots. Plant Physiology, 82(4), 1102-
1106.

Lauchli, A., & Epstein, E. (1990). Plant responses to saline and sodic conditions. Agricultural
salinity assessment and management, 71, 113-137.

Ledford, H. K., Baroli, 1., Shin, J. W., Fischer, B. B., Eggen, R. I. L., & Niyogi, K. K. (2004).
Comparative profiling of lipid-soluble antioxidants and transcripts reveals two phases
of photo-oxidative stress in a xanthophyll-deficient mutant of Chlamydomonas
reinhardtii. Molecular Genetics and Genomics, 272(4), 470-479.

Lee, S., Cho, J.,, & Elimelech, M. (2004). Influence of colloidal fouling and feed water
recovery on salt rejection of RO and NF membranes. Desalination, 160(1), 1-12.

Li, C., Wang, P., Wei, Z., Liang, D., Liu, C., Yin, L., ... & Ma, F. (2012). The mitigation
effects of exogenous melatonin on salinity-induced stress in  Malus
hupehensis. Journal of pineal research, 53(3), 298-306.

Li, H., Chang, J., Chen, H., Wang, Z., Gu, X., Wei, C., ... & Zhang, X. (2017). Exogenous
melatonin confers salt stress tolerance to watermelon by improving photosynthesis and
redox homeostasis. Frontiers in plant science, 8, 295.

69



Li, J.,, Liu, J., Zhu, T., Zhao, C., Li, L., & Chen, M. (2019). The role of melatonin in salt stress
responses. International journal of molecular sciences, 20(7), 1735.

Li, J., Liu, Y., Zhang, M., Xu, H., Ning, K., Wang, B., & Chen, M. (2022). Melatonin
increases growth and salt tolerance of Limonium bicolor by improving photosynthetic
and antioxidant capacity. BMC plant biology, 22(1), 1-14.

Li, R. H., Guo, P. G., Michael, B., Stefania, G., & Salvatore, C. (2006). Evaluation of
chlorophyll content and fluorescence parameters as indicators of drought tolerance in
barley. Agricultural Sciences in China, 5(10), 751-757.

Li, X., Ahammed, G. J.,, Zhang, X. N., Zhang, L., Yan, P., Zhang, L. P., ... & Han, W. Y.
(2021). Melatonin-mediated regulation of anthocyanin biosynthesis and antioxidant
defense confer tolerance to arsenic stress in Camellia sinensis L. Journal of Hazardous
Materials, 403, 123922.

Li, X., Ahammed, G. J., Zhang, Y. Q., Zhang, G. Q., Sun, Z. H., Zhou, J., ... & Shi, K. (2015).
Carbon dioxide enrichment alleviates heat stress by improving cellular redox
homeostasis through an ABA-independent process in tomato plants. Plant
Biology, 17(1), 81-89.

Liang, D., Ni, Z., Xia, H., Xie, Y., Lv, X,, Wang, J., ... & Luo, X. (2019). Exogenous
melatonin promotes biomass accumulation and photosynthesis of kiwifruit seedlings
under drought stress. Scientia Horticulturae, 246, 34-43.

Liu, Z., CAI, J. S, LI, J. J,, LU, G. Y., LI, C. S,, FU, G. P, ... & Cheng, Y. (2018).
Exogenous application of a low concentration of melatonin enhances salt tolerance in
rapeseed (Brassica napus L.) seedlings. Journal of Integrative Agriculture, 17(2), 328-
335.

Livak, K. J., & Schmittgen, T. D. (2001). Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2— AACT method. methods, 25(4), 402-408.

Lopez Vazquez, C. M. (2019). Efectos de los ureidos y de la fijacion simbiotica de nitrogeno
en la tolerancia a la sequia en plantas de judia.

Lopez, C. M. L., Takahashi, H., & Yamazaki, S. (2002). Plant—water relations of kidney bean
plants treated with NaCl and foliarly applied glycinebetaine. Journal of Agronomy and
Crop Science, 188(2), 73-80.

Lutts, S., Kinet, J. M., & Bouharmont, J. (1996). NaCl-induced senescence in leaves of rice
(Oryza sativa L.) cultivars differing in salinity resistance. Annals of botany, 78(3),
389-398.

Maas, E. V., & Hoffman, G. J. (1977). Crop salt tolerance current assessment. Journal of the
irrigation and drainage division, 103(2), 115-134.

Malick, C. E. H., Ling-Feng, M., Da-Dong, L., & Fan, Y. (2021). Insights into Metabolic
Engineering of the Biosynthesis of Glycine Betaine and Melatonin to Improve Plant
Abiotic Stress Tolerance. In Botany-Recent Advances and Applications. IntechOpen.

Mansour, M. M. F. (2013). Plasma membrane permeability as an indicator of salt tolerance in
plants. Biologia Plantarum, 57(1), 1-10.

Mansour, M. M. F., & Salama, K. H. (2004). Cellular basis of salinity tolerance in
plants. Environmental and Experimental Botany, 52(2), 113-122.

Mansour, M. M. F., & Salama, K. H. A. (2020). Proline and abiotic stresses: Responses and
adaptation. In Plant ecophysiology and adaptation under climate change: Mechanisms
and perspectives Il (pp. 357-397). Springer, Singapore.

70



Marschner, C. (1996). H. Marschner, Mineral Nutrition of Higher Plants, Academic Press,
London (1995), p. 889,(ISBN 0-12-473543-6). Price: 29.95 Pound Sterling.

Martinez, V., Nieves-Cordones, M., Lopez-Delacalle, M., Rodenas, R., Mestre, T. C., Garcia-
Sanchez, F., ... & Rivero, R. M. (2018). Tolerance to stress combination in tomato
plants: new insights in the protective role of melatonin. Molecules, 23(3), 535.

Matthews, C., Arshad, M., & Hannoufa, A. (2019). Alfalfa response to heat stress is
modulated by microRNA156. Physiologia plantarum, 165(4), 830-842.

Meguekam, T. L., Moualeu, D. P., Taffouo, V. D., & StiiTzel, H. (2021). Changes in plant
growth, leaf relative water content and physiological traits in response to salt stress in
peanut (Arachis hypogaea L.) varieties. Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-
Napoca, 49(1), 12049-12049.

Meher, P. S., Reddy, K. A., & Rao, D. M. (2018). Effect of PEG-6000 imposed drought stress
on RNA content, relative water content (RWC), and chlorophyll content in peanut
leaves and roots. Saudi Journal of Biological Sciences, 25(2), 285.

Meloni, D. A., Oliva, M. A., Martinez, C. A., & Cambraia, J. (2003). Photosynthesis and
activity of superoxide dismutase, peroxidase and glutathione reductase in cotton under
salt stress. Environmental and experimental botany, 49(1), 69-76.

Mesi, A., & Kopliku, D. (2013). Cytotoxic and genotoxic potency screening of two pesticides
on Allium cepa L. Procedia Technology, 8, 19-26.

Miller, G., Schlauch, K., Tam, R., Cortes, D., Torres, M. A., Shulaev, V., ... & Mittler, R.
(2009). The plant NADPH oxidase RBOHD mediates rapid systemic signaling in
response to diverse stimuli. Science signaling, 2(84), ra45-ra45.

Mittler, R. (2002). Oxidative stress, antioxidants and stress tolerance. Trends in plant
science, 7(9), 405-410.

Mohamed, H. I, EI-Sayed, A. A., Rady, M. M., Caruso, G., Sekara, A., & Abdelhamid, M. T.
(2021). Coupling effects of phosphorus fertilization source and rate on growth and ion
accumulation of common bean under salinity stress. PeerJ, 9, e11463.

Muhammed, M. A., Mohamed, A. K. S., Qayyum, M. F., Haider, G., & Ali, H. A. (2022).
Physiological response of mango transplants to phytohormones under salinity
stress. Scientia Horticulturae, 296, 110918.

Munns, R. (2002). Comparative physiology of salt and water stress. Plant, cell &
environment, 25(2), 239-250.

Munns, R. (2005). Genes and salt tolerance: bringing them together. New phytologist, 167(3),
645-663.

Munns, R., & Tester, M. (2008). Mechanisms of salinity tolerance. Annu. Rev. Plant
Biol., 59, 651-681.

Munns, R., Husain, S., Rivelli, A. R., James, R. A., Condon, A. G,, Lindsay, M. P., ... & Hare,
R. A. (2002). Avenues for increasing salt tolerance of crops, and the role of
physiologically based selection traits. In Progress in plant nutrition: plenary lectures of
the X1V international plant nutrition colloquium (pp. 93-105). Springer, Dordrecht.

Murashige, T., & Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bio assays with
tobacco tissue cultures. Physiologia plantarum, 15(3), 473-497.

Mushtaq, Z., Faizan, S., Gulzar, B., Mushtag, H., Bushra, S., Hussain, A., & Hakeem, K. R.
(2022). Changes in Growth, Photosynthetic Pigments, Cell Viability, Lipid

71



Peroxidation and Antioxidant Defense System in Two Varieties of Chickpea (Cicer
arietinum L.) Subjected to Salinity Stress. Phyton, 91(1), 149.

Nawaz, H., Shad, M. A., Rehman, N., Andaleeb, H., & Ullah, N. (2020). Effect of solvent
polarity on extraction yield and antioxidant properties of phytochemicals from bean
(Phaseolus vulgaris) seeds. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 56.

Nawaz, M. A., Huang, Y., Bie, Z., Ahmed, W., Reiter, R. J., Niu, M., & Hameed, S. (2016).
Melatonin: current status and future perspectives in plant science. Frontiers in plant
science, 6, 1230.

Neamatollahi, E., Bannayan, M., Darban, A. S., & Ghanbari, A. (2009). Hydropriming and
osmopriming effects on cumin (Cuminum Cyminum L.) seeds germination. World
Academy of Science, Engineering and Technology, 57, 526-529.

Negrao, S., Schmockel, S. M., & Tester, M. (2017). Evaluating physiological responses of
plants to salinity stress. Annals of botany, 119(1), 1-11.

Neila, A., Adnane, B., Manel, B., Boulbaba, L., Cherki, G., & Bouaziz, S. (2012). Symbiotic
responses to insoluble phosphorus supply in common bean (Phaseolus vulgaris L.):
Rhizobia symbiosis. African Journal of Biotechnology, 11(19), 4360-4367.

Neill, S. J. (2002). Hydrogen peroxide and nitric oxide as signaling molecules in plants. J.
exp. Bot., 53, 388-395.

Nieman, R. H. (1965). Expansion of bean leaves and its suppression by salinity. Plant
Physiology, 40(1), 156.

Ohmiya, A. (2009). Carotenoid cleavage dioxygenases and their apocarotenoid products in
plants. Plant Biotechnology, 26(4), 351-358.

Ohmiya, A., Kishimoto, S., Aida, R., Yoshioka, S., & Sumitomo, K. (2006). Carotenoid
cleavage dioxygenase (CmCCD4a) contributes to white color formation in
chrysanthemum petals. Plant physiology, 142(3), 1193-1201.

Ortega, T. D. J., Aceves, G. E. B., Sotelo, M. R., & Fernandez, J. Y. (2013). Methanolic
extracts antioxidant and antimicrobial activities from five varieties of common beans
(Phaseolus vulgaris L.). International Journal of Engineering Research and
Technology [Internet]. ESRSA Publications.

Osman, M. S., Badawy, A. A., Osman, A. |., & Abdel Latef, A. A. H. (2021). Ameliorative
impact of an extract of the halophyte Arthrocnemum macrostachyum on growth and
biochemical parameters of soybean under salinity stress. Journal of Plant Growth
Regulation, 40(3), 1245-1256.

Othman, Y., Al-Karaki, G., Al-Tawaha, A. R., & Al-Horani, A. (2006). Variation in
germination and ion uptake in barley genotypes under salinity conditions. World
Journal of Agricultural Sciences, 2(1), 11-15.

Palma, F., Lluch, C., Iribarne, C., Garcia-Garrido, J. M., & Tejera Garcia, N. A. (2009).
Combined effect of salicylic acid and salinity on some antioxidant activities, oxidative
stress and metabolite accumulation in Phaseolus vulgaris. Plant  Growth
Regulation, 58(3), 307-316.

Pardo-Hernandez, M., Lopez-Delacalle, M., & Rivero, R. M. (2020). ROS and NO regulation
by melatonin under abiotic stress in plants. Antioxidants, 9(11), 1078.

Parida, A. K., & Das, A. B. (2005). Salt tolerance and salinity effects on plants: a
review. Ecotoxicology and environmental safety, 60(3), 324-349.

72



Parida, A. K., Das, A. B., & Mittra, B. (2004). Effects of salt on growth, ion accumulation,
photosynthesis and leaf anatomy of the mangrove, Bruguiera parviflora. Trees, 18(2),
167-174.

Prakash, M., Pallavamallan, S., Sathiyanarayanan, G., & Rameshkumar, S. (2021). Effect of
seed pelleting with botanicals on germination and seedling growth of clusterbean
under induced saline condition. Legume Research, 44(1), 88-93.

Radié, S., Proli¢, M., Pavlica, M., & Pevalek-Kozlina, B. (2005). Cytogenetic effects of
osmotic stress on the root meristem cells of Centaurea ragusina L. Environmental and
experimental botany, 54(3), 213-218.

Rady, M. M. (2011). Effect of 24-epibrassinolide on growth, yield, antioxidant system and
cadmium content of bean (Phaseolus vulgaris L.) plants under salinity and cadmium
stress. Scientia Horticulturae, 129(2), 232-237.

Rady, M. M., Talaat, N. B., Abdelhamid, M. T., Shawky, B. T., & Desoky, E. S. M. (2019).
Maize (Zea mays L.) grains extract mitigates the deleterious effects of salt stress on
common bean (Phaseolus vulgaris L.) growth and physiology. The Journal of
Horticultural Science and Biotechnology, 94(6), 777-789.

Rahimi, R., Mohammakhani, A., Roohi, V., & Armand, N. (2012). Effects of salt stress and
silicon nutrition on cholorophyll content, yield and yield components in fennel
(Foeniculum vulgar Mill.). International Journal of Agriculture and Crop
Sciences, 4(21), 1591-1595.

Rains, D. W., Croughan, T. P., & Stavarek, S. J. (1980). Selection of salt-tolerant plants using
tissue culture. In Genetic engineering of osmoregulation (pp. 279-292). Springer,
Boston, MA.

Rehman, S., Harris, P. J., Bourne, W. F., & Wilkin, J. (2000). The relationship between ions,
vigour and salinity tolerance of Acacia seeds. Plant and Soil, 220(1), 229-233.

Rengel, Z. (1992). The role of calcium in salt toxicity. Plant, Cell & Environment, 15(6), 625-
632.

Ribaut, J. M., & Pilet, P. E. (1994). Water stress and indol-3yl-acetic acid content of maize
roots. Planta, 193(4), 502-507.

Romero-Aranda, R., Soria, T., & Cuartero, J. (2001). Tomato plant-water uptake and plant-
water relationships under saline growth conditions. Plant science, 160(2), 265-272.

Rubio-Moraga, A., Rambla, J. L., Fernandez-de-Carmen, A., Trapero-Mozos, A., Ahrazem,
0., Orzaez, D., ... & Gomez-Goémez, L. (2014). New target carotenoids for CCD4
enzymes are revealed with the characterization of a novel stress-induced carotenoid
cleavage dioxygenase gene from Crocus sativus. Plant molecular biology, 86(4), 555-
569.

Safi-naz, S., & Rady, M. M. (2015). Moringa oleifera leaf extract improves growth, physio-
chemical attributes, antioxidant defence system and yields of salt-stressed Phaseolus
vulgaris L. plants. Int J ChemTech Res, 8(11), 120-134.

Sairam, R. K., Rao, K. V., & Srivastava, G. C. (2002). Differential response of wheat
genotypes to long term salinity stress in relation to oxidative stress, antioxidant
activity and osmolyte concentration. Plant science, 163(5), 1037-1046.

Santos CV (2004) Regulation of chlorophyll biosynthesis and degradation by salt stress in
sunfower leaves. Sci Hortic 103:93-99

Seo, M., & Koshiba, T. (2002). Complex regulation of ABA biosynthesis in plants. Trends in
plant science, 7(1), 41-48.

73



Sezer, I, Kiremit, M. S., Oztiirk, E., Subrata, B. A. G., Osman, H. M., Akay, H., & Arslan, H.
(2021). Role of melatonin in improving leaf mineral content and growth of sweet corn
seedlings under different soil salinity levels. Scientia Horticulturae, 288, 110376.

Shi, H., Qian, Y., Tan, D. X, Reiter, R. J., & He, C. (2015). Melatonin induces the transcripts
of CBF/DREB1s and their involvement in both abiotic and biotic stresses in
Arabidopsis. Journal of Pineal Research, 59(3), 334-342.

Siddiqui, M. H., Alamri, S., Al-Khaishany, M. Y., Khan, M. N., Al-Amri, A., Ali, H. M., ... &
Alsahli, A. A. (2019). Exogenous melatonin counteracts NaCl-induced damage by
regulating the antioxidant system, proline and carbohydrates metabolism in tomato
seedlings. International journal of molecular sciences, 20(2), 353.

Simkin, A. J., Moreau, H., Kuntz, M., Pagny, G., Lin, C., Tanksley, S., & McCarthy, J.
(2008). An investigation of carotenoid biosynthesis in Coffea canephora and Coffea
arabica. Journal of plant physiology, 165(10), 1087-1106.

Singh, M., Srivastava, J. P., & Kumar, A. (1992). Cell membrane stability in relation to
drought tolerance in wheat genotypes. Journal of Agronomy and Crop Science, 168(3),
186-190.

Singh, R. J., Chung, G. H., & Nelson, R. L. (2007). Landmark research in legumes. Genome,
50(6), 525-537.

Singh, R. K., Deshmukh, R., Muthamilarasan, M., Rani, R., & Prasad, M. (2020). Versatile
roles of aquaporin in physiological processes and stress tolerance in plants. Plant
Physiology and Biochemistry, 149, 178-189.

Singh, S., & Singh, M. (2000). Genotypic basis of response to saliniity stress in some crosses
of spring wheat Triticum aestivum L. Euphytica, 115(3), 209-214.

Sitohy, M. Z., Desoky, E. S. M., Osman, A., & Rady, M. M. (2020). Pumpkin seed protein
hydrolysate treatment alleviates salt stress effects on Phaseolus vulgaris by elevating
antioxidant capacity and recovering ion homeostasis. Scientia Horticulturae, 271,
109495.

Sobhanian, H., Aghaei, K., & Komatsu, S. (2011). Changes in the plant proteome resulting
from salt stress: toward the creation of salt-tolerant crops?. Journal of
proteomics, 74(8), 1323-1337.

Sofy, M. R., Elhawat, N., & Alshaal, T. (2020). Glycine betaine counters salinity stress by
maintaining high K*/Na* ratio and antioxidant defense via limiting Na* uptake in
common bean (Phaseolus vulgaris L.). Ecotoxicology and Environmental Safety, 200,
110732.

Soussi, M., Ocana, A., & Lluch, C. (1998). Effects of salt stress on growth, photosynthesis
and nitrogen fixation in chick-pea (Cicer arietinum L.). Journal of Experimental
Botany, 49(325), 1329-1337.

Strzatka, K., Kostecka-Gugata, A., & Latowski, D. (2003). Carotenoids and environmental
stress in plants: significance of carotenoid-mediated modulation of membrane physical
properties. Russian Journal of Plant Physiology, 50(2), 168-173.

Sugimoto, M., & Takeda, K. (2009). Proteomic analysis of specific proteins in the root of
salt-tolerant barley. Bioscience, biotechnology, and biochemistry, 73(12), 2762-2765.

Suzuki, N., Miller, G., Salazar, C., Mondal, H. A., Shulaev, E., Cortes, D. F., ... & Mittler, R.
(2013). Temporal-spatial interaction between reactive oxygen species and abscisic
acid regulates rapid systemic acclimation in plants. The Plant Cell, 25(9), 3553-3569.

Sehirali, S. (1988). Yemeklik dane baklagiller. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi.

74



Tabaei-Aghdaei, S. R., Harrison, P., & Pearce, R. S. (2000). Expression of
dehydration-stress-related genes in the crowns of wheatgrass species [Lophopyrum
elongatum (host) A. love and Agropyron desertorum (fisch. ex link.) schult.] having
contrasting acclimation to salt, cold and drought. Plant, Cell & Environment, 23(6),
561-571.

Tabur, S., & Demir, K. (2010). Role of some growth regulators on cytogenetic activity of
barley under salt stress. Plant growth regulation, 60(2), 99-104.

Tabur, S., Avci, Z. D., & Ozmen, S. (2021). Exogenous salicylic acid application against
mitodepressive and clastogenic effects induced by salt stress in barley apical
meristems. Biologia, 76(1), 341-350.

Taffouo, V. D., Nouck, A. E., Nyemene, K. P., Tonfack, B., Meguekam, T. L., & Youmbi, E.
(2017). Effects of salt stress on plant growth, nutrient partitioning, chlorophyll
content, leaf relative water content, accumulation of osmolytes and antioxidant
compounds in pepper (Capsicum annuum L.) cultivars. Notulae Botanicae Horti
Agrobotanici Cluj-Napoca, 45(2), 481-490.

Tahjib-Ul-Arif, M., Siddiqui, M., Sohag, A. A. M., Sakil, M., Rahman, M., Polash, M. A. S.,
... & Tran, L. S. P. (2018). Salicylic acid-mediated enhancement of photosynthesis
attributes and antioxidant capacity contributes to yield improvement of maize plants
under salt stress. Journal of plant growth regulation, 37(4), 1318-1330.

Tajbakhsh, M., Zhou, M. X., Chen, Z. H., & Mendham, N. J. (2006). Physiological and
cytological response of salt-tolerant and non-tolerant barley to salinity during
germination and early growth. Australian Journal of Experimental Agriculture, 46(4),
555-562.

Talaat, N. B. (2014). Effective microorganisms enhance the scavenging capacity of the
ascorbate—glutathione cycle in common bean (Phaseolus vulgaris L.) plants grown in
salty soils. Plant Physiology and Biochemistry, 80, 136-143.

Tanji, K. K. (2002). Salinity in the soil environment. Salinity: Environment—plants—
molecules.

Tiwari, M., Dwivedi, U. N., & Kakkar, P. (2010). Suppression of oxidative stress and pro-
inflammatory mediators by Cymbopogon citratus D. Stapf extract in
lipopolysaccharide stimulated murine alveolar macrophages. Food and Chemical
Toxicology, 48(10), 2913-2919.

Toprak, T., & Tungtiirk, R. (2018). Farkl1 aspir (Carthamus tinctorius L.) ¢esitlerinin gelisim
performanslari {izerine tuz stresinin etkisi. Dogu Fen Bilimleri Dergisi, 1(1), 44-50.

Tuna, A. L., Kaya, C., Ashraf, M., Altunlu, H., Yokas, I., & Yagmur, B. (2007). The effects
of calcium sulphate on growth, membrane stability and nutrient uptake of tomato
plants grown under salt stress. Environmental and Experimental Botany, 59(2), 173-
178.

TUIK, 2022. http://www.tuik.gov.tr (15.12.2020).

Vallabhaneni, R., Bradbury, L. M., & Waurtzel, E. T. (2010). The carotenoid dioxygenase
gene family in maize, sorghum, and rice. Archives of biochemistry and
biophysics, 504(1), 104-111.

Van Ha, C., Leyva-Gonzélez, M. A., Osakabe, Y., Tran, U. T., Nishiyama, R., Watanabe, Y.,
... & Tran, L. S. P. (2014). Positive regulatory role of strigolactone in plant responses
to drought and salt stress. Proceedings of the National Academy of Sciences, 111(2),
851-856.

75



Varghese, N., Alyammahi, O., Nasreddine, S., Alhassani, A., & Gururani, M. A. (2019).
Melatonin positively influences the photosynthetic machinery and antioxidant system
of Avena sativa during salinity stress. Plants, 8(12), 610.

Walter, M. H., & Strack, D. (2011). Carotenoids and their cleavage products: biosynthesis and
functions. Natural product reports, 28(4), 663-692.

Wang, L. Y., Liu, J. L., Wang, W. X., & Sun, Y. (2016). Exogenous melatonin improves
growth and photosynthetic capacity of cucumber under salinity-induced
stress. Photosynthetica, 54(1), 19-27.

Wang, L., Feng, C., Zheng, X., Guo, Y., Zhou, F., Shan, D., ... & Kong, J. (2017). Plant
mitochondria synthesize melatonin and enhance the tolerance of plants to drought
stress. Journal of pineal research, 63(3), e12429.

Wang, R. K., Wang, C. E., Fei, Y. Y., Gai, J. Y., & Zhao, T. J. (2013). Genome-wide
identification and transcription analysis of soybean carotenoid oxygenase genes during
abiotic stress treatments. Molecular biology reports, 40(8), 4737-4745.

Wang, W., Vinocur, B., & Altman, A. (2003). Plant responses to drought, salinity and
extreme temperatures: towards genetic engineering for stress tolerance. Planta, 218(1),
1-14.

Wei, W, Li, Q. T., Chu, Y. N., Reiter, R. J,, Yu, X. M., Zhu, D. H., ... & Chen, S. Y. (2015).
Melatonin enhances plant growth and abiotic stress tolerance in soybean
plants. Journal of Experimental Botany, 66(3), 695-707.

Welle, P. D., & Mauter, M. S. (2017). High-resolution model for estimating the economic and
policy implications of agricultural soil salinization in California. Environmental
Research Letters, 12(9), 094010.

Wilson, C., Lesch, S. M., & Grieve, C. M. (2000). Growth stage modulates salinity tolerance
of New Zealand spinach (Tetragonia tetragonioides, Pall.) and red orach (Atriplex
hortensis L.). Annals of Botany, 85(4), 501-509.

Wortmann, C. S. (2001). Nutrient dynamics in a climbing bean and sorghum crop rotation in
the Central Africa Highlands. Nutrient cycling in Agroecosystems, 61(3), 267-272.

Wu, J., Ji, J., Wang, G., Wu, G., Diao, J., Li, Z., ... & Luo, L. (2015). Ectopic expression of
the Lycium barbarum p-carotene hydroxylase gene (chyb) enhances drought and salt
stress resistance by increasing xanthophyll cycle pool in tobacco. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture (PCTOC), 121(3), 559-5609.

Wu, J., Seliskar, D. M., & Gallagher, J. L. (1998). Stress tolerance in the marsh plant Spartina
patens: Impact of NaCl on growth and root plasma membrane lipid
composition. Physiologia Plantarum, 102(2), 307-317.

Wu, S. J., Ding, L., & Zhu, J. K. (1996). SOS1, a genetic locus essential for salt tolerance and
potassium acquisition. The Plant Cell, 8(4), 617-627.

Yang, Y., & Guo, Y. (2018). Unraveling salt stress signaling in plants. Journal of Integrative
Plant Biology, 60(9), 796-804.

Yeken, M. Z., Kantar, F., Canci, H., Ozer, G., & Ciftci, V. (2018). Breeding of dry bean
cultivars using Phaseolus vulgaris landraces in Turkey. International Journal of
Agricultural and Wildlife Sciences, 4(1), 45-54.

Yin, H., Qi, Z., Li, M., Ahammed, G. J., Chu, X., & Zhou, J. (2019). Selenium forms and
methods of application differentially modulate plant growth, photosynthesis, stress
tolerance, selenium content and speciation in Oryza sativa L. Ecotoxicology and
environmental safety, 169, 911-917.

76



Yu, Y., Wang, A., Li, X., Kou, M., Wang, W., Chen, X., ... & Sun, J. (2018). Melatonin-
stimulated triacylglycerol breakdown and energy turnover under salinity stress
contributes to the maintenance of plasma membrane H*—ATPase activity and K*/Na*
homeostasis in sweet potato. Frontiers in plant science, 9, 256.

Yurekli, F., Porgali, Z. B., & Turkan, I. S. M. A. I. L. (2004). Variations in abscisic acid,
indole-3-acetic acid, gibberellic acid and zeatin concentrations in two bean species
subjected to salt stress. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica, 46, 201-212.

Zahedi, S. M., Hosseini, M. S., Abadia, J., & Marjani, M. (2020). Melatonin foliar sprays
elicit salinity stress tolerance and enhance fruit yield and quality in strawberry
(Fragariax ananassa Duch.). Plant Physiology and Biochemistry, 149, 313-323.

Zahran, H. H. (2001). Rhizobia from wild legumes: diversity, taxonomy, ecology, nitrogen
fixation and biotechnology. Journal of biotechnology, 91(2-3), 143-153.

Zandalinas, S. I., Sengupta, S., Burks, D., Azad, R. K., & Mittler, R. (2019). Identification
and characterization of a core set of ROS wave-associated transcripts involved in the
systemic acquired acclimation response of Arabidopsis to excess light. The Plant
Journal, 98(1), 126-141.

Zapata, P. J., Serrano, M., Pretel, M. T., Amoroés, A., & Botella, M. A. (2003). Changes in
ethylene evolution and polyamine profiles of seedlings of nine cultivars of Lactuca
sativa L. in response to salt stress during germination. Plant Science, 164(4), 557-563.

Zhang, J., Shi, Y., Zhang, X., Du, H., Xu, B., & Huang, B. (2017). Melatonin suppression of
heat-induced leaf senescence involves changes in abscisic acid and cytokinin
biosynthesis and signaling pathways in perennial ryegrass (Lolium perenne
L.). Environmental and Experimental Botany, 138, 36-45.

Zhang, N., Zhang, H. J., Zhao, B., Sun, Q. Q., Cao, Y. Y., LI, R,, ... & Guo, Y. D. (2014). The
RNA-seq approach to discriminate gene expression profiles in response to melatonin
on cucumber lateral root formation. Journal of pineal research, 56(1), 39-50.

Zhang, Y., Fan, Y., Rui, C., Zhang, H., Xu, N., Dai, M., ... & Ye, W. (2021). Melatonin
improves cotton salt tolerance by regulating ROS scavenging system and Ca*? signal
transduction. Frontiers in plant science, 12, 1239.

Zhao, D., Yu, Y., Shen, Y., Liu, Q., Zhao, Z., Sharma, R., & Reiter, R. J. (2019). Melatonin
synthesis and function: evolutionary history in animals and plants. Front Endocrinol
10: 249.

Zhao, G., Zhao, Y., Yu, X., Kiprotich, F., Han, H., Guan, R., ... & Shen, W. (2018). Nitric
oxide is required for melatonin-enhanced tolerance against salinity stress in rapeseed
(Brassica napus L.) seedlings. International Journal of Molecular Sciences, 19(7),
1912.

Zhao, Y. L., Yu, S. X,, Ye, W. W., Wang, H. M., Wang, J. J., & Fang, B. X. (2010). Study on
DNA cytosine methylation of cotton (Gossypium hirsutum L.) genome and its
implication for salt tolerance. Agricultural Sciences in China, 9(6), 783-791.

Zheng, X., Li, Y., Xi, X,, Ma, C., Sun, Z,, Yang, X,, ... & Wang, C. (2021). Exogenous
Strigolactones alleviate KCI stress by regulating photosynthesis, ROS migration and
ion transport in Malus hupehensis Rehd. Plant Physiology and Biochemistry, 159,
113-122.

Zhou, X., Zhao, H., Cao, K., Hu, L., Du, T., Baluska, F., & Zou, Z. (2016). Beneficial roles of
melatonin on redox regulation of photosynthetic electron transport and synthesis of D1
protein in tomato seedlings under salt stress. Frontiers in plant science, 7, 1823.

77



Zhu, J. K. (2001). Plant salt tolerance. Trends in plant science, 6(2), 66-71.

Zhu, Z., Jiang, W., & Thompson, H. J. (2012). Edible dry bean consumption (Phaseolus
vulgaris L.) modulates cardiovascular risk factors and diet-induced obesity in rats and
mice. British Journal of Nutrition, 108(S1), S66-S73.

Zou, Y. P., & Chang, S. K. C. (2014). Antioxidant and antiproliferative properties of extract
and fractions from small red bean (Phaseolus vulgaris L.). J Food Nutr, 1(105), 1-11.

Zorb, C., Geilfus, C. M., & Dietz, K. J. (2019). Salinity and crop yield. Plant biology, 21, 31-
38.

78



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi:

Ilyas ASAN

Dogum Tarihi

Dogum Yeri:

Uyrugu

Adres:

Tel:

E-mail:

Egitim

Lise:

Cumhuriyet Anadolu Lisesi

Lisans

Atatiirk Universitesi/Ziraat
Biyoteknoloji

Fakiiltesi/Tarimsal

Yiiksek Lisans:

Bitkisel Biyoteknoloji

Doktora:

Yabanc Dil Bilgisi

Ingilizce:

Iyi

Almanca;

Rusca:

Diger:

Uye Olunan Mesleki Kuruluslar

Tezden Uretilmis Yaymlar

79






