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Ozet. Akdeniz her dem yesil sklerofillerinden Laurus nobilis L. (defne) fidelerinde prolin uygulamasmn, kuraklik
toleransinin uyarilmasi ve hormon igerigi tizerindeki etkileri yari-kontrollii sera kosullarinda calisilmustir. Bir aylik
fidelerin yaris1 kontrol grubu olarak tarla kapasitesinde sulanmus, diger yarisi ise 5 ay boyunca su eksikligine (tarla
kapasitesinin %25‘1) maruz birakilmis ve her iki gruba da disaridan prolin uygulanmustir. Yaprak ozmotik potansiyeli
kontrol grubu fidelerinde -1.5 MPa degerlerinde iken, su stresi kosullarinda prolin uygulamas: ile daha negatif
ozmotik potansiyel degerleri (-2.53 MPa) 6l¢ililmiistiir. Su stresi kosullarinda fidelere prolin uygulamas ile yaprak
PSII fotokimyasal etkinliginin arttig1, taze agirlik ve bagil su igeriginin korundugu ve fidelerin hayatta kalma oraninin
(%52) yiikseldigi belirlenmistir. Su stresi, defne fidelerinde igsel indol-3-asetik asit (IAA), zeatin (Z) ve giberellik
asit (GA3) igeriginde azalmaya, absisik asit (ABA) igeriginde ise artisa neden olmustur. Su stresi kosullarinda
fidelere yapilan prolin uygulanmasmin, yalniz IAA igeriginde artisa neden oldugu, fakat Z ve GA3 igeriginde
kuraklik etkisi ile olusan azalmayi degistirmedigi belirlenmistir. Su stresi kogullarimin ABA birikimini uyardig: fakat
ayn1 kosullar altinda fidelere yapilan prolin uygulanmasinin ABA miktarindaki artig1 baskiladigr belirlenmistir. Elde
edilen veriler, defnenin fide doneminde prolin uygulamas: ile kurakliga toleransini uyarilabildigini ortaya
koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Su eksikligi, Laurus nobilis, Fitohormonlar, Su potansiyeli, Kuraklik

Effects of Proline Treatment on Inducing Drought Tolerance of Laurel Seedlings

Abstract. The effects of proline treatment on inducing drought tolerance and phytohormone content of
Mediterranean evergreen sclerophyll Laurus nobilis L. (laurel) were studied in semi-controlled
greenhouse conditions. Half of the one-month-old seedlings were subjected to water deficit (25 % of field
capacity) during 5 months and other half was irrigated regularly at field capacity and served as controls.
Both groups treated with proline. While leaf osmotic potential reached to -1.5 MPa in control group,
proline treatment under drought stress led to more negative values (-2.53 MPa) in seedlings. An
enhancement in the photochemical efficiency of PSII, maintaining fresh weight and relative water content
and increase in survival capacity of seedlings (%52) were recorded by the effect of proline treatment
under drought stress conditions. The phytohormones indole-3-acetic acid (IAA), zeatin (Z) and giberellic
acid (GA3) contents of leaves were lower as compared to control ones, while abscisic acid (ABA) was
higher under water stress conditions. Under same conditions only IAA content was increased but Z and
GA; contents were not changed by proline treatment. Although drought conditions induced ABA
accumulation in leaves proline treatment suppressed high level ABA accumulation under same
conditions. The data indicate that proline treatment in seedling stage may induce drought tolerance of
laurel plants.
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1. GIRIS

Kuraklik, diinya c¢apmda bitki biiylimesi ve verimine zarar veren Onemli g¢evresel
kisitlayicilardan birisidir [1]. Ozellikle Akdeniz iklimi, su ve sicaklik degisiminde énemli bir
mevsimsellik gosterir. Yaz boyunca sicaklik yiiksek, yagis minimum diizeydedir. Kuru, sicak ve
bulutsuz yaz mevsimi nedeniyle meydana gelen yiiksek buharlasma, lokal flora i¢in su stresinin
en yogun gerceklestigi periyottur [2]. Bitkiler ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal
mekanizmalariyla su eksikligine yanit verebilir ve kurakliga tolerans gosterebilirler. Bitkilerin su
stresi ve diger abiyotik stres kosullarinda énemli ozmolitlerden biri olan prolini biriktirdigi ve
bdylece turgorun devammi ve dehidrasyon siirecinde proteinlerin korunmasimi sagladigi
bilinmektedir [3]. Fitohormonlar ise strese karsi olusturulan yanitlar1 diizenlemede kritik rollere
sahiptirler. Kurakliga maruz kalan bitkilerde, ¢esitli aklimasyonlar1 (alisma) tetikleyici ana
endojen sinyallerden biri olarak, absisik asit (ABA) dikkat ¢cekmektedir [4]. Bununla birlikte, su
stresi altinda bitki bliylime ve gelismesini uyaran ana hormonlar olan gibberellik asit (GA3),
zeatin (Z) ve indol-3-asetik-asit (IAA) icerikleri ve sinyal etkilesimleriyle ilgili ise geliskili

raporlar mevcuttur [5-8].

Laurus nobilis L. (defne), yavas biliyliyen Akdeniz bolgesi vejetasyonunun bir liyesidir.
Her dem yesil, 15-20m’ye kadar boylanabilen agag¢iklar olarak tanimlanan defnenin Tirkiye’de
yayilis alan1 Hatay’dan Karadeniz’e kadar olan kiy1 bdlgelerini kapsamaktadir. Onemli aromatik
bir bitki oldugundan, yas yada kuru defne yapraklar1 baharat ve bitki ¢ay1 olarak yaygin olarak
kullamlmaktadir. Ayrica defne yaprak ve tohumlarindan elde edilen ugucu yaglar kozmetik ve
tibbi amaglarla {ilkemiz ve diinyada kullanilmaktadir. De Lilis [9] defnenin kurakliga toleransli
bir tiir oldugunu, fakat gen¢ fidelerin gelisimlerinin erken safhalarinda kurakliga karsi hassas
oldugunu rapor etmistir. Bu durum 6zellikle hizla yok olan dogal defneliklerin yerine, yeni defne
iiretim alanlar1 olusturulmasinda sahaya aktarilan fidelerin hayatta kalma oraninda Onemli
kayiplara neden olmaktadir. Anadolu’nun kuzey ve bati kiyilarinda tahrip olmus arazilerin
yeniden agaglandirilmasi ve ticari defne iiretiminde artis saglanmasi amaciyla, kurakliga
dayanikli potansiyel geng¢ fidelerin araziye aktarilacaklar1 doneme kadar fideliklerde kuraklik

kosullarna toleranslarinin uyarilmasi yasama sansini artirabilir.

Bu caligmada serada yetistirilen fidelere prolin uygulamasmin kuraklik toleransinin
uyarilmasi ve yaprak hormon igerigi lizerindeki etkilerini incelemek amaglanmistir. Bu amagla,
kontrol ve su stresi kosullarinda, prolin uygulanmis ve uygulanmamis defne fidelerinde; yaprak

ozmotik potansiyeli ve PS II fotokimyasal etkinligi, yas agirlik, bagil su igerigi ve fitohormon
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iceriklerinin degisimleri (absisik asit, gibberellik asit, zeatin ve indol-3-asetik-asit)

belirlenmistir.
2. MATERYAL METOT

Defne fideleri, tiip harct mil: torf: orman topragi: organik giibre: kum (3:3:2:2:0.5)
karigimindan olusan homojen toprakla doldurulmus 1.0 1 plastik saksilarda ¢imlendirilmis ve
yetistirilmistir. Ege Ormancilik Arastirma Enstitiisii Fidanligi’nda (Urla-izmir) yari-kontrollii
kosullar ve dogal fotoperiyod altinda biiyiitiilen 1 aylik fidelerin yarisi diizenli olarak tarla
kapasitesinde sulanmis ve kontrol grubu olarak kullanilmistir. Fidelerin diger yarisi ise 5 ay
boyunca su eksikligine (tarla kapasitesinin % 25’1 ) maruz birakilmistir. Kontrol grubunda ve su

eksikligi grubunda yer alan bitkiler ikiye ayrilarak 1uM prolin uygulamasi yapilmustir.

Fidelerin yasama yiizdesi, her deney grubunda yer alan 100 fideden 6 ay sonunda
canliigmi muhafaza edenlerin sayilmasiyla belirlenmistir. Yapraklar hasat edilmeden,
Fotosistem II’ nin giin ortasi fotokimyasal etkinligi (Fv/Fm) 30 dk boyunca karanliga adapte
edilmis oOrneklerde bitki fotosentetik etkinlik analizérii (Hansatech, UK) ile Olglilmiistiir.
Fidelerde, yaprak ozmotik potansiyeli ise terminal siirgiinler kullanilarak Scholander basing
cihazi ile Olglilmistiir. Yas agirliklart tartilan (YA) yapraklar bagil su igerigi (RWC, %)
degerlerinin belirlenmesi i¢in bir gece +4 °C bekletildikten sonra tartilarak turgorlu agirliklar:
(TO) belirlenmistir. Ayn1 yapraklar 48 saat boyunca 70+1 °C etiivde tutulduktan sonra tartilarak
kuru agirliklart (KA) belirlenmistir. RWC (%) degerleri Ekanayake ve ark. [10] yonteminde

belirtilen formiille hesaplanmistir.

RWC = [(YA- KA) / (TO- KA)] x 100

Fitohormonlarin (IAA, Z, GAs ve ABA,) ekstraksiyonu ve saflastiriimasi Atici ve ark.
[11] tarafindan tanimlanan yonteme gore yapilmistir. Hormon igerigi izokratik sistem
kullanilarak, Waters 600 pump (Waters, Hicrom Ltd. Uk); ultraviyole dedektor (Unicam
Analytical Systems, Cambridge, UK) ve pBondapak C18 kolon bulunan Yiiksek Performansli
Sivi Kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir. Mobil faz olarak asetonitril (12%; pH 4.98)
kullanilmustir. Akis hiz1 2 ml dk™', basing 2000 psi ve dalga boyu 265 nm olarak segilmistir. Saf
standartlar kullanilarak GAs, Z, IAA ve ABA retensiyon zamanlar1 sirasiyla; 2.85, 3.88, 7.17
and 22.21 dakika olarak saptanmustir. Ug tekrarli yapilan denemelerde elde edilen veriler SPSS
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(16.0) programu kullanilarak ANOVA testi ile degerlendirilmis (Ortalama + Standart Hata) ve
uygulamalar arasmdaki fark LSD testi ile p>0.05 diizeyinde karsilastirilmisgtir.

3. SONUCLAR VE TARTISMA

Defne bitkileri, arazi kosullarma aktarildiklarinda 6zellikle fide asamasinda su eksikligi
stresinden oldukga etkilenmektedirler. Bu c¢alismada serada yetistirilen fidelerde prolin
uygulamasimin kuraklik toleransinin uyarilmasi ve yaprak hormon igerigi {izerine -etkileri
incelenmistir. Yari-kontrollii sera kosullarinda yetistirilen 6 aylik defne fidelerinde, kontrol ve
prolin uygulanmis bitki yapraklarma ait ozmotik potansiyel verileriyle, orta diizeyde su stresi
degerleri belirlenmistir (-1.5 MPa). Buna karsin su stresine maruz birakilan bitkilerde ozmotik
potansiyel degerinin 6nemli oranda diisiis gosterdigi (-2.3 MPa) ve aynmi kosullarda yetistirilen
bitkilere prolin uygulanmasinin ise ozmotik potansiyelin daha negatif degerlere (-2.53 MPa)

ulagsmasin sagladigi belirlenmistir (Sekil 1).

Su stresi +
Kontrol Prolin Su stresi Prolin
O _
=
2.-0,5 -
2
< 11
.Z}
E’ -1,5
=
N
& 2
=
e-2,5 -
g
o -3

Sekil 1. Kontrol ve su stresi kosullarinda prolin uygulamasinin defne fidelerinin ozmotik potansiyeli (MPa) {izerine
etkileri. Bir aylik fidelerin yarist diizenli olarak tarla kapasitesinde sulanmus ve kontrol grubu olarak kullanilmustir.
Fidelerin diger yaris1 ise 5 ay boyunca su eksikligine (tarla kapasitesinin % 25’i) maruz brrakilmistir. Kontrol
grubunda ve su eksikligi grubunda yer alan bitkilere 1uM prolin uygulamasi yapilmistir. Sonuglar 4 tekrar ortalamasi
+ Standart hata olarak belirtilmis ve LSD testi ile p<0.05 diizeyinde karsilastirilmustir.

Fotosistem II’nin potansiyel kuantum etkinligini yansitan Fv/Fm orani fotosentetik
etkinligin hassas bir indikatoridiir [12]. Fv/Fm oram uygulamalar arasinda Onemli fark
gostermezken, kuraklik kosullarinda fidelere prolin uygulanmasi fotosentetik aktivitenin artigina

(%28) neden olmustur (Sekil 2).
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Sekil 2. Kontrol ve su stresi kosullarinda prolin uygulamasimn defne yapraklarinda PS II fotokimyasal etkinligi
(Fv/Fm oram) lizerine etkileri. Agiklamalar Sekil 1°de verilmistir.

0,025 -

0,02

o
o
—
(@]

0,01

Taze agirhk (g)

o
o
S
o

Kontrol Prolin Su stresi Su stresi +
Prolin

Sekil 3. Kontrol ve su stresi kosullarinda prolin uygulamasinin defneyapraklarinin taze agirligy lizerine etkileri.
Agiklamalar Sekil 1°de verilmigtir.

Su stresi bitkilerde biiylimeyi inhibe eden 6nemli bir faktordiir. Su stresi uygulanan
fidelerde taze agirlik kontrole gére 6nemli diizeyde azalmasina ragmen, prolin uygulamasi su
stresi grubunda taze agirligin korunmasina neden olmustur (Sekil 3). Kontrol kosullarinda prolin
uygulamasi bagil su igeriginde 6nemli fark yaratmazken, kuraklik su igeriginin %82 degerine
kadar diismesine neden olmustur. Aym kosullardaki fidelere prolin uygulanmasinin bagil su
icerigini (%84) artirdig1 belirlenmistir. Bu sonuclar 1s18inda fidelere tarla kapasitesinin %25°1
kadar sulama yapilmasinin, kurakliga toleransli oldugu bildirilen defne bitkisi [9] icin siddetli

stres kosulu olusturmadigi ileri siiriilebilir (Sekil 4).
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Su stresi ve prolin uygulamasinin sera kosullarinda yetistirilen defne fidelerinde énemli
fizyolojik degisikliklere neden oldugu gozlenmistir. Kuraklik kosullar altinda bitkide agirlik
azalmasinin, stres etkisiyle sentez reaksiyonlarinda olusan inhibisyonun ve turgor kaybinin
sonucu oldugu bilinmektedir [13]. Fakat su stresine maruz birakilan bitkilere prolin
uygulamasinin, fidelerde agirlik artigina yonelik pozitif etkisi, prolinin bitkinin stres kosullarinda
hasarlarmi engelleyici etkisini ortaya koyan caligmalarla uyumlu bir sonuctur [14]. Kuraklik
tolerans1 gosteren bitkiler daha negatif ozmotik potansiyel dolayisiyla daha diisiik su potansiyeli
degerlerine sahiptirler [15]. Defne bitkisinde daha 6nce rapor edilen ¢alismalarda disiik su
potansiyeli degerlerinin kuraklik toleransini artirmada ve yiiksek fotosentetik performans

gosterilmesinde etkili oldugu bildirilmistir [16].

Calismamizda su stresi kosullarinda prolin uygulamasi sonucu yapraklarda diisiikk su
potansiyeli degerlerine ulasilmasi (Sekil 1), fidelerde kurakliga aligmanin bir gostergesidir
[16,17]. Bu sonuglar prolinin ozmotik potansiyele katkisinin; bitkide bagil su iceriginin (Sekil 4)
ve fotosentetik performasin (Sekil 2) korunmasinda ve boylece fidelerin stres kosullarinda

hayatta kalmasina katki saglamada 6nemli roliinii ortaya koyan raporla uyumludur [18, 19, 20]

89 ~
88 -
87 A
86 -
85 A
84 -
83 A
82
81 A
80 -
79 A
78 -

7

RWC (%)

Kontrol Prolin Su stresi Su stresi +
Prolin

Sekil 4. Kontrol ve su stresi kosullarinda prolin uygulamasinindefne yapraklarinda bagil su igerigi (RWC, %) tizerine

etkileri. Agiklamalar Sekil 1°de verilmistir.

Elde edilen sonuglar, Akdeniz ikliminin toleransli odunsu tiirlerinin, diisiik

seviyeli yaprak su potansiyeli ve fotokimyasal verimde yalnizca diisiik bir azalma gostererek su
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kithigin1 kontrol edebildigini gdsteren [17] ve prolinin stres toleransini artirmadaki roliinii ortaya

koyan ¢aligmalarla da paraleldir [18, 19].

Tarla kapasitesinde sulanan kontrol fidelerine disaridan prolin uygulanmasi 1AA
iceriginin %88 oraninda azalmasina neden olurken, stres kosullarinda fidelere prolin uygulamasi
oksin miktarin1 kontrole gore yaklasik 2 kat artirmigtir (Sekil 5A). Su stresi altinda IAA
iceriginin azalmadigi farkli ¢calismalarla ortaya konmustur [21, 6] ve sonuglarimizla uyumludur.
Buna karsmn prolin uygulamasinin su stresi kosullarinda igsel IAA miktarimin artisina neden
olmasi, yliksek bagil su igerigi ve hormonlarin birbirleriyle korelasyonu ile iliskilendirilebilir
[22]. Abiyotik stres kosullarinda [AA roliiniin kismen ABA-IAA sinyal iletim yolu g¢apraz-
etkilesimiyle diizenlendigini [23] bildirilen ¢alismalar bulunmasina karsin bu etkilesimde

transkripsiyonel, metabolik veya sinyal diizeyinde prolinin rolii heniiz net degildir.
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Sekil 5. Kontrol ve su stresi kosullarinda prolin uygulamasinin defne yapraklarinda indol-3-asetik asit (IAA-A),
Zeatin (Z-B), giberellik asit (GA3-C) ve absisik asit (ABA-D) {izerine etkileri. A¢iklamalar, Sekil 1’de verilmistir.

Kontrol kosullarinda prolin uygulanan ve uygulanmayan érneklerde zeatin igerigi dnemli
farklilik géstermemesine karsin, su stresinin bu hormon igeriginde %78 azalmaya neden oldugu
ve prolin uygulamasinin zeatin miktarmmda degisimi uyarmadigi belirlenmistir (Sekil 5B).

Kontrol kosullarinda prolin uygulamasi1 GA3 miktarmin kontrole gore 7,8 kat azalmasina neden
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olmustur. Su stresi GAj; igeriginin kontrole gore yaklasik 2 kat azalmasina neden olurken,
disardan prolin uygulamasinin kurak kosullarda bu hormonun igeriginde 6nemli etkisi olmadigi
belirlenmistir (Sekil 5C). Kuraklik kosullarinda defne fideleri yapraklarinda Z ve GA; igeriginde
azalma meydana getirdigi ve prolin uygulamasinin bu hormon miktarlarindaki degisimi
etkilemedigi belirlenmistir. Bu sonuglar, Z ve GA; igeriklerindeki azalmanin, ¢evresel stresle
uyarilan igsel ABA miktarindaki artisla iliskili olarak diizenlendigi hipotezini desteklemektedir

[22, 24].

Kontrol kosullarinda yapilan prolin uygulamasinin, bitki bilyiime ve gelismesini inhibe
eden ve stres hormonu olarak bilinen absisik asit miktarinda 6nemli degisime neden olmadig:
(p<0.05) belirlenmistir. Fakat su stresi kosullarinda defne fideleri yapraklarinda kontrole gore
ABA igeriginin 4 kat arttig1 ve aymi kosullardaki fidelere digaridan prolin uygulanmasinin
kontrole géore ABA miktarinin 1,5 kat artmasina neden oldugu belirlenmistir (Sekil 5D). Absisik
asit, bitkinin su stresinden korunmasiyla iligkili genlerin indiiksiyonu ve stoma kapanmas1 gibi
etkileri olan, bir stres hormonudur [25]. Kuraklik kosullarinda diisiik su potansiyeline (-2,5 MPa)
erisilmesi ABA seviyesindeki artigi belirten c¢aligmalarla uyumludur [5]. Stres kosullarinda
yetistirilen ve prolin uygulanan bitkilerde ABA miktarmin kontrole gore yiiksek, fakat tek bagmna
su stresine maruz birakilan bitkilere gore diisiik olmasi sonucu, fidelerde biiyiime ve gelisme

yanitlariin korunmasinda prolinin 6nemli oldugu savini destekler niteliktedir [22].
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Sekil 6. Kontrol ve su stresi kosullarinda prolin uygulamasinin defne fidelerinde yasama orami iizerine etkileri.
Agiklamalar Sekil 1°de verilmigtir.
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Tarla kapasitesinde sulama yapilan fidelerde yasama oraninin (hayatta kalma orani)
prolin uygulamasindan bagimsiz olarak %64-72 arasinda ger¢eklestigi gézlenmistir. Buna karsin
tarla kapasitesinin %25°1 oraninda sulanarak su stresi kosullarinda biiyiitiilen defne fidelerinde
yasama orani %30 seviyesine diismiistiir. Ay stres kosullarinda yetistirilen fidelere yapilan
1uM prolin uygulamasinin ise fidelerin yarisindan fazlasinin (%52) yasamasinda etkili oldugu
belirlenmistir (Sekil 6). Bu sonug, disaridan prolin uygulamasi ile fidelerde kuraklik toleransinin
artirlldigina iligkin 6nemli bir veri sunmaktadir (Sekil 6). Defne fidelerinin kuraklik stresine
toleransinin artirtlmasinda prolinin etkisi, bu amino asitin bir ozmolit [14] ve serbest radikallerin
detoksifiye edilmesinde etkin bir antioksidant olmasi [26-28] ozellikleriyle iligkilendirilebilir.
Tiim veriler birlikte degerlendirildiginde, defne fidelerinde kurakliga toleransin uyarilmasinda,

disardan prolin uygulamasinin énemli bir rol oynadig1 belirlenmistir.

Tesekkiir: Bu calisma Tiirkiye Cumhuriyeti Cevre ve Orman Bakanlig1 ve Ege Ihracatgilar
Birligi (15.6102) tarafindan desteklenmis ve fitohormon analizleri Prof. Dr. Peyami Battal ve

ekibi (Yiiziincii Y1l Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii) tarafindan yapilmistir.
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