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Arastirma Makalesi

110R ANACI UZERINE ASILI SIRAZ UZUM (Vitis vinifera L.) CESIDININ NaCl VE
PROLIN UYGULAMALARINA KARSI FiZYOLOJIK VE BiYOKIiMYASAL
TEPKIiLERIi

Mustafa OZDEN"", Murat DIKILITAS?, Sadettin GURSOZ, Bekir E. AK'

OZET

Bitkilerde molekiiler diizeyde stres tolerans mekanizmasinin tam olarak anlasilamamasi, 1slah
programlarmin stres kosullarma toleransli bitki ¢esitleri gelistirmedeki basar1 diizeyini
sinirlamaktadir. Islah programlarina alternatif olarak, stres kosullar1 altinda yetisitirilen bitkilerin
tolerans seviyelerini artirmak icin prolin gibi farkli organik bilesiklerin kullanimi artmaktadir. Bu
¢alismada, NaCl stresi altinda yetistirilen Siraz iiziim ¢esidinin NaCl ve prolin uygulamalarina
fizyolojik ve biyokimyasal tepkileri arastirilmigtir. Iyon akis1 (EL), siirgiin biiyiime oran1 (SBO),
klorofil, prolin, malondialdehit (MDA), ve siiperokside dismiitaz (SOD), peroksidaz (POD),
katalaz (CAT), polifenol oksidaz (PPO) gibi antioksidan enzim aktiviteleri dl¢iilmiistiir. NaCl stres
seviyesine bagli olarak, yaprak hiicrelerindeki iyon akisi, klorofil degridasyonu, prolin ve MDA
miktarlarinda bir artis dlgiiliirken, prolin uygulanan gruplardan alinan yaprak érneklerinde ise bu
parametrelerde azalmalar belirlenmistir. Arastirmada kullanilan prolin konsantrasyonlar1 farkli
seviyedeki NaCl stres kosullarinda yetistirilen Siraz liziim g¢esidinin antioksidan enzim systemi
iizerinde kismi olarak etkili oldugu gozlemlenmistir. Arastirmanin sonuglari, prolinin, bitki hiicre
zar1 faz degisimi, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim sistemlerinde aktif rol almis
olababilecegini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L, NaCl, Prolin, Iyon akis1, Klorofil, Antioksidan enzimler

PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL RESPONSES OF SYRAH VINES (Vitis vinifera
L.) GRAFTED ON 110 R ROOTSTOCK TO NaCl AND PROLINE APPLICATIONS

ABSTRACT

The success of breeding programs aimed stress tolerant plant varieties is limited by the lack of
understanding of the molecular basis of salt tolerance. Alternatively to the breeding programs, the
tolerance level of plants grown under stress conditions has been increased by using various organic
solutes such as proline. In this study, physiological and biochemical responses of Syrah vines to
NaCl stress and exogenously proline application were investigated. Electrolyte leakage (EL), shoot
growth rate (SBO) chlorophyll, proline, malondialdehyde (MDA), and some of the antioxidant
enzyme activities including superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT), and
polyphenol oxidase (PPO) were measured. Depended upon NaCl levels, an increase in electrolyte
loss, chlorophyll degradation, proline, and MDA levels were observed. However, with the
application of proline, these parameters were ameliorated in part. Proline concentrations used in
this study were moderately effective on antioxidant enzyme system of Syrah grapevines grown
under NaCl stress conditions. Our results may imply that the mechanism controlled by proline
may involve effects on membrane phase changes, lipid peroxidation, and antioxidant enzyme
systems.
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GIiRiS turgor basmicin  korunmasi,  enzimlerin
Cok eski bir bageilik kultirtine sahip olan  fonksiyonlarnmn korunmasi, makro-
ilkemiz, TUIK’in 2009 yili verilerine gére  molekiillerin ve  hiicre organellerinin

479.239 hektar bag alant ve 4,264.720 ton
iretimi ile diinyada 6nemli bagci iilkelerden
birisidir. Giineydogu Anadolu, gerek bag alani
gerekse liziim iretimi yoniiyle 4. sirada yer
alan o6nemli bir bolgemizdir (Celik ve ark.,
1998). Bugiine kadar yapilan bir ¢ok arastirma
sonuglarma gore, asmanimn (Vitis vinifera L.)
tuzluluga karst orta derecede bir dayanim
gosterdigi (Downtown, 1977; McCarty ve ark.,
1992) ve tuzluluktan dolay1 bitkide meydana
gelen zararm Ozellikle de klor iyonlarmdan
kaynaklandigi belirlenmistir (Williams ve
Matthews, 1990; Walker, 1994). Bununla
beraber asmanin tuzluluga karst fizyolojik,
biyokimyasal tepkileri veya dayanim derecesi
bir¢ok faktorlere bagli oldugu konusu tlizerinde
durulmus ve bunlardan bazilarmin anag-kalem
kombinasyonu, sulama sistemleri, iklim ve
toprak tirli oldugu belirlenmistir. Biitiin bu
faktorlerin bitkinin fizyolojik ve biyokimyasal
islevlerini farkli derecede etkileyebilecegi
belirtilmistir (Fisarakis ve ark., 2001). Genel
olarak tuz  stresi altindaki  bitkilerin
yapraklarinda iyon birikimi olmakta ve bu iyon
birikimi bitkinin net fotosentez diizeyinde bir
azalmaya dolayisiyla bitki biiylimesinde bir
yavaslamaya neden olmaktadir. Ozellikle Na*
ve CI' iyonlarinin birikimi hiicre igi iyon
dengesini bozmakta, kok hiicrelerinin segici
gergirgen  Ozelligi  bozularak  ozellikle
potasyumun alimini azaltmaktadir (Gadallah,
1999). Walker ve ark., (1981)’nin yapmis
olduklar1 bir arastirmada, anagsiz olarak
yetigtirilen ~ Sultani  Cekirdeksiz ~ {liziim
¢esidinde, NaCl stresinden dolayr stomalarin
etkilendigi ve fotosentez hizinda 6nemli bir
diisiis oldugu bildirilmistir. Stres kosullar
altindaki bitkide fizyolojik olarak en fazla
hiicresel zararlanma, membranlarin yapisinin
bozulmasi olarak ortaya ¢ikmakta ve tuzluluk,
don, yiiksek sicaklik ve kuraklik gibi stres
kosullarina dayanikliligin  belirlenmesi i¢in
yapilan Ol¢iimlerin basinda da membranlarin
zararlanma diizeylerinin belirlenmesi
gelmektedir. Lin ve ark., (2002)’nin tuz stresi
(50-200 mM NaCl) altinda tutulan piring
bitkisinin (Oryza sativa cv. Taichung Native 1)
yapraklarinda glutamine tarafindan sentezlenen
proline birikimi goriilmiis olup bu proline
birikimine tuz stresinin sebeb oldugu agikca
ortaya konmustur. Ayrica birgok aragtirmanin
sonuglari, stres kosullar1 altinda, prolinin
yapraklarda gegici olarak birikmesi hiicrelerin

yapilarinin stabilizasyonu agisindan son derece
onemli oldugunu gostermektedir. Gadallah
(1999)’in yapmis oldugu bir ¢aligmada, tuz
stresi (NaCl ve CaCl) altinda yetistirilen bakla
(Vicia faba L. cv. Calvor 103) g¢esidine distan
proline (8.7 uM) ve glycinebetaine (8.5 uM)
uygulamasi, membrane zararlanmasini azaltigi,
K" alim, klorofil miktar1 ve bitki biiyiimesini
artrtigt  gorilmiistiir. Biitin bu bilgilere ek
olarak, stres faktorlerinin etkisi altinda kalan
bitkilerin hiicrelerinde aktif oksijen tiirlerinin
olusumu ve bunlarin detoksifikasyonunun
dengesi bozulmaktadir. Scandalios, (1993);
Gutteridge, (1977); Winston, (1990); Elstner,
(1982)’nin  yapmis olduklar1 arastirmalarda
stres kosullari altinda olusan bu toksik oksijen
bilesikleri  hiicreye  zarar  verip, lipid
peroksidasyonu, DNA zararlanmasi ve protein
denatlirasyonuna sebeb oldugu belirlenmistir.
Normal biiyiime ve gelisme sartlar1 altinda,
aktif oksijen tiirleri normal olarak bitki
hiicrelerinde diisiik seviyede ortaya ¢iktigi ve
hiicrelerin =~ bu  toksik  aktif  oksijen
bilesiklerinden  zararlanmasi  antioksidant
enzimler tarafindan korundugu belirtilmistir.
Bu antioksidant enzimler siiperokside dismutaz
(SOD; EC 1.15.1.1), katalaz (CAT; EC
1.11.1.6) ve peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7)
olup, detoksifikasyon siirecinde yer alan
enzimler O radikalini H,O, ye daha sonra
H,0,’di su ve oksijene doniistiirdiigii agikca
ortaya konmustur.

Bu ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda
NaCl igeren ortamlarda yetistirilen 110R anac1
lizerine asili asma fidanlarimin NaCl stresi ve
proline uygulamalarina karsi gdstermis oldugu
baz1 fizyolojik ve biyokimsayal tepkileri
belirlemeyi amaglamistir. Bu amagla fizyolojik
olgim ve degerlendirme parametrelerinden
bitki hiicrelerinin EL, MDA, klorofil, proline
diizeyleri ve siirgiinlerin biiylime oranlarinin
(SBO) vyanisira biyokimyasal olarak SOD,
CAT, POD ve polifenol oksidaz (PPO; EC
1.10.3.1) antioksidant enzim aktiviteleri
Ol¢iilmiistiir. Arastirmada bitkisel materyal
olarak kullanilan Siraz tziim ¢esidi GAP
bolgesi i¢in yeni ve diinyaca tinlii bir kirmizi
saraplik gesittir.

MATERYAL ve METOT

Bitki Materyali

Bu ¢alisgma 2005 - 2006 yillarinda, Harran
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi uygulama-
arastirma  alan1  ve bitki  biyoteknoloji
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laboratuvarinda yiiriitilmiistiir. Bu arastirmada
bitki materyali olarak, siirgiinleri iki géz ve kok
budamasi yapilmis 110R (Vitis berlandieri x V.
rupestris) anaci Uzerine asilanmis, homojen
yapida olan bir yasghi Siraz asma fidanlar
kullanilmustir. Fidanlarin dikimi, 15 Mart 2005
tarihinde, torf, kum ve perlit (1:1:1) igeren 10
litrelik saksilara yapilmistir. Biiyiime ve
gelismelerine dis kosullarda devam eden asma
fidanlarna, kok bolgesi nem diizeylerine bagl
olarak, her sulamada iyonize suda ¢oziilmiis %%
Hoagland (Hoagland ve Arnon, 1950) besin
¢ozeltisinden 1’er litre uygulanmigtir. Asma
fidanlarinda gozler siirdiikten belirli bir siire
sonra yesil budama islemi gergeklestirilmis ve
daha sonra deneme tek siirgiinlii asma fidanlari
iizerinde ylirtitilmistiir.

NaCl ve Prolin Uygulamalari

Asma fidanlarmin  siirmesinden itibaren
yaklasik 6 hafta siiresince bitkilere herhangi bir
stres faktorii uygulamaksizin ¥ Hoagland besin
¢ozeltisi verilerek biiyiime ve gelismeleri
saglanmigtir. Bu siirenin sonunda tesadiifi
olarak secilen, yaklasik olarak 30 cm siirgiin
uzunlugu ve 8 - 10 adet yapraga sahip olan

homojen asma fidanlarinin besin
soliisyonlarma sulama sulariyla birlikte degisik
konsantrasyonlarda ~ NaCl  uygulanmustir.

Denemede bitkilere 0, 50, 100 ve 150 mM
NaCl uygulanmigtir. Uygulama konularinin
konsantrasyonlarmin hazirlanmasinda ¢oziicii
olarak %  Hoagland besin  ¢ozeltisi
kullanilmistir.  Kontrol bitkilerine sadece Y
Hoagland besin ¢ozeltisi verilmistir. NaCl
stresi uygulamasiyla es zamanli olarak bitki
yapraklarina 0, 5, 15 mM prolin uygulanmstir.
NaCl stresi uygulanan asma fidanlar1 stress
kosullarinda 5 hafta tutulmustur. Bes haftalik
NaCl + prolin uygulama siiresinin sonunda
bitkiler tizerinde fizyolojik ve biyokimyasal
analizler yapilmustir.

Hiicre Membran Stabilitesi

Hiicre membran stabilitesinin 6l¢timii Gadallah
(1995) yontemine gore yapilmisg olup kontrol,
tuz, prolin veya NaCl + prolin uygulamasi
yapilmis bitkilerden yaklasik olarak 1 g yaprak
diski alinarak 10 ml lik saf su iginde 24 saat
sireyle  calkalayicida 100 rpm de
tutulmuslardir. Daha sonra biitiin 6rneklerin
elektriksel  iletkenligi  (EC;  Electrical
Conductivity) otoklavlamadan énce EC metre
ile dlglilmistiir (EC;). Daha sonra ayn1 drnekler
120 °C de 15 dakika otoklavda bekletildikten
sonra, Ornekler oda sicakliginda sogutularak
ikinci defa orneklerin elektriksel iletkenlikleri

ol¢tilmiistiir (EC,). Hiicreden elektron sizmalari
(EL; electrolyte leakage) yiizde olarak
(ECy/EC; ) X 100 belirlenmistir.

Siirgiin Bilyiime Oram

Siirgiin  biilylime oran1  (SBO), uygulamanin
baslangicinda ve sonunda Olgiilen siirgiin
uzunluklarmin farkidir.

SBO = (Us- Uy) / (ts t,) formiilii kullanilarak
hesap edilmistir. (U, deneme sonundaki siirgiin
uzunlugu, U, deneme baslangicindaki siirgiin
uzunlugu, t;, son Ol¢iimiin yapildigr zamana
kadar gegmis olan zaman, t, ilk Ol¢limiin
yapildig1 zamana kadar ge¢mis olan zaman).

Klorofil Analizi

Omneklerin toplam klorofil miktarlari Arnon
metoduna (Arnon, 1949) gore belirlenmistir. 1
g asma yapragi tartilarak porselen havan
igerisinde 5 veya 6 ml % 80 lik aseton iginde
homogenize edildikten sonra hazirlanan
ornekler kaba filtre kagidindan 10 ml lik cam
tiiplere sliziilmiistir. Elde edilen siiziigiin
hacmi 10 ml oluncaya kadar %80 lik asetonla
tamamlanmis, spektrofotometrede (UV Visible
Shimadzu 1601) 645 ve 663 nm dalga
boylarinda 6lgiilmiistir. Orneklerin toplam
klorofil igerikleri asagidaki formiillere gore
hesaplanmigtir. Toplam klorofil (mg/g) =
(202A645 +802A663) (H/lOOO W) Esltllklerde
A, absorbans degerini; H, % 80’lik asetonun
son hacmini, W, ekstrakte edilen dokunun g
olarak yas agirligini gostermektedir.

Prolin Tayini

Prolin ekstraksiyonu ve miktarinin belirlenmesi
Bates ve ark., (1973)’larina gore yapilmistir.
Asit-ninhidrin karigimi renk maddesi olarak
kullanilmustir. 1.25 g ninhidrin 30 ml glasiyal
asetik asit ve 20 ml 6 M fosforik asit igerisinde
¢ozilmiistir. 1 g agirligindaki yaprak ornekleri
10 ml % 3’lik siilfosalisilik asit iginde
homojenize edilerek homojenat Whatman No:
2 filtre kagidindan gegirildikten sonra 2 ml lik
karistim 100 °C de 1 saat kaynatilarak,
reaksiyon buz igerisinde sonlandirilmustir.
Absorbans 515 nm’de toluen kontroliine karsi
okunmustur.  Standart  olarak  6nceden
hazirlanmis olan farkli konsantrasyonlardaki L-
Prolin soliisyonu kullanilmistir.

Lipid Peroksidaz Aktivitesi

Lipid Peroksidasyonu, thiobarbiturik asit
(TBA) reaksiyonuyla ortaya ¢ikan
malondialdehid (MDA) miktarma gore Heath
ve Packer (1968) metoduna gore olglilmiistiir.
Bu metoda gore 0.5 g 6rnek 3 ml % 10 Iuk
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trikloroasetik asit (TCA) i¢inde hazirlanan %
0.25 lik 2-thiobarbiturik asit (TBA) iginde
mortar ve pestle kullanarak homojenize
edildikten sonra, elde edilen karisim 95 °C’de
30 dakika kadar inkiibe edilmistir. Daha sonra
karisim hizlica buz igerisinde sogutulmus,
10,000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve
elde edilen supernatant 532 nm’de okunmus ve
olglimler spesifik olmayan 600 nm’deki
okumalardan ¢ikarilarak hata diizeltmeleri
yapildiktan sonra drneklerin MDA kapsamlari
‘extinction  katsayis’ 155 mM’'  cm’
kullanilarak hesaplanmustir.

Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Enzim ekstraklar1 igin, her bir uygulama
gruplarina ait 0.3 g taze asma yapragi sivi azot
igerisinde, 2mM Na-EDTA, ve %1 (w/v)
polyvinyl-polypirrolidone (PVP) igeren 50 mM
ik 2 ml soguk potasyum fosfat tampon
soliisyonu ile ezildi (Badiani ve ark., 1993;
Badiani ve ark., 1990). 4 °C ve 10,000 rpm’de
10 dk santrifiij edilen ekstraklar SOD, CAT,
POD, PPO ve protein analizlerinde kullanilmak
iizere -84 °C de muhafaza edildi. Orneklerin
¢Oziinebilir protein miktarlart bovin serum
albumin (BSA) standart egrisi kullanilarak,
Coomassie blue dye binding metodu (Bradford,
1976)’na gore Ol¢iilmiistiir.

SOD enzim aktivitesi, Chowdhury ve
Choudhury (1985) metoduna gore belirlenmis
olup, 3 ml lik reaksiyon karigimi 63 pl
nitroblue  tetrazolium (NBT), 13 mM
methionine, 0.1 mM EDTA, 50 mM fosfat
tampon ¢ozeltisi (pH 7.8), 20 ul enzim eksrakti
ve 0.3 mL riboflavin (1.3 uM) den olusmustur.
Test tlipleri 4000 liiksliik floresans lambasi
altinda 5 dakika bekletildikten sonra NBT deki
azalma oOrneklerin 560 nm’deki absorbans
degerinin  Olgiimii  ile belirlenmistir. CAT
aktivitesi, Chance ve Maehly (1955) metoduna
gore Ol¢iilmiistiir. Bunun i¢in 50 mM fosfat
tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) ve 25 pl enzim
ekstrakti  iceren 3  ml’lik  reaksiyon
karigimmdaki H,O, ayrismasi, 2 dk’lik bir
zaman araliginda, 240 nm’de 6lgiilen absorbans
degerindeki azalma ile belirlenmistir. POD
aktivitesi, Change ve Machly (1955) metoduna
gore iki dakikalik bir zaman dilimi igerisinde
guaiacol’un  oksidasyonunun 470 nm’de
oOl¢iilmesi ile belirlenmistir. Bunun igin enzim
¢ozeltisi, 20 ul guaiacol, 10 mM lik 960 ul P-
fosfat tampon ¢ozeltisi, 10 ul H,O, ve 10 ul
ekstraktan ~ olusmustur. PPO  aktivitesi
Zaubermann ve ark, (1991)’larma gére 4-metil
katesol substrat olarak kullanilmig ve 3 ml’lik
kiivet 0.2 ml enzim ekstrakti ve 10 mM’lik 2.8

ml 4-metil katesoldan (0.2 M fosfat ¢ozeltisi,
pH 6.3) olusmustur. Ayrica 6l¢iimde kullanilan
kor 3 ml 4-metil katesoldan olusmustur. 25 °C,
410 nm’deki artis 5 dakikalik siirede
kaydedilerek, absorbanstaki 0.001/d artig bir
enzim initesi olarak kabul edilmistir.

istatiksel Analiz

Deneme 3 yinelemeli olarak yiiriitiilmiis ve her
bir yinelemede en az 3 bitki kullanilmistir.
Denemede faktor olarak kullanilan farkli NaCl
ve prolin doz uygulamalar1 arasindaki farki
belirlemek icin elde edilen veriler varyans
analizine tabi tutulmus ve uygulamalar
arasindaki farkliliklart belirlemek igin LSD
(least significant test) testi (p < 0.05)
kullanilmustir. (SAS Institute Inc., 1995).

ARASTIRMA BULGULARI ve
TARTISMA

NaCl ve prolin uygulamalarma fizyolojik
tepkiler

Bitkiler canliliklar1 siiresince Kkarsilastiklar
kuraklik, yiiksek sicaklik ve tuzluluk gibi
abiyotik stress kosullarinda temel olarak hiicre
biitiinliigiinii koruma ¢abasi gosterirler. Bunun
icin morfolojik, fizyolojik, gelisimsel ve
molekiiler diizeyde bazi adaptasyon
mekanizmalart  gelistirirler  (Bray, 1997).
Arastirma sonuglari, artan diizeyde uygulanan
NaCl konsantrasyonlari, Siraz {iziimiiniin
yaprak hiicrelerinin zararlanma diizeyinde
(EL), hiicrelerin prolin ve MDA igeriklerinde
kontrol grubuna gore dnemli diizeyde bir artisa
sebep olurken, SBO ve klorofil kapsamlarinda
bir azalisa neden olmustur. Buna karsilik iki
farkli konsantrasyonda digsal olarak uygulanan
prolin dozlar1 farkli NaCl konsantrasyonlarinin
olumsuz etkilerini azalttigin1  gdstermistir
(Cizelge 1). Arastirmada 0, 50, 100 ve 150
mM’lik NaCl konsantrasyonlarinin uygulandigi
asma fidanlarindan alinan yaprak &rneklerinin
EL (%) degerleri sirasiyla 28.60, 37.00, 54.70
ve 88.30 olarak olgllmiistiir. En yiiksek EL
degeri, en yiiksek NaCl konsantrasyonunun
(150 mM) uygulandigi asma fidanlarinin
yaprak oOrneklerinde Olgiilmiistir (% 88.30).
Buna karsilik en diisiik EL degeri (% 28.60)
kontrol gruplarindaki bitkilerden 6lgiilmiistiir
Ayrica 15 mM’lik prolin konsantrasyonunun
etkinligi 5 mM’lik proline gore daha 6nemli
bulunmustur (Cizelge 1). Farkli NaCl ve prolin
uygulamalarmin SBO iizerine etkileri, ayni
uygulamalarm EL iizerine etkisine benzer bir
egilim gostermis fakat 150 mM’lik NaCl
uygulamalarimda prolin  dozlarmnin  etkisi
onemsiz bulunmustur. Arastirma sonuglarma
gore en yilksek klorofil diizeyi konrol + 15
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mM’lik prolin uygulamalarinda yer alan asma
fidanlarmin yaprak 6rneklerinde Slgiilmiisken,
en diisiik klorofil igerigine sahip bitkiler 150
mM’lik NaCl uygulamalarinda yer alan bitkiler
olarak belirlenmistir. Ayrica, 150 mM’lik NaCl
konsantrasyonu harig, diger NaCl dozlarini
igeren ortamlarda yetisitirilen ve 15 mM’lik
prolin uygulamasi yapilan bitkilerin klorofil
icerikleri ile kontrol gruplar1 arasinda 6nemli
fark berlirlenmis olup 15 mM’lik prolin
uygulamasinin  bitki yapraklarinin  klorofil
miktarlarmin korunmasi iizerine olumlu etkisi
acikca ortaya konmustur. (Cizelge 1).
Aragtirmada 150 mM NaCl + prolin
uygulamalarinin digindaki diger tuz ve prolin
uygulamalarma ait bitkilerin prolin igerikleri
arasindaki fark 6nemli bulunmustur. En yiiksek
prolin 50 mM NaCl + 15 mM prolin
uygulamasindaki bitkilerden alman yaprak
orneklerinde dlgiilmiistiir (1.46 pmol g fwt).
Buna ek olarak artan tuz stresine karsilik

bitkilerdeki prolin  birikimlerinde 6nemli
azaliglar oldugu belirlenmistir (Cizelge 1).
Arastirma sonuglarina gore, NaCl

konsantrasyonu artik¢a bitki hiicrelerindeki
stresin bir gostergesi olarak kabul edilen
thiobarbiturik asit (TBA) reaksiyonuyla ortaya
¢itkan MDA miktarinda da onemli diizeyde
farkliliklar belirlenmistir. 15 mM’lik prolinin
olumlu etkisi 50 mM’lik NaCl stresinin
uygulandigi grupta yer alan bitkilerde daha
agik gorilmiistiir. Fakat artan NaCl stresine
paralel olarak prolin uygulamalarinin MDA
olusumunun azaltilmasi  i{izerine etkileri
arasindaki fark nemsiz bulunmustur (Cizelge
1). Bitkilerin hiicresel diizeyde MDA, H,0,
kapsamlart ve EL seviyeleri oksidatif stresin
sonucu  olarak  hiicrelerin  zararlanma
seviyelerini yansitir (Dhinsa ve ark., 1981).
Arastrmada Olgiilen fizyolojik parametreler
birlikte degerlendirildiginde, artan NaCl stresi
kosullarinda 110R anaci iizerine asili Siraz
lizlimiiniin yaprak hiicrelerinin zararlanma
diizeyinde (EL), prolin ve MDA igeriklerinde
kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde bir artisa
sebep olurken, SBO ve klorofil kapsamlarinda
da bir azalisa neden olmustur. Buna karsilik iki
farkli dozda digsal olarak uygulanan prolinin
farkli seviyelerdeki NaCl stresinin olumsuz
etkilerini azalttigmni gostermistir (Sekil 1). Bu
arastrmanin sonuglarma paralel olarak farkl
bitki tiirlerinde abiyotik stres faktorlerinin
hiicrede prolin birikimine, MDA
konsantrasyonu ve EL oraninda artisa, bitki
biiyiimesinde ise bir durgunluga ve klorofil
miktarinda azalisa sebep oldugu daha onceki
birgok arastirmada rapor edilmistir (Ehsanpour

ve Fatahian, 2003; Woodward ve Bennett,
2005; Sairam ve ark., 2005; Kaya ve ark.,
2007; Ozden ve ark., 2009).

NaCl ve prolin uygulamalarina
biyokimyasal tepkiler

Normal biiylime kosullar1 altinda, bitkilerin
sahip olduklar1 antioksidatif sistemler bitki
hiiclerinde normal olarak olusan serbest
radikallerin detoksifikasyonu igin yeterlidir.
Fakat bitkiler stres kosullar1 altinda enzimatik
savunma sistemlerini de aktif hale getirir
(Hideg, 1997). Bu arastirmada, Siraz asma
fidanlarmin ~ gelismelerinin ~ belirli ~ bir
asamasinda farklt NaCl stres seviyeleri ve
prolin uygulamalarina gdstermis olduklar
enzimatik (SOD, CAT, POD ve PPO) tepkiler
ol¢tilmiistiir (Cizelge 2). Genellikle antioksidan
enzim aktiviteleri stres kosullarinda artmakta
ve bazi durumlarda bitkilerin stres faktorlerine
tolerans diizeyi ile enzim aktiviteleri arasinda
pozitif bir korelasyonun oldugu belirtilmektedir
(Ozden ve ark., 2009). Bu arastirmada da SOD
enzim aktivitesi artan NaCl stresine paralel
olarak artmig fakat 150 mM’lik NaCl stresinde
SOD aktivitesi diigmiistiir. Ayrica arastirmada
kullanilan  prolin  dozlari, NaCl  stresi
uygulanmayan kontrol bitkilerinin  ve 50
mM’lik NaCl stresi uygulanan bitkilerinin
SOD aktivitesini artirirken, benzer artig 100 ve
150 mM’lik NaCl stresi altindaki bitkilerde
belirlenmemistir. Kisaca, arastirmada
kullanilan prolin dozlarmm SOD aktivitesi
iizerine kismi bir etkisi goriilmiis fakat bu
olumlu etki artan NaCl stresiyle birlikte 6nemli
bulunmamistir (Cizelge 2). Benzer bir egilimle
CAT ve POD aktiviteleri artan NaCl stresine
bagli olarak artmis, fakat prolin dozlarinin
enzim aktiviteleri tizerine olumlu etkisi kismi
seviyede kalmis ve istatistiksel olarak onemli
bulunmamistir. PPO  aktivitesi  stressiz
kosullarda 24.90 Umg protein” olarak
olgiilmiisken, 5 ve 15 mM’lik prolin uygulanan
bitkilerden alinan yaprak orneklerindeki PPO
aktivitesi sirasiyla 26.00 ve 24.00 Umg protein”
' olmustur. Daha sonra artan NaCl stresine
bagli olarak PPO aktivitesi artmis ve en yiiksek
PPO aktivitesi en yiksek NaCl stresi
uygulanan (150 mM NacCl) bitkilerin yaprak
orneklerinde kaydedilmistir. Daha sonra farkli
NaCl stresi + prolin uygulanmis bitkilerin PPO
aktivitelerinde bir azalma kaydedilmistir. PPO
aktivitesindeki bu diislis prolinin biyokimyasal
etkisiyle iligkili olabilir. Prolin dozlarinin bu
etkisi NaCl stres seviyeleri arasinda Onemli
bulunmamistir (Cizelge 2). Ozellikle NaCl ve
kuraklik gibi abiyotik stres kosullarinda bitki
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hiicrelerinde farkli diizeyde prolin birikiminin
bitki tiirline, bitkinin gelisim asamasina, stresin
seviyesi ve siiresine bagli oldugu rapor
edilmistir (Delauney ve ark., 1993; Kohl ve
ark., 1991). Prolinin serbest radikallerin
detoksifikasyonundan  sorumlu  sistemlerin
mekanizmasi, proteinlerin, zarlarm ve hiicresel
yapilarin  ve fonksiyonlarinn  korunmasi
iizerine etkili oldugu belirtilmektedir (Bohnert
ve Shen, 1999). Bu arastirmada da prolinin
NaCl stresinin olumsuz etkilerini ortadan

kaldirma veya azaltmadaki olumlu etkileri
fizyolojik ve  biyokimyasal analizlerle
belirlenmistir. Sonu¢ olarak uygulamasinin
pratik olusu, hem dayniklilig1 arttirmada hem
de stres kosullarinda 1iyilestirici etkilerinin
yaninda diger kimyasallara gére ucuz ve gevre
dostu olmasi prolinin kullanilmasini 6nemli
kilmaktadir. Fakat ileriki arastirmalarda, stres
faktoriine, siddetine ve siiresine bagli olarak
kullanilacak prolin dozu esik degerinin liziim
gesitleri i¢in belirlenmesi gerekmektedir.

Cizelge 1. 110R Anaci Uzerine Asili Siraz Uziim Cesidinin NaCl ve Prolin Uygulamalarina

Fizyolojik Tepkileri.
UYGULAMALAR

NaCl Prolin EL SBO Klorofil Prolin MDA
(mM)  (mM) (%) (cm) (mg g (umol g (umol g

fwt) fwt)

0 0 28.60¢, 0.63bc 5.634c 0.13; 5.00¢

28.00¢, 0.66bc 6.45, 1.104 5.10¢

15 24.80, 0.93a 6.62, 1.39, 7.11¢

50 0 37.004 0.384¢ 6.274 1.054 17.00,
50 34.404, 0.534 6.40,, 1.25, 15.084
50 15 30.80; 0.77, 6.53, 1.46, 12.23,
100 0 54.70, 0.30¢ 5.17 0.23, 25.05,
100 5 31.00¢ 0.444. 6.014 0.32¢ 22.04,
100 15 26.60g 0.464 6.21 0.59. 20.01,
150 0 88.30, 0.15¢ 1.80¢ 0.15; 25.09,
150 5 70.10, 0.20¢ 2.16¢ 0.17, 20.03,
150 15 67.10, 0.30¢ 3.12, 0.17, 23.00,

*Ayni1 harf grubuna giren ortalamalar arasindaki fark p <0.05 seviyesinde 6nemli

degildir.
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Sekil 1. 100 mM’hk NaCl Igeren Ortamda Yetistirilen ve Prolin Uygulanmis
Siraz Asma Fidanlart.

" i 1

7

Kontrol A (© 1.
*A: 100 mM NaCl + 0 mM Prolin; B: 100 mM NaCl + 5 mM Prolin;
C: 100 mM NaCl + 15 mM Prolin uygulamalar1 yapilmis Siraz asma fidanlart.

Cizelge 2. 110R Anaci Uzerine Asili Siraz Uziim Cesidinin NaCl ve Prolin Uygulamalarina

Biyokimyasal Tepkileri.

UYGULAMALAR SOD CAT POD PPO
NaCl Prolin (Umg (umol H,O,  (umol gdhp (U mg protein’
(mM) (mM) Protein®)  mgprotein’  mg protein™ N

dk™ dk™
0 0 5.00q4c 13.904, 13.90, 24.90,
0 5 521 15.10, 10.904, 26.00,
0 15 5.20¢ 15.11, 10.304, 24.00,
50 0 5.20¢ 15.00¢ 9.974c 18.00,
50 5 5.404, 15.13, 10.104, 17.90.
50 15 6.00, 15.10, 10.90¢ 16.10,
100 0 5.404, 15.12, 11.30 23.10,
100 5 5.504, 18.00, 10.304, 18.00,
100 15 5.004. 14.094, 10.704, 18.00,
150 0 5.30¢ 14.14 11.804 35.00,
150 5 4.904. 14.134 10.004, 18.00,
150 15 4.604 13.004 9.404 17.00,

*Ayni1 harf grubuna giren ortalamalar arasindaki fark p <0.05 seviyesinde 6nemli
degildir.
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