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OZET

AFIT VE ENDOSIMBIYOTIK BAKTERI BUCHNERA ARASINDAKI ILISKIYE
AZOT KAYNAGININ ETKIiSi

OLCABEY ERGIN, Giilay
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman : Prof. Dr. Ayten OZTURK

Haziran 2019, 87 sayfa

Bu c¢alismada Acyrthosiphon pisum’ un endosimbiyontu Buchnera aphidicola’ nin
varliginin belirlenmesi, antibiyotigin (Klortetrasiklin) endosimbiyonta etkisi ve farkl
azot kaynaklarinin afite ve konak bitkiye etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.
Antibiyotik uygulanan ve uygulanmayan konak bitkide, Vicia faba, kiiltiire alinan A.
pisum orneklerinde endosimbiyont varligi PZR ile belirlenmistir. Kisa siireli antibiyotik
uygulamanin endosimbiyontu elemine edemedigi PZR ile gosterilmigtir. Farkl
soliisyonlarin uygulanmasi sonucunda afitlerde morfolojik karaktere 6zgii etki oldugu
belirlenmistir. Sodyum nitrat uygulamasinin anten uzunlugu, amonyum nitrat ile
antibiyotik uygulamasinin sifunkuli iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Uygulanan
soliisyonlarin afitlerde stres kosullarinda goriilen bilateral gelisim bozuklugunu ve
kanath birey sayisini artirdigi belirlenmistir. Kullanilan soliisyonlarin bitkideki etkileri
protein, prolin, fotosentetik pigment, fenolik bilesik ve antioksidan enzim aktivite
tayinleriyle belirlenmistir. Tiim uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore toplam
protein konsantrasyonlarinin azaldigi, prolin konsantrasyonlarinin arttigi belirlenmistir.
Bitkinin bu iliskideki roliiniin dahil edildigi ilk ¢alisma ile farkli azot kaynaklarinin
bitkide strese neden olabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle 6zellikle afitlerle miicadeleyi

etkin kilabilmek i¢in bu iligki daha detayli ¢alisiimalidir.

Anahtar Sozciikler: Acyrthosiphon pisum, Buchnera aphidicola, Klortetrasiklin, azot kaynagi, stres
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SUMMARY

EFFECT OF NITROGEN SOURCE ON RELATIONSHIP BETWEEN APHID AND
ENDOSYMBIOTIC BACTERIUM BUCHNERA

OLCABEY ERGIN, Giilay
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Ayten OZTURK

June 2019, 87 pages

In this study, it was aimed to determine the presence of endosymbiont of Acyrthosiphon
pisum, Buchnera aphidicola, effect of antibiotic (Chlortetracycline) on endosymbiont
and impacts of different nitrogen sources on aphid and host plant. Presence of
endosymbiont was determined by PCR in both cultured A. pisum samples on the host
plant with and without antibiotics, Vicia faba. It has been shown by PCR that short-term
antibiotic application cannot eliminate endosymbiont. It was determined that application
of different solutions had character-specific morphological effect in aphids. Sodium
nitrate application influenced anten length and antibiotic with ammonium nitrate
application affected siphunculi length. It was observed that applied solutions increased
bilateral developmental noise and number of winged individuals under stress in aphids.
Effects of solutions on plant were detected by protein, proline, photosynthetic pigment,
phenolic compound and antioxidant enzyme activity. It was shown that total protein
concentrations decreased while proline concentrations increased in all application
groups compared to control. The first study that included the role of the plant in this
relationship showed that different nitrogen sources might cause stress in the plant.
Therefore, this relationship should be studied in more detail in order to make efficient

control against aphids.

Keywords: Acyrthosiphon pisum, Buchnera aphidicola, Chlorthetracycline, nitrogen source, stress
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BOLUM I

GIRIS

Halk arasinda yaprak biti olarak adlandirilan afitler otsu ve odunsu pek cok bitkiyi
konak olarak kullanmaktadir. Kiiresel 1sinma ile birlikte bitkiler iizerinde sekstiel ve
aseksiiel olarak iireyerek popiilasyon biiyiikliiklerini artirdig1 ve bu siirecte bitkilere
biiyiik dl¢lide zarar verdigi bilinmektedir. Ayrica belirli sartlar altinda afitlerin konak
bitki degistirebildigi ve zararin biyilikliiginti artirabildigi de bilinmektedir. Bu
baglamda afitlerle miicadelede uygun stratejiler bulabilmek i¢in afit metabolizmasinin
iyi bilinmesi gerektigi ve o6zellikle bu metabolizmanin isleyisinde endosimbiyotik
bakteri Buchnera’ nin foksiyonunun tam olarak belirlenmesi biyolojik miicadelede

kullanim olanagini artiracaktir.

Afitlerin yiiksek adaptasyon yetenekleri ve ¢evre sartlarinin uygun oldugu her ortamda
yasayabilme ve ¢ok hizli ¢cogalabilme yeteneklerinden dolay1 yakin gelecekte bitkilerin
en Onemli zararlilarindan biri olma potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir. Bu canli
grubu ile miicadelede etkin ve basarili olabilmek icin afitlere ait pek ¢ok ozelligin
bilinmesi ve aydinlatilmas1 gerekmektedir. Afitler bitki 6z suyu ile beslenen, bir¢ok
bitkiyi konak olarak segebilen, tarimsal oneme sahip boceklerdir. Afit sistematigi ve
ekolojisi ile ilgili ¢alismalarda beslenme ve adaptasyonla ilgili olarak hemen hemen
biitiin afitlerin endosimbiyont bakteriler ile iliski igerisinde oldugu ve birincil
simbiyotik iligkiler kurdugu tespit edilmistir. Afitlerin ¢ogu birincil endosimbiyont
olarak Buchnera aphidicola ile sik1 bir mutualistik iligski igerisindedir. Konak bitkinin
afite gesitli besinleri sagladigi bilinmekte olup, ayrica simbiyotik iligski kurdugu birincil
endosimbiyont olan Buchnera afit tarafindan bitki 6z suyundan alinan esansiyel
olmayan amino asitleri esansiyel amino asitlere doniistiirdiigii, afitin konagindan aldig:
azotun az ya da c¢ok olmasinin afitin gelismesi tizerinde farkli etkilerinin oldugu da
belirtilmektedir. Diger bir deyisle, afitin bitki 6zsuyundan aldig1 azot, endosimbiyontlar
tarafindan kullanilarak afitin bitkiden yeterince alamadigi bazi amino asitlerin
sentezinde kullandig1 ayrica endosimbiyont bakterinin afitlerin atiklari olarak ifade
edilen amonyumu amino asitlere de doniistiirdiigli ifade edilmektedir. Bu ¢calismada azot
kaynaginin amino asit sentezini ne Ol¢iide etkiledigi, bitkinin, afitin ve simbiyont

icermeyen afitin (aposimbiyontlarin) bu durumdan nasil etkilendigi belirlenmeye



calisgtlmistir. Cilinkii daha 6nce yapilmis pek cok c¢alismada birincil simbiyontlarin
(6rnegin Buchnera’ nin), bitki 6zsuyunda bulunmayan aminoasitleri, bazi vitaminleri ve
faydali pek cok bilesigi konagi olan boceklere sagladigiyla ilgili g¢esitli arastirmalar
yapilmistir. Bu ¢alismalardan bazilarinda antibiyotik varliginda Buchnera’ nin olumsuz
sekilde etkilenerek fonksiyonunu yerine getiremediginden bahsedilmis ve afitten
uzaklagtirilabildigi  diisiiniilmiistiir. Antibiyotik uygulamasi sonucu elde edilen
aposimbiyont bireylerde esansiyel olmayan amino asit igerigi ve amonyum igeriginin bu
nedenle yiliksek oldugu belirtilmistir. Ancak Buchnera sayesinde esansiyel olmayan
amino asitlerden ve amonyaktan esansiyel amino asitlerin sentezlendigi tam olarak
kanitlanmadig1 belirtildiginden daha detayli c¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu da ifade

edilmistir.

Bu ¢aligmada, konak olarak kullanilan Vicia faba bitkisi iizerinde gelisen afitlere ve
afitteki Buchnera varligina azot kaynaklarmin ve antibiyotik uygulamasinin etKisi
aragtirllmistir. Buchnera’ y1 afitten uzaklastirmak i¢in antibiyotik igeren ve igermeyen
farkl1 azot kaynaklar1 ¢6zelti halinde bitkiye verilmis ve bu bitkiler iizerinde kiiltiire
edilen afitlerde endosimbiyont varli§i polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
arastirilmistir.  Azot kaynaklarinin konak bitkide fotosentetik pigment miktarina
(klorofil a, klorofil b, karoten), fenolik bilesiklerin miktarina, protein ve prolin igerigine
etkisi ayrica antioksidan enzim igeriklerine olan etkisi de belirlenmistir. Bu ¢alismada
konak bitkiye uygulanan farkli azot kaynaklarmin afitin gelismesine olan etkisini de
tespit etmek amaciyla morfometrik calismalar da yapilmistir. Bu ¢alisma ile sadece afit
simbiyont iligkisini ¢alismanin yeterli olmadig1 ayn1 zamanda konak bitki tizerinde de
caligmak gerektigi ortaya konulmustur. Calisma sonuglarina bakildiginda bitkiye
uygulanan azotun bitkide farkli derecelerde strese neden oldugu ayrica bitki 6z
suyundan beslenen afitlerde de stres olusturabildigi belirlenmis olup, sadece Buchnera’
ya doniik caligmalarin afitle miicadele yontemlerinin gelistirilmesi acisindan yeterli
olamayacagi, konak bitkide olas1 degisikliklerin de géz ardi edilmemesi gerektigi ortaya

konulmustur.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Endosimbiyozis

Simbiyozis, canli organizmalarin evrimsel ¢esitliliginde olduk¢a dnemli rolii olan, iki ya
da daha fazla tiire ait organizma arasindaki ekolojik iligkidir. Bocekler cogunlukla
yeryiiziinde ¢ok ¢esitli ve en basarili hayvanlar olmalarin1 saglayan bakterilerle uzun
vadeli ve istikrarli  ekolojik iliskiler kurarlar. Boceklerdeki — bakteriyel
endosimbiyontlarin (hiicre i¢i simbiyoz yapan bakterilerin) ¢ogu bagimsiz olarak
kiiltire alimamaz ve zorunlu endosimbiyont olarak konak canlida ¢ok az sayida
bulunabilir (Oliver vd., 2010). Endosimbiyontlarin yavas biiylimeleri, yagam tarzlari,
belirli konak¢1r metabolitlerine olan gereksinimleri, bagimsizliklarini azaltan genlerin
kayb1 veya bu genlerin inaktivasyonu nedeniyle yetistirilmesi zor olabilir (Pontes ve
Dale, 2006). Her ne kadar baz1 bakteriler parazit olsalar ve konaginin yasam kalitesini
azaltsalar da ¢ogu simbiyotik bakteri konagina farkl sekillerde yarar saglar. Genel
olarak, simbiyontlar konagin gelisme, beslenme, lireme, termal tolerans, savunma ve
bagisiklik davraniglart tizerinde etkilidir (Dale ve Moran, 2006; Dunbar vd., 2007
Tsuchida vd., 2011).

2.1.1 Afit bakteri arasindaki endosimbiyotik iliski

Hemen hemen biitiin afitler endosimbiyont bakterilerle iliski icerisindedir. Bu iligki
genellikle beslenme, iireme, savunma ve bagisiklik davranislart {izerine kurulmustur.
Endosimbiyont bakteriler, birincil yada zorunlu (Buchnera aphidicola) ve ikincil yada
fakiiltatif (Hamiltonella defensa, Regiella insecticola, Erwinia aphidicola, Serratia
symbiotica, Pseudomonas aeruginosa, Wolbachia pipientis, Rickettsiella sp., Rickettsia
sp., Spiroplasma sp., Arsenophonus sp., Photorhabdus sp., Xenorhabdus sp.) olmak

tizere iki kisimda incelenir (Oliver vd., 2010).



2.1.1.1 Birincil simbiyont Buchnera aphidicola

Afitlerin ¢ogu birincil endosimbiyont olan Buchnera aphidicola ile siki bir mutualistik
iliski igerisindedir. Buchnera aphidicola’ nin 16S rRNA analizlerinde, Proteobacteria’
nin gama 3 alt grubunun igerisinde farkli bir soy oldugu belirtilmekteyken Munson vd.
(1991), yaptiklar1 ¢aligmada birincil endosimbiyontlarin Buchnera cinsi ve Buchnera
aphidicola tiirtintin yeni bir tiir olarak soyagacinda yer almasi gerektigi belirtilmistir.
Enterobacteriaceae ile iliskili oldugu bilinen B. aphidicola, 2,5-4 um c¢apinda bir
bakteridir. Ayrica yakin iliskili oldugu Enterobacteriaceae {lyelerinin temel
ozelliklerinden biri olan gram-negatif hiicre duvarina sahiptir. Ancak diger gram negatif
bakterilerin ¢ogundan farkli olarak Buchnera, dis zar1 icin lipopolisakkaritlerin
iiretiminden sorumlu genlerden yoksundur (Skaljac, 2016). Ayrica 160-280 milyon yil
oncesine dayanan bu afit-Buchnera evrimsel iliskisi siiresince Buchnera anaerobik
solunum i¢in gerekli genlerini, amino sekerlerin, yag asitlerinin, fosfolipidlerin ve
kompleks karbonhidratlarin sentezinden sorumlu genlerini kaybetmistir. Triptofan gibi
bazi amino asitlerin siirekli olarak fazla iiretilmesine imkan veren bazi regiilator
faktorlerini de kaybetmistir. Rifampisin uygulamas: ile elde edilen aposimbiyont
Acyrthosiphon pisum’ un amino asit profilleri incelenmis ve aposimbiyontlarin
embriyolarindaki aromatik amino asit olan fenilalanin ve triptofan konsantrasyonlarinin
cok diisiik oldugu ve bu amino asitlerin aposimbiyont afitlerin embriyo gelismesini

siirlandirabilecegi belirtilmistir (Douglas, 1996).

Vertikal yolla tasinan bakteriyel simbiyontlar ya konaginin yasam sansini artirir ya da
kendi aktarimma fayda saglayacak sekilde konagmin iiremesini manipiile edebilir
(Skaljac, 2016). Baz1 afit familyalar1 ve onlarin birincil endosimbiyontu olan Buchnera
ile filogeniye dayali bir galismada, 4 farkli afit familyasindan endosimbiyont Buchnera’
nin 16S rDNA’ ya dayali filogenisi ile afit konaklarinin morfolojiye dayali filogenisinin
tamamen uyum gosterdigi belirtilmistir. Caligmanin  molekiiler verilerine gore,
Lachnidae ve Aphididae familyalarinin daha yakin zamanlarda evrimlesen kardes
gruplar oldugu diisiiniilmektedir. Afitler ve endosimbiyontlarinin paralel olarak
evrimlestigi ve endosimbiyontlarin vertikal yolla anneden yavrulara aktarildig

bildirilmigtir (Martinez-Torres vd., 2001).



Birincil endosimbiyont B. aphidicola tipik olarak konaginin viicut boslugunda bulunan
misetosit ya da bakteriosit ad1 verilen 6zellesmis hiicreler icerisinde bulunur (Sasaki ve
Ishikawa, 1995). Ergin bir afit tahmini olarak 5,6 x 10° Buchnera hiicresi tasiyabilir.
Ancak endosimbiyont bakteri sayist konagi olan afitin performansi, mevsimsel
degisiklikler, sicaklik degisiklikleri ve afitin beslendigi konak bitki gibi bir¢ok
faktorden etkilenebilmektedir (Yao, 2019). Afit-Buchnera iligkisine sicakligin etkisinin
aragtirilldigi  bir ¢alismada, farkli sicakliklarda yetistirilen Vicia faba {izerinde
Acyrthosiphon pisum bireylerindeki Buchnera populasyonunun yogunlugunu belirlemek
icin kantitatif hibridizasyon i¢cin DNA prob (GroESL) kullanilmustir. Ergin bir afitin
yaklasik 5.6 x 10° adet Buchnera hiicresi tasidigi belirltilmis olup (Baumann ve
Baumann, 1994), 15°C ve 25°C arasindaki sicakliklarda afitlerin bakteriyel
yogunlugunun 1.3x107 den 2.0x10" e kadar arttigi, ayrica 37°C ve -10°C’ de
endosimbiyotik iliskinin bozuldugu ayrica afitlerdeki endosimbiyotik bakteri
yogunlugunun bocegin gelisme asamasina gore degiskenlik gosterebilecegi belirtilmistir

(Humphreys ve Douglas, 1997).

Buchnera’ nin 641 kb uzunlugunda, birgok zorunlu amino asidin biyosentezinden
sorumlu genleri kodlayan AT niikleotid ¢ifti agisindan zengin bir genoma sahip oldugu
ancak genomunun hiicre yiizey bilesenlerinin biyosentezinden sorumlu genlerle
hiicresel savunmada gorevli genler ve regiilator genlerden yoksun oldugu belirtilmistir
(Shigenobu vd., 2000). Bezelye afiti Acyrthosiphon pisum’ un endosimbiyontu olan
Buchnera’ nin genomu bazi restriksiyon enzimleri kullanilarak PFGE (Pulse-Field Gel
Electrophoresis) ile 657 kb biiylikliiglinde halkasal bir DNA molekiilii olarak
karakterize edilmistir. Ayrica Buchnera’ nin genom haritasi, Escherichia coli ve
Haemophilus influenzae’ nin genom haritasi ile karsilastirilmis; Buchnera’ nin E. coli’
ye daha benzer oldugu belirtilmistir (Charles ve Ishikawa, 1999). Bir bagka ¢alismada,
Buchnera’ nin genom biiyiikliigiini belirlemek igin, 5 afit familyasindan elde edilen 9
farkli Buchnera kromozomu PFGE ile analiz edilmis ve fiziksel haritasi ¢ikartilmistir.
Analiz edilen Buchnera tiirlerinde genom biiyiikliigiiniin korunmayip degiskenlik
gosterdigi belirtilmistir. Bazi tiirlerde Buchnera genom biiyiikliigiiniin 450 kb’ e kadar
diistiigi bildirilmistir (Gill vd., 2002).

Boceklerin ¢ok sayida amino asidi sentezleyemedigi, dolayisiyla klortetrasiklin

antibiyotigi ile endosimbiyontun uzaklastirildigZt ve bu nedenle triptofan



sentezleyemedigi ileri siiriilen afitin triptofan igermeyen bir diyetle beslendiginde
gelismesini devam ettiremedigi ifade edilmistir (Douglas ve Prosser, 1992). Machado-
Assefh vd. (2015), yaptiklar1 ¢alismada Buchnera aphidicola ile mutualistik iligki
igerisinde olan afit tiiri Myzus persicae rifampisin antibiyotigi ile aposimbiyont hale
getirilmis ve bu uygulamanin afitlerin beslenme davranisi ile tiikriik salgisindaki
genlerin ekspresyonuna etkisini belirlemeye ¢alismislardir. Buchnera aphidicola’ nin
zorunlu amino asit ve vitaminleri sentezlemek disinda bitki- bdcek etkilesimine de
katkis1 oldugu bildirilmistir. Ayrica M. persicae’ nin tiikriikk salgisinda konak bitkinin
metabolizmasinda gorevli bakteriyel proteinlere rastlanmistir. Aposimbiyotik afitlerin
beslenme davranislarinda farkliliklar, afitlerin konak bitkiye stiletlerini penetre etme
stiresince bazi problemler ve konak bitkinin afitler tarafindan taninmasinda gecikmeler

goriilmiistiir.

Buhnera’ nin afit metabolizmasina etKisi

Endosimbiyont bakteri Buchnera’ nin konagmin bitki 6z suyundan aldig1 esansiyel
olmayan amino asitleri kullanarak fenilalanin ve triptofan gibi aromatik esansiyel amino
asitlerin sentezinde rol oynadigi Machado-Assefh vd. (2015) tarafindan bildirilmektedir
(Sekil 2.1.). Afitlerin beslenmesinde endosimbiyontlarin rolii ile ilgili ¢alismalar,
sentetik besi ortamlarinin gelistirilmesi, klortetrasiklin antibiyotiginin kullanim1 ve
aposimbiyont afitler iiretmek igin 1s1 sok uygulamasinin gelistirilmesiyle daha da
kolaylagmustir (Dixon, 1998). Afit-endosimbiyont iliskisinde bakterilerin etkisinin
calisilabilmesi icin afitlere farkli dozlarda ve farkli sekillerde antibiyotik uygulamalari

yapilarak aposimbiyont hale getirilmeye ¢aligilmaktadir.

Ik olarak 1945 yilinda Yellapragada Subbarow ve Benjamin Minge Duggar tarafindan
tanimlanmis olan klortetrasiklin, tetrasiklin antibiyotikler grubu igerisinde yer alir. Bir
toprak numunesinden kiiltiire aldiklar1 Streptomyces aureofaciens tiirli bakteriden izole
etmislerdir. Molekiil formiilii C22H23CIN20sg olan klortetrasiklin, bakteri ribozomlarinda
protein sentezini inhibe ederek bakterilerin gelismesini ve iiremesini olumsuz etkileyen
tetrasiklin grubunda genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Liaoa vd., 2017). Wilkinson
(1998) yaptigi ¢alismada Acyrthosiphon pisum ve Buchnera arasindaki simbiyotik
iliskide, klortetrasiklin ve rifampisin antibiyotik uygulamasimin etkisini tanimlanmaya

calismistir. Antibiyotik uygulamasi ile elde edilen aposimbiyontlarin 6nemli metabolik



diizenlemeler gergeklestirdigi, ancak bu uygulamanin afitlerin mitokondrilerine etki
etmedigini bildirmistir. Antibiyotik uygulamasinin afitlerdeki ozmoregiilasyona,
beslenme oranina, bitki dokusuna penetre olma kabiliyetine ve amino asitlerin
asimilasyonuna etki etmedigi belirlenmistir. Antibiyotik uygulamanin afitlerde bals1
madde miktar1 ve yapisina etkisine iligkin gesitli ¢alismalar da yapilmustir. Bezelye afiti
Acyrthosiphon pisum’ un konak bitki iizerinde bals1 madde iiretimi EPG (Electrical
Penetration Graph) teknigi ile gézlemlenmeye ¢alisilmistir. Dogduktan sonraki ilk 5 giin
Klortetrasiklin antibiyotigi uygulanan Vicia faba bitkisi {izerinde gelisen afitlerin bals1
madde miktari, balst maddenin tanecik biiylikliigli incelenmistir. Genel olarak
aposimbiyotik afitlerin bals1 madde tanecik boyutunun endosimbiyotik bakteri igeren
afitlere gore daha kii¢iik oldugu sonucuna varilmistir (Wilkinson ve Douglas, 1995a).
Bitki tizerindeki ve hazir besiyerindeki afitlere iki giinliik rifampisin uygulamasinin
yapildig1 bir ¢alismada, aposimbiyotik afit dokusundaki ve bals1t maddesindeki glutamin
seviyesi, aminoasit igerigi, amonyum miktar1 ve glutamin sentetaz aktivitesi
endosimbiyont igeren afitlerinki ile karsilastirilmistir. Afit dokusunda ve balst maddede
yapilan analizlerde; aposimbiyont afitlerde amino asit, glutamin ve amonyum igerigi ile
glutamin sentetaz aktivitesinin endosimbiyont igeren afitlere kiyasla yaklasik iki kat
fazla oldugu tespit edilmistir. Afit besiyerine amonyum katilmasma karsin
endosimbiyont igeren afitlerde azot kaynagmin tam olarak ne oldugunun
belirlenemedigi ifade edilmistir (Wilkinson ve Douglas, 1995b).
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Sekil 2.1. Buchnera’nin afit metabolizmasindaki fonksiyonu (Dixon, 1998)



Buchnera’ nin riboflavin (B2 vitamini) sentaz kompleksinin, sadece simbiyotik iliskinin
stirekli oldugu ve bu iliskinin gen¢ konakta iyi bir sekilde kuruldugu durumlarda aktif
olarak c¢alisigmin ifade edildigi bir ¢aligmada, “Differential cDNA display” ve
kantitatif RT-PZR teknikleri kullanilarak, kimyasal olarak tanimlanmis diyetler ile
riboflavinin endosimbiyont igeren afitlerin ve aposimbiyotik afitlerin performansina
etkisi ortaya konulmustur. Diyet riboflavinin aposimbiyotik afitlerin performansini
artirdigr ve bu afitler icin gerekli oldugu, gen¢ endosimbiyont igeren afitlere zararh
oldugu bildirilmistir. Bu sonuglara gore, geng endosimbiyont igeren afitlerin riboflavin
ihtiyacin1 Buchnera’ dan karsiladiklar1 ifade edilmistir (Giiz vd., 2015; Nakabachi ve
Ishikawa, 1999).

2.1.1.2 Afitler ve ikincil simbiyontlar

Afitler ikincil simbiyontlar olarak bilinen fakiiltatif simbiyontlar da bulundurabilir.
Fakiiltatif simbiyontlar zorunlu degildir ancak olduk¢a 6nemli gorevler iistlendikleri
bildirilmektedir. Bu simbiyontlarin (Serratia, Hamiltonella, Regiella vs...) konagini
predatorlere (parazitik esek arilari) kars1 koruma, biyotik ve abiyotik faktorlere (sicaklik
stresi) karst konak direncinin gelistirilmesi, beslenme ve viicut renginin
farklilastirilmasinda 6nemli bir role sahip oldugu ifade edilmektedir (Koga vd., 2003;
Brinza vd., 2009; Zhang vd., 2015). Koga vd. (2003), Vicia faba bitkisi tizerinde
gelistirilen Acyrthosiphon pisum iyelerinde Buchnera ve PASS’ in (Pea Aphid
Secondary Symbiont) birbirleriyle olan etkilesimleri ve afit tireme-gelismesine etkisini
calismuglardir. Buchnera’ nin eliminasyonu sonucu, PASS konagmin hayatta kalmasina
ve iliremesine imkan vererek birincil endosimbiyont Buchnera’ nin yerini almaktadir.
Diger taraftan PASS’ m Buchnera’ y1 baskilayarak, afitin de performansini olumsuz
yonde etkiledigi bildirilmistir. Afitlerin fakiiltatif endosimbiyontlar1 ile yapilan bir
baska calismada, endosimbiyontlarin konagina farkli ekolojik faydalar sagladigi
belirtilmis olup, Enterobacteriaceae liyesi X-tip bir bakterinin, afitleri fungal patojen
Pandora neoaphidis’ e karsi korudugunu ve parazitoid Aphidius ervi’ ye olan direncini
arttirdigimi belirtmislerdir. Ayrica X-tip bakterinin, afitin sicaklik stresine kars1 verdigi
yaniti da etkiledigini bildirmislerdir (Heyworth ve Ferrari, 2015). Burke vd. (2009),
cogu afit tiiriiniin farkl rolleri iistlenen endosimbiyont bakteri bulundurduguna dair
yaptiklar1 ¢aligmada 51 Lachninae afit alt familyasina ait fakiiltatif simbiyont olan

Serratia symbiotica ile filogenetik analizler gergeklestirmisler, simbiyontlarin



dagiliminda, morfolojilerinde ve fonksiyonlarinda bazi farkliliklar gézlemlemislerdir.
Ayrica bu fakiiltatif endosimbiyont bakterilerin konagini 1s1 stresine karsit korudugu ve
afit beslenmesinde de potansiyel olarak rol aldigini belirtmislerdir. Jousselin vd. (2016),
afitlerle iliskili endosimbiyont bakterileri arastirarak 16S rRNA gen sekanslarinin
kullanildigi bir calismada, Cinara afit tiirlerinde Buchnera aphidicola birincil
endosimbiyontundan sonra en g¢ok goriilen endosimbiyont bakterinin Serratia
symbiotica oldugu belirlemislerdir. Ayrica Erwinia ve Sodalis ile akraba bir bakteri ile
yeni bir simbiyotik iliskinin olabilecegi ifade edilmistir. Bunlara ek olarak,
Hamiltonella defensa simbiyontunun afitleri parazitik Aphidius ervi’ ye karst koruyan
lizojenik bir bakteriyofaj i¢erdigine, Regiella insecticola’ nin da fungal patojene karsi

direng sagladigini da belirtmislerdir.

Ikincil simbiyontlar bireyler arasinda ve tiirler arasinda vertikal veya horizontal yolla
aktarilabilir (Russel vd., 2003). Ikincil simbiyontlar, birincil endosimbiyontlar gibi
Ozellesmis hiicre gruplarinda bulunmazlar. Bunun yerine genellikle ikincil bakteriosit
hiicrelerinde, kilif hiicrelerinde ve hemolimfde lokalize olmuslardir. Kilif hiicreleri ise
birincil bakteriosit hiicrelerinin etrafinda bulunan kii¢iik diiz hiicrelerdir (Moran vd.,
2005). Ornegin Hamiltonella defensa, Serratia symbiotica, Regiella insecticola ve
Rickettsiella sekonder bakteriyositlerin ve kilif hiicrelerinin sitoplazmasinda yerlesirken
A. pisum’ un hemolimfinde de bulunurlar (Fukatsu vd., 2000; Moran vd., 2005;
Tsuchida vd., 2005).

Yapilan c¢aligmalarda Buchnera gibi birincil endosimbiyontlarin elemine oldugu
kosullarda ikincil simbiyontlarin birincil endosimbiyontlar gibi canliya destek oldugu
goriilmiistiir. Dolayisiyla stres kosullarinda birincil endosimbiyontlar inaktive
edildiginde kosullara adapte olabilen ikincil simbiyontlarin canliya destek olabildigi
belirtilmektedir (Koga vd., 2003). Sadece endosimbiyontlar afitlerin ¢evreye direncini
ve adaptasyonunu degil ayn1 zamanda afitler de stres kosullarina karsit bulunduklari
konagin direng mekanizmalarini harekete gecirmektedir. Yapilan bazi1 ¢aligmalarda afit
istilasinin bitkinin bocek direncini artirdigi, bitkide adeta bir as1 etkisi olusturdugu tespit
edilmistir (Smith ve Chuang, 2014; Coppola vd., 2018).



2.2 Canlilarda Stresin Etkileri

Biyotik ve abiyotik faktorlerin etkisiyle canlilarda ortaya ¢ikan degisimlere stres denir.
Canlinin yagamini siirdiirebilmesi i¢in i¢ ortaminin dengede olmasi ve ¢evreye uyum
saglamas1 gerekmektedir. I¢ ve dis ortamdaki degisikliklere karsi bircok savunma
mekanizmas1 gelismistir. Bu savunma mekanizmalari sayesinde canli yasamim
siirdiirmeyi basarir. Cesitli stres faktorleri canlilarda homeostazinin ve metabolizmanin

degismesine yol agar (Cengiz, 2001).

2.2.1 Bitkilerde stres ve strese yol acan faktorler

Stres, onemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol agmak suretiyle bitkilerde
bliylimeyi ve gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken {irtinde nitelik ve niceligin
yitmesine, bitkinin ve bitki organlarinin yasantisin1 yitirmesine neden olabilmektedir.

Dogadaki ¢ok ¢esitli biyotik ve abiyotik ¢evre etmenleri bitkilerde strese neden olur
(Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Bitkilerde biyotik ve abiyotik ¢evresel stres etmenleri (Kacar vd., 2002)

ABIYOTIiK ETMENLER BiYOTiK ETMENLER
Fiziksel Etmenler Kimyasal Etmenler

Kuraklik Hava kirliligi Yabani bitkiler

Sicaklik Bitki besin elementleri Bocekler
Radyasyon Pestisitler Hayvanlar
Su baskini Toksinler Hastaliklar

Mekanik etkiler Tuzlar Mikroorganizmalar
(Riizgar, kar ve buz Ortiisil) Toprak ¢ozeltisi pH’ s1 | (Viris, bakteri ve mantarlar)

Bitkiler patojen

saldirilarindan

kendilerini

korumak igin

bir¢ok

savunma

mekanizmasina sahiptir. Bu savunma mekanizmalar1 bazi patojenler i¢in caydirict bir
rol oynamasina karsin bazi patojenler icin etkisiz kalmaktadir. Bunun sonucunda da
hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bakteriler, funguslar, viriisler ve nematodlar gibi bir¢cok
organizma i¢in besin kaynagi olan bitkiler, patojenlerden soyutlanamazlar fakat

kagmilmaz olan patojen saldirilarimi algilamak ve karsi koymak i¢in evrim siirecinde
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uygun savunma stratejileri gelistirmislerdir. Bitkiler patojen istilasina etkili bir bigimde
durdurabilmek i¢in yapilarinda var olan fiziksel ve kimyasal engeller kadar, patojen
atagi ile aktive olan, uyarilabilir savunma tepkilerini de kullanirlar. Bitkiler stres ile ya
basa ¢ikabilmekte ya da o stres faktoriinden uzaklasmaktadirlar. Stres faktorleri yapisal
ve metabolik hasarlara neden olmaktadirlar. Bu hasarlar geri doniisiimlii veya geri

doniisiimsiiz olabilir (Kog ve Ustiin, 2008).

Cesitli patojen ve predator saldirilarinda bitkiler iizerinde stres ve direng
mekanizmalarinin uyarilmasiyla savunma mekanizmalarinin ¢alistirildigi belirlenmistir.
Afit saldirisina direngli bitkiler oldugu kadar, bazi afitlerin bitki direncini uyarabildigide
cesitli caligmalarda gosterilmistir. Bazi ¢alismalarda afit istilasinin bitkilerde c¢esitli
metabolik degisiklikler olusturarak 6rnegin stres hormonu salisilik asit ve jasmonik asit
sentezini saglayarak bitkinin ikincil istilalara karsi savunmasini artirdiklar: tespit
edilmistir (Jaouannet vd., 2014; Smith ve Chuang, 2014; Coppola vd., 2018). Bocek ve
patojen istilasinin stres hormonlar1 yaninda bitkilerde c¢esitli sekonder metabolit
tiretimini de artirdig1 ve bu sekonder metabolitlerin bitkinin savunma sistemi ile iliskili
oldugu belirtilmistir. Buna kars1 afitler ise tlikriik bezlerinde bulunan ¢esitli kimyasal ve
enzimlerle bitkilerin savunma yanitlarin1 hafifletmeye calistiklar1 tespit edilmistir
(Cheynier vd., 2013; Mugford vd., 2016; Thorpe vd., 2016; Wang vd., 2016).

Bitki besin elementleri

Bitkiler topraktan bazi inorganik maddeleri alarak organik bilesikler iretirler. Bitki
gelismesi icin gerekli elementler makro ve mikro besin elementleri olmak iizere
siniflandirilir. Bu besin elementlerinin siniflandirilmasinda degisik kaynaklar arasinda
farkliliklar bulunmaktadir (Kacar vd., 2002). Genellikle makro besin elementleri azot,
fosfor, kiikiirt, potasyum, kalsiyum ve magnezyum olarak kabul edilirken, mikro besin
elementleri ise klor, bakir, demir, bor, ¢inko, molibden, mangan ve sodyum olarak
kabul edilmektedir. Azot bitkiler i¢in mutlak gerekli bir elementtir. Bitki azotu
topraktan nitrat ve amonyum iyonlar1 seklinde alir. Bazi 6zel enzimlerle nitrat dnce
nitrite ardindan amonyaga doniiserek indirgenir. Olusan amonyak yada amonyum
amino asitlere, amidlere ve benzer bilesiklere Oziimlenir. Ayrica enzimlerin, bazi
vitamin ve hormonlarin sentezinde de azot kullanilir. Mikro besin elementi olan klor

fotosentez reaksiyonlarinda fotoliz olayinda mangan ile birlikte gorev yapar. Ayrica
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stomalarin a¢ilip kapanmasi, ozmotik basincin ayarlanmasi, karbonhidrat metabolizmasi
ve su stresine dayamikliligin artirilmasi iizerinde rol oynar. Bitkilerde klor
konsantrasyonu fazlaligi, depo organlara fotosentez iriinlerinin tasinmasinda
aksakliklara yol acabilir. Sodyum ise bitkinin gelismesi, stomalarin hareketi ve don
tehlikesine karsi bitkiyi korumada etkili oldugu gibi fotosentez miktar1 iizerine de

olumlu ve dnemli etki yapar (Kacar vd., 2002).

Vicia faba (Bakla) bitkisinin genel 6zellikleri

Vicia faba, Fabaceae familyasina ait olup, gida olarak tiiketildigi gibi yem bitkisi olarak
da tarimi yapilan tek yillik ¢icekli bir bitkidir. Enine kesitinde kare gévdeli olan bakla
50-180 cm yiiksekligine sahip sarims1 gri-yesil renkli bir bitkidir. Tiirkiye, Misir, Fas,
Ispanya, Italya, Asya ve Cin' de yaygin olarak iiretilmektedir. Diinyada genis capta
uretilebilen bu bitkinin ¢esitli boceklere ve oOzellikle afit istilasina ugradig:
bilinmektedir (Duc, 1997). Afit istilasun neden oldugu etkiler olarak Vicia faba
bitkisinde klorofil miktarlar1 istilaya ugramayan bitki yapraklariyla kiyaslanmis ve

istilanin klorofil miktarimi azalttig1 bulunmustur (Golawska vd., 2011).

2.2.2 Afitlerde stres

Afitler degisen c¢evre kosullarina kisa zamanda uyum saglayabilecek sekilde farkl
adaptasyon mekanizmalarina sahip boceklerdir. Kalabalik, konak bitki kalitesi, sicaklik
gibi baz1 etmenler afitlerde strese sebep olabilir. Konak bitkinin besin kalitesi afitlerin
bliytikligli, dagilimi, hayatta kalma ve {ireme oraniin belirlenmesinde olduk¢a énemli
bir faktordiir. Bitkinin yaslanmasi gibi bazi faktorler bitki besin igerigini diisiirebilir.
Konak bitki kalitesindeki bu degisiklikler afitlerde kanatli birey olugumunu tetikler.
Ayrica lizerinde yasadiklar1 konak bitkide kisa zaman igerisinde birey sayisini ¢ok hizli
bir sekilde artirabilirler. Birey sayisindaki artis afitlerin konak bitkiden yeterince
faydalanamamasina yol acar. Ornegin A. pisum, bitkideki olgun yapraklardan beslenme
sirecinde kalabaliga karsi bir tepki gosterirken, Dysaphis devecta konak bitki
kalitesinde meydana gelen degisimlere cevap olarak sadece kanatli birey sayisini
artirmaktadir (Dixon,1998). Antibiyotik uygulamalariyla Buchnera varhigmin afit
morfolojisi lizerindeki etkilerinin arastirildigi ¢calismalardan birinde, 3 farkli afit tiiriiniin

(Aphis fabae, Megaura viciae, Acyrthosiphon pisum) kanat gelisiminde Buchnera’ nin
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olas1 etkisi ¢alisilmistir. Klortetrasiklin uygulanan fasulye bitkisi lizerinde gelistirilen
afitlerin biiylime ve gelismelerinde sinirlamalarin oldugu, dogurganliklarinin diistiigii ya
da hi¢ olmadig1 gozlemlenmistir. Antibiyotik uygulamasi, A. pisum ve M. viciae’ nin
boyutlarinda ve dogurganlhiklarinda benzer etkiler gosterirken, antibiyotik
uygulamasinin bu tiirlerde kanat gelisimini etkilemedigi gorilmistir (Hardie ve
Leckstein, 2007). Bir baska c¢alismada ise Sitobion avenae afit tiriiniin kanat
dimorfizmine, acligin ve simbiyont Buchnera’ nin etkisi c¢alisilmistir. Rifampisin
antibiyotik uygulamasi ile aposimbiyont hale getirilen afitlerin dogurganliginin, viicut
agirhiginin, kanath birey sayisinin diistiigii ayrica acligin da kanathi birey yiizdesini ve
hayatta kalma oranimi diistirdiigii belirlenmistir (Zhang vd., 2015). Montllor vd. (2002),
sicaklik stresi altinda bezelye afiti Acyrthosiphon pisum ve fakiiltatif bakteriler
arasindaki iligkiyi tanimlamaya c¢alismiglar ve fakiiltatif bakterilerin konagina fayda
sagladigimi bildirmislerdir. Calismada ikincil simbiyont PASS ve Riccketsia (Pea Aphid
Rickettsia) kullanilmigtir. Daha serin hava kosullar ile karsilastirildiginda afitlerdeki
PASS sayisinin sicak havalarda arttigi belirtilmistir. PASS icermeyen afitler sicaklik
stresi altinda tireyemezken, PASS igeren afitlerin % 80-100’ iiniin yavru birey verdikleri

belirtilmistir.

Morgan vd. (2001), yaptiklar1 ¢alismada iki ayri kiiltiirde yetistirilen Acyrthosiphon
pisum’ un farkli sicaklik derecelerinde (12, 16, 19, 23, 26°C) baz1 yasamsal
parametreleri degerlendirilmeye ¢alisilmistir. Afitlerin  hayatta kalma oranlar,
yavrularin gelismesi veya Olmesi, gelisme zamani, yasa bagli dogurganlik oram
degerlendirilmistir. Yavru gelismesi ve dogurganlik parametreleri farkli sicakliklarda iki
kiltiir arasinda degiskenlik gdstermistir. Konaginin bitki 6z suyundan yeterince
saglayamadigi bazi zorunlu aminoasitleri ve vitaminleri sentezleyip konaginin
tiremesine katki saglarken, afitlerin de endosimbiyont bakteri i¢in giivenli bir ortam ve

besin sagladigi diisiiniilmektedir (Giiz vd., 2015).

2.3 Afitlerde Morfoloji ve Morfometrik Calismalar

Canlilarin tanimlanmalarinda kullanilan morfolojik o6zellikler son yillarda ozellikle
boceklerde cevresel kosullarin etkilerinin arastirilmasinda da kullanilmaktadir. Ozellikle
kiiresel 1sinmanin etkilerinin afitler tizerinde ne tip farkliliklar olusturabildigine iliskin

cesitli caligmalar yapilmaktadir (Awmack vd., 1997; Mdellel ve Kamel, 2015).
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Afitlerde yapilan morfometrik ¢alismalarda en ¢ok kullanilan morfometrik karakterler
viicut uzunlugu, anten uzunlugu, antenin birinci, ikinci, ti¢lincili, dordiincii ve besinci
segmentinin uzunluklari, antenin altinci segmentinin bazal kismi ve terminal kismu,
kauda ve sifunkuli uzunlugu, tibia ve femur uzunlugudur (Mdellel vd., 2019). Afitin
genel morfolojik 6zelliklerine bakildiginda; 1-7.8 mm arasinda degisen boyutlara sahip
olan afitlerin viicudu 18 segmentten olusur (Sekil 2.2.). Bu segmentlerin alt1 tanesi bas,

lic tanesi govde (thoraks) ve dokuz tanesi de karin kismini olusturur (Blackman ve
Eastop, 2006).

—— / ‘s Lo ‘é:uuwul

Sekil 2.2. Kanatsiz A. pisum afit tiiriiniin morfolojik kisimlari

Bas iizerinde anten ve agiz pargalar1 yer almaktadir. Afitlerde bas genellikle viicuda
gore kiiciik boyutlardadir. Genellikle gévde ve bas ayridir ancak bazi tiirlerde birlesik
de olabilir. Gozler, rostrum, bir ¢ift anten bas tizerinde bulunan yapilardir. Afitlerde
anten farkli sekillerde olmaktadir. Anten yapisi ii¢ ile alti segment arasinda
degismektedir. Segmentler {iizerinde birincil ve ikincil rhinaria adi verilen duyu
organlar1 bulunur (Sekil 2.3.). Ozellikle kanatli bireylerin siniflandirilmasinda bu duyu
organlarmin biiyiikliigii, sayist ve konumu olduk¢a énemlidir. Anten {izerinde tiiyler de

bulunabilir ve bu tiiylerin uzunlugu, sekli de tiir tanimlamada kullanilan bir karakterdir.

14



Sekil 2.3. A. pisum’un anten segmentleri (1-4 segment)

Son anten segmenti (VI. segment), genis bir kaide kismi1 (Base) ile dar bir u¢ kismindan
(PT) olusur. Bu segmentin u¢ kisminin taban kismina olan oram1 (PT/Base)
smiflandirmada ¢ok fazla kullanilan karakterlerdendir (Blackman ve Eastop, 2006).
Ayrica afitler, bitki 6zsuyunu emmek i¢in rostrum (hortum) adi verilen agiz pargasi
bulundururlar. Rostrumun uzunlugu ve sekli afit tiiriine gore farklilik gostermekle
beraber, beslendigi konak bitkiye gore de farklilik gosterebilir. Rostrum genellikle bes
segmentli bir yapidir. Afit tiir teshisinde rostrum IV+V segmentlerin uzunlugu ve son
segmentteki birincil ve ikincil tiiylerin sayis1 da yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil
2.4)). Cogu afit tiirtinde iyi gelismis bilesik gozler bulunurken bazi tiirlerde ii¢ fasetli
(triommatidium) gozler bulunmaktadir (Blackman ve Eastop, 2006).
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Sekil 2.4. A. pisum’un rostrum IV+V segmentleri

Govde (thoraks) iizerinde kanatlar ve ii¢ ¢ift bacak yer alir. Govde, prothorax,
mesothorax ve metathorax olmak iizere {i¢ segmentten olusur. Kanatlar, 6n ve arka
olmak iizere iki par¢adan olusur. Iki ¢ift halinde bulunan 6n kanat, arka kanattan daha
genis olup ince, seffaf ve damarlidir. Arka kanat kii¢iilk ve daha az damarlidir. Arka
kanatta ugma sirasinda 6n ve arka kanatlari bir arada tutmaya yarayan humuli adi
verilen bir yap1 bulunur. Gévdede yiiriimeyi saglayan ii¢ ¢ift bacak bulunur. Afitlerin
konak bitkideki hareketinde ve konaktan beslenmesinde bacak segmentlerinin yapisi
olduk¢a 6nemlidir. Konak bitkinin yapisindaki tiiylerin uzunluguna gore afit bacak
uzunlugunda farkliliklar goriilebilmektedir. Agir ve biiyiikk yapili olan abdomeni
tasimakta kullamlan arka bacaklar genellikle 6n bacaklardan daha uzundur. On bacaklar
genellikle yiiriimek, beslenme sonrasinda bitkiyi itmek ve tehlikeli durumlarda bitkiden
kagmakta kullanilir. Arka bacak tarsusu genelde iki segmentli olup bitkiye tutunmada
son segment olduk¢a onemlidir Bacagin ikinci segmenti (HT II) birinci segmentinden
(HT 1) olduk¢a uzun ve giivenilir bir taksonomik karakterdir (Sekil 2.5.). Arka bacagin
femur ve tibia uzunlugu, bacak iizerinde killarin bulunup bulunmamas: gibi 6zellikler

afit tiir teshisinde kullanilan karakterlerdendir (Blackman ve Eastop, 2006).
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Sekil 2.5. A. pisum’un arka bacak tarsus segmentlerinin goriiniimi

Abdomen (karin), sekiz segmentten olusur. Dokuzuncu segment kuyruk ve anal plak ad1
verilen yapilara doniismiistiir. Kanatsiz bireylerin karin kisimlari, kanatl bireylere gore
daha kiigiiktiir. Abdomenin besinci segmentinin dorsal kisminda tiire 6zgii sekil ve
boyutlarda olan sifunkuli adi verilen bir ¢ift yapi1 bulunur (Sekil 2.6.). Sifunkuli
uzunlugu tiirler arasinda degisebildigi gibi farkli konak bitki iizerinde gelisen ayni
tirlerde de degisebilmektedir. Sifunkuliler tehlike aninda alarm feromonlar1 salgilarlar
bu nedenle muhtemelen daha uzun sifunkuliye sahip afitler alarm feromonunu daha
genis bir alana salarak tehlike diger bireylere bildirilir. Bu sayede afitler cevresel

kosullara adapte olabilirler (Mehrparvar vd,, 2012).

Sekil 2.6. A. pisum’da sifunkuli ve kaudanin genel goriiniimii
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Abdomenin en son segmentinde aniisiin hemen tizerinde kauda ad1 verilen kuyruk yapisi
yer alir (Sekil 2.6.). Afit tiirlerine gore farkli biiytlikliik ve sekillerde olabilen kauda
genel olarak bogumlu, iicgen, dil, migfer bazen de yuvarlak sekillerdedir. Kuyrugun
sekli ve lizerinde bulunan tiiy sayisi, sifunkuliye olan orani siiflandirmada 6nemlidir.
Bir afit kolonisinde bireylerin ergin olup olmadig: belirgin bir kauda yapisinin varligi
ile anlagilir. Yaprak bitleri ¢ok farkli renklerde olabilirler. Viicut renkleri pembe, yesil,
siyah, beyaz, bronz, koyu kahve veya lizerlerindeki az veya yogun mumsu tozdan dolay1

acik turuncu, grimsi mavi tonlardadir (Blackman ve Eastop, 2006).

Acyrthosiphon pisum (Harris, 1776)

Yaygin olarak bezelye yaprak biti olarak bilinen Acyrthosiphon pisum, Aphididae
familyasinda bitki 6zsuyu ile beslenen bir afit tiiriidiir. Diinya tizerinde bezelye, bakla,
yonca gibi yem bitkilerinin de i¢inde bulundugu bir¢cok baklagil tiirii ile beslenirler.
Ayrica yaklagik 30 kadar viriisiin taginmasinda vektor gorevi {istlenen, ciddi iriin
kayiplarina sebep olan biiyiik tarimsal O©Oneme sahip afit tiirleri arasinda

degerlendirilmektedir (Khan ve Yoldas, 2018).

Smif : Bocekler

Takim : Homoptera

Alt Takim Sternorrhyncha

Ust Familya : Aphidoidea

Familya ; Aphididae

Cins : Acyrthosiphon Mordvilko, 1914
Tiir : Acyrthosiphon pisum Harris, 1776

Sekil 2.7. Kanatli (a) ve kanatsiz (b) Acyrthosiphon pisum tiiriiniin genel goriinimii
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Kozmopolit bir tiir olan A. pisum, konak olarak otsu bitkileri ve agaglari tercih edebilen
onemli bir tarim zararlisidir. Giiniimiizde biyolojik calismalarda yogun bir sekilde tercih
edilen model bir organizmadir (Brisson ve Stern, 2006). Laboratuvar kosullarinda
konak bitki iizerinde iireme dongiislinii kolayca tamamlayabilir ve birgok afit tiiriine
gore biiyiik boyutlu olmasi1 da fizyolojik ¢alismalar1 kolaylastirmaktadir. 2010 yilinda
Uluslararas1 Yaprak biti Genomik Konsorsiyumu, 2n = 8 kromozomda yaklasik 525
megabaz ve 34000 ongoriilen genden olusan bezelye yaprak biti genomunun agiklamali
bir taslak dizisini yayinlamistir. Bu yayimn, A. pisum’ un ilk genomunu olusturmustur.
Genom biiyiikliigii ile ilgili yapilmis bir ¢calismada son yapilan diizeltmeye gore A.
pisum genom biiylikliigiiniin 464 Megabaz oldugu ve yaklasik 2000 gen ailesi i¢erdigi
belirlenmistir (Anonymous 2018). Kanatsiz ergin bireyler genellikle pembe ya da yesil
renkli olarak belirlenmistir (Sekil 2.7.).
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BOLUM I11
MATERYAL VE METOT
3.1 Orneklerin Toplanmasi
Nigde ilinde gergeklestirilen arazi ¢aligmalarinda Acyrthosiphon pisum oldugu tahmin
edilen afit 6rnekleri Vicia faba bitkisi tizerinden ince bir firga yardimiyla % 95 lik etil

alkol bulunan ependorf tiipler igerisine alinmistir (Sekil 3.1.). Toplanan 6rnekler teshisi

yapilmak iizere etiketlenmistir.
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Sekil 3.1. A. pisum bireylerinin 6rneklenmesi (Nigde, Ciftlik, Murtaza kdyii)
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3.2 Orneklerin Preparasyonu ve Teshisi

Arazi caligmalar1 sonucu Vicia faba bitkisi tizerinden toplanan &rneklerin A. pisum

oldugunun belirlenebilmesi i¢in preparasyonu ve teshisi yapilmaistir.

3.2.1 Preparasyon

Preparasyon islemleri Martin (1983)° de belirtilen prensipler dogrultusunda

gerceklestirilmistir.

® % 95’ lik etanolde bulunan o6rnekler 1-2 dakika 80°C sicak su banyosunda
kaynatilmistir.

e Ardindan sonra tiiplerdeki alkol pipet yardimiyla uzaklastirilip 6rnekler % 10°
luk KOH ¢ozeltisi igerisinde 3-5 dakika daha kaynatilmistir.

e KOH tiiplerden bosaltilip ve distile su ile 5 dakika kadar yikandi ve yikama
islemi birkag kez tekrarlanmustir.

e Daha sonra Orneklerin icerisinde yiizebilecegi kadar karanfil yagi eklenip
yaklasik 20 dakika kadar renk agilana kadar beklenmistir.

e Rengi agilan ornekler, kanada balsamu siiriilen lam tizerine yerlestirilmistir.

e Lamel ise ksilene batirilip cikartildiktan sonra uygun aciyla hava kabarcig
kalmayacak sekilde kapatilmistir.

e Preparasyon islemi biten preparatlar etiketlenip numaralandirilmistir.

e Preparatlar etiivde 50°C’ de bir hafta kurumaya birakilmigtir.

Tamamen kuruyan preparatlar, orneklerin teshisi yapilmak tiizere mikroskop altina

alinmistir.

3.2.2 Orneklerin teshisi

Afitlerin teshisi i¢in konak bitkiye goére hazirlanan tayin anahtart kullanilmistir
(Blackman ve Eastop, 2018). Teshisi yapilip A. pisum oldugu belirlenen 6rnekler stok

kiiltiir olusturmak amaciyla V. faba bitkileri {izerine alinmis ve yaklasik 2 hafta boyunca

cogalmalar1 saglanmstir.
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3.3 Deneme Setinin Hazirlanmasi

Bu c¢alismada kullanilan bakla bitkisinin (Vicia faba) tohumlari 6zel bir firmadan
(SIMAGRO.AGRO&SEED COMPANY) satin alinmistir. Tohumlar yaklagik 5 kg
toprak alabilen 15 cm yiiksekliginde dikdortgen seklindeki plastik saksilara rastgele
ekilmis ve diizenli araliklarla sulama yapilarak diizenli havalandirilan 25 + 2 ° C oda

sicakliginda ¢imlenme siireci beklenmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Vicia faba fidelerinin genel goriinimii

Ekimden yaklasik 15 giin sonra bitkilerin ¢ikisi izlenmistir (Sekil 3.2.). Kontrol grubu
ile birlikte antibiyotik ve c¢esitli azot kaynaklarimim kullanildigi (0,03M) soliisyonlar
hazirlanmistir (Cizelge 3.1.). Bitkiler ihtiyaci olan azotu topraktan nitrat ya da
amonyum formunda almaktadir bu yiizden ¢aligmada azot kaynagi olarak amonyum
nitrat, amonyum kloriir ve sodyum kloriir belirli oranlarda kullanilmistir (Harrison vd.,
2007). Ayrica aposimbiyont bireylerin eldesi igin klortetrasiklin (ACROS ORGANICS,
CHINA) antibiyotigi literatiirde etkili oldugu konsantrasyonlarda hazirlanarak
(50pg/ml) tatbik edilmistir (Wilkinson ve Douglas, 1995a). Antibiyotigin stok

soliisyonlar1 -20 °C” de saklanmustir.
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Cizelge 3.1. Farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik kullanilarak hazirlanan soliisyonlar ve

igerikleri
Grup Grup Kodu Soliisyon igerigi
1. SN NaNO;
2. SNC NaNOs + Klorotetrasiklin
3. AN NHs NO3
4. ANC NH. NOs + Klorotetrasiklin
5. AC NH.CI
6. ACC NH.CI + Klorotetrasiklin
7. C Klorotetrasiklin
8. K Kontrol

Calismada kullanilan yaklasik 15 giinliik bakla bitkileri topraktan alinarak igerisinde
perlit bulunan saksilara {i¢ tekerriirlii olmak iizere aktarilmistir. Perlite aktarma sirasinda
bitkinin koklerinde nodiiller kalmayacak sekilde 3-5 cm kadar traglanmistir (Hardie ve
Leckstein, 2007). Uygulamanin yapilacagi bitkiler iizerine ortalama 30 birey olmak
iizere 3-5 gilinlik afitler yerlestirilmis ve afitlerin bitkiden uzaklasmamasi igin
kafeslenmistir. Bitkilere 16:8 fotoperiyot ve 23 + 2 ° C sicaklikta sekiz giin boyunca esit
miktarlarda (50ml/giin) hazirlanan soliisyonlar uygulanmistir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Deney diizeneginin tek bagina (a) ve genel (b) goriiniimii
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Uygulama bitiminde konak bitki tizerinden A. pisum afit bireyleri ince bir firca
yardimiyla toplanmistir. Toplanan afit 6rneklerinin bir kismi1 morfometrik ¢alismalarda
bir kismi1 da molekiiler galismalarda kullanilmak iizere muhafaza altina alinmistir.
Ayrica afitlerin konakladig: bitki 6rnekleri de gruplandirilip tartimlar: yapildiktan sonra

analizler i¢in aliminyum folyo igerisinde -20 ° C’ de dondurucuda saklanmistir.

3.4 Molekiiler Calismalar

Farkli azot kaynaklar1 ile antibiyotik i¢eren soliisyonlarin uygulandig: bitkiler iizerinden
toplanan afit bireyleri ince bir fir¢ca yardimiyla steril ependorf tiiplerine 2 paralel (ayri
ayri 1’ er ve 2’ ser birey) olacak sekilde alinarak DNA izolasyonuna hazir hale
getirilmistir. Laboratuvar ¢aligmalar1 boyunca DNA’ nin bozulmasina neden olabilecek
biitiin etkenlere kars1 tiim kimyasallar buz i¢inde muhafaza edilmistir. Kontaminasyon
riskini ortadan kaldirabilmek icin kullanilan biitiin malzemeler otoklavlanarak tamamen

steril hale getirilmistir.

3.4.1 Genomik DNA izolasyonu

Buchnera aphidicola endosimbiyont bakterisinin varligin1  belirleyebilmek i¢in
muhafaza edilen afit 6rnekleri DNA izolasyonu i¢in hazirlanmistir. DNA izolasyonu

icin DNA ekstraksiyon kiti QTAGEN DNeasy Blood & Tissue Kit (50) kullanilmistir.

OIAGEN DNeasy Blood&Tissue Kit Prosediirii

1. Calisilacak materyal 1.5 ml santrifiij tiipline yerlestirilip, lizerine 180 pl Buffer
ATL ve 20 ul proteinaz K eklenir ve vortekslemek suretiyle iyice karistirilip
560C de inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresince ara sira vortekslenir.

2. 200 pul Buffer AL eklenip vorteksleyerek iyice karismasi saglanir.

3. 200 pl etanol (%96-100) eklenip iyice karistirilir.

4. DNeasy Mini spin column, 2 ml koleksiyon tiiplerine yerlestirilir ve karisim bu
tiipe pipetlenir. Bir dakika boyunca >6000 x g’ de (8000 rpm) santrifiijlenir.

Siiziintii koleksiyon tiipii ile beraber ¢ikarip atilir.
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5. Iki ml yeni koleksiyon tiipiine spin column yerlestirilir. 500 ul Buffer AW1
eklenir. Bir dakika siireyle >6000 x g’ de santrifiijlenir. Siiziintii koleksiyon tiipii
ile beraber ¢ikarip atilir.

6. Iki ml yeni koleksiyon tiipiine spin column yerlestirilip 500 plBuffer AW2
eklenir ve 20000 x g’ de (14000 rpm) 3 dakika santrifiijlenir. Siiziintii
koleksiyon tiipii ile beraber ¢ikarip atilir.

7. Spin column yeni bir 1.5/2 ml mikrosantrifiij tiipiine aktarilir.

8. Spin column merkezine gelecek sekilde 200 pl Buffer AE eklenerek DNA
elusyonu saglanir. Oda sicakliginda (15-20°C) bir dakika inkiibe edilir. Ardindan
>6000 x g’ de bir dakika santrifiijlenir.

9. Istege bagl olarak, DNA verimini artirmak igin 8. Adim tekrarlanabilir.

3.4.2 Primerler

Calismada Buchnera aphidicola i¢in spesifik oldugu bilinen Buch16S1R ve Buch16S1F
(Ella Biotech GmbH, SENTEGEN) primer ciftleri kullanilmistir (Koga vd., 2003;
Tsuchida vd., 2002). Primerlerin niikleotid dizileri, erime sicakliklar1 ve GC igerikleri

Cizelge 3.2. ’de verilmistir.

Cizelge 3.2. PZR caligsmasinda kullanilan primerler ve erime sicakliklari

Erime
. %GC
Primer Baz Dizisi (5°-37) Sicakligi Kaynak
Orani
(Tm)
Tsuchida
Buchl16S1R | CTTCTGCGGGTAACGTCA CGAA | %545 62,1
vd., 2002
Tsuchida
Buchl6S1F | GAGCTTGCTCTCTTTGTCGGCAA | %52,2 62,4 4. 2002
vd.,

3.4.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu bilesenlerinin miktar1 ve reaksiyon kosullart 6n
denemelerle optimize edilmistir. PZR karisimi toplamda 50 pl olacak sekilde
hazirlanmistir.  Cizelge 3.3.’de PZR karisiminda kullanilan kimyasallarin alinan

hacimleri ve konsantrasyonlar1 verilmistir.
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Cizelge 3.3. PZR reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlari

PZR Reaksiyon Bilesenleri Alinan hacim (ul) Son Konsantrasyon

1 5U/ul Tag DNA Polimeraz (invitrogen) 0.2 pl 15u
2 10mM dNTPmix (vivantis) 1l 0.2 mM
3 10X PZR Buffer (invitrogen) 5ul 1X

4 50mM MgCI; (invitrogen) 1.5 ul 1.5mM
5 BSA (10mg/ml, SIGMA ALDRICH) 1l ---

6 10uM Buchl6SIR (Ella Biotech GmbH) 2.5 ul 0.8 uM
7 10 uM Buch16S1F (Ella Biotech GmbH) 2.5 ul 0.8 uM
8 dH20 34.8 ul ---

9 Total DNA 1.5 ul ---

TOPLAM 50 nl

Izole edilen DNA 6rnekleri ile reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra 16S rDNA gen
bolgesi Cizelge 3.4.> de verilen PZR kosullarinda “Gradient Thermocycler” (Applied

Biosystems) kullanilarak ¢ogaltilmustir.

Cizelge 3.4. PZR dongii sayis1 ve sicakliklari

Basamak Sicakhik (°C)  Siire (sn) Dongii Sayisi
On denaturasyon 94 180 1
Denaturasyon 94 45
Primer Baglama 57 30 35
Zincir uzama 72 45
Sonlandirma 72 600 1
Saklama 8 0

3.4.4 Agaroz jelin hazirlanmasi

PZR iirlinleri i¢in % 1’lik agaroz jel hazirlanir. Steril bir erlen igerisine 1 g agaroz
(SIGMA ALDRICH) ve iizerine 100 ml 1X TAE (Trisma Base, Glacial Asetic Asid,
EDTA) ¢ozeltisi eklenip erlenin agzi aliiminyum folyo ile kaplanarak karistirilir. Elde
edilen karisim mikrodalga firinda tamamen c¢oziinene kadar isitilir. Daha sonra
karisimin {lizerine 8 pl 10mg/ml’ lik EtBr (Ethidium Bromide) ¢dzeltisinden eklenip
hafif¢e ¢alkalanir. Manyetik karistiricida karigimin sicakhigi 50-55°C’ ye gelinceye
kadar karistirilir. Elde edilen karigim hazirlanan elektroforez tepsisine yavasca dokiiliir

ve taraklar yerlestirilir. Bu sirada hava kabarcigi kalmamasina 6zen gosterilmelidir.
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Agaroz jel tamamen katilasincaya kadar beklenir ve ardindan taraklar dikkatli bir
sekilde jelden alinir. Elektroforez tepsisi elektroforez tankina yerlestirilir ve iizerine jeli

tamamen Ortecek kadar 1X TAE ¢ozeltisi eklenir.

3.4.5 PZR iiriinlerinin agaroz jel iizerinde yiiriitiilmesi ve goriintiilenmesi

PZR dirtinleri, elde edilip edilmedigi ve Kalitesini belirlemek amaciyla agaroz jelde
yiriitiilmistir. Temiz PZR tiiplerine elde edilen PZR firiinlerinden 10 pl alinmistir.
Uzerine 2 pl yiikleme boyasi (Thermo Scientific 6X Loading Dye) eklenip pipetle
kanistirllmistir. Karigimdan 10 pl alinarak jelde agilan kuyucuklara pipetlenmistir.
Ayrica 100 bp DNA marker (Vivantis VC 100bp Plus DNA Ladder) kullanilmis ve
jelde agilan kuyucuklara pipetlenmistir. Orneklerin jel iizerinde 80 volt dogrusal akim
verilerek, elektriksel alanda 45 dakika yliriimesi saglanmistir. Daha sonra jel,
elektroforez tankindan ¢ikartilip goriintiileme cihazina (Vilber Lourmat Quantum-ST4
1100/20M) yerlestirilmis ve UV 1s1n1 altinda goriintiilenerek fotografi ¢ekilmistir. Jel
tizerinde goriintiilenen her bir 6rnege ait bantlar kontrol edildikten sonra PZR iiriinleri,

dizi analizi icin Sentebiolab Biotech (ANKARA) firmasina gonderilmistir.

3.5 Morfometrik Analizler ve Kullanilan Karakterler

Konak bitki kalitesinin ve azot igeriginin, afitlerin morfolojisi, demografisi, hayatta
kalma, dogurganlik ve Omiirlerini etkileyen Onemli faktorler oldugu bilinmektedir
(Dixon, 1987; Dixon vd.,1993). Farkli azot kaynaklari ve antibiyotik uygulamasi
yapilan bitkilerden toplanan A. pisum afit bireylerinin, morfolojik karakterleri arasinda
ortaya cikabilecek olasi farkliliklar1 belirlemek amaciyla teshisi yapilan bireylerin
morfometrik karakterlerinin Olgiimleri gergeklestirilmistir. Morfometrik karakter
Olciimleri, Olympus BX-51 mikroskobunun 4X ve 10X objektifi kullanilarak
yapilmistir. Farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasi yapilan bitkilerden
orneklenen afitlerden 177 birey tizerinden morfometrik 6l¢iimler yapilmistir. Toplanan
orneklerin bir kismu ergin olmadigindan ya da kanatli oldugundan dolayr ol¢timleri
yapilmamistir. Farkli besin igerikli soliisyonlarin uygulandigi bitkiler tiizerinden
orneklenen popiilasyonlar arasinda biiylikliik ve sekil agisindan bir farklilik olup
olmadigint belirleyebilmek i¢in, afit morfometrisiyle ilgili yapilmis ¢aligmalarda

kullanilan baz1 karakterler belirlenmistir (Foottit ve Mackauer, 1990).
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e BL (viicut uzunlugu)
e Ca. L (Kauda Uzunlugu)

e URSL (Rostrum IV. ve V. segmentlerinin uzunlugunun 6l¢timii)

Belirlenen bu karakterlerin ¢cogunlugu afit sistematiginde kullanilan karakterler olmakla
birlikte diger ayirt edici morfolojik 6zellikler de Slgiime dahil edilmistir. Afitlerle son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda afitlerin ¢evresel kosullarda meydana gelen
degisimlere hizli cevap vermeleri nedeniyle bilateral karakterlerinde meydana
gelebilecek farkliliklar (aynmi karakterin sag-sol uzunluklar1 arasindaki farklilik)
nedeniyle adeta bir biyoindikatdr olarak degerlendirildikleri bilinmektedir (Gordiir,
2006). Yapilan ¢alismada degisik kimyasal igerikli soliisyonlarin gerek bitkinin besin
kalitesini etkileyebilme gerekse afitlerin endosimbiyontlarini baskilayabilme ihtimali
nedeniyle farkli kiiltiirlerden Orneklenen popiilasyonlarin bilateral karakterlerinde
goriilen farkliliklar da dikkate alinmigtir. Bilateral karakterlerde olasi farkliliklar: tespit
etmek i¢in karakterler secilirken bilateral olarak bulunan anten, sifunkuli ve 3. Bacak

segmentlerinin sag ve sol uzunluklarinin 6l¢timleri gergeklestirilmistir. Bunlar;

e R.A3L (Sag Antenin III. seg. uzunlugu)

e R. A6Pt (Sag Antenin 6. segmentinin u¢ kisminin 6lgiimii)

e R.A6Base (Sag Antenin 6. segmentinin taban uzunlugunun 6l¢timii)

e R.A6Pt/A6Base (Sag Antenin 6. segmentin u¢ kisminin OSl¢limiiniin
taban uzunlugunun 6l¢iimiine orani )

e R.AL (Sag Anten uzunlugu)

e R.HT. 3L (Sag Hind Tibia uzunlugu)

e R.HT I (Sag Hind Tarsus 1. Segment uzunlugu)

e R.SIPH L (Sag Sifunkuli uzunlugu),

e L.A3L (Sol Antenin III. seg. uzunlugu),

e L. AG6Pt (Sol Antenin 6. segmentinin u¢ kisminin 6lgiimi),

e L.A6Base (Sol Antenin 6. segmentinin taban uzunlugunun 6l¢timii),

e L.A6Pt/A6Base (Sol Anten 6. segmentin u¢ kisminin Sl¢limiiniin taban
uzunlugunun 6l¢iimiine orani ),

e L.AL (Sol Anten uzunlugu),

e L.HT. 3L (Sol Hind Tibia Uzunlugu),

28



e L.HT I (Sol Hind Tarsus I. segmet uzunlugu),
e L.SIPH L (Sol Sifunkuli uzunlugu),

Her bir 6rnek tizerinden yapilan dlglimlerde, toplam 19 farkli morfolojik karakter ele
almmuistir. Mikroskobik 6l¢limler sonucunda elde edilen sayisal veriler Microsoft Excel
programi icerisine kaydedilmis ve daha sonra istatistiksel analizler i¢in SPSS (SPSS 22
for Windows paket programi) programina aktarilarak analizleri yapilmistir (Landau ve

Everitt, 2004).

3.6 Vicia faba Bitkisi ile Yapilan Analizler

Calisma materyalini olusturan A. pisum afit 6rneklerinin konak bitkiye uygulanan
sollisyonlardan etkilenebilecegi, bitki iizerinde oldugu siirece bitkide strese sebep
olabilecegi ayrica bitkinin topraktan aldigi azot kaynagiin bitki kompozisyonunda
degisiklikler yaratabilecegi ihtimali {izerinde durularak bitkide bazi analizler de

gerceklestirilmistir (Kog ve Ustiin, 2008).
3.6.1 Fotosentetik pigment miktarinin belirlenmesi
Farkli besin igerikli soliisyonlarin uygulandigi Vicia faba bitkisinin yapraklarinda

fotosentetik pigment miktarlarinin tayin edilebilmesi icin Witham vd., (1971) tarafindan

verilen yontem uygulanmustir (Sekil 3.4.).

.

Sekil 3.4. Vicia faba bitkilerinin fotosentetik pigment miktari 6lgiimiine hazirlanmasi
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Bitki yaprak dokusunun bir gramindaki klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve
karotenoid miktarlarinin hesaplanmasi i¢in spektrofotometrede (BOECO S-20
Spectrophotometer) 450 nm, 645 nm ve 663 nm dalga boylarinda absorbans degerleri
okunmustur. Alinan ekstraktlarin olglimlerden elde edilen degerler asagida verilen
esitliklerde yerlerine konulmak suretiyle hesaplamalar yapilmistir.

mg klorofil a/g doku = [12,7 x (D663) — 2,69 (D645)] x (V/ 1000.W)

mg klorofil b/g doku = [22,9 x (D645) — 4,68 (D663)] x (\V/ 1000.W)

mg toplam klorofil/g doku =[ 20,2 x (D645) + 8,02 (D663)] x (\V/1000.W)

mg toplam karotenoid/g doku = 4,07 x D450 - (0,0435 x Kla miktar1 + 0,367 x Klb
miktar1) Esitliklerde: D, klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki optik
yogunlugunu (absorbans degerini); V, % 80’lik aseton son hacmini; W, ekstre edilen

dokunun gram olarak yag agirligin1 gostermektedir.

3.6.2 Prolin konsantrasyonunun belirlenmesi

Prolin konsantrasyonunun belirlenmesinde Bates vd., (1973) yontemi kullanilmistir. Bu
amagla, kontrol ve deneme gruplarinin her birinden iicer adet bir gram taze yaprak
ornegi almarak 10 mL % 3’liik siilfosalisilik asit icerisinde homojenize edilmis, elde

edilen homojenat filtre kagidi yardimiyla stiziilmiistiir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Vicia faba bitkilerinin ekstraksiyonu
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24 saat boyunca serin ve karanlik bir ortamda tutulan siiziintiiden temiz cam tiiplere 2
mL alinmis ve iizerine 2 mL asit ninhidrin ile 2 mL glasiyel asetik asit ilave edilmistir.
Ardindan bir saat boyunca 100 ° C’ de su banyosunda tutulmustur. Reaksiyonun
durdurulabilmesi igin buz banyosu kullanilmistir. Ardindan ¢ozeltiye 4 mL soguk toluen

ilave edilip vorteks yardimiyla karistirilmistir (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. Prolin miktar1 6l¢limii sirasinda renk degisimi

Daha sonra sivi fazdan ¢ekilen toluen iceren fraksiyonun spektrofotometre kullanilarak
520 nm dalga boyunda absorbans degeri okunmustur. Okunan degerler kalibrasyon
egrisinden yararlanarak hesaplanmis (kalibrasyon egrisi i¢in 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5
pmol/prolin igeren standartlar hazirlanmis) ve pmol prolin, g taze agirhik olarak ifade

edilmistir.

3.6.3 Toplam protein miktarinin belirlenmesi

Kontrol ve deney gruplarinda toplam protein miktarinin belirlenebilmesi i¢in her bir
gruptan 3 tekerriirlii olarak birer gram yaprak 6rnegi alinmistir. Alinan yaprak 6rnekleri,
1 mM EDTA igeren, 5 mL pH 7.8’lik 0.05 M Na-P tamponunda buz banyosunda ekstre
edilmistir. Elde edilen ekstrakt sogutmali santrifiij kullanilarak 13000 rpm’ de 30 dakika
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siire ile santrifiij edilmistir. Calismada kullanilan Bradford (1976) yontemi fosforik
asitli ortamda proteinlerin “Coomassie Brillant Blue” reaktifi ile kompleks olusturmasi
ve bu kompleksin 595 nm’ de maksimum absorbans gdstermesi esasina dayanmaktadir.
Bu yontem, diger protein analiz yontemlerine gore, ¢ok kisa siirede uygulanmaktadir.
Ayrica bozucu faktorlerin pek s6z konusu olmamasi, protein boya kompleksinin
cozeltilerde uzun siire kalmasi ve boyanin proteine baglanmasinin ¢ok hizli
gerceklesmesi (ortalama 2 dakika) gibi istiinliikleri nedeniyle tercih edilmistir.
Yontemin duyarliligt da 1-100 pg arasindadir. Santrifiij islemi sonrasi uygun hacimde
aliman siipernatantlara, “Coomassie Brillant Blue” protein boyasi igeren bir mL
reaksiyon karigimi eklenmistir. 25 ° C de 10 dakika bekletilen ornekler,
spektrofotometre yardimiyla 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.
Okunan absorbans degerleri, BSA standartlar1 (0,02-0,2 mg/ml) ile olusturulan
kalibrasyon egrisine uygulanmistir. Boylece Orneklerdeki ¢oziinebilen toplam protein

miktari, mg.g ! taze agirlik olarak belirlenmistir.

3.6.4 Toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi

Fenolik bilesikler bitkilerdeki en 6nemli ikincil metabolit gruplarindan biri olup
antioksidan fonksiyona sahiptirler. Yapilan ¢alismalarda; farkli ¢evresel faktorler ve
stres kosullart altinda feniloproponoid metabolizmasinda ve fenolik bilesik
miktarlarinda artis meydana geldigi gozlenmistir (Biiyiik vd., 2012). Toplam fenolik
madde miktarinin tespiti i¢in farkli azot kaynagi ve antibiyotik kullanilarak olusturulan
8 farkli soliisyonun verildigi Vicia faba bitkilerinin her birinden {i¢ adet 0,1 gram taze
yaprak Ornegi alinarak, 2,5 ml % 80 metanol ile havan kullanilarak ekstrakte edilmistir.
Fenolik madde miktar1 tayini i¢in gallik asit eslenigi olarak da bilinen Folin-Ciocalteu
reaktifi kullanilmistir (Singleton vd., 1999).

e Homojenize edilen ornekler 80 ° C’ de 15 dakika su banyosunda
inkiibasyona tabi tutulur.

e Homojenat tiiplere aktarilarak 500 rpm’ de 10 dakika santrifiijlenir.

e Siipernatant bagka bir tiipe aktarilir ve altta kalan faza metanol eklenip tekrar
santrifiijlenir.

e Siipernatant bir dnceki tiipe eklenir.

e Toplam siipernatanttan 0,1 ml alinir ve {izerine bir ml folin eklenip 5 dakika
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beklenir.

e Uzerine bir ml % 7,5’ lik sodyum bikarbonat (NaHCO3) eklenip, 90 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilir.

e Kor tiipe karsi ile 765 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbansi
Olgiiliir.

e Sonuglar gallik asit standartlarina gore hesaplanir.

Toplam fenolik madde igerigi ise pg GAE/mL olarak ifade edilmistir (Singleton ve
Rossi, 1965, Gayosa vd., 2004).

3.6.5 Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Bitkiler oksidatif stres kosullar1 altinda yasamlarini siirdiirebilmek ve karsilastiklar
stresle basa ¢ikabilmek icin ROS’ un (Reaktif oksijen tiirleri) kontrolii ve detoksifiye

edilmesini saglayan ¢esitli antioksidanlar bulundururlar (Biiyiik vd., 2012).

Bu antioksidanlardan olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim
aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in V. faba bitkilerinin kontrol ve deney gruplarindan
ticer kez birer gram yaprak o6rnegi tartilarak alinmistir. Bir gram yaprak 6rnegi SOD
enzim aktivitesi tayini i¢in 1 mM EDTA igeren, 5 ml pH 7,8’lik 0,05 M Na-fosfat
tamponunda; CAT aktivitesi tayini i¢in 1 mM EDTA igeren, 3 ml pH 7,6’lik 0,05 M
Na-fosfat tamponunda buz banyosunda ekstre edilmistir. Ekstraksiyon eldesi sogutmali

santrifiijjde 13000 rpm’ de 30 dakika siire ile santrifiij edilerek saglanmistir.

3.6.5.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek olan siiperoksit dismutaz (SOD) aerobik canlilarda
siiperoksit radikalinin (O2 ) H202’e (Hidrojen peroksit) cevrilmesi sirasinda gérevli bir
enzimdir. Yapilan ¢aligmalarda; SOD ifadesindeki artisin biyotik ya da abiyotik strese
bagli olusan oksidatif stresle basa ¢ikmada ve bitkilerin stres kosullar1 altinda canliligini
devam ettirmesine katki saglamada 6nemli rolleri oldugu ileri siiriilmiistiir (Biiytik vd.,

2012).
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Beauchamp ve Fridovich (1971) tarafindan uygulanan yonteme goére SOD enziminin
aktivite tayini gergeklestirilmistir. Yontem, 560 nm dalga boyunda ornekte bulunan
SOD enzimi tarafindan, nitroblue tetrazolium’un (NBT) fotokimyasal indirgenmesinin
inhibe edilmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi, 50 mM Na-P tamponu (pH 7,8),
33 uM NBT, 10 mM L-Methionine, 0,66 mM EDTA ve 0,0033 mM Riboflavin
icermektedir. Stipernatant uygun miktarda seyreltilerek lizerine 3 mL reaksiyon karigimi
eklenmistir. Reaksiyonun gerceklesebilmesi icin karisim, 10 dakika 300 umol™? m? s
151k siddeti altinda, oda sicakliginda tutulmustur. Bu siirenin sonunda 560 nm’ de
orneklerin absorbans degerleri spektrofotometre ile okunmustur. Enzim aktivitesi, NBT’
nin % 50 inhibisyonu i¢in gerekli SOD miktari, bir enzim iinitesi olarak hesaplanmstir.
Spesifik enzim aktivitesi, enzim iinitesi mg proteinl.g? taze agirlik olarak

belirlenmistir.

3.6.5.2 Katalaz (CAT) enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Bitkiler oksidatif stres altinda yasamlarini devam ettirebilmek ve stresle basa
¢ikabilmek igin ¢esitli antioksidanlara sahiptirler. Enzimatik bir antioksidan olan katalaz
enzimi bitki hiicrelerinde peroksizomlarda yerlesmistir. CAT; stres kosullar1 altinda
olusan H202’ in H20 ve O2’ e doniisiimiinii saglayarak hiicreleri strese karsi korumada

gorevli en 6nemli enzimatik antioksidanlardandir (Biiyiik vd., 2012).

V. faba bitkilerine uygulanan farkli ¢ozeltilerin ve afitlerin bitkide strese neden
olabilecegi diisiincesiyle bitkilerde CAT enzim aktivitesi tayini gerceklestirilmistir.
CAT enziminin aktivitesinin belirlenebilmesi igin, Bergmeyer (1970) yontemi
uygulanmistir. Yukarida verilen (Bolim 3.6.5) prosediir uygulanarak elde edilen
stipernatantlara, 0,05 M Na-P tamponu (pH 7,0), % 3 H202 ve 1 mM EDTA ilave
edilmigtir. Daha sonra H202’ in tiiketilmesine bagli absorpsiyon degisimi
spektrofotometrede (Thermo Fisher Scientific type) 240 nm dalga boyunda bir dakika
stireyle izlenmistir. Dakikada tiikketilen umol H202 miktar1, bir enzim {initesi olarak
saptanmistir. 240 nm’ de spesifik enzim aktivitesi, enzim iinitesi mg protein™. g taze

agirlik? olarak belirtilmistir.
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3.7 istatistik Degerlendirme

Yapilan biitiin ol¢iimler ve elde edilen analiz verileri SPSS programinda Varyans
analizine (Multiple Range Testlerinden Tukey testi, p<0.05) gore degerlendirilmistir
(Tukey, 1954). Ortalamalarin standart hata ve sapma degerleri de ayni programda

hesaplanmastir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

Bu calisma kapsaminda elde edilen verilerin analizleri sonucunda ortaya ¢ikan sonuglar,
molekiiler bulgular, morfometrik bulgular ve bitki stres analizleri bulgular1 olmak tizere

li¢c baslik altinda ele alinmustir.

4.1 Molekiiler Bulgular

Farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik uygulanan Vicia faba bitkileri {izerinde gelistirilen
A. pisum afit bireylerinde endosimbiyontlarin varliginin etkilenip etkilenmediginin
belirlenebilmesi i¢in Buchnera aphidicola icin spesifik oldugu bilinen primerler

kullanilarak PZR calismasi gergeklestirilmistir (Sekil 4.1.).

——
-
S B G R SRS S S SR S S S S S S e

Sekil 4.1. Buch16S1 primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri
K-1:Kontroll K-2:Kontrol2 AN-1:Amonyum Nitratl AN-2:Amonyum Nitrat2 ANC-1:Amonyum
Nitrat+Antibiyotikl ANC-2: Amonyum Nitrat2 AC-1:Amonyum Kloriirl AC-2:Amonyum Kloriir2 ACC-
I:Amonyum Kloriirl ACC-2:Amonyum Kloriir2 SN-1:Sodyum Nitratl SN-2:Sodyum Nitrat2 SNC-
1:Sodyum Nitratl SNC-2:Sodyum Nitrat2 CLO-1:Antibiyotikl CLO-2:Antibiyotik2 673-1:Pozitif
Kontroll 673-2:Pozitif Kontrol2

Yapilan PZR calismasi neticesinde agaroz jel iizerinde DNA varlig1 ¢alisilan gruplarin
hepsinde (390-400bg) elde edilmistir. Buchnera spesifik primerler kullanilarak elde
edilen PZR iirtinlerinin dizi analizi sonuglart Buchnera varligin1 gostermektedir. Sekans

analizlerinden elde edilen niikleotid dizilerinin FASTA uzantis1 agagida sunulmustur

(Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4.1. Sekans analizinden elde edilen niikleotid dizilerinin FASTA uzantisi

5-
GGGCGGGGGGGGTATATCTGGGGACTACCCAAAAGAGGGGGATAAC
TACTAGAAATGGTAGCTAATACCGCATAATGTTGAAAAACCAAAGTG
GGGGACCTTTTGGCCTCATGCTTTTGGATGAACCCAGACGAGATTAG
CTTGTTGGTAGAGTAATAGCCTACCAAGGCAACGATCTCTAGCTGGT
CTGAGAGGATAACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCT
GATGCAGCTATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGT
ACTTTCAGCGGGGAGGAAAAAAATAAAACTAATAATTTTATTTCGTG
ACGTTACCCGCAGAAGA-3

Elde edilen sekanslar NCBI (National Center for Biotechnology Information) gen
bankast BLAST WEB programu ile analiz edilmis ve dizinin % 99,74 ile Buchnera

aphidicola tiiriine ait oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2.).

Sequences produsing sigrifcant signments:
Sehct Al Neni Ssecdf)
T Agrmacts o
Ousrpn Scom S Comt vt | AT
RIS COOMMIR OROCY BEY €03 SN 00 NN CRum)
Sy G0kt T1 158 Lhoaiig FNA 180 RELE setencs 653 #8) SN U0 BN 00N ¢
S rhrmoTey FNA opre. sal sopeess 603 €81 9% 00 JIT% ooNeo:
B ORCHaTal SNA o608 SRl Mosci 51 883 SN 00 WIS OUOTER

63 891 N W0 WS

2892 SN cesione 65 #0) % 00 @

0 R000N B4 891 WM 00 Bu%

SOTEe gures 653 93 6% 00 W%

Eichren sotacia o S (ioriouanon rassl Coerists gerore 681 891 W% D0 @M
ERI0ece 30 oo St TUCT 1A Ahancnan TYH  COTRAER 0S0ns 641 ¥ N 00 % CRnshd

Sekil 4.2. Sekanslarin NCBI gen bankas1 BLAST analizi verileri

Ayrica Buchnera aphidicola tiiriine ait karsilagtirmali genom analizi de Sekil 4.3.” de

sunulmustur.

37




[EDownload v GenBank Graphics
Buchnera aphidicola (Macrosiphum euphorbiae) strain Meu chromosome, complete genome
Sequence ID: CP033006.1 Length: 645334 Number of Matches: 1
Range 1: 276232 to 276610 GenBank Graphics :
Score Expect Identities Gaps Strand
693 bits(375) 0.0 378/379(99%) 1/379(0%) Plus/Plus
Query 14 ATATC] GGGATAACTAC 72
. I111] IlIII II IICLAAAIIIIIlIIllIIlIlIIIIHIIIII lIIl I IlIl
Sbict 276232 ATATCTGGGGATCTACC AACTACTAGAAATGGTAGCTAATA 276291
Query 73 T T CCAAAGTGGGGGA(.L ue CT ATGC 132
IF 11 !IHHHII ELELE IIH IIIH HIIH l
Sbjct 276292 A.L GAAAAA GGGGGACC GGCCTCA GLA CAG.l 276351
Query 133 '|’ GTTG ATCTCTAGCTGGTCTGAG 192
. IIIl LLELELLILT] III ll I I lIlIIIIIIIIll []1 llIlllIIIlIl
Sbjct 276352 GAGATTAGCTTGTTGGTAGAGTAATAGCCTA ATCTCTA 276411
Query 193 AGGATAAC CAGC CA CTGAGACACGGT CCAGAC CCTACGGGAGGCAGCAGTG 252
; Mu””l HlIGGAAH IGAIIH ELELELELELLELELT l IIIH l
Sbict 276412 CCACACT CACGGTCCAGACTCCT ACGG 276471
Query 253 ?AA "[ AATG GC GATGCAGCTATGCCGCGTGTAT 312
. )] llII ILITL l [LLTLLETECELELEEIETILINLL lIlllIIIlII
Sbjct 276472 GGGAATATTGCACAATG AAAGCCTEATGCAGCTATGCCGCATATAT 276531
Query 313 ‘I’T GTAAA CTAATAA 372
| ll HIHIIIII | } P
Sbjct 276532 TTAGGGTTG AAAJS G.M.AAAAATANLA AATAATTTTATTTCG 276591
Query 373 TGACG’!" ACCCGCAGAAGA 331
. LETTLELTLTL lIILAGL
Sbijct 276592 TGACGTTACCCGCAG 276618

Sekil 4.3. B. aphidicola’ nin karsilastirmali genom analizi

Ancak literatiire gore Douglas ve Prosser 1992’ de yaptiklart bir caligmada
Klortetrasiklin  uygulamasimin Acyrthosiphon pisum afitlerinde endosimbiyontu
giderdigini belirtilmis olup, triptofan olmayan diyetle beslendiklerinde bu birinci nesil
afitlerin  oldiikleri ifade Afitlerde

edilmigtir. endosimbiyontun  giderildiginin

belirtilmesine karsin herhangi bir PZR c¢alismasi ile gosterilmemistir. Ancak

uyguladiklar1 triptofan diyetli ortamda endosimbiyont igeren afitlerin bals1
maddelerinde triptofan varligini teshis ettiklerinde bunun endosimbiyont bakteri kokenli
oldugu ancak antibiyotikle muamele edilenlerde bunun gerceklesmedigi ifade edilmistir.
Buna dayanarak endosimbiyontlarin triptofan gibi esansiyel aminoasitleri sentezledigi

ve afitlerin bu nedenle endosimbiyonta ihtiya¢ duyduklar1 belirtilmistir.

Farkli bir ¢alismada ise endoSimbiyont popiilasyonu ve konak-endosimbiyont
etkilesimlerinde antibiyotik uygulamalarinin etkilerinin birinci nesil afitlerde tam olarak
ortaya ¢ikmadigi gosterilmistir (Koskiniodi vd., 2019). V. faba bitkisi tizerinde yaklasik
11 giin boyunca yetistirilip klortetrasiklin antibiyotiginin de dahil oldugu alti ¢esit
antibiyotik uygulanan afitlerde yapilmis bir arastirmada Buchnera eleminasyonunun ilk

alt1 glin boyunca basarisiz oldugu, ancak 11. giindeki PZR caligmalarinda rifampisin ve
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terramisin uygulamasi yapilan afitlerde Buchnera’ nin elemine oldugu goriilmistiir (Lv
vd., 2018). Dolayisiyla sunulan caligmada antibiyotik uygulamasindan sonra hala
endosimbiyont Buchnera varliginin gozlemlenmesi daha oOnceki bazi caligmalarla
uyumlu olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte endosimbiyontun fonksiyonel olup
olmadigina iliskin herhangi bir “real — time” PZR ¢alismasi yapilmadigindan Buchnera
varliginin etkinliginin tam olarak ortaya konulamadigi sOylenebilmektedir. PZR ile
gosterilen genomun varligr Buchnera’ nin fonksiyonel olup olmadigina iligskin herhangi
bir bilgi vermediginden dolay1 sunulan PZR ¢alismasi Buchnera’ nin etkinligini ortaya
koymak agisindan yetersiz kalmaktadir. Bu etkinligin ortaya konulabilmesi triptofan ve
fenilalanin gibi amino asitlerin sentezinden sorumlu bazi enzimlerin afitlerde aktif

pd (13

olarak c¢alisip calismadigr “real time” PZR uygulamasi ve daha uzun siireli antibiyotik

uygulamasi ¢alismalari ile ortaya konulabilir.

4.2 Morfometrik Bulgular

Laboratuvar calismalar1 sonucunda A. pisum bireylerinin morfolojik 6zellikleri iizerine
bitkiye uygulanan farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotigin etkisini incelemek amaciyla
177 kanatsiz birey {lizerinden temel morfolojik karakterlerin  dlgiimleri
gerceklestirilmistir (EkK-A). Her birey i¢in farkli sayida morfometrik karakter olgtimii
yapilmis olup Olgiilen karakterlerin ortalamalari ile standart sapmalar1 hesaplanarak
analizleri yapilmak iizere tablo haline getirilmistir. Olgiimler yapilirken ergin olmayan
ve kanath bireyler dikkate alinmamistir. Temel morfolojik karakterlerin 6l¢timiinii
takiben degisik soliisyonlarin bilateral karakterlerde herhangi bir gelisim bozukluguna
yol a¢ip agmadigini belirleyebilmek i¢in karakterlerin sag ve sol uzunluk o&lglimleri
arasindaki farklilik tespit edilmis ve literatiire uyumlu bir sekilde gelisim bozuklugu

(FA) olarak ifade edilmistir.

4.2.1 Temel morfolojik karakterler

Farkl1 soliisyonlarin A. pisum popiilasyonlariin dl¢iilen morfolojik karakterleri {izerine
etkisini ortaya koymak icin Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) testi uygulanmistir.

Olgiilen 11 karakterden alt1 tanesi (ANT3, PT, Base, HT3, HT1, ANTT) iizerinde

soliisyonlarin istatistiksel agidan anlaml farkliliga yol agtig1 gézlenmistir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. A. pisum popiilasyonunun morfolojik karakterleri iizerine farkli azot
kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasinin etkisi (Tek Yonlit ANOVA, p< 0.05)

Karakter Kareler df Kareler F P Onemlilik
Toplam1 Ortalamasi Degeri

BL Grup ici 26335,504 7 3762,215 1,343 0.235
Gruplar arasi 364042,03 130 2800,323
Toplam 390377,53 | 137

CAUDA Grup ici 848,554 7 121,222 1,165 0.326
Gruplar arasi 16030,806 154 104,096
Toplam 16879,36 161

URS Grup ici 0 7 0 1,008 0.427
Gruplar arasi 0,008 161 0
Toplam 0,008 168

SIP Grup ici 3843,873 7 549,125 1,536 0.159
Gruplar arasi 52541,369 147 357,424
Toplam 56385,242 154

ANT3 Grup ici 0,628 7 0,09 3,475 0.002
Gruplar arasi 2,943 114 0,026
Toplam 3,571 121

PT Grup ici 0,438 7 0,063 4,233 0.001
Gruplar arasi 1,124 76 0,015
Toplam 1,562 83

Base Grup ici 0,037 7 0,005 5,565 0.000
Gruplar aras1 0,099 106 0,001
Toplam 0,136 113

PT/Base Grup ici 1,471 7 0,21 1,538 0,167
Gruplar aras1 10,379 76 0,137
Toplam 11,849 83

ANTT Grup ici 12,391 7 1,77 6,618 0.000
Gruplar aras1 20,328 76 0,267
Toplam 32,719 83

HT3 Grup ici 2,654 7 0,379 2,684 0.013
Gruplar aras1 18,36 130 0,141
Toplam 21,013 137

HT1 Grup ici 0,002 7 0 2,414 0.024
Gruplar aras1 0,016 111
Toplam 0,019 118

Farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasinin A. pisum populasyonlarinin
morfolojik karakterleri iizerine istatistiksel acgidan anlamli etkide bulundugunun
belirlenmesinin ardindan bu farkliligin olusmasinda hangi soliisyonun etkili oldugunu

ortaya koymak amaciyla Coklu Varyans Analizi Tukey, Post-Hoc testi uygulanmustir.
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Coklu varyans analizi sonuglarmma gore bu karakterlerin farkliliginda soliisyonlarin

istatistiksel agidan 6nemli etkide bulundugu goriilmiistiir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. A. pisum popiilasyonunun morfolojik karakterleri iizerine farkli azot
kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasinin etkisinin belirlenmesi (Coklu Karsilastirma
Analizi, Tukey Post-Hoc testi, p< 0.05)

Karakter ) ) Ortalama  Std. Onemlilik 95% Giiven
Soliisyon Soliisyon = Farki (I-J)  Hata p) Aralgr
Alt Ust
Sinir Sinir
ANT3 K SN 24340 05784 ,001 ,0648 4220
ANC SN ,18577" ,06000 ,049 ,0005 ,3710
AC SN ,19410"  ,05848 ,026 ,0135 3747
ACC SN ,24548" 05920 ,002 ,0627 4283
SN K -,24340" 05784 ,001 -,4220 = -,0648
ANC -,18577°  ,06000 ,049 -,3710  -,0005
AC -,19410"  ,05848 ,026 -,3747  -,0135
ACC -,24548" 05920 ,002 -,4283  -,0627
PT K SN 23077 ,04982 ,000 ,0755 ,3860
AC SN ,19455" 05185 ,008 ,0329 ,3562
ACC SN ,20000" ,04827 ,002 ,0495 ,3505
SN K -,23077°  ,04982 ,000 -,3860 -,0755
AC -,19455" 05185 ,008 -,3562  -,0329
ACC -,20000°  ,04827 ,002 -,3505  -,0495
Base K SN ,06418"  ,01144 ,000 ,0288 ,0996
AC SN ,05113"  ,01129 ,000 ,0162 ,0860
ACC SN ,04643"  ,01129 ,002 ,0115 ,0813
SN K -,06418" 01144 ,000 -,0996 -,0288
AC -,05113"  ,01129 ,000 -,0860 -,0162
ACC -,04643" 01129 ,002 -,0813  -,0115
ANTT K SN 1,24664" | 21187 ,000 ,5862  1,9070
AC SN 1,02182"  ,22053 ,000 3344 1,7092
ACC SN 1,09418" | ,20530 ,000 4543 | 1,7341
SN K -1,24664° 21187 ,000 -1,9070  -,5862
AC -1,02182" 22053 ,000  -1,7092  -,3344
ACC -1,09418" 20530 ,000 -1,7341  -,4543
SNC -,80318" | 22597 ,014 + -1,5075  -,0988
SNC SN ,80318" 22597 ,014 ,0988  1,5075
HT3 K SN ,45737°  ,12980 ,013 ,0575 ,8573
C ,36782" 11770 ,044 ,0052 ,7304
SN K -,45737° | ,12980 ,013 -,8573  -,0575
C K -,36782" 11770 ,044  -7304  -,0052

Karakterlerde gozlenen bu farkliligin olusmasinda hangi soliisyon yada soliisyonlarin

etkili oldugunu belirlemek igin yapilan Coklu Varyans Analizi testine gore A. pisum
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bireylerinin 5 morfometrik karakteri iizerinde ozellikle SN (Sodyum Nitrat), SNC
(Sodyum Nitrat ile antibiyotik) ve C (sadece antibiyotik) bulunan soliisyonlarin etkili

oldugu Tukey Post-Hoc testi ile belirlenmistir (Cizelge 4.3.).

Bu c¢ercevede ANT3 morfometrik karakterinde, kontrol grubu ile yapilan
karsilagtirmada Tukey testi verilerine gore K (Kontrol) ile SN (Sodyum nitrat) arasinda
(Tukey HSDpaso7i= 24.340 p=0,001) ve ACC (Amonyum kloriir-Antibiyotik) ile SN
(Sodyum nitrat) arasinda (Tukey HSDpassorj= 24.548 p=0,002) istatistiksel acidan
onemli farklilik oldugu ortaya konulmustur.

Ayrica HT3 morfometrik karakterinde de, kontrol grubu ile yapilan karsilastirmada
Tukey testi verilerine gére K (Kontrol) ile SN (Sodyum nitrat) arasinda (Tukey
HSDpi6,9531= 45.737 p=0,013) istatistiksel acidan Onemli farklilik oldugu ortaya
konulmustur. Farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasi yapilan V. faba bitkisi
tizerinden 6rneklenen A. pisum popiilasyonlarina ait 11 morfolojik karakter dl¢tilmiistiir

(Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6.).

L4

1’2 ‘ | | ‘ E
N  SNC

AN ANC AC ACC

[

=
e

£
=

(PT) {mm)

=
=

=l
-2

Antenin V1. seg. ug kismimin uzunlugu

=

Sekil 4.4. Farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasinin A. pisum

poplilasyonlarinin anten VI. segmentinin u¢ kisminin uzunlugu (PT) tizerine etkisi
K:Kontrol, SN: NaNOs;, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NH4sNOs;, ANC: NHiNOsz+Antibiyotik, AC:
NH4Cl, ACC: NH,Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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Sekil 4.5. Farkli azot kaynaklari ve antibiyotik uygulamasinin A. pisum
poptilasyonlarinin sifunkuli uzunlugu (SIP) lizerine etkisi
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOz+Antibiyotik, AN: NH4sNOs;, ANC: NH:NOs+Antibiyotik,
AC: NH4ClI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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Sekil 4.6. Farkli azot kaynaklari ve antibiyotik uygulamasinin A. pisum

popiilasyonlarinin anten III. segment uzunlugu (ANTIII) {izerine etkisi
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NHsNO3;, ANC: NH4NOs+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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4.2.2 Bilateral karakterlerde gelisim bozuklugu (FA)

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda bir¢ok organizmanin ve afitlerin genellikle strese
maruz kaldiklarinda bilateral karakterlerinde gelisme bozukluklar1 gosterdikleri
belirlenmistir (Goriir, 2006). Farkli azot kaynaklari ve antibiyotik kullanilarak
hazirlanan soliisyonlarin uygulandigi V. faba bitkileri tizerinde gelistirilen A. pisum
bireylerinde benzer bir durumun olup olmadiginin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla sagda ve
solda bulunan (bilateral) karakterlerinin morfometrik 6l¢timleri de gerceklestirilmistir
(Sekil 4.8.). Yapilan Olglimlerin ortalamalar1 ve standart hata degerleri kullanilarak
olusturulan grafikler verilmistir (Sekil 4.7., Sekil 4.9.). Kontrol grubu ile yapilan
kiyaslamada sifunkuli uzunlugundaki gelisim bozuklugunun ACC (Amonyum Kloriir-
Antibiyotik) uygulamasinda en fazla, SN (Sodyum Nitrat) uygulamasinda en az oldugu
gorilmistiir (Sekil 4.7.).

0,12

=
=
L

E

&

®

0,02

Gelisim Bozuklugu (SIP) (mm)
=

C SNC AC K C AN ANC SN

Sekil 4.7. Farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasinin A. pisum bireylerinde
sifunkulinin gelisim bozuklugu iizerine etkisi
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NHsNO3;, ANC: NH4NOs+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik

AC
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Sekil 4.8. ACC (NH4Cl+Antibiyotik) uygulamasi yapilan bitkilerden 6rneklenen A.
pisum bireylerinde SIP gelisim bozuklugu

Antenin VI. segmentinin u¢ kisminin (PT) uzunlugundaki gelisim bozuklugu kontrol
grubuna kiyasla AN (Amonyum Nitrat) uygulamasinda daha fazla iken, SNC (Sodyum
Nitrat-Antibiyotik) uygulamasinda daha az oldugu goértilmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasinin A. pisum bireylerinde
Anten VI. segmentinin u¢ kisminin (PT) gelisim bozukluguna etkisi
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NH4sNO3;, ANC: NH:NOs+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH,Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik

Afitler konak bitki i¢eriginde meydana gelen olumsuz degisimlere cevap olarak kanath
birey sayisini artirmaktadir (Dixon,1998). Bu sebeple bu tez calismasinda farkli azot
kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasi yapilan V. faba bitkileri iizerinden 6rneklenen A.
pisum popiilasyonlarinin kanatli birey sayimlari da gergeklestirilmis ve kanatli birey

oranlar1 Sekil 4.10.” de verilmistir. Genel olarak kontrol grubu ile kiyaslandiginda
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sadece Klortetrasiklin uygulamasi yapilan bitkilerden orneklenen popiilasyon disinda

diger biitiin uygulamalarin kanatli birey oranini arttirdig1 gortilmiistiir (Sekil 4.10.).

K SN SNC AN ANC AC ACC C

Sekil 4.10. Farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasinin A. pisum

poptilasyonlarinin kanatli birey orani iizerine etkisi
K:Kontrol, SN: NaNO3, SNC: NaNO3+Antibiyotik, AN: NH4NO3, ANC: NH4NO3+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH4CI+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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Afitlerde kanath birey sayisindaki artisin uygunsuz ¢evre kosullariyla ilgili oldugu one
stiriilmiis ¢esitli calismalar bulunmaktadir (Miiller vd., 2001; Ohtaka ve Ishikawa, 1991;
Russell ve Moran, 2005). Bu ¢alismada antibiyotik uygulama isleminden daha ¢ok azot
kaynaklarinin bitki igerigini degistirdiginden genel olarak kanatli birey sayisini artirdigi

sOylenebilmektedir. Elde edilen veriler literatiir ile uyumlu bulunmustur.

4.3 Farkh Azot Kaynaklarmn Vicia faba Bitkisinin I¢cerigine Etkisi

Bitkiler abiyotik (tuzluluk, sicaklik, asir1 sulama ve kuraklik gibi) ve biyotik (bakteri,
virlis, bocek gibi) stres kosullarina sstes hormonlarini ve sekonder metabolitleri
sentezlemek gibi gesitli metabolik cevaplar vermektedir (Giilen ve Eris, 2004; He vd.,
2005; Khan vd., 2010; Akhzari ve Pessarakli, 2016; Cordiik vd., 2016).

Herbivor boceklere karsi bitkilerin ¢ok fazla savunma mekanizmasinin oldugu bunlar
icinde sekonder metabolitlerin bocek ve patojenlere karsi en onemli kimyasal savunma
mekanizmalarindan oldugu ifade edilmektedir (Wink, 1988; Jander vd., 2001; Kim vd.,
2008). Baz1 ¢aligmalarda asir1 su stresinin bitkiler agisindan kimyasal igerigi degistiren

ve bitkinin boceklere toleransini az veya ¢ok yonde degistirebilen en yaygin abiyotik

46



stres faktorii oldugu belirtilmistir (Wearing, 1972; Khan vd., 2010). Kuraklik stresinin
kullanildigi Khan vd. (2010), ¢alismasinda brokoli, (Brassica oleracea L. var. italica
Plenck (Brassicaceae)), ¢ok sulanan, kuraklik ve suya dayanan kosullar altinda
yetistirilmis ve sekonder bir metabolit olan glikosinolat (GS) seviyeleri ve iki afit
tirtiniin (Brevicoryne brassicae ve Myzus persicae: Aphididae) performansini ne
sekilde etkiledigi arastirnllmistir. Her iki stres etkeninin brokoli bitkilerinde GS
seviyelerini degistirdigi belirlenmistir. Kuraklik stresi altinda 2 hafta kalan bitkilerle
cok sulanan bitkilerin GS igerikleri karsilastirildiginda, su stresinde brokoli bitkisinin
GS igeriginin degistigi goriilmis, kurakligin bitkilerde GS seviyelerini azalttig1 tespit
edilmistir. Suya doymus bitkilerde ise GS seviyesinin biraz artti§i bununla birlikte
floemindeki seker igeriginin de yiiksek oldugu bulunmustur. Her iki afit tiirliniin bu iki
farkli kaynakli su stresine farkli cevaplar verdigi de tespit edilmistir. Brevicoryne
brassicae afiti su stresinden daha az etkilenmis ve popiilasyon biyiikliigliniin ¢ok
degismedigi tespit edilmistir. Kuraklikta yer alan bitkinin M. persicae afit tiiriiniin
poplilasyon biiyiikliiglinlin ¢ok sulanmis bitkide yetisenlere gore sinirlandigi
belirlenmistir. Farkli islemlere tabi tutulan bitkilerde benzer popiilasyon biiytikliikleri
bulunmustur. Kovaryans analizi, bitkilerin su durumunun 6nemli bir etkisi oldugunu
gostermis, ancak GS igeriginin M. persicae afit performansi lizerinde 6nemli bir etkisi
olmadig elirlenmistir. Bununla birlikte, 6nceden alistirilmig B. brassicae afiti, su stresi
kosullart altinda indiiklenen degisikliklerden ¢ok fazla etkilenmedigi ortaya konmustur

(Khan vd., 2010).

Bitkilerin sentezledigi sekonder metabolitler ¢ok sayida ve farkli 6zelliklerde olup
fenolikler, terpenler, steroidler ve alkaloidler gibi bilesiklerden olusmaktadir (Bourgaud
vd., 2001). Stres karsisinda 6zellikle herbivor boceklere karsi sentezlenenler igerisinde
azot igeren fenolik bilesikler basta olmak iizere ¢ok sayida bilesigin sentezlendigi, hatta
proteinlerde bulunmayan L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) amino asidinin
Vicia faba bitkisinde yiiksek diizeyde bulundugu belirtilmistir. L-DOPA sikimik asit
metabolik yolunda fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi aromatik amino asitlerden
sentezlendigi ve bocek saldirilarinda V. faba bitkisinin vakuollerinde biriktirildigi
bildirilmistir. Bitkiler tarafindan iretilen L-DOPA gibi fenolik bilesiklerin savunma
mekanizmas1 olarak kiiciik memeli ve bocekler iizerinde kovucu etkisi bulundugu,
bocek larvalari iizerinde yapilan denemelerde 6nemli miktarda 6liimlere neden oldugu

da belirtilmistir. Bu proteinde bulunmayan amino asidin herbivor boceklerin hem larva
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hem de erginleri tarafindan metabolize edilemedigi tespit edilmistir (Soares vd., 2014).
Genellikle, kuraklik stresi de bitkilerin kimyasal bilesimini degistirmekte bocek
zararlilarina kars1 bitkilerin toleranslarini etkileyebilmektedir. Kuraklik stresine bitki
kimyasal tepkilerini degerlendirmek i¢in cesitli parametrelerin arastirilmast gerektigi
ifade edilmektedir. Dolayisiyla, bu ¢alismada da bitkilere uygulanan azot kaynaklari ile
antibiyotigin bitki 6z suyu ile beslenen afitlerin morfolojik karakterlerinde farkliliklara
yol acgabilecegi Ongoriilmiistiir. Ayrica bitki lizerinde afitlerin bulunmasinin bitkide
strese neden olabilecegi, bu farkli soliisyonlardan bitkinin olumlu ya da olumsuz
etkilenebilecegi diisiiniilmiis ve bu agidan bitkide stres gostergesi olan temel analizler
gerceklestirilmistir. Farkli azot kaynagi igeren soliisyonlarn A. pisum popiilasyonlarinin
konak bitki igerigi lizerine etkisini ortaya koymak i¢in “Tek Yonlii Varyans Analizi”
(ANOVA) testi uygulanmistir. Yapilan analizlerde farkli azot kaynagi ve antibiyotik
uygulamasinin konak bitki iceriginde istatistiksel agidan anlamli farkliliga yol agtig1

gozlenmistir (Cizelge 4.4., Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.4. V. faba bitkisinde yapilan analizlerde farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik
uygulamasinin etkisi (Tek Yonli ANOVA, p<0.05)

Kareler df Kareler  FDegeri P
Toplami Ortalamasi Onemlilik
klorofila  Gruplar 138,896 7 19,842 4,189 ,008
arast
Grup 75,782 16 4,736

ici
Toplam 214,678 23

klorofilb = Gruplar 16,190 7 2,313 4,138 ,009
arasi
Grup 8,943 16 ,559
ici
Toplam = 25,134 23
toplam Gruplar 211,751 7 30,250 4,547 ,006
klorofil arasi
Grup 106,454 16 6,653

ici
Toplam 318,205 23
prolin Gruplar 2257,433 7 322,490 27,435 ,000
arasi
Grup 188,075 16 11,755
ici
Toplam = 2445,508 23

protein Gruplar 1,861 7 ,266 9,210 ,000
arasi
Grup ,462 16 ,029
ici
Toplam 2,323 23
SOD Gruplar 58,135 7 8,305 6,973 ,001
arasi
Grup 19,057 16 1,191
ici
Toplam = 77,192 23
CAT Gruplar 599,046 7 85,578 64,322 ,000
arasi
Grup 21,287 16 1,330

ici
Toplam 620,333 23
Karotenoid = Gruplar 943,819 7 134,831 3,152 ,027
arasi
Grup 684,511 16 42,782
igi
Toplam = 1628,329 23
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Cizelge 4.5. V. faba bitkisinin fenolik bilesik miktari tizerine farkli azot kaynaklar1 ve
antibiyotik uygulamasinin etkisi (Tek Yonlii ANOVA, p< 0.05)

Fenolik Kareler df Kareler F P

toplam ortalamasi  degeri  Onemlilik
Gruplar 263773,263 7 37681,895 2,244 ,086
arasi

Grup ici 268711,730 16 16794,483

Toplam 532484,993 23

ANOVA testi sonuglarinda tespit edilen farkliligin hangi soliisyon ya da soliisyonlardan
kaynaklandigin1 ortaya koyabilmek i¢in Coklu Varyans Analizi Tukey, Post-Hoc testi
uygulanmistir. Coklu varyans analizi sonuglarina goére bitkiye uygulanan soliisyonlarin
bitki igerigine farkli sekillerde etkide bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.6., Cizelge
4.7., Cizelge 4.8., Cizelge 4.9., Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.6. Vicia faba bitkisinin fotosentetik pigment miktarina farkli azot kaynaklari
ve antibiyotik uygulamasinin etkisinin belirlenmesi (Coklu Karsilastirma Analizi,
Tukey Post-Hoc testi, p< 0.05)

) J) Ortalama  Std. Hata Onemlilik 95% Giiven Arahig:

Soliisyon | Soliisyon = Farki (I-J) P) Alt Sinir Ust Sinir

K ANC -6,2140200"  1,7769629 ,047 -12,366133  -,061907

AC -6,5853600" 1,7769629 ,032 -12,737473  -,433247

;:—_j ACC -6,3711367" | 1,7769629 ,040 -12,523250  -,219023
g ANC K 6,2140200"  1,7769629 ,047 ,061907 | 12,366133
x AC K 6,5853600" = 1,7769629 ,032 433247 | 12,737473
ACC K 6,3711367" | 1,7769629 ,040 ,219023 | 12,523250

K ACC -2,6321400" = ,6104466 ,010 -4,745598 = -,518682

;; ANC ACC -2,3310050° ,6104466 ,025 -4,444463  -,217547
E ACC K 2,6321400" = 6104466 ,010 ,518682 4,745598
x ANC 2,3310050" = ,6104466 ,025 ,217547 4,444463
K AC -8,0819400" | 2,1060834 ,024 -15,373518  -,790362

% ACC -9,0032767° | 2,1060834 ,010 -16,294855 -1,711698
S AC K 8,0819400" | 2,1060834 ,024 ,790362 | 15,373518
E ACC K 9,0032767"  2,1060834 ,010 1,711698  16,294855
E‘ C 7,7099467" | 2,1060834 ,034 ,418368 | 15,001525
C ACC -7,7099467°  2,1060834 ,034 -15,001525  -,418368
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Farkl1 azot kaynaklar1 ve antibiyotik kullanilarak hazirlanan soliisyonlarin uygulandigi
V. faba bitkilerinin yapraklart kullanilarak fotosentetik pigment tayinleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve
karotenoid degerlerinin tiim uygulama gruplarinda kontrol grubuna kiyasla arttigi
goriilmistiir. En yiiksek artiglar % 81, 96 ile klorofil a’ da AC (Sekil 4.11.), klorofil b’
de % 70,82 ile (Sekil 4.12.), toplam klorofilde % 76,62 ile (Sekil 4.13.) ve karotenoidde
% 46,96 ile (Sekil 4.14.) ACC uygulamalarinda meydana gelmistir. Karotenoid
miktarindaki en yliksek artis disindaki artiglar Onemlilik derecesindedir (p<0.05).
Karotenoidler pek cok bitkisel organda birikebilen izopirenoid yolla iiretilen lipofilik
sekonder metabolitlerdir. Asir1 c¢evresel sartlara karsi (fotoprotektif olarak) bitkinin
direngli olmasimi sagladigr ifade edilmektedir. Yapilan bazi c¢aligmalarda stres
kosullarin 6zellikle kuraklik ve tuz stres kosullarinda kontrol gruplara kiyasla test
edilen bitkilerde fotosentetik pigmentlerin ¢ogunda oldugu gibi karetenoid pigment
igeriginin azaldig1 gosterilmistir (Strzalka vd., 2003; Norshazila vd., 2017). Bu
calismada, stres kosullar1 farkli oldugundan klorofil ve karotenoid pigment igerigi

kontrol grubuna kiyasla ytliksek bulunmustur.
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Sekil 4.11. Vicia faba bitkisi yapraklarimin klorofil-a miktarlari
K:Kontrol, SN: NaNO3, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NHsNO3;, ANC: NHsNOs+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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Sekil 4.12. Vicia faba bitkisi yapraklarinin klorofil-b miktarlari
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NHsNO3;, ANC: NH4NOs+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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Sekil 4.13. Vicia faba bitkisi yapraklarimnin toplam klorofil miktarlar
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NHsNO3;, ANC: NHsNOs+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH4Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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Sekil 4.14. Vicia faba bitkisi yapraklarinin karotenoid miktarlar
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NHsNO3;, ANC: NH4NOs+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik

Vicia faba bitkisinde prolin ve protein igerigi incelenmis ve farkli azot kaynaklarinin
etkisi istatistiki acidan da ortaya konmaya c¢alisilmistir (Cizelge 4.7). Prolin miktari
tayini, stres derecesinin belirlenmesinde ¢ok sik kullanilan bir parametredir. Birgok
bitkide, serbest prolin, ¢ok g¢esitli biyotik ve abiyotik streslerde bitkinin savunma
mekanizmas1 sonucu birikerek ozmotik basinci ayarlayan, hiicresel bilesenleri stabilize
eden ve radikal yiikleri temizleyen bir bilesen olarak ortaya ¢ikan etkili bir stres
parametresi olarak degerlendirilir. Yapilan ¢aligmalarda prolin metabolizmasinda stresle
ilgili degismelerin bitkide gen ifadesinin kontroliinii etkileyebilecegi belirtilmistir. Hare
ve Cress, (1997), ¢alismalarinda giive fasulyesinde prolin amino aisdinin, ornitin delta
aminotransferazi kodlayan geni aktive ettigi ve bu sayede redoks sisteminde
fosforilasyon i¢in gerekli dongiliyli saglayarak hem karbon hem de azot
metabolizmasinin devamini sagladigi tespit etmislerdir. Ayrica prolin metabolizmasinda
gorevli delta amino transferaz enziminin bitkiye azot girisini aktive ettigi de
belirtilmistir. Ozellikle stres kosullarinda bitkide miktar1 hizla artan ve bitkiyi
olagandis1 kosullara karsi koruyan prolin aminoasidinin miktarinin kontrol grubuna
oranla diger biitlin uygulama gruplarinda arttig1 tespit edilmistir. En yliksek deger
onemlilik derecesinde olan 46,06841 pmol. g™ ta. ile ANC uygulanmasinda
saptanmustir (Sekil 4.15.).
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Cizelge 4.7. Vicia faba bitkisinin prolin ve protein konsantrasyonlarina farkli azot
kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasinin etkisinin belirlenmesi (Coklu Karsilagtirma
Analizi, Tukey Post-Hoc testi, p< 0.05)

() ) Ortalama  Std. Hata Oneml 95% Giiven Aralhig
Soliisyon = Soliisyon Farka (I-J) ilik (P) Alt Sinir Ust Sinir
K AN -11,5671033" = 2,7993671 014 -21,258934 -1,875272
ANC -35,7890773"  2,7993671  ,000 -45,480908 -26,097246
AC -12,5935880"  2,7993671  ,007 -22,285419 -2,901757
ACC -12,3331367"  2,7993671  ,008 -22,024968 -2,641306
C -10,1116400" = 2,7993671  ,038 -19,803471 -,419809
SN ANC -28,3585540"  2,7993671  ,000 -38,050385 -18,666723
SNC ANC -28,0061787" = 2,7993671  ,000 -37,698010 -18,314348
AN K 11,5671033"  2,7993671 014 1,875272 21,258934
ANC -24,2219740" | 2,7993671  ,000 -33,913805 -14,530143
ANC K 35,7890773" | 2,7993671  ,000 26,097246 45,480908
£ SN 28,3585540" | 2,7993671  ,000 18,666723 38,050385
E SNC 28,0061787" | 2,7993671  ,000 18,314348 37,698010
AN 24,2219740"  2,7993671  ,000 14,530143 33,913805
AC 23,1954893" | 2,7993671  ,000 13,503658 32,887320
ACC 23,4559407"  2,7993671  ,000 13,764110 33,147772
C 25,6774373"  2,7993671  ,000 15,985606 35,369268
AC K 12,5935880° | 2,7993671  ,007 2,901757 22,285419
ANC -23,1954893"  2,7993671  ,000 -32,887320 -13,503658
ACC K 12,3331367°  2,7993671  ,008 2,641306 22,024968
ANC -23,4559407" | 2,7993671  ,000 -33,147772 -13,764110
C K 10,1116400°  2,7993671  ,038 ,419809 19,803471
ANC -25,6774373"  2,7993671  ,000 -35,369268 -15,985606
K SN ,7449300" ,1387410 ,001 ,264588 1,225272
ANC ,8621430" ,1387410 ,000 ,381801 1,342485
AC ,6218430" ,1387410 ,007 ,141501 1,102185
C ,6504120" ,1387410 ,005 ,170070 1,130754
SN K -,7449300" ,1387410 ,001 -1,225272 -,264588
ACC -,5564280" ,1387410 ,018 -1,036770 -,076086
< AN ANC ,5582970" ,1387410 ,017 ,077955 1,038639
c% ANC K -,8621430" ,1387410 ,000 -1,342485 -,381801
AN -,5582970" ,1387410 ,017 -1,038639 -,077955
ACC -,6736410" ,1387410 ,003 -1,153983 -,193299
AC K -,6218430" ,1387410 ,007 -1,102185 -,141501
ACC SN ,5564280" ,1387410 ,018 ,076086 1,036770
ANC ,6736410" ,1387410 ,003 ,193299 1,153983
C K -,6504120" ,1387410 ,005 -1,130754 -,170070
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Sekil 4.15. Vicia faba bitkisi yapraklarinin prolin miktarlari
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NHsNO3;, ANC: NH4NOs+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik

Prolin miktar1 (nmol.g-1t.a.)

Bitkilere uygulanan farkli azot kaynaklar1 ve antibiyotik uygulamasinin bitkide strese
yol agmasi ihtimali {izerinde durularak gergeklestirilen toplam protein miktarlar
analizinden elde edilen grafik Sekil 4.16.” de verilmistir. Literatiire gore, bitkilerde
toplam protein igeriginin stresli kosullarda diistiigti ifade edilmekte olup, bitkilerin stres
kosullarinda toplam protein igeriklerinin azaldig1 bilinmektedir (Giilen ve Erig, 2004;
He vd., 2005; Akhzari ve Pessarakli, 2015; Cordiik vd., 2016). Bu tez ¢alismasinda da
literatiir ile uyumlu olarak kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim uygulama gruplarinda
toplam protein miktarinda azalmalar oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.16.). Literatiirde
tavus otlarinda yapilan bir ¢alismada 6zellikle sicaklik stresinin proteaz aktivitesinin
toplam protein igerigiyle negatif bir korelasyon gosterdigi, bu durumun stres
kosullarinda serbest radikal yiikleri tutmakla gorevli amino asit igerigini artirmaya
doniik olarak proteinlerin par¢alanmasina dayandigi seklinde yorumlanmistir (He vd.,
2005). Ayrica afitlerde tiikiiriikte yapilan bir ¢alismada tiikriik igeriginde ¢ok sayida
enzim (bitki hiicre duvarini pargalayan pektinazlar, seliilaz benzerleri) ve protein
bulundugu tespit edilmis ve bu proteinlerin bitki savunmasini baskilayici olabilecegi
belirtilmistir. Tikriikteki proteazlarin floem proteinlerini parcgalayarak afit besin
kalitesini artirdi@i, konak savunmasimi kirdigi veya organik azotlu bilesiklerin
elverisliligini artirdig1 ve bitki fenolik bilesiklerini detoksifiye ettigi ifade edilmistir.

Bunlardan GroEl proteinin afit endosimbiyontu Buchnera’ dan kaynaklandigi ve bunun
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bitki savunma cevaplarini tesvik eden bir bosaltim {iriinii olabilecegi belirtilmistir (Ma

vd., 1990; Madhusudhan ve Miles, 1998; Carolan vd., 2009; Bel ve Will, 2016).

Bu tez ¢alismasinda, konak bitki protein igerigi bakimindan en fazla azalmanin % 45,58
ile ANC uygulamasinda oldugu goriilmistiir (p<0.05). Stres kosullarinda literatiir ile
uyumlu olarak bitki floeminde yer alan proteinlerin azalmasi afit istilasi nedeniyle
olabilecegi gibi bitkinin strese girmesi nedeniyle fenilalanin ve triptofan gibi aromatik
aminoasitlerden fenolik madde iiretmesi nedeniyle olabilecegi disliniilmustiir. Afit
proteazlarinin bitki floem proeinlerinin par¢alanmasinda kullanildig1 ve bitki savunmasi
icin fenolik madde iiretiminde kullanilabilecegi literatiirde de belirtilmistir (Baque vd.,

2010, Furch vd., 2015).

K SN SNC AN ANC AC ACC C

Sekil 4.16. Vicia faba bitkisi yapraklarinin toplam protein miktarlari
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOz+Antibiyotik, AN: NH4sNOs;, ANC: NH:NOsz+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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Bitkide farkli azot kaynaklarinin antiosidan enzim aktiviteleri lizerindeki etkilerine
bakilmis ve istatistiki agidan veriler Cizelge 4.8. ve Cizelge 4.9.” da degerlendirilmistir.
Bitkilerin stres kosullarinda strese yanit olarak antioksidan enzimlerin (Siiperoksit
dismutaz, katalaz ve peroksidaz) arttig1 da belirtilmistir (Giilen ve Eris, 2004, He vd.,
2005, Cordiikk vd., 2016). Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzimi
aktivitelerinde uygulama gruplarinda kontrol grubuna kiyasla artislar tespit edilmistir.

En yiiksek artisin SOD aktivitesinde % 59,48 ile C uygulamasinda (Sekil 4.17.), CAT
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aktivitesinde % 168,38 ile AC uygulamasinda (Sekil 4.18.) oldugu belirlenmistir
(p<0.05).

Yapilan bir ¢alismada iki afit tiirliniin bocege hassas bir misir (Zea mays) tlrii ve
bocege direnci olan diger bir musir tiirliniin afit saldirisinda SOD aktiviteleri
karsilagtirilmis ve direncli musir tiiriiniin afit saldirisinda SOD aktivitesinin diger
misirdakine gore daha diisiik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu calismada tiim
soliisyonlarin SOD aktivitesini artirdig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde katalaz enzim
aktivitesi ile ilgili caligmalarda bitkinin strese yanit olarak trettigi tespit edilmistir

(Sytykiewicz, 2014).

Cizelge 4.8. Vicia faba bitkisinin SOD enzim aktivitesinde farkli azot kaynaklar1 ve
antibiyotik uygulamasinin etkisinin belirlenmesi (Coklu Karsilastirma Analizi, Tukey
Post-Hoc testi, p< 0.05)

(N J) Ortalama Std. Onemli  95% Giiven Arahg

Soliisyon = Soliisyon = Farki (I-J) Hata lik (P) Alt Siir Ust Sinir
SOD K C -3,5790201"  ,8910859 ,017 -6,664094 = -,493946
SN ANC 3,3061554"  ,8910859 ,031 ,221082 6,391229
SNC ANC 3,3074782"  ,8910859 ,031 ,222404 6,392552
AN C -3,8972941"  ,8910859 ,009 -6,982368 @ -,812220
ANC SN -3,3061554"  ,8910859 ,031 -6,391229 = -,221082
SNC -3,3074782"  ,8910859 ,031 -6,392552 -,222404

C -4,7005240° = ,8910859 ,002 -7,785598 = -1,615450

ACC C -3,9047254° 8910859 ,009 -6,989799 = -,819652
C K 3,5790201" | ,8910859 ,017 ,493946 6,664094
AN 3,8972941"  ,8910859 ,009 ,812220 6,982368

ANC 4,7005240° | ,8910859 ,002 1,615450 @ 7,785598

ACC 3,9047254" 8910859 ,009 ,819652 6,989799
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Cizelge 4.9. Vicia faba bitkisinin CAT enzim aktivitesinde farkli azot kaynaklar1 ve
antibiyotik uygulamasinin etkisinin belirlenmesi (Coklu Karsilastirma Analizi, Tukey
Post-Hoc testi, p< 0.05)

CAT

0

Soliisyon

K

SN

SNC

AN

ANC

AC

ACC

V)

Soliisyon

SN
SNC
AN
ANC
AC
ACC
C

K
AN
ANC
AC

SNC
ACC

SN
SNC
AC
ACC

SNC
ANC
ACC

Ortalama
Farki (I-J)
-3,9507974"
-5,8090202"
-11,7941010"
-10,4571512"
-14,8283171"
-5,3793854"
-14,4374725"
3,9507974"
-7,8433036"
-6,5063538"
-10,8775197"
-10,4866751"
5,8090202"
-5,9850809"
-4,6481310"
-9,0192969"
-8,6284524"
11,7941010"
7,8433036"
5,9850809"
6,4147156"
10,4571512"
6,5063538"
4,6481310"
-4,3711659"
5,0777657"
-3,9803213"
14,8283171"
10,8775197"
9,0192969"
4,3711659"
9,4489317"
5,3793854"
-6,4147156"
-5,0777657"
-9,4489317"
-9,0580871"
14,4374725"
10,4866751"
8,6284524"
3,9803213"
9,0580871"

Std. Hata = Onemlilik

,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
,9417935
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(P)
,012
,000
,000
,000
,000
,001
,000
,012
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,003
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,003
,005
,001
,012
,000
,000
,000
,005
,000
,001
,000
,001
,000
,000
,000
,000
,000
,012
,000

95% Giiven Aralig

Alt Sir
-7,211428
-9,069651
-15,054732
-13,717782
-18,088948
-8,640016
-17,698103
,690167
-11,103935
-9,766985
-14,138151
-13,747306
2,548389
-9,245712
-7,908762
-12,279928
-11,889083
8,533470
4,582673
2,724450
3,154085
7,196520
3,245723
1,387500
-7,631797
1,817135
-7,240952
11,567686
7,616889
5,758666
1,110535
6,188301
2,118755
-9,675347
-8,338397
-12,709563
-12,318718
11,176842
7,226044
5,367821
, 719690
5,797456

Ust Sinir
-,690167

-2,548389
-8,533470
-7,196520
-11,567686
-2,118755
-11,176842
7,211428
-4,582673
-3,245723
-7,616889
-7,226044
9,069651
-2,724450
-1,387500
-5,758666
-5,367821
15,054732
11,103935
9,245712
9,675347
13,717782
9,766985
7,908762
-1,110535
8,338397
-,719690
18,088948
14,138151
12,279928
7,631797
12,709563
8,640016
-3,154085
-1,817135
-6,188301
-5,797456
17,698103
13,747306
11,889083
7,240952
12,318718
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Sekil 4.17. Vicia faba bitkisi yapraklarmin SOD enzim aktivitesi
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NHsNO3;, ANC: NHsNOs+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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Sekil 4.18. Vicia faba bitkisi yapraklarinin CAT enzim aktivitesi
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOs+Antibiyotik, AN: NHsNOs, ANC: NH4NOsz+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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Afit varliginda azot kaynaklarinin V.faba bitkisinde fenolik madde igerigini ne sekilde

etkiledigi istatistiki agidan da degerlendirilerek Cizelge 4.10.” da verilmistir.
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Cizelge 4.10. V. faba bitkisinin fenolik bilesik miktar1 {izerine farkli azot kaynaklar1 ve
antibiyotik uygulamasinin etkisinin belirlenmesi (Coklu Karsilastirma Analizi, Tukey
Post-Hoc testi, p< 0.05)

0] (J) Soliisyon Ortalama Farki Std. Hata Onemlilik (P) % 95 Giiven Arahg:
Soliisyon (1-9) Alt Simir Ust Simir
K SN 57,70000 105,81267 ,999 -308,6394 424,0394
SNC -7,10333 105,81267 1,000 -373,4428 359,2361
AN -70,30333 105,81267 ,997 -436,6428 296,0361
ANC 68,36000 105,81267 ,997 -297,9794 434,6994
AC -275,29667 105,81267 224 -641,6361 91,0428
ACC -79,18667 105,81267 ,994 -445,5261 287,1528
C -128,08333 105,81267 ,917 -494,4228 238,2561
SN K -57,70000 105,81267 ,999 -424,0394 308,6394
SNC -64,80333 105,81267 ,998 -431,1428 301,5361
AN -128,00333 105,81267 ,918 -494,3428 238,3361
ANC 10,66000 105,81267 1,000 -355,6794 376,9994
AC -332,99667 105,81267 ,089 -699,3361 33,3428
ACC -136,88667 105,81267 ,889 -503,2261 229,4528
C -185,78333 105,81267 ,655 -552,1228 180,5561
SNC K 7,10333 105,81267 1,000 -359,2361 373,4428
SN 64,80333 105,81267 ,998 -301,5361 431,1428
AN -63,20000 105,81267 ,998 -429,5394 303,1394
ANC 75,46333 105,81267 ,995 -290,8761 441,8028
AC -268,19333 105,81267 ,249 -634,5328 98,1461
ACC -72,08333 105,81267 ,996 -438,4228 294,2561
C -120,98000 105,81267 ,937 -487,3194 245,3594
AN K 70,30333 105,81267 ,997 -296,0361 436,6428
SN 128,00333 105,81267 ,918 -238,3361 494,3428
SNC 63,20000 105,81267 ,998 -303,1394 429,5394
ANC 138,66333 105,81267 ,882 -227,6761 505,0028
AC -204,99333 105,81267 547 -571,3328 161,3461
ACC -8,88333 105,81267 1,000 -375,2228 357,4561
C -57,78000 105,81267 ,999 -424,1194 308,5594
ANC K -68,36000 105,81267 ,997 -434,6994 297,9794
SN -10,66000 105,81267 1,000 -376,9994 355,6794
SNC -75,46333 105,81267 ,995 -441,8028 290,8761
AN -138,66333 105,81267 ,882 -505,0028 227,6761
AC -343,65667 105,81267 ,074 -709,9961 22,6828
ACC -147,54667 105,81267 ,847 -513,8861 218,7928
C -196,44333 105,81267 ,595 -562,7828 169,8961
AC K 275,29667 105,81267 ,224 -91,0428 641,6361
SN 332,99667 105,81267 ,089 -33,3428 699,3361
SNC 268,19333 105,81267 ,249 -98,1461 634,5328
AN 204,99333 105,81267 547 -161,3461 571,3328
ANC 343,65667 105,81267 ,074 -22,6828 709,9961
ACC 196,11000 105,81267 ,597 -170,2294 562,4494
© 147,21333 105,81267 ,849 -219,1261 513,5528
ACC K 79,18667 105,81267 ,994 -287,1528 4455261
SN 136,88667 105,81267 ,889 -229,4528 503,2261
SNC 72,08333 105,81267 ,996 -294,2561 438,4228
AN 8,88333 105,81267 1,000 -357,4561 375,2228
ANC 147,54667 105,81267 ,847 -218,7928 513,8861
AC -196,11000 105,81267 ,597 -562,4494 170,2294
C -48,89667 105,81267 1,000 -415,2361 317,4428
© K 128,08333 105,81267 ,917 -238,2561 494,4228
SN 185,78333 105,81267 ,655 -180,5561 552,1228
SNC 120,98000 105,81267 ,937 -245,3594 487,3194
AN 57,78000 105,81267 ,999 -308,5594 424,1194
ANC 196,44333 105,81267 ,595 -169,8961 562,7828
AC -147,21333 105,81267 ,849 -513,5528 219,1261
ACC 48,89667 105,81267 1,000 -317,4428 415,2361

Fenolik bilesikler bitkilerde pentoz fosfat, sikimik asit ve fenil propanoid yollarinda

tiretilmekte olup, stres kosullarinin bitkilerde morfolojik ve fizyolojik 6nemi oldugu
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diisiiniilen sekonder metabolitlerin iiretiminde ¢ok etkili oldugu bulunmustur. Bu
bilesikler patojen ve predatorlere karsi savunmada, biiyiime ve tiremede olduk¢a 6nemli
dogal antioksidan bilesiklerdir (Balasundram vd., 2006). Yapilan bir ¢aligmada stres
kosullarinda fenolik madde tiretiminin fenil alanin iizerinden gergeklestiren fenil alanin
amonyum liyaz (PAL) aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir. Fenilalanin yapisindaki
amino grubunun uzaklastirilarak serbest radikal gruplar1 tutan -COOH grubuna sahip

fenolik bilesiklerin sentezine katki sagladigi bildirilmistir (Baque vd., 2010).

Bu calismada, bitkiye uygulanan farkli azot kaynagi ve antibiyotik uygulamasinin
bitkideki fenolik bilesiklerin miktarinda istatistiksel acgidan Onemli bir farklilik
olusturmadig1 tespit edilmistir. Hesaplanan ortalama ve standart hata degerleri
kullanilarak olusturulan grafik verilmistir (Sekil 4.19). Fenolik bilesik miktarinda,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda en fazla artisin sirasiyla AC, C, ACC ve AN
uygulamasi yapilan bitkilerde oldugu tespit edilmistir. AC, ACC ve C soliisyonlarinin
verildigi bitkilerde fenolik madde ile protein degerlerindeki degisiklikler kontrol grubu
ile kiyaslandiginda aralarinda negatif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir ve literatiir ile
uyumlu bulunmustur (Li vd., 2008). Bundan dolay1 sonuglara bakildiginda kontrol
grubuna gore SNC, AN, AC, ACC ve C uygulama gruplarindaki bitkilerin strese girdigi

diistiniilmektedir.

900
800

700 T
600 1
300 -
200 -
100 -
K SN SNC AN

ANC AC ACC C

A O
o o
o O

Toplam fenolik bilesik miktari (ng
GAE/mlI)

Sekil 4.19. Vicia faba bitkisi yapraklarinin toplam fenolik bilesik miktari
K:Kontrol, SN: NaNOs, SNC: NaNOz+Antibiyotik, AN: NH4sNOs;, ANC: NH:NOsz+Antibiyotik,
AC: NH4CI, ACC: NH.Cl+Antibiyotik, C: Antibiyotik
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Farkl1 azot kaynaklarinin etkisinin Buchnera varligini ve afit yapisini ve bitki i¢eriginde
olusabilecek bazi degisiklikler tliimiiyle ele alindiginda bu konuda daha fazla
calismalarin  yapilmas:  gerektigini ortaya konulmustur. Bu iliskilerde bitki
metabolizmasinin goz ardi edilmemesi gerektigi de tespit edilmistir. Bitkide protein
oranmin diismesi, fenolik madde ve antioksidan enzimlerde artisin bulunmasi, azot
kaynaklarinin stres yarattigini ortaya koymustur. Ayrica afitte morfometrik bozulmanin
goriilmesi sadece Buchnera fonksiyonunun gergeklesip gergeklesmedigi agisindan
degil, afitin bitkiden aldig1 esansiyel amino asitlerin miktar1 agisindan da

degerlendirilmesi zorunlulugunu agiga ¢ikarmistir.
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BOLUM V

SONUCLAR

Kiiresel 1sinmadaki artigin afitler gibi bitki zararlis1 boceklerin olumsuz etkisini daha
fazla hissettirecegi goriildiigiinden bu zararli ile miicadelede bazi bilinmeyenlerin ortaya
cikarilmast  gerekmektedir.  Etkili  miicadele  ylriitebilmek i¢in  afitlerin
metabolizmasinda Onemli rol oynayan Buchnera gibi zorunlu endosimbiyontlarin
fonksiyonlarmin ne oldugu tam olarak belirlenmelidir. Bu ¢alismada A.pisum afitinde
birincil endosimbiyont Buchnera varligina ve dolayisiyla afite etkisi aragtirilmistir.

Ayrica afitin konak bitkisi V. faba igerigine etkisi de incelenmistir.

5.1 Azot Kaynaklarimin Buchnera’ya Etkisi

Farkl1 azot kaynaklar1 ve antibiyotik uygulanan ortamlarda Buchnera varligi1 molekiiler
calismalar neticesinde tespit edilmistir. Dolayisiyla Buchnera’ nin fonksiyonel olarak da
incelenmesi gerektigi ve daha ileri calismalara 6rnegin “real time Q” PZR ¢alismalarina
ihtiyagc duydugu belirlenmistir. Bu c¢alismada kisa siireli antibiyotik ve azot
kaynaklarinin denendigi tim uygulama gruplarinda Buchnera genomunun varligi PZR
caligmalariyla tespit edilmistir. Ancak tek basina Buchnera varliginin ortaya konulmasi
fonksiyonel oldugu anlamina gelmeyeceginden muhtemel foksiyonuna iliskin ilave

calismalara gereksinim duyuldugu anlasilmstir.

5.2 Azot Kaynaklarimn Bitki Icerigine Etkisi

Bitkiler azot kaynagi olarak toprak ve toprakta azot fikse eden mikrobiyal floradan
faydalanirlar. Bu ¢alismada kullanilan Vicia faba (bakla) bitkisi koklerinde simbiyotik
olarak iliskiye girdigi Rhizobium bakterisinin azotu fikasasyonundan da
yararlanmaktadir. Bu 6zelliginden dolay1 nodiilleri traslanan bakla bitkisinin disaridan
verilen azot kaynaklarina nasil tepki verdigi bu tez ¢alismasinda incelenmistir. Bitkilere
asirt dozda azot kaynaklari verildiginde strese neden olabilecegi diisiiniildiigiinden, bu
calismada bitki protein ve prolin igerigi, antioksidan aktivitenin ortaya konmasi
acisindan Kkatalaz, stiper oksit dismutaz enzim aktiviteleri, bitki gelismesine etkileri

acisindan fotosentetik pigment icerigine bakilmistir. Tiim bu g¢alismalar sonucunda
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farkli azot kaynaklarinin bitkide strese neden oldugu devaminda bu durumdan afitlerin

olumsuz sekilde etkilendigi tespit edimistir.

5.3 Azot Kaynaklarinin Afit Morfolojisine Etkisi

Bitki 6z suyundan beslenen afitin bitki iceriginden etkilenerek bazi morfolojik ve
fizyolojik degisikliklere ugrayabilecegi ve dolayisiyla Buchnera fonksiyonunda da
farkliliklar goriilebilecegi kanisina varilmistir. Calisma neticesinde azot ve antibiyotik
uygulamanin bitkide stres yarattifi ve stres neticesinde afit morfolojisinde bazi
degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica stres kosullarinin bazi karakterlerde

gelisim bozukluklarina yol agtig1 belirlenmistir.

Farkli azot kaynagi icen soliisyonlarin ve antibiyotik uygulamalarinin afit-konak-
endosimbiyont iliskisine etkisi bu ¢alismada ortaya konulmaya calisilmistir. Bu zamana
kadar yapilan ¢aligmalarda degisik sollisyon uygulamalarinin ve dzellikle antibiyotik
uygulamalarinin afit-konak-endosimbiyont iliskisine etkisi arastirilirken bitki boyutu
genellikle ihmal edilmis, genel yaklasimla antibiyotigin endosimbiyontlar etkisiz hale
getirdigi yaklagiminda bulunulmustur. Calismalarda genellikle PZR verileri ve detayl
calismalar ortaya konulmadan direkt olarak antibiyotik uygulaninca endosimbiyontun
ortadan kalktigi ileri siiriilmistiir. Oysa bu ¢alisma Buchnera varligmin devamliligini
PZR ile gostermistir. Bu ¢alismanin verilerinin tam olarak desteklenmesi i¢in degisik
soliisyon uygulamalarinin afitlerde neden oldugu protein igerigi, lipit igerigi,
karbonhidrat icerigi gibi bilgilerle beraber degerlendirilmesi gerektigi belirlenmistir.
Afit-konak-endosimbiyont iliskisinin tam olarak ortaya konulmasi uzun vadede afitlerle
biyolojik miicadelede dnemli mesafeler alinmasina yol acacagi diisiiniilmektedir. Son

zamanlarda bu alana 6nemli yonelislerin oldugu da gézlemlenmistir.
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