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Ozet

Prolin, NaCl stresi altindaki bitkilerde protein bUtunlGginin saglanmasi ve enzimlerin aktive
edilmesinde gérev yapan onemli bir ozmoregilatordir. Stres faktoérleri, bitkilerdeki igsel prolin miktarinda
artisa neden olmaktadir. Digsal prolin uygulamalarinin da tuz stresine toleransta olumlu etki yaptig
bilinmektedir. Burada sunulan galismada tuza tolerans seviyeleri dnceden belirlenmis, birisi orta dizeyde
tolerant (A-19, C. moschata Poir.), digeri duyarl (C-1, C. pepo L.) olan iki yerel kabak gesidine yapilan dissal
prolin uygulamasinin, bitkilerdeki antioksidatif enzimlerin seviyesi Gizerine etkisi arastiriimistir. Kabak tohumlari
vermikulit ortaminda ¢imlendirilmis ve 2 gercek yaprakli asamada hidroponik kiltiire aktarilmistir. Bir hafta
sonra bitkiler ‘Kontrol’ ‘100 mM tuz (NaCl)’, ‘200 mM tuz (NaCl) + 5 mM prolin’ ve ‘100 mM tuz (NaCl) + 10 mM
prolin’ olmak tzere 4 farkl uygulamaya tabi tutulmustur. Stresin 10. gliniinde siirgliniin ucundan geriye dogru
2-4. yapraklardan hazirlanan érnekler, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve
glutayon rediiktaz (GR) enzim aktiviteleri bakimindan degerlendirilmistir. Genel olarak prolin uygulamalari,
kabak yapraklarinin enzim aktivitelerinde kontrole goére artisa neden olmustur. Bu etki, tuza toleransi daha
yuksek olan A-19 genotipinde daha belirgin olmustur. Dissal prolin uygulamasinin kabak bitkisinde tuza
toleransin artmasinda olumlu etki yaptigi, bu etkiyi antioksidatif enzim sistemini harekete gegirerek pekistirdigi
izlenimi edinilmistir.
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Effects of Proline Application on Antioxidative Enzymes Activities in the Young Pumpkin
Plants (Cucurbita pepo L. and C. moschata Poir.) under Salt Stress

Abstract

Proline is known to play an important role as an osmolyte which maintains of integrity proteins and
activated of antioxidative enzymes in plants subjected to NaCl stress. The stress factors are caused increasing
to internal proline amount in plants. Exogenous proline application has been known to positive effect in salt
tolerance. The effect of exogenous proline application on antioxidative enzymes activity was investigated in
this study, by using the semi-salt-tolerant (A-19, C. moschata Poir.) and the salt-sensitive (C-1, C. pepo L.)
pumpkin genotypes. Pumpkin seeds were germinated in vermiculite and the seedlings at two true-leaf stage
were transferred to hydroponic culture (Hoagland solution). One week after transplanting the plants were
subjected to four different applications (Control, 100 mM salt (NaCl), 200 mM salt (NaCl) + 5 mM proline, and
100 mM salt (NaCl) + 10 mM proline). Superoxide dismutase (SOD), catalaz (CAT), ascorbate peroxidase (APX)
and glutathione reductase (GR) enzymes activity measurements and evaluations have been completed after 10
days of salt application. Antioxidant enzymes activities increased in the salt- and proline-treated plants very
effectively compared to control plants. However, this effect was clearer in the A-19 salt tolerance genotype
than the C-1 sensitive genotype. Exogenous proline was found useful in protecting the adverse effects of salt
stress on plants and this effect may be responded with enzymatic defense systems against salt induced
oxidative stress.
Keywords: Cucurbita pepo, C. moschata, Salinity, Proline, SOD, CAT, GR, APX
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Giris

Tuz stresi; degisik tuzlarin toprak veya suda,
bitkinin blylumesini engelleyebilecek konsantras-
yonlarda bulunmasi olarak tanimlanir ve genis
alanlarin tarim igin kullanim disi kalmasina neden
olur. Diinya yiuzeyinde bulunan alanlarin yaklasik
%6’s1 ve sulanan alanlarin %20’si tuzluluk sorunu
ile karsi karsiyadir ve gelecekteki 20 yil icersinde bu
degerlerin %50 oraninda artis gosterebilecegi
bildiriimektedir (Hasanuzzaman ve ark., 2013).
Ozellikle kurak ve yari kurak bélgelerde bitkisel
Uretimi  sinirlandiran,  bitkinin - morfolojisi ve
anatomisini de kapsayan tim metabolizmasini
etkileyen tuzluluk, en o6nemli abiyotik stres
faktorleri arasinda yer almaktadir (Levitt, 1980;
Asraf ve Foolad, 2007). Tuz stresi bitkinin 6limine
neden olabildigi gibi tolerans durumuna bagli
olarak blylmeyi engellemekte, kloroz, nekrotik
lekelerin olusumuna yol agabilmekte, verim ve
kalitenin azalmasina neden olmaktadir (Hasegawa
ve ark., 1986).

Diger birgok stres faktoriinde oldugu gibi tuz
stresi altindaki bitkiler, su kaybini azaltmak igin
stomalarini kapatmakta bdylece CO, gazinin girisi
de engellenmektedir. Karbondioksit fiksasyonunda
kullanilamayan elektronlar ile absorbe edilen isik
enerjisi, O2'nin aktivasyonunda kullanilmaktadir.
Stres altindaki bitkilerde olusan aktif oksijen
tirevleri (ROS=Reactive oxygene species); protein,
membran lipitleri, nikleik asitler ve klorofil gibi
hiicre bilesenlerinde ve genel olarak hiicrelerde
hasara neden olmaktadir.

Tuz stresi sonucunda olusan ve yilksek
dizeylere ulasan ROS'u zararsiz bilesiklere
donistiren antioksidant madde miktarlar ile
antioksidant enzim aktiviteleri, bitkilerde oksidatif
strese karsi etkili olan en o6nemli dayanim
mekanizmalari olarak islev yapmaktadir. Siper
oksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) gibi enzimler

etkin  antioksidatif enzimler arasinda vyer
almaktadir. Bunlarin yani sira stres altindaki
bitkiler, hicrede sentezlenen ve vyine hiicre

icerisinde sitoplazma ve organellerde ¢oziinebilir
ozellik tasiyan gesitli organik maddeler biriktirirler.
Bu maddeler, enzimler (zerinde pozitif bir etki
olusturulmasi disinda membran butlnliginin de
saglanarak ozmotik dengenin yapilandiriimasinda
onemli rol oynamaktadir. Bu maddeler arasinda yer
alan prolin ve glisinbetain, strese toleransin
saglanmasinda o6nemli etki yapan ozmotik
dizenleyicilerdir (Asraf ve Foolad, 2007; Molazem
ve ark., 2010; Yan ve ark., 2011; Deivanai ve ark.,
2011).

Amino asit yapisindaki prolin, NaCl stresi
altinda ozmotik diizenlemede rol oynadigl gibi,
stres kosullarinda hiicrelerde C ve N kaynagi olarak
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da fayda saglamaktadir (Singh ve ark., 1973; Joyce
ve ark., 1992; Sanchez ve ark., 2007). Prolin sadece
hiicreler arasi yapinin korunmasi ve sitozolik pH’nin
ayarlanmasinda gorevli olmayip, protein
bltlnlGglinin saglanmasi ve enzim aktivitelerinin
harekete gegciriimesinde de rol oynamaktadir
(Matysik ve ark., 2002; Buyuk ve ark., 2012). Stres
kosullarinda  serbest  oksijen  radikallerinin
olusumundaki en énemli faktér, NADP*nin kisitli
duruma gelmesi nedeniyle, ferrodoksin’in NADP*
yerine oksijeni indirgemesidir. Boylece membran
bltlnlGgine zarar veren reaktif O, radikalleri
olugsmaktadir. Stres silresince kloroplastlardaki
prolin biyosentez oranindaki artis, daha dusik
NADPH/NADP* orani saglayarak, hlicre
bltlnlGgine zarar veren reaktif Oy radikallerinin
olusumunu azaltmaktadir (Szabados ve Savoure,
2009; Lehman ve ark., 2010; Miller ve ark., 2010).
Farkl turlerde yapilan pek ¢ok galisma diger stres
tirlerinde oldugu gibi tuz stresi kosullarinda da
prolin miktarinda artis meydana geldigini, bu
artisin ozellikle toleransi yiksek olan bitkilerde
daha yiiksek oranlarda ortaya giktigini géstermistir
(Tipirdamaz ve Karakullukgu, 1993; Misra ve Gupta,
2005; Kaya ve ark., 2007; Turan ve ark., 2009;
Marin ve ark., 2010; Molazem ve ark., 2010; Talat
ve ark., 2013; Jaarsma ve ark., 2013). Bu nedenle
onemli bir ozmotik koruyucu olan prolinin farkl
tirlerde digsal uygulamalar, stres kosullarinda
toleransin artirilmasina yonelik alternatif bir
yaklasim olarak ele alinmistir. Tipirdamaz ve
Karakullukgu (1993) tarafindan domates embriyo
klltird sistemi kullanilarak yapilan bir arastirmada
domates embriyolari 150 mM NaCl ilave edilmis
veya tuz katilmamis kontrol ortamlari ile tuzun
yanisira degisik dozlarda prolin ve glisinbetain ilave
edilmis besin ortamlarina dikilmistir. Tuzlu
ortamlarda embriyo gelismesinde inhibisyon
goralirken, tuzun yaninda besin ortamlarina prolin
veya glisinbetain ilave edilmesi, embriyolarin
gelisimi  Gzerine olumlu etkide bulunmustur.
Oztekin (2009), asil ve asisiz domates bitkilerinde
yaptigl calismasinda bitki boyu, gévde kalinlig,
yaprak alani, vejetatif aksam ve kok yas ve kuru
agirhigi, toplam ve pazarlanabilir verim, toplam
klorofil, prolin, yaprak oransal su igerigi, bitki su
tiketimi ve su kullanm randimani gibi farkh
parametrelerin, 4 ve 6 dS m? tuz uygulamasi
karsisinda etkilenme dizeylerini incelemistir. 6 dS
m tuz diizeyi ile incelenen parametrelerde azalma
meydana geldigi, disaridan prolin uygulanan
bitkilerin, prolin uygulanmayan bitkilere goére tuz
stresinin olumsuz etkisini azaltici yonde etki ettigi
belirlenmistir. Hossain ve Fujita (2010) dissal prolin
uygulamasinin, H,0, indirgenmesi ile meydana
gelen oksidatif zarar karsisinda koruyucu etki
yaptigindan bahsetmekte ve lipid peroksidasyon
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seviyesinde azalma meydana getirdigini; Deivanai
ve ark. (2011) prolin uygulamasi ile ozmotik
potansiyelin  dlzenlenerek hiicre canliliginda
devamliligin saglandigini belirtmistir. Nounjan ve
Theerakulpisut (2012) celtik bitkisinde yaptiklari
¢alismalarinda, prolin uygulamasinin tuz stresi
stresince H,0, olusumunu azaltarak antioksidatif
enzim aktivitelerinde artis meydana gelmesine
neden oldugunu ifade ederken; Talat ve ark.,
(2013) ise bugdayda prolin uygulamasinin tuza
toleransi artirdigini gostermistir. Benzer sonuglar
tutiin (Hoque ve ark., 2007), kavun (Kaya ve ark.,
2007), kanola (Athar ve ark., 2009), sorgum (Nawaz
ve ark., 2010), zeytin (Ahmed ve ark., 2010) ve
celtik (Nounjan ve ark., 2012) tirlerinde de elde
edilmistir.

Tuzluluk ve kurakhk sorununun potansiyel
olarak mevcut oldugu, ulkemizin kurak ve yari
kurak bircok bolgesinde acikta vyetistiriciligi
yapildig gibi 6rti altinda da giin gegctikge artan bir
ilgiyle tarimi yapilan kabagin, Tirkiye toplam
Uretimi, 598 bin dekarlik alanda yillik ortalama
334.520 ton dizeyinde gergeklesmektedir
(Anonymous, 2012). Dinya toplam kabak ekim
alani, 1.8 milyon hektar olup, bu alanda 1.4 milyon
ton Uretim yapilmakta, bu degerler gcergevesinde
Tirkiye; Cin, Hindistan, Rusya Federasyonu, iran,
A.B.D., Misir, italya, Meksika, Endonezya,
Banglades ve ispanya’dan sonra 12. sirada yer
almaktadir. Tuzlanma sorununun giin gegtikce

artmasi ve vyayginlagsmasi, sebze tariminda
tuzluluga tolerant genotiplerin  belirlenmesi
gereksinimini  ortaya cikarmaktadir.  Ozellikle

Nevsehir ve cevresindeki kurak yaz kosullarina
ragmen hi¢ sulama yapilmadan yetistiriciligi yapilan
kabaklar, kurak ve yari kurak ekolojilerde tuzluluk
sorunu olan topraklarin degerlendirilmesinde bu
tirin iyi  bir alternatif olabilecegini akla
getirmektedir. Kabak tlr ve gesitlerinin, karpuz ve
kavuna anag olarak kullanilmasi, bu tiriin 6nemini
daha da artirmaktadir. Ozellikle értii alti alanlarda
tuzlanma sorununun giin gectikge artmasi ve
yayginlasmasi da, kabak tariminda tuzluluga
tolerant genotiplerin belirlenmesi bununla birlikte
hassas genotiplerde ise tolerans seviyelerinin
artirllmasi gereksinimini ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu galismada, tuza orta diizeyde tolerant ve
duyarli oldugu o6nceki calismalarda belirlenmis
(Sevengodr, 2010) olan iki farkh kabak tdriine ait
yerel popilasyonda, farkh  dozdaki prolin
uygulamalarinin, antioksidatif enzim aktiviteleri
Uzerindeki etkisi arastiriimistir.

Materyal ve Metot

Bitkisel materyal olarak, tuza duyarh (C-1)
ve tuza orta dizeyde tolerant (A-19) olmak Uzere
iki adet yerel kabak poptlasyonu kullaniimistir
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(Sevengdr, 2010). Bunlardan tuza duyarl olan
genotipe C. pepo L., toleransi yiksek olan ise C.
moschata Poir. turline ait kabaklardir.

Tohumlar vermikulit doldurulmus plastik

kaplara (40x25x5 cm ebatlarinda) ekilmis ve
kontrolli  kosullart  olan  iklim  odasinda
¢imlendirilmistir.  Kotiledon  yapraklari  yatay

konuma gelen fideler, su kiltlrine alinmislardir.
Su kaltlird igin, Hoagland besin ¢ozeltisi (Hoagland
ve Arnon, 1938) doldurulmus 25x25x18 cm
boyutlarindaki plastik kiivetler kullanilmistir. Ozel
olarak hazirlanmis ve her fide igin Gzerine delikler
aclimis plastik tablalara patlican fideleri kiiglk
siinger  pargalari ile  sarilmak  suretiyle
yerlestirilmistir. Bitki kokleri besin ¢ozeltisinde
olacak sekilde tablalar kilvetlerin  {izerine
konulmustur. Havalandirma islemi, iki adet
akvaryum pompasina bagl bulunan ince plastik
hortumlarin besin ¢0zeltisi igerisine daldiriimasi
yoluyla yapilmistir. Bitkiler 4 yaprakli asamaya
ulastiklarinda uygulamalara gecilmistir.
Uygulamalar 1) Kontrol, 2) 100 mM tuz (NaCl)
uygulamasi, 3) 100 mM tuz (NaCl) + 5 mM prolin,
4) 100 mM tuz (NaCl) + 10 mM prolin olacak
sekilde gerceklesmistir. iki giinde bir hazirlanan
yeni ortamlara transfer yapilmistir. Bitkilerde tuz
stresinin etkin olarak gorildigu 10. giinde enzim
analizleri igin dorder bitkiden ayri ayri olacak
sekilde slrglin ucundan itibaren geriye dogru 2-4.
yapraklar alinarak karistirilmis ve bdylece érnekler
hazirlanmistir. Elde edilen bitki yas orneklerinde
stperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz ve
askorbat peroksidaz enzim aktiviteleri
incelenmistir.

Enzim analizleri igin 1 g taze yaprak ve doku
ornekleri sivi azot igerisinde porselen havanlarda
ezildikten sonra, icinde 0.1 mM Na-EDTA bulunan
50 mM’lik 10 ml’lik fosfor tampon ¢ozeltisi (pH:7.6)
ile homojenize edilmis, 15 dk 15000 g’de santrifij
edildikten sonra o6lgim vyapilincaya kadar +4°C
sicaklikta tutulmustur. Olciimler Analytik Jena 40
model spektrofotometrede gergeklestirilmistir.
Enzim  o6lgiminde son hacimler, tampon
¢oOzeltisiyle tamamlanmigtir. Stperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesi, NBT'nin (nitro blue tetrazolium
kloridin) stk altinda Oy  tarafindan indirgenmesi
yontemine goére; katalaz aktivitesi (CAT), H,Oy nin
240 nm’de (E=39.4 mM cm™) parcalanma orani
esas alinarak olguilmistir (Cakmak ve Marschner,
1992; Cakmak ve ark., 1994). Glutatyon rediktaz
(GR) aktivitesi, Cakmak ve Marschner (1992) ve
Cakmak ve ark. (1994)'a gére 340 nm’de (E=6.2
mM cm™) NADPH'nin oksidasyonu esas alinarak,
askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi Cakmak
ve Marschner (1992) ve Cakmak (1994)’a gore, 290
nm’de (E=2.8 mM cm™) askorbatin oksidasyonu
Olgulerek belirlenmistir.
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Gizelge 1. iki farkl kabak genotipinde tuz ve prolin uygulamalarinin, gen¢ yapraklardaki enzim aktiviteleri

Uzerine etkisi

Genotip Uygulamalar SOD* CAT GR APX
(Udak®mg®  (umol dak™ (umol dak* (wmol dak™
T.A) mglT.A) mglT.A) mglT.A)
Kontrol 92.25 de 202.36 ¢ 45.23 ¢ 50.85c
c1 Tuz (100 mM) 185.28 cd 298.6 bc 63.86 bc 70.57 bc
Tuz + 5 mM Prolin 221.72 be 464.30 ab 96.67 a-c 86.83 a-c
Tuz + 10 mM Prolin 314.79 ab 487.18 ab 78.15 bc 117.46 a-c
Kontrol 65.26 e 178.96 ¢ 36.58 ¢ 55.56 bc
A-19 Tuz (100 mM) 167.68 c-e 387.56 bc 71.85 bc 114.57 a-c
Tuz + 5 mM Prolin 325.27 ab 540.61 ab 121.67 ab 138.65 ab
Tuz + 10 mM Prolin 371.10a 658.47 a 152.78 a 162.22 a

* Slitunlarda farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar, 0.05 seviyesinde 6nemlidir.

Tesad(f parselleri deneme desenine gore 3
tekrarli ve her tekrarda 10 bitki ile kurulan
denemelerden elde edilen sayisal degerler, varyans
analizine tabi tutulmus, Duncan ¢oklu karsilastirma
testi yapilmis ve farklihk dereceleri %5 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir. Bu amagla SAS
(9.0) (SAS Institute Inc, Cary, NC) paket
programindan yararlanilmigtir.

Sonuglar ve Tartisma

Digsal prolin uygulamalarinin tuz stresine
tolerans Uzerindeki etkilerinin arastirildigi  bu
¢alismada, tuz ve prolin uygulamalari yapilan geng
kabak bitkilerinde antioksidatif enzim aktiviteleri
incelenmistir. SOD, CAT, APX ve GR enzimlerinin
incelendigi ¢alismada, tuz ve prolin
uygulamalarinin 10. gliniinde elde edilen sonuglar
Cizelge 1'de verilmistir.

100 - a
150 ab ab
300

250 be

cd
200 | c-e m1
150 de OA-19
100 e

50

50D (U min mg™! FW)}

Tuz+5mM  Tuz+10 mM
Prolin Prolin

Kontrol Tuz

Sekil 1. iki farkli kabak genotipinde tuz ve prolin
uygulamalari ile SOD enzim aktivitesinde
meydana gelen degisimler (U dak® mg*
T.A)

Her bir enzime ait degerler genotip x
uygulama kombinasyonlari bazinda ayri ayri
degerlendirilmis olup, istatistiksel olarak genotip ve
uygulamalar  arasindaki interaksiyon  O6nemli
bulunmustur. SOD enzim aktivitesi bakimindan en
yuksek degerler, ayni istatistiksel grupta yer alacak
sekilde ‘A-19 x 100 mM tuz + 10 mM prolin’, ‘A-19
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x 100 mM tuz + 5 mM prolin’, ‘G-1 x 100 mM tuz +
10 mM prolin’ ve ‘C-1 x 100 mM tuz + 5 mM prolin’
uygulamalarindan elde edilmistir (sirasiyla 371.10,
325.27, 314.79, 221.72 U dak® mg?! T.A)). ‘C-1 x
100 mM tuz’, ‘A-19 x 100 mM tuz’, ‘C-1 x Kontrol’
ve ‘A-19 x Kontrol’ kombinasyonlari da yine ayni
istatistiksel grup icerisinde yer almak suretiyle
daha disik SOD olgiimlerine sahip olmusglardir
(185.28, 167.68, 92.25, 65.26 U dak® mg?! T.A))
(Cizelge 1, Sekil 1).

Katalaz (CAT) enzim aktivitesi bakimindan
en dusik degerler her iki genotipin de kontrol
grubunda belirlenmis (C-1: 202.36, A-19: 178.96
umol dak? mg?! T.A); tuz stresi karsinda ise
sirasiyla %47 ve %116 oraninda artislar meydana
gelmistir (298.6 ve 387.56 umol dak® mg? T.A).
Prolin uygulamalar kabak genotiplerinde CAT
enzim aktivitesi bakimindan artisin devam etmesini
saglarken 100 mM NaCl+10 mM prolin uygulamasi
karsisinda G-1 kabak genotipinde %140, A-19 kabak
genotipinde ise %267 oraninda artis oldugu tespit
edilmistir. Aralarindaki farklihk istatistiksel olarak
onemli bulunmayan uygulamalar, elde edilen
sayisal degerlere gore su sekilde siralanmistir: ‘A-
19 x 100 mM tuz + 10 mM prolin’, ‘A-19 x 100 mM
tuz + 5 mM prolin’, ‘C-1 x 100 mM tuz + 10 mM
prolin” ve ‘C-1 x 100 mM tuz + 5 mM prolin’
(sirasiyla 658.47, 540.61, 487.18, 464.30 umol dak™
mg?! T.A)). Sayisal olarak prolin uygulanan stres
konularinda daha vyiksek veriler alinmasiyla
birlikte, sadece tuz uygulanan bitkilerdeki sonuglar
ile 5 mM prolin uygulanan bitkilerdeki CAT
degerleri, istatistiksel olarak 6nemli bir fark ile
ayrilmamistir. Bununla birlikte prolin
uygulamasinin 10 mM’a gikartiimasiyla birlikte elde
edilen CAT degeri 6zellikle orta tolerant genotipte,
tuz uygulamasina gore onemli dizeyde farklilk
gostermistir (Cizelge 1, Sekil 2).
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Sekil 2. iki farkli kabak genotipinde tuz ve prolin
uygulamalari ile CAT enzim aktivitesinde
meydana gelen degisimler (umol dak™® mg’
1T.A)

Glutatyon reduktaz (GR) enzim aktivitesi, en
yuksek degerlerini ‘A-19 x 100 mM tuz + 10 mM
prolin’, ‘A-19 x 100 mM tuz + 5 mM prolin’, ‘C-1 x
100 mM tuz + 5 mM prolin’ ve ‘C-1 x 100 mM tuz +
10 mM prolin’” uygulamalarinda  vermistir
(sirasiylal52.78, 121.67, 96.67, 78.15 umol dak*
mg?! T.A.). ‘A-19 x 100 mM tuz’ ve ‘C-1 x 100 mM
tuz’ uygulamalari ikinci sirada yer alan grubu
olusturmakla birlikte (sirasiyla 71.85 ve 63.86 umol
dak! mg?! T.A); stres uygulamasi yapilmayan
kontrol bitkilerindeki GR degerleri ile ayni
istatistiksel grup icerisinde yer almistir (sirasiyla
36.58 ve 45.23 umol dak® mg? T.A.) (Cizelge 1,
Sekil 3).
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Sekil 3. iki farkli kabak genotipinde tuz ve prolin
uygulamalari ile GR enzim aktivitesinde
meydana gelen degisimler (umol dak™® mg-
1T.A).

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin de
incelendigi calismada tuz ve farkl dozlardaki prolin
uygulamalari APX enzim aktivitesinde artisa neden
olmustur. En diisik degerler 50.85 ve 55.56 pmol
min~t mg™ T.A. degerleri ile ‘C-1 x Kontrol’ ve ‘A-19
x Kontrol’ bitkilerinden elde edilmistir. Bu artis
prolin uygulamasi ile birlikte hiz kazanirken her iki
genotipte de en yliksek degerler 100 mM NaCl + 10
mM prolin uygulamasinda tespit edilmistir (‘A-19 x
100 mM tuz + 10 mM prolin’: 162.22 ve ‘G-1 x 100
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mM tuz + 10 mM prolin’: 117.46 pmol min™ mg™
T.A.) (Cizelge 1, Sekil 4).
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Sekil 4. iki farkli kabak genotipinde tuz ve prolin
uygulamalari ile APX enzim aktivitesinde
meydana gelen degisimler (umol dak? mg*
T.A)

Stres sonucu bitki hiicrelerinde olusan
stperoksit radikalleri, sliperoksit dismutaz (SOD)
enziminin reaksiyonu ile hidrojen perokside (H203)
dondstaralir (Dixit ve ark., 2001; Mittiova ve ark.,
2002). SOD’un katalizledigi reaksiyon sonucu
olusan ve kuvvetli bir oksidant olan H,0;'nin
hiicrede birikimi, katalaz ya da askorbat- glutatyon
dongisi ile onlenir. Oksidadif stres sonucu ortaya
cikan aktif oksijen tidrevlerinden slperoksit
radikalinin yok edilmesinden sorumlu olan SOD
enzim aktivitesi tuz stresi ile birlikte prolin
uygulamalari karsisinda artis gdstermistir. Bu artis,
prolin uygulamalari ile paralellik gosterirken, tuza
toleransi daha yiksek olan A-19 genotipinin bu
anlamda daha basarili oldugu belirlenmistir. C.
moschata tlrine ait olan A-19 kod’lu vyerel
genotip, Kése (2011) tarafindan yapilan galismada
da kuraklik stresine oldukga yiksek tolerans
gosteren bir gesit olmus ve katalaz enzimi ile diger
antioksidatif enzimlerini C-1 (C. pepo) genotipine
gore ¢ok daha etkin kullanmistir. Katalaz enzimi,
oksidatif stres sonucu olusan hidrojen peroksit gibi
reaktif oksijen tilrevlerinin suya ve molekiler
oksijene donilserek yok edilmesinde goérevli bir
enzim olarak rol almaktadir (Dionisio-Sese ve
Tobita, 1998).

Sevengor ve ark. (2011) tuz stresi karsisinda
tolerant olan kabak genotiplerinde CAT enzim
aktivitesinin  hassas genotiplere oranla artis
gosterdigini bildirmistir. Bu c¢alismada ise prolin
uygulamasi ile birlikte CAT enzim aktivitesinde artis
meydana geldigi gérilmustir. Hoque ve ark. (2007)
titinde vyaptiklari ¢alismalarinda CAT enzim
aktivitesinin tuz kosullarinda kontrol bitkilerine
oranla azalma gosterirken, NaCl + prolin
uygulamasi karsinda enzim aktivitesinde Onemli
artis  meydana geldigini, prolinin  H,03'nin
detoksifikasyonunda etkili olarak CAT enzim
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aktivitesinde imkan
bildirmislerdir.

Tuz stresi gibi oksidatif stres kosullarinda
enzimatik savunma mekanizmalar igerisinde yer
alan glutation rediktaze ve askorbat peroksidaz
enzimleri genellikle hidrojen peroksitin suya
indirgenerek kloroplastlar ve mitokondriden
temizlenmesinde etkili olmaktadir (Scandalios,
1997; Shalata ve ark., 2001). APX, askorbat —
glutatyon dongisinde hidrojen peroksidi suya
indirgemekle gorevlidir. Bu sirada askorbat
monodehidroaskorbata (MDHA) okside olur.
MDHA monodehidroaskorbat rediktaz (MDHAR)
tarafindan  askorbata  donusturdlir.  Bununla
beraber MDHA'In iki molekild enzimatik olmayan
yol ile MDHA’ya ve dehidroaskorbata (DHA) oransiz
olarak  dondsturalir. DHA, dehidroaskorbat
rediktaz (DHAR; EC: 1.6.5.4) ve GR (GR; EC:
1.6.4.2) tarafindan askorbata indirgenir. Bu
reaksiyondan sonra ise glutatyon (GSH), DHAR'In
etkisi ile okside glutatyona (GSSG) donusir ve
GSSG, GR tarafindan GSH’ geri indirgenir (Shalata
ve ark., 2001; Shigeoka ve ark., 2002). Tuz ve prolin
uygulamalarinin  stres  siresince  olusturdugu
degisimlerin incelendigi bu ¢alismada, her iki enzim
aktivitesinde de artislar meydana gelmistir. Bu
artislar ozellikle toleransi daha yilksek olan A-19
genotipinde dikkat cekici bir bicimde
gerceklesmistir.

Hong ve ark. (2000) prolinin bir ozmolit
olarak goérinmesinin yani sira, serbest oksijen
radikallerinin yok edilmesinde olan etkisinin daha
onemli oldugunu ifade etmislerdir. Nitekim
¢alismalarimizin 6nceki asamasinda (Bayat ve ark.,
2012), 100 mM NaCl ile birlikte farkh dozlarda
prolin uygulamasi yapildiginda, bitki binyesindeki
prolin iceriginde de artis gorildugu, bu artisa bagli
olarak hicre zararlanmasi (MDA miktari tGzerinden)
bakimindan, sadece tuz (100 mM NaCl) uygulanmis
bitkilere oranla azalma ortaya ciktigi belirlenmistir.
Prolin ilave edilen besin ortamlarinda yetistirilen
bitkilerin blinyesindeki prolin miktari ortalama
olarak %169-320 oraninda artis gdstermistir. Tuzlu
kosullar altinda hicrelerde meydana gelen
zararlanma %171-375 oraninda seyrederken, prolin
uygulamasi ile birlikte MDA miktarinda azalma
meydana gelmis, 10 mM prolin uygulamasi ile bu
oran %115-201 dizeyine kadar dismistir (Bayat
ve ark., 2012). Prolin uygulamasi ile MDA miktari
arasindaki  negatif  korelasyonun  nedenleri
arasinda, prolinin enzim aktivitelerindeki olumlu
etkisinin hiicrede meydana gelen zararlanmanin da
onlne gegmesi oldugu dislinilmektedir. Nitekim
Mansour (1998), disaridan prolin veya glisinbetain
uygulamasi ile tuza toleransin arttirilabilecegini ve
tuz stresi kosullarinda hiicre membraninin
korunabilecegini bildirirken; Banua ve ark. (2009)

artisa sagladigini
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da, prolinin antioksidatif savunma mekanizmasini
kapsayan enzim aktivitelerinde artisi saglayarak
tuza tolerans Ozelligini  gelistirdigini  rapor
etmislerdir. Campos ve ark. (2011), dissal prolin
uygulamasinin  reaktif  oksijen  tlrevlerinin
olusumunun hizlanarak SOD, CAT, APX ve GR gibi
enzimlerin aktivasyonunu artirabilecegini
bildirmislerdir. Benzer sonuglar Ahmed ve ark.
(2010) tarafindan da saptanmis olup, zeytinde tuz
stresi karsisinda SOD, CAT ve APX gibi enzim
aktivitelerinde artis meydana geldigi, dissal prolin
uygulamalari ile enzim aktivitelerindeki bu
yukselmenin pozitif yonde etkiledigi gosterilmistir.
Bunlardan bagka Carvalho ve ark. (2013) ile Ali ve
ark. (2013) da digsal prolin uygulamalarina bagl
olarak enzim aktivitelerinde artis meydana
geldigini bildirmislerdir. Huang ve ark. (2013) ise
prolin sentezinde gorev yapan P5CS geni aktariimis
Helianthus tuberosus L. bitkilerinde tuz stresi
karsinda enzim aktivitelerinde artis meydana
geldigini ortaya koymusglardir.

Prolin, dnemli bir ozmoregilatoér olmasinin
yani sira, serbest oksijen radikallerinin zararh
etkilerinin ortadan kaldirilmasinda da, antioksidant
enzim sistemlerini harekete gecgirmek ve olumlu
yonde etkilemek suretiyle etkili olmaktadir. Tuza
toleransi yiiksek ve tuza duyarh iki farkh kabak
tirine ait yerel genotiplerin materyal olarak
kullanildigl bu ¢alismada, tuz stresi genel olarak
antioksidatif enzim aktivitelerinde artisa yol agmis,
prolin uygulamalari ise bu aktiviteleri
glclendirmistir. C. moshata turine ait vyerel
genotip, C. pepo tirine ait olana gore stres
kosullari altinda daha ylksek enzim aktivitesi
sergilemis, bu etki prolin uygulamasiyla olumlu bir
sekilde artmistir. Sonug olarak prolin
uygulamalarinin, tuz stresinin yol actigl zararli
etkilerin azaltilmasinda olumlu etki yapabilecek
fizyolojik temelli bir yardimci uygulama olarak
degerlendirilmesi olasi gdrialmastdr.
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