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ÖZET 

BAKIR STRESİNE MARUZ KALMIŞ İKİ FARKLI DOMATES ÇEŞİDİNDE 
PROLİNİN ÇİMLENME ÜZERİNE İYİLEŞTİRİCİ ETKİLERİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

Bitkiler yaşadıkları çevre ile sürekli etkileşim halindedirler ve içinde bulundukları 

çevre şartları zorlaştığında bitkiler strese maruz kalırlar. Bakır fazlalığı bitkilerde 

toksik etkilere sebep olan bir çeşit ağır metal stresi etkisi oluşturur. Prolin canlılarda 

strese karşı tolerans oluşumunda oldukça önemli rollere sahip hem antioksidan hem 

de ozmolit olan bir bileşiktir. Domates ülkemiz için hem önemli bir tarım ürünü hem 

de ekonomik olarak değerli bir ihraç kalemidir. Mevcut çalışmada bakır fazlalığının 

birisi yerel diğeri tescilli olmak üzere iki farklı domates çeşidinde çimlenme üzerine 

etkileri araştırılmıştır. Ayrıca dışarıdan uygulanan prolinin çimlenme sürecinde bakır 

stresine karşı iyileştirici etkileri de çalışmada incelenmiştir. Bu amaçla mevcut 

çalışmada çimlenme sayısı, kök boyu uzunluğu, nisbi su içeriği, lipit peroksidasyonu 

seviyeleri ve hidrojen peroksit içeriği gibi temel stres parametreleri ile katalaz, 

süperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve guaikol peroksidaz gibi antioksidan 

enzim aktiviteleri incelenmiştir. Bulgulara bakıldığında, belirli konsantrasyonlarda 

uygulanan prolinin bakır fazlalığına karşı yatıştırıcı etkiler gösterdiği sonucuna 

ulaşılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Prolin, çimlenme, domates, Solanum lycopersicum, bakır stresi  
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SUMMARY 

INVESTIGATION OF THE STIMULATING EFFECTS OF PROLINE ON 
GERMINATION IN TWO DIFFERENT TOMATO CULTIVARS EXPOSED TO 

COPPER STRESS 

Plants are always interacting with their environment in which they live, and they 

exposed to stress when the environmental conditions become severe. Excess copper 

creates a kind of heavy metal stress effect that causes toxic effects on plants. Proline 

is an antioxidant and osmolyte compound, which plays an essential role in stress 

tolerance in living organisms. Tomato is both an important agricultural product and an 

economically valuable export item for our country. In the present study, the effects of 

copper excess on germination of two different tomato varieties, local and certified, 

were investigated. Also, the mitigating effects of exogenously applied proline against 

copper stress during germination were investigated in the study. For this purpose, 

antioxidant enzyme activities such as catalase, superoxide dismutase, ascorbate 

peroxidase and guaiacol peroxidase were analysed in addition to basic stress 

parameters such as germination number, root length, relative water content, lipid 

peroxidation levels and hydrogen peroxide content. When the results are examined, it 

is concluded that proline applied at particular concentrations has a mitigating effect 

against copper excess. 

Keywords: Proline, germination, tomato, Solanum lycopersicum, copper stress  
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1. GENEL BİLGİLER 

1.1. Giriş 

Birleşmiş Milletler 2017 yılı dünya nüfus tahmin verilerine göre 2017 yılında 7,5 

milyar olan nüfusun 2030 yılında 8,6 milyarı, 2050 yılında 9,8 milyarı, 2100 yılında 

ise 11,2 milyarı geçmesi öngörülmektedir. Bu durum önümüzdeki yıllarda dünya 

nüfusunun besin ihtiyacını karşılamak için daha fazla sürdürülebilir tarımsal üretim 

yapılması gerektiğini gözler önüne sermektedir. Dünya nüfusu arttıkça ve kaynakların 

mevcudiyeti azaldıkça, verimli gıda üretimine duyulan ihtiyaç olağanüstü hale 

gelmiştir. Artan nüfus ve buna bağlı olarak gıda talebi ile birlikte, insan kaynakları ve 

çevresel sürdürülebilirlik arasında bir denge oluşturmak için uygun kaynak yönetimi 

gerekli olacaktır. Artan nüfus için yeterli gıda üretme kabiliyeti ile ilgili küresel 

kaygılardan biri, ekilebilir tarım alanlarının mevcudiyetidir. FAO'ya göre, gelecekteki 

küresel nüfusu beslemek için yeterli alan bulunmaktadır (FAO, 2018). 

Tarımsal ve endüstriyel faaliyetler nedeniyle ağır metallerin neden olduğu artan toprak 

kirliliği, günümüz dünyası için ciddi bir çevresel sorun haline gelmektedir (Li ve ark., 

2013; Imran ve ark., 2015). Endüstriyel ve kentsel atıkların doğrudan ve dolaylı olarak 

deşarjı, toprağın organik kirleticiler ve ağır metaller tarafından kimyasal kirlenmesine 

yol açmıştır (Sun ve ark., 2012; Elloumi ve ark., 2016). Ağır metal ile kirlenmiş 

topraklarda yetiştirilen sebzeler genellikle tüm dünyada artan ağır metal alım eğilimi 

göstermiştir. Böylece, kirlenmiş topraklarda yetiştirilen mahsuller ve sebzeler, büyük 

miktarlarda ağır metaller biriktiriler ve tüketiciler için çeşitli sağlık risklerine neden 

olur (Khan ve ark., 2008). Bitkilerin hayatta kalmak için topraktan almaları gereken 

elementler vardır ki bu elementlere “bitki besin elementleri” denir. Bitkiler ihtiyaç 

duydukları besinsel elementlerini topraktan alırken oldukça seçici davranmalarına 

olanak sağlayan mekanizmalara sahiptir. Bütün bu seçiciliğe rağmen toprakta miktarca 

fazla bulunan ağır metaller bitki bünyesine girer ve toksik etkilere neden olabilirler. 

Bitkiler, aralarında ağır metallerin de bulunduğu bazı temel elementlere hayati 

derecede ve belli miktarlarda ihtiyaç duyarlar. Bu elementler bitkinin hayatsal 
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faaliyetlerinin devam edebilmesi için gereklidir. Bunlar; C, H, 0, N, P, K, S, Ca, Mg, 

Fe, Zn, Mn, Cu, B, CI ve Mo elementleridir (Yıldız, 2003). 

Ağır metal birikimiyle oluşan kirlilik dünyada çoğu yerde yaşam ortamlarını olumsuz 

etkiler (Cunnigham ve ark., 1997). Bazı ağır metallerin (Cd, Cr, Cu, Ni ve Zn gibi) 

topraktaki konsantrasyonlarının artması temiz su ve kara ekosistemlerinin 

bozulmasına neden olabilir (Gardea-Torresday ve ark., 1996; Meagher, 2000). Bazı 

raporlar, ağır metal yönünden zengin topraklarda yetişen çeşitli endemik bitkilerin bu 

habitata özgün bir şekilde uyum sağladığını ve normal koşulların çok daha 

yukarısındaki ağır metal birikimlerine dayanabildiklerini bildirmektedir (Banuelos ve 

ark., 1997). 

Bitkiler, çevresel stres etkilerini tolere edebilen birçok hücresel mekanizmaya sahiptir. 

Örnek vermek gerekirse bitkiler, uyumlu ozmolitler, özellikle prolin gibi aminoasitler 

de dahil olmak üzere bir dizi metabolit biriktirir. Genellikle stresi takiben prolin 

içeriğindeki artışın bitki için faydalı olduğuna inanılmaktadır (Verbruggen ve 

Hermans, 2008). 

Bu çalışmada bakır stresine maruz kalmış iki farklı domates çeşidinde prolinin bakır 

stresine karşı iyileştirici etkilerinin araştırılması hedeflenmiştir. Bu amaçla mevcut 

çalışmada çimlenme sayısı, kök boyu uzunluğu, nisbi su içeriği, lipit peroksidasyonu 

seviyeleri ve hidrojen peroksit içeriği gibi temel stres parametreleri ile katalaz, 

süperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve guaikol peroksidaz gibi antioksidan 

enzim aktivitesi incelenmiştir. 

1.2. Domates 

Domates (Solanum lycopersicum L.) ilk olarak Orta ve Güney Amerikada tüketilmeye 

başlanmıştır. Domates kelimesi xitomate/zitotomate sözcüğünden türemiştir. Domates 

tüketiminin ve yaygınlaşmasının gecikmesi renginden ve zehirli olduğu kanısından 

kaynaklanmaktadır. ABD’de 1800 yıllarından itibaren pişirilerek yemek olarak 

tüketilmeye başlanan domates, Anadolu coğrafyasında ise 150 yıldır sofralarımızda 

yer edinmiştir. Domates hemen hemen ülkemizin tüm bölgelerinde yetiştirilmektedir 

(Güvenç, 2017). 
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Domates, dünyadaki hemen hemen tüm iklim bölgelerine iyi adapte olmuş tropikal bir 

bitkidir. Bununla birlikte çevresel stres faktörleri, bu ekonomik bitkinin potansiyel 

verimini doğrudan kısıtlayan önemli etkenlerin başında gelmektedir (Jangid, 2016;  

Gerszberg, 2017). 

Domatesin biyokimyasal içeriği; yetiştirilmesinde kullanılan yöntemlere, yetiştiği 

toprağın bileşimine, iklimsel koşullara ve yetiştirilme amaçları gibi birçok etkene 

bağlıdır (Barrett ve ark., 2007; Qaryouti ve ark., 2007; Garg ve ark., 2008; Favati ve 

ark., 2009; Erba ve ark., 2013). Domatesin kuru madde olarak içeriğinde glukoz ve 

fruktoz gibi karbonhidratlar oldukça fazla bulunmaktadır. Bununla birlikte domates, 

yağ ve protein içeriği yönünden oldukça düşük (%1’in altında) içeriğe sahiptir. 

Domates sağlıklı beslenme açısından önemli olan aktif moleküllere, C ve A vitaminleri 

öncü maddesi olan karotenoidlere (β-karoten ve likopen) ve mineral maddelere 

sahiptir (Shi ve Maguer, 2000; Sekin ve ark., 2005; Bergougnoux, 2014; Gölükcü ve 

ark., 2016). Örnek vermek gerekirse günlük diyet ile alınan likopenin %85’nin kaynağı 

domates ve ürünleri oluşturmaktadır. 

Dünya domates rekoltesi yıllık olarak 177 milyon ton kadardır (FAO, 2018). Türkiye 

yıllık domates üretimi ile dünyada dördüncü sırada yer almaktadır ve yıllık üretimin 

%7,2’sini karşılamaktadır. Ülkemiz şu anki domates üretimi kapasitesiyle dünyada söz 

sahibi olmakla beraber önümüzdeki yıllarda üretim kapasitesinin daha da artacağı ön 

görülmektedir. 

Domates nispeten sıcak havaya ve fazla miktarda güneş ışığına ihtiyaç duyar. Soğuk 

iklimlerde genel olarak seralarda yetiştirilir. Domatesler, sapları ve meyveleri 

zeminden uzak tutmak için genellikle istiflenir, bağlanır veya kafeslenir. Domates 

çiçeklerinin çürümesini ve meyvelerinin çatlamasını önlemek için istikrarlı bir sulama 

gereklidir. Domates bakteriyel solgunluk, erken yanıklık, mozaik virüsü, Fusarium 

solgunluğu, nematodlar ve domates boynuzları dahil olmak üzere bir dizi parazit ve 

hastalığa karşı hassastır. Bu sorunların birçoğu, mahsul rotasyonu, mantar ilacı, böcek 

ilacı ve dayanıklı çeşitlerin ekimi ile kontrol edilebilir.  

Likopen; domates meyvelerinde, işlenmiş domates ürünlerinde ve diğer meyvelerde 

mevcut olan bir karotenoidtir. Diyetle alınan karotenoidler arasında en güçlü 

antioksidanlardan birisidir. Domatesin ve likopen içeren domates ürünlerinin diyet 
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alımının, kanser ve kardiyovasküler hastalık gibi kronik hastalık riskinin azalması ile 

ilişkili olduğu öne sürülmüştür. Serum ve doku likopen düzeylerinin, meme kanseri ve 

prostat kanseri de dahil olmak üzere çeşitli kanser türlerinin görülme sıklığı ile ters 

ilişkili olduğu bulunmuştur.  

1.3. Bitkilerde Stres 

Bitkiler sabit yaşamlarının gereği olarak sürekli dış ortamla etkileşim halindedir. 

Bitkinin olumsuz çevre koşullarına maruz kalması durumuna stres denir. Bitkiler 

yaşamları sürecinde birçok stres faktörü ile karşılaşmaktadırlar. 

Çeşitli biyotik ve abiyotik streslerin zararlı etkileri nedeniyle gıda verimliliği düşer. 

Bu nedenle, bu kayıpların en aza indirilmesi ve değişen iklim koşullarında gıda 

güvenliğinin sağlanması önemli bir endişe konusudur. Kuraklık, aşırı sıcaklık, soğuk, 

ağır metaller veya yüksek tuzluluk gibi çevresel abiyotik stresleri, dünya genelinde 

bitki büyümesinin ve üretkenliğinin ciddi şekilde bozulmasına neden olmaktadır.  

Temel olarak, bitkiler büyümek için enerji (ışık), su, karbon ve mineral besinlere 

gereksinim duyarlar. Abiyotik stres, büyümeyi azaltan ve optimum seviyelerin altında 

verimi sağlayan çevresel koşullar olarak tanımlanabilir. Bitkilerin abiyotik streslere 

verdikleri yanıtlar hemen her zaman dinamik ve karmaşıktır (Skirycz ve Inze 2010; 

Cramer, 2010). 

Strese verilen bitki yanıtları, stresten etkilenen dokuya veya organa göre değişim 

gösterebilir. Örneğin, strese karşı oluşturulan transkripsiyonel tepkiler, köklerde doku 

veya hücreye özgüdür ve ilgili strese bağlı olarak oldukça değişkenlik gösterir 

(Dinneny ve ark., 2008). Ek olarak, stresin seviyesi ve maruz kalma süresi (kısa ya da 

uzun süreli), oluşan yanıtın karmaşıklığı üzerinde önemli bir etkiye sahip olur 

(Tattersall ve ark., 2007; Pinheiro ve Chaves, 2011). Bu durum bitkilerde stres etkileri 

ve strese karşı verilen yanıtların ne kadar karmaşık olduğunu gösterir. 

1.3.1. Stres Çeşitleri 

Stres faktörleri çeşitli araştırıcılar tarafından farklı şekillerde sınıflandırılmışlardır. 

Yaygın olarak kabul gören sınıflandırmalar aşağıdaki gibidir. 
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Şekil 1. Başlıca stres çeşitleri (Yılmaz ve ark., 2011). 

1.3.2. Bitkilerde Ağır Metal Stresi 

Doğal yaşamlarında bitkiler, biyotik ve abiyotik stres gibi birçok olumsuz çevresel 

koşullara maruz kalır. Diğer tüm stres çeşitleri ile birlikte ağır metal stresi, mahsulün 

verimliliği ve büyümesi üzerinde olumsuz etkileri olması nedeniyle büyük öneme 

sahiptir. Ağır metal stresi, bitki metabolizmasınadan mahsul verimine kadar bitkilerde 

farklı süreçleri tetikler. "Ağır metal" terimi, göreceli olarak yüksek yoğunluğa sahip 

ve düşük konsantrasyonda bile toksik veya zehirli etkileri olan herhangi bir metalik 

elementi ifade eder (Lenntech, 2004). 

Genel bir ortak terim olan "ağır metaller", 4 g/cm3'ten daha büyük atom yoğunluğuna 

sahip metal ve metaloid grubu için geçerlidir. 

Ağır metaller arasında kurşun (Pb), kadmiyum (Cd), nikel (Ni), kobalt (Co), demir 

(Fe), çinko (Zn), krom (Cr), demir (Fe), bakır (Cu), arsenik (As), gümüş (Ag) ve platin 

(Pt) gibi elementler sayılabilir. Ağır metaller büyük oranda yer kabuğunda dağılmış 

halde kaya oluşumlarında bulunur. Sanayileşme ve kentleşme ağır metallerin 

biyosferdeki antropojenik katkısını arttırmaktadır. Ağır metaller, toprak ve su 

ekosistemlerinde fazla bulunabilirliliğe sahipken atmosferde partikül veya buhar 

olarak nispeten daha küçük bir orana sahiptir. Bitkilerde ağır metal toksisitesi, bitki 

türlerine, spesifik metallere, konsantrasyonlara, kimyasal formlara ve toprak 
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yapılarına ve pH değerlerine göre değişir, çünkü birçok ağır metalin bitki büyümesi 

için gerekli olduğu düşünülmektedir. Cu ve Zn gibi bu ağır metallerin bazıları, örneğin 

enzimler/substrat metal kompleksi oluşturmada enzim reaksiyonlarının kofaktörü ve 

aktivatörleri olarak işlev görür veya metaloproteinlerde prostetik grup gibi bir katalitik 

özellik gösterir (Mildvan, 1970). Bu önemli metal iz elementler, redoks 

reaksiyonlarında, elektron transferinde ve nükleik asit metabolizmasında yapısal 

fonksiyonlarda rol alır. Cd, Hg ve As gibi ağır metallerin bir kısmı, metale duyarlı 

enzimler için kuvvetli bir şekilde zehirlidir, bu da büyüme inhibisyonu ve hatta 

organizmaların ölümü ile sonuçlanabilir. 

Toksik konsantrasyonlarda ağır metaller, bitki ve organizmalara zarar verir, 

organlarını etkiler, biyokimyasal süreçlerini, organellerini, hücresel zarlarını değiştirir 

ve sağlık sorunlarına neden olur (DalCorso ve ark., 2010). Ağır metallerin çoğu, 

hareketsiz doğaları nedeniyle toprakta kalıcıdır, toprak ve organik kolloidlerle 

yakından ilişkilidir.  

Ağır metaller yer kabuğunda lokalize olmuştur; bu nedenle topraktaki doğal 

oluşumları, yalnızca ayrışma sürecinin bir ürünüdür. Ağır metallerin bileşimi ve 

konsantrasyonu, ayrışma sürecini harekete geçirerek kaya türüne ve çevresel koşullara 

bağlıdır. Jeolojik bitki materyalleri genellikle yüksek konsantrasyonlarda Cr, Mn, Co, 

Ni, Cu, Zn, Cd, Sn, Hg ve Pb'ye sahiptir. Bununla birlikte, sınıf bazında ağır metal 

konsantrasyonları kayalarda farklılık gösterir. Toprak oluşumu çoğunlukla tortul 

kayalardan meydana gelir, ancak genellikle veya kolayca havalandırılmadığından, 

küçük bir ağır metal kaynağıdır. Bununla birlikte, olivin, ojit ve hornblend gibi pek 

çok magmatik kayaçlar da toprağa önemli miktarda Mn, Co, Ni, Cu ve Zn katkıda 

bulunur. Sedimanter kayaçlar sınıfında en çok Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Sn, Hg ve 

Pb konsantrasyonlarına ve ardından kireçtaşı ve kum taşına sahiptir. Volkanların 

toksik ve zararlı gazlarla birlikte yüksek seviyede Al, Zn, Mn, Pb, Ni, Cu ve Hg 

yaydığı bildirilmiştir (Seaward ve Richardson, 1990). Sahra gibi çöl bölgelerinden 

kaynaklanan rüzgar tozu yüksek oranda Fe ve daha az miktarda Mn, Zn, Cr, Ni ve 

Pb'ye sahiptir (Ross, 1994). Deniz aerosolleri ve orman yangınları, bazı ortamlarda 

bazı ağır metallerin taşınmasında önemli bir etkiye sahiptir. Özellikle Sahra çölünden 

gelen tozların uzun menzilli taşınması son zamanlarda büyük ilgi görmüştür. Hg ve Se 

gibi uçucu ağır metaller yangın sırasında üretilen karbonlu maddenin bir parçasıdır.  
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İnorganik ve organik gübreler tarım toprağına en önemli ağır metal kaynaklarıdır. Ek 

olarak kireçlendirme, lağım çamuru, sulama suları ve böcek ilaçları gibi uygulamalar 

da tarımdaki diğer ağır metal kaynaklarıdır. Özellikle mantar öldürücüler, inorganik 

gübreler ve fosfatlı gübreler, kaynaklarına bağlı olarak değişken Cd, Cr, Ni, Pb ve Zn 

seviyelerine sahiptir. Kadmiyum, çok yüksek seviyelerde yapraklarda birikir ki, 

yapraklar büyük oranda hayvanlar ve insanlar tarafından tüketilmektedir. Kadmiyum 

fazlalığı, lağım çamuru, gübre ve kireç uygulamasından da kaynaklanmaktadır 

(Yanqun ve ark., 2005). Tarımda fosfatlı gübrenin tekrar tekrar ve uzun süre 

kullanılması sonucu bazı ağır metallerin tehlikeli derecede yüksek birikimler 

oluşturabileceğini düşünülmektedir. 

Tarım topraklarının ağır metal ile kirlenme seviyesi; toprağın özelliğine, ağır metal 

kaynağının yoğunluğuna, yapılan zirai uygulamanın şekline ve sıklığına göre 

değişiklik göstermektedir. Toprakta ağır metal birikimi, kompost reddetme ve nitrat 

gübreleri gibi toprak değişikliklerine sebep olan uygulamalardan da 

kaynaklanmaktadır. Kireç, topraktaki ağır metal seviyelerini nitratlı gübrelerden daha 

fazla arttırır ve kompostu reddeder. Atık su çamuru, toprağı etkileyen en önemli ağır 

metal kaynaklarından biridir. Bu bileşiklerin sık kullanıldığı meyve bahçeleri, Cu, As, 

Pb, Zn, Fe, Mn ve Hg gibi yüksek seviyelerde ağır metallerle toprağın kirlenmesine 

neden olmuştur (Ross, 1994). Ağır metallerin topraktan bitkiye taşınmasını, yağış 

miktarı ile topraktaki çözünmüşlük seviyesinin artması etkilemektedir. 

Bitkilerin toksik ağır metal seviyelerine maruz kalması çok çeşitli fizyolojik ve 

metabolik değişikliklere neden olur (Dubey, 2011; Villiers ve ark., 2011). Bununla 

birlikte, farklı ağır metaller bitki içinde farklı etki alanlarına sahip olduklarından, 

toksik tepki ağır metaller arasında farklılık gösterir. Bitki ölümü ile birlikte (Dalcarso 

ve ark., 2010; Carrier ve ark., 2003) ağır metal toksisitesinin en yaygın kanıtları, 

yaprak klorozu, nekroz, turgor kaybı, tohum çimlenme oranındaki düşüş ve çoğunlukla 

fotosentetik mekanizmadaki hasarın neden olduğu bitki büyümesinde bir azalmadır 

(Sharma ve Dubey, 2007). Tüm bu etkiler, bitki dokularında ve ağır metallerin 

varlığında meydana gelen hücrelerde, biyokimyasal ve moleküler değişikliklerle 

ilgilidir (Gamalero ve ark., 2009). Tarımsal toprağın ağır metallerle kirlenmesi, 

potansiyel olumsuz ekolojik etkileri nedeniyle kritik bir çevresel sorun haline 

gelmiştir.  
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Toksik metal kontaminasyonundan gıda güvenliğini artırmak için, toprağın 

toksikolojisini bilmek ve bu bilgileri kullanarak yeni stratejiler geliştirmek 

gerekmektedir.  

1.3.3. Bakır ve Fazlalığı 

Bakır (Cu), çeşitli kayaçlarda ve minerallerde bol miktarda bulunan temel bir mikro 

elementtir. Bakır hem prokaryotlarda hem de ökaryotlarda çeşitli metabolik süreçler 

için gereklidir (Sun ve ark., 2014). Bakırın çoğu, oksijen taşıyıcısı (hemosiyanin) veya 

redoks katalizörü (sitokrom oksidaz, nitrat redüktaz) olarak görev yapan enzimlerde 

bulunur (Whitacre, 2011; Ferreira ve ark., 2015). Bakır, Cu, Cu1+ ve Cu+2 olmak üzere 

üç değerlikli bir geçiş metalidir. Ek olarak, yoğun olması nedeniyle (5 g/cm3) ağır bir 

metal olarak sınıflandırılmaktadır (Singh ve ark., 2011). Bununla birlikte Cu, normal 

bitki metabolizması için temel bir mikro besin maddesidir ve fotosentez, solunum, 

karbonhidrat dağılımı ve protein metabolizması gibi çeşitli fizyolojik süreçlerde rol 

oynar. Bununla birlikte, aşırı Cu, bitkilerde biyokimyasal reaksiyonları ve fizyolojik 

süreçleri olumsuz yönde etkileyerek normal gelişimi bozabilir (Güzel ve Terzi, 2013).  

Endüstriyel ilerleme toksik bileşiklerin oluşumuna ve özellikle ağır metallerle çevre 

kirliliğine yol açar. Madencilik faaliyetleri ve cevher işlenmesi, evsel ve endüstiriyel 

atık artışı (piller gibi), gübre ve böcek ilacı üretimi ve uygulaması, sulama için 

kanalizasyon kullanımı ve araba egzozu toprak ve havanın kirlenmesine katkıda 

bulunur. Toprakta patojenlerle mücadele için tarımda bakır (Cu) içeren bileşiklerin 

kullanılması, toprakta ve bitkilerde ağır metal birikimine neden olur (Saha ve ark., 

2012; Shahid ve ark., 2014). Normal büyüme koşulları altında, bitki dokularındaki 

ortalama Cu konsantrasyonu 5 ila 20 µg/g kuru ağırlık arasında değişir; bu aralıktaki 

farklılıklar bitkinin türüne, gelişme evresine, topraktaki metal içeriğine ve asitlik gibi 

toprak özelliklerine bağlıdır (Ravet ve Pilon, 2013). Yapraklardaki Cu konsantrasyonu 

5 µg/g kuru ağırlığın altında olduğunda, Cu kıtlığı belirtileri belirginleşir; 20 µg/g’dan 

büyük konsantrasyonlarda metalin toksik belirtileri gözlenir (Droppa ve ark., 1987; 

Cohu ve Pilon, 2010). Fizyolojik süreçler ortamdaki Cu konsantrasyonundaki 

değişikliklere farklı tepki verir. Örnek vermek gerekirse, Cu konsantrasyonundaki artış 

ile birlikte kökte Cu yoğunluğu artar ve devamında daha fazla artış büyümenin 

yavaşlamasına neden olur. Bununla birlikte, tohum çimlenme yüzdesi, Cu 
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konsantrasyonunun çok daha zayıf olmasına bağlıdır (Elleuch ve ark., 2013). Bakır, 

çinko, molibden, demir ve diğerleri gibi çok sayıda ağır metal, vazgeçilmez mikro 

elementlerdir. Bunlar düşük konsantrasyonlarda organizmanın normal büyümesini ve 

gelişmesini yöneten temel unsurlardır (Kholodova ve ark., 2011; Ravet ve Pilon, 2013; 

Jung ve ark., 2014). Bununla birlikte, yüksek konsantrasyonlarda biriktiklerinde bitki 

yaşamını ve insan sağlığını olumsuz yönde etkilerler.  

Bakır, bitkiler için bir mikro besin maddesi olarak kabul edilir (Gang ve ark., 2013) ve 

CO2 asimilasyonu ve ATP sentezinde önemli rol oynar. Aynı zamanda Cu, fotosentetik 

sistemin plastosiyanini ve solunum elektron taşıma zincirinin sitokrom oksidazı gibi 

çeşitli proteinlerin temel bir bileşenidir (Demirevska-Kepova ve ark., 2004). Bununla 

birlikte sanayi devrimi ile birlikte, gelişmiş sanayi ve madencilik faaliyetleri, 

ekosistemde Cu oluşumunun artmasına neden olmuştur. Madencilik faaliyetleri, 

yüzeyde biriken çok miktarda atık kaya ve tortu oluşturur. Toprakta Cu fazlalığı 

sitotoksik bir rol oynar, strese neden olur ve bitkilerde hasara neden olur. Bu birikim, 

bitki büyüme geriliği ve yaprak klorozuna yol açar (Lewis ve ark., 2001). Bitkilerin 

bakıra aşırı maruz kalması oksidatif stresi tetikler ve reaktif oksijen türlerinin aşırı 

miktarda üretilmesine neden olur (Stadtman ve Oliver, 1991). Oksidatif stres, 

metabolik yolların bozulmasına ve makromoleküllerin hasar görmesine neden olur 

(Hegedus ve ark., 2001). Yapılan bir çalışmaya göre Cu ve Cd kombinasyonları, 

Solanum melongena'daki çimlenmeyi, fide uzunluğunu ve yan kök sayısını olumsuz 

yönde etkilemiştir (Neelima ve Reddy, 2002). 

1.3.4. Bitki Büyümesi Üzerine Bakır Stresinin Etkisi 

Bakır fazlalığı bitkilerde önemli fizyolojik süreçleri etkileyebilir. Bitki büyümesinde 

ve gelişiminde sorunlara neden olabilir. Topraktan alınan bakır, sağlıklı bitki gelişimi 

için farklı dokular ve organeller içerisinde taşınır, dağıtılır ve bölümlendirilir (Habiba 

ve ark., 2015). Diğer yandan aşırı bakır, azaltılmış bir bitki biyokütlesi, yaprak 

klorozu, inhibe edilmiş kök büyümesi, bronzlaşma ve nekroz ile karakterize edilir. Cu 

toksisitesinin etkisi, büyük ölçüde, tüm bitki için özel öneme sahip olan kök büyümesi 

ve morfolojisi üzerinedir. Bakır, sürgünlerde çok az yer değiştirerek kök dokusunda 

birikme eğilimindedir (Marschner, 2011). Zhao ve ark. (2010) Festuca arudinacea ve 

Lolium perenne bitkilerinin gecikmiş kök büyümesini 7 günlük bakır uygulamasından 
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sonra gözlemlemiştir. Kolbert ve ark. (2012), uzun süreli aşırı bakırın, Arabidopsis 

thaliana'nın kök ve kök gelişiminin inhibe edilmesine yol açtığını bildirmiştir. Hücre 

uzaması, bölünmesi ve genişlemesi de etkilenmiştir. Aşırı bakır, yaprak büyümesini, 

hücre uzamasını ve hücre bölünmesini inhibe eder (Maksymiec, 1997; Panou 

Filotheou ve Bosabalidis, 2004). Bakır stresine uzun süre maruz kalmak, yaprak 

kenarının katlanmasına, artan stoma sayıları ve azalan stoma boyutlarına ve düşük 

mezofil hücre içi boşluk hacimlerine neden olur. Yaprak anatomisinde ve 

morfolojisindeki tüm bu değişikliklerin köklerin bakır stresine maruz kalmasından ve 

bu nedenle terlemenin azalmasına neden olan bozukluklar olduğu düşünülmektedir 

(Panou-Filotheou ve ark., 2001). 

Bakır konsantrasyonundaki artış ile buğday bitkisinde çimlenme yüzdesinin, toplam 

klorofil içeriğinin ve yan kök sayısının büyük ölçüde etkilendiği bildirilmiştir (Singh, 

2007). Lahana bitkisi yüksek bakır konsantrasyonlarına maruz kaldığında, meydana 

gelen bakır toksisitesi yapraklarının klorozuna yol açar ve daha sonra hem sürgünlerde 

hem de köklerde biyokütleyi azaltır (Ali ve ark., 2015). Meyve ve sebzelerdeki toksik 

metallerin değerlendirilmesi ve miktarının belirlenmesi son on yılda oldukça fazla bir 

şekilde çalışılmıştır. Madencilik alanlarında veya endüstriyel kirli alanlarda yetiştirilen 

temel gıdalarda, meyve ve sebzelerde biriken ana unsurlar; kadmiyum, çinko, kurşun 

ve bakırdır (Oteef ve ark., 2015). 

1.4. Prolin 

Stres toleransını artırmak için bitkilere uygulanan koruyucu bileşiklerden biri 

prolindir. Prolin sadece bir ozmolit değil, aynı zamanda bir metal şelatörü, bir 

antioksidan bileşiği ve stres sırasında bir sinyal molekülüdür (Hayat ve ark., 2012). 

Bunun yanı sıra, mitokondri fonksiyonlarını değiştirebilir, bitki büyümesini 

etkileyebilir ve abiyotik stres toleransında rol oynayan bazı genlerin ekspresyonunu 

indükleyebilir (Szabados ve Savaure, 2010). Ana rollerine ek olarak prolin, abiyotik 

stres koşulları altında hücresel redoks potansiyelinin tamponlanmasında da son derece 

önemli bir rol oynar (Ali ve ark., 2013). Çeşitli abiyotik stres koşulları altında prolin 

birikimi bitkilerde stres toleransı ile bağlantılıdır (Nanjo ve ark., 1999) ve 

konsantrasyonu toleranslı genotiplerde genellikle strese duyarlı olanlardan daha 

yüksektir (Ashraf ve Foolad, 2007). Abiyotik stres altındaki bitkilere prolin 
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uygulaması stresin olumsuz etkilerini azaltmak için önemli bir yaklaşımdır. Birçok 

rapor dışarıdan uygulanan prolinin abiyotik stres faktörlerine karşı bitki toleransının 

arttırılmasında önemli bir rol oynayabileceğini ortaya koymuştur (Ali ve ark., 2013; 

Ashraf ve Foolad, 2007; Athar ve ark., 2008; Shahbaz ve ark., 2013). 

Bitkilerde stres toleransı, prolinin belirli bir konsantrasyonda dışarıdan olarak 

sağlandığı durumlarda gelişebilir, ancak daha yüksek bir konsantrasyonda dışarıdan 

uygulanmışsa toksik olabilir (Hayat ve ark., 2012). Örneğin, Torun ve ark. (2016), 30 

mM prolinin, su eksikliği koşullarına maruz kalan mısır fidelerinin büyümesindeki 

gelişme için en etkili konsantrasyon olduğunu, daha yüksek harici prolin (40 veya 50 

mM) konsantrasyonlarının fidelerin büyümesini baskıladığını kaydetmiştir. Bu 

nedenle, farklı stres koşulları altında en etkili prolin konsantrasyonunu ve uygulama 

yöntemini tespit etmek için daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır. 

Cd, Cu, Pb, Ni ve Zn gibi ağır metaller bitkiler için yıkıcı çevresel tehditlerdir. Aşırı 

ağır metal konsantrasyonlarının bitki tarafından alınması, ciddi fizyolojik ve yapısal 

bozukluklara neden olan stres yaratır. Ağır metal stresine cevaben bitkiler, çok 

miktarda prolin biriktirir. Birçok bitkinin ağır metal stresine maruz kaldığında prolin 

biriktirdiği gösterilmiştir (Bassi ve Sharma, 1993; Costa ve Morel, 1994; Talanova ve 

ark., 2000). Osmoprotektan ve reaktif oksijen türleri söndürücüsü olarak işlev 

görmesinin yanı sıra prolin ayrıca ağır metal şelatörü gibi davranır, böylece ağır metal 

stresini hafifletir (Farago, 1979). Deschampsia ve Silene gibi ağır metal toleranslı 

bitkilerin toleranslı olmayan bitkilere kıyasla daha yüksek bir prolin içeriğine sahip 

olduğu gösterilmiştir (Smirnoff ve ark., 1987; Schat ve ark., 1997). Sharma ve 

arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, eksojen prolin, glikoz-6-fosfat 

dehidrojenaz ve nitrat redüktazın aktivitesini in vitro olarak Cd ve Zn tarafından inhibe 

edilmesine karşı korumuştur. Bu korumanın, bir prolin-metal kompleksinin 

oluşumundan kaynaklandığı öne sürülmüştür (Sharma ve ark., 1998).  

Bakır fazlalığına maruz kalan bitkilerin, dokularında prolin biriktirdiği rapor edilmiştir 

(Ku ve ark., 2012). Prolin birikimi, bitkilerin strese karşı adaptasyonudur. Prolinin bazı 

fizyolojik ve moleküler yanıtları aktive eden düzenleyici veya sinyal molekülü 

olduğuna inanılmaktadır (Szabados ve Savoure, 2010). Prolin birikme mekanizması; 

artan sentez, azalan katabolizma veya proteinlerin artan parçalanması ile ilişkilidir 
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(Kavi Kishor ve ark., 2005). Prolin, yüksek bitkilerde prolin-5-karboksilat sentetaz 

(P5CS) ve prolin-5-karboksilat redüktaz tarafından katalize edilen reaksiyonlarla 

glutamattan sentezlenir. Prolin, ornitinin, ornitin amino transferazı ile prolin-5-

karboksilat içine transaminasyonu ile de oluşturulabilir. Bitki hücrelerinde prolin 

katabolizması prolin dehidrojenaz (PDH) ve prolin-5-karboksilat dehidrojenaz 

tarafından meydana geldi (Monteoliva ve ark., 2014). 
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2. MATERYAL METOD 

2.1. Bitki Materyalinin Hazırlanması 

Mevcut çalışmada bitki materyali olarak ekonomik değeri yüksek bir bitki olan 

domates çeşitleri (kültivar) kullanıldı. Çeşitlerden birisi Artvin Tütüncüler köyünde 

yıllardır yetiştirilen ve tüketilen çeşittir. Diğeri ise yurt dışından ithal edilen ve 

ülkemizde tohum satışı yapılan yerlerde bulunan tescilli bir çeşittir. Çimlendirme 

çalışmaları laboratuvar ortamında steril edilmiş petrilerde filtre kağıtları üzerinde 

gerçekleştirildi. Çimlenme ortamı ise soğutmalı inkübatör kullanılarak 21 °C’de 

gerçekleştirildi. Tohumlar için çimlenme süresi ortalama 8 gün olarak belirlendi ve bu 

sürenin sonunda planlanan analizlere geçildi. 

2.2. Etkin Bakır Stresi, İyileştirici Prolin Konsantrasyonlarının Belirlenmesi ve 
Deney Tasarımı 

Çalışmada öncelikli olarak gerçekleştirilen aşama, çeşitlerin çimlenmesini önemli 

ölçüde engelleyen bakır konsantrasyonunu tespit etmek oldu. Bu amaçla her iki çeşide 

ait tohumlar 0 (kontrol), 25 µM, 100 µM, 500 µM, 1000 µM, 2500 µM ve 5000 µM 

bakır konsantrasyonlarında çimlendirildi (Tablo 1). Çimlenme sayısı ve ortalama kök 

uzunlukları dijital kumpas kullanılarak ölçüldü ve etkin bakır konsantrasyonu 

belirlendi. Bakır stresini simule etmek için bakır sülfat (CuSO4) ile hazırlanan 

çözeltiler kullanıldı. Kontrol grubu ise sadece saf su ile çimlendirildi. Her grup için en 

az 3 tekerrürlü petri ve her petri için 50 adet tohum kullanıldı. Bu şekilde her deney 

setinde her grup için en az 150 tohum değerlendirilmiş oldu. Her deney seti 6 defa 

tekrarlandı. 
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Tablo 1. Etkin bakır konsantrasyonunun belirlenmesi  

 Domates Çeşitleri 
Gruplar Yerel Tescilli 
Kontrol (saf su) ✓ ✓ 
25 µM CuSO4 ✓ ✓ 
100 µM CuSO4 ✓ ✓ 
500 µM CuSO4 ✓ ✓ 
1000 µM CuSO4 ✓ ✓ 
2500 µM CuSO4 ✓ ✓ 
5000 µM CuSO4 ✓ ✓ 

Etkin bakır konsantrasyonun belirlenmesi aşamasından sonra iyileştirici prolin 

konsantrasyonunun tespit edileceği aşamaya geçildi. Bu amaçla etkin bakır 

konsantrasyonunda (çimlenmeyi önemli derecede engelleyen bakır konsantrasyonu) 

çimlendirilecek tohumlar 16 saat süre ile ayrı ayrı olacak şekilde 0 (sadece etkin bakır 

konsantrasyonu), 0,5 mM, 1 mM ve 10 mM prolin konsantrasyonlarında inkübe edildi. 

Tohumlar tablo 2’de verilen prolin konsantrasyonlarında 16 saat inkübe edildikten 

sonra etkin bakır konsantrasyonunda çimlenmeye bırakıldı. Kontrol grubuna ise 

çimlenme öncesi prolin uygulaması yapılmadı ve 16 saat süre ile saf suda bekletildi. 

Bu şekilde çimlenen tohumlarda çimlenme sayısı, ortalama kök boyu uzunlukları ve 

diğer temel stres parametreleri ölçülerek en uygun prolin konsantrasyonu değeri tespit 

edildi. Hem etkin bakır konsantrasyonu hem de iyileştirici prolin konsantrasyonu 

belirlenirken gerçekleştirilen kök boyu ölçümlerinde radikula boyunun 2 mm altında 

geliştiği tohumlar çimlenme sayısına ve kök boyu ortalamasına dahil edilmedi. Ayrıca 

bulgular analiz edilirken tescilli ve yerel tohumlar arasındaki bakır stresine karşı 

tolerans yetenekleri de karşılaştırılmış oldu. Tüm deney setlerinin aseptik koşullarda 

yürütülmesine özen gösterildi. 

Tablo 2. İyileştirici prolin konsantrasyonun belirlenmesi.  

Etkin Bakır Konsantrasyonu Ortamınde Çimlenen Domates Çeşitleri 
Etkin Bakır Konsantrasyonu Ortamı 

Gruplar Yerel Tescilli 
Kontrol (Prolin uygulaması yok) ✓ ✓ 
0,5 mM Prolin ✓ ✓ 
1 mM Prolin ✓ ✓ 
5 mM Prolin ✓ ✓ 
10 mM Prolin ✓ ✓ 
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2.3. Çimlenme Sayılarının ve Ortalama Kök Boylarının Belirlenmesi 

Çimlenmenin 8. gününde tohumlarda çimlenme sayıları belirlendi ve kök boyları 

ölçüldü. Kök boyları dijital kumpas ile ölçüldü ve radikula boyunun 2 mm altında olan 

kök gelişimleri analize dahil edilmedi. 

   

Şekil 2. Petri içine ekilmiş yerel (solda) ve tescilli (sağda) domates tohumları 

2.4. Temel Stres Parametrelerinin Ölçümü 

Çalışmada çimlenmeyi önemli derecede etkileyen bakır konsantrasyonunun ve 

iyileştirici prolin konsantrasyonunun belirlenmesinden sonra, prolinin çimlenme 

üzerindeki etkilerini araştırmak amacıyla temel stres parametreleri ölçüldü. Bu amaçla 

çimlenen tohumlarda nisbi su içeriği (RWC), lipit peroksidasyonu (MDA) seviyesi, 

hidrojen peroksit içeriği, pigment tayinleri, prolin içeriği, katalaz, süper oksit 

dismutaz, askorbat peroksidaz ve guaikol peroksidaz analizleri gerçekleştirildi. 

2.4.1. Nisbi Su İçeriği (RWC) 

Çalışmada bakır stresinin yerel ve tescilli domates çeşitlerinde içsel su durumunu nasıl 

etkilediğini ve prolin uygulamasının olası iyileştirici etkilerini belirlemek için nisbi su 

içeriği ölçüldü. Bu amaçla hasat edilen örneklerin taze ağırlıkları belirlendi ve not 

edildi (Yaş Ağırlık). Sonrasında örnekler 16 saat süre ile saf suda ve 4 °C’de bekletildi 

ve sonrasında ağırlıkları tekrar tartıldı (Turgit Ağırlık). Örneklerin fazla suyu alınarak 
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etüve alındı ve 65 °C 72 saat süre ile tüm su içeriklerinin uzaklaşması sağlandı (Kuru 

Ağırlık). Elde edilen sonuçlar Smart ve Bingham (1974) denkleminde yerine konularak 

nisbi su içerikleri belirlenmiş oldu. Denklem formülü aşağıda verildi. 

Nisbi Su İçeriği (RWC %): [(YA-KA) / (TA-KA)]x100 

YA: Yaş ağırlık 

KA: Kuru ağırlık 

TA: Turgit Ağırlık 

2.4.2. Klorofil ve Karotenoid İçeriği 

Çalışmada bakır stresinin çimlenen domates tohumlarındaki pigment oluşumuna 

etkilerini gözlemlemek amacıyla toplam klorofil ve karotenoid miktar tayini yapıldı.   

Klorofil ve karotenoid içeriklerinin belirlenmesi için 0,1 g örnek sıvıt azot kullanılarak 

homojenizatörde öğütüldü. Toz haline gelen örneklere 2 ml %80 soğuk aseton eklendi 

ve örnekler tekrar homojenize edildi. Homojenize edilmiş örnekler 4 °C’de 10 dakika 

süre ile 3000 rpm’de santrifüj edildi. Örneklerin süpernatantları spektrofotometrede 

450, 645 ve 663 nm dalga boylarında ölçüldü. Klorofil hesaplanması için Arnon (1949) 

denklemi kullanıldı. 

Klorofil a (gL-1) = 12,7xA663 – 2,69xA645 

Klorofil b (gL-1) = 22,9xA645 – 4,68xA663 

Toplam Klorofil (gL-1) = 20,2xA645 + 8,02xA663 

Örneklerdeki karotenoid miktarını belirlemek için Jaspars formülü kullanılarak yapıldı 

(Witham ve ark., 1971). 

Toplam Karoteonid (gL-1) = 4,07xA450 – (0,0435xKla + 0,3367xKlb) 

2.4.3. Lipit Peroksidasyonu Tayini (MDA) 

Çalışmanın bu kısmında bakır stresinin her iki domates çeşidinde hücre zarında 

oluşturduğu hasarı belirlemek ve prolin uygulamasının oluşan bu hasarı 
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iyileştirmedeki katkısını gözlemlemek amacıyla çimlenen tohumlarda lipit 

peroksidayonu tayini gerçekleştirildi. Lipit peroksidasyonu hücre zarındaki çift bağ 

fosfolipitlerin peroksidasyona uğramasıdır ve ürün olarak malondialdehit (MDA) 

ortaya çıkar ve bu nedenle hücre zarındaki hasarın belirlenmesinde önemli bir 

parametredir (Heath ve Packer, 1968). Bu amaçla çimlenen domates tohumlarından 

alınan 0,1 g örnekler sıvı azot ile dondurularak doku parçalayıcıda toz haline getirildi. 

Toz halindeki örneklere 1,8 ml %0,1 trikloro asetik asit (TCA) eklendi ve doku 

parçalayıcıda homojenize edildi. Homojenize edilmiş örnekler 10 dakika süre ile 4 

°C’de ve 15000 g’de santrifüj edildi. Süpernatantın 1 ml’lik kısmı alındı ve %0,5 

tiobarbiturik asit içeren %20 TCA 4 ml solüsyon ile karıştırıldı. Elde edilen karışım 

vorteks ile iyice karıştırıldı ve hemen sonrasında 95 °C sıcaklıkta 30 dakika süre ile 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında reaksiyonun devam etmemesi için örnekler hızlı 

bir şekilde buz banyosuna alındı. Örneklerin spektrofotometre ile spesifik (532 nm) ve 

spesifik olmayan (600 nm) dalga boylarında absorbans okumaları yapıldı. Delta 

absorbans (spesifik–spesifik olmayan absorbans) değerleri, Δ =Ɛ.c.l formülünde yerine 

konularak TBARS konsantrasyonu yani MDA değerleri hesaplandı (∆=A532–A600, Ɛ: 

Absorbsiyon katsayısı, 155 mmol-1 cm-1, c: konsantrasyon). 

2.4.4. Hidrojen Peroksit (H2O2) İçeriği 

Domates çeşitlerinde bakır fazlalığının neden olduğu stresi ve prolin uygulamasının 

strese karşı gösterdiği iyileştirici etkiyi gözlemlemek için çimlenen tohumlarda içsel 

hidrojen peroksit seviyeleri incelendi. Bu amaçla 0,1 g taze bitki numunesi sıvı azot 

ile homojenize edildi. Sonrasında numunelere %0,1 TCA eklendi ve tekrar homojenize 

edildi. Homojenat 4 °C’de, 15000 g’de 10 dakika süre ile santrifüj edildi. 

Süpernatanttan 1 ml alınarak üzerine 1 ml 10 mM potasyum fosfat tamponu ve 1,5 ml 

1 M potasyum iyodür (KI) ilave edildi. Elde edilen karşımın spektrofotometrede 390 

nm’de absorbansları okundu. Absorbans okumaları, µmolg-1 olarak ifade edilerek, 

Velikova ve ark. (2000) tarafından geliştirilen metoda göre belirlendi. 

2.4.5. Prolin İçeriği 

Domates çeşitlerinde bakır stresinin çimlenme üzerine etkilerini ve prolin 

uygulamasının iyileştirici etkilerini incelemek için çalışmada prolin içeriğine bakıldı. 
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Bu amaçla çimlenen örneklerden 0,1 g taze numune alındı ve sıvı azot ile homojenize 

edildi. Toz haline gelen örneklere 1,8 ml %3 sülfosalisilik asit eklendi ve tekrar 

homojenize edildi. Homojenat 15000 g’de 10 dakika süre +4 °C’de santrifüj edildi. 

Örneklerden 1 ml süpernatant alındı ve üzerine asit ninhidrin çözeltisinden 1 ml 

eklendi. Elde edilen karışım 100 °C’de inkübe edildi ve sonrasında reaksiyonun 

durması için buz banyosuna alındı. Örneklere 3’er ml toluen eklendi ve vorteks edildi. 

Toluen fazı spektrofotometrede 520 nm dalga boyunda absorbans olarak okutuldu. 

Sonuçlar önceden okutulmuş standartlara göre göre hesaplanarak mgml-1 olarak verildi 

(Bates ve ark., 1973). 

2.5. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi 

Mevcut çalışmada çimlenen domates çeşitlerinin bakır stresine karşı verdikleri yanıtın 

incelenmesi ve prolinin iyileştirici etki yapıp yapmadığının belirlenmesi amacıyla 

yaygın antioksidan enzim aktiviteleri belirlenmiştir. Çimlenen tohumlardan alınan 0,1 

g örnekler sıvı azot ile homojenize edildi ve sonrasında 1,8 ml ekstraksiyon tamponu 

(100 mM potasyum fosfat, 0,1 mM EDTA, pH 7,0 ve %0,1 Triton) eklendi. Homojenat 

+4 °C’de 15000 g’de 20 dakika süre ile santrifüj edildi. Süpernatant enzim aktivitesi 

analizlerinde kullanılmak üzere -20 °C de saklandı. 

2.5.1. Çimlenen Tohumlarda Toplam Protein Miktarı Tayini 

Bakır stresinin domates tohumlarında çimlenme sürecinde antioksidan enzim 

aktiviteleri üzerine etkilerini incelemek için öncelikli olarak toplam protein tayini 

yapıldı (Bradford, 1976). Enzim analizleri için gerçekleştirilen örnek 

ekstraksiyonlarından alınan 30 µl örneklere 170 µl distile su eklendi ve üzerlerine 1000 

µl G250 protein boyası eklendi. Vorteks ile karıştırılan örnekler 595 nm dalga boyunda 

önceden hazırlanmış standartla göre absorbans değerleri okutularak hesaplandı. 

Sonuçlar mgml-1 olarak enzim aktivitelerinin hesaplanmasında kullanıldı.  

2.5.2. Katalaz Aktivitesi 

Mevcut çalışmada prolin uygulamasının bakır stresi koşullarında çimlenen domates 

tohumları üzerindeki etkilerini incelemek amacıyla katalaz enzim (EC 1.11.1.6) 

aktivitesi ölçüldü. Bu amaçla katalaz aktivitesi, Aebi’nin (1983) metoduna göre 
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belirlendi. Enzim analizleri için hazırlanan ekstrakttan 20 µl örnek, 50 mM potasyum 

fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H2O2 içeren 1 ml’lik reaksiyon ortamı 240 nm’de 3 

dakika süre ile ölçüldü. Katalaz aktivitesi H2O2 için Ɛ=39,4 mM-1cm-1 tükeniş katsayısı 

kullanılarak hesaplandı. 

2.5.3. Süperoksit Dismutaz Aktivitesi 

Mevcut çalışmada bakır stresinin domates çeşitlerindeki antioksidan enzim aktivitesi 

üzerindeki etkilerini incelemek için süperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi 

ölçüldü (Beauchamp ve Fridovich, 1971). Daha önce antioksidan enzim analizleri için 

hazırlanmış örnek ekstraktlarından 50 µl numune, pH 7,8, 50 mM potasyum fosfat 

tamponu, 13 mM L-metiyonin, 0,1 mM EDTA, 75 µM nitro blue tetrazolyum içeren 

toplam 1 ml reaksiyon ortamı hazırlandı. Son olarak reaksiyon ortamına 2 µM 

riboflavin eklendi ve karışım 375 µmolm-2s-1 beyaz ışık şiddetine 10 dakika maruz 

bırakıldı. Oluşan renkli ürün 560 nm’de absorbans olarak okutuldu.  

2.5.4. Guaikol Peroksidaz Aktivitesi 

Domates tohumlarında bakır stresinin etkilerini ve oluşan yanıtları incelemek için 

Guaikol peroksidaz (EC 1.11.1.7) aktivitesi ölçüldü (Urbanek ve ark., 1991). Bu 

amaçla enzim aktivitesi için hazırlanan örneklerden 50 µl ekstrakt alındı ve 100 mM 

potasyum fosfat tamponu (pH 7), 0,1 mM EDTA, 5mM guaiakol ve 15 mM H2O2 

içeren reaksiyon ortamına eklendi. Son hacmin 1 ml olmasına dikkat edilerek elde 

edilen reaksiyon ortamı spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda bir dakika süreyle 

takip edildi. Başlangıç ve bitiş absorbans değerleri kaydedildi ve enzim aktivitesi 

Ɛ=26,6 mM-1cm-1 tükeniş katsayısı kullanılarak hesaplandı. 

2.5.5. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi 

Mevcut çalışmada, bakır stresi koşullarında çimlenen domates çeşitlerinde prolin 

uygulamasının iyileştirici etkilerini gözlemlemek amacıyla askorbat peroksidaz (EC 

1.11.1.11) aktivitesi ölçüldü. Bu amaçla 20 µl enzim örneği, 25 mM potasyum fosfat 

tamponu (pH 7,0), 0,25 mM askorbat, 0,4 mM EDTA ve 0,1 mM H2O2 içeren 

reaksiyon ortamı spektrofotometrede 290 nm dalga boyunda 3 dakika boyunca izlendi 
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(Nakano ve Asada, 1981). Askorbat peroksidaz aktivitesi Ɛ=2,8 mM-1cm-1 tükeniş 

katsayısı kullanılarak hesaplandı. 

2.6. İstatistiksel Analizler 

Üç tekrarlı olarak oluşturulan analizler sonucunda elde edilen veriler SPSS 22.0 paket 

istatistik programı ile OneWayAnova testi ve gruplar arasındaki farkı belirleyebilmek 

için Duncan testi kullanılarak hesaplandı (p<0.05). 
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3. BULGULAR 

3.1. Etkin Bakır Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

Mevcut çalışmanın ilk aşaması domates çeşitlerine ait tohumlarda çimlenme üzerine 

stres baskısı oluşturacak etkin bakır konsantrasyonunun belirlenmesi oldu. Yöntem 

kısmında anlatıldığı gibi tasarlanan deney düzeneğinde çimlenme sayıları ve kök 

gelişimi gözlendi ve bulgulara göre çeşitlerde çimlenmeyi önemli derecede indirgeyen 

bakır konsantrasyonu seçildi. 

3.1.1. Çimlenme Oranı ve Kök Gelişimi 

Mevcut çalışmada tohum çeşitleri üzerinde çimlenme üzerine stres etkisi oluşturacak 

etkin bakır konsantrasyonunu belirlemek için çalışmalar yapıldı. Bulgulara 

bakıldığında her iki çeşitte de artan bakır konsantrasyonuna bağlı olarak çimlenme 

oranlarında azalma gözlendi. Bununla birlikte özellikle 500 µM bakır 

konsantrasyonundan daha yüksek uygulamalarda çimlenme sayılarında dramatik 

düşüşler tespit edildi (Şekil 3).  

 

Şekil 3. Bakır konsantrasyonu uygulamalarına göre çimlenme sayıları 
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Artan bakır konsantrasyonunun diğer bir olumsuz etkisinin de kök gelişimi üzerinde 

olduğu tespit edildi (Şekil 4). Yine 500 µM’ın üzerindeki bakır konsantrasyonlarında 

kök gelişimin ciddi oranda azaldığı ve hatta 2500 µM ve 5000 µM bakır 

konsantrasyonlarında radikula gelişiminin başladıktan kısa bir süre sonra inhibe 

olduğu (yaklaşık 2-5 mm) ve uç kısımlarında nekroz oluştuğu gözlendi. 

 

Şekil 4. Bakır konsantrasyonu uygulamalarına göre çimlenme sayıları 

Çimlenme sayıları ve kök gelişimleri incelendiğinde mevcut çalışmada etkin bakır 

konsantrasyonunun 500 µM olmasına karar verildi (Şekil 5). Çalışmanın sonraki 

aşamalarında bakır stresi simülasyonu için 500 µM bakır konsantrasyonu kullanıldı. 

  

Şekil 5. Yerel ve tescilli domates çeşitleri 500 µM bakır stresi uygulaması 
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3.2. Etkin Prolin Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Mevcut çalışmada bakır stresi koşullarında iyileştirici etki gösteren prolin 

konsantrasyonunun belirlenmesi amacıyla deney düzeneği tasarlandı. Bu aşamada 

tohumlar öncelikli olarak 0,5 mM, 1 mM ve 10 mM prolin konsantrasyonlarında 24 

saat süre ile inkübe edildi. Sonrasında ise 500 µM bakır konsantrasyonu ortamında 

çimlendirildi. Kontrol grubuna herhangi bir prolin ön uygulaması yapılmadı ve 24 

saatlik inkübasyon süresi boyunca saf suda bekletildi. 

3.2.1. Çimlenme Oranı ve Kök Gelişimi 

Çimlenme süreci tamamlandığında, çimlenme oranları ve kök gelişimleri tespit edildi. 

Bulgular incelendiğinde hem yerel hem de tescilli çeşitte tüm prolin ön 

uygulamalarının, çimlenme sayısının kontrol grubuna göre arttırdığı tespit edildi 

(Şekil 6). Yerel çeşitte en fazla çimlenme sayısı, 0,5 mM ve 1 mM prolin ön 

uygulamalarında tespit edildi. Bununla birlikte tescilli çeşitte de aynı 

konsantrasyonların etkili olduğu gözlemlendi.  

 

Şekil 6. Yerel ve tescilli domates tohumunda çimlenme oranları 

Çalışma bulgularında, kök gelişimi incelendiğinde prolin ön uygulamalarının kontrol 

grubuna göre belirgin bir iyileştirme gösterdiği tespit edildi (Şekil 7). Yerel çeşit kök 
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uygulamasında olduğu kaydedildi. Bununla birlikte tescilli çeşit incelendiğinde ise 

benzer sonuçlar gözlendi. Yine 1 mM ve 0,5 mM ön uygulamaları en iyi kök gelişimi 

sonuçlarını gösterdi.  

 

Şekil 7. Yerel ve tescilli domates çeşitlerinde kök gelişimi 

3.2.2. Nisbi Su İçeriği (RWC) 

Çalışmada prolin ön uygulamalarının çimlenen tohumlarda bakır stresine karşı bitki 

su durumunu nasıl etkilediğini gözlemlemek için nisbi su içeriği ölçüldü (Şekil 8). 

Buna göre yerel çeşitte 1 mM prolin ön uygulamasının her iki çeşitte de bitki 

durumunu diğer ön uygulamalara daha iyi düzenlediği görüldü. Bununla beraber 0,5 

mM prolin ön uygulamasının, deneyin en yüksek ikinci su içeriğine sahip grubu 
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Şekil 8. Nisbi su içeriği (RWC) 

3.2.3. Toplam Klorofil İçeriği 
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Şekil 9. Toplam klorofil içeriği 
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3.2.4. Toplam Karotenoid İçeriği 

Çalışmada ölçülen karotenoid içerikleri analiz edildiğinde, her iki çeşitte de prolin ön 

uygulamaları arasında istatistiki açıdan anlamlı bir fark gözlenmedi (Şekil 10). 

 

Şekil 10. Toplam karotenoid içeriği 

3.2.5. Lipit Peroksidasyonu Tayini (MDA) 
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Şekil 11. Lipit peroksidasyonu seviyesi (MDA içeriği) 
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Şekil 12. Hidrojen peroksit (H2O2) İçeriği 
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Şekil 13. Prolin içeriği 
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3.2.8. Katalaz Aktivitesi 

Mevcut çalışmada yerel ve tescilli domates çeşitlerinde katalaz aktivitesi belirlendi 

(Şekil 14). Buna göre hem yerel hem de tescilli domates çeşidinde en yüksek katalaz 

aktivitesi, kontrol grubunda tespit edildi. Buna karşın yerel çeşitte en düşük katalaz 

aktivitesi, aralarında anlamlı bir fark gözlenmeyen 0,5 ve 1 mM ön uygulama 

gruplarında gözlendi. Tescilli çeşitte ise en düşük aktivitesi sırasıyla 0,5 ve 1 mM 

uygulama gruplarında olduğu tespit edildi.  

 

Şekil 14. Katalaz aktivitesi 
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Şekil 15. Süperoksit dismutaz enzim aktivitesi 

3.2.10. Guaikol Peroksidaz Aktivitesi 

Çalışma bulgularına göre, yerel çeşitte kontrol grubu en yüksek guaikol peroksidaz 

aktivitesinin gözlendiği grup oldu (Şekil 16). Tescilli grupta da aynı durum söz konusu 

olarak gözlendi. 

 

Şekil 16. Guaikol peroksidaz enzim aktivitesi 
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3.2.11. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi 

Çalışma bulguları analiz edildiğinde her iki çeşitte de en yüksek enzim aktivitesinin 

sırasıyla 0,5 ve 1 mM ön uygulama gruplarında olduğu tespit edildi (Şekil 17).  

 

Şekil 17. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi 
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4. TARTIŞMA 

Mevcut çalışmada bakır stresine maruz kalmış biri yerel biri tescilli olmak üzere iki 

farklı domates çeşidinde prolin ön uygulamasının çimlenme üzerine iyileştirici etkileri 

araştırıldı. Bu amaçla söz konusu tohumlar laboratuvar ortamında çimlendirildi ve 

prolin ön uygulamasının olası iyileştirici etkilerini incelemek için çeşitli analizler 

gerçekleştirildi. Bu amaçla yerel ve tescilli domates çeşitlerine ait tohumlar öncelikle 

hiçbir uygulama yapılmadan laboratuvar ortamında petri kaplarında çimlendirildi. 

Böylelikle hem tohumların çimlenme açısından tohum kaliteleri belirlendi hem de 

laboratuvar ortamında çimlendirilebildikleri tespit edildi. Sonraki aşamalar ise aşağıda 

tartışıldı. 

Çalışmada öncelikli olarak çimlenmeyi ve kök gelişimini önemli ölçüde azaltan bakır 

konsantrasyonu tespit edildi. Her iki çeşide ait tohumlar farklı konsantrasyonlarda 

bakır sülfat çözeltisinde çimlendirildi. Sonuçlar, artan bakır stresi konsantrasyonlarına 

bağlı olarak çimlenme sayısının ve kök gelişimin azaldığını gösterdi. Bununla birlikte, 

bulgulara bakıldığında her iki çeşitte de çimlenmeyi önemli derecede indirgeyen 

konsantrasyonun 500 µM bakır ortamı olmasına karar verildi. Seçilen 500 µM’dan 

daha düşük konsantrasyonların çimlenmeyi ve kök gelişimini yeterince 

engelleyemediği gözlemlendi. Bununla birlikte 500 µM’dan daha yüksek 

konsantrasyonlarda ise çimlenme sayısının çok fazla indirgendiği ve kök uçlarının kısa 

zamanda karardığı gözlendi. Kararma ile kök gelişimi de durdu ve tohumlar çimlenme 

yeteneğini kaybetti. Bu nedenle çalışmada etkin bakır konsantrasyonunun 500 µM 

olmasında karar verildi. Çimlenme sayılarına ve kök gelişimlerine bakılarak 500 µM 

bakır konsantrasyonundan daha yüksek uygulamaların toksik etki yaptığı ve çimlenen 

sürecindeki tohumların canlılıklarını kaybetmelerine neden olduğu söylenebilir. 

Bulgularımızı destekler nitelikte, bir çalışmada artan konsantrasyonlarda bakırın mısır 

köklerinde çeşitli aktivitelerin azalmasına ve kök hücrelerinde fizyolojik hasarlara 

neden olduğu bildirilmiştir (Liu ve ark., 2014). Bu bilgiler ışığında çalışmanın sonraki 

aşamalarında tohumlar için çimlenme ortamı, 500 µM bakır kullanılarak oluşturuldu. 
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Ayrıca tescilli ve yerel çeşit vakır stresine karşı verdikleri çimlenme yanıtları açısından 

değerlendirildiğinde yerel çeşidin daha iyi bir tolerans gösterdiği tesbit edildi. 

Mevcut çalışmada etkin bakır stresi konsantrasyonu belirlendikten sonra prolinin 

iyileştirici etkileri ve etkin konsantrasyonunun belirlenmesi aşamasına geçildi. Bu 

amaçla 500 µM bakır stresi ortamında çimlendirilecek tohumlar önce 24 saat boyunca 

farklı prolin konsantrasyonlarında (0,5 mM, 1 mM, 10 mM) inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrasında tohumlar etkin bakır stresi ortamında çimlendirildi ve planlanan analizler 

gerçekleştirildi. Öncelikli olarak çimlenen tohumlarda etkin bakır 

konsantrasyonlarının belirlenmesi sürecinde olduğu gibi, çimlenme sayısı (oranı) ve 

kök gelişimi incelendi. Çimlenme sayısı incelendiğinde hem yerel çeşitte hem de 

tescilli çeşitte 0,5 ve 1 mM prolin ön uygulama gruplarında kontrol grubuna (sadece 

500 µM bakır stresi çimlenme ortamı) göre daha yüksek çimlenme sayısı tespit edildi. 

Literatürde yapılan araştırmalarda domates tohumlarının bakır stresi koşullarında 

çimlendirildiği ve prolin ön uygulaması ile birlikte çalışıldığı bir çalışmaya 

rastlanamaması mevcut çalışmanın özgün yönünü vurgulamaktadır.  

Çoğu zaman bitki su durumu, bitkinin maruz kaldığı stresli koşullardan ne seviyede 

etkilendiğine dair aydınlatıcı bilgiler sunar. Mevcut çalışmada da bu amaçla bitki su 

durumu belirteçlerinden birisi olan nisbi su içeriği (RWC) ölçüldü. Bulgular 

incelendiğinde, yerel çeşitte sırasıyla 0,5 ve 1 mM prolin ön uygulamalarının bitki su 

içeriğini anlamlı seviyede arttırdığı gözlendi. Aynı durum benzer olarak tescilli çeşitte 

de gözlendi. Bu durum; 0,5 ve 1 mM prolin ön uygulamalarındaki çimlenme yanıtları 

ve kök gelişimi bulguları tarafından da desteklenmektedir. Aynı zamanda bitkideki 

kuru madde miktarındaki artışın RWC miktarını olumlu yönde etkilediği düşünülürse, 

daha iyi çimlenen ve kök gelişimi daha fazla olan 1 mM prolin ön uygulamasının bitki 

su durumunu nasıl etkilediği daha iyi anlaşılabilir. Bu düşünceyi destekler biçimde, 

pirinç (Wu ve ark., 2003) ve Arabidopsis (Roosens ve ark., 2002) bitkilerinde prolin 

miktarı ile biyokütle arasındaki korelasyondan behsedilen raporlar mevcuttur. Kısaca, 

RWC içeriği bilgileri ışığında 1 mM ve sonrasında 0,5 mM prolin ön uygulamalarının 

kontrol ve diğer ön uygulama gruplarına kıyasla bitki su durumunu daha iyi 

koruduğunu söylemek mümkündür. Literatür bilgilerine bakıldığında ise çalışmamızı 

destekler nitelikte raporlar mevcuttur. Örnek vermek gerekirse, zeytin bitkisi ile 

yapılan bir çalışmada dışarıdan uygulanan prolinin tuz stresi koşullarında bitki su 
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potansiyeli üzerinde olumlu etkilerinin gözlendiği rapor edilmiştir (Al-Absi ve ark., 

2002). Ek olarak, Costa ve Morel (1994) Lectuca sativa L. bitkisi ile gerçekleştirdikleri 

çalışmalarında, prolinin Cd stresine karşı bitki su içeriğini iyileştirdiğini tespit etmişler 

ve bu durumu prolinin ozmotik düzenleyici özelliğine bağlamışlardır. 

Genellikle bitkiler abiyotik strese maruz kaldığında, stresin çeşidine ve şiddetine bağlı 

olarak klorofil ve karotenoid içeriklerinde azalmalar meydana gelir (Li ve ark., 2018; 

Nazir ve ark., 2019). Mevcut çalışmada klorofil içerikleri analiz edildiğinde, her iki 

çeşitte de 1 mM prolin uygulamasının klorofil içeriğini anlamlı bir şekilde arttırdığı 

tespit edildi. Ek olarak RWC, kök gelişimi ve çimlenme sayıları dikkate alındığında 

klorofil içeriğindeki artışın görülmesi, mevcut çalışmanın hipotezini destekler gibi 

görülmektedir (Mafakheri ve ark., 2010; Darvizheh ve ark., 2017). Bununla birlikte 

prolin ön uygulama gruplarında karoteonid miktarı açısından herhangi bir fark 

gözlenemedi.  

Lipit peroksidasyonu sonrasında meydana gelen MDA, hemen hemen tüm abiyotik 

stres çeşitlerinde ortaya çıkan ve hücre zarındaki hasarın sonucunda oluşan önemli bir 

göstergedir (Kaya ve İnan, 2017). Bu nedenle mevcut çalışmada MDA seviyeleri 

ölçüldü. Bulgular analiz edildiğinde yerel çeşitte 0,5 ve 1 mM prolin ön uygulamasının 

lipit peroksidasyonunu diğer gruplara göre önemli seviyede azalttığı tespit edildi. 

Bununla birlikte tescilli çeşitte en düşük MDA seviyes 0,5 mM prolin ön 

uygulamasında görüldü. Yine tescilli çeşitte ikinci en düşük MDA seviyesi 1 mM 

grubunda görüldü. Yerel çeşitte ise 0,5 ve 1 mM prolin ön uygulamaları arasında 

istatistiksel anlamda bir fark gözlenemedi. MDA verileri ışığında, mevcut çalışma için 

prolin ön uygulamasının 0,5 ve 1 mM prolin konsantrasyonlarında hücre zarındaki 

hasarı azalttığı ve bu nedenle MDA seviyelerinin de düştü söylenebilir. Çünkü prolinin 

hidroksil radikalini süpürdüğü literatürde bilinmektedir (Smirnoff ve Cumbes 1989; 

Brands ve ark., 2019). Böylece prolin ön uygulamasının belirli konsantrasyonlarda ön 

uygulama yapıldığında bakır stresine karşı koruyucu etki gösterdiğini söylemek 

mümkündür. Çalışmamızı destekler biçimde (Khator ve Shekhawat (2018) yaptığı 

çalışmada Cyamopsis tetragonoloba tohumlarında prolinin bakır miktarında arttırıcı 

etkisi olduğunu belirtmişlerdir.  

Hidrojen peroksit, oldukça yaygın olarak bilinen bir reaktif oksijen türüdür ve bitkiler 

ağır metal stresi dahil hemen hemen tüm abiyotik stres koşullarına maruz kaldığında 
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hücrede miktarı artar. Bu nedenle mevcut çalışmada bakır stresi koşullarında çimlenen 

tohumların maruz kaldığı stres şiddetini gözlemlemek ve prolin ön uygulamalarının 

yatıştırıcı etkilerini belirlemek için hidrojen peroksit içeriği tayin edildi. Bulgular 

analiz edildiğinde Yerel çeşit için en düşük hidrojen peroksit içeriklerinin sırasıyla 1 

ve 0,5 mM ön uygulama gruplarında olduğu görüldü. Tescilli çeşit için ise 0,5 ve 1 

mM prolin ön uygulama grupları arasında anlamlı bir fark olmadığı ve en düşük 

hidrojen peroksit içeriklerine sahip oldukları gözlendi. Artan stres etkisine bağlı olarak 

içsel hidrojen peroksit miktarının da arttığı bilinmektedir (Singh ve ark., 2010; Hayat 

ve ark., 2012; Hossain ve ark., 2014). Bununla birlikte stres etkilerinin yatışması ya da 

hafiflemesi durumunda hidrojen peroksit içeriğinin de azalması beklenen bir durumdur 

(Maiti ve ark., 2017). Çalışma bulguları bu yönüyle literatür bilgisiyle uyumludur. 

Mevcut çalışmadaki hidrojen peroksi içerikleri ve literatür bilgisi ışığında 0,5 ve 1 mM 

prolin ön uygulamalarının bakır stresi etkilerini hafiflettiği/yatıştırdığı ve bu nedenle 

içsel hidrojen peroksit seviyesinin düştüğünü söylemek mümkündür. Dahası bu iddayı 

çalışmanın diğer bulguları da desteklemektedir. Söz konusu 0,5 ve 1 mM prolin ön 

uygulamalarında çimlenme oranları, kök gelişimi RWC değerleri ve MDA seviyeleri 

hem kontrol grubuna hem de diğer gruplara göre daha olumlu sonuçlar göstermiştir. 

Özellikle MDA seviyelerinin hidrojen peroksit seviyeleri ile korelasyon göstermesi 

önerilen konsantrasyonlarda prolin ön uygulamasının bakır stresinin oluşturduğu 

hücresel hasarı azalttığını göstermektedir.  

Prolin, bitkilerde bulunan hem antioksidan olarak hem de osmolit olarak görev yapan 

bir bileşiktir. Prolin, bitki strese maruz kaldığında sentezi artar ve maruz kalınan 

stresin çeşidine ve şiddetine bağlı olarak antioksidan, osmolit ya da hem osmolit hem 

de antioksidan olarak görev yapar (Seki, 2007; Zouari ve ark., 2019). Aynı zamanda 

stres maruz kalma sürecinde hücresel sinyalizasyondan da rol aldığı bilinmektedir (El-

Enany ve Issa, 2001; Hossain ve ark., 2019). Prolinin çok fonksiyonlu özelliklerinin 

olması ve iyi bir stres parametresi olması sebebiyle mevcut çalışmada dışarıdan 

uygulanacak bileşik olarak seçildi. Aynı zamanda dışarıdan uygulanacak prolinin 

bakır stresi koşullarındaki çimlenme davranışlarına olan etkilerini izlemek amacıyla 

da içsel prolin seviyesi ölçüldü. İçsel prolin seviyeleri analiz edildiğinde, ön uygulama 

gruplarında en fazla prolin içeriğinin yerel çeşitte 1 mM ve sonrasında 0,5 mM 

gruplarında olduğu belirlendi. Ek olarak tescilli çeşitte ise aralarında anlamlı bir fark 

olmayacak şekilde en yüksek prolin içeriğine 0,5 ve 1 mM gruplarında rastlandı. Bu 
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bulgular, prolin ön uygulamasının ancak belirli konsantrasyonlarda daha iyi yatıştırıcı 

etki yaptığını göstermektedir. Bu düşünce, 10 mM prolin ön uygulama grubunda tespit 

edilen prolin içeriğinin diğer gruplara göre daha yüksek olmamasının nedenini 

açıklayabilir. Bunun yanında diğer uygulama sonuçları, iyileştirici/yatıştırıcı etki 

yaptığı önerilen 0,5 ve 1 mM prolin ön uygulamalarının hidrojen peroksit seviyesi ve 

MDA miktarını azaltırken bitki su durumunu arttırması içsel prolin miktarıyla 

uyumluluk göstermektedir. Çalışmamızı destekler biçimde yapılan bir çalışmada 

zeytin fidanları üzerine kadmiyum stresi uygulanmış iyileştirici olarak da prolin 

verilmiştir ve MDA miktarına bakıldığında prolinin iyileştirici etkisi çalışmamıza 

benzer şekilde gözükmektedir. (Zouari ve ark., 2016b). 

Bitkiler maruz kaldıkları stresli koşullarla mücadele etmek ve hayatta kalabilmek için 

birçok sisteme sahiptirler. Bu sistemlerden en önemlilerden birisi de enzimatik ve 

enzimatik olmayan bileşenlerden oluşan antioksidan sistemdir. Antioksidan sistem 

stresli koşullarda devreye girer ya da aktiviteleri artar (Fu ve Huang, 2001; Zhao ve 

ark., 2010). Bu da bitkinin stresin olumsuz etkilerini yatıştırmada oldukça etkili bir 

mekanizmadır. Bu amaça mevcut çalışmada bitkilerde katalaz, süperoksit dismutaz, 

guaikol peroksidaz ve askorbat peroksidaz gibi yaygın olarak bilinen antioksidan 

enzim aktiviteleri ölçüldü.  

Katalaz aktivetisi incelendiğinde, her iki çeşitte de iyileştirici/yatıştırıcı etkisi olduğu 

önerilen 0,5 ve 1 mM prolin konsantrasyonlarının söz konusu enzim aktivitesinin diğer 

gruplara göre daha düşük çıktığı gözlendi. Bunun nedeni 0,5 ve 1 mM gruplarında 

stresin olumsuz etkileri yatıştırıldığı için katalaz aktivitesinin de azalması olabilir. 

Çalışmada ölçülen hidrojen peroksit ve MDA miktarlarının da söz konusu bu 

konsantrasyonlarda düşük çıkması bu önermeyi desteklemektedir. Çünkü katalaz 

enzimi hidrojen peroksitin temizlenmesinde görev almaktadır (Zouari ve ark., 2016a). 

Hücresel düzeyde iyileşmeye bağlı olarak katalaz aktivitesinin de azaldığı 

düşünülebilir. Literatürde bulunan birçok rapor mevcut çalışmanın önermesini 

desteklemektedir. Örnek vermek gerekirse kadmiyum stresine maruz kalan zeytin 

(Olea europaea L.) fidanları üzerine prolin uygulaması yapılmış ve sonucunda oluşan 

enzimatik antioksidan savunma sistemi üzerindeki etkisine bakılmış bizim 

çalışmamıza benzer olarak katalaz aktivitesinin azaldığı görülmüştür.  (Zouari ve ark., 

2016b). 
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Süperoksit dismutaz aktivitesi, en fazla olarak yerel çeşitte kontrol grubunda; tescilli 

çeşitte ise 0,5 mM prolin ön uygulama grubunda tespit edildi. Literatürde prolin 

uygulamasının söz konusu enzim aktivitesini arttırdığı bildirilmektedir (Shetty, 1997; 

Osman, 2015; Ghaffari ve ark., 2019). Bu açıdan çalışma bulguları ile literatür bilgileri 

uyuşmamaktadır. Bu durumu aydınlatmak için ileride daha fazla araştırma yapılması 

önerilebilir. 

Guaikol peroksidaz aktivitesine bağlı bulgular incelendiğinde, en yüksek aktivitenin 

her iki çeşitte de kontrol grubunda olduğu görüldü. Mevcut çalışmada 

iyileştirici/yatırştırıcı etki yaptığı önerilen 0,5 ve 1 mM prolin ön uygulamaları söz 

konusu enzim aktivitesinde azalmaya neden oldu. Bunun nedeni 0,5 ve 1 mM prolin 

konsantrasyonlarının her iki çeşitte de bakır stresinin olumsuz etkilerini azaltması 

olabilir. Nitekim bu konsantrasyonlarda hidrojen peroksit miktarının diğer gruplara 

göre daha düşük çıkması ve buna bağlı olarak MDA seviyesinin de azalması bu 

iddiamızı desteklemektedir. Guaikol peroksidaz bitki hücrede hidrojen peroksidin 

temizlenmesinden sorumlu bir enzimdir (Gill ve Tuteja 2010; De Freitas ve ark., 

2018). Ayrıca 0,5 ve 1 mM prolin ön uygulamalarında içsel prolin miktarının da arttığı 

çalışmada görüldü. Prolinin hücrede antioksidan olarak görev yaptığı da bilinmektedir 

(Ashraf ve Foolad 2007; Kováčik ve ark. 2011; Hayat ve ark., 2012; Kasote ve ark. 

2015; De Freitas ve ark., 2019, Forlani ve ark. 2019). Bu bilgiler ışığında mevcut 

çalışma için söz konusu enzim aktivitesindeki azalışı, bitkinin dışarıdan prolin ön 

uygulamasıyla artan savunma kapasitesiyle açıklamak mümkündür.  

Askorbat peroksidaz, hücrede hidrojen peroksidin temizlenmesinden sorumlu oldukça 

önemli bir başka antioksidan enzimdir (Asada, 1992). Çalışma bulguları 

incelendiğinde en yüksek enzim aktivitesinin her iki çeşitte de 0,5 ve 1 mM prolin ön 

uygulamarında olduğu görüldü. Bununla birlikte katalaz ve guaikol peroksidaz 

aktivitelerindeki azalış çalışma bulgularındaki düşük hidrojen peroksit seviyesi ile 

açıklandı. Mevcut çalışmada içsel hidrojen peroksit seviyesinin az olmasına karşın 

askorbat peroksidaz aktivitesinin yüksek çıkması açıklanması gereken bir durumdur. 

Bu durum çelişki gibi görünmesine rağmen, antioksidan enzimlerin hidrojen perokside 

olan farklı affinite seviyelerine ve hücre içi lokasyonlarının değişiklik göstermesiyle 

açıklanabilir. Çünkü askorbat peroksidaz katalaza göre hidrojen perokside karşı daha 

yüksek bir affinite göstermektedir (Noctor ve Foyer, 1998). Aynı zamanda askorbat 
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peroksidaz hücrede stoplazma dahil birçok organelde bulunurken katalaz ise yaygın 

olarak peroksizomlarda bulunur (Büyük ve ark., 2012). Bu bilgiler ışığında askorbat 

peroksidazın çok daha hızlı aktivite göstererek hidrojen peroksidi temizlediği ve 

böylece hem hidrojen peroksit seviyesinin azalmasına hem de katalaz ve guaikol 

peroksidaz gibi antioksidan enzim aktivitelerini “negatif feedback” yoluyla 

azalmasına neden olduğunu söylemek mümkündür. Dahası çeşitli stres koşullarında 

asorbat peroksidaz aktivitesinin arttığını gösteren raporlar mevcuttur. Rady ve ark. 

(2019) tuz stresi altındaki buğday tohumlarına uygulanan prolinin, askorbat 

peroksidaz aktivitesini yaklaşık %25 arttırdığını raporlamıştır. Ayrıca, Li ve ark. 

(2015) düşük sıcaklık ve ışık altındaki salatalık fidanlarında askorbat peroksidaz 

enziminin arttığını belirlemişlerdir. 

Özetle çalışma sonuçları bir bütün olarak incelendiğinde, dışarıdan uygulanan prolinin 

domates tohumları çimlenmesini bakır stresi koşullarında önemli derecede arttırdığı 

belirlendi. Ek olarak prolin ön uyglamalarının sadece belirli konsantrasyonlarda (0,5 

ve 1 mM) optimum etki gösterdiği tespit edildi. Mevcut çalışmada, prolin uygulaması 

osmolit rolü ile bitki içsel durumunu düzenlediği ve antioksidan rolü ile de strese bağlı 

olarak artan hidrojen peroksidi temizlediği ve böylece tohumları bakır stresinin 

olumsuz etkilerine karşı koruduğu kaydedildi. Ayrıca mevcut çalışma ile Artvin ili 

Tütüncüler köyünde yıllardır yetiştiriciliği yapılan ve yetiştiği coğrafyanın hem toprak 

hem de iklimsel özelliklerine doğal bir şekilde uyum sağlayan domates çeşidinin bakır 

stresine olan toleransının oldukça yüksek olduğu gözlendi. Çünkü söz konusu bu 

domates çeşidinin yetişdiği lokalite bakır gibi yeraltı kaynakları yönünden oldukça 

zengindir. Bu sebeple mevcut çalışma söz konusu domates çeşidinin sahip olduğu 

genetik potansiyelin değerlendirilmesi ve gelecek kuşaklar için koruma altına alınması 

açısından önemli bilgiler sunmaktadır. 
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5. SONUÇ  

1. Bulgular incelendiğinde hem yerel hem de tescilli çeşitler için etkili bakır stresi 

konsantrasyonun 500 µM’dan itibaren başladığı tespit edildi. 

2. Mevcut çalışmada dışarıdan tatbik edilen prolinin ön uygulama şeklinde 

gerçekleştirildiği takdirde 0,5 ve 1 mM konsantrasyonlarda oldukça etkili sonuçlar 

verdiği ve bakır stresine karşı tolerans artışı sergilediği gözlendi. 

3. Çalışma ile yerel domates çeşidinin tescilli domates çeşidine göre bakır stresine 

karşı daha toleranslı olduğu belirlenmiştir. 

4. Mevcut çalışma verileri bir bütün olarak ele alındığında prolinin 

iyileştirici/yatıştırıcı etkisini temel olarak osmolit ve antioksidan rolü gösterdiği kabul 

edilmiştir. Ayrıca askorbat peroksidaz haricindeki diğer ölçülen antioksidan enzim 

aktivitelerinin düşük çıkması, söz konusu iyileşmenin idda edildiği gibi prolinin 

osmolit ve antioksidan olarak oldukça etkili bir rol aldığını göstermektedir. 
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6. ÖNERİLER 

Mevcut çalışmada prolin domates çeşitlerine tohumdan ön uygulama şeklinde tatbik 

edildi. Bu nedenle elde edilen bulgular bu uygulama yönteminin sonuçları olarak kabul 

edilmelidir. Bununla birlikte prolinin çimlenmeden itibaren büyüme ortamına 

doğrudan bakır ile birlikte verilmesi de denenmesi gereken başka bir yöntemdir. 

Ayrıca literatürde farklı bitkilerde, farklı bileşiklerle yapraktan uygulama yönteminin 

de çalışıldığı bilinmektedir. Bu gibi farklı yöntemlerin denenmesi prolinin etki 

mekanizmasının daha da iyi aydınlatılmasına ve hangi yöntemin en iyi sonuç 

vereceğine karar verilebilmesi açısından ileride çalışılabilir. 

Bulgular incelendiğinde temel stres parametrelerinde prolin ön uygulamasının oldukça 

etkili sonuçlar verdiği görülmektedir. Ek olarak ileriki çalışmalarda prolin 

metabolizmasında rol alan sentez ve yıkım genlerinin ifade düzeyleri incelenebilir ve 

daha aydınlatıcı bilgilere ulaşılabilir. Antioksidan enzimleri kodlayan genler için de 

benzer ifade düzeylerinin araştırılması; çalışmada düşük aktivite gösteren bu 

enzimlerin etki mekanizmasının daha detaylı açıklanmasına yardımcı olabilir. 

Mevcut çalışma bulgularından yola çıkılarak, çimlenen tohumlarının erişkin bitki 

olana kadar büyütülmesi ve daha fazla parametre ile bakır stresine karşı prolinin farklı 

uygulama yöntemlerinin çalışılması ile bilimsel literatüre daha fazla katkıda 

bulunulabilir.  
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