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OZET

PROLIN ON UYGULAMASININ KURAKLIK STRESI KOSULLARINDAKI
KARACAM TOHUMLARININ CIMLENMESi UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Tiim canlilar i¢in vazgeg¢ilmez bir ekosistem olan ormanlar, son yillarda kiiresel 1sitnma
ve kuraklik nedeniyle ciddi baski altindadir. Karagam kurakliga olan dayaniklilig1 ve
diisiik ekolojik istekleri nedeniyle iilkemizde agaglandirma ¢alismalarinda kullanilan
en Onemli tiirlerden biridir. Prolin, bitkilerde strese karsi tolerans arttirici, antioksidan,
ozmolit ve sinyal molekiilii olarak gorev yapabilir. Bu ¢alismada, disaridan prolin
uygulamasinin kuraklik stresine karst ¢imlenme asamasindaki etkileri arastirildi.
Cimlenme esnasinda kullanilacak kuraklik siddeti tespit edildi. Karagam tohumlar
belirli konsantrasyonlarda (kontrol, 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM ve 10 mM) prolin
soliisyonu igeren petri kaplarina ekildi. EKimden yedi giin sonra ¢gimlenme ortamina
kuraklik stresi uygulandi. Cimlenme periyodunun sonunda elde edilen 6rneklerde
¢imlenme hizi, ¢cimlenme orani, kok boyu uzunlugu, taze agirlik, nisbi su igerigi, lipid
peroksidasyonu, hidrojen peroksit, prolin igerigi ve bazi antioksidan enzim aktiviteleri
(SOD, CAT, GPX ve APX) ol¢iildii. Calisma ile ulasilan bulgular incelendiginde
belirli bir konsantrasyonda disardan uygulanan prolinin (1 mM) kuraklik stresine kars1

¢imlenmeyi tesvik ederek biiyiime ve gelismeyi arttirdigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Prolin, karagam, ¢imlenme, kuraklik stresi, antioksidanlar



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF PROLINE PRE-TREATMENT ON
GERMINATION OF BLACK PINE SEEDS UNDER DROUGHT STRESS

Forests, which are essential ecosystems for all living things, are under severe pressure
from global warming and drought in recent years. Black pine is one of the most
Important species used in afforestation activities in our country due to its drought
resistance and low ecological demands. Proline can act as a stress tolerance enhancer,
antioxidant, osmolyte, and signal molecule in plants. In this study, the effects of
exogenous proline treatment against drought stress during germination were
investigated. The drought severity to be used during germination was determined.
Black pine seeds were planted in petri dishes containing different concentrations of
proline solution (control, 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 5 mM and 10 mM). Drought stress
(15% PEG) was applied to the germination medium seven days after planting.
Germination speed, germination rate, root length, fresh weight, relative water content,
lipid peroxidation, hydrogen peroxide, proline content, and some antioxidant enzyme
activities (SOD, CAT, GPX, and APX) were measured in the samples obtained at the
end of the germination period. When the findings of the study were examined, it was
determined that exogenous proline treatment at a certain concentration (1 mM)
increased growth and development by promoting germination against drought stress.

Keywords: Proline, black pine, germination, drought stress, antioxidants
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1 GENEL BILGILER

1.1 Giris

Ormanlar gezegenimizde yasamin siirdiiriilebilirligi i¢in vazgeg¢ilmez bir unsurdur.
Birgok flora ve fauna gesitliligini igermesinin yani sira bulundugu cografyanin iklimini
ve toprak oOzelliklerini degistirmesiyle de ormanlar 6nemini ortaya koymaktadir.
Ormanlar, diinyanin karasal biyolojik gesitliliginin ¢ogunu barindirir. Amfibi tiirlerin
yiizde 80'1, kus tiirlerinin yiizde 75'i ve memeli tiirlerinin yilizde 68'i i¢in habitat ortami1
saglar (FAO ve UNEP, 2020). Biyolojik yararlarina ek olarak diinya ¢apinda 186
milyon hektarlik orman alani; rekreasyon, turizm, egitim arastirmasi, kiiltlirel ve
manevi alanlarin korunmasi gibi sosyal hizmetler i¢in tahsis edilmistir. Ayn1 zamanda
ormanlar sahip olduklar1 hammadde kaynagi itibariyle insanlar i¢in ekonomik 6neme
de sahiptir. Kiiresel olarak yaklasik 1,15 milyar hektar orman varligi, 6ncelikli olarak

ahsap ve odun dis1 orman triinlerinin iiretimi i¢in kullanilmaktadir (FAO, 2020).

Ormanlar su anda kiiresel arazi alaninin yiizde 30,8'ini kaplamaktadir. Toplam orman
alan1 4,06 milyar hektar olup kisi basina yaklasik 0,5 ha diigmektedir. Tropik alanlar,
diinya ormanlarinin en biiyiik oranina (%45) sahiptir ve bunu boreal, 1liman ve yar1
tropikal alanlar takip etmektedir. Orman alani, 1990-2020 arasindaki otuz yilda
%32,5'ten %30,8'e diismiistiir. Bu, 178 milyon hektarlik (Libya biiyiikliiglinde bir
alan) orman kaybini temsil etmektedir (FAO, 2020). Bu durum kiiresel olgekte ve
iilkemizde orman varliginin en azindan korunmasi hususunda Onemini ortaya
koymaktadir. Birlesmis Milletlerin (2017-2030) stratejik planinda “Kiiresel Orman
Hedefleri” icin belirledigi ilk hedef olarak; “Koruma, restorasyon, agaclandirma ve
agaclandirma da dahil olmak iizere siirdiiriilebilir orman ydnetimi yoluyla diinya
capindaki orman kaybini tersine c¢evirmek, orman bozulmasini 6nleme cabalarini
arttirmak ve iklim degisikligine yonelik kiiresel ¢abalara katkida bulunmak™ ifadesi

yer almaktadir (UN, 2017).

Kuraklik stresi basta olmak iizere bitkilerin maruz kaldigi gesitli abiyotik stres

etkenleri, orman varliginin arttirtlmasi ¢alismalar1 igin en Onemli smirlayici



etmenlerden birisidir (Farooq ve ark., 2009; Tair ve Zeiger, 2010). Ciinkii bir bolgede
orman varligi olusturmak i¢in dncelikle iklimsel zorluklarla miicadele etmek gerekir.
Kuraklik stresi iilkemiz ormancilik faaliyetleri i¢in en 6nemli engellerden birisidir
(Oztiirk, 2002). Kuraklik, cogu zaman bir bitkinin metabolizma faaliyetleri ve terleme
nedeniyle kaybettigi suyu topraktan yeteri kadar alamamasi durumunda olusan bir
olgudur (Ors ve Ekinci, 2015). Ayn1 zamanda toprakta yeterli oranda su bulunsa bile
cesitli sebeplerden dolay1 (donma, suyun bagli halde olmasi ve tuzluluk gibi) su bitki
biinyesine transfer edilemez ve kuraklik olgusu meydana gelir (Rabbani ve ark., 2003;
Rengasamy, 2006; Beck ve ark., 2007).

Karagam (Pinus nigra Arnold subsp. pallasiana (Lamb.) Holmboe) iilkemizde bozkir
bolgelerde yayilis gosteren en 6nemli agag tiirlerinden biridir (Topagoglu ve ark.,
2016). Yaz kurakligina olan dayamkliligi ve diisiik sicakliklara karsi toleransi
sayesinde Anadolu bozkir alanlarina en fazla sokulan agac tiirlerinden biridir (Gliner
ve ark., 2011). Mese ve kizilgam tiirlerinden sonra en yaygin agag tiiriidiir ve iilkemiz
toplam orman varliginin %19’unu olusturur (OGM, 2015). Karagam, sahip oldugu
diisiik ekolojik istekleri sayesinde ililkemizde orman varligini arttirma cabalarinda

sik¢a kullanilmaktadir (Saat¢ioglu, 1979; Giiner ve ark., 2011; Cinar ve Giilsoy, 2019).

Prolin proteinlerin yapisinda bulunan ve proliddin iskeletinde bes karbon atomu
tasityan 20 a-amino asitten biridir. Ayn1 zamanda prolin diger amino asitlerden farkl
olarak a-karbon atomundaki amin (-NHz) grubu bulunmamasi yoniiyle diger amino
asitlerden ayrilir ve bu 6zelligi nedeniyle imino asit olarak da adlandirilir (Srivastava
ve ark., 2017). Prolin bitkilerde enzim aktivitelerini harekete gegirilmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. Strese karsi toleransin olusturulmasma o6nemli etki yaparak

hiicredeki membran biitiinligiiniin ve ozmotik dengenin saglanmasina yardimei olur

(Saed-Moucheshi ve ark., 2013; de Freitas ve ark., 2018; Forlani ve ark., 2019).

Literatiirde prolinin kuraklik stresine karsi toleransi arttirici bir etki gosterdigini
belirten raporlar mevcuttur. (Yamada ve ark., 2005; Moustakas ve ark., 2011; Ghaffari
ve ark., 2019). Ek olarak iilkemiz agaglandirma g¢alismalarinin ¢ogu kurak ve yari
kurak alanlarda gerceklestirilmektedir. Bu ¢aligmalarda karagam gerek ekim gerekse
de dikim yontemleriyle sikc¢a kullanilmaktadir (Dasdemir, 1992; Giiner ve ark., 2015).

Mevcut calismada digardan uygulanan prolinin karagam tohumlarinin kuraklik stresine



karsi ¢imlenme kabiliyetini arttiracagi Ongoriilmiistiir. Ayni1 zamanda literatlirde
¢imlenme asamasinda disardan uygulanan prolinin kurak kosullarda yetisen karagam
tohumlar1 iizerine etkilerinin belirtildigi bir g¢alismaya rastlanmamustir. Mevcut
calisma ile ulasilan sonuglarin hem bilimsel literatiire hem de lilkemiz ormancilik

faaliyetlerine 6nemli katkilar saglayacagi diigiiniilmektedir.

1.2 Bitkilerde Stres

Bitkilerde stres, bitkinin biiyiimesini, gelismesini veya tiretkenligini olumsuz etkileyen
cevresel kosullar olarak tanimlanabilir. Ayni zamanda bitkiler i¢in stres, hiicre
metabolizmasinda ve gen ifadelerinde birgok yanitin olusmasina neden olur. Bitkilerde
stres, abiyotik ve biyotik stres olmak tizere iki ana kategoriye ayrilabilir (Verma ve
ark., 2013).

Karasal bitkiler, ortaya ¢iktiklarindan beri dogal olarak zor sartlar altindaki ortamlarda
yagsamaktadir. Kuraklik (Su azligi) veya sel (asir1 su), diisiik veya yiiksek sicaklik,
yiksek tuzluluk orani, agir metaller ve ultraviyole (UV) radyasyon gibi abiyotik
stresler, bitki biiyiime ve gelismesini olumsuz yonde etkiler. Biiyiik mahsul verim
kaybina neden olarak tarim ve ekosistem igin ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Stres,
tohum ¢imlenmesi, fide olusumu, vejetatif biiylime ve ¢igek verimliligini igeren yasam

dongiisiine biiylik 6l¢iide etki eder (Mei ve ark., 2018).

Bitkilerdeki biyotik stres, canli organizmalar, 6zellikle viriisler, bakteriler, mantarlar,
nematodlar, bocekler, araknidler ve yabani otlardan kaynaklanir. Biyotik strese neden
olan ajanlar, konakgilarin1 dogrudan besin maddelerinden mahrum eder ve bitkilerin
Olimiine yol acabilir. Hasat Oncesi ve sonrasi kayiplar nedeniyle biyotik stres
onemlidir. Uyarlanabilir bagisiklik sisteminden yoksun olmasina ragmen bitkiler,
kendilerine belirli sofistike stratejiler gelistirerek biyotik streslere kars1 koyabilirler.
Biyotik stres, bitkiler lizerinde tuzluluk, giines 15181, sicaklik, soguk, kuraklik ve sel
gibi canli olmayan faktorler tarafindan uygulanan abiyotik stresden tamamen farklidir.
(Gull ve ark., 2018). Bitkilerde goriilen stres gesitlerinin diyagrami sekilde (Sekil 1)
verilmistir (Schulze ve ark., 2005).



Biyotik Stres Enfeksiyon, Herbivorlar, Rekabet

Yiksek sicakhk
Sicakhk
Soguk Stresi

Bitkilerde stres Kuraklik

Sel

Isik

Radyasyon
UV ve iyonize

Abiyotik Stres radyasyon

Mineral Tuzlari (eksikligi ya da fazlaligi)

Kimyasal Kirlilik (agir metaller, pestisitler)

Toksik gazlar

Mekanik Rlzgar, toprak hareketleri

Diger Elektrik alan, manyetik alan

Sekil 1. Bitkilerde goriilen baslica stres cesitleri

Sesil yapilar1 nedeniyle, bitkiler hayatta kalmak ve gelismek igin stresin olumsuz
etkilerini 6nlemek veya tolere etmek i¢in streslerle yiizlesmek ve giiclii adaptif
taktikler gelistirmek zorundadir. Bitkiler strese karsi hiicresel, fizyolojik ve morfolojik

savunma sistemleri gelistirmistir. (Mei ve ark., 2018).

1.2.1 Kurakhk Stresinin Bitkiler Uzerine EtKisi

Giiniimiizde yiikselmeye devam eden sicaklik ve atmosferik karbondioksit seviyesi,
diinyanin her yerindeki iklimi degistirmistir. Kurak kosullarda, cogu zaman bitkilerde
meydana gelen ilk yanit biiyiimenin durmasi ya da yavaslamasidir. Bu yanita baglh
olarak bitkilerde siirgiin biiylimesi yavaslar ve dolayisi ile normal metabolizma
talepleri azalir. Devaminda ise ozmotik diizenlemeler icin gerekli metabolitlerin

sentezi artar (Mei ve ark., 2018).



Kuraklik diinyanin bir¢ok yerinde, 6zellikle kurak ve yar1 kurak alanlarda, bitkiler i¢in
en 6nemli ve yaygin stres faktorlerinden biridir. Bitkilerde su eksikliginin ¢esitli
nedenleri vardir. Bunlar diistik yagis, tuzluluk, ekstrem sicakliklar ve yiiksek 1sik
yogunlugudur. Ote yandan, bircok durumda toprakta yeterli su olmasina ragmen
bitkiler bu suyu alamayabilir. Bu tiir su stresine yalanci kuraklik veya fizyolojik
kuraklik denir. Kuraklik stresi ¢ok boyutlu bir strestir ve genellikle bitkilerin
fizyolojik, morfolojik, ekolojik, biyokimyasal ve molekiiler yapilarinda degisikliklere
yol agar. Ayrica, bitki biiytimesini, verimliligini ve {irtin Kalitesini olumsuz yonde
etkileyebilir. Kuraklik stresine karsi verilen bitki yanitlari, stresin etkisinin siiresine,
siddetine, bitkinin tiirline, yasina ve gelisim evresine baglidir. Bir¢ok bitki kuraklik
stresini tolere etmek i¢in bitki tiiriine bagli olmak tizere ¢esitli direng mekanizmalari
gelistirmistir. Bitkilerde kuraklik stresine karsi tolerans yanitinda; gelisimsel,
fizyolojik, morfolojik, ekolojik, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar dahil olmak
tizere birgok alternatif vardir. Genel olarak bitkilerde kuraklik stresine karsina tolerans
gelisimde takip edilen bir yanit yolu vardir. Oncelikli olarak kuraklik altinda hiicre igi
homeostazi korunmaya caligilir. Bu yol esas olarak su kaybina ket vurarak hiicrelere
su girigini arttirir. Sonugta hiicre normal fonksiyonlarina geri doner. Ayrica kuraklik
toleransindan farkli olarak kurakliktan kaginma, tek yillik bitkilerde yaygin olan
kurakliga karst diger direng mekanizmalarindan birisidir (Salehi-Lisar ve
Bakhshayeshan-Agdam, 2016).

Genellikle kuraklik belirtileri arasinda yaprakta turgor kaybi, sarkma, solma, sararma
ve erken yaprak dokiilmesi yer alir (Bernacchia ve Furini, 2004; Zare ve ark., 2011).
Ayrica, bazi olagandis1 semptomlar olarak kabuk ve dallarda gatlama, siirgiin uglarinin
kurumasi, zayif yapilt aga¢ olusumu, agaglarda kanopinin diisiik olmasi, yapraklarda
nekroz, zayif ve bodur gelisim meydana gelir. Son olarak, asir1 kosullarin devamiyla
birlikte bitki 6liimii meydana gelir (Salehi-Lisar ve Bakhshayeshan-Agdam, 2016).
Bitki biiyiimesi ve gelisimi hiicre boliinmesine, uzamasina ve farklilagsmasina baghdir.
Tiim bu siiregler, kuraklik kosullarinda turgor kaybi, diizensiz enzim aktiviteleri ve
azalan fotosentetik verimden olumsuz olarak etkilenir (Ding ve ark., 2013; Osakabe
ve ark., 2014). Kuraklik etkisi altinda olusan dehidrasyon etkisiyle bitki su potansiyeli
ve turgoru azalir ve bu nedenle, bitki hiicreleri normal islevlerini yerine getiremezler.

Turgor kaybi, hiicre genislemesinin ve biiylimesinin baskilanmasima neden olur.



Bununla birlikte hem hiicre genislemesi hem de biiyiimesi, bitki biiylimesinin ve
gelismesinin ilk asamasi igin gerekli siireglerdir (Salehi-Lisar ve Bakhshayeshan-
Agdam, 2016).

Kuraklik bitkilerin morfolojik ve anatomik 6zelliklerini etkileyebilir. Bir yapragin
anatomisi ve mikroskobik yapisi kuraklik stresi ile degisir (Sayed-lisar ve ark., 2012).
Yaprak boyutunda kiigiilme, stoma agikliginda ve sayisinda azalma, hiicre duvarinda
kalinlasmasi, yaprak kutikula tabakasinin kalinlagsmasi ve iletim demetlerinin sayica
artmast, yapraklarin su depolayan ve kserofit karaktere biiriinmesi ve tahil tiirlerinde
yapraklarin tiip seklinde kivrilmasi kurakliga maruz kalan bitkilerde meydana gelen
bazi degisikliklerdir (Chernyad’ev, 2005; Jaleel ve ark., 2009). Ek olarak, su eksikligi
durumlarinda yaprak senesensi artar (Farooq ve ark., 2009). Optimal yaprak alani
gelisimi ve stoma agikligi, bitkilerde optimal fotosentez igin temel faktorlerdir (Jaleel
ve ark., 2009). Bu nedenle, su azlig: bitkilerinde net fotosentez, diisiikk yaprak alani,
stomalarda gaz degisimine karsi daha yiiksek direng ve yaprak senesensindeki artis
nedeniyle azalmaktadir (Mishra ve Singh, 2011). Kuraklik stresinin bitki morfolojisi
tizerindeki ana etkisi biiylimenin ve gelisimin indirgenmesidir. Kuraklik stresi ile
birlikte meydana gelen metabolik diizensizlikler, klorofil sentezinin de sekteye
ugramasina sebep olur. Klorofil i¢eriginin azalmasi, kuraklik stresi altindaki bitkilerin
morfolojisini degistirebilecek tipik bir semptomdur (Mishra ve Singh, 2011; Arbona
ve ark., 2013). Ek olarak azalan klorofil igeriginin de nedenlerinden birisi oldugu
diisiik fotosentez orani, bitki bityiimesinin ve biyokiitle {iretiminin azalmasinda etkili
olan en 6nemli faktorlerden biridir. Bitkiler kurak ortamlara uyum saglayabilmek ve
su alimint arttirmak igin kok gelisimlerini arttirir ve daha fazla dallanmis bir kok
sistemi Uretir. Bu uyumsal davranis modelinde bitkinin tamami i¢in ayrilmis yap1
elamanlar1 ve biyokiitlenin biiyiik bir kism1 kokler i¢in kullanilir ve bu durum ¢ogu
zaman bitkin topraktaki su varligindan daha fazla yararlanmasini saglar (Farooq ve
ark., 2009). Bu durum diisiik seviyeli kuraklik streslerinde pek gozlenmez. Fakat
siddetli dehidrasyonun yasandig1 kurak ortamlarda bitkilerin toprak alt1 ve toprak tistii
stirglin oranlar1 genellikle toprak alt1 lehine artar. Bununla birlikte, bitkilerin toplam
biyokiitlesi 6nemli 6l¢iide azalmaktadir (Shao ve ark., 2008; Akhtar ve Nazir, 2013).

Kuraklik stresinin bitkiler tizerindeki onemli gostergelerinden olan RWC (nisbi su

igerigi), yaprak su potansiyeli, stoma direnci, terleme orani, yaprak ve kanopi sicakligi
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gibi parametreler bitki-su iliskilerinde 6nemli faktorlerdir (Shao ve ark., 2008; Zlatev
ve Lidon, 2012). RWC seviyesinin azalmasi kurakligin bitkiler iizerindeki en ilk
goriilen belirtilerinden birisidir (Farooq ve ark., 2009). Diisiik RWC seviyesi yaprak
su potansiyelini azaldigimi gosterir (Sayed-lisar ve ark., 2012; Bhargava ve Sawant,
2013).

Bitkiler sesil organizmalar olduklari igin gevresel streslere karsi bulunduklar1 yerde
miicadele vermek zorundadirlar. Bu nedenle, kuraklik gibi ¢evresel streslere karsi
bitkiler ¢ok cesitli yanitlar gelistirmislerdir. Bitkiler kuraklikla basa ¢ikmak igin
kagma, sakinma ve tolerans olmak iizere {i¢ farkli strateji gelistirmistir. Kagma
stratejisi genellikle bitkilerin sakinma stratejisinin bir parcasi olmasina ragmen,
kurakliktan kagan bitkiler aslinda bir su a¢igina maruz kalmaz (Salehi-Lisar ve
Bakhshayeshan-Agdam, 2016).

Kagis olarak tanimlanan strateji tiirtinde bitkinin yasam siiresi o kadar kisalmistir Ki,
vejetasyon dongiisii kuraklik gelmeden oOnce bitkilerin {ireme-¢ogalma doénemini
gecirmesini saglayarak bitkinin kurakliktan kurtulmasini miimkiin kilar. Bitki yasam
dongiisii, bitkinin genotipine ve g¢evresel kosullara baglidir. Erken olgunlasma ve
ciceklenme, bitkiyi kurakliktan korumasina ragmen genellikle iiriin verimini azaltir

(Bray, 2001). Tek yillik terofit bitkiler buna 6rnek verilebilir.

Sakinma olarak tanimlanan diger bir strateji tlirinin temel amaci, bitki su
potansiyelinin korunmasidir. Bu stratejinin baslica 06zelligi, terleme miktarini
siirlandirarak su kaybini azaltmak ve geligmis bir kok sistemi ile topraktan su alimin
stirdiirmektir. Derin ve yayvan bir kok sistemi, bitkinin suya ulasmasini kolaylastirir.
Su kaybini sinirlayan kutikula tabakasi ve tiiylii yapraklar, bitki dokularindaki yiiksek
su potansiyelinin korumasina yardimeci olur. Bitkinin suya ulagmasi igin iretilen bu
yapilarin {retilmesi i¢in harcanan enerji ve kullanilan biyokiitle nedeniyle bitki
veriminde azalma goriilir. Bu nedenle, su potansiyelini korumak igin kaginma
stratejisini kullanan bitkilerin boyutlari, strese maruz kalmayan tiirdeslerine goére daha
kiigiik olabilir (Farooq ve ark., 2009).

Tolerans, bitkilerin kuraklik stresinin etkileri ile basa ¢ikmak i¢in devreye soktugu
onemli bir stratejidir. Kuraklik ile miicadele etmek i¢in tolerans stratejisi kullanan

bitkiler, yaprak sayisini ve alanini sinirlar. Ancak bu strateji de verim kaybina yol agar
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(Akhtar ve Nazir, 2013). Ayrica, kurakliga karsi toleransl bitkiler, tiiylii yapraklar ve
yapraklarin her iki tarafinda trikom {retimi gibi bazi kseromorfik o6zellikler
gosterebilir. Ozellikle uzun siire devam eden vejetasyon donemlerinde kurakliga kars1
toleranshi bitkiler yaprak gelisimini devam ettirmeye ¢alisirlar. Bu durum kok
gelisiminde bazi olumsuz sonuglar meydana getirse de nihayetinde bitki kurakliga
kars1 tolerans gostermis olur ve hayatina devam eder (Farooq ve ark., 2009). Ek olarak,
osmolit iiretimi, osmotik uyum, antioksidan sistemin etkinlestirilmesi, kok/siirgiin
oraninin artmasi ve stomalarin kapatilmasi kurakliga kars1 gosterilen diger tolerans

stratejileridir (Salehi-Lisar ve Bakhshayeshan-Agdam, 2016).

Bitkilerin kuraklik gibi ¢evresel streslere maruz kalmasi, stiperoksit radikali (O2),
hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksit (H20.), alkoksi radikalleri (RO) ve tekli
oksijen de dahil olmak iizere reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumuna yol agar (de
Carvalho 2008). Oksidatif stres ikincil bir stres olarak bilinir ve hiicrelerde oksidatif
hasara neden olur. Reaktif oksijen tiirleri, proteinler, lipitler ve diger onemli
makromolekiiller ile reaksiyona girebilir ve makromolekiillerin yap1 ve
fonksiyonlarini bozabilir. Kloroplastlar, mitokondri ve peroksizomlar gibi birgok
hiicre organeli kuraklik stresi altinda normalinden daha fazla ROS iiretir. Biyolojik
sistemlerde ROS, hiicrelerde oksijen konsantrasyonu gibi bazi faktorlere bagh
enzimatik olan ve enzimatik olmayan siiregler ile iiretilir. Genel olarak ROS birikimi,
DNA hasarina, amino asitlerin, proteinlerin ve fotosentetik pigmentlerin
oksidasyonuna ve lipit peroksidasyonu gibi yikim siireglerine neden olur. Bitkiler ROS
hasarmi 6nlemek i¢in bazi mekanizmalar gelistirmistir. Tiim bu mekanizmalar hem
enzimatik hem de enzimatik olmayan bilesenleri iceren bir antioksidan savunma
sistemi olusturur. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD),
askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimatik bilesenler
bitkilerin antioksidan savunma sisteminin 6nemli enzimleridir. Glutatyon, askorbik
asit, karotenoidler ve a-tokoferol gibi bilesenler ise bitkilerin enzimatik olmayan
antioksidan savunma sisteminde yer alan bazi bilesiklerdir (Salehi-Lisar ve

Bakhshayeshan-Agdam, 2016).



1.2.2 Kurakhk Stresinin Ormanlar Uzerine EtKisi

Kurak alanlar giiniimiizde diinyada toplam karasal alanin yaklasik %46,2'sini
kapsamaktadir. Artan kuraklik bazi bolgelerde biyolojik ¢esitliligin azalmasina neden
olmustur. Kuraklik, istilaci tlirlerin yayilmasina neden olarak orman ekosistemini
olumsuz etkilemistir (IPPC, 2019). Uzaktan algilama yontemleriyle elde edilen
verilere gore de kiiresel arazi alaninin yaklasik %26'sinda 1980 ve 2000 yillar1 arasinda
biyokiitle verimliliginde bir azalis oldugu belirlenmistir (Bai ve ark., 2008; Le ve ark.,
2016). Kurakligin orman agaglarinda kurumaya neden olarak bitki ortiisii sikligini
azaltir. Bu nedenle riizgar ve su erozyonunun artmasina neden olur (Prestemon ve ark.,
2016). Kurakligin ormanlar iizerindeki dolayli etkileri de yikici olabilir. Bocek,
patojen salginlar1 ve orman yanginlarinin artmasi bunlara dahildir (Kliejunas ve ark.,
2009; Littell ve ark., 2016).

Biyogesitliligin yliksek oldugu bdlgelerin %20’si kurak arazilerdedir (White ve
Nackoney, 2003). Bu ekosistemlerdeki bitki tiirleri, iklim degisikligi ve ¢ollesme
tehlikesi altindadir (Millennium Ecosystem Assessment, 2005; Maestre ve ark., 2012).
Kurakligin artmasi, basta kii¢iik popiilasyonlar veya sinirli habitatlar nedeniyle tehdit
altinda olan tiirler olmak tizere baz1 bitki tiirlerinin yok olma riskini arttirir (Gitay ve
ark., 2002). Kuraklik ve arazi kullanim degisiklikleri, biyolojik ¢esitliligin kaybina
neden olmaktadir (Newbold ve ark., 2015).

Toprak organik karbonu, topraktaki organik maddenin karbon bilesenini ifade eder
(CEM, 2018). Kurak alanlarda, karbonun ¢ogu biyokiitle ve toprak organik karbonu
seklinde toprakta depolanir (D'’Amore ve Kane, 2016). Kuraklik, topraktaki tuz
miktarini ve toprak erozyonunu arttirarak toprak organik karbonunun ve topraktaki
organik maddenin azalmasina yol agar. Bu da atmosferdeki COz sevisini arttirarak bir

dongii yaratabilir. (IPPC, 2019).

Kiiresel 1sinma ile artan kuraklik orman ekosistemlerinin enerji, su ve besin dengesini
etkileyebilir. Ormanlarin devamli olarak stres altinda kalmalari, kabuk bocekleri gibi
patojenlerin etkisiyle ikincil bir stres ile karsilasilmasina yol agabilir (Rebetez ve ark.,
2006). Olgun agaclar, derin koklere ve Onemli miktarda karbonhidrat ve besin
maddelerine sahip olduklar i¢in kurakliga kars1 daha dayaniklidir. Bununla birlikte,



siddetli veya uzun siireli kuraklik, olgun agaclar1 bile boceklere veya hastaliklara kars1

savunmasiz hale getirebilir (Hanson ve Weltzin, 2016; Littell ve ark., 2016)

Kuraklik agaglarin toprak {istii biyokiitle arttmini1 biliyiik oranda diisiiriir ve tiirlerin
dogal yayilis alanlarin1 daraltabilir (Cepel, 1989; Rebetez ve ark., 2006). Avrupa’da
2000’li yillarin basinda yasanan kurakligin etkisiyle Fransa’nin giiney kiy1
alanlarindaki ¢amlarda (Pinus sp.) ibrelerin ortalama %65 oraninda dokiildiigii
gbzlemlenmistir (Vennetier ve ark., 2004). Kurakligin ormanlardaki toplam odun
tretiminde %@40’lara varan diisiislere neden oldugunu belirten raporlar mevcuttur

(Tufekgioglu ve Tiifekgioglu, 2018).

Kurakligimm ormanlar iizerindeki bir diger etkisi de agaglarda goriilen kurumalardir.
Kurakligin etkisiyle agacglarda kitlesel ve miinferit kurumalar goriilmustiir. Uzun ve
siddetli gegen kurakliklara maruz kalan agaglar kurumaya baslamaktadir (Tiifek¢ioglu
ve Tiifekcioglu, 2018). Guarin ve Taylor (2005), 3 yildan uzun siiren kurakligin
agaclarda kurumalarla neden oldugunu belirtmistir. Ulkemizde 1990°dan sonra
goriilen kurak periyotlarda bazi bolgelerde agaglarda kurumalar meydana gelmistir.
Karadeniz’de saricam ve ladin, Ege’de kizilcam, I¢ Anadolu’da ise goknar, karagam
ve sarigam tiirlerinde kurumalar gézlenmistir (Altun ve ark., 2002; Semerci ve ark.,
2004). i¢ Anadolu Bélgesindeki kurumalarin %37’sinin kuraklik nedeniyle meydana
geldigi belirtilmektedir (Semerci ve ark., 2004).

Kuraklik ve orman yanginlari arasindaki iliskiye bakildiginda yangin sayis1 ve yanmis
ormanlarin kuraklikla beraber arttifi gdsteren agik kanitlar mevcuttur. Bu kanitlar
kurakligin, yanginlarin baslamasi ve yayilmasi asamasinda biiylik bir roliiniin
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, kuraklik yangin rejimlerini etkileyen
faktorlerden sadece bir tanesidir ve tek basina yangin dinamiklerini ve etkilerini
tahmin edebilmek igin yetersizdir. Orman yangini sayisi veya yanmis ormanlar ile
kuraklik alani arasindaki iliskiler iyi bilinirken, kuraklik ve yangin siddeti arasindaki
iliski karmasik olabilir (Littell ve ark., 2016).

Akarsu ve yeralt1 sularinin azalmasi dogrudan kuraklik ile beraber yagisin azalmasiyla
da ilgilidir. Bitki ortiistiniin su istegine ve kurakligin orman popiilasyonu dinamiklerini

nasil etkiledigine bagli olarak orman vejetasyonu kurakliga karsi verilen yaniti
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degistirebilir. Kuraklik su kalitesini etkileyebilir. Akarsulardaki su akisini azaltarak

sediment birikmesine neden olmasi kurakligin etkisidir (\Vose ve ark, 2016).

Tiirkiye'nin kuraklik, arazi bozulumu ve ¢6llesmeye karsi olduk¢a savunmasiz oldugu
diisiiniilmektedir (Tiirkes 1999). Ulkemiz karasal alaninin yaklasik %60 ¢ollesmeye
elverisli hidroklimatolojik kosullar ile karakterizedir (Tiirkes, 2013). CEMGM (2017),
Tiirkiye karasal alaninin yaklagik yarisinin (%48,6) orta ila yiiksek ¢ollesmeye egilimli
oldugunu belirtmistir. Tiirkiye'nin hemen hemen tiim bolgelerinde, 6niimiizdeki 30
yillik donem i¢in yagista giiglii bir diisiis beklenilmektedir (Tiirkes ve ark., 2019).
Yagis rejiminde ongoriilen degisikliklerin gerceklesmesi durumunda siddetli yagis ve
siddetli kurakliklar, ilkemizin toprak erozyonuna karsi duyarliligini artirabilir (IPPC,
2019).

Tirkiye'nin kurak ve yari kurak bolgelerinde, agaglandirmanin amaglari; toprak
koruma, erozyon kontrolli, su rejiminin diizenlenmesi ve yaban hayatinin
iyilestirilmesidir. Bununla birlikte, agag¢landirma amacinin odun iiretimi oldugu derin
topraklara ve 400-600 mm yagisa sahip belirli alanlar da vardir. Ekolojik ve biyolojik
kosullara bagl olarak kurak alanlarin agaglandirilmasi i¢in dikim veya ekim yontemi
kullanilabilir (Caliskan ve Boydak, 2017).

Agaclandirma calismalarinda yerli tiirlerin kullanilmasi, agaclandirmanin basarisini
onemli dl¢tide artirir. Bununla birlikte, agaglandirilacak alan yakinlarinda bir orman
mesceresi mevcut degilse benzer iklim ve toprak kosullarina sahip ormanlardan elde
edilecek tohum kaynaklari, orijin denemeleri yapilarak kullanilabilir. Ozellikle, yerli
tirlerden alinacak tohumlarin uygun bolgelerden (benzer yatay ve dikey yayilisa
sahip) toplanmasi agaglandirmanin basarisini 6nemli Ol¢iide arttirir (Boydak ve

Calikoglu, 2008).

1.3 Kara¢cam

Karagam, Pinacea familyasindan Pinus L. cinsine, Pinus nigra Arnold tiiriine ait
onemli orman agaclarindandir (Stevens ve Enquist, 1998). Karagam 5° bati
meridyeninden (ispanya, Fas) Tiirkiye’nin 40° dogu meridyenine kadar yayilir.

Gilineyde 35° kuzey paralelinden (Fas, Kibris) baslar ve 48° kuzey paraleline
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(Avusturya) kadar yayilis gosterir (Isajev ve ark. 2008). Diinyada 6 alt tiirii olan
karagamin en genis yayilis alan1 Tiirkiye’dedir. Karacamin yayilis haritasi sekilde

(Sekil 2) verildi. (EUFORGEN, 2009).

Ulkemizde Anadolu karagami [Pinus nigra Arnold subsp. pallasiana (Lamb.)
Holmboe] tiirii bulunur ve 5 varyetesi yayilis gosterir (Geng, 2004; Dagdas, 2016).
Tiirkiye ormanlariin %19’unu olusturan karagam ormanlari iilkemizde genel olarak
Doguda Tokat ile Kahramanmaras arasinda ¢ekilen bir hattin batisinda kalan Trakya,
Karadeniz, Ege, Marmara, I¢ ve Dogu Anadolu bélgelerinde bulunur. Karagam
tilkemizde 400-2100 m yiikseltilerde yer alir. Genelde 700-1400 m arasinda saf, 1400-
1700 m arasinda Sarigam, goknar ve ardiglar ile, yiiksek kesimlerde ise sedir ve goknar
ile karigik ormanlar olusturur. Kuzeyde daglarin giiney yamaglarinda, Toroslar’da
Kuzey yamaclarda ve dar vadilerde, Batida ise doguya bakan yiiksek yerlerde yayilig
gostermekte olup Anadolu bozkirlarina en ¢ok sokulan tiirdiir (Saat¢ioglu, 1976;
Alptekin, 1986; OGM, 2015).

Pinus nigra subsp. salzmannii.

W Pinus nigra subsp. laricio.

B Pinus nigra subsp. nigra.

M Pinus nigra subsp. dalmatica A
Pinus nigra subsp. pallasiana x‘f’

Sekil 2. Karacamin Tiirkiye ve Avrupa’daki yayilis alanlari

Karagam genellikle 30 m boya ulasan, herdem yesil ve kozalakli bir agag¢ tiirtidiir.
Kabugu koyu grimsi kahverengiden siyaha dénen bir renkte ve derin girintilidir. Geng
bireylerde ta¢ koniktir, yash bireylerde ise semsiye seklinde olur. Ortalama 3-4 yil
dokiilmeyen ibreler (8 yila kadar uzayabilir) ibreler 8-15 ¢cm uzunlugunda, 1-2 mm
capinda, diiz ve kavisli, ince tirtiklidir. Karagam tek evcikli bir bitkidir. Erkek ¢icek

salkimlart sar1, disi ¢igek salkimlari ise kirmizimsidir. Kozalaklar1 sapsiz, 4-8 cm
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uzunlugunda, 2-4 cm genisliginde ve sari-kahverengi renktedir. Kozalaklar ikinci yilin
sonbaharinda olgunlasirlar ve tiglincii yilda agilirlar. Bir kozalak 30-40 tohum igerir.
Tohumlar 5-7 mm uzunlugunda, tohum kanatlar1 ise 19-26 mm uzunlukta ve gri
renktedir. Yasam siiresi 400 yildan fazla olan karagamin Almanya’daki bir 6rneginin

yaklasik 1000 yasinda ve 7,3 m ¢apinda oldugu raporlanmistir. (Enescu ve ark., 2016)

Karagam asir1 kuru ve nemli ortamlarda yasayabilen, sicaklik dalgalanmalarina
tolerans1 olan bir bitkidir. Isik agaci olan karagam, golgeye saricamdan daha fazla
tolerans gosterir (Enescu ve ark., 2016). Karagam cesitli toprak ve anakayalar tizerinde

gelisim gosterebilir (Saat¢ioglu, 1976; Caliskan ve ark., 2014)

Karacam odunu ge¢miste deniz insaati i¢in yaygin olarak kullanilmistir. Ekolojik
esnekliginin bir sonucu olarak, diinyada agaglandirma ¢alismalarinda en ¢ok
kullanilan agac¢ tiirlerinden biridir ve gelecekteki iklim senaryolar: altinda Orta
Avrupa'daki yerli igne yaprakli tiirlerin potansiyel bir alternatifi olarak kabul
edilmektedir. Koklerinin derinleri inmesi sayesinde toprak mukavemetinin arttirilmasi
icin kullanilabilir. Baz1 bozuk ormanlarda kullanilmasi1 sonucu karagamin toprak
erozyonunu, heyelanlar1 kontrol etmek ve arazi rehabilitasyonu i¢in etkili oldugu
kanitlanmistir. Tuza dayanikli alt tirleri kiyr kumullarimi stabilize etmek igin
kullanilmistir. Ahsab1 dayaniklidir, recine bakimindan zengindir ve islenmesi
kolaydir. I¢ mekan ddsemeleri igin son derece uygundur. Sadece genel insaat (kapilar,
paneller, merdivenler, vb.) ve mobilyalar i¢in degil, ayn1 zamanda yakacak odun ve
kagit hamuru olarak da kullanilir. Karagam, kirlilige dayaniklilig1 ve gorsel formu
sayesinde parklarda, kentsel ve endiistriyel alanlarda da yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Kuter ve Erdogan, 2010; Enescu ve ark., 2016). Terkedilmis maden
bolgelerinin rehabilitasyonu siireglerinde de kullanildigi i¢in oldukga degerli ve

kullanish bir agag tiiriidiir (Cindik ve Acar, 2010).

Orman varligimizi korumak ve siirdiiriilebilir bir sekilde faydalanmak i¢in ormanlari
olusturan agag tiirlerinin fizyolojik 6zelliklerinin ve ekolojik toleranslarinin detayli bir
sekilde bilinmesi gerekmektedir. Bu sayede orman varligimi arttirma c¢aligmalarina
hem diislik maliyetli hem de daha etkin katkilar yapilabilir. Karagam, sahip oldugu
diisiik ekolojik istekleri sayesinde ililkemizde orman varligini arttirma g¢abalarinda

sik¢a kullanilmaktadir (Saatgioglu, 1979; Giiner ve ark., 2011).
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1.3.1 Karacam Kurakhk fliskisi

Siddetli kurakliga maruz kalan karagam ormanlarmin gelisimleri olumsuz ydnde
etkilenir (Amodei ve ark., 2012; Sanchez-Salguero ve ark., 2013; Guada ve ark., 2016;
Herguido ve ark., 2016). ispanya Bat1 Akdeniz karagam ormanlarinda artan kuraklikla
birlikte radyal biiyiimede bir diisiis raporlanmistir (Martin-Benito ve ark., 2011).
Marqués ve ark. (2016), farklr ytlikseltilerde karagamin kuraklikla iligkisini arastirmis
ve alcak kesimlerde yetisen karacamin kurakliga karsi daha yiiksek bir tolerans
gosterdigini tespit etmistir. Moricz ve ark. (2018), Macaristan’in giineybatisinda
yetisen karacam tiirleri iizerinde uzaktan algilama yontemlerini kullanarak yaptiklar
bir aragtirmada, son 30 yilda goriilen 3 kurak donemde (1992-1993, 2000-2003 ve
2011-2012) karagamin kurakliga toleransinin gittik¢e azaldigini tespit ederek bazi
makalelerde gecen karacamin Alpin ve Akdeniz bolgesinde olasi bir alternatif tiir
olabilecegi Onerisinin yeniden gdzden gegirilmesi gerektigini savunmustur. Sangiiesa-
Barreda ve ark. (2019), Fransa’dan Tiirkiye’ye kadar uzanan 77 adet karagam
ormaninda yaptiklar1 caligmada, iklim degisikligi nedeniyle artan kurakligin etkisiyle
dogu ve batidaki karagam ormanlarinin senkronize sekilde gelisimlerinin 1970’lerden
bozuldugunu tespit etmislerdir. Lapa ve ark. (2017), kuraklik stresinin karagamda tipik
bir kurakliktan kaginma stratejisi ile stomalarin kapanmasina yol acarak fotosentezi

azalttigini tespit etmistir.

Anadolu karagaminin kurakliktan olumsuz etkilendigine dair bazi raporlar mevcuttur.
Kalipsiz (1963), karacamin yayilis alaninda yillik yagisin 600-1600 mm oldugunu,
1000 mm olarak normal kabul edilen degerden uzaklastik¢a topragin su ve sicaklik
durumunun énemli oldugunu belirtmistir. Ozdemir (1980), yar1 nemli olan bir bdlgede
(Eskisehir) yapilan agaclandirmalarda yaklasik %90 basar1 yakalanmisken kurak bir
bolgede (Konya-Eregli) yapilan agaglandirmalarda ise yaklasik %12 tutma basarisi
yakalandigini raporlamistir. Karagcamin gelisiminde nem kosullar1 6nemli rol
oynamaktadir (Eruz, 1984). Simsek ve ark. (1995), I¢ Anadolu’daki deneme
alanlarinda yapilan orijin denemelerinin diger bolgelere gore daha diisiik tutma
oranmna sahip oldugunu belirtmistir. Karabulut (2001), Eskisehir’de karacam
agacglandirma sahalarini incelemis ve yillik ortalama sicakligin arttikca yillik halka
genigliginin azaldigini raporlamustir. Tilki (2002), benzer bir tiir olan sarigam tizerinde

yaptig1 ¢aligmada kuraklik stresinin (-6 bar) ¢imlenme oranini %55 oraninda
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azalttigim raporlamustir. i¢ Anadolu bolgesinde karagam agaclandirma sahalarinda
goriilen kurumalarin, bolgede birkag yil siiren kuraklik nedeniyle oldugu belirtilmistir
(Celik ve ark., 2002). Giiner ve ark. (2016), karacam agag¢landirma alanlarinin
verimlilikleri lizerine yaptiklar bir ¢alismada, mescgere {ist boyu ile yillik yagis ve en
kurak ayin yagis miktar1 arasinda pozitif yonde bir iligki belirleyip yillik yagis1 400
mm’den fazla olan ve agustos-eylill aylarindaki yagis miktar1 en az 10 mm olan
alanlarda karacamin daha iyi gelisim gosterdigini belirtmislerdir. Janssen ve ark.
(2018), Goller Yoresinden 61 karagam deneme alani belirleyip artim kalemleri almis
ve 1970’lere kadar artan biiylime egiliminin 1970’lerden sonra yaz aylarinda artan
sicaklik ve kuraklik nedeniyle azalma egilimi gosterdigini belirlemislerdir. Dogan ve
Kose (2019), Tiirkiye’ nin giineybat1 daglik bolgelerinde (Sandras Dagi, Mugla) farkl
yiikseltilerde yaptiklar1 ¢aligmada yaz sicakliklarinin artmasiyla siddetlenen kurakligin

karacamda radyal biiyiimeyi olumsuz etkiledigini belirtmislerdir.

Tiirkiye’de Ormancilik Aragtirma Enstitiilerinin arastirmalari sonucunda kurak ve yari
kurak bolgelerini kapsayan ii¢c bolgede kullanilabilecek agag tiirleri belirlenmistir.
Gilineydogu Anadolu'nun kuzeyi ve Dogu Anadolunun giineyi bdlgelerinde
kullanilmasi Onerilen tiirler arasinda Anadolu karacami (Pinus nigra subsp.

pallasiana) tiirii bulunmaktadir. (Caliskan ve Boydak, 2017).

1.4 Prolin

Cok fonksiyonlu amino asit olarak prolin, stres kosullar1 altinda proteinlerin, hiicre
zarmin ve hiicre alti yapilarin stabilizasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
temizlenmesiyle hiicresel fonksiyonlarin korunmasi gibi gesitli rollere sahip oldugu
kabul edilmektedir (Taiz ve Zeiger, 2010). Prolin, ozmotik diizenleme yetenegi
sayesinde hiicre stoplazmasindaki ozmotik potansiyelin koordinasyonundan sorumlu
birincil derecede 6nemli bir bilesiktir. Prolin birikiminin, stres toleransinda 6nemli bir
rol oynadigina inanilmaktadir (Shakeri ve ark., 2019). Kloroplastlarda sartlar olumsuz
hale geldiginde elektron tasima zinciri doygun hale gelir ve asir1 indirgeme potansiyeli
birikir. Bu durum fotosentetik mekanizmanin zarar gérmesine neden olur. Prolin
sentezi ve birikimindeki artis kloroplastlarda olusan bu asir1 indirgeme potansiyelini
dagitarak redoks dengesinin stabilizasyonuna ve hiicresel homeostazin korunmasina

katkida bulunabilir (Kaur ve Asthir, 2015). Ayrica prolin, ozmotik koruyucu rollerine
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ek olarak strese yanit veren genleri diizenleyen sinyal iletim yollarin bir bileseni

olarak da hareket edebilir (Mattioli ve ark., 2008; Mattioli ve ark., 2009).

Prolin ayrica stres kosullarinda hiicresel genisleme igin gerekli turgor saglayan
hiicresel ozmolariteyi (turgor basinci) artirir (Junior ve ark., 2018). Tolerans: yiiksek
bitkilerin abiyotik stres etkenlerine maruz kalmalart durumunda igsel prolin
seviyelerinde 6nemli artislar gozlendigi bilinmektedir (Ashraf ve Foolad, 2007). Stres
kosullan1 altinda bitkilerde prolin birikimi seviyesi tiirden tiire degisir ve kontrol
bitkilerinden 100 kat daha fazla olabilir (Hunt ve ark., 2017). Bir¢ok bitki tiirlinde stres
altinda prolin birikimi, stres toleransi ile iligskilendirilmistir ve konsantrasyonunun
strese toleransli bitkilerde strese karsi hassas bitkilerde oldugundan daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (Saed-Moucheshi ve ark., 2013). Prolin bir ozmolit olmasinin
yant sira, bir metal selatlayici, antioksidatif savunma molekiilii ve stres sirasinda sinyal

molekiilii olarak da 6nemli bir rol oynar (Demiralay ve ark., 2017).

1.4.1 Prolinin Kurakhk Stresi ve Cimlenme Uzerindeki Etkisi

Belirli stres sartlarinda, disardan prolin uygulamasinin ¢imlenme oranim arttirdigina
dair bazi raporlar mevcuttur. Posmyk ve Janas (2007), soguk stresine maruz kalan
tohumlardaki prolin igerigiyle ¢imlenme arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
belirlemistir. Soguk stresi uygulanan Vigna radiata tohumlarinda diisen ¢imlenme
orani, prolin uygulamasi yapildiginda ise doza bagli olarak artmigtir (Posmyk ve Janas,
2007). Bar-Nun ve Poljakoff-Mayber (1977), bezelye tohumlarinda yaptiklar
calismada tuz stresine karst uygulanan prolinin ¢imlenmeyi O6nemli derecede
arttirdigini belirtmislerdir. Hare ve ark. (2003), Arabidopsis thaliana bitkisinde tohum
¢imlenmesinin disardan uygulanan prolin ile arttigin1 gézlemlemistir. Hua-long ve ark.
(2014), tuzluluk stresine maruz birakilmis piring tohumlarinda gergeklestirilen prolin
soliisyonunda bekletme uygulamasinin ¢imlenme orani ve ¢imlenme enerjisini
arttirdigini - gostermislerdir.  Singh ve ark. (2018), piring tohumlarina prolin
uygulamasinin tuz stresi altinda ¢imlenmeyi ve tohum canlilik indeksini arttirdigini
saptamiglardir. Mevcut bilgiler 15181nda, prolin sentezinin ¢imlenmeyi desteklemede
onemli bir rol oynadig1 goriilmektedir. Ayrica, tohumlarin prolin soliisyonlarinda
bekletilme isleminin, Stresin ¢imlenmeyi indirgeyici etkisini hafifletebilecegi kanisini

giiclendirmektedir. Bununla beraber disardan prolin uygulamasinin tohumlarda i¢
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ozmotik potansiyeli diizenleyerek stres kosullari altinda gerekli suyun alinmasina

olanak verdigi diisiiniilebilir (Shakeri ve ark., 2019).

Disaridan uygulandiginda prolinin abiyotik stres etkenlerine karsi koruyucu ve
tolerans etkiler gosterdigini bildiren bir¢ok arastirma mevcuttur (Ahmed ve ark. 2010;
Moustakas ve ark., 2011; Ali ve ark., 2013, Shahbaz ve ark., 2013; Molla ve ark., 2014;
Demiralay ve ark., 2017).

Bitkiler, ozmotik stresle miicadele etmek igin prolin gibi organik ozmolitlerin
sentezinden ve birikmesinden yararlanabilir (Yoshiba ve ark., 1997; Hare ve Cress,
1997). Kuraklik stresine karsi bitkide prolin birikiminin arttigi bilinmektedir
(Choudhary ve ark., 2005; Hunt ve ark., 2017). Prolin birikiminin kurak kosullarda
lipid peroksidasyonunu azaltarak hiicre zarini1 korudugu rapor edilmistir (Molinari ve
ark., 2007). Moustakas ve ark., (2011), kuraklik stresi altindaki A. thaliana
bitkilerinde, prolin uygulanmayan bitkilere kiyasla %29 oraninda MDA diisiisii
belirlemislerdir. Kurakliga dayanikli bugday ve piring cesitlerinde kurakliga duyarl
olanlardan daha fazla prolin birikimi bulunmustur (Saed-Moucheshi ve ark., 2013;
Hunt ve ark.,, 2017). Prolinin kuraklik kosullarina maruz kalan bitkilerde bir
ozmoprotektan olarak hareket ettigine inanilmaktadir (Hayat ve ark., 2012). Ekim
oncesi prolin solliisyonunda bekletme islemine tabi tutulmus Triticum aestivum L.
tohumlarinda kuraklik stresinin yol agtig1 olumsuz etkilerinin hafifleyerek biiylime ve
verimde artis saglanmistir (Kamran ve ark., 2009). Ali ve ark. (2007), yaptiklart
calismada su eksikligi kosullarinda biiyiime dénemindeki misir fidelerinde disardan
sprey yontemiyle uygulanan prolinin bitki biiylimesini arttirdigini rapor etmislerdir.
Disardan uygulanan prolin baz1 iyonlarin bitkiye alinmasini tesvik eder. Ornek vermek
gerekirse; Ali ve ark. (2008), kuraklik sartlari altindaki misir bitkilerine disardan prolin
uygulamasmin K*, Ca*, P ve N gibi mikro besinlerin alimini tegvik ettigini

bildirmislerdir.

Son yillarda yapilan ¢aligma ve tartismalarin odak noktasi, bitkilerin ¢evresel streslere
kars1 fizyolojik yanitlarinin ve 6zellikle kiiresel 1sinma karsisinda 6ngdriilen su kitligi
ve buna bagli ozmotik stresin iyilestirilmesi olmustur (Moustakas ve ark., 2011).
Bununla birlikte literatiir bilgisi, bu amagla yapilan ¢ogu ¢alismanin model ya da tarim

bitkileri lizerinde gerceklestirildigini  gostermektedir.  Yaptigimiz  literatiir

17



aragtirmasinda, prolin uygulamasinin karagam tohum c¢imlenmesi {izerinde
denenmedigi ve kurak kosullarda davraniginin arastirilmadigi goriilmistiir. Ek olarak
karacam, iilkemiz orman varligi i¢in olduk¢a Onemli bir aga¢ tiirtidiir ve kurak
kosullarda ¢imlenme Kkabiliyetinin arttirilabilmesi 6nemli bir ekonomik ¢iktidir.
Mevcut calisma ile disaridan prolin uygulamasinin kurakliga maruz kalmis karagam
tohumlarinda iyilestirici etkilerini arastirmast yoniiyle literatiire katki yapmay1

amagclamaktadir.
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2 MATERYAL VE YONTEM

2.1 Deney Materyalinin Elde Edilmesi ve Deneyin Tasarim

2.1.1 Cahsmada Kullanilacak Orijinin Belirlenmesi

Calismada 3 farkli orijinden elde edilen tohumlar kullanildi. Adana Orman Bolge
Miidiirliigii Osmaniye Fidanligindan TM 65 (Adana-Akdren Sefligi, 2017 tiretim yil1)
orijinli tohumlar, Amasya Orman Bolge Mudiirliigii Amasya Fidanligindan TM 137
(Corum-Kargt Sefligi, 2016 iiretim yili) orijinli tohumlar, Isparta Orman Bolge
Miidirliigi TB 50 (Siitgiiler-Tota Sefligi, 2016 tiretim y1l1) orijinli tohumlar, Orman
Genel Miidiirliigii, Fidanlik ve Tohum Isleri Dairesi Baskanligindan Artvin Coruh
Universitesi Orman Fakiiltesi Dekanlig1 araciligiyla tahsis edildi. Tohumlarm orijinleri

hakkinda genel bilgiler tabloda verildi (Tablo 1).

Tablo 1. Tahsis edilen tohumlara ait bilgiler

Gen kaynaginin Orijini Yiiksekligi  Bakist  Toplama yili
Adana/Aladaglar Milli Parki (TM-65) 1350 Kuzey 2017
Amasya/Kargi Orman lsletme Sefligi (TM-137) 1600 Bati 2016
Isparta/Egirdir/Siitgiiler-Tota Sefligi (TB-50) 650 Kuzey 2016

Calismada kullanilacak orijinin se¢ilmesi i¢in, her ii¢ orijinde de ¢imlenme deneyleri
gergeklestirildi. Buna gore hangi orijinin daha yiiksek ¢imlenme orani1 gosterdigi test
edildi ve en yiiksek ¢imlenme orani sergileyen orijin ¢alismanin deney materyali

olarak secildi.

2.1.2 Tohumlara Uygulanacak Kuraklik Siddetinin Belirlenmesi

Calismada kullanilacak orijin belirlendikten sonra, ¢imlenmeyi ve gelisimi onemli
derecede indirgeyen kuraklik seviyesinin belirlenmesi islemine gecildi. Mevcut
calismada tohum ¢imlenme ortaminda kuraklik stresinin etkilerini simiile etmek i¢in
PEG 6000 kullanildi. Bunun igin tohumlar 24 saat suda bekletildikten sonra kontrol
(%0), %5, %10, %15, %20 ve %30 PEG 6000 (polietilen glikol 6000) igeren petrilere
ekildi. Petri kaplarinda bulunan filtre kagitlar1 (Agirlik:82 GSM, Kalinlik: 0,18 mm)
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kontaminasyonu engellemek icin ve PEG siddetini sabit tutabilmek belirli i¢in
araliklarla degistirildi. Cimlenme siirelerinin sonunda tohumlarda ¢imlenmeyi 6nemli

derecede etkileyen kuraklik siddetine karar verildi.

2.1.3 Prolin Etkisinin Belirlenmesi

Cimlenmeyi 6nemli derecede engelleyen kuraklik siddeti secildikten sonra, son olarak
kurak kosullarda ¢imlenmeyi tesvik eden ve kuraklik stresinin olumsuz etkilerini
azaltan prolin konsantrasyonunun belirlenmesi asamasina ge¢ildi. Bunun i¢in secilen
orijin ve karar verilen kuraklik siddeti kosullarinda farkli konsantrasyonlarda prolin
uygulamasi gergeklestirildi. Tohumlar 6nce 24 saat suda bekletildi. Sonrasinda
igerisinde kontrol (sadece su), 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM ve 10 mM prolin
soliisyonlar1 bulunan petri kaplara ekildi. Bir hafta boyunca kuraklik uygulamasi
yapilmadan sadece prolin uygulamasi gergeklestirildi. Tohumlara 7’inci giiniin
sonundan itibaren prolin ile kuraklik uygulamasi birlikte yapildi. Tohumlarin
¢imlenme sartlar1 21 °C ve %65 nem olarak belirlendi. Cimlenmeler 28 giin siire ile
takip edildi ve belirli araliklarla ¢cimlenme sayilar1 kaydedildi. Cimlenme siiresinin
sonunda hasat edilen bitkilerde kok boylari 6l¢iildii ve kaydedildi. Calismada deneyin

tasarimina ait 6zet durum, tabloda verildi (Tablo 2).

Tablo 2. Deneyin tasarimini gosteren 6zet sablon

Deney Gruplart

ilk 7 Giin
Kontrol 0,1 mM Prolin 0,5 mM Prolin 1 mM Prolin 5 mM Prolin 10 mM Prolin
(Sadece su)
Petri 1 v v v v v v
(50 tohum)
Petri 2 v N4 N4 N/ N4 v
(50 tohum)
Petri 3 v Ng N Ng v v
(50 tohum)
7’inci glinden itibaren
Kontrol 0,1 mM 0,5 mM 1 mM Pro 5mM 10 mM
(PEG) Pro+PEG Pro+PEG +PEG Pro+PEG Pro+PEG
Petri 1 v v v v v v
(50 tohum)
Petri 2 v v v v v v
(50 tohum)
Petri 3 v v v v v v
(50 tohum)

Calismanin tiim asamalar1 3 tekrarli olmak iizere 50’ser tohum kullanilarak

gerceklestirildi. Ayrica her deney seti de en az 3 kez tekrarlandi. Tohumlar 15 mm
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capindaki petri kaplarinda nemlendirilmis filtre kagitlarina ekildi. Cimlendirme
periyodu sonunda (28. giin) sonunda hasat edilen 6rnekler sonraki analizler igin sivi

azotta dondurulup -20 °C’de saklandi.

2.2 Cimlenme Hizi, Cimlenme Orani ve Kok Gelisimi

Tohumlar ¢imlenme ortamina ekildikten sonra 4, 7, 10, 14’lnci giinlerde ve
sonrasinda haftada bir defa olmak iizere ¢imlenme sayilar1 6lgiildii. Ilk 7 giinde
¢imlenen tohum sayis1 belirlenerek ¢imlenme hizi bulundu. Toplam ¢imlenme siiresi
28 giin olarak belirlendi. Cimlenme siiresi sonunda ¢imlenen tohumlarin toplam sayisi
belirlenerek ¢imlenme orani hesaplandi. Ayrica ¢imlenen tohumlarda kok boylar
belirlendi. Kok boylart 6lgiiliirken ISTA standartlarina gore radikul uzunlugunun 2
mm’nin iizerinde olmasina dikkat edildi (ISTA, 2009).

2.3 Taze Agirhk ve Nisbi Su Iceriginin (RWC) Belirlenmesi

Taze agirhigin belirlenebilmesi i¢cin her petride ayri ayr1 olmak iizere ¢imlenen

tohumlarin toplam agirliklar 6l¢iildii.

Calismada prolin uygulamasinin bitki su durumuna tizerindeki etkilerini gézlemlemek
icin nisbi su igerigi Ol¢lildii. Bu amagla yas agirliklarinin belirlenmesi i¢in ¢gimlenen
tohumlarin hipokotil kisimlarindan 0,1 gr 6rnek alind1 ve 16 saat saf suda 4 °C’de
bekletildikten sonra turgit agirliklari tartildi. Turgit ornekler 72 saat 65 °C’de
bekletilerek tiim su igerikleri uzaklastirildi ve kuru agirlik miktarlar tartildi. Elde
edilen veriler Smart ve Bingham (1974) denklemi (formiil 1) kullanilarak deney
gruplarinda ¢imlenen tohumlarin nisbi su igerikleri belirlenmis oldu. Denklemin
formiilii asagida verildi. YA: Yas agirhigl, KA: Kuru agirlgt, TA: Turgit Agirlig: ifade

etmektedir.

Nisbi Su Igerigi (RWC %) = [(YA-KA)/(TA-KA)]x100 (1)

2.4  Stres Parametrelerinin Belirlenmesi

Mevcut ¢alismada Prolin uygulamasinin kuraklik stresine karsi iyilestirici etkilerini

gozlemlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bazi temel stres parametreleri analiz edildi.
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2.4.1 Lipid Peroksidasyonu

Cimlenme asamasinda prolin uygulamasimin kuraklik stersine karsi hiicre zarindaki
tyilestirici etkilerini belirleyebilmek icin lipid peroksidasyonu o6l¢iildii (Heath ve
Packer, 1968). Hipokotillerden alinan 0,1 gr numuneler sivi azot ile homojenize
edildikten sonra tzerlerine 1,8 ml %0,1°lik trikloro asetik asit eklendi. Tekrar
homojenize edilen 6rnekler 4 °C’de 10 dk siireyle 15000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij
edilen orneklerden 1 ml siipernatant alinarak iizerlerine %0,5’lik tiobarbiturik asit
iceren %20 trikloro asetik asit karisimindan 4 ml eklendi. Ornekler vortekslendi ve 95
°C sicaklikta 30 dk boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda reaksiyonun durdurulmasi i¢in
ornekler buz banyosuna transfer edildi. Sogutulan Orneklerin absorbanslar
spektrofotometrede spesifik 532 nm ve spesifik olmayan 600 nm’de 6l¢iildii. Delta
absorbans (532 nm-600 nm) degerleri, A =€.c.] formiiliine gore hesaplandi (A=Asz>—
Asoo, €: Absorbsiyon katsayis1 (155 mmol™ cm™), c: konsantrasyon).

2.4.2 Hidrojen Peroksit icerigi

Karagam tohumlarinin ¢imlendirilmesi asamasinda digardan uygulanan prolinin
tyilestirici etkisini incelemek icin hidrojen peroksit igerikleri ol¢iildii. Cimlenen
tohumlarin hipokotillerinden 0,1 gr 6rnek alinarak sivi azot ile homojenize edildi.
Daha sonra tizerine %0,1 trikloro asetik asit eklenerek tekrar homojenize edilen
numuneler 4 °C’de 10 dk siireyle 15000g’de santrifiij edildi. Santrifiij edilen
orneklerden 1 ml siipernatant alindi ve lizerine 1ml potasyum fosfat tamponu (10mM)
ve 1,5 ml potasyum iyodiir (ImM) eklendi. Bu karigimin absorbansi 390 nm’de
spektrofotometrede okunarak “umolgram-1” biriminde belirlendi (Velikova ve ark.,
2000).

2.4.3 Prolin Icerigi

Calismada kuraklik stresine karsi digardan uygulanan prolinin iyilestirici etkilerini
belirleyebilmek i¢in prolin igerikleri 6l¢iildii. Cimlenen 6rneklerin hipokotillerinden
alan 0,1 gr numuneler sivi azot ile homojenize edildi. Homojenize olan 6rneklerin
tizerine 1,8 ml %40°lik alkol eklenerek tekrar homojenize edildi. 1 gece 4 °C’de
calkalayicida bekletilen homojenat, 4 °C’de 10 dk siireyle 15000g’de santrifiij edildi

ve 1 ml siipernatantlar1 alindi. Uzerlerine 2 ml asit ninhidrin ¢ozeltisi eklenerek
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vortekslendi ve 95 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra oda sicakliginda
sogutmaya birakilan ornekler tekrar vortekslendi. Son olarak spektrofotometrede
absorbanslar1 520 nm’de okundu. Olusturulmus standartlara gére hesaplanan sonuglar

“mgmltazeagirlik ' olarak verildi (Carillo ve Gibon, 2011).

2.4.4 Antioksidan Enzim Aktivitelerin Belirlenmesi

Mevcut ¢alismada ¢imlenen karacam tohumlarinin kuraklik stresine karsi verdikleri
yanitlarin ve prolinin iyilestici etkilerinin belirlenebilmesi igin belirli antioksidan
enzim aktiviteleri dl¢iilmiistiir. Cimlenen Orneklerin hipokotillerinden alinan 0,1 gr
numuleler siv1 azot ile homojenize edilerek iizerlerine 1,8 ml ekstraksiyon tamponu
(100 mM potasyum fosfat, 0,1 mM EDTA pH 7,0 ve %0,1’lik Triton) eklendi (Aebi,
1983). Daha sonra 4 °C’de 10 dk siireyle 15000g’de santrifiij edilen homojenattan
alinan siipernatantlar enzim aktivitesi analizlerinde kullanmak i¢in -20 °C’de

bekletildi.

2.4.4.1 Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

[k olarak, ¢imlenme asamasinda antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenebilmesi
icin toplam protein miktarlar1 6l¢iildii (Bradford, 1976). Onceden hazirlanmis 30 pl
ornek ektraksiyon tamponu, 170 ul distile su ve 1000 pul G250 protein boyasi
karistirilarak ~ vortekslendi. Belirlenmis standartlara gére spektrofotometrede
absorbanslar1 okunarak belirlendi. Enzim aktivitelerinin hesaplanmasinda sonuglar

“mgml-1" olarak verildi.

2.4.4.2 Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi

Strese karg1 prolinin iyilestirici etkilerini belirlemek i¢in siiperoksit dismutaz (SOD,
EC 1.15.1.1) aktivitesi 6l¢iildii (Beauchamp ve Fridovich, 1971). Enzim analizi igin
ve 50 ul ekstrakt, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 13 mM metiyonin, 0,1
mM EDTA ve 75 uM nitrobluetetrazolyum igeren 1 ml reaksiyon ortamina 2 pM
riboflavin eklenerek reaksiyon baslatildi. Bu karisim 10 dakika siire 375 pmol m™2s™
siddetinde beyaz 151k altinda bekletilmesinin ardindan 560 nm’de okutulan absorbans

degerleri alindi.
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2.4.4.3 Katalaz Aktivitesi

Calismada prolin uygulamasimin kuraklik kosullarinda ¢imlenen karagam tohumlari
tizerindeki etkilerini belirleyebilmek amaciyla katalaz enzim aktivitesi (EC 1.11.1.6)
olgiildii (Aebi, 1983). Analiz i¢in 20 ul 6rnek ekstrati, 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7,0), 30 mM H2O> iceren 1 ml’lik reaksiyon ortami olusturuldu.
Spektrofotometrede absorbans degerlerindeki azalis 240 nm’de 3 dk siireyle izlendi.
Katalaz aktivitesi H.O2 icin €=39.4 mMcm™? tiikenis katsayis1 kullanilarak

hesaplandi.

2.4.4.4 Guaikol Peroksidaz Aktivitesi

Disardan uygulanan prolinin kuraklik stresi kosullarinda cimlendirilen karagam
tohumlarinda yaptig1 etkiyi belirleyebilmek i¢in guaikol peroksidaz (EC 1.11.1.7)
enzim aktivitesi 6l¢iildii. Enzim aktivitesi 6l¢limii i¢in 50 ul enzim ekstratr, 100 mM
potasyoum fosfat tamponu (pH 7,00), 0,1 mM EDTA, 5 mM guaikol ve 15 mM H20>
iceren 1 ml’lik reaksiyon ortami olusturularak spektrofotometrede 1 dk siireyle
absorbans degerinin azalis1 470 nm dalga boyunda okundu. Guaikol peroksidaz (GPX)
aktivitesi £=26,6 mMtcm™ tiikkenis katsayis1 kullanilarak belirlendi (Urbanek ve ark.,
1991).

2.4.45 Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Mevcut c¢alismada, kuraklik stresi kosullarinda ¢imlenen karacam tohumlarina
disardan prolin uygulamasinin iyilestirici etkilerini incelemek i¢in askorbat peroksidaz
aktivitesi (EC 1.11.1.11) olgiildii. Bu amagla 20 pl enzim 6rnegi, 100 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 7,0), 0,5 mM askorbat ve 0,1 mM H»O: igeren reaksiyon ortami
olusturuldu. Spektrofotometrede 290 nm dalga boyunda 2 dakika boyunca
absorbanstaki azalis izlendi. Askorbat peroksidaz aktivitesi €=2,8 mM™cm™ tiikenis
15

katsayis1 kullamlarak hesaplandi ve “pumol ASC min™ mg
ve Asada, 1981).

olarak verildi. (Nakano

2.4.4.6 lstatiksel Analizler

Elde edilen veriler “IBM SPSS Statistics Version 25” paket istatistik programi ile
analiz edildi. Grup sayisinin 3’ten fazla olmasi nedeniyle Tek Faktorlii Varyans
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Analizi (One-Way ANOVA) kullanildi. Gruplar arasindaki farki belirleyebilmek igin
ise varyanslarin esit oldugu durumlarda kullanilan post-hoc istatistik tiirlerinden
Duncan testi kullanild1 (p <0.05).
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3 BULGULAR

3.1 Orijin Secimi ve Etkin Kurakhk Siddetinin Belirlenmesi

Calismanin ilk asamasi olan orijin se¢imi i¢in ¢imlendirme deneyleri yapildi ve
belirlenen ti¢ orijin (TM-65, TM-137, TB-50) i¢inde en yiiksek ¢imlenme oranina
sahip olan Adana/Aladaglar Milli Parki (TM-65) orijinli tohumlar deney materyali

olarak secildi.

Etkin kuralik siddetinin belirlenmesi i¢in kontrol (%0), %5, %10, %15, %20 ve %30
PEG igeren gruplarda ¢imlendirme deneyleri yapildi. Cimlenmeyi ve gelisimi 6nemli
derecede indirgeyen kuraklik seviyesinin %15 PEG grubunda oldugu gériildi ve bu

PEG seviyesi ¢alismanin etkin kuraklik siddeti olarak se¢ildi.

3.2 Cimlenme Hizi, Cimlenme Oram ve Kok Gelisimi

Tamamlanan ¢imlenme siireci sonunda, ¢imlenme hizi (ilk 7 giinlik ¢imlenme),
¢imlenme orani ve kok gelisimleri gézlemlendi. Cimlenme sayilar1 belirli giinlerde

Olctilerek cimlenme hiz1 ve ¢imlenme orani tespit edildi (Sekil 3).

—4— Kontrol (PEG) —f—0,1 mM Pro+PEG 0,5 mM Pro+PEG
=31 mM Pro+PEG == 5 mM Pro+PEG 10 mM Pro+PEG

Cimlenme Orani (%)

4. GUN 7. GUN 10. GUN 14. GUN 21. GUN 28. GUN
Cimlenme Siiresi (Giin)

Sekil 3. Karagcam tohumlarinda giine bagl olarak 6l¢iilmiis ¢cimlenme sayilari
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Yapilan istatiksel analiz sonuglarina gore gruplar arasinda ¢imlenme hiz1 ve ¢imlenme
orani bakimindan anlamli bir fark oldugu (p<0,001) tespit edildi. Cimlenme hizinin 1
mM prolin uygulanan grupta en yiiksek oldugu belirlendi. Cimlenme oraninin ise 0,5
mM ve 1 mM prolin verilen gruplarda en yiiksek oldugu tespit edildi. Cimlenme hizi

ve ¢imlenme oranina ait analiz sonuglari tabloda verildi (Tablo 3).

Tablo 3. Cimlenme hiz1 ve ¢imlenme yiizdelerine iliskin Duncan testi sonuglari

Gruplar Cimlenme Hiz1 (%) Cimlenme Orani (%)
Kontrol (PEG) 21,33+1,89 a 49,33+2,49 a
0,1 mM Pro+PEG 24,00+1,63 a 58,67+3,40 bc
0,5 mM Pro+PEG 28,67+0,94 b 62,00+1,63 cd
1 mM Pro+PEG 37,33£0,94 ¢ 64,00+1,63 d
5 mM Pro+PEG 20,67+2,49 a 54,67+1,88 b
10 mM Pro+PEG 24,00+1,63 a 48,00+1,63 a

Prolin uygulamasi yapilmayan kontrol (sadece PEG) grubu ve disardan prolin

uygulamasiyla beraber %15 PEG uygulamasi yapilan 1 mM Pro+PEG gruplarindan

birer 6rnek petri, sekilde gosterildi (Sekil 4).

Sekil 4. Kontrol (sadece PEG) grubu ve 1 mM Pro+PEG grubu

Kok boyu uzunluklari incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu
(p<0,001) tespit edilerek 1 mM prolin uygulamasinda en yiiksek kok boyu ortalamasi
elde edildi (Sekil 5).
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Sekil 5. Kok boyu uzunluklari

3.3 Taze Agirhk ve Nisbi Su Icerigi (RWC)

Calismada, c¢imlenen tohumlarin taze agirliklart 6lciildii. Taze agirlik bakimindan
gruplar arasinda bir fark oldugu (p<0,001) belirlendi. En yiiksek taze agirlik 1 mM
prolin grubunda, en diisiik taze agirlik ise kontrol ve 10 mM prolin gruplarinda goriildii

(Sekil 6).

3,5 -
C
3 a
b b
b
2,5 - a
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o
)Eﬂb
o 1,5 1
N
<
o
1 a
0,5 +
0 - — — — — — —
Kontrol (PEG) 0,1 mM 0,5 mM 1mM 5mM 10 mM
Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG

Sekil 6. Taze agirliklar
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Kuraklik stresine karst prolin uygulamasinin bitkideki su durumu etkisini
belirleyebilmek i¢in nisbi su igerigi ol¢iildii (Sekil 7). Gruplar arasinda anlamli bir fark
(p<0,05) belirlendi. Buna gére 1 mM prolin uygulamasinin bitki su durumunu diger

gruplara gore daha iyi diizenledigi tespit edildi.

88 ~

(o] (o] (o]
(93] [e)] ~
1

Nisbi Su Icerigi (%)
[o0]
D

83

82

81

80
Kontrol (PEG) 0,1 mM 0,5 mM 1mM 5mM 10 mM
Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG

Sekil 7. Nisbi su igerigi

3.4 Stres Parametreleri

Calismada, prolin konsantrasyonlarinin ¢imlenme sirasindaki stres durumuna olan

etkilerini belirlemek amaciyla bazi yaygin stres parametreleri 6l¢iildii.

3.4.1 Lipid Peroksidasyonu

Calismada prolin uygulamasinin kuraklik stresine karsi etkilerini gozlemleyebilmek
i¢in lipid peroksidasyonu seviyesi 6l¢iimii yapildi. Buna gore gruplar arasinda bir fark
oldugu (p<0,001) belirlenerek 1 mM prolin uygulamas: grubunda en diisiik lipid
peroksidasyonu tespit edildi. Hiicre zarindaki en yiiksek hasar ise sirasiyla 5 mM,

kontrol ve 10 mM prolin gruplarinda gériildii (Sekil 8).
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Kontrol (PEG) 0,1 mM 0,5 mM 1 mM 5mM 10 mM
Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG

Sekil 8. Lipid peroksidasyonu seviyesi (MDA)

3.4.2 Hidrojen Peroksit I¢erigi

Mevcut ¢alismada hidrojen peroksit i¢erikleri (H20.) dlgiildii. Deney gruplari arasinda
anlamli bir fark (p<0,001) goriildii. Kuraklik stresi altinda g¢imlenen karacam
tohumlarinda en diisiik H202 igeriginin 1 mM prolin grubunda oldugu gézlendi. En

yiiksek hidrojen peroksit igeriginin ise 10 mM prolin uygulamasi yapilan grupta

oldugu belirlendi (Sekil 9).
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KontroI(PEG 0,1 mM 0,5 mM 1mM 5mM 10 mM
Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG

Sekil 9. Hidrojen peroksit (H20,) icerigi
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3.4.3 Prolin Icerigi

Prolin igerikleri incelendiginde deney gruplar1 arasinda anlamli bir fark belirlenerek
(p<0,001) 1 mM prolin grubunda en diisiik prolin igerigi tespit edildi. En yiiksek prolin
icerigi ise 0,1 mM prolin grubunda goriildii. Kontrol, 5 mM ve 10 mM gruplarinda
istatistiki acidan anlamli bir fark g6zlenmedi (Sekil 10).
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P 0,12

i
on
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E
-’
sen 0,08 -
=
)
= 0,06 -
=
£ 0,04
[-®
0,02 -
O .
Kontrol (PEG) 0,1 mM 0,5mM 1mM 5mM 10 mM

Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG

Sekil 10. Prolin igerigi

3.4.4 Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Mevcut calismada kuraklik stresi kosullarinda ¢imlenen karagam tohumlarinda prolin
uygulamasinin etkilerinin belirlenebilmesi i¢in belirli antioksidan enzim aktiviteleri

olgtldi.

3.4.4.1 Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi

Deney gruplarinda siiperoksit dismutaz aktiviteleri 6l¢iildii. Yapilan analiz sonucu
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark (p<0,001) oldugu belirlendi. Buna
gore en yliksek aktivite 1 mM prolin grubunda, en diisiik enzim aktivitesi ise kontrol

ve 0,1 mM prolin gruplarinda gorildi (Sekil 11).
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Sekil 11. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi

3.4.4.2 Katalaz Aktivitesi

Mevcut ¢aligmada katalaz aktiviteleri belirlenerek gruplar arasinda anlamli bir fark
(p<0,001) saptandi. Deney gruplarinda en yiiksek katalaz enzim aktivitesinin 1 mM
prolin grubunda oldugu gozlemlendi. En diisiik enzim aktivitesinin ise 10 mM prolin

grubunda oldugu gorildi (Sekil 12).
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Sekil 12. Katalaz aktivitesi
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3.4.4.3 Guaikol Peroksidaz Aktivitesi

Calismada deney gruplarinda guaikol peroksidaz aktivitesi dl¢iildii. Gruplar arasinda
bir fark oldugu (p<0,001) tespit edildi. En diisiik enzim aktivitesinin kontrol, 0,1 mM
ve 0,5 mM prolin gruplarinda, en yiiksek aktivitenin ise 1 mM, 5 mM ve 10 mM prolin
gruplarinda oldugu tespit edildi (Sekil 13).

Kontrol (PEG) 0,1 mM 0,5 mM 1mM 5mM 10 mM
Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG Pro+PEG

0,7 A

e o o o o
N W IS ] )

Guaikol Peroksidaz Aktivitesi
(Umgtprotein)

o
it

o
o)

Sekil 13. Guaikol peroksidaz enzim aktivitesi

3.4.4.4 Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Caligmada askorbat peroksidaz enzim aktiviteleri analiz edildiginde deney gruplari
arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0,001) belirlendi. Kontrol grubunda en diisiik
enzim aktivitesinin oldugu, 1 mM prolin grubunda ise en yiiksek aktivitenin oldugu
gozlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi
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4  TARTISMA

Mevcut ¢alisma ile kuraklik stresi kosullarinda ¢imlenen karagam tohumlarinda prolin
uygulamasinin iyilestirici etkileri arastirildi. Bu amagla bir deney diizenegi tasarlandi.
Kuraklik stresini simiile etmek igin farkli oranlarda “PEG 6000 (polietilen glikol)”
kullanildi. Ayrica ¢alismada antioksidan, ozmolit ve sinyal bilesigi gibi ¢esitli rolleri
olan prolin kuraklik stresine karsi tolerans arttirict bilesik olarak kullanildi. Prolin
uygulamasinin hangi konsantrasyonlarda 1iyilestirici-yatigtirict etki gosterdigini
belirlemek i¢in de farkli konsantrasyonlar denendi. Prolinin etkin konsantrasyonunun
belirlenebilmesi igin ¢imlenme hizi, ¢cimlenme orani, kok uzunlugu, taze agirlik, nisbi
su igerigi (RWC), lipid peroksidasyonu, hidrojen peroksit (H202) ve yaygin olarak
bilinen baz1 antioksidan enzim (stiperoksit dismutaz, katalaz, guaikol peroksidaz ve

askorbat peroksidaz) aktiviteleri gibi biiytime ve stres parametreleri 6l¢iildii.

Caligma bulgularina bakildiginda, ¢cimlenme hizinin (ilk yedi giinliik ¢gimlenme sayist)
olglildiigi siirecte en iyi etki sirasiyla 1 ve 0,5 mM prolin uygulamalarinda tespit
edildi. Bununla beraber kontrol ve diger prolin uygulama gruplar1 arasinda herhangi
bir istatistiki fark bulunamadi. Mevcut ¢alisma bulgularina gore 28 giinliik ¢cimlenme
sliresi sonunda hesaplanan ¢imlenme oraninin ise 0,5 mM ve 1 mM prolin grubunda
en yliksek oldugu belirlendi. En diislik ¢imlenme oranina sahip deney gruplar ise
kontrol ve 10 mM prolin gruplari oldu. Cimlenme hiz1 ve ¢imlenme orani sonuglarina
bakilarak, prolin uygulamasinin belirli konsantrasyonlarda ¢imlenme hizini tegvik
ettigini sdylemek miimkiindiir. Bu durum prolin uygulamasinin iyilestirici etkisinin
sadece belirli konsantrasyonlarda gerceklesebilecegi kanisini olusturmaktadir. Bu
kaniy1 destekler bigimde literatiirde yapilmis bazi ¢calismalara rastlamak miimkiindiir.
Hua-long ve ark. (2014) yaptiklar bir ¢alismada prolin 6n uygulamasinin stres sartlari
altinda, ¢imlenmeyi tesvik ederek ¢imlenme oranini ve enerjisini (hizini) arttirdigini
bildirmislerdir. Yine baska ¢alismalarda da prolin uygulama yontemindeki
farkliliklarin da ¢imlenme (gelisme) hizin1 ve oranini etkiledigini rapor etmislerdir
(Hare ve ark., 2003; Posmyk ve Janas, 2007). Oldukga 6nemli bir fizyolojik siire¢ olan

tohum ¢imlenmesinin, 6zellikle stres kosullar1 altinda, prolin birikimi ile pozitif olarak
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iligkili oldugu bazi raporlarda bildirilmistir. Fakat bu calismalar oldukca azdir ve
prolinin ¢imlenmeye etkisi yeterli bir sekilde gosterilememistir. Prolin birikiminin ya
da prolin metabolizmasinin, stres kosullar1 altindaki bitkilerde toleransi arttirdigi
bilinmektedir. Ancak strese kars1 artan toleranstaki bu genel etkiyi tohum ¢imlenmesi

tizerindeki spesifik bir etkiden ayirt etmek gii¢ olabilir (Trovato ve ark., 2019).

Caligma bulgularina gore kok boyu uzunluklaria bakildiginda 1 mM prolin grubunda
kok boyunun ve taze agirh@in diger gruplara gore yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Kuraklik stresi sartlarinda yetistirilen bitkilerde prolin uygulamasinin kék boyunu
arttirarak biiylime ve gelismeyi arttirdigt goriilmektedir. Literatiirde bazi stres
kosullar1 altinda uygulanan prolinin kdk uzunlugunu ve biyokiitleyi arttirdigina dair
raporlar mevcuttur. Prolin, biiyiiyen herhangi bir dokuda protein biyosentezinin temel
bir bileseni olmasinin yam sira, 6zellikle kok uzama bolgesinde hiicre boliinmesinin
bir diizenleyicisi olarak da rol oynuyor gibi goriinmektedir (Trovato ve ark., 2001;
Wang ve ark., 2014; Biancucci ve ark., 2015). Stres uygulanmamis Arabidopsis
fidelerinde, mikromolar konsantrasyonda disardan prolin desteginin kok uzamasini ve
dallanmay1 indiikledigi ancak milimolar konsantrasyonlarda disardan prolin verilmesi
durumda ise hiicre oliimiine benzeyen semptomlarla kok biiyiimesinin engellendigi
belirtilmistir (Mattioli ve ark., 2009; Hellmann ve ark., 2000). Butt ve ark. (2016),
yaptiklari ¢aligmada abiyotik stres altinda bitkilere disardan prolin uygulamasi yapmis
(0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM, 1 mM ve 1,2 mM) ve 0,8 mM prolin konsantrasyonunun
en iyi etkiyi yaparak biyokiitle artigin1 sagladigi tespit etmistir. Noreen ve ark. (2018),
stres altindaki bugday bitkilerine uygulanan 80 mM prolinin bitkilerde kok boyunu ve
taze agirhg arttirdigini raporlamistir. Hoque ve ark. (2007), ¢alismalarinda prolin
uygulamasinin taze agirhigi ve antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigini
belirtmislerdir. Bitkilerde hem ¢imlenme hizi hem de kok gelisimi bitkinin genel
yasam kalitesinin yiiksek oldugunu ya da maruz kaldigi stres seviyesinin diisiik
oldugunu gosterir. Clinkii bu tiir gelisimsel siireclerin yiiksek seviyede devam etmesi
dogrudan biyokiitle artisin1 etkiler. Genel olarak bir bitki ideal kosullara en yakin
kosullarda en fazla biyokiitle {iretimi gerceklestirir ve bu durum bitkinin saglik
durumunun da iyi oldugunu dogrudan gosterir. Mevcut calismada ise kurak kosullarda
disaridan uygulanan prolinin belirli konsantrasyonlarda ¢imlenme sayis1 ve hizina ek

olarak kok gelisimini arttirmasi bitkinin genel durumundaki bir iyilesmeden ya da

36



tolerans artisindan kaynaklaniyor olabilir. Prolin uygulamasi ile tolerans seviyesi
yiikselen karagam tohumlarinin stresin olumsuz etkileri ile daha iyi basa ¢ikabildigini
ve biyokiitle artisinin belirteci olan kok gelisimini arttirdigini sdylemek miimkiin

olabilir.

Mevcut galisma bulgulart incelendiginde nisbi su igeriginin 1 mM prolin grubunda
onemli derecede arttig1 gézlendi. Bu veriler ¢calismanin ayn1 prolin seviyesindeki kok
gelisimi ile uyumluluk gostermektedir. En az nisbi su igerigi ise kontrol ve 10 mM
prolin gruplarinda 6l¢iildii. Calismanin diger parametreleri ile birlikte diistiniildiiglinde
1 mM prolin uygulamasinin bitki su durumunu diger prolin konsantrasyonlarinda daha
iyi bir sekilde diizenledigi kabul edilebilir. Ek olarak RWC degerlerinin kdk boyu,
taze agirllk ve c¢imlenme hizi/orant ile uyumlu olmast prolinin belirli bir
konsantrasyonda (1 mM) kuraklik stresine yanit gelisimini daha iyi diizenledigini
gostermektedir. Bu durum prolinin olusturdugu iyilestirici-yatistirict  etkinin
konsantrasyon bagimli oldugunu goéstermektedir. Literatiirde bu sonuglar1 destekler
caligmalar mevcuttur. Shahid ve ark. (2014), ¢alismalarinda tuz stresi altinda yetisen
Ingiliz ¢cimi (Lolium perenne) ve bezelye (Pisum sativum) bitkilerinde disardan prolin
uygulamasinin nisbi su i¢regini arttirdigini belirtmislerdir. Merwad ve ark. (2018), su
eksikligi stresi altinda yetisen boriilce (Vigna unguiculata (L.) Walp.) bitkilerine sprey
yontemiyle uygulanan prolinin (2, 4 ve 6 mM) bitki biliyliime 6zelliklerini iyilestirerek
nisbi su igerigini arttirdigini gézlenmemislerdir. Ben Ahmed ve ark. (2011) ise zeytin
tiriinde koklendirme ortamina disardan prolin uygulamasinin stres sartlari altinda
biiyliyen bitkilerde, fotosentetik aktiviteyi ve yaprak nisbi su igerigini arttirdigini
raporlamiglardir. Abdelaal ve ark. (2020), kuraklik stresinde yetisen bitkilerde prolin
uygulamasinin  RWC’yi  arttirdigint  ve lipid peroksidasyonunu azalttigini

gostermislerdir.

Serbest radikaller, bir organizmada lipid peroksidasyonu siirecini baglatir.
Malondialdehit (MDA), hiicrelerde ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun
son Uriiniidiir ve genel lipid peroksidasyonunun bir indeksi olarak kabul edilir (Hodges
ve ark., 1999; Gawet ve ark., 2004). Bitki hiicrelerinde oksidatif stresin neden oldugu
lipid peroksidasyonunun farkli biyotik ve abiyotik stresler altinda, hiicresel hasarin
birincil nedenlerinden biri oldugu belgelenmistir (Yu ve ark., 2017). Bu nedenle

mevcut ¢aligmada lipid peroksidasyonu seviyesi 6l¢iimii yapilarak kuraklik sartlarinda
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hiicre zarindaki hasar dl¢giilmeye calisildi. Calisma bulgularina bakildiginda en diisiik
MDA seviyesinin oldugu 1 mM prolin grubunun lipid peroksidasyonunu azaltarak
hiicre zarindaki hasar1 engelledigi sdylenebilir. Belirli konsantrasyonlarda prolin
uygulamasinin serbest radikalleri temizleyerek strese karsi koruyucu etki gosterdigini
sOylemek miimkiindiir. Ayrica etkili prolin konsantrasyonunda taze agirlik ve diger
bulgulardan elde edilen veriler de bunu desteklemektedir. de Freitas ve ark. (2019),
tuz stresine maruz birakilan bitkilere disardan uygulanan prolinin membran hasarini
azalttigim1 gostermislerdir. Aggarwal ve ark. (2011), agir metal stresine maruz kalan
bitkilerin koklerine disardan prolin uygulamasmin belirli konsantrasyonda lipid
peroksidasyonunu ve hidrojen peroksit igerigini azalttigini belirlemislerdir. Ghaffari
ve ark. (2019), kuraklik stresine maruz kalan seker pancarinda (Beta vulgaris L.)
disardan prolin uygulamasinin enzimatik antioksidan aktivitesini arttirarak MDA
seviyesini diisiirdiiglinii bildirmistir. Literatiir bilgileri degerlendirildiginde disardan
prolin uygulamasinin enzimatik antioksidan aktivitelerini diizenleyerek reaktif oksijen

tiirlerini temizledigi ve hiicre membran stabilitesini iyilestirdigi diisiiniilmektedir.

Hidrojen peroksit, bitkilerde normal metabolizma faaliyetleri (fotosentez siiregleri
gibi) sirasinda kendiliginden olusabildigi gibi NADPH (Nikotinamid Adenin
Diniikleotit Fosfat) oksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi enzim etkinlikleri ile de
tiretilebilirler. Ayrica, bitki herhangi bir sekilde strese maruz kaldiginda hiicrede
hidrojen peroksit seviyesi artar. Stres ile birlikte H2O2 seviyelerinin artmasinin nedeni,
stres sinyali olarak {iretiminin artmasidir. Ek olarak hem agir stres kosullar1 nedeniyle
hem de metabolizma faaliyetleri sirasinda fazlaca biriken hidrojen peroksidin
temizlenememesi, hidrojen peroksit seviyelerindeki artisin diger bir 6nemli sebebidir
(Nounjan ve ark., 2012; Hung ve ark., 2005; Sofo ve ark., 2015). Bu nedenle ¢alismada
kuraklik stresi kosullarinda ¢imlendirilen karacam tohumlarinda hidrojen peroksit
icerigi Olgiilerek bitkilerin maruz kaldigi stresin siddeti belirlendi ve prolinin
tyilestirici etkileri gbzlendi. En diisiik H20- igerigi 1 mM prolin grubunda, en yiiksek
H20: igerigi ise 10 mM prolin grubunda goriildii. Stres etkilerinin azaldigi 1 mM prolin
grubunda hidrojen peroksit igeriginin de diismesi literatiir bilgileriyle uyusmaktadir.
Hasanuzzaman ve ark. (2014), strese maruz birakilan bitkilerde prolin uygulamasinin
H20> igerigini azalttigini tespit etmislerdir. Wutipraditkul ve ark. (2015) yaptiklar

caligmada, belirli konsantrasyonlarda uyguladiklar1 prolinin stres sartlar1 altindaki
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bitkilerde hidrojen peroksit seviyesini azalttigini ancak yiliksek konsantrasyonda
disardan uygulanan prolinin ise H202 igerigini arttirarak ters etki yaptigini

belirlemislerdir.

Mevcut ¢aligma ile prolin igerigi 6l¢iilmiistiir. Prolinin bitkilerde stresin siddetine gore
antioksidan veya ozmolit olarak gorev yapabildigi bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir
(Yoshiba ve ark., 1997; Shevyakova ve ark., 2009; Rana ve ark., 2017; Demiralay ve
ark., 2017). Ayn zamanda literatiir, maruz kalinan stres siddetine gére prolinin bitkide
sinyal molekiilii olarak da gorev yapabildigini gostermektedir (Mattioli ve ark., 2008;
Mattioli ve ark., 2009). Ek olarak prolin, protein biitiinliigiinii koruyabilen ve farkli
enzim aktivitelerini arttirabilen molekiiler bir saperon olarak islev gérmektedir (Slama
ve ark., 2015). Prolin kuraklik stresi kosullarinda birikir ve bir ozmoprotektan olarak
islev goriir (Zhu, 2002; Verbruggen ve Hermans, 2008; Mata ve ark., 2016). Yapilan
caligma ile prolinin sadece belirli konsantrasyonlarda bitkide iyilestirici etki
yapabildigini (1 mM), diger konsantrasyonlarda ise etkisinin olmadig1 ya da z1t bir etki
gosterip ¢imlenmeyi azaltarak biliyiimeyi ve gelismeyi engelledigi diistiniilebilir.
Bulgularimizi destekler nitelikte, Yamada ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir
caligmada yabani tiir Arabidopsis ve petunya bitkilerine kuraklik stresi sartlarinda
disardan uygulanan prolinin (0, 5, 10 ve 50 mM) biiyiimeyi siddetli bir bigimde
engelledigini ve yaprak yaslanmasini hizlandirdigini bildirmislerdir. Prolinin
konsantrasyona bagli olarak etki gostermesi sinyal bilesigi olarak rol almasi ile
aciklanabilir. Dahasi baska c¢alismalarda farkli konsantrasyonlarda olumlu etkiler
gostermesi de bu durumu desteklemektedir. Ornek vermek gerekirse Moustakas ve
ark. (2011) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 10 mM prolin uygulamasimin kuraklik
stresi kosullarinda bitkiyi korudugunu gostermektedir. Ali ve ark. (2013) ise kuraklik
stresine maruz birakilan misir bitkilerine sprey yontemiyle uygulanan 30 mM prolinin,
kurakligin olumsuz etkilerini iyilestirdigini belirtmislerdir. Calismamizda prolinin
tyilestirici etkisini i¢sel hidrojen proksit seviyesinin azalmasi, RWC durumunun ve
taze agirlik miktarinin artmasi ile goézlemlemek miimkiindiir. Bu durum mevcut
calisma i¢cin 1 mM prolin uygulamasiin kurak kosullara karsi ¢imlenen tohumlari,
antioksidan sistemi tesvik ederek ve bitki su durumunu iyilestirerek korudugunu

gosterebilir. Dahast MDA seviyelerinin 1 mM prolin uygulamasinda belirgin bir
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sekilde  diger gruplara gore daha diisiik c¢ikmasi bu diisliinceyi daha da
kuvvetlendirmektedir.

Bu c¢alismada uygulanan prolin (1 mM), reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi
siireclerini diizenleyerek karagamin oksidatif hasara karsi toleransini artirmistir. Bu
bulgular, prolinin H2O: igerigini azaltarak ve enzimatik antioksidan savunma sistemini
(SOD, CAT, GPX ve APX) artirarak kurakligin neden oldugu oksidatif strese karsi
koruyucu etkileri oldugunu gostermektedir. Antioksidan savunma sisteminin
tyilestirilmesi bitkilerin strese karsi daha direngli ve toleransli olmasi agisindan
onemlidir (Nahar ve ark., 2016). Bu nedenle c¢aligmada, kendilerini giiglii bir
antioksidan olarak kanitlamig siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), guaikol
peroksidaz (GPX) ve askorbat peroksidaz (APX) enzimleri 6l¢iilmiistiir.

Mevcut c¢alismada siiperoksit radikallerinin oksijen ve hidrojen perokside
dontistiriilmesini katalize eden siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin (Bowler ve
ark., 1994) iyilestirici konsantrasyon olarak diisiinilen 1 mM prolin grubunda
goriilmesi calismanin diger bulgulari ile de desteklenmektedir. Disardan verilen belirli
konsantrasyonlarda prolin ile bu enzimin arttig1 ve bitkinin strese karsi toleransinin
daha da gelistigine dair literatiir bilgileri mevcuttur. Islam ve ark. (2009), disardan
prolin uygulamasiyla SOD aktivitesinin arttigin1 ve bitkilerin stres ile daha iyi basa
cikarak taze agirliklarini arttirdiklarini tespit etmislerdir. Yan ve ark. (2011) yaptiklar
calismada 0,2 mM prolin uygulamasinin antioksidan enzim aktivitelerini harekete

gecirerek SOD aktivitesini arttirdigini gozlemlemislerdir.

Katalaz, bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinden olan H2O> igerigini azaltarak koruma
saglama kapasitesine sahip anahtar bir enzimdir (Willekens ve ark., 1997). Calismada
en yiiksek katalaz aktivitesinin 1 mM prolin grubunda bulunmas: diger bulgular ile
karsilagtirildiginda da bu konsantrasyonun bitkide iyilestirici etki yaptigini
gostermektedir. Belirli konsantrasyonda disardan verilen prolin diger guruplara gore
katalaz aktivitesini daha fazla arttirdig1 belirlenmistir. Bu nedenle hidrojen peroksidin
hiicre zarinda yapacagi hasarin engellenerek hiicre yapisinin korunmasinin sagladigi
diistiniilmektedir. Singh ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada abiyotik stres altindaki
Solanum melongena L. fidelerine disardan prolin uygulamasinin katalaz aktivitesini

yapraklarda ve koklerde arttirdigin1 gostermislerdir. Ghaffari ve ark. (2019) yaptiklari
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caligmada kuraklik stresine karst prolin uygulamis ve katalaz enzim aktivitesinin

arttigini tespit etmistir.

Enzimatik antioksidan tiirlerinden olan guaikol peroksidaz aktivitesinde kontrol
grubuna gore artis olmasina karsin 1, 5 ve 10 mM prolin gruplar1 arasinda anlamli bir
fark bulunamadi. Bu durum karagamin kurakliga kars1 dayanikli ve toleransh bir tiir
olmasi ile agiklanabilir (Saatgioglu, 1976; Eilmann ve Rigling, 2012; Enescu ve ark.,
2016; Moricz ve ark., 2018). Soyle ki reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesinde biiyiik
bir rolii olan APX ve CAT enzimlerinin aktivasyonu kurakliga karsi toleransh
bitkilerde daha giicliidiir. Bunun zitt1 bir sekilde kurakliga hassas tiirler ise GPX
enzimi toleransh tiirlere kiyasla daha fazla etkinlestirir (Laxa ve ark., 2019). Bu
nedenle bu ¢aligmada da karacam tiirlinlin kuraklik stresine kars1 koyma siirecinde
GPX enzimine kiyasla APX, CAT, SOD enzimlerini daha fazla kullandigi
diistiniilmektedir. Bekka ve ark. (2018) prolin uygulamasinin kurakliga kars: etkilerini
arastirmak amaciyla 2 farkl tiirde yaptiklari ¢alismada, bir tiirde (Lens culinaris
Medik.) prolin uygulamasinin CAT, APX ve GPX aktivitelerini arttirdigini, diger
tiirde (Triticum aestivum L.) ise CAT ve GPX enzimini arttirdigin1 APX enzimini ise
degistirmedigi rapor etmislerdir. Baska bir ¢alismada ise Hurma agacinda (Phoenix
dactylifera L.) prolin uygulamasinin yapraklardaki SOD ve CAT enzim aktivitelerini
arttirirken GPX enzimini anlaml sekilde arttirmadig tespit edilmistir (Zouari ve ark.,
2016).

Caligmada askorbat peroksidaz enziminin aktivitesi en fazla 1 mM prolin grubunda
bulunmustur. Hidrojen peroksidin temizlenmesinden sorumlu 6nemli enzimlerden
olan APX enziminin bu guruptaki artis1 calismanin diger bulgulariyla ortiismektedir.
Kuraklik kosullarinda hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin birikimini baskilamak i¢in
detoksifikasyon kapasitesi yiiksek olan APX, CAT gibi enzimlere gerek duyulur.
Cesitli stres sartlarina maruz kalan bitkilerde prolin uygulamasmin belirli
konsantrasyonlarda askorbat peroksidaz enzim aktivitesini arttirdigina dair literatiirde
de bazi raporlar mevcuttur (Yan ve ark., 2011; Bekka ve ark., 2018; Ghaffari ve ark.,
2019).

Mevcut caligmanin tiim bulgular1 prolin uygulamasinin kuraklik stresi kosullarinda

karacam tohumlarinin ¢imlenmesini tesvik ettigine isaret etmektedir. Fakat bu etki
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uygulanan tiim konsantrasyonlarda ger¢eklesmemistir. Sonuglar ancak belirli bir
konsantrasyon degerinin s6z konusu etkiyi yaptigin1 gostermektedir. Hem ¢imlenme
parametreleri hem de biiylime ve temel stres parametreleri bu fikri giiclendirmektedir.
Dahast mevcut c¢alismanin metodolojisi ve elde edilen bulgular kuraklik stresi
kosullarinda prolin uygulamasinin yine belirli konsantrasyonlarda iyilestirici-
yatistirici etki yaptigina isaret etmektedir. S6z konusu prolin uygulama konsantrasyon
degeri 1 mM olup, bu deger kurak kosullarda hem ¢imlenmeyi tesvik etmis hem de
kuraklik stresi kaynakli olumsuz etkilerin yatistirilmasina yardime1 olmustur. Boylece
etkin konsantrasyon degerinde uygulanan prolinin ¢imlenen tohumlarin genel saglik
durumunu daha iyi hale getirdigi gozlenmistir. Literatlir incelendiginde benzer
durumlar gozlemek miimkiindiir. Literatiirde farkl bitkilerle yapilan ¢alismalar yine
etkin konsantrasyon rapor etmekle birlikte bu deger calismaya gore degisiklik
gosterebilmektedir. Burada dikkat edilmesi gereken husus etkin prolin
konsantrasyonunun bitkinin tlirline, yasina, uygulama sekline, bitkinin hayat
dongiisiindeki  evresine ve wuygulanan organina-dokusuna goére degisiklik
gostermesidir. Mevcut ¢alismada prolin direk olarak ¢imlenme ortamina ilave edildigi
icin 1 mM prolin etkin konsantrasyon olarak gozlenmistir. Ozetle belirtmek gerekirse
mevcut ¢aligma, secilen yonteme goére 1 mM prolin uygulamasinin kurak kosullarda

cimlenmeyi tesvik ettigini belirtmektedir.
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5 SONUC VE ONERILER

Mevcut ¢alisma ile ulasilan bilgiler, disaridan gerceklestirilen prolin uygulamasinin
kurak kosullarda karagam tohumlarinin ¢imlenmesini tesvik ettigine isaret etmektedir.
Fakat bu tesvik edici etki prolinin tiim konsantrasyonlarinda gerceklesmemis olup
ancak belirli bir konsantrasyon araliginda meydana gelmektedir. Bu durum, ¢alismada
tespit edilen prolinin iyilestirici-yatistirici etkisinin etkin bir konsantrasyona bagh
oldugunu gostermektedir. Literatiir bilgisi de farkli bitkilerle yapilan c¢aligmalarda
benzer sonuglar sunmaktadir. Dahasi literatiir bilgisi, mevcut ¢alismada oldugu gibi
prolinin farkli konsantrasyonlarda ya ¢ok az etkili ya da olumsuz etkiler gosterdigini
belirtmektedir. Sonug olarak mevcut calisma verileri ve literatiir bilgisi, prolinin
tyilestirici etkisinin uygulamanin yontemine, uygulanan bitkinin tiirline, yasina,
uygulama konsantrasyonuna, uygulama donemine ve siiresine bagli olarak farkli
sonuglar gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica yapilan ¢alismaya ek olarak
ileride bulgularin daha iyi aydinlatilabilmesi ve tartisilabilmesi i¢in asagida bazi kritik

onerilerde bulunulmustur.
Mevcut ¢alismada;

1. Prolinin 1iyilestirici etkisinin daha detayli arastirilabilmesi i¢in ¢imlenen
tohumlarda aktiviteleri Olciilen antioksidan enzimlerin gen ifade seviyesine
bakilmasi Onerilebilir. Ayn1 zamanda yine bu enzimlerin western blot analizleri
ile spesifik miktarlar1 da tayin edilebilir. Bu sekilde elde edilen sonuglar ile
prolinin 1yilestirici etkisinin transkript seviyesinde mi yoksa translasyon

seviyesinde mi oldugu daha detayli anlasilabilir.

2. Disaridan uygulanan prolinin 1iyilestirici etkisinin nasil gerceklestigini
aciklayabilmek adina deney gruplarindan elde edilmis 6rneklerde microarray
ya da trasnkriptom sekans analizleri yapilabilir. Bu sayede ozellikle
konsantrasyona bagli prolin uygulamasi ile hangi genlerin hangi seviyede ifade
edildigi anlagilabilir. Boylece prolin etki mekanizmasmin ve neden

konsantrasyona bagli oldugunun anlasilmas1 kolaylasabilir.
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3. Tohumlar biyokimyasal ve bazi biiylime parametreleri yoniinden analiz edildi.
Elde edilen veriler 1s18inda bitki su durumunun korunmasi, daha fazla kiitle
artis1 ve stres parametreleri prolin uygulamasinin belirli konsantrasyonlarda
stres yiikiinlii azalttigin1 gostermektedir. Sonuglar dolayli olarak fotosentez
mekanizmasinin da prolin uygulamas: ile stres kosullarinda korundugunu
gostermektedir. Bununla birlikte dogrudan sonug¢ elde edilmesi ve prolin
etkisini dogrudan gozlemlemek adina gruplarda fotosentez hizi ve klorofil
fliioresans1 analizleri de yapilabilir. Bu sayede prolinin etki mekanizmasi

hakkinda daha detayl bilgilere ulasilmis olunabilir.

4. Mevcut ¢alisma ile elde edilen veriler prolinin belirli konsantrasyonlarda bitki
genel durumunu kuraklik stresi baskisina kars gelistirdigine isaret etmektedir.
Bu sebeple kuraklik stresinin olumsuz etkileri azaltilmis ya da yatistirilmis ve
sonu¢ olarak genel saglik durumu iyilesen tohumlar daha iyi ¢imlenme
sonuglar1 gostermistir. Bunun yaninda taze agirlik ve bitki su igerigi gibi
parametreler de bitki biyokiitlesinin artisim1 agiklamaktadir. Ama prolinin
cimlenmeyi dogrudan mi1 yoksa dolayli olarak bitki saglik durumunu
tyilestirerek mi tegvik ettigi hala tam olarak belli degildir. Literatiir bilgileri de
benzer bir duruma isaret etmektedir. Bu nedenle prolin uygulamasinin
¢imlenme ile iliskili enzimlerinin (proteaz, lipaz, a-amilaz ve B-1,3-glukanaz
gibi) iizerine olan etkilerinin ¢alisilmas1 6nemli olabilir (Renu, 2018). Boylece
prolinin ¢imlenmeyi dolayli olarak m1 yoksa dogrudan gelisimsel olarak mi1

tesvik ettigi noktasinda daha aydinlatici verilere ulasilabilir.

5. Mevcut calisma karacam tohumlarinda gerceklestirilmis olup 28 giinliikk
¢imlenme siiresi sonunda analizler yapilmistir. Elde edilen veriler ¢cimlenme
asamasindaki kurakligin karagam iizerindeki etkisini gdstermekte olup
kurakliga maruz birakilan 1-2 yillik veya daha biiyiik gelisim ¢aglarindaki
karagam agaglarina disardan prolin uygulamasinin etkisinin belirlenebilmesi

literatiire ek katkilar saglayabilir.
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