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OZET

YUKSEK LiSANS

Erwinia amylovora Enfeksiyonundan Sonra Elma ve Armut Cesitlerindeki Bazi
Antioksidatif Enzim Seviyelerinin Belirlenmesi

Esra KARACIF

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Doc¢. Dr. Kubilay K. BASTAS
Y1l 2012, Sayfa 73

Jiiri
Prof. Dr. Nuh BOYRAZ
Prof. Dr. Ahmet ESITKEN
Yrd. Dog. Dr. Kubilay K. BASTAS

Erwinia amylovora’nin sebep oldugu ates yanikligi elma ve armutta ¢ok tahripkar bir
hastaliktir. Bu c¢alismada, patojen tarafindan farkli elma ve armut cesitlerinin enfeksiyon
baslangicinda, baz1 antioksidatif enzimlerin muhtemel degisimleri degerlendirilmistir.
Denemeler M9 anagh elma (Golden, Gala, Skarlet, Breaburn) ve armut (Santa Maria, Ankara)
fidanlar1 tizerinde yiriitiilmiistiir. Bitkiler 25°C £2, %60-65 nisbi nem, dogal fotoperiyot ve sera
kosullar1 altinda saksilarda yetistirilmislerdir. Yiiksek viriilent streyn Ea 43b’nin 10® cfu/ml
konsantrasyonundaki siispansiyon ile inokule edilen bitkilerden inokulasyondan sonraki 24 ve
72. saatlerde yaprak ornekleri alinmistir. Kontrol bitki yapraklarina saf su inokule edilmistir.
Toplanan o6rnekler homojenize edilmis, spektrofotometrik bir metotla hidrojen peroksidaz
(H,0,), siiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz, prolin miktar1 ve klorofil
konsantrasyon seviyeleri belirlenmistir. Tiim denemeler her 6rnekleme zamani igin minimum 3
tekerriirlii olarak yapilmistir. Veriler ANOVA varyans analizi ve Duncan ¢oklu oran testi ile
istatistiki olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, tiim farkli elma ve armut
cesitlerinde kontrol bitkilere kiyasla prolin miktar1 ve klorofil konsantrasyon seviyelerinin artigi
belirlenirken hidrojen peroksidaz enzimi en yiiksek aktiviteyi gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Erwinia amylovora, antioksidan enzim elma, armut ve oksidatif
stress
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ABSTRACT

MS/THESIS

Determination of Levelsl of Some antioxidative Enzymes After Infection with
Erwinia amylovora of Apple and Pear Varieties

Esra KARACIF

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
PLANT PROTECTION

Advisor: Yrd. Do¢. Dr. Kubilay K. BASTAS

Year 2012, Pages 73

Jury
Prof. Dr. Nuh BOYRAZ
Prof. Dr. Ahmet ESITKEN
Yrd. Dog¢. Dr. Kubilay K. BASTAS

Fire blight, the caused by Erwinia amylovora, is a very destructive disease on apple and
pear. In this study, it was examined the possible involvement of anti-oxidative enzymes in the
initiation of infection of different apple and pear cultivars by the pathogen. The experiments
were performed on seedlings from apple cultivars (Gala, Golden, Scarlet and Braeburn) with
M09 rootstock and pear cultivars (Santa Maria and Ankara). Plants were grown in individual pots
in the greenhouse at 25°C £2 and in 60-65% relative humidity and under natural photoperiod
conditions. They were inoculated a suspension (10* cfu ml") with highly virulent strain Ea43
and sampled at various times for 24™ and 72" hours. Control plants were inoculated with
sterile distilled water. Collected samples were homogenized and measured by a
spectrophotometric method and determined hydrogene peroxidase (H,O,), ascorbate peroxidase,
super oxide-dismutase, catalase, proline accumulation and chlorophyll concentration levels. All
experiments were performed with a minimum of three tissue sample replicates per time point.
The data were statistically evaluated by ANOVA variance analyze and Duncan multiple range
tests. Obtaining to results, while proline accumulation and chlorophyll concentration levels
determined to increase, HO, showed the highest activity in all different apple and pear cultivars
in comparison with control plants.

Key Words; Erwinia amylovora, antioxidative enzyme, pear, apple, oksidative stress
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1. GIRIS
Tiirkiye, diinya iizerinde bulundugu cografi konumu nedeniyle tim meyve
tiirleri i¢in oldukca elverisli bir iklime sahiptir. Bu bakimdan Tiirkiye, bahge bitkileri

kiiltiirintin dogus yeri, diinyada yetisen bircok meyve tiiriiniin ana vatant konumundadir

(Agaoglu ve ark., 1997).

Tiirkiye’de yetistirilmekte olan meyve tiirlerinin 6nemli bir kismini 1liman
iklim meyveleri olusturmaktadir. Bunlar igerisinde elma, findik, armut, seftali, kaysi,
erik, kiraz, ceviz, kestane, ayva, badem, antepfistigi gibi tiirler yaygin olarak
yetistirilmektedir. Ulkemizde yumusak ¢ekirdekli meyve iiretimi, tarimda &nemli bir
yere sahiptir. Yillik 17.729.300 ton olan meyve iiretiminin 3.280.082°lik kismini
yumusak ¢ekirdekli meyve iiretimi olusturmaktadir. Yumusak ¢ekirdekli meyvelerinden

elma 2.782.365 ton ve armut 384.244 ton iiretim degerine sahiptir (Anonim-2009).

Yumusak c¢ekirdekli meyve iiretimini olumsuz yonde etkileyerek {iretim
miktarinin diismesine neden olan pek c¢ok abiyotik ve biyotik faktorler bulunmaktadir.
Bu faktorler canlilarda stres olusturarak bitkiyi normal yasam seyrinden
uzaklagmaktadir. Kuraklik, tuzluluk, sicaklik, virus, fungus, bakteri vb. bir¢cok faktor

tarafindan bitki strese maruz kalmaktadir.

Bitkilerde hastalik yapma yetenegi belirlenen ilk bakteriyel etmen Erwinia
amylovora (Burr.) Winslow ve ark.’nin neden oldugu ates yaniklig1 hastaliginin, armut,
elma, ayva, yenidiinya gibi yumusak g¢ekirdekli meyve tiirlerinin i¢inde bulundugu
Rosaceae familyasinin 37 cinsine ait 129 tiirde belirti olusturdugu rapor edilmistir. Bu
cinslerin i¢inde en siddetli yaniklik belirtisi gosterenler ve ekonomik olarak zarar
gorenler; basta Pyrus ve Malus olmak iizere Cydonia, Cotoneaster, Crataegus,
Pyracantha ve Sorbus cinsleridir. Ates yanikliginin bilinen en eski gozlemleri 1780°de
ABD’de Newyork Hudson Vadisi’ndedir. Bu tarihten sonra, hastalik basta ABD olmak

izere diinya iilkelerine hizla yayilmaya baslamistir (Zwet ve Keil, 1979).

Tiirkiye’de ilk defa 1985 yilinda Afyon ili Sultandag: ilgesinde armutlarda
tespit edilerek kesin tanist yapilan hastalifin elma, armut, ayva ve yenidiinyalarda da
bulundugu bildirilmistir ve 6zellikle lilkemizde de armutlarda biiylik zararlara neden

olan bir hastaliktir (Oktem ve Benlioglu, 1998; Momol ve Yegen, 1993).

Patojen acisindan elverigli sartlarda, hastaligin bitkideki ilerleyisi ¢ok hizli
olmakta ve bodylece kisa bir siirede, ¢cok dnemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

1900-1910 arasinda Kalifornya’daki toplam armut agaci sayisinda %28 oraninda diisiis



tespit edilmistir. 1908’e Holister ve Santa Clara Vadisi’ndeki armut agaclarinin
2/3’sinde ates yamikligi gozlemlenmis ve 5.000.000 dolardan fazla kayip oldugu
bildirilmistir. 1914’de Illinois’da elma ve armutlardaki siddetli siirglin enfeksiyonu
sonucu verim %14 oraninda azalmis, bu da yaklagik 23.000 ton olup, maliyeti 4.000.000
dolardan fazladir. 1975°de Hollanda’da 2.000.000’dan fazla Cotoneaster (dag
musmulas1), 13.000 ates dikeni, 8700 Stranvaesia ve 4500 Sorbus (Uvez) tahrip
olmustur (Zwet ve Keil, 1979). Ozellikle yumusak cekirdekli meyvelerde sorun olan bu
hastalik {izerine diinyada g¢alisan arastiricilar, konunun ve hastaligin 6nemli goriilmesi
tizerine, 50 yil kadar Once bir araya gelerek bir ¢aligma grubu olusturmuslar ve
yaptiklar1 arastirmalar1 degerlendirmek, ileriye doniik projeler hazirlamak iizere 3 yilda

bir “’workshop’’lar diizenlemektedirler.

Erwinia amylovora’nin neden oldugu bu hastalik meyve agaclarinin

biyolojisini etkileyerek bitkide oksidatif strese neden olmaktadir.

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniisiimii sirasinda
meydana gelen reaktif molekiillerdir. Oksijen molekiilleri yasam i¢in vazgecilmez
olmakla birlikte, metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi olarak bilinen ve son
derece reaktif olan ara {irlinler olusur. Reaktif oksijen tiirleri olarak bilinen bu
molekiiller lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir. Aerobik
organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol altinda tutmak ve bu molekiillerin
zararli etkilerine engel olmak {izere antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Ancak
bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin etkisini
tamamen Onleyemez ve oksidatif stres olarak tanimlanan durum ortaya ¢ikar (Giiler,

2011)

Reaktif oksijen tiirleri aslinda patojen ve herbivor saldirilarina kars1 bitkinin
savunma cevabinda dnemli bir yere sahip olan bilesiklerdir. Son yillarda patojen-bitki
interaksiyonu iizerinde yapilan caligmalarda reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkilerini
ortadan kaldiran askorbat peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz gibi enzimlerin etkili
oldugu ortaya konmustur. Bitki dokularimin patojenle inokulasyonu veya hiicre
kiiltiirlerine mikrobiyal uyaricilarin uygulanmasi reaktif oksijen tiirlerinden olan

hidrojen peroksit (HZO2 )’in hizli bir sekilde olusturulmasina neden olmaktadir. HZO2

hipersensitif hiicre Oliimii icin bolgesel sinyal olarak gorev yapmaktadir. Patojenle
enfeksiyon sonucunda savunma mekanizmalarinm1 harekete gecirecek olan sinyaller

olusmakta ve buna bagli olarak da lokal ve sistemik antimikrobiyal savunma



olusmaktadir. Bu sekilde patojenler oOlii hiicrelerde hapsolmakta ve enfeksiyon
bolgesinden bitkinin diger bolgelerine yayilmalar1 engellenmis olmaktadir. Ayrica lokal
cevaplar sirasinda hiicrelerin hiicre duvarlarinin yapisinda degisimler meydana
gelmekte bdylece patojenin hiicre icine girisi de engellenmektedir (Low,1996; Lamb,

1997).

Bu calismada iilkemizde uygun sartlar altinda biiylik zararlara sebep olan
Erwinia amylovora’nin bitkilerde olusturdugu oksidatif stresin elma ve armut
cesitlerinde zamana bagli olarak bitki savunma mekanizmasinda bulunan antioksidan
enzimlerin aktivitelerindeki degisimlerin belirlenmesi amaglanmistir. Elde edilen
bulgular 1s1831nda, reaktif oksijen tiirlerinin bitki savunma sistemi igerisinde
etkinliklerinin 6nemi vurgulanirken ¢esitler arasindaki dayaniklilik farkliliklarinin
temeli anlasilmaya calisilacaktir. Bu durum hastaliklarla miicade olanaklarinda yeni

yaklagimlara neden olabilecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Ulkemizde yumusak gekirdekli meyve yetistiriciligi énemli bir yere sahiptir.
Tiirkiye’de 2006 yilinda 34.899.549 adet meyve fidani iiretilmistir. Uretimin yaklasik %
42’sini 1liman iklim meyve fidanlar1 olusturmustur. Iliman iklim meyve fidani
tretiminde yumusak c¢ekirdekli meyve fidanlarinin payr % 36.8°dir. Toplam meyve
veren aga¢ sayimiz 583.525 bin’dir ve bunun biyik ¢ogunlugunu yumusak

cekirdekliler kapsamaktadir (Anonim, 2010).

Yumusak ¢ekirdekli meyve iiretimini olumsuz yonde etkileyerek {iretim
miktarinin diigmesine neden olan pek c¢ok hastalik ve zararli bulunmaktadir. Bunlardan
en Onemlileri; elmada karaleke (Venturia inaequalis (Cooke) Wint) armutta kara leke
(Venturia pirina Aderh), elmada kiillemesi (Podosphera leucotricha Salm.), bakteriyel

dal yaniklig1 (Pseudomonas syringae pv. siyringae Van Hall) ve ates yaniklig1 (Erwinia

amylovora)’dir (Mirik, 2000).

Zwet ve Keil (1979) yaptiklar1 ¢calismada, ates yaniklig1 hastaligini diinyada iki
asirdan daha fazla ge¢misi olan bir hastalik olarak belirlemislerdir. 18. yiizyilda ates
yanikliginin nedeni olarak bocekler ve funguslar olmak iizere iki teori gelismis ancak
1882°de Burill tarafindan patojenin ilk bakteriyel tanimlanmasi yapilarak Micrococcus
amylovorus olarak isimlendirilmistir. Etmene en son Winslow ve ark. (1920) tarafindan

Erwinia cinsi i¢cinde Erwinia amylovora ismi verilmistir.

Erwinia amylovora (Burr. Winslow ve ark.)’nin neden oldugu ates yaniklig:
hastalig1, armut, elma, ayva, yenidiinya gibi yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerinin i¢inde
bulundugu Rosaceae familyasinin 37 cinsine ait 129 tiirde belirti olusturdugu rapor
edilmistir. Bu cinslerin i¢inde en siddetli yaniklik belirtisi gdsterenler ve ekonomik
olarak, onemli Ol¢iide zarar gorenler; basta Pyrus ve Malus olmak iizere Cydonia,

Cotoneaster, Cratacgus, Pyracantha ve Sorbus cinsleridir (Zwet ve Keil, 1979).

Pyrus cinsi Pomoidae alt familyasi altinda siniflandirilmistir ve tiimii Avrupa,
Asya ve Afrika orijinli yaklagik 20 tiirii igerir. Cins iizerinde yapilan detayl taksonomik
calismalarda toplam 51 kimyasal ve botanik karaktere gore, tiirler, 4 ana gruba
ayrilmustir. 1- Dogu Asya pea armutlari, 2- Daha biiyiik meyveli Dogu Asya armutlari,
3- Kuzey Afrika armutlari, 4- Avrupa ve Bat1 Asya armutlar1 ates yanikligina dayanikls,
ekonomik anlamda en Onemli 5 armut tiri Zwet ve Keil, (1979) tarafindan

bahsedilmistir. Bunlar;



Pyrus communis;

Pratik olarak yetistiriciligi yapilan, armut cesitlerinin tiimii Avrupa’nin yerel
armudu olan Pyrus communis’ ten tlremistir. P. communis yaygin olarak da bilinen ve
yoresel olarak kiiltiirii yapilan armuttur. Bu tiiriin ¢esitleri kalite yoniinden digerlerinden
cok daha {istiindiir. Bu tiiriin ¢esitlerinin ates yanikligina dayanma derecesi 6nemli
derecede cesitlilik gdstermesine karsin, yiiksek kalitedeki Avrupa armutlarinin hig birisi

ates yanikliginin ciddi oldugu bolgelerde dayaniklilik gésteremez (Zwet ve Keil, 1979).

Dogu Akdeniz Boélgesinde yapilan surveyler P.communis tlirline ait Santa
Maria ve Williams c¢esitlerinin ates yanikligindan siddetli olarak etkilendikleri

gozlemlenmistir (Tokgoniil, 1991).
Pyrus calleryana;

Ozellikle Cin’in merkezi ve dogusunda dogal halde yaygindir. Bradford
c¢esidinin biitiin seleksiyonlari, boceklere, Fabraea yaprak lekesi (Fabraea maculata) ve
ates yanikligina oldukga yiiksek dayaniklilik gdsterir. Buna karsin Pyrus calleryana *nin

diger c¢esitlerinin ates yanikligina hassas oldugu belirtilmektedir.
Pyrus ussuriensis;

Ates yanikligina Kuzey Cin ve Kuzey Sibirya arasinda yayilim gosterir. Tiim
armut tiirlerinin i¢inde ates yanikligina en dayanikli olanidir.
Pyrus pyrifolia;
Bu tiiriin ¢esitleri, Cin ve Japonya’da yetistirilmektedir. Bu tiiriin 49 ¢esidi
icinde %28’1 ates yanikligina dayanikli siniftadir.

Pyrus betulafolia;

Merkez ve Kuzey Cin’de yayilim gostermistir. Bu tiiriin ¢ogiirleri arasinda 18

tanesinin yiiksek derecede ates yanikligina dayanikli oldugunu belirlenmistir.

Ates yanikligina dayanim derecesine gore, dayaniklidan hassasa dogru Pyrus
ussuriensis, P. calleryana, P. betulafolia, P. pyrifolia ve P. communis olmak iizere bir

siralama yapilabilir (Zwet ve Keil,1979).

Cummins ve Aldwinckle (1974), elmalarda yiiriittiikleri ¢aligmalar sonucunda
Malus xatrosanguinea, Malus fusca, Malus prunifolia, Malus xanthocarpa ve Malus

surgenti’nin suni siirglin ucu inokulasyonlarina yiiksek derecede dayanikli olduklarini



bildirmislerdir. ~Ayni1 arastiricilar Golden, Gala, Breaburn ve M9 anaci’nin ates

yanikliina hassas oldugundan bahsetmislerdir.

Bahar baslarinda 1lik nemli havalar esnasinda, hastaligin ilk simptomlari
genellikle ¢igeklerde goriiliir (Fahy ve Persley, 1983). Cigekler once sulanmis gibi
gOoriiniir sonra hizla porsiir, kahverengine doner siyahlasir ve diisebilir veya agacta asil
kalabilir. Bu belirtiler hemen ayn1 mahmuzdaki diger yapraklara veya yakin dallardaki
yapraklara sigrar. Yapraklarda ana damar boyunca ve yaprak kenarlarinda kahverengi -
siyah lekeler baglar. Siyahlagsma ilerlerken, yapraklar kivrilir ve porsiir, asagi dogru asil
kalir ve genelde biikiik yanik filizlere asili kalirlar (Maden, 1989). Bu ates yanikliginin
en tipik belirtilerindendir. Genellikle elmalarda yapraklar kahverengilesir, armutlarda

koyu kahveden siyaha doner (Fahy ve Persley, 1983).

Ug siirgiinler ve dip siirglinler genelde direkt olarak enfeksiyon alir ve ugtan
asagl dogru solarlar. Bu siirgilinlerin kabugu kahverengimsi-siyaha doner ve once
yumusaktir, fakat sonra ¢oker ve sertlesir (Maden, 1989). Yanik siirgiinlerde tipik
karakteristik simptom siirgiin uclarinin ¢oban degnegi ya da kanca gibi bir forma

doniismesidir ve yapraklar siyahlasarak siirglinlerde asili kalirlar (Zwet ve Keil, 1979).

Simptomlar meyve mahmuzlar1 ve u¢ dallardan asagi dogru ilerler ve yan
dallarda gelisir. Burada kanserler olusur. Enfeksiyonlu ince dalin etrafindaki dal kabugu
once sulu goriintir, daha sonra koyulasarak ¢oker ve kurur. Eger kanser genislerse ve
dali ¢evirirse, dalin enfeksiyon {iistiindeki kismi1 6liir. Eger enfeksiyon tam ¢evirmeden
durursa, o zaman dormant veya inaktif bir kanser olusur bu da ¢okiik ve bazen catlak
kenarlidir (Maden, 1989). Uc¢ noktadan bagslayan hastalik, siddet derecesine gore

stirglinii, kalin dallara kadar kurutabilir (Karaca, 1977).

Meyve enfeksiyonlar1 genellikle sapindan olur. Kiigiik olmayan meyveler sulu
bir hal alir, sonra kahverengine ddner, porsiir, mumyalasir ve sonunda siyahlasirlar. Olii
meyveler enfeksiyondan bir kag ay sonrada agaca asili kalirlar (Maden, 1989; Fahy ve
Persley, 1983). Ayrica hasat sonras1 paketlenen meyvelerde de etmen bulunabilmektedir

(Zwet ve Keil, 1979).

Nemli kosullar altinda, siit rengi yapigkan akinti damlalar1 yeni enfeksiyonlu
herhangi bir kisimda goriilebilir. Akint1 genellikle hava ile temas eder etmez
kahverengine doner. Damlalar birlesip daha biiyiik damlalar1 olusturabilir, bu da akarak
bitki yiizeyinde bir tabaka olusturur (Maden, 1989). Sonunda koke kadar yayilan

bakteriler tiim agacin kurumasina yol acabilirler. Ates yaniklig1 kuruyan taze yapraklar,



kiiciik meyvelerle tipkir sert ¢ekirdekli meyvelerde goriilen Monilya hastaligini andirir
(Karaca, 1977). Hastalik yangindan sonraki bir agacin goriiniimiine ¢ok benzer. Bu
nedenden dolay1 hastaliga ates yanikligi denilmistir (Cinar, 1988). Hastaligin literatiirde
goriilen oteki isimleri sunlardir: Cigek yanikligi, meyve yanikligi, dal yanikligi, elma

yaniklig1 ve armut yanikligi (Karaca, 1977).

1951-1960 yillar1 arasindaki yillik kayip armutlarda 1.500.000 dolar, elmalarda
2.500.000 dolardir. 1958-1969 yillarinda Ingiltere’deki toplam agac kayiplari; 20.000
armut, 20.000 ali¢, 15.000 Cotoneaster ve 2000 ates dikenidir. 1963°de California’da
armutlardaki ates yakinligi zarar1 %14 olurken, elmalardaki oranda %S5’dir. 1975’de
Hollanda’daki agaclardan 2.000.000’dan fazla Cotoneaster, 13.000 ates dikeni, 8700
Stranvaesia ve 4500 Mountainash tahrip olmustur. 1976 yilinda California’da, sadece

armutlarda, 47.000.000 dolarlik kayip oldugu bildirilmektedir (Zwet ve Beer 1979).

Etmen bir onceki mevsim sirasinda olusan kanserlerin kenarlarinda, diger
konukgulardaki kanserlerde ve muhtemelen tomurcuklarda ve belirgin sekilde saglam
goriilen odun dokularinda kislamaktadir. Bakteri ¢ogunlukla biiyiik dallarda canliligin
siirdiirir ve 1 c¢m captan daha kiiciik filizlerde nadiren kislayabilir. Ilkbaharda,
bakteriler canli kaldigi bu kanserlerde aktif hale gelir, cogalirlar ve bitisik saglam
kabuga yayilir. Nemli veya 1slak havalarda bu bakteriyel kiimeler tarafindan su alinir,
Oyle ki hacimce dokunun kapasitesinden daha fazla biiyiir, boylelikle onlarin bir kismi
lentiseller ve doku iizerindeki yariklardan disari ¢ikar. Bakteriyel akinti veya salgi
olarak adlandirilan bu salgi hiicre ve 6z suyu, milyonlarca bakteri ve bakteriyel yan
tirinlerden ibarettir. Akint1 ilk defa ekseri armutlar ¢igek agarken goriliir. Ari, sinek,
karinca gibi degisik bocekler bu tatli ve yapiskan akinti tarafindan ¢ekilir ve onunla
bulasirlar. Onlar sonra c¢igekleri ziyaret ettigi zaman bakteri igeren salginin birazini
cigeklerin nektarina birakirlar. Bazi durumlarda bakteriler kanserlerdeki akintidan
sigratict yagmur damlalar ile de tagimabilir. Akintilar kurudugu zaman o ekseri havai

iplik¢iler olusturur, bunlar da riizgarla tasinarak bir inokulum gorevi tistlenirler (Zwet

ve Keil, 1979).

Erwinia amylovora bakterisi nektarda hizli bir sekilde ¢ogalir, nektartodlara
ulasir ve ¢icek dokular1 igine penetrasyon yapar. Bakteri ¢iceklerden asagi dogru ¢icek
sapina oradan da meyve mahmuzunun kabugu icine hareket eder. Mahmuzun
enfeksiyonu onun iizerindeki tiim ¢igeklerin, yapraklarin ve meyvelerin 6liimiine neden

olur (Zwet ve Keil, 1979).



Yapraklarin penetrasyonu i¢in stoma ve hidatodlar bakteriye giris kapisi olarak
yardimci olmalaria ragmen yaprak enfeksiyonlarinin cogu bdcek, dolu gibi nedenlerle

acilan yaralardan olmaktadir (Zwet ve Keil, 1979).

Hastaligin yayilmasinda, genel olarak bocekler en dnemli faktorlerden biri
olarak kabul edilmektedir. 1891°de balarilar1 ve yabanarilarinin bakteriyi ¢icekten
cicege yaydigmin gozlenmesinden beri tozlayict boceklerin patojenin yayilmasi
konusunda tizerinde en c¢ok diisliniilen tasiyici olmuslardir. Yapilan arastirmalar

sonucunda 77 bdcek cinsinin patojeni yayabildigi saptanmistir (Zwet ve Keil, 1979).

Meterolojik olaylardan birisi olan yagmur, patojenin kanserlerden veya taze
inokulumdan yayilmasinda onemli bir faktordiir. Agacin iist kisimlarindaki bitkisel
organlardan, bakteriler yagmur damlalar1 ile agacin alt kisimlarina yayilmaktadir.
Yagmurun dolayli bir etkisi de ¢i¢eklerdeki nektarla iliskilidir. Kuru hava sartlarinda
cigekler icindeki nektar, bakteri gelisimi i¢in ¢ok fazla konsantredir. Ancak yagmurun
etkisiyle konsantre haldeki nektar seyreltik hale gelerek bakteri cogalmasi ve

enfeksiyon kolaylasir (Zwet ve Keil, 1979).

Riizgarlarla yayilmada bakteri genellikle sis tanecikleri veya yagmur
damlalartyla taginir. E. amylovora’ nin irettigi bakteriyel iplik¢ikler riizgar yardimiyla
uzun mesafelere tasinabilmektedir. Bakteriyal iplik¢iklerin riizgarla bulutlara kadar
taginabildigi ve riizgarin etkisiyle ¢ok uzaklara kadar ulasip yagmur damlalariyla

konukgusuna bulastig1 saptanmistir (Zwet ve Keil, 1979).

Ates yaniklig1 insanlar, bahce aletleri, meyve ya da as1 goziiyle yayilabilir.
Budama aletleri, hastalikli dallardan saglikli dallara ates yanikligin1 yaymada en énemli
rolii oynar. Budama makaslar1 ve testereler, kanserli dallar ve gévdenin budanmasindan
sonra dezenfekte edilmezlerse, bakterinin kolayca diger dallara ve agaclara bulagsmasina

neden olabilirler (Zwet ve Keil, 1979).

Eger inokulumla temas ederlerse eller, elbiseler, ayakkabilar ve hatta bahge

aletlerinin tekerlekleri de yayilmada rol oynayabilirler(Zwet ve Keil,1979).

Scroth ve Hilderbrand, (1980)’e gore ates yanikligi hastaligi etmeni Erwinia
amylovora (Burr.) Winslow ve ark. Enterobacteriaceac familyasinda Erwinia cinsi
icinde yer alan, gram negatif, fakiiltatif aneorob, kisa ¢ubuk sekilli ve peritrik kamgili
bakterilerdir. In vitro’da optimum 21-28°C arasinda gelisen bakterinin, termal 6lim

noktas1 45-50°C” dir. Optimum pH gelisimi 6,0 - 7,5°dir (Zwet ve Keil 1979).



Erwinia amylovora’nin tanilanmasinda 36°C’de gelisim, iireaz olsumu testi
(Dye,1968), indol iiretimi testi (Dickey ve Kelman,1988) jelatinin hidrolizi testi
(Klement ve ark.,1990), KOH testi (Fahy ve Hayward, 1983), %5 SNA’da gelisim,
King B besiyerinde fluoresans pigment olusumu, acetoin liretimi (Dye,1968), oksidatif-
fermantatif reaksiyonu (Ayers ve ark.,1919), sakarozdan indirgenen bilesikler (Klement
ve ark.,1990), aesculin hidrolizi (Sneath,1956; Schaad, 1988), sisteinden H,S olusumu
(Klement ve ark.,1990), karbonhidratlardan asit {iretimi, tiitlin yapraginda asiri
duyarlilik reaksiyonu (Klement ve ark.,1990; Lelliott ve Stead,1987; Mohan ve
Schaad,1987) biyokimyasal testleri esas alinmaktadir.

Zwet ve Keil (1979), patojen konukcu bitkide sentezleyebildigi amylovorin’i
yapay besiyerinde sentezleyemedigini bildirmektedir. Duyarli konukg¢u bitkiler
amylovorin’den olumsuz yonde etkilenirken dayanikli konukcu bitkiler amylovorin’den
etkilenmemektedir. E. amylovora yapay besiyerinde +4°C’de uzun siire canlihigimn
korurken dogal kosullarda 90 giin sonunda canliigini yitirmektedir. E. amylovora
slirglin, meyve, agac kabugu gibi cesitli bitki dokularinda damlaciklar halinde’ooze’ ad1
verilen bakteriyel akintilar ve ‘strand’adi verilen bakteriyel iplik¢ikler olusturmaktadir.
Ooze igindeki bakteriler genellikle virulent olup 2 yil veya daha uzun bir siire
patojenitelerinin siirdiirmektedir. Sert yapida olan ve zamanla kirilabilen iplik¢igin

%20’sini bakteriyel hiicre olusturmaktadir.

Bu hastalikla ilgili en eski miicadele yontemi olarak bitkilerin yanik
stirgiinlerinin budanmas1 olarak bilinmektedir. Siddetli enfeksiyon gosteren bitkilere
eradikasyon islemi ile hastalikla ilgili ilk miicadeleler baslamistir. 1950’lerde
antibiyotigin kesfi ile farkli antibiyotik tiirleri denenmistir. En basarili streptomisin
stilfat bulunmustur. Ancak antibiyotigin insan ve g¢evre sagligi iizerindeki olumsuz
etkileri yani sira patojenin dayaniklilik kazanimlart sonucu fungusit grubu bircok
kimyasal kulanilmistir. Bunlar icerisinde 6n plana ¢ikan kimyasallar Fosetil-Al, bakirl

bilesikler, maneb+bakir, mancozeb+bakir gibi kombinasyonlar olmustur.

Biyolojik miicadele ajan1 olarak Pseudomonas fluorescens ve Pantoea
aglomerans gibi etmenler basarili olarak goriilmiislerdir. Son yillarda arastirma
sonuglart konukcu-patojen interaksiyonuna dayali olarak yapildigi bitki savunma
sistemini aktive edici (SAR, ISR vb.) kimyasallarin kullanimina odaklanmis ya da
bitkilerin genetik yapilarini anlamaya yonelik molekiiler diizeydeki ¢alismalar yoniinde

olmustur.
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Erkan (1992), tarafindan bitkilerde hastalik etmenin olusturdugu sinyalin
algilanmasi bitkinin savunma mekanizmasini aktif hale getirdigi bildirilmistir. Bitki
savunmasinda aktif oksijen olarak adlandirilan {riinler bitki hiicresi tarafindan
tiretilmeye baslandig1 ve aktif oksijen tiirevleri bitkide en az dort degisik role sahip
oldugu ifade edilmistir.Bu durumda reaktif oksijen tiirleri ilk olarak hipersensitif hiicre
Olimiine neden olmaktadir. Hipersensitif, bitkinin sadece patojenin enfekte ettigi
bolgedeki hiicrelerini dldiirmesi olayidir. Hiicre 6liimii patojenin sadece enfeksiyonun
oldugu bolgede lokalize olmasina neden olmakta ve bu sekilde hastalifin yayilmasi

onlenmektedir ( Heil, 2002).

Xing ve Higgins (1997)’e gore patojenle enfeksiyon sirasinda elisitor ve reseptor
arasindaki interaksiyon sonucunda hizli iyon akislar1 ve oksidatif stres meydana

gelmektedir.

Bitkiler farkli stres faktorlerine karsi ayni veya benzer savunma mekanizmalari
gelistirmiglerdir. Bitkiler stresi ya tolere etmekte ya da ondan kaginmaktadirlar. Stres
faktorleri yapisal ve metabolik hasarlara neden olmaktadirlar. Bu yiizden bitkiler
sekonder metabolitlerin yanisira bagka savunma yollar1 gelistirmislerdir. Bunlar
dehidrin veya patogenez iliskili proteinleri gibi spesifik proteinler, fenilpropanaoid
yolunun aktivasyonu, reaktif oksijen tiirlerin olusumu, antioksidanlarin aktivasyonu,
thionin, thaumatin, kitinaz, glukanaz gibi PR proteinleri, fitoaleksinler, diisiik molekiil
agirlikli fenolikler, savunma enzimleri ve diisiik sicaklik, agir metaller, ozmotik stres,
ozon ve patojen gibi stres faktorlerine karsi sentezlenen diger savunma faktorleri,
programlanmis hiicre Oliimii olan hipersensitif reaksiyon, sistemik kazanilmis

dayaniklilik, sistemik uyarilmis dayaniklilik vd.’dir ( Plazek, 2003).

Bircok bitki tiirli baz1 hastaliklara kars1 dogal olarak dayaniklilik gosterirler.
Genelde bir bitkide hastalik olusturabilen bir etmen bagka bir bitkide herhangi bir
hastalik olusturmayabilir. Bu durum genel dayaniklilik veya temel dayaniklilik olarak

adlandirilmaktadir. Bu tip dayaniklilik uzun émiirlidiir (Erkan, 1992).

Ozcan ve Babaoglu (2001), dayaniklilik geninin iiriinii olan proteinler hastalik
etmeninin bitkiye girmesi sirasinda salgiladigi sinyal molekiillerini tanima yetenegine
sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu tanima islemi bitkinin savunma sisteminin harekete
gecirilmesi bakimidan zorunludur. Sonugta bitki savunma mekanizmasinin uyarilmasi
antimikrobiyal etkiye sahip bircok proteinin bitkide iiretilmesine neden olmaktadir.

Bitki patojen tarafindan etkilense bile patojenin daha fazla yayilarak tiim bitkiyi
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Oldiirme olasiligini en aza indirebilecek sistemlere sahip olmalidir. Yaralanma,
patojenik olmayan organizmalarin yanisira viriilent olmayan ve virlilent patojenlerle
enfeksiyon sonrasinda bitkilerde genel olarak bir savunma cevabi meydana gelmektedir.
Viriilent olmayan bir patojen ile enfeksiyon sonrasinda viriilent patojenler ve
nonpatojenlerle interaksiyonda meydana gelmeyen hipersensitif bir cevap hipersensitif
reaksiyon olustururlar. Bu yiizden farkl: iki sinyal yolu meydana meydana gelmektedir.
Bunlardan biri c¢esitli uyarimlara karsi olusan genel bir savunma cevabi ve digeri

aviriilent patojenlere kars1 olusan hipersensitif reaksiyon cevabidir.

Baron (1995)’e gore bitkilerde savunma cevaplarinin bir bolimi cesitli
fonksiyonel gruplara ayrilmaktadir. Ik olarak fenilalanin amonyum liyaz (PAL), salkon
sentaz (CHS) ve salkon izomeraz gibi fenilpropanoid metabolizmasidir. Bu
metabolizmanin birgok son {irlinii gibi fitoaleksinler, hiicre duvari yapisina katilan
lignin gibi dogrudan antimikrobiyal etki gostermektedir. Fenilpropanoid iiriinleri farkli
biyotik ve abiyotik uyarimlara kars1 bitki savunmasinda farkli rollere sahiptirler. Ikinci
savunma cevabt hidroksiprolin-zengin glikoproteinler (HRGPs)’in sentezi ve
peroksidazlardir. Bu savunma genlerinin iriinleri patojenin yayilmasini engeleyen
yapisal bariyerlerin sentezlenmesinde gérev yapmaktadirlar. Ugiincii savunma cevabini
ise kitinaz, katalaz, pektinaz enzim sentezleri olusturmaktadir. Bu enzimler savunma
cevaplarinin uyarilmasinda gorev yapan bitki hiicre duvarindan endogenik elisitorlerin
(uyarici) serbest kalmasim1i ve fungusun hiicre duvarmin  pargalanmasini
saglamaktadirlar. Son olarak cesitli bitki patojen sistemlerinde lipoksigenaz (LOX)
aktivitesinde meydana gelen artisidir. LOX iirlinleri jasmonik asit gibi patojen ve

yaralanmalara kars1 olusan genel cevaplardandir.

Savunma tepkimelerinin ilk ve Onemlisi, diren¢ genleri tarafindan spesifik
patojenlerce kodlanan avirulens (Avr) proteinlerin algilanmasidir. Patojenle iliskili
proteinler ile olusturulan savunma tepkisi (ayn1 zamanda gen ig¢in-gen direnci), saldiri
bolgesinde bulunan hiicrelerde hizli nekrozlarin (hipersensitif tepki) ortaya ¢ikmasina
neden olmakta ve patojenin o bolgede etkin bir sekilde sinirlandirilmasi ile
sonu¢lanmaktadir. Yani bitkilerde patojen interaksiyonu siiresince hipersensitif
reaksiyonun dahil oldugu bir¢ok savunma mekanizmalar1 aktif hale gelmektedir (Erkan,

1992).

Low (1996), oksidatif yanma, aktif programlanmis hiicre 6liimii ve patojenle

iligkili proteinler gibi antimikrobial savunma siiresince meydana geldigini
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bildirmektedir. Son yillarda patojen-bitki interaksiyonu iizerinde yapilan ¢alismalarda
reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkilerini ortadan kaldiran askorbat peroksidaz, katalaz

gibi enzimlerin etkili oldugu ortaya konmustur.

Bitkinin fizyolojik aktivitenin dogal iiriinii olan serbest radikalleri, organizma
bitkinin ilk olusumunda kazandig1 ¢ok hassas bir donanimla oksidan-antioksidan denge
olarak tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya calisir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif
strese yol acar. Oksidatif hasarin Onilindeki en Onemli engel, atmosferdeki oksijen
konsantrasyonu (150 mmHg) ile dokulardaki oksijen konsantrasyonu (30 mmHg)
arasindaki biiyiik farktir. Bu avantaja ilave olarak endojen antioksidan sistemler ve

ekzojen olarak alinan antioksidanlar da mevcuttur (Mavi, 2005).

Gutteridge (1995)’a gore 1sikla karsilasan kimyasallar oksijenle reaksiyona
girerler ve bunun sonucunda da eslesmemis elektron icermedigi i¢in serbest radikal
olmayan, donme yonlerinin farkliligindan dolay1 oksijenin yiiksek reaktif form olan
singlet oksijen aciga ¢ikar ve bitkide oksidatif stresi meydana getirir. Bitkilerde
meydana gelen aktif oksijen iiretimi aslinda bitkilerin patojenlere karsi gelistirdikleri
savunma sisteminin bir parcasidir. Bitki savunmasinin ilk asamasinda ’aktif oksijen’
olarak adlandirilan iiriinler bitki hiicresi tarafindan tiretilmeye baslanir. Aktif oksijen
tirlinleri arasinda hidrojen peroksit ve siliper oksit anyonlar1 sayilabilir. Ancak bu,

bitkide doku hasarina sebep olmaktadir.
Aktif oksijen tiirevleri bitkide en az dort degisik role sahiptir (Stadtman, 2002);

a. Aktif oksijen ilk olarak hipersensitif hiicre Olimiine neden olur.
Hipersensitivite, bitkinin sadece patojenin enfekte ettigi bolgedeki hiicrelerini 6ldiirmesi
olayidir. Hiicre 6liimii, patojenin sadece enfeksiyonun oldugu bolgede lokalize olmasina

neden olur ve bu sekilde hastaligin yayilmasi dnlenir.

b. Aktif oksijen tiirevlerinin ikinci fonksiyonu hastalik etmenine karsi
dogrudan oldiiriicii etkide bulunmasidir. Bilindigi gibi hidrojen peroksit yaralarin
enfekte olmasin1 Onlemek ve cevreyi mikroplardan arindirmak i¢in yaygin bi¢cimde

kullanilir.

c. Aktif oksijenin bir baska fonksiyonu da lignifikasyonda rol oynamasidir.
Lignin olusumu bitkilerde enfeksiyondan sonra hiicre duvarinin saglamlastirilmasi
bakimindan Onemlidir. Bitkide lignin yapilmast da hidrojen peroksit kullanimi
gerektirir. Gereksinim duyulan hidrojen peroksit bitki hiicresinde enfeksiyona tepki

olarak firetilen hidrojen peroksit’dir.
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d. Aktif oksijenin 6teki bir fonksiyonu da bitkilerde sinyal molekiilii olarak
gbrev yapmasidir. Hastalik etmeninin enfeksiyonu sonucunda bitki hiicresinde iiretilen
hidrojen peroksit veya diger aktif oksijen tiirleri bitkinin dayaniklilik mekanizmasini
uyarict etkide bulunur. Bu oksijen tiirleri sadece enfekte olmus bolgedeki genleri
uyarmakla kalmaz, ayni zamanda sistemik doku olarak bilinen ve bitkinin hastalik
tarafindan heniiz etkilenmedigi bolgelerine giderek oradaki genlerinde aktif hale

gelmesini saglar. Daha sonraki enfeksiyonlara da dayaniklilik son derece artar.

Oksidatif stres siirecinde meydana gelen reaktif oksijen tiirleri ve serbest
radikaller niikleik asitleri, proteinleri ve lipitleri oksitleyebilir (Akkus, 1995; Halliwell
ve Gutteridge 1989; Meram ve Aktaran 2002; Stadtman, 2002).

Bitkilere patojenlerin girisinden sonra patojenlerin sebep oldugu asir1 duyarlilig
151k reaksiyonlart ¢ok cesitli serbest radikal formlar tarafindan gerceklestirilir. Bu
durum, patojene maruz kalan yapraklarda yapilan kimyasal ¢aligmalarda antioksidan
enzimlerin Ozellikle de peroksidazlarin, katalazlarin, siiperoksit dismutazlarin ve
stiperoksit radikallerinin arttginin gosterilmesiyle desteklenmistir. Organizmada gegis
metallerini (Fe™ ve Cu” gibi metaller) igeren enzimler vasitasiyla molekiiler oksijene
tek elektronlarin transferi suretiyle oksidasyon reaksiyonlar1 meydana gelir. Molekiiler
oksijenler yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimindedirler.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda
olusan stiperoksit radikali (O, ), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH.)'dir
( Tietz, 1995; Akkus, 1995).

Burtis ve Ashwood (1999)’e gore reaktif oksijen tiirleri, gesitli serbest

radikallerin olustugu serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler ve hiicrede

karbon merkezli organik radikaller (R.), stiperoksit radikali (02.), hidrojen peroksit
(H,0,) ve hidroksil radikali (OH.) gibi ¢esitli radikallerin olusumuna neden olurlar.

Stiperoksit radikali (O,”) hemen tim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin
(0,) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metalleri

stiperoksit radikali meydana getirebilir. Siiperoksit radikali kendisi direkt olarak zarar
vermez. Bu radikal anyonun asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis

metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde
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daha reaktifdir, oksidan perhidroksi radikali (HOz.) olusturmak {izere olusur (Kurutas ve
Inang, 2004).

Stiperoksit radikali ile hidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olur digeri indirgenir. Bu reaksiyonda molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit
meydana gelir. Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici 6zellige sahiptir.
Ornegin ferrisitokrom ¢ ya da nitroblue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak
davranarak bir elektron kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur. Siiperoksit radikali

oksidan olarak davranarak bir elektron alir ve hidrojen perokside (H,O,) indirgenir

(Burtis CA, 1999).

Hidrojen peroksit, bitkinin kendini savunmasi sirasinda Chen ve ark., (1994)’e
gore hastalik etmenin olusturdugu sinyalin algilanmasi bitkinin savunma mekanizmasini

aktif hale getirir.

Murray ve ark. (1996), biyolojik sistemlerde H,O,’nin asil iiretimi
stiperoksidin nonenzimatik veya siiperoksit dismutaz katalizli dismutasyon reaksiyonu
ile H>O,’ye dontligsmesiyle oldugunu bildirmektedir. Ayrica, aminoasit oksidaz, ksantin
oksidaz (XO) gibi baz1 oksidaz enzimlerinin faaliyeti sonucunda in vivo olarak H,O,
tiretilir. Bu reaksiyon, radikal olmayan {iriinler meydana geldiginden dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir.
Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri (ROS)

kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6énemli bir rol oynar.

Burtis ve Ashwood (1999)’e gore hidroksil radikali (OH'), fenton reaksiyonu
ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun
yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur. Hidroksil
radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Hidroksil

radikali reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) en giicliisiidiir. Olustugu yerde tiyoller ve yag
asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS.), karbon

merkezli organik radikaller (R.), organik peroksitler (RCOO.) gibi yeni radikallerin

olugmasina ve sonucta biiyiik hasara neden olur.

Sugimoto-Shirasu ve Robers (2003), hiicrede normal metabolik yollardaki
enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif yerinde ara iiriinler olarak devamli sekilde

serbest radikaller olusturdugunu bildirmislerdir. Organogenesis, organlarin gelisimi ve
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organlar sekillendiren safha icinde yer alir. Bu simirlar i¢inde farklilasan hiicrelerin
siralanisin1 igeren yapilarinin sekillenmesine neden olan hiicre gruplari boliiniir ve
biiyiime olusur. Son caligmalarda ROS hiicre biiylimesini diizenleyen ve gelismeyi

kontrol edebildigini ileri stirmiislerdir.

Gelismede rol aldig1 gosterilen ROS bir elektron alarak NADPH’1 kullanir ve
stiperoksit radikalleri O, olusturan NADPH oksidaz tarafindan iiretilir ve solunum
patlamasindan sorumlu ilk tanimlanan enzimlere benzer. ROS ayrica kok biiylimesinde,

yaprak uzamasinda vb. yapilarin olusumunda da goérevlidir (Segal ve Abo, 1993).

Hiicrelerin biiyiime orant ROS’ un bulundugu miktara bagli olabilme durumunu
diistindiirmektedir (Fry, 1998). Ayrica Sagi ve ark. (2004)’e gore ROS sadece gelisimi
degil enzimleride kontrol ettigi belirtilmistir. Biiyliyen dokularda ve hiicre duvarinin
sertlesmesinde hiicre duvarinin genlesmesine katilarak biiylimede duraksama ve hiicre

de farklilasma meydana getirir.

Reaktif oksijen tilirleri bitki gelisiminin 6nemli diizenleyicileri olarak
bilinmektedir. ROS hiicre biiylimesinde rol aldig1 ve ROS iiretiminin diizenlenmesi bitki
formunu kontrol eden 6énemli bir faktér oldugunu gosteren bir¢ok delil bulunmaktadir.
Sporofit vaskiiler bitki govdesi; siirgiin dokulardan elde edilir ve organlarin sekillendigi
yer olan meristemde ve etrafinda gelisme faaliyetinin ¢ogu olusur (Martienssen ve

Dolan, 1998).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu patojenler, ozon (O,), kuraklik,

tuzluluk, azot dioksit (NOZ.), kimyasal maddeler ve ilaglar gibi baz1 uyarilarin etkisiyle

artar. Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim

onemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit radikali (OZ._) ve hidroksil radikali (OH.)

sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid
peroksidasyonunu baglatir. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein stilthidril
gruplart ve diger amino grup asit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve

mitokondriyal DNA okside olur (Akkus, 1995).

Percival (1998), hiicre ve organ sistemlerini reaktif oksijen tiirlerine karsi
koruyabilmek i¢in organizma karmasik bir sistem gelistirmistir. Bu sistem endojen ve

eksojen orjinli, etkilesimli ve birlikte ¢calisan ¢esitli bilesenler igerir.

Serbest radikallere karsi hiicresel savunma (antioksidan savunma sistemleri,

antioksidanlar) reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana
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getirdigi hasar1 6nlemek i¢in birgok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar
"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler ve
antioksidan sistem hasar oncesi radikal olusumunu Onler, oksidatif hasar1 onarir, hasara

ugramis molekiilleri temizler (Akkus, 1995).

Antioksidanlar, serbest radikallere kars1 korunmada yararlidir ve canlilarda pek
cok hastaligin 6nlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Oksidatif strese karst bu etkilerini
zincirleme sekilde ilerleyen lipit peroksidasyonu gibi serbest radikal iireten basamaklara
etki ederek, direkt olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) konsantrasyonunu azaltarak,
serbest radikal iiretimini baglatan ilk radikali etkisiz hale getirerek ya da gecis metalleri
ile selat olusturarak gosterirler. Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan olmak

tizere iki gruba ayrilmaktadir (Caylak, 2011).

Cavdar ve Sifil (1997), canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve
DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen

maddeler antioksidan oldugunu bildirmislerdir.

Antioksidanlar, lipidlerin yani sira protein, DNA ve karbonhidrat gibi okside
olabilen diger tiim bilesikleri de iceren diger bir tanim “okside olabilen substratlara
kiyasla diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve substratlarin oksidasyonunu dnleyen veya

geciktiren maddeler” seklindedir (Becker, 2004).

Rice-Evans, (1999)’a gore antioksidanlarin oksidatif reaksiyonlara etkisi farkli

sekillerde olabilir:

a) ROS olusmasini engelleyen sistemler: Demir ve bakir iyonlarini baglayan
metal selatorleri, mitokondride dogal olarak olusan ROS’lar1 indirgeyen mitokondriyal

sitokrom oksidaz gibi.

b) ROS’lar yakalayip nétralize eden antioksidanlar: Flavonoidler, a-tokoferol,
askorbik asit, metiyonin, iirik asit, B-karoten, indirgenmis glutatyon, mukus gibi. Bu tiir
antioksidanlar radikalik zincir reaksiyonunun baslamasini inhibe eder veya zincir

reaksiyonunun ilerlemesine engel olarak radikalik reaksiyonu sona erdirirler.

¢) Olusan radikalleri detoksifiye eden sistemleri: ROS’lar1 daha az toksik
irtinlere doniistiiren enzim sistemleridir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

bu enzimlerdendir.
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Blokhnina (2000), stres kosullar1 altinda hiicreleri korumak ve ROS diizeylerini
kontrol altinda tutabilmek icin bitki dokular1 ROS’ni ortadan kaldiran siiperoksidaz,
katalaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz vs. gesitli enzimler ve diisiik molekiiler

agirliga sahiptir.
Katalaz, H202’i su ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir. Suyun yiiksek

enerjili iyonlastirict radyasyona maruz kalmast sonucu da olusur. Biyolojik
sistemlerdeki en reaktif ve hasar verici radikal tiriidiir. Yarilanma omrii ¢ok kisa
olmasina ragmen ortamda rastladigi her biyomolekiille tepkimeye girer ve olustugu
yerde biiyiik hasara sebep olur. Her tiir biyolojik molekiille reaksiyona girse de 6zellikle
elektronca zengin bilesikler tercihli hedefleridir, niikleik asitler (plirin ve pirimidin
bazlar1) ve proteinler (aromatik amino asitler) ile ¢esitli radikal tepkimeler verir

(Halliwell ve Gutteridge., 1989).

Arbona ve Jacas (2003), farkli NaCl konsantrasyonlart uygulanan
turuncgillerde antioksidan bir savunma olustugu SOD, GR, APX gibi antioksidan
enzimlerin aktivitelerinde belirgin degisimler oldugu gozlemlenmistir. Enzimatik

antioksidan grubunda ise katalaz (HZO z’nin molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler),
askorbat peroksidaz (H202’nin su ve monodehidroaskorbata doniisiimiinii katalizler)

antioksidan savunma mekanizmasinda bulunmaktadir.

Harinasuf ve Poonsopa (2003), antioksidant bakimindan zengin olan dut
kiiltiirlerinde tuzlulugun antioksidant enzimler iizerindeki etkileri incelemisler ve 50,
100 ve 150 mM tuz uygulanmig dut kiiltiirlerinde 150 mM tuz konsantrasyonunda SOD,
peroksidaz, glutatyon rediiktaz enzimlerinin aktivitelerinde diger konsantrasyonlara

nazaran artig oldugu saptanmislardir.

Jiang ve Zhang (2001), musir fidelerine 10 ve 100 pM ABA uygulandiginda 0O,
ve H202’ in diizeylerinde artis oldugunu saptamis ve buna takiben SOD, CAT, APX ve

GR enzimlerinin aktivitelerinde artis oldugunu tespit etmislerdir. 100uM ABA
uygulamasini takiben 24 saat i¢inde lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunda bir
artis olmadig1 gozlenmistir. 1000 uM ABA uygulamasinda ise asir1 miktarda O, ve

H O, in olusumda ¢ok Onemli olan katalitik Fe iceriginde artis oldugu goriilmiistiir.

Diisiik ABA konsantrasyonunun oksidatif hasara kars1 antioksidant savunmay1 meydana

getirdigini, ABA’nin yiiksek konsantrasyonlarinda asir1 miktarda ROS olustugunu ve
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bununda bitki hiicrelerinde oksidatif hasarin olusmasina neden oldugunu

gostermektedir.

Stiperoksid grubuna gore daha az etkili olan katalaz ve peroksidaz gibi
antioksidan enzimlerle H,0O,, su ve oksijen gibi {riinlere donistiiriilerek
etkisizlestirirler. Oksidatif streslere tolerans saglamada bitkilerin bu enzimlerin hiicresel

seviyelerini diizenlenmesi olduk¢a 6nemli oldugu bulunmustur (Minibaeva ve Gordon,

2003).

Antioksdan enzimler hidrojenperoksitin  detoksifikasyonunda katalaz,
peroksidaz gibi enzimlerin aktivitesinde ve ROS ‘larin detoksifiye edilmesinde gorev

yapmaktadirlar. H202’i elemine ederler ve hiicrelerde HZO2 konsantrasyonun

diizenlenmesinde gorev yaparlar (Kog, 2008).

Bakardjieva ve Christov, 1996’ na gore ¢oklu molekiiler formlara ve genis bir
hiicre alt1 dagilimina sahip olan peroksidaz bitkilerde biiyiik oranda bulunur. Molekiil
agirliklart 35-100 kDa arasinda degigsmektedir. Bugiine kadar pek ¢ok peroksidaz izole

edilip karakterize edilmis ve aminoasit dizilisleri belirlenmistir.

Peroksidaz’lar ligninlesme, hiicre duvarindaki polisakkaritlerin capraz
baglanmas1 ve proteinlerin toplanmasi gibi pek ¢ok fizyolojik olayda rol oynamaktadir.
Bunun yani sira diisiik sicaklik, SO, stresi, tuzluluk, su stresi, parazit enfeksiyonu,
patojenler, sicaklik stresi, UV 1s1k tesirleri gibi cesitli stres faktorlerinin mevcudiyetinde
artan peroksidaz aktivitesi, bu enzimin stres enzimi olarak anilmasina sebep olmustur.
Fiziksel, kimyasal ve biyolojik stresin degisikligine tepki olarak bitkilerde POX
aktivitesi artar (Kim ve ark., 2000).

Bitkisel peroksidaz yapraklarda, yaralanan gévdelerde, kotiledon yapraklarda,
cicek saplarinda bulunmus ve bu doku hiicrelerinde niikleus, mitokondri, ribozom,
hiicre duvari ve hiicre membanlarinda, ayrica ekstraseliilar bolgelerde de lokalize
olmustur. Peroksidaz enziminin ¢ok sayida fizyolojik olayda rol oynadig1 ve bir¢cok
metabolik olayin ger¢geklesmesine yardimci oldugu bilindiginden bu kadar c¢ok
fonksiyon ile bagdastirilan bu enzimle ilgili arastirmalar yogun bir sekilde

stirdiiriilmektedir (Tasgin ve ark., 2006).

Sairam ve Srivastava, (2000); Minibaeva ve Gordon, (2003); Siiperoksidaz;
siiperoksit radikalini, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢evirebildigi

bildirmislerdir. Bu durum;
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20, +2H" coeomeeee H,0, + O, seklinde formulize edilir.

Bitkilerde metal kofaktorlerine bagli olarak siniflandirilan 3 farkli SOD
izoenzimi vardir: Mn, Fe ve Cu/Zn (Alscher ve ark., 2002). Mn-SOD’lerin peroksizom
ve mitokondride (Del Rio ve ark., 2003) ve bazi bitkilerin kloroplastlarinda da
bulundugu bildirilmistir (Hayakawa ve ark., 1984). Fe-SOD’nin biitiin bitkilerde
bulunmadig1 (Ferreira ve ark., 2002) fakat kloroplastlarla ilgili oldugu gosterilmistir
(Alscher ve ark., 2002).

Sairam ve Srivastava (2000), oksidatif stres altindaki bugday genotiplerinde
SOD aktivitesinde bir degisiklik gdzlenmemistir.

Kislik cavdarla yapilan bir ¢calismada 5 haftalik soguga uyum siiresi sonunda
yapraklardaki SOD aktivitesinin kontrollere gore %40.4 oraninda arttig1 bulunmustur

(Streb ve ark., 1996).

Kornyeyev ve ark. (2001), mutant pamuk bitkisiyle yapilan bir ¢aligmada SOD
aktivitesinin, diisiik sicaklik uygulamasi sonucu kontrole gore yaklasik 3 kat arttigi

belirlenmistir.

Beak ve Skinner (2003), kislik bugday yapraklarinda 4 haftalik soguga uyum

boyunca MnSOD genlerinin ifadesinin artig gosterdigi belirlenmistir.

Katalaz; aerobik organizmalarin tiimiinde, omurgalilarda, omurgasizlarda,
bitkilerde ve mantarlarda bulunmaktadir (Bergmeyer ve Grabl, 1983). Katalaz ytliksek
konsantrasyondaki H>O;’nin 2 elektronunu kullanarak su ve oksijene indirgenmesini
katalizleyen demir igeren tetramerik ve yiiksek molekiil agirligina sahip bir enzimdir

(McClung, 1997; Chaudiere ve Ferrari, 1999).

Katalaz ¢ok az miktarda mitokondri matriksinde ve apoplast bolgede de
bulunur. Katalaz’in bitki dokusunda H,O’nin uzaklastirilmasinda 6énemli rol oynadigi

diisiiniilmektedir (Patykowski ve Urbanek, 2003).

Katalaz’in koruyucu fonksiyonu; askorbik asit, glutatyon, E ve K vitaminleri
tarafindan giiclendirilir; ¢linkii bu bilesikler kolayca elektron alabilir ve serbest
radikalin ortadan kaldirilmasinda yakalayici fonksiyon {istlenebilir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2000).

Raskin (1995), salisilik asidin birkag¢ bitki tiiriinde katalaz aktivitesinin temel
bir bolgesini bloklamak suretiyle H,O,‘nin birikimine neden oldugu ve bu nedenle

enzimi inhibe ettigi kabul edilmektedir.
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Vanacker ve ark., (1998), bitkilerde katalaz aktivitesine etki eden faktorler ile
ilgili birgok calisma bulunmaktadir. Ug farkli yulaf ¢esidine bir fungus ile muamele
edildikten 24 saat sonra, birinde CAT aktivitesi yiikselirken, 2. ornekte aktivitenin

azaldig1 belirlenmistir.

Diisiik sicaklik stresine karsi domates genotipleri arasinda ortaya cikan farkli
toleransta, antioksidatif enzimlerin ve antioksidant metabolitlerin belirleyici rolii
bulunmaktadir. Ornegin, yiiksek rakimli bolgelere adapte olan yabani domates tiiriiniin
(Lycopersicon peruvianum) kiiltiir altindaki modern domatese (L. esculentum) gore
diistik sicaklik stresine karsi daha yiiksek tolerans gdostermesinin nedeni, yabani tiiriin
toksik O, radikallerinin olusumunu daha etkin bir sekilde engellemesiyle iliskili

bulunmustur (Bruggemann ve ark., 1999).

Hidrojen peroksidin detoksifikasyonunda onemli bir rol oynayan katalaz
(CAT) enziminden yoksun transgenik domates bitkilerinin diislik sicaklik stresine karsi
dayanikliliklarin1 tamamen kaybettigi bulunmus ve katalazin diisiik sicaklik
toleransinda anahtar rolii oynadig: ileri siiriilmiistiir (Kerdnaimongkol ve Woodson,

1999).

Askorbat peroksidaz; bitki hiicrelerinde H O_’in detoksifikasyonunda en
onemli indirgen substrat askorbattir. APX askorbatt H O, ve suya pargalamaktadr.

Kloroplast gibi organellerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan askorbat hizli bir

sekilde 0,e indirgenmektedir. Askorbik asit, sliperoksit anyonu, singlet oksijen ve
HO, gibi ROS’larin genis bir bdliimiinii elemine etmekte ve zincir kirict olark gorev

yapmaktadirlar (Beyer ve Biomembr, 1994).

APX enzimi yiiksek bitkilerde kesfedilmistir. Vakuol, hiicre duvari, sitozol de
bulunan Guiacol peroksidaz gibi bir¢ok enzimden farkli olarak organellerde lokalize
olmustur. APX izoenzimleri dort farkli hiicresel bolge lokalize olmustur. Bitkilerde
askorbat perksidaz hem fotosentetik hemde fotosentetik olmayan dokularda milimolar
konsantrasyonlarda birikebilir. Yapraklar klorofilden daha fazla askorbat igermektedir.
Askorbat en Onemli antioksidanlardan biridir ve dogrudan hidroksil radikalleri,

stiperoksit ve singlet oksijen ile reaksiyona girmektedir (Shigeoka ve Ishikawa, 2002).

Jean-Stephane (2003)’e gore doku kiiltiirii ile ¢ogaltilmis armut bitkileri E.
amylovora izolatlarinin inokiilasyonu sonucu oksidatif stresin olusumu APOX, CAT,

GST, GR’1in aktivasyonu analiz edilmistir. Sonug¢ olarak E. amylovora’nin gesitli
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oksidatif enzimleri aktive ettigi bulunmustur. Aktivasyon genelde 12 saat sonra
baslamis ve 24 saat sonra maximum seviyeye ulastigi kaydedilmistir. Tiim bitkide

nekrozlar goriildiikten sonra azalma gozlenmistir.

Venissea ve Barny (2003), E. amylovora’nin sebep oldugu stres sonucu

enzimlerin aktivasyonunda genellikle 12-16. saatlerde yiiksek oldugu belirlenmistir.

Gaudriault (1999), elmada ise Hrp’nin N ¢esidi olan HrpN apoplast igerisinde

salgilanarak stres aninda enzim salgilanmasinda gorevli oldugu belirlemislerdir.

Keck ve Riedle-Bauer (1997), E. amylovora inokulasyonundan sonra
gbzlemlenen simptomlarin ve oksidatif stres siddeti arasindaki iligki optimal seviyeden
fazla iiretilen ROS’dan kaynakhdir. E. amylovora katalaz, peroksidaz gibi direk olarak

H,0,’yi pargalayabilen enzimlere sahiptirler.

Teranishi ve ark., (1974) ve Mukherjee ve Chaudhuri (1983)’e gore hidrojen
peroksit analizi 1 g titanyum dioksit, 10 g potasyum siilfat ve 150 ml konsantre stilfiirik
asit 2 saat 1sitildiktan sonra 1,5 It tamamlanip sogutulmustur. 0.5 g yas bitki 6rnegi 10ml
soguk aseton ile homojenize edilip homojenat filtre kagidindan siiziilerek 10 000 g de 5
dk santrifiij yapilir ve 415 nm dalga boyunda spektrofotometrede oOlgiilerek

belirlenmektedir.

Prolin tayini, hasattan once uygulamalar1 temsil edecek sekilde bitkilerden
alinan yas yaprak ornegi (1 g), 10 mL % 3’liik siilfo salisilik asit ile homojenizasyonu
ve filtre kdgidindan siiziilerek, spektrofotometrik olarak olclilmesi ile belirlenmektedir

(Bates ve ark., 1973).

Katalaz enzim aktivitesi 240 nm’de H,O;’in kaybolmasinin izlenmesi ile
belirlenmektedir. Degerlendirme 1 g yas agirlik icin 1 dakika icinde absorbansdaki
degisim ile hesaplanmaktadir (Jebara ve ark., 2005).

Sairam ve Saxena, (2000)’e gore askorbat peroksidaz enzim aktivitesi, 290
nm’de askorbik asite bagli H>O;’in indirgenmesiyle 6l¢iilmektedir. Degerlendirme, 1 g

yas agirlik icin 1 dakika icinde absorbansdaki degisim olarak hesaplanmaktadir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) analizi, Nitroblue tetrazolium (NBT)un 560
nm’de indirgenmesinin engellenmesi ile belirlenmektedir. SOD aktivitesi birim olarak
NBT’nin % 50’sini indirgeyen aktivite olarak tebit edilmektedir (Rahnama ve

Ebrahimzadeh, 2005).
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Klorofil tayininde bitki oOrneklerinin 10 mlt soguk % 80’lik aseton ile
homojenizasyonundan sonra spektrofotometrede 645 nm ve 663 nm Olclilmektedir

(Luna, 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Denemede Santa Maria ve Ankara armut cesitleri Breaburn, Golden, Gala,
Scarlet elma ¢esitlerinin 3 yash fidanlar1 materyal olarak kullanilmistir. Fidanlardan
elma cesitleri M-9 anacina, armut ¢esitleri ise M-106 anacina asili olup armut fidanlari
Cakal Fidancilik Kestel/Bursa, elma fidanlar1 Egirdir Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitiisii Egirdir/Isparta’dan temin edilmistir.

3.1.1. Yetistirme kosullar:

Fidanlar 16 kg toprak iceren (1:1:1, toprak-yanmis hayvan giibresi-kum)
tenekelere dikilmistir. Daha sonra bitkilere kalsiyumnitrat (Toros Giibre), hiimik asit
(Agro Lig) ve amonyum siilfat % 21 (kristal AS) uygulanmistir. Fidanlar giindiiz
sicaklik 23-25°C gece 15-18 °C, % 65-70 neme ve 16 saat aydinhik 8 saat karanlik 11k

sistemine sahip sera kosullarinda yetistirilmistir.

Sekil 1. Sera kosullarinda yetistirilen bitkilerin genel goriiniimii
3.1.2. Denemede kullanilan kimyasallar, aletler ve cihazlar

Denemelerde kimyasal olarak; KH,PO4, H,Os % 30, Titriplex III, Riboflavin,
NBT Nitrobluetetrazolium, Amonyak % 25, Aseton, Ninhydrin, H;PO4 % 85, Glasiyel
asedik asit, Titanyumdioksit, K,SO4, H,SO4, S1vi azot; bakteriler igin besiyeri olarak
nutrient agar (NA) ve sakkaroz nutrient agar (NSA) kullanilmstir.

Masa santrifiju (IEC Clinical Santrifiije USA), spektrofotometre (Pharmacia
LKB-Biocrom, ULTRASPECT-III +40°C derece 18000 rpm)  blendir (T18
temel Ultra-Turrax), pH metre (Schot C6 840 pH meter), derin dondurucu (-80
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Argelik), buz makinas1 (Argelik), hassas terazi (Precisa Marka Xb 220 Ascs Model
Analitik),  terazi kapasite (220 gr hassasiyet 0,1 mg otomatik kalibrasyonlu),
mikropipet (Fischer Comp.), karistirici (vortex-genie model K-55 USA), saf su cihazi
(Nts Reverse Osmosis NTS-6), buzdolab1 (ariston ve argelik), ¢alkalayici (GFL Comp.),
su banyosu (memmert water baths); balon Joje cam 250 - 500 ve 1000 ml, spatiil,
aliminyum folyo, piset, filtre kagidi Whatman 42, kaba filtre kagidi, 6rnek saklama
kabi, diiz musluklu yedek hazneli 5 ml biiret ve kiskag, diiz musluklu yedek hazneli 5
ml biiret 0,1-1/10 ve kiskag, plastik damlalik, kapakli 1000 ml plastik sise, cam planset
6 cm yiikseklik 3 cm ¢ap, 60’11k plastik tiipliik, eldiven tek kullanimlik, 20 cm cam tiip,
250 ml cam balon joje kapakli, 50 ml konik kapakli falcon tiip, piset, kapakli plastik
tiip, kapakli balon joje, mikropipet 10-100 ve 1000 ml ve pipet ucu, mikropipet 500 ve
5000 ml ve pipet ucu, balik orta boy, kuvars kiivet 3,5 ml, plastik kilitli orta boy torba

ve bistrii denemelerde kullanilan alet ve ekipmanlardir.
3.1.3. Denemelerde kullanilan Erwinia amylovora izolati

Norelli ve ark. (1988)’e gore yapilan viriilenslik testi sonucunda % 83 viriilent
bulunan Erwinia amylovora 43b-3 izolat1 (Selguk Universitesi, Z.F.B.K. Bakteriyoloji

Kiiltiir Koleksiyonu) denemede kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin Erwinia amylovora ile inokulasyonu

E. amylovora izolat1 (43b-3), % 5 NSA iceren besiyerinde 48 saat 25°C’de
gelistirilmistir ve spektrofotometrede OD 0,15 ve 650 nm dalga boyunda 1*10°
hiicre/ml yogunlukta siispansiyon hazirlanmistir. inokulasyon 10® hiicre/ml yogunlukta
bakteriyel siispansiyona batirilan steril bir makasla, siirglin ucundaki en gen¢ iki
yapragimn kesilmesiyle yapilmstir (Sekil 2). inokule edilen bitkiler etiketlenerek 24 saat

siire i¢in polietilen posetle kapatilmistir.
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Sekil 2. Test bitkilerinin E. Amylovora ile inokulasyonu ve enfeksiyonu

a) 10° hiicre/ml yogunluktaki E. amylovora siispansiyonunun steril
makasa bulastirilmasi

b) Bitkilere E. amylovora inokulasyonu

c) E. amylovora inokule edilmis bitkiler

d) Etmenin yaprak damarlarinda olusturdugu yaniklik simptomu
3.2.2. Erwinia amylovora’nin re-izolasyonu

Bitki ornekleri oncelikli olarak iizerindeki tozlardan arindirilmak i¢in akan
musluk suyunda iyice yikanmistir. Daha sonra % 1’lik sodyum hipokloritte 1 dakika
tutulmustur ve 3 seri steril saf sudan gecirildikten sonra laminer kabinde steril bistiiri
yardimiyla birkag mm boyunda parcalara ayrilmistir. Bu kii¢lik parcalar igerisinde 10

ml steril saf su veya steril % 6’lik peptonlu su icerisine atilarak 30 dakika bekletilmistir.

Ornekler 10710 oranlarinda seyreltilerek steril 6ze yarmiyla Nutrient Agar
(NA), Sakkaroz Nutrient Agar (NSA-Nutrient broth 0,8 g, agar 1,5 g, sakkaroz 5 g/100
ml, pH:7.0) ve King B (Proteoz pepton 20.0 g, K;HPO4.3H,0 1,5 g, MgS0O4.7H,O 1,5
g, agar 15 g, Glyserol 10 g, /L saf su pH:7.2 (King ve ark., 1954) ekim yapilmistir.
Bakteriyel ekim yapilan besiyerleri 23-25°C” de 48 saat siireyle inkiibe edilmislerdir.
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NSA besiyerinde tipik levan seklinde olusan kolonilerden saflastirma yapilmistir

(Saygili, 1995).
3.2.3. Biyokimyasal testler

Erwinia amylovora’nin tanisinda kullanilan biyokimyasal testleri Fahy ve
Parsly (1983), Lelliot ve Stead (1987)’e gore tespit edilmis olan testlere gore yapilmis
olup bu testler; 36°C da gelisim, indol iiretimi testi, jelatin hirolizi testi, % 5 NSA ‘da
gelisim, King B besiyerinde fluoresan pigment olusumu, oksidatif-fermantatif testi,
esculin hidrolizi, karbonhidratlardan asit {iretimi, tiitlin yapraginda asir1 duyarlilik’dur.
Ayni kosullarda her bir test 3 kez tekrarlanmistir. Bu testlere Erwinia amylovora nin

gostermis oldugu reaksiyonlar Cizelge.1’de verilmistir.
3.2.4. Molekiiler tanillama

Elde edilen ve Erwinia amylovora oldugu biyokimyasal testlerle belirlenen

izolatlarin PCR metodu ile

A: 5’-CGGTTTTTAACGCTGGG-3’

B:5’-GGGCAAATACTCGGATT-3’ primerleri kullanarak tanis1 yapilmigtir.
3.2.5. Enzim analizi i¢in bitki orneklerinin alinmasi

Bakteri inokulasyonundan sonraki 24. ve 72. saatlerde 1’er gram alinan
yapraklar, kontrol bitkilerden alinan yapraklarda dahil olmak iizere alinmis aliiminyum
folyoya sarilarak sivi azota batirilmigtir. Bu 6rnekler analizler uygulanincaya kadar —

80°C’deki derin dondurucuda muhafaza edilmislerdir (Teranishi ve ark. 1974).
3.2.6. Antioksidan enzim analizleri icin ekstrakt ¢cikarilmasi islemleri

S1v1 azot i¢inde dondurulmus yaprak 6rnegi 5 mL soguk ekstraksiyon ¢ozeltisi
[0.1 M Na-fosfat (pH 7.5), 0.5 mM Na-EDTA ve 1 mM askorbik asit] ile homojenize
edildikten sonra, homojenat 4°C’de 30 dakika 18000 g’de santirlij edilmistir.
Homojenatin bir kisminda hemen CAT belirlenmistir ve daha sonra SOD ve APX

belirlenmesi i¢in ekstrakt -20°C’de bekletilmistir (Jebara ve ark., 2005).
3.2.7. Hidrojen Peroksit (H,0O;) konsantrasyonu belirlenmesi

1 g titanyum dioksit, 10 g potasyum siilfat ve 150 ml konsantre siilfiirik asidin
1sitict tabla lizerinde 2 saat kaynatilmasiyla hazirlanan karisim sogutularak 1.5 L’ye
tamamlanmis ve bu karisim titanyum c¢ozeltisi olarak kullanilmistir. 0.5 g yas bitki

ornegi 10 ml soguk aseton ile homojenize edilip homojenat Whatman No:10 filtre
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kagidindan siliziilmiistiir. Ekstrakt iizerine 4 ml titanyum c¢ozeltisi ve 5 ml konsantre
amonyak ¢ozeltisi ilave edilip hidrojen peroksit-titanyum kompleksi olusturulmus ve
10000 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra, berrak kisim dokiilmiis ve ¢okelti 10 ml
1 M H,SO4 ile ¢oziilmistir. Tekrar 10 000 g’de 5 dakika santrifiij yapilarak
¢Oziinmemis metaryal uzaklastirilip 415 nm dalga boyuna ayarli spektrofotometrede
absorbans belirlenmistir. H;O, ile hazirlanan standart kurve ile degerlendirme

yapilmustir (Teranishi ve ark. 1974; Mukherjee ve Choudhuri, 1983).

Sekil 3. Enzim analizinin yapilisi

a) H,O, analizinde 6rneklerin tiipe alinist

b) Su banyosunda 6rneklerin kaynatilmasi
c-d) Orneklerin buzdaki goriintiisii ve homojenizasyon agamasi
3.2.8. Prolin iceriginin belirlenmesi

Yaprak ornekleri (0.5 g), 10 mL % 3’liik stilfosalisilik asit ile homojenize
edilmis ve Whatman No: 2 filtre kagidindan siiziilmiistiir. Siiziikte prolin

spektrofotometrik olarak Bates ve ark. (1973)’e gore belirlenmistir.



28

3.2.9. Katalaz (CAT) aktivitesi belirlemesi

Katalaz enzim aktivitesi, 240 nm’de H,O,’in kaybolmasinin izlenmesi ile
belirlenmistir. Reaksiyon ¢ozeltisi: 2.5 ml 0.05 M fosfat tampon (pH 7.0), 1.5 mM H,0,
ve 0.2 ml enzim ekstraktidir. Degerlendirme 1 g yas agirlik i¢cin 1 dakika icinde
absorbansdaki degisim ile hesaplanmistir (Jebara ve ark., 2005).
3.2.10. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi belirlemesi

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi 290 nm’de askorbik asite bagli H,O,’in
indirgenmesiyle Ol¢lilmiistiir. Reaksiyon ¢ozeltisi: 3 mL 50 mM K-fosfat tampon
cozeltisi (pH 7.0), 0.5 mM askorbik asit, 0.1 mM EDTA, 1.5 mM H;0; ve 0.1 ml enzim
ekstraktidir. Reaksiyon 0.1 ml enzim ekstraktinin ilavesi ile baglamistir. Degerlendirme,
1 g yas agirlik i¢cin 1 dakika i¢inde absorbansdaki degisim olarak hesaplanmigtir
(Sairam ve Saxena, 2000).
3.2.11. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi belirlemesi

Nitroblue tetrazolium (NBT)’un 560 nm’de indirgenmesinin engellenmesi ile
belirlenmistir. Reaksiyon ¢dzeltisi (50 mM Na-fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.0), 0.1 mM
Na-EDTA, 33 mM NBT, 5 MM Riboflavin, 13 mM methionin) 2.5 ml ve 0.2 ml enzim
ekstrakt1 calkalanmis ve 560 nm de absorbsiyon belirlenmistir. Reaksiyon 25°C’de (40
W) 75 umol’de 10 dakika bekletilerek saglanmistir. Kontrol ¢dzeltisi (enzimsiz olarak)
ayni slire karanlikta bekletilmistir. SOD aktivitesi birim olarak NBT’nin % 50’sini

indirgeyen aktivite olarak belirlenmistir (Rahnama ve Ebrahimzadeh, 2005).

Sekil 4. SOD analizinde aktivite i¢in drneklerin 151k altinda belirlenmesi
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3.2.12. Toplam klorofil analizi

Yaprak ornekleri parcalara ayrildiktan sonra 10 mlt soguk % 80’lik aseton ile
homojenizasyon yapilmistir. Bu ¢ozelti kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir. Falkon
tiplere stizillen Orneklerin  iizeri asetonla 25 ml tamamlandiktan sonra

spektrofotometrede 645 nm ve 654 nm de okumasi yapilmistir (Luna ve ark., 2000).

Sekil 5. Orneklerin filtre kagidinda ve aseton ilave asamasi siiziilmesi

3.2.13. Istatistiksel analizler

Biitiin sonuglar Minitab paket programinda (Lisans 10) yapilmistir. ANOVA
programinda VARYANS analizi ve DUNCAN testi kullanilarak analiz edilmistir. Bir
grupta farkli harflere sahip degerler (P<0.01ve P<0.05 ) seviyesinde istatistiksel olarak

Onemli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Yiiriitillen caligmada, yumusak ¢ekirdekli meyve agaclarinda énemli ekonomik
kayiplara neden olan ates yanikligi hastaligit etmeni Erwinia amylovora
enfeksiyonundan sonra, farkli elma ve armut c¢esitlerinde olusan bazi enzim

aktivitelerindeki zamana bagli degisimler belirlenmistir.

4.1. Erwinia amylovora’nin Re-izolasyonu ve Tanilanmasi

Erwinia amylovora inokulasyonundan sonra Koch postulatlar1 geregi re-

izolasyon yapilmis ve elde edilen bakterinin tanis1 yapilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Enfeksiyon Sonrasinda Re-izolasyonu yapilan Erwinia amylovora’ nin

Tanilanmasi
TEST Referans kiiltiir (43b-3) izole edilen bakteri

36°C da gelisim - _
Indol iiretimi testi - -
Jelatin hirolizi testi + +
KOH testi + +
%35 SNA ‘da gelisim + +
King B besiyerinde fluoresan
Pigment olusumu ) )
Oksidatif-fermantatif reaksiyonu +
Aesculin hidrolizi + +
Karbonhidratlardan asit tiretimi

*Maltose - -

*Glycerol - -

*Mannitol - -

*Sorbitol + +
Tiitlin yapraginda asir1 duyarlilik
reaksiyonu * *
PCR + +

+;Pozitif sonug , —;Negatif sonug



31

4.2. Elma Cesitlerinde Erwinia amylovora Enfeksiyonu Sonrasi Olusan Biyotik
Stresin Baz1 Antioksidan Enzimler Uzerine Etkileri

4.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivitesi

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Breaburn, Golden, Gala ve Skarlet elma
cesitlerinde siiperoksit dismutaz aktivitesine olan etkileri Cizelge 2’de verilmistir.

Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72. saatlerdeki SOD aktiviteleri; tim elma
cesitlerinde sayisal olarak diisiisler gostermis ¢esitler arasinda ve drnekleme zamanlari
arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmistir (p<0,01, Ek Cizelge 1).

Ayrica elma ¢esidi ve zaman interaksiyonlarida 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Elde edilen verilere gore; enfeksiyondan sonraki 24. saatte SOD aktivitesi; Breaburn
cesidinde kontroliin (1,094 EU/g yaprak)’lik degerine gore oranla 1,041 EU/g
yaprak’lik en diisiik sayisal degeri ile 72. saatte Gala ¢esidinde kontrole (1,094 EU/g
yaprak) oranla (0,994 EU/g yaprak)’lik en diisiik sayisal degeri ile elde edilmistir.
Cizelge 2. SOD aktivitesinden bakimindan inokule edilmis elma ¢esitleri ve uygulama

zamanlari arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24.saat 72.saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Breaburn | 1,094+0,128efg 1,041+0,103fg 1,084+0,094fg 1,040+,044fg
Golden 1,715+£0,237a 1,211+0,08 1 cdef 1,279+0,103cde 1,165+0,102defg
Gala 1,279+0,044cde 1,100+0,098¢fg 1,094+0,067efg 0,994+0,055g
Skarlet 1,501+0,046¢g 1,21340,150cdef 1,356+0,078bc 1,308+0,178cd

*Ea: Erwinia amylovora

Cizelge 2’deki veriler incelendiginde Breaburn cesidinde 24. ve 72. saatlerde
SOD enzim aktivitesi istatistiksel olarak farklilik gostermezken diger ¢esitlerde zamana
bagl sayisal farklilik belirlenmistir.

SOD aktivitesi bakimindan ¢esitlerdeki reaksiyon farkliliklar istatistiki olarak
onemli bulunmustur (p<0,01), bu verilere gére Golden ve Skarlet en yiiksek aktiviteye

sahip cesitler olarak belirlenmislerdir (Cizelge 3, Ek Cizelge 1).
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Cizelge 3. SOD aktivitesinden bakimindan inokule edilmis elma ¢esitleri arasindaki
degerlendirme

Golden
1,343+0,259b

Gala
1,117+0,122a

Skarlet
1,344+0,152b

Breaburn

1,065+0,087a

Cesit

Ortalama

Ayni zamanda Ornekleme zamanlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde istatistiki
farkliliklar belirlenmis kontrollere oranla 24. ve 72. saatte aliman Orneklerin SOD
aktivitelerinde de diisiisler belirlenmistir (Cizelge 4, Ek Cizelge 1).

Cizelge 4. SOD aktivitesinden bakimindan inokule edilmis uygulama zamani arasindaki

degerlendirme
Zaman Kontro 1 (24. saat) 24, saat ornek | Kontrol (72. saat) 72. saat drnek
Ortalama 1,39740,270a 1,141+0,122b 1,203+0,143a 1,12740,157b

4.2.2. Katalaz (CAT) enziminin aktivitesi

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Breaburn, Golden, Gala ve Skarlet elma

cesitlerinde katalaz aktivitesine olan etkileri Cizelge 5’de verilmistir.

Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72. saatlerdeki CAT aktiviteleri; tiim elma
cesitlerinde sayisal olarak artiglar gostermis g¢esitler arasinda ve drnekleme zamanlari
arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmistir (p<0,01, Ek Cizelge 2).

Ayrica elma ¢esidi ve zaman interaksiyonlarida énemli bulunmustur (p<0,01).
Elde edilen verilere gore; enfeksiyondan sonraki 24. saatte CAT aktivitesi; Golden
cesidinde kontrole (0,002 mmol g' YA dak™ ) oranla 0,021 mmol g' YA dak’
yaprak’lik en yiiksek sayisal deger ile yine 72. saatte Gala ¢esidinde kontrole (0,016
mmol g' YA dak™) oranla 0,026 mmol g' YA daklik en yiiksek sayisal degeri elde
edilmistir.

Cizelge 5. CAT aktivitesinden bakimindan inokule edilmis elma gesitleri ve uygulama
zamanlar1 arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24.saat 72.saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Breaburn 0,005+0,002¢ 0,012+0,001b 0,001£0,0005¢ 0,021+0,003a
Golden 0,002+0,001c¢ 0,021+0,003a 0,004+0,001c 0,019+0,008b
Gala 0,007+0,002¢ 0,010+0,003b 0,016+0,005b 0,026:0,004a
Skarlet 0,012+0,002b 0,017+0,002b 0,012+0,002a 0,022+0,002b

*Ea: Erwinia amylovora
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Cizelge 5’deki veriler incelendiginde Golden cesidinde 24. ve 72. saatlerde CAT
enzim aktivitesi istatistiksel olarak farklilik gostermis ve diger cesitlerde de zamana
bagli sayisal farkliliklar belirlenmistir.

CAT aktivitesi bakimindan cesitlerdeki reaksiyon farkliliklart istatistiki olarak
onemli bulunmustur (p<0,01), bu verilere gore Gala ve Skarlet en yiliksek CAT enzimi
aktivitesine sahip ¢esitler olarak belirlenmislerdir (Cizelge 6, Ek Cizelge 2).

Cizelge 6. CAT aktivitesinden bakimindan inokule edilmis elma ¢esitleri arasindaki

degerlendirme
Cesit Breaburn Golden Gala Skarlet
Ortalama 0,0100+0,008a 0,011=0,010a 0,015+0,008a 0,0160,004a

Aynm1 zamanda Ornekleme zamanlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde istatistiki
farkliliklar belirlenmis kontrollere oranla 24. ve 72. saatte alinan orneklerin CAT
aktivitelerinde de artislar belirlenmistir (Cizelge 7, Ek Cizelge 2).

Cizelge 7. CAT aktivitesinden bakimindan inokule edilmis uygulama zamani arasindaki

degerlendirme
Zaman Kontro 1 (24. saat) 24. saat 6rnek Kontrol (72. saat) 72. saat ornek
Ortalama 0,006+0,004¢ 0,015+0,004b 0,008+0,006¢ 0,022+0,005a

4.2.3. Askorbat peroksidaz (APOX) enziminin aktivitesi

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Breaburn, Golden, Gala ve Skarlet elma

cesitlerinde askorbat peroksidaz aktivitesine olan etkileri Cizelge 8’de verilmistir.

Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72. saatlerdeki APOX aktiviteleri; tiim elma
cesitlerinde sayisal olarak artiglar gostermis cesitler arasinda ve O6rnekleme zaman
interaksiyonunda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmemistir (p<0,01 - p<0,05), zaman
ise istatistiki agidan anlamli bulunmustur (p<0,01, Ek Cizelge 3).

Cizelge 8. APOX aktivitesi bakimindan inokule edilmis elma gesitleri ve uygulama
zamanlar1 arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24.saat 72.saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Breaburn 0,661+0,071 1,601+0,2862 0,566+0,324 1,351+0,144
Golden 0,183+0,227 1,208+0,270 0,637+0,331 1,304+0,584
Gala 1,2424+0,968 1,35140,735 0,649+0,540 1,780+0,580
Skarlet 1,077+0,545 1,542+0,208 0,712+0,110 1,280+0,148

*Ea: Erwinia amylovora
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Cizelge 9’deki veriler incelendiginde ¢esitler arasindaki 24. ve 72. saatlerde
APOX enzimi aktivitesi istatistiksel olarak farklilik gdstermemis ve c¢esitlerde de

zamana bagli sayisal farkliliklar belirlenmemistir.

Cizelge 9. APOX aktivitesi bakimindan inokule edilmis elma cesitleri

arasindaki degerlendirme

Zaman Kontro 1 (24. saat) | 24. saat 6rnek Kontrol (72. saat) 72. saat ornek

Ortalama 0,791+0,646b 1,426+0,401a 0,641+0,312b 1,429+0,420a

Ayni zamanda Ornekleme zamanlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde istatistiki
farkliliklar belirlenmis kontrollere oranla 24. ve 72. saatte alinan 6rneklerin APOX

aktivitelerinde de artislar belirlenmistir (Cizelge 10, Ek Cizelge 3).

Cizelge 10. APOX aktivitesi bakimindan inokule edilmis uygulama zamani arasindaki

degerlendirme
Cesit Breaburn Golden Gala Skarlet
Ortalama 1,04540,501 0,833+0,5738 1,255+0,749 1,153+0,410

4.2.4. Hidrojen peroksit (H,0,) enziminin aktivitesi

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Breaburn, Golden, Gala ve Skarlet elma
cesitlerinde hidrojen peroksit konsantrasyonunun etkileri Cizelge 11°da verilmistir.

Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72. saatlerdeki H,O, aktiviteleri; tiim elma
cesitlerinde sayisal olarak artiglar gdstermis c¢esitler arasinda ve drnekleme zamanlari
arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmistir (p<0,0, Ek Cizelge 4).

Ayrica elma ¢esidi ve zaman interaksiyonlarida 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Elde edilen verilere gore; enfeksiyondan sonraki 24. saatte H,O, aktivitesi; Skarlet
cesidinde kontroliin (53,69 mmol kg-1)’lik degerine gore oranla 95,92 mmol kg-1’lik en
yiiksek sayisal degeri ile 72. saatte Gala ¢esidinde kontrole (77,75 mmol kg-1) oranla
(96,82 mmol kg-1)’lik en yiiksek sayisal degeri ile elde edilmistir.
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Cizelge 11. H,O, konsantrasyonu bakimindan inokule edilmis elma cesitleri ve

uygulama zamanlari arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24.saat 72.saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Breaburn 41,71+1,75F 72,96+9,64cde 61,57+£22,47de 95,62+16,93ab
Golden 53,69+£10,47ef 95,92+19,31ab 54,39+12,06ef 66,67+8,53cde
Gala 76,85+15,00bcd 93,03+5,90ab 77,75+5,78abcd 96,82+4,81a
Skarlet 69,36£17,54cde 85,54+3,00abc 68,06+2,78cde 83,54+7,10abc

Cizelge 10°deki veriler incelendiginde Skarlet c¢esidinde 24. ve 72. saatlerde
H,0, konsantrasyonu istatistiksel olarak farklilik gostermezken diger ¢esitlerde zamana
bagl sayisal farklilik belirlenmistir.

H,0; konsantransyonu bakimindan ¢esitlerdeki reaksiyon farkliliklari istatistiki
olarak onemli bulunmustur (p<0,01), bu verilere gére Gala ve Skarlet en yiiksek
aktiviteye sahip cesitler olarak belirlenmislerdir.(Cizelge 12, Ek Cizelge 4).

Cizelge 12. H,0, konsantrasyonu bakimindan inokule edilmis elma ¢esitleri arasindaki

degerlendirme
Cesit Breaburn Golden Gala Skarlet
Ortalama 67,96+24,00b 67,66+21,14b 86,11+12,01a 76,63+11,71ab

Ayni zamanda Ornekleme zamanlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde istatistiki
farkliliklar belirlenmis kontrollere oranla 24. ve 72. saatte alinan Orneklerin H,O,
aktivitelerinde de artislar belirlenmistir (Cizelge 13, Ek Cizelge 4).

Cizelge 13. H,O; konsantrasyonu bakimindan inokule edilmis uygulama zamani

arasindaki degerlendirme

Zaman Kontro 1 (24. saat) | 24. saat ornek Kontrol (72. saat) 72. saat drnek

Ortalama 60,40+17,91a 86,86+13,36b 65,44+14,36a 85,66+15,47b

4.2.5. Toplam klorofil miktari
Erwinia amylovora enfeksiyonunun Breaburn, Golden, Gala ve Skarlet elma
cesitlerinde toplam klorofil miktarina olan etkileri Cizelge 14°de verilmistir.
Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72. saatlerdeki toplam klorofil miktarina; tiim
elma c¢esitlerinde sayisal olarak artiglar gostermis cesitler arasinda ve ornekleme
zamanlar1 arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmistir (p<<0,01) (Ek Cizelge 5).
Ayrica elma ¢esidi ve zaman interaksiyonlarida 6nemli bulunmustur (p<0,01).

Elde edilen verilere gore; enfeksiyondan sonraki 24. saatte toplam klorofil miktarina;
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Breaburn ¢esidinde kontroliin 0,416’lik degerine gore oranla 0,429’luk en yiiksek
sayisal degeri ile 72. saatte Gala g¢esidinde kontrole 0,282 oranla 0,451°lik en yiiksek
sayisal degeri ile elde edilmistir.

Cizelge 14. Toplam klorofil miktar1 bakimindan inokule edilmis elma c¢esitleri ve

uygulama zamanlar1 arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24.saat 72. saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Breaburn | 0,416+0,073ab 0,429+0,058ab 0,168+0,003f 0,435+0,017a
Golden 0,162+0,019f 0,285+0,032cde 0,269+0,078def 0,381+0,056abc
Gala 0,210+0,025ef 0,255+0,053def 0,282+0,040cde 0,451+0,110a
Skarlet 0,166+0,029f 0,276+0,018cdef 0,312+0,060bcde 0,357+0,050abcd

Cizelge 14°deki veriler incelendiginde Breaburn c¢esidinde 24. ve 72. saatlerde
toplam klorofil miktara istatistiksel olarak farklilik gosterirken diger cesitlerde
zamana bagl sayisal farklilik belirlenmistir.

Toplam klorofil miktarina bakimindan g¢esitlerdeki reaksiyon farkliliklar
istatistiki olarak onemli bulunmustur (p<0,01), bu verilere gére Breaburn ve Gala en
yliksek miktara sahip ¢esitler olarak belirlenmislerdir.(Cizelge 15, Ek Cizelge 5).
Cizelge 15. Toplam klorofil miktar1 bakimindan inokule edilmis elma gesitleri

arasindaki degerlendirme

Breaburn Golden Gala Skarlet

Cesit

0,362+0,124a 0,274+0,092b 0,299+0,110b 0,278+0,082b

Ortalama

Aynmi zamanda Ornekleme zamanlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde istatistiki
farkliliklar belirlenmis kontrollere oranla 24. ve 72. saatte alinan Orneklerin toplam

klorofil miktarinda artiglar belirlenmistir (Cizelge 16, Ek Cizelge 5).

Cizelge 16. Toplam klorofil miktar1 bakimindan inokule edilmis uygulama zamani
arasindaki degerlendirme

Zaman Kontrol (24. saat) 24. saat 6rnek Kontrol (72. saat) 72. saat drnek

Ortalama 0,238+0,114c¢ 0,311+0,080b 0,258+0,072¢ 0,406+0,070a
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4.2.6. Prolin iceriginin belirlenmesi

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Breaburn, Golden, Gala ve Skarlet elma
cesitlerinde  prolin  icerigine  olan  etkileri  Cizelge 17°de  verilmistir.

Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72. saatlerdeki prolin igerigi; tiim elma
cesitlerinde sayisal olarak artiglar gdstermis gesitler arasinda ve 6rnekleme zamanlari
arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmistir (p<0,01) (Ek Cizelge 6).

Ayrica elma ¢esidi ve zaman interaksiyonlarida énemli bulunmustur (p<0,01).
Elde edilen verilere gore; enfeksiyondan sonraki 24. saatte prolin igerigi; Skarlet
cesidinde kontroliin (0,920 mmol kg-1)’lik degerine gore oranla 1,315 mmol kg-1’lik en
yuksek sayisal degeri ile 72. saatte Breaburn g¢esidinde kontrole (0,677 mmol kg-1)
oranla 1,630 mmol kg-1’lik en yiiksek sayisal degeri ile elde edilmistir.
Cizelge 17. Prolin icerigi bakimindan inokule edilmis elma cesitleri ve uygulama

zamanlari arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24, saat 72. saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Breaburn | 0,380+0,030fg 0,625+0,176de 0,677+0,083d 1,630+0,142a
Golden 0,426+0,068¢fg 0,388+0,021fg 0,534+0,076defg 0,567+0,090def
Gala 0,356+0,033¢g 0,500+0,072defg 0,482+0,073defg 0,617+0,057de
Skarlet 0,920+0,126¢ 1,315+0,413b 0,458+0,049 efg 1,179+0,498b

Cizelge 17°deki veriler incelendiginde Skarlet c¢esidinde 24. ve 72. saatlerde
prolin icerigi istatistiksel olarak farklilik gostermezken diger cesitlerde zamana baglh
sayisal farklilik belirlenmistir.

Prolin igerigi bakimindan ¢esitlerdeki reaksiyon farkliliklar: istatistiki olarak
onemli bulunmustur (p<0,01), bu verilere gore Breaburn ve Skarlet en yiiksek aktiviteye
sahip cesitler olarak belirlenmislerdir.(Cizelge 18, Ek Cizelge 6).

Cizelge 18. Prolin igerigi bakimindan inokule edilmis elma ¢esitleri arasindaki

degerlendirme
Cesit Breaburn Golden Gala Skarlet
Ortalama 0,828+0,5082 0,479+0,097b 0,489+0,109b 0,968+0,443a

Ayn1 zamanda Ornekleme zamanlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde istatistiki
farkliliklar belirlenmis kontrollere oranla 24. ve 72. saatte alinan Orneklerin prolin

iceriginde artislar belirlenmistir (Cizelge 19, Ek Cizelge 6).
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Cizelge 19. Prolin icerigi bakimindan inokule edilmis uygulama zamani arasindaki

degerlendirme
Zaman Kontrol (24. saat) 24. saat 6rnek Kontrol (72. saat) 72. saat ornek
Ortalama 0,520+0,250b 0,707+0,424b 0,538+0,107b 0,998+0,509a

4.3. Armut Cesitlerinde Erwinia amylovora Enfeksiyonu Sonrasi Olusan Biyotik

Stresin Baz1 Antioksidan Enzimler Uzerine Etkileri
4.3.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivitesi

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Ankara ve Santa Maria armut ¢esitlerinde
siiperoksit  dismutaz  aktivitesine olan etkileri Cizelge 20’da  verilmistir.
Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72. saatlerdeki SOD aktiviteleri; tiim armut
cesitlerinde sayisal olarak diislisler gostermis gesitler arasinda ve drnekleme zamanlari
arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmemistir (p<0,01 - p<0,05) (Ek Cizelge 7).
Ayrica elma ¢esidi ve zaman interaksiyonlarida énemli bulunmamistir (p<0,01 -
p<0,05).
Cizelge 20. SOD aktivitesinden bakimindan inokule edilmis armut c¢esitleri ve

uygulama zamanlar1 arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24, saat 72. saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Ankara 1,580+0,578 1,272+0,045 1,258+0,037 1,336+0,114
Santa Maria 1,272+0,021 1,454+0,035 1,471+0,121 1,392+0,218

SOD aktivitesi bakimindan ¢esitlerdeki reaksiyon farkliliklar istatistiki olarak
o6nemli bulunmamistir (p<0,01 - p<0,05) (Cizelge 21, Ek Cizelge 7).

Cizelge 21. SOD aktivitesinden bakimindan inokule edilmis armut ¢esitleri arasindaki

degerlendirme
Cesit Ankara Santa Maria
Ortalama 1,362+0,286 1,397+0,135

Ayni zamanda 6rnekleme zamanlari arasinda da p<0,01 - p<0,05 seviyesinde

istatistiki farkliliklar belirlenmemistir.(Cizelge 22, Ek Cizelge 7).
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Cizelge 22. SOD aktivitesi bakimindan inokule edilmis uygulama zamani arasindaki

degerlendirme
Zaman Kontrol (24. saat) 24. saat 6rnek Kontrol (72. saat) 72. saat drnek
Ortalama 1,426+0,403 1,363+0,106 1,365+0,141 1,36440,159

4.3.2. Katalaz (CAT) enziminin aktivitesi

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Ankara ve Santa Maria armut ¢esitlerinde
katalaz ~ enzimi  aktivitesine olan  etkileri  Cizelge 23’de  verilmistir.

Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72. saatlerdeki CAT aktiviteleri; tiim armut
cesitlerinde sayisal olarak diisiisler gostermis ¢esitler arasinda ve drnekleme zamanlari
arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmistir (p<0,01, Ek Cizelge 8).

Ayrica elma ¢esidi ve zaman interaksiyonlarida 6nemli bulunmustur (p<0,01).
Elde edilen verilere gore; enfeksiyondan sonraki 24. saatte CAT aktivitesi; Santa Maria
¢esidinde kontroliin (0,023 mmol g YA dak™)’lik degerine gore oranla 0,052 mmol g
YA dak'1’lik en yiiksek sayisal degeri ile 72. saatte Ankara ¢esidinde kontrole (0,014
mmol g’ YA dak™) oranla (0,039 mmol g"' YA dak')’lik en yiiksek sayisal degeri ile
elde edilmistir.
Cizelge 23. CAT aktivitesi bakimindan inokule edilmis armut ¢esitleri ve uygulama

zamanlar1 arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24. saat 72. saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki | Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Ankara 0,046£0,001ab | 0,031+0,017bc 0,014+0,001de | 0,039+0,001bc
Santa Maria | ( (2310,003cd | 0,052+0,004a 0,011+0,003de | 0,008+0,002¢

Cizelge 23°deki veriler incelendiginde Ankara ¢esidinde 24. ve 72. saatlerde
CAT enzim aktivitesi istatistiksel olarak farklilik gdstermezken diger ¢esitlerde zamana
bagl sayisal farklilik belirlenmistir.

CAT aktivitesi bakimindan cesitlerdeki reaksiyon farkliliklar1 istatistiki olarak
onemli bulunmustur (p<0,01), bu verilere gore Ankara en yiiksek aktiviteye sahip ¢esit

olarak belirlenmislerdir.(Cizelge 24, Ek Cizelge 8).
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Cizelge 24. CAT aktivitesi bakimindan inokule edilmis armut cesitleri arasindaki
degerlendirme

Ankara Santa Maria

Cesit

0,023+0,018b

Ortalama 0,032+0,014a

Aynm1 zamanda Ornekleme zamanlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde istatistiki
farkliliklar belirlenmis kontrollere oranla 24. ve 72. saatte alinan orneklerin CAT

aktivitelerinde de yiikseligler belirlenmistir (Cizelge 25, Ek Cizelge 8).

Cizelge 25. CAT aktivitesi bakimindan inokule edilmis uygulama zamani arasindaki

degerlendirme
Zaman Kontrol (24. saat) 24. saat 6rnek Kontrol (72. saat) 72. saat drnek
Ortalama 0,034+0,013ab 0,042+0,016a 0,012+0,002¢ 0,024+0,017bc

4.3.3. Askorbat peroksidaz (APOX) enziminin aktivitesi

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Ankara ve Santa Maria armut ¢esitlerinde
askorbat peroksidaz enzimi aktivitesine olan etkileri Cizelge 26’de verilmistir.

Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72. saatlerdeki APOX enzimi aktiviteleri; tim
armut cesitlerinde sayisal olarak yiikselisler gostermis g¢esitler arasinda ve 6rnekleme
zamanlari arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmistir (p<0,01, Ek Cizelge 9).

Ayrica armut ¢esidi ve zaman interaksiyonlarida 6nemli bulunmustur (p<0,01).
Elde edilen verilere gore; enfeksiyondan sonraki 24. saatte APOX enzimi aktivitesi,
Santa Maria gesidinde kontroliin (1,077 mmol g'dak)’lik degerine gére oranla 2,292
mmol g'dak” yaprak’lik en yiiksek sayisal degeri ile 72. saatte Ankara cesidinde
kontrole (2,339 mmol g'dak™) oranla (3,613 mmol g'dak™')’lik en yiiksek sayisal

degeri ile elde edilmistir.

Cizelge 26. APOX aktivitesi bakimindan inokule edilmis armut ¢esitleri ve uygulama
zamanlar arasindaki degerlendirme
CESIT ZAMAN
24, saat 72. saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Ankara 0,488+0,311c 1,4110,155bc 2,339+0,533b 3,613+0,337a
Santa Maria | 1,077+0,303¢ 2,292+0,593b 0,875+0,468¢ 0,875+0,468¢
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Cizelge 26°deki veriler incelendiginde Breaburn ¢esidinde 24. ve 72. saatlerde
APOX enzim aktivitesi istatistiksel olarak farklilik gostermezken diger cesitlerde
zamana bagli sayisal farklilik belirlenmistir.

APOX aktivitesi bakimindan ¢esitlerdeki reaksiyon farkliliklar: istatistiki olarak
onemli bulunmustur (p<0,01), bu verilere gére Ankara ¢esidi en yiiksek aktiviteye sahip

cesitler olarak belirlenmislerdir.(Cizelge 27, Ek Cizelge 9).

Cizelge 27. APOX aktivitesi bakimindan inokule edilmis armut ¢esitleri arasindaki

degerlendirme
Cesit Ankara Santa Maria
Ortalama 1,963+1,245a 1,28020,735b

Ayni zamanda Ornekleme zamanlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde istatistiki
farkliliklar belirlenmis kontrollere oranla 24. ve 72. saatte alinan 6rneklerin APOX
enziminin aktivitelerinde de ylikselisler belirlenmistir (Cizelge 28, Ek Cizelge 9).

Cizelge 28. APOX aktivitesi bakimindan inokule edilmis uygulama zamani arasindaki

degerlendirme
Zaman Kontrol (24. saat) 24. saat drnek Kontrol (72. saat) 72. saat drnek
Ortalama 0,78340,424b 1,8514+0,619a 1,607+£0,919a 2,244+1,543a

4.3.4. Hidrojen peroksit (H,O;) konsantrasyonu aktivitesi

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Ankara ve Santa Maria armut ¢esitlerinde
hidrojen peroksit konsantrasyonuna olan etkileri Cizelge 29°de verilmistir.

Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72. saatlerdeki H,O, konsantrasyonlari; tiim armut
cesitlerinde sayisal olarak yiikseligler gostermis c¢esitler arasinda ve Ornekleme
zamanlari arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmistir (p<0,01, Ek Cizelge 10).

Ayrica elma ¢esidi ve zaman interaksiyonlarida 6nemli bulunmustur (p<0,01).
Elde edilen verilere gore; enfeksiyondan sonraki 24. saatte H,O, konsantrasyonlart;
Ankara cesidinde kontroliin (64,37 mmol kg-1)’lik degerine gdre oranla 116,29 mmol
kg-1 en yliksek sayisal degeri ile 72. saatte Ankara ¢esidinde kontrole (39,81 mmol kg-
1) oranla (67,37 mmol kg-1)’lik sayisal degeri elde edilmistir.
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Cizelge 29. H,O, konsantrasyonu bakimindan inokule edilmis armut ¢esitleri ve
uygulama zamanlar1 arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24, saat 72. saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Ankara 64,37+16,03cd 116,29+20,42a 39,81+1,05d 67,37+4,80cd
Santa Maria 72,16+11,08bcd 103,41£14,97ab 102,51+£10,95ab 82,44+18,12bc

Cizelge 29°deki veriler incelendiginde cesitlerde 24. ve 72. saatlerde H,O»
konsantrasyonu istatistiksel olarak farklilik gosterirken diger ¢esitlerde de zamana baglh
sayisal farklilik belirlenmistir.

H,0, konsantrasyonu bakimindan ¢esitlerdeki reaksiyon farkliliklar1 istatistiki
olarak o6nemli bulunmustur (p<0,01), bu verilere goére Santa Maria en yiiksek
konsantrasyona sahip ¢esit olarak belirlenmislerdir (Cizelge 30, Ek Cizelge 10).

Cizelge 30. H,O, konsantrasyonu bakimindan inokule edilmis armut ¢esitleri arasindaki

degerlendirme
Cesit Ankara Santa Maria
Ortalama 71,96+31,08b 90,13+18,40a

Ayni zamanda Ornekleme zamanlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde istatistiki
farkliliklar belirlenmis kontrollere oranla 24. ve 72. Saatte alinan orneklerin H,O,
konsantrasyonunda da yiikseligler belirlenmistir (Cizelge 31, Ek Cizelge 10).

Cizelge 31. H,O, konsantrasyonu bakimindan inokule edilmis uygulama zamani

arasindaki degerlendirme

Zaman Kontrol (24. saat) 24. saat ornek Kontrol (72. saat) 72. saat drnek

Ortalama 68,26=13,04b 109,85+17,49a 71,16+35,04b 74.90+14 45b

4.3.5. Toplam klorofil miktar:

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Ankara ve Santa Maria ¢esitlerinde toplam
klorofil miktarina olan etkileri Cizelge 32’de verilmistir. Enfeksiyondan sonraki 24.
ve 72. saatlerdeki toplam klorofil miktari; tiim armut ¢esitleri arasinda ve Ornekleme
zamanlar1 arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmemistir (p<0,01 - p<0,05, Ek

Cizelge 11).
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Cizelge 32. Toplam klorofil miktar1 bakimindan inokule edilmis armut cesitleri ve

uygulama zamanlar1 arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24, saat 72. saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Ankara 0,521+0,039 0,509+0,066 0,543+0,015 1,233+0,740
Santa Maria | 0,831+0,033 0,804+0,032 0,636+0,140 0,907+0,082

Cizelge 32’deki veriler incelendiginde ¢esitler arasinda 24. ve 72. saatlerde
toplam klorofil miktar1 istatistiksel olarak farklilik gdstermezken diger cesitlerde
zamana bagli sayisal farklilik belirlenmemistir.

Toplam klorofil miktar1 bakimindan ¢esitlerdeki reaksiyon farkliliklar istatistiki
olarak énemli bulunmamustur (p<0,01 - p<0,05) ( Cizelge 33, Ek Cizelge 11).

Cizelge 33. Toplam klorofil miktar1 bakimindan inokule edilmis armut cesitleri

arasindaki degerlendirme

Cesit Ankara Santa Maria

Ortalama 0,702+0,451 0,79440,126

Ayni zamanda Ornekleme zamanlari arasinda p<0,01 - p<0,05 seviyesinde

istatistiki farkliliklar belirlenmemistir (Cizelge 34, Ek Cizelge 11).

Cizelge 34. Toplam klorofil miktar1 bakimindan inokule edilmis uygulama zamani

arasindaki degerlendirme

Zaman Kontrol (24. saat) 24. saat drnek Kontrol (72. saat) 72. saat ornek
Ortalama 0,676+0,173b 0,657+0,168b 0,590+0,103b 1,070+0,504a
4.3.6. Prolin i¢erigi

Erwinia amylovora enfeksiyonunun Ankara ve Santa Maria armut ¢esitlerinde
prolin igerigine olan etkileri Cizelge 35’de verilmistir. Enfeksiyondan sonraki 24. ve 72.
saatlerdeki prolin icerigi; tiim armut cesitlerinde sayisal olarak yiikselisler géstermis ve
ornekleme zamanlar1 arasinda istatistiki olarak farkliliklar belirlenmistir (p<0,01) (Ek
Cizelge 12).

Ayrica elma ¢esidi ve zaman interaksiyonlarida 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Elde edilen verilere gore; enfeksiyondan sonraki 24. saatte prolin igerigi; Santa Maria

c¢esidinde kontroliin (0,394 mmol kg-1 )’lik degerine gore oranla 0,767 mmol kg-1 ’lik
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en yiiksek sayisal degeri ile 72. saatte Santa Maria ¢esidinde kontrole (0,368 mmol kg-
1) oranla (0,466 mmol kg-1 )’lik en yiiksek sayisal degeri ile elde edilmistir.

Cizelge 35. Prolin igerigi bakimindan inokule edilmis armut cesitleri ve uygulama

zamanlari arasindaki degerlendirme

CESIT ZAMAN
24. saat 72. saat
Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki Kontrol Ea.Inokule edilmis bitki
Ankara 0,480+0,102bc 0,579+0,049b 0,406+,095¢ 0,406+0,095¢
Santa Maria 0,394+0,042¢ 0,767+0,081a 0,368+0,042¢ 0,466+0,033bc

Cizelge 35°deki veriler incelendiginde ¢esitlerde 24. ve 72. saatlerde prolin
icerigi istatistiksel olarak farklilik géstermemistir. Prolin igerigi bakimindan ¢esitlerdeki
reaksiyon farkliliklari istatistiki olarak dnemli bulunmamustur (p<0,01-p<0,05) (Cizelge
36, Ek Cizelge 12).

Cizelge 36. Prolin icerigi bakimindan inokule edilmis armut ¢esitleri arasindaki

degerlendirme
Cesit Ankara Santa Maria
Ortalama 0,468+0,105 0,499+0,172

Ayni zamanda Ornekleme zamanlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde istatistiki
farkliliklar belirlenmis kontrollere oranla 24. ve 72. saatte alinan orneklerin prolin
iceriginde de artiglar belirlenmistir (Cizelge 37, Ek Cizelge 12).

Cizelge 37. Prolin igerigi bakimindan inokule edilmis uygulama zamani arasindaki

degerlendirme
Zaman Kontrol (24. saat) 24. saat dornek Kontrol (72. saat) 72. saat drnek
Ortalama 0,437+0,084b 0,673+0,119a 0,387+0,069b 0,436+0,072b

Erwinia amylovora’dan kaynakli oksidatif stresle ilgili iilkemizde yapilan bir
caligmaya rastlanmamistir. Bu yonii ile orijinal bir ¢alisma niteliginde olan aragtirmaya
diinyada su ana kadar calisma yapilan elma konukcusu disinda armutlarlada kiyaslama

yapilarak ytiriitiilen ilk ¢aligmadir.

In vitro’da Erwinia amylovora, P.syringae pv.tabaci’den kaynaklanan artan
oksidatif stres altinda H,O;’nin 10 kat arttigim1 ve bu oksidatif stres aninda
bakterilerinde bunu tolere edebildiklerini gostermislerdir (Venisse, J.S., Gullner, G. ve

Brisset, M.N., 2002).
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Biyolojik strese neden olan ve Dbitkinin savunma mekanizmasini
hareketlendirerek antioksidan enzimleri aktive eden ve stres aninda bu enzimlerin
artisin1 saglayan E. amylovora katalaz, peroksidaz, stiperoksitdismutaz gibi direk olarak
H,0,’yi pargalayabilen enzimlere sahiptir (Keck, M., Riedle-Bauer, M. and Richter, S.,
1997).

E. amylovora inokiilasyonundan sonra doku Kkiiltiiriiyle ¢ogaltilmis armut
bitkilerinde oksidatif yaniklik, hastaligin ve semptomlarin siddeti arasinda baglanti
oldugu reaktif oksijen tiirlerinin optimal iiretimi ve savunma mekanizmasinda etkili
olan enzimlerin aktive edilmesi i¢in ilk adim olarak akla gelmistir (Jean-Stephane

Venisse, Marie-Anne Barny,2003).

Oksidatif stres asma bitkisinde (Walker 1994, Sivritepe ve Eris 1999, Troncoso
ve ark. 1999, Fisarakis ve ark. 2001, Charbaji ve Ayyoubi 2004, Paranychianakis ve
ark. 2004, Hepaksoy ve ark. 2006, Hamrouni ve ark. 2008), marulda (Tarakcioglu ve
Inal 2002), domates bitkisinde (Estan ve ark. 2004), adi fasulyede (Jebara ve ark. 2005),
sinirotu bitkisinde (Sekmen ve ark. 2007); bor toksisitesinin misir bitkisinde (Giines vd.
2000), domateste (Soy ve Giines 2003), tek ve ¢ift ¢enkli bitkiler ile bugdayda (Reid ve
ark. 2004), asmada (Gunes ve ark. 2006) ve tuzla birlikte bor stresinin domates ve
salatalik bitkisinde (Alpaslan ve Gunes 2001), havugta (Eraslan ve ark. 2007) ve malta
eriginde (Lopez-Gomez ve ark. 2007) ve Erwinia amylovora kaynakli stresin armut
bitkilerinde Bauerve ve Beer (1991), Venisse, Gullner ve Brisset (2001), Jean-Stephane
2003 bitki gelisimini olumsuz etkiledigi bildirilmistir ve antioksidan enzimlerin (SOD,
CAT, APOX) ve fizyolojik parametrelerin (prolin, H>O,, nisbi klorofil miktar1) genel

olarak stres aninda arttig1 goriilmiistiir.

Oksidatif stres etkisiyle bitkilerin mekanizmasindaki enzimlerin prolin, nisbi
klorofil miktar1 arttigin1 bildiren birgok arastirma da bulunmaktadir (Sairam ve ark.
1998, Sairam ve Saxena 2000, Prochazkova ve ark. 2001, Sairam ve Srivastava, 2002).
Oksidatif stres aninda sogan bitkisinde (Inal ve Tarakcioglu 2001), domates ve
salatalikta (Alpaslan ve Gunes, 2001), sorgum ve misirda (Ismail., 2003) ve arpada
(Karabal ve ark., 2003) membran zararlanmalaria yol agtig1 daha onceki ¢aligmalarda

da belirtilmistir.

Antioksidan enzimlerle (SOD, CAT, APOX) fizyolojik parametreler ( H,O»,
prolin, nisbi klorofil miktar1) arasinda dogrusal bir iliskinin oldugunu ve stres

kosullarinda bitki membranlarinda zararlanmalardan dolay: bitkideki miktarlarinin da
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arttigini bildiren aragtirmalar (Prochazkova ve ark. 2001, Sairam ve Srivastava; 2002,

Sairam ve ark., 2002) bu ¢alismadan elde edilen sonuclar1 destekler niteliktedir.

Artan hidrojen peroksit konsantrasyonu ile birlikte artan prolin igerigi bitkilerin
bor stresine (Karabal ve ark. 2003) ve tuzla birlikte bor stresine (Alpaslan ve Gunes

2001) karsilik genel olarak verdigi bir tepkidir.

(Calismamizda biyolojik bir stres olan E.amylovora kaynakli bir oksidatif stres
elma fidanlarinda hem prolin miktari, CAT, APOX, nisbi klorofil miktar1 artirmistir;
armut fidanlarinda CAT, APOX, prolin ve H,O, konsantrasyonu armistir. Ayrica
E.amylovora’ya toleransi yiiksek olan gesitlerde hidrojen peroksit iceriginin de yiiksek
oldugu belirlenmistir. Benzer sonuglar oksidatif stres sartlarinda Sairam ve Srivastava
(2001), Sairam ve Srivastava (2002), Sairam ve ark. (2002), Eraslan ve ark. (2007)

tarafindan da bildirilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Biyotik stres faktorleri, bitkilerde morfolojik, anatomik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde pek cok degisikliklere neden olmaktadir. Ozellikle
E. amylovora kaynakli oksidatif stres, bitkinin biiylime ve gelisiminin yani sira bitki
iiretkenligi ve verimliligini 6nemli derecede etkilemektedir. Biiyiik oranda iiriin kaybina
neden olmasi dolayisiyla bu stres, her yil ¢ok biiylik ekonomik zarara da neden
olmaktadir. Bu biyolojik stres, bitkilerin makro, hiicresel ve molekiiler diizeyinde bir
dizi degisimlere sebep olmaktadir. Bitki hiicrelerinin su ve iyon igeriklerini etkilemekte,
kloroplast yapisin1 bozmakta, fotosentetik pigment, protein ile karbonhidrat igerigini
degistirmekte, fotosentez ve diger biyosentez reaksiyonlari ile antioksidan enzimler ve
ozmolitlerin sentezini etkilemektedir. E. amylovora kaynakl stresin bitkideki etkileri ve
bu etkilere karsi bitkilerin verdikleri karmasik cevaplar {izerine arastirmalar yogun
sekilde devam etmektedir. Bizim yaptigimiz bu ¢alismada hidrojen peroksit
konsantrasyonu diger stres calismalarina oranla elma cesitlerimizde ters bir tutum
gostermis ve azalmistir. Bitkiler gerek E. amylovora gerekse beraberinde ortaya ¢ikan
oksidatif ve su stresi gibi diger stres faktorlerine karsi c¢oklu tolerans stratejileri
gelistirmektedirler. Bitkilerin farkli gelisim donemlerinde toleransi saglayan farkli
mekanizmalarin bilinmesi 6nem arzetmektedir. Ayrica farkli bitkilerde gelistirilen
tolerans  stratejilerinin  karsilastirilmasi, E.  amylovora’ya  toleransta  etkin

mekanizmalarin belirlenmesini saglamaktadir.

Calismamizda elma (Breaburn, Golden, Gala, Skarlet) ve armut (Ankara, Santa
Maria) c¢esitlerine E. amylovora kaynakl oksidatif strese maruz birakilarak bazi enzim

aktivitelerinin zamana bagli degisimlerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Deneme sonucunda Erwina amylovora’dan kaynakli oksidatif stres
kosullarinda elma ¢esitlerinde (Breaburn, Gala, Golden, Skarlet) kontrolle
kiyaslandiginda zamana bagli olarak SOD aktivitesi azalmistir, hidrojen peroksit,
katalaz aktivitesi, askorbat peroksidaz aktivitesi, prolin ve nisbi klorofil miktarida

artmigtir.

Armut cesitlerinden Ankara ¢esidinde SOD aktivitesi kontrole gore zaman
ilerledikce azalma goriilmiistiir. Katalaz aktivitesi 24.saatte Ankara ¢esidinde azalma
olurken, Santa Maria ¢esidinde artma goriilmiistiir. Askorbat peroksidaz enzim
aktivitesinde, hidrojen peroksit konsantrasyonu ve ve prolin iceriginde her iki armut

cesidinde de artig gorilmiistiir. Toplam klorofil miktarida Ankra ve Santa Maria
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cesidinde 24. saatte azalmig; Ankara cesidinde 72. saatte azalma gdstermis ve Santa

Maria ¢esidi ise artig gostermistir.

Biitiin parametreler birlikte degerlendirildiginde; elma ve armut ¢esitlerinin E.
amylovora kaynakli oksidatif stres sonucunda bu faktore karsi toleranslari farkli
olmustur. Genel olarak cesitlerde nisbi nem iceginde azalmalar gorilmiistiir. E.
amylovora ile strese giren ¢esitlerde savunma mekanizmasi olarak bazi yapilari stresden
zarar goOrdiigli i¢in bilinyelerinde prolin akiimiile olmus, hidrojen peroksit
konsantrasyonunu arttirmistir. Bu ¢esitlerin strese karsi savunma mekanizmasi
gelistirerek E.  amylovora’ya dayaniklilik gosterdigi  sdylenebilir. Bunun igin
antioksidan enzimler bitkilerin oksidatif strese karsi dayanimlarinda énemli savunma

mekanizmasi olusturmaktadirlar.

Yiiriitiilen aragtirma sonucunda, elma ve armut ¢esitleri arasindaki antioksidan
enzim aktivitelerinin belli siireler sonucundaki degisimlerini ve bunlarin
dayaniklilikdaki etkileri incelenen farkli parametrelerle iliskilendirilmistir. Daha sonraki
calismalarda, farkli ¢esitlerde de dayaniklilikla ilgili enzim aktivitelerinin belirlenmesi,
hastaliga karst diren¢ mekanizmasinin daha iyi anlasilmasina neden olacaktir.
Dayaniklilik mekanizmalarinin, bitki savunma sistemleri igersinde ele alinarak yeni
miicadele olanaklarinin aragtirilmast ve bunlarin  sonucunda muhtemel yeni
kimyasallarin iiretimi, ates yanikligi hastaligi miicadelesinde farkli yaklagimlara neden

olabilecektir.
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EK-1 Elma cesitlerine uygulanan siiperoksit dismutaz enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-elma
Stire
Elma*siire
Error

Total

S=0,113138 R-Sq=79,83% R-Sq(adj)=70,37%

DF
3

3

9
32
47

SS

0,78286
0,55905
0,27899
0,40961
2,03051

MS F
0,26095 20,39
0,18635 14,56
0,03100 2,42
0,01280

EK-2 Elma ¢esitlerine uygulanan katalaz enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-elma
Siire
Elma*siire
Error

Total

S =0,00349702 R-Sq=187,78% R-Sq(adj) =82,06%

DF
3

3

9
32
47

SS

0,00029990
0,00191656
0,00059569
0,00039133
0,00320348

MS F
0,00009997 8,17
0,00063885 52,24
0,00006619 5,41
0,00001223

P

0,000
0,000
0,032

0,000
0,000
0,000

EK-3 Elma cesitlerine uygulanan askorbat peroksidaz enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-elma
Stire
Elma¥*siire
Error

Total 47

DF
3

3

9
32

15,5915

SS

1,1755
6,2061
1,6631
6,5468

S=0,452312 R-Sq=58,01% R-Sq(adj) = 38,33%

EK-4 Elma cesitlerine uygulanan hidrojen peroksit enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-elma
Siire
Elma*siire
Error

Total

DF
3

3

9
32
47

SS
2744,8
6697,4
3090,8
4559,2
17092,2

S=11,9363 R-Sq=73,33% R-Sq(adj)=60,82%

MS F
0,3918 1,92
2,0687 10,11
0,1848 0,90
0,2046

MS F
914,9 6,42
22325 15,67
3434 2,41
142,5

P

0,147
0,000
0,534

0,002
0,000
0,032



EK-5 Elma cesitlerine uygulanan klorofil tayini enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-elma
Stire
Elma*siire
Error

Total

S =0,0528688 R-Sq=183,22% R-Sq(adj) = 75,36%

DF
3

3

9
32
47

SS

0,059626
0,203280
0,180762
0,089444
0,533111

MS

0,019875
0,067760
0,020085
0,002795

Ek-6 Elma ¢esitlerine uygulanan prolin enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-elma
Siire
Elma*siire
Error

Total

DF
3

3

9
32
47

SS

2,17703
1,76572
2,41086
1,06444
7,41805

S=0,182384 R-Sq=85,65% R-Sq(adj)="78,92%

MS

0,72568
0,58857
0,26787
0,03326

F
7,11
24,24
7,19

F

21,82
17,69
8,05

59

P

0,001
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

EK-7 Armut ¢esitlerine uygulanan siiperoksit dismutaz enzimi igin yapilan varyans analizi

Source
Cesit-armut
Stire
Armut*siire
Error

Total

DF
1

3

3
16
23

SS

0,00762
0,01734
0,25711
0,83178
1,11384

S =0,228004 R-Sq=25,32% R-Sq(adj)=0,00%

EK-8 Armut gesitlerine uygulanan katalaz enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-armut
Stire
Armut*siire
Error

Total

S =0,00674228

DF
1

3

3
16
23

R-Sq =89,19% R-Sq(adj) = 84,46%

SS

0,00050417
0,00299100
0,00250483
0,00072733
0,00672733

MS

0,00762
0,00578
0,08570
0,05199

MS

0,00050417
0,00099700
0,00083494
0,00004546

F

0,15
0,11
1,65

11,09
21,93
18,37

P

0,707
0,952
0,218

0,004
0,000
0,000
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EK-9 Armut ¢esitlerine uygulanan askorbat peroksidaz enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-armut
Stire
Armut*siire
Error

Total

S=0,418844 R-Sq=89,13% R-Sq(adj) = 84,37%

DF
1

3

3
16
23

SS
2,7983
6,8646
13,3469
2,8069
25,8166

MS

2,7983
2,2882
4,4490
0,1754

F P

15,95 0,001
13,04 0,000
25,36 0,000

EK-10 Armut ¢esitlerine uygulanan hidrojen peroksit enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-armut
Stire
Armut*siire
Error

Total

S=13,6605 R-Sq=281,72% R-Sq(adj)=73,72%

Ek-11 Armut ¢esitlerine uygulanan klorofil enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-armut
Stire
Armut*siire
Error

Total

$=0,270131 R-Sq=52,71% R-Sq(adj) = 32,03%

Ek-12 Armut ¢esitlerine uygulanan prolin enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit-armut
Siire
Armut*siire
Error

Total

S =0,0730340 R-Sq=281,27% R-Sq(adj)=73,08%

DF
1

3

3
16
23

DF
1

3

3
16
23

DF
1

3

3
16
23

SS
1981,2
6770,7
4596,8
2985,8
16334,4

SS

0,05168
0,85354
0,39635
1,16753
2,46910

SS

0,005766
0,298130
0,066411
0,085343
0,455650

MS
1981,2
2256,9
1532,3
186,6

MS

0,05168
0,28451
0,13212
0,07297

MS

0,005766
0,099377
0,022137
0,005334

F P

10,62 0,005
12,09 0,000
8,21 0,002
F P

0,71 0,412
3,90 0,029
1,81 0,186
F P

1,08 0,314
18,63 0,000
4,15 0,024
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EK-13 Armut-elma cesitlerine uygulanan siiperoksit dismutaz enzimi i¢in yapilan varyans

analizi
Source
Cesit
Siire
Cesit*sure
Error

Total

DF
5

3
15
48
71

1,21227
0,46831
0,64418
1,24139
3,56615

SS

MS F
0,24245 9,37
0,15610 6,04
0,04295 1,66
0,02586

S=0,160817 R-Sq=65,19% R-Sq(adj)=48,51%

P

0,000
0,001
0,093

EK-14 Armut-elma ¢esitlerine uygulanan katalaz enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source
Cesit

Siire
Elma-*siire
Error

Total

DF
5

3
15
48
71

SS

0,00443
0,00244
0,00556
0,00111
0,01356

MS
412 0,00088682
593  0,00081531
215 0,00037081
867  0,00002331
087

S =0,00482758 R-Sq=91,75% R-Sq(adj) =87,80%

F P

38,05 0,000
34,98 0,000
15,91 0,000

EK-15 Armut-elma ¢esitlerine uygulanan askorbat peroksidaz enzimi i¢in yapilan varyans

analizi
Source
Cesit
Siire
Cesit*siire
Error

Total

DF
5

3
15
48
71

SS
9,3553
13,2384
14,3660
8,9477
45,9073

MS

1,8711
4,4128
0,9577
0,1864

S=0,431753 R-Sq=80,51% R-Sq(adj)=71,17%

F P

10,04 0,000
23,67 0,000
5,14 0,000
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EK-16 Armut-elma ¢esitlerine uygulanan hidrojen peroksit enzimi igin yapilan varyans analizi

Source DF
Cesit 5
Siire 3
Cesit-*stire 15
Error 48
Total 71

S=12,5374 R-Sq=77,87% R-Sq(adj)=67,26%

SS
5392,1
11179,3
9976,3
7545,0
34092,7

MS
1078,4
3726,4
665,1
157,2

F
6,86
23,71
4,23

P

0,000
0,000
0,000

EK-17 Armut-elma ¢esitlerine uygulanan klorofil tayini enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source DF
Cesit 5
Stire 3
Cesit- *siire 15

Error 48
Total 71

S=0,161824 R-Sq=79,62% R-Sq(adj)=69,85%

SS

3,27576
0,77456
0,85937
1,25697
6,16667

MS

0,65515
0,25819
0,05729
0,02619

F
25,02
9,86
2,19

EK-18 Armut-elma ¢esitlerine uygulanan prolin enzimi i¢in yapilan varyans analizi

Source DF
Cesit 5
Siire 3
Cesit-*siire 15
Error 48
Total 71

SS

2,87267
1,36625
3,17487
1,14979
8,56357

MS

0,57453
0,45542
0,21166
0,02395

S=0,154770 R-Sq=286,57% R-Sq(adj)=80,14%

F
23,98
19,01
8,84

P

0,000
0,000
0,021

0,000
0,000
0,000

EK-19 Armut-elma g¢esitlerinin zaman ve enzim interaksiyonu i¢in i¢in yapilan varyans analizi

Source DF
Cesit 5
Stire 3
Enzim 5
Cesit-*siire 15
Cesit*enzim 25
Stire*enzim 15

Cesit*siire*enzim 75
Error 288
Total 431

S=5,12290 R-Sq=98,02% R-Sq(adj)=97,03%

SS

928,4
1993,8
346687,6
1603,2
4480,7
9201,6
8392,4
7558,3
3808459

MS
185,7
664,6
69337,5
106,9
179,2
613,4
111,9
26,2

F P

7,07 0,000
25,32 0,000
2642,02 0,000
4,07 0,000
6,83 0,000
23,37 0,000
4,26 0,000
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