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OZET
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PARAMETRELERIYLE ANTiOKSIiDANT ENZiM DUZEYLERINE ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

IBRAHIM BASAK
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Tuzluluk, bitki biiylimesini ve gelisimini olumsuz etkileyen 6nemli bir ¢evresel strestir. Bu ¢caligmanin
amaci, farkli seviyelerde tuz stresine maruz kalan biber bitkilerinde oksidatif stres parametreleri ve
antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimleri arastirmaktir. Yiizey sterilizasyonu yapilan biber
tohumlar1 torf-perlit karisiminda ¢imlendirildi ve ¢imlenmeden 10 giin sonra fideler perlit dolu
saksilara transfer edilerek, farkli konsantrasyonlarda NaCl i¢eren sulama suyu ile suland1 (0, 50, 100,
150, 200 ve 250 mM NaCl). 8 haftalik gelisim siireci sonunda bitkiler analizler i¢in hasat edildi.
Aragtirma bulgulari, artan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak bitkilerin gévde boyu, kdk boyu, iist
aksam ve kok kuru agirliginin 6nemli 6lgiide azaldigimi gdstermistir. Ayrica, artan tuzluluk biber
bitkilerinin fotosentetik pigment icerigi ve maksimum kuantum verimini (Fv/Fm) olumsuz
etkilemistir. Yaprak bagil su igerigi azalmisg, prolin birikimi ise artmistir. Tuz stresi altinda bitkilerde
hidrojen peroksit (H,0,), malondialdehit (MDA) ve elektrolit sizintisinin (ES) arttig1 gézlemlenmistir.
Antioksidan enzim aktiviteleri incelendiginde, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX) ve peroksidaz (POD) aktivitelerinin tuz stresi altinda arttif1, ancak belirli
konsantrasyonlarin iizerinde azalma egilimi gosterdigi belirlenmistir. Sonuglar, tuz stresinin biber
bitkilerinin fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerini olumsuz etkiledigini ve bitkilerin bu stresle
basa ¢ikmak igin ¢esitli savunma mekanizmalar: gelistirdigini ortaya koymaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Biber, tuz stresi, oksidatif stress,



ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SALT STRESS ON OXIDATIVE STRESS
PARAMETERS AND ANTIOXIDANT ENZYME LEVELS IN PEPPER (Capsicum annuum
L.) PLANT.

IBRAHIM BASAK

HARRAN UNIVERSITY
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Thesis Supervisor: Prof. Dr. CENGIZ KAYA
Year: 2024, Page : 28

Salinity is an important environmental stress that negatively affects plant growth and development.
The aim of this study is to investigate the changes in oxidative stress parameters and antioxidant
enzyme activities in pepper plants exposed to different levels of salt stress. Surface sterilized pepper
seeds were germinated in peat-perlite mixture, and 10 days after germination, the seedlings were
transferred to perlite-filled pots and watered with irrigation water containing different concentrations
of NaCl (0, 50, 100, 150, 200 and 250 mM NaCl). At the end of the 8-week development period, the
plants were harvested for analysis. Research findings showed that stem length, root length, upper part
and root dry weight of plants decreased significantly due to increasing NaCl concentration.
Additionally, increased salinity negatively affected the photosynthetic pigment content and maximum
quantum yield (Fv/Fm) of pepper plants. Leaf relative water content decreased and proline
accumulation increased. It has been observed that hydrogen peroxide (H,0,), malondialdehyde
(MDA) and electrolyte leakage (ES) increase in plants under salt stress. When antioxidant enzyme
activities were examined, it was determined that superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbate peroxidase (APX) and peroxidase (POD) activities increased under salt stress,but tended to
decrease above certain concentrations. The results reveal that salt stress negatively affects the
physiological and biochemical parameters of pepper plants and that plants have developed various
defense mechanisms to cope with this stress.

KEYWORDS: Pepper, salt stress, oxidative stress,
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GIRIS Ibrahim BASAK

1. GIRIS

Tuzluluk, 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde tarimi olumsuz etkileyen
onemli bir sorundur. Birlesmis Milletler Cevre Programi'na gore, diinya genelinde
verimli topraklarin yaris1 ve tarim alanlarinin beste biri tuzluluk tehdidi altindadir
(Flowers ve Yeo, 1995).

Tuzluluk, toprak c¢ozeltisindeki tuz yogunlugunun artmasiyla bitki
hiicrelerinde ozmotik potansiyel diisiisiine neden olarak bitki gelisimini etkileyebilir.
Fotosentez, hiicre boéliinmesi, biliylime ve ¢imlenme gibi biyolojik siireclerde
azalmalara yol acabilir (Taiz and Zeiger 2008). Toprak c¢ozeltisinde tuz
yogunlugunun artis1 buna karsit su potansiyelinin azalmasi, bitki hiicrelerinde
ozmotik potansiyelin diismesine sebep olur. Ayrica, yiiksek seviyede tuzluluk
bitkilerde oksidatif stres olusumuna neden olabilir. Oksidatif stres, hiicrelerde reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesine yol acarak hiicresel zarara sebep olabilir
(Demiral, 2003). Bu durum, bitkilerin oksidatif stres altinda yasamlarini devam
ettirebilmek ve stresle basa c¢ikabilmek icin antioksidan sistemlerini devreye
sokmalarina neden olur. Antioksidanlar, ROS'larin kontrolii ve detoksifikasyonunda
onemli rol oynarlar. Enzimatik antioksidanlar (SOD, APX, GPX, CAT) ve enzimatik
olmayan antioksidanlar (askorbik asit, tokoferoller, glutatyon, karotenoidler) bu

stiregte etkinlik gosterirler .

Biber, zengin C vitamini kayna8i olmasiyla birlikte beslenme, baharat
sanayisi ve saglik acisindan onemli bir bitki olarak degerlendirilmektedir. Biberde
100 gr ’da 160 mg C vitamini bulunmaktadir. Biber, insan saglig1 acisindan da
onemli bir bitkidir (Eroglu, 2016). Bu arastirma, biber bitkisinin tuz stresine karsi
mekanizmalarimi anlamamiza ve tarimsal uygulamalarda verimliligi artirmak i¢in

stratejiler gelistirmemize yardimcei olabilir.

Bu baglamda yapilan ¢alismanin amaci, biber bitkilerinin farkli tuz stresi
seviyelerine maruz kaldiklarinda oksidatif stres parametrelerinde ve antioksidant

enzim aktivitelerinde nasil degisiklikler gosterdiklerini aragtirmaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Cheng ve ark., (2022), Biberin (Capsicum annuum L.) ¢imlenme
asamasindaki tuz toleransini ve fizyolojik mekanizmasini belirlemek amaciyla tuz
tolerans1 agisindan biiyiik farkliliklar gosteren Hongtianhu 101 ve Xinxiang 8
cesitlerini Na,CO;, NaHCO;, NaCl, CaCl,, MgCl,, MgSO, ve Na,SO,'iin esit molar
oranlar1 kullanilmasi ile elde edilen 0, 3, 5, 10, 15 ve 20 g/L olmak iizere alt1 karisik
tuz konsantrasyonuna maruz birakmistir. Aragtirmacilar, karisik tuz konsantrasyonu
arttikca, iki ¢esidin ¢imlenme potansiyeli, ¢cimlenme indeksi, ¢gimlenme orani, tohum
c¢imlenme canlilik indeksi, kok uzunlugu ve kok taze agirliginin 6nemli Slgiide
azaldigini, buna karsin goreceli tuz oraninin kademeli olarak arttigini bildirmistir.
Hipokotil uzunlugu ve yer iustii taze agirhi§inin once arttigi ve sonra azaldigi
raporlanmistir. Malondialdehit , prolin icerigi, katalaz, peroksidaz ve siiperoksit
dismutaz aktivitesinin ise once azaldigini ve daha sonra 6nemli diizeyde arttigini

raporlanmistir.

Zamljen ve ark., (2022), dort Capsicum annuum L. genotipini (Caro FI,
Berenyi F1, Somborka ve Novosadka) iki farkli yogunlukta tuz stresine (20 ve 40
mM) maruz birakmislardir. Tiim tuz stresi uygulamalarinda, Caro F1 ¢esidinin
sukroz icerigi harig, seker iceriginde belirgin bir azalma bildirilmistir. Tuz stresinin,
toplam ve bireysel organik asit igerigi lizerinde biiylik dl¢iide olumsuz etki yaptigi,
ancak bu etkinin ¢esitler arasinda farklilik gdsterdigi raporlanmistir. Arastirmacilar,
tuz uygulamasinin fenoliklerde 6nemli artisa yol actigin1 ve en yiiksek degerlerin 40
mM NaCl uygulamasinda belirlendigini raporlamistir. Berenyi F1 ¢esidinin, bireysel
ve toplam fenol igerigi acgisindan diger ii¢ ¢esitten daha az etkilendigi bildirilmistir.
Tuz stresinin, tiim c¢esitlerde kapsaisinoid igerigini arttirdigi raporlanmustir.
Novosadka ¢esidinin, kontrol grubuna gére 20 mM ve 40 mM NaCl’de sirasiyla 17.5
ve 50 kat daha yiiksek toplam kapsaisinoid igerigine sahip oldugu bildirilmistir.
Sonug olarak, cesitli metabolit gruplarinin sonuglariyla Capsicum cinsinde tuz
stresine verilen reaksiyon ve metabolik icerigin genotip, meyve kismi ve tuzluluk

diizeyine bagli oldugunu bildirmistir.

Butt ve ark., (2021), Bes NaCl tuzluluk seviyesinin, (0,1.5, 3.0, 5.0 ve 7.0 dS
m’™") iki biber genotipinin (‘'Plahi' ve 'A-120) biiyiimesi, biyokimyasal 6zellikleri ve
verimi lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla bir saksi deneyi gerceklestirmistir.
Tuzluluk stresinin, taze ve kuru agirligi, bagil su igerigini, su kullanim verimliligini,
yaprak ozmotik potansiyelini, glisin betain (GB) icerigini, fotosentetik hizi, terleme

oranini, stoma iletkenligini ve klorofil i¢erigini 6nemli dl¢iide azalttigi bildirilmistir.
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Tuzluluk stresinin ayrica malondialdehit igerigini ve siiperoksit dismutaz, katalaz ve
peroksidaz gibi enzimatik antioksidanlarin aktivitelerini onemli Ol¢lide arttirdigi
raporlanmistir. Ayrica artan tuzluluk seviyelerinin doku fosfor ve potasyum
konsantrasyonlarin1 énemli 6lgiide azaltirken, sodyum ve kloriir konsantrasyonlarini
arttirdig1 raporlanmistir. Sonug olarak Plahi genotipinin, A-120'ye kiyasla daha iyi

biliylime ve biyokimyasal 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir.

Hand ve ark., (2021), 2017 ve 2018 yillarinda dort farkli NaCl seviyesinin (0,
50, 100 ve 200 mM) ii¢ biber ¢esidinin (‘Granada’, ‘Goliath’® ve ‘Nobili’)
olgunlasmis meyvelerinin antioksidan, askorbik asit, organik ve inorganik bilesikler
tizerine etkilerini incelemek amaciyla bir deney gergeklestirmistir. Arastirmacilar
tuzlulugun biber meyvesinin mineral igerigini (Ca, K, Zn, Mg, Mn, Demir, S ve P),
bagil su icerigini ve agromorfolojik parametrelerini azalttigini1 bildirmistir. Ayrica
tuzlulugun Na, ¢Oziiniir proteinler, prolin igerigi, ¢oziinlir seker (fruktoz, glikoz),
toplam fenoller ve flavonoidler dahil olmak {izere antioksidanlar ile askorbik asit ve
B-karoten igeriginde Onemli bir artisa yol a¢tigi raporlanmistir. Arastirmacilar
sonugta incelenen tuzluluk seviyeleri altinda, biber meyvelerinde saglhigi1 destekleyen
bilesiklerin (fenolik bilesikler, flavonoidler, B-karoten ve askorbik asit) sentezinde
artis ve diger kalite parametrelerinde oOnemli degisiklikler meydana geldigini

bildirmistir.

Kacjan Marsi¢ ve ark., (2021), asili dolmalik biber bitkilerinin (Capsicum
annuum L. var. grossum (L.) Sendtn.) tuz stresine tepkisini, bitkilerin fotosentetik
Ozellikleri ve mineral icerigi ile meyvenin metabolik kompozisyonunu analiz ederek
arastirmiglardir. Bu amagla Vedrana dolmalik biber ¢esidi, tuza dayanikli "Rocal F1"
anacina asilanmis ve bahar-yaz déneminde iki farkli tuzluluk seviyesinde (20 mM ve
40 mM NaCl) ve kontrol kosulunda (0 mM NaCl) yetistirilmistir. Fizyolojik
diizeyde, asili ve asisiz bitkilerde benzer stomatal fotosentez kisitlamasi, asilama
isleminin artan tuz maruziyeti altinda su dengesizligi sorunlarin1 hafifletmedigini
bildirilmistir. Ogle saatlerinde yapilan su potansiyeli dl¢iimleri, asili bitkilerin su
durumunda iyilesme gostermedigi raporlanmistir. Asili ve asisiz bitkilerde benzer
metabolik degisiklikler, meyve verimindeki benzer azalmalarla da raporlanmustir.
Aragtirmacilar bu sonuglara gore bu asilama isleminin, orta dereceli tuz uygulamasi
altinda yetistirilen biber bitkilerinde iyonik ve ozmotik dengesizlik riskini
azaltmadigini bildirmistir. Arastirmacilar tuz eklenen her iki tedavi i¢in de biber
meyvesinin biyokimyasal profillerinde degisiklikler gézlemlemistir. Meyve fenolik
bilesiklerinin, ana¢ araciligindan etkilendigi, ancak yalnizca Temmuz hasadinda

toplam fenolik icerigin 40 mM NaCl uygulamasiyla arttigi raporlanmistir. Meyve

3
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askorbik asit iceriginin, anag¢ etkisi olmaksizin, tuz stresi siiresiyle birlikte artis
gosterdigi raporlanmistir. Arastirmacilar sonugta biber meyvesindeki bu kalite
Ozelliginin tuzdan yiiksek oranda etkilenmesinin, anag¢ etkilerinin daha simirh

olmasina yol agtigini raporlamistir.

Nouck ve ark., (2021), tuz stresinin beyaz biberin (Piper nigrum L.)
bliylimesi, kuru agirlik dagilimi, klorofil igerigi, mineral alimi, biyokimyasal
bilesenleri ve enzimatik olmayan antioksidan bilesikleri iizerindeki etkisini
arastirmigtir. Bu amagla beyaz biber tohumlari, polietilen torbalara ekilmis ve alti
hafta boyunca besin c¢ozeltisi ile serada tamamen rastgele bir tasarimda
yetistirilmistir ve bitkiler dort farklt NaCl konsantrasyonuna (0, 50, 100 ve 200 mM)
maruz birakilmistir. Kiiltiir ortamindaki alim dozlarinda NaCl'nin saglanmasi,
sirastyla kuru biyokiitleyi, govde yiiksekligini, yaprak alanini ve klorofil igerigini
100 mM NaCl'den 6nemli Olgiide azalttigi bildirilmistir. Ayrica bitki organlarinda
mineral elementlerin (K, Ca ve Mg) 6nemli 6l¢iide azaldigir raporlanmistir. Farkli
biyokimyasal bilesenlerin (prolin, toplam ¢06ziniir karbonhidratlar, ¢6ziiniir
proteinler ve toplam serbest amino asitler), toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinin,
50 mM NaCl'den itibaren Onemli Olgiide arttigi raporlanmistir. Arastirmacilar
yapraklarda biyokimyasal bilesenlerin birikmesinin, beyaz biberin ozmotik
potansiyelini arttirdigini ve tuza toleransl bitkiler i¢in erken se¢im ve ozmotik uyum
yeteneginin biyokimyasal gostergeleri olarak degerlendirilebilinecegini raporlamstir.
Sonucta daha iyi gelisme i¢in tuzdan etkilenen topraklara beyaz biber ekimi tesvik

edilebilecegi bildirilmistir.

ALKahtani ve ark., (2020), 2019 ve 2020 yillarinda gerceklestirdikleri iki
saks1 denemesi sonucunda, tuzluluk kosullarinda Fv/Fm orani, klorofil a ve b
konsantrasyonlarinin, bagil su igeriginin ve meyve verim Ozelliklerinin olumsuz
etkilendigini ve Onemli Ol¢lide azaldigini bildirmistir. Ayrica, stres altindaki
bitkilerde elektrolit sizintisi, lipit peroksidasyonu, hidrojen peroksit (H,O,) ve
stiperoksit (O, ) seviyelerinin 6nemli Olgiide arttigini raporlamistir. Tuzlulugun
bitkilerde prolin, katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon rediiktaz
aktivitelerinde Onemli artiglara yol agarak bitkilerin strese karsi savunma
mekanizmasini aktiflestirdigini bildirmistir. Arastirmacilar tuzlulugun ayrica meyve
sayisi, meyve taze agirligt ve toplam meyve verimini olumsuz etkiledigini

bildirmistir.

Qui ve ark., (2018), farkli sulama suyu tuzluluk seviyelerine (ECiw 0.9, 1.6,

2.7, 4.7 ve 7.0 dS'm ") maruz birakilan ac1 biber bitkilerinin biiyiime, gaz degisim

4
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parametreleri ve iyon konsantrasyonlarina tepkileri incelenmistir. Sonuglar, nakilden
25 giin sonra tuz oranmi arttikgca aci biber bitkilerinin boyunun azaldigimi ve
tuzlulugun kok uzunlugunu etkilemedigini bildirmistir. Tuz konsantrasyonu artiginin,
govde capi, yaprak uzunlugu, yaprak alani, yaprak klorofil igerigi, kuru madde
miktarini, net fotosentez (Pn), stomatal iletkenlik (gS), terleme orani (Tr), ve hiicreler
aras1 CO, konsantrasyonunu (Ci) baskiladigini bildirilmistir. Genel olarak, tuz orani
artisinin bitki bliylimesi ve gaz degisimi iizerinde olumsuz etkiye sahip oldugu, kok
ve govdelerde Na' konsantrasyonunun birikmesine yol a¢tigi bildirilmistir.
Aragtirmacilar daha yiiksek tuzluluk igeren sulamalarda, aci biber biiyiimesi i¢in
tatmin edici bir performans elde etmek amaciyla daha fazla su uygulanmasini

Onermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢

Bu calisma Harran Universitesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme boliimiine ait

olan cam serada gergeklestirilmistir. Caligmada Kirag¢ F1 biber ¢esidi kullanilmistir.

3.2. Yontem

Yiizey sterilizasyonu yapilan biber tohumlar1 torf perlit karisiminda
cimlendirildi. Cimlenmeden 10 giin sonra fideler perlit ile doldurulmus plastik
saksilara almarak, 7 giinlik biiylimenin ardindan farkli konsantrasyonlarda NaCl
iceren sulama suyu ile sulandi. Uygulama dozlar1 0, 50, 100, 150, 200 ve 250 mM
NaCl olarak belirlenmistir. 8 haftalik bir gelisim ardindan bitkiler planlanan

analizlerin yapilmasi i¢in hasat edilmistir.

Aragtirmanin  amacina ulagmasi amaciyla asagida verilen analizler

gergeklestirilmistir.

3.2.1. Bitki orneklerin yas agirhk, kuru agirhklarin belirlenmesi

Denemenim sonunda bitkiler saksi yiizeyinden kesilerek iist aksam ve
koklerin yas agirliklar1 kaydedildikten sonra 70°C ayarli etiivde sabit agirliga

gelinceye kadar bekletilerek kuru agirliklart belirlenmistir.

3.2.2. Yaprak bagil su icerigi (YBSI)

Her bitkiden gelisimini tamamlamis taze yapraklar kesilerek yas agirliklart
alindi. Yas agirliklar1 belirlenen yapraklar saf su igerisinde 6 saat turgor haline
gelmeleri i¢in beklendi ve turgor agirliklar1 alindi. Daha sonra etiivde kurutularak
kuru agirliklart saptanan yapraklarin bagil su igerigi Barrs ve Weatherley (1962) gore
hesaplandi.

3.2.3. Klorofil ve karotenoid tayini

Taze yaprak ornekleri % 80 aseton i¢cinde homojenize edildi. Elde edilen
siipernatan  santrifiij edildikten sonra optik yogunlugu, 645 ve 663'te
spektrofotometre ile okunarak, 6rneklerin klorofila, klorofilb ve karotenoid igerikleri
Strain ve Svec (1966) tarafindan bildirilen sekilde hesaplanmustir.

3.2.4. Prolin icerigi tayini
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Prolin igerigini 6l¢iimii i¢in ninhidrin yontemi takip edilmistir (Bates ve ark.,
1973). Taze yaprak ornekleri 10 ml %3’ liik siilfosalisilik asit icerisinde homojenize
edildikten filtre kagidindan siiziilmgistiir. Bitki parcacigi icermeyen 2 ml siiziik
iistiine 2 ml ninhydrin (1.25 g ninhydrin 30 ml glacial asetk asit ve 20 ml 6 M
fosforik asit icerisinde ¢oziilecek) 2 ml glacial asetik asit eklenerek 80 °C de sicak su
banyosunda bekletildi. Inkubasyon sonunda drnekler sogutulmus ve iistine 4 ml
toluen eklenerek 15-20 sn ¢alkalandiktan sonra 520 nm dalga boyunda absorbanslar1
belirlendi. Prolin konsantrasyonu, L-proline ile hazirlanan kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplandi, ve sonuglar pmol prolin g taze agirhk olarak ifade

edilmistir.

3.2.5. % ES (Elektrolit Sizintis1) belirlenmesi

Bu 6l¢iim i¢in Dionisio-Sese ve Tobita (1998) tarafindan ortaya konan
prosediirgore uygulandi. Bitki orneklerinden 0.1 g alinarak 10 ml saf su igeren tiipe
konuldu ve tiipler 2 saat siire ile 32°C’ lik sicak su banyosunda bekletildi. Bu siire
sonunda EC metre ile EC1 degerleri 6l¢iildii. Daha sonra drnekler 20 dakika boyunca
121°C’ de bekletildi ve oda sicakligina (25 °C) kadar sogutulduktan sonra EC2
degerleri Olgiildii. Alman veriler ile % ES igerigi ECI/EC2x100 formiili ile
hesaplandi.

3.2.6. Hidrojen Peroksit (H202) Belirlenmesi

Yapraklarin hidrojen peroksit igerigi Loreto ve Velikova (2000)’ yontemine
gore belirlendi. 0.5 g yaprak 6rnegi % 0.1 (w/v) TCA (Tri-kloro- asetik asit) ile
homojenize edildi. Elde edilen ¢ozelti 10 dakika siire ile 10.000 x g’de santrifiij
edildi. 0.5 ml siiziik {izerine 10 mM K-Fosfat tampon ¢ozeltisi 1 ml 1M KI ¢ozeltisi
eklenerek 390 nm dalga boyunda spektrofotometrede okumasi gergeklestirildi. Bitki
orneklerinden elde edilen H20O2 konsantrasyonu oranlari, hazirlanan standart

grafikten hesaplandi.

3.2.7. Malondialdehid (MDA) Belirlenmesi

Yapraklardaki Malondialdehid konsantrasyonu (Jebara ve ark. 2010)
yontemine gore belirlendi. Bunun i¢in 0.5 g yaprak 6rnegi % 0.1 (w/v) trikloroasetik
asit igerisinde homojenize edilerek 10 dakika 12000 devirde +4°C de santrifiij edildi.
Ust kistmdan alinan 1 ml siiziige 4 mL %20 lik TCA iginde ¢dziinmiis % 0.5
lik tiyobarbiitirik asit (TBA) ilave edilerek 30 dakika boyunca 95 C’ de su
banyosunda bekletildi. Ornekler buz iizerinde sogultuldu ve 532 ve 600 nm’ deki
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absorbas degerleri spektrofotometrede 6lgiildii. Malondialdehid konsantrasyonu nmol

¢! formiilii ile taze agirhk olarak ifade edildi.

3.2.8. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Stiper Oksit Diismiitaz enzim aktivitesi Beauchamp and Fridovich (1971)
tarafindan belirlenen yonteme gore belirlenmistir. Ekstraksyon ¢ozeltisinden 25 pl
alinarak reaksiyona 50 mM K-fosfat (pH 7.8), 13 mM L-methionine, 33 pM p-NBT,
0.1 mM Na-EDTA ve 5 uM riboflavin eklendi. Bir kontrol ¢ozeltisi hazirlandi. 560
nm dalga boyunda 10-15 dakika beyaz 1sikta bekletildikten sonra okumasi yapildi.
Orneklerin 10-15 dk tutulmast ile 24 °C ve 400 pmol m™ s™ 151k intensitesi altinda

NBT’in O, tarafindan indirgenmesi saglanmustir.

Katalaz (CAT) enzim aktivitesi Bergmeyer (1970) tarafindan belirlenen
metoda gore belirlendi. Bu amacgla 10 mL siipernatan iizerine 50 mM potasyum
fosfat buffer (pH 7.0), 10 mM H,0, ve 4 mM Na2EDTA eklenerek olusturulan

reaksiyon karigiminin absorbanst 240 nm de 3 dakika boyunca 6l¢iildii.

Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi Nakano ve Asada (1981)
tarafindan belirlenen yonteme gore Ol¢iildii. Bu amagla 10 mL siipernatan {izerine 50
mM potasyum fosfat buffer (pH 7.0), 0.5 mM askorbik asit, 0.5 mM H,0, ve 1 mM
EDTA ¢ozeltisi eklenerek olusturulan reaksiyon karigiminin absorbansi 290 nm’de 3

dakika boyunca 6l¢iildii.

Peroksidaz (POD) enzim aktivitesi Cvikrova ve ark. (1994) tarafindan
bildirilen yonteme gore belirlenmistir. Bu amagla 10 mL yaprak ekstrakti izerine 50
mM Na-fosfat (pH 6.5), 5 mM guaicol ve 5 mM H202 eklenerek olusturulan

reaksiyon ¢Ozeltisinin absorbans degisimi 470 nm’de 5 dakika siireyle izlendi.

3.2.9. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada normal dagilim ve varyanslarin homojenligi varsayimini saglayan
gruplar arasindaki farklihlk ANOVA ile analiz edilmistir. Gruplar arasinda
farkliliginda ¢ikmasi (p < 0.05) durumunda, farklilhigin hangi iki grup arasinda
kaynaklandigini test etmek i¢in Duncan c¢oklu karsilagtirma testi yapilmistir. Tiim
testler p<0.05 onem diizeyinde yapilmistir. Sonuclardaki gruplar harflendirilmis,

ortalamalar ve standart hata gubuklariyla birlikte sekillerde gosterilmistir.
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4. BULGULAR

Tuzlulugun biber bitkilerinin fizyolojik gelisimi ve oksidatif stres lizerindeki
etkilerinin incelemek amaciyla gergeklestirilen bu ¢alismada bitkisi farkh
konsantrasyonlarda (0, 50, 100, 200, 400 ve 600 mmol L-1 NaCl) tuz stresine maruz
birakilarak bitkinin fizyolojik ve biyokimyasal etkileri incelenmistir. Tuzlulugun
biber bitkilerinin goévde boyu, kok boyu, iist aksam kuru agirh@ ve kok kuru
agirhigina etkisini gosteren grafikler sirasiyla Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve Sekil
4.4.’te sunulmustur. Yetisme ortaminda artan tuzluluk fizyolojik ve biyokimyasal
fonksiyonlarda degisikliklere neden olarak bitkilerin hem toprak {istii kisminin hem
de kok sisteminin biiylime ve gelismesini engeller (dos Santos ve ark., 2022).
Aragtirma sonuglarimiz elde edilen veriler tuzlulugun direkt olarak bitki biiylime
parametrelerini  6nemli  diizeyde engelledigini  gosterdi.  Artan  NaCl
konsantrasyonuna bagli olarak biber bitkilerinin gévde boyu, kok boyu, iist aksam
kuru agirhgr ve kok kuru agirhginin onemli diizeyde azaldi. Benzer bulgular
OroscoAlcald ve ark., (2021), Kabir ve ark., (2021) ve El-Beltagi ve ark., (2022)
tarafindan tuz stresi kosullarindaki biber bitkilerinde raporlanmigtir. Calismamizda
govde boyu 50 mM diizeyindeki tuzluluktan etkilenmedi ancak NaCl konsantrasyonu
100 mM diizeyine ciktiginda bitki biiylimesinin 6nemli diizeyde azaldi ve bu azalma
istatistiksel acidan 6nemli bulundu (p<0.05). Gévde boyu bakimindan en diisiik
degerler 200 mM ve iizerindeki NaCl konsantrasyonlarinda elde edildi. Kok boyu ise
en diisiik NaCI konsantrasyonundan (50 mM) itibaren énemli diizeyde azaldi. Ust
aksam ve kok kuru agirligida benzer sekilde artan NaCl konsantrasyonuna bagli

olarak azaldi. NaCI’den kaynaklanan bu azalma istatistiki acidan 6nemli bulundu.
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Sekil 4.2. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin kok boyuna etkisi
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Sekil 4.3. Tuz uygulamalariin biber bitkilerinin iist aksam kuru agirligina etkisi
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Sekil 4.4. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin kok kuru agirligina etkisi

Tuz stresinin biber bitkilerinin klorofil a, klorofil b, toplam klorofil icerigine
ve maksimum kuantum verimine (Fv/Fm) etkisini gosteren grafikler sirasiyla Sekil
4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de sunulmustur. Klorofil a ve b fotosentez
stirecinde ¢ok 6nemli pigmentlerdir, bu siiregte iki reaksiyon gerceklesir. Boyle bir
reaksiyon, NADPH ve ATP'nin {retildigi 151k reaksiyonudur ve ikincisi,
karbondioksitin sabitlendigi karanlik reaksiyondur (Allakhverdiev ve ark., 2002).

11
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Daha oOnceki arastirmacilar tuzlulugun klorofil igerigi iizerindeki olumsuz
etkilerini bildirmistir (Hamani ve ark., 2020; ALKahtani ve ark., 2020; Kacjan
Marsi¢). Bu durum tuzlulugun kloroplast yapisi {izerindeki zararli etkisinden
kaynaklanabilir (Khan ve ark., 2020), bu da PSII'den PSI'ya enerji tasinmasini azaltir
(Wang ve ark., 2018) ve sonug olarak stres altindaki tatli biber bitkilerinde klorofil
olusumunu azaltir. Tuzlulugun klorofil igerigi iizerindeki zararl etkisi ayn1 zamanda
stoma iletkenligindeki azalma ve biyokimyasal siireglerin tahrip edilmesinden
kaynaklanmaktadir (Tavakkoli ve ark., 2010). Sonuglarimiz artan tuzlulugun biber
bitkilerinin fotosentetik pigment igerigi ve Fv/Fm degerlerini 6nemli diizeyde
olumsuz etkiledigini gosterdi. En diisiik degerler 300 mM NaCl konsantrasyonunda
elde edildi
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Sekil 4.5. Tuz uygulamalariin biber bitkilerinin klorofil a i¢erigine etkisi
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Sekil 4.6. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin klorofil b igerigine etkisi
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Sekil 4.7. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin toplam klorofil i¢erigine etkisi
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Sekil 4.8. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin maksimum kuantum verimine
(Fv/Fm) etkisi

Tuz stresinin biber bitkilerinin yaprak bagil su icerigi (YBSI) ve proline
icerigine etkisini gosteren grafikler sirastyla Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.’da sunulmustur.
YBSI bitki su durumunun degerlendirilmesinde énemli bir parametredir ve stres
kosullarinda olumsuz etkilenir (Elsayed ve ark. 2011). Arastirma bulgularimiz
tuzlulugun yaprak bagil su icerigini énemli diizeyde azalttig1 gézlemlendi. Benzer
bulgular diger arastirmacilar tarafindan cesitli bitkilerde raporlanmistir (Kumar ve
ark., 2021; Pour-Aboughadareh ve ark., 2021; Saeidinia ve ark., 2023). Sonuglarimiz
50 mM NaCI'nin YBSI etkilemedigini, minimum degerlerin ise 250 mM ve
tizerindeki NaCl seviyelerinde belirlendigini gostermektedir. Prolin, ozmotik
ayarlama, stabilizasyon, enzimlerin, proteinlerin ve membranlarin korunmasi ve lipit
membran oksidasyonundaki azalma acisindan tuzluluk stresinden korumada onemli
rol oynar (Abdallah ve ark., 2022). Tuzluluk stresim kosullarinda prolin birikiminde
meydana gelen artis bircok aragtirmaci tarafindan raporlanmistir (Mosaad ve ark.,
2020; Gohari ve ark., 2021; Nguyen ve ark., 2021). Arastirma sonuclarimiz diger
arastirmacilarla benzer sekilde artan tuzlulugun biber bitkilerinin yapraklarinda
proline birikimine yol ac¢tig1 gozlemlenmistir. Spesifik olarak 50 mM diizeyindeki
tuzluluk proline igerigine etki etmemis ancak 200 mM ve {iizerindeki NaCl

seviyelerinde maksimum proline birikimi gozlemlendi.

14
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Sekil 4.9. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin yaprak bagil su icerigine (YBSI)
etkisi
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Sekil 4.10. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin prolin icerigine etkisi

Tuz stresinin biber bitkilerinin hidrojen peroksit (H202 ), malondialdehit
(MDA) ve elektrolit sizint1 (ES) degerlerine etkisini gosteren grafikler sirasiyla Sekil
4.11., Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.’te sunulmustur. Tuzluluk stresi, oksidatif stresin
Oonemli gostergeleri olan H202 ve MDA seviyelerinin artigina ve hiicre zari

bozulmasmin bir sonucu olan ES’ye yol acar (Alzahrani ve ark.,2019).

15
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Aragtirmamizda artan tuzluluga bagl olarak bu parametrelerde Onemli artislar
kaydedildi. Bu sonuglarin tuzlulugun oksidatif stres sonucu bitki biiyiimesinin

engellendiginin bir gostergesi olabilir.
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Sekil 4.11. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin hidrojen peroksit (H202)
icerigine etkisi
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Sekil 4.12. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin malondialdehit (MDA) icerigine
etkisi
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Sekil 4.13. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin elektrolit sizintis1 (ES)
degerlerine etkisi

Tuz stresinin biber bitkilerinin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
askorbat peroksidaz (APX) ve peroksidaz (POD) enzim aktivitelerine etkisini
gosteren grafikler sirasiyla Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16. ve Sekil 4.17.’de
sunulmustur. Bitkiler oksidatif stres altinda yasamlarin1 devam ettirebilmek ve stresle
basa c¢ikabilmek i¢in ROS’un kontrolii ve detoksifikasyonunu saglayan cesitli
antioksidanlara sahiptirler (Rejeb ve ark., 2014). SOD, APX, CAT ve POD bitkilerde
ROS detoksifikasyonunda yer alan onemli enzimatik antioksidanlardir (Rajput ve
ark., 2021). Arastirmamiz tuz stresi kosullarinda antioksidan enzim aktivitelerinin
onemli diizeyde arttigr goézlemlendi. Bu sonuglar NaCl stresi altindaki bitkilerde
bildirilen daha onceki raporlar ile uyumludur (Moghaddam ve ark., 2020; Zeeshan ve
ark., 2020; Pan ve ark., 2021; Omidi ve ark., 2022). Arastirma sonug¢larimiz artan
NaCl konsantrasyonu ile beraber SOD aktivitesinin arttifini, ancak 200 mM
tizerindeki seviyelerde SOD aktivitesinin diistiigli gostermektedir. CAT ve POD
aktivitesinin artan NaClI ile birlikte arttifi, ancak 150 mM iizerine ¢ikan dozlarda
enzim aktivitelerinin azaldig1 gozlemlendi. APX aktivitesinde ise maksimum

degerler 200 mM iizerindeki tuzluluk seviyelerinde gozlemlendi.

17
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Sekil 4.14. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin siiper oksit dismutaz (SOD)
enzim aktivitesine etkisi
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Sekil 4.15. Tuz uygulamalariin biber bitkilerinin katalaz (CAT) enzim aktivitesine
etkisi
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Sekil 4.16. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin askorbat peroksidaz (APX) enzim
aktivitesine etkisi
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Sekil 4.17. Tuz uygulamalarinin biber bitkilerinin peroksidaz (POD) enzim
aktivitesine etkisi
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5. TARTISMA

Tuz stresinin biber bitkilerinin govde boyu, kok boyu, iist aksam kuru agirlig
ve kok kuru agirligr lizerinde belirgin bir olumsuz etkisi oldugu gézlemlenmistir.
Artan NaCl konsantrasyonlari ile birlikte bu parametrelerde 6nemli diizeyde azalma
yasanmistir. Bu bulgular, dos Santos ve ark. (2022) tarafindan da belirtildigi gibi,
tuzlulugun bitkilerin bilyiime ve gelisimini engelledigini desteklemektedir. Ozellikle,
50 mM NacCl diizeyindeki tuzluluk bitki bliylime parametreleri {izerinde anlamli bir
etkiye neden olmamisken, 100 mM ve ilizerindeki konsantrasyonlarda belirgin bir
diisiis gézlenmistir. Bu durum, biber bitkilerinin tuza karsi tolerans seviyesinin diisiik
oldugunu ve tuz stresinin belirli bir esigin Otesinde biiylime iizerindeki etkilerinin
hizla arttigin1 gostermektedir. Bu sonuglar, Orosco-Alcala ve ark. (2021), Kabir ve
ark. (2021), ve El-Beltagi ve ark. (2022) ile uyumludur.

Tuzlulugun klorofil a, klorofil b, toplam klorofil icerigi ve Fv/Fm tlizerindeki
etkileri, tuzlulugun fotosentez siirecinde 6nemli rol oynayan pigmentleri olumsuz
etkiledigini gostermektedir. Klorofil igerigindeki azalma, tuzlulugun kloroplast
yapisi lizerindeki zararli etkilerinden kaynaklanabilir (Khan ve ark., 2020). Ayrica,
artan NaCl konsantrasyonlar1 ile birlikte Fv/Fm degerlerinde de diistsler
gbozlemlenmistir. Bu durum, tuzlulugun fotosentetik etkinligi engelledigini ve
bitkilerin enerji iiretim kapasitesini azalttigini1 gosterir (Allakhverdiev ve ark., 2002;
Wang ve ark., 2018).

Tuzlulugun yaprak bagil su icerigi (YBSI) iizerinde 6nemli bir azaltic1 etkisi
oldugu bulunmustur. YBSI’deki azalma, bitkilerin su durumunun bozuldugunu ve
stres kosullarma yanit olarak su kaybimnin yasandigimi gostermektedir (Elsayed ve
ark., 2011). Prolin birikiminde meydana gelen artis, bitkilerin ozmotik dengeyi
saglamak ve hiicresel yapilar1 korumak i¢in bir savunma mekanizmasi olarak
yorumlanabilir (Abdallah ve ark., 2022). Calismamiz, prolin igeriginin 200 mM ve
iizerindeki NaCl konsantrasyonlarinda maksimum seviyeye ulastigini gostermistir,
bu da prolinin tuz stresine karsi bir adaptasyon mekanizmasi olarak iglev gérdigiinii
desteklemektedir.

Tuz stresinin biber bitkilerinde hidrojen peroksit (H,O,) ve malondialdehit
(MDA) seviyelerini artirdig1 ve elektrolit sizintis1 (ES) degerlerinde 6nemli bir artiga
yol agtig1 gozlemlenmistir. Bu sonuglar, tuzlulugun oksidatif stresin bir gostergesi
olan bu parametrelerdeki artiglarla iligkilendirilebilecegini ve bitkilerde hiicre zari

bozulmasina neden oldugunu isaret etmektedir (Alzahrani ve ark., 2019).
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Antioksidan enzim aktiviteleri lizerinde yapilan analizler, siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve peroksidaz (POD)
aktivitelerinin tuz stresi ile birlikte dnemli Ol¢lide arttigin1 gdstermistir. Bu artis,
bitkilerin reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu i¢in savunma mekanizmalarini
artirdigini ve NaCl stresine kars1 yanit verdigini gosterir (Rejeb ve ark., 2014; Rajput
ve ark., 2021). SOD aktivitesinin 200 mM NaCl iizerindeki seviyelerde diistiigii,
CAT ve POD aktivitelerinin artarken 150 mM {izerindeki dozlarda azaldigi
gozlemlenmistir. APX aktivitesinin ise maksimum degerlerinin 200 mM NaCl
konsantrasyonlarinda gdézlemlenmesi, bu enzimlerin tuz stresine karsi bitkilerin

savunma mekanizmalarinda kritik rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Bu calisma, biber bitkilerinin tuz stresine yanitlarin1 detayli bir sekilde
inceleyerek, bitkilerin tuz stresine karsi verdikleri fizyolojik ve biyokimyasal
tepkileri anlamaya yonelik 6nemli veriler sunmustur. Tuzlulugun bitki biliyiimesini,
fotosentetik aktiviteyi, su dengesini ve oksidatif stres seviyelerini nasil etkiledigi
acikca ortaya konmustur. Elde edilen bulgular, tuz stresine dayanikl bitki ¢esitlerinin

gelistirilmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini vurgulamaktadir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismanin sonuglarina gore, biber bitkileri artan tuz konsantrasyonlarina
maruz kaldikga, biiylime parametreleri, fotosentetik pigment icerigi, yaprak bagil su
icerigi, prolin birikimi ve antioksidan enzim aktiviteleri lizerinde belirgin olumsuz
etkiler yasamistir. NaCl konsantrasyonlarmin artmasi, bitkilerin govde boyu, kok
boyu, iist aksam ve kok kuru agirliginda 6nemli azalmalar meydana getirmistir. Ayni
zamanda, tuz stresi, klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil icerigi ile maksimum
kuantum veriminde azalmaya yol agarak bitkilerin fotosentetik kapasitesini ve enerji
dontisiim verimliligini diisiirmiistiir. Artan tuzluluk, yaprak bagil su igerigini
azaltmig, buna karsin prolin birikimini artirmistir. Prolin birikimi, bitkilerin tuz
stresine karsi osmotik ayarlama ve hiicre yapisinin korunmasinda 6nemli bir rol
oynamistir. Tuz stresi ayrica, H,O,, MDA ve elektrolit sizintis1 gibi oksidatif stres
belirteglerinde artisa neden olmus, buna karsilik antioksidan enzim aktivitelerinde
(SOD, CAT, APX ve POD) onemli artiglar gézlemlenmistir. Ancak yiiksek NaCl
konsantrasyonlarinda bazi enzim aktivitelerinde diisiisler kaydedilmistir. Bu
bulgular, tuzluluk stresinin biber bitkilerinin fizyolojik ve biyokimyasal siireglerini
olumsuz etkiledigini ve bu etkinin bitki biiyiimesi, fotosentetik kapasite ve su

durumu iizerinde belirgin oldugunu ortaya koymaktadir.
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7. ONERILER

Biber yetistiriciliginde sulama suyu tuzlulugunun kontrol edilmesi gerektigi
ve Ozellikle 200 mM ve iizerindeki NaCl konsantrasyonlarmin bitki biiyiimesini
onemli diizeyde inhibe ettigi ger¢egi dikkate alinmalidir. Biber bitkilerinde tuz stresi
altinda bitki performansini artiracak biyostimiilanlar ve mikrobesin elementleri
uygulamalariin etkinligi detayli olarak incelenmelidir. Tuz stresinin uzun vadeli
etkilerini ve bu etkilerle basa ¢ikma ydntemlerini anlamak icin genis Olgekli alan
denemeleri yapilmalidir. Bu denemeler, gercek tarla kosullarinda gerceklestirilerek
daha kapsamli ve gecerli sonuglar elde edilmelidir. Bu oneriler, tuzluluk stresinin
olumsuz etkilerini en aza indirerek biber yetistiriciliinde verimliligi artirmaya

yonelik stratejiler sunmaktadir.
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