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SIMGELER VE KISALTMALAR

AFR : Askorbat serbest radikali
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Rp : Reseptdr proteinler
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BAZI AYCICEGI (Helianthus annuus L.) VARYETELERINDE Orobanche
cumana Wallr.” NIN SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD;E.C.1.15.1.1) VE
PEROKSIDAZ (POD;E.C.1.11.1.7) AKTiVITELERI UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Aygigegi (Helianthus annuus L.) koklerini enfekte eden Orobanche cumana
Wallr., tam parazit bir Angiosperm’dir. Ana vatan1 Akdeniz bolgesidir. O. cumana
Wallr. tohumlar1 Trakya Bolgesinden (Tekirdag-Hayrabolu) toplanmustir.
Aragtirmada, Orobanche genusuna dayanikliligi bilinen aygicegi varyeteleri
PIONEER 4223 ve ilagla dayanikli SANAY ile Orobanche genusuna duyarlilig
bilinen ay¢igegi varyetesi olan ISERA kullanilmisitir.

O. cumana Wallr. bitkisi tohumlar1 petri kaplarinda bir hafta siiresince nemli
ve karanlik bir ortamda bekletilmistir ve 1 hafta sonra GR 24 uygulamasi
yapilmistir. Uygulamanin ardindan ¢imlenen tohumlar arastirmada kullanilacak
aycicegi varyetelerinin koklerine penetre edilerek su kiiltliriinde aycicegi fideleriyle
birlikte yetistirilmistir. Penetrasyondan sonra her bir varyete i¢in ayr1 ayn 1., 3., 5.,
7. ve 9. giinde uygulama yapilan ve kontrol grubu olarak tespit edilen aycicegi
koklerinden ornekleme yapilmistir. Orobanche genusuna dayaniklilikta, bitki —
parazit iliskisinden ileri gelen oksidatif stresin izlenmesi i¢in antioksidatif savunma
enzimlerinden  Siiperoksit  dismiitaz ~ (SOD;E.C.1.15.1.1) ve  Peroksidaz
(POD;E.C.1.11.1.7) aktivitelerindeki degisiklikler saptanmustir.

O. cumana Wallr. parazitine duyarli oldugu bilinen ISERA, toplam SOD
miktarlar1 dikkate alindiginda kisa siireli antioksidatif yanit olusturmakla birlikte, bu
yanitlarint POD ile destekleyememektedir. O. cumana Wallr. parazitine toleransh
oldugu bilinen PIONEER 4223 varyetesinin hem toplam SOD miktarinda hem de
POD aktivitesinde sergiledigi anlamli antioksidatif yanitlar ise, bu yolun tolerans

mekanizmasinda islevsel olabilecegini gostermektedir. Bu anlamda, duyarli ISERA
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varyetesinin toplam SOD miktarlartyla POD aktiviteleri arasindaki uyumsuzluk
onun duyarlilik mekanizmasmi agiklayabilir. ilagla dayamikli oldugu bilinen
SANAY varyetesi, arastirmamizda ila¢ kullanilmadan incelenmistir. Bu varyetede
saptanan SOD verileri anlamsiz degisimler sergilemektedir. Ayn1 varyetenin POD
aktiviteleri ise ISERA varyetesine zit sekilde genellikle kontrole kiyasla yiiksektir.
Ancak her iki antioksidatif enzim i¢in kontrole kiyasla anlamli artislar
saptanmamustir. Bu durum SANAY varyetesinin ISERA varyetesine benzer sekilde

O. cumana Wallr. parazitine duyarli olduguna isaret etmektedir.

Arastirmamizda aygicegi — orobang arasindaki iliskide ortaya ¢ikan oksidatif
strese, PIONEER 4223 varyetesinin 6zellikle kisa siire i¢in ¢ok 1yi yanit olusturdugu

saptanmuigtir.

Anahtar Sozciikler: Aycicegi, Helianthus annuus, ISERA, PIONEER 4223,
SANAY, Orobanche cumana, Siiperoksit dismiitaz, Peroksidaz, Antioksidant

enzimler, Oksidatif stres.

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi BAP
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THE EFFECT OF Orobanche cumana Wallr. ON SUPEROXIDE
DISMUTASE (SOD;E.C.1.15.1.1) AND PEROXIDASE (POD;E.C.1.11.1.7)
ACTIVITIES IN SOME SUNFLOWER VARIETIES

ABSTRACT

Orobanche cumana Wallr. is a holoparasitic angiosperm which infects
Helianthus annuus L. roots. It originated in the Mediterranean regio. O. cumana
Wallr. seeds were collected on infested sunflower fields in Thracia region
(Hayrabolu-Tekirdag). In this research some O. cumana resistant sunflower varieties

(PIONEER 4223 and SANAY) and sensitive one (ISERA) were used.

O.cumana Wallr. seeds were placed in petri dishes and were kept there for one
week and then GR 24 was applied. After GR 24 treatment sunflower seedlings were
grown in hydroponic culture for one week before infestation, and germinating
broomrape seeds were penetrated into sunflower roots. After the penetration,
sunflower roots were harvested to determine the total protein and anthioxidant
enzyme activities in first, third, fifth, seventh and ninth days respectively. The
interaction of O. cumana Wallr. with resistant and sensitive sunflower varieties
(ISERA, SANAY, PIONEER 4223) in Turkey was investigated and the changes in
Superoxide dismutase (SOD;E.C.1.15.1.1) and Peroxidase (POD;E.C.1.11.1.7)

activities were identified.

The results indicate that ISERA, which is known as a sensitive variety to O.
cumana Wallr., contains high total SOD amount in antioxidative responses in short
time. But these results are not supported with peroxidase activity. PIONEER 4223,
which is known as a resistant variety to O. cumana Wallr., displays antioxidative
responses to functional expressive increase in both total SOD amount and POX
activity. These results indicate that total SOD amount and POX activity of ISERA
are not compatible. It may explain sensitive mechanism of ISERA. SANAY is

known as a resistant variety with using total herbicide. In this research, this chemical
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substance was not examined. The total amount of SOD in SANAY variety is
obscure. When SANAY is compared with ISERA, higher level of peroxidase
activity were determined in same application group than that of control group in

SANAY.

However, no significant increases were identified for two antioxidative
enzymes in application group in comparison with control group. This result indicates
that SANAY and ISERA varieties are sensitive to O. cumana Wallr. in the same

way.

In our experiment, it was determined that PIONEER 4223 variety constituted a
perfect response especially for a short time to oxidative stress appearing as a result

of the interaction sunflower with Orobanche.

Key words: Sunflower, Helianthus annuus, ISERA, PIONEER 4223, SANAY,
Orobanche cumana, Superoxide dismutase, SOD, Peroxidase, POD, Oxidative

stress, Antioxidant enzymes.
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BOLUM 1-GiRiS

Keen (1990)’ e gore; patojenlerin saldirisina karst bitkiler bir ¢esit savunma
mekanizmasina sahiptir. Bu mekanizmalar, patojen saldirisi meydana geldiginde
etkili bir sekilde aktive olur. Bu aktivasyonda bir gecikme ya da olusmama
goriildiigii takdirde, patojen bitkiyi istila eder. Konuk¢unun dayaniklilii, patojenle
bire bir temas eden hiicrelerin Sliimiinii igeren aktif “asir1 duyarlilik (HR)” ve gevre
hiicrelerde bulunan saglikli dokulara patojenin yayilmasini engelleyen savunma
yanitlarinin olusturdugu bir biitiine baglhidir (Alvarez ve Lamb, 1997). Klement
(1982)’ e gore; bu biitiin icersinde konukg¢u ve patojen arasindaki ortaklasa evrim
sirasinda bitkiler kendilerini patojenlerden koruma yollart olarak ¢esitli engeller de
gelistirmiglerdir. Mumsu tabaka ve lignin birikmesiyle olusan hiicre duvarlariyla
yapilan savunma mekanizmasi, genelde biitiin patojen tiirlerine karsi etkilidir (Tor,

1998).

Bu olay molekiiler diizeyde ele alindiginda; oksidatif patlama sirasinda H,O;’
in birikiminin dogrudan antimikrobiyal etkiyle degil hiicre duvar1 proteinlerinin ve
olas1 polimerlerinin oksidatif ¢apraz baglanmasinin devami veya hipersensitif hiicre
Olimlerinin devamu ile gergeklestigi goriiliir. Daha sonra ki savunma yanitlar ise
fitoaleksinlerin biyosentezi, lignin ve lignin polimerlerinin (hiicre duvari yapisal
proteinleri gibi) ve patojenezisle iliskili proteinlerin (PR) birikimidir (Alvarez ve

Lamb, 1997).

HR’ ta patojenin penetre oldugu bolgenin etrafindaki hiicrelerde
fitoaleksinlerin biyosenteziyle ve programlanmis hiicre 6liimlerinin aktivasyonundan
Once patojenezisle ilgili olan diger proteinleri kodlayan genler aktif duruma geger.
HR’ ta reaktif oksijen tiirlerinin olusumu anahtar islevi gérmektedir. Burada HR’ 1
aydinlatmak i¢in bir ¢ok enzimatik sistemin gorevli oldugu bilinmektedir (Gara ve
dig., 2003). Hipersensitif yanitlarin gelisimi, sistemik uyarilmis dayaniklili§in

(SAR) yavas yavas diizenlenmesini de yonlendirir. SAR, uzun siireli olarak bitki i¢in



zararl olan patojenlere kars1 genis Olclide dayanikliligi saglar. Salisilik asit (SA) ve
H,0, molekiilleri hem HR hem de SAR mekanizmalarinda fizyolojik gorevlere
sahiptir. H,O, bitki savunma mekanizmasinda ara sinyal molekiilii olarak
goriinmektedir. Bu molekiil savunma gen ifadesinin ve HR hiicre o6liimiiniin

aktivasyonunu yonlendiren programlari tetikler (Alvarez ve Lamb, 1997).

Ulkemizdeki aygigegi iiretiminde Orobans sorunu ilk olarak 1956 yilinda
goriilmiistiir. 1960 larin basinda Rusya’ dan Orobang’ a dayanikli Vniimik ¢esidinin
getirilmesiyle bu sorun ¢ozlilmiistiir. 1981 yilinda Orobans’ 1n yeni irklar tekrar
Trakya bolgesinde goriilmiis ve Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’ nce yapilan
calismalar sonucunda bu yeni wrklarin iilkemizde yayilis alanlar1 ve hangi irklarin
bulundugu arastirilmistir. Bu sorun enstitii ve 6zel sirketlerce gelistirilen dayanikli
cesitlerle sorun ¢oziilmiistiir (Kaya, 2003). Bulbel ve dig. (1991)’ ne gore; 1956 ve
1982 yillar arasinda aygicegi iiretimi yapilan bolgelerde Orobanche sp. kaynakh
verim kaybi yaklagik olarak %50 olarak belirtilmektedir (Lu ve dig., 2000). Petzoldt
ve dig. (1994)’ e gore; lirlin kaybina ¢6ziim olarak Trakya cift¢isi derin siirim ve
dayanikli hibritlerin ekimiyle iiriinlerini koruma altina almaktadir (Thomas ve dig.,
1998). Vranceanu ve dig. (1980), Perez-Vich ve dig. (2002) ve Akhtouch ve dig.
(2001)’ e gore; son birkac yildir, hem tilkemizde hem de Dogu Avrupa iilkelerinde
ve Rusya’ da, Orobans’ m yeni itk veya irklar ortaya c¢ikararak tekrar problem
olmaya bagladig1 bildirilmektedir. Bu durum, Orobans parazitinin dayanikli gesitlere
kars1 yaklasik her yirmi yilda bir kendini yenileyerek dayanmiklilik mekanizmasini

kirdig1 anlamina gelmektedir (Kaya, 2003; Labrouse ve dig., 2004).

1.1. Aycicegi (Helianthus annuus L.)

Aycicegi (Helianthus annuus L.), tohumlarmin zengin yag ve protein
iceriginden dolay1 diinya ¢apinda iiretimi yapilan endiistriyel bir bitkidir. Uretilen
tohumlarin kii¢iik bir kismi tohum olarak tiiketilmesine karsin biiylik bir kism1 yag
asidi iceriginden dolay1 islenerek tiiketilmektedir. Ayciceginde geleneksel 1slah

uygulamalarinin bagarili bir sekilde kullanilmasinin yaninda, 1969 yilinda Leclercg



tarafindan gelistirilen Sitoplazmik Erkek Sterilite (CMS)’ ye dayanan ydntem
sayesinde ay¢icegi, gliniimiizde diinyada yaglik olarak {iretilen bitkiler siralamasinda

dordiincii siray1 almistir (Hahne, 2001).

Bonjean (1993)’ e gore; aygigceginin insanlar tarafindan besin olarak
kullanilmaya baslamas1 ¢ok eski ¢aglarda Amerika yerlilerine dayanir. Ik defa 20.
yy.” 1n baglarinda Rus 1slah¢ilar1 tarafindan aygigegi tohumlar1 yag kaynagi olarak
kullanilmaya baslamistir. Ancak Diinya capindaki O6nemi 1980’ li yillarda
anlagilmistir (Hahne, 2001).

Ayciceginin ¢ok genis bir adaptasyon kabiliyeti olmasina ragmen, ekim
alanlarinin yeterli olmamasi nedeniyle, birim alandan elde edilen gelir az olmaktadir.
Aycigeginin daha genis alanlarda ekiminin yayginlagsmasi i¢in birim alandan elde
edilen verimi arttirici ¢alismalar yapilmalidir. Geleneksel 1slah metotlar1 kullanilarak
elde edilen gesitlerde, genetik verimlilik kapasitesinin iist sinirina yaklasilmistir. Bu
nedenle aycicegi veriminin arttirilmasindaki ilk yol modern islah tekniklerinin
kullanilmasidir. Verim arttirict ikinci yol ise genis Ol¢lide tarimi yapilan aycicegi

tiirlerinde ¢evresel streslere dayanikliligin aragtirilmasidir (Kaya, 2004).

1.1.1. Biyolojik Ozellikleri

Heiser (1976, 1978)’ e gore; Helianthus (Asteraceae) cinsine ait 67 tiir
bulunmaktadir. Bu tiirlerin bazilar1 bir yillik bazilar1 da ¢ok yilliktir. Orijin
bolgelerinde bu bitkiler zararli ot olarak nitelendirilmektedir. Geri kalan kismi siis
bitkisi olarak yetistirilmektedir. Bu tiirler icerisinden H. annuus ve H. tuberosus (yer

elmasi) genis bir sekilde kiiltiire alinmaktadir (Hahne, 2001).

Steeves (1969)’ a gore; kiiltiire alinan aygigegi tohumlarinin ¢ap1 6-10 mm’
dir. Bu tohumlar embriyolarinin yaninda hava boslugu da icermektedir. Fideler

uzun, kuvvetli bir hipokotil ve ¢ok iri ve etli kotiledonlara sahiptirler. Yetiskin



bitkiler 1,5-3 m uzunlugunda olabilmektedir. Cok genis yaprakli olan bu bitkilerde
yaprak dizilisi ictekiler alternat sonrakiler spiral olarak dizilmislerdir. Yaygin bir
sekilde tarimi yapilan varyeteler ve disi ebeveynler bir gdvde iizerinde bir kafa
olusturacak sekilde karakterize olurken, siis olarak yetistirilen tiirler ve erkek
ebeveynler siklikla uzamis ¢igeklenme zamanindan dolayr dallanmis yapi
gostermektedir. Erkek ebeveynler boylelikle ¢cok fazla dolleme yapabilirler (Hahne,
2001).

Carter (1978) e gore; cicek olusumu, apikal meristemin vejetatif sathadan
reprodiiktif sathaya gecisi sirasinda cevresel faktorlerin etkisi altinda gerceklesir.
Cimlenmeden yaklasik 20 giin sonra ¢igek olusumu, 8-12 hafta sonra stamen
olusumu (anthesis) baslar. Genetik ve ¢evresel faktorler bu sathalarin zamanini ve
stiresinde degisiklige neden olabilmektedir. Ayciceginde iki tip ¢igek bulunmaktadir.
Kafanin etrafin1 saran ¢igekler verimsizdir (dilsi ¢igek). Bu ¢icekler sar1 renkte olup
tozlagsma icin bocekleri cekme islevine sahiptirler. Kafanin i¢ kisminda bulunan disk
cicekleri ise verimlidir ve tohum olustururlar (tiipsii ¢igek). Tiipsii ¢igceklerin distan
ice dogru acilmasi olayma “asinkronuz” denir. Sentripetal diizende meydana gelen
bu olayda her giin bir sira ¢igek agmaktadir. 5-10 giin arasinda siiren bu olay
ciceklenmenin biiyiikliigiine ve ¢evresel kosullara bagh olarak degismektedir. Polen
olusumundan 10-15 giin sonra tiipsii ¢igeklerde embriyo gelisimi tamamlanir ve son
biiyiikliige ulagilmig olur. Yalniz bu biiyiiklilk onun son hacmi ve agirligi degildir.

Tam olgunlasma stiresi 2-3 ay siirer (Hahne, 2001).

Bonjean (1993)’ e gore; Helianthus cinsine ait tiirlerin biiyiik bir kismi1 1liman
ve olduk¢a kurak olan bolgelerde yayilis gostermektedir. Modern aycicegi
cekirdeklerinin kuru agirhiginin % 50-60° 1 trigliseritten (embriyonun %80’ 1)
olusur. Aycicegi yag1 doymamis yaglarca zengindir. Bu yaglarin % 65’ ini linoleik
asit, yaklasik % 20’ sini oleik asit olusturur. Bu oran bitkinin genetik yapisi ve
cevresel kosullara bagli olarak degismektedir. En Onemli g¢evre faktorii olarak
sicaklik goze ¢arpmaktadir. [liman iklim goriilen bolgelerde elde edilen yagin % 60-

70’ 1 linoleik asit iken Akdeniz ikliminin yada subtropikal iklimin goriildigi



bolgelerde bu oran % 30’ a diismektedir. Islah ¢alismalarinin ana hedef noktasi yag
miktar1 ve oranidir. Bu konuyla ilgili caligmalar cesitli enstitii ve tohum sirketleri

tarafindan yapilmaktadir (Hahne, 2001).

Schuster (1993)’ e gore; bazi viral ve bakteriyal hastaliklar aygicegi
iiretiminde 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu hastaliklar ve hastalik

yapan organizmalar Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Aygicegi hastaliklar1 ve hastalik yapan organizmalar (Hahne, 2001).

Hastaligin adx Organizmanin adi

Beyaz benek Sclerotinia sclerotiorum

Gri pas Botrytis cinerea

Pas Plasmopara halstedii

Govde ¢iirtimesi Phomopsis helianthi

Aycicegi past Puccinia helianthi

Phoma siyah govde | Phoma oleracea var. helianthi-tuberosi

Adi gecen hastaliklara karst dayanikli aygigegi tiirlerinin gelistirilmesinde
sorun uygun yabani tlirlerle yapilan caprazlamalar ve gen aktarimi yollariyla
coziilmektedir. Bircok hastalik yiiksek miktarda kimyasal ila¢ kullanilarak yok
edilmektedir. Ancak Sclerotinia sclerotiorum igin etkili bir ¢6ziim henliz

gelistirilmemistir (Hahne, 2001).

Rogers (1992)’ e gore; Orobanche cumana Wallr. Akdeniz iilkelerinde ve Rus

Cumhuriyetlerinde yiiksek miktarda iirlin kayiplarina neden olan bir bitki parazitidir.



Aygcigegi tiirleri ylizlerce bocek tiiriine konaklik etmesine karsin bunlarin kiigiik bir
kismi yiiksek derecede verim kayiplarina neden olmaktadir. Boceklerin yapmis
oldugu sorun aygicegi ya toprak altindayken yada olgunlasma safhasina gecerken

meydana geldigi belirtilmektedir (Hahne, 2001).

1.2. Verem otu (Orobanche spp.)

Musselman (1987) ile Joel ve Portnoy (1998)° in ¢alismalarina gore Striga,
Alectra (Scorphulariaceae) ve Orobanche (Orobanchaceae) gibi kok paraziti olan
Angiosperm bitkiler konukcu bitkilerinde yikici etki gosterirler. Tiim bu kok paraziti
bitkiler, tohumlarinin ¢imlenebilmesi i¢in kimyasal uyaricilara ihtiya¢ duyarlar. Bu
uyarict kimyasallar, konuk¢u veya konuk¢u olmayan bitkiler tarafindan topraga
saliverilir (Reizelman-Lucascen, 2003). Parker ve Riches (1993)’ e gore;
¢imlenmenin ardindan Orobans Onciil govdesini (procaulome) konuk¢u koklerine
ulastirir ve kok ylizeyine yapisir. Orobansg, konukguya tutunduktan hemen sonra
procaulome’ un u¢ kismindan hostoryum (emeg) olarak adlandirilan konukgu
kokiine tutunmay1 saglayan yapt meydana gelir. Bu yapi1 konuk¢unun iletim
sistemine yerlesir (Nun ve dig., 2003; Zehhar ve dig., 2003). Pres ve dig. (1990) ve
Butler (1995)’ e gore; ¢igekli parazit bitkiler gerekli olan su ve mineral ihtiyaglarini
konukgulartyla kurmus olduklar1 6zel birliktelik sayesinde karsilarlar. Orobanche
cinsi zorunlu kok paraziti (holoparazit) oldugu i¢in tiim besin ihtiyacin

konuk¢usundan temin eder (Reizelman-Lucascen, 2003).

Linke ve dig. (1989) ve Parker ve Riches (1993)’ e gore; Orobanche genusu,
Angiosperm bitki grubuna dahil Orobanchaceae familyasina aittir ve 100 tiir ile
temsil edilir (Labrouse ve dig., 2004). Pamphilis ve Palmer (1990)’ a gore;
Orobanche genusuna ait tilirler yapraktan yoksundur. Bu bitkilerin kloroplast
genomlarinin yeniden diizenlemis olmasi ve biiyiik bir oranda yok olmasindan
dolay1 fotosentez kabiliyetleri bulunmamaktadir (Reizelman-Lucascen, 2003;

Okazawa ve dig., 2005).



Pamphilis ve Palmer (1990), Pamphilis ve dig. (1997), Krause ve dig. (2003),
Wolfe ve Depamphilis (1997), Wolfe ve Depamphilis (1998) ve Wolfe ve dig.
(1992)’ e gore; tam parazit bitkiler ¢ok diisiik fotosentetik aktiviteye sahiptirler. Bu
bitki grubuna ait bitkiler konukgularini su, mineral ve indirgenmis karbon kaynagi
olarak kullanirlar. Fotosentetik olmayan tam parazit bitkilerde, fotosentezle ilgili
olan genler ya inaktiftir yada plastid genomlarindan elimine olmuslardir (Okazawa
ve dig., 2005). Bu yiizden plastidler, kloroplastlari1 olusturamaz ve bitkiler 15181 asla
fotosentez icin kullanamazlar. Isik, yalnizca fotosentezde kullanilmamakta ayni
zamanda c¢evresel sinyalleri fizyolojik ve morfolojik olarak diizenlemede goérev
almaktadir. Isik sinyal sisteminin bazi kisimlar1 ¢imlenme veya ¢iceklenme igin de
gerekli olabilmektedir. Bu konularin fotosentezle iliskili olmamasina karsin hala

incelenmesi devam etmektedir (Okazawa ve dig., 2005).

Briggs ve Oley (2001)’ e gore ii¢ tip fotoreseptor vardir: fitokromlar (phys:
kirmizi/kirmizi Gtesi 151k reseptorii; 600-800nm), kriptokromlar (crys: mavi 1sik
reseptorleri; 400-500nm) ve fototropinler (mavi 1s1k reseptor tipi). Fitokrom ve
kriptokromlar hem fotosentez hem fotosentezle iligkili olmayan 151k yanitlarinda
gorevli olduklar diisiiniilmektedir. Chae ve dig. (2004), fotosentetik olmayan tam
parazit O. minor bitkisinin ¢imlenmesinde 1513in engelleyici rol oynadigini
saptamigtir. Bu da, hala 151k sinyal sisteminin fotosentetik olmayan bitkilerde
kendini korudugunu gostermektedir. Lin ve Shalitin (2003)’ e gore; crys’ nin bitki
bliyiime gelisiminde diizenleyici etkisinin oldugu belirtilmektedir (Okazawa ve dig.,

2005).

1.2.1. Orobanche cinsinin taksonomik ozellikleri

Uzerinde yasadig1 bitkinin bir veya ¢ok yillik olusuna gére bir veya ¢ok yillik
(iki veya ¢ok yillik olan tiirlerde ilk y1l hostoryum gelisir, ¢igcekli gdvdesi ertesi yil
meydana gelir), salgi tiiylii, otsu, klorofilsiz bitkilerdir. Cigekler basak veya salkim
durumunda, zigomorf tabanda 1 brakte, bazen 2 brakteol de bulunur, brakteoller

kalikse tabanda birlesiktir. Kaliks 4-5 disli veya iki yarikla 2 parcali, her parca tam



veya iki digli. Korolla az ¢ok kivrik bir tiip veya ¢an seklinde, iki dudakli, tist dudak
tam, emerginat veya iki loplu, alt dudak bariz {i¢ loplu. Stamen 4, didinam, korolla
tiibiine cesitli diizeylerde bagli, hemen hemen korolla boyuna yakin bir boyda,
flamentlerde tabanda genis, tepeye dogru daralmis, anterler ovat, iki tekali, tekalar
tabanda yuvarlak, tepede sivrilmig, bazen mukronat veya apikulat, ¢iplak veya
cogunlukla tabanda ve yarik boyunca yiinsi tiiyliidiir. Polenler agik sar1 renkte,
taneler kiire seklinde, trikolpat, 21-36p c¢apindadir. Ovaryum yumurtamsi veya
kiiremsi sekilde, iki karpelli, tek gozlii, plasenta 4, stigma 2 loplu, disk veya ters
koni seklinde, ¢esitli renklerde. Kapsiil 2 valvli, bazen valvler stiliis tabaninda
birbirine bagh kalir, kaliks meyva etrafinda kalicidir. Tohumlar 0,3-0,5 mm ¢apinda,
cok sayida, kiit, yumurtams: kiiremsi sekilde, {izeri bal petegi gibi ¢cukurcuklu veya

olukludur (Ozhatay, 1973).

1.2.2. Yasam Dongiisii

Zorunlu kok paraziti olan Orobanche spp. iizerinde yasadigi bitkinin bir veya
iki yillik olmasma gore degisen bir yasam sekline sahiptir (Ozhatay, 1973).
Worsham ve dig. (1987)’ gore, Orobanche cinsine ait bitkilerin tohumlarinin
¢imlenmeden Once belli bir siire dormansi durumunda kalmasi gerekmektedir.
Dormansinin ardindan tohumlarin ¢imlenmesi i¢in iki kosul gereklidir. Bunlardan
ilki uzun siiren nemli ortam, ikincisiyse ¢imlenmeyi uyaran ve konukgu veya
konukg¢u olamayan tiirlerin koklerinden ¢ikan ekzogenik kimyasallardir. Lane ve
Bailey (1992) ve Frost ve dig. (1997)’ e gore, ¢imlenmenin ardindan germ tubii
(konuk¢u koklerine en yakin olan kisim) konukcu koklerine dogru hareket eder ve
hostoryum gelistirir (Sekil 1). Konukgu ile parazit arasinda bir koprii gorevi goren
bu yapi, parazite gerekli olan su, mineral besinleri ve karbonhidratlar1 konukgudan
almasina yardimci olur (Sekil 2 ve Sekil 3). Bu olay sonrasinda konukg¢uda kuraklik
stresi etkisi ve solma gozlenir. Duyarli tiirlerde bu etkilesim neticesinde yaprak
klorozisi, fotosentezin indirgenmesi ve yavaslamis govde biiylimesi goriiliir. Tiim bu
olaylarin sonucu olarak konuk¢u bitkinin tohum veriminde azalma goriiliir

(Estabrook ve Yoder, 1993; Elzein ve Kroschel, 2003).



Maass (1999)’ a gore, toprak altinda ¢imlenme tetikleyicilerinin ulasamadigi
bolgede kalan parazit tohumlar1 yaklasik 15-20 yi1l boyunca c¢imlenmeden
kalabilmektedir. Bu parazit bitki ile ilgili yapilan kontrol ¢alismalarinda karsilasilan
en biiylik zorluk, toprak altinda ¢gimlenmeden uzun siire sakli kalmasi ve binlerce
sayida olan tohum sayisidir. Meydana gelen tohumlar riizgar, su, hayvanlar, tarim

makineleri ve zirai iiriinlere yapigsmis toprakla dogaya yayilmaktadir (Lu ve dig.,

2000; Elzein ve Kroschel, 2003).

Maass (1999)’ a gore, hostoryum hiicrelerinin konuk¢u dokusu (ksilem
ve/veya floem) igersine girmesi (penetrasyon) konukc¢u endodermal hiicreler
tizerinde mekanik bir baski ve hidrolitik enzimler sayesinde gerceklesmektedir.
Kroschel (2001)’ e gore, parazitin toprak altinda siiren gelisiminden haftalar sonra
parazit toprak ylizeyine ¢ikar. Cok kisa siire i¢ersinde ¢i¢eklenir ve tohum olusturur.
Yalnizca bir bitki tarafindan 100,000” den fazla tohum meydana getirilir. Olusan bu
tohumlar tarlalarin bir sonraki sene tekrar Orobanche etkisi altinda kalmasina neden

olur (Elzein ve Kroschel, 2003.)
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Sekil 1. Toprak altinda Orobanche gelisimi.
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Sekil 2. Aycicegi kokiine yapismis O. cumana Wallr. bitkisi ve kisimlari.

Cimlenmis F > ’

Cimlenmemis

Sekil 3. Cimlenmis ve ¢cimlenmemis O. cumana Wallr. tohumlart.

Bugiin kiiltiiri yapilan ve dayanikli oldugu belirtilen aygigegi varyetelerinde
bilinen tiim dayaniklilik genlerini (Orj, Ora, Or3, Ors ve Ors) asan bir F irkinin ortaya
ciktig1 belirtilmektedir. Daha once tespit edilen wrklar ise A, B, C ve D olarak
bilinmektedir. Pogorletsky ve Geshele (1975), Vranceanu ve dig. (1980), Ish-
Shalom-Gordon ve dig. (1993) ve Sukno ve dig., (1999)’ e gore, F irkinin ortaya
cikisina kadar ayciceginin Orobanche genusuna dayamikliligin kalitimi esasen

monogenetik ve dominant olarak yapilmaktaydi (Akhtouch ve dig., 2002).
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1.2.3. Cimlenme Uyaricilart

Parazit bitkiler ¢imlenebilmek i¢in konukgu bitkilerin ya da etrafta bulunan
konukgu olmayan bitkilerin kdklerinden ¢ikan ¢imlenme uyaricilara ihtiyag duyarlar.
Strigolakton olarak adlandirilan bu kimyasallar allelokimyasal grubuna dahildir ve
(+)strigol (Sekil 6) (Cook ve dig. 1966 ve Siame ve dig. 1993), (+)sorgolakton
(Sekil 7) (Hauck, 1992), alektrol (Sekil 4) (Miiller ve dig. 1992 ve Yokota ve dig.
1998) ve orobansol (Sekil 9) (Yokota ve dig. 1998) olarak dort farkli formu
mevcuttur. Dogal olarak bitkiler tarafindan salinan bu kimyasallarin yaninda sentetik
olarak {retilen bazi kimyasallar da aym islevi gormektedir (Tablo 2). Bu

kimyasallarin tiimii strigolaktonlar olarak adlandirilmaktadirlar (Reizelman-

Lucascen, 2003).

Tablo 2. Dogal ¢cimlenme tetikleyicileri ve ilk defa izole edildigi bitki tiirleri.

Dogal Cimlenme izole Edilen Bitki izole Eden Grup
Tetikleyicileri

(+)strigol Gossypium hirsutum L. Cook ve dig., 1966.

(+)sorgolakton Sorghum bicolor L. | Hauck ve dig., 1992.
Moench

Alektrol Vigna  unguiculata  cv | Schildknecht ve dig., 1992.
Saunders

(+)orobanchol Trifolium pratense Yokoto ve dig., 1998.

Strigolakton analoglarmin sentezi ile ilgili olarak 1976 yilinda ilk defa
Johnson ve ark. tarafindan bir ¢aligsma yapilmis ve bunlara GR bilesikleri denmistir.
Bunlar GR24 (Sekil, 5), GR28, GR7 ve GRS’ tir (Reizelman-Lucascen, 2003). Bu
bilesiklere dihidroparteneloid (Luque ve dig., 2000) ve Butler (1995) ve Wigchert ve
Zwanenburg (1999)’ a gore; dihidrosorgolon da eklenebilir (Bouwmeester, 2003).
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Bu kimyasallardan en yiiksek ¢imlendirme potansiyeline sahip olan GR24’ tiir
(Johnson ve dig. ,1976; Thuring ve dig., 1997; Wigchert ve dig.,1999). Bu uyarici,
diinya capinda yeni parazit ot uyaricilarin test edilmesi calismalarinda en yaygin
kullanima sahiptir. GR24’ iin yiliksek miktarda kullanilmasinin yeteri kadar
ekonomik olmayis1 genis ¢apta kullanilmasina engeldir. Nefkens ve dig. (1997)’ e
gore; Nijmegen-1, biyoaktivite i¢in gerekli yapisal 6zellikleri igermek amacl olarak

diizenlenmis daha basit bir yapili bir bilesiktir (Reizelman-Lucascen, 2003).

1.2.4. Diger Cimlenme Uyaricilart

Fischer ve dig. (1990), Logan ve Stewart (1995), Rugut ve Rugutt (1997),
Yoneyama ve dig. (1998a ve 1998b), Orobanche ve Striga cinsine ait parazit
bitkilerin ¢imlenmesinde bir¢cok yayinda, sesquiterpen laktonlar (strigolaktonlar
harig), sitokininler, 6ksinler, gibberellinler, kotileninler, fusikoksinler ve jasmonatlar
gibi dogal bilesiklerin de etkili olduklart rapor edilmektedir. Bu uyaricilarin etkisi
ancak c¢cok yiiksek derisimde miimkiin olabilmektedir. Ayrica bu bilesiklerin
cimlenmeyi uyarici derisimde ¢ok kesin degildir. Sand ve dig. (1990)’ a gore; diger
bir uyarict bilesik ise bitki hormonu olan etilendir. Bu gaz S. hermonthica ve S.
asiatica gibi parazit bitkilerin ¢imlenmesinde etkilidir. Chang ve dig. (1986)’ nin
yaptiklar1 calismaya gore Sorghum koklerinden elde edilen dehidrosorgolon (SxSg)’
un da c¢imlenme uyaricis1 olarak kullanilmaktadir. Cok kararsiz bir yapiya sahip
olmasindan dolay1 sorgolon oksidize olur. Bu bilesigin, ¢cimlenmede her hangi bir

tetikleyici 6zelligi yoktur (Reizelman-Lucascen, 2003).
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Sekil 4. Alektrol' {in kimyasal formiilii.

Sekil 6. Sorgolakton' un kimyasal formiilii.

Sekil 8. Deoksistrigol' {in kimyasal formiilii.

Sekil 5. GR 24’ iin kimyasal formiili
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Sekil 7. Strigol' {in kimyasal formiilii.
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Sekil 9. Orobansol' iin kimyasal formiilii.
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Sekil 10. GR 24 uygulandiktan bir hafta sonra O. cumana Wallr. tohumlarindaki ¢imlenme.

Orobans ile miicadelede dayanikli ¢esitlerinin kullanilmasindan sonra en etkili
miicadele de, son yillarda ruhsat alan Imazapic terkipli OROBAN ticari isimli ilacin
ekimden sonra bitkinin 8-10 ve 14-16 yaprakli devrelerde iki defa uygulanmasi ile
ger¢ceklesmektedir. Yapilan denemelerde bu kimyasalin % 100’ e varan oranda etkili

oldugu ortaya konulmustur (Kaya, 2003).

Sanchez ve ark. (2002), [14C] promid, [14C] glifosat ve [14C] imazapyr
kimyasallariin aygicegi ve O. cumana sisteminde emilimi ve taginimi iizerine
calismiglardir. Orobans, herbisitleri toksik olmayan forma hizli bir sekilde
metabolize etme yeteneginde olmadigi i¢in Orobansin kontroliinde Imazapyr
kullanilmaktadir. Imazapyr’ in ay¢iceginden Orobans’ a emilimi ve taginimi glifosat’
tan daha hizlidir. Bu arastirma, tarla kosullarinda Imazapyr ve glifosfatin O. cumana

Wallr. parazitinin kontroliinde ayni etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur.

Orobans kontroliinde topragin fumigasyon isleminden gecirilmesinin ¢ok
pahali olmasi ve sadece gelismis iilkelerde uygulanabilmesinden dolay:r bu yontem
kullanigh degildir. Bu ylizden son yillarda klorosulfuron gibi sulfonylureas’larin

uygulanmasi tercih edilmektedir (Verkleij ve Kuijper, 2000).
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1.3. BITKI PARAZIT ILISKILERI

Baker ve dig. (1997)° e gore, bitkiler yasadiklar1 birgok organizma ile
etkilesim igerisindedir. Bu etkilesimlerin bazilar1 yararli olabilecegi gibi bazilar1 da
zararli olabilir. Bu olaylarin biiyiik bir kism1 toprak altinda gergeklestigi icin farkina
varilmaz. 1 g toprak icersinde 10° aktinomiset, 10° bakteri, 10> fungi oldugu
bilindiginden olaym ne kadar karmasik oldugu anlagilmaktadir. Bitkiler yagadiklar
bu ortamda cevresindeki organizmalara karst pasif degildirler. Kok salgilar
sayesinde bu saldirilara karsi kendilerini koruma altina alirlar. Fotosentez sonucu
olusan bilesiklerin yaklasik olarak % 23’ likk bir kism1 kokler tarafindan rizosfere
saliverilir. Bunlarla birlikte fenolik bilesiklerin biiyiik bir kismida topraga verilir. Bu
bilesikler ¢evrelerinde bulunan diger bitkileri ve mikroorganizmalar etkiler. Cok
diisiik seviyedeki diger sinyal molekiilleri ise koklere karst olan saldirilari

uzaklastirmada veya engellemede gorevlidirler (Estabrook ve Yoder, 1998).

Castillo (1992)’ ya gore, patojen enfeksiyonuna karst korunmada bitki
hastaliklarinda dayaniklilik i¢in birgcok mekanizma mevcuttur. Bu savunma
mekanizmalar1 patojen enfeksiyonu ile aktive olan savunma ile iligkili enzimlerin
uyarilmasini igeren oncii mevcut fiziksel ve kimyasal bariyerlerdir (Shivakumar ve
dig., 2003). Lamb ve dig. (1989), Hammond-Kosack ve Jones (1986) a gore,
patojen girislerine karsi bitkilerde yanit olarak bazi genlerin ifadesi tetiklenmektedir.
Bu genler, savunma ile ilgili baz1 proteinlerin kodlanmasiyla gorevlidirler. Bitkilerde
savunmayla ilgili olarak fitoaleksinlerin sentezi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu,
PR proteinlerinin ve destek yapilarin iiretimi, hiicre duvarlarinin iretimi veya HR
diizenlenmesi gerceklesmektedir. Lamb ve dig. (1989) ve Cramer ve dig. (1993)’ e
gore, bu genler her zaman i¢in patojenlerin saldirisi ile ifade bulmadiklarindan
dolay1 “savunmayla iliskili” olarak adlandirilmaktadirlar. Savunma yanitlarindaki
sinyal mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilmamaktadir. (Westwood ve dig.,

1998).
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Patojenlere kars1 bitkilerin vermis oldugu hizli yanitlar su sekilde gerceklesir:
(a) Kalloz sentaz onciillerinin aktivasyonu, (b) sitozolik Ca™ iyon miktarinda artis,
(c) oksidatif patlama (Doke (1983), Atkinson ve dig. (1990) ve Kohle ve dig.
(1985)’e gore Alvarez ve Lamb (1997)). Kepler ve dig. (1989), Peng ve Kuc (1992)
ve Legendre ve dig. (1993)° e gore; oksidatif patlama sirasinda H,O,’ in birikimi
dogrudan antimikrobiyal etkiyle degil, Bradley ve dig. (1992) ve Briston ve dig.
(1994)’ e gore; ayn1 zamanda hiicre duvari proteinlerinin ve olasi polimerlerinin
oksidatif ¢apraz baglanmasinin devami veya Levine ve dig. (1994)’ e gore;
hipersensitif hiicre 6limleri ile gerceklesir. Daha sonra ki savunma yanitlar ise,
fitoaleksinlerin biyosentezi, lignin ve lignin polimerlerinin (hiicre duvar yapisal
proteinleri gibi) patojenezisle iliskili proteinlerin (PR) birikimidir (Van Loon ve
Antoniw (1982), Hahlbrock ve Scheel (1989), Dixon ve Lamb (1990) ve Ward ve
dig. (1991)’e gore Alvarez ve Lamb (1997)). HR’ ta patojenin penetre oldugu
bolgenin etrafindaki hiicrelerde fitoaleksinlerin biyosentezi ve programlanmis hiicre
Olimlerinin aktivasyonundan Once patojenezisle ilgili olan proteinleri kodlayan
genler aktif duruma gecer. HR’ ta reaktif oksijen tiirlerinin olusumu anahtar islevi
gormektedir. Burada HR’ 1 aydinlatmak i¢in bir ¢ok enzimatik sistemin gorevli
oldugu bilinmektedir (Gara ve dig., 2003). White (1979), Malamy ve dig. (1990),
Metraux ve dig. (1990), Chen ve dig. (1993b) ve Levine ve dig. (1994)’ e gore;
hipersensitif yanitlarin gelisimi SAR’ 1n (sistemik uyarilmis dayamklilik) yavas
yavag diizenlenmesini de yonlendirir. SAR, uzun siireli olarak bitki i¢in zararli olan
patojenlere kars1 genis spektrumlu bir bagisiklig: saglar. Salisilik asit (SA) ve H,O,
cok kiiciik yapidaki metabolitlerdir. Bu molekiiller hem HR hem de SAR
mekanizmalarinda  fizyolojik  gorevlere  sahiptir. H,O,, bitki savunma
mekanizmasinda ara sinyal molekiilii olarak goriinmektedir. Bu molekiil savunma
gen ifadesinin ve hipersensitif hiicre Oliimiiniin aktivasyonunu ve bagisiklig

yonlendiren programlari da tetikler (Alvarez ve Lamb, 1997).
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Orobanche cernua Loefl.

Sekil 11. Tarlada enfekte olmus PIONEER 4223 ay¢igegi varyetesine ait bitkiler.

1.3.1. Bitki Parazit iliskisinde Antioksidatif Savunma

Elstner (1982), Fridovich (1974) ve Scandalios (1993)’ e gore, diinya
atmosferinde oksijenin birikimi, son elektron alicis1 olarak oksijeni kullanan,
bdylece fermentasyon ve anaerobik solunumla karsilastirildiginda daha fazla enerji
elde eden aerobik organizmalarin evrimine olanak saglamistir. Molekiiler oksijen
temel olarak zararsiz olmasina karsin toksik etkiler de olusturabilmektedir. Oksijenin
aerobik canlilar icin toksik etkisini, serbest radikaller ve bunlarin tiirevleri
olusturmaktadir. Bitkilerde uyarma enerjisi olarak oksijene transfer edilen bir
elektron, singlet oksijen ('O;) olusumuna neden olmaktadir. Aerobik
organizmalarda, bir molekiil oksijenin tiimilyle indirgenebilmesi i¢in dort elektrona

thtiya¢c vardir. Univalent basamaklarla indirgenmis dioksijenin reaktif tiirleri;
stiperoksit radikali (0,7 ), hidrojenperoksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH’)’ dir
(Scandalios, 1997; Acar, 1999). Edreva (2005), reaktif oksijen tiirlerini (ROT)
serbest radikal [O,” , OH" ve HO, (hidroperoksil radikali)] ve serbest olmayan

radikal ['O; (singlet oksijen) ve H,0,] formlar seklinde ayrima gitmistir. Scandalios
(1993), McAinsh ve dig.(1996) ve Bowler ve dig. (1992)’ e gore, reaktif oksijen
tirleri; lipit peroksidasyonuna, proteinlerin denatlirasyonuna ve DNA’ nin
mutasyonuna neden olarak aerobik organizmalari bu tip zararli etkilere karsi

fizyolojik miicadeleye zorlanmaktadir. Tim bu olaylarin meydana getirdigi
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kanisiklik ve beraberinde ortaya ¢ikan zararhi etkiler “oksidatif stres” olarak

tanimlanmaktadir (Scandalios, 1997; Acar, 1999; Edreva 2005).

Larson (1988)’ a gore, antioksidatif savunma sistemi ROT’ nin zehir etkisini
engellemek i¢in yiiksek seviyede etkili olan ve seg¢ici baski ve evrim yardimiyla
olusmustur. Bu sistem, enzimatik ve enzimatik olmayan unsurlar1 igeren bir
biitiinden ibarettir. Enzimatik olmayan antioksidanlar genellikle ¢ok kiigiik yapili
molekiillerdir. Bitkilerde yer alan bu molekiillere 6rnek olarak tripeptid glutasyon,
sistein, hidrokinonlar, askorbat (vitamin C), lipofilik antioksidan a-tokoferol,
flavonoidler, karotenoid pigmentleri, alkoloidler ve cesitli bitki bilesikleri
verilmektedir. Enzimatik antioksidanlar, ROT’ nin tasinmasi, notralize edilmesi ve
stiptiriilmesi gibi islevleri yerine getirebilme kabiliyetine sahiptirler. Bu savunma
sistemleri olmaksizin bitkiler giines 1smnlarinin enerjisini  kimyasal enerjiye

cevirmede yeteri kadar etkili olamazlar (Scandalios, 1997).

H,0,’ in siipiiriilmesi; kloroplastlarda askorbat peroksidaz, mitokondride ise
glutasyon rediiktaz tarafindan basarilmaktadir (Foyer ve Halliwell, 1976); katalazlar
ve peroksidazlar da H,O;’ 1 etkili bir sekilde tasir (Scandalios, 1994); siiperoksit
dismiitazlar ise siliperoksit anyonu’ nu siipiiriirler (Scandalios, 1993). Bu enzimler

arasinda en etkili ¢alisanlar katalazlar ve siiperoksit dismiitazlardir. Bu iki enzim
birlikte potansiyel olarak tehlikeli olan 0, ve H,0,” i su ve molekiiler oksijene

cevirir (Tablo 3). Boylelikle hiicresel hasar engellenmis olur (Scandalios, 1997).

Matheson ve dig. (1975) ve Fridovich (1995)’ e gore; Talo 3’ de belirtilen 2.

ve 4. reaksiyonlarda SOD ve CAT, tim makro molekiillerle rasgele reaksiyona

girebilen yiiksek reaktif 6zellik gosteren OH™ in etkisini azaltmak i¢in birbirleriyle

ortaklasa calisir (Scandalios, 1997).
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Tablo 3. SOD (1-2) ve CAT (3-4)' in ortaklasa gergeklestirmis olduklar

reaksiyonlar.
Meydana gelen Reaksiyonlar
Ll o,+¢ — 0,
T
2| 0,740, +2H" H,0,+ 0, (SOD, K»=2,4x10° M 8™
3| H0,+0," — ” OH +OH +0,
4| H,0,+H,0, —” 2H,0+0, (CAT,K=1,7x10' M' S

Cagno ve dig. (2001), Noctor ve Foyer (1998) ve Tommasi ve dig. (2001)’ e
gore, bitki hiicrelerinde ROT’ nin detoksifikasyon iglemi sirasinda enzim ve redoks

metabolitleri sinerjistik bir sekilde caligmaktadir. Siiperoksit dismiitaz (SOD;
EC.1.15.1.1), siiperoksit radikali (O, )’ nin hidrojenperoksit (Hy0,)’ e

dismutasyonundan sorumludur. Olusan H,0,, Katalaz (CAT; E.C.1.11.1.6)
tarafindan H,O ve oksijene doniistiiriiliir. Bitkilerde bu savunma mekanizmasinda
gorev alan ve gerekli durumlarda bitkiyi korumak {izere sentezlenen ve savunma
mekanizmasinin isleyisinde etkin olarak yer alan oOnciill enzimlerden biri de
peroksidaz’ dir (POD; E.C.1.11.1.7) (Gara ve dig., 2003). Askorbat peroksidaz
(APX; E.C.1.11.1.11), 6zel elektron vericisi olarak askorbat metabolitini kullanarak
H,0,” 1 suya indirger. Scandalios (1993) ve Cakmak (1994)’ goére, SOD,
dismutasyon reaksiyonuyla siiperoksiti hidrojen peroksit ve O,’ ye katalizler. APX’
da burada olusan hidrojen peroksiti suya indirgeyerek detoksifiye eder. APX’ un
reaksiyon iriinii  olan MDASA  (monodehidroaskorbat) veya DHASA
(dehidroaskorbat)’ tan, indirgenmis AsA (askorbat) olusur. Indirgenmis AsA,
NADH - baglit MDAsA-rediiktaz ya da GSH-bagli DHAsA-rediiktazdan birisiyle
glutasyon rediiktaza baglanir (Acar, 1999). Hiicrelerdeki SOD, APX veya CAT

aktiviteleri arasindaki denge O, ve H,O,’ in duragan seviyesini saptamak i¢in ¢ok

Onemlidir.
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Asagida sematize edilen tabloda patojen saldirisinda bitkide meydana gelen
antioksidatif = savunmada gorevli olan enzimlerin isleyis mekanizmasi

ozetlenmektedir (Sekil 12).

Plazma membram Sitoplazma
Hiicre . E
duvari Patojen
. - ";-‘ ';1'1"1""‘2
s f’ GE
LA
[ -
r i 02
r
1 t ‘
LN s Xl ASC /
b 1 . R,0+% 0, .
"‘ PAC"‘” L oksidasyonundan f
DAD bhadgimsiz APX
Hiicre duvarn =] 4
b AFX
capraz b “l‘“ﬂ ASMC GSSG  J
baglar1 ve I
lignifikasyon AFR DHAR ;
DHA
H,0+% 0 B ;
i o
Redoks d t]
NADPR AFRR Nappe O LR
*

Sekil 12. Bitki patojen iliskisinde antioksidatif savunma modeli (Gara ve dig., 2003).

AFR:Askorbat serbest radikali, AFRR:Askorbat serbest radikal rediiktaz, APX:Askorbat
Peroksidaz, ASC:Askorbat, CAT:Katalaz, DAO:Diamin oksidaz, DHA: Dehidroaskorbik asit.
DHAR:Dehidro askorbik asit rediiktaz, GSH:Glutasyon, GSSG:Glutasyon disiilfit HR:Hipersensitif

yamt, Oy “:Siiperoksit, PAO:Poliaminoksidaz, POD:Salgilanmis Peroksidaz, Rp:Reseptor proteinler,

SOD:Siiperoksit dismiitaz.

Westwood ve dig., (1998), trasngenik tiitiin bitkileriyle yapmis olduklar
calismada Orobanche aegyptiaca bitkilerinin parazitasyonunun tiitiin bitkilerin
koklerinde hmg2’ nin hizli bir sekilde ifade bulmasimi (3-hidroksi-3-metilglutaril
CoA rediiktaz (HMGR)’ nin izoenzimi) sagladigin1 gostermislerdir.
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Yukarida bahsedilen Orobang parazitligiyle ilgili mekanizmalarin ne sekilde
engellenebilecegi hakkindaki arastirmalara ise son yillarda uluslararasi literatiirde
sikca rastlanmaya baglamistir. Bu arastirmalardan birinde, kokleri O. cumana
paraziti ile istila edilmis ve 5 mg/saks1t BTH (1,2,3-Benzotiadiazol-7-karbotiyoik asit
S-metil ester) uygulanilan aygicegi bitkilerinde toplam O. cumana sayisinin % 87
azaldig1 ancak konsantrasyonun 10 mg/saksiya ¢ikarildiginda ¢igek tablasinin kuru
agirh@mnda bir gerileme oldugu, 3 mg/sakst DCINA (Dikloro-Izonikotinik Asit)
uygulanilan aygicegi tiirlerinde ise bu azalmanin % 65,5 olarak gercgeklestigi,
10 mg/sakst DCINA uygulanilanlarda ise % 100’ liik bir azalmaya neden oldugu
bildirilmistir. Fakat konsantrasyon artik¢a aycicegi tablasinin gelismesinde tamamen
bir gerileme oldugu da saptanmistir (Fan ve dig., 2003). Bir bagka arastirmada ise,
O. ramosa ve O. cumana tohumlarinin -¢imlenme evresinde- salgiladiklar1 [AA
(indol-3-asetik asit) seviyeleri tizerinde ¢alisilmistir. Buna gore, hem O. ramosa hem
de O. cumana tohumlarinin ¢imlenme i¢in konukcunun salgiladigi eksiidatlara
ihtiya¢ duyduklar1 ve konuk¢u tarafindan eksiidatlar salgilandiginda Orobans
tohumlar1 ¢evresindeki siviya TAA salgilandigi saptanmistir. Ancak, Orobans
tohumlar1 yalnizca su igersinde ¢imlendirildiklerinde tohumlarin etrafinda bulunan
sividaki IAA seviyesi ¢ok diisiik bulunmustur. Ayni aragtirmada, ABA (Absisik
Asit) seviyesinin ¢imlenme siiresince herhangi bir degisiklige ugramadigi ve O.
ramosa ile O. cumana karsilastirildiginda ise O. ramosa’ nin daha fazla TAA
salgiladig1 saptanmistir (Slavov ve dig., 2004). Levin (2004) tarafindan onerilen
hipotezde, O. aegyptiaca bitkilerinin A. thaliana bitkilerine penetrasyon sirasinda
konuk¢unun savunma mekanizmasint etkili bir sekilde nasil kirdig1 acgiklamaya
calismuistir. Enfeksiyonun erken sathasinda siiperoksit ve hidrojenperoksit iiretiminin

tiiber olusumuna kadar ¢ok yiiksek seviyede olmadigi saptanmaistir.

1.3.1.1. Siiperoksit Dismiitaz (SOD; E.C.1.15.1.1). Mann ve Keilin (1938)’ e
gore; SOD (E.C.1.15.1.1), ilk olarak ¢esitli hayvan organlarindan yesil bakir proteini
olarak izole edimli ve bu proteinin bakir deposu olduguna inanilmisti. Bu enzimi
aynm1 zamanda eritrocuprein, indofenol oksidaz ve tetrozolium oksidaz gibi farkli
isimler altinda bilinmekteydi. McCord ve Fridovich (1969)’ in bu enzimleri kesfine

kadar ise katalitik etkileri bilinmemekteydi (Scandalios, 1997).
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Fridovich (1986), Scandalios (1993) ve Edreva (1998)’ e gore, SOD, prostetik
grup olarak transit metalleri i¢eren bir antioksidant enzimdir. Metal iyonlarina gore 3
¢esit SOD izozimi goriilmektedir. Cu/Zn SOD, Mn SOD ve Fe SOD’ tur. (Bowler
ve dig. (1992)’ e gore, Cu/Zn SOD siyaniire duyarlidir. SOD, bir serbest radikal
olarak bilinen siliperoksit anyonunun dismutasyonu olarak adlandirilan reaksiyonu

katalizler.

SOD

02. 02 + H202

Bu reaksiyon sayesinde SOD, hiicrenin serbest radikal havuzunun
diizenlenmesine dahil olmaktadir. Fe-SOD kloroplastlara, Mn-SOD mitokondrilere
ve peroksizomlara, Cu/Zn SOD ise kloroplast, sitosol ve olasilikla ekstraseliiler
yiizeylere yerlesmis durumdadir (Acar, 1999). Youn ve dig. (1996)’ a gore, yukarida
ad1 gegen izozimlerden tamamen bagimsiz Ni-SOD’ 1n bir¢ok Streptomyces tiirlinde
sentezlendigi belirtilmektedir (Miller, 2004). Fee (1991) ve Amanatidou ve dig.
(2001)’ e gore, dort tip formun tiimiiniin ortologlar1 fotosentetik organizmalarda

bulunmaktadir (Wolfe-Simon ve dig., 2005).

1.3.1.2. Peroksidaz (POD; E.C.1.11.1.7). Castillo (1992)° e gore,
peroksidazlarin bitki patojen etkilesimlerinde ¢oklu/anahtar rolleri mevcuttur. Bunlar
birgok bitki savunma mekanizmasmma katilmaktadir. Bitkilerde bu savunma
mekanizmasinda gorev alan ve gerekli durumlarda bitkiyi korumak iizere
sentezlenen enzimlerden savunma mekanizmasinin isleyisinde etkin olarak yer alan
oncil enzimlerden biri de peroksidaz’ dir (POD; E.C.1.11.1.7) (Gara ve dig., 2003).
Moerschbacher (1992)’ e gore, bu savunma mekanizmalarinda H,O,, oksidatif
patlama sonucu olusur ve bu patlama genellikle savunma yanit1 olarak bilinmektedir.
Peroksidazlar ayn1 zamanda Bestwick (1998)’ e gore, hipersensitif yanita, Quiroga
ve dig. (2000)’ e gore ise, lignin biyosentezi, etilen olusumu ve siliberizasyona

katilmaktadir (Shivakumar ve dig., 2003).

22



Bu arastirmada iilkemizde kiiltiirii yapilan ve orobansa toleransli oldugu
bilinen H. annuus cv. ‘PIONEER 4223°, duyarli oldugu belirtilen H. annuus cv.
‘ISERA’ ve ilagh miicadele ile dayanikli oldugu belirtilen H. annuus cv. ‘SANAY’
fidelerinin koklerinde zorunlu kdk paraziti olan Orobanche cumana Wallr. istilasi
sonucunda reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesinde sorumlu olan enzimlerden
SOD [E.C.1.15.1.1] ve POD [E.C.1.11.1.7] aktivitelerinde meydana gelen
degisiklikler saptanmistir. Literatiirde Aygigegi — Orobanche cumana Wallr.
iligkisinde toplam SOD aktivitelerine iligkin bir bilgi mevcut degildir. Ayrica POD
aktiviteleri bakimindan gergeklestirilen analizler arastirmamizda kullandigimiz H.

annuus L. varyeteleri agisindan degerlendirildiginde 6zgiin niteliktedir.
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BOLUM 2- MATERYAL VE YONTEM

2.1. BITKI MATERYALI

Arastirmada, aygiceginin genis Olglide tarimi yapilan ve firmalar tarafindan
Orobanche sp. parazitine dayanikliligt ve duyarliligi belirtilen hibrit varyeteleri
kullanilmistir. Bu amagla denemelerde, bilinen Orobanche sp. irklarina karsi
toleransli oldugu ifade edilen H. annuus cv. ‘PIONEER 4223°, duyarli oldugu
belirtilen H. annuus cv. ‘ISERA’ ve ilagh miicadele ile dayanikli oldugu belirtilen
H. annuus cv. ‘SANAY’ hibrit tohumlar1 kullanilmistir.

Zorunlu kok paraziti olan Orobanche cumana Wallr. tohumlar1 Eyliil 2004°te
Tekirdag’ in Hayrabolu ilgesindeki ileri seviyede enfekte olmus aycicegi tarlasindan
toplanmistir. Toplanan tohumlar deneme kuruluncaya kadar serin ve karanlik bir

ortamda saklanmustir.

2.2.YONTEM

2.2.1. O. cumana Wallr. ve Aycicegi Bitkilerinin Su Kiiltiirii Yontemiyle

Yetistirilmesi

Yapilan calismanin bitki yetistirme diizenegi Labrousse ve dig. (2004)’ ne
gore yapilmistir. Buna gore ilk asama aygigeg§i tohumlarinin ylizey
sterilizasyonudur. Aycicegi tohumlar1 % 50’ lik sodyum hipoklorit c¢ozeltisi
icersinde 20 dakika birakilmig ve daha sonra tohumlar 3 kez 30 sn. siireyle saf sudan
gecirilmistir. Yiizey sterilizasyonu isleminden sonra aycicegi tohumlar1 igersinde
perlit bulunan kaplara ekilmistir (25+3/22+3 °C, giindiiz/gece). Ekim isleminden bir
hafta sonra aycicegi fideleri kokleri saf su ile yikandiktan sonra plastik kare petri
kaplarina (120x120x17 mm, Greiner) uygun sekilde yerlestirilmislerdir (Sekil 13).
Aycicegi fideleri bundan sonra Hoagland Besin ¢ozeltisi (% 100) (Steward, 1983)
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iceren plastik kaplara yerlestirilerek bir hafta sliresince yetistirilmistir

(25+3/2243 °C giindiiz/gece, 16/8 saatlik fotoperiyot).

P Aygicegi gdvdesinin
cikis deligi

F: Aycicegi govdesi
L
|

A

Cimlendirilmis parazit
tohnmn

<——  Kare petri kab1

A

Aycicegi koki

A

Tas yiini
7 Filtre kagidi

Aygicegi koklerinin
besin almasi igin
gerekli olan delikler

Sekil 13. Su kiiltliriinde O. cumana Wallr. ve H. annuus L. birlikteliginin sematik olarak gdsterimi.

Orobanche cumana Wallr. tohumlar1 ylizey sterilizasyonu ic¢in 5 dakika
% 3,61’ lik sodyum hipokloritle muamele edilmis, ardindan tohumlar 30 saniyelik 3
kez ve 5 dakikalik 3 kez olmak iizere steril saf suyla yikanmistir. Tohumlarinin
¢imlenebilmesi i¢in daha Onceden nemlendirilmis filtre kagidi iceren steril petri
kaplaria alinmig ve 28 °C ye ayarlanmis bilyiime kabini igersinde aliiminyum folyo
ile kaplanmig bir sekilde bir hafta birakilmigtir. Bir haftanin sonunda ¢imlenme
uyarici olarak kullanilan 1ppm’ lik 1,2 mL GR-24 petri kaplarina ilave edilmistir.
Dort giin sonra ¢imlenen O. cumana Wallr. tohumlar1 bir haftalik ay¢igegi
fidelerinin koklerine penetre” edilmis ve bu durum deneme sonuna kadar
korunmugtur (25+3/22+3 °C giindiiz/gece, 16/8 saatlik fotoperiyot). Hoagland besin
cozeltisi 4 giinde bir, bitki basina 200 mL olmak kosuluyla degistirilmistir.

* Orobanche sp. tohumlarmin ¢imlenmesinden sonra tomurcugun konukgunun koklerine dogru
yonelip yapigmasi olay1.
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Sekil 14. Aygicegi fidelerinin su kiiltiiriine alindigi ilk giin.
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Sekil 15. Aygicegi fidelerine O. cumana Wallr. tohumlarinin penetre edildigi giin.

Aygigegi kok orneklemeleri penetrasyondan sonra 1., 3., 5., 7. ve 9. giinde

yapilmustir.  Ornekler aliiminyum folyoya sarilarak -26 °C’ de 6ziitlemenin
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gerceklestirilecegi zamana kadar saklanmustir. Deneme 1i¢ bagimsiz tekrarla

gerceklestirilmistir.

Yukarida verilen tarla ve laboratuvar fotograflari deneme siiresi icerisinde

cekilmistir.

2.2.2. Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesi

2.2.2.1. Toplam Protein Analizi

2.2.2.1.1 Reaktif Hazirlanmasi. 50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 25
mL % 95’ lik etanolde ¢oziiliir. Daha sonra 50 mL orto fosforik asit eklenir. Son
hacim saf suyla 500 mL’ ye tamamlanir. Cozelti filtre kagidiyla stiziilerek kullanima

hazirlanmis olur.

2.2.2.1.2 Protein Standardimin Hazirlanmasi: Aygigegi koklerinin protein
icerigi Bradford (1976)’ a gore gerceklestirilmistir. Buna gore stok ¢ozelti Bovine
Serum Albumin (BSA)’ den hazirlanir. Bu amagla % 50 seyreltilmis 2 mg/mL’ lik
stok ampul BSA’ dan 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,08 mg/mL ve 0,10
mg/mL alinarak deney tiiplerine aktarilir. Hacim 100 pL oluncaya kadar sodyum
fosfat tamponu ilave edilir. Deney tiiplerinin lizerine 5° er mL Coomassie Brillant
Blue G-250 eklenir. Karisim vortekslendikten 5 dakika sonra spektrofotometrede
595 nm’ de kore kars1 okunur. Okunan absorbans degerlerinden protein standart

grafigi olusturulur (Sekil 16).

Protein standardi olusturma diizenegi

Tiip no BSA Tampon cozelti Reaktif

1. 0,01 mg/mL 90 ul Sml
2. 0,02 mg/mL 80 ul 5ml
3. 0,04 mg/mL 60 pul 5ml
4. 0,08 mg/mL 20 ul 5ml
5. 0,10 mg/mL 0 pl 5ml
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Sekil 6. Protein standart1 grafigi.

2.2.3. Uygulama

100 pl supernatant ve 5 ml reaktif ile karistirilir. Karisim vortekslendikten 5
dakika sonra ortaya ¢ikan renk kore karst 595 nm’ de spektrofotometre’ de okunur
ve okuma islemi 60 dk. igerisinde bitirilir. Okunan Absorbans degerleri BSA
standart grafiginde (0-1000 pg/ml araliginda) yerine konarak aycicegi koklerinin

protein igerigi belirlenmistir.

SOD ve POD igin yapilan protein analizleri igerisinde kullanilan tampon
cozeltilerin farkli olmasindan dolayr iki farkli oziitleme isleminin yapilmasi

gerekmistir.

2.2.3.1 Siiperoksit Dismiitaz [SOD; E.C. 1.15.1.1] Aktivitesinin Belirlenmesi.

SOD aktivitesinin belirlemesi Beauchamp ve Fridovich (1971) ve

Giannipolities ve Ries , (1977)’ e gore gergeklestirilmistir.
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2.2.3.1.1 Reaksiyon karigtmi. 1mM EDTA.Na; iceren 0,05 M sodyum fosfat
tamponu (pH: 7,8), 0,1 M L-Metiyonin, 0,01 M EDTA.Na,, 1 mM NBT (Nitroblue
Tetrazolium) ve 0,2 mM Riboflavin igermektedir (Edreva, 1999).

2.2.3.1.2 Orziitiin Hazirlanmasi. Taze bitki materyali (1 g), 3 ml 1 mM EDTA
iceren 0,05 mM sodyum fosfat tamponu (pH:7,8) ile homojenize edilir. Bu islemden
sonra 6ziit +4 °C’ de 13.000 rpm’ de 15 dk. santrifiijlenir. Bu sekilde elde edilen

stipernatant SOD aktivitesi ve toplam protein iceriginin belirlenmesinde kullanilir.

Hazirlanan drnekler oda sicakliginda 300 pmol m™ s™ 1s1k yogunlugunda 10 dk.
siireyle 1siklandirilmistir.  Olgiimler 560 nm’ de Shimadzu UV 1600 marka

spektrofotometrede gerceklestirilmistir.

2.2.3.1.3 Hesaplama. SOD’un 1 unit’i; 1mg proteinde ortaya ¢ikan foto

rediiksiyonun % 50 indirgenmesi olarak saptanmaistir.

2.2.3.2 Peroksidaz [POD; E.C. 1.11.1.7] Aktivitesinin Belirlenmesi.

Peroksidaz [E.C.1.11.1.7] aktivitesinin spektrofotometrik 6l¢iimlerinde Kanner
ve Kinsella (1983)’ nin metodu kullanilmistir. Reaksiyon karisiminda sodyum asetat
tamponu (pH:6,5), 0,1 M Pyrogallol, H,O, ve degisen miktarlarda yaprak
homojenatt (40-160 pl) kullanilmistir. Analiz i¢in belirlenen oranda bitki 6rnegi
reaksiyon karisimina alindiktan sonra son hacim 4 mL’ ye tamamlanir. Hazirlanan
kor ¢ozelti igerisinde bitki 6rnegi hari¢ tiim kimyasal maddeler mevcuttur. Bu ¢ozelti
spektrofotometre’ de sifirflama islemi icin kullamlir. Olgiimlerin  yapildig
spektrofotometre iki kiivetli c¢alisma kapasitesindedir. Yapilan kinetik enzim
Olctimleri i¢in 2 adet kor ¢ozelti hazirlanir. Bu sifirlama isleminin ardindan 6rnegin

bulundugu kiivet kuyucuga yerlestirilir. Olgiim yapilacak olan kiivet igersinde ise
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sodyum asetat tamponu, pyrogallol ve bitki 6érnegi bulunur. Hidrojen peroksit kiivet
kuyucuga yerlestirildikten sonra reaksiyon karisimina ilave edilir ve reaksiyon
baslatilmis olur. Yapilan 6l¢iimler 0-120 sn arasinda gerceklestirilmistir. Reaksiyon
hidrojen peroksit kiivete kondugu gibi basladigindan dolayr o6l¢iim hemen

yapilmalidir.

2.2.3.2.1. Reaksiyon Karisimi

2.2.3.2.1.1. Sodyum Asetat Tamponu. 1,7 g NaOAc erlen igersinde iizerinde
250 mL saf su ilave edilerek ¢oziiliir. Daha sonra pH’ s1 6,2-6,5 olacak sekilde
0,1 M HClI ve 0,5 M NaOH cozeltileri ile ayarlanir. Bu sekilde ayarlanan tampon bir

haftay1 asmamak kosulu ile buzdolabinda saklanabilir.

2.2.3.2.1.2. Pyrogallol Cozeltisi. 1,2611 g Pyrogallol (MA:126,11g/mol)

toplam hacim 100 mL (0,1M) olana kadar saf su ile tamamlanir.

2.2.3.2.1.3. Hidrojen Peroksit Cozeltisi. 9 mL H,0O, son hacim 100 ml (90mM)

olacak sekilde saf su ile tamamlanir.

2.2.3.2.2. Oziitiin Hazirlanmasi. Her bitki kokiinden 0,1 g 6rnekleme yapilir.
Kokler +4 °C’ ye sogutulmus porselen havanlar igerisine konulur. Porselen havan
icersine 2 mL soguk 0,05 M (pH: 6,5) sodyum asetat tamponu ilave edilerek 2
dakika boyunca homojenizasyon (parg¢alama islemi) yapilir. Homojenat ependorf
tiiplerine aktarilir. Ependorf tiipleri sogutmali santrifiijde +4 °C 13000 rpm’ de 15
dakika siireyle santrifiij edilir. Tiipler santrifiij edildikten sonra siipernatant kisimlari
bagka ependorf tiiplerine aktarilir. -26 °C’ deki derin dondurucu igersinde birkag ay

saklanabilir.
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2.2.3.2.3. Hesaplama. Peroksidaz kinetik reaksiyonunun analizi igin
spektrofotometre’ de 300 nm’ de 120 sn. siireyle ol¢iim yapilir. Bu siire igerisinde
her 10 saniyede bir alinan absorbans degerleri ve bu degerlere bagl olarak bilgisayar
tarafindan olusturulan grafik kaydedilir. Elde edilen absorbans degerleri arasinda en
biiyiik farki gosteren aralik belirlenir. Veriler arasinda elde edilen en biiytik fark mg

protein diizeyine ¢evrilerek AOD/300nm/dk/mg protein birimi olarak verilir.

KOR COZELTI ORNEK

2800 p 0.05 M Sodyum Asetat 2760 ul 0.05 M Sodyum Asetat
Tamponu (pH: 6,5) Tamponu (pH: 6,5)

800 ul 0.1 M Pyrogallol 800 ul 0.1 M Pyrogallol

400 pl 90 mM H,0, 40 ul  Ornek

Ik 6nce kér ¢ozelti hazirlamir ve spektrofotometre’ de sifirlama islemi yapilir.
Ormek dlgiimlerinde quartz spektrofotometre kiivetine sirasi ile; 2760 pl 0.05 M
Sodyum Asetat Tamponu (pH: 6,5), 800 ul 0.1 M Pyrogallol, 40 pl 6rnek koyulur.
En son olarak 400 pul 90 mM H,0, eklenir. Olciimler, Jasco V-530 marka

spektrofotometre’ de yapilmustir.

2.2.4. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Deneme serileri 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Her bir tekrar da kendi
arasinda 3 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir. Bu denemede iki nokta ele alinarak
sonuclar karsilastirilmistir. Birincisi ayni tiir aygigegi varyetesinin kontrole gore
hangi giinde aktivitesinin 6nemli derecede arttigi; ikincisi ise farkli tiir aycicegi
fidelerinin kontrole gore hangi giinde olusan farkin en 6nemli oldugudur. Bu

verilerin ortalamalar1 arasindaki varyasyonun tespiti i¢in Anova Testi SPSS 11.0

31



programi ile yapilmistir. Varyans analizi sonucunda elde edilen F degerlerinin
onemli oldugu noktalardaki ortalamalar arasindaki fark Tukey HSD testi

uygulanarak coklu karsilastirma yapilmstir.
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BOLUM 3-SONUC ve TARTISMA

3.1. Toplam Protein I¢eriklerinin Hesaplanmasi

14 giinliik ayg¢igegi fidelerinin koklerine enfekte edilen ¢imlenmis O. cumana
Wallr. bitkilerinin etkisiyle ISERA, SANAY ve PIONEER 4223 varyetelerinin

koklerine ait toplam protein miktarlarindaki degisiklikler Tablo 4 te verilmektedir.

Yapilan istatistiksel incelemeler sonucunda ortalama toplam protein degerleri

arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Tablo 4. Tiim ay¢icegi varyetelerine ait koklerin penetrasyon sonrasi toplam protein
iceriklerine ait bilgiler (mg/g Yas agirlik) (K: Kontrol, U:Uygulama).

CESIT GRUP 1. giin 3. giin 5. giin 7. giin 9. giin
ISERA K 0,08+0,02 0,14+0,05 0,15+0,06 0,14+0,04 0,15+0,06
U 0,09+0,02 0,11+0,02 0,14+0,05 0,15+0,08 0,10+0,02
SANAY K 0,26+0,04 0,20+0,09 0,18+0,04 0,16+0,04 0,15+0,08
U 0,18+0,07 0,17+0,04 0,13+0,06 0,16+0,07 0,17+0,05
P 4223 K 0,21+0,10 0,25+0,12 0,18+0,04 0,20+0,08 0,19+0,04
U 0,25+0,08 0,25+0,11 0,19+0,09 0,16+£0,02 0,24+0,11

ISERA varyetesine ait bitkilerin koklerine ait toplam protein igerigi
uygulama grubunda kontrole oranla 1. ve 7. glin hari¢ uygulamanin diger giinleri

i¢in diisiik olarak saptanmustir (Sekil 17).
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Sekil 7. ISERA varyetesine ait aycicegi bitkilerin kdklerinin toplam protein icerigi (mg/g YA).

SANAY varyetesinde kontrol grubuna gore uygulama grubunda uygulamanin
1., 3. ve 5. giiniinde toplam protein degerinin anlamsal olmasa da az oldugu ancak 7.
giin ayni, 9. giinde ise yapilan analizler sonucunda toplam protein igeriginin arttigi

saptanmustir (Sekil 18).
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Sekil 8. SANAY varyetesine ait ay¢icegi bitkilerinin koklerinin toplam protein icerigi (mg/g YA).

PIONEER 4223 varyetesine ait aygicegi bitkilerinin koklerinden yapilan
toplam protein analizleri neticesinde yalnizca 7. glinde kontrole goére uygulama
grubunda diisiis oldugu ancak 3. giin hari¢ diger giinlerde uygulama grubundaki

protein miktarinin kontrole oranla daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil19).
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Sekil 9. PIONEER 4223 varyetesine ait ay¢icegi bitkilerinin koklerinin toplam protein igerigi (mg/g
YA).

3.2. Orobanche cumana Wallr. Bitkisi Uygulamasina Bagh Olarak
Helianthus annuus L. Bitkilerinde Meydana Gelen Toplam SOD Miktarindaki
Degisimler.

Cimlenmis O. cumana Wallr. bitkileri ile enfekte edilen 14 giinliik geng
aycicegi fidelerinden yapilan toplam SOD miktar1 analizleri neticesinde elde edilen

tiim veriler Tablo 5’ de gdsterilmektedir.
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Tablo 5. Tiim ay¢icegi varyetelerinin penetrasyon sonrasi kontrol ve uygulama
gruplarindan elde edilen toplam SOD igerigi.(K: Kontrol, U: Uygulama)

CESIT GRUP 1. giin 3. giin 5. giin 7. giin 9. giin
ISERA K 13024337 1624172 1028103 17414420 21.87+321
U 14,49+1,34 20,01£2,32  21,56+6,11 24,28+4,57 4,08+1,13
SANAY K 25,56+2,63 15,19£2,15 21,62+5,00 21,43+4,93 28,04+2,49
U 21,87+£5,62  14,49+1,91 12,85+2,04 18,96+4,35 23,93+3,48
P 4223 K 17,774£0,98 12,76+£3,16 13,56+2,13 17,13£2,93 22,89+2,80
U 21604241 14784331 25374556 22214354 26.8043.72

ISERA varyetesine ait toplam SOD analizleri neticesinde kontrol grubunun 1.
giinii ile 9. giinli arasinda kiyaslama yapildiginda % 67,97 lik artig ve 5. giin ile 9.
giin arasindaki % 112,74 liik artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmaigtir.
Uygulama grubu kendi arasinda kiyaslandiginda ise 1. giine kiyasla 7. giinde
meydana gelen % 67,56’ lik artigin istatistiksel olarak dnemli oldugu saptanmustir.
Kontrol gurubu ile uygulama gruplarn kendi aralarinda kiyaslandiginda uygulama
grubunda 5. giin meydana gelen % 109,73 liik artig ve 7.glindeki % 39,46 lik artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Yapilan analizler neticesinde en carpici
diisiisiin  uygulamanin 9. giinlinde meydana geldigi saptanmistir. Buna gore
Orobanche cumana Wallr. ISERA varyetesinde yalnizca uygulama grubu
karsilastirildiginda 9. giinde 1. giine gore % 71,84, 3. giine gore % 79,61, 5.giine
gore % 81,08 ve 7.gline gore % 83,20 oraninda bir azalisa sahiptir. 9. giinde
meydana gelen bu azalis ayn1 giiniin kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu oran %

81,34 olarak saptanmistir. (p>0,05) (Sekil 20).
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Sekil 20. ISERA varyetesine ait ay¢icegi bitkilerinin kdklerindeki toplam SOD miktar1 (U g /YA).

SANAY varyetesine ait bitkilerin toplam SOD igerikleri incelendiginde,
kontrol grubunun 3. giiniine gore 9. giinde meydana gelen artisin % 84,60 oraninda
oldugu saptanmustir. Uygulama ile kontrol gruplart kiyaslandiginda 5. giinde
uygulama grubunda meydana gelen % 40,56’ Lk diisiisiin istatistiksel olarak
anlamlidir. Ayrica uygulama grubunun 3. giinii ile 9. giinlii arasinda meydana
% 86,23’ liikk azalisin istatistiksel olarak énemli oldugu saptanmistir (p>0,05) (Sekil
21).
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Sekil 21. SANAY varyetesine ait aygigegi bitkilerinin kdklerindeki toplam SOD miktar1 (U g /YA).
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PIONEER 4223 varyetesine ait bitkilerin toplam SOD igerikleri incelendiginde
kontrol grubunun 3. giiniine gore 9. giiniinde meydana gelen % 79,39’ luk artis, 5.
giine gore 9. giindeki % 68,81" lik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Toplam SOD miktarinda uygulamanin 5. giiniinde kontrole kiyasla uygulama

grubundaki % 87,09 oranindaki artis ise yine istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p>0,05) (Sekil 22).
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Sekil 22. PIONEER 4223 varyetesine ait ay¢icegi bitkilerinin koklerindeki toplam SOD miktar1 (U g/YA).

Her ii¢ aycigegi varyetesinde de meydana gelen degisimlere incelendiginde
uygulamanin 5. giinlinde meydana gelen degisimler ISERA ve PIONEER 4223
varyetesinde kontrol grubuna goére uygulama grubunda sirasiyla % 109,73 ve
% 87,09 artig goriilmesine karsin SANAY varyetesinde % 40,56’ lik disiis

istatistiksel olarak anlamlidir.

ISERA varyetesinin uygulama grubunun 5. giinii ile 9. giinii kiyaslandiginda
% 81,08’ lik bir diigiis saptanirken ayni giinler arasinda SANAY varyetesinin kontrol

grubuna gore uygulama grubunda % 86,23’ liik bir artig saptanmaistir.

ISERA ve PIONEER 4223 varyetelerinin kontrol gruplarinin 5. ve 9. giinlerin

arasinda meydana gelen toplam SOD miktarindaki artig1 sirasiyla, % 112,74 ve
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% 68,81 olarak benzerlik gosterdigi saptanmustir. Aymi sekilde SANAY ve
PIONEER 4223 varyetelerinin 3. ve 9. giinii arasinda meydana gelen artis sirasiyla
% 84,60 ve % 79,39 olarak paralellik gdsterdigi saptanmaigtir.

3.3. Orobanche cumana Wallr. Bitkisi Uygulamasina Bagh Olarak
Helianthus annuus L. Bitkilerinde Meydana Gelen POD Aktivitelerindeki
Degisimler.

14 giinliik aycicegi fidelerinin koklerine enfekte edilen ¢imlenmis O. cumana
Wallr. bitkilerinin ISERA, SANAY ve PIONEER 4223 varyetelerinin koklerindeki
meydana gelen peroksidaz aktivitesindeki ortalama degisimler Tablo 6’ da

verilmektedir.

Tablo 6. Tiim ay¢icegi varyetelerine ait POD aktivitesinde meydana gelen
degisimler (K: Kontrol, U: Uygulama).

CESIT  GRUP 1. giin 3. giin 5. giin 7. giin 9. giin
ISERA K 14,1743,26  10,91+1,05 4,49+3,10  2,38+1,07  4,02+1,02
U 11,1143,90 591+1,40 6,36+1,37  4,54+273  4,13+2,82
SANAY K 426+0,61  2,92+41,14  2,72+133  1,87+1,44  2,96+0,73
U 6,151,80  5,16+2,77  4,66+2,05 5,16£1,62  2,58+0,49
P 4223 K 4,1340,30  4,80+1,66  4,81+0,23  4,89+121  1,68+0,16
U 8,1442,69  8,80+1,76  927+2,77  422+1,12  1,57+0,57

14 glinliik aycicegi fidelerinin koklerine enfekte edilen ¢imlenmis O. cumana
Wallr. bitkileri, orobansa duyarli ISERA varyetesi koklerindeki peroksidaz
aktivitesinde kontrol grubunun 1. giinii ile 5., 7. ve 9. giinde sirasiyla % 68,31,

% 83,20 ve % 71,63 oraninda anlamli azaliglar saptandi. Kontrol grubunun 7.
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giiniinde meydana gelen peroksidaz aktivitesi kaybi1 3. giine kiyasla % 78,19 olarak

anlamli oldugu saptandi (p>0,05) (Sekil 23).

ISERA

€ 20
3
S 15 Il T
£ 10 L I T
s i
55 i ok i ak
9 TR HAt SHHE ot !
8 0

1 3 5 7 9

Penetrasyon sonrasi (giin)

O ISERA KONTROL O ISERA UY GULAMA ‘

Sekil 23. ISERA varyetesine ait ay¢icegi bitkilerinin kdklerinde meydana gelen peroksidaz aktivitesi
(unit/mg protein).

14 giinliik ayg¢igegi fidelerinin koklerine enfekte edilen ¢imlenmis O. cumana
Wallr. bitkileri, orobansa ilagli miicadele ile dayanikliligi belirtilen SANAY
varyetesi koklerindeki peroksidaz aktivitesinde, yapilan karsilagtirmalar neticesinde
istatistiksel olarak énemli diizeyde bir kanit elde edilememistir. Ancak sekil 24’ te
goriildiigi lizere hem kontrol hem de uygulama yapilan gruplarda uygulama
siiresinin sonuna yaklastikca peroksidaz aktivitesinde giderek bir azalma

saptanmugstir (p>0,05).
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Sekil 24. SANAY varyetesine ait aycicegi bitkilerinin koklerinde meydana gelen peroksidaz
aktivitesi (unit/mg protein).
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14 giinliik aycicegi fidelerinin koklerine enfekte edilen ¢imlenmis O. cumana
Wallr. bitkileri, orobansa toleranslh oldugu belirtilen PIONEER 4223 varyetesine ait
aycicegi bitki koklerindeki peroksidaz aktivitesi uygulama grubunun 9. giinlinde
meydana gelen azalma 1., 3. ve 5. giin degerleriyle kiyaslandiginda sirasiyla
% 80,12, % 82,16 ve % 83,06 oranindadir. Bu azalislarin istatsitiksel olarak anlamli
oldugu saptanmistir. Uygulama yapilan grupta 5. gline gore 7. giinde ise % 54,48
oraninda bir azalisin oldugu saptanmistir. Ayrica kontrole kiyasla uygulamanin 5.
gilinlinde saptanan POD aktivitesindeki artig istatistiksel olarak anlamlidir (p>0,05)
(Sekil 25).
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Sekil 25. PIONEER 4223 varyetesine ait aygicegi bitkilerinin koklerinde meydana gelen peroksidaz
aktivitesi (unit/mg protein).

Bugiine kadar, Orobans’ 1n gerek aycicegi gerekse diger zirai iirlinlerde
olusturdugu zarar ¢ok sayida arastirici tarafindan incelenmistir. Devam eden bu
arastirmalara bakildiginda; Orobans’ 1 aygicegine penetre oldugu noktada
ayciceginin bir tiir fitoaleksin olan kumarin sentezini gergeklestirdigi ve bu yolla
parazitik istilaya karsi fiziksel ve kimyasal olarak engeller olusturdugu bilinmektedir
(Serginhi ve dig., 2001). Parker ve Riches (1993)’ e gore; O. cumana Wallr. ve O.
aegyptiaca Pers. parazit bitkilerinin Israil’de uzun yillar boyunca aygicegi
tiretiminde ekonomik kayiplara sebep oldugu (Eizenberg ve dig., 2003); O. cumana
ve O. aegyptiaca bitkilerinin dayanikli aygigegi tlirlerindeki ¢imlenmesinin sicaklik

degisimleriyle paralel oldugu ve sicaklik arttikca dayanikli tiirlere yapisan
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Orobanglarin  dejenerasyona ugrayip oOldiikleri (Eizenberg ve dig., 2003)
bildirilmistir. Ayrica Zehhar ve dig. (2003), O. ramosa parazitinin konukc¢u oldugu
havu¢  bitkisindeki  gelisimini  konuk¢usu  olmayan  musir  bitkisiyle
karsilagtirmiglardir. Buna gore misirdaki dayaniklilik; (a) Orobans hostoryumunun
gelisiminin engellenmesi (b) ksilem demetinin kalinlasmasi (c) merkezi silindirde

hiicre boliinmeleri ve (d) ortli tabakasinin yapisiyla iliskili oldugu rapor edilmistir.

Dat ve dig., (2000) ve Mitler (2002)’ e gore; atmosferik oksijenin kismen
indirgenmis sekli olarak tanimlanan ROT tipik olarak oksijenin uyarilmasiyla singlet
oksijen olusturur. Bir, iki veya ii¢ elektronun oksijene transferiyle sirasiyla
stiperoksit anyonu (O"), hidrojenperoksit (H,O,) veya hidroksil (OH") radikalleri
olugmaktadir. Hammond-Kosack ve Jones (1996), Asada (1999) ve Dat ve dig.
(2000)’ e gore; bitkilerde ROT’ nin bir¢ok olusum kaynagi vardir. Bunlar (i) normal
kosullarda fotosentez ve solunum siire¢lerinde olusurlar, ayrica (ii) ¢evresel stres
faktorleri nedeniyle bunlarin konsantrasyonlari artar, bu ise beraberinde oksidatif
hasar1 olusturmaktadir. Lamb ve Dixon (1997) ve Dat ve dig. (2000)’ e gore; bu
molekiiller hiicresel yapiy1 bozdugu gibi biyotik ve abiyotik stres kosullarinda erken
sinyal molekiilii olarak da islevsel olabilmektedirler. Levine ve dig. (1994) ve Mitler
ve dig. (1999)’ e gore; hidrojenperoksit ve siiperoksit anyonunun bitki patojen
etkilesimleri sirasinda HR’ ta 6nemli bir gorevi vardir. Delledonne ve dig. (2001) ve
Beers ve McDowell (2001)’ e gore; patojen saldirilarina kars1 dayaniklilikta Cu/Zn
SOD izoziminin, HR’ ligin tetiklenmesinde anahtar enzim olarak gorev aldig ileri

stiriilmektedir (Herbette ve dig., 2003).

Aycigegi ve O. cumana parazit bitkisi arasindaki etkilesiminin arastirildig: bir
calismada, Gutierrez-Mellado (1998) ve Gutierrez-Mellado ve dig. (1995)° e gore;
aycicegi sekonder metabolitlerinden sikimik asit ve 7-hidroksillenmis kumarin
bilesiklerinin koklerden salindig1 rapor edilmektedir. Perez de Luque (1998), Jorrin
ve dig. (1996) ve Jorrin ve dig. (1998)’ e gore; aygigcegi fenolik bilesiklerinin

(sikimik asit, flavonoid ve kumarinler) Orobanche tohumlarinin ¢imlenmesine etki
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etmedigi, ancak GR24 bilesiginin ¢imlenmeyi uyarici etkisini skopoletin ve ayapin

gibi kimyasallar1 inhibe ettigi belirtilmektedir (Luque ve dig., 2000).

Halliwell ve dig. (2004)’ e gore, aycicegi gibi yaglik olarak tiretilen bitkilerin
stres kosullarinda dokularindaki serbest radikallerden siiperoksit ve peroksit
birikiminde bir artis oldugu belirtilmistir. Bu belirtilen radikaller, aycigegi bitkisinin
yaglarin yapisinda bozulmalara ve dogal gelisimde diizensizlige etki etmektedir.
Biyotik ve abiyotik stres kosullarinda, peroksidaz ve katalaz bazi fizyolojik
dongiilerde yer almaktadir. Cevresel kaynakli stres kosullarinda 'O,  H,0, ve OH'
miktarinda artislar goriilmesi olasidir (Habibi ve dig., 2004). Hiicrelerdeki SOD,
APX veya CAT aktiviteleri arasindaki denge, O," ve H,O,’ in duragan seviyesini
saptamak i¢in ¢ok dnemlidir (Gara ve dig., 2003).

Duyarli oldugu belirtilen tiirlerde Orobanche penetrasyonu sonrasi konuk¢uda
kuraklik stresi etkisi ve solma gozlenir. Duyarl tiirlerde bu etkilesim neticesinde
yaprak klorozisi, fotosentezin indirgenmesi ve yavaslamis gévde biiylimesi goriiliir.
Tiim bu olaylarin sonucu olarak konukgu bitkinin tohum veriminde azalma goriiliir

(Elzein ve Kroschel, 2003).

Yapilan bu ¢alismada toleransli oldugu belirtilen PIONEER 4223 varyetesinde
toplam SOD igeriginin kontrol grubuna kiyasla uygulama grubunda 9 giin boyunca
yiiksek oldugu saptanmistir. Bu, Habibi ve dig. (2004)’ nin belirttigi 'O,, H,O, ve
OH' miktarindaki artigin antioksidatif enzimler sayesinde yok edildigi bilgisiyle
uyumludur. Ilagh kontrol yontemleriye toleranshi oldugu bilinen SANAY
varyetesinde ise uygulama grubundaki toplam SOD igeriginin uygulamanin her
giintinde kontrole kiyasla diisiik bulunmustur. Duyarli varyete ISERA’ da ise 7. giine
kadar toplam SOD miktarinda kontrole kiyasla anlamli artis mevcuttur. Herbette ve
dig. (2003), SOD enziminin HR’ ligin tetiklenmesinde anahtar enzim olarak iglevsel
oldugunu rapor etmislerdir. Bu baglamda, ISERA’da 7. giline kadar kontrole kiyasla
uygulama grubunda toplam SOD miktariin yiiksek olmasina karsin uygulamanin 9.

giinlinde siddetli bir diisliis meydana gelmesi bu varyetede duyarlili§in antioksidatif
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savunma temeline isaret ediyor olabilir. Ilagl kontrol ydntemleriye toleransl oldugu
bilinen SANAY varyetesinde toplam SOD miktarinin stirekli kontrole kiyasla diisiik
olusu da bu bilgiye paralel sekilde agiklanabilir. Ote yandan, Habibi ve dig. (2004)
ve Herbert ve dig. (2003) tarafindan sunulan bilgilerle uyumlu bir sekilde PIONEER
4223 varyetesinde toplam SOD miktarinda saptanan anlamli artiglar, bu varyete igin
O. cumana Wallr. parazitine dayaniklilikta SOD’ 1n islevsel olabilecegine isaret

etmektedir.

Antioksidatif enzimlerden POD ile ilgili olarak 1996’ da gerceklestirilen
arastirmada Antonova ve Ter Borg, Giiney Rusya’da aygigeklerine zarar veren O.
cumana parazitinin C ve D wklar1 arasindaki farkin histokimyasal tespiti igin
radikula hiicrelerindeki peroksidaz icerigini arastirmiglardir. Buna gore; C irkindaki
ekstraseliiler peroksidaz, konukg¢unun lignin Onciilleri olan fenolik bilesiklerle
reaksiyona girmektedir. Arastiricilar bu durumu ayciceklerinin dayanikliliginda Or3
genine sahip kiiltivarlarin  lignin  tabakasinin  yapisindan  kaynaklandigi
degerlendirmesini yapmiglardir. D 1rkinda ekstraseliiler peroksidazin bulunmayisi
lignin yapisinin korunmasini saglamaktadir. Boylece arastiricilar, parazitin bu
sekilde konukg¢unun iletim demetine yapismasinin kolaylasmis oldugunu

saptamislardir.

Gonzalez-Verdejo ve dig. (2006), yaptiklar1 ¢alismada tiitiin, domates, patates
ve A. thaliana bitkilerinde Onemli iiriin kayiplarina neden olan O. ramosa
tohumlarinin ¢imlenmesinin ardindan koke¢iiglin u¢ kistmda uzama sirasinda
peroksidaz aktivitesinin meydana geldigini saptamislardir. Bu saptamaysi,
histokimyalsal yontemle, yalnizca bu kisimda meydana gelen kirmizi renk olusumu
araciligiyla yapmiglardir. Bu olusum, GR 24 ile ¢imlendirilen parazit tohumlarini
pyrogallol, H,O, ve sodyum fosfat tamponu ve TRIS asetat (pH 5), 4-kloronaftol ve
H,0, igeren iki farkli ortamda 15 dakikalik bekleme siiresinden sonra eclde
edilmigtir. Arastiricilar, c¢alismalarinin sonuglarini desteklemek i¢in, ¢imlenmis
tohumlardan elde ettikleri toplam RNA’ y1 kullanarak Nothern Hibridizasyon analizi

ile O. ramosa tohumunun gelisim safhalarininda prx1 genininin ifade edildigini
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tespit etmislerdir. Aymi arastirmada bunun igin, lignifikasyon ve hiicre uzamasinda
gorevli apoplastik Class III peroksidaz enziminin kodlanmasindan sorumlu prx/

geninin {iriinii olan aminoasit dizisi saptanmistir.

Goldwasser ve dig. (1999) yaptigi calismada, O. aegyptiaca parazitine
dayanikl1 Vicia atropurpurea cv. Popany bitkisinde, duyarli varyete Vicia sativa cv.
Yovel bitkisine kiyasla enfeksiyonun ardindan yiiksek konsantrasyonda bagh
fenolikler, serbest fenolikler ve lignin saptanirken yiiksek peroksidaz aktivitesinin de

buna eslik ettigi gosterilmistir.

Luque ve dig., (2005), yapmis olduklar arastirmada, Pisum sativum bitkisi ile
O. crenata arasindaki etkilesimde dayanikli oldugunu bildikleri bezelyelerin
koklerindeki toplam ¢oziilebilir fenoliklerin miktarinda ve peroksidaz aktivitesinde

art1g saptamiglardir.

Yaptigimiz arastirmada, PIONEER 4223 varyetesinin uygulama grubunda 1, 3
ve 5. giinlerde kontrole kiyasla peroksidaz aktivitesinde artis saptanirken 7. ve 9.
giinlerde ise azalma s6z konusudur. Goldwasser ve dig. (1999) ve Luque ve dig.
(2005)’ nin yaptig1 ¢alismalar ile karilastirildiginda bu sonuglar Orobanche cumana
Wallr.’a toleransli oldugu belirtilen PIONEER 4223 varyetesi i¢in 7. gline kadar
paraleldir. SANAY varyetesinde ise peroksidaz aktivitesi uygulama grubunda
kontrole kiyasla daima yiiksek olarak saptanmistir. Bunula birlikte bu artiglar
istatistiksel Oneme sahip degillerdir. Bu nedenle, bu varyeteye ait sonuclar
Goldwasser ve dig. (1999) ve Luque ve dig. (2005) ile benzerlik tagimakla birlikte,
artan zamana karst ayni artiglarin bu varyetede devam etmedigi goriilmektedir.
Duyarli oldugu belirtilen ISERA varyetesinde ise peroksidaz aktivitesi, uygulamanin
1. ve 3. giiniinde uygulama grubunda kontrole gore diisiik olmasina karsin 5., 7. ve
9. giinlerde bir artis s6z konusudur. Ancak SANAY varyetesinde oldugu gibi bu

sonuglarda 3. giin hari¢ digerleri i¢in yine istatistiksel onem tagimamaktadir.

45



Ote yandan, SANAY ve ISERA varyeteleri karsilastirildiginda, 3. giinde
kontrole kiyasla anlamli aktivite kayb1 saptanan ISERA’nin SANAY ’a kiyasla daha
duyarl bir tiir oldugu disiiniilebilir. Bu bilgi her iki varyete i¢in 6zellikle 3. giine
kadar saptanan kiimiilatif degerler dikkate alindiginda da goézlenmektedir. POD
aktiviteleri PIONEER 4223 varyetesinde 1., 3. ve 5. giinde anlamli artiglar
sergilemektedir. Bu dikkate alindiginda, O. cumana Wallr. parazitinin bu varyetede
neden oldugu oksidatif strese karsi savunmada POD’1 etkin bir sekilde kullandigi
anlasilmaktadir. Bu durum tolerans mekanizmasinda POD’un 6nemine isaret ediyor
olabilir. Antonova ve Ter Borg (1996) O.cumana’nin farkli irklarinda POD
aktivitesinde artig saptmaislar ve bu artisin O. cumana’nin parazitliginde etkili
oldugunu ifade etmislerdir. Diger yandan Gonzalez-Verdejo ve dig. (2006) tiitiin,
domates, patates ve A. thaliana bitkilerinde O. ramosa tohumlarinin ¢imlenmesinin
ardindan kokgiigiin u¢ kisimda uzama sirasinda peroksidaz aktivitesinin meydana
geldigini saptamiglardir. Bu bilgiler hem O. cumana Wallr. hem de O. ramosa i¢in
POD temelli antioksidatif yanit etkinligine igaret etmektedir. Goldwasser ve dig.
(1999), O. aegyptiaca parazitine dayanmkli Vicia atropurpurea cv. Popany
bitkisinde, duyarli varyete Vicia sativa cv. Yovel bitkisine kiyasla enfeksiyonun
ardindan yiiksek peroksidaz aktivitesinin de buna eslik ettigini gostermislerdir. Bu
sonug ise bitkide orobansa karsi dayaniklilikta POD’ 1n ¢alistigina isaret etmektedir.
Bu baglamda, duyarli varyetelere kiyasla arastirmamiza kullanilan PIONEER 4223
varyetesinin O.cumana toleransi ile yine bu varyetede saptanan POD aktiviteleri

arasinda anlaml iligki olabilecegine isaret etmektedir.

Sauerborn ve dig. (2002)’ nin yapmis oldugu caligmada, 40 ppm’ lik BTH
[benzo(1,2,3)thiadiazole-7-karbothioik asit S-metil ester]” nin 36 saat boyunca
aycicegi tohumlarina uygulanmasiyla kok c¢evresi O. cumana Wallr. parazitinin
enfeksiyonundan korunmus olur. Aygicegi koklerine O. cumana parazitine
tutunmasimin ve erken penetrasyon sathasimin BTH uygulanmis bitkilerde
indirgendigi saptanmistir. Kok Oziitlerinden yapilan kimyasal analizlerle BTH
uygulanmis ayg¢igegi koklerinde hidrojen peroksit ve fitoaleksin scopoletinin sentezi
ve lignifikasyondaki artiginin olmayis1 ortaya konmustur. Western blot analiziyle

kok ve govdelerdeki patonejenezise bagl protein kinaz birikimiyle dayanikliligin
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arttig1 gosterilmistir. Bu durum, orobansin farkh tiirlerine dayaniklilikta antioksidatif

yanitlarin yani sira farkli enzimlerinde dikkate alinabilecegine de isaret etmektedir.

Dorr ve dig. (1994) ve Labrousse ve dig. (2001)’ e gore; aycigceginin Orobang’
a olan dayanikliliginda bir¢ok mekanizma One siiriilmiistiir. Bunlardan biri olan
lignifikasyon, O. cumana tarafindan istila edilen aygigeginde hiicre duvarindaki
birikim ve iletim demetinin kapatilmasi olarak rapor edilmistir (Labrousse ve dig.,
2004). O. cernua tarafindan istila edilen aygigeginde fitoaleksin sentezinin
tetiklendigi, O. aegyptiaca bitkisinin istila ettigi baklalarda ise fenolik bilesiklerin
biriktigi saptanmistir (Zehhar ve dig., 2003).

Cordoba-Pedregosa ve dig. (2003) gore; farkli dikotil ve monokotil kdklerinin
hizli bir sekilde biiyliyen bolgelerinde peroksidaz birikiminin oldugu ve bunun kdk
uzamast ve Obeso ve dig. (2003)’ e gore; lignifikasyon ile iliskili oldugu
savunulmaktadir (Gonzalez-Verdejo ve dig., 2006). Sauerborn ve dig. (2002), BTH
uygulanmis aycicegi koklerinde hidrojen peroksit ve scopoletin sentezinin meydana
geldigini ve ayni zamanda da uyarilmig dayanikli aygicegi varyetelerinin kok ve
govdesinde tiim dikotil bitkilerde SAR marker 1 olarak chitinase birikimi de

gbzlenmistir.

Tiim sonuglar dikkate alindiginda; O. cumana Wallr. parazitine duyarli oldugu
bilinen ISERA, toplam SOD miktarlar dikkate alindiginda kisa siireli antioksidatif
yanit olusturmakla birlikte, bu yanitlarim POD ile destekleyememektedir. SOD
miktarlarindaki artisa baglh olarak ortaya ¢ikan H>O,, POD yerine CAT veya APX
tarafindan ya da bagka bir mekanizmayla detoksifiye ediliyor olabilir. O. cumana
Wallr. parazitine toleransli oldugu bilinen PIONEER 4223 varyetesinin hem toplam
SOD miktarinda hem de POD aktivitesinde sergiledigi anlamli antioksidatif yanitlar
ise, bu yolun tolerans mekanizmasinda islevsel olabilecegini gostermektedir. Bu
anlamda, duyarli ISERA varyetesinin toplam SOD miktarlariyla POD aktiviteleri
arasindaki uyumsuzluk onun duyarlilik mekanizmasin1 agiklayabilir. ilagla dayamkl

oldugu bilinan SANAY varyetesi, arastirmamizda ila¢ kullanilmadan incelenmistir.
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Bu varyetede saptanan SOD verileri anlamsiz degisimler sergilemektedir. Aym
varyetenin POD aktiviteleri ise ISERA’ ya zit sekilde genellikle kontrole kiyasla
yiiksektir. Ancak her iki antoksdatif enzim icin kontrole kiyasla anlamli artiglar
saptanmamustir. Bu durum SANAY varyetesinin ISERA varyetesine benzer sekilde

O. cumana Wallr. parazitine duyarl olduguna isaret etmektedir.

Arastirmamizda aycicegi — orobans arasindaki iliskide ortaya ¢ikan oksidatif
strese, PIONEER 4223 varyetesinin 6zellikle kisa siire i¢in ¢ok iyi yanit olusturdugu
saptanmigtir. Oksidatif strese bagli oksidatif hasarin dnlenmesinde bu enzimlerin
calistyor olmasi, bu bitkinin duyarli varyetelere kiyasla daha toleransli olmasini
aciklayabilir. Diger yandan, aycicegi — orobans arasindaki konuk¢u — parazit
iligkisinde bu tolerans mekanizmasinin temellerinin tam olarak aydinlatilabilmesi
icin, ayn1 yolda c¢alisan diger antioksidatif enzimlerin de incelenmesi yerinde
olacaktir. Bu arastirmada elde edilen bulgular, O. cumana Wallr. parazitine
antioksidatif temelli yanitlar dikkate alindiginda, bu yondeki calismalar i¢in {imit

vericidir.
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