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OZET

BAKIR STRESINE MARUZ KALMIS$ IKI FARKLI DOMATES CESI'DINDE
PROLININ CIMLENME UZERINE IYILESTIRICI ETKILERININ
ARASTIRILMASI
Bitkiler yasadiklar1 ¢evre ile siirekli etkilesim halindedirler ve iginde bulunduklari
cevre sartlar1 zorlastiginda bitkiler strese maruz kalirlar. Bakir fazlaligi bitkilerde
toksik etkilere sebep olan bir ¢esit agir metal stresi etkisi olusturur. Prolin canlilarda
strese karsi tolerans olusumunda olduk¢a 6nemli rollere sahip hem antioksidan hem
de ozmolit olan bir bilesiktir. Domates iilkemiz i¢in hem 6nemli bir tarim {iriinii hem
de ekonomik olarak degerli bir ihra¢ kalemidir. Mevcut ¢alismada bakir fazlaliginin
birisi yerel digeri tescilli olmak iizere iki farkli domates ¢esidinde ¢imlenme {izerine
etkiler1 aragtirllmistir. Ayrica disaridan uygulanan prolinin ¢imlenme siirecinde bakir
stresine karsi iyilestirici etkileri de calismada incelenmistir. Bu amagla mevcut
caligmada ¢imlenme sayisi, kok boyu uzunlugu, nisbi su igerigi, lipit peroksidasyonu
seviyeleri ve hidrojen peroksit icerigi gibi temel stres parametreleri ile katalaz,
stiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve guaikol peroksidaz gibi antioksidan
enzim aktiviteleri incelenmistir. Bulgulara bakildiginda, belirli konsantrasyonlarda
uygulanan prolinin bakir fazlaligina karsi yatistirici etkiler gosterdigi sonucuna

ulagilmastir.

Anahtar Kelimeler: Prolin, cimlenme, domates, Solanum lycopersicum, bakir 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
i1s 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 BIiLGILER

1.1. Giris

Birlesmis Milletler 2017 yili1 diinya niifus tahmin verilerine gére 2017 yilinda 7,5
milyar olan niifusun 2030 yilinda 8,6 milyar1, 2050 yilinda 9,8 milyari, 2100 yilinda
ise 11,2 milyar1 gecmesi ongoriilmektedir. Bu durum onlimiizdeki yillarda diinya
niifusunun besin ihtiyacini karsilamak i¢in daha fazla siirdiiriilebilir tarimsal tiretim
yapilmasi gerektigini gézler niine sermektedir. Diinya niifusu arttik¢a ve kaynaklarin
mevcudiyeti azaldik¢a, verimli gida {iretimine duyulan ihtiya¢ olaganiistii hale
gelmistir. Artan niifus ve buna bagli olarak gida talebi ile birlikte, insan kaynaklar1 ve
cevresel stirdiiriilebilirlik arasinda bir denge olusturmak i¢in uygun kaynak yonetimi
gerekli olacaktir. Artan niifus i¢in yeterli gida iiretme kabiliyeti ile ilgili kiiresel
kaygilardan biri, ekilebilir tarim alanlarinin mevcudiyetidir. FAO'ya gore, gelecekteki

kiiresel niifusu beslemek i¢in yeterli alan bulunmaktadir (FAO, 2018).

Tarimsal ve endiistriyel faaliyetler nedeniyle agir metallerin neden oldugu artan toprak
kirliligi, glinlimiiz diinyasi i¢in ciddi bir ¢evresel sorun haline gelmektedir (Li ve ark.,
2013; Imran ve ark., 2015). Endiistriyel ve kentsel atiklarin dogrudan ve dolayli olarak
desarj1, topragin organik kirleticiler ve agir metaller tarafindan kimyasal kirlenmesine
yol agmustir (Sun ve ark., 2012; Elloumi ve ark., 2016). Agir metal ile kirlenmis
topraklarda yetistirilen sebzeler genellikle tiim diinyada artan agir metal alim egilimi
gostermistir. Boylece, kirlenmis topraklarda yetistirilen mahsuller ve sebzeler, biiyiik
miktarlarda agir metaller biriktiriler ve tiiketiciler icin g¢esitli saglik risklerine neden
olur (Khan ve ark., 2008). Bitkilerin hayatta kalmak i¢in topraktan almalar1 gereken
elementler vardir ki bu elementlere “bitki besin elementleri” denir. Bitkiler ihtiyag
duyduklar1 besinsel elementlerini topraktan alirken oldukca se¢ici davranmalarina
olanak saglayan mekanizmalara sahiptir. Biitiin bu secicilige ragmen toprakta miktarca
fazla bulunan agir metaller bitki biinyesine girer ve toksik etkilere neden olabilirler.
Bitkiler, aralarinda agir metallerin de bulundugu bazi temel elementlere hayati

derecede ve belli miktarlarda ihtiya¢ duyarlar. Bu elementler bitkinin hayatsal



faaliyetlerinin devam edebilmesi i¢in gereklidir. Bunlar; C, H, 0, N, P, K, S, Ca, Mg,
Fe, Zn, Mn, Cu, B, CI ve Mo elementleridir (Y1ildiz, 2003).

Agir metal birikimiyle olusan kirlilik diinyada ¢ogu yerde yasam ortamlarini olumsuz
etkiler (Cunnigham ve ark., 1997). Baz1 agir metallerin (Cd, Cr, Cu, Ni ve Zn gibi)
topraktaki konsantrasyonlarmin artmasi temiz su ve kara ekosistemlerinin
bozulmasina neden olabilir (Gardea-Torresday ve ark., 1996; Meagher, 2000). Baz1
raporlar, agir metal yoniinden zengin topraklarda yetisen ¢esitli endemik bitkilerin bu
habitata Ozgiin bir sekilde uyum sagladigini ve normal kosullarin ¢ok daha
yukarisindaki agir metal birikimlerine dayanabildiklerini bildirmektedir (Banuelos ve

ark., 1997).

Bitkiler, ¢evresel stres etkilerini tolere edebilen bir¢ok hiicresel mekanizmaya sahiptir.
Ornek vermek gerekirse bitkiler, uyumlu ozmolitler, dzellikle prolin gibi aminoasitler
de dahil olmak {iizere bir dizi metabolit biriktirir. Genellikle stresi takiben prolin
icerigindeki artisin bitki icin faydali olduguna inanilmaktadir (Verbruggen ve

Hermans, 2008).

Bu calismada bakir stresine maruz kalmais iki farkli domates ¢esidinde prolinin bakir
stresine karsi iyilestirici etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla mevcut
caligmada ¢imlenme sayisi, kok boyu uzunlugu, nisbi su igerigi, lipit peroksidasyonu
seviyeleri ve hidrojen peroksit icerigi gibi temel stres parametreleri ile katalaz,
stiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve guaikol peroksidaz gibi antioksidan

enzim aktivitesi incelenmistir.

1.2. Domates

Domates (Solanum lycopersicum L.) ilk olarak Orta ve Giiney Amerikada tiiketilmeye
baslanmistir. Domates kelimesi xitomate/zitotomate sézcligiinden tiiremistir. Domates
tiketiminin ve yayginlasmasinin gecikmesi renginden ve zehirli oldugu kanisindan
kaynaklanmaktadir. ABD’de 1800 yillarindan itibaren pisirilerek yemek olarak
tiikketilmeye baslanan domates, Anadolu cografyasinda ise 150 yildir sofralarimizda
yer edinmistir. Domates hemen hemen iilkemizin tiim boélgelerinde yetistirilmektedir

(Gtiveng, 2017).



Domates, diinyadaki hemen hemen tiim iklim bolgelerine iyi adapte olmus tropikal bir
bitkidir. Bununla birlikte ¢evresel stres faktorleri, bu ekonomik bitkinin potansiyel
verimini dogrudan kisitlayan 6nemli etkenlerin basinda gelmektedir (Jangid, 2016;

Gerszberg, 2017).

Domatesin biyokimyasal igerigi; yetistirilmesinde kullanilan yontemlere, yetistigi
topragin bilesimine, iklimsel kosullara ve yetistirilme amaclar1 gibi bir¢ok etkene
baghdir (Barrett ve ark., 2007; Qaryouti ve ark., 2007; Garg ve ark., 2008; Favati ve
ark., 2009; Erba ve ark., 2013). Domatesin kuru madde olarak iceriginde glukoz ve
fruktoz gibi karbonhidratlar olduk¢a fazla bulunmaktadir. Bununla birlikte domates,
yag ve protein igerigi yoniinden oldukg¢a diisiik (%1°in altinda) igerige sahiptir.
Domates saglikli beslenme agisindan 6nemli olan aktif molekiillere, C ve A vitaminleri
oncii maddesi olan karotenoidlere (B-karoten ve likopen) ve mineral maddelere
sahiptir (Shi ve Maguer, 2000; Sekin ve ark., 2005; Bergougnoux, 2014; Goliikcii ve
ark., 2016). Ornek vermek gerekirse giinliik diyet ile alinan likopenin %85 nin kaynag1

domates ve lriinleri olusturmaktadir.

Diinya domates rekoltesi yillik olarak 177 milyon ton kadardir (FAO, 2018). Tiirkiye
yillik domates tiretimi ile diinyada dordiincii sirada yer almaktadir ve yillik iiretimin
%7,2’sini karsilamaktadir. Ulkemiz su anki domates iiretimi kapasitesiyle diinyada sz
sahibi olmakla beraber 6niimiizdeki yillarda liretim kapasitesinin daha da artacagi 6n

goriilmektedir.

Domates nispeten sicak havaya ve fazla miktarda giines 1s181na ihtiya¢ duyar. Soguk
iklimlerde genel olarak seralarda yetistirilir. Domatesler, saplar1 ve meyveleri
zeminden uzak tutmak i¢in genellikle istiflenir, baglanir veya kafeslenir. Domates
cigceklerinin ¢liriimesini ve meyvelerinin ¢atlamasini 6nlemek i¢in istikrarl bir sulama
gereklidir. Domates bakteriyel solgunluk, erken yaniklik, mozaik virlisli, Fusarium
solgunlugu, nematodlar ve domates boynuzlar1 dahil olmak iizere bir dizi parazit ve
hastaliga kars1 hassastir. Bu sorunlarin bir¢ogu, mahsul rotasyonu, mantar ilaci, bocek

ilac1 ve dayanikl ¢esitlerin ekimi ile kontrol edilebilir.

Likopen; domates meyvelerinde, islenmis domates iiriinlerinde ve diger meyvelerde
mevcut olan bir karotenoidtir. Diyetle alinan karotenoidler arasinda en giiglii

antioksidanlardan birisidir. Domatesin ve likopen igeren domates iirlinlerinin diyet
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aliminin, kanser ve kardiyovaskiiler hastalik gibi kronik hastalik riskinin azalmasi ile
iliskili oldugu 6ne siirtilmiistiir. Serum ve doku likopen diizeylerinin, meme kanseri ve
prostat kanseri de dahil olmak iizere gesitli kanser tiirlerinin goriilme siklig1 ile ters

iligkili oldugu bulunmustur.

1.3. Bitkilerde Stres

Bitkiler sabit yasamlarinin geregi olarak siirekli dis ortamla etkilesim halindedir.
Bitkinin olumsuz cevre kosullarina maruz kalmasi durumuna stres denir. Bitkiler

yasamlar siirecinde birgok stres faktorii ile karsilasmaktadirlar.

Cesitli biyotik ve abiyotik streslerin zararli etkileri nedeniyle gida verimliligi diiser.
Bu nedenle, bu kayiplarin en aza indirilmesi ve degisen iklim kosullarinda gida
giivenliginin saglanmasi 6nemli bir endise konusudur. Kuraklik, asir1 sicaklik, soguk,
agir metaller veya yiiksek tuzluluk gibi gevresel abiyotik stresleri, diinya genelinde

bitki biiylimesinin ve liretkenliginin ciddi sekilde bozulmasina neden olmaktadir.

Temel olarak, bitkiler bliylimek i¢in enerji (151k), su, karbon ve mineral besinlere
gereksinim duyarlar. Abiyotik stres, biiyiimeyi azaltan ve optimum seviyelerin altinda
verimi saglayan ¢evresel kosullar olarak tanimlanabilir. Bitkilerin abiyotik streslere
verdikleri yanitlar hemen her zaman dinamik ve karmasiktir (Skirycz ve Inze 2010;

Cramer, 2010).

Strese verilen bitki yanitlari, stresten etkilenen dokuya veya organa gore degisim
gosterebilir. Ornegin, strese karsi olusturulan transkripsiyonel tepkiler, koklerde doku
veya hiicreye Ozgiidiir ve ilgili strese bagli olarak oldukca degiskenlik gosterir
(Dinneny ve ark., 2008). Ek olarak, stresin seviyesi ve maruz kalma siiresi (kisa ya da
uzun siireli), olusan yanitin karmasikligi {lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olur
(Tattersall ve ark., 2007; Pinheiro ve Chaves, 2011). Bu durum bitkilerde stres etkileri

ve strese karsi verilen yanitlarin ne kadar karmasik oldugunu gésterir.

1.3.1. Stres Cesitleri

Stres faktorleri ¢esitli arastiricilar tarafindan farkli sekillerde siniflandiriimislardir.

Yaygin olarak kabul gbren siniflandirmalar asagidaki gibidir.



Bitkile res

Biyotik
Abiyotik Stres
Stres
Virisler, Bakteriler, Sicaklik Stresi Su Istk .
Mantarlar, Bcekler, (Yiiksek sicaklik) (Su fazlalig) (uv) Kimyasal ve ark...
Nematodlar (Dusuk sicaklik) (Su eksikligi) (Yiiksek 151k, iyonize)
Tuz, pH, Gazlar,
Pestisitler, Agir Metal
Kirleticiler

Bakir azhig Bakir fazlaligi

Sekil 1. Baslica stres ¢esitleri (Yilmaz ve ark., 2011).

1.3.2. Bitkilerde Agir Metal Stresi

Dogal yasamlarinda bitkiler, biyotik ve abiyotik stres gibi bir¢ok olumsuz g¢evresel
kosullara maruz kalir. Diger tiim stres ¢esitleri ile birlikte agir metal stresi, mahsuliin
verimliligi ve biiylimesi iizerinde olumsuz etkileri olmasi nedeniyle biiylik 6neme
sahiptir. Agir metal stresi, bitki metabolizmasinadan mahsul verimine kadar bitkilerde
farkli siirecleri tetikler. "Agir metal" terimi, goreceli olarak yiiksek yogunluga sahip
ve diisiik konsantrasyonda bile toksik veya zehirli etkileri olan herhangi bir metalik

elementi ifade eder (Lenntech, 2004).

Genel bir ortak terim olan "agir metaller", 4 g/cm?'ten daha biiyiik atom yogunluguna

sahip metal ve metaloid grubu i¢in gecerlidir.

Agir metaller arasinda kursun (Pb), kadmiyum (Cd), nikel (N1), kobalt (Co), demir
(Fe), ¢inko (Zn), krom (Cr), demir (Fe), bakir (Cu), arsenik (As), giimiis (Ag) ve platin
(Pt) gibi elementler sayilabilir. Agir metaller biiyiik oranda yer kabugunda dagilmis
halde kaya olusumlarinda bulunur. Sanayilesme ve kentlesme agir metallerin
biyosferdeki antropojenik katkisini arttirmaktadir. Agir metaller, toprak ve su
ekosistemlerinde fazla bulunabilirlilige sahipken atmosferde partikiil veya buhar
olarak nispeten daha kii¢lik bir orana sahiptir. Bitkilerde agir metal toksisitesi, bitki

tiirlerine, spesifik metallere, konsantrasyonlara, kimyasal formlara ve toprak
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yapilarina ve pH degerlerine gore degisir, ¢linkii bircok agir metalin bitki bliylimesi
icin gerekli oldugu diisliniilmektedir. Cu ve Zn gibi bu agir metallerin bazilari, 6rnegin
enzimler/substrat metal kompleksi olusturmada enzim reaksiyonlarinin kofaktorii ve
aktivatorleri olarak islev goriir veya metaloproteinlerde prostetik grup gibi bir katalitik
ozellik gosterir (Mildvan, 1970). Bu Onemli metal iz elementler, redoks
reaksiyonlarinda, elektron transferinde ve niikleik asit metabolizmasinda yapisal
fonksiyonlarda rol alir. Cd, Hg ve As gibi agir metallerin bir kismi, metale duyarh
enzimler i¢in kuvvetli bir sekilde zehirlidir, bu da biiylime inhibisyonu ve hatta

organizmalarin 6liimii ile sonuclanabilir.

Toksik konsantrasyonlarda agir metaller, bitki ve organizmalara zarar verir,
organlarini etkiler, biyokimyasal siireclerini, organellerini, hiicresel zarlarini degistirir
ve saglik sorunlarina neden olur (DalCorso ve ark., 2010). Agir metallerin ¢ogu,
hareketsiz dogalar1 nedeniyle toprakta kalicidir, toprak ve organik kolloidlerle

yakindan iligkilidir.

Agir metaller yer kabugunda lokalize olmustur; bu nedenle topraktaki dogal
olusumlari, yalnizca ayrigsma siirecinin bir iirliniidiir. Agir metallerin bilesimi ve
konsantrasyonu, ayrigma siirecini harekete gecirerek kaya tiirtine ve ¢evresel kosullara
baglhdir. Jeolojik bitki materyalleri genellikle ytliksek konsantrasyonlarda Cr, Mn, Co,
Ni, Cu, Zn, Cd, Sn, Hg ve Pb'ye sahiptir. Bununla birlikte, sinif bazinda agir metal
konsantrasyonlar1 kayalarda farklilik gdosterir. Toprak olusumu c¢ogunlukla tortul
kayalardan meydana gelir, ancak genellikle veya kolayca havalandirilmadigindan,
kiigiik bir agir metal kaynagidir. Bununla birlikte, olivin, ojit ve hornblend gibi pek
cok magmatik kayaglar da topraga onemli miktarda Mn, Co, Ni, Cu ve Zn katkida
bulunur. Sedimanter kayaglar sinifinda en ¢ok Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Sn, Hg ve
Pb konsantrasyonlarina ve ardindan kirectast ve kum tasina sahiptir. Volkanlarin
toksik ve zararl gazlarla birlikte yiiksek seviyede Al, Zn, Mn, Pb, Ni, Cu ve Hg
yaydig bildirilmistir (Seaward ve Richardson, 1990). Sahra gibi ¢6l bolgelerinden
kaynaklanan riizgar tozu yiiksek oranda Fe ve daha az miktarda Mn, Zn, Cr, Ni ve
Pb'ye sahiptir (Ross, 1994). Deniz aerosolleri ve orman yanginlari, baz1 ortamlarda
baz1 agir metallerin tasinmasinda dnemli bir etkiye sahiptir. Ozellikle Sahra ¢liinden
gelen tozlarin uzun menzilli tasinmasi son zamanlarda biiyiik ilgi gérmiistiir. Hg ve Se

gibi ucucu agir metaller yangin sirasinda tiretilen karbonlu maddenin bir parcasidir.
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Inorganik ve organik giibreler tarim topragina en énemli agir metal kaynaklaridir. Ek
olarak kire¢lendirme, lagim ¢amuru, sulama sular1 ve bocek ilaglar1 gibi uygulamalar
da tarimdaki diger agir metal kaynaklaridir. Ozellikle mantar dldiiriiciiler, inorganik
giibreler ve fosfath giibreler, kaynaklarina bagl olarak degisken Cd, Cr, Ni, Pb ve Zn
seviyelerine sahiptir. Kadmiyum, cok yiiksek seviyelerde yapraklarda birikir ki,
yapraklar biiyiik oranda hayvanlar ve insanlar tarafindan tiiketilmektedir. Kadmiyum
fazlaligl, lagim ¢amuru, gilibre ve kire¢ uygulamasindan da kaynaklanmaktadir
(Yanqun ve ark., 2005). Tarimda fosfatli giibrenin tekrar tekrar ve uzun siire
kullanilmast sonucu bazi agir metallerin tehlikeli derecede yiiksek birikimler

olusturabilecegini diisiiniilmektedir.

Tarim topraklarinin agir metal ile kirlenme seviyesi; topragin 6zelligine, agir metal
kaynagimmin yogunluguna, yapilan zirai uygulamanin sekline ve sikligina gore
degisiklik gostermektedir. Toprakta agir metal birikimi, kompost reddetme ve nitrat
giibreler1 gibi  toprak  degisikliklerine sebep olan uygulamalardan da
kaynaklanmaktadir. Kireg, topraktaki agir metal seviyelerini nitratli giibrelerden daha
fazla arttirir ve kompostu reddeder. Atik su camuru, topragi etkileyen en 6nemli agir
metal kaynaklarindan biridir. Bu bilesiklerin sik kullanildigi meyve bahgeleri, Cu, As,
Pb, Zn, Fe, Mn ve Hg gibi yiiksek seviyelerde agir metallerle topragin kirlenmesine
neden olmustur (Ross, 1994). Agir metallerin topraktan bitkiye taginmasini, yagis

miktar1 ile topraktaki ¢oziinmiisliik seviyesinin artmasi etkilemektedir.

Bitkilerin toksik agir metal seviyelerine maruz kalmasi ¢ok cesitli fizyolojik ve
metabolik degisikliklere neden olur (Dubey, 2011; Villiers ve ark., 2011). Bununla
birlikte, farkli agir metaller bitki i¢inde farkli etki alanlarina sahip olduklarindan,
toksik tepki agir metaller arasinda farklilik gosterir. Bitki 6liimii ile birlikte (Dalcarso
ve ark., 2010; Carrier ve ark., 2003) agir metal toksisitesinin en yaygin kanitlari,
yaprak klorozu, nekroz, turgor kaybi, tohum ¢imlenme oranindaki diisiis ve cogunlukla
fotosentetik mekanizmadaki hasarin neden oldugu bitki biiylimesinde bir azalmadir
(Sharma ve Dubey, 2007). Tiim bu etkiler, bitki dokularinda ve agir metallerin
varliginda meydana gelen hiicrelerde, biyokimyasal ve molekiiler degisikliklerle
ilgilidir (Gamalero ve ark., 2009). Tarimsal topragin agir metallerle kirlenmesi,
potansiyel olumsuz ekolojik etkileri nedeniyle kritik bir ¢evresel sorun haline

gelmistir.



Toksik metal kontaminasyonundan gida giivenligini artirmak i¢in, topragin
toksikolojisini bilmek ve bu bilgileri kullanarak yeni stratejiler gelistirmek

gerekmektedir.

1.3.3. Bakir ve Fazlahgi

Bakir (Cu), gesitli kayaglarda ve minerallerde bol miktarda bulunan temel bir mikro
elementtir. Bakir hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda ¢esitli metabolik siirecler
i¢in gereklidir (Sun ve ark., 2014). Bakirin ¢ogu, oksijen tasiyicisi (hemosiyanin) veya
redoks katalizorii (sitokrom oksidaz, nitrat rediiktaz) olarak gorev yapan enzimlerde
bulunur (Whitacre, 2011; Ferreira ve ark., 2015). Bakir, Cu, Cu'" ve Cu*? olmak iizere
ti¢ degerlikli bir ge¢is metalidir. Ek olarak, yogun olmasi nedeniyle (5 g/cm?) agir bir
metal olarak siniflandirilmaktadir (Singh ve ark., 2011). Bununla birlikte Cu, normal
bitki metabolizmasi i¢in temel bir mikro besin maddesidir ve fotosentez, solunum,
karbonhidrat dagilimi1 ve protein metabolizmasi gibi ¢esitli fizyolojik siireclerde rol
oynar. Bununla birlikte, asir1 Cu, bitkilerde biyokimyasal reaksiyonlar1 ve fizyolojik

stiregleri olumsuz yonde etkileyerek normal gelisimi bozabilir (Giizel ve Terzi, 2013).

Endiistriyel ilerleme toksik bilesiklerin olusumuna ve 6zellikle agir metallerle ¢evre
kirliligine yol acar. Madencilik faaliyetleri ve cevher islenmesi, evsel ve endiistiriyel
atik artis1 (piller gibi), giibre ve bocek ilact iiretimi ve uygulamasi, sulama ig¢in
kanalizasyon kullanimi ve araba egzozu toprak ve havanin kirlenmesine katkida
bulunur. Toprakta patojenlerle miicadele i¢in tarimda bakir (Cu) igeren bilesiklerin
kullanilmasi, toprakta ve bitkilerde agir metal birikimine neden olur (Saha ve ark.,
2012; Shahid ve ark., 2014). Normal biiyiime kosullar1 altinda, bitki dokularindaki
ortalama Cu konsantrasyonu 5 ila 20 pg/g kuru agirlik arasinda degisir; bu araliktaki
farkliliklar bitkinin tiiriine, gelisme evresine, topraktaki metal igerigine ve asitlik gibi
toprak 6zelliklerine baglidir (Ravet ve Pilon, 2013). Yapraklardaki Cu konsantrasyonu
5 pg/g kuru agirligin altinda oldugunda, Cu kitlig1 belirtileri belirginlesir; 20 pg/g’dan
biiylik konsantrasyonlarda metalin toksik belirtileri gézlenir (Droppa ve ark., 1987;
Cohu ve Pilon, 2010). Fizyolojik siire¢ler ortamdaki Cu konsantrasyonundaki
degisikliklere farkli tepki verir. Ornek vermek gerekirse, Cu konsantrasyonundaki artis
ile birlikte kokte Cu yogunlugu artar ve devaminda daha fazla artis biiylimenin

yavaslamasina neden olur. Bununla birlikte, tohum c¢imlenme yiizdesi, Cu



konsantrasyonunun ¢ok daha zayif olmasina baghdir (Elleuch ve ark., 2013). Bakar,
¢inko, molibden, demir ve digerleri gibi ¢ok sayida agir metal, vazgecilmez mikro
elementlerdir. Bunlar diisiik konsantrasyonlarda organizmanin normal biiylimesini ve
gelismesini yoneten temel unsurlardir (Kholodova ve ark., 2011; Ravet ve Pilon, 2013;
Jung ve ark., 2014). Bununla birlikte, yiiksek konsantrasyonlarda biriktiklerinde bitki

yasamini ve insan sagligini olumsuz yonde etkilerler.

Bakar, bitkiler i¢in bir mikro besin maddesi olarak kabul edilir (Gang ve ark., 2013) ve
CO> asimilasyonu ve ATP sentezinde 6nemli rol oynar. Ayni zamanda Cu, fotosentetik
sistemin plastosiyanini ve solunum elektron tasima zincirinin sitokrom oksidazi gibi
cesitli proteinlerin temel bir bilesenidir (Demirevska-Kepova ve ark., 2004). Bununla
birlikte sanayi devrimi ile birlikte, gelismis sanayi ve madencilik faaliyetleri,
ekosistemde Cu olusumunun artmasina neden olmustur. Madencilik faaliyetleri,
ylizeyde biriken ¢ok miktarda atik kaya ve tortu olusturur. Toprakta Cu fazlalig
sitotoksik bir rol oynar, strese neden olur ve bitkilerde hasara neden olur. Bu birikim,
bitki biiytime geriligi ve yaprak klorozuna yol acar (Lewis ve ark., 2001). Bitkilerin
bakira asir1 maruz kalmasi oksidatif stresi tetikler ve reaktif oksijen tiirlerinin asir1
miktarda iiretilmesine neden olur (Stadtman ve Oliver, 1991). Oksidatif stres,
metabolik yollarin bozulmasina ve makromolekiillerin hasar gérmesine neden olur
(Hegedus ve ark., 2001). Yapilan bir caligmaya gore Cu ve Cd kombinasyonlari,
Solanum melongena'daki ¢imlenmeyi, fide uzunlugunu ve yan kok sayisini olumsuz

yonde etkilemistir (Neelima ve Reddy, 2002).

1.3.4. Bitki Biiyiimesi Uzerine Bakir Stresinin Etkisi

Bakir fazlalig: bitkilerde 6nemli fizyolojik siiregleri etkileyebilir. Bitki biiyiimesinde
ve gelisiminde sorunlara neden olabilir. Topraktan alinan bakir, saglikli bitki gelisimi
i¢in farkli dokular ve organeller igerisinde tasinir, dagitilir ve boliimlendirilir (Habiba
ve ark., 2015). Diger yandan asir1 bakir, azaltilmis bir bitki biyokiitlesi, yaprak
klorozu, inhibe edilmis kok biiyiimesi, bronzlasma ve nekroz ile karakterize edilir. Cu
toksisitesinin etkisi, biiyiik dl¢iide, tiim bitki i¢in 6zel Gneme sahip olan kok biliytimesi
ve morfolojisi ilizerinedir. Bakir, siirglinlerde ¢ok az yer degistirerek kok dokusunda
birikme egilimindedir (Marschner, 2011). Zhao ve ark. (2010) Festuca arudinacea ve

Lolium perenne bitkilerinin gecikmis kok biiytimesini 7 giinliik bakir uygulamasindan



sonra gozlemlemistir. Kolbert ve ark. (2012), uzun siireli asir1 bakirin, Arabidopsis
thaliana'nmin kok ve kok gelisiminin inhibe edilmesine yol a¢tigini bildirmistir. Hiicre
uzamasl, boliinmesi ve genislemesi de etkilenmistir. Asir1 bakir, yaprak biiylimesini,
hiicre uzamasin1 ve hiicre boliinmesini inhibe eder (Maksymiec, 1997; Panou
Filotheou ve Bosabalidis, 2004). Bakir stresine uzun siire maruz kalmak, yaprak
kenarinin katlanmasina, artan stoma sayilar1 ve azalan stoma boyutlarina ve diisiik
mezofil hiicre i¢i bosluk hacimlerine neden olur. Yaprak anatomisinde ve
morfolojisindeki tiim bu degisikliklerin koklerin bakir stresine maruz kalmasindan ve
bu nedenle terlemenin azalmasina neden olan bozukluklar oldugu diisiiniilmektedir

(Panou-Filotheou ve ark., 2001).

Bakir konsantrasyonundaki artis ile bugday bitkisinde ¢imlenme yiizdesinin, toplam
klorofil i¢eriginin ve yan kok sayisinin biiyiik l¢giide etkilendigi bildirilmistir (Singh,
2007). Lahana bitkisi yliksek bakir konsantrasyonlarina maruz kaldiginda, meydana
gelen bakir toksisitesi yapraklarinin klorozuna yol agar ve daha sonra hem siirgilinlerde
hem de koklerde biyokiitleyi azaltir (Ali ve ark., 2015). Meyve ve sebzelerdeki toksik
metallerin degerlendirilmesi ve miktarinin belirlenmesi son on yilda oldukga fazla bir
sekilde calisilmistir. Madencilik alanlarinda veya endiistriyel kirli alanlarda yetistirilen
temel gidalarda, meyve ve sebzelerde biriken ana unsurlar; kadmiyum, ¢inko, kursun

ve bakirdir (Oteef ve ark., 2015).

1.4. Prolin

Stres toleransini artirmak icin bitkilere uygulanan koruyucu bilesiklerden biri
prolindir. Prolin sadece bir ozmolit degil, ayn1 zamanda bir metal selatorii, bir
antioksidan bilesigi ve stres sirasinda bir sinyal molekiiliidiir (Hayat ve ark., 2012).
Bunun yani sira, mitokondri fonksiyonlarini degistirebilir, bitki biiylimesini
etkileyebilir ve abiyotik stres toleransinda rol oynayan bazi genlerin ekspresyonunu
indiikleyebilir (Szabados ve Savaure, 2010). Ana rollerine ek olarak prolin, abiyotik
stres kosullar1 altinda hiicresel redoks potansiyelinin tamponlanmasinda da son derece
onemli bir rol oynar (Ali ve ark., 2013). Cesitli abiyotik stres kosullar1 altinda prolin
birikimi bitkilerde stres toleransi ile baglantihidir (Nanjo ve ark., 1999) ve
konsantrasyonu toleransli genotiplerde genellikle strese duyarli olanlardan daha

yuksektir (Ashraf ve Foolad, 2007). Abiyotik stres altindaki bitkilere prolin
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uygulamasi stresin olumsuz etkilerini azaltmak i¢in énemli bir yaklasimdir. Birgok
rapor disaridan uygulanan prolinin abiyotik stres faktorlerine karsi bitki toleransinin
arttirilmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymustur (Ali ve ark., 2013;

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

Bitkilerde stres toleransi, prolinin belirli bir konsantrasyonda disaridan olarak
saglandig1 durumlarda gelisebilir, ancak daha yiiksek bir konsantrasyonda disaridan
uygulanmissa toksik olabilir (Hayat ve ark., 2012). Ornegin, Torun ve ark. (2016), 30
mM prolinin, su eksikligi kosullarina maruz kalan misir fidelerinin biiytimesindeki
gelisme i¢in en etkili konsantrasyon oldugunu, daha yiiksek harici prolin (40 veya 50
mM) konsantrasyonlarinin fidelerin biiylimesini baskiladigini kaydetmistir. Bu
nedenle, farkl stres kosullar1 altinda en etkili prolin konsantrasyonunu ve uygulama

yontemini tespit etmek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Cd, Cu, Pb, Ni ve Zn gibi agir metaller bitkiler i¢in yikici ¢evresel tehditlerdir. Asiri
agir metal konsantrasyonlariin bitki tarafindan alinmasi, ciddi fizyolojik ve yapisal
bozukluklara neden olan stres yaratir. Agir metal stresine cevaben bitkiler, cok
miktarda prolin biriktirir. Bircok bitkinin agir metal stresine maruz kaldiginda prolin
biriktirdigi gosterilmistir (Bassi ve Sharma, 1993; Costa ve Morel, 1994; Talanova ve
ark., 2000). Osmoprotektan ve reaktif oksijen tlirleri sondiiriiclisii olarak islev
gormesinin yani sira prolin ayrica agir metal selatorii gibi davranir, boylece agir metal
stresini hafifletir (Farago, 1979). Deschampsia ve Silene gibi agir metal toleransh
bitkilerin toleransli olmayan bitkilere kiyasla daha yiiksek bir prolin icerigine sahip
oldugu gosterilmistir (Smirnoft ve ark., 1987; Schat ve ark., 1997). Sharma ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada, eksojen prolin, glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz ve nitrat rediiktazin aktivitesini in vitro olarak Cd ve Zn tarafindan inhibe
edilmesine karst korumustur. Bu korumanin, bir prolin-metal kompleksinin

olusumundan kaynaklandigi 6ne siirilmiistiir (Sharma ve ark., 1998).

Bakir fazlaligina maruz kalan bitkilerin, dokularinda prolin biriktirdigi rapor edilmistir
(Kuve ark., 2012). Prolin birikimi, bitkilerin strese kars1 adaptasyonudur. Prolinin bazi
fizyolojik ve molekiiler yanitlar1 aktive eden diizenleyici veya sinyal molekiili
olduguna inanilmaktadir (Szabados ve Savoure, 2010). Prolin birikme mekanizmasi,

artan sentez, azalan katabolizma veya proteinlerin artan parcalanmasi ile iligkilidir
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(Kavi Kishor ve ark., 2005). Prolin, yiiksek bitkilerde prolin-5-karboksilat sentetaz
(P5CS) ve prolin-5-karboksilat rediiktaz tarafindan katalize edilen reaksiyonlarla
glutamattan sentezlenir. Prolin, ornitinin, ornitin amino transferazi ile prolin-5-
karboksilat igine transaminasyonu ile de olusturulabilir. Bitki hiicrelerinde prolin
katabolizmas1 prolin dehidrojenaz (PDH) ve prolin-5-karboksilat dehidrojenaz

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

2.1. Bitki Materyalinin Hazirlanmasi

Mevcut calismada bitki materyali olarak ekonomik degeri yiiksek bir bitki olan
domates cesitleri (kiiltivar) kullanildi. Cesitlerden birisi Artvin Tiitlinciiler kdytlinde
yillardir yetistirilen ve tiiketilen gesittir. Digeri ise yurt disindan ithal edilen ve
iilkemizde tohum satis1 yapilan yerlerde bulunan tescilli bir cesittir. Cimlendirme
caligmalar1 laboratuvar ortaminda steril edilmis petrilerde filtre kagitlar1 lizerinde
gerceklestirildi. Cimlenme ortami ise sogutmali inkiibatér kullanilarak 21 °C’de
gerceklestirildi. Tohumlar i¢in ¢imlenme siiresi ortalama 8 giin olarak belirlendi ve bu

stirenin sonunda planlanan analizlere gecildi.

2.2. Etkin Bakir Stresi, Iyilestirici Prolin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi ve
Deney Tasarimi

Calismada oncelikli olarak gergeklestirilen asama, g¢esitlerin ¢imlenmesini 6nemli
Olciide engelleyen bakir konsantrasyonunu tespit etmek oldu. Bu amagla her iki ¢eside
ait tohumlar 0 (kontrol), 25 uM, 100 uM, 500 pM, 1000 uM, 2500 uM ve 5000 uM
bakir konsantrasyonlarinda ¢imlendirildi (Tablo 1). Cimlenme sayis1 ve ortalama kok
uzunluklar1 dijital kumpas kullanilarak olgiildii ve etkin bakir konsantrasyonu
belirlendi. Bakir stresini simule etmek i¢in bakir siilfat (CuSOs) ile hazirlanan
cozeltiler kullanildi. Kontrol grubu ise sadece saf su ile ¢cimlendirildi. Her grup i¢in en
az 3 tekerriirlii petri ve her petri i¢in 50 adet tohum kullanildi. Bu sekilde her deney
setinde her grup i¢in en az 150 tohum degerlendirilmis oldu. Her deney seti 6 defa

tekrarlandi.
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Tablo 1. Etkin bakir konsantrasyonunun belirlenmesi

Domates Cesitleri
Gruplar Yerel Tescilli
Kontrol (saf su) v v
25 uM CuSOq4 v v
100 uM CuSOq4 v v
500 uM CuSO4 v v
1000 uM CuSO4 v v
2500 uM CuSO4 v v
5000 uM CuSO4 v v

Etkin bakir konsantrasyonun belirlenmesi asamasindan sonra iyilestirici prolin
konsantrasyonunun tespit edilecegi asamaya gecildi. Bu amagla etkin bakir
konsantrasyonunda (¢imlenmeyi onemli derecede engelleyen bakir konsantrasyonu)
cimlendirilecek tohumlar 16 saat siire ile ayr1 ayr1 olacak sekilde O (sadece etkin bakir
konsantrasyonu), 0,5 mM, 1 mM ve 10 mM prolin konsantrasyonlarinda inkiibe edildi.
Tohumlar tablo 2’de verilen prolin konsantrasyonlarinda 16 saat inkiibe edildikten
sonra etkin bakir konsantrasyonunda c¢imlenmeye birakildi. Kontrol grubuna ise
¢imlenme Oncesi prolin uygulamasi yapilmadi ve 16 saat siire ile saf suda bekletildi.
Bu sekilde ¢imlenen tohumlarda ¢imlenme sayisi, ortalama kok boyu uzunluklar1 ve
diger temel stres parametreleri olgiilerek en uygun prolin konsantrasyonu degeri tespit
edildi. Hem etkin bakir konsantrasyonu hem de iyilestirici prolin konsantrasyonu
belirlenirken gercgeklestirilen kok boyu 6l¢limlerinde radikula boyunun 2 mm altinda
gelistigi tohumlar ¢cimlenme sayisina ve kok boyu ortalamasina dahil edilmedi. Ayrica
bulgular analiz edilirken tescilli ve yerel tohumlar arasindaki bakir stresine karsi
tolerans yetenekleri de karsilastirilmis oldu. Tiim deney setlerinin aseptik kosullarda

yiriitiilmesine 6zen gosterildi.

Tablo 2. lyilestirici prolin konsantrasyonun belirlenmesi.

Etkin Bakir Konsantrasyonu Ortaminde Cimlenen Domates Cesitleri
Etkin Bakir Konsantrasyonu Ortami
Gruplar Yerel Tescilli

Kontrol (Prolin uygulamasi yok) v v
0,5 mM Prolin v v
1 mM Prolin v v
5 mM Prolin v v
10 mM Prolin v v

14



2.3. Cimlenme Sayilarinin ve Ortalama Kok Boylarinin Belirlenmesi

Cimlenmenin 8. giiniinde tohumlarda ¢imlenme sayilar1 belirlendi ve kdk boylari
Olciildii. Kok boylar dijital kumpas ile 6l¢iildii ve radikula boyunun 2 mm altinda olan

kok gelisimleri analize dahil edilmedi.

Sekil 2. Petri i¢ine ekilmig yerel (solda) ve tescilli (sagda) domates tohumlar1

2.4. Temel Stres Parametrelerinin Ol¢iimii

Calismada c¢imlenmeyi Onemli derecede etkileyen bakir konsantrasyonunun ve
tyilestirici prolin konsantrasyonunun belirlenmesinden sonra, prolinin g¢imlenme
iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla temel stres parametreleri 6l¢tlildii. Bu amagla
¢imlenen tohumlarda nisbi su igerigi (RWC), lipit peroksidasyonu (MDA) seviyesi,
hidrojen peroksit icerigi, pigment tayinleri, prolin igerigi, katalaz, siiper oksit

dismutaz, askorbat peroksidaz ve guaikol peroksidaz analizleri gergeklestirildi.

2.4.1. Nisbi Su icerigi (RWC)

Calismada bakir stresinin yerel ve tescilli domates ¢esitlerinde i¢gsel su durumunu nasil
etkiledigini ve prolin uygulamasinin olasi iyilestirici etkilerini belirlemek i¢in nisbi su
igerigi Ol¢iildli. Bu amacla hasat edilen 6rneklerin taze agirliklar1 belirlendi ve not
edildi (Yas Agirlik). Sonrasinda ornekler 16 saat stire ile saf suda ve 4 °C’de bekletildi

ve sonrasinda agirliklari tekrar tartildi (Turgit Agirlik). Orneklerin fazla suyu alinarak
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etiive alind1 ve 65 °C 72 saat siire ile tlim su igeriklerinin uzaklagmasi saglandi (Kuru
Agiwrlik). Elde edilen sonuglar Smart ve Bingham (1974) denkleminde yerine konularak

nisbi su igerikleri belirlenmis oldu. Denklem formiilii asagida verildi.
Nisbi Su igerigi (RWC %): [(YA-KA) / (TA-KA)]x100

YA: Yas agirlik

KA: Kuru agirlik

TA: Turgit Agirlik

2.4.2. Klorofil ve Karotenoid icerigi

Calismada bakir stresinin ¢imlenen domates tohumlarindaki pigment olusumuna
etkilerini gézlemlemek amaciyla toplam klorofil ve karotenoid miktar tayini yapildi.
Klorofil ve karotenoid igeriklerinin belirlenmesi i¢in 0,1 g 6rnek sivit azot kullanilarak
homojenizatoérde 6giitiildii. Toz haline gelen 6rneklere 2 ml %80 soguk aseton eklendi
ve Ornekler tekrar homojenize edildi. Homojenize edilmis 6rnekler 4 °C’de 10 dakika
siire ile 3000 rpm’de santrifiij edildi. Orneklerin siipernatantlar1 spektrofotometrede
450, 645 ve 663 nm dalga boylarinda 6l¢tildii. Klorofil hesaplanmasi i¢cin Arnon (1949)

denklemi kullanild.

Klorofil a (gL") = 12,7xAc63 — 2,69xAsss
Klorofil b (gL™!) = 22,9xAs4s5 — 4,68xAce3
Toplam Klorofil (gL™!) = 20,2xAs45 + 8,02xA663

Orneklerdeki karotenoid miktarini belirlemek igin Jaspars formiilii kullanilarak yapildi

(Witham ve ark., 1971).

Toplam Karoteonid (gL") = 4,07xA4s0 — (0,0435xK1, + 0,3367xKlp)

2.4.3. Lipit Peroksidasyonu Tayini (MDA)

Calismanin bu kisminda bakir stresinin her iki domates ¢esidinde hiicre zarinda

olusturdugu hasar1 belirlemek ve prolin uygulamasinin olusan bu hasari
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tyilestirmedeki katkisin1 gozlemlemek amaciyla c¢imlenen tohumlarda lipit
peroksidayonu tayini gerceklestirildi. Lipit peroksidasyonu hiicre zarindaki ¢ift bag
fosfolipitlerin peroksidasyona ugramasidir ve lriin olarak malondialdehit (MDA)
ortaya c¢ikar ve bu nedenle hiicre zarindaki hasarin belirlenmesinde 6nemli bir
parametredir (Heath ve Packer, 1968). Bu amagla ¢imlenen domates tohumlarindan
alman 0,1 g 6rnekler s1v1 azot ile dondurularak doku parcalayicida toz haline getirildi.
Toz halindeki 6rneklere 1,8 ml %0,1 trikloro asetik asit (TCA) eklendi ve doku
parcalayicida homojenize edildi. Homojenize edilmis ornekler 10 dakika siire ile 4
°C’de ve 15000 g’de santrifiij edildi. Siipernatantin 1 ml’lik kism1 alind1 ve %0,5
tiobarbiturik asit igeren %20 TCA 4 ml soliisyon ile karistirildi. Elde edilen karisim
vorteks ile 1yice karistirildi ve hemen sonrasinda 95 °C sicaklikta 30 dakika siire ile
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyonun devam etmemesi i¢in drnekler hizli
bir sekilde buz banyosuna alind1. Orneklerin spektrofotometre ile spesifik (532 nm) ve
spesifik olmayan (600 nm) dalga boylarinda absorbans okumalar1 yapildi. Delta
absorbans (spesifik—spesifik olmayan absorbans) degerleri, A =€.c.I formiiliinde yerine
konularak TBARS konsantrasyonu yani MDA degerleri hesaplandi (A=As32—As00, £:

Absorbsiyon katsayisi, 155 mmol™!' cm!, ¢: konsantrasyon).

2.4.4. Hidrojen Peroksit (H202) Icerigi

Domates cesitlerinde bakir fazlaliginin neden oldugu stresi ve prolin uygulamasinin
strese kars1 gosterdigi iyilestirici etkiyi gozlemlemek i¢in ¢imlenen tohumlarda igsel
hidrojen peroksit seviyeleri incelendi. Bu amagla 0,1 g taze bitki numunesi sivi azot
ile homojenize edildi. Sonrasinda numunelere %0,1 TCA eklendi ve tekrar homojenize
edildi. Homojenat 4 °C’de, 15000 g’de 10 dakika siire ile santrifiij edildi.
Stipernatanttan 1 ml alinarak tizerine 1 ml 10 mM potasyum fosfat tamponu ve 1,5 ml
1 M potasyum iyodiir (KI) ilave edildi. Elde edilen karsimin spektrofotometrede 390
nm’de absorbanslar1 okundu. Absorbans okumalari, pmolg™ olarak ifade edilerek,

Velikova ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen metoda gore belirlendi.

2.4.5. Prolin icerigi

Domates cesitlerinde bakir stresinin ¢imlenme T{izerine etkilerini ve prolin

uygulamasinin iyilestirici etkilerini incelemek i¢in ¢alismada prolin igerigine bakildi.
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Bu amagla ¢imlenen 6rneklerden 0,1 g taze numune alind1 ve sivi azot ile homojenize
edildi. Toz haline gelen orneklere 1,8 ml %3 siilfosalisilik asit eklendi ve tekrar
homojenize edildi. Homojenat 15000 g’de 10 dakika siire +4 °C’de santrifiij edildi.
Orneklerden 1 ml siipernatant alind1 ve iizerine asit ninhidrin ¢dzeltisinden 1 ml
eklendi. Elde edilen karistm 100 °C’de inkiibe edildi ve sonrasinda reaksiyonun
durmasi i¢in buz banyosuna alindi. Orneklere 3’er ml toluen eklendi ve vorteks edildi.
Toluen faz1 spektrofotometrede 520 nm dalga boyunda absorbans olarak okutuldu.
Sonuglar énceden okutulmus standartlara gore gore hesaplanarak mgml™! olarak verildi

(Bates ve ark., 1973).

2.5. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Mevcut ¢alismada ¢imlenen domates ¢esitlerinin bakir stresine karsi verdikleri yanitin
incelenmesi ve prolinin iyilestirici etki yapip yapmadiginin belirlenmesi amaciyla
yaygin antioksidan enzim aktiviteleri belirlenmistir. Cimlenen tohumlardan alinan 0,1
g ornekler s1v1 azot ile homojenize edildi ve sonrasinda 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 siire ile santrifiij edildi. Stipernatant enzim aktivitesi

analizlerinde kullanilmak tizere -20 °C de sakland:.

2.5.1. Cimlenen Tohumlarda Toplam Protein Miktar1 Tayini

Bakir stresinin domates tohumlarinda c¢imlenme siirecinde antioksidan enzim
aktiviteleri lizerine etkilerini incelemek icin Oncelikli olarak toplam protein tayini
yapildi  (Bradford, 1976). Enzim analizleri i¢in gergeklestirilen &rnek
ekstraksiyonlarindan alinan 30 pl 6rneklere 170 pl distile su eklendi ve tizerlerine 1000
pl G250 protein boyasi eklendi. Vorteks ile karistirilan 6rnekler 595 nm dalga boyunda
onceden hazirlanmis standartla gore absorbans degerleri okutularak hesaplandi.

Sonuglar mgml™! olarak enzim aktivitelerinin hesaplanmasinda kullanild.

2.5.2. Katalaz Aktivitesi

Mevcut calismada prolin uygulamasinin bakir stresi kosullarinda ¢imlenen domates
tohumlar1 iizerindeki etkilerini incelemek amaciyla katalaz enzim (EC 1.11.1.6)

aktivitesi Olc¢lildii. Bu amagla katalaz aktivitesi, Aebi’nin (1983) metoduna gore
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belirlendi. Enzim analizleri i¢in hazirlanan ekstrakttan 20 pl 6rnek, 50 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H>O> iceren 1 ml’lik reaksiyon ortami 240 nm’de 3
dakika siire ile 6lgiildii. Katalaz aktivitesi H2O; i¢in €=39,4 mM-'cm! tiikenis katsay1si

kullanilarak hesaplandi.

2.5.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Mevcut calismada bakir stresinin domates ¢esitlerindeki antioksidan enzim aktivitesi
iizerindeki etkilerini incelemek icin siiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi
Olciildii (Beauchamp ve Fridovich, 1971). Daha 6nce antioksidan enzim analizleri igin
hazirlanmis 6rnek ekstraktlarindan 50 pl numune, pH 7,8, 50 mM potasyum fosfat
tamponu, 13 mM L-metiyonin, 0,1 mM EDTA, 75 uM nitro blue tetrazolyum igeren
toplam 1 ml reaksiyon ortami hazirlandi. Son olarak reaksiyon ortamina 2 uM
riboflavin eklendi ve karisim 375 pmolm™s™!' beyaz 151k siddetine 10 dakika maruz

birakildi. Olusan renkli iirtin 560 nm’de absorbans olarak okutuldu.

2.5.4. Guaikol Peroksidaz Aktivitesi

Domates tohumlarinda bakir stresinin etkilerini ve olusan yanitlar1 incelemek ig¢in
Guaikol peroksidaz (EC 1.11.1.7) aktivitesi Olciildii (Urbanek ve ark., 1991). Bu
amacla enzim aktivitesi i¢in hazirlanan 6rneklerden 50 pl ekstrakt alindi ve 100 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7), 0,1 mM EDTA, 5SmM guaiakol ve 15 mM H>O»
iceren reaksiyon ortamina eklendi. Son hacmin 1 ml olmasina dikkat edilerek elde
edilen reaksiyon ortami spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda bir dakika siireyle
takip edildi. Baslangic ve bitis absorbans degerleri kaydedildi ve enzim aktivitesi

€=26,6 mM'cm™! tiikenis katsayis1 kullanilarak hesaplandi.

2.5.5. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Mevcut ¢alismada, bakir stresi kosullarinda ¢imlenen domates ¢esitlerinde prolin
uygulamasinin iyilestirici etkilerini gézlemlemek amaciyla askorbat peroksidaz (EC
1.11.1.11) aktivitesi 6l¢iildii. Bu amagla 20 pl enzim 6rnegi, 25 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7,0), 0,25 mM askorbat, 0,4 mM EDTA ve 0,1 mM HxO: igceren
reaksiyon ortami spektrofotometrede 290 nm dalga boyunda 3 dakika boyunca izlendi
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(Nakano ve Asada, 1981). Askorbat peroksidaz aktivitesi €=2,8 mM-'cm! tiikenis

katsayis1 kullanilarak hesaplandi.

2.6. Istatistiksel Analizler

Ug tekrarli olarak olusturulan analizler sonucunda elde edilen veriler SPSS 22.0 paket
istatistik programi ile OneWayAnova testi ve gruplar arasindaki fark: belirleyebilmek

icin Duncan testi kullanilarak hesaplandi (p<0.05).
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3. BULGULAR

3.1. Etkin Bakir Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Mevcut ¢calismanin ilk asamasi domates ¢esitlerine ait tohumlarda ¢imlenme iizerine
stres baskisi olusturacak etkin bakir konsantrasyonunun belirlenmesi oldu. Yontem
kisminda anlatildigi gibi tasarlanan deney diizeneginde c¢imlenme sayilari ve kok
gelisimi gozlendi ve bulgulara gore ¢esitlerde ¢imlenmeyi 6nemli derecede indirgeyen

bakir konsantrasyonu se¢ildi.

3.1.1. Cimlenme Orani ve Kok Gelisimi

Mevcut calismada tohum c¢esitleri lizerinde ¢imlenme iizerine stres etkisi olusturacak
etkin bakir konsantrasyonunu belirlemek i¢in c¢alismalar yapildi. Bulgulara
bakildiginda her iki cesitte de artan bakir konsantrasyonuna bagl olarak ¢imlenme
oranlarinda azalma gozlendi. Bununla birlikte 6zellikle 500 puM  bakir
konsantrasyonundan daha yiiksek uygulamalarda ¢imlenme sayilarinda dramatik

distisler tespit edildi (Sekil 3).
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Sekil 3. Bakir konsantrasyonu uygulamalarina gére ¢cimlenme sayilari
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Artan bakir konsantrasyonunun diger bir olumsuz etkisinin de kok geligimi iizerinde
oldugu tespit edildi (Sekil 4). Yine 500 uM’1n {izerindeki bakir konsantrasyonlarinda
kok gelisimin ciddi oranda azaldigi ve hatta 2500 uM ve 5000 pM bakir
konsantrasyonlarinda radikula gelisiminin bagladiktan kisa bir siire sonra inhibe

oldugu (yaklasik 2-5 mm) ve u¢ kisimlarinda nekroz olustugu goézlendi.
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Sekil 4. Bakir konsantrasyonu uygulamalarina gore ¢imlenme sayilari

Cimlenme sayilar1 ve kok gelisimleri incelendiginde mevcut ¢alismada etkin bakir
konsantrasyonunun 500 uM olmasina karar verildi (Sekil 5). Calismanin sonraki

asamalarinda bakir stresi simiilasyonu i¢in 500 pM bakir konsantrasyonu kullanildi.

Sekil 5. Yerel ve tescilli domates ¢esitleri 500 pM bakir stresi uygulamasi
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3.2. Etkin Prolin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Mevcut caligmada bakir stresi kosullarinda 1iyilestirici etki gosteren prolin
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla deney diizenegi tasarlandi. Bu asamada
tohumlar oncelikli olarak 0,5 mM, 1 mM ve 10 mM prolin konsantrasyonlarinda 24
saat siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda ise 500 uM bakir konsantrasyonu ortaminda
cimlendirildi. Kontrol grubuna herhangi bir prolin 6n uygulamasi yapilmadi ve 24

saatlik inkiibasyon siiresi boyunca saf suda bekletildi.

3.2.1. Cimlenme Orani ve Kok Gelisimi

Cimlenme siireci tamamlandiginda, ¢imlenme oranlar1 ve kok gelisimleri tespit edildi.
Bulgular incelendiginde hem yerel hem de tescilli cesitte tiim prolin 6n
uygulamalarinin, ¢imlenme sayisinin kontrol grubuna gore arttirdigi tespit edildi
(Sekil 6). Yerel gesitte en fazla ¢imlenme sayisi, 0,5 mM ve 1 mM prolin 6n
uygulamalarinda tespit edildi. Bununla birlikte tescilli ¢esitte de ayni

konsantrasyonlarin etkili oldugu gézlemlendi.
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Sekil 6. Yerel ve tescilli domates tohumunda ¢imlenme oranlari

Calisma bulgularinda, kok gelisimi incelendiginde prolin 6n uygulamalarinin kontrol
grubuna gore belirgin bir iyilestirme gosterdigi tespit edildi (Sekil 7). Yerel ¢esit kok

boylar1 incelendiginde en belirgin artisin/iyilesmenin 1 mM ve 0,5 mM prolin 6n
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uygulamasinda oldugu kaydedildi. Bununla birlikte tescilli ¢esit incelendiginde ise
benzer sonuclar gézlendi. Yine 1 mM ve 0,5 mM 6n uygulamalar1 en 1yi kok gelisimi

sonuglarini gosterdi.
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Sekil 7. Yerel ve tescilli domates ¢esitlerinde kok gelisimi

3.2.2. Nisbi Su i¢erigi (RWC)

Calismada prolin 6n uygulamalarinin ¢imlenen tohumlarda bakir stresine karsi bitki
su durumunu nasil etkiledigini gézlemlemek icin nisbi su igerigi olgiildii (Sekil 8).
Buna gore yerel ¢esitte 1 mM prolin 6n uygulamasinin her iki ¢esitte de bitki
durumunu diger 6n uygulamalara daha iyi diizenledigi goriildii. Bununla beraber 0,5
mM prolin 6n uygulamasinin, deneyin en yiiksek ikinci su icerigine sahip grubu

oldugu belirlendi.
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Sekil 8. Nisbi su icerigi (RWC)

3.2.3. Toplam Klorofil icerigi

Calisma bulgularina bakildiginda, yerel ¢esitte en yiiksek toplam klorofil i¢erigi 1 mM
prolin 6n uygulamasinda goriildii. Benzer sekilde tescilli ¢esitte de 1 mM prolin 6n

uygulama grubunda da en yiiksek prolin igerigine rastlandi (Sekil 9).
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Sekil 9. Toplam klorofil igerigi
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3.2.4. Toplam Karotenoid icerigi

Calismada 6lgiilen karotenoid igerikleri analiz edildiginde, her iki ¢esitte de prolin 6n

uygulamalar1 arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 10).
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Sekil 10. Toplam karotenoid igerigi

3.2.5. Lipit Peroksidasyonu Tayini (MDA)

Mevcut calismada bakir stresi kosullarinda cimlenen yerel ve tescilli domates
cesitlerinde prolin 6n uygulamasinin iyilestirici etkilerini gézlemlemek igin lipit
peroksidasyonu tayini gergeklestirildi (Sekil 11). Bulgular incelendiginde yerel ¢esitte
0,5 mM ve 1mM prolin 6n uygulamasinin lipit peroksidasyonunu anlamli bir sekilde
azalttig1 gozlendi. Yerel ¢esitte 0,5 mM ve 1 mM prolin 6n uygulamasi arasinda
anlaml bir fark bulunmadig goriildii. Bunun yaninda tescilli ¢esitte ise yerel ¢eside
benzer sekilde en diisiik lipit peroksidasyon seviyeleri sirasiyla 0,5 mM ve 1 mM

prolin 6n uygulamalarinda tespit edildi.
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Sekil 11. Lipit peroksidasyonu seviyesi (MDA igerigi)

3.2.6. i¢sel Hidrojen Peroksit (H202) Miktari

Calismanin bu asamasinda bakir stresi kosullarinda ¢imlenen tohumlarda i¢sel H>O»
miktar1 6l¢lildii. Bulgular incelendiginde, yerel domates cesidindeki en diisiik H>O»
seviyesinin 1 mM prolin 6n uygulama grubunda oldugu saptandi. Ek olarak ikinci en
disik H>O»> seviyesinin 0,5 mM prolin 6n uygulama grubunda oldugu gozlendi.
Tescilli ¢esitte ise 0,5 mM ve 1 mM prolin 6n uygulama grubundaki H>O> seviyesinin
diger gruplara gore onemli oranda daha diistik oldugu belirlendi. Bununla beraber 0,5
mM ve 1 mM prolin gruplari arasinda i¢sel H2O» seviyesi bakimindan anlamli bir fark
olmadig1 tespit edildi. Her iki ¢esitte de kontrol grubunda prolin 6n uygulamasi yapilan

diger gruplara gore i¢sel HO: seviyesinin daha yiiksek oldugu belirlendi.
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Sekil 12. Hidrojen peroksit (H202) Igerigi

3.2.7. Prolin Icerigi

Calisma bulgular: incelendiginde yerel gesitte en yiiksek prolin igerigine sirastyla 1
mM ve 0,5 mM 6n uygulama gruplarinda oldugu tespit edildi. Bununla birlikte tescilli
cesitte ise en yliksek prolin igerigi 0,5 ve 1 mM 6n uygulama gruplarinda (aralarinda

istatistiki bir fark bulunamadi) gozlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. Prolin igerigi
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3.2.8. Katalaz Aktivitesi

Mevcut caligmada yerel ve tescilli domates ¢esitlerinde katalaz aktivitesi belirlendi
(Sekil 14). Buna gore hem yerel hem de tescilli domates ¢esidinde en yiiksek katalaz
aktivitesi, kontrol grubunda tespit edildi. Buna karsin yerel ¢esitte en diisiik katalaz
aktivitesi, aralarinda anlamli bir fark gozlenmeyen 0,5 ve 1 mM 6n uygulama
gruplarinda gozlendi. Tescilli gesitte ise en diisiik aktivitesi sirasiyla 0,5 ve 1 mM

uygulama gruplarinda oldugu tespit edildi.
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Sekil 14. Katalaz aktivitesi

3.2.9. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Calismada en yiiksek siiperoksit dismutaz aktivitesi yerel g¢esitte kontrol grubunda
goriildii. Tescilli ¢esitte ise en yiiksek siiperoksit dismutaz aktivitesi 0,5 mM uygulama
grubunda gozlemlendi (Sekil 15). Bununla birlikte her iki ¢esitte de en diisiik enzim

aktivitesinin 10 mM 6n uygulama gruplarinda oldugu gézlendi.
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Sekil 15. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi

3.2.10. Guaikol Peroksidaz Aktivitesi

Calisma bulgularina gore, yerel ¢esitte kontrol grubu en yiiksek guaikol peroksidaz
aktivitesinin gozlendigi grup oldu (Sekil 16). Tescilli grupta da ayn1 durum s6z konusu

olarak gozlendi.
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Sekil 16. Guaikol peroksidaz enzim aktivitesi
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3.2.11. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Calisma bulgular1 analiz edildiginde her iki cesitte de en yiiksek enzim aktivitesinin

sirastyla 0,5 ve 1 mM 6n uygulama gruplarinda oldugu tespit edildi (Sekil 17).

12
a

10 b

c a
b
d
c

I I d
0 I
Kontrol 05mM 1mM 10mM Kontrol 0,5 mM 1mM 10 mM
prolin  prolin  prolin prolin  prolin  prolin

Yerel Cesit Tescilli Cesit

£ =) e

Askorbat Peroksidaz AKtivitesi
(Umg'protein)
[ %]

Sekil 17. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi
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4. TARTISMA

Mevcut ¢alismada bakir stresine maruz kalmis biri yerel biri tescilli olmak iizere iki
farkli domates ¢esidinde prolin 6n uygulamasinin ¢imlenme iizerine iyilestirici etkileri
aragtirildi. Bu amagla s6z konusu tohumlar laboratuvar ortaminda ¢imlendirildi ve
prolin 6n uygulamasiin olas1 iyilestirici etkilerini incelemek i¢in ¢esitli analizler
gerceklestirildi. Bu amagla yerel ve tescilli domates ¢esitlerine ait tohumlar 6ncelikle
hi¢gbir uygulama yapilmadan laboratuvar ortaminda petri kaplarinda ¢imlendirildi.
Boylelikle hem tohumlarin ¢imlenme acisindan tohum kaliteleri belirlendi hem de
laboratuvar ortaminda ¢imlendirilebildikleri tespit edildi. Sonraki asamalar ise agagida

tartigildi.

Calismada oncelikli olarak ¢imlenmeyi ve kok gelisimini 6nemli 6l¢iide azaltan bakir
konsantrasyonu tespit edildi. Her iki ¢eside ait tohumlar farkli konsantrasyonlarda
bakir siilfat ¢ozeltisinde ¢imlendirildi. Sonuglar, artan bakir stresi konsantrasyonlarina
bagli olarak ¢imlenme sayisinin ve kok gelisimin azaldigini gésterdi. Bununla birlikte,
bulgulara bakildiginda her iki cesitte de ¢imlenmeyi 6nemli derecede indirgeyen
konsantrasyonun 500 pM bakir ortami olmasina karar verildi. Se¢ilen 500 uM’dan
daha diisiik konsantrasyonlarin ¢imlenmeyi ve kok gelisimini yeterince
engelleyemedigi gozlemlendi. Bununla birlikte 500 pM’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise ¢imlenme sayisinin ¢ok fazla indirgendigi ve kok uglariin kisa
zamanda karardigi gozlendi. Kararma ile kok gelisimi de durdu ve tohumlar ¢imlenme
yetenegini kaybetti. Bu nedenle ¢alismada etkin bakir konsantrasyonunun 500 uM
olmasinda karar verildi. Cimlenme sayilarina ve kok gelisimlerine bakilarak 500 uM
bakir konsantrasyonundan daha yiiksek uygulamalarin toksik etki yaptigi ve ¢imlenen
strecindeki tohumlarin canliliklarin1 kaybetmelerine neden oldugu sdylenebilir.
Bulgularimizi destekler nitelikte, bir caligmada artan konsantrasyonlarda bakirin misir
koklerinde cesitli aktivitelerin azalmasina ve kok hiicrelerinde fizyolojik hasarlara
neden oldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 2014). Bu bilgiler 1s181nda ¢alismanin sonraki

asamalarinda tohumlar i¢in ¢imlenme ortami, 500 uM bakir kullanilarak olusturuldu.
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Ayrica tescilli ve yerel ¢esit vakir stresine karsi verdikleri ¢cimlenme yanitlar1 agisindan

degerlendirildiginde yerel ¢esidin daha iyi1 bir tolerans gosterdigi tesbit edildi.

Mevcut calismada etkin bakir stresi konsantrasyonu belirlendikten sonra prolinin
tyilestirici etkileri ve etkin konsantrasyonunun belirlenmesi asamasina gecildi. Bu
amacla 500 uM bakir stresi ortaminda ¢imlendirilecek tohumlar 6nce 24 saat boyunca
farkl1 prolin konsantrasyonlarinda (0,5 mM, 1 mM, 10 mM) inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda tohumlar etkin bakir stresi ortaminda ¢imlendirildi ve planlanan analizler
gerceklestirildi.  Oncelikli ~ olarak  ¢imlenen  tohumlarda  etkin  bakir
konsantrasyonlarinin belirlenmesi siirecinde oldugu gibi, ¢imlenme sayis1 (orani) ve
kok gelisimi incelendi. Cimlenme sayist incelendiginde hem yerel gesitte hem de
tescilli ¢esitte 0,5 ve 1 mM prolin 6n uygulama gruplarinda kontrol grubuna (sadece
500 uM bakir stresi cimlenme ortami) gore daha yiiksek ¢cimlenme sayisi tespit edildi.
Literatiirde yapilan aragtirmalarda domates tohumlarinin bakir stresi kosullarinda
cimlendirildigi ve prolin 6n uygulamasi ile birlikte calisildigr bir caligmaya

rastlanamamasi mevcut ¢alismanin 6zgiin yoniinii vurgulamaktadir.

Cogu zaman bitki su durumu, bitkinin maruz kaldig: stresli kosullardan ne seviyede
etkilendigine dair aydinlatic1 bilgiler sunar. Mevcut ¢alismada da bu amacla bitki su
durumu belirteglerinden birisi olan nisbi su igerigi (RWC) dlciildii. Bulgular
incelendiginde, yerel ¢esitte sirastyla 0,5 ve 1 mM prolin 6n uygulamalarinin bitki su
icerigini anlaml seviyede arttirdig1 gozlendi. Ayni1 durum benzer olarak tescilli gesitte
de gozlendi. Bu durum; 0,5 ve 1 mM prolin 6n uygulamalarindaki ¢cimlenme yanitlar
ve kok gelisimi bulgulan tarafindan da desteklenmektedir. Ayn1 zamanda bitkideki
kuru madde miktarindaki artisin RWC miktarini olumlu yonde etkiledigi diisiintiliirse,
daha iyi ¢imlenen ve kok gelisimi daha fazla olan 1 mM prolin 6n uygulamasinin bitki
su durumunu nasil etkiledigi daha i1yi anlagilabilir. Bu diisiinceyi destekler bi¢cimde,
piring (Wu ve ark., 2003) ve Arabidopsis (Roosens ve ark., 2002) bitkilerinde prolin
miktar1 ile biyokiitle arasindaki korelasyondan behsedilen raporlar mevcuttur. Kisaca,
RWC icerigi bilgileri 1s181nda 1 mM ve sonrasinda 0,5 mM prolin 6n uygulamalarinin
kontrol ve diger on uygulama gruplarina kiyasla bitki su durumunu daha iyi
korudugunu sdylemek miimkiindiir. Literatiir bilgilerine bakildiginda ise ¢alismamizi
destekler nitelikte raporlar mevcuttur. Ornek vermek gerekirse, zeytin bitkisi ile

yapilan bir calismada disaridan uygulanan prolinin tuz stresi kosullarinda bitki su
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potansiyeli lizerinde olumlu etkilerinin gézlendigi rapor edilmistir (Al-Absi ve ark.,
2002). Ek olarak, Costa ve Morel (1994) Lectuca sativa L. bitkisi ile gergeklestirdikleri
caligmalarinda, prolinin Cd stresine kars1 bitki su icerigini iyilestirdigini tespit etmisler

ve bu durumu prolinin ozmotik diizenleyici 6zelligine baglamislardir.

Genellikle bitkiler abiyotik strese maruz kaldiginda, stresin ¢esidine ve siddetine baglh
olarak klorofil ve karotenoid iceriklerinde azalmalar meydana gelir (Li ve ark., 2018;
Nazir ve ark., 2019). Mevcut calismada klorofil igerikleri analiz edildiginde, her iki
cesitte de 1 mM prolin uygulamasinin klorofil igerigini anlamli bir sekilde arttirdig:
tespit edildi. Ek olarak RWC, kok gelisimi ve ¢imlenme sayilar1 dikkate alindiginda
klorofil igerigindeki artisin goriilmesi, mevcut ¢alismanin hipotezini destekler gibi
goriilmektedir (Mafakheri ve ark., 2010; Darvizheh ve ark., 2017). Bununla birlikte
prolin 6n uygulama gruplarinda karoteonid miktar1 agisindan herhangi bir fark

gozlenemedi.

Lipit peroksidasyonu sonrasinda meydana gelen MDA, hemen hemen tiim abiyotik
stres ¢esitlerinde ortaya ¢ikan ve hiicre zarindaki hasarin sonucunda olusan 6nemli bir
gostergedir (Kaya ve Inan, 2017). Bu nedenle mevcut ¢alismada MDA seviyeleri
Olciildii. Bulgular analiz edildiginde yerel ¢esitte 0,5 ve 1 mM prolin 6n uygulamasinin
lipit peroksidasyonunu diger gruplara gére onemli seviyede azalttig1 tespit edildi.
Bununla birlikte tescilli c¢esitte en diisik MDA seviyes 0,5 mM prolin 6n
uygulamasinda goriildii. Yine tescilli gesitte ikinci en diisik MDA seviyesi 1| mM
grubunda goriildii. Yerel cesitte ise 0,5 ve 1 mM prolin 6n uygulamalar1 arasinda
istatistiksel anlamda bir fark gozlenemedi. MDA verileri 15181nda, mevcut ¢alisma igin
prolin 6n uygulamasinin 0,5 ve 1 mM prolin konsantrasyonlarinda hiicre zarindaki
hasar1 azalttig1 ve bu nedenle MDA seviyelerinin de diistii soylenebilir. Cilinkii prolinin
hidroksil radikalini siipiirdiigii literatiirde bilinmektedir (Smirnoff ve Cumbes 1989;
Brands ve ark., 2019). Boylece prolin 6n uygulamasinin belirli konsantrasyonlarda 6n
uygulama yapildiginda bakir stresine karst koruyucu etki gosterdigini sdylemek
miimkiindiir. Calismamiz1 destekler bicimde (Khator ve Shekhawat (2018) yaptigi
calismada Cyamopsis tetragonoloba tohumlarinda prolinin bakir miktarinda arttirici

etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Hidrojen peroksit, oldukca yaygin olarak bilinen bir reaktif oksijen tiiriidiir ve bitkiler

agir metal stresi dahil hemen hemen tiim abiyotik stres kosullarina maruz kaldiginda
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hiicrede miktar1 artar. Bu nedenle mevcut ¢alismada bakir stresi kosullarinda ¢imlenen
tohumlarin maruz kaldig: stres siddetini gozlemlemek ve prolin 6n uygulamalarinin
yatistirict etkilerini belirlemek icin hidrojen peroksit icerigi tayin edildi. Bulgular
analiz edildiginde Yerel gesit i¢in en diisiik hidrojen peroksit iceriklerinin sirasiyla 1
ve 0,5 mM 06n uygulama gruplarinda oldugu goriildii. Tescilli gesit i¢in ise 0,5 ve 1
mM prolin 6n uygulama gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadig1 ve en diisiik
hidrojen peroksit iceriklerine sahip olduklari gézlendi. Artan stres etkisine bagl olarak
igsel hidrojen peroksit miktarinin da arttig1 bilinmektedir (Singh ve ark., 2010; Hayat
ve ark., 2012; Hossain ve ark., 2014). Bununla birlikte stres etkilerinin yatismasi ya da
hafiflemesi durumunda hidrojen peroksit igeriginin de azalmasi beklenen bir durumdur
(Maiti ve ark., 2017). Calisma bulgular1 bu yoniiyle literatiir bilgisiyle uyumludur.
Mevcut caligmadaki hidrojen peroksi igerikleri ve literatiir bilgisi 1s1g1nda 0,5 ve 1 mM
prolin 6n uygulamalarinin bakir stresi etkilerini hafiflettigi/yatistirdig1 ve bu nedenle
i¢sel hidrojen peroksit seviyesinin diistiigiinli s6ylemek miimkiindiir. Dahas1 bu idday1
caligmanin diger bulgular1 da desteklemektedir. S6z konusu 0,5 ve 1 mM prolin 6n
uygulamalarinda ¢imlenme oranlari, kok gelisimi RWC degerleri ve MDA seviyeleri
hem kontrol grubuna hem de diger gruplara gore daha olumlu sonuglar gostermistir.
Ozellikle MDA seviyelerinin hidrojen peroksit seviyeleri ile korelasyon gdstermesi
onerilen konsantrasyonlarda prolin 6n uygulamasinin bakir stresinin olusturdugu

hiicresel hasar1 azalttigin1 géstermektedir.

Prolin, bitkilerde bulunan hem antioksidan olarak hem de osmolit olarak gorev yapan
bir bilesiktir. Prolin, bitki strese maruz kaldiginda sentezi artar ve maruz kalinan
stresin ¢esidine ve siddetine bagli olarak antioksidan, osmolit ya da hem osmolit hem
de antioksidan olarak gorev yapar (Seki, 2007; Zouari ve ark., 2019). Ayn1 zamanda
stres maruz kalma siirecinde hiicresel sinyalizasyondan da rol aldig1 bilinmektedir (El-
Enany ve Issa, 2001; Hossain ve ark., 2019). Prolinin ¢ok fonksiyonlu 6zelliklerinin
olmasi ve 1yi bir stres parametresi olmasi sebebiyle mevcut ¢alismada disaridan
uygulanacak bilesik olarak sec¢ildi. Ayn1 zamanda disaridan uygulanacak prolinin
bakir stresi kosullarindaki ¢imlenme davraniglarina olan etkilerini izlemek amaciyla
da igsel prolin seviyesi dl¢iildii. I¢sel prolin seviyeleri analiz edildiginde, 6n uygulama
gruplarinda en fazla prolin igeriginin yerel g¢esitte 1 mM ve sonrasinda 0,5 mM
gruplarinda oldugu belirlendi. Ek olarak tescilli gesitte ise aralarinda anlamli bir fark

olmayacak sekilde en yiiksek prolin igerigine 0,5 ve 1 mM gruplarinda rastlandi. Bu
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bulgular, prolin 6n uygulamasinin ancak belirli konsantrasyonlarda daha iyi yatistirict
etki yaptigini gostermektedir. Bu diisiince, 10 mM prolin 6n uygulama grubunda tespit
edilen prolin igeriginin diger gruplara gore daha yiiksek olmamasinin nedenini
aciklayabilir. Bunun yaninda diger uygulama sonuglari, iyilestirici/yatistirict etki
yaptig1 onerilen 0,5 ve 1 mM prolin 6n uygulamalarinin hidrojen peroksit seviyesi ve
MDA miktarin1 azaltirken bitki su durumunu arttirmasi igsel prolin miktariyla
uyumluluk gostermektedir. Caligsmamizi destekler bigimde yapilan bir ¢alismada
zeytin fidanlar iizerine kadmiyum stresi uygulanmis iyilestirici olarak da prolin
verilmistir ve MDA miktarina bakildiginda prolinin iyilestirici etkisi ¢alismamiza

benzer sekilde goziikmektedir. (Zouari ve ark., 2016b).

Bitkiler maruz kaldiklar1 stresli kosullarla miicadele etmek ve hayatta kalabilmek i¢in
bircok sisteme sahiptirler. Bu sistemlerden en onemlilerden birisi de enzimatik ve
enzimatik olmayan bilesenlerden olusan antioksidan sistemdir. Antioksidan sistem
stresli kosullarda devreye girer ya da aktiviteleri artar (Fu ve Huang, 2001; Zhao ve
ark., 2010). Bu da bitkinin stresin olumsuz etkilerini yatistirmada oldukga etkili bir
mekanizmadir. Bu amaca mevcut calismada bitkilerde katalaz, siiperoksit dismutaz,
guaikol peroksidaz ve askorbat peroksidaz gibi yaygin olarak bilinen antioksidan

enzim aktiviteleri ol¢iildii.

Katalaz aktivetisi incelendiginde, her iki cesitte de iyilestirici/yatistirici etkisi oldugu
onerilen 0,5 ve 1 mM prolin konsantrasyonlarinin s6z konusu enzim aktivitesinin diger
gruplara gore daha diisiik ¢iktig1 gozlendi. Bunun nedeni 0,5 ve 1 mM gruplarinda
stresin olumsuz etkileri yatistirildig icin katalaz aktivitesinin de azalmasi olabilir.
Calismada olgiilen hidrojen peroksit ve MDA miktarlarinin da s6z konusu bu
konsantrasyonlarda diisiik ¢ikmasi bu Onermeyi desteklemektedir. Ciinkii katalaz
enzimi hidrojen peroksitin temizlenmesinde gorev almaktadir (Zouari ve ark., 2016a).
Hiicresel diizeyde iyilesmeye bagli olarak katalaz aktivitesinin de azaldig
distintilebilir. Literatiirde bulunan bir¢ok rapor mevcut c¢alismanin Onermesini
desteklemektedir. Ornek vermek gerekirse kadmiyum stresine maruz kalan zeytin
(Olea europaea L.) fidanlar1 iizerine prolin uygulamasi yapilmis ve sonucunda olusan
enzimatik antioksidan savunma sistemi iizerindeki etkisine bakilmis bizim
caligmamiza benzer olarak katalaz aktivitesinin azaldig1 gériilmiistiir. (Zouari ve ark.,

2016b).
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Stiperoksit dismutaz aktivitesi, en fazla olarak yerel cesitte kontrol grubunda; tescilli
cesitte ise 0,5 mM prolin 6n uygulama grubunda tespit edildi. Literatiirde prolin
uygulamasinin s6z konusu enzim aktivitesini arttirdigi bildirilmektedir (Shetty, 1997;
Osman, 2015; Ghaffari ve ark., 2019). Bu acidan ¢alisma bulgulari ile literatiir bilgileri
uyusmamaktadir. Bu durumu aydinlatmak i¢in ileride daha fazla arastirma yapilmasi

Onerilebilir.

Guaikol peroksidaz aktivitesine bagli bulgular incelendiginde, en yiiksek aktivitenin
her iki ¢esitte de kontrol grubunda oldugu goriildii. Mevcut c¢alismada
tyilestirici/yatirstirict etki yaptigr 6nerilen 0,5 ve 1 mM prolin 6n uygulamalar1 s6z
konusu enzim aktivitesinde azalmaya neden oldu. Bunun nedeni 0,5 ve 1 mM prolin
konsantrasyonlarinin her iki ¢esitte de bakir stresinin olumsuz etkilerini azaltmasi
olabilir. Nitekim bu konsantrasyonlarda hidrojen peroksit miktarinin diger gruplara
gore daha diisiik ¢ikmasi ve buna bagl olarak MDA seviyesinin de azalmasi bu
iddiamiz1 desteklemektedir. Guaikol peroksidaz bitki hiicrede hidrojen peroksidin
temizlenmesinden sorumlu bir enzimdir (Gill ve Tuteja 2010; De Freitas ve ark.,
2018). Ayrica 0,5 ve 1 mM prolin 6n uygulamalarinda i¢sel prolin miktarinin da arttig1
calismada goriildii. Prolinin hiicrede antioksidan olarak gorev yaptigi da bilinmektedir
(Ashraf ve Foolad 2007; Kovacik ve ark. 2011; Hayat ve ark., 2012; Kasote ve ark.
2015; De Freitas ve ark., 2019, Forlani ve ark. 2019). Bu bilgiler 1s181nda mevcut
calisma i¢in s6z konusu enzim aktivitesindeki azalisi, bitkinin disaridan prolin 6n

uygulamasiyla artan savunma kapasitesiyle agiklamak miimkiindiir.

Askorbat peroksidaz, hiicrede hidrojen peroksidin temizlenmesinden sorumlu oldukga
onemli bir bagka antioksidan enzimdir (Asada, 1992). Calisma bulgulan
incelendiginde en yiiksek enzim aktivitesinin her iki ¢esitte de 0,5 ve 1 mM prolin 6n
uygulamarinda oldugu goriildii. Bununla birlikte katalaz ve guaikol peroksidaz
aktivitelerindeki azalis calisma bulgularindaki diisiik hidrojen peroksit seviyesi ile
aciklandi. Mevcut caligmada igsel hidrojen peroksit seviyesinin az olmasina karsin
askorbat peroksidaz aktivitesinin yliksek ¢cikmasi agiklanmasi gereken bir durumdur.
Bu durum celigki gibi goriinmesine ragmen, antioksidan enzimlerin hidrojen perokside
olan farkl affinite seviyelerine ve hiicre i¢i lokasyonlarinin degisiklik géstermesiyle
aciklanabilir. Ciinkii askorbat peroksidaz katalaza gore hidrojen perokside karst daha

yliksek bir affinite gostermektedir (Noctor ve Foyer, 1998). Ayn1 zamanda askorbat
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peroksidaz hiicrede stoplazma dahil bir¢ok organelde bulunurken katalaz ise yaygin
olarak peroksizomlarda bulunur (Biiyiik ve ark., 2012). Bu bilgiler 1s18inda askorbat
peroksidazin ¢ok daha hizli aktivite gostererek hidrojen peroksidi temizledigi ve
bdylece hem hidrojen peroksit seviyesinin azalmasina hem de katalaz ve guaikol
peroksidaz gibi antioksidan enzim aktivitelerini “negatif feedback™ yoluyla
azalmasina neden oldugunu sdylemek miimkiindiir. Dahas1 ¢esitli stres kosullarinda
asorbat peroksidaz aktivitesinin arttigin1 gosteren raporlar mevcuttur. Rady ve ark.
(2019) tuz stresi altindaki bugday tohumlarma uygulanan prolinin, askorbat
peroksidaz aktivitesini yaklasik %25 arttirdigini raporlamistir. Ayrica, Li ve ark.
(2015) diisiik sicaklik ve 1s1k altindaki salatalik fidanlarinda askorbat peroksidaz

enziminin arttigini belirlemislerdir.

Ozetle galisma sonuglar1 bir biitiin olarak incelendiginde, disaridan uygulanan prolinin
domates tohumlar1 ¢imlenmesini bakir stresi kosullarinda 6nemli derecede arttirdig:
belirlendi. Ek olarak prolin 6n uyglamalarinin sadece belirli konsantrasyonlarda (0,5
ve 1 mM) optimum etki gosterdigi tespit edildi. Mevcut ¢alismada, prolin uygulamasi
osmolit rolii ile bitki i¢sel durumunu diizenledigi ve antioksidan rolii ile de strese bagh
olarak artan hidrojen peroksidi temizledigi ve bodylece tohumlart bakir stresinin
olumsuz etkilerine kars1 korudugu kaydedildi. Ayrica mevcut ¢alisma ile Artvin ili
Tiitiinciiler kdytlinde yillardir yetistiriciligi yapilan ve yetistigi cografyanin hem toprak
hem de iklimsel 6zelliklerine dogal bir sekilde uyum saglayan domates ¢esidinin bakir
stresine olan toleransinin oldukca yiiksek oldugu goézlendi. Ciinkii s6z konusu bu
domates ¢esidinin yetisdigi lokalite bakir gibi yeralti kaynaklar1 yoniinden oldukca
zengindir. Bu sebeple mevcut calisma s6z konusu domates ¢esidinin sahip oldugu
genetik potansiyelin degerlendirilmesi ve gelecek kusaklar i¢in koruma altina alinmasi

acisindan onemli bilgiler sunmaktadir.
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5. SONUC

1. Bulgular incelendiginde hem yerel hem de tescilli ¢esitler igin etkili bakir stresi

konsantrasyonun 500 uM’dan itibaren basladig tespit edildi.

2. Mevcut calismada disaridan tatbik edilen prolinin 6n uygulama seklinde
gerceklestirildigi takdirde 0,5 ve 1 mM konsantrasyonlarda oldukea etkili sonuglar

verdigi ve bakir stresine karsi tolerans artis1 sergiledigi gozlendi.

3. Calisma ile yerel domates ¢esidinin tescilli domates cesidine gore bakir stresine

kars1 daha toleransli oldugu belirlenmistir.

4. Mevcut calisma verileri bir biitiin olarak ele alindiginda prolinin
tyilestirici/yatistirici etkisini temel olarak osmolit ve antioksidan rolii gosterdigi kabul
edilmistir. Ayrica askorbat peroksidaz haricindeki diger olgiilen antioksidan enzim
aktivitelerinin diisiikk ¢ikmasi, s6z konusu iyilesmenin idda edildigi gibi prolinin

osmolit ve antioksidan olarak oldukga etkili bir rol aldigin1 gostermektedir.
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6. ONERILER

Mevcut ¢alismada prolin domates ¢esitlerine tohumdan 6n uygulama seklinde tatbik
edildi. Bu nedenle elde edilen bulgular bu uygulama yénteminin sonuglar1 olarak kabul
edilmelidir. Bununla birlikte prolinin ¢imlenmeden itibaren biiylime ortamina
dogrudan bakir ile birlikte verilmesi de denenmesi gereken baska bir yontemdir.
Ayrica literatiirde farkl: bitkilerde, farkli bilesiklerle yapraktan uygulama yonteminin
de calisildigi bilinmektedir. Bu gibi farkli yontemlerin denenmesi prolinin etki
mekanizmasinin daha da iyi aydinlatilmasina ve hangi yontemin en iyi sonug

verecegine karar verilebilmesi agisindan ileride ¢alisilabilir.

Bulgular incelendiginde temel stres parametrelerinde prolin 6n uygulamasinin oldukca
etkili sonuclar verdigi gorilmektedir. Ek olarak ileriki ¢alismalarda prolin
metabolizmasinda rol alan sentez ve yikim genlerinin ifade diizeyleri incelenebilir ve
daha aydinlatici bilgilere ulasilabilir. Antioksidan enzimleri kodlayan genler icin de
benzer ifade diizeylerinin arastirilmasi; c¢alismada diisiik aktivite gosteren bu

enzimlerin etki mekanizmasinin daha detayli agiklanmasina yardimci olabilir.

Mevcut calisma bulgularindan yola ¢ikilarak, ¢cimlenen tohumlarinin erigkin bitki
olana kadar biiytitiilmesi ve daha fazla parametre ile bakir stresine karsi prolinin farkl
uygulama yoOntemlerinin ¢alisilmasi ile bilimsel literatire daha fazla katkida

bulunulabilir.
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