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OZET

IKi PATLICAN (Solanum melongena L.) GENOTIPININ TUZA
DAYANIKLILIGII_‘IIN HIDROJEN PEROKSIT ON UYGULAMASI ILE IN
VITRO KOSULLARDA ARASTIRILMASI

OGUZHAN YASARKAN
Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. RUKIYE TIPIRDAMAZ
Haziran 2018, 68 sayfa

H202 6n uygulamasinin tuzlu kosullarda kiltire alinmis iki patlican genotipine (tuza
duyarl; Artvin ve tuza toleransli; Mardin) ait kallus dokularinda, yas agirlik, membran
gegirgenligi, MDA, prolin, iyon, igsel H202 miktarlari ve antioksidan enzim aktiviteleri
uzerine etkileri arastirilmistir. Bu amagla, in vitro ¢imlendirilen 4 haftalik patlican
fidelerinden alinan hipokotil eksplantlarindan kalluslar elde edilmigtir. Kalluslarin bir
kismi kontrol, 150 mM NacCl, 50 veya 100 uM H20: igeren ortamlara, bir kismi ise 48
saat sureyle 50 veya 100 yM H202 6n uygulamasi yapilarak 150 mM NaCl iceren
ortamlara aktarilarak 24 saat sireyle inkiibe edilmistir. Yas agirlik, K* ve Ca?* miktarlari
tuz uygulanan gruplarda énemli bir sekilde azalirken, H202 6n uygulamalari tuzun
olumsuz etkisini azaltmigtir. Tuz uygulamasi her iki genotipte de Na* miktarini
arttirirken, H202 6n uygulamalari Na* miktarini azaltarak hicrelerdeki K*/Na* oranini
arttirmistir. Tuzluluk membran gegirgenligi, MDA ve i¢sel H202 miktarlarini arttirirken,
H202 on uygulamalari bu olumsuz etkileri azaltmistir. H2O2 6n uygulamalari, prolin
miktarini, SOD ve CAT enzim aktivitelerini arttirarak antioksidan savunmayi
guglendirmigtir. H202'nin incelenen parametreler Gzerindeki iyilestirici etkileri, tuza
duyarl genotipte daha ylksek dizeyde bulunmustur. Etkilerin, konsantrasyon ve

genotipe bagli olarak degistigi goralmusgtur.

Anahtar Kelimeler: Hidrojen peroksit, in vitro, patlican, tuz stresi



ABSTRACT

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

OGUZHAN YASARKAN
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. RUKIYE TIPIRDAMAZ
June 2018, 68 pages

Effects of H202 pre-treatment on fresh weight, membrane permeability, MDA, proline,
ion, inner H202 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 uM H202, and the
others which were pre-treated with 48 hours 50 or 100 yM H202 were transferred to
mediums containing 150 mM NacCl and all of them incubated during 24 hours. While
fresh weight, K* and Ca?* contents were decreased on salt stressed groups, H202 pre-
treatments reduced these negative effects of salt stress. Salinity increased Na*
contents, while H202 pre-treatments decreased Na* contents and increased K*/Na*
ratio. Salinity increased membrane permeability, MDA and inner H202 contents, these
negative effects were reduced by H202 pre-treatments. H202 pre-treatments enhanced
antioxidant defence by increasing SOD and CAT enzyme activities and proline
contents, The curative effects of H202 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. GIRIS

1.1. Tuz Stresi

Biyotik ve abiyotik olmak Uzere iki ayri grupta incelenen stres; ¢ogunlukla optimal
yasam kosullarindan sapma olarak tanimlanir [1]. Bocekler, mikroorganizmalar ve
hayvanlar biyotik stres etmeni olarak degerlendirilirken; fiziksel (sicaklik, radyasyon,
ruzgar v.b.) ve kimyasal (pestisit, tuzluluk, pH v.b.) cevre etmenleri ise abiyotik stres
etmenleri olarak tanimlanmaktadir [2]. Abiyotik stresler arasinda tuzluluk, toprak
verimliligini ve dolayisiyla bitki byumesini olumsuz yonde etkileyen ve sonugta verimi

duguren en dnemli gevresel faktorlerden biridir [3].

Dunyanin iglenmig alanlarinin %20’si ve sulu arazilerinin neredeyse yarisi tuzluluk
etkisindedir [4]. Cogdunlukla oksidatif bir zararlanma olarak ortaya cikan tuz stresi,
Ozellikle kurak ve yari kurak bolgelerde gorulmektedir ve yuksek sicakliklarla birlikte
artis gostermektedir [5]. Tuzluluk, bitkileri; ozmotik, 6zgul iyon toksisitesi ve/veya
besinsel bozukluk gibi farkli yollardan etkilemektedir [6]. Tuz stresi, surgin uzamasinda
azalmaya, kisirlikta artisa ve giceklenme zamaninda degisime neden olmaktadir [6-8].
Tuzluluk nedeniyle olusan iyon birikimi ve stomalarin acgihp kapanmasindaki
diuzensizlikler, toplam klorofil miktarinin dusmesine ve bdylece fotosentez etkinliginde
azalmaya sebep olmaktadir [9-10]. Ayrica tuzluluga bagli olarak artan reaktif oksijen

turleri (ROS) membran hasarina neden olabilmektedir [11-13].

1.1.1. Tuz Stresi ve iyonlar

Toprak tuzlulugu ve tuz stresi s6z konusu oldugunda genellikle NaCl'den séz
edilmektedir [14]. Yiksek oranda NaCl alimi, K*, Ca?*, N ve P gibi diger iyonlarin
alimiyla rekabete girerek besinsel duzensizliklere ve bunun sonucunda verimde ve
kalitede disuse neden olmaktadir [15]. Pek ¢ok bitki tlrd Gzerinde yapilan arastirma
sonuglari, artan NaCl konsantrasyonunun Na* ve CI iyon seviyelerinde artisa, Ca®*, K*
ve Mg?* seviyelerinde ise azalmaya neden oldugunu gostermekte [16—18] ve 6zellikle
K* ve Ca?* iyonlarinda eksiklige yol acarak, hiicre diizeyinde oksidatif strese neden
oldugunu [14, 19, 20] vurgulamaktadir. Fizyolojik bulgular Na* ve K* iyonlarinin ayni

protein araciligiyla tasindigini ve bu nedenle bu iki iyonun rekabet halinde oldugunu
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goOstermekle birlikte, Na* iyonunun hicre igine alimindan sorumlu transport (tagsima)
sistemi henuz tam olarak bilinmemektedir [21-23]. Bitki hucrelerinde, metabolik
reaksiyonlarin devamliiginin saglanabilmesi icin K* seviyesinin yuksek olmasi
gerekirken, Na* seviyesinin goreceli olarak duslk olmasi gerekmektedir [24]. Bunun
yani sira K* iyonu pek ¢ok enzim igin ko-faktor olarak gerekliyken, Na* iyonu igin ayni
durum s6z konusu degildir [25]. Ayni zamanda Na* ve CI iyonlar fazlaliginda
protoplazmada Na* yuzdesinin arttigi ve bunun sonucu olarak da enzim ve membran

proteinleri Uzerine 6zgul iyon etkisine yol actigi da bilinmektedir [26—28].

1.1.2. Tuz Stresi ve Membran Gegirgenligi

Hucrelerin membran gecirgenligi, su ve ¢dzlinen maddelerin membrandan gegcis
OzgurlUklerinin bir ifadesidir [29]. Tuz stresi, reaktif oksijen turleri (ROS) uretimini
tetiklemekte ve boylece hucre proteinlerine, nukleik asitlere ve membran kararliligina
zarar vermektedir [30]. Membran kararlihgindaki azalma, ROS nedeniyle olusan lipid
peroksidasyonu ile iliskilendiriimektedir [31]. Bir taksonun farkli tuz toleransi gosteren
genotiplerinin - membran gegirgenligi, ayni tuzlu kosullar altinda dedgisiklik
gOsterebilmektedir [32]. Brassica napus L. (kanola) tUzerine yapilan bir galismada, tuza
toleransli genotipte duyarli olan genotipe gore nispeten daha az membran gecirgenligi
g6zlendigi belirtilmistir [33]. Bunun yaninda, Atriplex (unluca), Fragaria x ananassa
(cilek) [34] ve Lycopersicon esculentum (domates) [35] Uzerine yapilan ¢alismalarda,
yuksek konsantrasyonlardaki tuzun membran gegirgenliginde artisa neden oldugu
belirtilmistir [36].

1.1.3. Tuz Stresi ve Malondialdehit (MDA)

Tuzluluk da dahil olmak Uzere cesitli abiyotik stresler sonucu olusan membran
zararlanmasi, gogunlukla membran lipid peroksidasyonundan kaynaklanmaktadir [37].
Lipid peroksidasyonunun son urinu olan malondialdehit (MDA) dizeyinin belirlenmesi
ve dolayisiyla membran lipid peroksidasyonunun dlgulmesi, oksidatif stresin siddetinin
ve bitkinin hassasiyet derecesinin anlasiimasi igin siklikla kullanilan bir yontemdir [37—

41]. Erturk ve arkadaglari [43] kiraz surgunlerindeki MDA miktarina bagh olarak, tuz

2



stresi altindaki bitkilerde lipid peroksidasyonunun kontrol bitkilerine gore daha yuksek
oldugunu belirtmiglerdir. Misir Gzerine yapilan bir arastirmada, MDA konsantrasyonu
ile zar gecirgenligi ve elektrolit sizintisi arasinda anlaml bir pozitif iliskinin varlig
bildirilmigtir [44-45]. MDA birikimi, tuz stresi sonucu hicre zarlarinda olusan

oksidasyonlarin belirteci olarak kullaniimaktadir [46].

1.1.4. Tuz Stresi ve Prolin

Yuksek yapil bitkilerde tuz stresine bagh olarak amino asit birikimi gdzlenmektedir [47—
49]. Bu amino asitler arasindan prolinin, tuz stresi kosullarinda diger amino asitlere
oranla ¢ok daha fazla miktarda biriktigi belirtimektedir, pek ¢cok arastirmada prolin
birikimi ile stres toleransi arasinda pozitif iliski oldugundan s6z edilmektedir [49-53].
Prolin, strese maruz kalmis olan bitkilerde ozmotik dengenin saglanmasinda ve hucre

ici yapilarin korunmasinda etkili rol oynamaktadir [54-55].

Populus euphratica kallus dokulari Gzerine yapilan bir arastirmada, NaCl’'nin ¢ok dusuk
konsantrasyonlarinin bile prolin birikimini tetikledigi gézlenmistir [42]. Sogan Uzerine
yapilan bir arastirmada ise, tuzluluk hasarina karsi prolinin hidcre membranlarini
korudugu belirtiimektedir [56]. Bunlarin yani sira prolinin, kullanilabilir N birikimini
dizenledigi [47, 49], membran kararliigina katki sagladigi [57-60] ve NaCl’'nin hiicre
membraninda pargcalanmaya sebep olan etkisini hafiflettigi [56] sOylenmektedir. Prolin
birikiminin stres etkisinin mi yoksa stres toleransinin mi bir sonucu oldugu tartismal
olsa da [61], ¢ogunlukla uyumlu bir osmotik ¢dézinen olarak aktivite gosterdigi
bildiriimektedir [62].

1.1.5. Tuz Stresi ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Aerobik metabolizmanin kaginilmaz bir sonucu olarak reaktif oksijen tirleri (ROS)
olusur. ROS'lar, hidrojen peroksit (H202) ve singlet oksijen (*O2) molekiillerini oldugu
gibi, stperoksit anyonu (Oz) ve hidroksil radikali (*OH) gibi serbest radikalleri de
icermektedir [63—67].



Optimal  kosullarda ROS’lar genellikle kloroplastlarda, mitokondride ve
peroksizomlarda dugsuk miktarlarda uretilirken, stres kosullarinda ROS uretimi keskin
bir artis gdstermektedir [68]. Ylksek konsantrasyonlardaki ROS, organizmalar igin son
derece zararlidir ve hicrelerde oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir. Cevresel
stresler sirasinda artis gosteren ROS Uretimi, htcreler icin lipit peroksidasyonu, protein
oksidasyonu, nukleik asit hasarlari, enzim inhibisyonu ve programlanmis hicre 6lumu
gibi tehditler olusturmaktadir [69—76]. Tuz stresinin de asiri miktarda ROS Uretimi ile
sonuglandigi  bilinmektedir [77-78]. Tuzluluk nedeniyle olusan ROS, lipit
peroksidasyonu, protein ve nukleik asit denatirasyonuna yol agarak olagan
metabolizmay1 bozmaktadir [77-79]. Piring [11], limon [12] ve domates [13] Uzerine
yapilan arastirmalarda, tuzluluk nedeniyle olugan hucresel toksisitenin en buyuk
kaynaginin ROS kaynakli membran hasari oldugu ispatlanmistir. ROS molekdilleri
yuksek konsantrasyonlarda sitotoksik maddeler olsa da, dusuk konsantrasyonlarda
antioksidan savunma mekanizmasina ait gen ifadesinin duzenlenmesinde araci sinyal
molekuller olarak da goérev almaktadir [80—81]. Ayrica diusuk konsantrasyonlardaki
ROS’un, stomalarin kapanmasi [82—84], programlanmis hticre éluma [72, 85], biyotik
ve abiyotik streslere karsi diren¢ kazanma [86—87] ve gravitropizma [88] ile iligkili
oldugu dusunulmektedir. ROS’larin sahip olduklar ¢ift yonlu etkileri nedeniyle (yliksek
konsantrasyonda toksik, dislk konsantrasyonlarda sinyal molekili olarak), hiicredeki

seviyelerinin kontrol altinda tutmasi gereklidir [89].

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

Superoksit radikalleri (Oz¢), oksidatif metabolizmanin toksik yan drtnleridir ve H20:2 ile
tepkimeye girerek, hucrelerdeki oksijen toksisitesinden birincil derecede sorumlu olan
yuksek reaktif hidroksil radikallerini (*OH) olusturur [90]. Oz *'nin H202 ve oksijene
dismutasyonu, hucreyi korumada ilk adimdir [91]. Antioksidan enzimler, tuzdan
kaynaklanan oksidatif hasari hafifletmek igin ROS supuriculeri olarak rol oynamaktadir
[68]. Bitkilerdeki en 6nemli ROS supuricl mekanizmalarin Stperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT) oldugu belirtimektedir [72]. SOD,
superoksit radikalle H202 Uretmek Uzere reaksiyona girmekte ve H202 de APX ve CAT
basta olmak Uzere peroksidazlar tarafindan stupurilmektedir [68, 92].
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Dayanikli bugday genotiplerinde kuraklik, yliksek sicaklik ve tuzluluk gibi farkli stres
kosullarinda hucrelerdeki SOD, APX, CAT ve GR enzim aktivitelerinde artis oldugu
belirtiimistir [93—96]. Limon [12] ve domates [13] Uzerine yapilan ¢alismalarda da tuz
toleransinin artan SOD, APX ve CAT enzim aktiviteleri ile dogru orantili oldugu
bildirilmigtir. Antioksidan enzim aktivitelerinin tuz stresine yanit olarak arttigi ve
dayanikli ¢esitlerde daha da yuksek oldugu pek ¢ok calisma ile desteklenmektedir [12,
77,97-100].

1.2. Tuz Stresi ile ilgili Yapilan in vivo ve in vitro Uygulamalar
Tuzlulugun olumsuz etkilerini azaltmak ve tuzluluk sebebiyle ortaya c¢ikan verimlilik
kaybini énlemek igin, gunimuizde bilimsel arastirmalar bu probleme kargi ¢dézim

uretme Uzerine yogunlasmistir. Bu amagla yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar;

e Tuza toleransli gesitlerin secgilmesi [101],

o Bitkide tuza toleransi saglayan genlerin aktivasyonuyla tuza dayanikhhgin
uyariimasi [102—-104],

e Bitkinin yetisme ortamina disaridan eklenen kimyasal maddeler ile tuz
stresinden kaynaklanan bitki bunyesindeki osmotik [102, 105] ve oksidatif

stresin azaltilmaya calisiilmasi [106, 107] olarak 6zetlenebilir.

Tuzun bitkide olusturdugu olumsuz etkileri gidermek icin cesitli ekzojenik uygulamalar
yapilmaktadir. Bu uygulamalardan bazilari kalsiyum, jasmonik asit, salisilik asit, nitrik
oksit ve etilen olup, bitkinin maruz kaldigi ¢evresel stres faktorlerine karsi meydana
gelen yanitin tetiklenmesine sinyal molekill olarak rol oynadiklar bildirilmistir [108—
110]. Bu uygulamalardan biri de son yillarda Uzerinde yogun olarak c¢aligilan stres

kosullarinda distan hidrojen peroksit (H202) uygulamasidir [111].

Bitki doku kulttrleri, ginimuzde gerek bitkisel materyalin hizli gogaltiimasinda gerekse
Islah galismalarinda uygulamadaki yerini almis ve ticari olarak kullanilabilir duruma
gelmistir. Ayrica in vitro yapilacak bir galismada degistirilen herhangi bir kosulun
etkisinin tek basina gozlenmesi ve analizi mumkundur. Doku kulturlerinden, bitkilerin in

vivo kosullarda gosterdikleri tepkileri in vitro kosullarda da gostermeleri nedeniyle temel



biyoloji calismalarinda yararlaniimaktadir. Bu sayede in vitro ¢calismalarla elde edilen

sonuglarin in vivo'ya aktarilmasi mimkun olmaktadir [105, 112].

1.2.1. Hidrojen Peroksit (H202) ve Tuz Stresi

ROS’lar igerisinde H202 net ylk tagsimayan, radikal olmayan bir molekul olup [113] diger
ROS’lara goére daha uzun yari dmre (yaklasik 1 ms) sahiptir [114] ve daha ziyade uzun
mesafe sinyal moleklll oldugu disunudlmektedir [81]. Pek ¢ok arastirma bitkilerde tuz
stresi sonrasinda igsel H202 konsantrasyonunun arttigini gostermektedir [83, 115].
H202 Uretim seviyesinin maruz kalinan stresin gucune ve suresine gore degistigi
bilinmektedir. Ustelik H202 miktarinin hiicre organellerine gore farkllik gosterdigi ve
stres gesidine gore H202 Uretim yerinin de degisebildigi belirtimektedir [116—118]. H202
On uygulamasindan sonra bitkilerin fazla 1sik ve soguk stresine daha dayanikli oldugu
vurgulanmaktadir [116—120]. Bunun haricinde, disaridan uygulanan H202'nin gesitli
stresler sonucu olusan membran hasarini ortadan kaldirdi§i da belirtimektedir [121—

123].

H20:2 bitkilerde ¢ift yonlu bir role sahiptir: dugsik konsantrasyonlarda ¢evresel streslere
karsi toleransi tetikleyen bir sinyal molekulu olarak rol oynarken [121-123]; yuksek
konsantrasyonlarda programlanmis hicre olumuani tetiklemektedir [124]. Distan
uygulanan H202'in antioksidan enzimlerin metabolizmasini diizenledigi ve sinyallerinin
senesens [125], fotorespirasyon ve fotosentez [89], stoma hareketleri [126], hucre
dongusu [123], buyume, gravitropizma, temel savunma mekanizmalarinin
dizenlenmesi gibi sureglerde ve bitkilerdeki gelisimsel suregte [80, 122] énemli rol
oynadigi belirtiimektedir. Yapilan literatir taramalarinda dugsuk dozda dissal H20:2
uygulamasinin arpa [127], bugday [128], nohut [129] ve misir [91] bitkilerinde tuz
stresinin toksik etkisini azaltarak buylume Uzerinde olumlu etkileri oldugu géraimustur.
Ayrica misirda distan H202 uygulamasinin tuza toleransi antioksidan enzim
aktivitelerini arttirmasi yoluyla gergeklestirdigi bildirilmistir [91]. Soya fasulyesinde,
besin ¢ozeltisine uygulanan H202in igume toleransini arttirdigi bildirilmistir [130].

Arabidopsis ve tutun bitkilerine H202 6n uygulamasinin yuksek 1sik yogunlugunun

sebep oldugu oksidatif zararlardan bitkileri korudugu kaydedilmigtir [103, 131]. Benzer
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sekilde, disuk konsantrasyonlarda H202 uygulamasinin Zea mays ve Vigna radiata’da
yuksek sicakliga toleransi arttirdidi ileri surtlmastir [105, 106, 130]. Parakuat
puskurtulmus ve H202 6n uygulamasi yapiimis geng bezelye yapraklarindaki sag kalim
oraninin sadece parakuat uygulananlara gore ¢ok daha yuksek oldugu gozlenmistir
[132].

Son yillarda Triticum aestivum Uzerinde in vivo kosullarda gergeklestirilen bir
arastirmada tuz stresi altinda disuk konsantrasyonlarda distan H202 uygulamasinin
Na* ve CI- miktarini azaltarak tuz stresinin siddetini azalttigi; prolin miktarini, N
asimilasyonunu, fotosentetik pigmentleri ve blyumeyi arttirdi§i gosterilmistir [133]. In
vitro kosullarda Panax ginseng Uzerinde yapilan bir arastirmada embriyo kultirinde
tuz stresi altinda disaridan duslik konsantrasyonda H202 uygulamasinin bitki
blylimesinde ve pigment miktari Gzerinde olumlu sonuglar verdigi gosterilmistir [111].
Populus euphratica kallus kiltirinde ise distan H202 dondrl verilerek dolayli olarak
arttinlan i¢csel H202 miktarinin, K*/Na* oranini arttirdigi gozlenmigtir [134]. Bitki
hicrelerinde tuz stresine dayanim igin iyon homeostazisi olduk¢ga 6nemlidir [135-138].
Bir stres sinyali olan H202'nin, tuz stresi altindaki bitkilerde antioksidan savunmada da

onemli bir araci oldugu, P. euphratica kallus hicrelerinde gdsterilmistir [134].

1.3. Patlican (Solanum melongela L.) ve Tuz Stresinin Onemi

Patlican, Solanaceae familyasinin, Solanum cinsine dahil olan [139-140] ve Ulkemizde
en fazla vyetistiriciligi yapilan yazlik sebzelerden birisidir. FAO istatistiklerinde
Turkiye’nin 2012 yilinda 799.285 tonluk uretim miktari ve 26.000 ha’lik uretim alaniyla
dunyadaki patlican Ureticisi ulkeler arasinda onemli bir yeri oldugu gorulmektedir.

Avrupa Ulkeleri arasinda ise Turkiye, patlican Gretiminde ilk sirayl almaktadir [141].

Patlicanda tuzun etkilerini aragtirmak igin yapiimig in vivo ¢alismalar [142—-143] olmakla
birlikte in vitro yapilmig ¢alismalar [107, 144] sinirh sayidadir. Yasar [101] ve Horasan
[144] tarafindan patlicanda in vivo ve in vitro olarak yurutilen ¢alismalarda degisik
patlican genotiplerinde tuz stresinin buyume ve gelisme Uzerindeki olumsuz etkileri
gosterilmigtir. Calismalarda ayrica genotipler arasinda tuza tolerans bakimindan

farkhliklar da oldugu ortaya ¢ikariimistir.



Diger yandan, yapilan literatir arastirmasinda, patlican bitkisinin in vivo ya da in vitro
kilturlerinde H202'nin etkileri ve tuz stresiyle H202 etkilesimi hakkinda herhangi bir

bilgiye ulagilamamistir.

Bu nedenle bu calismada, H202 6n uygulamasinin iyon dengesi ve antioksidan
savunma uzerine etkilerinin yani sira, tuz stresinin yikici etkilerini ortadan kaldirabilirligi,
tuza toleransi farkh iki pathcan (S. melongena L.) genotipinde arastiriimistir. In vitro
kosullarda yuratulen bu arastirmada, 50 ve 100 yM H202 6n uygulamasinin ardindan
150 mM NaCl iceren ortamlara aktarilan kallus dokularinin yas agirlik, membran
gegirgenligi, MDA, prolin, iyon ve i¢sel H202 miktarlari ve antioksidan enzim aktiviteleri

belirlenerek genotipler arasindaki degisimler karsilastiriimigtir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Uchida ve arkadaslari Oryza sativa ‘Nipponbare’ (piring)’da yaptiklari arastirmada H20:2
ve NO’in tuz ve sicaklk stres toleransi Uzerine etkilerini incelemislerdir [145].
Calismada, 10 yM’dan dusik konsantrasyonlarda H202 ve NO 6n uygulamasinin, tuz
ve sicaklik streslerinde 6n uygulama yapilmayan kontrollere gére daha fazla yesil
yaprak dokusu ve fotosistem Il icin daha ylksek kuantum verimi sagladigi bulunmustur.
Ayni zamanda, 6n uygulamalarin yalnizca antioksidan enzim aktivitelerini arttirmadigu,
stresle iligkili genlerin ifadesini de tetikledigi gézlenmistir. Bu bulgular 1s1ginda H202 ve
NO’in sinyal molekull gibi rol oynarak tuz ve sicaklik streslerine toleransi arttirdigi

savunulmustur.

Kim ve arkadaslarinin arpada yaptiklari arastirmada, kontrol bitkisinin kokinde H20:2
miktarinin srgindekinin iki kati oldugunu; tuz stresi altinda 2 guin stiren 200 mM NacCl
uygulamasinin koékteki H202 miktarini %70 oraninda disurdigunua belirtmiglerdir [146].
Bunun nedeni olarak da kokteki H202 miktarinin gogunlukla CAT aktivitesiyle iligkili
oldugunu ve antioksidan enzimler arasinda kokte en ¢cok CAT enziminin arttigini 6ne

surmaglerdir.

Agarwal ve arkadaslar su ve sicaklik stresine duyarl (Hira genotipi) ve dayanikh (C
306) olan Triticum aestivum (ekmeklik bugday)'un iki farkli genotipi GUzerine yapmis
olduklari ¢galismada, 0.05 mM H202 6n uygulamasinin SOD, APX ve CAT aktivitelerini
arttirdigini gostererek H202'nin bir sinyal molekul olabilecegi yonundeki argimanlari
desteklemiglerdir [147].

de Azevedo Neto ve arkadaslari, tuza duyarli bir Zea mays (misir) geonotipinde dissal
H202 6n uygulamasinin tuz stresi Uzerine etkilerini arastirmistir [91]. Fideler 2 gln
sureyle 1 uM H202 6n uygulamasina tabi tutmus, sonrasinda fidelere gunlik 25 mM
olmak uzere toplam 100 mM NaCl uygulanmistir. Calismanin sonucunda H202 6n
uygulamasinin bitki bdylmesini ve antioksidan enzim aktivitesini arttirarak misir

bitkisinin tuz stresine olan dayaniklihgini arttirdigi belirlenmisgtir.

Wahid ve arkadaslari Triticum aestivum L. cv. MH-97 (bugday) tohumlarini 8 saat

sureyle 1-120 yM H20:2 ile muamele ettikten sonra 150 mM NaCl igeren ortamlarda

cimlendirmiglerdir [148]. H202 uygulamasi turgorun surekliligini saglamis ayni zamanda
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tuzluluk nedeniyle Na* ve CI- miktarlar artsa da, dokularda K* ve Ca?* seviyelerini
yuksek tutarak K*/Na* oranini arttirmistir. H202 uygulamasi ayni zamanda membran

gecirgenligini ve iyon sizintisini azaltarak membran yapisini korumustur.

Zhang ve arkadaslari tarafindan Populus euphratica (halofit) ‘nin kallus dokularinda
tuzlu kosullar ile NO ve H20:2 arasindaki etkilesim arastiriimigtir [134]. 150 mM NaCl’e
uygulamasina karsilik distan H202 ve NO dondrleri uygulanarak dolayli olarak
dokulardaki H202 ve NO konsantrasyonlari artmigtir. Her iki uygulamanin da K*/Na*

oranini arttirdigi belirlenmigtir.

Tanou ve arkadaslari 16 gin 0 ve 150 mM NaCl iceren ortamlarda tuttuklari Citrus
aurantium (turung) koklerine 8 saat 10 mM H202 ve 48 saat 100 yM NO dondru olan
sodyum nitroprussid (SNP) 6n uygulamasi yaparak bu uygulamalarin bitkilerin
yapraklarinda antioksidan savunma sistemini tetikleyip tetiklemedigini test etmiglerdir
[149]. Her iki 6n uygulamanin da SOD, CAT, APX ve GR aktivitelerini arttirdigi ve bu
sonuglarin H202 ve NO’in gerek fizyolojik gerekse NaCl stres kosullarinda antioksidan

savunmada etkili oldugu savini guc¢lendirdigi belirtiimektedir.

Hernandez ve arkadaslar tuz stresi altindaki Brassica oleracea ‘Marathon’ (brokoli)
koklerinde antioksidan savunma sisteminin cevabini ve duzenlenmesini incelemis,
buna karsilik igsel H202 miktarinin nasil degistigini ve bir stres faktoru olarak mi, yoksa
sinyal molekull olarak mi g¢alistigini arastirmiglardir [150]. Tamamen farklilagsmis ve
uzama ve farklilasmasi devam eden iki ayri kk zonuna 1, 7 ve 14 gun sureyle 0, 40
ve 80 mM konsantrasyonlarinda NaCl uygulanmis ve her iki zonda da en ylksek H202

birikiminin 80 mM konsantrasyonda uygulanan NaCl ortaminda oldugu gosterilmigtir.

Fedina ve arkadaslari Hordeum vulgare’de H202 6n uygulamasinin tuz stresi Uzerine
etkilerini incelemiglerdir [127]. Fidelere 1 ve 5 mM H202 uygulanmasinin ardindan 4 ve
7 gun sireyle 150 mM NaCl uygulanmigtir. H202 6n uygulamasi gergeklestirilen
gruplarda yalnizca tuzlu ortamdakilere kiyasla daha yuksek CO: fiksasyonu ve daha

dusuk MDA ve H202 miktari belirlenmigtir.

Sun ve arkadaslari tuza toleransi farkli iki Populus tlrlu Gzerine yapmis olduklari

arastirmada tuz stresinin H202 ve NO (nitrik oksit) Uretimi ve iyon homeostazi ve

antioksidan savunmayla olan iliskisini incelemislerdir [110]. Tuza toleransh turde
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tuzlulugun H202, NO’i ve ayni zamanda antioksidan enzim aktivitelerini arttigi
belirlenmistir. Arastiricilar, tuz stresi altinda artan H202 ve NO’in tuza toleransli turde

hicrelerin iyon ve ROS’larin homeostazisini dizenledigini belirtmiglerdir.

Gondim ve arkadaglari Zea mays (misir) hibritlerinde, ¢cimlenme basarisi ve fidelerin
tuzluluga aligmasinin farkli sire ve konsantrasyonlardaki H202 6n uygulamasi ile iligkili
oldugunu belirtmiglerdir [151]. Ayni zamanda H202 6n uygulamasinin SOD ve CAT

enzim aktivitelerini tuz stresi uygulanan gruplara gore arttirdigini belirtmislerdir.

Li ve arkadaslari Triticum aestivum bugday fidelerinde tuz stresi altinda distan
uygulanan 0,05 yM H202’'nin MDA miktarini azalttigini ve APX, CAT, SOD ve POX

enzim aktivitelerini arttirdigini belirlemiglerdir [152].

Ishibashi ve arkadaslari Glycine max (soya)’da H202 6n uygulamasinin kuraklik stresi
Uzerine olan etkilerini arastirmislardir [153]. Yapraklara H202 uygulamasi, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda yapraklarin fotosentez oranini arttirarak, su miktarini ve

stoma gegirgenligini dengeleyerek kuraklik stresininin belirtilerini azalttigi belirtiimigtir.

Liao ve arkadaslar Tagetes erecta (kadife gigegi) bitkilerinde tuzlu kosullarda distan
uygulanan NO ve H202'in adventif kdk gelisimi Gzerine etkilerini arastirmiglardir [154].
NO veya H202 uygulamasinin kuraklk stresi sonucu mezofil hucrelerinin ultrastraktiru
Uzerine olusan hasari azalttigini, ayni zamanda klorofil miktarini de arttirdigini

belirtmislerdir.

Hameed ve arkadaslarn 0, 300 ve 600 mM NaCl iceren ortamda 8 hafta inklbe ettikleri
Sueda fruticosa bitkilerine haftada iki kere 100 uM H202 uygulamistir [155]. Bulgulara
gore distan uygulanan H202’in buylme Uzerine bir etkisi olmasa da hucresel

antioksidan savunma mekanizmalarini arttirdigi bildirilmistir.

Ashfaque ve arkadaglari Triticum aestivum (bugday)da, 50 ve 100 pM H20:2
uygulamasinin, Na* ve ClI- iyonlarini azaltarak, prolin miktarini ve N asimilasyonunu ise
arttirarak tuz stresinin olumsuz etkilerini ortadan kaldirdigini goézlemiglerdir [133].
Bunun yani sira, H202 uygulamasi gergeklestirilen gruplarda, yalnizca tuz uygulanan
gruplara gore daha yuksek fotosentetik pigment miktarlari ve daha ylksek bliylime

oranlari gozlenmisgtir.
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iseri ve arkadaslari Lycopersicon esculentum (domates) kdklerine 1 saat siireyle 1 mM
H202 uyguladiktan sonra bitkileri 3 °C'de 16 saat bekleterek digsal H202 6n
uygulamasinin soduk stresi Uzerine etkilerini incelemislerdir [156]. Strese tabi tutulan
grupta MDA seviyesi oldukg¢a yuksek gozlenirken, on uygulama gerceklestirilen grupta
MDA seviyesi kontrol grubuna yakin ¢ikmistir. H202 6n uygulamasi ayni zamanda
koklerde prolin birikimini saglamistir. igsel H202 miktari kontrol ve stres kosullarindaki

gruplarda artig gosterirken, H202 0n uygulama gercgeklestirilen grupta azalmistir.

Sathiyaraj ve arkadaglari Panax ginseng bitkisinde H202'nin tuz stresi Uzerine etkilerini
arastirmiglardir [111]. Calismada, 2 gun sureyle 100 yM H202 uygulanan fidelerde
tuzluluga karsi APX ve CAT enzim aktivitelerinde artis gdzlendigi ancak MDA ve igsel

H202 miktarinda azalma gozlendigi belirlenmisgtir.

Ashraf ve arkadaglari Zea mays (misir) tohumlarina digtan farkli konsantrasyonlarda
H202 uygulanmis ve ¢imlenmenin birinci haftasindan sonra bitkicikleri kuraklik stresine
tabi tutulmuslardir [157]. Calismada en yuksek c¢imlenme oraninin 140 mM H20:2
uygulanan grupta oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira H202’in MDA miktarini azalttigi,
antioksidan enzim (SOD, CAT ve POX) aktivitelerini arttirdi§i ve dolayisiyla da misir

bitkilerinin surgin ve koklerinin kuru ve taze agirliklarini arttirdigi vurgulanmistir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Gereg¢
Calismada bitkisel materyal olarak, Solanum melongena L.'in Yasar [101] tarafindan
tuza dayanikh (Mardin) ve tuza duyarli (Artvin) olarak belirlenen iki genotipine ait

tohumlar kullaniimistir. Tohumlar ticari olarak elde edilmistir.

3.2. Yontem

S. melongena tohumlari in vitro kosullarda g¢imlendirilmis, dort haftalik gimlenmis
fidelerden alinan hipokotil eksplantlari kallus ortamina dikilmis, olusan kalluslar alt
kultare alinarak cogaltildiktan sonra tuz ve H202'in etkilerini gbozlemek amaciyla
kalluslara gesitli uygulamalar yapilmistir. Doku kalturu ¢alismalari Uslu ve Ellialtioglu

[158]'na goére gergeklestiriimistir.

3.2.1. Doku Kiilturi Kosullari

Doku kultird uygulamalarinin timu aseptik kosullar altinda steril kabin igerisinde
gerceklestirilmistir. Kullanilan bisturi, pens, cam kavanozlar, gigseler ve petriler
otoklavda; kagitlar ise Pasteur firininda dnceden sterilize edilmistir. Calisma odasi ve
steril kabin, uygulama oncesinde UV 1sik altinda sterilize edilmigtir (Sekil 3.1). Doku
kaltart galismalar sirasinda kabin icerisinde kullanilan bistiri ve pensler %99’luk etil
alkole batirilip alevden gegirilerek aseptik kogullarin devamliligi saglanmistir.

Sekil 3.1. UV isik altinda kabin sterilizasyonu.
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3.2.2. Besin Ortamlarinin Hazirlanisi

Denemelerde temel besin ortami olarak Murashige ve Skoog (MS) besin ortami [159],
mineral tuzlari ve vitaminleri kullaniimistir (Cizelge 3.1). Calismadaki tim besin
ortamlarinin pH’1t 1 N NaOH ya da 1 N HCI yardimi ile 5.7’ye ayarlanmistir. Besin
ortamlari 500 veya 1000 ml’lik kapakli siseler icerisinde 1.2 atm basing altinda, 121°C
sicaklikta 20 dakika slrede otoklavda sterilize edilmistir. Besin ortamlari, 10 x 2 cm
boyutundaki petri kutularina ve 7,5 x 6,5 cm boyutlarindaki cam kavanozlara sirasiyla

15 ml ve 35 ml steril besin ortami koyulmustur.

Cizelge 3.1. Murashige ve Skoog (MS) besin ortami bilesenleri

Bilesenler Miktar (mg/L)
KNOs 1900
(NH4)NO3 1650
MgSOas. 7H20 370
CaClz. 2H20 440
KH2PO4 170
MnS0O4.4H20 223
Kl 0.83
H3BO3 6.2
ZnS0a. 7TH20 8.6
CuSO0Oa. 5H20 0.025
NazMoOas. 2H20 0.25
CoCl2. 6H20 0.025
FeS0Oa. 7H20 27.8
Naz:EDTA 37.3
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Thiamin-HCI 0.1
Glisin 2.0
Myo-inositol 100
Sakkaroz 30000
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3.2.3. Tohumlarin Yuzey Sterilizasyonu ve Cimlendirilmesi

Patlican tohumlarinin ylzeyi, distile su ile hazirlanmis olan %25’lik ticari gamasir suyu
ile 20 dakika boyunca calkalanarak sterilize edilmistir. Bunun ardindan, sterilize kabin
icerisinde sodyum hipoklorit stiztldikten sonra, tohumlar 3 defa 5’er dakika steril distile
su ile calkalanarak durulanmistir. Bu sekilde yuzey sterilizasyonu tamamlanarak
tohumlar %2 sakkaroz ve %0.7 agar ilave edilmis olan hormonsuz MS besin ortamina,
cam kavanozlar icerisinde 4’er adet ekilmistir. ilk bir hafta siirekli karanlik, ardindan 16
saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodik diizende, 26°C sicaklik kosullarina sahip
iklim odasinda aseptik kosullarda tohumlar cimlenmeye birakilmigtir. Cimlenen

tohumlardan elde edilen fidelere ait bir fotograf Sekil 3.2.’de verilmistir.

Sekil 3.2. iklim odasinda patlican fideleri.

3.2.4. Hipokotil Eksplantlarindan Kallus Elde Edilmesi ve Alt Kiiltiirler

Dort haftalik gimlenme siresinden sonra, Uslu ve Ellialtioglu [158]'na gére patlicanda

en iyi kallus olusumunun saglandigi gorulen hipokotil dokulari eksplant olarak

kullaniimistir. Buna gore, yaklasik 15 mm’lik hipokotil pargalari yatay olarak 1,0 mg/L

2.4-D, 0,1 mg/L kinetin, %3 sukroz ve %0,7 agar iceren MS besin ortamina yerlegtirilmis

ve +26°C’de karanlik kosullarda inklibe edilmistir. Dort hafta sonunda, olusan kalluslar
15



ana eksplanttan ayrilarak ayni kosullarda alt kiltire alinmigtir. Calismanin bu
asamasiyla ilgili bazi fotograflar Sekil 3.3.’te gosterilmigtir.

Sekil 3.3. Artvin (a) ve Mardin (b) genotipi patlicanlara ait kallus kulturleri.
1. Hipokotil eksplantlarinin kallus ortamindaki goruntusu, 2. Hipokotil eksplantindan
kallus olusumu, 3. Ana eksplanttan ayriimis kallus dokusu.

3.2.5. Uygulama Gruplari

Alt kultirde 4 hafta streyle buyutulen kallus dokulari Cizelge 3.2’de listelenen ortamlara
aktarilmigtir. Buna goére dort farkl kontrol grubu olusturulmustur, bunlar MS ortami, 150
mM NacCl iceren MS ortami ve 50 veya 100 yM H20:2 igceren MS ortamlaridir. Bunun
haricinde 48 saat sureyle 50 veya 100 yM H202 6n uygulamasi yapilan kalluslar 150
mM NaCl iceren ortama aktarilarak 24 saat sureyle inklibe edilmistir. TUm
uygulamalarin 72. saatinde kalluslar hasat edilerek o&lgumler ve analizler

gerceklestiriimigstir.
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Cizelge 3.2. Uygulama gruplari.

Kisaltmalar

Uygulama Gruplari Artvin Mardin

Genotipi | Genotipi

Kontrol AK MK
150 mM NaCl AT MT

50 UM H20> A50H M50H
100 UM H20; A100H M100H
50 uM H20, 6n uygulamasinin (48 saat) ardindan | A50U M50U

150 mM NaCl ortami (24 saat)

100 pM H20O; 6n uygulamasinin (48 saat) ardindan | A100U M100U
150 mM NaCl ortami (24 saat)

Kisaltmalar; A: Artvin, M: Mardin, K: Kontrol, T: 150 mM NaCl, 50H: 50 yM H202, 100 H: 100 uM H20,
50U: 50 uM H20:2 6n uygulamasinin ardindan 150 mM NaCl uygulamasi, 100U: 100 yM H20:2 6n

uygulamasinin ardindan 150 mM NaCl uygulamasi)

3.2.6. Analizler

3.2.6.1. Yas agirlik dlglimleri

Kallus gelisimi, uygulama oOncesi ve sonrasi alinan taze kallus agirliklar tartilarak
belirlenmistir. Buna gore, uygulama ortamlarina 1’er gram kallus dikilmis, kalluslarin

uygulamalar sonrasindaki agirliklari belirlenmis ve bu deger 1 gramdan ¢ikarilmistir.

3.2.6.2. iyon analizleri

Kontrol ve uygulama iglemine tabi tutulan kalluslarda Na*, K* ve Ca?* iyonlarinin miktar
tayini icin Prakash ve arkadaslari [160] tarafindan agiklanan yéntem izlenmistir. Buna
gore, her bir 6rnek 80°C’de 48 saat kurutulan 100’er mg 6rnek tzerine 5 ml 0,1 N HNO3
eklenerek su banyosunda kaynatildiktan sonra suzulmustar. Bu islem iki kez

uygulandiktan sonra her seferinde slpernatant alinmigtir. SUpernatanttaki Na*, K* ve
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Ca?* iyon konsantrasyonlari atomik absorbsiyon spektrofotometresinde absorbanslar

okunmus ve miktarlar mg/ml g T.A. cinsinden hesaplanmistir.

3.2.6.3. Membran gegirgenliginin belirlenmesi

Kallus hucrelerinin membran gecirgenliginin belirlenmesinde Sun ve arkadaslarinin
[110] uyguladidi yontem izlenmistir. Bunun igin, her bir uygulamadan 0,2 gram kallus
drnekleri tartilarak 25°C’de steril suda 2 saat inkiibe edilmis ve iletkenlik (i1)
OlcUlmastur. Daha sonra, kallus drnekleri 1 saat sureyle 95°C’ye yukseltilmis ve tekrar
iletkenlik (2) 8lgtilmustir. Bagil membran gegirgenligi toplam iletkenligin ylizdesi olarak

su sekilde ifade edilmigtir:

Membran Gegirgenligi (%)=i1/i2 X 100

3.2.6.4. MDA analizleri

Her uygulamaya ait kallus dokularindaki lipid peroksidasyonunu belirlemek igin,
tiobarbutirik asit (TBA) - malondialdehit (MDA) kompleksinin olusumu (lipid
peroksidasyonunun son Urunua) kullaniimigtir. MDA miktari Lutts ve arkadaslari [45]'na
gore spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Buna gore, -80°C’de dondurulmus 0,2
gram agirhgindaki kallus érnekleri, Gzerine 5 ml %0,1’lik TCA eklenerek iyice ezilmis
ve karigtinimistir. Karisimlar santrifj tiplerine aktariimig ve 12500 rpm hizinda 20
dakika sureyle santriflj edilmigtir. Ekstrakttan 3 ml sipernatant alinarak Gzerine 3 ml,
icinde 0,5 gram TBA bulunan %20 TCA eklenmig, 90°C’de 30 dk reaksiyona sokulmus
ve buz banyosunda reaksiyon sonlandirilmistir. Orneklerin 532 ve 600 nm’de
absorbans degerleri (A) spektrofotometrede okunmustur. Kor olarak iginde 0,5 gram
TBA bulunan %20 TCA kullaniimistir. Kallus dokusundaki MDA miktari,

MDA= [(A532 — A600) X Ekstraksiyon Hacmi(ml)] / [155 mM/cm X Ornek miktari(mg)]

formuld kullanilarak pmol/g T.A. olarak hesaplanmistir.
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3.2.6.5. igsel H20: analizleri

Kallus dokularindaki i¢gsel H202 miktari Velikova ve arkadaslarinin [161] acikladigi
yonteme gore hazirlanan ekstraktlarda spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Buna
gore, 0,5 gram tartilan kalluslar 5 ml %0,1’lik TCA ile havanda ezilmigtir. Homojenat
12000 rpm devirde 20 dakika santriflj edilmigtir. Stpernatanta 0,5 ml 10 mM potasyum
fosfat tamponu (pH:7,0) ve 1 ml 1 M KI eklenmistir. Stpernatantin absorbansi 390
nm’de okunmus ve sonuglar standart grafikle kiyaslanarak umol/g T.A. H20:2 olarak

hesaplanmigtir.

3.2.6.6. Prolin analizleri

Kalluslardaki igsel prolin miktarinin belirlenmesinde Bates ve arkadaslarinin [162] rapor
ettikleri yontem kullaniimistir. Buna gore, 2,5 gram ninhidrin 60 ml glasiyel asetik asit
ve 40 ml 6 M Fosforik asit (HsPOa4) icerisinde ¢dézduralmastir. 0,5 gram kallus drnegi
tartilarak 10 ml %3’luk suilfosalisilik asit solisyonunda homojenize edilmis ve
homojenat 2 katli Whatman no.1 kagidiyla suzalmustur. 2 mllik filtrat 2 ml asit-ninhidrin
ve 2 ml glasiyel asetik asitle 1 saat 100°C’de reaksiyona sokulmus, reaksiyon buz
banyosunda sonlandiriimistir. Reaksiyon karisimi 4 ml tolienle 15-20 saniye
vortekslenerek ¢ikariimistir. TolGen igeren kromofor sivi fazdan buharlastiriimistir. Kor
tupe tolten eklenerek 520 nm dalga boyunda absorbans degerleri kaydedilmigtir. Prolin
miktari [(ug prolin/ml x ml tolten) / 115,5 ug/pmol)/[(g 6rnek)/5]= prolin umol/g T.A.

formuld ile hesaplanmistir.

3.2.6.7. Enzim analizleri

Kallus dokularindaki antioksidant enzim aktivitelerinin belilenmesinde Cakmak &
Marschner [163] ve Cakmak [164]'I1n yontemleri izlenmistir. Buna gore 0,5 gram taze
kallus dokusu sivi azotta ezilmis ve igerisinde 0,1 mM Na-EDTA bulunan 10 ml 50
mM’lik (pH 7.6) tampon ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Ornekler daha sonra 15000
g ve +4°C’de 15 dk santriflij edilmis ve elde edilen sUpernatantlardan enzim aktiviteleri

belirlenmistir.
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Katalaz (CAT) aktivitesi, spektrofotometrede H202'nin 240 nm’de (E= 39.4 nM cm-1)
parcalanma orani esas alinarak olgulmuastir. Buna gore, son hacmi 1 ml olan reaksiyon
ortaminda 0,1 mM EDTA igeren 25 mM’lik fosfat tamponu (pH 7.6), 0,1 ml 100 mM
H20:2 ve enzim ekstrakti bulunmaktadir. Yukarida hazirlanigi agiklanan ekstrakta 10’ar
saniye ara ile 1 dakika suredeki H202 dekompozisyonu spektrofotometrede okunmus

ve CAT enzim aktivitesi pmol/dak/g T.A. olarak hesaplanmistir.

Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi NBT'nin (Nitro Mavi Tetrazolyum Klorlr) 1sik
altinda Oz tarafindan indirgenmesi yontemine gore olctimustir. Buna goére, son hacim
5 ml olacak sekilde cam siseler icinde olusturulan reaksiyon ortamina énce 0,1 mM Na-
EDTA igeren 50 mM’lik (pH 7,6) fosfat tamponundan koyulduktan sonra Uzerine
sirasiyla enzim ekstrakti (25-100 pl), 0,5 mM Na2COs (pH 10,2), 0,5 ml 12 mM L-
metiyonin, 0,5 ml 75 uyM p-NBT ve 0,5 ml 10 yM riboflavin eklenmigtir. NBT'nin Oz
tarafindan indirgenmesi ise 6rneklerin 24°C ve 400 ymol m?s isik intensitesi altinda
10-15 dakika tutulmasi ile saglamistir. SOD aktivitesi U/dak/g T.A. olarak
hesaplanmigtir. Bir SOD aktivite Gnitesi, (U) 560 nm’de dl¢ilen NBT’un indirgenme

oraninin %50’sinin engellenmesi igin gereken enzim miktari olarak ifade edilmigtir.

3.2.6.8. istatistiksel analiz

Deneme, tesaduf parselleri deneme desenine gore 3 tekerrurli olacak sekilde
kurulmustur. Verilere ait istatistiksel analizler IBM SPSS 23.0 programi kullanilarak
yapilmistir. LSD (least significant difference) testi kullanilarak ortalamalar arasi
farklarin 6nem kontroli yapiimistir [165]. Pearson korelasyon katsayisi kullanilarak

bulgular arasindaki iligki ortaya konmustur.
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4. BULGULAR

Bu béliumde, kontrol, 150 mM NacCl, sadece 50 ve 100 yM H202 ve 50 ve 100 pM Hz20:2
on uygulamasini takiben 150 mM NacCl igeren ortama aktarilan Artvin ve Mardin
genotipine ait kallus dokularinda yas agirlik, membran gegirgenligi, MDA, prolin, iyon,

icsel H202 miktarlari ve antioksidan enzim aktiviteleri ile ilgili degisimler yer almaktadir.

4.1. Yag Agirlik Degisimleri

Her iki genotipe ait yas agirlik degisimleri Cizelge 4.1’de ve $ekil 4.1’de gosterilmigtir.
Tuz uygulanan gruplarda kontrol gruplari ile karsilastirildiginda yas agirliklar Artvin
genotipinde %80,00 Mardin genotipinde ise %53,78 oraninda anlamli bir sekilde
azalmistir. Sadece 50 ve 100 pM H20:2 igeren ortamlarda kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda yas agirhiklar Artvin genotipinde sirasiyla %59,09 ve %64,55,
Mardin genotipinde ise %48,74 ve %62,18 oraninda anlamli bir sekilde azalmistir. 50
ve 100 M H202 6n uygulamalarinin ardindan tuz uygulanan gruplarda yalniz tuz
uygulanan gruplar ile karsilastiriiginda yas adirliklar Artvin genotipinde sirasiyla
%30,91 ve %31,82, Mardin genotipinde ise %0,84 ve %10,08 farkla artmis olsa da, bu

artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p<0,05).
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Cizelge 4.1. Kallus dokularinda yas agirlik degisimleri.

Yas Agirlik Degisimleri (gram)

Adirhk Kontrole Adirhik Kontrole
Genotip/Uygulama Fgrkl Gore Yiizde | Genotip/Uygulama F%rkl Gore Yiizde
Azalma (%) Azalma (%)
AK 0,110 MK 0,119
+0,027 +0,020
AT 0,022 -80,00 MT 0,055 -53,78
+0,006 +0,010
A50H 0,045 -59,09 M50H 0,061 -48,74
+0,008 +0,012
A100H 0,039 -64,55 M100H 0,045 -62,18
+0,011 +0,010
A50U 0,056 -49,09 M50U 0,056 -52,94
+0,009 +0,010
A100U 0,057 -48,18 M100U 0,067 -43,70
+0,006 +0,012
*Kisaltmalar gereg ve yontemlerde yer almaktadir.
LSD %5:
0,3
0,24
B
o
@ 0,18
<
20,12
&
-

0,06

Sekil 4.1. Kallus dokularinda yas agirlik degisimleri.
(p<0,05, LSD=0,0549)
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4.2. iyon Miktarlarindaki Degisimler

4.2.1. K* Miktarindaki Degisimler

Her iki genotipe ait kallus dokularinda K* miktarindaki degisimler Cizelge 4.2’de ve
Sekil 4.2’de gOsterilmigtir. Kontrol gruplari ile karsilastirildiinda yalnizca tuz
uygulanan gruplarda kallus dokularindaki K* miktarinin Artvin genotipinde %30,28,
Mardin genotipinde ise %7,51 oraninda azaldig1 gérulmustir. Sadece 50 ve 100 yM
H20: igceren ortamlarda her iki genotipte de kontrol gruplari ile karsilastirildiginda K*
miktari artmigtir. Her iki genotipte de 50 ve 100 yM H202 6n uygulamasinin ardindan
tuz uygulanan gruplar, yalniz kontrol ve yalniz tuz uygulamasiyla karsilastirildiginda
ise, benzer sekilde K* iyon miktarinin arttigi gorulmektedir. Tuz uygulamalari ile
karsilastirildiginda Artvin genotipinde en yuksek K* iyonu artigi %43,82 farkla, Mardin
genotipinde ise %6,73 farkla 50 uM H202 6n uygulamasinda gorulmustar.

Cizelge 4.2. Kallus dokularinda K* miktari degigimleri.

K* Miktan (umol/g T.A.)
K+ Kontrole K+ Kontrole
Genotip/Uygulama . Gore Yuzde | Genotip/Uygulama . Gore Yiizde
Miktari Degigim (%) Miktar Degisim (%)
AK 29,62 MK 28,24
12,93 12,29
AT 20,65 -30,28 MT 26,12 -7,51
10,91 1,39
A50H 37,99 +28,26 M50H 30,18 +6,87
12,56 +1,86
A100H 35,24 +18,97 M100H 28,77 +1,88
12,56 1,65
A50U 33,63 +13,54 M50U 28,02 -0,78
12,63 12,22
A100U 30,61 +3,34 M100U 27,24 -3,54
2,13 10,79
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Sekil 4.2. Kallus dokularinda K* miktari degisimleri.
(p<0,05, LSD=3,710)

4.2.2. Na* Miktarindaki Degisimler

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularinda Na* miktarindaki degisimler
Cizelge 4.3'te ve Sekil 4.3’te gdsterilmistir. Kontrol gruplariyla karsilastiriidiginda tuzlu
ortam Na* iyon miktarini Artvin genotipinde %490,32, Mardin genotipinde ise %283,48
oraninda anlamli bir sekilde arttirmigtir (p<0,05). Sadece 50 ve 100 yM H202 igeren
ortamlardaki kallus dokularinda her iki genotipte de kontrol gruplarina gére Na* iyon
miktarini arttirmis olsa da bu artis istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir. 50 yM
H202 6n uygulamasinin ardindan tuz uygulanan gruplar, yalniz tuz uygulanan grup ile
karsilastirildiginda Na* miktarini Artvin genotipinde %84,03’lUk, Mardin genotipinde ise
%18,79’luk farkla azaltmigtir. 100 yM H202 6n uygulamasinin ardindan tuz uygulanan
gruplarda ise bu farklar sirasiyla %137,25 ve %37,43 olmak Uzere, Na* miktari her iki
genotipte de daha etkili bir sekilde azalmistir.
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Cizelge 4.3. Kallus dokularinda Na* miktari degisimleri.

Na* Miktan (umol/g T.A.)

Na* Kontrole Na* Kontrole
Genotip/Uygulama Miktar: Gore Yiizde | Genotip/Uygulama Miktar Gore Yiizde
Degisim (%) Degisim (%)
AK 6,2 MK 7,08
+0,67 10,58
AT 36,6 +490,32 MT 27,15 +283,48
12,48 12,46
A50H 8,98 +44,84 M50H 8,28 +16,95
0,07 1,72
A100H 7,59 +22,42 M100H 7,31 +3,25
+1,87 +0,84
A50U 31,39 +406,29 M50U 25,82 +264,69
+1,58 12,25
A100U 28,09 +353,07 M100U 24,5 +246,05
+1,98 +2,05
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Sekil 4.3. Kallus dokularinda Na* miktari degisimleri.
(p<0,05, LSD=2,997)
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4.2.3. K*/Na* Oranindaki Degisimler

Patlican genotiplerine ait K*/Na* oranlari ile ilgili degisimler Cizelge 4.4’te ve Sekil 4.4’te
gosterilmigtir. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda tuz uygulamasi K*/Na* oranini
Artvin genotipinde %88,29, Mardin genotipinde %75,94 oraninda azaltmistir. Sadece
50 ve 100 M H20z2 iceren ortamlarda ise K*/Na* oranini sirasiyla Artvin genotipinde
%11,51 ve %2,93, Mardin genotipinde %8,77 ve %1,25 oranlarinda azaltmigtir. 50 ve
100 M H202 6n uygulamasinin ardindan tuz uygulanan gruplar K*/Na* oranini tuz
ortamla karsilastirildiginda Artvin genotipinde sirasiyla %10,67 ve %211,09 farkla,
Mardin genotipinde %3,26 ve %3,76 farkla arttirmistir.

Cizelge 4.4. Kallus dokularinda K*/Na* oranlari.

K*/Na* Oranlari

K*/Na* Kontrole K*/Na* Kontrole
Genotip/Uygulama Orani Gore Yiizde | Genotip/Uygulama Orami Gore Yiizde
Degisim (%) Degisim (%)
AK 4,78 MK 3,99
10,15 10,05
AT 0,56 -88,29 MT 0,96 -75,94
10,05 10,11
A50H 4,23 -11,51 M50H 3,64 -8,77
10,26 10,47
A100H 4,64 -2,93 M100H 3,94 -1,25
10,32 10,54
A50U 1,07 -77,62 M50U 1,09 -72,68
10,11 10,18
A100U 1,09 -77,20 M100U 1,11 -72,18
10,00 +0,06
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Sekil 4.4. Kallus dokularinda K*/Na* oranlari.
(p<0,05, LSD=0,688)

4.2.4. Ca?* Miktarindaki Degisimler

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularinda Ca?* miktarindaki degisimler,
kontrol gruplarina kiyasla yuzde degerleriyle birlikte Cizelge 4.5'te ve Sekil 4.5'te
gosterilmistir. Tuz uygulamasi kontrol gruplari ile karsilastirildiginda Ca?* miktari Artvin
genotipinde %18,62, Mardin genotipinde ise %8,92 oraninda azalmistir. Sadece 50 uM
H20:2 iceren ortamlarda Artvin genotipinde daha yuksek olmakla birlikte her iki genotipte
de Ca?* miktari kontrol gruplarina gore artmistir. Sadece 100 yM H20: igeren ortamda
ise kontrol gruplariyla karsilastirildiginda Ca?* miktarini Artvin genotipinde %2,71
Mardin genotipinde ise %5,17 oraninda azalmistir. 50 yM H202 6n uygulamasi
ardindan tuz uygulanan gruplarda kontrol gruplariyla karsilastiriidiinda Artvin
genotipinde %11,40’ik bir artis saglarken, Mardin genotipinde %0,15’lik bir azalma
olmustur. 100 pM H202 6n uygulamasi ardindan tuz uygulanan gruplarda ise Artvin
genotipinde %11,02, Mardin genotipinde ise %7,27 azalma gorulmustir. H202 6n
uygulamalarinin  yapmisg oldugu etkiler vyalnizca tuz uygulanan grup ile
karsilastirildiginda, Ca?* miktarinin her iki genotipte de 50 yuM H202 dozunda 100 yM

uygulamasina gore daha yuksek oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Kallus dokularinda Ca?* miktari degisimleri.

Ca?* Miktari (umol/g T.A.)

Caz Kontrole Ca?* Kontrole

Genotip/Uygulama Miktar Gore Yiizde | Genotip/Uygulama Miktar: Gore Yiizde

Degisim (%) Degisim (%)

AK 12,89 MK 13,34
1,08 +1,01

AT 10,49 -18,62 MT 12,15 -8,92
10,57 +1,09

A50H 15,88 +23,20 M50H 14 +4,95
10,62 +1,22

A100H 12,54 -2,71 M100H 12,65 -5,17
10,97 +1,16

A50U 14,36 +11,40 M50U 13,32 -0,15
10,58 +1,28

A100U 11,47 -11,02 M100U 12,37 -7,27
+1,10 +1,31
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Sekil 4.5. Kallus dokularinda Ca?* miktari degisimleri.

(p<0,05, LSD=1,790)
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4.3. Membran Gegirgenligindeki Degisimler

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularinda membran gegirgenligindeki
degisimler Cizelge 4.6’da ve Sekil 4.6'da gdsterilmistir. Tuz uygulamasi, membran
gecirgenligini kontrol gruplarina gore Artvin genotipinde %86,28 oraninda, Mardin
genotipini ise %73,93 oraninda anlamli bir sekilde arttirmigtir (p<0,05). Sadece 50 ve
100 pM H202, her iki genotipte de kontrol grubuyla karsilastirildiginda membran
gecirgenligi anlamli bir arttirsa da, bu artislar tuzluluk kadar yuksek olmamistir. 50 ve
100 yM H202 6n uygulamasinin ardindan tuz uygulanan gruplarda, yalniz tuz
uygulanan grup ile kargilastirildiginda membran gecirgenliginin Artvin genotipinde
siraslyla %54,07 ve %61,75, Mardin genotipinde ise %47,63 ve %67,19 farkla anlaml

bir sekilde azaldigi gorulmagtar.

Cizelge 4.6. Kallus dokularinda membran gegcirgenligi degisimleri.

Membran Gegirgenligi (%)
Kontrole Kontrole
Genotip/Uvaulam Membran Gore Membran Gore
pa Y9 Gegirgenlig Yiizde Genotip/Uygulama | Gegirgenlig Yiizde
i Degisim i Degisim
(%) (%)
AK 52,32 MK 49,85
+1,71 12,65
AT 97,46 +86,28 MT 86,71 +73,93
13,88 +2,99
A5L0H 74,98 +43,30 M50H 71,15 +42,71
+1,67 16,27
A100H 82,10 +56,91 M100H 71,97 +44,37
0,71 +2,93
A50U 69,17 +32,21 M50U 62,97 +26,30
10,99 10,73
A100H 65,15 +24,53 M100U 53,21 +6,74
15,33 +1,86
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Sekil 4.6. Kallus dokularinda membran gecirgenligi degisimleri.
(p<0,05, LSD=5,455)

4.4. MDA Miktarindaki Degisimler

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularinda MDA miktarindaki degisimler
Cizelge 4.7’de ve Sekil 4.7°de gosterilmistir. Tuz uygulanan gruplar, kontrol gruplari ile
kargilastirildiginda MDA miktarinda Artvin genotipinde %104,72, Mardin genotipinde
ise %71,97’lik anlaml bir artis goruilmustir (p<0,05). Sadece 50 pM H20:2 igeren
ortamlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda Artvin genotipinde %81,89, Mardin
genotipinde ise %66,89’luk anlamli bir artis; sadece 100 uM H202 uygulamasinda ise
Artvin genotipinde %105,12, Mardin genotipinde %73,07’lik anlaml bir artis
gOrulmustir. 50 yM H202 6n uygulamasinin ardindan tuz uygulanan gruplarda MDA
miktarinin, yalnizca tuz uygulamasi ile karsilastirildiginda Artvin genotipinde %37,99
ve Mardin genotipinde %8,17 farkla azaldigi goéralmastar. 100 pM H202 6n
uygulamasinin ardindan tuz uygulanan gruplarda yalnizca tuz uygulamasi ile
kargilastirildiginda MDA miktarinin Artvin genotipinde %46,06 ve Mardin genotipinde
%12,37 farkla azaldigi géralmustar.

30



Cizelge 4.7. Kallus dokularinda MDA miktarindaki degisimler.

MDA Miktari (umol/g T.A.)

MDA Kontrole MDA Kontrole
Genotip/Uygulama Miktar: Gore Yiizde | Genotip/Uygulama Miktar: Gore Yiizde
Degisim (%) Degisim (%)
AK 5,08 MK 4,53
0,34 +1,13
AT 10,40 +104,72 MT 7,81 +71,97
+0,81 +0,51
A50H 9,24 +81,89 M50H 7,56 +66,89
+1,41 +0,58
A100H 10,42 +105,12 M100H 7,84 +73,07
+0,59 +0,26
A50U 8,45 +66,73 M50U 7,42 +63,80
0,79 0,29
A100U 8,06 +58,66 M100U 7,23 +59,60
+0,95 +0,46
LSD %5:

12

10

MDA (umol/g T.A.)
=Y (=] oo

o]

AT A50H A100H A50U A100U

ol‘l‘ll i““‘

MT  M50H M100HM50U M100U

Sekil 4.7. Kallus dokularinda MDA miktarindaki degisimler.

(p<0,05, LSD=1,309)
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4.5. igsel H202 Miktarindaki Degisimler

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularindaki i¢sel H202 miktarindaki
degisimler Cizelge 4.8'de ve Sekil 4.8'de gdsterilmistir. Kontrol gruplariyla
karsilagtinldiginda tuz uygulamasi, igsel H202 miktarini Artvin genotipinde %194,34,
Mardin genotipinde ise %309,52 oraninda anlamli bir sekilde arttirmistir (p<0,05).
Sadece 50 pM H20:2 igeren ortamlarda kontrol gruplariyla karsilastirildiginda Artvin
genotipinde %130,19’luk, Mardin genotipinde ise %154,76’ik anlamli bir artig
belirlenmistir. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda sadece 100 pM H20:2 igeren
ortamlarda igsel H202 miktarini Artvin genotipinde %122,64, Mardin genotipinde ise
%202,38 oraninda artmistir. 50 yM H202 on uygulamasinin ardindan tuz uygulanan
gruplarda yalnizca tuz uygulamasi ile karsilastirildiginda igsel H202 miktarinin Artvin
genotipinde %58,5’lik, Mardin genotipinde ise %200’luk farkla azaldig1 belirlenmigtir.
100 pM H202 6n uygulamasinin ardindan tuz uygulanan gruplarda yanlizca tuz
uygulamasi ile karsilastinldiginda, i¢gsel H202 miktarini Artvin genotipinde %88,68’lik,
Mardin genotipinde ise %161,9’luk bir farkla azaldidi belirlenmistir. 50 ve 100 uM H20:2
on uygulamalarinin etkisi birbirleriyle karsilastirildiginda, Artvin genotipinde 100 pM,
Mardin genotipinde ise 50 uM H202 6n uygulamasinin i¢sel H202’i daha az arttirdigi

gorulmektedir.
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Cizelge 4.8. Kallus dokularinda i¢gsel H202 miktarindaki degisimler.

igsel H202 Miktari (umol/mg K.A.)

igsel Kontrole igsel Kontrole
Genotip/Uygulama H20> Gore Yiizde | Genotip/Uygulama H20> Gore Yiizde
Miktari Degisim (%) Miktari Degisim (%)
AK 0,053 MK 0,042
10,026 10,014
AT 0,156 +194,34 MT 0,172 +309,52
0,021 +0,011
A50H 0,122 +130,19 M50H 0,107 +154,76
0,012 +0,013
A100H 0,118 +122,64 M100H 0,127 +202,38
10,008 10,009
A50U 0,125 +135,84 M50U 0,088 +109,52
0,017 +0,015
A100U 0,109 +105,66 M100U 0,104 +147,62
+0,011 +0,017
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Sekil 4.8. Kallus dokularinda i¢gsel H202 miktarindaki degisimler.
(p<0,05, LSD=0,055)
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4.6. Prolin Miktarindaki Degisimler

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularindaki prolin miktarlarindaki degisimler
Cizelge 4.9'da ve Sekil 4.9’da gdsterilmistir. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda tuz
uygulamasi prolin miktarini Artvin genotipinde %24,82, Mardin genotipinde %33,10
degerinde arttirmigtir. Sadece 50 uyM H20:2 iceren ortamda, prolin miktari kontrol
grubuna kiyasla Artvin genotipinde %64,60, Mardin genotipinde %80,14 oraninda
artarken, sadece 100 uM H20z2 iceren ortamda ise Artvin genotipinde %79,20, Mardin
genotipinde %93,73 oraninda artmigtir. 50 yM H202 6n uygulamasinin ardindan tuz
uygulanan gruplar, kontrol gruplarn ile karsilastirildiginda prolin miktari Artvin
genotipinde %83,58, Mardin genotipinde %108,71 oraninda artmistir. 100 yM H202 6n
uygulamasinin ardindan tuz uygulamasi 50 upM H202 06n wuygulamasi ile
kargilastirildiginda prolin miktarini Artvin genotipinde %29,56, Mardin genotipinde
%17,07 oraninda arttirmistir. Sadece tuz uygulamasina gore prolin miktarinin, Artvin
genotipinde 50 pM H202 6n uygulamasinda %58,76, 100 yM H202 6n uygulamasinda
ise %88,32 farkla arttigi gorulmustir. Mardin genotipine bakildiginda 50 yM H202 6n
uygulamasi, prolin miktarini %75,61’lik, 100 yM H202 6n uygulamasi ise %92,68’lik bir

farkla arttirmistir.
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Cizelge 4.9. Kallus dokularinda prolin miktari degisimleri.

Prolin Miktari (umol/g T.A.)

Prolin Kontrole Prolin Kontrole Gore
Genotip/Uygulama Miktar Gore Yiizde | Genotip/Uygulama Miktar: Yiizde
Degisim (%) Degisim (%)
AK 2,74 MK 2,87
+0,13 10,63
AT 3,42 +24,82 MT 3,82 +33,10
+0,44 10,29
A50H 4,51 +64,60 M50H 5,17 +80,14
10,44 10,45
A100H 4,91 +79,20 M100H 5,56 +93,73
10,65 +0,14
A50U 5,03 +83,58 M50U 5,99 +108,71
10,44 10,61
A100U 5,84 +113,14 M100U 6,48 +125,78
+0,28 +0,61
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Sekil 4.9. Kallus dokularinda prolin miktari degisimleri.
(p<0,05, LSD=1,088)
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4.7 Antioksidan Enzim Aktivitelerindeki Degigimler

4.7.1 Katalaz (CAT) Aktivitesindeki Degisimler

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularindaki CAT aktivitesindeki degisimler
Cizelge 4.10'da ve Sekil 4.10’da gosterilmigtir. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda,
yalniz tuz uygulamasi CAT aktivitesini Artvin genotipinde %12,77; Mardin genotipinde
ise %33,78 oraninda arttirmistir. Sadece 50 ve 100 uM H20: iceren ortamda her iki
genotipte de kontrol gruplari ile kargilastirildiginda CAT aktivitesi artmistir. 50 yM H20:2
On uygulamasinin ardindan tuz uygulanan gruplarda kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda CAT aktivitesi Artvin genotipinde %29,46, Mardin genotipinde ise
%38,64 oraninda artmigtir. 100 yM H202 6n uygulamasinin ardindan tuz uygulanan
gruplardaki degerler incelendiginde, CAT aktivitesinin kontrol gruplarina gore Artvin
genotipinde %43,06; Mardin genotipinde ise %42,84 oraninda arttigi gorulmektedir.
Yalniz tuz uygulanan gruplarla karsilastirildiginda en yiuksek CAT aktivitesi %30,29
farkla Artvin genotipinde ve %9,06 farkla Mardin genotipinde olmak tzere 100 pM

dozundaki H202 6n uygulamasinda gorulmustur.
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Cizelge 4.10. Kallus dokularinda CAT aktivitesindeki degisimler.

CAT Aktivitesi (umol/dak/g T.A.)

. CAT Kontrole . Kontrole
Genotip/Uygulam Aktivites | Gore Yuzde Genot|p/aUyguIam Aktci:\':-tresi Gore Yuzde
i Degisim (%) Degisim (%)
AK 51,38 MK 56,61
+2,61 14,34
AT 57,94 +12,77 MT 75,74 +33,78
+3,11 7,43
A50H 59,90 +16,58 M50H 59,73 +5,50
+1,67 12,98
A100H 58,17 +13,22 M100H 60,77 +7,34
12,23 +2,50
A50U 66,51 +29,46 M50U 78,49 +38,64
14,25 10,89
A100U 73,50 +43,06 M100U 80,87 +42,84
+3,72 14,34
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Sekil 4.10. Kallus dokularinda CAT aktivitesindeki degisimler.

(p<0,05, LSD=6,430)
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4.7.2 Suiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesindeki Degisimler

Artvin ve Mardin genotiplerine ait kallus dokularindaki SOD aktivisindeki degisimler
Cizelge 4.11'de ve Sekil 4.11’de gosterilmigstir. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda,
yalniz tuz uygulanan gruplarda SOD aktivitesinin Artvin genotipinde %25,02 Mardin
genotipinde ise %52,27 oraninda arttigi gorulmustir. Sadece 50 ve 100 yM H20:2
iceren ortamlar kontrol gruplari ile karsilastirildiginda her iki genotipte de SOD
aktitivitesini arttirmigtir. 50 yM H202 6n uygulamasinin ardindan tuz uygulanan
gruplarda kontrol gruplari ile kargilastirildiginda SOD aktivitesi Artvin genotipinde
%32,29, Mardin genotipinde ise %73,81 oraninda artmistir. 100 pM H202 6n
uygulamasinin  ardindan tuz uygulanan gruplarda kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda, SOD aktivitesi Artvin genotipinde %46,54, Mardin genotipinde
%92,14 oraninda artmigtir. Tuz uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda, en yluksek
SOD aktivitesi %21,52 farkla Artvin genotipinde ve %39,87 farkla Mardin genotipinde

olmak tzere 100 uM dozundaki H202 6n uygulamasinda gérulmustar.

Cizelge 4.11. Kallus dokularinda SOD aktivitesindeki degisimler.

SOD Aktivitesi (U/dak/g T.A.)
. Kontrole Kontrole
Ge”Ot'p/:ygu'am A0 | Gére Yiizde | Genotip/Uygulama | , SO0 | Gére Yiizde
Degisim (%) Degisim (%)
AK 19,75 MK 22,87
12,27 12,48
AT 24,69 +25,02 MT 34,83 +52,27
+2,67 +2,33
A50H 22,00 +11,38 M50H 28,72 +25,57
2,11 +2,81
A100H 23,74 +20,18 M100H 26,44 +15,60
+1,60 +1,28
A50U 26,13 +32,29 M50U 39,75 +73,81
+2,00 +2,24
A100U 28,94 +46,54 M100U 43,95 +92,14
+1,69 +2,69
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Sekil 4.11. Kallus dokularinda SOD aktivitesindeki degigsimler.
(p<0,05, LSD=3,860)

4.8. incelenen Parametreler Arasindaki Korelasyon Analiz Sonuglari

4.8.1. Artvin Genotipine Ait Korelasyon Sonuglari

Artvin genotipine ait korelasyon sonuglari Cizelge 4.12’de gosterilmistir. Yas agirlik
verileri ile membran gecirgenligi (r= -0,824), MDA (r= -0,828) ve igsel H202 miktarlari
(r=-0,797) negatif yonlu kuvvetli bir korelasyon gostermistir. K* miktari Na* miktari ile
negatif (r= -0,563), Ca?* ile pozitif yonli (r= 0,680) kuvvetli korelasyon gostermistir.
Membran gegirgenliginin MDA (r= 0,944) ve i¢sel H202 miktari (r= 0,815) ile oldukga
kuvvetli bir pozitif korelasyon gosterdigi gorulmektedir. Prolin miktari, SOD (r= 0,614)
ve CAT (r= 0,768) enzim aktiviteleri ile pozitif korelasyon gdstermistir. CAT ve SOD
aktivitelerinin de kendi aralarinda (r= 0,818) ve Na* (r= 0,621) miktari ile pozitif yonlu
korelasyon gosterdigi gorulmektedir.
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Cizelge 4.12. Artvin genotipine ait korelasyon sonuglari.

Artvin Genotipine Ait Korelasyon Bulgulari
Yas Membran icsel Prolin
K* Na* Ca? MDA CAT SOD
Agirhk Gegirgenligi H20, Miktari
Yas Agirhik 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
Ca** 0,149 0,680 -0,454 1 -0,339 -0,251 | -0,137 0,142 -0,080 | -0,288
Membran
. -0,824 | -0,359 | 0,425 | -0,339 1 0,944 | 0,815 0,011 -0,035 | 0,169
Gegirgenligi
MDA -0,828 -0,243 | 0,416 | -0,251 0,944 1 0,840 0,168 0,083 | 0,299
igsel H,0O, -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 Sonuglari

Mardin genotipine ait korelasyon analizi Cizelge 4.13'te gosterilmigtir. Yas agirlik
verileri ile membran gecirgenligi (r= -0,578), MDA (r= -0,810) ve igsel H20:2
miktarlarindaki (r= -0,732) degisimler arasinda negatif yonde kuvvetli bir korelasyon
gorulmagtur. K* miktari Na* miktari ile negatif korelasyon gostermistir (r= -0,511).
Membran gecirgenligi ile MDA (r= 0,615) ve i¢sel H202 miktarlar (r= 0,858) oldukca
kuvvetli bir pozitif korelasyon gdéstermistir. Prolin miktari ile SOD (r= 0,606) ve CAT (r=
0,493) enzim aktiviteleri arasinda pozitif korelasyon goérulmustir. CAT ile SOD
aktivitelerinin kendi aralarinda (r= 0,866) ve ayrica CAT ile Na* miktar (r= 0,911) ve

SOD ile Na* (r= 0,849) miktari arasinda pozitif yonlU korelasyon bulunmustur.
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Cizelge 4.13. Mardin genotipine ait korelasyon sonuglari.

Mardin Genotipine Ait Korelasyon Bulgulari

Yas Membran icsel Prolin
K* Na* Ca? MDA CAT SOD
Agirhk Gegirgenligi H20, Miktari
Yas Agirhik 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
Ca** 0,095 0,197 -0,265 1 -0,218 -0,010 | -0,207 0,001 -0,425 | -0,167
Membran
. -0,578 -0,070 | 0,217 | -0,218 1 0,615 0,858 -0,063 0,108 | -0,047
Gegirgenligi
MDA -0,810 -0,080 | 0,347 | -0,010 0,615 1 0,721 0,571 0,326 0,401
iqsel H.0, -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. SONUG VE TARTISMA

Stres kosullari topraktaki su potansiyelini azaltmakta ve bunun sonucu olarak da bitki
bayUmesini sinirlandirmaktadir [166]. Calismamizda tuz uygulamasinin, tuza duyarl
Artvin ve tuza dayanikli Mardin genotipine ait kallus dokularinda kontrol gruplarina gére
taze agirliklar istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disurdtugu gértlmektedir. Sadece
50 ve 100 pM H202 uygulamalari da kontrol grubuna goére taze agirliklari anlamh bir
sekilde azaltmigtir. H202 6n uygulamalari, her iki genotipte de kontrol grubuna gore
taze agirligi azaltmissa da, tuza duyarh Artvin genotipinde azalma orani daha dusuktur.
Ren ve arkadaslari [167], bugdayda yapmis olduklari arastirmada distan uygulanan
H202'in kok bluyumesini ve taze agirhgi arttirdigini bildirmislerdir. Fasulye uzerine
yapilan bir arastirmada [168], H202 6n uygulamasinin, bitki blyumesini kuraklik stresi
kosullarina gore anlamli bir sekilde arttirdigi belirlenmigtir. H202’in hlicre bélinmesini
arttirdi§i ve sekonder hicre duvarinin olusumunu tetikledigi, bu sayede taze agirligi
arttirabildigi dusunulmektedir [169].

Bitkilerde tuz stresinin hiicre igerisindeki Na* miktarini arttirarak; K* ve Ca?* iyonlarinda
eksiklige yol actigi, hicre dizeyinde oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir [14,
19, 20]. Calismamizda her iki genotipte de tuz uygulamasinin kontrol grubuna gére K*
miktarini azalttigi gordlmustur. Tuza duyarli Artvin genotipinde K* miktarinin azalmasi
istatistiksel olarak anlamli bulunurken, tuza toleransli Mardin genotipinde anlaml
bulunmamistir. Tuzlu kogullarda Mardin genotipinin Artvin genotipine gére daha yuksek
oranda K* miktarina sahip olmasi, tuza toleransinin daha ylksek oldugunun bir
gOstergesi olarak degerlendirilebilir. Populus euphratica tzerine yapilan arastirmalarda
tuzdan kaynakh K* iyon sizintisinin membran potansiyeli ile iligkili oldugu, bunun da
plazma membran pompalariyla ilgili oldugu belirtiimektedir [170-171]. Sadece H20:2
uygulamalari her iki genotipte de K* miktarini kontrole gore arttirmis olup, Artvin
genotipi Uzerine yaptigi etki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Her iki genotipte
de 50 ve 100 yM H202 6n uygulamasinin ardindan tuz uygulanan gruplarda, yalnizca
tuz uygulanan gruplara gore K* miktari artmig olup, her iki genotipte bu artig 50 yM
dozundaki H202 6n uygulamasinda daha yuksek bulunmustur. K* miktari bakimindan

degerlendirildiginde H202'nin  Artvin genotipi Uzerinde istatistiksel olarak anlamli
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olmasa da olumlu etki yarattigi, ancak tuza toleransi ylksek olan Mardin genotipi
Uzerinde donemli bir etki yapmadigi goralmustir. Lu ve arkadaslari [172] Bruguiera
gymnorrhiza ve Kandelia candel fidelerinde tuz stresi kosullarinda uygulanan H202'in

K* sizintisini azalttigini gostermiglerdir.

Tuzlulugun bitki hucrelerinde Na* miktarini arttirdigi pek ¢ok arastirmada bildirilmistir
[16-18,148,173]. Calismamizda da, kontrol gruplariyla kargilastiriildiginda her iki
genotipte de tuz uygulamasi Na* miktarini istatistiksel olarak anlamh bir sekilde
arttirmistir. Bunun yani sira, tuz uygulamasinda Mardin genotipine ait dokulardaki Na*
miktarinin Artvin genotipine gore anlamli olarak daha az oldugu goézlenmistir. Sadece
H202 uygulamalari her iki genotipte de kontrol grubuna goére onemli bir etki
yaratmamistir. 50 ve 100 yM H202 6n uygulamalarinin ardindan tuz uygulamasi
yapilan gruplar yalnizca tuz uygulanan gruplar ile karsilastiriidiginda her iki genotipte
de Na* miktari azalmistir. Ancak bunlardan yalnizca 100 yuM H202 6n uygulamasinin
Artvin genotipinde yapmis oldugu etki istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Wahid ve
arkadasglar [148] bugdayda H202 6n uygulamasinin tuzlu ortama gére Na* miktarini
azalttigini gostermislerdir. Arabidopsis’te yapilmis bir arastirmada ise distan uygulanan
H202’in, plazma membran Na*/H* antiportiri olan SOS1 (Salt overly sensitive: tuza agiri
duyarl)) mRNA’sini duzenleyerek hucresel Na* detoksifikasyonunu sagladigi
belirtilmistir [174]. Ayrica, H20z2, hiicre zarindaki Ca?* kanallarini aktive ederek hiicre
icindeki Ca?* miktarinin artmasina sebep olur [175]. Benzer olarak, artan Ca?*
miktarinin Arabidopsis ve piringte SOS sinyalizasyon yolu ile hicre zari Na*/H*
antiportir aktivitesini duzenledigi bildirilmistir [138,176-178].

Yuksek K*/Na* orani dokulardaki metabolik aktiviteler icin oldukga 6nemlidir ve bu
nedenle tuz toleransini belirlemek icin gecerli bir fizyolojik kriter olarak
degerlendiriimektedir [179]. Calismamizda, tuz uygulamasi kontrol gruplarn ile
karsilastirildiginda her iki genotipte de K*/Na* oranini anlamli bir sekilde dugturmustar.
Sadece 50 ve 100 uM H202 uygulamalari her iki genotipte de istatistiksel olarak anlamli
bir etki gostermemigtir. 50 ve 100 yM H202 6n uygulamalari her iki genotipte de tuzlu
ortamla karsilastinidiginda K*/Na* oranini arttirmigsa da istatistiksel olarak onemli

degildir. H202 6n uygulamalari K*/Na* oranini en ¢ok Artvin genotipinde arttirmistir.
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Zhang ve arkadaslari [180], tuz stresi kogullari altinda hucre zari H*-ATPaz aktivitesinin
dogrudan H20:2 tarafindan duzenlendigini bildirmiglerdir. Buna gore, biriken H202 H*-
ATPaz akitivitesini arttirmakta ve bdylece hicrede transmembran elektrokimyasal
gradient olusumuna yol agarak K*/Na* oranini arttirmaktadir. Ayrica H*-ATPaz'in
duzenlenmesinin NaCl'den kaynaklanan membran potansiyeli depolarizasyonunu

azalttigi ve boylece hucre ici K™ miktarini korudugu belirtiimektedir [171,181].

Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, tuz uygulanan gruplarda her iki genotipe ait
dokulardaki Ca?* miktarini azaltici etki gosterirken, bu sonuglardan Artvin genotipindeki
azalma istatistiksel olarak anlamh bulunmustur. iki genotipte de kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda sadece 50 yM H202 uygulamasi Ca?* miktarini arttirmis, sadece
100 uyM H202 uygulamasi ise azaltmistir. Ancak bu degisimler istatistiksel olarak
anlamli bulunmamigtir. 50 ve 100 yM H202 6n uygulamalarinin ardindan tuz uygulanan
her iki genotipte de yalniz tuz uygulanan gruplarla karsilastirildiginda Ca?* miktarini
arttirmistir. On uygulamalar arasindan 50 uM H202 6n uygulamasi her iki genotip igin
de en yliksek Ca?* miktari gostermis, ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
Buna benzer olarak, bugdayda yapilan arastirmada H202 6n uygulamasinin tuz stresi
kosullarinda Ca?* miktarini arttirdigi belirtiimistir [148]. Ca?* iyonunun, ABA, ROS ve
NO gibi ¢ok yonlU uyaranlara yanit olarak koruyucu hucre sinyalizasyonunda merkezi
bir dizenleyici oldugu belirtiimektedir [182,183]. Petrov ve arkadaslan [184] H20:2
sinyalizasyonunun asil hedeflerinden birinin Ca?* homeostazisinin diizenlenmesi

oldugunu bildirmigtir.

Tuz stresinin reaktif oksijen turleri (ROS) Uretimini tetikleyerek hicre membran
kararhligina zarar verdigi bilinmektedir [30]. Calismamizda yalnizca tuz uygulanan
gruplarda, kontrol gruplari ile karsilastirildiginda her iki genotipte de membran
gegirgenligini anlamli olarak arttirmistir. Membran gegirgenligindeki artig, tuza toleransi
yuksek olan Mardin genotipinde duyarli olan Artvin genotipine gore anlamli olarak daha
az olmustur. 50 ve 100 yM H202 uygulamalarinin ardindan tuz uygulanan gruplarda
her iki genotipte kontrol grubu ile karsilastirildiginda membran gegirgenligi anlamli
olarak artmis olsa da, bu artis yalniz tuz uygulanan gruplardaki kadar olmamistir. 50

ve 100 uM H20:2 6n uygulamasinin ardindan tuz uygulanan gruplarda her iki genotipte
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de membran gecirgenligi yalnizca tuz uygulanan gruplara goére anlamli olarak
azaltmigtir. Iki genotip icin de en etkili doz 100 uM olarak tespit edilmistir. Bu bulgulari
destekler nitelikte, Wahid ve arkadaslarinin [148] bugday Uzerine yapmis olduklari
calismada 1, 40, 80 ve 120 pM H202 6n uygulamasina tabi tutulmug tohumlardan tuz
stresi kosullarinda membran gecigenligi en dusik 80 ve 120 pyM dozlarinda
gorulmastur. He ve arkadaglar [128] kurakliga toleransi farkl iki bugday genotipi
uzerine yapmig olduklari arastirmada, H202 on uygulamasinin membran gegirgenligi
uzerinde kuraklik stresi kosullarina gore azaltici etki yaptigini ve bunu da hucre
membranlarindaki oksidatif zararlanmay! azaltarak yaptigini ortaya koymustur.
Arastirmada ayni zamanda membran gegirgenliginin kontrol ve H202 6n uygulama
gruplarinda tuza toleransi yuksek genotipte duyarli genotipe gore daha dusuk oldugu

gozlenmisgtir.

Tuz stresi, lipit peroksidasyonunu uyararak bitkide igcsel MDA miktarini arttirmaktadir
[37]. Yalnizca tuz uygulanan gruplarda kontrol gruplari ile karsilastirildiginda iki
genotipte de MDA miktarindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Sadece
50 ve 100 pM H202 uygulamasi, her iki genotipte de kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda anlamli bir artisa sebep olmus, bununla birlikte 50 uM H20:2
uygulamasinda MDA miktari, yalnizca tuz uygulanan gruplara goére daha az azalirken,
100 uM H202 uygulamasinda ise yalnizca tuz uygulanan gruplara gore daha ¢ok azalir.
Salatalik, kanola ve soya fasulyesi gibi bitkilerde H202 uygulamasi MDA miktarinda
kontrol gruplarina gore onemli bir farklihk gostermezken [185-187], pamuk [188]'ta
digaridan uygulanan H202'in MDA miktarini arttirdigi  belirlenmistir. Ayni sekilde
salatalik [189] Uzerinde yapilan bagka bir calismada distan uygulanan H202'in 12 saatin
sonunda MDA miktarinda artisa sebep oldugu bildirilmistir. 50 ve 100 uM H202 6n
uygulamalarinin ardindan tuz uygulanan gruplarda, yalnizca tuz uygulanan gruplar ile
karsilastirildiginda Artvin genotipinde MDA miktari anlamli bir sekilde azalirken, Mardin
genotipinde dnemli bir etki gdstermemistir. Artvin genotipinde uygulanan her iki H202
dozunda da MDA miktari kontrol gruplarina gore anlaml bir sekilde arttirmistir.
Yalnizca tuz uygulanan gruplarla kargilastirildiginda ise 100 uM H202, 50 yM H202 6n
uygulamasina gére MDA miktarini daha etkili bir sekilde azaltmistir. Kuraklik stresine

toleransi farkh iki soya fasulyesi [187] genotipi Uzerine yapilan arastirmada da benzer
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olarak toleransi yuksek genotipte MDA seviyesi anlamli olarak artmazken, duyarl
genotipte anlamli olarak artmistir. Duyarh genotipte dusuk dozda distan uygulanan
H202’in MDA miktarini 4 saat uygulama suresinden sonra etkilemedigi, ancak 7 saat
suren uygulamada MDA miktarini anlamli olarak azalttigi belirtimektedir. Tuza
toleransi yuksek olan genotipte de benzer bulgulara ulagilan arastirmanin sonuglari da
degerlendirildiginde, H202 6n uygulama suresi ve uygulanan dozun stres kosullarina

toleransi farkl bitki genotiplerinde farkli sonuglar ortaya c¢ikarabilecegi sdylenebilir.

Yapilan bircok arastirmada tuz stresinin bitkilerde i¢csel H202 miktarini arttirdigi
bildirilmigtir [83, 101]. Calismamizda yalnizca tuz uygulanan gruplar ve sadece 50 ve
100 uM H20: igeren gruplar kontrol gruplari ile karsilastirildiginda her iki genotipte de
icsel H202 miktarinin anlamli bir sekilde arttigi gézlenmistir. Bulgularimizi destekler
yonde, Hameed ve arkadaslarinin [155] Suaeda fruticosa’da yapmis olduklari
arastirmada da gerek yalniz H202 uygulamasinin gerekse yalniz NaCl uygulamasinin
icsel H202 miktarini arttirdigi, Ustelik bu miktarlarin birbirlerine ¢ok yakin degerler
oldugunu bildirilmistir. Calismamizda, 50 ve 100 yM H202 6n uygulamalarinin ardindan
tuz uygulanan gruplarda kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, tuza duyarli Artvin
genotipinde i¢gsel H202 miktarinin anlaml bir sekilde arttigi géralmastir. 50 ve 100 uM
H202 6n uygulamalarinin etkisi yalnizca tuz uygulanan gruplar ile kargilastirildiginda
ise, istatistiksel olarak anlamh olmasa da igsel H202 miktarini azaltmistir. Mardin
genotipinde ise kontrol gruplari ile karsilastirildiginda 100 yM H202 6n uygulamasi, 50
MM H202 6n uygulamasina gore i¢sel H202 miktarini dnemli bir sekilde arttirmistir.
Mardin genotipinde H202 6n uygulamalarinin yapmis oldugu etkiler yalnizca tuz
uygulanan grup ile karsilastinldiginda i¢csel H202 miktarinda anlamli bir azalma
gorulmektedir. igsel H202 miktarindaki en fazla azalma Artvin genotipi igin 50, Mardin
genotipi icinse 100 uM H202 6n uygulamasinda goérulmastir. Ashraf ve arkadaslarinin
[157] misirda gercgeklestirdikleri arastirmada artan dozlarla H202 ile 6n muamele edilen
tohumlardaki icsel H202 miktarinin yalnizca stres uygulanan grupla kargilastirildiginda
azaldigr belirtiimektedir. Arastiricilar, distan uygulanan H202'nin tohumlarda
antioksidan enzimleri aktive ettigi ve bu yolla ROS’larin supurilmesi sayesinde bitkileri
oksidatif zararlanmadan korudugunu belirtmislerdir. Ayni ¢alismada, ayrica i¢gsel H202

miktari ile MDA arasindaki pozitif korelasyon, H202 6n uygulamasinin stresin olumsuz
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etkisini dnledigini gostermigstir. Bu sonuglar bizim ¢alismamizda da gorulen igsel H202

ile MDA miktari arasindaki pozitif korelasyon bulgusunu desteklemektedir.

Prolin amino asitinin tuz stresi kosullarinda bitki hicrelerinde fazla miktarda biriktigi
[49-53] ve prolin birikimi ile stres toleransi arasinda pozitif bir iliski oldugu
belirtiimektedir [54-55]. Bu sonuglara benzer olarak, galismamizda da Artvin ve Mardin
genotipine ait kallus dokularinin yalniz tuz uygulanan gruplarda kontrol gruplari ile
karglastirildiginda prolin miktari her iki genotipte de istatistiksel olarak dnemli dizeyde
artmigtir. Bu artis tuza toleransli Mardin genotipinde daha fazla bulunmustur. Sadece
H202 iceren ortamlar veya 50 ve 100 pM H202 6n uygulamalarinin ardindan tuz
uygulanan gruplarda her iki genotipte de kontrol ve yalnizca tuz uygulamasina gore
prolin miktari istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir. On uygulama dozlari
arasindan 100 yM H202 her iki genotipte de prolin miktarini en fazla arttiran doz
olmustur. Hameed ve arkadaslari [155] da, Suaeda fruticosa’da sadece H20:2
uygulamasinin prolin miktarini kontrol grubuna goére arttirdigini; NacCl ile birlikte distan
uygulandiginda ise bu artisin maksimum oldugunu bildirmiglerdir. Benzer sonuglar
misir bitkisi Uzerine yapilan arastirmada da gézlenmistir [190]. Ayrica, He ve
arkadaglar [128] kuraklik stresine toleransi farkli iki bugday genotipinden, toleransi
yuksek olanda prolinin daha fazla arttigini belirtmigtir. Verslues ve arkadaglari [191]
Arabidopsis bitkisinde artan H202'in ABA ile induklenen gen ekspresyonunu arttirdigini,
bdylece prolin birikimine yol agtigini géstermis ve H202'in prolin biyosentezinde sinyal
molekull olarak rol oynadidini belirtmiglerdir. Tam bu bulgular H202'in prolin
metabolizmasindaki enzim aktivitelerini degistirebilecegini ortaya koymaktadir [192].
Calismamizda da, H202 6n uygulamalarinin tuza toleransli Mardin genotipinde prolin

miktarini daha fazla arttirdigi goéralmustar.

Tuzdan kaynaklanan oksidatif hasari gidermek Uzere antioksidan savunmada rol
oynayan CAT ve SOD enzimleri, bitkilerdeki dnemli ROS supurtculeridir [68, 72].
Furtana ve arkadaslar [193], Cucumis sativus’ta tuzlu kosullarda CAT ve SOD
antioksidan enzim aktivitelerinin arttigini gostermistir. Calismamizda da kontrol
gruplarniyla karsilastirildiginda, yalnizca tuz uygulanan gruplarda CAT aktivitesinin her
iki genotipte de anlamli olarak arttigi gézlenmistir. Mardin genotipindeki bu artig Artvin
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genotipi ile karsilastinldiginda daha yuksek bulunmustur. Sadece 50 ve 100 yM H202
uygulamalarini her iki genotipte de kontrol gruplari ile karsilastiriidiginda CAT
aktivitesinin az da olsa arttirmigtir, ancak bu artis yalnizca tuza duyarli Artvin
genotipinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 50 ve 100 pyM H202 6n
uygulamalarinin  ardindan tuz uygulanan gruplarda kontrol gruplar ile
karsilagtinldiginda CAT aktivitesi her iki genotipte de anlamli olarak artmigtir. Bu veriler
tuz uygulamasi ile karsilastinildiginda Artvin genotipinde H202 6n uygulamasi CAT
aktivitesini anlamli bir sekilde arttirmistir. Mardin genotipinde ise tuz uygulamasina
gore H202 6n uygulamasi CAT aktivitesini arttirsa da bu artis anlamli bulunmamistir.
Her iki genotip icin de 100 uM H202 6n uygulamasinin CAT aktivitesini en yuksek
oranda arttirdigi1 gérilmektedir. Bununla paralel olarak, He ve arkadaslari [128] Triticum
aestivum’da yaptiklari arastirmada H202 6n uygulamasi yapilan gruplarda kuraklik
stresi kosullarinda CAT aktivitesinin arttigini bildirmislerdir. Buna benzer sekilde,
Cingbz ve arkadaslari [192] Digitalis tlrlerine ait kallus dokularinda H202 6n

uygulamasinin oksidatif stres kosullarinda CAT aktivitesini arttirdigini bildirmislerdir.

Calismamizda tuz uygulamasi kontrol gruplari ile karsilastirildiginda SOD aktivitesini
her iki genotipte de anlamli bir sekilde arttirmistir. Mardin genotipindeki bu artis Artvin
genotipine kiyasla anlamli olarak daha yuksek bulunmustur. Sadece 50 ve 100 uM
H202 uygulamalari her iki genotipte de kontrol gruplari ile karsilastirildiginda artisa yol
acmistir. Bu sonuglardan 50 yM H202’in Artvin genotipinde; 100 uM H202'in ise Mardin
genotipinde anlamli bir artisa yol actigi gorulmustir. Guller ve arkadaslar [187]
kurakliga toleransi farkli iki soya fasulyesi genotipinde distan yalniz H20:2
uygulamasinin her iki genotipte de kontrol gruplarina gére SOD aktivitesini arttirdigini
bildirmislerdir. Calismamizda, 50 ve 100 yM H202 6n uygulamalarinin ardindan tuz
uygulmasi grubunda kontrol gruplari ile karsilastirildiginda SOD aktivitesinin her iki
genotipte de anlaml olarak arttigi gorulmustir. Genotipler arasinda kiyaslama
yapildiginda her iki dozdaki 6n uygulama da Mardin genotipinde Artvin genotipine gore
SOD miktarini anlamli olarak daha fazla arttirmigtir. Bu veriler tuzlu ortamla
kargilastirildiginda, Artvin genotipinde her ne kadar her iki doz da SOD aktivitesini daha
fazla arttirmis olsa da, yalnizca 100 yM H202 6n uygulamasinin anlamli bir sekilde SOD

aktivitesini arttirdigi goértlmektedir. Mardin genotipinde ise her iki doz 6n H202 6n
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uygulamasinin da vyalnizca tuz uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda SOD
aktivitesini anlamh olarak arttirdigi gorulmustur. Calismamizdaki bulgulara benzer
olarak, Ashraf ve arkadaslari [157] misirda yapmis olduklari ¢alismada H202 6n
uygulamasinin ardindan tuz stresi kosullarinda SOD aktivitesinin arttigini
bildirmislerdir. Guler ve arkadaslari [187] kuraklida toleransi farkh iki soya fasulyesi
genotipinde yapmig olduklari arastirmada H202 6n uygulamasinin SOD aktivitesini,
toleransi ylksek olan genotipte duyarli genotipe gére daha fazla arttirdigini bildirmistir.
Misir fidelerinde ABA yoluyla indUklenerek Uretilen H202'in, CAT1, CAT2, CAT3, SOD4
and SOD4a genlerinin ifadesini etkiledigi bildirilmistir [194] ve bdylelikle H202 6n
uygulamasinin, sonradan gelecek stres etmenine kargi bitkiyi hazirladigi
dusundlmektedir [195]. Mhamdi ve arkadaslari [196], CAT’In, diger tim H20:2 stpurucu
enzimlerden (GPX ve APX) farkl olarak H202'in supurulmesinde bir dizenleyiciye
ihtiyag duymadigini bildirmislerdir. Gondim ve arkadaslarinin [195] misirda yaptilar
¢alismada, yalnizca tuz ve H202 O6n uygulamasi ardindan tuz uygulanan gruplar
karsilastirildiginda, en yuksek CAT aktivitesine sahip bitkilerde en disik MDA
miktarinin tespit edildigini, bunun da CAT enziminin koruyucu fonksiyonu ile ilgili
olabilecegini belirtmiglerdir. CAT ile MDA arasindaki iligki Yildiztugay ve arkadaglari
[197] ve Gao ve arkadaglar [185] tarafindan da bildirilmistir. Bizim ¢calismamizda da
istatistiksel olarak bir anlamli korelasyon bulunmasa da, enzim aktiviteleri ile MDA

sonuglari degerlendirildiginde benzer iligkiyi sOylememiz mumkuandur.

Calismamizdaki korelasyon bulgularinda, her iki genotipte de yas agirliklar ile MDA ve
icsel H202 miktarinda negatif yonla kuvvetli bir korelasyon goértlmastir. Yas agirlik
degisiminin artmasi bitki buyumesinin bir gostergesi olarak degerlendiriimektedir. MDA
lipit peroksidasyonunun son urunudur [37], lipit peroksidasyonlari ise yuksek miktarda
biriken ROS nedeniyle olmaktadir [11-13] ve H202 de bu ROS’lardan biridir [113].
Hucre zararlanmasini temsil eden MDA ve i¢sel H202 miktari ile yas agirlik arasinda
gbriilen negatif korelasyon bu durumu desteklemektedir. iki genotipte de K* ile Na*
arasinda negatif yonlu kuvvetli bir korelasyon gortlmesi, hicrelerde K* ve Na* iyon
tasinimlarinin rekabet halinde oldugunu [21-23] hatirlatmaktadir. Her iki genotipte de
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membran gegcirgenligi ile MDA ve i¢sel H202 miktari arasinda oldukga kuvvetli pozitif
korelasyon bulunmustur. Membran gecirgenligi, ¢cozinen maddelerin zardan gegcis
kolayli§i olarak tanimlanmakta [29] ve membran kararliigindaki azalma da ROS
nedeniyle olusan lipit peroksidasyonu ile iligkilendiriimektedir [31]. Lipit
peroksidasyonunun son urunu olan MDA [37] ve ROS’lardan biri olan H202'in [113]
hicre membraninda olugan zarari ve buna bagl olarak da membran kararlihgindaki
azalmayi temsil ettigi sdylenebilir. Bu nedenle ROS nedeniyle pargalanan membrandan
MDA acgiga c¢ikacak, buna karsilik kararliidi bozulan membranin gegirgenligi de
artacaktir. Calismamizda, strese maruz kalan bitkilerde ozmotik dengenin
saglanmasinda etkili rol oynayan prolin amino asiti [54-55] ile hlicre savunmasinda
go6rev alan SOD ve CAT antioksidan enzim aktiviteleri [72] arasinda her iki genotipte

de pozitif korelasyon bulunmustur.

Tuza toleransi farkli iki patlican genotipine ait kalluslarda H202 6n uygulamasinin tuz
stresinin etkilerini ortadan kaldirabilirliginin arastirildigi bu ¢alismanin sonuglari su

sekilde 6zetlenebilir;
Sadece tuz uygulanmis gruplarla karsilastirildiginda H202 6n uygulamasi,

1. Tuzun yas agirhk Uzerindeki olumsuz etkisini Ozellikle tuza duyarli Artvin
genotipinde azaltmigtir.

2. Her iki genotipte de K* ve Ca* miktarini arttirarak, Na* miktarini ise dusurerek
tuzun iyonlar Uzerindeki olumsuz etkisini engellemis, hicrelerdeki K*/Na*
oranini arttirmistir.

3. lgsel H202 ve MDA miktarlarini azaltarak tuzun membran gegcirgenligi Gzerine
yapmis oldugu olumsuz etkiyi her iki genotipte de hafifletmistir.

4. Her iki genotipte de prolin miktarini, SOD ve CAT enzim aktivitelerini arttirarak
antioksidan savunmayi guglendirmigtir.

5. H202 6n uygulamasinin yalnizca tuz uygulanan gruplarla karsilastirildiginda,
incelenen parametreler Uzerindeki iyilestirici etkileri, tuza duyarli Artvin
genotipinde, tuza toleransli Mardin genotipine gore daha yuksek duzeyde

bulunmustur.
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6. H202 6n uygulamasinin tuz stresi kosullarindaki iyilestirici etkisinin, uygulanan

H202 konsantrasyonuna ve genotipe bagl olarak degistigi gorulmustar.

Bu calisma sonucunda cesitli fizyolojik parametreler incelenerek H202 6n
uygulamasinin tuza toleransi farkl iki patlican genotipinde tuzun zararl etkilerini
hafifletebildigi belirlenmistir. Bundan sonra yapilacak galismalarda, H202’'in farkh doz
ve surelerdeki uygulamalarinin, diger sinyal molekulleri ve hormonlar arasindaki
iligkilerinin incelenmesi ve konunun proteomik ve genomik dizeyde arastiriimasi, H20:2

sinyal yolunun aydinlatilmasina onemli katki saglayacaktir.
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