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ÖZET 

 

 

İKİ PATLICAN (Solanum melongena L.) GENOTİPİNİN TUZA 
DAYANIKLILIĞININ HİDROJEN PEROKSİT ÖN UYGULAMASI İLE IN 

VİTRO KOŞULLARDA ARAŞTIRILMASI 

 

OĞUZHAN YAŞARKAN 

Yüksek Lisans, Biyoloji Bölümü 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. RUKİYE TIPIRDAMAZ 

Haziran 2018, 68 sayfa 

 

 

H2O2 ön uygulamasının tuzlu koşullarda kültüre alınmış iki patlıcan genotipine (tuza 

duyarlı; Artvin ve tuza toleranslı; Mardin) ait kallus dokularında, yaş ağırlık, membran 

geçirgenliği, MDA, prolin, iyon, içsel H2O2 miktarları ve antioksidan enzim aktiviteleri 

üzerine etkileri araştırılmıştır. Bu amaçla, in vitro çimlendirilen 4 haftalık patlıcan 

fidelerinden alınan hipokotil eksplantlarından kalluslar elde edilmiştir. Kallusların bir 

kısmı kontrol, 150 mM NaCl, 50 veya 100 µM H2O2 içeren ortamlara, bir kısmı ise 48 

saat süreyle 50 veya 100 µM H2O2 ön uygulaması yapılarak 150 mM NaCl içeren 

ortamlara aktarılarak 24 saat süreyle inkübe edilmiştir. Yaş ağırlık, K+ ve Ca2+ miktarları 

tuz uygulanan gruplarda önemli bir şekilde azalırken, H2O2 ön uygulamaları tuzun 

olumsuz etkisini azaltmıştır. Tuz uygulaması her iki genotipte de Na+ miktarını 

arttırırken, H2O2 ön uygulamaları Na+ miktarını azaltarak hücrelerdeki K+/Na+ oranını 

arttırmıştır. Tuzluluk membran geçirgenliği, MDA ve içsel H2O2 miktarlarını arttırırken, 

H2O2 ön uygulamaları bu olumsuz etkileri azaltmıştır. H2O2 ön uygulamaları, prolin 

miktarını, SOD ve CAT enzim aktivitelerini arttırarak antioksidan savunmayı 

güçlendirmiştir. H2O2’nin incelenen parametreler üzerindeki iyileştirici etkileri, tuza 

duyarlı genotipte daha yüksek düzeyde bulunmuştur. Etkilerin, konsantrasyon ve 

genotipe bağlı olarak değiştiği görülmüştür. 

Anahtar Kelimeler: Hidrojen peroksit, in vitro, patlıcan, tuz stresi 
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ABSTRACT 

 

 

INVESTIGATION OF THE SALT TOLERANCE BY HYDROGEN 
PEROXIDE PRE-TREATMENT ON TWO EGGPLANT (Solanum 
melongena L.) GENOTYPES UNDER IN VITRO CONDITIONS 

 

OĞUZHAN YAŞARKAN 

Master of Science, Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. RUKİYE TIPIRDAMAZ 

June 2018, 68 pages 

  

Effects of H2O2 pre-treatment on fresh weight, membrane permeability, MDA, proline, 

ion, inner H2O2 contents and antioxidant enzyme activities were investigated in the 

callus tissues of two eggplant genotypes (salt sensitive; Artvin and salt tolerant; Mardin) 

cultured in saline conditions. For this purpose, calli were obtained from hypocotyl 

explants from 4-week-old seedlings germinated in vitro. Some of the calli were 

transferred to mediums containing control, 150 mM NaCl, 50 or 100 μM H2O2, and the 

others which were pre-treated with 48 hours 50 or 100 µM H2O2 were transferred to 

mediums containing 150 mM NaCl and all of them incubated during 24 hours.  While 

fresh weight, K+ and Ca2+ contents were decreased on salt stressed groups, H2O2 pre-

treatments reduced these negative effects of salt stress. Salinity increased Na+ 

contents, while H2O2 pre-treatments decreased Na+ contents and increased K+/Na+ 

ratio. Salinity increased membrane permeability, MDA and inner H2O2 contents, these 

negative effects were reduced by H2O2 pre-treatments. H2O2 pre-treatments enhanced 

antioxidant defence by increasing SOD and CAT enzyme activities and proline 

contents, The curative effects of H2O2 pre-treatment on parameters we investigated 

were found to be higher in the salt-sensitive genotype. It has been shown that the 

effects vary depending on concentrations and genotypes. 

Keywords:  Eggplant, hydrogen peroxide, in vitro, salt stress 
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1. GİRİŞ  

1.1. Tuz Stresi 

Biyotik ve abiyotik olmak üzere iki ayrı grupta incelenen stres; çoğunlukla optimal 

yaşam koşullarından sapma olarak tanımlanır [1]. Böcekler, mikroorganizmalar ve 

hayvanlar biyotik stres etmeni olarak değerlendirilirken; fiziksel (sıcaklık, radyasyon, 

rüzgar v.b.) ve kimyasal (pestisit, tuzluluk, pH v.b.) çevre etmenleri ise abiyotik stres 

etmenleri olarak tanımlanmaktadır [2]. Abiyotik stresler arasında tuzluluk, toprak 

verimliliğini ve dolayısıyla bitki büyümesini olumsuz yönde etkileyen ve sonuçta verimi 

düşüren en önemli çevresel faktörlerden biridir [3]. 

Dünyanın işlenmiş alanlarının %20’si ve sulu arazilerinin neredeyse yarısı tuzluluk 

etkisindedir [4]. Çoğunlukla oksidatif bir zararlanma olarak ortaya çıkan tuz stresi, 

özellikle kurak ve yarı kurak bölgelerde görülmektedir ve yüksek sıcaklıklarla birlikte 

artış göstermektedir [5]. Tuzluluk, bitkileri; ozmotik, özgül iyon toksisitesi ve/veya 

besinsel bozukluk gibi farklı yollardan etkilemektedir [6]. Tuz stresi, sürgün uzamasında 

azalmaya, kısırlıkta artışa ve çiçeklenme zamanında değişime neden olmaktadır [6–8]. 

Tuzluluk nedeniyle oluşan iyon birikimi ve stomaların açılıp kapanmasındaki 

düzensizlikler, toplam klorofil miktarının düşmesine ve böylece fotosentez etkinliğinde 

azalmaya sebep olmaktadır [9–10]. Ayrıca tuzluluğa bağlı olarak artan reaktif oksijen 

türleri (ROS) membran hasarına neden olabilmektedir [11–13]. 

 

1.1.1. Tuz Stresi ve İyonlar 

Toprak tuzluluğu ve tuz stresi söz konusu olduğunda genellikle NaCl’den söz 

edilmektedir [14]. Yüksek oranda NaCl alımı, K+, Ca2+, N ve P gibi diğer iyonların 

alımıyla rekabete girerek besinsel düzensizliklere ve bunun sonucunda verimde ve 

kalitede düşüşe neden olmaktadır [15]. Pek çok bitki türü üzerinde yapılan araştırma 

sonuçları, artan NaCl konsantrasyonunun Na+ ve Cl- iyon seviyelerinde artışa, Ca2+, K+ 

ve Mg2+ seviyelerinde ise azalmaya neden olduğunu göstermekte [16–18] ve özellikle 

K+ ve Ca2+ iyonlarında eksikliğe yol açarak, hücre düzeyinde oksidatif strese neden 

olduğunu [14, 19, 20] vurgulamaktadır. Fizyolojik bulgular Na+ ve K+ iyonlarının aynı 

protein aracılığıyla taşındığını ve bu nedenle bu iki iyonun rekabet halinde olduğunu 
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göstermekle birlikte, Na+ iyonunun hücre içine alımından sorumlu transport (taşıma) 

sistemi henüz tam olarak bilinmemektedir [21–23]. Bitki hücrelerinde, metabolik 

reaksiyonların devamlılığının sağlanabilmesi için K+ seviyesinin yüksek olması 

gerekirken, Na+ seviyesinin göreceli olarak düşük olması gerekmektedir [24]. Bunun 

yanı sıra K+ iyonu pek çok enzim için ko-faktör olarak gerekliyken, Na+ iyonu için aynı 

durum söz konusu değildir [25]. Aynı zamanda Na+ ve Cl- iyonları fazlalığında 

protoplazmada Na+ yüzdesinin arttığı ve bunun sonucu olarak da enzim ve membran 

proteinleri üzerine özgül iyon etkisine yol açtığı da bilinmektedir [26–28]. 

 

1.1.2. Tuz Stresi ve Membran Geçirgenliği 

Hücrelerin membran geçirgenliği, su ve çözünen maddelerin membrandan geçiş 

özgürlüklerinin bir ifadesidir [29]. Tuz stresi, reaktif oksijen türleri (ROS) üretimini 

tetiklemekte ve böylece hücre proteinlerine, nükleik asitlere ve membran kararlılığına 

zarar vermektedir [30]. Membran kararlılığındaki azalma, ROS nedeniyle oluşan lipid 

peroksidasyonu ile ilişkilendirilmektedir [31]. Bir taksonun farklı tuz toleransı gösteren 

genotiplerinin membran geçirgenliği, aynı tuzlu koşullar altında değişiklik 

gösterebilmektedir [32]. Brassica napus L. (kanola) üzerine yapılan bir çalışmada, tuza 

toleranslı genotipte duyarlı olan genotipe göre nispeten daha az membran geçirgenliği 

gözlendiği belirtilmiştir [33]. Bunun yanında, Atriplex (unluca), Fragaria x ananassa 

(çilek) [34] ve Lycopersicon esculentum (domates) [35] üzerine yapılan çalışmalarda, 

yüksek konsantrasyonlardaki tuzun membran geçirgenliğinde artışa neden olduğu 

belirtilmiştir [36]. 

 

1.1.3. Tuz Stresi ve Malondialdehit (MDA) 

Tuzluluk da dâhil olmak üzere çeşitli abiyotik stresler sonucu oluşan membran 

zararlanması, çoğunlukla membran lipid peroksidasyonundan kaynaklanmaktadır [37]. 

Lipid peroksidasyonunun son ürünü olan malondialdehit (MDA) düzeyinin belirlenmesi 

ve dolayısıyla membran lipid peroksidasyonunun ölçülmesi, oksidatif stresin şiddetinin 

ve bitkinin hassasiyet derecesinin anlaşılması için sıklıkla kullanılan bir yöntemdir [37–

41]. Erturk ve arkadaşları [43] kiraz sürgünlerindeki MDA miktarına bağlı olarak, tuz 
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stresi altındaki bitkilerde lipid peroksidasyonunun kontrol bitkilerine göre daha yüksek 

olduğunu belirtmişlerdir. Mısır üzerine yapılan bir araştırmada, MDA konsantrasyonu 

ile zar geçirgenliği ve elektrolit sızıntısı arasında anlamlı bir pozitif ilişkinin varlığı 

bildirilmiştir [44–45]. MDA birikimi, tuz stresi sonucu hücre zarlarında oluşan 

oksidasyonların belirteci olarak kullanılmaktadır [46]. 

 

1.1.4. Tuz Stresi ve Prolin 

Yüksek yapılı bitkilerde tuz stresine bağlı olarak amino asit birikimi gözlenmektedir [47–

49]. Bu amino asitler arasından prolinin, tuz stresi koşullarında diğer amino asitlere 

oranla çok daha fazla miktarda biriktiği belirtilmektedir, pek çok araştırmada prolin 

birikimi ile stres toleransı arasında pozitif ilişki olduğundan söz edilmektedir [49–53]. 

Prolin, strese maruz kalmış olan bitkilerde ozmotik dengenin sağlanmasında ve hücre 

içi yapıların korunmasında etkili rol oynamaktadır [54–55].  

Populus euphratica kallus dokuları üzerine yapılan bir araştırmada, NaCl’nin çok düşük 

konsantrasyonlarının bile prolin birikimini tetiklediği gözlenmiştir [42]. Soğan üzerine 

yapılan bir araştırmada ise, tuzluluk hasarına karşı prolinin hücre membranlarını 

koruduğu belirtilmektedir [56]. Bunların yanı sıra prolinin, kullanılabilir N birikimini 

düzenlediği [47, 49], membran kararlılığına katkı sağladığı [57–60] ve NaCl’nin hücre 

membranında parçalanmaya sebep olan etkisini hafiflettiği [56] söylenmektedir. Prolin 

birikiminin stres etkisinin mi yoksa stres toleransının mı bir sonucu olduğu tartışmalı 

olsa da [61], çoğunlukla uyumlu bir osmotik çözünen olarak aktivite gösterdiği 

bildirilmektedir [62]. 

 

1.1.5. Tuz Stresi ve Reaktif Oksijen Türleri (ROS) 

Aerobik metabolizmanın kaçınılmaz bir sonucu olarak reaktif oksijen türleri (ROS) 

oluşur. ROS’lar, hidrojen peroksit (H2O2) ve singlet oksijen (1O2) moleküllerini olduğu 

gibi, süperoksit anyonu (O2
-•) ve hidroksil radikali (•OH) gibi serbest radikalleri de 

içermektedir [63–67].  
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Optimal koşullarda ROS’lar genellikle kloroplastlarda, mitokondride ve 

peroksizomlarda düşük miktarlarda üretilirken, stres koşullarında ROS üretimi keskin 

bir artış göstermektedir [68]. Yüksek konsantrasyonlardaki ROS, organizmalar için son 

derece zararlıdır ve hücrelerde oksidatif strese neden olduğu bilinmektedir. Çevresel 

stresler sırasında artış gösteren ROS üretimi, hücreler için lipit peroksidasyonu, protein 

oksidasyonu, nükleik asit hasarları, enzim inhibisyonu ve programlanmış hücre ölümü 

gibi tehditler oluşturmaktadır [69–76]. Tuz stresinin de aşırı miktarda ROS üretimi ile 

sonuçlandığı bilinmektedir [77–78]. Tuzluluk nedeniyle oluşan ROS, lipit 

peroksidasyonu, protein ve nükleik asit denatürasyonuna yol açarak olağan 

metabolizmayı bozmaktadır [77–79]. Pirinç [11], limon [12] ve domates [13] üzerine 

yapılan araştırmalarda, tuzluluk nedeniyle oluşan hücresel toksisitenin en büyük 

kaynağının ROS kaynaklı membran hasarı olduğu ispatlanmıştır. ROS molekülleri 

yüksek konsantrasyonlarda sitotoksik maddeler olsa da, düşük konsantrasyonlarda 

antioksidan savunma mekanizmasına ait gen ifadesinin düzenlenmesinde aracı sinyal 

moleküller olarak da görev almaktadır [80–81]. Ayrıca düşük konsantrasyonlardaki 

ROS’un, stomaların kapanması [82–84], programlanmış hücre ölümü [72, 85], biyotik 

ve abiyotik streslere karşı direnç kazanma [86–87] ve gravitropizma [88] ile ilişkili 

olduğu düşünülmektedir. ROS’ların sahip oldukları çift yönlü etkileri nedeniyle (yüksek 

konsantrasyonda toksik, düşük konsantrasyonlarda sinyal molekülü olarak), hücredeki 

seviyelerinin kontrol altında tutması gereklidir [89]. 

 

1.1.6. Tuz Stresi ve Antioksidan Enzimler (SOD, CAT) 

Süperoksit radikalleri (O2
-•), oksidatif metabolizmanın toksik yan ürünleridir ve H2O2 ile 

tepkimeye girerek, hücrelerdeki oksijen toksisitesinden birincil derecede sorumlu olan 

yüksek reaktif hidroksil radikallerini (•OH) oluşturur [90]. O2
-•’nin H2O2 ve oksijene 

dismutasyonu, hücreyi korumada ilk adımdır [91]. Antioksidan enzimler, tuzdan 

kaynaklanan oksidatif hasarı hafifletmek için ROS süpürücüleri olarak rol oynamaktadır 

[68]. Bitkilerdeki en önemli ROS süpürücü mekanizmaların Süperoksit dismutaz (SOD), 

askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT) olduğu belirtilmektedir [72]. SOD, 

süperoksit radikalle H2O2 üretmek üzere reaksiyona girmekte ve H2O2 de APX ve CAT 

başta olmak üzere peroksidazlar tarafından süpürülmektedir [68, 92]. 
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Dayanıklı buğday genotiplerinde kuraklık, yüksek sıcaklık ve tuzluluk gibi farklı stres 

koşullarında hücrelerdeki SOD, APX, CAT ve GR enzim aktivitelerinde artış olduğu 

belirtilmiştir [93–96]. Limon  [12] ve domates [13] üzerine yapılan çalışmalarda da tuz 

toleransının artan SOD, APX ve CAT enzim aktiviteleri ile doğru orantılı olduğu 

bildirilmiştir. Antioksidan enzim aktivitelerinin tuz stresine yanıt olarak arttığı ve 

dayanıklı çeşitlerde daha da yüksek olduğu pek çok çalışma ile desteklenmektedir [12, 

77, 97–100]. 

 

1.2. Tuz Stresi ile İlgili Yapılan in vivo ve in vitro Uygulamalar  

Tuzluluğun olumsuz etkilerini azaltmak ve tuzluluk sebebiyle ortaya çıkan verimlilik 

kaybını önlemek için, günümüzde bilimsel araştırmalar bu probleme karşı çözüm 

üretme üzerine yoğunlaşmıştır. Bu amaçla yapılan in vitro ve in vivo çalışmalar; 

 Tuza toleranslı çeşitlerin seçilmesi [101], 

 Bitkide tuza toleransı sağlayan genlerin aktivasyonuyla tuza dayanıklılığın 

uyarılması [102–104], 

 Bitkinin yetişme ortamına dışarıdan eklenen kimyasal maddeler ile tuz 

stresinden kaynaklanan bitki bünyesindeki osmotik [102, 105] ve oksidatif 

stresin azaltılmaya çalışılması [106, 107] olarak özetlenebilir. 

Tuzun bitkide oluşturduğu olumsuz etkileri gidermek için çeşitli ekzojenik uygulamalar 

yapılmaktadır. Bu uygulamalardan bazıları kalsiyum, jasmonik asit, salisilik asit, nitrik 

oksit ve etilen olup, bitkinin maruz kaldığı çevresel stres faktörlerine karşı meydana 

gelen yanıtın tetiklenmesine sinyal molekülü olarak rol oynadıkları bildirilmiştir [108–

110]. Bu uygulamalardan biri de son yıllarda üzerinde yoğun olarak çalışılan stres 

koşullarında dıştan hidrojen peroksit (H2O2) uygulamasıdır [111].  

Bitki doku kültürleri, günümüzde gerek bitkisel materyalin hızlı çoğaltılmasında gerekse 

ıslah çalışmalarında uygulamadaki yerini almış ve ticari olarak kullanılabilir duruma 

gelmiştir. Ayrıca in vitro yapılacak bir çalışmada değiştirilen herhangi bir koşulun 

etkisinin tek başına gözlenmesi ve analizi mümkündür. Doku kültürlerinden, bitkilerin in 

vivo koşullarda gösterdikleri tepkileri in vitro koşullarda da göstermeleri nedeniyle temel 
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biyoloji çalışmalarında yararlanılmaktadır. Bu sayede in vitro çalışmalarla elde edilen 

sonuçların in vivo’ya aktarılması mümkün olmaktadır [105, 112]. 

 

1.2.1. Hidrojen Peroksit (H2O2) ve Tuz Stresi 

ROS’lar içerisinde H2O2 net yük taşımayan, radikal olmayan bir molekül olup [113] diğer 

ROS’lara göre daha uzun yarı ömre (yaklaşık 1 ms) sahiptir [114] ve daha ziyade uzun 

mesafe sinyal molekülü olduğu düşünülmektedir [81]. Pek çok araştırma bitkilerde tuz 

stresi sonrasında içsel H2O2 konsantrasyonunun arttığını göstermektedir [83, 115]. 

H2O2 üretim seviyesinin maruz kalınan stresin gücüne ve süresine göre değiştiği 

bilinmektedir. Üstelik H2O2 miktarının hücre organellerine göre farklılık gösterdiği ve 

stres çeşidine göre H2O2 üretim yerinin de değişebildiği belirtilmektedir [116–118]. H2O2 

ön uygulamasından sonra bitkilerin fazla ışık ve soğuk stresine daha dayanıklı olduğu 

vurgulanmaktadır [116–120]. Bunun haricinde, dışarıdan uygulanan H2O2’nin çeşitli 

stresler sonucu oluşan membran hasarını ortadan kaldırdığı da belirtilmektedir [121–

123]. 

H2O2 bitkilerde çift yönlü bir role sahiptir: düşük konsantrasyonlarda çevresel streslere 

karşı toleransı tetikleyen bir sinyal molekülü olarak rol oynarken [121–123]; yüksek 

konsantrasyonlarda programlanmış hücre ölümünü tetiklemektedir [124]. Dıştan 

uygulanan H2O2’in antioksidan enzimlerin metabolizmasını düzenlediği ve sinyallerinin 

senesens [125], fotorespirasyon ve fotosentez [89], stoma hareketleri [126], hücre 

döngüsü [123], büyüme, gravitropizma, temel savunma mekanizmalarının 

düzenlenmesi gibi süreçlerde ve bitkilerdeki gelişimsel süreçte [80, 122] önemli rol 

oynadığı belirtilmektedir. Yapılan literatür taramalarında düşük dozda dışsal H2O2 

uygulamasının arpa [127], buğday [128], nohut [129] ve mısır [91] bitkilerinde tuz 

stresinin toksik etkisini azaltarak büyüme üzerinde olumlu etkileri olduğu görülmüştür. 

Ayrıca mısırda dıştan H2O2 uygulamasının tuza toleransı antioksidan enzim 

aktivitelerini arttırması yoluyla gerçekleştirdiği bildirilmiştir [91]. Soya fasulyesinde, 

besin çözeltisine uygulanan H2O2’in üşüme toleransını arttırdığı bildirilmiştir [130]. 

Arabidopsis ve tütün bitkilerine H2O2 ön uygulamasının yüksek ışık yoğunluğunun 

sebep olduğu oksidatif zararlardan bitkileri koruduğu kaydedilmiştir [103, 131]. Benzer 



7 

 

şekilde, düşük konsantrasyonlarda H2O2 uygulamasının Zea mays ve Vigna radiata’da 

yüksek sıcaklığa toleransı arttırdığı ileri sürülmüştür [105, 106, 130]. Parakuat 

püskürtülmüş ve H2O2 ön uygulaması yapılmış genç bezelye yapraklarındaki sağ kalım 

oranının sadece parakuat uygulananlara göre çok daha yüksek olduğu gözlenmiştir 

[132].  

Son yıllarda Triticum aestivum üzerinde in vivo koşullarda gerçekleştirilen bir 

araştırmada tuz stresi altında düşük konsantrasyonlarda dıştan H2O2 uygulamasının 

Na+ ve Cl- miktarını azaltarak tuz stresinin şiddetini azalttığı; prolin miktarını, N 

asimilasyonunu, fotosentetik pigmentleri ve büyümeyi arttırdığı gösterilmiştir [133]. In 

vitro koşullarda Panax ginseng üzerinde yapılan bir araştırmada embriyo kültüründe 

tuz stresi altında dışarıdan düşük konsantrasyonda H2O2 uygulamasının bitki 

büyümesinde ve pigment miktarı üzerinde olumlu sonuçlar verdiği gösterilmiştir [111]. 

Populus euphratica kallus kültüründe ise dıştan H2O2 donörü verilerek dolaylı olarak 

arttırılan içsel H2O2 miktarının, K+/Na+ oranını arttırdığı gözlenmiştir [134]. Bitki 

hücrelerinde tuz stresine dayanım için iyon homeostazisi oldukça önemlidir [135–138]. 

Bir stres sinyali olan H2O2’nin, tuz stresi altındaki bitkilerde antioksidan savunmada da 

önemli bir aracı olduğu, P. euphratica kallus hücrelerinde gösterilmiştir [134].  

 

1.3. Patlıcan (Solanum melongela L.) ve Tuz Stresinin Önemi 

Patlıcan, Solanaceae familyasının, Solanum cinsine dâhil olan [139–140] ve ülkemizde 

en fazla yetiştiriciliği yapılan yazlık sebzelerden birisidir. FAO istatistiklerinde 

Türkiye’nin 2012 yılında 799.285 tonluk üretim miktarı ve 26.000 ha’lık üretim alanıyla 

dünyadaki patlıcan üreticisi ülkeler arasında önemli bir yeri olduğu görülmektedir. 

Avrupa ülkeleri arasında ise Türkiye, patlıcan üretiminde ilk sırayı almaktadır [141]. 

Patlıcanda tuzun etkilerini araştırmak için yapılmış in vivo çalışmalar [142–143] olmakla 

birlikte in vitro yapılmış çalışmalar [107, 144] sınırlı sayıdadır. Yaşar [101] ve Horasan 

[144] tarafından patlıcanda in vivo ve in vitro olarak yürütülen çalışmalarda değişik 

patlıcan genotiplerinde tuz stresinin büyüme ve gelişme üzerindeki olumsuz etkileri 

gösterilmiştir. Çalışmalarda ayrıca genotipler arasında tuza tolerans bakımından 

farklılıklar da olduğu ortaya çıkarılmıştır.  
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Diğer yandan, yapılan literatür araştırmasında, patlıcan bitkisinin in vivo ya da in vitro 

kültürlerinde H2O2’nin etkileri ve tuz stresiyle H2O2 etkileşimi hakkında herhangi bir 

bilgiye ulaşılamamıştır. 

Bu nedenle bu çalışmada, H2O2 ön uygulamasının iyon dengesi ve antioksidan 

savunma üzerine etkilerinin yanı sıra, tuz stresinin yıkıcı etkilerini ortadan kaldırabilirliği, 

tuza toleransı farklı iki patlıcan (S. melongena L.)  genotipinde araştırılmıştır. In vitro 

koşullarda yürütülen bu araştırmada, 50 ve 100 µM H2O2 ön uygulamasının ardından 

150 mM NaCl içeren ortamlara aktarılan kallus dokularının yaş ağırlık, membran 

geçirgenliği, MDA, prolin, iyon ve içsel H2O2 miktarları ve antioksidan enzim aktiviteleri 

belirlenerek genotipler arasındaki değişimler karşılaştırılmıştır. 
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2. KAYNAK BİLDİRİŞLERİ 

Uchida ve arkadaşları Oryza sativa ‘Nipponbare’ (pirinç)’da yaptıkları araştırmada H2O2 

ve NO’in tuz ve sıcaklık stres toleransı üzerine etkilerini incelemişlerdir [145]. 

Çalışmada, 10 µM’dan düşük konsantrasyonlarda H2O2 ve NO ön uygulamasının, tuz 

ve sıcaklık streslerinde ön uygulama yapılmayan kontrollere göre daha fazla yeşil 

yaprak dokusu ve fotosistem II için daha yüksek kuantum verimi sağladığı bulunmuştur. 

Aynı zamanda, ön uygulamaların yalnızca antioksidan enzim aktivitelerini arttırmadığı, 

stresle ilişkili genlerin ifadesini de tetiklediği gözlenmiştir. Bu bulgular ışığında H2O2 ve 

NO’in sinyal molekülü gibi rol oynarak tuz ve sıcaklık streslerine toleransı arttırdığı 

savunulmuştur. 

Kim ve arkadaşlarının arpada yaptıkları araştırmada, kontrol bitkisinin kökünde H2O2 

miktarının sürgündekinin iki katı olduğunu; tuz stresi altında 2 gün süren 200 mM NaCl 

uygulamasının kökteki H2O2 miktarını %70 oranında düşürdüğünü belirtmişlerdir [146]. 

Bunun nedeni olarak da kökteki H2O2 miktarının çoğunlukla CAT aktivitesiyle ilişkili 

olduğunu ve antioksidan enzimler arasında kökte en çok CAT enziminin arttığını öne 

sürmüşlerdir. 

Agarwal ve arkadaşları su ve sıcaklık stresine duyarlı (Hira genotipi) ve dayanıklı (C 

306) olan Triticum aestivum (ekmeklik buğday)’un iki farklı genotipi üzerine yapmış 

oldukları çalışmada, 0.05 mM H2O2 ön uygulamasının SOD, APX ve CAT aktivitelerini 

arttırdığını göstererek H2O2‘nin bir sinyal molekül olabileceği yönündeki argümanları 

desteklemişlerdir [147]. 

de Azevedo Neto ve arkadaşları, tuza duyarlı bir Zea mays (mısır) geonotipinde dışsal 

H2O2 ön uygulamasının tuz stresi üzerine etkilerini araştırmıştır [91]. Fideler 2 gün 

süreyle 1 µM H2O2 ön uygulamasına tabi tutmuş, sonrasında fidelere günlük 25 mM 

olmak üzere toplam 100 mM NaCl uygulanmıştır. Çalışmanın sonucunda H2O2 ön 

uygulamasının bitki büyümesini ve antioksidan enzim aktivitesini arttırarak mısır 

bitkisinin tuz stresine olan dayanıklılığını arttırdığı belirlenmiştir. 

Wahid ve arkadaşları Triticum aestivum L. cv. MH-97 (buğday) tohumlarını 8 saat 

süreyle 1–120 µM H2O2 ile muamele ettikten sonra 150 mM NaCl içeren ortamlarda 

çimlendirmişlerdir [148]. H2O2 uygulaması turgorun sürekliliğini sağlamış aynı zamanda 
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tuzluluk nedeniyle Na+ ve Cl- miktarları artsa da, dokularda K+ ve Ca2+ seviyelerini 

yüksek tutarak K+/Na+ oranını arttırmıştır. H2O2 uygulaması aynı zamanda membran 

geçirgenliğini ve iyon sızıntısını azaltarak membran yapısını korumuştur. 

Zhang ve arkadaşları tarafından Populus euphratica (halofit) ‘nın kallus dokularında 

tuzlu koşullar ile NO ve H2O2 arasındaki etkileşim araştırılmıştır [134]. 150 mM NaCl’e 

uygulamasına karşılık dıştan H2O2 ve NO donörleri uygulanarak dolaylı olarak 

dokulardaki H2O2 ve NO konsantrasyonları artmıştır. Her iki uygulamanın da K+/Na+ 

oranını arttırdığı belirlenmiştir. 

Tanou ve arkadaşları 16 gün 0 ve 150 mM NaCl içeren ortamlarda tuttukları Citrus 

aurantium (turunç) köklerine 8 saat 10 mM H2O2 ve 48 saat 100 µM NO donörü olan 

sodyum nitroprussid (SNP) ön uygulaması yaparak bu uygulamaların bitkilerin 

yapraklarında antioksidan savunma sistemini tetikleyip tetiklemediğini test etmişlerdir 

[149]. Her iki ön uygulamanın da SOD, CAT, APX ve GR aktivitelerini arttırdığı ve bu 

sonuçların H2O2 ve NO’in gerek fizyolojik gerekse NaCl stres koşullarında antioksidan 

savunmada etkili olduğu savını güçlendirdiği belirtilmektedir. 

Hernandez ve arkadaşları tuz stresi altındaki Brassica oleracea ‘Marathon’ (brokoli) 

köklerinde antioksidan savunma sisteminin cevabını ve düzenlenmesini incelemiş, 

buna karşılık içsel H2O2 miktarının nasıl değiştiğini ve bir stres faktörü olarak mı, yoksa 

sinyal molekülü olarak mı çalıştığını araştırmışlardır [150]. Tamamen farklılaşmış ve 

uzama ve farklılaşması devam eden iki ayrı kök zonuna 1, 7 ve 14 gün süreyle 0, 40 

ve 80 mM konsantrasyonlarında NaCl uygulanmış ve her iki zonda da en yüksek H2O2 

birikiminin 80 mM konsantrasyonda uygulanan NaCl ortamında olduğu gösterilmiştir. 

Fedina ve arkadaşları Hordeum vulgare’de H2O2 ön uygulamasının tuz stresi üzerine 

etkilerini incelemişlerdir [127]. Fidelere 1 ve 5 mM H2O2 uygulanmasının ardından 4 ve 

7 gün süreyle 150 mM NaCl uygulanmıştır. H2O2 ön uygulaması gerçekleştirilen 

gruplarda yalnızca tuzlu ortamdakilere kıyasla daha yüksek CO2 fiksasyonu ve daha 

düşük MDA ve H2O2 miktarı belirlenmiştir. 

Sun ve arkadaşları tuza toleransı farklı iki Populus türü üzerine yapmış oldukları 

araştırmada tuz stresinin H2O2 ve NO (nitrik oksit) üretimi ve iyon homeostazı ve 

antioksidan savunmayla olan ilişkisini incelemişlerdir [110]. Tuza toleranslı türde 
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tuzluluğun H2O2, NO’i ve aynı zamanda antioksidan enzim aktivitelerini arttığı 

belirlenmiştir. Araştırıcılar, tuz stresi altında artan H2O2 ve NO’in tuza toleranslı türde 

hücrelerin iyon ve ROS’ların homeostazisini düzenlediğini belirtmişlerdir. 

Gondim ve arkadaşları Zea mays (mısır) hibritlerinde, çimlenme başarısı ve fidelerin 

tuzluluğa alışmasının farklı süre ve konsantrasyonlardaki H2O2 ön uygulaması ile ilişkili 

olduğunu belirtmişlerdir [151]. Aynı zamanda H2O2 ön uygulamasının SOD ve CAT 

enzim aktivitelerini tuz stresi uygulanan gruplara göre arttırdığını belirtmişlerdir. 

Li ve arkadaşları Triticum aestivum buğday fidelerinde tuz stresi altında dıştan 

uygulanan 0,05 µM H2O2’nin MDA miktarını azalttığını ve APX, CAT, SOD ve POX 

enzim aktivitelerini arttırdığını belirlemişlerdir [152]. 

Ishibashi ve arkadaşları Glycine max (soya)’da H2O2 ön uygulamasının kuraklık stresi 

üzerine olan etkilerini araştırmışlardır [153]. Yapraklara H2O2 uygulaması, kontrol 

grubuyla karşılaştırıldığında yaprakların fotosentez oranını arttırarak, su miktarını ve 

stoma geçirgenliğini dengeleyerek kuraklık stresininin belirtilerini azalttığı belirtilmiştir. 

Liao ve arkadaşları Tagetes erecta (kadife çiçeği) bitkilerinde tuzlu koşullarda dıştan 

uygulanan NO ve H2O2’in adventif kök gelişimi üzerine etkilerini araştırmışlardır [154]. 

NO veya H2O2 uygulamasının kuraklık stresi sonucu mezofil hücrelerinin ultrastrüktürü 

üzerine oluşan hasarı azalttığını, aynı zamanda klorofil miktarını de arttırdığını 

belirtmişlerdir. 

Hameed ve arkadaşları 0, 300 ve 600 mM NaCl içeren ortamda 8 hafta inkübe ettikleri 

Sueda fruticosa bitkilerine haftada iki kere 100 µM H2O2 uygulamıştır [155]. Bulgulara 

göre dıştan uygulanan H2O2’in büyüme üzerine bir etkisi olmasa da hücresel 

antioksidan savunma mekanizmalarını arttırdığı bildirilmiştir. 

Ashfaque ve arkadaşları Triticum aestivum (buğday)’da, 50 ve 100 µM H2O2 

uygulamasının, Na+ ve Cl- iyonlarını azaltarak, prolin miktarını ve N asimilasyonunu ise 

arttırarak tuz stresinin olumsuz etkilerini ortadan kaldırdığını gözlemişlerdir [133]. 

Bunun yanı sıra, H2O2 uygulaması gerçekleştirilen gruplarda, yalnızca tuz uygulanan 

gruplara göre daha yüksek fotosentetik pigment miktarları ve daha yüksek büyüme 

oranları gözlenmiştir. 
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İşeri ve arkadaşları Lycopersicon esculentum (domates) köklerine 1 saat süreyle 1 mM 

H2O2 uyguladıktan sonra bitkileri 3 oC’de 16 saat bekleterek dışsal H2O2 ön 

uygulamasının soğuk stresi üzerine etkilerini incelemişlerdir [156]. Strese tabi tutulan 

grupta MDA seviyesi oldukça yüksek gözlenirken, ön uygulama gerçekleştirilen grupta 

MDA seviyesi kontrol grubuna yakın çıkmıştır. H2O2 ön uygulaması aynı zamanda 

köklerde prolin birikimini sağlamıştır. İçsel H2O2 miktarı kontrol ve stres koşullarındaki 

gruplarda artış gösterirken, H2O2 ön uygulama gerçekleştirilen grupta azalmıştır. 

Sathiyaraj ve arkadaşları Panax ginseng bitkisinde H2O2’nin tuz stresi üzerine etkilerini 

araştırmışlardır [111]. Çalışmada, 2 gün süreyle 100 µM H2O2 uygulanan fidelerde 

tuzluluğa karşı APX ve CAT enzim aktivitelerinde artış gözlendiği ancak MDA ve içsel 

H2O2 miktarında azalma gözlendiği belirlenmiştir. 

Ashraf ve arkadaşları Zea mays (mısır) tohumlarına dıştan farklı konsantrasyonlarda 

H2O2’ uygulanmış ve çimlenmenin birinci haftasından sonra bitkicikleri kuraklık stresine 

tabi tutulmuşlardır [157]. Çalışmada en yüksek çimlenme oranının 140 mM H2O2 

uygulanan grupta olduğu belirlenmiştir. Bunun yanı sıra H2O2’in MDA miktarını azalttığı, 

antioksidan enzim (SOD, CAT ve POX) aktivitelerini arttırdığı ve dolayısıyla da mısır 

bitkilerinin sürgün ve köklerinin kuru ve taze ağırlıklarını arttırdığı vurgulanmıştır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Gereç 

Çalışmada bitkisel materyal olarak, Solanum melongena L.’in Yaşar [101] tarafından 

tuza dayanıklı (Mardin) ve tuza duyarlı (Artvin) olarak belirlenen iki genotipine ait 

tohumlar kullanılmıştır. Tohumlar ticari olarak elde edilmiştir. 

 

3.2. Yöntem 

S. melongena tohumları in vitro koşullarda çimlendirilmiş, dört haftalık çimlenmiş 

fidelerden alınan hipokotil eksplantları kallus ortamına dikilmiş, oluşan kalluslar alt 

kültüre alınarak çoğaltıldıktan sonra tuz ve H2O2’in etkilerini gözlemek amacıyla 

kalluslara çeşitli uygulamalar yapılmıştır. Doku kültürü çalışmaları Uslu ve Ellialtıoğlu 

[158]‘na göre gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.1. Doku Kültürü Koşulları 

Doku kültürü uygulamalarının tümü aseptik koşullar altında steril kabin içerisinde 

gerçekleştirilmiştir. Kullanılan bistüri, pens, cam kavanozlar, şişeler ve petriler 

otoklavda; kağıtlar ise Pasteur fırınında önceden sterilize edilmiştir. Çalışma odası ve 

steril kabin, uygulama öncesinde UV ışık altında sterilize edilmiştir (Şekil 3.1). Doku 

kültürü çalışmaları sırasında kabin içerisinde kullanılan bistüri ve pensler %99’luk etil 

alkole batırılıp alevden geçirilerek aseptik koşulların devamlılığı sağlanmıştır.  

 

Şekil 3.1. UV ışık altında kabin sterilizasyonu. 
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3.2.2. Besin Ortamlarının Hazırlanışı 

Denemelerde temel besin ortamı olarak Murashige ve Skoog (MS) besin ortamı [159], 

mineral tuzları ve vitaminleri kullanılmıştır (Çizelge 3.1). Çalışmadaki tüm besin 

ortamlarının pH’ı 1 N NaOH ya da 1 N HCl yardımı ile 5.7’ye ayarlanmıştır. Besin 

ortamları 500 veya 1000 ml’lik kapaklı şişeler içerisinde 1.2 atm basınç altında, 121oC 

sıcaklıkta 20 dakika sürede otoklavda sterilize edilmiştir. Besin ortamları, 10 x 2 cm 

boyutundaki petri kutularına ve 7,5 x 6,5 cm boyutlarındaki cam kavanozlara sırasıyla 

15 ml ve 35 ml steril besin ortamı koyulmuştur.  

 

Çizelge 3.1. Murashige ve Skoog (MS) besin ortamı bileşenleri 

Bileşenler Miktar (mg/L) 

KNO3 1900 

(NH4)NO3 1650 

MgSO4. 7H2O 370 

CaCl2. 2H2O 440 

KH2PO4 170 

MnSO4.4H2O 223 

KI 0.83 

H3BO3 6.2 

ZnSO4. 7H2O 8.6 

CuSO4. 5H2O 0.025 

Na2MoO4. 2H2O 0.25 

CoCl2. 6H2O 0.025 

FeSO4. 7H2O 27.8 

Na2EDTA 37.3 

Nikotinik asit 0.5 

Pridoksin-HCl 0.5 

Thiamin-HCl 0.1 

Glisin 2.0 

Myo-inositol 100 

Sakkaroz 30000 
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3.2.3. Tohumların Yüzey Sterilizasyonu ve Çimlendirilmesi 

Patlıcan tohumlarının yüzeyi, distile su ile hazırlanmış olan %25’lik ticari çamaşır suyu 

ile 20 dakika boyunca çalkalanarak sterilize edilmiştir. Bunun ardından, sterilize kabin 

içerisinde sodyum hipoklorit süzüldükten sonra, tohumlar 3 defa 5’er dakika steril distile 

su ile çalkalanarak durulanmıştır. Bu şekilde yüzey sterilizasyonu tamamlanarak 

tohumlar %2 sakkaroz ve %0.7 agar ilave edilmiş olan hormonsuz MS besin ortamına, 

cam kavanozlar içerisinde 4’er adet ekilmiştir. İlk bir hafta sürekli karanlık, ardından 16 

saat aydınlık 8 saat karanlık fotoperiyodik düzende, 26oC sıcaklık koşullarına sahip 

iklim odasında aseptik koşullarda tohumlar çimlenmeye bırakılmıştır. Çimlenen 

tohumlardan elde edilen fidelere ait bir fotoğraf Şekil 3.2.’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.2. İklim odasında patlıcan fideleri. 

 

3.2.4. Hipokotil Eksplantlarından Kallus Elde Edilmesi ve Alt Kültürler 

Dört haftalık çimlenme süresinden sonra, Uslu ve Ellialtıoğlu [158]’na göre patlıcanda 

en iyi kallus oluşumunun sağlandığı görülen hipokotil dokuları eksplant olarak 

kullanılmıştır. Buna göre, yaklaşık 15 mm’lik hipokotil parçaları yatay olarak 1,0 mg/L 

2.4-D, 0,1 mg/L kinetin, %3 sukroz ve %0,7 agar içeren MS besin ortamına yerleştirilmiş 

ve ±26oC’de karanlık koşullarda inkübe edilmiştir. Dört hafta sonunda, oluşan kalluslar 
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ana eksplanttan ayrılarak aynı koşullarda alt kültüre alınmıştır. Çalışmanın bu 

aşamasıyla ilgili bazı fotoğraflar Şekil 3.3.’te gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 3.3. Artvin (a) ve Mardin (b) genotipi patlıcanlara ait kallus kültürleri. 
1. Hipokotil eksplantlarının kallus ortamındaki görüntüsü, 2. Hipokotil eksplantından 

kallus oluşumu, 3. Ana eksplanttan ayrılmış kallus dokusu. 

 

3.2.5. Uygulama Grupları 

Alt kültürde 4 hafta süreyle büyütülen kallus dokuları Çizelge 3.2’de listelenen ortamlara 

aktarılmıştır. Buna göre dört farklı kontrol grubu oluşturulmuştur, bunlar MS ortamı, 150 

mM NaCl içeren MS ortamı ve 50 veya 100 µM H2O2 içeren MS ortamlarıdır. Bunun 

haricinde 48 saat süreyle 50 veya 100 µM H2O2 ön uygulaması yapılan kalluslar 150 

mM NaCl içeren ortama aktarılarak 24 saat süreyle inkübe edilmiştir. Tüm 

uygulamaların 72. saatinde kalluslar hasat edilerek ölçümler ve analizler 

gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 

1a 

1b 

2a 3a 

2b 3b 
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Çizelge 3.2. Uygulama grupları. 

Uygulama Grupları 

Kısaltmalar 

Artvin 
Genotipi 

Mardin 
Genotipi 

Kontrol  AK MK 

150 mM NaCl AT MT 

50 µM H2O2 A50H M50H 

100 µM H2O2 A100H M100H 

50 µM H2O2 ön uygulamasının (48 saat) ardından 
150 mM NaCl ortamı (24 saat) 

A50U M50U 

100 µM H2O2 ön uygulamasının (48 saat) ardından 
150 mM NaCl ortamı (24 saat) 

A100U M100U 

 

Kısaltmalar; A: Artvin, M: Mardin, K: Kontrol, T: 150 mM NaCl, 50H: 50 µM H2O2, 100 H: 100 µM H2O2, 

50U: 50 µM H2O2 ön uygulamasının ardından 150 mM NaCl uygulaması, 100U: 100 µM H2O2 ön 

uygulamasının ardından 150 mM NaCl uygulaması) 

 

3.2.6. Analizler 

3.2.6.1. Yaş ağırlık ölçümleri 

Kallus gelişimi, uygulama öncesi ve sonrası alınan taze kallus ağırlıkları tartılarak 

belirlenmiştir. Buna göre, uygulama ortamlarına 1’er gram kallus dikilmiş, kallusların 

uygulamalar sonrasındaki ağırlıkları belirlenmiş ve bu değer 1 gramdan çıkarılmıştır.  

 

3.2.6.2. İyon analizleri 

Kontrol ve uygulama işlemine tabi tutulan kalluslarda Na+, K+ ve Ca2+ iyonlarının miktar 

tayini için Prakash ve arkadaşları [160] tarafından açıklanan yöntem izlenmiştir. Buna 

göre, her bir örnek 80oC’de 48 saat kurutulan 100’er mg örnek üzerine 5 ml 0,1 N HNO3 

eklenerek su banyosunda kaynatıldıktan sonra süzülmüştür. Bu işlem iki kez 

uygulandıktan sonra her seferinde süpernatant alınmıştır. Süpernatanttaki Na+, K+ ve 



18 

 

Ca2+ iyon konsantrasyonları atomik absorbsiyon spektrofotometresinde absorbanslar 

okunmuş ve miktarlar mg/ml g T.A. cinsinden hesaplanmıştır. 

 

3.2.6.3. Membran geçirgenliğinin belirlenmesi 

Kallus hücrelerinin membran geçirgenliğinin belirlenmesinde Sun ve arkadaşlarının 

[110] uyguladığı yöntem izlenmiştir. Bunun için, her bir uygulamadan 0,2 gram kallus 

örnekleri tartılarak 25oC’de steril suda 2 saat inkübe edilmiş ve iletkenlik (İ1) 

ölçülmüştür. Daha sonra, kallus örnekleri 1 saat süreyle 95oC’ye yükseltilmiş ve tekrar 

iletkenlik (İ2) ölçülmüştür. Bağıl membran geçirgenliği toplam iletkenliğin yüzdesi olarak 

şu şekilde ifade edilmiştir:  

Membran Geçirgenliği (%)=İ1/İ2 X 100 

 

3.2.6.4. MDA analizleri 

Her uygulamaya ait kallus dokularındaki lipid peroksidasyonunu belirlemek için, 

tiobarbütirik asit (TBA) - malondialdehit (MDA) kompleksinin oluşumu (lipid 

peroksidasyonunun son ürünü) kullanılmıştır. MDA miktarı Lutts ve arkadaşları [45]’na 

göre spektrofotometrik yöntemle belirlenmiştir. Buna göre, -80oC’de dondurulmuş 0,2 

gram ağırlığındaki kallus örnekleri, üzerine 5 ml %0,1’lik TCA eklenerek iyice ezilmiş 

ve karıştırılmıştır. Karışımlar santrifüj tüplerine aktarılmış ve 12500 rpm hızında 20 

dakika süreyle santrifüj edilmiştir. Ekstrakttan 3 ml süpernatant alınarak üzerine 3 ml, 

içinde 0,5 gram TBA bulunan %20 TCA eklenmiş, 90oC’de 30 dk reaksiyona sokulmuş 

ve buz banyosunda reaksiyon sonlandırılmıştır. Örneklerin 532 ve 600 nm’de 

absorbans değerleri (A) spektrofotometrede okunmuştur. Kör olarak içinde 0,5 gram 

TBA bulunan %20 TCA kullanılmıştır. Kallus dokusundaki MDA miktarı,  

 

MDA= [(A532 – A600) X Ekstraksiyon Hacmi(ml)] / [155 mM/cm X Örnek miktarı(mg)] 

 

formülü kullanılarak µmol/g T.A. olarak hesaplanmıştır. 
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3.2.6.5. İçsel H2O2 analizleri 

Kallus dokularındaki içsel H2O2 miktarı Velikova ve arkadaşlarının [161] açıkladığı 

yönteme göre hazırlanan ekstraktlarda spektrofotometrik yöntemle belirlenmiştir. Buna 

göre, 0,5 gram tartılan kalluslar 5 ml %0,1’lik TCA ile havanda ezilmiştir. Homojenat 

12000 rpm devirde 20 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatanta 0,5 ml 10 mM potasyum 

fosfat tamponu (pH:7,0) ve 1 ml 1 M KI eklenmiştir. Süpernatantın absorbansı 390 

nm’de okunmuş ve sonuçlar standart grafikle kıyaslanarak µmol/g T.A. H2O2 olarak 

hesaplanmıştır. 

 

3.2.6.6. Prolin analizleri 

Kalluslardaki içsel prolin miktarının belirlenmesinde Bates ve arkadaşlarının [162] rapor 

ettikleri yöntem kullanılmıştır. Buna göre, 2,5 gram ninhidrin 60 ml glasiyel asetik asit 

ve 40 ml 6 M Fosforik asit (H3PO4) içerisinde çözdürülmüştür. 0,5 gram kallus örneği 

tartılarak 10 ml %3’lük sülfosalisilik asit solüsyonunda homojenize edilmiş ve 

homojenat 2 katlı Whatman no.1 kâğıdıyla süzülmüştür. 2 ml’lik filtrat 2 ml asit-ninhidrin 

ve 2 ml glasiyel asetik asitle 1 saat 100oC’de reaksiyona sokulmuş, reaksiyon buz 

banyosunda sonlandırılmıştır. Reaksiyon karışımı 4 ml tolüenle 15-20 saniye 

vortekslenerek çıkarılmıştır. Tolüen içeren kromofor sıvı fazdan buharlaştırılmıştır. Kör 

tüpe tolüen eklenerek 520 nm dalga boyunda absorbans değerleri kaydedilmiştir. Prolin 

miktarı [(µg prolin/ml x ml tolüen) / 115,5 µg/µmol]/[(g örnek)/5]= prolin µmol/g T.A. 

formülü ile hesaplanmıştır. 

 

3.2.6.7. Enzim analizleri 

Kallus dokularındaki antioksidant enzim aktivitelerinin belirlenmesinde Cakmak & 

Marschner [163] ve Cakmak [164]’ın yöntemleri izlenmiştir. Buna göre 0,5 gram taze 

kallus dokusu sıvı azotta ezilmiş ve içerisinde 0,1 mM Na-EDTA bulunan 10 ml 50 

mM’lık (pH 7.6) tampon çözeltisi ile homojenize edilmiştir. Örnekler daha sonra 15000 

g ve +4oC’de 15 dk santrifüj edilmiş ve elde edilen süpernatantlardan enzim aktiviteleri 

belirlenmiştir. 
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Katalaz (CAT) aktivitesi, spektrofotometrede H2O2’nin 240 nm’de (E= 39.4 nM cm-1) 

parçalanma oranı esas alınarak ölçülmüştür. Buna göre, son hacmi 1 ml olan reaksiyon 

ortamında 0,1 mM EDTA içeren 25 mM’lık fosfat tamponu (pH 7.6), 0,1 ml 100 mM 

H2O2 ve enzim ekstraktı bulunmaktadır. Yukarıda hazırlanışı açıklanan ekstrakta 10’ar 

saniye ara ile 1 dakika süredeki H2O2 dekompozisyonu spektrofotometrede okunmuş 

ve CAT enzim aktivitesi µmol/dak/g T.A. olarak hesaplanmıştır. 

Süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi NBT’nin (Nitro Mavi Tetrazolyum Klorür) ışık 

altında O2
- tarafından indirgenmesi yöntemine göre ölçülmüştür. Buna göre, son hacim 

5 ml olacak şekilde cam şişeler içinde oluşturulan reaksiyon ortamına önce 0,1 mM Na-

EDTA içeren 50 mM’lık (pH 7,6) fosfat tamponundan koyulduktan sonra üzerine 

sırasıyla enzim ekstraktı (25-100 µl), 0,5 mM Na2CO3 (pH 10,2), 0,5 ml 12 mM L-

metiyonin, 0,5 ml 75 µM p-NBT ve 0,5 ml 10 µM riboflavin eklenmiştir. NBT’nin O2
- 

tarafından indirgenmesi ise örneklerin 24oC ve 400 µmol m-2s-1 ışık intensitesi altında 

10-15 dakika tutulması ile sağlamıştır. SOD aktivitesi U/dak/g T.A. olarak 

hesaplanmıştır. Bir SOD aktivite ünitesi, (U) 560 nm’de ölçülen NBT’un indirgenme 

oranının %50’sinin engellenmesi için gereken enzim miktarı olarak ifade edilmiştir. 

 

3.2.6.8. İstatistiksel analiz 

Deneme, tesadüf parselleri deneme desenine göre 3 tekerrürlü olacak şekilde 

kurulmuştur. Verilere ait istatistiksel analizler IBM SPSS 23.0 programı kullanılarak 

yapılmıştır. LSD (least significant difference) testi kullanılarak ortalamalar arası 

farkların önem kontrolü yapılmıştır [165]. Pearson korelasyon katsayısı kullanılarak 

bulgular arasındaki ilişki ortaya konmuştur. 

 

 

 



21 

 

4. BULGULAR 

Bu bölümde, kontrol, 150 mM NaCl, sadece 50 ve 100 µM H2O2 ve 50 ve 100 µM H2O2 

ön uygulamasını takiben 150 mM NaCl içeren ortama aktarılan Artvin ve Mardin 

genotipine ait kallus dokularında yaş ağırlık, membran geçirgenliği, MDA, prolin, iyon, 

içsel H2O2 miktarları ve antioksidan enzim aktiviteleri ile ilgili değişimler yer almaktadır. 

 

4.1. Yaş Ağırlık Değişimleri 

Her iki genotipe ait yaş ağırlık değişimleri Çizelge 4.1’de ve Şekil 4.1’de gösterilmiştir. 

Tuz uygulanan gruplarda kontrol grupları ile karşılaştırıldığında yaş ağırlıklar Artvin 

genotipinde %80,00 Mardin genotipinde ise %53,78 oranında anlamlı bir şekilde 

azalmıştır. Sadece 50 ve 100 µM H2O2 içeren ortamlarda kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında yaş ağırlıklar Artvin genotipinde sırasıyla %59,09 ve %64,55, 

Mardin genotipinde ise %48,74 ve %62,18 oranında anlamlı bir şekilde azalmıştır. 50 

ve 100 M H2O2 ön uygulamalarının ardından tuz uygulanan gruplarda yalnız tuz 

uygulanan gruplar ile karşılaştırılığında yaş ağırlıklar Artvin genotipinde sırasıyla 

%30,91 ve %31,82, Mardin genotipinde ise  %0,84 ve %10,08 farkla artmış olsa da, bu 

artışlar istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p<0,05).  
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Çizelge 4.1. Kallus dokularında yaş ağırlık değişimleri. 

Yaş Ağırlık Değişimleri (gram) 

Genotip/Uygulama 
Ağırlık 
Farkı  

Kontrole 
Göre Yüzde 
Azalma (%) 

Genotip/Uygulama 
Ağırlık 
Farkı  

Kontrole 
Göre Yüzde 
Azalma (%) 

AK  0,110 
±0,027 

 MK 0,119 
±0,020 

 

AT  0,022 
±0,006 

-80,00 MT 0,055 
±0,010 

-53,78 

A50H  0,045 
±0,008 

-59,09 M50H 0,061 
±0,012 

-48,74 

A100H  0,039 
±0,011 

-64,55 M100H 0,045 
±0,010 

-62,18 

A50U  0,056 
±0,009 

-49,09 M50U 0,056 
±0,010 

-52,94 

A100U  0,057 
±0,006 

-48,18 M100U 0,067 
±0,012 

-43,70 

*Kısaltmalar gereç ve yöntemlerde yer almaktadır. 

 

 

Şekil 4.1. Kallus dokularında yaş ağırlık değişimleri. 
(p<0,05, LSD=0,0549) 
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4.2. İyon Miktarlarındaki Değişimler 

4.2.1. K+ Miktarındaki Değişimler 

Her iki genotipe ait kallus dokularında K+ miktarındaki değişimler Çizelge 4.2’de ve 

Şekil 4.2’de gösterilmiştir. Kontrol grupları ile karşılaştırıldığında yalnızca tuz 

uygulanan gruplarda kallus dokularındaki K+ miktarının Artvin genotipinde %30,28, 

Mardin genotipinde ise %7,51 oranında azaldığı görülmüştür. Sadece 50 ve 100 µM 

H2O2 içeren ortamlarda her iki genotipte de kontrol grupları ile karşılaştırıldığında K+ 

miktarı artmıştır. Her iki genotipte de 50 ve 100 µM H2O2 ön uygulamasının ardından 

tuz uygulanan gruplar, yalnız kontrol ve yalnız tuz uygulamasıyla karşılaştırıldığında 

ise, benzer şekilde K+ iyon miktarının arttığı görülmektedir. Tuz uygulamaları ile 

karşılaştırıldığında Artvin genotipinde en yüksek K+ iyonu artışı %43,82 farkla, Mardin 

genotipinde ise %6,73 farkla 50 µM H2O2 ön uygulamasında görülmüştür. 

 

Çizelge 4.2. Kallus dokularında K+ miktarı değişimleri. 

K+ Miktarı (µmol/g T.A.)  

Genotip/Uygulama 
K+ 

Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

Genotip/Uygulama 
K+ 

Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

AK  29,62 
±2,93 

 MK 28,24 
±2,29 

 

AT  20,65 
±0,91 

-30,28 MT 26,12 
±1,39 

-7,51 

A50H 37,99 
±2,56 

+28,26 M50H 30,18 
±1,86 

+6,87 

A100H 35,24 
±2,56 

+18,97 M100H 28,77 
±1,65 

+1,88 

A50U 33,63 
±2,63 

+13,54 M50U 28,02 
±2,22 

-0,78 

A100U 30,61 
±2,13 

+3,34 M100U 27,24 
±0,79 

-3,54 
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Şekil 4.2. Kallus dokularında K+ miktarı değişimleri.  
(p<0,05, LSD=3,710) 

 

4.2.2. Na+ Miktarındaki Değişimler 

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularında Na+ miktarındaki değişimler 

Çizelge 4.3’te ve Şekil 4.3’te gösterilmiştir. Kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında tuzlu 

ortam Na+ iyon miktarını Artvin genotipinde %490,32, Mardin genotipinde ise %283,48 

oranında anlamlı bir şekilde arttırmıştır (p<0,05). Sadece 50 ve 100 µM H2O2 içeren 

ortamlardaki kallus dokularında her iki genotipte de kontrol gruplarına göre Na+ iyon 

miktarını arttırmış olsa da bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. 50 µM 

H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan gruplar, yalnız tuz uygulanan grup ile 

karşılaştırıldığında Na+ miktarını Artvin genotipinde %84,03’lük, Mardin genotipinde ise 

%18,79’luk farkla azaltmıştır. 100 µM H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan 

gruplarda ise bu farklar sırasıyla %137,25 ve %37,43 olmak üzere,  Na+ miktarı her iki 

genotipte de daha etkili bir şekilde azalmıştır. 
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Çizelge 4.3. Kallus dokularında Na+ miktarı değişimleri. 

Na+ Miktarı (µmol/g T.A.) 

Genotip/Uygulama 
Na+ 

Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

Genotip/Uygulama 
Na+ 

Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

AK 6,2 
±0,67 

 MK 7,08 
±0,58 

 

AT 36,6 
±2,48 

+490,32 MT 27,15 
±2,46 

+283,48 

A50H 8,98 
±0,07 

+44,84 M50H 8,28 
±1,72 

+16,95 

A100H 7,59 
±1,87 

+22,42 M100H 7,31 
±0,84 

+3,25 

A50U 31,39 
±1,58 

+406,29 M50U 25,82 
±2,25 

+264,69 

A100U 28,09 
±1,98 

+353,07 M100U 24,5 
±2,05 

+246,05 

 

 

Şekil 4.3. Kallus dokularında Na+ miktarı değişimleri. 
(p<0,05, LSD=2,997) 
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4.2.3. K+/Na+ Oranındaki Değişimler 

Patlıcan genotiplerine ait K+/Na+ oranları ile ilgili değişimler Çizelge 4.4’te ve Şekil 4.4’te 

gösterilmiştir. Kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında tuz uygulaması K+/Na+ oranını 

Artvin genotipinde %88,29, Mardin genotipinde %75,94 oranında azaltmıştır. Sadece 

50 ve 100 M H2O2 içeren ortamlarda ise K+/Na+ oranını sırasıyla Artvin genotipinde 

%11,51 ve %2,93, Mardin genotipinde %8,77 ve %1,25 oranlarında azaltmıştır. 50 ve 

100 M H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan gruplar K+/Na+ oranını tuz 

ortamla karşılaştırıldığında Artvin genotipinde sırasıyla %10,67 ve %11,09 farkla, 

Mardin genotipinde %3,26 ve %3,76 farkla arttırmıştır. 

 

Çizelge 4.4. Kallus dokularında K+/Na+ oranları. 

K+/Na+ Oranları 

Genotip/Uygulama 
K+/Na+ 
Oranı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

Genotip/Uygulama 
K+/Na+ 
Oranı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

AK 4,78 
±0,15 

 MK 3,99 
±0,05 

 

AT 0,56 
±0,05 

-88,29 MT 0,96 
±0,11 

-75,94 

A50H 4,23 
±0,26 

-11,51 M50H 3,64 
±0,47 

-8,77 

A100H 4,64 
±0,32 

-2,93 M100H 3,94 
±0,54 

-1,25 

A50U 1,07 
±0,11 

-77,62 M50U 1,09 
±0,18 

-72,68 

A100U 1,09 
±0,00 

-77,20 M100U 1,11 
±0,06 

-72,18 
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Şekil 4.4. Kallus dokularında K+/Na+ oranları.  

(p<0,05, LSD=0,688) 

 

4.2.4. Ca2+ Miktarındaki Değişimler 

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularında Ca2+ miktarındaki değişimler, 

kontrol gruplarına kıyasla yüzde değerleriyle birlikte Çizelge 4.5’te ve Şekil 4.5’te 

gösterilmiştir. Tuz uygulaması kontrol grupları ile karşılaştırıldığında Ca2+ miktarı Artvin 

genotipinde %18,62, Mardin genotipinde ise %8,92 oranında azalmıştır. Sadece 50 µM 

H2O2 içeren ortamlarda Artvin genotipinde daha yüksek olmakla birlikte her iki genotipte 

de Ca2+ miktarı kontrol gruplarına göre artmıştır. Sadece 100 µM H2O2 içeren ortamda 

ise kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında Ca2+ miktarını Artvin genotipinde %2,71 

Mardin genotipinde ise %5,17 oranında azalmıştır. 50 µM H2O2 ön uygulaması 

ardından tuz uygulanan gruplarda kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında Artvin 

genotipinde %11,40’lık bir artış sağlarken, Mardin genotipinde %0,15’lik bir azalma 

olmuştur. 100 µM H2O2 ön uygulaması ardından tuz uygulanan gruplarda ise Artvin 

genotipinde %11,02, Mardin genotipinde ise %7,27 azalma görülmüştür. H2O2 ön 

uygulamalarının yapmış olduğu etkiler yalnızca tuz uygulanan grup ile 

karşılaştırıldığında, Ca2+ miktarının her iki genotipte de 50 µM H2O2 dozunda 100 µM 

uygulamasına göre daha yüksek olduğu belirlenmiştir. 
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Çizelge 4.5. Kallus dokularında Ca2+ miktarı değişimleri. 

Ca2+ Miktarı (µmol/g T.A.) 

Genotip/Uygulama 
Ca2+ 

Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

Genotip/Uygulama 
Ca2+ 

Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

AK 12,89 
±1,08 

 MK 13,34 
±1,01 

 

AT 10,49 
±0,57 

-18,62 MT 12,15 
±1,09 

-8,92 

A50H 15,88 
±0,62 

+23,20 M50H 14 
±1,22 

+4,95 

A100H 12,54 
±0,97 

-2,71 M100H 12,65 
±1,16 

-5,17 

A50U 14,36 
±0,58 

+11,40 M50U 13,32 
±1,28 

-0,15 

A100U 11,47 
±1,10 

-11,02 M100U 12,37 
±1,31 

-7,27 

 

 

Şekil 4.5. Kallus dokularında Ca2+ miktarı değişimleri. 
(p<0,05, LSD=1,790) 
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4.3. Membran Geçirgenliğindeki Değişimler 

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularında membran geçirgenliğindeki 

değişimler Çizelge 4.6’da ve Şekil 4.6’da gösterilmiştir. Tuz uygulaması, membran 

geçirgenliğini kontrol gruplarına göre Artvin genotipinde %86,28 oranında, Mardin 

genotipini ise %73,93 oranında anlamlı bir şekilde arttırmıştır (p<0,05). Sadece 50 ve 

100 µM H2O2, her iki genotipte de kontrol grubuyla karşılaştırıldığında membran 

geçirgenliği anlamlı bir arttırsa da, bu artışlar tuzluluk kadar yüksek olmamıştır. 50 ve 

100 µM H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan gruplarda, yalnız tuz 

uygulanan grup ile karşılaştırıldığında membran geçirgenliğinin Artvin genotipinde 

sırasıyla %54,07 ve %61,75, Mardin genotipinde ise %47,63 ve %67,19 farkla anlamlı 

bir şekilde azaldığı görülmüştür. 

 

Çizelge 4.6. Kallus dokularında membran geçirgenliği değişimleri. 

Membran Geçirgenliği (%) 

Genotip/Uygulam
a 

Membran 
Geçirgenliğ

i 

Kontrole 
Göre 

Yüzde 
Değişim 

(%) 

Genotip/Uygulama 
Membran 

Geçirgenliğ
i 

Kontrole 
Göre 

Yüzde 
Değişim 

(%) 

AK 52,32 

±1,71 

 MK 49,85 
±2,65 

 

AT 97,46 
±3,88 

+86,28 MT 86,71 
±2,99 

+73,93 

A50H 74,98 
±1,67 

+43,30 M50H 71,15 
±6,27 

+42,71 

A100H 82,10 
±0,71 

+56,91 M100H 71,97 
±2,93 

+44,37 

A50U 69,17 
±0,99 

+32,21 M50U 62,97 
±0,73 

+26,30 

A100H 65,15 
±5,33 

+24,53 M100U 53,21 
±1,86 

+6,74 
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Şekil 4.6. Kallus dokularında membran geçirgenliği değişimleri. 

(p<0,05, LSD=5,455) 

 

4.4. MDA Miktarındaki Değişimler 

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularında MDA miktarındaki değişimler 

Çizelge 4.7’de ve Şekil 4.7’de gösterilmiştir. Tuz uygulanan gruplar, kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında MDA miktarında Artvin genotipinde %104,72, Mardin genotipinde 

ise %71,97’lik anlamlı bir artış görülmüştür (p<0,05). Sadece 50 µM H2O2 içeren 

ortamlar kontrol grubu ile karşılaştırıldığında Artvin genotipinde %81,89, Mardin 

genotipinde ise %66,89’luk anlamlı bir artış; sadece 100 µM H2O2 uygulamasında ise 

Artvin genotipinde %105,12, Mardin genotipinde %73,07’lik anlamlı bir artış 

görülmüştür. 50 µM H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan gruplarda MDA 

miktarının, yalnızca tuz uygulaması ile karşılaştırıldığında Artvin genotipinde %37,99 

ve Mardin genotipinde %8,17 farkla azaldığı görülmüştür. 100 µM H2O2 ön 

uygulamasının ardından tuz uygulanan gruplarda yalnızca tuz uygulaması ile 

karşılaştırıldığında MDA miktarının Artvin genotipinde %46,06 ve Mardin genotipinde 

%12,37 farkla azaldığı görülmüştür.  

 



31 

 

Çizelge 4.7. Kallus dokularında MDA miktarındaki değişimler. 

MDA Miktarı (µmol/g T.A.) 

Genotip/Uygulama 
MDA 

Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

Genotip/Uygulama 
MDA 

Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

AK 5,08 
±0,34 

 MK 4,53 
±1,13 

 

AT 10,40 
±0,81 

+104,72 MT 7,81 
±0,51 

+71,97 

A50H 9,24 
±1,41 

+81,89 M50H 7,56 
±0,58 

+66,89 

A100H 10,42 
±0,59 

+105,12 M100H 7,84 
±0,26 

+73,07 

A50U 8,45 
±0,79 

+66,73 M50U 7,42 
±0,29 

+63,80 

A100U 8,06 
±0,95 

+58,66 M100U 7,23 
±0,46 

+59,60 

 

 

Şekil 4.7. Kallus dokularında MDA miktarındaki değişimler.  

(p<0,05, LSD=1,309) 
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4.5. İçsel H2O2 Miktarındaki Değişimler 

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularındaki içsel H2O2 miktarındaki 

değişimler Çizelge 4.8’de ve Şekil 4.8’de gösterilmiştir. Kontrol gruplarıyla 

karşılaştırıldığında tuz uygulaması, içsel H2O2 miktarını Artvin genotipinde %194,34, 

Mardin genotipinde ise %309,52 oranında anlamlı bir şekilde arttırmıştır (p<0,05). 

Sadece 50 µM H2O2 içeren ortamlarda kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında Artvin 

genotipinde %130,19’luk, Mardin genotipinde ise %154,76’lık anlamlı bir artış 

belirlenmiştir. Kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında sadece 100 µM H2O2 içeren 

ortamlarda içsel H2O2 miktarını Artvin genotipinde %122,64, Mardin genotipinde ise 

%202,38 oranında artmıştır. 50 µM H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan 

gruplarda yalnızca tuz uygulaması ile karşılaştırıldığında içsel H2O2 miktarının Artvin 

genotipinde %58,5’lik, Mardin genotipinde ise %200’lük farkla azaldığı belirlenmiştir. 

100 µM H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan gruplarda yanlızca tuz 

uygulaması ile karşılaştırıldığında, içsel H2O2 miktarını Artvin genotipinde %88,68’lik, 

Mardin genotipinde ise %161,9’luk bir farkla azaldığı belirlenmiştir. 50 ve 100 µM H2O2 

ön uygulamalarının etkisi birbirleriyle karşılaştırıldığında, Artvin genotipinde 100 µM, 

Mardin genotipinde ise 50 µM H2O2 ön uygulamasının içsel H2O2’i daha az arttırdığı 

görülmektedir. 
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Çizelge 4.8. Kallus dokularında içsel H2O2 miktarındaki değişimler. 

 

 

Şekil 4.8. Kallus dokularında içsel H2O2 miktarındaki değişimler.   
(p<0,05, LSD=0,055) 

İçsel H2O2 Miktarı (µmol/mg K.A.) 

Genotip/Uygulama 
İçsel 
H2O2 

Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

Genotip/Uygulama 
İçsel 
H2O2 

Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

AK 0,053 
±0,026 

 MK 0,042 
±0,014 

 

AT 0,156 
±0,021 

+194,34 MT 0,172 
±0,011 

+309,52 

A50H 0,122 
±0,012 

+130,19 M50H 0,107 
±0,013 

+154,76 

A100H 0,118 
±0,008 

+122,64 M100H 0,127 
±0,009 

+202,38 

A50U 0,125 
±0,017 

+135,84 M50U 0,088 
±0,015 

+109,52 

A100U 0,109 
±0,011 

+105,66 M100U 0,104 
±0,017 

+147,62 
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4.6. Prolin Miktarındaki Değişimler 

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularındaki prolin miktarlarındaki değişimler 

Çizelge 4.9’da ve Şekil 4.9’da gösterilmiştir. Kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında tuz 

uygulaması prolin miktarını Artvin genotipinde %24,82, Mardin genotipinde %33,10 

değerinde arttırmıştır. Sadece 50 µM H2O2 içeren ortamda, prolin miktarı kontrol 

grubuna kıyasla Artvin genotipinde %64,60, Mardin genotipinde %80,14 oranında 

artarken, sadece 100 µM H2O2 içeren ortamda ise Artvin genotipinde %79,20, Mardin 

genotipinde %93,73 oranında artmıştır. 50 µM H2O2 ön uygulamasının ardından tuz 

uygulanan gruplar, kontrol grupları ile karşılaştırıldığında prolin miktarı Artvin 

genotipinde %83,58, Mardin genotipinde %108,71 oranında artmıştır. 100 µM H2O2 ön 

uygulamasının ardından tuz uygulaması 50 µM H2O2 ön uygulaması ile 

karşılaştırıldığında prolin miktarını Artvin genotipinde %29,56, Mardin genotipinde 

%17,07 oranında arttırmıştır. Sadece tuz uygulamasına göre prolin miktarının, Artvin 

genotipinde 50 µM H2O2 ön uygulamasında %58,76, 100 µM H2O2 ön uygulamasında 

ise %88,32 farkla arttığı görülmüştür. Mardin genotipine bakıldığında 50 µM H2O2 ön 

uygulaması, prolin miktarını %75,61’lik, 100 µM H2O2 ön uygulaması ise %92,68’lik bir 

farkla arttırmıştır. 
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Çizelge 4.9. Kallus dokularında prolin miktarı değişimleri. 

 

 

Şekil 4.9. Kallus dokularında prolin miktarı değişimleri.  
(p<0,05, LSD=1,088) 

Prolin Miktarı (µmol/g T.A.) 

Genotip/Uygulama 
Prolin 
Miktarı 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

Genotip/Uygulama 
Prolin 
Miktarı 

Kontrole Göre 
Yüzde 

Değişim (%) 

AK 2,74 
±0,13 

 MK 2,87 
±0,63 

 

AT 3,42 
±0,44 

+24,82 MT 3,82 
±0,29 

+33,10 

A50H 4,51 
±0,44 

+64,60 M50H 5,17 
±0,45 

+80,14 

A100H 4,91 
±0,65 

+79,20 M100H 5,56 
±0,14 

+93,73 

A50U 5,03 
±0,44 

+83,58 M50U 5,99 
±0,61 

+108,71 

A100U 5,84 
±0,28 

+113,14 M100U 6,48 
±0,61 

+125,78 
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4.7 Antioksidan Enzim Aktivitelerindeki Değişimler 

4.7.1 Katalaz (CAT) Aktivitesindeki Değişimler 

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularındaki CAT aktivitesindeki değişimler 

Çizelge 4.10’da ve Şekil 4.10’da gösterilmiştir. Kontrol grupları ile karşılaştırıldığında, 

yalnız tuz uygulaması CAT aktivitesini Artvin genotipinde %12,77; Mardin genotipinde 

ise %33,78 oranında arttırmıştır. Sadece 50 ve 100 µM H2O2 içeren ortamda her iki 

genotipte de kontrol grupları ile karşılaştırıldığında CAT aktivitesi artmıştır. 50 µM H2O2 

ön uygulamasının ardından tuz uygulanan gruplarda kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında CAT aktivitesi Artvin genotipinde %29,46, Mardin genotipinde ise 

%38,64 oranında artmıştır. 100 µM H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan 

gruplardaki değerler incelendiğinde, CAT aktivitesinin kontrol gruplarına göre Artvin 

genotipinde %43,06; Mardin genotipinde ise %42,84 oranında arttığı görülmektedir. 

Yalnız tuz uygulanan gruplarla karşılaştırıldığında en yüksek CAT aktivitesi %30,29 

farkla Artvin genotipinde ve %9,06 farkla Mardin genotipinde olmak üzere 100 µM 

dozundaki H2O2 ön uygulamasında görülmüştür. 
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Çizelge 4.10. Kallus dokularında CAT aktivitesindeki değişimler. 

 

 

Şekil 4.10. Kallus dokularında CAT aktivitesindeki değişimler.  
(p<0,05, LSD=6,430) 

CAT Aktivitesi (µmol/dak/g T.A.) 

Genotip/Uygulam
a 

CAT 
Aktivites

i 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

Genotip/Uygulam
a 

CAT 
Aktivitesi 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

AK 51,38 
±2,61 

 MK 56,61 
±4,34 

 

AT 57,94 
±3,11 

+12,77 MT 75,74 
±7,43 

+33,78 

A50H 59,90 
±1,67 

+16,58 M50H 59,73 
±2,98 

+5,50 

A100H 58,17 
±2,23 

+13,22 M100H 60,77 
±2,50 

+7,34 

A50U 66,51 
±4,25 

+29,46 M50U 78,49 
±0,89 

+38,64 

A100U 73,50 
±3,72 

+43,06 M100U 80,87 
±4,34 

+42,84 
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4.7.2 Süperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesindeki Değişimler 

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularındaki SOD aktivisindeki değişimler 

Çizelge 4.11’de ve Şekil 4.11’de gösterilmiştir. Kontrol grupları ile karşılaştırıldığında, 

yalnız tuz uygulanan gruplarda SOD aktivitesinin Artvin genotipinde %25,02 Mardin 

genotipinde ise %52,27 oranında arttığı görülmüştür. Sadece 50 ve 100 µM H2O2 

içeren ortamlar kontrol grupları ile karşılaştırıldığında her iki genotipte de SOD 

aktitivitesini arttırmıştır. 50 µM H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan 

gruplarda kontrol grupları ile karşılaştırıldığında SOD aktivitesi Artvin genotipinde 

%32,29, Mardin genotipinde ise %73,81 oranında artmıştır. 100 µM H2O2 ön 

uygulamasının ardından tuz uygulanan gruplarda kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında, SOD aktivitesi Artvin genotipinde %46,54, Mardin genotipinde 

%92,14 oranında artmıştır. Tuz uygulanan gruplar ile karşılaştırıldığında, en yüksek 

SOD aktivitesi %21,52 farkla Artvin genotipinde ve %39,87 farkla Mardin genotipinde 

olmak üzere 100 µM dozundaki H2O2 ön uygulamasında görülmüştür. 

 

Çizelge 4.11. Kallus dokularında SOD aktivitesindeki değişimler. 

SOD Aktivitesi (U/dak/g T.A.) 

Genotip/Uygulam
a 

SOD 
Aktivitesi 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

Genotip/Uygulama 
SOD 

Aktivitesi 

Kontrole 
Göre Yüzde 
Değişim (%) 

AK 19,75 
±2,27 

 MK 22,87 
±2,48 

 

AT 24,69 
±2,67 

+25,02 MT 34,83 
±2,33 

+52,27 

A50H 22,00 
±2,11 

+11,38 M50H 28,72 
±2,81 

+25,57 

A100H 23,74 
±1,60 

+20,18 M100H 26,44 
±1,28 

+15,60 

A50U 26,13 
±2,00 

+32,29 M50U 39,75 
±2,24 

+73,81 

A100U 28,94 
±1,69 

+46,54 M100U 43,95 
±2,69 

+92,14 
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Şekil 4.11. Kallus dokularında SOD aktivitesindeki değişimler.  
(p<0,05, LSD=3,860) 

 

4.8. İncelenen Parametreler Arasındaki Korelasyon Analiz Sonuçları 

4.8.1. Artvin Genotipine Ait Korelasyon Sonuçları 

Artvin genotipine ait korelasyon sonuçları Çizelge 4.12’de gösterilmiştir. Yaş ağırlık 

verileri ile membran geçirgenliği (r= -0,824), MDA (r= -0,828) ve içsel H2O2 miktarları 

(r= -0,797) negatif yönlü kuvvetli bir korelasyon göstermiştir. K+ miktarı Na+ miktarı ile 

negatif (r= -0,563), Ca2+ ile pozitif yönlü (r= 0,680) kuvvetli korelasyon göstermiştir. 

Membran geçirgenliğinin MDA (r= 0,944) ve içsel H2O2 miktarı (r= 0,815) ile oldukça 

kuvvetli bir pozitif korelasyon gösterdiği görülmektedir. Prolin miktarı, SOD (r= 0,614) 

ve CAT (r= 0,768) enzim aktiviteleri ile pozitif korelasyon göstermiştir. CAT ve SOD 

aktivitelerinin de kendi aralarında (r= 0,818) ve Na+ (r= 0,621) miktarı ile pozitif yönlü 

korelasyon gösterdiği görülmektedir. 
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Çizelge 4.12. Artvin genotipine ait korelasyon sonuçları. 

Artvin Genotipine Ait Korelasyon Bulguları 

 Yaş 

Ağırlık 
K+ Na+ Ca2+ 

Membran 

Geçirgenliği 
MDA 

İçsel 

H2O2 

Prolin 

Miktarı 
CAT SOD 

Yaş Ağırlık 1 0,123 -0,444 0,149 -0,824 -0,828 -0,797 -0,321 -0,262 -0,456 

K+ 0,123 1 -0,563 0,680 -0,359 -0,243 -0,237 0,431 0,154 -0,069 

Na+ -0,444 -0,563 1 -0,454 0,425 0,416 0,585 0,255 0,518 0,621 

Ca2+ 0,149 0,680 -0,454 1 -0,339 -0,251 -0,137 0,142 -0,080 -0,288 

Membran 

Geçirgenliği 
-0,824 -0,359 0,425 -0,339 1 0,944 0,815 0,011 -0,035 0,169 

MDA -0,828 -0,243 0,416 -0,251 0,944 1 0,840 0,168 0,083 0,299 

İçsel H2O2 -0,797 -0,237 0,585 -0,137 0,815 0,840 1 0,291 0,235 0,297 

Prolin -0,321 0,431 0,255 0,142 0,11 0,168 0,291 1 0,768 0,614 

CAT -0,262 0,154 0,518 -0,80 -0,35 0,083 0,235 0,768 1 0,818 

SOD -0,456 -0,069 0,621 -0,288 0,169 0,299 0,297 0,614 0,818 1 

 

4.8.2. Mardin Genotipine Ait Korelasyon Sonuçları 

Mardin genotipine ait korelasyon analizi Çizelge 4.13’te gösterilmiştir. Yaş ağırlık 

verileri ile membran geçirgenliği (r= -0,578), MDA (r= -0,810) ve içsel H2O2 

miktarlarındaki (r= -0,732) değişimler arasında negatif yönde kuvvetli bir korelasyon 

görülmüştür. K+ miktarı Na+ miktarı ile negatif korelasyon göstermiştir (r= -0,511). 

Membran geçirgenliği ile MDA (r= 0,615) ve içsel H2O2 miktarları (r= 0,858) oldukça 

kuvvetli bir pozitif korelasyon göstermiştir. Prolin miktarı ile SOD (r= 0,606) ve CAT (r= 

0,493) enzim aktiviteleri arasında pozitif korelasyon görülmüştür. CAT ile SOD 

aktivitelerinin kendi aralarında (r= 0,866) ve ayrıca CAT ile Na+ miktarı (r= 0,911) ve 

SOD ile Na+ (r= 0,849) miktarı arasında pozitif yönlü korelasyon bulunmuştur. 
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Çizelge 4.13. Mardin genotipine ait korelasyon sonuçları. 

Mardin Genotipine Ait Korelasyon Bulguları 

 
Yaş 

Ağırlık 
K+ Na+ Ca2+ 

Membran 

Geçirgenliği 
MDA 

İçsel 

H2O2 

Prolin 

Miktarı 
CAT SOD 

Yaş Ağırlık 1 0,022 -0,316 0,095 -0,578 -0,810 -0,732 -0,567 -0,319 -0,387 

K+ 0,022 1 -0,511 0,197 -0,070 -0,080 -0,263 0,019 -0,428 -0,314 

Na+ -0,316 -0,511 1 -0,265 0,217 0,347 0,422 0,329 0,911 0,849 

Ca2+ 0,095 0,197 -0,265 1 -0,218 -0,010 -0,207 0,001 -0,425 -0,167 

Membran 

Geçirgenliği 
-0,578 -0,070 0,217 -0,218 1 0,615 0,858 -0,063 0,108 -0,047 

MDA -0,810 -0,080 0,347 -0,010 0,615 1 0,721 0,571 0,326 0,401 

İçsel H2O2 -0,732 -0,263 0,422 -0,207 0,858 0,721 1 0,176 0,329 0,242 

Prolin -0,567 0,019 0,329 0,001 -0,063 0,471 0,176 1 0,493 0,606 

CAT -0,319 -0,428 0,911 -0,425 0,108 0,326 0,329 0,493 1 0,866 

SOD -0,387 -0,314 0,849 -0,167 -0,047 0,401 0,242 0,606 0,866 1 
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5. SONUÇ VE TARTIŞMA 

Stres koşulları topraktaki su potansiyelini azaltmakta ve bunun sonucu olarak da bitki 

büyümesini sınırlandırmaktadır [166]. Çalışmamızda tuz uygulamasının, tuza duyarlı 

Artvin ve tuza dayanıklı Mardin genotipine ait kallus dokularında kontrol gruplarına göre 

taze ağırlıkları istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde düşürdüğü görülmektedir. Sadece 

50 ve 100 µM H2O2 uygulamaları da kontrol grubuna göre taze ağırlıkları anlamlı bir 

şekilde azaltmıştır. H2O2 ön uygulamaları, her iki genotipte de kontrol grubuna göre 

taze ağırlığı azaltmışsa da, tuza duyarlı Artvin genotipinde azalma oranı daha düşüktür. 

Ren ve arkadaşları [167], buğdayda yapmış oldukları araştırmada dıştan uygulanan 

H2O2’in kök büyümesini ve taze ağırlığı arttırdığını bildirmişlerdir. Fasulye üzerine 

yapılan bir araştırmada [168], H2O2 ön uygulamasının, bitki büyümesini kuraklık stresi 

koşullarına göre anlamlı bir şekilde arttırdığı belirlenmiştir. H2O2’in hücre bölünmesini 

arttırdığı ve sekonder hücre duvarının oluşumunu tetiklediği, bu sayede taze ağırlığı 

arttırabildiği düşünülmektedir [169]. 

Bitkilerde tuz stresinin hücre içerisindeki Na+ miktarını arttırarak; K+ ve Ca2+ iyonlarında 

eksikliğe yol açtığı, hücre düzeyinde oksidatif strese neden olduğu bilinmektedir [14, 

19, 20]. Çalışmamızda her iki genotipte de tuz uygulamasının kontrol grubuna göre K+ 

miktarını azalttığı görülmüştür. Tuza duyarlı Artvin genotipinde K+ miktarının azalması 

istatistiksel olarak anlamlı bulunurken, tuza toleranslı Mardin genotipinde anlamlı 

bulunmamıştır. Tuzlu koşullarda Mardin genotipinin Artvin genotipine göre daha yüksek 

oranda K+ miktarına sahip olması, tuza toleransının daha yüksek olduğunun bir 

göstergesi olarak değerlendirilebilir. Populus euphratica üzerine yapılan araştırmalarda 

tuzdan kaynaklı K+ iyon sızıntısının membran potansiyeli ile ilişkili olduğu, bunun da 

plazma membran pompalarıyla ilgili olduğu belirtilmektedir [170–171]. Sadece H2O2 

uygulamaları her iki genotipte de K+ miktarını kontrole göre arttırmış olup, Artvin 

genotipi üzerine yaptığı etki istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Her iki genotipte 

de 50 ve 100 µM H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan gruplarda, yalnızca 

tuz uygulanan gruplara göre K+ miktarı artmış olup, her iki genotipte bu artış 50 µM 

dozundaki H2O2 ön uygulamasında daha yüksek bulunmuştur. K+ miktarı bakımından 

değerlendirildiğinde H2O2’nin Artvin genotipi üzerinde istatistiksel olarak anlamlı 
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olmasa da olumlu etki yarattığı, ancak tuza toleransı yüksek olan Mardin genotipi 

üzerinde önemli bir etki yapmadığı görülmüştür. Lu ve arkadaşları [172] Bruguiera 

gymnorrhiza ve Kandelia candel fidelerinde tuz stresi koşullarında uygulanan H2O2’in 

K+ sızıntısını azalttığını göstermişlerdir.  

Tuzluluğun bitki hücrelerinde Na+ miktarını arttırdığı pek çok araştırmada bildirilmiştir 

[16–18,148,173]. Çalışmamızda da, kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında her iki 

genotipte de tuz uygulaması Na+ miktarını istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

arttırmıştır. Bunun yanı sıra, tuz uygulamasında Mardin genotipine ait dokulardaki Na+ 

miktarının Artvin genotipine göre anlamlı olarak daha az olduğu gözlenmiştir. Sadece 

H2O2 uygulamaları her iki genotipte de kontrol grubuna göre önemli bir etki 

yaratmamıştır. 50 ve 100 µM H2O2 ön uygulamalarının ardından tuz uygulaması 

yapılan gruplar yalnızca tuz uygulanan gruplar ile karşılaştırıldığında her iki genotipte 

de Na+ miktarı azalmıştır. Ancak bunlardan yalnızca 100 µM H2O2 ön uygulamasının 

Artvin genotipinde yapmış olduğu etki istatistiksel olarak önemli bulunmuştur. Wahid ve 

arkadaşları [148] buğdayda H2O2 ön uygulamasının tuzlu ortama göre Na+ miktarını 

azalttığını göstermişlerdir. Arabidopsis’te yapılmış bir araştırmada ise dıştan uygulanan 

H2O2’in, plazma membran Na+/H+ antiportırı olan SOS1 (Salt overly sensitive: tuza aşırı 

duyarlı) mRNA’sını düzenleyerek hücresel Na+ detoksifikasyonunu sağladığı 

belirtilmiştir [174]. Ayrıca, H2O2, hücre zarındaki Ca2+ kanallarını aktive ederek hücre 

içindeki Ca2+ miktarının artmasına sebep olur [175]. Benzer olarak, artan Ca2+ 

miktarının Arabidopsis ve pirinçte SOS sinyalizasyon yolu ile hücre zarı Na+/H+ 

antiportır aktivitesini düzenlediği bildirilmiştir [138,176–178].  

Yüksek K+/Na+ oranı dokulardaki metabolik aktiviteler için oldukça önemlidir ve bu 

nedenle tuz toleransını belirlemek için geçerli bir fizyolojik kriter olarak 

değerlendirilmektedir [179]. Çalışmamızda, tuz uygulaması kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında her iki genotipte de K+/Na+ oranını anlamlı bir şekilde düşürmüştür. 

Sadece 50 ve 100 µM H2O2 uygulamaları her iki genotipte de istatistiksel olarak anlamlı 

bir etki göstermemiştir. 50 ve 100 µM H2O2 ön uygulamaları her iki genotipte de tuzlu 

ortamla karşılaştırıldığında K+/Na+ oranını arttırmışsa da istatistiksel olarak önemli 

değildir. H2O2 ön uygulamaları K+/Na+ oranını en çok Artvin genotipinde arttırmıştır. 
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Zhang ve arkadaşları [180], tuz stresi koşulları altında hücre zarı H+-ATPaz aktivitesinin 

doğrudan H2O2 tarafından düzenlendiğini bildirmişlerdir. Buna göre, biriken H2O2 H+-

ATPaz akitivitesini arttırmakta ve böylece hücrede transmembran elektrokimyasal 

gradient oluşumuna yol açarak K+/Na+ oranını arttırmaktadır. Ayrıca H+-ATPaz’ın 

düzenlenmesinin NaCl’den kaynaklanan membran potansiyeli depolarizasyonunu 

azalttığı ve böylece hücre içi K+ miktarını koruduğu belirtilmektedir [171,181]. 

Kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında, tuz uygulanan gruplarda her iki genotipe ait 

dokulardaki Ca2+ miktarını azaltıcı etki gösterirken, bu sonuçlardan Artvin genotipindeki 

azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. İki genotipte de kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında sadece 50 µM H2O2 uygulaması Ca2+ miktarını arttırmış, sadece 

100 µM H2O2 uygulaması ise azaltmıştır. Ancak bu değişimler istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır. 50 ve 100 µM H2O2 ön uygulamalarının ardından tuz uygulanan 

her iki genotipte de yalnız tuz uygulanan gruplarla karşılaştırıldığında Ca2+ miktarını 

arttırmıştır. Ön uygulamalar arasından 50 µM H2O2 ön uygulaması her iki genotip için 

de en yüksek Ca2+ miktarı göstermiş, ancak istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. 

Buna benzer olarak, buğdayda yapılan araştırmada H2O2 ön uygulamasının tuz stresi 

koşullarında Ca2+ miktarını arttırdığı belirtilmiştir [148]. Ca2+ iyonunun, ABA, ROS ve 

NO gibi çok yönlü uyaranlara yanıt olarak koruyucu hücre sinyalizasyonunda merkezi 

bir düzenleyici olduğu belirtilmektedir [182,183]. Petrov ve arkadaşları [184] H2O2 

sinyalizasyonunun asıl hedeflerinden birinin Ca2+ homeostazisinin düzenlenmesi 

olduğunu bildirmiştir.  

Tuz stresinin reaktif oksijen türleri (ROS) üretimini tetikleyerek hücre membran 

kararlılığına zarar verdiği bilinmektedir [30]. Çalışmamızda yalnızca tuz uygulanan 

gruplarda, kontrol grupları ile karşılaştırıldığında her iki genotipte de membran 

geçirgenliğini anlamlı olarak arttırmıştır. Membran geçirgenliğindeki artış, tuza toleransı 

yüksek olan Mardin genotipinde duyarlı olan Artvin genotipine göre anlamlı olarak daha 

az olmuştur. 50 ve 100 µM H2O2 uygulamalarının ardından tuz uygulanan gruplarda 

her iki genotipte kontrol grubu ile karşılaştırıldığında membran geçirgenliği anlamlı 

olarak artmış olsa da, bu artış yalnız tuz uygulanan gruplardaki kadar olmamıştır. 50 

ve 100 µM H2O2 ön uygulamasının ardından tuz uygulanan gruplarda her iki genotipte 
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de membran geçirgenliği yalnızca tuz uygulanan gruplara göre anlamlı olarak 

azaltmıştır. İki genotip için de en etkili doz 100 µM olarak tespit edilmiştir. Bu bulguları 

destekler nitelikte, Wahid ve arkadaşlarının [148] buğday üzerine yapmış oldukları 

çalışmada 1, 40, 80 ve 120 µM H2O2 ön uygulamasına tabi tutulmuş tohumlardan tuz 

stresi koşullarında membran geçigenliği en düşük 80 ve 120 µM dozlarında 

görülmüştür. He ve arkadaşları [128] kuraklığa toleransı farklı iki buğday genotipi 

üzerine yapmış oldukları araştırmada, H2O2 ön uygulamasının membran geçirgenliği 

üzerinde kuraklık stresi koşullarına göre azaltıcı etki yaptığını ve bunu da hücre 

membranlarındaki oksidatif zararlanmayı azaltarak yaptığını ortaya koymuştur. 

Araştırmada aynı zamanda membran geçirgenliğinin kontrol ve H2O2 ön uygulama 

gruplarında tuza toleransı yüksek genotipte duyarlı genotipe göre daha düşük olduğu 

gözlenmiştir. 

Tuz stresi, lipit peroksidasyonunu uyararak bitkide içsel MDA miktarını arttırmaktadır 

[37]. Yalnızca tuz uygulanan gruplarda kontrol grupları ile karşılaştırıldığında iki 

genotipte de MDA miktarındaki artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Sadece 

50 ve 100 µM H2O2 uygulaması, her iki genotipte de kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında anlamlı bir artışa sebep olmuş, bununla birlikte 50 µM H2O2 

uygulamasında MDA miktarı, yalnızca tuz uygulanan gruplara göre daha az azalırken, 

100 µM H2O2 uygulamasında ise yalnızca tuz uygulanan gruplara göre daha çok azalır. 

Salatalık, kanola ve soya fasulyesi gibi bitkilerde H2O2 uygulaması MDA miktarında 

kontrol gruplarına göre önemli bir farklılık göstermezken [185–187], pamuk [188]’ta 

dışarıdan uygulanan H2O2’in MDA miktarını arttırdığı belirlenmiştir. Aynı şekilde 

salatalık [189] üzerinde yapılan başka bir çalışmada dıştan uygulanan H2O2’in 12 saatin 

sonunda MDA miktarında artışa sebep olduğu bildirilmiştir. 50 ve 100 µM H2O2 ön 

uygulamalarının ardından tuz uygulanan gruplarda, yalnızca tuz uygulanan gruplar ile 

karşılaştırıldığında Artvin genotipinde MDA miktarı anlamlı bir şekilde azalırken, Mardin 

genotipinde önemli bir etki göstermemiştir. Artvin genotipinde uygulanan her iki H2O2 

dozunda da MDA miktarı kontrol gruplarına göre anlamlı bir şekilde arttırmıştır. 

Yalnızca tuz uygulanan gruplarla karşılaştırıldığında ise 100 µM H2O2, 50 µM H2O2 ön 

uygulamasına göre MDA miktarını daha etkili bir şekilde azaltmıştır. Kuraklık stresine 

toleransı farklı iki soya fasulyesi [187] genotipi üzerine yapılan araştırmada da benzer 
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olarak toleransı yüksek genotipte MDA seviyesi anlamlı olarak artmazken, duyarlı 

genotipte anlamlı olarak artmıştır. Duyarlı genotipte düşük dozda dıştan uygulanan 

H2O2’in MDA miktarını 4 saat uygulama süresinden sonra etkilemediği, ancak 7 saat 

süren uygulamada MDA miktarını anlamlı olarak azalttığı belirtilmektedir. Tuza 

toleransı yüksek olan genotipte de benzer bulgulara ulaşılan araştırmanın sonuçları da 

değerlendirildiğinde, H2O2 ön uygulama süresi ve uygulanan dozun stres koşullarına 

toleransı farklı bitki genotiplerinde farklı sonuçlar ortaya çıkarabileceği söylenebilir. 

Yapılan birçok araştırmada tuz stresinin bitkilerde içsel H2O2 miktarını arttırdığı 

bildirilmiştir [83, 101]. Çalışmamızda yalnızca tuz uygulanan gruplar ve sadece 50 ve 

100 µM H2O2 içeren gruplar kontrol grupları ile karşılaştırıldığında her iki genotipte de 

içsel H2O2 miktarının anlamlı bir şekilde arttığı gözlenmiştir. Bulgularımızı destekler 

yönde, Hameed ve arkadaşlarının [155] Suaeda fruticosa’da yapmış oldukları 

araştırmada da gerek yalnız H2O2 uygulamasının gerekse yalnız NaCl uygulamasının 

içsel H2O2 miktarını arttırdığı, üstelik bu miktarların birbirlerine çok yakın değerler 

olduğunu bildirilmiştir. Çalışmamızda, 50 ve 100 µM H2O2 ön uygulamalarının ardından 

tuz uygulanan gruplarda kontrol grupları ile karşılaştırıldığında, tuza duyarlı Artvin 

genotipinde içsel H2O2 miktarının anlamlı bir şekilde arttığı görülmüştür. 50 ve 100 µM 

H2O2 ön uygulamalarının etkisi yalnızca tuz uygulanan gruplar ile karşılaştırıldığında 

ise, istatistiksel olarak anlamlı olmasa da içsel H2O2 miktarını azaltmıştır. Mardin 

genotipinde ise kontrol grupları ile karşılaştırıldığında 100 µM H2O2 ön uygulaması, 50 

µM H2O2 ön uygulamasına göre içsel H2O2 miktarını önemli bir şekilde arttırmıştır. 

Mardin genotipinde H2O2 ön uygulamalarının yapmış olduğu etkiler yalnızca tuz 

uygulanan grup ile karşılaştırıldığında içsel H2O2 miktarında anlamlı bir azalma 

görülmektedir. İçsel H2O2 miktarındaki en fazla azalma Artvin genotipi için 50, Mardin 

genotipi içinse 100 µM H2O2 ön uygulamasında görülmüştür. Ashraf ve arkadaşlarının 

[157] mısır’da gerçekleştirdikleri araştırmada artan dozlarla H2O2 ile ön muamele edilen 

tohumlardaki içsel H2O2 miktarının yalnızca stres uygulanan grupla karşılaştırıldığında 

azaldığı belirtilmektedir. Araştırıcılar, dıştan uygulanan H2O2’nin tohumlarda 

antioksidan enzimleri aktive ettiği ve bu yolla ROS’ların süpürülmesi sayesinde bitkileri 

oksidatif zararlanmadan koruduğunu belirtmişlerdir. Aynı çalışmada, ayrıca içsel H2O2 

miktarı ile MDA arasındaki pozitif korelasyon, H2O2 ön uygulamasının stresin olumsuz 
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etkisini önlediğini göstermiştir. Bu sonuçlar bizim çalışmamızda da görülen içsel H2O2 

ile MDA miktarı arasındaki pozitif korelasyon bulgusunu desteklemektedir. 

Prolin amino asitinin tuz stresi koşullarında bitki hücrelerinde fazla miktarda biriktiği 

[49–53] ve prolin birikimi ile stres toleransı arasında pozitif bir ilişki olduğu 

belirtilmektedir [54–55]. Bu sonuçlara benzer olarak, çalışmamızda da Artvin ve Mardin 

genotipine ait kallus dokularının yalnız tuz uygulanan gruplarda kontrol grupları ile 

karşlaştırıldığında prolin miktarı her iki genotipte de istatistiksel olarak önemli düzeyde 

artmıştır. Bu artış tuza toleranslı Mardin genotipinde daha fazla bulunmuştur. Sadece 

H2O2 içeren ortamlar veya 50 ve 100 µM H2O2 ön uygulamalarının ardından tuz 

uygulanan gruplarda her iki genotipte de kontrol ve yalnızca tuz uygulamasına göre 

prolin miktarı istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmıştır. Ön uygulama dozları 

arasından 100 µM H2O2 her iki genotipte de prolin miktarını en fazla arttıran doz 

olmuştur. Hameed ve arkadaşları [155] da, Suaeda fruticosa’da sadece H2O2 

uygulamasının prolin miktarını kontrol grubuna göre arttırdığını; NaCl ile birlikte dıştan 

uygulandığında ise bu artışın maksimum olduğunu bildirmişlerdir. Benzer sonuçlar 

mısır bitkisi üzerine yapılan araştırmada da gözlenmiştir [190]. Ayrıca, He ve 

arkadaşları [128] kuraklık stresine toleransı farklı iki buğday genotipinden, toleransı 

yüksek olanda prolinin daha fazla arttığını belirtmiştir. Verslues ve arkadaşları  [191] 

Arabidopsis bitkisinde artan H2O2’in ABA ile indüklenen gen ekspresyonunu arttırdığını, 

böylece prolin birikimine yol açtığını göstermiş ve H2O2’in prolin biyosentezinde sinyal 

molekülü olarak rol oynadığını belirtmişlerdir. Tüm bu bulgular H2O2’in prolin 

metabolizmasındaki enzim aktivitelerini değiştirebileceğini ortaya koymaktadır [192]. 

Çalışmamızda da, H2O2 ön uygulamalarının tuza toleranslı Mardin genotipinde prolin 

miktarını daha fazla arttırdığı görülmüştür. 

Tuzdan kaynaklanan oksidatif hasarı gidermek üzere antioksidan savunmada rol 

oynayan CAT ve SOD enzimleri, bitkilerdeki önemli ROS süpürücüleridir [68, 72]. 

Furtana ve arkadaşları [193], Cucumis sativus’ta tuzlu koşullarda CAT ve SOD 

antioksidan enzim aktivitelerinin arttığını göstermiştir. Çalışmamızda da kontrol 

gruplarıyla karşılaştırıldığında, yalnızca tuz uygulanan gruplarda CAT aktivitesinin her 

iki genotipte de anlamlı olarak arttığı gözlenmiştir. Mardin genotipindeki bu artış Artvin 
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genotipi ile karşılaştırıldığında daha yüksek bulunmuştur. Sadece 50 ve 100 µM H2O2 

uygulamalarını her iki genotipte de kontrol grupları ile karşılaştırıldığında CAT 

aktivitesinin az da olsa arttırmıştır, ancak bu artış yalnızca tuza duyarlı Artvin 

genotipinde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 50 ve 100 µM H2O2 ön 

uygulamalarının ardından tuz uygulanan gruplarda kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında CAT aktivitesi her iki genotipte de anlamlı olarak artmıştır. Bu veriler 

tuz uygulaması ile karşılaştırıldığında Artvin genotipinde H2O2 ön uygulaması CAT 

aktivitesini anlamlı bir şekilde arttırmıştır. Mardin genotipinde ise tuz uygulamasına 

göre H2O2 ön uygulaması CAT aktivitesini arttırsa da bu artış anlamlı bulunmamıştır. 

Her iki genotip için de 100 µM H2O2 ön uygulamasının CAT aktivitesini en yüksek 

oranda arttırdığı görülmektedir. Bununla paralel olarak, He ve arkadaşları [128] Triticum 

aestivum’da yaptıkları araştırmada H2O2 ön uygulaması yapılan gruplarda kuraklık 

stresi koşullarında CAT aktivitesinin arttığını bildirmişlerdir. Buna benzer şekilde, 

Cingöz ve arkadaşları [192] Digitalis türlerine ait kallus dokularında H2O2 ön 

uygulamasının oksidatif stres koşullarında CAT aktivitesini arttırdığını bildirmişlerdir. 

Çalışmamızda tuz uygulaması kontrol grupları ile karşılaştırıldığında SOD aktivitesini 

her iki genotipte de anlamlı bir şekilde arttırmıştır. Mardin genotipindeki bu artış Artvin 

genotipine kıyasla anlamlı olarak daha yüksek bulunmuştur. Sadece 50 ve 100 µM 

H2O2 uygulamaları her iki genotipte de kontrol grupları ile karşılaştırıldığında artışa yol 

açmıştır. Bu sonuçlardan 50 µM H2O2’in Artvin genotipinde; 100 µM H2O2’in ise Mardin 

genotipinde anlamlı bir artışa yol açtığı görülmüştür. Güler ve arkadaşları [187] 

kuraklığa toleransı farklı iki soya fasulyesi genotipinde dıştan yalnız H2O2 

uygulamasının her iki genotipte de kontrol gruplarına göre SOD aktivitesini arttırdığını 

bildirmişlerdir. Çalışmamızda, 50 ve 100 µM H2O2 ön uygulamalarının ardından tuz 

uygulması grubunda kontrol grupları ile karşılaştırıldığında SOD aktivitesinin her iki 

genotipte de anlamlı olarak arttığı görülmüştür. Genotipler arasında kıyaslama 

yapıldığında her iki dozdaki ön uygulama da Mardin genotipinde Artvin genotipine göre 

SOD miktarını anlamlı olarak daha fazla arttırmıştır. Bu veriler tuzlu ortamla 

karşılaştırıldığında, Artvin genotipinde her ne kadar her iki doz da SOD aktivitesini daha 

fazla arttırmış olsa da, yalnızca 100 µM H2O2 ön uygulamasının anlamlı bir şekilde SOD 

aktivitesini arttırdığı görülmektedir. Mardin genotipinde ise her iki doz ön H2O2 ön 
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uygulamasının da yalnızca tuz uygulanan gruplar ile karşılaştırıldığında SOD 

aktivitesini anlamlı olarak arttırdığı görülmüştür. Çalışmamızdaki bulgulara benzer 

olarak, Ashraf ve arkadaşları [157] mısırda yapmış oldukları çalışmada H2O2 ön 

uygulamasının ardından tuz stresi koşullarında SOD aktivitesinin arttığını 

bildirmişlerdir. Güler ve arkadaşları [187] kuraklığa toleransı farklı iki soya fasulyesi 

genotipinde yapmış oldukları araştırmada H2O2 ön uygulamasının SOD aktivitesini, 

toleransı yüksek olan genotipte duyarlı genotipe göre daha fazla arttırdığını bildirmiştir. 

Mısır fidelerinde ABA yoluyla indüklenerek üretilen H2O2’in, CAT1, CAT2, CAT3, SOD4 

and SOD4a genlerinin ifadesini etkilediği bildirilmiştir [194] ve böylelikle H2O2 ön 

uygulamasının, sonradan gelecek stres etmenine karşı bitkiyi hazırladığı 

düşünülmektedir [195]. Mhamdi ve arkadaşları [196], CAT’ın, diğer tüm H2O2 süpürücü 

enzimlerden (GPX ve APX) farklı olarak H2O2’in süpürülmesinde bir düzenleyiciye 

ihtiyaç duymadığını bildirmişlerdir. Gondim ve arkadaşlarının [195] mısırda yaptıları 

çalışmada, yalnızca tuz ve H2O2 ön uygulaması ardından tuz uygulanan gruplar 

karşılaştırıldığında, en yüksek CAT aktivitesine sahip bitkilerde en düşük MDA 

miktarının tespit edildiğini, bunun da CAT enziminin koruyucu fonksiyonu ile ilgili 

olabileceğini belirtmişlerdir. CAT ile MDA arasındaki ilişki Yıldıztugay ve arkadaşları 

[197] ve Gao ve arkadaşları [185] tarafından da bildirilmiştir. Bizim çalışmamızda da 

istatistiksel olarak bir anlamlı korelasyon bulunmasa da, enzim aktiviteleri ile MDA 

sonuçları değerlendirildiğinde benzer ilişkiyi söylememiz mümkündür. 

 

Çalışmamızdaki korelasyon bulgularında, her iki genotipte de yaş ağırlıklar ile MDA ve 

içsel H2O2 miktarında negatif yönlü kuvvetli bir korelasyon görülmüştür. Yaş ağırlık 

değişiminin artması bitki büyümesinin bir göstergesi olarak değerlendirilmektedir. MDA 

lipit peroksidasyonunun son ürünüdür [37], lipit peroksidasyonları ise yüksek miktarda 

biriken ROS nedeniyle olmaktadır [11–13] ve H2O2 de bu ROS’lardan biridir [113]. 

Hücre zararlanmasını temsil eden MDA ve içsel H2O2 miktarı ile yaş ağırlık arasında 

görülen negatif korelasyon bu durumu desteklemektedir. İki genotipte de K+ ile Na+ 

arasında negatif yönlü kuvvetli bir korelasyon görülmesi, hücrelerde K+ ve Na+ iyon 

taşınımlarının rekabet halinde olduğunu [21–23] hatırlatmaktadır. Her iki genotipte de 
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membran geçirgenliği ile MDA ve içsel H2O2 miktarı arasında oldukça kuvvetli pozitif 

korelasyon bulunmuştur. Membran geçirgenliği, çözünen maddelerin zardan geçiş 

kolaylığı olarak tanımlanmakta [29] ve membran kararlılığındaki azalma da ROS 

nedeniyle oluşan lipit peroksidasyonu ile ilişkilendirilmektedir [31]. Lipit 

peroksidasyonunun son ürünü olan MDA [37] ve ROS’lardan biri olan H2O2’in [113] 

hücre membranında oluşan zararı ve buna bağlı olarak da membran kararlılığındaki 

azalmayı temsil ettiği söylenebilir. Bu nedenle ROS nedeniyle parçalanan membrandan 

MDA açığa çıkacak, buna karşılık kararlılığı bozulan membranın geçirgenliği de 

artacaktır. Çalışmamızda, strese maruz kalan bitkilerde ozmotik dengenin 

sağlanmasında etkili rol oynayan prolin amino asiti [54–55] ile hücre savunmasında 

görev alan SOD ve CAT antioksidan enzim aktiviteleri [72] arasında her iki genotipte 

de pozitif korelasyon bulunmuştur. 

Tuza toleransı farklı iki patlıcan genotipine ait kalluslarda H2O2 ön uygulamasının tuz 

stresinin etkilerini ortadan kaldırabilirliğinin araştırıldığı bu çalışmanın sonuçları şu 

şekilde özetlenebilir; 

Sadece tuz uygulanmış gruplarla karşılaştırıldığında H2O2 ön uygulaması, 

1. Tuzun yaş ağırlık üzerindeki olumsuz etkisini özellikle tuza duyarlı Artvin 

genotipinde azaltmıştır.  

2. Her iki genotipte de K+ ve Ca+ miktarını arttırarak, Na+  miktarını ise düşürerek 

tuzun iyonlar üzerindeki olumsuz etkisini engellemiş, hücrelerdeki K+/Na+ 

oranını arttırmıştır. 

3. İçsel H2O2 ve MDA miktarlarını azaltarak tuzun membran geçirgenliği üzerine 

yapmış olduğu olumsuz etkiyi her iki genotipte de hafifletmiştir. 

4. Her iki genotipte de prolin miktarını, SOD ve CAT enzim aktivitelerini arttırarak 

antioksidan savunmayı güçlendirmiştir. 

5. H2O2 ön uygulamasının yalnızca tuz uygulanan gruplarla karşılaştırıldığında, 

incelenen parametreler üzerindeki iyileştirici etkileri, tuza duyarlı Artvin 

genotipinde, tuza toleranslı Mardin genotipine göre daha yüksek düzeyde 

bulunmuştur. 
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6. H2O2 ön uygulamasının tuz stresi koşullarındaki iyileştirici etkisinin, uygulanan 

H2O2 konsantrasyonuna ve genotipe bağlı olarak değiştiği görülmüştür. 

Bu çalışma sonucunda çeşitli fizyolojik parametreler incelenerek H2O2 ön 

uygulamasının tuza toleransı farklı iki patlıcan genotipinde tuzun zararlı etkilerini 

hafifletebildiği belirlenmiştir. Bundan sonra yapılacak çalışmalarda, H2O2’in farklı doz 

ve sürelerdeki uygulamalarının, diğer sinyal molekülleri ve hormonlar arasındaki 

ilişkilerinin incelenmesi ve konunun proteomik ve genomik düzeyde araştırılması, H2O2 

sinyal yolunun aydınlatılmasına önemli katkı sağlayacaktır. 
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