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Bu arastirmada bitkilerin bagisiklik sisteminde ve Sistemik Uyarilmis
Dayaniklilikta (SAR) o©nemli rol oynayan, mikroorganizmalarin neden oldugu
hastaliklar ile ¢evresel stres kosullarina karst direng yanitlart olusturulmasini saglayan
peroksidaz enzim aktivitesi ve total protein miktarlar1 incelenmistir. Baz1 biyolojik
preparatlarin tek basina ya da kombine halde domates bitkisine spreyleme yolu ile
uygulanmasi suretiyle uyarilan bitki savunma mekanizmasi enzimlerinden peroksidaz
[EC 1.11.1.7] enzim aktivitesi ve total protein miktarlar1 belirlenmistir.

Arastirmada materyal olarak Lycopersicon esculentum Mill. (Standart T2
Improved, Sal¢alik Sanayi Domatesi) kullanmilmistir. In vivo denemeler tarla
kosullarinda, her sirada 25 bitki olmak iizere, 5 tekrarli ve kontrol ile birlikte 10 farkl
kombinasyon olarak gerceklestirilmistir. Bitki aktivatorleri tek baglarina ve biyokontrol
ajan1 olan Trichodex ile birlikte kombine edilerek hazirlanan ilaglama programi
uygulanmustir.

IIk uygulamadan sonra iki haftada bir spreyleme seklinde uygulama
yapilmistir. Tiim uygulamalar bitirildikten sonra bitkilerin yapraklarindan alinarak,
analizler icin gerekli homojenatlar hazirlanmistir. Orneklerin total protein miktarlarinin
belirlenmesinde Bradford (1976)’ un total protein tayin yontemi kullanilmis ve BSA
kullanilarak protein standart grafigi hazirlanmistir. Total protein  miktari
spektrofotometrik olarak 595,, ‘de belirlenmis ve standart grafik kullanilarak sonuglar
degerlendirilmistir.

Peroksidaz enzim aktivitesinin spektrofotometrik Slgiimlerinde ise Kanner ve
Kinsella (1983)’ nin metodu kullanilmistir. Peroksidaz kinetik reaksiyonunun analizi
icin spektrofotometrik Ol¢iimler 300, ‘de yapilmis ve veriler arasinda elde edilen en

biiyilik fark mg protein diizeyine ¢evrilerek mg/ ml/ dak enzim birimi olarak verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bitki Aktivatorii, SAR (Sistemik Uyarilmis Dayaniklilik),

Lycopersicon esculentum Mill., Peroksidaz, Total Protein.



ABSTRACT

In this study, the objective was to integrate plant activators as systemic
acquired resistance (SAR) inducing compounds with available chemical control
measures, consequently to get comparable efficacy with less chemical. Some of the
biological elicitors applicated to tomato seedlings by spraying and variations in the
activity of specific peroxidase [EC 1.11.1.7] enzymes and total protein amount that
likely represent the enhancement of host resistance were analyzed from the leaves of
tomato seedlings after individual and combined applications.

Tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) (Standart T2 Improved, Comercial
Tomato) seedlings were grown as every sequence 25 tomato plants with 5 replicates in
open field (in vivo) conditions and 10 different combinations were realized. The effect
of plant activator and combine effect with Trichodex which is a biocontrolling agent
were applied.

After first treatment other treatments were applied one in a two weeks on tomato
seedlings. After all these treatments tomato leaves were harvested and crude extracts
were homogenized for laboratory analyses. After centrifugation, the supernatants were
collected and their protein concentrations were determined by the method of Bradford
(1976) using BSA as a standard. Amount of total protein was measured
spectrophotometrically at 595,,.

Peroxidase enzyme activity was assayed spectrophotometrically in the crude leaf
extracts. The activity was measured at 300, according to Kanner and Kinsella (1983).
Comperative absorbance datas were collected and results were given as mg/ ml/ min

enzyme unit.

Key Words : Plant Activator, SAR (Systemic Acquired Resistance),

Lycopersicon esculentum Mill., Peroxidase, Total Protein.
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GIRiS

Insanlik tarihi boyunca, diinya iizerinde yasayan biitiin insanlar1 ilgilendiren
ortak sorunlarin en &nemlilerinden biri beslenme sorunu olmustur. insanlar bu sorunu
¢cozebilmek icin her zaman bitkisel ve hayvansal organizmalar1 besin maddesi olarak
tiiketmisler ve ayn1 zamanda tiretimleriyle de ilgilenmislerdir.

Giliniimiizde devletleri ugrastiran en 6nemli sorunlardan biri hizla artan diinya
niifusunu besleyebilmektir (Oztiirk, 1997). Gelecekle ilgili kaygilar artik daha yogun bir
bicimde yasanmaya baglamistir. Diinya niifusu hizla artmaktadir. Birlesmis Milletler’ in
bir arastirmasina gore 2050 yilinda diinya niifusu 9,3 milyar olacak, Diinya Bankasi’nin
hesaplarina goreyse, gelecek ylizyilin sonunda diinyamizin niifusu 10 milyara erisecek
(Ziilal, 1999). Diinya niifusu gittikge artmakta fakat erozyon, yeni yerlesim yerlerinin
acilmasi, yeni fabrikalarin kurulmasi, artan ara¢ sayisina paralel olarak mevcut yollarin
genigletilmesi, yeni yollar agilmasi gibi nedenlerle tarima elverisli alanlar gittikce
azalmaktadir (Oztiirk, 1997). Peki niifustaki bunca artisa karsin gelecekte bu kadar
insan1 beslemeye yetecek kadar besin iiretilebilecek mi? (Ziilal, 1999).

Bir iiretim sistemi olarak geleneksel tarim, iiretimi engelleyen dogal ekosistem
ozelliklerinin ortadan kaldirilmasina dayaniyor. Tarla tarimiyla ugrasan ilk ciftgiler,
tarlalarin verimliligi azaldiginda, buralar1 kendini yenilemeye terk edip, yeni tarim
alanlar1 agiyorlardi. Dogal dengeye biiyiik zararlar veren uygulamalar ise endiistri
devrimiyle basladi. Ekosistemlere verilen zararin biiyilik bir kisminin son 30 y1l i¢inde
oldugunu soyleyebiliriz; bu da, tarimda "yesil devrim" olarak adlandirilan, etkin sulama,
yogun giibreleme ve gli¢lendirilmis bitki tiirlerinin kullanilmaya baglamasiyla ayni
siire¢ icerisine denk gelir. Pek cok kisi geleneksel tarimda, siirdiiriilemeyecek bir
gelismenin esigine gelindigini dislinliyor. Tarimsal iiretimin artik dogaya zarar
vermeden artmasi1 gerekiyor. Bunu saglayabilmek i¢in erozyonu, topragin tuzlagsmasini,
su kaynaklarinin kirlenmesini ve diger zararlar1 en aza indirgeyen tarim teknolojilerinin
gelistirilmesi gerekiyor. FAO, hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerin, besin
liretimini arttirmanin yollarim1 ararken ayni1 zamanda tarimda kullanilan dogal
kaynaklar1 da giivence altina alacak yeni yontemler gelistirme zorunluluguyla karsi
karstya olduklarini soylityor (Ziilal, 1999).

Giliniimiizde 6zellikle ekonomik degeri olan bitkilerin 6nemi 1yice artmis olup,
bu bitkilere iligkin ¢aligmalar ¢ok yonlii hiz kazanmistir. Bunlarin basinda da diinya

niifusu artigina paralel olarak, tarim alanlarindan maksimum diizeyde saglikli iiriin



aliniminin saglanabilmesi yoniindeki caligmalar gelmektedir (Topal, 2003). Diinyada
sanayilesme devriminden sonra daralan tarim alanlari insanlar1 yeni arayislara itmis,
bunun neticesinde birim alandan daha fazla iiriin eldesi i¢in kimyasal destege bagvurma
gereksinimi duyulmustur (Sevgican, 1999).

Bitkilerde stres yaratan kosullar biyotik ve abiyotik olmak iizere iki gruba
ayrilir. Biyotik stres baglica mantarlar, bakteriler, viriisler, bocekler ve diger canlilar
tarafindan meydana getirilir. Bu hastalik ve zararlilar bitkilerde 6nemli iirlin kayiplarina
neden olur. Bu zarar yillik ortalama olarak bitki grubuna gore % 13-30 arasinda degisir.
Bu orana yabanci otlarin neden oldugu kayiplar eklenmemistir (Demir, 1998). Digrak
(1994)’ a gore hastalik, zararl ve yabanci otlar, kiiltiir bitkilerinde % 25-30’ a varan bir
{iriin kaybma neden olmaktadir. Ingiltere’ de yapilan bir arastirmada cesitli bitki
gruplarinda hastalik ve zararlilarin neden oldugu yillik iiriin kayip oranlar1 Cizelge 1.1°
de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1. Cesitli Bitki Gruplarinda Hastalik ve Zararlilarin Neden Oldugu Yillik
Uriin Kayiplar1 (%) (Demir, 1998).

Bitki Grubu Hastahk | Zararh | Toplam
Serin iklim tahillar 8.5 4.9 13.4
Sicak iklim tahillar 9.2 20.7 29.9
Seker pancari 10.4 8.3 18.7
Patates 21.8 6.5 28.3
Pamuk 12 16.7 28.7
Diger bitkiler 11.6 13.8 25.4

Bu kayb1 onlemek veya en aza indirmek amaci ile kiiltiirel 6nlemler, fiziksel,
kimyasal ve biyolojik savas adi verilen degisik savas teknikleri uygulanmaktadir.
Ancak, bunlar icerisinde sonucun hemen alinabilmesi ve uygulamasinin kolay olmasi
nedeniyle kimyasal miicadele yani pestisitler digerlerine gore daha yogun olarak
kullanilmaktadir (Digrak, 1994). Ancak zararli organizmalara kars1 bitkilerde koruyucu
ozellikteki cesitli pestisitlerin kullaniminin artmasiyla beraber, gerek bu kimyasallarin
uygulanmasindaki yanlishiklar, gerekse ileri asamalardaki zararlar1 oldukg¢a biiyiik
boyutlara ulagmis durumdadir. Kullanilan bu kimyasal maddeler, bitkiler iizerinde

fitotoksik etki yapabilmekte, bunlarin pargalanma iirtinleri ise suda, toprakta ve bitkiler



tizerinde uzun siire kalarak hem cevre kirliligine neden olmakta hem de besin zinciri
yoluyla hayvanlarda ve insanlarda énemli saglik sorunlar1 yaratabilmektedirler (Tiizel,
1996). Hele iilkemizdeki gibi kimyasal tarim ilaclarinin bilingsiz ve kontrolsiiz
kullanim1 bu sorunlar1 her gecen giin daha da ciddi boyutlara tagimaktadir (Delen ve
Ozbek, 1994).

Yapilan bir aragtirmada, seralarimizin % 80’den fazla bir boliimiinde tarimsal
savasim dendiginde yalnizca kimyasal savasimin anlasildig1 belirlenmistir. Kullanilan
pestisitlerin doz ayarmin da hassas bir sekilde yapildigini séylemek yanlis olur. Yine
yapilan bir ¢aligmada, ireticilerin pestisit dozlarinin ayarlarin1 géz karariyla ya da
bardakla yaptiklar1 bildirilmektedir (Delen ve Ozbek, 1992). Bu olumsuz sonuglarin
ortaya konmasi esliginde iireticilerin bilinglendirilmesi oldukc¢a 6nemlidir. Zira bu fazla
doz ve yanlis uygulamalarin ¢evreye ve insan sagligina verdigi zararlar yaninda, meyve
kalitesini bozdugu, verimi arttirmak yerine azalttigi da bilinen bir gercektir (Topal,

2003).

1.1. PESTISITLER

Pestisit kelimesi Latince kokenli olup “pest” zararli, “cide” oldiriici
kelimelerinin birlestirilmesiyle olusmustur ve “zararli 6ldiiriici” anlamina gelmektedir.
Genel anlamda; bitki hastaliklari, zararli bocekler ve yabanci otlar gibi tarimsal
tiriinlerin azalmasina neden olabilecek cesitli etmenlere karsi kullanilan kimyasal
bilesiklerin hepsine birden verilen genel bir isimdir. Bagka bir deyisle besin
maddelerinin {iretimi, tiiketimi ve depolanmalar1 sirasinda besin degerini bozan ve
bitkilere zarar veren bocekleri, mikroorganizmalar1 ve diger zararlilar1 yok etmek igin
kullanilan kimyasallardir (Ware, 1993; Oztiirk, 2001).

Yapisindaki aktif madde gruplarina gore pestisitler, inorganik ve organik
pestisitler olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Organik pestisitler de yine kendi aralarinda
dogal ve sentetik organik pestisitler seklinde ikiye ayrilirlar. Sentetik organik pestisitler
zirai miicadelede en fazla kullanilan kimyasallardir ve bu nedenle c¢evre ve
organizmalara kars1 zararlar1 agisindan en dnemli pestisit grubunu olusturmaktadirlar.
Cevre saglig1 acisindan pestisitlerin yapisinda bulunan aktif madde gruplar1 son derece
onemlidir, ¢linkii bunlar canlilar {izerinde akut ya da kronik etkiler olusturup, onlarin

Oliimlerine neden olmaktadirlar (Ecobichon, 1996).



1.1.1. Pestisitlerin Kalicihig:

Pestisitlerin bitki {izerinde kaliciligi ¢evre kosuluna, bitki ve pestisit
ozelliklerine gore degisiklik gosterir. Cevre faktorlerinden giines 1s1n1, pestisitler i¢in
onemli bir degradasyon etmenidir. UV 1sinlari, acik alanda pestisitlerin daha ¢abuk
parcalanmasini saglarken, diger bir etken olan sicaklik ta pestisitlerin parcalanmasini
hizlandirmaktadir. Yagmur, riizgar, oransal nem gibi iklimsel faktorler, bitki
ylizeyindeki pestisitlerin buharlasmasini etkiler ve yikanmasina neden olur (McBride ve
ark., 1988). Olusan nem, ¢ig ve gece-giindiiz arasindaki 1s1 farkindan kaynaklanan
damlaciklar bu tiir preparatlarin yapraktan yikanip topraga karigsmasina neden olur.
Bitkiye baglh faktorlerden yaprak yapisi da pestisitin kaliciliginda etkilidir. Yukarida
sayilan faktorlerin yaninda bir de pestisite bagl faktorler vardir ki bunlar; yarilanma
omrii, konsantrasyon ve formiilasyon seklinde siralanabilir. Kontak etkili pestisitlerin
bitkilerde tutunmalari, sistemik ilaglara oranla oldukca diisiiktiir (Tosun ve Delen,
1996).

Cogunlukla bitkilere uygulanmasina ragmen pestisitlerin biiyiik bir kismi
topraga diismektedir (Karsavuran ve ark., 2001). Iyi yapilmis bir ilaglamada bile ilacin
ancak yaklagik % 60’ nin hedefe ulastigi kabul edilir. Geri kalan % 40 degisik
nedenlerle ziyan olur (Tosun, 2001).

Bu nedenle pestisitlerin topraga olan istenmeyen etkileri son derece dnemli
olup goz ardi edilmemelidir. Topraga diisen pestisit damlaciklarinin davranislari, esas
olarak kaliciliklar1 ve ¢oziiniirliiklerine baglidir. Topragin fiziksel ve kimyasal yapisi
tizerine 6zellikle inorganik pestisitlerin olumsuz etkileri dikkat ¢ekicidir (Karsavuran ve
ark., 2001). Pestisit uygulamalarinin toprak verimliligine, bitki verimine ve besin
iceriklerine zararl etkiler olusturdugu ¢esitli arastiricilarca belirlenmistir (Sinha ve ark.,
1988).

Tarim  ilaglarimin  toprakta  pargalanmasinda  giines 1smn1,  toprak
mikroorganizmalari, pestisitlerin kendi 6zellikleri ve su faktorleri etkilidir (McBride ve
ark., 1988). Giines 15181, organik molekiilleri parcalar. Bitkiye ya da topraga uygulanan
organik pestisitler giines 15181 etkisiyle parcalanmaya baslar ve etkililigini yitirir,
cevreye zarar verici etkisi kalmaz. Bazi pestisitler toprakta su ile tepkimeye girerek yeni
bilesikler olustururlar. Bir¢ok pestisit i¢in bu reaksiyon orani toprak pH’ 1 ile degisim
gosterir. Toprakta yasayan mikroorganizmalarin faaliyetlerince meydana gelen

biyokimyasal olaylarla pestisitler, toprakta dekompoze olurlar (McBride ve ark., 1988).



Yarilanma 6mrt, belirli kosullarda pestisitin % 50 sinin dekompoze olmasi i¢in gerekli

siire olarak ifade edilir (Munnecke, 1967). Bir kimyasalin yarilanma omrii ¢ok kisa,

orta, uzun ve ¢ok uzun olarak siniflandirilir (Honeycutt ve Schabacker, 1994).

1.1.2. Tiirkiye’ de Pestisit Tiiketimi

Tarim ve Kdyisleri Bakanligi, Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii verilerine

gore, Tirkiye’de toplam pestisit tiiketiminin 1979 ve 2001 yillar1 arasinda % 58

oraninda arttig1 goriilmektedir (Delen, 2002).

Cizelge 1.2.

Tirkiye’de Pestisit Tiiketimi (katilar kg, sivilar 1) (Delen, 2002).

Tiiketim
Pestisit
1979 1987 1994 1996 2000 2001
Insektisit 2,287,658 3,303,446 2,064,991 3,027,380 2,694,080 3,788,812
Akarisit 203,107 240,360 192,279 223,857 266,641 42,604
Fungusit 1,537,315 2,611,960 2,201,406 2,951,191 2,692,957 3,966,798
Herbisit 2,451,977 3,495,044 3,902,588 3,643,971 3,197,078 3,558,014
Fumigant
Nematosit
o 321,265 324,351 533,247 1,079,929 1,000,835 818,664
Rodentisit
Mollusit
Parafin
1,594,526 2,147,106 1,977,281 2,871,160 2,606,924 1,124,802
Yaglart
Toplam 8,395,848 12,112,267 10,871,792 13,797,488 12,458,515 | 13,299,694




1.1.3. Canakkale Ilinde Zirai Miicadele ilaclariin Tiiketimi

Tarmm ve Kdyisleri Bakanligi, Canakkale Valiligi, Tarim 11 Miidiirliigii, Bitki
Koruma Sube Miidiirliigii verilerine gore, son yillarda Canakkale ilinde tiiketilen zirai
miicadele ilaglarinin miktar1 Cizelge 1.3’ te verilmistir

Cizelge 1.3. Canakkale Ilinde Zirai Miicadele ilaglarinin Tiiketimi.

TUKETILEN MIiKTAR
2000 2001 2002
475.000 kg 512.000 kg 339.000 kg
Fungusitler
3.100 1 4.400 1 3.300 1
. 16.000 kg 18.000 kg 57.000 kg
Insektisitler
44.000 1 67.000 1 55.000 1
6.700 kg 4.700 kg 4.500 kg
Herbisitler
82.000 1 122.000 1 96.000 1
370 kg 105 kg 800 kg
Digerleri
22.500 1 20.000 1 14.000 1
500.000 kg 535.000 kg 401.000 kg
TOPLAM
147.000 1 213.000 1 168.000 1

1.2. BITKIi-PATOJEN ILISKILERI

Bitkiler hayatlarin1 devam ettirebilmek i¢in topraktan mineralleri bularak iist
aksama tasima, giines enerjisinden faydalanarak fotosentezi gerceklestirme, su alimin
ve kullanimini diizenleme gibi faaliyetlerde bulunmak zorundadirlar. Bitkiler i¢inde
bulunduklar1 ¢evreyi tanima ve o ortama adapte olma islevini ¢esitli molekiiler ve
fizyolojik olaylar sayesinde gerceklestirirler. Biitiin bu islemler, i¢cerden ve disardan
gelen molekiiler sinyalleri alan ve bunlara cevap veren, yiiksek diizeyde gelismis 6zel
dokular sayesinde gergeklestirilir. Bitkiler ayn1 zamanda, igerisinde bulunduklari ortami
diger canlilarla (patojen ve simbiyontlar gibi) paylasmak ve hatta onlarla zaman zaman
rekabet etmek zorundadirlar (T6r, 1998).

Fitopatolojideki arastirmalar c¢esitli alanlara yonelerek, temel islemlerin

anlasilmasina ve elde edilen bilgilerin tarimsal problemlerin ¢éziimiinde kullanilmasina



imkan tamimistir. Bununla birlikte, bitkilerin savunma mekanizmalarindan sorumlu
molekiiler ve hiicresel olaylarin anlasilmasi daha baslangic sathasindadir. infeksiyonun
erken doneminde goriilen ve bitkide “aktif” savunmanin baslangici kabul edilen olaylar,
patojenin taninmasi ve ortaya ¢ikan sinyalin tiim hiicreye ve komsu dokulara iletimi g6z
online alindiginda, elde edilen bilgiler daha ¢ok yenidir ve son birkag yilda
gerceklestirilen ¢alismalarin diriniidiir. Bu bilgiler gliniimiizde yapilan ve gelecekte
yapilacak olan molekiiler c¢aligmalara, bitkilerin patojenleri nasil tamidiklarini,
bulunduklar1 ortamdaki canlilarin zararli m1 yoksa zararsiz m1 olduguna nasil karar

verdiklerini anlamada biiyiik faydalar saglayacaktir (Tor, 1998).

1.2.1. Bitki-Patojen iliskilerine Genel Bakis

Cok sik kullanilan iki terim olan parazit ve patojen, zaman zaman ayni
anlamda kullanilmis ise de aralarinda temel bir fark vardir. Bir organizmanin basarili bir
parazit olabilmesi i¢in konukg¢uda yasayabilmesi ve orada ¢ogalabilmesi gerekir. Bunun
yaninda hastalik meydana getirmesi gerekmez. Ne zaman bu parazit konukcuya zarar
verir ve hastalilk meydana getirirse o zaman patojen olarak adlandirilir. Bir baska
deyisle patojenin mutlaka bir parazit olmasi gerekirken, bunun tam tersi parazitin
patojen olmasi gerekmez (Crute, 1986).

Dogal kosullarda mantar, bakteri ve bdocekler bitkiler iizerinde parazit olarak
yasar. Bu nedenle konukgu bitki ile etmen ortaklasa evrim ge¢irir. Buna “koevulasyon”
denir. Bu evrim ilerlemis olabilir. Bu durumda konukcu ile patojen genleri arasinda
Ozellesme olur. Patojen bitkiye biiyiik zarar verir. Bu sekilde zarar gbéren genotiplerin
sayist zaman i¢inde azalir. Ancak bitki toplulugu i¢cinde bu patojene karst dayanikli geni
tasiyanlarin sayisinda bir artig olur. Bu genotip dogada hakim duruma gecer. Bu
durumda patojen baski altina girer, saldirgan gen tagimayan patojenin populasyon
yogunlugu azalir. Ancak patojen populasyonunda viriilent gen tasiyan patotipler
bitkileri hastalandirir. Dogada hastaliga yakalanan genotiplerin sayis1 azalir. Eger bitki
populasyonunda bu yeni patotipe karsi dayanikli bitkiler bulunursa bunlarin yogunlugu
artmaya baslar. Bu olay siirekli tekrarlanir. Sonucta patojen ile bitki genleri arasinda bir
Ozellesme gozlenir. Hem bitkide ve hem de patojende karsilikli genler olusur. Patojende
olusan genlere viriilent veya aviriilent, bitkide olusan genlere de dayamkhhk veya

duyarhlik genleri denir (Demir, 1998).



Patojen ve konukg¢u genleri arasinda bir iligki ortaya ¢ikar. Buna “gene karsi
gen hipotezi” denir. Hastaligin ortaya ¢ikmasi bitkideki ve patojendeki ilgili genlerin
kombinasyonuna baglhdir. Patojende ve bitkideki genlerin durumuna gore hastalik
ortaya cikar veya c¢ikmaz. Bitkide dayaniklilik geni ve patojende aviriilent gen varsa
bitki hastaliga karst dayaniklidir. Bunun digindaki tiim kombinasyonlarda bitki
hastalanir (Demir, 1998).

Bir patojenin normal yasamini devam ettirdigi konukcu bitki hassas, patojen
viriilent olarak tarif edilir ve konukgu ile patojen arasindaki iliski uyumlu (compatible)
olarak adlandirilir. Buna karsilik patojen , bitkide herhangi bir zararlanma meydana
getirmiyor, normal yasamin1i devam ettiriyor ve bitkiyi istila ederek c¢ogalmasini
siirdliriiyorsa, bu bitki o patojene toleranttir. Ancak, bitki bu patojenin gelisme ve
cogalmasimi c¢esitli nedenlerle tamamiyla durduruyor ise bu bitki genel anlamiyla
dayanikh olarak kabul edilmekte ve patojen de aviriilent olarak adlandirilmaktadir.
Dayanikli bitki ile patojen arasindaki iliski de uyumsuz (incompatible) olarak kabul
edilir (Ellingboe, 1984; Crute, 1986; Bennetzen ve Jones, 1992; Lindsay ve ark., 1993).
Zaman zaman yanlis anlamalara da neden olan bu terminoloji Cizelge 1.4’ te

verilmigtir.

Cizelge 1.4. Konukcu-Patojen iligkilerinde Kullanilan Terminoloji (Tér, 1998).

. KONUKCU BITKININ | KONUKCU OLMAYAN BUTUN
PATOJENIN .. . . ..
. GENOTIPI BITKILERIN GENOTIPI
IZOLATLARI
Dayamkh Hassas Dayamkh
Uyumsuz Uyumlu Uyumsuz
Aviriilent
(Hastalanmaz) | (Hastalanir) (Hastalanmaz)
Uyumlu Uyumlu Uyumsuz
Viriilent
(Hastalanir) | (Hastalanir) (Hastalanmaz)
ARALARINDAKI iLISKi

Sekil 1.1” de Erwinia amylovora’ nin konak bir bitki (elma) ve konak olmayan
bir bitki (tiitiin) ile uyumlu (compatible) ve uyumsuz (incompatible) iliskileri arasindaki

farklar karsilastirilmistir.



Erwinia amylovora elmayi infekte ettigi zaman, uyumlu bir iliski meydana
gelir; elma agaci, hastalik etmeni bakterinin yayilma ve ¢ogalmasina kars1 bir savunma
yaniti olusturmay1 basaramaz. Erwinia amylovora tiitiinii infekte ettigi zaman ise
uyumsuz bir iligki olur; tiitlin bitkisi bakterinin varligini tanir, infeksiyon bolgesi
boyunca lokalize olmus hiicre oliimii bakterileri igine alir, HR uyarilir ve hastalik
onlenir. Uyumlu ve uyumsuz iliskiler arasindaki farklar, basit bir deneyle gorsel olarak
veya nicel olarak (miktar tayini) gosterilebilir. Bir bitki patojeninin, belli bitki tiirlerini
infekte etme yetenegini test etmek igin, bitkiler bakteriyle infekte edilir. Inokulasyonu
ve bir inkiibasyon periyodunu takiben, bitki dokusu ayrilir ve bakteriler ekstrakte edilir.
Bakteriler spesifik biiyiime ortami igeren petri kaplar1 igine yayilir. Bir biiyiime
periyodunun ardindan bakteri kolonileri sayilir.

Uyumlu bir bitki-patojen iliskisi gosteren konaktan alinan bakterilerin
bulundugu petri kaplarinda koloni sayisi yiiksektir (solda). Boyle bir konakta, bitkiyi
patojenin saldirisindan koruyan savunma mekanizmalarinin baslatilamamasindan dolay1
patojen, konak bitkiyi infekte etmeyi basarir. Uyumsuz bir bitki-patojen iliskisi gosteren
konaktan alinan bakterilerin bulundugu petri kaplarinda koloni sayis1 azdir veya hig
bakteriyel biiyiime yoktur (sagda). Konak olmayan bitkiler, daha ileri infeksiyonlari
durduran savunma mekanizmalarin1 aktive eden bir sinyal olarak bakterileri

taniyabilirler (Anonymus, 2000g).

Bitki-Patojen Iliskileri

Uyumlu Uyumsuz Erwin
Erwinia 3 - - ¢ Erwinia
amylovora  amylovora
yapragl yapragl

J, Hiicre Oliimi (HR)

Erwinia %_,d_—.;—n:;_ e s e
— . R « yon
amylovora = - \ﬁ —— =

———— —— — i yok

Sekil 1.1. Uyumlu ve Uyumsuz Bitki-Patojen Iliskileri (Anonymus, 2000g).



Konukgu ile patojen arasindaki ortaklaga evrim sirasinda bitkiler kendilerini
patojenlerden koruma yollar1 olarak ¢esitli engeller de gelistirmislerdir. Mumsu tabaka
ve lignin birikmesi olan hiicre duvarlari, fiziksel engellere verilecek en giizel
orneklerdir. Boyle bir savunma mekanizmasi, genelde biitlin patojen tiirlerine kars
etkilidir (T6r, 1998).

Daha aktif ve daha etkili bir savunma sistemi ise, Asirt Duyarlilik (Hipersensitif
Reaksiyon, HR)’tir (Klement, 1982). Boyle bir dayaniklilik sekli, belirli bir patojenin
baz1 wrklarina kars1 ortaya ¢ikabilirken (irka-6zgii-dayaniklilik; vertikal dayaniklilik;
race-spesifik-resistance), patojenin tiim 1rklarina karsi (irka-6zgili olmayan-dayaniklilik;
horizontal veya genel dayamiklilik; race-non-spesifik-resistance) da olabilmektedir
(Newton ve Crute, 1989; Mansfield, 1990). HR olayinda patojen ile temasa gecen
konukgu hiicre ve bu hiicreyi ¢evreleyen komsu hiicreler hizli bir sekilde 6lmekte ve
nekrotik lekeler halinde kurumaktadir (Mansfield, 1984). HR ile birlikte, hiicre
duvarlarinda degismeler, kalloz, fenolik polimerler, lignin, siiberin, hidroksi prolince
zengin glikoproteinler ve en Onemlisi antimikrobiyal bilesikler, fitoaleksinler
(Mansfield, 1983) sentezlenmekte ve infeksiyon noktalarina lokalize olmaktadir. Bitki
patojene karsi olusturdugu boyle bir tepkiyle, patojenin besin alimini engelleyerek
gelismesini durdurdugu gibi bundan sonra olabilecek ikincil infeksiyonlardan da

kendini korumaktadir (Crute ve ark., 1985; Dangl, 1992).

1.2.2. Konukcu-Patojen Iliskilerinin Genetigi

Mendel” in kalitim {izerine ¢aligmalarin1 yeniden degerlendiren bitki
1slahgilari, bu ylizyilhin baslarinda bitkilerde patojenlere karsi olusan dayanmikliligin
patojenin 1rkina gore varyasyon gosterdigini ve kalitsal oldugunu bulmuslardir. Bu ilk
caligmalar takip eden yillar icerisinde, dayanmikliligin genelde tek bir gen (R geni)
tarafindan kontrol edildigi tespit edilmis ve bu tip genlerden yiizlercesi tanimlanarak
1slah programlarinda basari ile kullanilmigtir. Daha sonralari, Flor’ un keten ve keten
past lizerindeki Onciil ¢aligsmalari, bitkilerdeki dayanikliligi saglayan her bir gene karsi,
patojende bu gene denk gelen ve viriilensligi kontrol eden bir genin (gene-karsi-gen)
bulundugunu ortaya c¢ikarmistir (Flor, 1971). Flor’ un bu hipotezi o zamandan
glinlimiize kadar funguslar, bakteriler, viriisler, nematodlar ve hatta bocekleri de iceren

bir ¢ok bitki-parazit iliskisine uygulanmistir (Crute ve ark., 1985). Flor’ un Onciil
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caligmalarindan bu yana keten ve keten pasi lizerindeki ¢alismalar, genetigi en iyi
irdelenmis ve detayli olarak calisilmis konukgu-patojen iliskileri olmaya devam
etmektedir (Cizelge 1.5).

Cizelge 1.5. Konukgu ve Patojenin Genetik Iliskileri ve Fenotipe Yansimasi.

H: Hassas, D: Dayanikl1. (Tor, 1998).

Konukc¢unun Genotipi

Patojenin Genotipi RR Rr T
AA D D H

Aa D D H

aa H H H

Interaksiyon Fenotipi

Konukgu-patojen arasindaki tanigmanin ve dogal populasyonlarda gene-karsi-
gen iligkilerinde goriilen evrimin molekiiler diizeyde anlagilmasi uzun yillar sir olarak
kalmistir. Fakat bu sir, Rekombinant DNA teknolojisindeki gelismelerle yavas yavas
ortadan kalkmis ve gerek avr ve gerekse R genlerinin yapisi aydinlatilmis, konukgu-
patojen iligkilerine bambagka bir agidan bakabilme firsat1 yakalanmigtir (T6r, 1998).

Molekiiler klonlanmasi yapilan ilk genler, bakteriyel patojenlerden izole edilen
avr genleridir. Bakteriyel avr genlerinde ilk c¢alismalar1 baglatan Staskawicz ve
arkadaslaridir. Bu arastiricilar Pseudomonas syringae pv. glyciniea ve soya fasulyesi
tizerine yaptiklar1 ¢alismalarda, bu bakterinin Psgl, Psg4 ve Psg5 izolatlariin soyanin
bazi kiiltiivarlarinda hastalik olusturduklarini (viriilent 1rklar) fakat Psg6 izolatinin ayni
kiiltiivarlarda aviriilent oldugunu gostermislerdir. Daha sonra bu arastiricilar, Psg6
izolatindan aviriilentligi kodlayan 1.4 kb uzunlugundaki bir DNA pargacigini izole
ederek diger viriilent irklara basarili bir sekilde aktarmislar ve bu irklarin da gen
aktarimindan sonra aviriilent olduklarini tespit etmislerdir (Staskawicz ve ark., 1984).

Bu c¢alismay1 takip eden yillarda, farkli bakteri-konuk¢u iliskilerinden
yararlanilarak yeni avr genleri izole edilmistir. Staskawicz’in g¢aligmalarina benzer
aragtirmalar diger laboratuvarlarda da devam etmis ve Pseudomonas syringae pv.
tomato (Kobayashi ve ark., 1990), Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Jenner ve
ark., 1991; Mansfiled ve ark., 1994), Pseudomonas syringae pv. pisi (Fillingham ve
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ark., 1992), Xanthomonas campestris pv. raphani (Parker ve ark., 1993) gibi diger
fitopatojenik bakterilerden de avr genleri izole edilmistir.

Bakteriyel patojenleri takiben fungal patojenlerin avr genleri de bu konularda
caligmalar yapan arastiricilarin ilgi alanina girmistir. Fungal patojenlerde avr genleri
tizerine ilk detayli ¢alismalar Timmis ve arkadaslariin Melampsora lini’ nin aviriilent
ki ile ilgili yaptigr arastirmalardir (Timmis ve ark., 1990).

Klonlanan ilk fungal avr geni, domateste mavi kiif hastaligindan sorumlu olan
Cladosporium fulvum' dan elde edilmistir. Uzun yillardir bu konuda g¢abalar gdsteren,
De Wit ve grubu, bu fungustan avr genlerini izole edebilmek i¢in farkli bir yontem
izlemiglerdir. Genelde genden proteine gidilerek yapilan ¢alismalarin tersine, De Wit ve
grubu proteinden gene dogru gitmislerdir. Diger ¢aligsmalarda oldugu gibi, onlar da 6nce
fungus ile konukgusu arasindaki iligkileri detayli olarak incelemisler (De Wit ve Oliver,
1989) ve fungus ile konukgusu arasinda gene-karsi-gen iligkilerinin oldugunu tespit
etmislerdir (Knogge ve ark., 1991). Daha sonra ayni arastiricilar fungusla infekte olmus
hassas bir bitkiden izole ettikleri apoplastik siviyr (hiicrelerarast bosluktaki sivi)
dayanikli domates ¢esitlerinin yapraklarina enjekte etmislerdir. Dolayisiyla fungusun
spor veya hifleri olmadan da dayanikli bitkide tepki mekanizmasinin aktive
edilebilecegini gostermislerdir. Ayni sivi hassas ¢esitlere enjekte edildiginde ise
herhangi bir tepki goriilmemistir (De Wit ve Spikeman, 1982). Apoplastik sivida
bulunan ve dayanikli bitkideki R genini (Cf-9) taniyan protein, daha sonra saflastirilarak
amino asit sekansi elde edilmis ve bu amino asit zincirini kodlayabilecek DNA
parcacigindan oligoniikleotidler sentezlenmistir. Bunlarla fungusunun cDNA
kiitiiphanesi taranarak o proteini kodlayan cDNA klonu tanimlanmis, yapilan molekiiler
caligmalarla bu klonun ayni avr genini ( avr9) tasimayan diger fungal izolatlarda
bulunmadigi gosterilmistir. Ayrica bu klon Cf-9* da hastalik yapan viriilent bir izolata
aktarildiginda bu izolat aviriilent hale gelmis ve Cf-9 geni taninarak HR goriilmiistiir

(Van den Ackerveken ve ark., 1991).

1.3. BITKILERIN PATOJENLERE KARSI SAVUNMA YOLLARI

Her bitki tiirti yaklagsik olarak 100 farkli fungus, bakteri ve virlis ¢esidinden
etkilenir (Agrios, 1997). Sadece mikrobiyal patojenler degil ayn1 zamanda nematodlar,
bdcekler , herbivorlar, belli kimyasallarla muamele ya da diger stres tipleri de bitkiler

tizerinde etkili olabilir (Sticher ve ark., 1997). Bitkiler patojen ve bdcek saldirilarina
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karst hem lokalize hem de sistemik olan savunma mekanizmalarini harekete gecirmek
suretiyle tepki gosterirler (Tiryaki ve Tunaz, 2004).

Bitkilerin bir kismi bu saldirilardan az veya c¢ok zarar gérmekte, bir ¢ogu ise
yasamlarint devam ettirip kendilerinden beklenen verimi ortaya koyabilmektedir.
Genelde bitkiler kendilerini patojenlere karsi 2 savunma silahinin kombinasyonuyla
savunurlar. Bunlarin ilki patojenin bitkiye girisi ve bitki boyunca yayilmasini inhibe
eden fiziksel bariyerler olarak etki yapan yapisal karakteristiklerdir. Digeri ise, ya
patojene toksik etki eden ya da bitkide patojenin biiylimesini inhibe eden kosullar
yaratan maddeler olusturan, bitkinin dokular1 ve hiicrelerinde yer alan biyokimyasal
reaksiyonlar (Agrios, 1997).

Bitkilerin savunma yanitlari baslica 3 boliimde kategorize edilmistir;

1. Gene-kars1-Gen rezistans yolu.
2. Viriilent patojenin bitki boyunca yayilmasini sinirlayan yol.

3. SAR yolu. (Glazebrook ve ark., 1997).

Gene-karsi-gen rezistans yolunda patojen, konaktaki spesifik bir rezistans ( R)
genine karsilik gelen belli bir aviriilens genine sahipse konak rezistanttir. Spesifik bir R
geni igeren bitkiler, patojenin yayilmasini sinirlayan ve Hipersensitif Yanit (HR) olarak
adlandirilan lokalize hiicre Oliimiine Onciiliik eden aviriilens (avr) geni tasiyan
patojenleri taniyabilirler (Glazebrook ve ark., 1997; Rairdan ve Delaney, 2002).
Gene-karsi-gen yolu bitkide sadece lokalize hipersensitif yanitt uyarmaz ayni
zamanda gelecek patojen saldirilart i¢in SAR wuyarir. SAR yolunda bir patojen
tarafindan konak hiicresinde meydana getirilen infeksiyon, bitki boyunca yayilan bir
sinyali tetikler, bu sinyal infekte olmamis dokularda savunma genlerinin aktivasyonunu
tetikler ve bitkide bir dizi patojenin takip eden infeksiyonuna kars1 artmig bir rezistans

goriiliir (Glazebrook ve ark., 1997).

1.3.1. Bitkilerde Dayamkhlik Saglayan Faktorler

INFEKSIYON ONCESiI FAKTORLER
(Pasif Dayaniklilik)
Olustuklar1 Zamana Gore
INFEKSIYON SONRASI FAKTORLER
(Aktif Dayaniklilik)
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YAPISAL FAKTORLER

Karakterlerine Gore /
T KIMYASAL FAKTORLER

Bitkilerde dayaniklilik saglayan faktorleri sdyle siralayabiliriz;

1. Yapisal Ozellikler veya Engeller Yoluyla Dayamklihk

a. Infeksiyon Oncesi Mevcut Olan Yapisal Ozellikler
Mum tabakasinin varligi
Kutikula kalinlig
Hiicre ¢eperi kalinlig1
Stoma ve lentisellerin 6zellikleri
Tiiyler

b. infeksiyon Sonrasi Olusan Yapisal Engeller
Mantar tabakasinin olusumu
Ayirict tabakalarin olusumu
Sakiz maddelerinin birikimi
Tiloz olusumu

Papilla olusumu

2. Kimyasal Ozellikler veya Engeller Yoluyla Dayamkhlik
a.Infeksiyon Oncesi Mevcut Olan Kimyasal Ozellikler
Fenollii bilesikler
Alkoloidler
Saponinler
Doymamus laktonlar
Siyanogenik glikozidler
Kiikiirtli bilesikler
Hardal yaglari
Besin maddelerinin elverissizligi
b. infeksiyon Sonrasi Olusan Kimyasal Engeller
Fenollii bilesikler
Fitoaleksinler (Asir1 Duyarlilik)
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1.3.2. indiiklenmis Yapisal ve Biyokimyasal Savunmalar

Indiiklenmis savunma reaksiyonlarmin cesitliligine ragmen, bitki savunma

mekanizmalariin 4 safhada diizenlenmis olabilecek belli 6zellikleri oldugu
Onerilmistir:
1. Non-self olarak bitki tarafindan patojenin taninmasi.
2. Patojen kaynakli sinyallerin algilanmasi.
3. Savunma yanitlariin baslamasma Onciilik eden intraseliiler sinyal
transdiiksiyonu.

4. Savunma yanitlarinin baglamasi (Ebel ve Scheel, 1992).

1.3.2.1. Konak Bitki Tarafindan Patojenin Taninmasi

Bitkiler, igerisinde bulunduklar1 ortamda siirekli olarak gerek biyotik
(mikroorganizmalar, simbiyontlar vb. canli etmenler), gerekse abiyotik faktorler (O, ,
CO,, UV, toz vb. cansiz etmenler) tarafindan etkilenirler. Bu uyaricilar genelde hiicre
membranlarinda yer alan ¢esitli reseptorler tarafindan alinarak hiicre igerisindeki gerekli
yerlere iletilirler (sinyal iletimi). Alinan bu sinyallere gore de bitkide bir tepki olusur

(To6r,1998). Sinyal iletimi ve bitkide olusan tepki ile ilgili bazi 6rnekler Cizelge 1.6” da

verilmistir.
Cizelge 1.6. Bitki Hiicrelerini Etkileyen Uyaricilardan Bazilar1 ve Bu Uyaricilarin
Almmasinda Gorev Alan Reseptorlerin @ Yerleri ile Bitkinin Bu
Uyaricilara Kars1 Gosterdigi Tepki (Gilroy ve Trewavas, 1990).
Uyarici Reseptoriin Yeri | Sinyal Iletimi Tepki
Kirmizi Isik Hiicre Membrani Ca™ Fotomorfogenesis
Mavi Isik “ Ca® Fototropizm
Dokunma “ Ca® Tendril kivrilmasi
Sicaklik “ H'/Ca? Cigek agma
H,O « Elektrik degisimi | ABA birikimi
CO, Suda ¢oziiniir H' Stoma kapanmasi
0, “ H' Biiyiimenin tesviki
Nitrat ve fosfat «“ H Koklerde dallanma

15




Iste, konukgu-patojen iliskileri de bu agidan incelenirse, bitkilerde patojene
karst bir tepki olarak ortaya ¢ikan dayamiklilik olgusu daha iyi anlasilacaktir
(Romantschuk, 1992). Tamima olayi, konukcu hiicresi ile patojen arasindaki molekiiler
temas sayesinde ortaya ¢ikan ve bitkide belirli bir kimyasal ve/veya morfolojik tepkiye
yol acan bilgi iletisimi olarak tarif edilmektedir (Thordall-Christensen ve ark., 1987).
Bitkinin patojenden korunmak icin mevcut biyokimyasal ve yapisal savunmalarini
harekete gecirmesi i¢in, bitki tarafindan patojenin ilk taninmasi ¢ok dnemlidir (Agrios,
1997). Konukgu-patojen iligkilerinde ilk basamak, patojen ile konukgu bitki arasinda
fiziksel bir temasin kurulmasidir (Romantschuk, 1992). Molekiiler temas
mikroorganizmalarin dis yiizeyinde bulunan ve c¢ogunlukla glikoprotein karakterinde
olan sinyal vericiler (elisitorler) ile bitki hiicresi dis ylizeyinde bulunan ve elisitorleri
baglama yeteneginde olan proteinler (lektinler) arasinda olmaktadir (Thordall-
Christensen ve ark., 1987). Bu temas, bitkinin toprak iistii kisminda (fillosfer)
olabilecegi gibi, bitkinin toprak altinda kalan kisimlarinda (rizosfer) da olabilir (De
Wit, 1986; Callow ve ark., 1988; Lamb ve ark., 1989; Dangl, 1995). Patojen bitkiyle
fiziksel temas kurar kurmaz bitki, bir patojenin varligini bildiren sinyal molekiilleri
almaya bagslar (Sekil 1.2) (Agrios, 1997). Bu ilk temas kurulduktan sonra, patojen ile
konukc¢u arasinda bir tanisma olay1 gerceklesir (De Wit, 1986; Callow ve ark., 1988;
Lamb ve ark., 1989; Dangl, 1995).

‘ PATOIEN ‘
F 3
Sawmnuma ¢ ¢ d
Siipreswom Toksinler|  Biyiime LB Savmmma
/ | | Regilasyorm Elisitérler
Polisakkaritler /}
v ¥
[ / i
K ! ¥
e £ Yheseptor -
E \ J ‘__Fﬂ_ﬂfs"“yal
. Bilesikleri
Proteinler Savunma Fealcsivonlar
= Tapasal
Bivolimyasal

Extla Hiicres:

Sekil 1.2. Patojen ile Konak Bitki Hiicreleri Arasindaki Iliskilerin Sematik Gosterimi
(Agrios, 1997).
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Bitki hiicreleri genetik yapisiyla baglantili olarak, hiicre duvari savunma
yapilar1 (mumlar, kiitin, siiberin, lignin, fenolik bilesikler, seliiloz, kalloz, hiicre duvari
proteinleri) veya biyokimyasal duvar, membran, sitoplazma ve niikleus savunma
reaksiyonlarmi kapsayan pek c¢ok savunma yollariyla reaksiyon gdsterebilir. Son
sOylenen savunmaya, oksidatif patlama, elisitorlerin tiretimi, hipersensitif hiicre ¢liimii,
etilen, fitoaleksinler, inhibitdrler (tioninler, proteinaz inhibitorleri, taumatin benzeri
proteinler), PR Proteinleri (hidrolitik enzimler, B-1,3 glukanazlar, kitinazlar) vs. dahil
olabilir (Agrios, 1997).

Bitkinin patojeni tanimasi i¢in, iki farkli yolun izlendigi belirtilmistir.
Bunlardan birincisi, genel bir mekanizma sayilan ve patojenin hiicre duvarindan veya
kiitikiila tabakasindan agiga ¢ikan bilesiklerin bitki tarafindan algilanmasidir
(Mansfield, 1983, 1986; Day, 1986; Ellis ve ark., 1988; Crute, 1992; De Wit, 1992).
Cesitli patojenler, oOzellikle fungus ve bakteriler, yakin gevrelerine glikoproteinler,
karbonhidratlar, yag asitleri ve peptitler gibi ¢esitli maddeler salarlar. Cesitli konak-
patojen kombinasyonlarinda belli maddeler bitki tarafindan patojenin taninmasinda
elisitorler olarak etki yapar. Pek cok durumda, konak enzimleri patojenin yiizeyini
olusturan polisakkaritlerin bir kismin1 pargaladiginda veya patojen enzimleri bitki ylizey
polisakkaritlerinin bir kismim1 parcaladiginda salinan polisakkaritlerin monomerleri
veya oligomerleri bitki i¢in tanima elisitorleri olarak etki eder. Patojen elisitorleri
taniyan konak reseptorlerinin lokasyonu genellikle bilinmemektedir fakat bazi
calismalar hiicre membrani iizerinde veya dig tarafta bulunduklarimi gdsterirken,
digerlerinin intraseliiler olarak bulunduklar1 agiktir. Belli bir bitki molekiilii, bir
patojenden tiiremis bir molekiilii (elisitor) tanir ve onunla reaksiyona girerse, bitkinin
patojeni tanidig1 farzedilir (Agrios, 1997).

Ikincisi yol ise, daha detayli calisilmis olan 1ka &zgii-dayaniklilik
mekanizmasinda goriilmektedir. Burada, bitkide bulunan spesifik bir tanigma geninin
(R-Recognition) patojenin aviriilent (avr) geni tarafindan {iiretilen bir antijeni tanimasi
olayr vardir (Mansfield, 1983, 1986; Day, 1986; Ellis ve ark., 1988; Crute, 1992; De
Wit, 1992). Konukgu-patojen arasinda goriilen bdyle bir uyumsuz iliski, uyarici reseptor
modeline uygulanirsa, avr gen {iriinleri uyarici olurken hiicre duvarinda bulunan R geni
triinleri de reseptor gorevi gormektedir. R geni {irlinleri tarafindan alinan sinyal

herhangi bir yolla hiicre igerisinde gerekli yerlere iletildiginde, bitkide aktif savunma
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sistemi ve tepki mekanizmasini calistirmakta ve sonugta da dayaniklilik olgusu ortaya
cikmaktadir (Dixon ve Lamb, 1990; Lamb, 1994).

Tanigma olayr ile patojen, karsilastigi bitkinin kendi konukgusu olup
olmadigina karar verirken, konukc¢u bitki de gelen uyaricinin bir patojenden olup
olmadigin1 ve ona karsi nasil bir reaksiyon verebilecegini tespit eder. Her nekadar bu
tanigma olay1 daha yeni anlasilmaya baslanmis ise de, patojenin bitkiyi tanimasinda
diisiik pH’ nin veya bitkide bulunan 6zel metabolitlerin rol oynadig: ileri siiriilmekteydi
(Mansfield, 1983, 1986; Day, 1986; Ellis ve ark., 1988; Crute, 1992; De Wit, 1992).

Her iki tanigma yolu da aktif savunma mekanizmalarinin tamamini aktive eder
(Dixon ve Lamb, 1990; Lamb, 1994). Tanismay1 bir seri biyokimyasal reaksiyon ve
yapisal degisiklikler takip eder. Bu degisiklikler, bitki hiicresinde patojeni, onun
enzimlerini, toksinlerini vs.’yi uzaklagtirmak icin gerceklesen olaylarla ayarlanir
(Agrios, 1997).

Diger taraftan patojenler hayatlarmi devam ettirmek isteyecek ve bitkileri
tamamiyle istila edebilmek i¢in konuk¢unun potansiyel dayaniklilik mekanizmasini
kirmaya calisacaktir. Bunu yapabilmek i¢in, ya yeni bir wrkin1 olusturacak (mutasyon,
rekombinasyon, heterosis veya paraseksiiel dongii yollariyla) ya da baska bir yol
deneyecektir. Boyle durumlar, dogal kosullarda siirekli devam etmektedir. Islah¢inin
piyasaya siirdiigii dayanikli cesitler birka¢c yil igerisinde patojenler tarafindan
asilmaktadir. Basarili sekilde hayatin1 devam ettiren bir patojene bakildiginda, 6zellikle
mildiyo, kiilleme ve pas gibi biyotrofik funguslarda, konukcu ile patojen arasindaki
tanigmanin olmadigr ve HR ile diger aktif savunma mekanizmalarinin ¢alismadigi
goriilmektedir (Heath, 1986; Mansfield, 1986; Vanderplank, 1986; Mitchelmore ve ark.,
1988). Burada tamigmanin ve tepkinin baski altinda tutuldugu ve antimikrobiyal
bilesiklerin detoksifiye edildigi belirtilmektedir (Mansfield, 1990). Bdyle bir
mekanizma ile de konukgu-patojen iligkileri uyumlu hale gelmektedir. Biitiin bu

islemler sematize edilerek Sekil 1.3” te verilmistir.
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Sekil 1.3. Mikrobiyal Bir Patojen ile Konukgusu Arasinda Gériilen Iligski Diizeyleri
(Tor, 1998).

Vir: viriilent Avr: aviriilent ve oklar molekiiler akimlarin yoniini géstermektedir.

Konukgu agisindan bakildiginda, olaylarin gelisme sirasi su sekilde olabilir:

1. Patojen ile temas (bitki ylizey yapisi, patojenin ylizeye tutunabilirligi vb.
faktorler rol oynar).

2. Irka-6zgii tanigma (patojendeki avr genleri ile konuk¢udaki R genlerinin iirtinleri
iliskiye gecer).

3. Gen Aktivasyonu (avr {iriiniinli tantyan R geni iirlinii diger genleri aktif hale
getirir).

4. Genel Tamigma (erken donemde goriiliir ve konukg¢u veya patojenden agiga
¢ikan kiitikiila ya da hiicre duvari pargaciklari, sinyal iletisiminde gorev alirlar).

5. Sinyal iletisimi sonucu gen aktivasyonu olur ve tepki mekanizmasi ¢alisir. Her
nekadar iki farkli tanigma sistemi varsa da tanismadan sonra gelen sinyal iletisim

sistemleri ayni olabilir (Tor, 1998).

Patojen ve bitki hiicresi arasindaki tanigsma olayini Lamb (1994) ve Kobayashi

(1995) de sematik olarak aciklamislardir (Sekil 1.4).
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PATOJEN

Toksinler
Eksoien elisitarler [ - Antibiyotikler
! Enzimler
1
Endojen Elisitiirler i
) ! Tam ma
il Bilgesi

Membran Reseptirleri Sekonder
Meszajcilar

++ . "
Savunma Molekiilleri

Yamisal Bilegenler
Hukleus Fitoaleksinler

PR Proteinleri
Proteaz inhibitérleri

Hiicre Duvar

BiTKi

Sekil 1.4. Bitki-Patojen Interaksiyonlarinda Sinyaller ve Yanitlar (Lamb, 1994;
Kobayashi, 1995).

Iki partnerin tanismasinda patojen, sinyal iireten pektik oligomerler (endojen
elisitorler)’in salinmasma katkida bulunan endopoligalakturonazlar1 igeren bir dizi
metabolit liretir. Bu elisitorlerin spesifik membran reseptorlerine baglanmasi, niikleusa
sinyal ileten sekonder mesajcilarin aktivasyonuna Onciilik eden membran
depolarizasyonuna neden olur (Lamb, 1994; Kobayashi, 1995).

Daha sonra yapisal bilesikleri, sekonder metabolizma enzimlerini, PR
proteinlerini ve proteaz inhibitorlerini kodlayan savunma genleri tetiklenir. PR
proteinleri arasinda yer alan kitinaz ve [-1,3-glukanazlar, spesifik membran
reseptorlerine baglanan ve endojen elisitorler tarafindan indiiklenen olaylara benzer bir
dizi olayr tetikleyen, kitin ve [B-1,3-glukan oligomerlerinin (eksojen elisitorler)
salinmasina Onciiliikk eden fungal hiicre duvarinin hidrolizine neden olabilirler (Lamb,

1994; Kobayashi, 1995).
Dayanikliligin  uyarilmasindan sonra bitki  hiicrelerindeki  metabolik

degisikliklerin sirast1 ve infeksiyona engel olunmasi Sekil 1.5 te ayrintili olarak

sematize edilmistir.
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1.3.2.2. Sinyal Transdiiksiyonu

Patojen kaynakli elisitorler, konak tarafindan bir defa tanindiginda, konak
hiicreye, niikleer genlerin ve proteinlerin aktive olmasina neden olan, patojene inhibitor
etki eden maddelerin {iiretilmesi ve patojen tarafindan saldirtya ugramis hiicrelerin
bulundugu noktaya dogru hareket etmesine neden olan bir seri sinyal gonderilir. Bazi
alarm bilesikleri ve sinyal transdiiksiyonlar1 sadece intraseliilerdir. Fakat pek cok
durumda sinyal ayni zamanda c¢esitli komsu hiicrelere de gonderilir. Agikca sistemik
olarak bitkinin her yerine ya da ¢ogu yerine iletilir (Agrios, 1997).

Gonderilen sinyal molekiillerinin kimyasal tabiati pek cok konak-patojen
kombinasyonunda kesin olarak bilinmemektedir. Molekiillerin ¢esitli tipleri intraseliiler
sinyal transdiiksiyonuna dahil edilmistir. En yaygin sinyal transdiiserleri cesitli protein
kinazlar, ATPazlar, hidrojen peroksit (H,O,), etilen ve digerleridir. Sistemik kazanilmis
dayanikliliga onciiliikk eden sistemik sinyal transdiiksiyonunun salisilik asit, bitki hiicre
duvarlarindan salinan oligogalakturonidler, jasmonik asit, sistemin, yag asitleri, etilen
ve digerleri tarafindan gergeklestirildigi distiniilmektedir. Salisilik asit ve sentetik
dikloro izonikotinik asit gibi bazi yapay kimyasallar da, cesitli patojenik viriis, bakteri
ve funguslara kars1 sistemik kazanilmis rezistansa onciililk eden sinyal yolunu aktive

ederler (Agrios, 1997).

1.3.2.3. Elisitorler ve Bitki Yanitlar

Orijinal olarak bitkilerde fitoaleksin sentezini uyaran bilesikleri belirtmek igin
kullanilan elisitor terimi (Keen ve Bruegger, 1977; West, 1981; Darvill ve Albersheim,
1984) son zamanlarda hiicre duvariyla iligkili fenil propanoid bilesiklerinin sentezi,
kallozun (1,3-B-glukan) depozisyonu, hidroksipolince zengin glikoproteinlerin birikimi
ve belli hidrolitik enzimlerin sentezi (kitanazlar ve B-glukanazlar gibi) gibi diger tipik
savunma mekanizmalarini indiikleyen bilesikler i¢cin de kullamilmistir (Ebel, 1986;
Hahlbrock ve Scheel, 1987). En az birkac elisitoriin birden fazla savunma yanitini
uyardig1 (Ebel, 1986) ve belli elisitorlerin sinerjistik etki yaptig1 gosterilmistir (Darvill
ve Albersheim, 1984; Preisig ve Ku¢, 1985; Davis ve ark., 1986; Davis ve Hahlbrock,
1987).

Gene kars1 gen iliskisi sergileyen interaksiyonlarda, konak kiiltiivarlarinin
bazilarma belli patojen irklarmin spesifitesini yansitan “spesifik elisitorleri”

tanimlamak icin cesitli denemeler yapilmistir (Flor, 1971). “Spesifik -elisitor”
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raporlarmin ¢okluguna ragmen (Keen ve ark., 1989) ¢ok az1 izole edilmis ve karakterize
edilmistir. Infekte yapraklarin interseliiler yikama sivisindan Cladosporium fulvum’ un
28 amino asitten ibaret bir peptiti izole edilmistir ve Cf9 rezistans geni tasiyan domates
kiiltiivarlarinda nekrozisin irk/kiiltiivar-spesifik bir elisitorii oldugu gosterilmistir
(Schottens-Toma ve De Wit, 1988). Spesifik elisitorlerin diger Ornekleri Keen ve
Dawson (1992) tarafindan tartisilmistir.

Bitki-patojen interaksiyonlarinda hicbiri wrk/kiiltiivar spesifitesi gostermeyen,
diger birgok elisitdr tipi tanimlanmistir. Bunlar genel rezistansa katilan “genel
elisitorler” dir. Biyotik elisitorler, fungal hiicre duvari veya bitki hiicre duvarindaki
karbonhidratlar, lipidler, mikrobiyal enzimler, polipeptitler veya glikoproteinleri
icerirler. Abiyotik elisitorler, bilesiklerin farkli bir grubunu teskil eder (Grisebach ve
Ebel, 1978).

Karbonhidrat temelli elisitorlerin 3 6nemli tipi tanimlanmistir. Fungal hiicre
duvarlarindan, B-glukanlar ve kitin veya kitosan fragmentleri (oligo-1,4-B-N-asetil
glukozamin veya oligo-1,4-B-glukozamin) ve bitki hiicre duvarlarindan, oligo-1,4-
o—galakturonidler. Baz1 arastirmacilar bitkilerin, savunma yanitlarinin ekspresyonunu
diizenleyen, oligosakkarite-bagli bir haberlesme sistemine sahip olduklarini ileri
stirmiislerdir (Darvill ve Albersheim, 1984; Ryan, 1988).

Kitosanin ¢esitli bitkilerde savunma yanitlarin1 uyardig1 gosterilmistir (Ebel ve
Scheel, 1992; Aki ve Tiirkan, 2000). Yapilan bir arastirmada kitosan uygulamasinin
kabak (Cucurbita pepo L.) ve fasulye (Phaseolus vulgaris L.)’de peroksidaz degisimleri
tizerindeki etkileri incelenmis ve kitosan uygulamasinin peroksidaz aktivitesini arttirdigi
ve bitkilerin savunma sistemlerini uyardigi saptanmistir (Ak1 ve Tiirkan, 2000).

Kavunda kismi asit hidroliziyle kitinden salinan kitin fragmentleri tarafindan
kitinaz aktivitesindeki artiglar uyarilir (Roby ve ark., 1987). Soya ve maydanozda
fungal orijinli fitoaleksin elisitorleri ve oligogalaktronidler arasinda sinerjistik etkiler
gozlenmigtir (Darvill ve Albersheim, 1984; Davis ve ark., 1986; Davis ve Hahlbrock,
1987).

Ay zamanda protein elisitorler de tanimlanmustir. {1k olarak Cruickshank ve
Perin (1968) tarafindan Monilia fructicola’ dan Monilicolin A adi verilen elisitor izole
edilmistir. Bu elisitoriin, bu fungus i¢in bir konak bitki olmayan fastilyede phaseollin’ in

birikimini uyardigr bulunmustur. P. parasitica var. nicotianae’ den ekstraseliiler bir
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glikoproteinin, tiitlin kallusunda seskiterpenoid fitoaleksini capsidiol’ iin birikmesine

neden oldugu bulunmustur (Farmer ve Helgeson, 1987).

1.3.2.4. indiiklenmis Yapisal Savunmalar

Konak bitkinin yiizeysel ve internal savunma yapilarinin olusmasina ragmen,
cogu patojen konagina penetre olmaya ve cesitli derecelerde infeksiyon olusturmaya
ugrasir. Patojen penetre olduktan sonra bile savunma yapilar1 olusur. Bununla beraber
bitkiler genellikle daha ileri patojen istilasindan korunmada az yada c¢ok basarili, bir
veya birden fazla yapi olusturarak yanit verir. Bazi savunma yapilar1 sitoplazmayi
kapsayarak olusur ve “Sitoplazmik Savunma Reaksiyonu” olarak adlandirilir. Digerleri
istila edilen hiicrelerin duvarlarini kapsar ve “Hiicre Duvar1 Savunma Yapilar1” olarak
adlandirilir. Bazilar1 da patojenin Oniindeki dokular1 kapsar ve “Histolojik Savunma
Yapilar1” olarak adlandirilir. Son olarak, istila edilmig hiicrenin 6limii bitkiyi daha ileri
patojen istilasindan koruyabilir ve bu savunma, hipersensitif veya nekrotik savunma

reaksiyonu olarak adlandirilir (Agrios, 1997).

1.3.2.5. Hipersensitif Yanit (HR, Nekrotik Savunma Reaksiyonu)

Bitkiler, savunma yanitlarinin indiiklenmesi suretiyle bir kisim patojen
saldirilarina basarili bir sekilde direnirler. Patojenlerle savasmak ic¢in bitki tarafindan
kullanilan savunma yanitlarindan biri hipersensitif yanmit’tir. Hipersensitif yanit
infeksiyon bolgesi etrafinda bitki hiicrelerinin nekrozuna neden olarak infeksiyonun
bitki boyunca yayilmasinin sinirlanmasini saglar. Hipersensitif yanit, infeksiyonun
lokalizasyonu yaninda sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR) olarak bilinen bir olay1
da tetikler (Tiryaki ve Tunaz, 2004).

Hipersensitif yanit, bir yapisal savunma mekanizmasindan ziyade,
biyokimyasal savunma mekanizmasi1 olarak diisiiniilmektedir. Pek ¢ok konak-patojen
kombinasyonunda, patojen hiicreyle temas kurar kurmaz niikleus patojene dogru hareket
eder ve hemen onu pargalar. Ayn1 zamanda kahverengi, re¢ineye benzer graniiller ilk
once patojenin penetre oldugu noktanin etrafinda ve daha sonra sitoplazmanin her
yerinde olusur. Bitki hiicresinin sitoplazmasindaki kahverengilesme devam eder ve 6liim
baslar, saldiran hifler dejenere olmaya baglar. Pek ¢cok durumda hif bdyle hiicrelerin
disinda biiyliyemez ve daha ileri istila durdurulur. Yapraklarda bakteriyel

infeksiyonlarda, hipersensitif yanit bakteriyle kontaga ge¢mis hiicrelerin membranlarinin
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yikilmasiyla sonuglanir. Yani bakteri saldirisina ugrayan yaprak dokularinda nekroz ve
kuruma meydana gelir (Agrios, 1997).

Nekrotik veya hipersensitif savunma tipi oldukca yaygindir, 6zellikle obligat
fungal parazitler, viriisler, bakteriler ve nematodlar tarafindan olusturulan hastaliklarda
goriiliir. Agikgasi nekrotik doku, patojeni sadece beslenmesi i¢in bagimli oldugu canl
maddeden ayirmaz, onlarin agliktan 6lmesine neden olur. Ancak daha 6nemli olarak
patojeni etkisiz hale getirmek i¢in antimikrobiyal bilesikler ve cesitli biyokimyasal
hiicre yamitlar1 artar. Invazyondan sonra konak hiicreleri daha hizli 6liir, bitkinin bu

sekilde infeksiyona daha direngli oldugu goriilmektedir (Agrios, 1997).

1.3.2.6. Saldinnya Ugramis Konak Hiicrelerinde Antimikrobiyal
Bilesiklerin Uretimi

1.3.2.6.1. PR Proteinleri (Pathogenesis-related Proteins/ Patojeniteyle
Tlgili Proteinler)

Patojeniteyle ilgili proteinler, PR Proteinleri olarak adlandirilirlar ve bitkiyi
istila eden fungal patojenlere toksik etkili, bitki proteinlerinin yapisal olarak farkli bir
grubudur. PR proteinleri, saglikli bitkilerde yaygin olarak eser miktarlarda bulunurlar
fakat yaralanma, stres, elisitorlerle muamele veya patojen saldirisinin ardindan ¢ok
yiiksek konsantrasyonlarda iiretilirler. Bu etmenler PR proteinlerini kodlayan bir dizi
genin transkripsiyonunu indiikler (Agrios, 1997). PR Proteinleri bitkilerde viriisler,
viroidler, funguslar veya bakteriler ile infeksiyon ile birikirler (De Wit ve Bakker, 1980;
Gianinazzi ve ark., 1980; Ahl ve ark., 1981; Camacho Henriquez ve Sédnger, 1982).
Boyle proteinler ilk kez Tiitlin Mozaik Viriisine (TMV) hipersensitif yanit gosteren
tiitlin yapraklarinda kesfedilmistir (Van Loon ve Van Kammen, 1970) ve sonra ¢esitli
kosullar altindaki bir¢ok bitki tiirlerinde bulunmustur (Van Loon, 1985).

Bu PR proteinleri ortak ayirt edici dzelliklere sahiptir. Ornegin, diisiik pH’ta
secici olarak ekstrakte edilebilirler (Van Loon, 1976), proteolitik enzimlere yiiksek
oranda rezistanttirlar (Pierpoint ve ark., 1981) ve dogal poliakrilamid jelde elektroforez
ile ¢oziilebilirler. Onlar baskin olarak interseliiler alanlarda kesfedilmistir (Parent ve
Asselin, 1984; Carr ve ark., 1987).

PR proteinlerinin degisik tipleri, cesitli bitkilerden izole edilmistir (Agrios,
1997). Nicotiana tabacum’ da 10 6nemli asidik PR proteini saflagtirilmis ve karakterize
edilmistir (Van Loon, 1982; Jamet ve Fritig, 1986; Pierpoint, 1986) ve PR-1a, -1b, -1c, -
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2, -N, -0, -P, -Q, -R ve -S olarak adlandirilmistir. PR-1a, -1b ve -1c proteinlerinin
sentezinin mRNA seviyesinde diizenlendigi gosterilmistir (Hooft van Huijsduijnen ve
ark., 1986). Farkli bitki organlari, 6rnegin yapraklar, tohumlar ve kokler farkli PR
proteini setlerini iiretebilir (Agrios, 1997).

Cesitli PR proteini gruplart fonksiyonlarina, serolojik iliskilerine, amino asit
sekansina, molekiil agirhigina ve diger belli 6zelliklerine gore smiflandirilmistir. PR
proteinleri ya fazlasiyla asidik veya fazlasiyla baziktir ve bundan dolay1 yiiksek
derecede c¢oziilebilir ve reaktiftir. Iyi bilinen PR proteinleri; PRI proteinleri,
B -1,3-glukanazlar, kitinazlar, lizozimler, PR4 proteinleri, taumatin benzeri proteinler,
ozmotin benzeri proteinler, sistince zengin proteinler, glisince zengin proteinler,
proteinaz inhibitorleri, proteinazlar, kitosanazlar ve peroksidazlar’ dir. Cesitli konak
bitkilerde genelde her PR proteininin ¢esitli izoformlar1 vardir (Agrios, 1997).

PR proteinlerinin 6nemi, giicli antifungal ve diger antimikrobiyal
aktivitelerinden dolayidir. Onlarin bazilar1 spor olusumu ve germinasyonu inhibe
ederken, digerleri konak hiicre duvarinin kuvvetlendirilmesi ile iligkilidir. Baz1t PR
proteinleri, 6rnegin B-1,3-glukanaz ve kitinaz, ¢esitli bitki patojeni funguslarin hiicre
duvarlarinin kitin destekli yapilarina dogru yayilir ve etki eder, oysa lizozimler
bakteriyel hiicre duvarlarinin glukozamin ve muramik asit bilesiklerini pargalarlar

(Agrios, 1997).

1.3.2.6.2. Fitoaleksinler

Fitoaleksinler, bitkilerde fitopatojenik mikroorganizmalarin c¢esitli tipleri
tarafindan stimiilasyondan sonra veya kimyasal ve mekanik hasarlanmadan sonra
Oonemli miktarlarda sentezlenen ve biriken, diisiik molekiiler agirlikli, toksik
antimikrobiyal bilesikler olarak tanimlanirlar (Paxton, 1981; Agrios, 1997).
Fitoaleksinler, yiiksek bitkilerin yapisal olarak kompleks dogal bilesikleridir ve
fenilpropanoidler, isoprenoidler ve asetilenler baskindir (Bailey ve Mansfield, 1982).
Fitoaleksinler, dogal iirlinlerin g¢esitli siniflarina ait bilesiklerin kimyasal olarak
heterojen bir grubunu teskil eder. Izoflavanoidler, seskiterpenler, diterpenler,
poliasetilenler, dihidrofenantrenler, stilbenler ve diger bilesik siniflarini igeren ve iyi
bilinen ¢ok sayida fitoaleksin vardir (Oba ve ark., 1976).

Genelde belirli bir bitki familyasi, dogal bilesiklerin 2 veya 3 smifindan

fazlasina ait olmayan fitoaleksinler iiretir. Bir familya ve ayni1 zamanda bir tiir i¢inde
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kimyasal farkliliga ornekler; baklada (Vicia faba, Fabaceae) bir furanoasetilen olan
wyerone acid ve bir izoflavonoid olan medicarpin olusumu (Hargreaves ve ark., 1977).
Domateste (Lycopersicon esculentum, Solanaceae) bir poliasetilen olan falcarinol ve
falcarindiol ve bir seskiterpen olan rishitin olusumu (De Wit ve Kodde, 1981).

Fitoaleksinlerin biyolojik aktivitesi, biyoanalizlerin farkli tipleri kullanilarak in
vitro da ayrintili olarak ¢alisilmistir (Smith, 1982). Genelde fitoaleksinler, funguslara,
bakterilere, yiiksek bitkilerin hiicrelerine ve ayni zamanda hayvan hiicrelerine de
toksiktir. Biostatik 6zellikler oldugu gibi biosidal 6zellikler de incelenmistir. Fungus ve
bakterilerin biiyiimesinin inhibisyonu i¢in etkili dozlar 10™*-10° M biyiiklik sirast
icinde daha yiiksek veya daha diisiiktiir. BOyle konsantrasyonlar, infekte bitki
dokularinda kendiliginden birikebilir. Bireysel patojenler belli bir fitoaleksine farkli
duyarhilik gosterebilirler. Fitoaleksinlerin biiytlik yap1 cesitliligine bakilirsa, tek bir etki
mekanizmas1 olmas1 miimkiin degildir. Fitoaleksinlerin, membran biitiinliigiinii bozarak
membranla iligkili ¢esitli proseslerin fonksiyon kaybina neden olan toksikantlar oldugu
ileri striilmiigtiir (Smith, 1982). Bu gorlis soya fitoaleksini glycinol’lin etki sekli
lizerinde yapilan galigmalarla desteklenmistir (Weinstein ve ark., 1981; Weinstein ve
Albersheim, 1983).

Fitoaleksinler, uyumlu (compatible) biotrofik infeksiyon sirasinda
tiretilmezler. Fitoaleksinler, hem dayanikli hem de hassas nekrotik dokular etrafinda
birikirler. Direng, bir veya daha fazla fitoaleksin patojen gelisimini sinirlamaya yetecek
konsantrasyona ulastigi zaman meydana gelir. En ¢ok bilinen fitoaleksinler, bitkilere
patojen olan funguslarin biiylimesini inhibe ederken, bazilar1 ayni zamanda bakteri,
nematod ve diger organizmalara toksiktir. 30’ dan fazla familyaya mensup bitkilerden,
fitoaleksin benzeri 6zellikler gosteren 300’ den fazla kimyasal izole edilmistir. Bir
familyanin bitkileri tarafindan {iretilen fitoaleksinlerin kimyasal 6zellikleri genellikle
olduk¢a benzerdir. Ornegin; cogu Fabaceae iiyesinde fitoaleksinler izoflavanoidlerken,
Solanaceae’ de terpenoidler vardir. Cogu fitoaleksin, funguslar tarafindan olusturulan
infeksiyona yanitta tretilir fakat birkag bakteri, virlis ve nematodun da fitoaleksin
tiretimini indiikledigi gosterilmistir (Agrios, 1997).

Daha 1iyi calisilan fitoaleksinlerin bazilari, fasiilyede phaseolin, bezelyede
pisatin, soya fasiilyesi, alfalfa ve yoncada glyceolin, patates, pamuk ve gossypol’ de
rishitin ve biberde capsidiol’ diir. Fitoaleksin {iretimi ve birikimi yaralanmis veya

infekte olmus hiicrelerin etrafindaki saglikli bitki hiicrelerinde meydana gelir. Hasar
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gormiis hiicreler tarafindan salinan ve iiretilen alarm bilesikleri tarafindan uyarilirlar ve
komsu saglikli hiicrelerin i¢ine yayilirlar. Cogu fitoaleksin elisitorleri, genellikle yiiksek
molekiil agirlikli bilesiklerdir ve glukanlar, kitosan, glikoproteinler ve polisakkaritler
gibi fungal hiicre duvar 6geleridir. Elisitor molekiiller konak bitki enzimleri tarafindan
fungal hiicre duvarindan salinirlar. Boyle pek ¢ok elisitér nonspesifiktir yani patojenin
hem uyumlu hem de uyumsuz irklarinin her ikisinde de bulunurlar ve bitki kiiltiivari
hesaba katilmadan fitoaleksin birikimini indiiklerler. Her ne kadar ¢ogu fitoaleksin
elisitorlerinin patojen orjinli oldugu diisiiniilse de, baz1 elisitorler 6rnegin galakturonik
asit oligomerleri infeksiyona yanitta bitki hiicreleri tarafindan iiretilir veya patojenin
hiicre duvarn parcalayict enzimleri tarafindan kismen yikilmasindan sonra bitki hiicre
duvarlarindan salinirlar. Bir patojen tarafindan infeksiyonun ardindan, hassas bir
konakta fitoaleksin olusumunun, bazen patojen tarafindan iiretilen supresér molekiiller
tarafindan Onlendigi goriiliir. Supresorlerin glukanlar, glikoproteinler veya patojen

tarafindan tiretilen toksinlerin biri olabilecegi diisiiniilmektedir (Agrios, 1997).

1.4. BITKILERDE SISTEMIK UYARILMIS DAYANIKLILIK

19. yiizyilin baglarinda bilim diinyasina yeni bir goriis sunulmus ve kabul
edilmis normlar alt list etmistir. Her ne kadar gecerli bilimsel verilere dayansa da ilk
etapta dnemsenmemis veya yanhs oldugu diisiiniilmiistiir. Ilk defa Chester tarafindan
rapor edilen bu goriis, bitkilerin dogal savunma mekanizmasinin bir diirtii yardimiyla
uyarildiginda patojenlere karsi bir direng uyarildigini ve bdylece bitkilerin kendilerini
patojen saldirilarindan korudugunu soyliiyordu (Ku¢, 2000).

Tesvik edilmis dayaniklilikla ilgili gézlemler ilk olarak 1933 yilinda Chester
tarafindan yaymnlanmistir ve 1959 yilinda Ku¢ ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
arastirmalar sonucu bu konu hakkinda daha ¢ok bilgi edinilmistir. Loebenstein (1963)
ve Ross (1966) yaptiklar1 caligmalarla katkida bulunmuslardir.

1950-1960°11 yillarda tiniversitelerde ytiriitiilen ¢alismalar merakla izlenmis ve
hep bir seylerin yanlis oldugu diislintilmiistiir. Bu sebepten teorikte elde edilen bulgular
yeteri kadar pratige aktarilamamistir. Fakat sonralart SAR’ 1n Onemi hastalik
kontroliindeki potansiyeli sayesinde daha iyi kavranmistir ve kullanimi giinden giine

artmaktadir (Tosun ve Ergiin, 2002)
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1.4.1. ISR (indiiklenmis Sistemik Rezistans)’ nin Karakterizasyonu

Pek cok birbirine benzemeyen ajan tarafindan ISR uyarilabilir. Ornegin
mikroorganizmalar, lokal bir infeksiyon, mikrobiyal bilesiklerle muamele, bazi
herbisitleri de igeren yapisal olarak birbirine benzemeyen inorganik ve organik
bilesikler gibi (Strobel ve Ku¢, 1995; Fought ve Ku¢, 1996). ISR’ yi uyaran ajanin
ne oldugu degil ne yaptigiyla ilgili olarak aktivite gosterdigi agiktir.

Indiikleyici ajanlarin aktivitesi antimikrobiyal aktiviteye sahip olusundan veya
kendiliginden antimikrobiyal ajanlara degisme yeteneginden dolay1 degildir. Bununla
beraber antimikrobiyal ajanlar da rezistans indiikleyebilir. Dayanikli olan bitkilerde bu
siire¢ aktiftir. Rezistansa yardim eden bilesikler sentezlenir ve birikir, boylece bitki
infeksiyondan sonra hizlica daha ileri yanitlar olusturur (Ku¢, 1993, 1995a,b, 1997,
1999; Kessmann ve ark.,1994; Sticher ve ark., 1997; Hutcheson, 1998; Van Loon ve
ark., 1998). Bilesiklerin bazilar1 direkt olarak antimikrobiyal etkiliyken bazilar1 da
patojenin gelisimini siirlar. ISR’ yi baslatan bir bilesik (ya da bilesikler), sentez veya
salimim i¢in uygun bir sinyal alinana kadar bitki tarafindan sentezlenemez veya
salinamaz.

Rezistansin agikea tarif edilmis en az 6 tipi vardir:
1. Parazit-spesifik
Kiiltiivar-spesifik
Organ-spesifik
Non host (temel)
Yas ile ilgili
Indiiklenmis (lokalize ve sistemik) (Heath, 1996).

A

Kiiltiivar-spesifik rezistansin, bir patojen iriinii veya patojen tarafindan
indiiklenmis triin ile bir bitki reseptorli arasindaki interaksiyon tarafindan baglatildig
ileri siirtilmiistiir. Bu interaksiyon, bir ana metabolik anahtar1 diizenler ve bu anahtarin
acilmasi, varsayilan savunma bilesiklerinin sentez / birikimini saglar (Ku¢, 2000).

Hassas bir bitki-patojen interaksiyonunda bitki yanitlari, yanitin ortaya ¢ikma
zamani hari¢ tutulursa, genellikle nitelik olarak benzer sekilde ortaya ¢ikar. Hassas
interaksiyonlarda  savunma  bilesikleri  genelde  kantitatif olarak  direncli
interaksiyonlardakinden daha yiiksektir (Ku¢, 2000).

Bir oksidatif patlama, muhtemelen ISR’ nin indiiksiyonu i¢in énemlidir fakat

bu ayni zamanda bitkinin yaygin olarak hasara neden olan oksidatif ajanlar ile basa
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ctkmasina yardimer olur. ISR muhtemelen, patojenler tarafindan neden olunan hasara
kars1 (oksidatif, hidrolitik) patojenin gelisimini inhibe ederek koruma saglar. Ayrica
oksidantlar, bazi herbisitler ve agir metaller tarafindan neden olunan hasara kars1 da
koruma saglar. Bir oksidatif patlama sonucu olusan {irlinler ayn1 zamanda antifungal
olabilirler (Peng ve Kué, 1992). ISR’ de reaktif oksijen tiirleri ve bir oksidatif
patlamanin 6nemi ve iliskileri giinlimiizde yeniden incelenmistir (Lamb ve Dixon, 1997,

Kiraly, 1998).

1.4.2. ISR (indiiklenmis Sistemik Rezistans)’ nin Spesifitesi

Her ne kadar ISR etkililik i¢in diisiik spesifiteye sahipse de bazi spesifiteleri
aciktir. ISR funguslara kars1 en fazla, bakterilere kars1 daha az ve sistemik viriislere
kars1 en az etkilidir. ISR indiikleyen bazi kimyasal ajanlar bazi hastaliklara karsi
digerlerinden daha etkilidir. Bu onlarin, multi-komponent rezistans yanitinin farkl
bilesikleri {izerine farkl etkileri ile aciklanabilir. Biitiin savunma bilesikleri, patojenlere
kars1 esit derecede etkili degildir. Hiicre duvarlarinda kitin igermeyen Oomycetes
tiyelerine karsi, bir savunma bilesigi olarak kitinaza bir rol yiiklemek, her ne kadar
boyle bir fungus kitinaz aktivitesini uyarsa da zordur. Benzer sekilde, bazi viriisler
klasik savunma bilesiklerinin (fitoaleksinler, kitinaz, 1,3-glukanaz) birikimini
uyarirlar. ISR’ nin non-spesifitesi i¢in daha ileri kanitlar Strobel ve Kué (1995)

tarafindan saglanmigtir.

1.4.3. Patojenlere Karsi Bitkinin Immiinizasyonu

Insan ve hayvanlarda patojenlere karsi savunmalar, dogal veya yapay
immiinizasyon tarafindan aktive edilir. Yani patojenle subminimal dogal bir infeksiyon
saglanir veya patojen proteinleri yada diger antijenik bilesiklerin yapay olarak
enjeksiyonu yapilir. Her iki olay da patojene karsi antikorlarin (antibody) iiretimiyle
sonuclanir, bdylece insan veya hayvanin, patojenin sonraki herhangi bir saldirisindan
korunmasi saglanmis olur (immiinite). Bitkiler elbette insanlar ve hayvanlarinkine
benzer bir immiin sisteme sahip degillerdir yani antikor iiretemezler. Ilk olarak
1990’larda bitkilerin genomuna yabanci genler eklenerek transgenik bitkiler tiretilmistir.
Ornegin belli bitki patojenlerine karsi antikor iiretebilen fare genleri gibi. Boyle
antikorlar hayvan genleri tarafindan kodlanir fakat bitki tarafindan {retilir ve

plantibody’ ler olarak adlandirilir. Belli bitki patojenlerine karsi plantibodyler olarak
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adlandirilan antikorlar iiretmek i¢in bitkiler boyle islemlere tabi tutulmalarina ragmen
heniiz bu plantibodylerin patojen tarafindan hastalandirilmaktan bitkiyi etkili olarak
koruyup korumadig: bilinmiyor. Daha 6nce de sdylendigi gibi bitkiler patojenlere karsi
dogal olarak antikor iiretemez. Ve onlarin biyokimyasal savunmalarinin ¢ogu saldiran
bir patojenden gonderilen bazi sinyaller tarafindan harekete gegirilene kadar inaktiftir.
Bir¢ok yildir bilinmektedir ki bitkiler bir patojen tarafindan infeksiyona yanitta veya
belli dogal veya sentetik kimyasal bilesiklerle muamelede bir genellesmis direng
gelistirirler (Agrios, 1997).

Indiiklenmis rezistans 6nce patojen veya kimyasalin neden oldugu nekrozis
noktasinin etrafinda lokalize olur ve bu “Lokal Kazanilmis Diren¢” olarak adlandirilir.
Sonra direng sistemik olarak yayilir, bitkinin muamele gérmemis kisimlarina dogru
gelisir ve bu “Sistemik Kazanilmis Diren¢” olarak adlandirilir. Cesitli kimyasal
bilesikler ornegin, salisilik asit, arakidonik asit, 2,6-dikloroizonikotinik asit vb.
bitkilerde doku nekrozisi meydana gelmeyecek seviyelerde lokal ve sistemik rezistans
indiikleyebilirler. Bdyle kimyasallar bitkilerde, kokler boyunca uygulandiginda,
yapraklara spreylendiginde veya govdeye enjekte edildiginde rezistans indiiklemede

etkili olabilirler (Agrios, 1997).

1.4.4. Sistemik Uyarilmis/Kazanilmis Dayaniklhilik (SAR)

Sistemik uyarilmig/kazanilmis dayaniklilik bitkilerde hipersensitif yanitin
ekspresyonunu takiben meydana gelir. Geng bitkilerin lokalize infeksiyonlar1 (6rnegin,
bir fungus Colltotrichum lagenarium, bir bakteri Pseudomonas lachrymans veya bir
viriis Tiitlin Nekroz Virisii ile kabagin infeksiyonu) birkag giinliilk zaman i¢inde en az
13 hastalifa genis-spektrumlu SAR indiiksiyonuna yol acar. Bir infeksiyonun
indiiklenmesi, salataligi test edilmis biitiin patojenlerden 4-6 hafta korur, ilk
infeksiyondan 2-3 hafta sonra ikinci bir inokulasyon yapildiginda, bitki test edilmis
biitiin patojenlere karsi mevsim boyunca diren¢ kazanir. Bir doyma noktasina ulasana
kadar, indiiklenmis yaprak iizerinde lezyonlarin meydana gelme sayisiyla, sistemik
kazanilmis dayaniklilik derecesi arasinda korelasyon var gibi goriinmektedir (Agrios,
1997).

Bitkide bir biitiin olarak gelistirilen sistemik kazanilmis direng, infekte
olmayan dokularda patojenlerle ilgili bir¢ok genin uyarilmasina onciiliik eden farkli

sinyal akig aglarin1 harekete gecirmek suretiyle bir koruma saglar (Sekil 1.6). SAR’ in
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molekiiler mekanizmasini olusturan patojeniteyle ilgili proteinler ile bunlarin
ekspresyonlar1 ve bu mekanizmada gorev alan salisilik asit ve jasmonat gibi sinyal
molekiillerinin detaylar1 tam anlamiyla bilinememektedir. Ancak tepkiye bagl sinyal
akis aglarinda gorev alan mutant bitkilerin karakterizasyonu, kompleks bir yapiya sahip
olan SAR’ 1n molekiiler mekanizmasin1 kiigliik bilesenlerine ayirarak daha kolay

anlasilabilmesine yardimci olmaktadir (Tiryaki ve Tunaz, 2004)

Sistemik Uyarilmig Dayaniklihk
(SAR)

—»—»—»—»E f:

A

—+ - —+ —

/?l Ninyal

3 bitki boyunca iletilir
Kimyasallar veya mikroor ganizmalar 1
+
FEFFIEFiriiTird

tarafmdan indiiksiyon

Sekil 1.6. Sistemik Uyarilmig/Kazanilmis Dayanikliligin Prensibi (Agrios, 1997).

Bir yaprak belli kimyasallarla veya nekrotik lezyonlara neden olan patojenlerle
muamele edildiginde, bitki boyunca sistemik olarak taginan, savunma mekanizmalarini
aktive eden ve tiim bitkiyi takibeden infeksiyonlara direncli kilan bir sinyal
bilesigi/bilesikleri tiretir (Agrios, 1997).

Sistemik uyarilmis/kazanilmis dayaniklilik, cesitli monokotil ve dikotil
bitkilerde gozlenmistir ancak en ¢ok Cucurbitaceae, Solanaceae, Fabaceae ve Poaceae
tiyelerinde calisilmistir. Bir patojen ile infekte olmus bitkilerin, takip eden baska patojen
infeksiyonlarina kars1 daha direngli oldugu ile ilgili ve ayn1 zamanda bitkilerin erken
biiylime asamasinda iken bir patojen ile inokule edilmesi durumunda o patojene direng
gelistirdikleriyle ilgili pek ¢ok &rnek vardir. Ornegin viriis ile inokule edilmis fasiilye ve
seker pancari, belli obligat fungal patojenlerin infeksiyonlarina karsi, viriis inokule

edilmemis olanlardan daha biiyiik bir rezistans sergiler. Tiitlinde TMV (Tiitiin Mozaik
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Viriisii) sadece kendisine karst degil aymi zamanda benzer olmayan viriislere,
Phytophthora nicotianae gibi funguslara ve Pseudomonas tabaci gibi bakterilere karsi
da bir sistemik rezistans indiikler (Agrios, 1997).

Konak bitkilerin, patojende dogal olarak bulunan bilesikler ile muamelesi
patojenlere rezistans indiikler. Bunlara 6rnek olarak TMV’ niin protein kilifi, bir
bakteriden (Pseudomonas solanacearum) alinan bir glikoprotein fraksiyon, bir
fungustan (Phytophthora infestans) alinan bir lipid komponent, bir fungustan alinan
kitosan gibi bir polisakkarit gosterilebilir (Agrios, 1997).

Sistemik kazanilmig dayaniklilik, SAR genleri olarak bilinen en az 9 gen
ailesinin, inokule edilmis bitkilerin infekte olmamis yapraklarinda esit derecede
indiiksiyonuyla karakterize edilir. Cesitli SAR geni tiriinleri, 6rnegin B-1,3-glukanazlar,
kitinazlar, thaumatinle ilgili sisteince zengin proteinler ve PR-1 proteinleri ya direkt
olarak antimikrobiyal aktiviteye sahiptir veya antimikrobiyal protein siniflariyla yakin
olarak iligkilidir. SAR geni setleri, bitki tiiriine gore degisken olarak indiiklenirler. Bazi
konak-patojen sistemlerinde SAR, gii¢lii antimikrobiyal aktivite gOsteren yag asidi
tirevlerinin iiretimine Onciilik eden peroksidaz ve lipoksigenaz aktivitelerinin

uyarilmasiyla karakterize edilir (Agrios, 1997).

1.5. EKSOJEN KIMYASAL UYGULAMALARI

Salatalikta diren¢ uyarilmasi i¢in eksojen kimyasal kullantminin uzun bir
geemisi vardir. 1963’ te Hijwegen , vanAndel (1958)’ in Onceki calismasini teyit
etmistir. Hassas salatalik fidelerinin fenilserin ile muamelesi, fidelerin C. cucumerinum’
a kars1 korunmasinda sonu¢ vermistir. Mills ve Wood (1984) salatalik bitkilerinin
salisilik, asetilsalisilik ve poliakrilik asitlerle 6n muamelesinin, C. lagenarium ile
takibeden infeksiyona lokal ve daha az kapsamli olarak ta sistemik direng indiikledigini
bulmuslardir. Eksojen salisilik asit uygulamasi ayni zamanda mildiyd etmeni
Pseudoperonospora cubensis’ e karsi direng indiiklemede de efektiftir (Okuno ve ark.,
1991). Biiylime diizenleyiciler de kazanilmis dayaniklilikta rol oynayabilir. Mills ve
arkadaglar1 (1986), sentetik sitokinin ve 6-benzilaminopiirin uygulamasinin, C.
lagenarium’ a rezistans indiikledigini bulmuslardir. Ayrica direng indiikleyen sentetik
kimyasallar da rapor edilmistir. Nikotinik asit tiirevi 2,6-dikloroizonikotinik asit (INA)
uygulamasinin  C. lagenarium ve P.s. lachrymans infeksiyonlarina karsi direng

indiikledigi rapor edilmistir (Métraux ve ark., 1991).
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Dean ve Ku¢ (1986) inokulasyondan sonra hergiin C. lagenarium ile infekte
olmus yapraklardan almiglardir. Bu prosediir ile, sinyal translokasyonunun,
inokulasyondan sonraki 72. saat civarinda meydana geldigini bulmuslardir. Bu
aragtiricilar asilama deneylerini kullanarak, sinyal iletimi i¢in fonksiyonel bir floeme

ihtiyac olduguna delil saglamislardir.

Smith ve arkadaslar1 (1991) C. lagenarium’ a sistemik direng ve apoplastik
asidik peroksidazlardaki sistemik artiglarin, P.S. syringae tarafindan segilen HR
tarafindan hizli bir sekilde indiiklenebildigini gostermislerdir. Bu ¢alismada, direng ve
peroksidazlar yapragin inokulasyonunun 24. saati i¢inde sistemik olarak indiiklenmistir.
Dean ve Ku¢ (1986) tarafindan kullanilan yaprak koparma stratejisini kullanarak Smith
ve arkadaslar1 (1991) gostermislerdir ki sistemik ekspresyon i¢in, ilk ger¢ek yapragin
sadece 6 saat siiresince bitki tistiinde kalmasina gerek vardir. Bu, hipersensitif yanitin
goriilebilir bir sekilde ortaya ¢ikmasi igin ilk sarttir fakat agik¢a hipersensitif liime
onciiliikk eden olaylara kadar devam eder. Bdylece Dean ve Ku¢ (1986) ve Smith ve
arkadaslar1 (1991)’ nin ¢alismalartyla agik¢a goriilmektedir ki, inokule yaprak sinyalin
kaynagidir ve sinyal olusumu hiicre Oliimiiniin baslama sathalariyla korelasyon

halindedir.

1.5.1. Bitki Aktivatorleri ve Stimulantlar

Yillardir insanlar tarimsal zararlilar ve bitki hastaliklariyla miicadele
edebilmek i¢in ¢esitli tarimsal savasim yoOntemlerine basvurmuslardir. Bu yontemler
arasinda kiiltiirel 6nlemler, mekaniksel savas, fiziksel savas, karantina Onlemleri,
biyoteknik yontemler, biyolojik savas ve kimyasal savas yer almaktadir. Giiniimiizde
ise, bitkide mevcut olan dogal savunma sisteminin harekete gecirilmesiyle gergeklesen
sistemik kazanilmis dayanikliligin (SAR) devreye girmesi, bitki koruma i¢in yeni bir
teknoloji olusturmaktadir. Bitki koruma icin yeni bir kategori olan SAR reaksiyonu
bitki aktivatorleri sayesinde harekete gecirilerek, hastaliklara karst daha uzun siire
dayaniklilik saglanmaktadir (Tosun ve Ergiin, 2002).

26 Haziran 2002 tarihli Resmi Gazete’de bitki aktivatorlerinin
ruhsatlandirilmasinda istenen bilgi ve belgeler aciklanmistir. Buna gore bitki
aktivatorleri “Bitkilerin dogal savunma sistemlerini aktive eden, besin maddelerinden
daha iyi yararlanmalarini saglayan, stres kosullar1 ve benzeri dis etmen ve etkenlerden

korunmasi i¢in yardimci olan ve/veya verimini ve iiriin kalitesini olumlu yonde
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etkileyen dogal ve/veya kimyasal gii¢clendirici, diren¢ arttirici, toprak yapisini
diizenleyici 6zellikleri olan ve bu 6zelliklerden birini veya birkaginin bir arada tagiyan
maddelerdir” diye tanimlanmistir (Anonymous, 2002).

Bitki aktivatorleri tarimsal savasimda bugiine kadar tercih edilen klasik
miicadele yontemleri disinda yer almakta, patojenlerin dayaniklilik gelistirme riski
oldukga diisiik oldugu i¢in klasik kimyasal kontrol metotlarina nazaran daha ¢ok tercih
edilmekte ve uzun siireli bir koruma saglamaktadir. Fungal, bakteriyel ve viral kaynakl
infeksiyonlara karsi sadece serada degil, tarla kosullarinda da uzun siireli koruma
saglayan bitki aktivatorlerinin diizenli olarak kullanilmasi iirlin artisina sebep
olmaktadir. Bitki aktivatorleri, bitkiye uygulandiktan sonra yeni gelisen tiim bitki
kisimlarin1 hastaliktan korumakta ve bu sayede bitkiler hastaliklara kars1 daha direncli
olmaktadir (Tosun ve Ergiin, 2002). Bitki aktivatorleri ve stimulantlari, ayn1 zamanda
en yaygin kullanilan kimyasal yontemlerin neden oldugu cesitli olumsuzluklari da
azaltarak, uygulamalar1 daha da cazip hale getirmektedir (Topal, 2003).

SAR, hastalik kontroliinde bir tesvik edici vasitasiyla kullanilir. Bitki bir
anlamda silahlandirilir ve bekler. SAR mekanizmasi ii¢c kisma ayrilarak incelenebilir.
Ik olarak bir tesvik edici uygulanir. Bu bir patojen, sentetik kimyasal ve protein gibi
metabolik bir iiriin olabilir. Ikinci olarak, tesvik edici harekete gecer. Son unsur ise
SAR genlerinin aktivasyonundan sonra meydana gelen biyolojik ve sitolojik hiicre
degisiklikleridir (Anonymous, 2000b). Belirli bir ajan tarafindan tesvik edilen sistemin
sonucunda meydana gelen reaksiyon funguslar, bakteriler, viriisler gibi genis organizma
cesitlerine karsi dayaniklilik saglayabilmektedir. SAR reaksiyonu harekete gectikten
sonra birkac hafta devam etmekte ve bu sayede bitki olabilecek saldirilara karsi uzun
stire dayanikli kalmaktadir (Anonymous, 1999a).

Bitki aktivatorlerinin amaglarini soyle siralayabiliriz:

1. Savasimi ¢ok giic olan patojenlere karsi bitkilerin savunma sistemini uyarmak
(Asilama).

2. Fungusit etkililigini arttirmak.

3. Bitkilerde diger mekanizmalarin uyarilmasi ile daha kaliteli ve daha fazla iiriin elde
etmek.

4. Ardisikli kullanim ile daha az pestisit ile daha fazla hastalik kontrolii saglamak.
(Tosun ve Ergiin, 2002).
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Bitki aktivatorlerini karakterize eden 6zellikler ise soyle 6zetlenebilir:
Bilesikler, SAR’ 1n dogal aktivasyonundan sonraki ile ayni biyokimyasal
islemleri sistemik bitki dokularinda tesvik eder.

. Bilesikler, fonksiyonel olmayan SAR sinyal yollarina sahip bitki mutantlarinda
aktif degildir.

Bilesik ve metabolitleri dogrudan antimikrobiyal aktivite gostermezler.

SAR’ 1 aktivasyonu bir ¢ok patojene kars1 genis spektrumlu bir koruma saglar.

. Bitki aktivatorii uygulanan bitkiler, dogal olarak aktive edilmisler ile ayni
spektrumdaki hastaliklara karsi korunur.

Dayanikliligin tam olarak aktif hale gelebilmesi i¢in belli bir siireye ihtiyag
vardir. Bu siire 5-7 giin arasindadir. Dayaniklilik, aktivasyondan sonra birkag
hafta siirebilmektedir. Baz1 kayitlarda SAR’ 1n aktivasyondan sonra uzun bir
stire koruma sagladigi bildirilmektedir.

. Yapilan ¢alismalar bircok proteinin SAR aktivasyonundan sonra biriktigini
gostermistir. Asidik proteinler, temel proteinler burada 6rnek olarak verilebilir.

. Uygulama ve koruma arasinda bir lag (gecikme) siiresi vardir.

. Dayaniklilik agisindan degerlendirildiginde ise SAR, milyonlarca yildir
hastaliklara karsi bitkinin yasamini siirdiirmesi i¢in basarili bir ara¢ olan c¢ok
yonlii bir mekanizma iizerine dayanmaktadir. Bu nedenle de SAR’ a duyarsiz

patojen irklariin gelisimi zayif bir olasiliktir (Anonymous, 2000c).

1.5.2. Salisilik Asitin Rezistans Indiikleyici ve Sinyal Bilesigi Olarak Rolii
SAR i¢in en iyi bilinen tesvik edici salisilik asittir. Salisilik asit bitkiler

tarafindan sentezlenen, aspirinin ana maddesi olan bir bilesiktir ve genellikle

eczacilikta, kozmetik endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Tosun ve Ergiin,

2002). Salisilik asit, SAR i¢in 6nemli rol oynayan bir igsaret molekiiliidiir. Salisilik asit

ile muamele edilen bitkilerde PR proteinleri hiicreler arasina yigilarak etkili hastalik

kontrolii saglamaktadir. Boylece bitkinin dogal savunma mekanizmasi harekete gecerek

hastalik gelisimini azaltmaktadir. Bu mekanizma vazo igindeki ¢igeklere atilan erimis

bir aspirin tableti sayesinde bitkinin kendisini bakteriyel infeksiyonlara karsi nasil daha

uzun siire korudugunu agiklamaktadir (Anonymous, 1997).

Yaralanmis gévde ve petioller floem sivisini kolayca disar1 verir. Métraux ve

arkadaslar1 (1990) salatalikta indiiklenmis rezistans i¢in varsayilan, transloke olan bir
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sinyal iizerine ilk raporu vermislerdir. Bu arastiricilar uyarilmis yapragin tstiindeki
govde internodunda bulunan floem sivisinda mevcut salisilik asit miktarinda artis
oldugunu ve salisilik asitteki artisin indiiklenmis rezistansin ortaya ¢ikmasindan hemen
once meydana geldigini bulmuslardir. Salisilik asitin tiitiin (White, 1979) ve salatalikta
(Mills ve ark.,1986) rezistans indiikleyici etkisi ¢oktan beri bilinmekle birlikte, Métraux
ve arkadaglari (1990)’ nin elde ettigi sonuclar salatalikta salisilik asitin bir sinyal
molekiilii olarak rolii oldugunu desteklemistir.

Salisilik asitin salatalik yaprak ve petiollerine enjeksiyonunun peroksidaz
aktivitesini ve asidik peroksidaz gen ekspresyonunu (Rasmussen ve ark., 1991 )
indiikledigi gibi kitinaz gen ekspresyonunu da (Métraux ve ark., 1989) indiikledigi
bulunmustur.

Salisilik asitin bir sinyal molekiilii olma rolii Rasmussen ve arkadaslar1 (1991)
tarafindan da sorgulanmistir. Bu raporda, ilk ger¢ek yaprak Pseudomonas syringae pv.
syringae ile inokule edilmistir. Bu bakteri sistemik rezistansi hizlica indiikler (Smith ve
ark., 1991). Ayrica bakteriyle inokulasyondan sonra, diisiik seviyede bir sistemik
rezistans meydana gelmesi icin, inokule yapragin sadece 6 saat gibi kisa bir siire bitki
tizerinde kalmasi gerekir.

Sistemik kazanilmis dayamiklilik tetiklemede sinyal transdiiksiyonunun
mekanizmasi hala ¢aligilmaktadir. Salisilik asit, hem hipersensitif yanit hem de sistemik
kazanilmigs dayanikliliga katiliyor gibi goriinmektedir fakat sistemik kazanilmis
dayaniklilig1 uyaran bir sinyal olmayabilir. Salisilik asit primer inokulasyondan sonra
bitkinin floeminde mevcuttur fakat kazanilmis dayanikliligin baglamasindan énce onun
konsantrasyonu PR proteinlerinin indiiksiyonuyla uyumlu seviyededir ve distan salisilik
asit uygulamasi, patojen tarafindan SAR indiiksiyonundan sonra eksprese edilenlerle
ayni SAR geni setlerini aktive eder. Bununla beraber, SAR’ 1n sistemik ekspresyonu
icin salisilik asitten bagka bir sinyalin sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir fakat kazanilmig
rezistans ve gen ekspresyonuna gercek bir sinyalin iletilmesi i¢in salisilik asit mevcut
bulunmalidir (Agrios, 1997).

Distan salisilik asit uygulamasiyla SAR indiiksiyonu, salisilik asit ve diger
kimyasal bilesiklerin bitkilerde cesitli patojenlere kars1 yapay olarak SAR indiiklemede
kullanilip kullanilmayacagi konusunda 6nemli bir soru akla getirmistir. Ne yazikki
digsal olarak uygulanmig salisilik asit bitkide yeterli derecede transloke edilmez ve

ayrica ilave olarak salisilik asit, gerekli olan miktarin ¢ok az iistiindeki seviyelerde bile
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uygulansa siddetli olarak fitotoksik etki gosterir. Bu yilizden salisilik asit hastalik
kontroliinde kullanilmak iizere kullanighh bir soliisyon olarak diistiniilmemektedir

(Agrios, 1997).

1.5.3. Entegre Savasimda Bitki Aktivatorlerinin Rolii

Bitkilerde ¢esitli funguslara (Peronospora tabacina gibi), bakterilere
(Pseudomonas syringae gibi) ve viriislere (TMV gibi) kars1 direng, sentetik bilesiklerin
cesitli tiplerinin bitki icerisine injeksiyonu, yapraklar {izerine spreylenmesi ve kokler
veya petiol boyunca absorbsiyonu yoluyla indiiklenebilir (Agrios, 1997).

Tahillarda kiillemeye (Erysiphe graminis) karsi bitki aktivatorlerinin rolii
incelenmistir. Yapilan caligmalarda bitki aktivatorii uygulanmis ve uygulanmamis
bugday yapraklar1 karsilastirilmis ve kontrol yapraklarinda % 100’ e yakin hastalik
gelisimi meydana gelirken, bu oranin aktivatdre maruz kalmis 6rneklerde oldukca az
oldugu goriilmistiir. Sadece bitki aktivatorii uygulamasi sonucu tahillarda,
uygulamadan sonra birka¢ hafta koruma saglandigi belirtilmistir. Bitki aktivatorii
koruma saglar fakat uygulama sirasinda var olan infeksiyonlar1 kontrol edemez bu
ylizden hastalik baslamadan oOnce uygulama tercih edilmelidir. Ayrica piringte
Pyricularia oryzae’ ye kars1 uygulanan bitki aktivatoriiniin, tahillardakine benzer olarak
uzun slireli bir koruma sagladig: belirtilmistir (Anonymous, 1997).

Tiitlinde 6nemli bir sorun olan Peronospora tabacina’ ya karst Amerika ve
Avrupa’da farkli tiitiin ¢esitlerinde yapilan ¢aligmalar sonucu bitki aktivatoriiniin tek
basina kullanimi durumunda oOnemli bir koruma sagladiglr saptanmistir. Ayrica
Avrupa’da yapilan ¢alismalarda bitki aktivatoriiniin metalaxyl-M ile olan karigiminin
uygulanmast durumunda hastalifin biiyiilk Ol¢lide Onlendigi belirtilmistir. Biber
antraknozuna (Colletotrichum sp.) karsi yapilan c¢alismalar sonucunda bitki
aktivatoriiniin biberde tek basina kullanimi durumunda 6nemli derecede koruma
sagladig1 ancak mancozeb ile olan karistminin uygulanmasi sonucu basarinin daha da
1yi oldugu goriilmistiir (Anonymous, 1997).

Bitki aktivatorii fungal hastaliklar yaninda bakteriyel hastaliklara karsi da
koruma saglamaktadir. Domateste bakteriyel leke (Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria), bakteriyel benek (Pseudomonas syringae pv. tomato) ve mildiydye
(Phytophthora infestans) karsi bitki aktivatoriiniin rolii arastirilmistir.  Yapilan

calismalarda domateste bekteriyel leke hastaligina karsi bitki aktivatoriiniin tek basina
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uygulanmasi oldukga iyi sonug¢ vermistir. Bakteriyel benek ve mildiyé hastaliklarinda
ise bitki aktivatorii+Cu-hydroxide karisimindan oldukga basarili sonuglar elde edilmistir
(Anonymous, 1997).

Seralarda domates ve biber kiillemesi, bakteriyel benek hastaligi gibi cesitli
sebze hastaliklar triinlerde biiyiik kayiplara sebep olmaktadir. Bu hastaliklara karsi
cesitli fungusit uygulamalar1 gergeklesse de bitki aktivatorlerinin  kullanilmasi
patojenlere karsi1 dayaniklili§i artirmaktadir. Bu konuda sera sebzeciligi arastirma
komitesinin domates, biber ve salatalik bitkilerinde yaptig1 ¢aligmalarda hem fitotoksite
gozlemlenmemis hem de hastalik gelisimlerinin azaldig: tespit edilmistir (Anonymous,
1998).

Bitki aktivatOrlerinin Uriin verimine etkilerinden s6z edecek olursak; bitki
aktivatorlerinin tek basina veya fungusitlerle karisim halinde uygulanmasi iiriin
gelisimini saglamaktadir. Ayrica bitki aktivatorlerinin diizenli olarak uygulanmasi {iriin
artisina neden olmaktadir. Ulkemizde kirmizi1 biberde yapilan bir ¢alismada, hastaliksiz
pazarlanabilen iiriin olarak dekara verim ac¢isindan c¢ift¢i kosulunda 1200 kg meyve
aliabilirken CropSet uygulanan parsellerden dekara 2088 kg iiriin elde edilmistir. ISR
2000 uygulanan parsellerden ise 2448 kg kirmizi biber hasat edilmistir (Karavas, 2002).

Yapilan calismalar bitki aktivatorlerinin fungusit kombinasyonlar1 sayesinde
daha etkili olduklarin1 gostermistir. Fungusitler erken hastalik kontrolii saglarken bitki
aktivatorii sonradan devam edecek infeksiyonlara kars1 uzun siireli koruma saglar. Bitki
aktivatorlerini uygulama penceresinin disinda kullanmak zayif bir koruma saglanmasina
neden olmaktadir. Ayrica, uygulama sirasinda bitkide artan bir hastalik diizeyinin
olmas1 da daha diisiik bir korumanin gerceklesmesine neden olmaktadir (Anonymous,
1997).

1.5.4. Diinyadaki Ruhsath Preparatlar

Ilag sirketleri SAR mekanizmasini tesvik eden preparatlar1 piyasaya siirerek
bitkinin dogal savunma mekanizmasinin pratikte de kullanimini saglamiglardir. Bu
tiriinlerden Actigard TM (Novartis), Messenger (Eden Bioscience) ve Apogee (BASF)
pestisit olarak EPA’ da kayitlidir. Acibenzolar-S-Metil lilkemizde metalaxyl ile karisim
olarak tiitiin mildiyosii'ne karst ruhsathidir. Ayrica Humiforte (Inagrosa), Crop-Set
(Improcrop), ISR 2000 (Improcrop), Param-A (Inpla), Apogee (BASF) ve bir¢ok

biokontrol ajanlari tohum ve kok uygulamalari olmak iizere SAR aktivatorii olarak
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gelistirilmistir. Bitki aktivatorleri ¢ogunlukla suda ¢oziinen graniil (WG) olarak formiile

edilmistir (Anonymous, 2000¢).

1.5.5. Cahismamizda Kullandigimiz Preparatlar Hakkinda Bilgiler

1.5.5.1. Messenger

1.5.5.1.1. Harpin Proteinin Kesfi

30 yildan beri bilim adamlar1 bitkilerin patojenleri nasil tanidig1 ve o6zellikle
bitki savunma sistemleri iizerinde g¢alismalar yapmaktadir (Agrios, 1997). Boyle bir
arastirma 1990’ larda Cornell Universitesinde yiiriitiilmiistiir. Cornell Universitesi’ndeki
arastirmanin temel amaci, hastalik gelisimi i¢in gerekli olan konak bitkiler ile konak
olmayan bitkilerde, HR elisitasyonundan sorumlu olan spesifik bir bakteriyel proteini
tanimlamakti. Hedef proteinin “hypersensitive yanit ve patojenite (hrp)” gen kiimesi
olarak adlandirilan bir grup gen tarafindan kodlandigi biliniyordu. Bu arastirma Dr.
Steven Beer’ in laboratuvarinda, Dr. Zhong-min Wei tarafindan tamamlanmistir. Bilim
adamlar1 Ates Yanikligi etmeni Erwinia amylovora’ nin genis spektrumda HR uyaran
bir protein saldigini kesfetmislerdir (Wei ve ark., 1992). HR’ nin molekiiler temelleri
bilinmemektedir fakat bakterilerle fizyolojik ve genetik gézlemler sonucu dnerilmistir
ki, konak olmayanlarda HR uyaran faktér ayn1 zamanda konaklarda patojenite igin
gereklidir (Klement, 1982; Willis ve ark., 1991). Bu faktoriin {iretimi hrp genleri
tarafindan kontrol edilir, bu genler bitki patojeni bakterilerin pek ¢ok tiirii arasinda
yliksek oranda korunmustur (Willis ve ark., 1991). Hrp genlerinin fonksiyonel gruplari
Erwinia amylovora ve Pseudomonas syringae’ den klonlanmistir ve non-patojenik
bakterilerin, tiitin ve diger bitki yapraklarinin interseliller alanlarina bakteri
siispansiyonunun infiltrasyonundan sonra HR ortaya c¢ikarma yetenegi oldugu
gosterilmistir (Beer, 1989, 1991). Erwinia amylovora’ dan izole edilen HR-elisitorii
protein i¢in hrpN genindeki harflere tekabiil eden “Harpin” ismi ve hrpN geninin de bu
elisitorli kodlayan gen oldugu oOnerilmistir (Wei ve ark., 1992). Harpin, bitki patojeni
olan bazi bakteri tiirlerinde dogal olarak mevcut olan bakteriyel bir proteindir ve pek
cok bakteri tiirlinden elde edilmis boyle gen ve proteinlerin ilk 6rnegidir (Anonymous,
2000a). Bu calisma 1992 yilinda Science dergisinde bir makalede “Bitki Patojeni
Erwinia amylovora tarafindan iretilen HR elisitorii Harpin” adiyla yaymnlanmistir. O

zamandan beri tarim alaninda calisan bilim adamlar1 harpin proteinlerin, hastaliklara
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karst savunmada bitki savunma genlerinin ekspresyonunu aktive ettigini ve ayni
zamanda bu proteinlerin bitki biiylime sistemlerini aktive etmede rol oynadiklarini rapor

etmislerdir (Kropp ve ark., 2001).

1.5.5.1.2. Harpin’ in Fiziksel Ozellikleri

Harping, olarak adlandirilan bu elisitor, asidik, 1s1ya dayanikli, glisince zengin,
suda coziinebilen, hiicre zariyla iligkili (ekstraseliiler) bir protein olarak karakterize
edilmistir. Yaklasik olarak 44 kilodalton molekiil agirligmma sahip olup 403 amino
asitten olusmus ve sistin igermemektedir (Wei ve ark., 1992; Kropp ve ark., 2001).
Erwinia amylovora harpin proteininin 6zellikleri, 1963’te  bakterilerin HR
uyarabildiginin kesfinden sonra yapilan ¢esitli fizyolojik gozlemlerle tutarlilik

gostermektedir (Klement, 1963; Farkas ve Lovrekovich, 1964).

1.5.5.1.3. Ticari Bir Uriin Olarak Harpinin Gelisimi

Ilk olarak tanimlanmasindan sonra harpin hakkindaki ilk &nemli bulgu,
saflastirilmis harpin proteinin bitki igerisine enjeksiyonunun, sonraki bir patojen
saldirisina karsi bitkiye diren¢ kazandirmasiydi. Ozellikle, bitkinin birka¢ yapragina
harpin enjeksiyonu, enjekte edilmemis yapraklarda da patojen saldirisina direngte sonug
vermistir. Bu sonug¢ gostermistir ki harpin, SAR® 1 aktive edebilir. Potansiyel olarak
biiyilk tarimsal degeri olabilecek harpinin yeteneklerine ragmen, bitki savunma
yanitlarinin aktivasyonunu enjeksiyon yoluyla saglamasinin, dnceleri harpinin pratik
tarimsal uygulamasinin gelisimine agikca bir sinirlama getirecegi diisiintilmiistiir. Ancak
harpinin spreyleme yoluyla uygulanmasinin da bitki diren¢ yanitlarinin aktive olmasina
neden olmasi ve etki etmesi i¢in sadece kiigiik miktarlara ihtiya¢g gostermesi tatbik
edilebilir bir tarimsal {irlin olarak harpinin gelismesini saglamistir. Diger dikkate deger
kesif ise harpinle muamele edilmis bitkilerin, muamele edilmemis olanlardan gozle
goriiliir sekilde daha fazla biiylime gostermesiydi. Harpinin uygulamasinin basit
olmastyla birlikte biiyiime ve hastalik direnci tizerine etkileri, harpinin “ Messenger”
iginde ticari bir irlin olarak gelismesine temel saglamistir (Anonymous, 2000a).

Tarim alaninda yenilik getiren {iriinlerin gelistirilmesi, imalat1 ve pazarlanmasi
{izerine odaklanmus bir bitki teknolojisi sirketi olan EDEN® Bioscience Corporation,
harpin proteinin kesfinin Onemini ve bitki koruma ve iretimindeki kullanim

potansiyelini anlamustir. 1995’ te  EDEN ve Cornell Universitesi harpin ve harpinle

41



ilgili kesiflerin 6zel haklari i¢in bir lisans anlasmasina varmislardir. Dr. Zhongmin Weit’
nin teknik yonetiminde EDEN, harpin proteinlerin yeni siniflari, harpin protein
fragmentleri, bitki reseptor sistemleri, biyokimyasal yollar, formiilasyonlar, harpin
alternatifleri, kimyasallarla 6n karigimlar ve iriin-spesifik arastirmalar iizerindeki
teknolojik uzmanlhigini gelistirmistir. EDEN tarafindan ticari iirlin haline getirilen ilk
harpin protein MESSENGER® dir (Kropp ve ark., 2001).

Tarim i¢in yeni bir teknoloji ile gelistirilen bir iiriin olan Messenger, % 3
harping, igeren 1slatilabilir kuru graniil olarak formiile edilmistir. EDEN Bioscience
standart farmasotik teknolojiler kullanarak Messenger’i  6nemli  miktarlarda
iiretmektedir. Tarla denemelerinde bir ¢ok iiriine uygulandiginda Messenger’ in iiriine
ve hastalik yonetimine 6nemli yarar sagladigr goriilmistiir. Nisan 2000’ de EPA
Messenger’ 1 bir biyokimyasal pestisit olarak kaydetmistir (Kropp ve ark., 2001).

Erwinia amylovora’ dan izole edilen harpin protein, farkli bitki patojeni
bakterilerde bulunan birbiriyle iligkili bir protein ailesinin bir {iyesidir. Bu diger harpin
proteinleri, Messenger teknolojisinin daha ileri gelisimi i¢in potansiyel bir kaynaktir.
Farkl1 harpin proteinleri bitki patojenlerinin farkli spektrumlarina hastalik direnci aktive
edebilir ve etki seviyeleri farkli olabilir (Anonymous, 2000a).

E. amylovora’ dan izole edilen kozmit pCPP430’ da igerilen hrp gen grubu,
ozellikle E.coli “de iyi eksprese edilmistir (Beer, 1991). E. amylovora’ dan izole edilen
harpin proteinin sifrelenmis DNA kisimlar1 Escherichia coli’ ye transfer edilerek
tiretilmektedir. Harpin iiretimi E. coli soyunu zayiflatmakta ve boylece E. coli ¢evrede
canliligini  siirdiirememektedir. E. coli K-12 hiicreleri fermentasyon sonunda
oldiiriilmekte ve yok edilmektedir. Harpin protein ve diger hiicre 6geleri formulasyon

icin ¢ikarilmaktadir (Anonymous, 2000b).

1.5.5.1.4. Messenger’ in Etki Sekli

Messenger hedef bitki iizerine spreylendikten sonra harping, bitki
reseptorlerine baglanir, klasik SAR ve jasmonik asit/etilen sinyal yollarini aktive eden
bir seri kompleks sinyal yollarin1 baglatir. Messenger uygulamasini takiben bitki
reseptorlerine baglanan harpinin 10-15 dakika i¢inde aktive oldugu ve takip eden 3-5
giin i¢inde tiim sistemik yanitin ortaya ¢iktig1 goriiliir. EDEN, Messenger uygulamasini

takiben 300’ iin {izerinde genin etkilendigini rapor etmistir. Messenger tarafindan
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etkilenen bitki genleri genis Olgiide bitki savunmasi ve biiylimenin tesviki ile ilgili
olarak kategorize edilebilir (Kropp ve ark., 2001).

Messenger’ in yapraklara uygulanmasindan sonra hi¢bir nekrotik semptom
veya fitotoksisite meydana gelmezken, genis 6lciide PR proteini sentezlenir. Ornegin
PR-1, PR-2 (B-1,3-glukanaz), PR-5 ve digerleri. SAR’ 1 jasmonik asit/etilen sinyal
yolu salisilik asitten bagimsizdir ve defensin, proteaz inhibitdrleri ile bazi patojen
tiirlerine rezistans saglayan diger savunma proteinleri ve enzimlerin {retilmesiyle
karakterize edilmistir (Kropp ve ark., 2001).

Messenger uygulamasini takiben ayni zamanda bitki biliylime sistemleri de
aktive olur. Tarla denemelerinde, Messenger uygulamasi ile kok gelisiminde, yaprak
biomasinda, ¢igeklenmede, meyve tutumunda, {iriin kalitesinde artis ve erkencilik gibi
biiylimeyi tesvik edici yararlar saglandig1 goriilmiistiir. Bu yararlara ilave olarak hasat
edilen {irtiniin raf 6mriiniin uzadig1 gorilmistiir. Harping, ile rezistans elisitasyonu pek
cok bitki tliriinde gosterilmistir. NASA tarafindan yapilan son ¢alismalar Messenger ile
muameleyi takiben fotosentez ve besin maddesi depolama diizeyindeki artisin biiylimeyi
tesvik edici etkilerini dogrulamistir (Kropp ve ark., 2001).

EDEN Bioscience de devam eden arastirmalar, harpinin hastalik direnci
saglamak icin bitkiyle interaksiyonlar1 ve biiylimeyi artirmasi ile ilgili ayrintili bilgilere
ilaveler yapmistir. Bu bilgiler kisaca soyle siralanmistir:

- Harpin, savunma genlerinin aktivasyonuna rehberlik eden ¢oklu savunma
sinyal transdiiksiyon yollarinin aktivasyonu yoluyla hastalik direncini ortaya
¢ikarmaktadir.

- Harpin, fotosentetik aktivite ve besin maddesi artisini iceren bilyiime i¢in
onemli temel fizyolojik prosesleri etkiler.

- HrBP1 olarak adlandirilan, spesifik olarak harpine baglanan bir bitki proteini
tanimlanmistir. Bu proteinin, bitkilerin harpini tamimasi ve bitki yanitlarinin
baslatilmasint miimkiin kilan “Harpin reseptdrii” olmaya giiclii bir aday oldugu
distiniilmektedir.

- HrBpl ile yakin olarak ilgili proteinler biitiin iiriin tiirlerinde incelenmistir.
Biitiin iirtinlerin harpine yanit verme potansiyeline sahip olabilecegi ileri siirtilmiistiir

(Anonymous, 2000a).
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1.5.5.2. Cropmax

Aragtirmamizda kullandi§imiz Cropmax isimli preparat, son yillarda
iilkemizde de kullanilmaya baslanan bitki aktivatorleri ve stimulantlarin basinda
gelmektedir. Cropmax iiretimde verimin istikrarl yiikselisini gosteren, farkli iirlinler
icin kalite ve karlilig1 gelistiren yeni kusak bir {iriindiir. Cropmax EDTA ile selatlanmis
iz elementler, (L-tipi) amino asitler, vitaminler, enzimler, polisakkaritler ve biiyliime
stimulantlar1 iceren bitki materyallerinden ve onlarin fermentasyonlarindan, fermente
olmus seker pekmezi ve EDTA selatlama materyalinden meydana gelmis bir bitki
stimulantidir.  Cropmax’in  aktivitesi  aktif ~—madde igeriginin  kompleks
kombinasyonlarina dayanmakta, tiim bunlar sinerjik olarak hareket etmektedir.
Iceriginde bakir, demir, mangan, ¢inko, bor, molibden, kobalt, nikel gibi iz elementler,
azot, fosfor, potasyum, magnezyum, kalsiyum ve kiikiirt gibi makro elementler
icermesinin yaninda adenin, triptofan ve methionin aminoasitlerini, polisakkaritleri,
enzimleri ve askorbat, a-tokoferol ve B-karoten vitaminlarini igerir. Cropmax’ 1n makro

ve mikro besin elementi ile aminoasit icerigi Cizelge 1.7’ de verilmistir.

Cizelge 1.7. Cropmax’ 1n Makro ve Mikro Besin Elementi Icerigi (Anonymous, 1999b).

Icerik Miktar (%) | Icerik | Miktar (%)
Total aminoasit igerigi 2,00 Cinko 0,0,49
Total vitamin icerigi 0,02 Demir 0,2
Azot 1,2 Bakar 0,03
Fosfor 0,4 Mangan 0,054
Potasyum 0,02 Bor 0,07
Magnezyum 0,55 Molibden 0,8
Kalsiyum 0,01 Kobalt 0,7
Kiiktirt 0,3 Nikel 0,5
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Cropmax’ 1n formiilasyon igerigi ise Cizelge 1.8 de verilmistir.

Cizelge 1.8. Cropmax formiilasyon igerigi (Anonymous, 1999b).

Bilesenler Miktar
Demineralize su 67,5
Seker kamis1 melast 20,0
Aminoasit 10,0
Sodyum siilfat 2,5

Cropmax igerigindeki etkili maddeler bitki gelisim fizyolojisi ve biyokimyasi

icin son derece dnemlidir.

Magnezyum; solunumda, fotosentezde ve azot kullanimindaki enzimleri aktive
eder. Ozellikle Krebs cemberi reaksiyonlarinda en belirgin rolii oynayan mineral
element magnezyumdur ve malik dehidrogenaz enziminin aktivatorii islevini goriir.
Nitrat rediiksiyonunda is goren nitrit rediiktaz ve hidroksilamin rediiktaz enzimlerinin
aktivatoridiir. Fotosentezde Hill reaksiyonunun olusumu magnezyum varligin
gerektirmektedir.

Bakir; azot metabolizmasi i¢in gereklidir. Bakir’in en 6nemli rolii, fenolaz,
askorbik asit oksidaz ve tirozinaz gibi redoks enzimlerinin bilesimlerine kofaktor olarak
katilmasidir. Metabolizma i¢in iz halinde varligi gerekmektedir. Dane, tohum, meyve ve
yumru olusumunda etkilidir.

Demir; ferro (Fe™) formunda klorofilin sentezinde 6nemli rol oynar.
Eksikliginde kloroz goriilir. Solunumda yer alan sitokrom oksidaz, katalaz ve
peroksidaz gibi ¢esitli enzimlerin ve sitokrom sistemi gibi elektron tasiyicilarinin da
bilesimine girdiginden, hiicre metabolizmasi i¢in ayrica bir 6nem tasimaktadir. Geng
bitkilerde enzimatik fonksiyonu vardir.

Cinko; karbonhidrat metabolizmasi, protein sentezi ve govde gelisimi i¢in
gereklidir. Cropmax igerigindeki bitki ekstrakti baglayict ve sarici, azot baglama
kapasitesi ve kopiik olusumunu engelleyici maddedir (Giliven, 1997; Anonymous,
2000d).

Genellikle molekiiler agirligt 400 gr/mol olan L-tipi aminoasitler bitkiye

yapraktan uygulandiklarinda direkt olarak bitki biinyesine alinir. Bu sadece protein
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sentezi i¢in daha az enerji harcanmasimi saglamakla kalmaz aynmi zamanda protein
formulasyonlarinin etkinliligini de arttirir. Hiicre zarindan ge¢gme kabiliyeti olan ve
kendilerini protein sentezinin metabolik prosesine dahil eden bu aminoasitler birkag saat
icerisinde tiim bitki dokularina ulasirlar. Protein sentezi ¢ok enerjiye ihtiya¢ duyar.
Aminoasitlerin bitki hiicrelerine direk yapraktan uygulanmasiyla bitki yagaminda kotii
beslenme (azot, fosfor ve potasyum eksikligi) veya mineral eksikligi, kuraklik veya don,
zararli saldirilar gibi farkl kritik durumlart hafifletir. Ayrica bitki yasaminin ¢esitli
asamalarinda, farkli fenolojik devrelerde sistem digerlerinden daha da fazla aminoasite
gereksinim duyar. Bu kosullarda ekstra aminoasit uygulamasi zor kosullarin iistesinden
gelinmesini saglar ve biiyliimeyi (kok, ¢igek, meyve olusumu) tesvik eder (Anonymous,
1999Db).

Biyostimulantlar, varolan besin maddelerinden daha iyi yararlanilmasini
saglamak i¢in bitkiyi stimule ederek hastaliklara ve ¢evresel strese karsi bitki toleransini
olustururlar. Topragin mikrobiyal aktivitesinin artmasi, toprak yapisinin gelistirilmesi,
vitamin ve mikro besin alintminin artmasi, giibre performansinin artmasi ile iiriiniin
verimi ve Kkalitesinin iyilesmesi stimulant uygulanmasiyla kazanilan bir durumdur

(Anonymous, 2000d).

1.5.5.3. Maxicrop

Maxicrop, bir deniz yosunu 6zilidiir. Deniz yosunu, uzun zamandir bilinen ve
ciftciler tarafindan kullanilan bir organik bitki stimulanti olup, zengin besleyici madde
ve biostimulant igerigiyle bitkileri besler. Cevre i¢in kirletici olmayan yenilenebilir bir
kaynaktir. Pek ¢ok yapay giibre kisa donemde etkileyici sonuglar verir ama uzun
donemde toprak sagligi ihmal edilmektedir. Deniz yosunu ayn1 zamanda topragi da
besler (Anonymous, 2004a).

Maxicrop, bitkilerde eksikliklerin azaltilmas1 veya etkisiz hale getirilmesine
yardim eden, selatlanmis mindr elementlerin genis bir karigimini igerir. Ayrica kok
gelisimi, tohum germinasyonu ve genel biiylime iizerine biiyiik etkilere sahip énemli
biyolojik biiylime stimulantlari igerir. Maxicrop’ un organik sekerleri, deniz yosununun
biitiin giiclii 6zelliklerinin bitkilerde kullanilabilir olmasini saglar (Anonymous, 2004a).

Maxicrop, bitkilerin klorofil {iretim seviyelerini artirmak suretiyle onlarin
dogal bliylime ve gelismesini uyarir. Giines enerjisinin bitkiler tarafindan daha etkili

kullanimina izin veren bir katalist olarak fonksiyon yapar ve bu suretle daha giiclii ve
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saglikli bliylime saglar. Maxicrop, bitkilerin stres kosullarina dogal direng
gelistirmesine Onciiliik eden yararli toprak mikroorganizmalarinin aktivitesini uyarir.
Bitki ve patojenler arasinda biyolojik bir bariyer olusturur (Anonymous, 2004a).

Cogu suni giibre, genis oranda azot (N), fosfor (P) ve potasyum (K) iceren
giiclii ve etkili destekleyicilerdir. Fakat onlarin N-P-K igerikleri, etkililikleri i¢in bir
kistas degildir. Maxicrop, toprak kosullarinin diizeltilmesine yardim etmek i¢in bir

giibre ilavesi olarak ¢ok efektif olabilir (Anonymous, 2004a).

Sekil 1.7. Maxicrop’ un Bitkinin K&k Sistemi Uzerine Etkisi (Anonymous, 2004a).

Maxicrop’ un bitkiler lizerine olumlu etkilerini sdyle siralayabiliriz:

1. Bitkilere makro ve mikro besin elementleri verir. Ayrica toprakta bitki
tarafindan alinamayan bu elementleri selat forma sokarak bitkinin en yiiksek
oranda almasini saglar ve bunlar1 bitkide dengeli hale getirir.

2. Kuvvetli kok gelismesi saglayarak, bitkilerin topraktan daha fazla besin maddesi
ve su almalarini saglar.

3. Bitkilerde klorofil olusumunu hizlandirarak yesil aksamin artmasini, dolayisiyla
daha ¢ok karbonhidrat, protein, seker, yag v.b. maddelerin yapilmasini saglar.

4. Bitkileri hastalik ve zararlilara kars1 daha direngli kilar.
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Bitkilerde % 30’ a kadar verim artig1 saglar.
Uriinlerin depolama dayanikliligini artirir.
Viriislerin ¢ogalmasini frenler. Nematodlarin zararinm azaltir.

Tarim ilaglarinin zararl etkilerini % 25 azaltir.

A

Bitkileri don, kuraklik, yetersiz giines, su gollenmeleri, asir1 sicak ve soguk gibi
zor sartlara dayanikl kilar.

10. Maxicrop makro ve mikro besin elementlerinin topraktan dengeli olarak ve uzun
stireli alinmasin1 saglayarak verimi ylikseltir, kaliteyi diizeltir, pazar ve ihracat

degerini artirir (Anonymous, 2000f).

1.5.5.4. Trichodex

Makhteshim Chemical Works Ltd. ISRAEL tarafindan {iretilen bir
Trichoderma {irlinii olan Trichodex, bir biyokontrol ajani (biyolojik fungusit)’ dir.

Aktif igerigi Trichoderma harzianum’ dur. T. harzianum fungusunu da igeren
cesitli Trichoderma spp. tiirleri bitkilerdeki ¢esitli fitopatojenik funguslarin kontroliinde
kullanim amaciyla ayrintili olarak incelenmistir. Ticari iirlin haline getirilen, kayitl olan
ve ¢esitli trtinlerde hastalik kontrolii i¢in kullanilan ilk biyokontrol ajani Trichoderma
harzianum’ un T39 izolat1 Trichodex 20P’ dir (Elad, 2000).

Ticari olarak mevcut biyokontrol {iriinlerinin sayisi, son yillarda artmaktadir.
35 ticari biyokontrol {iiriiniinden 10 tanesi Trichoderma spp. izolatlart temeline
dayanmaktadir. Ticari kosullarda Trichoderma harzianum ile biyokontrol saglanmasi ile
ilgili yogun arastirmalar yapilmistir ve baglarda ve sera iiriinlerinde 6nemli basarilar
elde edilmistir. Bu iiriin baslica {iziim, domates ve gesitli sebzelerde kullanilir (Liibeck
ve Jensen, 2002).

Dogal olarak meydana gelen mikroorganizma (fungus), Fusarium, Botrytis,
Rhizoctonia ve Sclerotium gibi fungal patojenler ile diger Basidiomycetes ve
Chondrostereum purpureum’ un kontroliinde kullanilmigtir. Bitkilerin, yaralanmalarin
bozulmalarindan korunmasina yardimci olur ve oksin salinimi yoluyla bitki dokularinin
gelisimini artirir. Ayni zamanda tirlinlerde hastalik baskilanmasi ve meyve ve sebzelerin
hasat sonrasi hastaliklarinin siipresyonu i¢in kullanilir (Anonymous, 2004b).

Trichoderma spp. genusu, fitopatojenik funguslarin  kontrolii  igin
kullanilabilen pek ¢ok tiir icermektedir. Trichoderma spp. iiyeleri genellikle toprakta

yasayan saprofitlerdir. Hizli bir biiylime oranina sahip olup, diger toprak
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mikroorganizmalar1 ile iy1 yarisirlar. Kimyasal pestisitlere direng gosterirler ve gesitli
antibiyotikler (gliotoxin ve viridin gibi) tretirler. T. aloum, T. hamatum, T. harzianum,
T. lignorum, T. polysporum, T. pseudokoningii ve T. viride tiirleri agag ¢lirlimesinin,
yara infeksiyonunun ve fide, olgun bitki ve mantarlarin toprak-kaynakli fungal
patojenlerinin kontrolii i¢in incelenmistir (Anonymous, 2004b).

Trichoderma spp. temeline dayanan ticari pestisit formiilasyonlar1 Amerika,
Ingiltere, Fransa ve diger Avrupa iilkelerinde mevcuttur. Bu formiilasyonlar,
Chondrostereum purpureum, Armillaria mellea, Ceratocustis ulmi, Heterobasidion
annosum ve cesitli diger fitopatojenlere karsi etkilidir. Botrytis cinerea, ¢esitli bitki
tirlerinde hastalik olusumuna neden olan bir fungus tiiriidiir. Botrytis cinerea’ nin
kontrolii i¢in  Trichoderma fungusunun ¢esitli tiirleri ticari olarak mevcuttur
(Anonymous, 2004b).

Bulgaristan ve Eski Sovyet Hiikiimeti meyve ve sebzelerdeki Botrytis,
Pythium, Verticillium ve Sclerotina genuslarina ait funguslarin kotrolii i¢in seri
Trichoderma spp. iiretimi yapmuslardir. Trichodex, giiniimiizde bir¢ok iilke ve pazarda
artan oranlarda satilmaktadir. Cilinkii iyi performans saglamayan kimyasallarla ilgili
problemlere sahip olan insanlar, bu firiinii nasil kullanacaklarini 6grenimekteler.
Giliniimiizde Trichoderma spp. tizerine arastirmalar, fitopatojenlerin daha genis oranini
kotrol etmek ic¢in kullanilabilecek hibrit strainlerin iretimi iizerine odaklanmustir

(Anonymous, 2004b).

1.5.5.5. Bion

Bion, suda dagilabilen graniil olarak formiile edilmis Fungusit + Bitki
Aktivatérii kansimudir. Igeriginde %4 Acibenzolar-S-methyl + %40 Metalaxyl-M
bulunur.

Bion, tiitinde mildiyd (mavi kiif) hastaligi, Peronospora tabacina
miicadelesinde kullanilan, sistemik 6zelliklere sahip fungusit ile birlikte bitki aktivatorii
ihtiva  eden, ¢ift etki maddeli yeni  gelistirilmis  bir  fungusittir.
Fungusitlerin aksine “acibenzolar S-methyl” bir bitki aktivatoriidiir ve dogrudan bir
fungusit etkisi yoktur. Tiitlinde yesil aksama uygulandiginda, bitkideki savunma
sistemlerini harekete gecirerek tiitiiniin mavi kiife kars1 direncini artirir. Bu nedenle,

tiitlinde hastalik goriilmeden kullanilmalidir (Anonymous, 2003).
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Etkili madde yapraklardan siiratle alinir, bitkide asagidan yukariya, yukaridan
asaglya ve yapraklarin bir yiiziinden diger yliziine tasimir. Diger etkili madde
“metalaxyl-M”, sistemik bir fungusit olup 30 dakika gibi kisa bir siirede yesil aksam
tarafindan alinir ve bitki 6zsuyunun nakliyle yukar1 taginarak yapraklara dagilir.
Boylece fungal gelisim ve ¢ogalmay1 dnleyerek bitkiyi ilag tatbikatindan sonra meydana
gelen yeni aksam da dahil olmak iizere funguslara karsi korur. Boylece bu iki sistemik
ve farkli etkili maddeyi ihtiva eden Bion, tiitinde mavi kiife karst miikemmel bir
kontrol saglar. Bion, tavsiyelere uygun olarak kullanildiginda, fitotoksisite riski
olmaksizin uygulanabilir (Anonymous, 2003).

NOVARTIS sirketinin, bitki aktivatorii Bion” un cesitli fitopatojenlere karsi
ilk pozitif sonuglarindan sonra, sistemik uyarilmis dayaniklilik etkisine sahip oldugu
gosterilmistir (Anonymous, 2004c).

Bir c¢aligmada Bion’ un ates yanikligi (Erwinia amylovora)’ na kars
streptomisine muhtemel bir alternatif olarak etkileri test edilmistir. Ilk in vitro
calismalarda (agar difiizyon testi) patojene karst hi¢ inhibitor etki etmedigi
bulunmustur. Sera kosullar1 altindaki daha ileri denemelerde SAR etkisi gozlenmistir.
Hastalik oranindaki azalmanin (% 70), bakteriyel biiylimenin rediiksiyonu (% 60) ile
korelasyon halinde oldugu bulunmustur. Yiksek oranda hassas elma varyeteleriyle
ciceklenme doneminde yapay infeksiyon yoluyla tarla kosullarinda gerceklestirilen daha
ileri denemelerde, Bion’ un % 68’e varan bir kontrol edici etkisi tesbit edilmistir. Bu
calismanin sonucunda Bion’ un ates yanikligina karsi rezistans indiiksiyonunda goze

carpan bir etki yaptig1 goriilmiistiir (Anonymous, 2004c).

1.6. SAVUNMANIN ONCUL ENZIMLERINDEN PEROKSIDAZLAR

Peroksidazlar [EC 1.11.1.7] bitkilerde en yaygin goriilen enzimlerdendir.
Peroksidazlar  bitki metabolizmasinda hidrojen akseptorii olarak  biyolojik
oksidasyonlarda kritik rol oynarlar (Hu ve Van Huystee, 1989; Rodriguez Maranon ve
ark., 1994). Peroksidazlarin, bir yara, hasar bolgesinde patojenlerin girisiyle uyarilan
savunma ve lyilestirme mekanizmalarmi artirdigr diisiiniilmektedir (Gaspar ve ark.,
1986; Kerby ve Somerville, 1992). Bununla beraber bitki peroksidazlarinin spesifik
fonksiyonlar1 hakkindaki bilgilerimiz hala agik degildir.

Peroksidazlar pek c¢ok bitki dokusunda c¢esitli formlarda bulunmustur.

Izoperoksidazlarin farkli tipleri, ayn1 dokunun coziilebilir ve bagl fraksiyonlar: ile
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baglantilhidir (McLellan ve Robinson, 1987). Fizyolojik proseslerde peroksidazlarin
rollerini inceleyen Onceki ¢alismalarda, peroksidaz genlerinin bitki alemi icerisinde ¢ok
fazla yayilmis olmasindan dolay1 gii¢liik ¢ekilmistir. Arabidopsis’ in genomunun bile
potansiyel olarak 40 tan fazla farkli peroksidaz kodlayabildigi gosterilmistir (Ipekci ve
ark., 1999).Bu peroksidazlar benzer immiinolojik Ozelliklerle siibstratlarin genis bir
skalasini kullanirlar (Christensen ve ark., 1998). Ayrica peroksidazlarin pek ¢ok bitkide
bulunan, 1stya en dayanikli enzim gruplarindan biri oldugu rapor edilmistir (McLellan
ve Robinson, 1981). Peroksidazlarin stabilitesi ve ¢esitli reaksiyonlar1 katalizleme
yeteneginden dolayr onlarin bitki irlinlerinin kalitesinde dejenerasyonu onlemeye
yardim ettigi diistiniilmiistiir (Weng ve ark., 1991).

Bitkilerde strese tepki olarak serbest elektron ve buna bagh olarak ta serbest
radikal diizeylerinde belirgin artis meydana gelmektedir.

Bitkilerde peroksidazlarin ¢alisilmasina ilgi, potansiyel olarak 6nemli
uygulamalar1 olmasi nedeniyle artmaktadir. Bununla beraber sadece yaban turpu
peroksidazlar1 tamamen karakterize edilmistir. Bitki peroksidazlar iizerine yeni bilgiler,
onlarin detayl arastirilmasi ve daha ileri uygulamasi icin bir temel olusturur (Hamed ve
ark., 1998).

Peroksidaz aktivitesi ve hastalik direnci arasinda bir iliski oldugu pek ¢ok
arastirici tarafindan bulunmustur (Fehrmann ve Diamond, 1967; Maxwell ve Bateman,
1967; Maraite, 1973; Uritani, 1976; Hammerschmidt ve ark., 1982). Patojenin
infeksiyonundan sonra peroksidaz aktivitesinde artis oldugu farkli konak-patojen
kombinasyonlarinda gosterilmistir (Heitefuss ve ark., 1960; Mata ve Diamond, 1963;
Loverkovich ve ark., 1968; Seevers ve ark., 1971; Westeijn, 1976; Reuveni ve Perl,
1979).

Reuveni ve Ferreira (1985) Lycopersicon esculentum’ un Verticillium dahliae’
ye rezistansi ve peroksidaz aktivitesi arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Bu ¢alismanin
hedefi, infekte ve non-infekte domates bitkileri ve onlarin Verticillium dahliae Kleb.’ e
direnci ile peroksidaz aktivitesi arasindaki iligkiyi tesbit etmekti. Peroksidaz
aktivitesinin, Verticillium dahliae’ ye dayanikli olan non-infekte domates bitkilerinin
koklerinde, hassas olanlarin koklerindekinden oldukca yiiksek oldugu bulunmustur.
Benzer farklar yapraklarda da bulunmus fakat koklerdeki gibi onemli degildir.
Peroksidaz aktivitesi V. dahliae ile infeksiyondan sonra hassas ve direngli bitkilerin her

ikisinde kok, govde ve yapraklarda artmistir. Hassas bitkilerin yaprak ve koklerinde
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artis orani, direncli bitkilerden daha bilyiiktiir. Bu deneyde, peroksidaz aktivitesi
oraninin infekte bitkilerde, non-infekte bitkilere gore, hassas bitkilerin koklerinde
rezistant bitkilerden daha yiiksek oldugu saptanmistir.Buradan su sonug cikarilabilir;
non-infekte domateslerde peroksidaz aktivitesinin yiiksek seviyeleri, pek ¢ok durumda
V.dahliae’ ye direngle korelasyon halindedir.

Domates ile yapilan bir arastirmada hassas ve diren¢li domates kiiltiivarlarinin
yaprak, kok ve gdvdelerinde peroksidaz aktiviteleri Olgiilmiistiir. Infekte olmamus
direncli bitkilerin koklerinde enzim aktivitesi, infekte olmamis hassas bitkilerin
koklerindekinden 6nemli 6l¢iide yliksek olarak bulunmustur. Direngli bitkilerin non-
infekte yapraklarinda peroksidaz aktivitesi, biitlin durumlarda non-infekte hassas
bitkilerin yapraklarindakinden daha yiiksektir. V. dahliae ile inokulasyondan sonra hem
hassas hem de direngli bitkilerin yaprak, kok ve govdelerinde peroksidaz aktivitesi
artmustir. Infekte bitkilerde aktivitenin non-infekte bitkilere gore orani, hassas bitkilerin
kok ve yapraklarinda, rezistant bitkilerden daha yiiksektir (Reuveni ve Ferreira, 1985).

Peroksidaz aktivitesinde benzer bir artis, Maraite (1973) tarafindan Fusarium
oxysporum f.sp.melonis tarafindan infekte edilmesinden sonra kavunlarin yaprak,
gbvde, petiol ve hipokotil ekstraktlarinda da bulunmustur.

Dogal bilesiklerin bitkilere piiskiirtiilmesi suretiyle bitkilerin savunma
sistemlerinin uyarilmasi ve bdylece hastaliklara direncinin artirilmasi ile ilgili bir
arastirma Aki ve Tiirkan (2000) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada uyarici dogal
bilesik olarak kitosan polisakkariti, bitkisel materyal olarak ise Cucurbita pepo L.
(kabak) ve Phaseolus vulgaris L. (fasulye) kullanilmis ve savunma sisteminin 6nciil
enzimlerinden peroksidaz [EC 1.11.1.7] enziminin aktivitesindeki degisimler
belirlenmistir. Yapraklarma kitosan uygulamas: yapilan Phaseolus wvulgaris L.
bitkisinde, kitosan uygulanmasindan 24 saat sonra peroksidaz aktivitesinin kontrol
bitkilerine oranla % 0,1’ lik uygulamada % 21, % 0,5’lik uygulamada % 23 oraninda
artis gosterdigi, 48 saat sonra ise % 0,1’lik uygulamada % 35, % 0,5’lik uygulamada %
26 oraninda artis gdsterdigi saptanmigtir.

Calismadan elde edilen sonuglar topluca degerlendirilirse, kitosan polisakkariti
Cucurbita pepo L. ve Phaseolus vulgaris L. bitkilerinin yapraklarina farkli dozlarda
(% 0,1, % 0,5) spreylendiginde uygulamadan 24 ve 48 saat sonra peroksidaz
aktivitesinin farkli diizeylerde arttig1 ve bu sayede de bitkilerin savunma sistemlerinin

uyarildigi saptanmistir (Aki ve Tiirkan, 2000).
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1.7. DOMATESIN OZELLIKLERI

Domates bitkisi Solanaceae familyasina dahildir. Asagida domates

(Lycopersicon esculentum Mill.) ‘in sistematigi verilmistir.

Alem: Plantae
Alt alem: Tracheobionta
Ust boliim: Spermatophyta
Boliim: Magnoliophyta
Simif: Magnoliopsida
Alt simf: Asteridae
Takim: Solanales
Aile: Solanaceae
Cins: Lycopersicon

Tiir: Lycopersicon esculentum Mill.

Philip Miller (1691-1771) - Acronym Mill. (Anonymous, 2004d).

1.7.1. Genel Bilgiler

Arastirmamizda materyal olarak sectigimiz domates, besin olarak yararlanilan
bitkiler arasinda ¢ok 6nemli bir yere sahip olup diinyada en ¢ok fiiretilen ve tiiketilen
sebzeler arasinda yer almaktadir. Hem giiney hem de kuzey yarim kiirede ¢ok genis
ekim alanlarinda tarimi yapilmaktadir. Anavatan1 Orta ve Giiney Amerika veya Peru
olarak bilinen domates, dnce Avrupa kitasina getirilmistir. ilk kez Italya’ ya getirilen
domates meyveleri, buradan Kuzey Avrupa’ ya ve Kuzey Avrupa’dan da tiim diinyaya
yayilmistir (Kiitevin ve Tiirkes, 1987; Kiiciiker, 1994).

Peru’ da Maya uygarligi zamaninda adi “xtomatl” veya “tomatl” olarak
gecmekteydi. Ispanyollar tarafindan Avrupa’ ya getirilmis ve “tomatl” diye tanitilmistir
(Kiigtiker, 1994). Amerika’ da ilk kez 1817 yilinda domates tohumunun kataloglarda
yer aldig1 goriilmektedir (Kiitevin ve Tiirkes, 1987). Avrupa’ da uzun siire zehirlidir
diye ¢ekinilen domates (Ekinci, 1972) daha sonra kiiltiir bitkisi olarak kabul gérmiistiir.

Birinci Diinya Savagi siralarinda tanidigimiz domates, bugiin lilkemizde genis oranda
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kiltlirii yapilan ve ¢ok tiiketilen bir bitkidir (Kiitevin ve Tiirkes, 1987; Se¢men ve ark.,
1998).

Domates, Dogu Anadolu’ nun iklimsel olarak uygun olmayan kisimlari harig,
Tiirkiye> nin hemen hemen her yerinde, sera ve acgik tarla kosullarinda
yetistirilmektedir. Meyvesi taze olarak veya salga, ketcap, domates suyu, tursu, recel
gibi hazilanmis iirlinler olarak tiiketilir. Meyve sekli (yuvarlak, basik, konik, armut
seklinde vs.) ve bitki goriiniisii (ciice veya uzun) bakimindan farklilik gosteren cesitli
varyetelerinin kiiltiirii yapilmaktadir (Davis, 1978).

Domates bitkisi glandular tiiylii, tekyillik, dik govdeli, dallanmis ve 40-150
cm’ dir. Yapraklar imparipinnat, ovat-lanseolat. Kaliks 5 (-8) loblu. Korolla sar1, 5 (-8)
loblu. Stamenler 5 (-8) adet. Meyvelerinin sekli kiiremsi, basik-kiiremsi, oval veya
armut seklindedir. Meyve rengi kirmizi, pembe veya sar1 ve ¢apt 10 cm’ ye kadar
olabilir (Davis, 1978; Se¢cmen ve ark., 1998). Domates’ in bakka tipi meyvelerinin
disinda kirmizi-turuncu renkte eksokarp, kalin ve ¢ok sayida tohum igeren bir mezorarp
kism1 bulunur. Baslangicta sert olan mezokarp, meyve olgunlasmasina kosut olarak
ortama salinan “seliilaz” gibi enzimlerle jelatinsi-yumusak bir durum alir (Kiigiiker,

1994).

1.7.2. Kimyasal Icerigi

Domates taze olarak yenildigi gibi sal¢a, domates suyu, konserve, tursu, regel,
ketcap seklinde de degerlendirilmektedir. Iceriginde A, B1, B2, C, K vitaminleri, niasin,
protein, yag, karbonhidrat, organik asitler, potasyum, demir ve pek cok etkin madde
bulunmaktadir (Anonymous, 2004¢). Meyveler likopen, karoten gibi renk maddelerinin
yani sira biiylik miktarda vitamin C igerir. Ayrica son yillarda “tomatin” denilen
antibakteriyel nitelikli bir madde, domates meyvelerinden elde edilmistir (Kigiiker,
1994). Safra kesesine, bagirsaklara, mide suyuna olumlu etkileri olan domates, kan
basincini da azaltir (Kiitevin ve Tiirkes, 1987).

Bitki, meyvelerinin disinda govde ve yapraklarinda zehirli bir alkaloid olan
“solanin” igerir. Bu nedenle meyvelerinin genis tiikketime sunulmasi ancak 18. yiizyilin
sonlarina rastlamaktadir (Kiiciiker, 1994). Solanin, zehir etkisiyle bas agris1 yapar,
sersemlik olusturur (Kiitevin ve Tiirkes, 1987).

Cizelge 1.9’ da domatesin besin igerigi, Cizelge 1.10” da ise vitamin igerigi

gosterilmistir (Kiitevin ve Tiirkes, 1987).
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Cizelge 1.9. Domatesin Besin Igerigi (100 g yenilebilen kisimda).

Kalori Protein | Yag | KH | Kalsiyum | Fosfor | Demir
(gr) (gr) | (gr) | (mg) | (mg) | (mg)
20 1,0 0,3 | 40 11 27 0,6

Cizelge 1.10. Domatesin Vitamin Icerigi (100 g yenilebilen kisimda).

A B, B, |Niasin| C

LU. | (mg) | (mg) | (mg) | (mg)
1100 | 0,06 | 0,04 | 0,5 23

1.7.3. Ekolojik istekleri

Domates toprak seciciligi ¢ok fazla olmayan bir bitki olmakla beraber,
ekonomik yetistiricilik i¢in ideal toprak biinyesi tindir. pH’ s1 6 civarinda olan ve drenajt
iyi topraklar domates tarimi i¢in en uygun topraklardir. Bir iliman iklim bitkisi olan
domatesin farkli gelisme donemleri i¢in en uygun sicakliklar soyledir:

Tohum ¢imlenme dénemi 25 °C, fide donemi giindiiz 18-22 °C gece 17-20 °C.
Iyi bir kok gelisimi igin ise toprak sicakliginm 12 °C’ den yiiksek olmasi gereklidir.
Domates bitkisi 35 °C ‘ye kadar sicaklilara dayanabilmektedir. Daha yiiksek
sicakliklarda meyve olusumunda sorunlar goriilmekte ve ayrica yapraklarda yanmalar
olmaktadir. En uygun oransal nem % 70 civarindadir. Nemin % 50’den az veya %80’den
fazla olmasit durumunda c¢esitli sorunlar ortaya g¢ikmaktadir. Diisiik nem bitkinin su
dengesinin bozulmasina, yiiksek nem ise cesitli bakteriyel hastaliklar ve mantar

hastaliklarinin artmasina neden olmaktadir (Anonymous, 2004f).

1.7.4. Domates Ekonomisi

Domates diinyada en fazla iiretilen sebzelerin basinda gelmektedir. Gerek
ekim alan1 ve gerekse iliretim miktar1 diizenli olarak artmaya devam etmektedir.
Dekardan alinan iiriin miktar1 uygulanan tarim tekniklerine bagl olarak iilkeden iilkeye
onemli farklihik gostermekle birlikte, diinya ortalamasi 2700 kg civarinda
bulunmaktadir (Cizelge 1.11.). En biiyiilk domates iireticisi lilkeler arasinda Amerika

Birlesik Devletleri, Cin, italya, Hindistan ve Ispanya gibi iilkeler yer almaktadir.
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Tirkiye 8 milyon ton civarindaki tiretimi ile 6nemli iiretici iilkeler arasinda ilk siralarda

bulunmaktadir (Anonymous, 2004f).

Cizelge 1.11. Diinya Domates Ekim Alani, Uretimi ve Verimi (Anonymous, 2004f).

Ekilis Alam Uretim Verim

Yillar (1000 ha) (1000 ton) |  (kg/da)
1995 3.202 86.743 2.709
1996 3.322 92.157 2.774
1997 3.296 87.604 2.658
1998 3.486 92.116 2.643
1999 3.606 99.217 2.751

Diinya domates iiretiminin bir boliimii isleme sanayiinde (basta salga olmak
tizere) cesitli domates iiriinlerine doniistiiriiliirken, biliylik bir bolimii tiretici tilkelerde

taze olarak tiketilmektedir.

1.7.5. Tiirkiye’ de ve Canakkale Ilindeki Durum
Tiirkiye’de domates iiretimi oOzellikle 1980’li yillardan itibaren {iretim

tekniginde saglanan gelismelere bagli olarak hizli bir sekilde artmistir (Cizelge 1.12).

Cizelge 1.12. Tiirkiye’de Domates Uretimi (Anonymous, 2004f).

Yillar Uretim (1000 ton)
1994 3.550
1995 6.000
1996 7.800
1997 6.600
1998 8.290
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Tiirkiye’de domates iiretiminin % 1,5-2,0° si yurt disina ihra¢ edilmekte, geri
kalan boliim ise yurt i¢inde kullanilmaktadir. Yurti¢i kullaniminda taze tiiketim orani %
70-75 civarinda bulunmaktadir. Uretimin yaklasik 1/4” liikk boliimii ise isleme sanayinde
salca, konserve, dogranmis domates gibi c¢esitli iiriinlere islenmektedir (Anonymous,
2004f1).

Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Canakkale Valiligi, Tarim 11 Miidiirliigii, Bitki
Koruma Sube Miidiirliigli’ nden aldigimiz bilgilere gére Canakkale ilinin toprak varligi
ve dagilimi, islenebilir arazinin dagilimi, islenebilir arazinin iilke icindeki pay1 ve

islenebilir arazinin kullanim durumu agagidaki gizelgelerde verilmistir.

Cizelge 1.13. Canakkale ilinin Toprak Varligi ve Dagilimu.

Toprak Varhgi ve Dagilimi Alani (ha) Pay1 (%)
Islenebilir Arazi 333.573 34.26
Cayir-Mera Arazisi 49.291 5.06
Orman ve Fundalik Arazi 525.580 53.98
Yerlesim Alanlar1 Ve Tarima Elverissiz Arazi 65.256 6.70
TOPLAM 973.700 100

Cizelge 1.14. Canakkale ilinde Islenebilir Arazinin Uriin ve Kullanim Durumuna Gore

Dagilimi.
Islenebilir Arazi Dagilim Alam (ha) Pay1 (%)
Tarla Arazisi (Nadas Dahil) 275.007 82.44
Sebze Arazisi 18.949 5.68
Meyve Arazisi 6.718 2.01
Bag arazisi 6.383 1.91
Zeytin arazisi 26.516 7.96
TOPLAM 333.573 100
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Cizelge 1.15. Canakkale Ilinde Islenebilir Arazinin Ulke Tarim Alani1 I¢indeki Pay1.

Islenebilir Arazi Dagihm Tiirkiye (ha) Canakkale (ha) Pay1 (%)
Tarla Alan1 (Nadas Dahil) 23.341.000 275.007 1.18
Sebze Alani 790.000 18.949 2.39
Meyve Alanm 1.404.000 6.718 0.47
Bag Alani 530.000 6.383 1.20
Zeytin Alani 600.000 26.516 4.41
TOPLAM 26.665.000 333.573 1.25

Cizelge 1.16. Canakkale Ilinde Bazi Tarim Uriinlerinin Islenebilir Arazi Igindeki

Paylari.
Uriiniin Ad1| EKilis (ha) | Pay1 (%)
Bugday 107.160 32
Arpa 25.362 7
Zeytin 26.516 8
Aycicegi 25.065 7
Yulaf 9.178 3
Domates 10.103 3
Bag 6.383 2
Bakla 3.154 1
Pamuk 3.660 1
Elma 3.199 1
Nohut 3.565 1
Biber 2.371 1
Seftali 2.238 1
Diger 105.619 32

1.7.6. Domateste Goriilen Bashca Hastahklar

Ulkemiz ve Canakkale bolgesi icin ekonomik 6neme sahip olan sanayi, tarla
ve sera domatesi yetistiriciliinde domates hastaliklar1 6nemli {iriin kayiplarina neden

olmaktadir. Domateslerde goriilen hastaliklar1 genel basliklari ile siralayacak olursak;

1. Besin maddesi noksanliklari
2. Viriis ve benzeri etmenlerin olusturduklari hastaliklar
3. Bakteriyel hastaliklar

4. Fungal hastaliklar olarak siniflandirilabilir.
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1. Domateslerde Besin Maddesi Noksanhklar:
Azot,fosfor,potasyum,kalsiyum,magnezyum, demir,manganez noksanliklaridir.
2. Domateslerde Viriis ve Benzeri Etmenlerin Olusturduklar1 Hastahklar
- Domates mozayigi
- Domateste iplik yapraklilik
- Domateste bronz lekelilik
- Domates sar1 yaprak kivirciklik hastaligi
- Domates ¢ift viriislii ¢izgi hastaligt
- Stolbur
3. Domateslerde Bakteriyel Hastahklar
- Domates bakteriyel solgunlugu
- Domates bakteriyel benek hastaligi
(Etmeni: Pseudomonas syringae pv. tomato)
- Domates bakteriyel leke hastaligi
(Etmeni:Xanthomonas campestris pv. vesicatoria)
4. Domateslerde Fungal Hastahiklar
a. Fide ve kok ciiriikliigii hastahklar
- (Cokerten Hastalig1
- Kok bogazi yaralari
b. Kok ve kokbogaz1 hastaliklar:
- Kahverengi kok ciiriklugi
- Sap ciirtikliigii
- Sap dibi ctirtikliigii
¢. Solgunluk hastahiklar:
- Fusarium solgunlugu
- Verticillum solgunlugu
d. Yaprak ve meyve hastahklari
- Kiilleme
- Erken yaniklik hastaligi
- Kursuni Kiif Hastalig
(Etmeni: Botrytis cinerea)
- Domates Ge¢ Yaniklik hastaligi (Mildiyo)
(Etmeni: Phytophthora infestans)  (Colakoglu ve ark., 1989).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

Aragtirmada materyal olarak 6zel bir firmadan, tohum halindeyken alinan,
ticari ismi Standart T2 Improved olan, hastaliklara karst dayanikli bir domates tiirii
(Lycopersicon esculentum Mill.) kullanilmistir. Bu domates ¢esidi Canakkale bolgesinde
yaygin olarak lUretimi yapilan sanayi tipi, sal¢aliga uygun , armut seklinde ve orta
erkenci bir ¢esittir.

Canakkale ve Biga bolgesinde bir¢ok domates ¢esidi yetistirilmektedir. Bunlar
arasinda en ¢ok kullanilan sanayi tipi hibrit ¢esitler ; NDM Japon c¢esitleri, Nun 6200,
Nun 6108 ve CXD serileridir. Ayrica standart ¢esitler olarak Riogrande, T2 Improved,
Sasta, Star ve sofralik-yuvarlak market tipi olarak SC 2121 ve H2274 domates cesitleri
ekilmektedir.

2.1.1. Arastirmanin Yeri ve Ozellikleri

Analizlerde kullanilan domates bitkilerinin yetistirilme ve hasat islemleri
Canakkale ili, Biga Ilgesine bagli Osmaniye Koyii’ nde gerceklestirilmistir. Orneklerin
yetistirildigi lokalite Sekil 2.1°de gdsterilmistir.

MARMARA DENIZI

KARABIGE

BALIKUGE §ME

LAPSEKI

BALIKESIR ILI

lsaretler

@ilce T N
(® Belediye
® iy

YENICE

2km. 0 4 k.
—_—

Sekil 2.1. Analizlerde Kullanilan Bitkilerin Yetistirildigi Lokalite.
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Denemenin gergeklestirildigi tarlanin ekime hazirlanmasi sirasinda her siranin
genisligi 1 metre olarak ayarlanmistir. In vivo tarla denemeleri tesadiif parselleri deseni
uyarinca gerceklestirilmistir. Domates siralari her sirada 25 bitki bulunacak sekilde ve

her kombinasyon i¢in 5 tekrarli olarak hazirlanmistir.

2.1.2. Bitkinin Yetistirilmesi

Firmadan alinan tohumlardan Oncelikle sera kosullarinda kontrollii olarak
domates fideleri yetistirilmistir. Uygun biiyiikliige erisen fidelerin tarlaya sasirtilmast 8.
hafta icerisinde gergeklestirilmistir. Bitkilere deneme iirlinlerimiz disinda higbir
kimyasal uygulamasi yapilmamis ve domateslerin sulanmasi sirasinda salma sulama

teknigi kullanilmstir.

2.1.3. Arastirmada Kullanilan Preparatlar

Bu arastirmada son donemlerde bitki koruma ve yetistirmede yeni bir yaklasim
olan ve tireticilere ¢evre dostu yeni iirlinler olarak sunulan Messenger, Bion, Cropmax,
Maxicrop ve Trichodex’ e yer verilmistir.

[k preparat uygulamas: bitkilerin tarlaya sasirtilmasindan 5 hafta sonra (13
haftalik bitkiler) bitkilerin ilk ¢iceklenme  ddéneminde yapilmistir. ilk dozun
puskiirtiilmesini takip eden sonraki 3 doz 15’ er giin ara ile piiskiirtiilmiistiir. Secilen
preparat ve uygulama zamanina bagl kalinarak 4 kez ilaglama yapilmustir.

S6z konusu iirlinler Onerilen doza uygun olarak sulu karigimlar halinde
hazirlanmistir. Ilaglamalar her parsele ayri olmak iizere bitkilerin tiim toprak iistii
kisimlarinin yeterince ilaglanmasina 6zen gosterilerek el pulverizatorii ile yapilmistir.
Onceden yapilan kalibrasyonlara gore her bitkiye esit miktarda ilagli su isabet etmesine

ve parseller arasi bulasmanin olmamasina dikkat edilmistir.

2.1.4. laclama Takvimi

1. UYGULAMA : 6 Temmuz 2003
2. UYGULAMA : 20 Temmuz 2003
3. UYGULAMA : 3 Agustos 2003
4. UYGULAMA : 17 Agustos 2003
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2.1.5. Kombinasyonlar

Her birinde 5 farkli kombinasyon bulunan iki ayr1 kombinasyon grubu
olusturulmustur. Ik grupta bitki aktivatorleri tek baslarina, ikinci grupta ise biyokontrol
ajan1 (biyolojik fungusit) olan Trichodex ile birlikte hazirlanan ilaglama programi
domates bitkilerine uygulanmustir.

Cizelge 2.1. Kombinasyon Gruplari.

Kombinasyon Grubu I Kombinasyon Grubu II

1 — Kontrol 1 — Trichodex

2 — Messenger 2 - Messenger + Trichodex
3 —Bion 3 - Bion + Trichodex

4 — Cropmax 4 - CropMax + Trichodex
5 — Maxicrop 5 - Maxicrop + Trichodex

Aragtirmada, domateste hastalik olusumuna neden olan herhangi bir patojen
mikroorganizma kullanilmamistir. Ciinkii bu c¢alismada bitki aktivatorleri ve
biostimulantlarin domates bitkisinin peroksidaz enzim aktivitesi ve total protein miktari
lizerine etkisi tarla kosullarinda arastirilmak istenmistir.

Deneme tarla kosullarinda gergeklestirildigi i¢in, ortamin nem ve sicakliginin
istenen degerlerde kontrol altinda tutulmast miimkiin degildir. Dolayisiyla patojenin
kontrollii olarak {iretilmesi de miimkiin olamayacaktadir. Bu nedenlerden dolay1
calismada patojen uygulamasi yapilmamis, tarla kosullarinda kendiliginden gelisecek
hastaliklarin tesbit edilmesi hedeflenmistir.

Domates bitkisinde yaygin olarak hastalik olusumuna neden olan Botrytis
cinerea, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Phytophthora infestans,
Pseudomonas syringeae pv. tomato ve Alternaria solani gibi bitki patojenleri ancak
yiksek nem ve diisik sicaklik kosullarinda, 6zellikle serin ve yagmurlu havalarda
gelisebilmekte ve boylece hastalik olusumuna neden olabilmektedir.

Orneklerin yetistirildigi lokalitede, Temmuz ve Agustos aylarinda giiniin 4
farkli saatinde sicaklik degerleri 6l¢iilmiis ve ortalama sicaklik degerleri belirlenmistir.
Bu olgiimler sonucunda Temmuz ay1 boyunca ortalama sicaklik degerleri sabah
saatlerinde 22 °C , 6gle saatlerinde 33 °C , aksam saatlerinde 21 °C ve gece 18 °C

olarak belirlenmistir. Agustos ayr boyunca ortalama sicaklik degerleri ise sabah
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saatlerinde 21 °C , 6gle saatlerinde 30 °C , aksam saatlerinde 21 °C ve gece 18 °C

olarak belirlenmistir. Nem yiizdesi Temmuz ayinda ortalama % 55 ve Agustos ayinda

ise % 50 olarak tespit edilmistir.

2.2. METOD
2.2.1. Analiz Orneklerinin Alinmasi

Ik analiz 6rnekleri 1. preparat uygulamasindan 7 giin sonra hasat edilerek

laboratuvara getirilmistir. Takibeden Orneklemeler 15° er giin ara ile yani her

ilaglamadan 7 giin sonra yapilarak ayni iglemler uygulanmustir.

el

Ornekleme: 14 Temmuz 2003
Ornekleme: 28 Temmuz 2003
Ornekleme: 11 Agustos 2003
Ornekleme: 25 Agustos 2003

Analiz icin laboratuvara getirilen bitkiler deneme tarlasindan kokleriyle

birlikte alinarak nemli polietilen torbalar igerisine konmus ve en kisa siire icerisinde

laboratuvara ulagmasi saglanmis ve vakit kaybetmeden analizleri gergeklestirilmistir.

Analizler icin Gerekli Soliisyonlar:

~ Sodyum Asetat Tamponunun Hazirlanisi;

Bir erlen igerisine 1.7 g NaOAc konarak iizerine 250 ml saf su eklenir.

Manyetik karistiricida ¢oziiliinceye kadar karistirilir.

Daha sonra pH 6.2 - 6.5 arasinda ayarlanir. ( pH, 0.1 M HCI ve 0.5 M NaOH
kullanilarak ayarlanabilir)

Sodyum asetat tamponu 1 haftayr gegmemek sart1 ile kullanilacagi zamana kadar
buzdolabinda saklanabilir.

~ Protein Reagent Brilliant Blue G-250’nin Hazirlanis;

50 mg G-250 tartilir ve lizerine 25 ml 95%’lik etanol manyetik karistiricida ¢ok
yavas bir sekilde eklenir daha sonra ise iizerine 50 ml orto-fosforik asit eklenir.
Final hacim saf su ile 500 ml’ ye tamamlanir.

Calisilacak kadar miktar filtre kagidindan siiziiliir ve kullanilir.

Kalan miktar koyu renkli bir sise i¢erisinde buzdolabinda muhafaza edilir.
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~ 0.1 M Pyrogallol Hazirlanisi;

Pyrogallol MW 126.1

1.26 g Pyrogallol 100 ml saf su icerisinde ¢ozdiiriiliir.
~90 mM Hidrojen Peroksit Hazirlanisi;

1111.63 M

9 ml H,O;, 91 ml su igerisine karistirilir.

Yaprak Ekstraktlarinin Hazirlanisi;

Her bitkiden 6zellikle geng ve saglikli yapraklar secilerek alinir. Hassas terazide
steril kuru kaplarda 2 gr yaprak tartilir.

Icerisinde buz bulunan bir kabin igerisine porselen havan konularak sogumasi
saglanir (+4 C°) . Tartilan yapraklar igerisinde 20 ml soguk 0.05 M (pH 6.5)
sodyum asetat tamponu bulunan porselen havan igerisinde iki dakika siire ile
ezilir.

Tiilbent bezinden siiziilerek biiylik partikiillerin uzaklastirilmast saglanir ve
buzlu su igerisinde bulunan beherlere aktarilir.

Homojenat daha sonra mikropipet yardimi ile alinarak, her kombinasyon i¢in 4
tiip olmak iizere 6nceden etiketlenmis ependorf tiiplerine aktarilir.

Ependorf tiipleri sogutmali santrifiije yerlestirilerek +4 C”de 13000 rpm (20000
g)’de 15 dk santrifiij edilir.

Tiipler santrifiijden ¢ikarildiktan sonra mikropipet yardimi ile yaprak
ekstraktlarinin supernatant kismi alinarak temiz ependorflara aktarilir.

—20 C”deki deep freeze’ e kaldirilir. (Tiipler uygun kosullar saglandig siirece

birka¢ ay boyunca bozulmadan saklanabilir.)

2.2.2. PROTEIN VE ENZIM ANALIZ YONTEMIi

Calismamizda, sdzkonusu preparatlarin uygulanmasi suretiyle uyarilan bitki

savunma mekanizmasi enzimlerinden peroksidaz [EC 1.11.1.7] enzim aktivitesi ve total

protein miktarlar1 belirlenmistir. Her 6rnegin total protein miktarinin belirlenmesinde

Bradford (1976)’ un total protein tayin yontemi kullanilmistir. Peroksidaz enzim

aktivitesinin spektrofotometrik Sl¢iimlerinde ise Kanner ve Kinsella (1983)’ nin metodu

kullanilmistir. Olgiimler fakiiltemizde bulunan Schimadzu UV-1208 spektrofotometre

cihazi ile gergeklestirilmistir.
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2.2.2.1. Protein Standardinin Hazirlanmasi
Gerekli Kimyasal Maddeler
1- Bovine Serum Albumin (BSA ) Stok Soliisyon

2- Sodyum Asetat Tamponu

3- Protein Reagent Brilliant Blue G-250

Bu yontemde kullanilan protein standartlar1 Bovine Serum Albumin (BSA) stok

soliisyonundan hazirlanir. Bu amagla 2 mg/ml’ lik stok ampul BSA’ den 0,02 mg/ml;

0,04 mg/ml; 0,08 mg/ml; 0,12 mg/ml; 0,16 mg/ml ve 0,20 mg/ml konsantrasyonlar

alinarak deney tiiplerine aktarilir ve final hacim 1000 ul’ ye tamamlanir.

1-)
2-)
3-)
4-)
5-)
6-)
7-)

1 ml (1000ul) *de 2 mg protein (BSA) var ise ;

0 ul BSA + 1000 ul sodyum asetat tamponu

10
20
40
60
80

ul BSA + 990 pl sodyum asetat tamponu
ul BSA + 980 pl sodyum asetat tamponu
ul BSA + 960 pl sodyum asetat tamponu
ul BSA + 940 ul sodyum asetat tamponu
ul BSA + 920 ul sodyum asetat tamponu

100 ul BSA + 900 pl sodyum asetat tamponu

N 2

KOR
0,02
0,04
0,08
0,12
0,16
0,20

mg BSA
mg BSA
mg BSA
mg BSA
mg BSA
mg BSA vardir.

Bu 1000 ul’ lik stoklardan 100 pl alinarak yeni tiiplere aktarilir ve her deney

tiipiine Protein Reagent Brilliant Blue G-250" den 5’er ml eklenir. 10 dakika sonra

spektrofotometrede 595,,,’de 6l¢limlere baslanir.

Oncelikle kor konularak spektrofotometrede auto zero islemi gerceklestirilir ve

daha sonra standartlarin Slgiimiine gecilir. Kademeli bir artisin ve dogrusal artis

grafiginin oldugu goriilmelidir.
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2.2.2.2. Spektrofotometrede Bitki Orneklerinin Protein Iceriklerinin
Olgiimii
Bitki ornekleri ependorflardan 100’er pl olarak deney tiiplerine alinir ve her
deney tiipiine Protein Reagent Brilliant Blue G-250’den 5 er ml eklenir. 10 dakika
sonra spektrofotometrede 595,,’de Ol¢limlere baslanir. Bulunan absorbans degerleri
standart grafikte yerlerine konularak bitki ekstrakti igerisindeki protein miktar
hesaplanir.
Alinan miktarlar 100’er pl oldugundan ml’ deki protein miktarin1 bulmak i¢in
bulunan protein degeri 10 ile carpilir (1000 pul =1 ml ).
Protein standart verileri ve protein standart grafigi ile denklemi asagidaki

cizelgelerde gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Protein Standart Verileri.

Protein Konsantrasyonu Absorbans
0,02 mg protein 0,005
0,04 mg protein 0,034
0,08 mg protein 0,078
0,12 mg protein 0,191
0,16 mg protein 0,250
0,20 mg protein 0,314

Cizelge 2.3. Protein Standart Grafigi ve Denklemi.

PROTEIN STANDART GRAFIGI
0.35 w=1,78x - 0,0386
0.3 R =0,987
0,25
£ p2
2
= 0,15
£ 04
s ]
0,05
I] T T T T T T T T T T 1
0,05 0 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12 0,14 0,16 0,48 0,2 0,22
Protein Konsantrasyonu {ma)
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2.2.2.3. Orneklerin Peroksidaz Iceriklerinin Hesaplanmasi
Her 6rnegin protein konsantrasyonlari Bradford (1976)’un yontemine uygun
olarak belirlendikten sonra ayni homojenatlardan peroksidaz enzim aktivitesinin tayini
icin de faydalanilmistir.
Gerekli Kimyasal Maddeler:
1- Pyrogallol
2- Hidrojen Peroksit (H,0,)
3- Sodyum Asetat Tamponu
4- Saf Su

2.2.2.4. Spesifik Enzim Aktivitesinin Kolorimetrik Olarak Analiz Yontemi
Spektrofotmetre kiivetlerine konulan reaksiyon karisiminda H,O, ve Pyrogallol
miktarlart sabittir. Bitki 6rneginden alinan miktarlar ise degisken degerlerde olabilir.
Analiz i¢in belirlenen oranda bitki 6rnegi reaksiyon karisimina alindiktan sonra final
hacim sodyum asetat tamponu ile 1 ml’ ye tamamlanir.
KOR:
200 pl Pyrogallol (SABIT)
100 pl H,O, (SABIT)
700 pl Tampon

ORNEK:
200 pl Pyrogallol (SABIT)
100 pl H,O, (SABIT)
690 pl Tampon (DEGISKEN)
10 ul Ornek (DEGISKEN)

Oncelikle koér hazirlanir  ve  spektrofotometrede auto zero islemi
gerceklestirilir, daha sonra dlgiimlere gecilir. Olgiim yapilacak olan kiivete sodyum
asetat tamponu, pyrogallol ve bitki 6rnegi konarak kiivet spektrofotometredeki
kuyucuga yerlestirilir. Hidrojen peroksit ise kiivet kuyucuga yerlestirildikten sonra
reaksiyon karigimma ilave edilir. Ol¢iim hemen gergeklestirilmelidir ciinkii hidrojen

peroksit kiivete kondugu anda reaksiyon baslar.
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Peroksidaz kinetik reaksiyonunun analizi i¢in spektrofotometrede 300, de
120 saniye siire ile Ol¢iim yapilir. 120 saniye igerisinde her 5 saniyede bir alinan
absorbans degerleri ve bu degerlere bagl olarak bilgisayar tarafindan olusturulan grafik
kaydedilir. Elde edilen absorbans degerleri arasinda en biiylik farki gosteren aralik
belirlenir. Belirlenen bu en biiylik fark mg protein diizeyine g¢evrilerek mg/ ml/ dak

enzim birimi olarak verilir.

2.2.3. TOPRAK ANALIiZ YONTEMLERI

Toprak ornekleri deneme tarlasindan 0-30 cm derinlikten usuliine uygun
sekilde ve miktarda alinmistir. Alinan toprak orneklerinin fiziksel ve kimyasal bilinye
analizleri Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Toprak Boliimii Laboratuvarlarinda

gergeklestirilmistir.

2.2.3.1. Biinye Tayini

Topraklarin % kum, % kil ve % mil igeriklerini hesaplamay1 amaclayan bu
analiz, Bouyoucos (1955)’un “Hidrometre Yontemi” ne gore yapilmistir. Bulunan kum,
kil ve mil degerleri ise uluslararasi dane biiyiikliigiine gore hazirlanmis “Bilinye Analiz

Uggeni” ne (Black, 1957) uygulanarak, toprak érneklerinin biinye siniflari saptanmistr.

2.2.3.2. Suda Coziinebilir Toplam Tuz Tayini

Saf su ile doyurularak macun haline getirilmis toprak oOrneklerinin
“Conductivity Bridge RC-126 B2” cihazi1 ve toprak rezistans kabi kullanilarak elektrik
direngleri bulunmustur. Elde edilen bu degerler ise toprak macununun sicakligi (°F),
toprak macununun elektrik direnci (ohm) ve toprak biinyesi kombinasyonu ile
hazirlanmis “Rediiksiyon Nomogrami” na uygulanarak, toprak drneklerinin % total tuz

igerikleri bulunmustur (Anonymous, 1954).

2.2.3.3. Organik Madde Tayini

5 gr toprak Ornegi, 250 ml’ lik balon jojeye konup, iizerine eklenen 40 ml
derisik H,SOy, 25 ml 2N K,Cr,05 ile birlikte etiivde 120 °C ta 1.5 saat yakildi. Daha
sonra sogutulup saf su ile hacmi 250 ml’ye tamamlanip, siiziilerek siiziintii bir gece

bekletildi. Ertesi giin bu siiziintiiden 10 ml alinip, 100 ml’ lik bir erlene kondu, iizerine

2 ml H,SO4 + H3PO4 karisimi, 8 damla difenil amin asit ilave edildi. 25 ml 0.2 N
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morsches tuzundan da konarak 0.1 N K,Cr,O; ile renk yesilden menekseye
dontisiinceye kadar titre edildi. Sarfiyattan hesapla organik karbon, onun da sabit bir
say1 ile carpimindan (1.724) ise Springer ve Klee’ ye gore % organik madde
bulunmustur (Steubing, 1965).

2.2.3.4. PH Tayini
Bu tayin i¢in cam ve kalomel elektrotlu “Beckman pH metresi” kullanilmis ve

tayinler saf su ile doyurulmus olan toprak 6rneklerinde yapilmistir (Jackson, 1958).

2.2.3.5.Kalsiyum Karbonat (CaCO;) Tayini
Toprak oOrneklerinde kire¢ tayini “Scheibler Kalsimetresi” ile yapilmis ve

sonuclar % CaCOj olarak hesaplanmistir (Nehring, 1960).

2.2.3.6. Toprakta Toplam Azot Tayini

Toprak orneklerinde toplam azot miktar1 Bremner ve Shaw’un modifiye
makrokjeldahl yontemiyle bulunmustur (Bremner, 1965). Sonuglar ylizde olarak
verilmis ve Kovanci (1969)’ ya gore siniflandirilmustir.

Bu islem i¢in izlenen yol asagida verilmistir. 5 gr toprak 750 ml’ lik Kjeldhal
balonunda tartilir. Bunun tizerine 10 gr kadar karisim tuzu 2 Cu pargasi ilave edilir. 30-
40ml’ lik salisilik asit + H,SO4 karigimi da eklenir ve yakilir.Yanma siiresince her
yarim saatte bir ¢alkalanip sogumaya birakilir. Daha sonra 250 ml saf su ilave edilir.
Tekrar soguduktan sonra 120-130 ml %40’lik NaOH eklenir (Renk bulaniklasana
kadar). Destilasyon i¢in, onluk olarak 50 ml H3;BO; kullanilir. Destilasyon sirasinda
H3BO; ’lin rengi pembeden yesile doner. Bu isleme 150 ml. destilat birikinceye kadar
devam edilir. Titrasyona 0.05 N H,SO, ile renk pembelesinceye kadar devam edilir,
sarfiyat not edilir. Daha sonra asagida verilen formiilden yararlanilarak % toplam N

bulunur.
{Sarfiyat Kir) 0.05x0.014x100
Ornek Miktan

% Toplam N =

2.2.3.7. Toprakta Fosfor Analizi
Toprak orneklerinin alinabilir fosfor miktarlar1 Bingham yontemine gore

belirlenmigtir. Bu yonteme gore toprak oOrnegi 2 ml saf su ile 5 dakika yatay
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calkalayicida ¢alkalanmis ve elde edilen siiziiklerdeki fosfor miktarlar1 belirlenmistir.

Sonuglar ppm olarak verilmistir (Bingham, 1949).

2.2.3.8. Toprakta Potasyum Tayini

Toprak orneklerinde faydali potasyum miktarlar1 1 N Amonyum asetat
(NH4OAc) yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Eppendorf flame
fotometresinde saptanmistir. Bu yonteme gore;

2.5 kg toprak 6rnegi tartilip 100 ml’lik plastiklere konularak tizerine 25 ml 1 N
NH;OAc ilave edilir. 30 dakika kadar ¢alkalanir ve siiziiliir. Bu siiziikler direk flame
fotometrede okunur. Standart seri 1 N NHy ile hazirlanir. Sulandirma faktord 10° dur

(Pratt, 1965).

2.2.3.9. Toprakta Alimabilir Fe, Cu, Zn ve Mn Miktarlari

Toprak Orneklerinin mikroelement kapsamlarimin belirlenmesi DTPA
yontemiyle yapilmistir. DTPA yontemiyle elde edilen siiziikteki Fe, Cu, Zn ve Mn
miktarlart1 Varian Techtron Model 1200 Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresinde
Olciilmiistiir (Lindsay ve Norvell, 1978).

2.2.3.10. Toprakta Degisebilir Ca ve Mg Tayini

Jackson (1967) tarafindan bildirilen yonteme gore, toprak ornekleri 1N
NH4OAc (pH=7) ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon c¢ozeltileri % 1’ lik LaCls
(Lantankloriir) ¢ozeltisi ile 1:10 diizeyinde seyreltilmis ve bu ¢ozeltilerde degisebilir Ca

ve Mg iyon diizeylerinde Perkin Elmer 3110 atomik absorbsiyon spektrofotometresiyle

(A.A.S.) belirlenmistir.
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Cizelge 3.1. Total Protein Sonuglar1 (1. Analiz).

3. BULGULAR

3.1. Total Protein Tayini ile Tlgili Bulgular

M—

71

1. ANALIZ SONUCLARI
Uygulama n Ort.£SS
Gruplan (mg/ml protein)
1 | Kontrol 5 0,34 £0,016
2 | Bion 5 0,49 + 0,009
3 | Cropmax 5 0,53 £ 0,025
4 | Messenger 5 0,60+0,012
5 | Maxicrop 5 0,67 £ 0,006
6 | Trichodex 5 0,74 £0,014
7 |B-T 5 0,68 + 0,023
8 |C-T 5 0,42 +0,011
9 |IM-T 5 0,76 £ 0,012
10 | Max -T 5 0,66 + 0,025
g :
- 1. ANALIZ
0,75
- 081 057 AT T 0fs
E 060 = = T
Eﬁ 0F 0,43 053 =
E n4z
,ﬂa: 04 nfq =
a
032
n . r r r r r . r
N
*ﬁé"‘ﬂ @pﬁ qﬁ‘# Eﬁ'fi & ) $ﬁ§+ *b:ﬂ ':::‘1~ & *?;_1-&
& & & &
Lhygulama Gruplan




Cizelge 3.2. Total Protein Sonuglar1 (2. Analiz).

2. ANALIZ SONUCLARI
Uygulama n Ort.£SS
Gruplan (mg/ml protein)
1 Kontrol 5 0,31 £0,026
2 Bion 5 0,46+ 0,017
3 Cropmax 5 0,36 0,012
4 Messenger 5 0,48 + 0,008
5 Maxicrop 5 0,63 +0,031
6 Trichodex 5 0,57 £0,024
7 B-T 5 0,59+0,014
8 C-T 5 0,36+ 0,010
9 M-T 5 0,46 + 0,016
10 Max -T 5 0,53 +£ 0,007
4 : ™
14 2. ANALIZ
0,5 -
= 053
! 0,59
"E“u 0 | m 07 = 0,53
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T 041 03 0,36 0,36
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Cizelge 3.3. Total Protein Sonuglar1 (3. Analiz).

3. ANALIZ SONUCLARI

‘—
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Uygulama n Ort.£SS
Gruplan (mg/ml protein)
1 Kontrol 5 0,35+0,014
2 Bion 5 0,69+0,012
3 Cropmax 5 0,54 +0,016
4 Messenger 5 0,65+ 0,020
5 Maxicrop 5 0,53 £0,024
6 Trichodex 5 0,57+0,013
7 B-T 5 0,54 £ 0,009
8 C-T 5 0,39 +0,018
9 M-T 5 0,56 +£0,034
10 Max -T 5 0,46 + 0,004
4 : ™
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Cizelge 3.4. Total Protein Sonuglar1 (4. Analiz).

4. ANALIZ SONUCLARI
Uygulama n Ort.£SS
Gruplan (mg/ml protein)

1 Kontrol 5 0,39+0,018

2 Bion 5 0,55+0,014

3 Cropmax 5 0,76 £ 0,024

4 Messenger 5 0,85+0,016

5 Maxicrop 5 0,49 £ 0,021

6 Trichodex 5 0,47 £ 0,006

7 B-T 5 0,52+0,016

8 C-T 5 0,54 £ 0,006

9 M-T 5 0,69 £0,027

10 Max -T 5 0,41 £0,019

. 4. ANALIZ A
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Cizelge 3.5. Uygulama Gruplarinda Total Protein Miktarinin Zamana Gore Degisim
Grafigi (Ilk 5 Grup).

'd ™y
ZAMANA GORE DEGISIM
1.
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Cizelge 3.6. Uygulama Gruplarinda Total Protein Miktarinin Zamana Gore Degisim
Grafigi (Son 5 Grup).
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3.2. Peroksidaz Enzim Aktivitesi ile lgili Bulgular

Cizelge 3.7. Peroksidaz Enzim Aktivitesi ve Yiizde Etkinlik (1. Analiz).

1. ANALIZ SONUCLARI

Uygulama Ort.£SS o .
Gruplan n (mg/ml/dk Peroksidaz) 7o Etki
1 Kontrol 5 139,7+ 3,4 -
2 Bion 5 178,1 +£8,7 27,5
3 Cropmax 5 193,5+5,1 38,5
4 Messenger 5 207,7+3,5 48,7
5 Maxicrop 5 180,1 +7,1 28.9
6 Trichodex 5 182,4 +4,8 30,6
7 B-T 5 188,0 £ 8,4 34,6
8 C-T 5 197,1 £3,5 41,1
9 M-T 5 219,9 £ 3,2 57,4
10 Max -T 5 189,8 +7,3 35,9
i p
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Cizelge 3.8. Peroksidaz Enzim Aktivitesi ve Yiizde Etkinlik (2. Analiz).

2. ANALIZ SONUCLARI
Uygulama Ort.£SS o .
Gruplan n (mg/ml/dk Peroksidaz) 7o Etki
1 Kontrol 5 178,1 £1,9 -
2 Bion 5 208,429 17,0
3 Cropmax 5 221,8 £ 8,6 24.5
4 Messenger 5 242.5+5,2 36,2
5 Maxicrop 5 205,1 £2,3 15,2
6 Trichodex 5 286,2 £ 3,2 60,7
7 B-T 5 311,6 +4,5 74,9
8 C-T 5 243 4+25 36,7
9 M-T 5 313,7+4,8 76,1
10 Max -T 5 216,1 £3,0 21,3
4 .
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Cizelge 3.9. Peroksidaz Enzim Aktivitesi ve Yilizde Etkinlik (3. Analiz).

3. ANALIZ SONUCLARI

Uygulama Ort.£SS o .
Gruplan n (mg/ml/dk Peroksidaz) 7o Etki
1 Kontrol 5 226,1 £ 3,4 -
2 Bion 5 262,8 + 8,1 16,2
3 Cropmax 5 268,4+2,6 18,7
4 Messenger 5 287,1+1,8 26,9
5 Maxicrop 5 276,7+3,9 22,4
6 Trichodex 5 331,5+5,4 46,6
7 B-T 5 287,1+7.2 26,9
8 C-T 5 291,5+6,3 28,9
9 M-T 5 355,7+ 1,5 57,3
10 Max -T 5 301,3+£2,2 33,3
4 .
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Cizelge 3.10. Peroksidaz Enzim Aktivitesi ve Yiizde Etkinlik (4. Analiz).

4. ANALIZ SONUCLARI
Uygulama Ort.£SS o .
Gruplan n (mg/ml/dk Peroksidaz) 7o Etki
1 Kontrol 5 260,2 £ 3,1 -
2 Bion 5 373,2+£2,0 43,4
3 Cropmax 5 345,5+5,7 32,8
4 Messenger 5 3972+2,6 52,7
5 Maxicrop 5 3352+ 6,4 28,8
6 Trichodex 5 363,3+4,4 39,6
7 B-T 5 399,1+£5,3 53,4
8 C-T 5 372,0+£2,5 42,9
9 M-T 5 426,2 + 8.4 63,8
10 Max -T 5 376,3 £6,7 44,6
4 .
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Cizelge 3.11. Uygulama Gruplarinda Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Zamana Gore

Degisim Grafigi (Ilk 5 Grup).
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Cizelge 3.12. Uygulama Gruplarinda Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Zamana Gore

Degisim Grafigi (Son 5 Grup).

P
ZAMANA GURE DEGIGIM
500 -
4262
3991 T
400 - = 3763
3833 312.;0 3557 o
N 35 M6 . o
] : ' 303
E 100 - 2862 = QE?__J 211__,5 e S
E 2434
a 21949 26,1
$ o0 {1824 1880 1974 -
E
]
E
100
I} T T T T T T T T T T T T T T
L - TN SL N, T T L N, T . S e L T S T
R - S R R R R A A A A A S A N - -
ﬁsﬁ ﬁsﬁ ﬁsﬁ ‘F& & ¢ ¢ ¢
&R R
Uygulama Gruplari

80




3.3. Toprak Analizi ile Tlgili Bulgular
3.3.1. Toprak Fiziksel ve Kimyasal Analiz Sonugclar:

Toprak orneklerinde yapilan fiziksel analiz sonuglar1 Cizelge 3.13’ te, kimyasal

analiz sonuglar1 Cizelge 3.14° te verilmistir.

Cizelge 3.13. Toprak Fiziksel Analiz Sonugclari.

H Toplam Tuz| Kire¢ Kum Mil Kil Biinye
P (%) (%) (%) (%) (%) Simifi
7.06 0.18 2.57 51.48 | 26.00 | 22.52 Tin

Cizelge 3.14. Toprak Kimyasal Analiz Sonuglari.

Organik Madde (%) 5 573| Alinabilir Na (ppm) 60
Toplam N (%) 0.25| Almabilir Fe (ppm) 11.52
Alinabilir P (ppm) 31.10| Almabilir Cu (ppm) 2.67
Almabilir K (ppm) 79¢| Almabilir Zn (ppm) 1.02
Alinabilir Ca (ppm) 4500| Almabilir Mn (ppm) 24.51
Alinabilir Mg (ppm) 634
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4. TARTISMA VE SONUC

4.1. Toprak Fiziksel Analiz Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

4.1.1. pH
Toprak orneklerinin pH’ 1 Oztiirk (1975) tarafindan asagida verilen
siiflandirmaya gore degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye gore calismamizdaki

toprak ornegi “Notr” tepkimelidir.

pH Degerlendirme
5.6-6.0 Orta asit
6.1 -6.5 Zay1f asit
6.6-7.3 Notr
7.4-17.8 Hafif alkali
79-8.4 Orta alkali

4.1.2. Toplam Tuz
Toprakta bulunan ¢6ziinebilir toplam tuz miktarinin belirlenmesi Tiiziiner ve
ark. (1990)’ a gore yapilmistir. Bu degerlendirmeye gore ¢calismamizdaki toprak 6rnegi

“Hafif Tuzlu” dur.

Toplam Tuz (%) Degerlendirme
0.0-0.15 Tuzsuz
0.15-0.35 Hafif tuzlu
0.35-0.65 Orta tuzlu
>0.65 Cok tuzlu

4.1.3. Kire¢ (CaCO3)
Giines ve ark. (2000)’ a gore topraklar igerdikleri kire¢ oranina gore asagidaki
gibi degerlendirilir. Bu degerlendirmeye gore calismamizdaki toprak 6rnegi “Kirecli”

dir.

CaCO; Degerlendirme
0-1 Az kirecli

1-5 Kirecli

5-15 Orta kirecli
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15-25 Fazla kirecli
> 25 Cok fazla kiregli

4.1.4. Biinye
Toprak Ornegimizin biinye incelemesinde “Tin” biinyeye sahip oldugu

belirlenmistir.

4.2. Toprak Kimyasal Analiz Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Organik Madde
Toprak orneginin organik madde miktarinin degerlendirilmesi Giines ve ark.
(2000)’ a gore yapilmistir. Bu degerlendirmeye gore ¢aligmamizdaki toprak Ornegi

“Yiiksek” derecede organik madde igermektedir.

Organik Madde (%) Degerlendirme
0-1 Cok az
1-2 Az
2-3 Orta
34 lyi
>4 Yiiksek

4.2.2. Toplam Azot (N)
Toprak 6rneginin azot iceriginin degerlendirilmesi Kovanct (1969)’ ya gore

yapilmistir. Bu degerlendirmeye gore calismamizdaki toprak ornegi azot bakimindan

“Zengin” dir.
Total N (%) Degerlendirme
<0.05 Fakir
0.05-0.10 Orta
0.10-0.15 Iyi
>0.15 Zengin
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4.2.3. Alinabilir Fosfor (P)
Alnabilir fosfor igeriklerine gore topraklarin siniflandirilmasi Bingham (1949)’

a gore yapilmistir.

Almabilir P (ppm) Degerlendirme
<1.30 Fakir
1.30-3.26 Orta

>3.26 Iyi

Bu degerlendirmeye gore calismamizdaki toprak ornegi alinabilir fosfor

bakimindan “Cok iy1” dir.

4.2.4. Alinabilir Potasyum (K)
Alinabilir potasyum igeriklerine gore topraklarin smiflandiriimas: irget (1995)°
e gore yapilmistir. Bu degerlendirmeye gore calismamizdaki toprak 6rneginin alinabilir

potasyum igerigi “Cok yiiksek” tir.

Almnabilir K (ppm) Degerlendirme
<150 Noksan

150 -200 Diistik

200 —300 Yeterli

300 —400 Yiiksek

> 400 Cok yiiksek

4.2.5. Aliabilir Kalsiyum (Ca)
Irget (1995)’ e gore topraklarda alinabilir kalsiyum miktarlarma bakilarak

yapilan siiflandirma soyledir:

Alinabilir Ca (ppm) Degerlendirme
<714 Cok fakir
715 — 1430 Fakir
1431 — 2860 Orta
> 2860 Iyi

Bu degerlendirmeye gore calismamizdaki toprak 6rneginin alinabilir kalsiyum

icerigi “Cok yiiksek™ tir.
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4.2.6. Alinabilir Magnezyum (Mg)
Irget (1995)’ e gore topraklarda almabilir magnezyum miktarlarina bakilarak

yapilan siiflandirma soyledir:

Almabilir Mg (ppm) Degerlendirme
<54 Fakir
54-114 Orta
> 114 Iyi

Analiz sonuglarina gore ¢alismamizdaki toprak ornegi alinabilir magnezyum

bakimindan “Cok iy1” dir.

4.2.7. Almabilir Demir (Fe)

Irget (1995) alinabilir demir oranlarma bakarak topraklar1 3 ana grupta

toplamaktadir:
Almmabilir Fe (ppm) Degerlendirme
0-2.5 Yetersiz
2.5-45 Orta
>4.5 Iyi

Bu degerlendirmeye gore c¢aligmamizdaki toprak Ornegi alinabilir demir

bakimindan “Cok iyi” dir.

4.2.8. Alinabilir Bakir (Cu)
Topraktaki almabilir bakir miktarina bagli olarak Lindsay ve Norvell (1978)

tarafindan topraklar 2 grupta degerlendirilmektedir:

Almabilir Cu (ppm) Degerlendirme
<0.2 Yetersiz
>0.2 Yeterli

Bu degerlendirmeye gore calismamizdaki toprak oOrnegi alinabilir bakir

bakimindan “Yeterli” dir.
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4.2.9. Aliabilir Cinko (Zn)
Irget (1995)’ e gore topraklarda almabilir ¢inko miktarlarina bakilarak yapilan

siniflandirma soyledir:

Almmabilir Zn (ppm) Degerlendirme
<0.5 Noksan
0.5-1 Kritik
> 1 Iyi

Bu degerlendirmeye gore calismamizdaki toprak oOrnegi alinabilir ¢inko

bakimindan “Iyi” dir.

4.2.10. Alinabilir Mangan (Mn)
Irget (1995) e gore topraklarda alinabilir mangan miktarlarina bakilarak
yapilan siiflandirma soyledir:

Alnabilir Mn (ppm) Degerlendirme

<1 Noksan
1-3 Kritik
>3 Yeterli

Bu degerlendirmeye gore calismamizdaki toprak Ornegi alinabilir mangan
bakimindan “Yeterli” dir.

Toprak Orneginde yapilan tiim analiz sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde,
bitkilerin yetistirildigi lokalitede, arazinin domates yetistirmeye uygun oldugu tespit
edilmistir.

43. TOTAL PROTEIN VE PEROKSIDAZ ENZIM ANALIZ

SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Giinlimiize dek tarimsal tiretimde bitki hastaliklarina karsi 6 ana korunma
yontemi kullanilmaktaydi. Bunlar, dayanikl ¢esit, dogru giibreleme ve uygun yetistirme
tekniklerinin se¢imi gibi kiiltiirel ve biyolojik yontemler ve fungusitlerin
kullanilmastyla hastaliklarin 6nlenmesiydi. Bitki korumada yeni bir yaklagim ise bitki
aktivatorleri ile ekimden hasata kadar bitki saglhiginin aktif hale getirilmesidir (Imoto ve
Yagishata, 1971; Karman, 1971; Agrios, 1997). Patojenler bitkiye saldirdigi zaman,
bitki, hiicre duvar1 ve mum tabakasinin varligi gibi ya onceden olusmus engeller

yoluyla, ya infeksiyon bdlgesinde hizli hiicre 6liimleri ile sinirlanmis savunma bolgesi

86



olusturarak ya da “Sistemik Uyarilmis Dayaniklilik” (SAR) savunma mekanizmasi ile
kars1t koymak durumundadir (Tosun ve ark., 2001).

Dogada olusan bu sistemi iyilestirmek ve pratige aktarmak icin gelistirilen
bitki aktivatorleri, bitkideki dogal savunma mekanizmas: SAR’ 1 aktive ederek bitkiye
korunmasi i¢in yardimecir olmaktadir. Bitki korumada devrim niteligindeki bitki
aktivatorleri sadece yeni bir etki mekanizmasi ile yeni bir kimyasal degil ayn1 zamanda
yeni bir teknolojidir ve tarimsal savasimda halen kullanilmakta olan ydntemlere
tamamlayict olarak rol oynamaktadir. Bitki aktivatorlerinin egsiz 6zelliklerinden birisi
ise herhangibir koruyucu kimyasal ile kontrol edilemeyen ve birbiriyle iliskisi olmayan
patosistemlerde ¢alismasidir (Tosun ve ark., 2001).

Son yillarda bitkilerin yapraklarma dogal bilesikler piskiirtillerek veya
enjeksiyon yolu ile bitkilerin biinyesine verilerek bitki hastaliklariyla integre savasim
anlayisi igerisinde bitki aktivatorlerinin kullanilmasi, tim diinyada aragtirmalarda 6nemli
bir yer tutmakta ve bu yontemler sonucunda basarili sonuglar alinmaktadir (Benhamou,
1996).

Sistemik olarak aktive edilmis dayaniklilifin ortaya ¢ikmasinda bazi hastalik
olusumu ile ilgili proteinlerin (PR) birikimi, domates, salatalik, tiitlin gibi dikotil
bitkilerde cesitli biyokimyasal caligmalarla saptanmistir. Bu PR proteinleri hiicreler
arasinda, Ornegin patojenin hiicreye saldirmadan once gelisme egilimi olan alanlarda
hakim olarak birikirler. Bazt PR proteinleri fungal veya bakteriyel hiicre duvarini
bozabilen enzimler olan B-1,3 glukanazlar ve kitinazlar olarak karakterize edilmislerdir
(Aiba, 1992; Hirano ve Nagano, 1998).

Etkili olmakla birlikte dogal olarak uyarilmis SAR, tarla kosullarinda bazi
onemli olumsuzluklara sahiptir. Bunlardan ilki, SAR’ dan 6nce gelisen hastalik devam
eder ve ilk zarar olusur. Ikinci dezavantaj ise, dogal SAR tarlada uniform olarak degil
cok az olusur. Bitki aktivatorleri ise dogru uygulama zamanlar1 ile beklenen hastalik
gelisiminden 6nce bitki savunmasini aktive etmekte, sadece tek bitkiyi degil tiim tarlay1
aktive etmekte, degisik {riinlerde bir¢ok patojene karst uzun siireli koruma
saglamaktadir (Tosun ve ark., 2001).

Bitki aktivatorii bitki savunma mekanizmasinmi aktif hale getirdiginde, bitki
patojen saldirilarina karsi basarili bir bi¢imde korunmaya baglar. Ancak fungus ve
bakterilere karsi dogrudan etkisi yoktur. Uygulama zamani ¢ok Onem tasimaktadir.

Bitki aktivatorleri kullanildiktan yaklasik 7 gilin sonra tiim savunma mekanizmasi tam
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olarak aktive olmaktadir. Bitki aktivatorleri sadece korunma sagladigi ve varolan
infeksiyonlar1 kontrol edemedigi i¢in, mutlaka hastalik olusmadan 6nce uygulanmasi
gerekmektedir. Bitki aktivatorlerini uygulama penceresinin disinda kullanmak da zayif
bir koruma saglayacaktir (Anonymous, 1997).

Messenger fungal, bakteriyel ve viral hastaliklara karsi genis spektrumlu
koruma saglamaktadir. Domateste bakteriyel leke, bakteriyel benek, Fusarium
solgunlugu, Phytophthora kok ciiriikliigii, elmada karaleke (Venturia inaequalis), ates
yanikligir (Erwinia amylovora), tiitiin mozaik viriisii, kok ur nematodu (Meloidogyne
spp.) bu hastaliklara 6rnek olarak verilebilir (Anonymous, 2000b). Messenger sebzeler,
meyveler, agaclar gibi genis {iriin gruplarinda kullanilmaktadir.

Messenger’ in ¢esitli liriinler iizerindeki tarla denemeleri, zararli yonetimi ve
bitki biiyiimesinin tesvikinde cesitli yararlar gostermistir. Ornegin 1999 ve 2000’ de
kiiciik arsa denemeleri, tekrarli denemeler ve genis blok demonstrasyonlarinda, sirik
domateslerine Messenger’ in erken mevsim uygulamalari, Domates bakteriyel benek
hastaligi (Pseudomonas syringae pv. tomato) ve Domates bakteriyel leke hastaligi
(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) gibi hastaliklarin kontroliinii iyilestirmistir.
Messenger’ in erken uygulamalari, standart hastalik miicadele yontemleriyle
karsilastirildiginda 3 haftadan 4 haftaya kadar olabilen siireyle domates bakteriyel leke
hastaliginin baslamasin1 geciktirmistir. Domateslerde Messenger uygulamasi, iiriin
veriminde artis saglamistir (Kropp ve ark., 2001).

1999°da Florida’ da portakal, greyfurt ve mandalina bahgelerinde yiiriitiilen
tarla denemelerinin genis bir serisinde Messenger uygulamalar1 hastalik yonetimini
etkilemistir. Messengerle muamele gormiis Citrus (Turunggil) agaglarinda, Alternaria
citri, Elsinoe fawcetti ve Alternaria kahverengi benek infeksiyonlart azalmstir.
Turunggillerde Messenger uygulamasini takiben biiylime artirict etkiler gozlenmistir:
erken ve daha taze yapraklar, daha uniform meyve seti, erken olgunlasma, iiriin
miktarinda artis, daha genis meyve capi, daha yiiksek meyve agirligr gibi (Kropp ve
ark., 2001).

1997-1999 yillarinda Kuzey Florida Arastirma ve Egitim Merkezinde kii¢iik
arsa denemeleri ve genis blok demonstrasyonlar1 yiiriitiilmiistiir. Wright ve arastirma
arkadaslari, pamuga Messenger uygulamasinin iirlin artis1 sagladigini séylemistir. Bu
denemelerden elde edilen bulgular Beltwide Pamuk Konferansinda rapor edilmistir

(Kropp ve ark., 2001).

88



EDEN Bioscience 1997’ den giinlimiize kadar cilekler iizerinde 36 tarla
denemesi gergeklestirmistir. Tarla ¢alismalarinin bu serileri, tarla kosullarinda hastalik
rediiksiyonu ve {irlin artis1 i¢in  Messenger’ in etkiligini istatistiksel olarak
degerlendirmek ve optimum uygulama zamani ve miktarint belirlemek i¢in Amerika
Birlesik Devletleri’ nde gergeklestirilmistir. ilk deneyler California’ da ticari ¢ilekler
tizerinde ciddi bir patojen olan Botrytis cinerea’ nin kontrolinde Messenger’ in
etkililigini gostermek i¢in yapilmistir. Calismalar gostermistir ki; tarla kosullarinda
Messenger uygulamasi, bir standart yetistirici programinda kullanilan giincel kimyasal
ilaglar kadar ya da daha iyi bir sekilde hastalik rediiksiyonu saglamaktadir. Messenger,
kiigiik arsalarda kullanildiginda standart fungusit uygulamalarindan ortalama % 52 daha
iyi bir hastalik rediiksiyonu saglarken , muamele edilmemis kontrol grubundan ortalama
% 67 daha iyi bir hastalik rediiksiyonu saglamistir. Messenger, total iiriin {izerine pozitif
bir etkiye sahiptir ve standart yetistirici uygulamalarindan daha kaliteli pazarlanabilir
irlinler tiretilmesini saglar.

Messenger, IPM programinin bir pargasi olarak kullanildiginda, yetistiricilerin
kimyasal girdilerinin miktarint % 90’ a kadar azaltir (Kropp ve ark., 2001). Messenger,
I[PM programlarinda domateste kullanilmis ve sonug¢ olarak klasik fungusitlerin ve
insektisitlerin kullanimi % 70 oraninda azalmistir. (Anonymous, 2000a).

Yapilan ¢aligmalar Messenger’ in ¢evre igin kalinti sorununa yol agmadigini
gostermistir. Uygulamadan sonra Messenger toprak ve bitki mikroorganizmalar1 ve
giines 15181 sayesinde hizla bozulmakta, ayrica diisiik uygulama dozu nedeniyle kalinti
riski tasimamaktadir. Disiik toksisite ve kalinti azligi nedeniyle harpin proteinleri,
yillardir kullanilan fungusitlere karsi alternatif olarak tercih edilmektedir. Yillardir
harpin’in iiretimi ve uygulamasi ile ugrasan arastiricilar ve isgilerde bu proteinden
kaynaklanan zehirlenme veya allerjik belirti meydana gelmemistir (Anonymous,
2000a). Messenger’in higbir kanserojenik etkisi yoktur, tahris edici degildir ve dogaya
karisan toksik kimyasallarin miktarin1 azaltir. Cevresel olarak giivenli Messenger gibi
tirtinlerin kullanimi konusunda yetistiricilerde olumlu bir anlayis olusturulabilir (Kropp
ve ark., 2001).

Ulkemizde de bitki aktivatdrleri ile ilgi arastirmalar yapilmaktadir. Patates
tariminda bitki aktivatdrlerinin etkisini arastirmak amactyla 2 bitki aktivatoriiniin (Crop-
Set ve ISR-2000) 2 farkli dozu tarla kosullarinda denenmistir. Bitkilerin ¢igceklenme
doneminde bir gruba normal doz (60 ml/da Crop-Set ve 30 ml/da ISR-2000) diger gruba
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ise yiiksek doz (120 ml/da Crop-Set ve 60 ml/da ISR-2000) uygulamasi yapilmistir.
Calismada parsel verimi, bitki boyu, yaprak sayisi, yaprak eni, yaprak boyu ve yumru
boyutlar1 dl¢lilmiistiir. Bu 6zellikler i¢in en yliksek ortalamalari normal doz vermistir.
Normal dozda parsel verimi % 26, yiiksek dozda % 8 artis gostermistir. Normal dozda
bitki boyu % 16, yaprak sayis1 % 33 artmistir (Koca, 2003).

Karavas (2002) tarafindan fungusit, bitki aktivatorii ve bitki stimulantinin
biberin anatomik ve morfolojik Ozellikleri iizerine etkileri ile ilgili bir arastirma
yapilmistir. Bu ¢alismada fungusit olarak Quadris, bitki stimulant1 olarak Crop-Set ve
bitki aktivatorii olarak ISR-2000 oOnerilen dozlarda uygulanmigtir. Anatomik ve
morfolojik yapiya olan etkiler incelendiginde gruplar arast en belirgin farklilik
yapraklarda gozlenmistir. Klorofil a, klorofil b, karotenoid ve stoma indeksleri
yoniinden kontrol grubuna gore uygulama gruplarinin hepsinde belirgin bir artis
olmakla beraber en fazla artis ISR-2000° de saptanmistir. Her iki hasat sonunda
hastaliksiz meyve sayisi ve agirligi agisindan tiim uygulama gruplarinda kontrole gore
az ya da cok artis oldugu belirlenmistir. Hastaliksiz meyve sayis1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, Quadris grubunda % 13, ISR-2000’ de % 89,4 ve Crop-Set’ te %
75,8 lik bir artig elde edilmis, hastaliksiz meyve agirlig1 agisindan Quadris’ te % 12,6 ,
ISR-2000° de % 104 ve Crop-Set’ te % 74’ liik bir artis saptanmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda bitki stimulant ve aktivatdrlerinin biber yetistiriciliginde gerek
pazarlanabilen miktar ve kalitesi, gerekse saglikli bitki agisindan Onemli yarar
saglayacagi kanisina varilmigtir (Karavas, 2002).

Yine iilkemizde yapilan bir arastirmada, seralarda biber yetistiriciliginde
verimi dogrudan etkileyen bitki hastaliklarina kars1 yogun olarak kullanilan bir fungusit
(Mancozeb) in tek basia ve bitki aktivatorii ve stimulanti ile birlikte kullanilmasinin
toprak Ozellikleri ve meyve kalitesi gibi kriterler lizerindeki etkileri incelenmistir. Bu
arastirmada Mancoceb tek basina ve Humiforte N-6 +Mancozeb ile Cropmax +
Mancozeb kombinasyonlar1 halinde denenmistir. Hasat sonunda alinan toprak ve biber
meyvesi drneklerinde fiziksel ve kimyasal analizlerin yan1 sira meyve kalitesi 6l¢iimleri
de yapilmistir. Ayrica toprak orneklerinde kalint1 analizi ile toprakta fungusit kalintisi
arastirilmistir. Sonucta, gerek fungusitlerin bitkiye daha iyi penetrasyonuyla topraktaki
kalinti miktarinin azaltilmasi, gerekse verim ve kalitenin iyilestirilmesi i¢in bitki
aktivatorleri ile fungusitlerin birlikte kullanilmalarinin {imit verici oldugu sonucuna

vartlmistir (Topal, 2003).
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Bitki aktivatorlerinin kullanildigi bag, patates, misir gibi diger iiriinler ile ilgili
arastirmalar halen Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimiinde devam
etmektedir. Bununla beraber, bolimiimiizde bitki aktivatorlerinin domates bitkisinin
total protein ve enzim aktiviteleri iizerine etkileri ile ilgili acik arazi caligsmalari
sonuclanmis olup ¢esitli bitki aktivatorlerinin ekonomik 6neme sahip diger bitkiler
tizerindeki etkileri de laboratuvar ve agik arazi kosullarinda incelenecektir.

Calismamizda, baz1 bitki aktivatdrleri ile biyokontrol ajani (biyolojik fungusit)
olan Trichodex’ in farkli kombinasyonlar1 denenmistir. Bdylece, pestisitlerin diigiik
dozlarmin bitki aktivatorleri ile birlikte kullanilmasiyla, bitki hastaliklarinin
kontroliinde etkinligin arttirilmasi saglanmaya calisilmistir. Bu uygulamalar sonucunda
bitki savunma sisteminde olusabilecek enzimatik stimiilasyonlarin saptanmasi yoluna
gidilmistir. Boylece, elde edilen veriler yardimiyla tarla kosullarinda hastaliklara kars
en etkili korumay1 saglayacak uygulama ve kombinasyonlar belirlenmeye ¢alisilmistir.
Denemede elde edilen bilgiler araciligiyla, bitkinin bagisiklik sisteminin uyarilmasinda
daha etkili olan bitki aktivatorii ve kombinasyonlarinin tespit edilmesi, bu
kombinasyonlarin ¢iftci kosullarinda da kullanilmasina 1s1k tutacaktir.

Bu c¢aligmada secilen preparat kombinasyonu ve uygulama zamanina baglh
kalinarak 4 kez ilaglama yapilmistir. ilk doz bitkilerin yapraklarina piiskiirtiildiikten
sonra takip eden 3 doz 15’er giin ara ile piiskiirtiilmiistiir.

Ilk analiz &rnekleri 1. preparat uygulamasindan 7 giin sonra alinmstir,
Takibeden oOrneklemeler 15’ er giin ara ile yani ilaglamalardan 7’ ser giin sonra

yapilmistir. Orneklerin alindig1 tarihler asagida verilmistir

1. Ornekleme (1. ANALiZ) 14 Temmuz 2003
2. Ornekleme (2. ANALiZ) 28 Temmuz 2003
3. Ornekleme (3. ANALIZ) 11 Agustos 2003
4. Ornekleme (4. ANALIZ) 25 Agustos 2003

Elde edilen bulgular tartisilirken oncelikle 4 farkli tarihte gerceklestirilen 4
farkli analiz i¢in degerlendirme yapilacaktir. Daha sonra ise zamana gore meydana gelen

degisimler ayrica incelenecektir.
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4.3.1. TOTAL PROTEIN

1. Analiz

Kontrol grubuna gore total protein miktarindaki % degisimler sirasiyla
sOyledir: Cropmax-Trichodex (% 23.5), Bion (% 44,1), Cropmax (% 55,8), Messenger
( % 76,4), Maxicrop-Trichodex (% 94,1), Maxicrop (% 97), Bion-Trichodex (% 100),
Trichodex (% 117,6), Messenger-Trichodex (% 123,5).

2. Analiz

Kontrol grubuna gore total protein miktarindaki % degisimler sirasiyla
sOyledir: Cropmax (% 16,1), Cropmax-Trichodex (% 16,1), Bion (% 48,3), Messenger-
Trichodex (% 48,3), Messenger ( % 54,8), Maxicrop-Trichodex (% 70,9), Trichodex (%
83,8), Bion-Trichodex (% 90,3), Maxicrop (% 103,2).

3. Analiz

Kontrol grubuna gore total protein miktarindaki % degisimler sirasiyla
sOyledir: Cropmax-Trichodex (% 11,4), Maxicrop-Trichodex (% 31,4 ), Maxicrop (%
51,4), Bion-Trichodex (% 54,2 ), Cropmax (% 54,2), Messenger-Trichodex (% 60),
Trichodex (% 62,8), Messenger ( % 85,7 ), Bion (% 97,1 ).

4. Analiz

Kontrol grubuna gore total protein miktarindaki % degisimler sirasiyla
sOyledir: Maxicrop-Trichodex (% 5,1), Trichodex (% 20,5), Maxicrop (% 25,6), Bion-
Trichodex (% 33,3), Cropmax-Trichodex (% 38.,4), Bion (% 41), Messenger-Trichodex
(% 76,9), Cropmax (% 94,8), Messenger ( % 117,9).

4.3.2. PEROKSIDAZ

Lycopersicon esculentum Mill.” e uyguladigimiz preparatlarin  savunma
tepkisinin bir gdstergesi olarak peroksidaz enziminin aktivitesi iizerindeki etkileri 4
farkli analiz doneminde kontrol grubuna oranla degerlendirilmistir. Tiim gruplardaki

analiz sonuglar ve degisimler Bulgular boliimiindeki grafiklerden izlenebilir.
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1. Analiz

Kontrol grubuna gdre peroksidaz enzim aktivitesindeki % degisimler sirasiyla
sOyledir: Bion (%27,5), Maxicrop (%28,9), Trichodex (%30,6), Bion-Trichodex
(%34,6), Maxicrop-Trichodex (% 35,9), Cropmax (%?38,5), Cropmax-Trichodex
(%41,1), Messenger ( % 48,7), Messenger-Trichodex (%57,4).

1. analizde preparat uygulamasi yapilan bitkilerde kontrol bitkilerine oranla
peroksidaz aktivitesindeki en biiyik artis % 57,4 ile Messenger-Trichodex

kombinasyonunda goriiliirken, en kiigiik artis ise % 27,5 ile Bion’ da tesbit edilmistir.

2. Analiz

Kontrol grubuna gore peroksidaz enzim aktivitesindeki % degisimler sirasiyla
sOyledir: Maxicrop (%15,2), Bion (%17,0), Maxicrop-Trichodex (% 21,3), Cropmax
(%24,5), Messenger ( % 36,2), Cropmax-Trichodex (%36,7), Trichodex (%60,7), Bion-
Trichodex (%74,9), Messenger-Trichodex (%76,1).

2. analizde uygulama yapilan bitkilerde kontrol bitkilerine oranla peroksidaz
aktivitesindeki en biiyiik artis % 76,1 ile Messenger-Trichodex kombinasyonunda
goriiliirken, en kiigiik artis ise % 15,2 ile Maxicrop’ ta tesbit edilmistir. Ayrica
Messenger ( % 36,2) ve Cropmax-Trichodex kombinasyonundaki (%36,7) degisim

birbirine ¢ok yakin bulunmustur.

3. Analiz

Kontrol grubuna gdre peroksidaz enzim aktivitesindeki % degisimler sirasiyla
sOyledir: Bion (%16,2), Cropmax (%18,7), Maxicrop (%22,4), Messenger ( % 26,9),
Bion-Trichodex (%26,9), Cropmax-Trichodex (%28,9), Maxicrop-Trichodex (% 33,3),
Trichodex (%46,6), Messenger-Trichodex (%57,3).

3. analizde kontrol bitkilerine oranla peroksidaz aktivitesindeki en biiyiik artis
% 57,1 ile Messenger-Trichodex kombinasyonunda goriiliirken, en kiigiik artis ise %
16,2 ile Bion’ da tesbit edilmistir. Messenger ( % 26,9)’da ve Bion-Trichodex

kombinasyonundaki (%26,9) degisimlerin ise ayni oldugu belirlenmistir.
4. Analiz

Kontrol grubuna gdre peroksidaz enzim aktivitesindeki % degisimler sirasiyla

sOyledir: Maxicrop (%28,8), Cropmax (%32,8), Trichodex (%39,6), Cropmax-
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Trichodex (%42,9), Bion (%43.4), Maxicrop-Trichodex (% 44,6), Messenger ( % 52,7),
Bion-Trichodex (%53,4), Messenger-Trichodex (%63,8).

4. analizde kontrol bitkilerine oranla peroksidaz aktivitesindeki en biiyiik artis
% 63,8 ile yine Messenger-Trichodex kombinasyonunda goriiliirken, en kiiclik artis ise
% 28,8 ile Maxicrop’ ta tesbit edilmistir.

Bu bilgiler 1s18inda, 4 farkli analiz doneminde preparat uygulamasi yapilan
tiim bitkilerde kontrol grubuna oranla artis oldugu belirlenmistir.

Yukaridaki verilerden de agikca goriildiigii gibi bitkilere, bitki aktivatori ve
biyolojik fungusit birlikte kombinasyon halinde uygulandiginda, bitkinin bagisiklik
sistemindeki oncilil savunma enzimlerinden biri olan peroksidaz enzim aktivitesinde
onemli artislar meydana gelmektedir. 4 farkli zamanda yapilan analizlerin tiimiinde en
biiyiikk artis1 saglayan kombinasyonun Messenger-Trichodex kombinasyonu oldugu
bulunmustur.

Ayrica tiim gruplarda, gruplarin kendi igerisinde zamana bagli olarak nasil
degisimler meydana geldigi de incelenmis ve bulgular grafiksel olarak ifade edilmistir.
Bion-Trichodex kombinasyonu hari¢ tiim uygulama gruplarinda zamana bagli olarak
dogrusal bir artig grafigi elde edilmistir. Bion-Trichodex kombinasyonunda ise
oncelikle 2. analizde 1. analize gore % 65,74’ liik bir artis oldugu goriilmiis, 3. analizde
ise 2. analize oranla % 7,8’ lik bir azalma gozlenmistir. Daha sonra 4. analizde 3.
analize oranla yine % 39’ luk bir artig oldugu belirlenmistir.

1. ve 4 . analizler arasindaki degisim yiizdeleri sirastyla; Kontrol grubunda %
86,25, Bion’da % 109,54, Cropmax’ ta % 78,55, Messenger’ da % 91,23, Maxicrop’ ta
% 86,11, Trichodex’ te % 99,17, Bion-Trichodex’ te % 112,28, Cropmax-Trichodex’ te
% 88,73, Messenger-Trichodex’ te % 93,81 ve Maxicrop-Trichodex’ te % 98,26 olarak
hesaplanmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar topluca degerlendirildiginde, bitki
aktivatorlerinin, bitkinin savunma sistemini uyardigini ve aktivatorlerin fungusitler ile
karisim halinde veya doniisiimlii olarak uygulanmalari durumunda etki yiizdelerinin
arttigin1 ve muhtemelen etki siirelerinin de uzayabilecegini sdyleyebiliriz.

Elde edilen sonuglar literatiir bilgisi ile uyum igerisindedir. Peroksidaz
aktivitesi ve hastalik direnci arasinda bir iliski oldugu pek cok arastirici tarafindan
bulunmustur (Fehrmann ve Diamond, 1967; Maxwell ve Bateman, 1967; Maraite, 1973;

Uritani, 1976; Hammerschmidt ve ark., 1982).
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Reuveni ve Ferreira (1985) Lycopersicon esculentum’ un Verticillium dahliae’
ye rezistansi ve peroksidaz aktivitesi arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Peroksidaz
enzim aktivitesi V. dahliae ile infeksiyondan sonra hassas ve direngli bitkilerin her
ikisinde de kok, govde ve yapraklarda artmistir.

Ulkemizde sonuglanan bir arastirmada, domatesin énemli fungal ve bakteriyel
hastaliklarinin ~ kontroliinde antimikrobiyal bilesikler, bitki aktivatorleri ve
biostimulantlarin etkileri incelenmis ve hastalik kontroliinde timitvar sonuclar elde
edilmistir. Bu calismada biyokontrol ajani1 olan Trichodex, bir bitki situmulanti olan
Crop-Set ve bir fungusit olan Switch ile iyi bir sinerjistik etki gostermistir. Uygulama
gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda peroksidaz enzim aktivitesinde artis
meydana gelirken, ortalama leke sayisinda ise diisiis oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar,
uygun fungusitler ile SAR wuyaricilarinin  kombine uygulamalari sonucunda
karsilagtirilabilir ~ etkililigin pratikte kabul edilebilirligini ve uygulanabilirligini
gostermektedir (Tosun ve ark., 2001).

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular, Topal (2003)’ 1n calismasinda, bitki
aktivatorlerinin fungusitlerin bitkiye daha fazla penetrasyonunu saglayarak topraktaki
kalintt miktarin1 azalttig1 ve {irlin verim ve kalitesini iyilestirmedeki sinerjistik etkileri
nedeniyle bitki aktivatorleri ile fungusitlerin birlikte kullanilmalarinin {imit verici
oldugu yoniindeki tespitleri ile uyum gdstermektedir.

Aki ve Tiirkan tarafindan yapilan ¢aligmada, kabak (Cucurbita pepo L.) ve
fasulye (Phaseolus vulgaris L.)’de kitosan uygulamasinin peroksidaz enzim aktivitesini
arttirdigi tesbit edilmistir (Aki ve Tiirkan, 2000).

Bitki aktivatorleri kesinlikle bir fungusit degildir, bitki gelisim diizenleyicisi
de degildir. Bitki hastaliklarinin kimyasal savagiminda bitki aktivatorlerinin patojenlere
direkt olarak etkisi yoktur, fungusitlere tamamlayici bir rol oynarlar. Bitki aktivatorleri
tarafindan uyarilan bitki dayamikliligi diisiik hastalik  siddetlerinde pestisit
kullanimindan kac¢inmak i¢in yeterli olabilir, ancak hastalik siddeti yiiksek ise,
pestisitlerin yerini tutamaz. Bu nedenle, en iyi sonug¢ hastalik yok iken ya da heniiz
baslangi¢ evresinde iken erken donemde bitki aktivatorleri uygulamasi ve bunu ardisikli
olarak uygun bir fungusit uygulamasinin izlemesi ile elde edilmektetir. Bu sekilde, bitki
aktivatorleri ile baslanan ilaglamada tarladaki tiim bitkiler kdkten yeni gelisecek
organlar dahil olmak tiizere uyarilir, fungusit uygulamasi ile de direkt olarak

tamamlayici bir savasim yapilmis olur.
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Giliniimiizde konukg¢u-patojen arasindaki iligkilerin ilk basamagi olan tanisma
olgusu agikliga kavugmaktadir. Bu bilgilerin elde edilmesiyle birlikte bu alanlarda
faaliyet gosteren biiyilk firmalarda, 06zellikle dayaniklilik 1slahi yapan tohum
sirketlerinde, pestisid iiretiminde bulunan dev diinya sirketlerinde de bu konularda
kipirdanma goriilmektedir. Zira bulunan dayaniklilik genlerinin patentleri bu firmalar
tarafindan elde edilmekte ve kendi programlarina kazandirilmaktadir. Suni olarak
tiretilen bir avr gen iriinii, bu molekiili taniyan bitkiler {izerine piiskiirtiildiigiinde
buradaki savunma sistemini aktif hale getirerek bitkiyi Onceden dayanikli
kilabilmektedir. Bu sekilde ¢evre kirlenmesini azaltacak, klasik pestisidlere alternatif
teskil edebilecek, bitkilerde genetik manipuslasyona da gerek duymadan bir miicadele
yontemi ortaya ¢ikmaktadir ki bu da biyoteknik savas icerisinde yerini alacaktir (Tor,
1998).

Klasik kimyasal pestisitlere olan bagliligi azaltmak ve yiiksek patojen baskisi
altinda hastalik kontroliinde yetersiz bir rezistansa sahip ve yliksek {iriin verimi olan
bitkilerin kullanimimi arttirmak i¢in ISR ajanlarmin kullanimi {izerine daha ileri
arastirmalara gerek vardir. ISR gittikce IPM i¢ine dahil edilmelidir. Bitki hastaliklarinin
kontrolii i¢in gen ekspresyonu, sinyal transdiiksiyonu, reseptorler ve sinyaller
hakkindaki bilgilerin daha hizli olarak ortaya konulmasina ve bu bilgilerden daha iyi
yararlanilmasi i¢in, bu alana ayrilan fonlarin artirilmasina gerek vardir.

21. ylizyila girmis oldugumuz su yillarda asir1 niifus artis1 ve cesitli nedenlerle
meydana gelen toprak kayiplarindan dolay: tiikketimi fazla olan besin gruplarinin saglikl
ve ¢ok miktarda iiretimi kaginilmaz bir hedef haline gelmistir. Bu amag i¢in son yillarda
genetik olarak degistirilmis (GMO) lrilinlerin yetistirilmesi ve tiiketimi glindeme
gelmistir ancak birgok iilke ve tiiketiciler bu iirlinlere pek sicak bakmamaktadirlar. Artik
giinimiizde ekolojik tarim ya da organik tarim adi verilen trendler ¢ok Onem
kazanmustir. Organik tarim teknikleri ile hem daha fazla miktarda hem de saglikli iriin
yetistirilmesi miimkiindiir. Bu teknikler arasinda bitkileri hastaliklara kars1 direngli hale
getiren ve savunma mekanizmalarini uyaran dogal ajanlarin kullanimi ¢ok 6nemli bir
yere sahiptir.

Sonug olarak, bitki aktivatorlerinin sahip olduklar1 pek ¢ok Onemli avantaj
sayesinde lreticiler arasinda geleneksel kimyasal kontrol metodlarina alternatif olarak

daha ¢ok tercih edilecegi goriilmektedir. Birim alandan daha fazla ve kaliteli {irlin elde
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edilmesini saglayan bitki aktivatorlerinin, yakin gelecekte gelismis iilkelerde oldugu
gibi iilkemiz tariminda da pratikte kullanima girmesi yararli olacaktir.

Calismamizin hem literatiir hem de yontem agisindan Canakkale bolgesinde bir
ilk olmasi1 nedeniyle, diger ekonomik dnemi olan bitkiler ile yapilacak olan laboratuar
denemeleri ve agik arazi ¢alismalarina 151k tutacak nitelikte 6zgiin bir ¢alisma oldugu

inancindayiz.
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5.0ZET

Domatesin (Lycopersicon esculentum Mill.) Biyolojik Preparatlar ile Uyarilarak
Total Protein ve Peroksidaz Seviyelerinin Degisen Elisitasyon TepKkisinin

Saptanmasi

Bu arastirmada bitkilerin bagisiklik sisteminde ve Sistemik Uyarilmis
Dayaniklilikta (SAR) o©nemli rol oynayan, mikroorganizmalarin neden oldugu
hastaliklar ile ¢evresel stres kosullarina karst direng yanitlari olusturulmasini saglayan
peroksidaz [EC 1.11.1.7] enzim aktivitesi ve total protein miktarlari incelenmistir. Bu
calismada, bazi bitki aktivatorleri ile biyokontrol ajani (biyolojik fungusit) olan
Trichodex’ in farkli kombinasyonlar1 denenmistir. Bdylece, pestisitlerin diigiik
dozlarimin bitki aktivatorleri ile birlikte kullanilmasiyla, bitki hastaliklarinin
kontroliinde etkinligin arttirilmasi saglanmaya calisilmistir. Bu uygulamalar sonucunda
bitki savunma sisteminde olusabilecek enzimatik stimiilasyonlarin saptanmasi yoluna
gidilmistir. Lycopersicon esculentum Mill.’e uyguladigimiz preparatlarin savunma
tepkisinin bir gdstergesi olarak peroksidaz enziminin aktivitesi iizerindeki etkileri 4
farkli analiz doneminde kontrol grubuna oranla degerlendirilmistir.

Preparat uygulamasi yapilan bitkilerde kontrol bitkilerine oranla total protein
seviyelerindeki en biiyiik artis 4 analiz boyunca sirasi ile; % 123,5 ile Messenger-
Trichodex, % 103,2 ile Maxicrop, % 97,1 ile Bion ve % 117,9 ile Messenger’da
goriiliirken, total protein seviyelerindeki en kiiclik artis 4 analiz boyunca sirasi ile; %
23,5, % 16,1, % 11,4 ile Cropmax-Trichodex kombinasyonunda ve % 5,1 ile Maxicrop-
Trichodex kombinasyonunda tespit edilmistir. 4 farkli zamanda yapilan analizlerin
tiimiinde en biiyiik artig1 saglayan kombinasyonun Messenger-Trichodex kombinasyonu
oldugu bulunmustur.

Preparat uygulamasi yapilan bitkilerde kontrol bitkilerine oranla peroksidaz
aktivitesindeki en biiylik artig 4 analiz boyunca sirasi ile; % 57,4, % 76,1, % 57,3 ve %
63,8 ile Messenger-Trichodex kombinasyonunda goriiliirken, peroksidaz aktivitesindeki
en kiigiik artis 4 analiz boyunca sirasi ile; % 27,5 ile Bion’ da, % 15,2 ile Maxicrop’ ta,
% 16,2 ile Bion’ da ve % 28,8 ile Maxicrop’ ta tesbit edilmistir. 4 farkli zamanda
yapilan analizlerin tiimiinde en biiylik artis1 saglayan kombinasyonun Messenger-

Trichodex kombinasyonu oldugu bulunmustur.
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Ayrica tim gruplarda, gruplarin kendi igerisinde peroksidaz aktivitesinin
zamana bagl olarak nasil degistigi incelenmis ve Bion-Trichodex kombinasyonu harig¢
tiim uygulama gruplarinda zamana bagli olarak dogrusal bir artis grafigi elde edilmistir.

Bu calismamizdan elde edilen sonuclar topluca degerlendirildiginde, bitki
aktivatorlerinin fungusitler ile karisim halinde veya doniisiimlii uygulandiklarinda etki

ylizdelerinin arttigin1 ve muhtemelen etki sliresinin de uzayabilecegini sOyleyebiliriz.
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6. SUMMARY

Determination of Different Elicitation Effects of Total Protein and Peroxidase
Levels in Tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) which Stimulated with Biological

Compounds

In this study, the objective was to integrate plant activators as systemic acquired
resistance (SAR) inducing compounds with available chemical control measures,
consequently to get comparable efficacy with less chemical. Some of the biological
elicitors applicated to tomato seedlings by spraying and variations in the activity of
specific peroxidase [EC 1.11.1.7] enzymes and total protein amount that likely represent
the enhancement of host resistance were analyzed from the leaves of tomato seedlings
after individual and combined applications.

The highest differentiation in total protein amounts were found in four analysis
% 123,5 Messenger-Trichodex, % 103,2 Maxicrop, % 97,1 Bion and % 117.9
Messenger respectively, compare to untreated control plants.

The lowest differentiation in total protein amounts were found in four analysis %
23,5, % 16,1, % 11,4 in Cropmax-Trichodex combination and % 5,1 Maxicrop-
Trichodex combination respectively, compare to untreated control plants. The highest
elicitation in total protein amounts were found in Messenger-Trichodex combination in
different analysis which realized four different period of time.

The highest elicitation in peroxidase enzyme activity were found in four analysis
% 57,4, % 76,1, % 57,3 and % 63,8 in Messenger-Trichodex combination respectively,
compare to untreated control plants. The lowest elicitation in peroxidase enzyme
activity were found in four analysis % 27,5 Bion, % 15,2 Maxicrop, % 16,2 Bion and %
28,8 Maxicrop respectively, compare to untreated control plants. The highest elicitation
in peroxidase enzyme activity were found in Messenger-Trichodex combination in
different analysis which realized four different period of time.

Comparative studies between all of the groups for peroxidase enzyme activity
were investigated depend on the time interval and except Bion-Trichodex combination

all of the other groups were shown parallel increasing according to time.
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The results of our research supported that combination of plant activator and
fungucides were increased efficiency defence response and systemic acquired resistance

(SAR) in tomato.
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7. EKLER

Ek 1. Tarlanin Ekime Hazirlanmasindan Sonra Genel Goriiniimii (A ve B) (Ozgiin)
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Ek 2. Fidelerin 5. Hafta Sonunda Seradaki Gériiniimii (A ve B) (Ozgiin)
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Ek 3. Fidelerin 6. Hafta Sonunda Seradaki Gériiniimii (A ve B) (Ozgiin)
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Ek 5 . Ik Preparat Uygulamasi Sirasinda Deneme Tarlasinin Genel Goriiniimii (Ozgiin)
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Ek 7 . Ik Uygulamadan Bir Hafta Sonra Kontrol Grubunun Gériiniimii (Ozgiin)
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Ek 8 . Ilk Uygulamadan Bir Hafta Sonra Messenger Spreylenen Grubun Goriiniimii
(Ozgiin)

Ek 9 . Analizler i¢in Laboratuara Getirilen Bitkiler (Ozgiin)
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Ek 10. Ikinci Uygulamadan Bir Hafta Sonra Messenger-Trichodex Kombinasyonu

Uygulanan Grubun Gériiniimii (Ozgiin)

Ek 11. ikinci Uygulamadan Bir Hafta Sonra Bion-Trichodex Kombinasyonu Uygulanan

Grubun Gériiniimii (Ozgiin)
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Ek 13. Messenger-Trichodex Kombinasyonu Uygulanan Gruptan Elde Edilen

Domateslerin Genel Gériiniimii (Ozgiin)
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9. TESEKKUR
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