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OZET

Bu c¢alismada, tuz stresine maruz kalan biber (Capsicum annuum L.) bitkisinin
yaprak dokularinda meydana gelen zararlanma ve dissal prolin (Pro) uygulamasinin tuz
stresi kosullarinda bitkinin fizyolojik fonksiyonlar: {izerine etkisi arastirllmistir. Deneme
sonunda biber yaprak 6rneklerinde hiicre zar1 zararlanma orani, yaprak oransal su kapsami1
(YOSK), turgor kaybi (TK), Pro miktari, toplam ¢6ziinebilir protein miktar1 (TCP), katalaz
(CAT) ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi ile SDS-PAGE analizleri yapilmistir. Bu
arastirma sonucunda tuzluluk stresi ile artan hiicre zar1 zaralanma oraninin prolin uygulamasi
ile azaldig tespit edilmistir. Tuz stresinin bitkilerde YOSK'un azalmasma ve TK’nin
artmasina neden oldugu, disaridan uygulanan prolinin ise YOSK’u arttirici TK'y1 ise azaltici
yonde etki ettigi belirlenmistir. Tuzluluk, endojen prolin miktarinin artmasina yol agmis ve
dissal prolin uygulamasi bu durumu olumlu yonde etkilemistir. Enzim aktiviteleri ile ilgili
olarak, tuz stresi altinda katalaz aktivitesinin 50 mM NaCl uygulamasinda arttig1 ve 100 mM
NaCluygulamasinda azaldigi, digsal prolin uygulamasinin ise enzim aktivitesini 50 mM
NaCl uygulamasinda azalttigi ve 100 mM NaCl uygulamasinda arttirdigi bulunmustur. Tuz
stresi altinda APX aktivitesinin arttigi ve digsal prolin uygulamasinin bu artist
belirginlestirdigi belirlenmistir. Toplam ¢oziinebilir protein miktar1 tuz stresi ile azalmis ve
digsal prolin uygulamast TCP'yi 50 mM NaCl uygulamasinda artirmig ve 100 mM NaCl
uygulamasinda azaltmistir. SDS PAGE analizlerinde, yapilan uygulamalarla degisim

gosteren 24,6 kDa ve 256,9 kDa araliginda bulunan protein bantlart belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biber, Tuz stresi, Prolin
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SUMMARY

In this study, the damage to leaf tissues of Capsicum annuum L. plants exposed to
salt stress and the effect of exogenous proline (Pro) application on physiological functions
under salt stress conditions were investigated. At the end of the experiment, the analysis of
cell membrane damage rate, leaf relative water content (RWC), turgor loss (LT), Pro amount,
total soluble protein (TSP) amount, catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX) activity,
and SDS-PAGE were performed in pepper leaf samples. As a result of this research, it was
found that the rate of cell membrane damage, which increases with salinity stress, decreased
with the application of proline. It was determined that salinity stress led to decreased leaf
RWC in plants and increased LT and It was determined that salinity stress led to decreased
leaf RWC in plants and increased LT and externally applied proline led to an increase in
YOSK and a decrease in TK. Salinity led to higher endogenous proline content and
exogenous proline application had a positive effect on it. Regarding enzyme activities, CAT
activity increased at 50 mM and decreased at 100 mM NaCl application, while exogenous
proline application decreased the activity at 50 mM NaCl application and increased it at 100
mM NaCl application. Ascorbate peroxidase activity increased under salt stress and
exogenous proline application ameliorated this increase. While the amount of TSP decreased
with salt stress, exogenous proline application increased the TSP at 50 mM NaCl application
and decreased it at 100 Mm NaCl application. Protein bands between 24,6 kDa and 256,9
kDa were determined in SDS PAGE analyses which varied with the treatments.

Keywords: Pepper, Salt stress, Proline
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1. GIRIS VE AMAC

Bitkiler, stirekli degisen ve genellikle biliylime ve gelisim i¢in olumsuz ya da stresli
olan ortamlarda yasarlar. Bu olumsuz ¢evresel kosullari, patojen enfeksiyonu ve otobur
saldiris1 gibi biyotik stresleri ve kuraklik, tuzluluk, yiiksek ve diisiik sicakliklar, besin
eksikligi ve toprakta aliiminyum, arsenat ve kadmiyum gibi toksik metallerin fazlaligi v.b.
abiyotik stresleri igerir (Zhu, 2016). Kuraklik, tuz ve sicaklik stresleri, dogada bitkilerin
cografi dagilimim etkileyen, tarimda bitki verimliligini sinirlayan ve gida giivenligini tehdit
eden ana gevresel faktorlerdir. Iklim degisikligi nedeniyle asir1 hava olaylarinin sikliginda
bir artig olmas1 ve bu abiyotik streslerin olumsuz etkilerinin siddetlenmesi 6ngoriilmektedir

(Fedoroff vd., 2010).

Toprakta ve sulama suyundaki tuzluluk, bir ¢evresel sorun olup, tarimsal tiretim igin
onemli bir kisitlamadir. Tuzluluk ya da tuzlanma, genisleyen kentlesme, sanayilesme ya da
tarimin modernlesmesinden kaynaklanan giincel bir kiiresel olay degil, sulamali tarimin
tarihi kadar eski bir sorundur (Gad, 2020). Ancak, tuzluluk, artan niifusla birlikte daha da
siddetlenmekte ve diinya c¢apinda tarim alanlarin1 tehdit etmektedir. Bu durum,
biyogesitliligi ve tarimsal verimliligi azaltarak, c¢evreyi tahrip ederek, yeralti sularim
Kirleterek, sel riskleri yaratarak ve toplumun ekonomik biiyiimesini sinirlayarak karasal

ekosistemlerin tiim sekillerinin kapasitesini azaltmaktadir (Hayat vd., 2020).

Tuzlulugun ¢esitli nedenleri vardir, bunlar; dogal (ana materyalin asinmasi, riizgar
ve yagmurla taginan deniz tuzunun birikimi, gelgit suyu ile kiy1 topraklarinin sular altinda
kalmas1 vb.) ve insan faaliyetlerini (yer alt1 suyuyla asir1 sulama nedeniyle su tablasinin
yiikselmesi, tuz igeren suyla sulama, yetersiz drenaj vb.) icerir (Hasanuzzaman vd., 2013;
Munns, 2005; Manchanda ve Garg, 2008).

Tuzla ilgili stres calismalarinda, siklikla es anlamli olarak kullanilan fakat
birbirlerinden ayirt edici iki temel terminoloji bulunmaktadir: "Tuz Stresi" ve "Tuz Soku".
"Tuz Stresi", bitkilerin sodyum kloriir (NaCl) maruziyetine verdikleri tepkileri tanimlar ve
bu, iki degisik formda meydana gelebilir. ilk yaklasim, bitkilerin kademeli olarak artan tuz

konsantrasyonlarina maruz  birakilmast  iken; ikincisi, bitkilerin = diisiik tuz



konsantrasyonlarinda tutulmasi veya bu iki yoOntemin kombine edilmesi seklinde
uygulanabilir (Shavrukov, 2013). Ote yandan, "Tuz Soku" terimi, bitkilerin yiiksek tuz

konsantrasyonlarina ani bir maruz kalma durumunu tanimlar (Shavrukov, 2013).

Artan tuzluluk seviyeleri, ¢imlenme, bitki biiylimesi ve lireme, fizyolojik siire¢ler,
fotosentez, solunum, terleme, zar 6zellikleri, besin dengesi, enzimatik aktivite ve metabolik
aktiviteler, hiicresel homeostaz ve hormon diizenlemesi tlizerinde olumsuz etkilere neden
olur ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine neden olur. Agir stres durumlari bitkinin
olimiine yol acar (Mahajan ve Tuteja, 2005; Munns, 2005; Manchanda ve Garg, 2008;
Hasanuzzaman vd., 2012).

Gilintimiizde, bitkilerin fizyolojik durumunu degerlendirmek igin bircok stres
belirteci olgiilmiistiir (Parida ve Das, 2005). Bunlar arasinda prolin ve ¢oziiniir protein
igerigi, fotosentetik pigmentler ve oksidatif hasarin metabolik tiriinleri bulunmaktadir. Tuz
stresi ayrica oksidatif hasara neden olur, bdylece hiicresel zar biitiinliiglinli, enzim
aktivitelerini ve bitkinin fotosentetik isleyisini etkiler (Jithesh vd., 2006). Bu tiir durumlar,
hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢i olarak ¢esitli ROS’larin olusumunu artirir. Reaktif oksijen
tirevleri lar oldukga reaktiftir ve birgok hiicresel makromolekiille 6rnegin, DNA, proteinler,
lipidler ve pigmentlerle etkilesebilir. Reaktif oksijen tiirevleri olusumu kontrol altinda
tutulmadigi zaman bitki hiicrelerinde yikici siireglere neden olabilir (Mittler, 2002). Bu
nedenle, asirt ROS birikimi, stres kosullarinin bir gostergesi olarak kabul edilir ve 6zellikle
uzun streli tuz stresi sirasinda bitkilerin ROS olusumu ve yikimi arasindaki dengeyi

korumalar1 ¢ok 6nemlidir (Light vd., 2005).

Tuz kaynakl oksidatif strese kars1 koymak i¢in bitkilerin farkl: tiplerde enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar trettigi bilinmektedir (Gupta vd., 2005). Genellikle
bilinen enzimatik antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidaz (POD) ve glutatyon rediiktaz (GR) bulunurken, enzimatik olmayan
antioksidanlar arasinda da glutatyon (GSH), askorbat (AsA), karotenoidler ve tokoferoller
yer alir (Gupta vd., 2005).
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Prolin, sinyal iiretim siireglerini tetikleyerek, bir bitki biiylime diizenleyici olarak
islev goren ¢ok islevli bir amino asittir (Yang vd., 2009). Ayrica, prolin, hidrofobik
bilesiklerin ¢oziiniirliiglinii artirarak proteinlerle uyumlu bir hidrotrop olarak hareket eder
(Ashraf ve Foolad, 2007). Sitoplazmik asidozu destekler ve hiicresel metabolizma igin hayati
olan NADP+/NADPH oranlarim1 korur (Kaya vd., 2007; Ali vd., 2007). Genellikle bir
osmoprotektan olarak taninan prolin, serbest radikalleri nétralize ederek oksidatif hasar1 da
azaltir (Ashraf ve Foolad, 2007). Hiicresel osmotik ayarlamayir modiile ederek, zar
biitiinliiglinii koruyarak, proteinleri ve enzimleri stabilize ederek ve ROS’lar1 detoksifiye

ederek tuz toleransini tesvik etmede merkezi bir rol oynar (Ashraf ve Foolad, 2007).

Tuz stresi kosullarindaki bitkilere prolin uygulamasi, bitki su iligkilerini iyilestirebilir
ve su kullanim verimliligini artirabilir. Bu durum, suyun disa akisinin inhibisyonu ile
saglanir. Bu durum, su kaybiin inhibisyonu ile saglanir. Bu inhibisyon, prolinin zar
stabilitesi ve stoma hareketlerinin diizenlenmesi tizerindeki etkileri yoluyla terlemenin

azaltilmasi seklinde gergeklesir (Kaya ve Tuna 2006; Ali vd. 2007).

Dissal prolin uygulamasi igin ¢esitli teknikler mevcuttur, bunlar arasinda yapraktan
puskiirtme ve tohuma 6n uygulama yapma en yayginlaridir (Hosseinifard vd., 2022).
Ayrica, prolinin yaprak lizerine uygulanmasi, stoma iletkenligi, buharlasma, fotosentez orant
ve su kullanim verimliligini artirir (Kaya vd., 2007; Ali vd., 2007). Tohuma 6n uygulama
yapmanin faydali etkileri, su emilimi ve ¢cimlenme 6ncesi metabolizmaya baglidir (Paparella

vd., 2015).

Biber, Capsicum cinsine dahil edilen botanik bir meyvedir ve Solanaceae
familyasinin temel tyelerindendir. Biberin karakteristik aci tadi, iceriginde barindirdigi
kapsaisin bilesiginden kaynaklanmaktadir. Biberin farkli renk, boyut ve acilik derecelerinde
cesitleri bulunmaktadir. Zengin vitamin ve mineral igerigiyle, 6zellikle C vitamini a¢isindan
dikkate degerdir. Ayni zamanda antioksidan ve anti-enflamatuar &zellikleri ile
taninmaktadir. Ek olarak, biber, mutfak sanatinda ve ticari degisimde binlerce y1l kullanilmig
olup, diinya genelinde birgok toplulugun kiiltiirel mirasinin bir pargasidir (Subramanyam
vd., 2011).



Diinya genelindeki yar1 kurak bolgeler, 6zellikle Akdeniz gibi, sulama i¢in yeterli ve
kaliteli su bulma konusunda zorluklar yasamaktadir. Bu bolgelerde yaygin olarak klor
bilesenli yer alti sular1 kullanilmaktadir, ancak bu sular genellikle asir1 ¢oziinebilir tuz
icermektedir (Unliikara ve Karadavut, 2006). Toprak tuzlulugu, kurak ve yari kurak
bolgelerde sorunlara neden olmakla birlikte, asir1 sulama yapilan ve drenaj sorunlari olan
bolgelerde de ortaya ¢ikabilmektedir (Flowers, 1999). Toprak ve su tuzlulugu, ¢cimlenmeyi,
biiyiimeyi ve verimi olumsuz etkileyerek bitkilere zarar verebilmektedir (Unliikara ve
Karadavut, 2006). Bu tuzlanmanin temel nedenleri arasinda ¢6ziinebilir tuzlarin toprak
katmanlarinda ve taban suyunda birikmesi, sulama suyunun kalitesizligi, sulama sularinda
asir1 diizeyde eriyebilir tuzlarin bulunmasi, yetersiz drenaj ve kok bolgesinde tuz birikimi
bulunmaktadir (Epstein vd., 1980; Quamme ve Stushoff, 1983). Bu durumlar bitkilerin su
eksikligi, Na" ve CI" iyonlarinin toksik etkileri, besin maddelerinin diizensiz alinmasi veya
stirgiinlere taginmasi gibi sorunlarla karsilagsmalarina neden olabilir (Martinez — Rodriguez
vd., 2002). Diinya ¢apinda yetistirilen biberin toprak tuzlulugu i¢in esik EC degerinin 1,5
dS/m, sulama suyu tuzlulugu i¢in esik EC degerinin 1,0 dS/m oldugu bildirilmistir (Ozdemir
vd., 2016).

Bu calismada, tilkemizde ve diinyada yaygin olarak yetistirilen ve 6nemli ekonomik
getirisi olan biber bitkisinin, tuz stresi kosullarinda meydana gelen fizyolojik ve molekiiler
degisimlerin incelenmesi ve prolin uygulamalarinin stres toleransina etkilerinin incelenmesi

amagclanmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Abiyotik stres, bitki biliylimesini ve iiretkenligini olumsuz etkileyen morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler bir dizi degisiklige yol agar (Wang vd., 2000).
Bitkilerin abiyotik streslere verdikleri tepkileri anlamak, stres toleransinin gelisimi, tiim
organizma seviyesinde ve hiicresel seviyede karmasik bir siiregtir. Hiicresel stres tepkileri
arasinda zar sisteminin ayarlanmasi, hiicre duvari mimarisinin modifikasyonu ile hiicre
dongiistinde ve hiicre boliinmesinde degisiklikler bulunmaktadir (Ashraf ve Foolad, 2007;
Hirayama ve Shinoza, 2010). Ek olarak, bitkiler, proteinleri ve hiicresel yapilari stabilize
edebilen ve/veya osmotik ayarlama ile hiicre turgorunu siirdiirebilen uyumlu ¢dziiniirlerin
(6rn. prolin, rafinoz ve glisin betain gibi) tiretimi de dahil olmak {izere metabolizmalarini
cesitli sekillerde degistirirler. Ayrica, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) asir1 seviyelerini
ortadan kaldirmak ve hiicresel redoks dengesini yeniden kurmak igin redoks
metabolizmasini degistirirler (Bartels ve Sunkar, 2005; Valliyodan ve Nguyen, 2006; Munns
ve Tester, 2008; Janska vd., 2010).

Bitkilerde prolin biyosentezi, biyosentez, katabolizma ve hiicreler arasi tagima ile
diizenlenir (Liu ve Wang, 2020). Pirolin-5-karboksilat (P5C) birincil onciildiir (Hossain vd.,
2019). Prolinin sentez ve parcalanma yollarini ¢esitli enzimler denetler (Singh vd., 2015).
Stres altinda, par¢alanmanin azalmasi nedeniyle bitkilerde prolin birikir (Delauney ve
Verma, 1993). Prolin sentezi kloroplast ve sitoplazmada gergeklesirken, katabolizmasi ise
mitokondride gergeklesir (Szepesi ve SzOlldsi, 2018). Prolin sentezi bitkilerde iki yol
tizerinden gergeklesir ve glutamik asit (Glu) ile ornitin (Orn) prolin biyosentezinin dncii
maddeleridir (Liu ve Wang, 2020). Glutamik asit yolu, prolin sentezi i¢in ana yol olup, Orn
yolu, ko-ekspresyon analizleri ve radyoaktif isaretleyici ¢alismalar1 i¢in alternatif bir yol
olarak kabul edilir (Da Rocha vd., 2012). Ornitin yolu ile prolin sentezinin asir1 optimal azot
kosullar1 ve fide gelisimi sirasinda gergeklestigi bildirilmistir. Bununla birlikte, Glu yolu
azot eksikligi ve/veya diger stres durumlarinda prolin sentezlemek i¢in ana yol haline gelir
(Delauney ve Verma, 1993; Armengaud vd., 2004). Glutamik asit yolu ile prolin sentezi,
sitoplazma ve/veya kloroplast i¢inde iki enzimatik adimda gergeklesir. Glutamik asit (Glu),
P5C sentaz tarafindan glutamat-1-semialdehit (GSA)'e indirgenir ve ardindan P5C'ye

doniistiiriiliir. Sonraki adimda ikinci enzim, P5C rediiztaz, PSC'yi proline indirgeyebilir. Bu



stirec i¢in gereken elektronlar iki NADPH tarafindan saglanir ve prolin biyosentezinde bir

ATP tiiketilir (Liu ve Wang, 2020; Meena vd., 2019).

Yaprak oransal su kapsami1 (YOSK), yaprak su potansiyeli (YSP) ile dogrudan iligkili
oldugundan bitki su iliskilerinin incelendigi ¢alismalarda énemli bir parametredir. Ciinkii
bitkinin gelisimine devam edebilmesi i¢in kritik su miktarinin belirlenmesi gerekmektedir.
Yaprak su potansiyelinin diisiik oldugu durumlarda bitkinin turgorunun siirdiiriilebilmesi
biiyiime ve gelismenin az da olsa devam ettigini gostermektedir. Turgor potansiyelinin
diizenlenemedigi durumlarda YOSK degerindeki azalma, YSP’nin azalmasina ve sonugta

biiyiimenin durmasina neden olabilmektedir (Kaynas, 1994; Kaynas vd., 1995).

Tuz stresi altindaki guava (Psidium guajava L.) cv. Paluma’da yapraktan prolin
uygulamasinin morfofizyolojik etkileri degerlendirilmistir. Sulama suyunun bes EC seviyesi
(0,8, 1,5, 2,2, 2,9 ve 3,6 dS.m™1) ve dort prolin konsantrasyonunun (0, 8, 16 ve 24 mM)
kullanildig1 calismada dikimden 360 giin sonra 0,8 dS.m™ {izerindeki tuzluluk seviyelerinin
guava bitkilerinin gaz degisimini, fotosentetik pigment sentezini, fotokimyasal verimliligini
ve biiylimesini tehlikeye engelledigi belirlenmistir. Yapraktan 24 mM prolin uygulamasi,
3,6 dS.m? su ile sulanan bitkilerde YOSK, stoma iletkenligi ve karotenoid igerikleri
tizerindeki tuz stresinin olumsuz etkilerini hafifletmistir. Bu arada, 18 mM'a kadar prolin
konsantrasyonu, 0,8 dS.m™ altinda daha yiiksek transpirasyon, CO, asimilasyon orani, anlik

karboksilasyon verimliligi ve gévde ¢apinda mutlak biiyiime orani ile sonuglanmustir (Silva
vd., 2024).

Askorbik asit (AsA, 1 mM) ve prolin (Pro, 1 mM) uygulamasinin, 100 mM NaCl
varliginda yetistirilen bugday (Triticum aestivum cv. Salammbd) fidelerindeki etkilerinin
degerlendirildigi bir ¢alismada tuz stresinin, biiylime, YOSK, klorofil, protein ve
karbonhidrat iceriginin azalmasina yol actifi, SOD, CAT ve GPX enzim aktivitelerinin
diismesine neden oldugu ve MDA ve H:02 miktarin1 artirdigi bildirilmistir. Prolin ve
AsA'nin ayri1 ayr1 uygulanmasi, bitki biiyiimesini, YOSK, klorofil, protein ve karbonhidrat
icerigini ve SOD, CAT ve GPX aktivitelerini artirdigi, H2O2 miktarin1 azalttig
belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, AsA ve Pro'nun disaridan uygulanmasinin, bugday
bitkilerinde erken fide doneminde tuz stresinin zararl etkilerini hafifletmede etkili oldugunu

gostermistir (Horchani vd., 2024).



‘Demre’ biber ¢esidinde gergeklestirilen bir arastirmada, 4-5 gergek yaprakl
bitkilere 100 mM konsantrasyonunda tuz uygulamasi yapilmistir. Tuz stresindeki bitkilerde
farkli konsantrasyonlarda (24,64 ppm, 49,28 ppm, 73,92 ppm, 98,56 ppm, 123,2 ppm)
uygulanan magnezyumun (Mg) bitkilerdeki antioksidan enzimler {iizerindeki etkileri
incelenmistir. Malondialdehit (MDA) miktarlar1 analiz edildiginde, tim tuz
uygulamalarinda kontrol grubuna gore bir artis oldugu belirlenmistir. Katalaz aktivitesi i¢in,
kontrol grubuna gore ve diger tuz uygulamalarina gore en biiyiik artisin ve istatistiksel olarak
anlaml farkliligin oldugu uygulama 123,2 ppm + Tuz olarak belirlenmistir, en diisiik deger
ise 24,64 ppm + Tuz uygulamasindan alinmistir. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin ise en
¢ok 123,2 ppm + Tuz uygulamasinda arttig1 belirlenmistir. Yapilan 6l¢iimler ve analizler
neticesinde, artan Mg dozlarinin tuz stresine maruz kalan biber bitkilerini olumsuz
etkilerinden koruma potansiyeline sahip olduguna dair bir sonuca varilmistir (Sevgin Zirek,

2017).

Tuza toleranshi (Plahi) ve tuza duyarh (A-120) iki farkli biber ¢esidinin kullanildigi
bir ¢alismada, tuz stresindeki (50 mM NaCl) bitkilere yapraktan prolin piiskiirtme 0,8 mM)
uygulamasimin, her iki genotipte de sodyum ve potasyumu diizenleyerek tuz toleransini
artirdig1 bildirilmistir. Prolin uygulamasi tuz stresi altindaki bitkilerde antioksidanlarin
artmasina neden olmustur. Ayrica, glisin betain ve prolin igerikleri arasinda 6nemli pozitif
bir korelasyon bulunmustur. Prolin uygulanan biber bitkilerinin performansinin da

uygulanmayan bitkilerden daha iyi oldugu vurgulanmistir (Butt vd., 2020).

Bugdayda, c¢esitlerin tuzluluk toleranslarimi belirlemek ve prolin uygulamasina
verdikleri yanitlar1 saptamak amaciyla on bugday cesidinin kullanildig1 bir arastirmada
tohumlar ekimden once 8 saat siireyle 4 ve § mM prolin konsantrasyonlarinda bekletilmistir.
Cimlenme sonrasinda onuncu giinde fideler, 0 ve 150 mM tuz uygulamasma tabi
tutulmustur. Cimlenmeden yirmi giin sonra, yapilan analizlerde, gesitlere bagli olarak
Klorofil i¢erigindeki azalma ve Na* birikimi tespit edilmistir. Benzer sekilde, K* alimi1 ve
kok ile govde arasindaki dagilimi degismistir. Tuz stresine maruz kalan bugday bitkilerinde
antioksidan enzimlerin, 6zellikle SOD, POD ve CAT"'n aktivitelerinin 6nemli 6l¢iide arttigi
bulunmustur. Ayrica, tohumlarin prolin ile muamelesinin, SOD, CAT ve POD antioksidan
enzimlerinin aktivitesi lizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugu, ancak enzim aktivitelerinin

cesitlere gore degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte, prolin tarafindan



indiiklenen antioksidan enzim aktivitelerindeki artiglarin, stres toleransina katkida
bulundugu belirlenmistir. Test edilen gesitler arasinda (Faisalabad-08 ve Bhakhar-2002)
nispeten tuz toleransli ve (AARI-10, MH-97 ve Augab-2000) nispeten tuz duyarli olarak
siralanmistir (Shafiq vd., 2018).

Brassica juncea'nin iki ¢esidi lizerinde yapilan bir denemede farkli seviyelerde (2,8,
4,2 veya 5,6 dS.m™) tuz (NaCl) stresi uygulanan bitkilerde yapraktan prolin (20 mM)
uygulamasinin biyokimyasal 6zelliklere etkisi degerlendirilmistir. Tohum ekiminden 29 giin
sonra tuz stresi altindaki ve stresli olmayan bitkilere 0 (su) ve 20 mM prolin piiskiirtiilmiistiir.
Uygulamadan 60 giin sonra yaprak érnekleri alinmistir. Tuz stresinin kontrole gore klorofil
iceriginde azalmaya, prolin igerigi ve antioksidan enzimlerin (CAT, POX ve SOD)
aktivitelerinde artisa neden oldugu belirlenmistir. Tuz stresi kosullarinda yapilan prolin
uygulamasi, her iki gesitte de klorofil igerigini, antioksidan enzim aktivitelerini ve prolin

igerigini artirmistir (Wani vd., 2016).

Iki havug (Daucus carota L.) cesidi olan 'Arwa Red Long' ve 'Red Corl' iizerinde
yapraktan piskiirtme ile prolin uygulamasiin roliinii degerlendirmek amaciyla yapilan
calismada, NaCl'nin iki farkli konsantrasyonu (0 mM ve 150 mM) ve ii¢ farkli prolin
konsantrasyonu (0, 5, 10 mM) kullanilmistir. Tuzlu kosullarda enzim aktiviteleri ve prolin
icerikleri artmigtir. Prolin uygulamasinin, POD aktivitesini 6nemli olgiide arttirdigi, kok K*
ve Ca'? icerigini arttirdig1 ve her iki havug gesidinin koklerinde Na* igerigini azalttig
belirlenmistir. 'Arwa Red Long', antioksidan enzim aktivitelerinin (SOD, POD) iyilesmis
olmast, yiiksek serbest prolin ve K* ile Ca*? igerigi nedeniyle Red Corl ¢esidine gore daha

1yi bir performans sergilemistir (Qirat vd., 2018).

Iki kanola gesidi 'Dunkled' (tuza toleransli) ve 'Cyclone' (tuza duyarl) iki hafta
boyunca 0 ve 120 mM NaCl'de ¢imlendirilip, biiytitiilmiislerdir. Tuz stresine maruz kalan ve
maruz kalmayan bitkilere degisen konsantrasyonlarda (0, 0,1, 0,5, 1 ve 5 mM) prolin,
¢imlenen tohumlara ¢imlendirme ortami araciligiyla uygulanmistir. Tuz stresi, her iki kanola
cesidinin filizlenmesi ve fide biiylimesi iizerinde belirgin bir inhibe edici etki olusturmustur.
Prolin uygulamalar1, her iki kanola g¢esidinin tohum filizlenmesi {izerindeki tuz stresinin

olumsuz etkilerini hafifletmistir. Ayrica, biiylime ortamina 1 veya 5 mM prolin eklenmesinin



her iki gesitte de tuzlu ortamda fide biiylimesi ve gelismesinde onemli etkileri oldugu

gozlenmistir (Wahid ve Jamil, 2009).

Korunga (Onobrychis viciaefolia Scop.) tizerinde yapilan bir ¢alismada, 15 giinliik
fideler, 7 giin boyunca 2,5 mM prolin igeren veya icermeyen 0, 25 mM ve 100 mM NaCl ile
muamele edilmistir ve bu fidelerde biyokimyasal parametreler aragtirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, kontrol grubuna gore, prolin veya diisiik tuzun, bitkilerin hem siirglin hem
de koklerinde MDA konsantrasyonlar1 iizerinde anlamli bir etkisi olmadigi goriilmiistiir.
Yiiksek tuz konsantrasyonunun ise, siirgindeki MDA miktarin1 kontrol grubuna gore
belirgin bir sekilde artirdigi, ancak, yiiksek tuz + prolin uygulamasinin, yiiksek tuz
uygulamasina gére MDA miktarin1 6nemli dl¢iide azalttigi belirlenmistir. Hiicre zarinin
stabilitesini gosteren siirgiin bagil membran gegirgenliginde (RMP) de, yiiksek tuz+prolin
uygulanan bitkilerde, sadece yiiksek tuz uygulanan bitkilere kiyasla 6nemli bir azalma
bulunmustur. Bu sonuglar, disaridan uygulanan prolinin oksidatif hasar1 azaltabilecegini ve

yiiksek tuzluluk stresi altinda hiicre zari stabilitesini koruyabilecegini gostermektedir (Wu

vd., 2017).

Ug farkli tuzluluk seviyesine sahip (diisiik, orta veya yiiksek tuzluluk; sirasiyla, 1,84,
6,03 ve 8,97 dS.m™?) ortamda yetistirilen fasulye (Phaseolus vulgaris L.) iizerinde yiiriitiilen
bir ¢aligmada, her bir bitkiye ekimden sonra 20, 30 ve 40. giinlerde 5 mM dissal prolin
uygulamalar1 yapilmistir. Calisma sonucunda, tuzsuz toprakta yetistirilen fasulye bitkilerine
oranla, artan tuz konsantrasyonuna bagl olarak, klorofil ve karotenoid igerigi, prolin ve
askorbik asit igerigi ile P ve K* iyon konsantrasyonlarmin biiyik o6lgiide azaldig
belirlenmistir. Tuzlulugun artmasiyla yapraklardaki Na* iyon seviyelerinde ve NO3z ve NO:
iyonlarinda belirgin bir artis olmustur. Orta seviyedeki tuzluluk stresi, fasulye bitkilerinin
yapraklarinda SOD, CAT ve POD aktivitelerinde biiyiik bir artisa neden olmustur. Topragin
en yiiksek tuzluluk seviyesinde (EC = 8,97 dS.m™) ise tiim antioksidan enzim aktivitelerinde
onemli diislisler gozlenmistir. Prolin uygulamalarinin klorofil ve karotenoid igerigini
artirmaya, antioksidan enzim aktivitelerini ve hem prolin hem de AsA igin igsel seviyeleri
artirmaya yonelik biiyiik bir etkisi oldugu bulunmustur. Ayrica prolin uygulamalari, P ve K*
konsantrasyonlarinda, K*:Na* oraninda biiyiik artislara, tuz etkisi altindaki bitkilerde Na*
iyon seviyelerinde diisiise ve tuz stresine maruz kalan fasulye bitkilerinde NO ve NO iyon

seviyelerinde azalmaya yol agmistir (Abdelhamid vd., 2013).
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Baklada (Vicia faba L.) yapilan bir ¢aligmada, iki farkli deniz suyu (3,13 ve 6,25
dS.m™) konsantrasyonu ve prolin konsantrasyonlar: (0, 25 ve 50 mM) uygulanmistir,
kontrol bitkileri ise musluk suyu ile sulanmistir (0,23 dS.m™). Deniz suyu uygulanan
bitkilerde tuzluluk seviyeleri yapraklarda toplam karbonhidratlarda azalmaya, ¢oziiniir
karbonhidratlarda ise 6nemli artiglara neden olmustur. Toplam fenol konsantrasyonlar1 ve
serbest amino asit konsantrasyonlart da 6nemli 6l¢iide artmistir. Bakla yaprak dokularindaki
polifenol oksidaz (PPO) ve POD aktiviteleri, tuzluluk seviyelerindeki artislarla kademeli ve
onemli artiglar gostermistir. Musluk suyu veya seyreltilmis deniz suyu ile sulanan ve iki
prolin seviyesi ile muamele edilen bakla bitkilerinde kontrole kiyasla, toplam ve ¢dziiniir
karbonhidratlarda artis oldugu, fenol konsantrasyonlarinda, serbest amino asitlerde ve enzim
aktivitelerinde (PPO ve POD) ise dnemli azalmalar oldugu belirlenmistir. Bakla bitkileri
tizerindeki seyreltilmis deniz suyunun toksisitesini azaltmada 25 mM prolin
konsantrasyonunun etkili oldugu, ancak 50 mM prolin uygulamasinin toksik etki yarattigi

tespit edilmistir (Dawood vd., 2014).

Arpa (Hordeum vulgare L.) tizerinde yapilan bir ¢alismada, tohumlar 12 saat 1 mM
prolin veya AsA iginde bekletilmistir. Fideler {igiincii yaprak evresine geldiginde, NaCl (0,
100 mM veya 200 mM) uygulamasi yapilmistir. Tuz stresi, arpa yapraklarinin klorofil (Chl)
a, Chl b, karotenoid igerigini ve toplam ¢oziinebilir seker icerigini onemli dl¢lide azaltirken,
yapraklardaki prolin miktarini ve antioksidatif enzim aktivitelerini (SOD, CAT ve POD)
onemli 6lgiide artirmistir. Arpa tohumlarinin AsA veya proline batirilmasi Chl a, Chl b ve
karotenoid igerigini ve toplam ¢oziiniir seker igerigini arttirmistir. Tuz stresi kosullarinda,
tohumlara 6nceden uygulanan prolin veya AsA, SOD ve CAT aktivitelerinde 6nemli bir
artisa neden olmustur. Peroksidaz aktivitesi ise biraz artmistir. Yapraklardaki prolin igerigi

ise kontrole kiyasla 6nemli 6l¢lide azalmistir (Agami, 2014).

Tuz toleransimi iyilestirmede yapraga prolin piiskiirtmenin roliinii degerlendirmek
i¢in iki biber genotipi (Plahi ve A-120) {lizerinde yapilan bir calismada bitkiler 50 mM NaCl
altinda biyttiilmiistiir. Bir aylik fidelere farkli konsantrasyonlarda prolin (0,4, 0,6, 0,8, 1,0
ve 1,2 mM) yapraktan uygulanmustir. Tuz stresi, yapraklarda K* konsantrasyonunda 6nemli
bir azalmaya ve Na* konsantrasyonunda artisa, MDA igerigi ve antioksidan enzimlerin
(SOD ve CAT) aktivitelerinde bir artisa neden olmustur. Tuz stresi altindaki bitkilere
yapraktan puskiirtme ile prolin uygulamalari, her iki genotipte de yaprak K*
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konsantrasyonunu artirmis, Na* konsantrasyonunu azaltirken MDA igerigini azaltmistir.
Sonuglar, her iki genotipte de antioksidan enzimlerin (SOD ve CAT) aktivitesinde 6nemli
bir artis1 oldugunu gostermistir. Dahasi, tiim prolin konsantrasyonlar1 arasinda, her iki
genotipte de iyonik ve biyokimyasal 6zellikler agisindan en iyi konsantrasyonun 0,8 mM

oldugu ortaya konmustur (Butt vd., 2016).

Tuz stresinin zeytin bitkileri (Olea europaea L. cv. Chemlali) iizerindeki etkilerini
azaltma potansiyelini degerlendirmek iizere yiiriitiilen bir ¢alismada, tuzlu su ile (0, 100, 200
mM) sulamaya tabi tutulan iki yasindaki zeytin agaglarina farkli seviyelerde prolin (0, 25,
50 mM) uygulamasi yapilmistir. Sonuglar, NaCl stresinin Chemlali zeytin bitkilerinin hem
yaprak hem de kok dokularindaki prolin ve ¢oziiniir seker igerigini farkli seviyelerde
artirdigin1 gostermistir. Yiksek tuzluluk, klorofil igeriginde dnemli bir azalmaya neden
olmustur. Tuz stresi ayrica, sliperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX) ve
katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini 6énemli 6l¢iide artirmistir. Diger
yandan, tiim dokularda polifenol oksidaz (PPO) aktivitesinde Onemli bir azalma
gbzlenmistir. Disaridan uygulanan prolin, bitki dokularindaki prolin igerigini artirirken
¢oziinlir seker igerigini diisiirmiis ve klorofil oranini yiikseltmistir. Prolin uygulamasi ayrica,
SOD, APX ve CAT aktivitelerini de artirmis ve PPO aktivitesinde belirgin bir azalma
saglamistir. Bu sonuglar, ekzojen prolin uygulamasinin tuz stresinin olumsuz etkilerini

hafifletmede potansiyel bir strateji olabilecegini gostermektedir (Ben Ahmed vd., 2010).

Tuz stresine (25 mM NaCl) maruz kalan piring (Oryza sativa L.) bitkilerinde prolinin
veya glisinbetainin (1 mM) (H202) ve (MDA) iizerindeki etkilerininin incelendigi bir
caligmada tuz stresinin, lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA ve H202 miktarini
ve arttirdigr tespit edilmistir. Arastiricilar, prolin veya glisinbetain uygulamalariin, H20:
ve lipit peroksidasyon seviyelerini azaltarak ve bitkilerde terleme oranimi artirarak tuz

stresinin zararl etkilerini azalttigini ileri siirmiislerdir (Sobahan vd., 2016).

Tuza hassas (BRRI dhan49) ve tuza toleransli (BRRI dhan54) piring (Oryza sativa
L.) cesitlerinde ekzojen prolin (Pro, 5 mM) ve glisin betain (GB, 5 mM)'nin tuz stres
toleransini artirmadaki roliiniiniin arastirildig1 bir ¢alismadafidelere 48 saat boyunca 150 ve
300 mM NaCl uygulanmistir. Tuz stresi, yaprak nispi bagil su icerigini (RWC) ve klorofil

icerigini dnemli Ol¢ilide azaltmis, i¢sel prolin igerigini artirmis, lipid peroksidasyon ve H20>
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seviyelerini ylikseltmigtir. Hassas ¢esitte tuz stresi nedeniyle askorbat (AsA), glutatyon
(GSH) ve GSH/GSSG, askorbat peroksidaz (APX), monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon
peroksidaz (GPX), katalaz (CAT) ve glioksalaz I (Gly I) aktiviteleri azalirken, toleransh
cesitte ise bu aktiviteler artmigtir. Tuz stresi, her iki ¢esitte de glioksalaz II (Gly II), glutatyon
S-transferaz (GST) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerini artirmistir. EKzojen Pro ve
GB uygulamasi, her iki ¢esitte de stresli bitkilerde fizyolojik parametreleri iyilestirmis ve
oksidatif hasar1 azaltmistir. Ancak bu etkide BRRI dhan54 c¢esidi daha iyi tolerans
gostermistir. Sonuglar, ekzojen Pro ve GB uygulamasinin, piring fidelerinde antioksidan
savunma sistemini uyararak tuz kaynakli oksidatif hasara karsi toleranslarint artirdigini
gostermektedir. Bu koruyucu molekiillerin BRRI dhan54 ¢esidinde daha etkili oldugu ve
Pro'nun tuz stresine karst GB'den daha iyi bir koruma kalkani sagladigi bildirilmistir

(Hasanuzzaman vd., 2014).

Prolin uygulamasinin tuzun etkilerine direnme yetenegi misir (Zea mays) bitkilerinde
incelenmistir. Tuz varliginda (80 mM NaCl) veya yoklugunda yetistirilen on giinliik bitkiler
tizerine damitilmis su (kontrol) veya 30 mM prolin ¢6zeltisi puskiirtiilmiistiir. Prolinin en
carpici etkileri 14 giinliik uygulamadan sonra kaydedilmistir. Prolinin, artan K" icerigiyle
birlikte azalan Na" ve CI™ birikimiyle yakindan iliskili olan tuz hasari tepkisini hafiflettigi
bulunmustur. Ayrica prolin uygulamasi, CAT, APX ve SOD aktivitesini artirarak ve
askorbat ve glutatyon seviyelerini azaltarak antioksidan sistemleri etkili bir sekilde aktive
etmistir. Prolin uygulanan bitkilerde, bu amino asidin daha fazla biriktigi, bu durumun,
azalmis Al-pirolin-5-karboksilat enzim aktivitesi ve artan prolin dehidrojenaz aktivitesi ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir. Sonug olarak, prolin uygulanan stresli bitkiler, tek basina
stresli bitkilerle karsilastirildiginda daha diisik H202 ve lipid peroksidasyon igerigi
gostermistir. Sonuglar, prolin uygulamasinin, inorganik ¢oziinen madde igeriginde ve
antioksidan sistemlerde olumlu degisikliklere yol actiini, tuzun neden oldugu oksidatif
hasar1 azalttigin1 ve musir bitkilerinde tuza alismay iyilestirdigini gostermistir (De Freitas

vd., 2018).

Prolin ve betainin (20 mM) Bright Yellow-2 (BY-2) tiitiin kiiltiir hiicrelerinin tuz
stresi altinda (200 mM NaCl) biiyiime ve antioksidan enzim aktiviteleri tizerindeki etkileri

arastirilmistir. Hem prolin hem de betain, BY-2 hiicrelerinin tuz stresi altinda biiyiime
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inhibisyonunu hafifletmis ve prolinin hafifletici etkisi betaininkinden daha biiyiik olmustur.
Tuz stresi, BY-2 hiicrelerinde SOD, CAT ve POD aktivitelerini 6nemli 6l¢iide azaltmistir.
Prolin veya betainin uygulanmasi, tuz stresi altinda CAT ve POD aktivitelerindeki azalmay1
hafifletmistir ancak SOD aktivitesini hafifletmemistir. Ayrica, prolinin BY-2 hiicrelerinde
tuz stresi tarafindan indiiklenen katalaz ve peroksidaz aktivitelerinin inhibisyonunu
hafifletmede etkili oldugu bulunmustur. Prolin uygulamasinin antioksidan enzim
aktivitelerini artirma konusundaki {istiin yetene8i nedeniyle tuz stresinin zararh etkilerini

azaltmada betain uygulamasindan daha etkili oldugu bulunmustur (Hoque vd., 2007).

Brassica juncea (L.) Varuna ve RH-30 olmak {iizere iki farkli hardal cesidinde
gerceklestirilen arastirmada, prolin ve/veya 24-epibrassinolid (EBL) i¢eren uygulamalarin
farkli tuz stresi seviyelerinde (78, 117, 156 mM) zararli etkilerini azaltip azaltmadigi
aragtirtlmistir. Her bitkinin yapraklarina, ekimden 28 giin sonra 20 mM prolin ile ve/veya
ekimden 29 giin sonra 10-8 M EBL ile 10 dakika arayla ti¢ kez puiskiirtiilmiistiir. Tuz stresi,
her iki cesitte de kontrol bitkilerine kiyasla klorofil degerlerinde azalma, prolin iceriginde
artis ve antioksidan enzimlerin (CAT, POX, SOD) aktivitesinde artisa neden olmustur.
Prolin ve/veya EBL uygulamasi, iki tuz stresi seviyesinde (78 ve 117 mM) klorofil
degerlerini artirirken, 156 mM uygulamasinda ise NaCl nin olumsuz etkisini kismen ortadan
kaldirmistir. Prolin ve/veya 24-EBL ilavesi, her iki ¢esidin yapraklarinda antioksidan
enzimlerin aktivitesini ve prolin igerigini artirmistir. Prolin ile birlikte digaridan uygulanan
EBL'nin, 78 mM veya 117 mM tuz stresi seviyelerinde zararli etkileri notralize ettigi ve
yiiksek tuz konsantrasyonunun (156 mM) etkisini ise antioksidan sistemi diizenleyerek
kismen hafiflettigi bildirilmistir (Wani vd., 2019).

Seker kamigi kiiltiir hiicrelerinde tuz (NaCl) stresine kars1 L-prolin, L-glutamin ve
glisin betaine (GB)'in biiylime, prolin birikimi ve antioksidan enzim aktiviteleri lizerindeki
tyilestirici etkileri aragtirllmistir. Tuz stresi, kontrol grubuna kiyasla biiylime oranini énemli
Ol¢iide azaltmistir. Ancak, ortamda prolin veya glutamin takviyesi ile biiylime yeniden
saglanmistir. Tuzlu veya tuzsuz ortamlarda prolin takviyesi, serbest prolin birikimini kontrol
gruplarma ve diger (prolin, GB ve glutamin) uygulamalarina kiyasla 6nemli o6l¢iide
artirmistir. Tuz stresi, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon rediiktaz aktivitesini artirmis,
guaiacol peroksidaz (GPX), katalaz ve askorbat peroksidaz aktivitelerini ise dnemli 6l¢iide

azaltmistir. Tuzlu ortamda prolin takviyesi, glutamin veya glisin betain ile takviye edilen
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tuzlu ortamlara kiyasla GPX aktivitesini artirmistir. Tuz toleransi i¢in biyokimyasal belirteg
olarak degerlendirilen SOD ve H20: giderici enzim aktiviteleri arasindaki aktivite orani,
prolinle takviye edilen tuzlu ortamda daha diisiik bulunmustur. Bu nedenle, daha yiiksek
biiyiime oran1 ve daha diisiik aktivite orani, seker kamis1 kiiltiir hiicrelerinde prolinin tuz

stresine kars1 en fazla iyilestirici etkiye sahip oldugunu gostermistir (Patade vd., 2014).

Tuz stresi (100 mM) altindaki iki kavun (Cucumis melo L.) ¢esidinde (cv. Yuhuang
ve cv. Xuemei) yapilan bir ¢alismada, 0,2 mM prolin uygulamasinin etkileri incelenmistir.
Tuz stresinin klorofil igerigi, siiperoksit radikal anyon seviyesi, H2O; i¢erigi, malondialdehit
(MDA) igerigi, koklerdeki elektrolit sizintis1 ve POD aktivitesinde belirgin bir artisa neden
oldugu bulunmustur. Ayrica SOD, CAT, APX, DHAR ve GR gibi antioksidan enzimlerin,
aktiviteleri de kontrol grubuna kiyasla her iki ¢esidin koklerinde azaldigi belirlenmistir.
Sonuglar, prolin uygulamasinin klorofil i¢erigini artirdigini, SOD, POD, CAT, APX, DHAR
ve GR aktivitesini artirdigini, siiperoksit radikal anyon diizeyini azalttigin1 ve H,O2 ve MDA
icerigini diigtirdiigiinii goéstermistir. Prolin uygulamasi, her iki kavun ¢esidinde de tuzluluk
kaynakli membran hasarini azaltarak, her iki kavun ¢esidinde tuzluluk toleransini artirmis
ve tuzluluktan kaynaklanan hasar1 hafifletmistir. Ancak, prolinin yukaridaki tiim etkileri cv.
Xuemei'de cv. Yuhuang'a kiyasla belirgin olarak daha fazla oldugundan, prolinin farkh

kavun ¢esitleri tizerinde farkl etkileri oldugu belirtilmistir (Yan vd., 2011).

Piringte (Oryza sativa L. cv. KDML105) prolin ve/veya glisin betaine (GB)
uygulamasinin tuz stresi altindaki bitkilerde biiylime, fotosentetik pigmentler, H2O: igerigi
ve antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkileri arastirilmistir. Ug haftalik fidelere, 0
(kontrol), 60, 120 veya 160 mM NaCl igeren besin soliisyonuna ¢esitli konsantrasyonlarda
GB (1, 5, 15 veya 30 mM) veya prolin (15, 30 veya 45 mM) veya her ikisi (30 mM prolin
ve 1 mM GB) birlikte 3 giin boyunca uygulanmis ve ardindan kontrol kosullarina geri
getirilmistir. Tuz stresi altinda H2O> igerigi ve siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
rediiktaz (GR) ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitelerinin arttigi, ancak katalaz (CAT)
aktivitesinde bir degisiklik olmadig1 belirtilmistir. 160 mM NaCl'da, prolin varliginda CAT
aktivitesi stres Oncesi seviyede tutulurken, GB varliginda GR aktivitesi GB uygulamasiz
duruma gore daha fazla artmistir. 30 mM prolin ve 1 mM GB'nin birlikte uygulanmasi, NaCl
stresinin neden oldugu H20> artisin1 her bir osmoprotektantanin tek tek uygulamak kadar

azaltmadig1 ve antioksidan enzimler iizerinde sinerjik bir etkisi olmadig1 belirlenmistir.
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Ancak, her iki osmoprotektanin birlikte uygulanmasinin, fotosentetik pigmentlerin

bozulmasini hafifletmede en etkili yontem oldugu bildirilmistir (Wutipraditkul vd., 2015).

Tuz stresine maruz birakilan (200 mM NacCl, 48 saat) mas fasulyesi (Vigna radiata
cv. Binamoog) fidelerine uygulanan prolin ve glisin betainin (5 mM prolin veya 5 mM
betain) antioksidan savunma ve metilglikoksal (MG) detoksifikasyon sisteminde sinerjistik
etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismada, yedi giinliik mas fasulyesi
fideleri, prolin veya betain ile 6n isleme tabi tutulduktan sonra tuz stresine maruz
birakilmistir. Tuz stresi, yapraklardaki indirgenmis glutatyon (GSH) ve oksitlenmis
glutatyon (GSSG) igeriginde keskin bir artisa neden olurken, GSH/GSSG orani ve askorbat
(AsA) igeriginde ise onemli dl¢lide azalmaya neden olmustur. Glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon S-transferaz (GST) ve glioksalaz 1l (Gly 1)
aktivitelerinin tuz stresine yanit olarak arttigi monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), katalaz (CAT) ve glioksalaz I (Gly I) aktivitelerinin ise,
hidrojen peroksit (H202) ve lipid peroksidasyon seviyesindeki (MDA) artigla baglantili
olarak keskin bir sekilde azaldigi belirlenmistir. Prolin veya betain 6n uygulamasi, genellikle
kontrole kiyasla enzimatik olmayan ve enzimatik bilesenler {izerinde az bir etkiye sahip
olmustur. Bununla birlikte, prolin veya betain ile muamele edilen tuz stresindeki fidelerde,
AsA ve GSH i¢eriginde ve GSH/GSSG oraninda artis oldugu, APX, DHAR, GR, GST, GPX,
CAT, Gly I ve Gly Il aktivitelerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar,
antioksidan savunmanin koordinasyonunun ve glioksalaz sisteminin prolin ve betain
tarafindan uyarilmasinin sinerjistik olarak bitkileri tuzlulugun neden oldugu oksidatif strese

kars1 toleransli hale getirdigini gostermektedir (Hossain vd., 2011).

Tuz stresi (100 mM) altindaki ¢eltik fideleri (Oryza sativa L. cv. KDML105)
lizerinde prolin (10 mM) uygulamasinin etkisi arastirilmistir. Tuz stresi, Na*/K* oraninin
yiikselmesine, prolin seviyelerinin artmasina, prolin sentez genlerinin (P5CS ve P5CR)
yukar1 regiilasyonuna, hidrojen peroksit (H202) birikimine, antioksidatif enzimlerin (SOD,
POX, APX, CAT) aktivitesinin artmasina ve antioksidan enzimleri kodlayan genlerin yukari
regiilasyonuna neden olmustur. Tuz stresindeki bitkilere prolin uygulamasi, Na*/K* oranini
azaltmistir ve PSCS ve P5SCR'in transkript seviyelerini daha da arttirmistir. Ancak dort
antioksidan enzimin aktivitesini de azaltmistir. Geri kazanim sirasinda, Pro+tuz uygulanan

bitkiler, NaCl uygulanan bitkilerle karsilagtirildiginda endojen prolinde daha biiyiik bir
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azalma oldugu tespit edilmistir. Artan CAT aktivitesinin H2Oz'deki 6nemli azalmayla
yakindan iliskili oldugu, prolinin yararl etkilerinin ayn1 zamanda iyilesme sirasinda APX

aktivitesindeki artisla da baglantili oldugu bildirilmistir (Nounjan vd., 2012).

Tuzlu sulama suyu (6,57 dS.m?) ile sulanan iki domates cesidi (Solanum
lycopersicum, cv. Rio Grande ve Heinz-2274) {izerinde yapilan bir ¢alismada bitkilere
ciceklenme asamasinda, iki farkli prolin konsantrasyonu (10 ve 20 mg.L™Y) yapraktan
puskiirtme yoluyla verilmistir. Kontrol grubuna ise tuz ve prolin uygulamasi yapilmamustir.
Her iki domates cesidinde de tuzlu su (6,57 dS.m?) ile sulanmis ve daha diisiik
konsantrasyonda prolin uygulanmis bitkilerde prolin miktar1 ve toplam ¢oziiniir protein
iceriginde Onemli artiglar oldugu belirlenmistir. Glutamin sentetaz ve prolin oksidaz
aktivitelerinde ise diisiisler goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar g6z oniine alindiginda, diisiik
konsantrasyonda prolinin yapraktan piiskiirtiilmesinin, saha kosullarinda her iki domates
¢esidinin de tuzluluga karsi toleransini artirabilecegi sonucuna varilmistir (Kahlaoui vd.,

2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma, 20/10/2023-25/03/2024 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi ~ Ziraat Fakiiltesi Tarmmsal Biyoteknoloji Béliimii serasinda  ve

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Bitki Materyali

Aragtirmada ‘Sera Demre’ biber ¢esidi tohumlari kullanilmistir. Tohumlar, 20 EKim
2023 tarihinde, her gézde birer adet olmak tizere, torfigeren 45°lik 31.5 x 51.5 cm boyutunda
fide yetistirme viyollerine ekilmistir. Musluk suyuyla diizenli olarak sulama yapilmistir.
Fideler 4-6 yaprakli oldugu donemde, 11x10.50 ¢cm boyutunda, toprak, perlit ve torf
karigimi (1:1:1) igeren saksilara aktarilmistir. Fideler kontrollii serada; 18/25 °C gece ve

glindiiz sicakligt %60+5 nem, 16/8 saat (aydinlik/karanlik) kosullarinda yetistirilmislerdir.

3.2. Yontem

Bitkiler saksiya alindiktan sonraki 40. giin, Cizelge 3.1'de belirtilen
konsantrasyonlara gére uygulamalara baglanmistir. Belirlenen konsantrasyonlara ulasilana
dek osmotik soku 6nlemek icin, tuz konsantrasyonlar1 0, 25, 50, 75 ve 100 mM olacak
sekilde verilmistir. Bitkilerin thtiya¢ duydugu su miktari saksilar tartilarak, tarla kapasitesine
gore belirlenmistir. Bitkilerin mineral ihtiyaglarini karsilamak i¢in, diizenli araliklarla 7:7:7

NPK giibresi uygulanmistir (Vural vd., 2000).

Cizelge 3.1 Caligsma sirasinda kullanilan NaCl ve prolin konsantrasyonlar1

NaCl (mM) Prolin (mM)
0 0

50

100

50
100
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Tuz stresinde son konsantrasyona ulasildiginda (100 mM) yapraktan piiskiirtme
yapilarak prolin uygulamalarina baglanmigtir. Prolin uygulamalar1 haftada bir kez olacak
sekilde toplamda 4 kez uygulanmustir. Prolinin yaprak tarafindan emilmesini saglamak igin,

cozeltiye %0.1 tween-20 yiizey aktif maddesi eklenmistir.

Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore ii¢ tekrarli olarak yiiriitilmistiir.
Bitkilere tuz stresi uygulamasinin baslamasindan sonraki 5. hafta sonunda deneme
sonlandirilmistir. Bitkilerden alinan yaprak ornekleri laboratuvara getirilerek bir kisminda
hiicre membran zararlanma orani, yaprak oransal su kapsami (YOSK) ve turgor kaybi (TK)

analizleri gergeklestirilmistir.

50mMNaCi| | 50mMNaCi+5 || 100mMNaCi || 100 mM NaCi+
mM Pro 5 mM Pro

Sekil 3.1. Deneme sonunda bitkilerin goriiniimii

Katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi ile prolin miktari, toplam
protein miktar1 ve SDS-PAGE analizleri -80°C’de tutulan orneklerde daha sonra

gergeklestirilmistir.

3.2.1. Hiicre zarn zararlanma orani

Hiicre zar1 zararlanma oranini belirlemek icin Arora vd., (1998) tarafindan
gelistirilen yontem bazi degisikliklerle kullanilmistir. Bu amagla, yapraklarindan 1 cm
capinda ¢ikarilan diskler saf su ile yikandiktan sonra havlu kagit ile nazik¢e kurulanmis ve
cam deney tiiplerine yerlestirilmistir (her tiipe bir disk yerlestirilmistir). Tiipler, iizerlerine
10 ml saf su ilave edildikten sonra orbital ¢alkalayicida (Thermo Scientific, 4334, ABD) ve

100 rpm'de 4 saat inkiibe edilmistir. Iyonlarm hiicreden disar1 sizma (1.S.) derecesi bir



19

Elektiriksel iletkenlik metre (EC metre) (Mettler-Toledo, SevenCompact Conductivity
S230, Isvicre) ile belirlenmistir. Bu asamadan sonra &rnekler otoklavda (ALP, CLG-32L,
Japonya) 121°C sicaklikta 15 dakika bekletilerek dokularin yok edilmesi saglanmustir.
Otoklavdan ¢ikarilan Ornekler oda sicakligina geldikten sonra EC metre ile ikinci kez
okunmustur. Bu yonteme gore, asagidaki formiiller kullanilarak hiicre zar1 zaralanma oranini

belirlenmistir.

i.S. (%) = (0.D1/ 0.D2) x 100

(3.1)

0.D1 = 1. Okuma Degeri
0.D2 = 2. Okuma Degeri

% Zararlanma= [(% 1.S (U.) - % 1.S(K.))/(100- %I.S(K.))] x 100

(3.2)

U= Uygulama
K= Kontrol

3.2.2. Yaprak oransal su kapsam (YOSK) ve turgor kaybi (TK)

Yapraklardan alinan 1 cm ¢apli disklerin ilk olarak taze agirliklari, 4 saat saf suda
bekletildikten sonra turgor agirliklar1 ve son olarak 70°C'deki etiivde 48 saat tutulduktan
sonraki kuru agirliklari tartilmistir. Elde edilen verilerle YOSK ve TK degerleri Giilen ve
Eris (2003) tarafindan onerilen formiile gére % olarak hesaplanmistir. Her uygulamadan 3

tekrarli 6l¢iimler yapilmistir.

YOSK = (YA) — (KA) / (TA —KA) x 100
TK = (TA-YA)/TA x 100

(3.3)
YOSK = Yaprak oransal su kapsami1
YA =Yas Agirhik
KA =Kuru Agirlik
TK = Turgor Kaybi
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TA = Turgor Agirhig

3.2.3. Prolin miktarmin belirlenmesi

Bates vd. (1973) tarafindan gelistirilen yontem, yaprak dokularindaki prolin
miktarint belirlemek i¢in kullanilmis ve bir dizi degisiklik yapilarak uygulanmistir.
Ninhidrinin prolin ile gergeklestirdigi renk reaksiyonu sonucu pembe renkli bir bilesik

olusmaktadir.

Prolin miktarint hesaplamak icin kullanilan ninhidrin reaktifi, bir giin 6nceden 0,25
g ninhidrin, 4 ml 6M fosforik asit ve 6 ml glasiyel asetik asit karisimi ile hazirlanmis ve
4°C’de saklanmigtir. -80°C'de saklanan 6rneklerden 200 mg alinarak 1 mL %3 oraninda
stilfosalisilik ile havanda homojenlestirilmistir. Elde edilen karisim daha sonra 1,5 ml'lik
tiplerde 5000 g hizda 4°C'de 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir (Beckman, ABD).
Santrifiijlemeden sonra, siipernatantin 100 ul’si alinarak cam tiiplere aktarilmistir ve
tizerlerine 200 ul reaktif ninhidrin, 200 ul glasiyal asetik asit ve 100 ul %3 siilfosalisilik ilave
edilmistir. Hazirlanan reaksiyon, 100 °C’lik bir su banyosunda 1 saat siireyle inkiibe
edildikten sonra tiipler buz iizerine alinarak reaksiyon durdurulmustur. Ornekler oda
sicakligina geldikten sonra tizerilerine 1,5 ml toluen ilave edilip ardindan vortekslenmistir
(Phoenix instruments RS-VA 10, Belgika). Vortekslenen 6rneklerin {ist fazi alinarak 520
nm'de spektrofotometrik okumalar1 gergeklestirilmistir (Perkin Elmer Lambda 25, ABD).
Farkli konsantrasyonlarda L-prolin ¢6zeltileri kullanilarak hazirlanan standart egriye gore

orneklerin prolin miktar1 hesaplanmistir.

3.2.4. Enzim aktivitelerinin belirlenmesi

3.2.4.1. Katalaz (CAT) analizi

Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in, 200 mg yaprak 6rnegi, 0,2 M K2HPOs,
0,2 M KH2PO4 (pH 7,0), 0,1 mM etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve %0.1 Triton
iceren buffer kullanilarak kum ve %21 poli vinil pirolidon 40 (PVP-40) ile 4 °C’de
homojenize edilmistir. Ornekler, 4 °C'de 760 g'de 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir ve

slipernatant, enzim analizleri i¢in bir buz sandig1 i¢indeki eppendorf tiiplerine aktarilmistir.
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Katalaz aktivitesi, H>O> tiiketiminin 260 nanometre dalga boyunda izlenmesi yoluyla
degerlendirilmistir (Nakano ve Asada, 1980).

3.2.4.2. Askorbat peroksidaz (APX) analizi

200 mg yaprak ornegi, 1 ml 50 mM K-fosfat tamponu (pH 7,8) ile kum ve %1
polivinilpirolidon 40 (PVP-40) ile desteklenerek 4°C'de dgiitiilmiistiir. Ornekler, 4°C'de
10.000 g'de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Stipernatantlar ayn1 sicaklik kosullar
altinda bir tiipte toplanarak enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmistir. Askorbat
peroksidaz aktivitesi, Nakano ve Asada (1980) tarafindan belirtildigi gibi oksitlenmis

askorbatin 290 nm'de azalmasinin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir.

3.2.5. Toplam ¢oziinebilir protein (TCP) analizi

Shen vd. (2003) tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak, toplam ¢oziintirebilir
protein miktar1 belirlenmistir. Bu amagla, 6rneklerden 250 mg alinarak 1 ml ekstraksiyon
¢ozeltisi ile porselen havanda homojenize edilmistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi (50 mL), Cizelge
3.2'de belirtildigi gibi hazirlanmistir. pH degeri morfolinoetansiilfonik asit monohidrat

(MES) kullanilarak 7,8 olarak ayarlanmistir.

Cizelge 3. 2. Toplam ¢6ziinebilir protein (TCP) ekstraksiyon ¢ozeltisi bilesen ve miktarlari.

Bilesenler Miktar
25 mM Tris base 0,151 ¢
275 mM Sakkaroz 4,705¢g
2 mM Etilen Diamin Tetra Asetik Asit 1mL
(EDTA)
10 mM 1,4 dithiothreitol (DTT) 0,0771 ¢
0,5 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride 0,25 mL
(PMSF)
%1 PolyVinylPolyPyrrolidone (PVPP) 0549
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Havanda homojenize edilen 6rnekler, kiiciik santrifiij tiiplerine aktarildiktan sonra
4°C’de ve 10000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra pellet
kismu atilarak, siipernatant kismi kullanilmistir. Stipernatanttan alinan 5 pLL 6rnek tizerine 45
uL ultra saf su ve 1 mL Bradford boyas1 ¢dzeltisi eklenmistir. Orneklerin boya ile reaksiyona
girmesi i¢in 15 dakika beklendikten sonra 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Perkin Elmer Lambda 25, USA) absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Toplam protein
miktarinin belirlenmesinde, 0, 4, 8, 10, 20 ve 40 mg araliginda bovine serum albumin (BSA)

standartlar1 kullanilarak elde edilen standart egri kullanilmistir

3.2.6. SDS-PAGE (Sodyum dodesilsiilfat- poliakrilamid jel elektroforezi) analizi

Biber bitkisinde tuz stresi ve prolin uygulamalarinin protein profilleri lizerindeki
etkisi, SDS-PAGE analizi ile incelenmistir (Lim vd., 1999). Her 6rnekten 10 pg protein
igerecek miktarda 6rnekler alinmisg ve toplam hacmin 1/6's1 oraninda 6X ornek yiikleme
tamponu (Cizelge 3.3) ilave edilmistir ve 6rneklerin son hacmi saf suyla esitlenmistir.
Ornekler 3 dakika boyunca kaynar suda bekletilerek proteinlerin denatiire olmasi
saglanmustir. Siire sonunda, biitiin 6rnekler 5 dakika boyunca buz tizerinde bekletilerek SDS-

PAGE’de kullanilmaya hazir hale getirilmistir (Shen vd., 2003).

Cizelge 3. 3. 6X 0rnek yilikleme ¢ozeltisi bilesen ve miktarlar

Bilesenler Miktar

1 M Tris pH 6,8 3,5ml

Gliserol 1,8 ml

Sodyum dodesilsiilfat (SDS) 054
Dithiothreitol (DTT) 0,465¢
Bromephenol Blue 0,0006 g

Sodyum dodesilsiilfat- poliakrilamid jel elektroforezi i¢in mini PROTEAN Tetra
(Bio-Rad) elektroforez sisteminin kullanildig1 analizde, ayirma jeli %12,5’1uk ve yiikleme

jeli %4'Tik ve jel kalinligi 0,75 mm olacak sekilde jel kasetleri hazirlanmigtir
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Bilesenler Miktar

Saf su 1000 M1

1 M Tris Buffer pH 8,8 (+4 °C’de stok) 2200 pL

%1 SDS (oda sicakhiginda stok) 600 pL

%36 Acrylamide/Bis (29:1) 2100 uL

%3 Amonyum persiilfat (APS) 100 pL
Tetrametiletilendiamin(TEMED) 4 uL

Cizelge 3.4.’de bilesenleri verilen %12,5'uk ayrilma jeli hazirlanarak, jel kasetine
yaklasik 3,5 mL dokilmistiir. Jelde sizinti olmadigindan emin olduktan sonra havayla
temasi engellemek i¢in 200 puL saf su eklenerek Yyaklasik, 40-45 dakika polimerizasyon igin

beklenmistir.

Cizelge 3.5. %4’liikk 6rnek yiikleme jeli bilesenleri.

Bilesenler Miktar

Saf su 1662 uL

1 M Tris-HCI ph 6,8 310 uL

%36 Acrylamide/Bis (29:1) 250 uL
%3 Amonyum persiilfat (APS) 25 uL
Tetrametiletilendiamin(TEMED) 4 uL

Polimerlesmesi gerceklesen ayirma jelinin tizerine eklenen saf su filtre kagidina
emdirilerek ortamdan uzaklastirilmistir. Cizelge 3.5'de agiklanan yiikleme jelinin bilesenleri
karistirildiktan sonra mikro pipet araciligiyla kasete dokiilmiistiir. Bu islemden sonra
taraklarin yerlesimi, hava boslugu birakilmadan dikkatlice yapilmistir. Ardindan, jelin
polimerlesmesi i¢in 40-45 dakika kadar beklendikten sonra, kasetler tank igerisine

yerlestirilerek elektroforez islemi i¢in hazir hale getirilmistir.

Elekroforez isleminde yiiriitme tamponu olarak Cizelge 3.6.’da bilesenleri verilen
Tris-Glisin-SDS ¢ozeltisi kullanilmistir (1L, 10X). Konsantre olarak (10X) hazirlanan

¢oOzelti kullanim asamasinda 1X'e seyreltilmistir.
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Cizelge 3. 6. 10X'lik yiiriitme tamponu bilesenleri

Bilesenler Miktar
250 mM Tris-base 309
1,92 M Glycine 144 ¢
%0,5 SDS 59

Jel yiiriitme tamponu, elektroforez tankinda yer alan jelleri tamamen kapatacak
sekilde doldurulmustur. Her bir kuyucuga mikropipet yardimiyla 10 pug protein iceren
ornekler yiiklenmistir. Ornekler, 40 mA’de Bio-Rad PowerPac™ Basic gii¢ kaynagi
kullanilarak jelin sonuna kadar yiritiilmiistiir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra
jeller kasetten cikarilarak 3 kez saf suyla yikanmistir. Protein bantlarin1 goriilebilir hale
getirmek i¢in jeller, Coomasie Brilliant Blue G-250 ¢ozeltisine (1:4 oraninda metanol:boya
soliisyonu) aliarak gece boyunca calkalayicida bekletilmistir. inkiibasyonun ardindan fazla
boyay1 temizlemek amaciyla, jeller %25 metanol igeren ¢ozelti icerisinde 5 dakika inkiibe
edilmis ve ardindan {i¢ kez saf su ile yikanmistir. Bu islemden sonra, protein bantlarinin
gorsellestirilmesi ~ Vilber Quantum ST4 Gel Imaging System kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Elde edilen protein bantlarinin molekiiler agirliklarinin hesaplanmasinda, SDS-
PAGE molekiiler agirlik standartlar1 (BioRad, Precision Plus Protein Unstained Standards)
kullanilmistir. Molekiiler agirliklart bilinen standart protein bantlari referans alinarak,
orneklerin karsilastirmali analizleri yapilmis ve bodylece drneklerin molekiiler agirliklar:

dogru bir sekilde hesaplanmistir.

3.2.7. istatiksel Analizler

Bu ¢alismanin istatistiksel analizleri, "IBM SPSS STATISTICS (Version 20)"
istatistik programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Uygulamalar arasindaki farkliliklar, 0,05

onem diizeyi géz 6niinde bulundurularak "Duncan" testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hiicre Zar1 Zararlanma Orani

Tuz stresine maruz birakilan 'Sera Demre' biber ¢esidine ait bitkilerde prolin
uygulamalarinin hiicre zar1 zaralanma oranlart Sekil 4.1’de goriilmektedir. Tuz stresi
uygulanmayan, 5 mM prolin uygulanan bitkilerde zararlanma orami %2,40 olarak
belirlenirken, tuz stresi kosullarinda, 50 mM'de %38,36 ve 100 mM'de %29,46 oraninda
zararlanma tespit edilmistir. Tuz stresi altindaki prolin uygulanmis bitkilerde ise zararlanma
oran1 50 mM'de %7,65 ve 100 mM'de %22,30 olarak belirlenmistir. Tuz stresindeki bitkilere
5 mM prolin uygulamasinin diger konsantrasyonlara gore zararlanma oranini azalttigi
belirlenmistir. Prolin uygulamasinin stres kaynakli hasar oraninda azalmaya neden oldugu
gdzlenmistir. Istatistiksel olarak uygulamalar arasindaki farkliliklarin &nemli oldugu

bulunmustur (Ek Agiklama-A).

Plazma membranlar1 iyona 6zgii tuz hasarmin birincil bolgesidir (Mansour ve
Salama, 2004). Bu nedenle plazma membranlarindan elektrolit sizintisinin tuza dayanikl
bitkilerin tanimlanmasinda en &nemli se¢im kriterlerinden biri oldugu bildirilmektedir

(Ashraf ve Ali, 2008).

Karpuz bitkisinde yapilan bir ¢alismada, 150 mM tuz uygulamasinin elektrolit
sizintisinda, tuz stresi olmayan kontrol bitkilerine kiyasla artisa neden oldugu bulunmustur.
Ayrica, disaridan uygulanan 5 mM prolinin elektrolit sizintisini 6nemli dlcilide azalttig tespit

edilmistir (Kaya et al. 2007).

Brassica juncea'nin iki ¢esidi (Varuna ve RH-30) tizerinde yapilan bir ¢alismada, tuz
stresinin her iki ¢esitte de elektrolit sizintisinda énemli bir artisa neden oldugu, disaridan
uygulanan prolinin ise elektrolit sizintisin1 6nemli 6l¢lide azalttigi rapor edilmistir (Wani
vd., 2016).
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Bu ¢alismada en diisiik hiicre zar1 zarari, kontrol bitkileri ile kiyaslandiginda stressiz
kosullarda 5 mM prolin uygulamasinda tespit edilmistir. Zararlanma orani1 tuz

konsantrasyonu artigsina bagli olarak artarken, prolin uygulamasi yapilan bitkilerde bu oran

bir azalis gostermistir.
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Sekil 4. 1. Tuz stresi altinda ve tuz stresi olmayan kosullarda 5 mM prolin uygulamasinin biber bitkisi
yapraklarinda hiicre membran zararlanma oranlarina etkileri. Dikey barlar tekerriirler arasindaki +
SS’lar gostermektedir.

4.2. Yaprak Oransal Su Kapsam (YOSK) ve Turgor Kaybi (TK)

Tuz stresi ve 5 mM prolin uygulamasinin biber bitkisinde YOSK iizerine etkileri
Sekil 4.2'de gosterilmistir. Sonuglar, NaCl uygulamalariyla yapragin YOSK degerinin
azaldigin1 gostermistir. Ortalama YOSK oranlar1 degerlendirildiginde; kontrol bitkilerinin
%87,61 oraniyla en yiliksek YOSK'a sahip oldugu, bunu %83,83 oraniyla 5 mM prolin
uygulanan tuz stresi olmayan bitkilerin takip ettigi belirlenmistir. Tuz stresi uygulanan
bitkilerdeki YOSK degerleri 50 ve 100 mM’da sirasiyla %77,79 ve %76,50 olarak

belirlenirken, 5 mM prolin uygulamasi yapilan bitkilerde bu oran, 50 ve 100 mM'da sirasiyla
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%82,03 ve %77,64 olarak belirlenmistir. Istatistiksel olarak uygulamalar arasindaki

farkliliklarin 6nemli oldugu bulunmustur (Ek Agiklama-B).
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Sekil 4. 2. Tuz stresi altinda ve tuz stresi olmayan kosullarda 5 mM prolin uygulamasinin biber bitkisi
yapraklarinda yaprak oransal su kapsami (YOSK) lizerine etkileri. Dikey barlar tekerriirler arasindaki
+ SS’lar1 gostermektedir.

'Sera Demre' biber ¢esidinin yapraklarinda tuz stresi ve 5 mM prolin uygulamasindan
elde edilen TK degerleri Sekil 4.3'te gosterilmistir. Ortalama TK degerleri uygulamalara
gore degerlendirildiginde; tuz stresi altinda, TK orani1 kontrol bitkilerinde %10,81, prolin
uygulanan tuz stresi olmayan bitkilerde %14,32, 50 mM tuz uygulamasinda %19,49 ve 100
mM'da %20,86 olarak belirlenmistir. Tuz stresi altinda ve prolin uygulanan bitkilerde ise TK
50 mM’da %15,96, 100 mM’da ise %20,06'e olmustur. Istatistiksel olarak uygulamalar

arasindaki farkliliklarin 6nemli oldugu bulunmustur (Ek Agiklama C).
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Yaprak oransal su kapsamu, bitkilerin su igerigini tanimlamak igin siklikla kullanilan
bir kriterdir (Schonfeld vd., 1988). Yiiksek YOSK ’a sahip bitkilerin daha kararli bir ozmotik
dengeye sahip oldugu diisiiniilmektedir (Morgan, 1984). Tuz stresi kosullarinda yaprak
oransal su igeriginin azaldig: bildirilmektedir (Srivatsava vd., 1988; Katerji vd., 2003; Kaya
vd., 2003).

25

207

- 154
)
'
|_

107

5—

Kaontrol Fralin 50 mM MaCl 50 mM MaCl +100 mM MaCl 100 mh MaCl
Frolin + Praolin
Uygulama

Sekil 4. 3. Tuz stresi altinda ve tuz stresi olmayan kosullarda 5 mM prolin uygulamasinin biber bitkisi
yapraklarmda turgor kayb1 (TK) tizerindeki etkileri. Dikey barlar tekerriirler arasindaki + SS’lart
gostermektedir.

Kirmizi biber bitkisinde farkli seviyelerde tuz stresi uygulanan bir ¢alismada,
YOSK'un artan tuzluluk seviyesinden olumsuz etkilendigi, yapraklara disaridan prolin
uygulamasinin ise YOSK degerlerinde 6nemli bir artisa neden oldugu tespit edilmistir (Jamil
vd., 2018). Hiyar bitkisi tizerinde yapilan bir baska ¢alismada, 100 mM tuz uygulamasinin
YOSK'U azalttigi, 10 mM prolin uygulamasinin ise YOSK'U olumlu yonde etkiledigi
goriilmiistiir (Huang vd., 2009).
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Cilek bitkisi iizerinde yapilan bir caligmada, kisa siireli tuz uygulamalarinin
bitkilerde turgor kaybina (TK) neden olmadig: tespit edilmistir. Bununla birlikte, orta ve

uzun vadeli tuz uygulamalariin genellikle TK’y1 arttirdig1 belirlenmistir (Turhan, 2002).

Misirda yapilan bir ¢aligmada bitkilere kuraklik (0.5 MPa PEG 6000), tuz (50 mM
NaCl) ve tuz ile kuraklik stresi (- 0.5 MPa PEG 6000 ve 50 mM NaCl) birlikte uygulanmustir.
Hem tuz ve kuraklik stresinin ayri ayr1 uygulandigi kosullarda, hem de tuz ve kuraklik
stresinin birlikte oldugu kosullarda YOSK’un azaldigi, TK’nin ise arttig1 tespit edilmistir
(Coskun ve Aksu, 2024).

Yapilan bu calismada, tuz stresi YOSK oraninda 6nemli bir azalmaya neden olurken,
prolin uygulamasi tuz stresine maruz kalan bitkilerde bu oran1 énemli 6l¢iide artirmistir.
Turgor kaybi bakimindan ise tuz stresi altinda artig, prolin uygulamasi ile azalma

gozlemlenmistir.

4.3. Prolin Miktar1

Sekil 4.4, tuz stresinin ve 5 mM prolin uygulamasinin 'Sera Demre' biber ¢esidinin
yapraklarindaki prolin miktar1 iizerindeki etkilerini gdstermektedir. Prolin miktarlar
uygulamalara gore degerlendirildiginde; kontrol grubunda 1615,27 pM/gTA olarak
belirlenirken, sadece prolin uygulamasinda 4893,44 pM/QTA olmustur. Tuz stresi
kosullarinda 50 mM ve 100 mM’da sirasiyla 6237,58 ve 7322,87 uM/gTA olmustur. Prolin
uygulamasi yapilan tuz stresindeki bitkilerde ise sirasiyla 50 mM NaCl uygulanan bitkilerde
7288,90 uM/gTA ve 100 mM’da7408,35 uM/gTA olarak belirlenmistir. Istatistiksel olarak

uygulamalar arasindaki farkliliklarin 6nemli oldugu bulunmustur (Ek Agiklama-D).

Prolin 1iyi bilinen ozmoprotektanlardan biridir ve tuz stresi altindaki c¢esitli
organizmalarda birikimi yaygmn olarak gozlenmektedir. Prolin igerigi sentezine,
katabolizmasina ve diger dokulardan tasinmasina baglidir (Agami, 2014). Prolin uygulamasi
ozmotik potansiyeli etkili bir sekilde diizenler ve ozmotik stres altinda bitki biiylimesinin
stirdiiriilmesinde hayati bir rol oynar (Serraj ve Sinclair, 2002; Ali vd., 2007; Ashraf ve
Foolad, 2007; Hoque vd., 2007).
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Sekil 4. 4. Tuz stresi altinda prolin uygulamasinin biber bitkisi yapraklarinda prolin miktarina
etkileri. Dikey barlar tekerriirler arasindaki = SS’lar1 gostermektedir.

Tuz stresi uygulanan ‘Plahi’ (tuza toleransli) ve ‘A-120 (tuza duyarli) ac1 biber
cesitlerinde yapilan bir ¢alismada, tuz stresinin her iki ¢esitte de prolin konsantrasyonunu
arttirdigy, ayrica digsal prolin uygulamasi yapilan stresli bitkilerde ise bu artisin daha belirgin
oldugu bildirilmistir (Butt vd ., 2020).

Tuz stresi (NaCl ve CaCly) altinda yetistirilen domates bitkilerinin prolin
konsantrasyonlarinda 6nemli bir artis oldugu belirlenmistir. Ayrica, yapraktan prolin
uygulamasi, NaCl ve CaCl, altinda yetistirilen bitkilerde ig¢sel prolin konsantrasyonunu
artirmistir (EI-Banna ve Mosa, 2024).

Bu calismada, her iki tuz stresi seviyesinin de yaprak prolin iceriginde belirgin bir
artisa neden oldugu belirlenmistir. 50 mM tuz uygulanan bitkilere 5 mM prolin

uygulandiginda belirgin bir artig gézlenirken, 100 mM tuz uygulanan bitkilerde bu artisin
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daha az oldugu ve en yiiksek prolin seviyesinin 100 mM tuz ve 5 mM prolin uygulanan
bitkilerde oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar, prolin uygulamasiin tuz stresinin biber

bitkileri lizerindeki olumsuz etkilerini azaltmada etkili olabilecegini gostermektedir.

4.4. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

4.4.1. Katalaz (CAT) aktivitesi

Sekil 4.5, "Sera Demre" biber ¢esidinin yapraklarinda 5 mM prolin uygulamasinin
ve tuz stresinin CAT aktivitesi tizerindeki etkilerini gostermektedir. Kontrol grubunda CAT
aktivitesi 2,392 uMol/mg.prot. iken, tuz stresi olmayan ve 5 mM prolin uygulanan bitkilerde
2,556 uMol/mg.prot. olarak Sl¢iilmiistiir. Tuz stresi kosullarinda, sirasiyla 50 mM ve 100
mM igin 7,914 uMol/mg.prot. ve 2,261 uMol/mg.prot. degerlerine ulasmistir. Tuz stresi
altindaki bitkilere prolin uygulandiginda, sirasiyla 50 mM NaCl uygulanan bitkilerde 4,647
uMol/mg.prot. ve 100 mM uygulanan bitkilerde 2,495 uMol/mg.prot. olarak belirlenmistir.
Istatistiksel olarak uygulamalar arasindaki farkliliklarm &nemli oldugu bulunmustur (Ek

Acgiklama-E).
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Sekil 4. 5. Tuz stresi altinda ve tuz stresi olmayan kosullarda 5 mM prolin uygulamasinin biber bitkisi
yapraklarinda Katalaz enziminin aktivitesi hakkinda etkileri. Dikey barlar tekerriirler arasindaki +
SS’lar1 gostermektedir.

4.4.2. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi

Sekil 4.6, "Sera Demre" biber ¢esidinin yapraklarinda, 5 mM prolin uygulamasinin
ve tuz stresinin APX aktivitesi lizerindeki etkilerini gostermektedir. Kontrol bitkilerinde
APX aktivitesi 0,516 umol/mg.prot. olarak belirlenirken, tuz stresi olmayan ve prolin
uygulanan bitkilerde 0,556 pmol/mg.prot. olarak belirlenmistir. Tuz stresi kosullarinda,
APX aktivitesinin arttigr, 50 mM'da 0,753 pmol/mg.prot.’e, 100 mM'da ise 0,821
pumol/mg.prot.'e ulastigi saptanmistir. Prolin uygulandiginda, aktivite 50 mM'da 0,769
pumol/mg.prot.’e, 100 mM'da ise 0,876 pmol/mg.prot.'e yiikselmistir. Istatistiksel olarak

uygulamalar arasindaki farkliliklarin 6nemli oldugu bulunmustur (Ek Agiklama-F).
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Sekil 4. 6. Tuz stresi altinda ve tuz stresi olmayan kosullarda 5 mM prolin uygulamasinin biber bitkisi
yapraklarinda Askorbat peroksidaz (APX) enziminin aktivitesi hakkinda etkileri. Dikey barlar
tekerriirler arasindaki + SS’lar1 gostermektedir.

Stiperoksit dismiitaz tarafindan sentezlenen hidrojen peroksit POD, APX ve CAT
enzimleri tarafindan detoksifiye edilir. Katalaz, H20.'yi oksijen ve suya doniistiiren enzimdir

ve yiiksek bitkilerin peroksizomunda bulunur (Jamei vd., 2009).

Hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda goérev alan diger enzim APX olarak
tanimlanmistir. Bu enzimin homolog enzim gruplar1 Kloroplast stromasi, tilakoid duvar,
mitokondri, sitozol ve peroksizom olmak tizere dort farkli kompartmanda bulunur. Askorbat
peroksidaz, H>O2'yi suya dontstiiriir (Mittler vd, 2004). Tuz stresi de dahil olmak iizere
cevresel stres kosullar altinda antioksidan enzimlerin aktivite seviyesindeki degisiklikler
rapor edilmistir. Tuz, aktif oksijen tiirlerini nétralize eden enzimatik sistemleri bozarak lipid
peroksidasyonunun artmasina, hiicre zar1 hasarina ve pigmentlerin yok olmasina yol acar.
Aragtirmacilar siddetli tuz stresi ile protein sentezinin azaldigini ve siddetli tuz stresinde

enzim aktivitesinin de azalabilecegini bildirmislerdir (Culha ve Cakirlar, 2011).
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Huyar bitkileri lizerinde yapilan bir calismada, tuzlulugun CAT ve APX aktivitelerini
artirdigi, prolinle muamele edilen ve edilmeyen bitkiler arasinda CAT aktivitesinde dnemli
bir fark olmadig1 bildirilmistir. Prolinle muamele edilen, stres uygulanmayan kosullar
altinda bitkilerin daha yiiksek APX aktivitesine sahip oldugu, ancak bu farkin, prolinle
muamele edilmeyen ve tuz stresi uygulanan bitkiler arasinda anlamli olmadig: belirtilmistir
(Huang vd., 2009). De Freitas (2018) tarafindan misir tizerinde yapilan bir ¢alismada, veriler
digsal prolin uygulamasinin 6zellikle yapraklarda CAT ve APX gibi bazi antioksidan
enzimleri potansiyel olarak aktive ettigini goOstermistir. Prolinle muamele edilen stres
altindaki bitkilerde yaprak CAT aktivitesi, 7 ve 14. giinlerde tuz stresi altindaki bitkilerden
daha yiiksek bulunmustur.

Yapilan bu ¢alismada CAT aktivitesinin 50 mM tuz uygulamasinda kontrol
bitkilerine gore dort kat artarak maksimum seviyeye ulastigi, 100 mM uygulamasinda ise
hemen hemen kontrol bitkileri ile ayn1 seviyeye geriledigi tespit edilmistir. Bu durumun,
siddetli stres kosullarimin bitki savunmalarin1 bastirarak CAT aktivitesindeki artis1
sinirlamasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan prolin uygulamasi 50 mM tuz
uygulamasinda aktiviteyi azaltirken, 100 mM tuz uygulamasinda ise artmistir. Orta dlizey
(50 mM) tuz stresi altindaki bitkilerde disaridan prolin uygulamasi oksidatif savunma
thtiyacim1 azaltarak CAT aktivitesinin azalmasina, yliksek diizeyde (100 mM) tuz stresi
oksidatif savunma ihtiyacinin fazla olmasindan dolayr CAT aktivitesinin artmasina yol

acmis olabilecegi sanilmaktadir.

Tuz stresi altinda bitkiler, H2O2 gibi ROS’larin neden oldugu oksidatif hasarla
miicadele etmek i¢in APX aktivitesini artirir. Tuz stresi ROS {iretimini artirarak antioksidan
savunma sistemini tetikler ve gen ekspresyonu ve post-translasyonel modifikasyonlar
yoluyla APX aktivitesini artirir. Prolin ise, bir ozmoprotektan olarak hareket ederek,
ROS'lar1 temizleyerek, antioksidan enzimleri uyararak, ilgili genleri yukar1 dogru
diizenleyerek ve enzim yapilari stabilize ederek APX aktivitesini daha da artirir (Ashraf
ve Foolad, 2007; Szepesi ve Szol16si, 2018).
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Yapilan bu ¢alismada da APX aktivitesinin her iki NaCl konsantrasyonunda da tuz
stresi ile arttig1 belirlenmistir. Prolin uygulamasinin APX enzim aktivitesini her iki NaCl
konsantrasyonunda da attirdigi ve aktivitenin 100 mM tuz + 5 mM prolinde en yiiksek

seviyeye ulastig1 gorilmiistiir.

4.5. Toplam Coziinebilir Protein (TCP) Miktar:

Sekil 4.7.’de tuz stresi altinda ve 5 mM prolin uygulamasi yapilan "Sera Demre"
biber yapraklarinda TCP miktarindaki degisimler, gosterilmistir. Kontrol bitkilerinde
yapraklardaki protein miktar1 11,84 mg/gTA olarak bulunurken, tuz stresi olmayan
kosullarda prolin uygulanan yapraklarda bu miktar 12,19 mg/gTA olmustur. Tuz stresi
kosullarinda, TCP miktar1 sirasiyla 50 ve 100 mM i¢in 11,80 ve 11,89 mg/gTA olmustur.
Tuz stresi altindaki bitkilere prolin uygulandiginda, TCP miktar1 50 mM'da 12,29
mg/gTA'ye yiikselmis, ancak 100 mM'da 11,57 mg/gTA'ye diismiistiir. Istatistiksel olarak

uygulamalar arasindaki farkliliklarin 6nemsiz oldugu bulunmustur (EK Agiklama-G).

Biri tuza duyarli (Heinz-2274) digeri toleranshi (Rio Grande) iki domates cesidi
tizerinde yapilan bir ¢aligmada, tuz stresinin bitkilerin yaprak ve koklerinde TCP igeriginin
toleransli ¢esitte (Rio Grande) tuza duyarl ¢eside (Heinz-2274) kiyasla 6nemli 6lgiide arttigi
gozlemlenmistir. Eksojen prolin ilavesi, her iki ¢esitte de hem yapraklarda hem de koklerde

toplam ¢6ziinebilir protein igerigini dnemli 6l¢iide artirmistir (Kahlaoui vd., 2018).

Kok bitkileri tizerinde yapilan bir baska calismada, tuz stresi altindaki havug
bitkilerinde TCP’nin azaldigini, yapraklara uygulanan prolin muamelesinin ise proteinleri

onemli 6l¢iide degistirmedigini bulmuslardir (Qirat vd., 2018).

Bu calismada ise, tuz stresinin TCP miktarim1 konrole kiyasla onemli oranda
degistirmedigi, ancak prolin uygulamasi yapilan ve 50 mM NaCl uygulanan bitkilerde TCP
miktariin bir miktar arttig1 belirlenmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (100 mM) ise

prrolin uygulamasinin TCP miktarini azalttigi tespit edilmistir.
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Sekil 4. 7. Tuz stresi altinda ve tuz stresi olmayan kosullarda 5 mM prolin uygulamasinin biber bitkisi
yapraklarinda TCP miktarina etkisi. Dikey barlar tekerriirler arasindaki + SS’lar1 gdstermektedir.

4.6. Sodyum Dodesilsiilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) Protein
Profilleri

Sekil 4.8'de tuz stresi ve 5 mM prolin uygulamasinin 'Sera Demre' biber ¢esidi
yapraklarinin toplam protein profilleri iizerine etkisi gorilmektedir. Protein profilleri
incelendiginde, uygulamalara gore yogunluklari degisen en biiyiigii 256,9 kDa ve en kii¢iigii
25,6 kDa olarak belirlenen bantlar tespit edilmistir. Uygulamalar incelendiginde, 256,9
kDa'luk bandin yogunlugunun 5 mM prolin, 50 mM NaCl ve 50 mM NaCl +5 mM prolin
uygulamasinda arttig1 gézlenmistir. Biiyikliikleri 158,3 kDa ve 91,8 kDa olarak belirlenen
protein bantlarinin yogunluklarinin 50 mM NaCl ve 50 mM NaCl+5 mM Pro uygulamasinda
arttigl, diger uygulamalarda degismedigi goriilmiistiir. Biyiikliigii 59 kDa olarak belirlenen
protein bandinin kontrolde yogunlugunun daha az oldugu ancak prolin ve tuz stresi

uygulamalarinda arttigir belirlenmistir. Biiyiikliigii 31,3 kDa olarak belirlenen protein
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bandinin tiim uygulamalarda mevcut oldugu, 50 mM NaCl + 5 mM Pro uygulamasinda ise
yogunlugunun arttigr gézlenmistir. 100 mM NaCl uygulamasinda 29,1 kDa biiyiikliigiinde
bir protein bandi gozlenirken diger uygulamalarda bu bant goézlenememistir. Tim
uygulamalarda goriilen ve 28,3 kDa biiyiikliigiinde olan protein bandinin yogunlugunun 50
mM NaCl+Pro ve 100 mM NaCl+Pro uygulamasinda arttigi tespit edilmistir. Tim
uygulamalarda tespit edilen 26,4 kDa protein bandinin yogunlugunun 100 mM NaCl
uygulamasinda diger uygulamalara gore arttigi gozlenmistir. Biiytlikligii 25,6 kDa olarak
tespit edilen protein bandinin, tuz stresi ve tuz stresi+Pro uygulamalarinda yogunlugunun

arttig1 gézlenmistir.

Bant
250 Biiyiikliikleri
150 Kb
100 A:256,9
B: 1583
75 C:91.8
D: 59
50 E:313
F: 29,1
G: 283
37 H: 26,4
I: 25,6
20

Sekil 4. 8. Tuzluluk stresi altinda prolin uygulamasinin biber bitkilerinin SDS-PAGE protein
profilleri tizerindeki etkisi. MA: Molekiiler Agirlik Standardi (kDa), 1: Kontrol, 2: Pro, 3: 50 mM
NaCl, 4: 50 mM NaCl + Pro, 5: 100 mM NacCl, 6: 100 mM NaCl+ Pro.

Elektroforez, makromolekiilleri bir elektrik alaninda ayirma yontemidir. Sodyum
dodesilsiilfat- poliakrilamid jel elektroforezi, destek ortami olarak bir poliakrilamid jel ve
proteinleri dogrusal hale getirmek amaciyla denatiire etmek icin sodyum dodesil siilfat
(SDS) kullanir (Raymond ve Weintraub, 1959). Sodyum dodesilsiilfat- poliakrilamid jel

elektroforeziile protein ayrimi, proteinlerin goreceli molekiiler kiitlesini, bir numunedeki
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proteinlerin goreceli bollugunu ve proteinlerin fraksiyonlar arasindaki dagiliminin yani sira

protein numunelerinin safligin1 tahmin etmek i¢in kullanilabilir (Maizel, 2000).

Bezelye bitkisinde yapilan bir ¢alismada ii¢ farkli tiir deniz otu preparatinin etkisi
incelenmistir. Sodyum dodesilsiilfat- poliakrilamid jel elektroforezi, 12 ila 179 kilodalton
arasinda degisen molekiiler agirliklara sahip 32 protein bandin1 ortaya ¢ikarmistir. Sodyum
kloriir muamelelerine maruz kalan fidelerin protein profillerinde bulunan bant sayisi (19-
21), deniz otu ile tek basina (15 bant) veya sodyum kloriir muameleleri ile birlikte (12-17
bant) hazirlanan fidelerin protein profillerinde bildirilen bant sayisindan daha yiiksek oldugu

bildirilmistir (Hamouda vd., 2023).

Deniz tuzu stresi altinda (3000 ve 6000 ppm) yetistirilen soya fasulyesinde salisilik
asit (SA) varliginda veya yoklugunda SDS-PAGE ile protein desenleri incelenmistir.
Kontrolle karsilagtirildiginda 110 ile 27 kDa arasinda degisen molekiiler agirliklara sahip
farkl1 protein bantlar1 belirlenmistir. Sonuglar, tuz stresi ve SA ile islem gormiis bitkilerde,
yeni protein bantlarinin ortaya ¢iktigini ve ayrica farkli muamelelerin bazi bantlarin
kaybolmasina yol actigin1 gostermistir. Tuzlulugun soya yapraklarmin protein
degisiklikleriyle ilgili morfolojik ve fizyolojik degisiklikler iizerindeki etkisi, yeni protein
desenleri olarak gosterilmigtir. 3000 ppm tuzluluk altinda kontrol bitkisiyle
karsilagtirildiginda 110 ve 81 kDa'lik yeni bantlarin ortaya ¢iktigi, buna karsilik, kontrol
kosulunda var olan 84 kDa’luk bandin tuz stresi altinda yok oldugu bildirilmistir. Kontrol
bitkileriyle karsilastirildiginda 6000 ppm deniz tuzu uygulanan bitkilerde, 86 ve 81 kDa’luk
yeni bantlarinin ortaya ¢iktigi, 42 kDa’luk bandin ise kayboldugu belirtilmistir. Diger
yandan, tuz stresi olmadan SA uygulamasinin (50 ve 100 mg/l) 97 kDa'lik yeni bir bandin
ortaya ¢cikmasina neden oldugu belirtilmistir. Tuz stresi altinda ve SA ile islem goérmiis
bitkilerde yeni protein bantlarinin ortaya ¢ikmasi, bu proteinlerin genlerinin tuz stresine ve
bitkilere SA uygulamasia direng gostermesi sonucu olabilecegi bildirilmistir. Hem SA
muamelesi hem de tuz stresi, protein desenlerinde farkliliklar sergilemistir (Asmaa vd.,
2017).
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5. SONUC VE ONERILER

Tuz stresi bitki biiylimesini, gelismesini ve verimliligini olumsuz yonde etkileyen
yaygin bir ¢evresel sorundur. Tuza toleransin belirli fiziksel 6zelliklerini tanima ve ilgili
fizyolojik siiregleri anlama cabalar1 devam etmektedir. Bitkilerde stresin olumsuz etkilerini
azaltmak icin prolin gibi osmolit uygulamalar1 kullanilmaktadir. Yapilan bu tez
caligmasinda, degisen konsantrasyonlarda (50 mM ve 100 mM) tuz stresine maruz birakilan
‘Sera Demre’ (Capsicum annuum L.) biber ¢esidinde 5 mM prolin uygulamasinin neden
oldugu fizyolojik ve molekiiler degisiklikler arastirilmis ve elde edilen sonuclar asagida

Ozetlenmistir:

Tuz konsantrasyonu arttik¢a hiicre zar1 zararinin arttigi belirlenmistir. Tuz stresi

kosullarinda prolin uygulamasi, hiicre zar1 zararini oranin1 énemli dl¢iide azaltmistir.

Tuz stresinin bitkilerde YOSK’u azalttigi ve TK’y1 artirdigi gézlenmistir. Prolin
uygulamasinin tuz stresindeki bitkilerde YOSK degerini arttirici, TK degerini ise azaltic

yonde etkisi oldugu belirlenmistir.

Tuz stresinin bitkilerde prolin miktarini 6nemli olgiide arttirdigi, digsal prolin
uygulamasinin ise bu artis1 tetikledigi tespit edilmistir. Ozellikle 50 mM NaCl stresindeki
bitkilerde prolin uygulamasinin daha etkili oldugu ortaya konmustur. Bu durumun, bitkilerin
50 mM tuza kadar daha iyi tolerans gosterebildigi daha yiliksek konsantrasyonlarda ise

toleranslarinin azalmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Katalaz enzim aktivitesi kontrol, stressiz prolin uygulamasi, 100 mM NaCl ve 100
mM NaCl+Pro uygulamasinda énemli bir degisiklik gostermemistir. Ancak, 50 mM NaCl
stresinde en yiiksek seviyede oldugu, prolin uygulalamasinin ise bu kosullarda aktivityi
azaltict yonde bir etkisi oldugu goriilmiistiir. Bu durumun da yine bitkilerin 50 mM’dan daha
yiikksek tuz konsantrasyonlarinda tolerans gosterememesinden kaynaklanabilecegi ile
aciklanabilir. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin tuz stresine bagli olarak arttigi, prolin

uygulamsimin bu artis1 destekledigi gortilmistiir.
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Tuz stresinin TCP miktari {izerinde istatistiksel olarak 6nemli bir etkisi olmazken, 50
mM tuz uygulamasinda miktart arttirdigi, 100 mM’da ise azalttigi bulunmustur. Prolin
uygulamasiyla 50 mM tuz konsantrasyonunda ¢dziinebilir proteindeki artis ve 100 mM tuz
konsantrasyonundaki diislis, degisen tuz stresi seviyelerine ve prolinin strese kars1 koyma
kabiliyeti diisiik tuz konsantrasyonlarinda daha fazla oldugu icin bu stresi hafifletmedeki
etkinligine veya prolinin ozmoproteksiyon, antioksidan savunma ve stres sinyalindeki rolleri
arasindaki denge nedeniyle degisen tuz konsantrasyonlarinda ¢dziinebilir protein igerigi
tizerindeki farkli etkisine baglanabilir. Orta dereceli stres seviyelerinde (50 mM NaCl),
prolinin koruyucu islevleri protein stabilizasyonunu ve sentezini tesvik eder. Bununla
birlikte, siddetli stres seviyelerinde (100 mM NacCl), prolinin koruyucu kapasitesi tiikenir,

bu da protein yikiminin artmasina ve ¢oziiniir protein i¢eriginin azalmasina neden olur.

Sodyum dodesilsiilfat- poliakrilamid jel elektroforezianalizi sonucunda, uygulanan
NaCl ve proline bagli olarak 256,9 kDa, 59 kDa, 31,3 kDa, 29,1 kDa, 28,3 kDa, 26,4 kDa
ve 25,6 kDa biiyiikliigiindeki protein bantlarinda degisiklikler tespit edilmistir. Kontrolde
bazi bantlarin yogunlugu azalirken, diger uygulamalarda artis gdzlemlenmistir. Ozellikle 50
mM NaCl+5 mM Pro uygulamasinda 31,3 kDa biiyiikliigiindeki protein bandinin yogunlugu
artmustir. Ayrica, sadece 100 mM NaCl uygulamasinda 29,1 kDa biiyiikliigiinde bir protein
bandi tespit edilmistir. Tiim uygulamalarda goriilen 28,3 kDa ve 26,4 kDa biiyiikliigiindeki
protein bantlarinin tuz stresi ve prolin uygulanan bitkilerde yogunluklarinin arttig
goriilmistiir. Kontrol ve prolin uygulamasinda goriilmeyen 25,6 kDa protein bandinin

yogunlugunun stres kosullarinda arttig1 gozlemlenmisir.

Bu arastirma, ¢esitli tuz konsantrasyonlari altinda yetistirlen biber bitkisine 5 mM
prolin uygulamanin, tuzlulugun zararli etkilerini azaltabilecegini gdstermektedir. Ozellikle
50 mM tuz stresi altinda prolinin olumlu yonde etkisi oldugu, daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise olumlu etkinin ortadan kayboldugu goriilmistiir. Bulgularimiz,
prolin uygulamasinin biber iiretiminde tuz stresini azaltmak i¢in degerli bir strateji olma
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak, prolin uygulamasinin uzun
vadeli etkilerini ve farkli biber ¢esitleri ve diger tiriinlerdeki etkinligini arastirmak i¢in daha
fazla arastirma yapilmalidir. Bu yaklasim, toprak tuzlulugundan etkilenen bolgelerde

sirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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EK ACIKLAMALAR

Ek Ag¢iklamalar: Tuz Stresi Kosullarinda Biber Bitkisine Prolin Uygulamalarinin Etkilerinin

Belirlenmesine Yonelik Yapilan Istatistik Analizlerin Sonuglari

Sayfa
A: Hiicre Membran Zararlanmasi (%) Interaksiyon Tablosu 52
B: Yaprak Oransal Su Kapsam1 (%) interaksiyon Tablosu 53
C: Turgor Kayb1 (%) Interaksiyon Tablosu 54
D: Prolin Miktar1 (uM/gTA) Interaksiyon Tablosu 55
E: Katalaz (CAT) Aktivitesi (uM/mg.protein) interaksiyon Tablosu 56
F: Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi (uM/mg.protein) Interaksiyon Tablosu 57

G: Toplam Coziinebilir Protein Miktar1 (mg protein/gTA) Interaksiyon Tablosu 58



Ek A¢iklamalar-A: Hiicre Membran Zararlanmasi (%) Interaksiyon Tablosu

) Ortalama
Kareler | Serbestlik .
Kaynak . Kareler F 0.D.
Toplam1 | Derecesi
Toplami
Diizeltilmis Model | 1220,178? 4 305,044 227,743 ,000
Kesisme 2639,019 1 2639,019 | 1970,265 ,000
Uygulama 1220,178 4 305,044 227,743 ,000
Hata 13,394 10 1,339
Toplam 3287,273 15
Diizeltimig Toplam | 1233,572 14

O.D: Onem Derecesi (%5)

52



Ek A¢iklamalar-B: Yaprak Oransal Su Kapsami (%) Interaksiyon Tablosu

. Ortalama
Kareler Serbestlik N
Kaynak . Kareler F 0.D.
Toplam Derecesi
Toplami1
Diizeltilmis Model 200,0082 5 40,002 18,377 ,000
Kesisme 88364,893 1 88364,893 40595,820 ,000
Uygulama 200,008 5 40,002 18,377 ,000
Hata 17,414 8 2,177
Toplam 91535,037 14
Diizeltimig Toplam 217,421 13

O.D: Onem Derecesi (%5)

53



Ek Aciklamalar-C: Turgor Kaybi (%) Interaksiyon Tablosu

Kareler Serbestlik Ortalama .
Kaynak . Kareler F 0.D.
Toplami1 Derecesi
Toplam

Diizeltilmis Model 197,427? 5 39,485 25,239 ,000
Kesisme 4121,096 1 4121,096 2634,224 ,000
Uygulama 197,427 5 39,485 25,239 ,000
Hata 14,080 9 1,564
Toplam 4353,799 15
Diizeltimig Toplam 211,507 14

O.D: Onem Derecesi (%5)

54



Ek Aciklamalar-D:

Prolin Miktar1 (uM/gTA) Interaksiyon Tablosu

. Ortalama
Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F O.D.
Toplami Derecesi
Toplami
Diizeltilmis Model | 74168035,428% 5 14833607,086 | 98,158 ,000
Kesisme 518016062,159 1 518016062,159 | 3427,858 | ,000
Uygulama 74168035,428 5 14833607,086 | 98,158 ,000
Hata 1511194,692 10 151119,469
Toplam 590275037,030 16
Diizeltimis Toplam | 75679230,120 15

O.D: Onem Derecesi (%5)

55



Ek Aciklamalar-E

: Katalaz (CAT) Aktivitesi (uM/mg.protein) Interaksiyon Tablosu

Kareler Serbestlik Ortalama N
Kaynak Toplami Derecesi Kareler F 0.D.
Toplami

Diizeltilmis Model 124,825% 5 24,965 70,958 ,000
Kesisme 391,404 1 391,404 1112,489 ,000
Uygulama 124,825 5 24,965 70,958 ,000
Hata 8,092 23 ,352
Toplam 526,129 29
Diizeltimis Toplam 132,917 28

O.D: Onem Derecesi (%5)

56



57

Ek Acgiklamalar-F: Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi (uM/mg.protein) Interaksiyon

Tablosu
. Ortalama
Kareler Serbestlik i
Kaynak . Kareler F 0.D.
Toplami Derecesi
Toplami
Diizeltilmis Model 4572 5 ,091 7,907 ,000
Kesisme 13,985 1 13,985 1210,485 ,000
Uygulama 457 5 ,001 7,907 ,000
Hata ,254 22 ,012
Toplam 14,991 28
Diizeltimig Toplam 711 27

O.D: Onem Derecesi (%5)



Ek Aciklamalar-G

58

: Toplam Céziinebilir Protein Miktar1 (mg protein/gTA) interaksiyon

Tablosu
Kareler Serbestlik | Ortalama Kareler .
Kaynak . F 0.D.
Toplamu Derecesi Toplamu
Diizeltilmis Model 3,223 5 ,645 ,827 537
Kesisme 7529,828 1 7529,828 9656,774 ,000
Uygulama 3,223 5 ,645 ,827 537
Hata 36,648 47 ,780
Toplam 7586,474 53
Diizeltimig Toplam 39,871 52

O.D: Onem Derecesi (%5)



