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OZET

ARMUT (Pyrus communis L.) CESITLERINDE Erwinia amylovora
ENFEKSiYONU SONRASI KATALAZ ve ASKORBAT PEROKSIDAZ
ENZIM SEVIYELERININ BELIRLENMESI

TURKAN, Aynur

Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Ana Bilim Dali
1. Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Mesude Figen DONMEZ
2. Tez Danismani: Prof. Dr. Irfan CORUH
Agustos 2019, 70 sayfa

Bu ¢alismada iki farkli armut (Pyrus communis L.) ¢esidinin Erwinia amylovora
enfeksiyonuna karsi reaksiyonu katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX)
antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi ile degerlendirilmistir. Bu amagla
hastaliga dayanikli olan Kieffer ve hassas olan Santa Maria armut fidanlarina Erwinia
amylovora GG3 straini inokule edilmis, ayni gesitlerin kontrol grubunda yer alan
fidanlara ise su sprey seklinde uygulanmistir. Uygulamalar sonrasinda patojene
dayanikli ve hassas armut cesitlerinde CAT ve APX enzim aktivitelerinin farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Hastaliga dayanikli olan Kieffer c¢esidinde patojen
inokulasyonu sonrasinda 12. saatte CAT enzim aktivitesinin 2,17 kat artig gosterdigi
saptanmistir. Hassas ¢esit olan Santa Maria’da ise CAT enzim aktivitesinin patojen
inokule edilen bitkilerde kontrol grubuna kiyasla olduk¢a diisiik oldugu belirlenmistir.
APX enzim aktivitesinin de ayni sekilde Kieffer ¢esidinin uygulama grubunda yiiksek
oldugu, Santa Maria ¢esidinin ise kontrol grubunda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
saptanmuistir.

Anahtar kelimeler: Armut, Erwinia amylovora, Katalaz, Askorbat peroksidaz,
Oksidatif stres



ABSTRACT

DETERMINATION of CATALASE and ASCORBATE PEROXIDASE
ENZYME LEVELS AFTER Erwinia amylovora INFECTION in PEAR (Pyrus
communis L.) CULTIVARS

TURKAN, Aynur

Master Thesis, Plant Protection Main Discipline
1% Thesis Adviser: Asst. Prof Dr. Mesude Figen DONMEZ

2" Thesis Adviser: Prof. Dr. irfan CORUH

August 2019, 70 pages

In this study, the reaction against Erwinia amylovora infection of two different
cultivars of pear (Pyrus communis L.) was evaluated with determination of catalase
(CAT) and ascorbate peroxidase (APX) antioxidant enzyme activities. For this purpose,
disease resistant Kieffer and disease sensitive Santa Maria pear cultivars were
inokulated with Erwinia amylovora GG3 strain. The plants in the control group of the
same cultivars were sprayed with water. After treatments, it was found that CAT and
APX enzyme activities differ in pear cultivars. After inoculation of pathogen, at the 12
th hour, CAT enzyme activity in the disease resistant Kieffer cultivar was found to
increase 2,17 times. In Santa Maria, which is a sensitive cultivar, CAT enzyme activity
was found to be very low in the pathogen inoculated plants compared to the control
group. APX enzyme activity was likewise found to be high in the application group of
the Kieffer cultivar, while the Santa Maria cultivar had the highest activity in the control

group.

Key words: Pear, Erwinia amylovora, Catalase, Ascorbate peroxidase, Oxidative stress



ONSOZ VE TESEKKUR

Ates yaniklig1 hastaligi yumusak ¢ekirdekli meyvelerin en tahripkar hastaligidir.
Cevre sartlarinin uygun olmasi durumunda 6nemli verim ve kalite kayiplarina sebep
olmaktadir. Miicadelesinde kiiltiirel, biyolojik, kimyasal yontemler uygulanmaktadir
ancak ¢ok basarili sonuglar alimamamaktadir. Bu nedenle dayanikli cesit kullanimi
onem tasimaktadir. Bu konuda yapilan ¢alismalar patojene karst dayaniklilikta

antioksidan enzimlerin 6nemli rol oynadigini gostermektedir.

Yiiksek lisans tez ¢alismamda destegini ve yardimini higbir zaman esirgemeyen
Sayin Dr. Ogr. Uyesi Mesude Figen DONMEZ’e, istatistiksel analizler kisminda
yardimci olan Sayim Prof. Dr. Ecevit EYDURAN’a, her zaman maddi ve manevi olarak

yanimda olan degerli aileme ¢ok tesekkiir ederim.

Aynur TURKAN

Agustos, 2019



ICINDEKILER

Sayfa No
OZET oottt ettt [
ABSTRACT ettt ettt r e be et e e beesbeenbeere e beenteareenneens I
ONSOZ ve TESEKKUR ..ottt evevese e sesenns iii
ICINDEKILER .....ooviiiiieeeeeeeeeeeee e 1\
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT ..o, v
SEKILLER DIZINT ..ot vii
CIZELGELER DIZINT ..ottt iX
MEIRIS .. W ............ J. 40 40F 4&F............ 1
2. KAYNAK OZETLERI ....coovoiiiiiiiiiiii e 25
3. MATERYAL VE METOT .ottt 34
UL MALEIYAL .o e 34
2. MEOL ..o 36
3.2.1. Patojen bakterinin geliStirilmesi ............ccoeveeiiiiiniiiiiicie e 36
3.2.2. Bakteri siispansiyonunun hazirlanmasi ve fidanlarin inokulasyonu ..... 37
3.2.3. Enzim analizi i¢in bitki drneklerinin alinmast ..........cccooevevvienieiieeninnns 38
3.2.4. BitKi eKStraKSIYONU ........cc.ccveiiiiiiiiiiece e 38
3.2.5. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi ..........cccooevevininiiniiiceen, 40
3.2.6. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesi ......................... 40
3.2.7. Istatistiksel AaNAlIZIET ............cocoovevveeeeeeeeeeeeeceeee e 41
4. BULGULAR ve TARTISMA .....oooiiiiiiiiieeee et 42
4.1. Kieffer ve Santa Maria Armut Cesitlerinde Erwinia amylovora
Enfeksiyonunun Katalaz Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisi .........cccocovviviverrinnen, 42
4.2. Kieffer ve Santa Maria Armut Cesitlerinde Erwinia amylovora
Enfeksiyonunun Askorbat peroksidaz Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisi ............. 46
5. SONUC ve ONERILER .........c.ccoiiiiiiiiiiiiicc e 52
KAYNAKLAR .ottt ettt neenne s 53
OZGECMIS .ottt 71



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

Q0 e Yiizde

OC e, Santigrat derece

CFU . Koloni olusturan birim
CH3O0H ..o Metil alkol

K oo Dakika

EDTA e Etilen diamin tetra asetikasit
O oottt Gram

H2O o Su

[ D1 S Hidrojen peroksit

HCHO ..o Aldehit

KoHPO4 o Di-potasyum hidrojen fosfat
KH2POy4 oo, Potasyum fosfat monobazik
M e Mililitre

MM Milimolar

MMOI oo Milimol

NAOCIH ... Sodyum hipoklorit

MM s Nanometre

O Oksijen

O Stiperoksit anyonu

L © LTS Singlet oksijen

OH Hidroksil radikali

PH Hidrojen iyonu konsantrasyonunun 6l¢iisii
ROOH ..o Alkil hidroperoksit

RPM o Dakikadaki devir sayisi
SAH20 . Steril distile su

YA Yas agirlik

B e Mikrolitre



Kisaltmalar

AOT o Aktif oksijen tiirleri

APX e Askorbat peroksidaz

CA Karbonik anhidraz

CAT e Katalaz

DNA Deoksiribontikleik asit
E.amylovora .........cccocoevvieiiiieiiecees Erwinia amylovora

FAO .o Gida ve Tarim Orgiitii
GST Glutatyon S-transferaz
GPOD ... Guaiakol peroksidaz

GPX e Glutatyon peroksidaz

GR... W . N .. A Glutatyon rediiktaz

LOX e Lipoxygenaz

MDHA ..o Monodehidroaskorbat
MDHAR ..o Monodehidroaskorbat rediiktaz
MO ..., Milattan 6nce

NADPH ...t Nikotin amid difosfat hidrojen
NSA Nutrient sukroz agar

NB oo Nutrient broth

PAL oo Fenilalanin amonyum liyaz
POD ..o Peroksidaz

PPO o Polifenol oksidaz

ROT ..o, Reaktif oksijen tiirleri
FRNA Ribozomal riboniikleik asit
SOD ..ot Stiperoksit dismutaz

] 0] Tirler

TUIK ..., Tiirkiye Istatistik Kurumu

Vi



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Sekil 1.1. Erwinia amylovora’nin elektron mikroskopta ¢ekilmis goriintiisii ......... 6
Sekil 1.2. Ates yaniklig1 hastaliginin armut ¢igegindeki belirtisi .........cccceeveerueennenee. 8
Sekil 1.3. a) Armut yapraginda olusan hastalik belirtisi b) Armut agacinda saglikli
stirgtinler ile hastalikli siirgiinlerin olusturdugu zit gorinim ..........cccccevviveeiivennnnn 8
Sekil 1.4. a) Enfeksiyondan sonra agagta asili kalan meyveler b) Nemli donemde
meyvede olusan bakteriyel akintl ...........cociiiiiiiiiiiine 9
Sekil 1.5. Armut siirgiiniinde olusan ¢coban degnegi belirtisi ..........cccveverieerieernenne. 10
Sekil 1.6. Patojenin dalda olusturdugu hastalik Delirtisi .........ccccooovrviiiiiiinienn, 10
Sekil 1.7. a) Ates yaniklig1 hastaliginin gévde de olusturdugu bakteriyel akinti b)
Hastaligin govdedeki DElIrtiSi ..........c.coiiiiiiiiiiiie e 11
Sekil 1.8. Erwinia amylovora’nin yasam dONGUST ........covvvrvrivereerienenenesesesennens 13
Sekil 1.9. Antioksidanlar tarafindan serbest radikallerin nétralize edilmesi ............ 20
Sekil 3.10. a) Kieffer armut ¢esidi b) Santa Maria armut ¢esidi ..........coevveereennnnne 35
Sekil 3.11. a) Nutrient sukroz agar besiyerinin hazirlanmasi b) Nutrient sukroz
agar besiyerinin petri kaplarina dOKGIMESi ..........cooeiviiiiiiiiiicccce e 36
Sekil 3.12. a) Erwinia amylovora GG3 strainin nutrient sukroz agar besiyerine
cizilmesi b) Nutrient sukroz agar besiyerinde patojen straininin geligimi ............... 37
Sekil 3.13. a) Nutrient broth inokulasyonu igerisinde patojenin gelistirilmesi b)
Patojenin fidanlara iNOKUIASYONU ............cccooiiiiiiii i 37
Sekil 3.14. a) Bitki o6rneklerinin alinmasi b) 1 gram yapragin hassas terazide
tartilmasi ¢) Yaprak orneklerinin aliiminyum folyoya sarilarak derin dondurucuda
MUNAFAZA BATIMEST ..o s 38
Sekil 3.15. a) Yaprak orneklerinin havanda ezilmesi b) Yapraklarin fosfat
tamponuyla homojenizasyonu c) Karigimin cam huniden siiziilmesi d) Homojenat
iceren tiiplerin santrifiije yerlestirilmesi e) Santrifiij sonras tiiplerdeki goriiniim f)
Santrifiij tlipliniin iist kisminda olusan siipernatantin tiiplere aktarilmasi g)
Stipernatant ig¢eren tiiplerin derin dondurucuya birakilmast ............................ 39

vii



Sekil 3.16. a) Kimyasallarin hassas terazide tartilmast b) Cozeltilerin pH’sinin

ayarlanmasi c¢) Kontrol ve numunelerin kuvars kiivete aktarilmasi d)

Spektrofotometrede 6rneklerin absorbans degerlerinin dl¢iilmesi .......
Sekil 4.17. Kieffer armut ¢esidinde katalaz aktivitesi .....................
Sekil 4.18. Santa Maria armut ¢esidinde katalaz aktivitesi ....................

Sekil 4.19. Kieffer armut ¢esidinde askorbat peroksidaz aktivitesi......

Sekil 4.20. Santa Maria armut ¢esidinde askorbat peroksidaz aktivitesi

41
43
45
47
48

viii



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa No
Cizelge 1.1. Bazi iilkelerde armut tiretim miktarlari...........ccccooeiiiiniiiiiiiie e, 3
Cizelge 1.2. Tiirkiye’de yillara gére armut iiretim miktarlari........................... 4
Cizelge 1.3. Hastalik etmeninin takSONOmMIst .............ouvviiiiiiiiniiiicneccee 5)
Cizelge 1.4. Bitkilerde enzimatik olmayan ve enzimatik antioksidanlarin
lokalizasyonlart Ve FOHENT .......ccueiiiiiec e 21
Cizelge 4.5. Kontrol ve Erwinia amylovora inokulasyonu yapilmis Kieffer armut
¢esidinde katalaz enzim aktiVIteSi. . ......ccueivieriiriiiiiie st 42
Cizelge 4.6. Kontrol ve Erwinia amylovora inokulasyonu yapilmig Santa Maria
armut ¢esidinde katalaz enzim aKtivItesI ........ceeeiiiieiiiiiiiee i 44
Cizelge 4.7. Katalaz enzimine ait varyans analizi .........c.cccccoveeveneiienieiiniencseenns 45
Cizelge 4.8. Kontrol ve Erwinia amylovora inokulasyonu yapilmis Kieffer armut
cesidinde askorbat peroksidaz enzim aktivVIteSi........covvrriuerririieiiiieiiiieiee e 46
Cizelge 4.9. Kontrol ve Erwinia amylovora inokulasyonu yapilmig Santa Maria
armut ¢esidinde askorbat peroksidaz enzim aktivitesi .......cccevvveiiiiieiiiieniiieesiieennn 47
Cizelge 4.10. Askorbat peroksidaz enzimine ait varyans analizi....................... 49



1. GIRIS

1.1. Ates Yanikhg1 Hastaligi (Etmen: Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al.,)
Tiirkiye, diinya iizerinde bulundugu cografi konumu nedeniyle tiim meyve
tiirleri i¢in oldukga elverisli bir iklime sahiptir. Bu bakimdan Tiirkiye, bahge bitkileri
kiiltiirinlin dogus yeri, diinyada yetisen bir¢ok meyve tiiriiniin ana vatani konumundadir
(Agaoglu ve ark., 1997). Giiniimiize gelen en eski kayitlara goére armut (Pyrus
communis L.) meyvesinin uzun bir ge¢misinin oldugu anlasiimaktadir. M.O. IX.
ylizyllda yasayan eski Yunan yazari Homeros “Odisa” adli eserinde armut
yetistiriliciligi hakkinda bilgi vermistir. Daha sonra ise M.O. 370-286 yillarinda yasayan
ve botanigin babasi unvanini alan Theophrastus, yabani ve kiiltiir armutlar1 hakkinda
bilgiler verip yetistiriciliginden bahsetmistir. Romali yazar M. P. Cato (M.O. 235-150),
armut yetistiriciligi hakkinda bilgiler vermis ve 6 armut c¢esidinin pomolojik
ozelliklerini ortaya koymustur. Bu yazarlar tarafindan verilen bilgilere gore Anadolu,
Cin, Eski Roma ve Yunanistan’in armut tiretiminde gegmisten giiniimiize kadar uzun bir

tarih siirecine sahip oldugu bildirilmektedir (Oz¢agiran ve ark., 2004).

Armut tiirleri taksonomik olarak Rosales takimi, Rosaceae familyasi, Pomoideae
(Meloideae) alt familyasinin Pyrus cinsinde yer almaktadir (Westwood, 1982).
Meyveleri cogunlukla sofralik olarak tiiketilmekle birlikte konserve, surup ve
kurutmalik olarak da degerlendirilmektedir. Bunun yani sira likdr, meyve salatasi, recel,
jole, sirke, meyve suyu, pekmez, tatli, kek ve pastalarin yapilmasinda kullanilmaktadir

(Ozgagiran ve ark., 2005).

Armut, ekolojik istekleri bakimindan mutedil iklime adapte olmus, elmaya
gore sicaga ve kuraga daha toleransl bir meyve tiiriidiir. Bu yoniiyle elma yetistiriciligi
yapilamayan sicak bolgelerde armut yetistiriciligi yapilabilmekte, -30 °C’ye kadar
soguklara dayanabilmektedir. Armut yetistiriciliginde yiiksek bir verim ve diizenli bir
gelisimin olmas igin toprak o6zelliklerine dikkat edilmelidir. Toprak yoniinden segici
olmamasina ragmen ne kadar gegirgen, derin, sicak ve besin maddelerince zengin olan
topraklarda yetistirilirse o oranda iyi bir verim alinmaktadir (Ozbek, 1978; Ozcagiran ve
ark., 2004). Cigceklenme siiresi ekolojik kosullara bagli olarak 7-17 giin arasinda
degismektedir. Meyveler olgunluk durumlarina gore kishk, yazlik ve giizliik olarak 3



grupta siniflandirilmaktadir. Iyi bakim kosullari saglandigi takdirde armut agaci geside
bagli olarak 2-5 yasindan itibaren iiriin vermeye baslamaktadir (Karagali, 1990;

Ozcagiran ve ark., 2004).

Pyrus tiirleri ilk olarak cografik dagilimlarima gore bati (Occidental) ve dogu
(Oriental) armutlar1 olmak tizere iki gruba ayrilmistir (Bailey, 1917). Daha sonra
cografik dagilimlar1 yaninda tiir Ozellikleri de dikkate alinarak simiflandirmalar
yapilmistir. Buna gore en 6nemli armut tiirleri; Avrupa armut tiirleri (Pyrus communis
L., P. cordata Desv., P. nivalis), Bat1 Asya armut tiirleri (P. amygdaliformis Vill., P.
elaeagnifolia Pall., P. syriaca Boiss., P. globra Boiss., P. regelei Rehd., P. salicifolia
Pall.), Kuzey Afrika tiirleri (P. longipes Coss. and Dur., P. mamorensis Trab., P.
gharbiana Trab.), Asya kiiciik armut tiirleri (P. betulifolia Bunge., P. calleryana
Decne., P. dimorphophylla Makino, P. fauriei Schneid., P. koehnei Schneider) ve Asya
orta iri meyveli armut tiirleri (P. hondoensis Kik. and Nak., P. pyrifolia Nak., P.
ussuriensis Maxim., P. poshia D.Don., P. kawakamii Hayata) olmak iizere bes grupta
toplanmaktadir (Challice and Westwood, 1973; Layne and Quamme, 1975; Bell and
Hough, 1986).

FAO 2017 yili verilerine gore diinya armut tiretim miktar1 24.168.309 ton’dur.
Uretimde Cin ilk sirada yer almakta Arjantin, italya, Amerika Birlesik Devletleri,
Tiirkiye ve Gliney Afrika da 6nemli iilkeler olarak Cin’i takip etmektedir. Tiirkiye ise

503.004 ton armut iiretimiyle 5. sirada bulunmaktadir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Bazi iilkelerde armut iiretim miktarlari (ton) (Anonymous, 2019a)

ULKE ADI 2015 2016 2017
Diinya 24.621.710 23.676.110 24.168.309
Cin 16.654.016 16.074.424 16.527.694
Avrjantin 869.000 905.605 930.340
italya 753.667 701.928 772.577
ABD 744.345 682.061 677.891
Tiirkiye 463.623 472.250 503.004
Giiney Afrika 399.665 423.128 414.879
Ispanya 355.410 349.247 360.957
Hindistan 303.000 323.000 346.000
Hollanda 349.000 374.000 330.000
Sili 287.440 307.166 309.189
Avustralya 105.243 104.928 96.741

Tiirkiye de 2006 ve 2017 yillar1 arasinda belirlenen armut iiretim miktarlari
Cizelge 1.2°de verilmistir. Armut liretim miktarinin 2017 yilinda 6nceki yillara goére
arttigi, 2006 yilinda 317.750 ton olan iiretimin 2017 yilinda 503.004 ton olarak artig

gosterdigi goriilmektedir.



Cizelge 1.2. Tiirkiye’de yillara gore armut iiretim miktarlart (ton) (Anonim, 2019b)

YILLAR URETIM
2006 317.750
2007 356.281
2008 355.476
2009 384.244
2010 380.003
2011 386.382
2012 442 .646
2013 461.826
2014 462.336
2015 463.623
2016 472.250
2017 503.004

Armut yetistiriciligi ililkemizde c¢ok eski yillardan beri biitiin bolgelerimizde
yapilmaktadir. Ancak armut yetistiriciligini kisitlayarak, verim ve kalite kayiplarina yol
acan 0nemli hastaliklar bulunmakta ve bu hastaliklar icerisinde de bakteriyel etmenlerin
neden oldugu hastaliklar olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bakteriyel ates yanikligi (Erwinia
amylovora (Burrill) Bergey et al.), bakteriyel ac1 benek (Pseudomonas syringae pv.
papulans (Rose) Dhanvantari), bakteriyel tomurcuk yanikligi ve kabuk kavlamasi
(Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall.), kok kanseri (Agrobacterium
tumefaciens (E. F. Smith & Townsend) (Conn), sagak kok (Agrobacterium rhizogenes
(Riker et al.)) ve bakteriyel dal yanikligi (Erwinia stewarti) (Jones and Aldwinckle,
1991) yumusak cekirdekli meyve agaclarinda yaygin olarak goriilen en Onemli
bakteriyel hastaliklardir. Bu hastaliklar igerisinde yer alan ates yanikligi diinya’da ilk
kez 1780°de New York’ta goriilmiistiir (Arthur, 1985). Avrupa’da ise 1957 tarihinde
Ingiltere’de rastlanilmis ve hizli bir sekilde &teki Avrupa iilkelerinde yaygin hale
gelmistir (Van Der Zwet and Keil, 1979). Ayrica hastaligim Israil, Misir, Kibris,
Yunanistan gibi diger iilkelerde de goriildiigi bilinmektedir (Van Der Zwet and Bonn,
1999).



Tirkiye’de hastalik ilk kez 1985’te Afyon ilinin Sultandag:i il¢esinde
goriilmiistiir (Oktem and Benlioglu, 1988). Bu tarihten sonra ates yanikligi hastaligi
bircok bolgede onemli kayiplara yol agmistir. Yapilan arastirmalarda Dogu Akdeniz’de
%42-37, Orta Anadolu’da %15-60 ve Ege’de %23-93 oraninda bulasiklik meydana
geldigi ve bu yiizden agaglarin eradike edildigi bildirilmistir (Oktem and Benlioglu,
1988; Tokgoniil ve Cinar, 1991; Demir and Giindogdu, 1993). Ayrica Ege Bolgesi’nde
hastalik ilk olarak 1986°’da Aydin ve Denizli’de tespit edilmis ve 1991 yilina kadar tiim
illerde etmenin varligi saptanmistir (Demir and Giindogdu, 1993). Bati Akdeniz’de
1989 senesinde havanin yagisli oldugu nisan-mayis doneminde ates yaniklig
hastaliginin etkileri belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmistir (Momol and Zeller, 1992).
Dogu Anadolu Boélgesi’nde de yumusak ¢ekirdekli meyvelerde en 6nemli hastaligin ates
yanikligi hastaligi oldugu belirtilmistir (Kotan, 2002). Momol and Yegen (1993),
tarafindan 1987 tarihi ve sonrasinda hastaligin Tiirkiye’de her yorede bulundugu ve
zararin oldukga ciddi boyutlarda oldugu belirtilmistir. 2016 yilinda yapilan ¢aligmada
hastaligin varlig1 Igdir ilinde de tespit edilmistir (Gok, 2016).

Hastalik etmenine ait taksonomi Cizelge 1.3’te belirtilmistir.

Cizelge 1.3. Hastalik etmeninin taksonomisi (Kado, 2010)

Takson

Alem: Prokaryota

Sube: Bacteria

Boliim: Proteobacteria
Simif: Gammaproteobacteria
Familya: Enterobacteriaceae
Cins: Erwinia

Tiir: Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al.,

Enterobacteriaceae familyasinda Erwinia cinsine ait olan patojen, gram negatif,
katalaz pozitif, fakiiltatif anaeorob, 3,0 nm uzunlugunda, 0,5-1,0 nm ¢apinda ve peritrik
kameilidir (Sekil 1.1) (Schroth and Hilderbrand, 1980; Mohammadi et al., 2009).

E.amylovora’nin in vitro’da en iyi gelisme gosterdigi sicaklik degeri 21-28 °C olup 45-



50 °C’de canliligim1 kaybetmektedir. En uygun gelistigi pH degeri ise 6 ile 7.5
arasindadir (Shtienberg et al., 2015). Sakkaroz igeren besiyerlerinde mukoid koloniler
olusturan, birgok seker, organik asit ve seker alkoloidlerini karbon kaynagi olarak
kullanabilen, biiylime faktorii olarak nitrojen ve nikotinik asidin amino kaynaklarina
ihtiya¢c duyan bir bakteridir (Agrios, 1997). Patojen konukcu bitkilerde amylovorin
toksini sentezlemekte ancak yapay besiyerinde bu toksini olusturmamaktadir
(Aldwinckle and Jones, 1990; Kado, 2010). Duyarli ve dayanikli konuke¢u bitkilerin
amylovorinden etkilenme sekli farklilik gostermekte, duyarli olanlar olumsuz yonde
etkilenirken, dayanikli olanlarda herhangi bir etki goriilmemektedir. Etmen suni besi
yerinde +4 °C sicaklikta uzun siire canliligini korumakta, dogal sartlarda ise 90. giinde

canliligin1 kaybetmektedir (Van Der Zwet and Keil, 1979; Tokgoniil, 1991).
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Sekil 1.1. Erwinia amylovora’nin elektron mikroskopta ¢ekilmis goriintiisii

(Anonymous, 2019c)

Erwinia amylovora Rosaceae familyasina ait 37 farkli cinse dahil 129 tiirde ates
yaniklig1 hastaligina neden olmaktadir. Bu konukcular arasinda en fazla zarar gérenler
armut (Pyrus spp.), elma (Malus spp.), ayva (Cydonia spp.) ve yenidiinya (Eriobotrya
spp.)’dir. Ayrica siis ve yabani bitkilerden olan Cydonia spp., Cotoneaster spp.,
Crataegus spp., Chaenomeles spp., Photinia spp., Stranvaesia spp., Pyracantha spp. ve
Sorbus spp.’de onemli konukgular1 arasinda yer almaktadir (Koski and Jacobi, 2014;
Park et al., 2017).

Hastaliga ates yaniklig1 denilmesinin sebebi, patojen bakterinin enfeksiyonundan

sonra agacin yangindan c¢ikmis gibi bir goriinim almasindandir (Cinar, 1988). Bu
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nedenle hastalik literatiirde etkilenen bitki kisimlarma gore ¢igek yanikligi, dal
yaniklig, meyve yanikligi, elma yamkli§i ve armut yanikligit olarak da

isimlendirilmektedir (Hubbel, 2018).

Hastalik etmeni konukg¢u dokularina stoma, lentisel, stigma tepecigi gibi dogal
acikliklardan ve yaralardan giris yapabilmekte ve interseliiler olarak dokuda
yayilmaktadir (Koski and Jacobi, 2014). Hastalik o6zellikle armutlarda c¢ok zarar
olusturmakta ve uygun c¢evre kosullarinda siirgiinlerde olusan yaniklik enfeksiyonlari
cok hizli ilerlemektedir (Agrios, 1997). Hastaligin siddeti, E. amylovora’nin
virtilensligine, hizli yayilmasina, bitkide sistemik sekilde ilerlemesine ve uygulanan
kontrol metotlarinin varligina bagh olarak yillara gore degismektedir. Ates yanikligi
hastaligi bazi yillarda hizli bir sekilde yayilirken bazi zamanlarda da belli yerlerde
goriilmektedir (Garret, 1990; Larue and Vincent, 1990). Hastalik, 6zellikle fidanliklarda
¢ok onemli zararlara neden olmakta elma ve armut ticaretini 6nemli 6l¢iide etkileyecek

boyutlara ulasmaktadir (Hale et al., 1996; Sobiczewski et al., 1997).

Hastaligin ilk simptomlar1 bahar baslangicinda, havanin nemli ve ilik oldugu
donemlerde, genellikle ¢iceklerde goriilmektedir (Fahy and Hayward, 1983). Cicekler
ilk 6nce sulanmig gibi goriinmekte sonra hizla porsiiyerek, once kahverengi sonra siyah
renge donlismekte ve genellikle agacta asili kalmaktadir (Sekil 1.2) (Bastas ve Saygili,
2008). Cigeklenme déneminde olusan nem ve 18-24°C sicaklik primer enfeksiyonlar

i¢in uygun kosullar1 saglamaktadir (Benlioglu ve Ozakman, 1992).



Sekil 1.2. Ates yaniklig1 hastaligimin armut ¢icegindeki belirtisi (Anonymous, 2019d;
Shtienberg et al., 2015)

Yaprakta simptomlar1 ise ana damarda, yapragin sap kisminda ve yapragin
kenarinda kahverengi ve siyah lekeler seklinde goriilmekte, ilerleyen donemlerde bu
lezyonlar tim yapragi kaplamaktadir (Sekil 1.3a) (Van Der Zwet and Beer, 1991).
Yapraklar porsiimekte, kivrilip kurumakta ve dallarda asili kalmaktadir (Maden, 1989).
Bu simptom ates yaniklig1 hastalifinin en tipik belirtisi olup yazin koyu yesil yaprakli
saglikli stirglinler ile hastalikli siirglinlerin zit bir goriinim olusturmasina sebep
olmaktadir. Diger hi¢ bir meyve hastaliginda yapraklar bu kadar saglam, 6lii siirgiinlere

asilt kalmamaktadir (Sekil 1.3b) (Cinar, 1988). Genellikle elma yapraklarinda meydana

gelen lekeler kahverengi, armut yapraklarindaki lekeler ise siyah renklidir (Fahy and
Persley, 1983).

Sekil 1.3. a8) Armut yapraginda olusan hastalik belirtisi (Olamendi, 2005) b) Armut
agacinda saglikli siirgiinler ile hastalikli siirglinlerin olusturdugu zit

goriiniim (Clares, 2017)



Meyve enfeksiyonlar1 genellikle saptan meydana gelmekte, meyveler
kahverengileserek mumyalasmakta, sonrasinda ise siyah renk almaktadir. Olen
meyveler enfeksiyon sonrasi birka¢ ay bile agagta asili olarak goriilebilmektedirler
(Sekil 1.4a) (Fahy and Persley, 1983; Maden, 1989). Nemli kosullarda meyve {izerinde
siit rengi yapiskan akinti goriilmekte ve akintinin rengi hava ile temas eder etmez
kahverengilesmektedir. Bakteriyel akintiyr olusturan damlalar birlesip daha biiyilik
damlalar1 olusturmakta ve akarak bitki yiizeyine yayilmaktadir (Sekil 1.4b). Koke kadar

ulasan etmen agaclarin kurumasina neden olmaktadir (Koski and Jacobi, 2014).

Sekil 1.4. a) Enfeksiyondan sonra agagta asili kalan meyveler (Anonymous, 2019¢) b)

Nemli donemde meyvede olugan bakteriyel akinti (Anonim, 2019f)

Enfeksiyona ugrayan siirglinler ugtan geriye dogru solmakta ve kabuk rengi
kahverengi-siyaha donmektedir. Siirgiinlerde olusan lezyonlar 6nce yumusak olmakta,
fakat sonra ¢okerek sertlesmektedir (Maden, 1989). Yanmus siirglinde olusan en tipik
belirti ise siirglinlerin u¢ kisimlarinin kanca veya ¢oban degnegi sekline donmesidir

(Sekil 1.5) (Ward and Kaiser, 2012).



- ") (7 ™

Sekil 1.5. Armut siirgiiniin de olusan ¢oban degnegi belirtisi (Clares, 2017)

Simptomlarin dallarin uglarindan asagiya dogru ilerlemesi sonucu yan dallarda
kanserler olugmaktadir. Eger kanser genislerse dalin enfeksiyon iistiindeki kismu
Olmektedir. Tam ilerlemeyen enfeksiyon sonucu ¢atlak kenarli inaktif kanserler
olusmaktadir (Sekil 1.6) (Maden, 1989). Siirgiiniin u¢ kisimlarinda bulunan ates
yaniklig1 hastaligi, enfeksiyonun siddetli olmas1 durumunda siirgiinii, kalin dallara kadar

kurutmaktadir (Karaca, 1977).

Sekil 1.6. Patojenin dalda olusturdugu hastalik belirtisi (Hubbel, 2018)
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Agac govdesinde olusan ates yaniklii, genelde govde yanikligi olarak
adlandirilmakta, bakteriye ait akintilarin kabuk boyunca akmasi sonucunda meydana
gelmektedir. Ozellikle etmene duyarl aga¢ govdelerde, enfeksiyon, kisa bir siirede agac
Oliimiiniin gergeklesmesine yol agmaktadir (Sekil 1.7a,b) (Van Der Zwet and Beer,
1991). Vejetasyon siiresinin nemli oldugu doénemlerde, kanser kisimlari su emerek
siskinlesmekte ve bakteriler dogal acikliklar ve yaralar aracilifiyla bu dokulardan dis
kisma c¢ikmaktadir. Olusan bu salg1 %20’s1 bakteri olan damlaciklardan olugmaktadir.
Damlalar bir araya gelerek yogunluk olusturabilmekte ve akarak bitkilerin yiizeylerini
kaplamaktadir (Maden, 1989). Bakteriyel akintinin hava ile temasinin ger¢eklesmesiyle
rengi kahveden siyaha donerek kurumakta ve ‘strand’ olarak isimlendirilen iplik¢ikler
meydana gelmektedir ki bu yapilar hastaligin 6nemli inokulum kaynaklarim
olusturmaktadir (Momol, 1990). Damlalarciklarda yer alan bakterilerin hiicreleri
viriilenttir ve 2 sene boyunca patojen 6zelligini devam ettirmektedir (Van Der Zwet and
Keil, 1979; Tokgoniil, 1991). Patojenin olusturdugu bakteri iplik¢ikler riizgarlar ile

taginabilmekte, yagmur damlalariyla konuk¢usuna bulagmaktadir (Ramos et al., 2015).

Sekil 1.7. a) Ates yanikligi hastaliginin gévde de olusturdugu bakteriyel akinti

(Anonymous, 20199) b) Hastaligin gévdedeki belirtisi (Anonymous, 2019h)

Patojen bir onceki mevsimde olusan govdelerdeki kanserlerin kenarinda ve
hastaliksiz goriinen odunsu dokularda kislamaktadir. Primer enfeksiyon, ilkbahar
doneminde kanserli yerlerde bulunan bakterinin aktif olmasiyla ve hastaliksiz kabuklara

yayilmasiyla gerceklesmektedir. Riizgar, yagmur, bocekler patojeni yaprak, siirgiin ve
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ciceklere tagimaktadir. Primer enfeksiyondan sonra etmen doku igerisinde ¢cogalmaya ve
ilerlemeye devam etmektedir. Sekonder enfeksiyon ise enfeksiyon olusan kisimlarda

meydana gelen bakteriyel akintilardan olusmaktadir (Van Der Zwet and Beer, 1995).

Erwinia amylovora’nin enfeksiyonu ¢esitli asamalardan olusmaktadir. Bu

asamalar agagida belirtilmektedir;

1. Bakterinin arilar tarafindan ¢igeklere tasinmasi,

2. Bakterinin ¢igek ve stomalardan bitkiye penatrasyonu,

3. Etmenin interseliiler olarak ¢ogalarak yayilma gdstermesi,

4. Enfekte olan gigeklerin burusarak 6lmesi,

5. Enfeksiyonun baska meyve, ¢icek, yaprak ve siirgiinlere yayilmasi,
6. Govde ve dalda kanserlerin olusmasi,

7. Stirgiinlerin 6liimii ve nekroz olmus yapraklarin dallarda asili kalmasi,
8. Agacta meydana gelen 6nemli hasar,

9. Kanserli kisimlarin kenarinda kiglayan bakteri,

10. Kanserli bolgelerinin genislemesi ve bakteriyel akintinin olugmasi,

11. Akintida bulunan bakterinin yagmurlar ve bdcekler vasitasiyla bitkinin diger

organlarina bulagmasi,

12. Patojen yayiliminin artmasi,

13. Geng olan siirgiinlerin dogrudan enfekte olmasi,

14. Odunsu dokuda etmenin interseliiler olarak ¢ogalmasi ve yayilmasi,

15. Enfekte olan dokularin ¢6kmesi (Sekil 1.8) (Van Der Zwet and Beer, 1995).
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Sekil 1.8. Erwinia amylovora’nin yasam dongiisii (Van Der Zwet and Beer, 1995)

Erwinia amylovora’nin olusturdugu enfeksiyonun gelismesinde patojen,
konukcu ve cevre interaksiyonu oldukca etkili olmaktadir. Konukgu acisindan bitki
dayanikliligimi bitkinin aksami, yasi, gelisme donemi, topragin ozellikleri, agaglarin
beslenme durumu ve kiiltiirel yontemler etkilemektedir. Bu durum patojenin hem
miktarinda hem de hastaligin derecesinde onemlidir (Van der Zwet and Beer, 1991).
Hastalik gelisimi patojen acgisindan degerlendirildiginde ise enfeksiyona neden olan
patojen miktar1 ve etmenin viriilensligi énemli rol oynamaktadir (Thomson, 2000).
Hastalig1 etkileyen bir diger onemli faktor cevredir. Cevre, hava sartlar1 ve bocekler
olarak ele alinmaktadir. Hava sartlar1 hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve siddetinde 6nemli
bir etkendir. Yiiksek orandaki nem, ¢ig, yagmur ve toprak nemi bitki dokularindaki
nemi artirmakta ve etmenin ilerleyisini etkilemektedir. Dokularin zararlanmasi ve
enfeksiyon yayilisinda meteorolojik durumlar oldukca onemlidir. Enfeksiyonun erken
basladigi meyve bahgelerinde dolu yagislart ciddi zararlanmalara sebep olmaktadir.
Ayrica sert esen riizgarlar, yapraklarin birbirlerine temasiyla hasarlara yol agmakta ve
etmenin bitkiye girisini kolaylastirmaktadir (Van Der Zwet and Beer, 1991). Hastaligin
bitkiden bitkiye yayilmasinda, bir diger faktor bocekler olarak kabul edilmektedir
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(Spinelli et al., 2005). 1891°de bal arilar1 ve yaban arilarinin bakteriyi ¢igekten ¢igcege
yaydiginin gozlenmesinden sonra yapilan ¢alismalar neticesinde boceklerden 77 cinsin
bakteriyi yayabildigi belirtilmistir. Bunlardan bazilari: Aphis pomi, Aphis mellifera,
Vespula spp., Edwardsiana rosae, Eriosoma lanigerum, Formica spp., Haplocampa
testudinea, Musca domestica, Panonychus ulmi, Psylla pyricola, Scolytus spp. ve
Tetranychus spp.’dir (Van Der Zwet and Keil, 1979). Boceklerden sokucu-emici agiz
yapisinda olanlar etmeni bitkilere tasimakta ve etmenin girisi igin Yyaralar
olusturmaktadir (Van Der Zwet et al., 1988). Ates yanikligi hastaliginin yayiliminda
kuslarin rolii oldugu ve Sturnus vulgaris (sigircik), Phylloscopus trochilus (biilbiil) gibi
gocmen kuslarin bakteriyi tilkeler arasinda tasidiklari diistiiniilmektedir (Van Der Zwet
and Keil, 1979). Tirkiye’de ates yamikliginin ilk tespit edildigi il olan Afyon’un
Sultandag: ilgesinin civarlarindaki géllerin, giineyden gelen gogmen kuslarin barinma
ve dinlenme yeri oldugu belirlenmistir. Ozellikle Misir ve Kibris’tan gelmis gdcebe
kuslarin hastaligr ilk kez bu bolgeden iilkemize bulastirdiklar1 sanilmaktadir (Oktem
and Benlioglu, 1988).

Etmen insan, aletler, meyve veya as1 gozii ile yayilis gosterebilmektedir.
Bitkinin kanserli kisimlarinin budanmasindan sonra makas ve testereler iyice
temizlenmelidir. Aksi taktirde E. amylovora baska bitki kisimlarina ve agaglara kolayca
bulasabilmektedir. Ayrica elbise, ayakkabi, el ve araglarin tekerlegi de hastaligin
yayilmasinda 6nemli etkenlerdir (Van Der Zwet and Keil,1979).

Ates yanikligr hastaliginin yayilmasini Onlemede miicadele yontemlerinden
karantina 6nemli bir yere sahiptir. Birgok iilkede karantina uygulanmaktadir ve alinan

sonuglar olumludur (Maden ve Toros, 1991).

Tiim bitki hastaliklartyla miicadelede oldugu gibi ates yaniklig1 ile miicadelede
de temiz {iretim materyallerinin kullanilmasma oOncelik verilmelidir. Bu yontem
sonradan bulagmalar oluncaya kadar etkili olacaktir. Yeni bahgelerin kurulmasinda da
hastaliksiz as1 gozleri, as1 kalemleri ve temiz fidanlarin kullanimina 6nem verilmelidir

(Bastas ve Saygili, 2008).

Hastalik ile miicadele yontemlerinden birisi de hastalikli bitki kisimlarinm

budama yaparak temizlemektir. Yalnizca budamanin %67,42 degerinde etki sagladigi
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belirtilmistir (Tokgoniil ve Baspinar, 1995). E. amylovora’nin yayilmasini engellemek
icin her zaman kullanilan aletlerin %210’luk sodyum hipoklorit (NaOCI) ile
dezenfeksiyonuna dikkat edilmelidir (Van der Zwet and Beer, 1991).

Bitkide yaprak ve toprak analizleri yapildiktan sonra gerekli bitki besin
elementleri verilmelidir. Topragin pH degeri 6,5’in ilizerinde olmamalidir. Miimkiin
oldugunca yagmurlama ve salma sulama yerine damla sulama yapilmalidir (Van Der
Zwet and Beer, 1991). Besin maddeleri, ilkbahar baslangicinda verilmeli ancak azot igin
baska bir yol izlenmelidir. Azot uygulama dozunun yarisi bliylime baslamadan 1 ay
once topraga verilmelidir. Ci¢ek enfeksiyonunun siddetinin fazla olmamasi durumunda
diger yar1 doz da yaprak asamasinda veya tag¢ yapraklari dokiiliince pliskiirtme seklinde
agaclara verilmelidir. Drenaj yoniinden sikinti olmayan topraklarda, azotun nitrat
formunun kullanilmasi etkinin hizli olmasin1 saglamaktadir. Ayrica hastaliga karsi
dayaniklilig1 arttirmasindan dolay1 kalsiyum nitrat uygulanmalidir (Van Der Zwet and
Beer, 1995). Havalanmanin iyi olmadig1 ya da suyun fazla oldugu topraklarda yetisen
agaclar, ates yaniklig1 hastaligina duyarlidir. Drenajin iyi olmadigi bolgelerde potasyum
miktar1 az ve hastaligin siddetli, drenajin iyi oldugu yerlerde ise potasyumun yiiksek
oranda oldugu ve hastaligin siddetinin daha az oldugu belirtilmistir. Bu sebeplerden
dolay1 yeni bahgeler olusturulurken verimi ve drenaji iyi yerler se¢ilmelidir (Bastas ve

Saygili, 2008).

Elma ve armut agaglarinda goriilen bu hastalikla savasimda kullanilan
kimyasallar iki gruba ayrilmaktadir. Bunlardan birisi 1900’lerden beri kullanilmakta
olan bakirli bilesikler, digeri ise 1950’lerin ortalarinda kullanilmaya baslanan
antibiyotiklerdir (Van Der Zwet and Keil, 1979). Bakirli bilesiklerin kullanimi ile
hastalik yavasglamakta fakat vejetasyon doneminde kullanildiginda bitki fizyolojisini
olumsuzca etkilemekte, pasli ve kiigiik meyvelerin olusmasina, siirgiinlerde geriye
dogru Oliimlere ve bitki zayifligina neden olarak fitotoksik etkiler olusturmaktadir
(Benlioglu ve Ozakman, 1992; Teviotdale and Viveros, 1999). Antibiyotiklerin
kullanilmasiyla miicadelede basarili olunsa da ilerleyen donemlerde dayanikli
biyotiplerin meydana gelmesine sebep olmasi ve insanlarin sagligini olumsuz olarak

etkilemesinden dolay1 tercih edilmemektedir (Moller et al., 1981).
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Ates yaniklig1 hastaliginin yayilmasinda arilar, sinekler, karincalar ve afitler gibi
birgok zararli 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle boceklere karsi ilaglama programi

olusturulurken tozlayici boceklere zarar vermekten kag¢inilmalidir (Bastas ve Saygili,
2008).

Ates yaniklig1 hastaligina karst kimyasal miicadelenin siirli olmasi, onerilen
kimyasallarin yeterince etkili ve ekonomik olmamasi, ayrica bu kimyasallarin
dayaniklilik gibi sorunlar1 beraberinde getirmesinden dolay1 son yillarda hem diinyada
hem de tilkemizde alternatif bir miicadele yontemi olarak biyolojik miicadele olanaklar1
arastirilmakta ve bu yondeki ¢alismalar giderek daha biiyiik bir agirlik kazanmaktadir.
Bu amagla kullanilan biyolojik miicadele elemanlar1 yuamusak ¢ekirdekli meyve agaclar
tizerinde epifitik olarak yasayan ve E. amylovora ile gesitli sekillerde interaksiyona
giren bakterilerdir. Bu grup bakterilerin etki mekanizmalari, antibiyotik olusturma ve
rekabet iligkisine girerek patojenden once enfeksiyon noktalarinda kolonize olma
seklindedir. Bu amagla kullanilan bakteriler genellikle Bacillus subtilis, Erwinia
herbicola ve fluoresant Pseudomonas olmak tizere 3 grupta toplanmaktadir. Bunlardan
B. subtilis gram (+), E. herbicola ve fluoresant Pseudomonaslar ise gram (-) epifitik
karekterli bakterilerdir. Bu antagonistik bakterilerin E. amylovora’ya karsi antibiyosis
(antibiyotik salgilayarak) ve rekabet (yer ve besin rekabeti) etki mekanizmalarini
kullanarak etkili oldugu bilinmektedir (Erdogan, 1999). Pusey et al. (2011), tarafindan
armut ve elma stigmalarinda yapilan aragtirmada, Pseudomonas agglomerans E325” in,
etmene karsi fosfat ve alkalin iceren antibiyotik lirettigi ve antibiyosis etkisi gosterdigi
bildirilmistir. ABD’de ise etmene kars1 kullanilan P. fluorescens str. A-506 bakterisinin
ticari preparati BlightBan’in erken uyar1 sisteminin uyarisiyla agaglarda enfeksiyon
baslamadan kullanildiginda oldukg¢a etkili oldugu belirtilmektedir (Smith, 2001). Bu
biyokontrol iiriin, ates yaniklifina karsi gelistirilen ilk ticari biyopreparat olup 1995
yilinda ticari olarak piyasaya siiriilmiistiir (Stelljes and Senft, 1998).

Hastalikla miicadelede kullanilan yontemlerden birisi de degisik {ilkelerde
uygulanmis ve uygulanmakta olan, dnceden tahmin ve uyari sistemleridir. Klimatolojik
faktorlerden Ozellikle yagmur ve sicaklik, hastaligin epidemi olusturmasinda oldukca
etkilidir. Onceden tahmin ve uyar1 sistemleri, gecmiste olan epidemileri aciklama ve

hastaligin arazide yayilimi ic¢in potansiyel olusturan faktorleri degerlendirmekte,
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hastaligin baski altina alinmasi, hastalik gelisimi ve enfeksiyon seyrinin bitki gelisimini
nasil engelledigini belirlemede 6nem kazanmaktadir (Psallidas et al., 1989; Jones,
1992).

Dayanikli ¢esit kullanimi hastaliklarin kontrolii i¢in kullanilan en Onemli
Oonlemdir. Hastaliktan dolay1 kayiplar arttikca etmenin yayginlik gosterdigi iilkelerde
yumusak cekirdekli meyve yetistiriciligi konusunda dayanikli ¢esitlerin kullanim1 artis
gostermektedir (Alston, 1994). Dayanikli ¢esitlerin kullanimi ile diger miicadele
caligmalari i¢in yapilan harcamalar azalmakta ve daha az kimyasal kullanilmakta, bazen
de kimyasal miicadeleye gerek kalmamaktadir (Hammond-Kosack and Jones, 1996).
Ancak bu konuda patojen popiilasyonlari, patojenlerin ¢evreyle olan iliskileri,
patojenlere kars1 konuk¢unun dayaniklilik yapisinin siirekli incelenmesi gerekmektedir
(Dolar ve ark., 2011). Bu durum patojen acisindan degerlendirildiginde patojenin
karsilastig1 zorluk, bitkinin patojene karst olusturdugu savunma mekanizmalaridir.
Bitkiler ya hastalik 6ncesi var olan kendilerine 6zgii yapisal veya kimyasal karakterlerle
ya da enfeksiyon bagladiktan sonra olusan yapisal degisiklikler ya da kimyasal
bilesiklerle dayaniklilik sergilemektedir.

Bitkinin aktif biyokimyasal savunmasinda yer alan ana bilesikler fenolikler ve
fitoaleksinlerdir. Bu iki bilesik grubu arasinda kimyasal yapi bakimindan bir fark
yoktur, yani fitoaleksinler de fenollii bilesikler sinifindadir. Ancak fenoller saglikli
bitkide bulunmakta, enfeksiyon sonrasi veya fiziksel yaralanmalar sonucunda miktarca
artmaktadir. Fitoaleksinler ise saglikli bitkide bulunmamakta veya az miktarda yer

almaktadir (Alaoglu ve ark., 2014).

Bitkilerin aktif savunma mekanizmalari, pasif dayanikliliktan farkli olarak bir
enerji gerektirmektedir. Patojenden gelen elisitor ile konukgu bitkideki reseptor arasinda
spesifik bir etkilesim meydana gelmekte ve enfeksiyon noktasinda bir¢cok savunma
mekanizmas1 harekete gegmektedir. Bitkilerde bu sekilde ortaya ¢ikan aktif savunma
mekanizmalarina 6rnek olarak HR (hypersensitive reaction), bitki hiicre duvarlarinda
gozlenen yapisal degisiklikler, patojenisite ile ilgili proteinlerin (PR proteinler) ve

antimikrobiyal bilesiklerin sentezlenmesi verilebilir (Dixon and Harrison, 1990).
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Bitki patojen interaksiyonlarinin baslangic asamasinda aktif oksijen tiirlerin
(AOT) ortaya ¢ikmast HR olusumunun en belirgin 6zelliklerindendir (Mehdy et al.,
1996). Hiicreler genellikle AOT seviyesini en diisiik diizeyde tutmak igin bir takim
koruyucu mekanizmalar kullanmaktadir. Ozellikle stres sartlar1 altinda hassas bitkilerde
bu koruyucu mekanizmalar asilmakta, hizla gecici olarak yiiksek miktarlarda AOT
tiretilmekte ve bu durum oksidatif a¢ilim (oxidative burst) olarak adlandirilmaktadir.
Siiperoksit anyon (O3), hidroksil radikal (OH") ve hidrojen peroksit (H,0,) gibi AOT
birgok konukgu-patojen iliskisinde yaygin olarak gozlenmektedir (Apostol et al., 1989).
AOT tiirlerinin 6zellikle de H,0; in patojenlere kars1 dayamklilikta nemli rol oynadig:
belirtilmektedir (Levine et al., 1994). AOT sitotoksik etkisinden dolay1 patojeni
oldiirmek suretiyle patojenlere karsi savunmada ilk rolii oynamaktadir. H,0O;
dayaniklilik mekanizmalarini yonlendiren bazi genleri tesvik etmekte, bitki dokularinda
enfeksiyona tepki olarak patojenin giris yaptigr yerlerde lignin olusumunu aktive
etmektedir. AOT bitkilerde antimikrobiyal &zellikle maddelerin iiretiminde rol
oynamaktadir. Ayrica AOT sinyal gorevi yaparak komsu hiicrelerde sistemik
kazandirilmis dayanikliligi tesvik etmektedir. Bunun sonucunda antimikrobiyal etkiye
sahip bircok protein bitkide iiretilmektedir ki bunlarin bir kismimi protein yapisindaki
enzimler olusmaktadir. Bitki patojenlerine karsi savunmada birgok enzim peroksidaz
(POD), polifenol oksidaz (PPO), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)) kombine
sekilde gorev alarak fitoaleksin ve fenolik bilesen biyosentezinde rol oynamaktadir.
Bitkiler dayaniklilik durumlarina gore farkli seviyelerde bu savunma enzimlerini

sentezlemektedir.

1.2. Bitkilerde Antioksidan Savunma Sistemi

Bitkiler yasam dongiileri boyunca biliylime ve gelismelerini olumsuz yonde
etkileyen bircok stres faktorii ile karsilagmaktadir. Biyotik (mikroorganizmalarin
enfeksiyonu, bocekler, hayvan ve insan tahripleri sonucu olusan stres faktorleri) ve
abiyotik kokenli (tuzluluk, kuraklik, diisiik ve yliksek sicakliklar, besin elementlerinin
eksiklik veya fazlaliklari, kimyasallar, agir metaller, hava Kirliligi, radyasyon, riizgar,
manyetik ve elektriksel alanlar gibi g¢evre faktorleri) olabilen bu stres faktorleri
bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal zararlara yol agmakta, iirliniin nicelik ve niteligini

olumsuz yonde etkilemektedir (Kocagaliskan, 2004; Yagmur, 2008). Biyotik faktorlerin
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etkisi ile olusan oksidatif stres, serbest radikallerin, 6zellikle reaktif oksijen tiirlerinin
[siiperoksit anyonu (O, singlet oksijen (*O), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil
radikali (OH™ )] olusumunu igeren ve reaktif oksijen tiirleri araciligiyla bitkilerde
zararlara neden olan stres olarak tanimlanmaktadir (Raychaudhuri, 2000). Reaktif
oksijen tiirleri (ROT), eslesmemis elektron iceren olduk¢a reaktif molekiiller olup
metabolizmanin yan iriinleri olarak ya da enzimler yoluyla fotosentez ya da solunum
sirasinda tretilmektedir (Vranova et al., 2002; Desikan et al., 2004). Stres kosullarinda
sentezlenen serbest oksijen radikalleri, tim metabolizma iizerinde olduk¢a ciddi
sonuglara neden olan lipid peroksidasyonuna, enzimlerin inaktivasyonuna, pigment
yikimina, proteinlerin parcalanmasina, klorofil gibi ¢esitli hiicre komponentlerinin
bozulmasina ve niikleik asit hasarina neden olmaktadir (Bray et al., 2000; Johnson et
al., 2003; Hansen et al., 2006).

Bitkiler stres kosullarinda meydana gelen oksidatif hasarin yol agtig1 bu yikici
etkilerle miicadele etmek icin ROT un seviyesini kontrol eden ve bunlarin normal
formlara doniigiimiinii katalizleyen karmasik bir antioksidant savunma sistemine
sahiptir (Minibayeva and Gordon, 2003; Srivalli et al., 2003; Giiler, 2011).
Antioksidanlar diisiik konsantrasyonlarda oksidasyon yapabilen ve diger bir substratin
oksidasyonunu azaltan (elektron aktarimiyla) veya engelleyen yani oksidasyona karsi
miicadele eden maddelerdir (Sekil 1.9) (Elliot, 1999). Antioksidanlar, enzimatik
olmayan antioksidanlar ve enzimatik antioksidanlar olmak Ttzere iki kisimda
incelenmektedir. Enzimatik antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek
bunlarin daha zararli formlara doniismelerini ve yeni serbest radikal olusumunu
onleyen bilesiklerdir. Bu enzimler genel olarak serbest radikallerin DNA, proteinler ve
lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini sinirlandirmak suretiyle bir hiicresel
bolgeden digerine gegisini de Onleyebilmektedir (Diplock, 1998). Enzimatik
antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz
(APX), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR), monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR) ve katalaz (CAT) olarak bilinmektedir (Blokhina, 2000; Agarwal
and Pandey, 2004; Pinheiro et al., 2004) . Enzimatik olmayan antioksidanlar ise;
oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini kiran bilesiklerdir (Ou et

al., 2002). Mannitol, sistein, hidrokinin, melatonin, koenzim Q10, selenyum, ¢inko, A,
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C ve E vitaminleri, flavanoidler (quercetin, rutin, tanninler), bazi alkoloidler,
ksantofiller antosiyaninler, karotenoidler (likopen, a-karoten, [B-karoten, lutein,
zeaksantin, astaksantin), tokoferoller, askorbik asit ve fenolik bilesikler enzimatik

olmayan antioksidanlar grubunda yer almaktadir (Jung, 2004; Tiirkan et al., 2005).

l is Elek
Antioksidan Es e$m.em1; Elektron
il . ) .
o‘ 'Y e P/ 2
. Elektron .
. A é ® Aktarnim
@
@ P © »
9 Y

Serbest Redikal

Sekil 1.9. Antioksidanlar tarafindan serbest radikallerin nétralize edilmesi (Biiyiik ve

ark., 2012)

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar hiicredeki lokalizasyonlarina ve
rollerine goére farkhilik gostermektedir (Cizelge 1.4). Ornegin enzimatik antioksidan
grubunda yer alan SOD siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve oksijene
dontistirmektedir. Fakat hidrojen peroksitte toksik radikallerden birisidir. Meydana
gelen bu toksik radikalin zararsiz hale getirilmesinde katalaz H,O,’nin molekiiler
oksijene doniisimiinii  katalizlerken, askorbat peroksidaz H,O,’nin su ve
monodehidroaskorbata doniistimiinii katalizlemektedir. Glutatyon rediiktaz okside
glutatyonu indirgenmis glutatyona katalizleme goérevine sahipken glutatyon peroksidaz
hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir enzim olarak rol oynamaktadir (Zhu et

al., 2004; Sairam et al., 2005; Uyar, 2011).
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Cizelge 1.4.

Bitkilerde

enzimatik olmayan ve

enzimatik

antioksidanlarin

lokalizasyonlar1 ve rolleri (Biiyiik ve ark., 2012)

Enzimatik Olmayan
Antioksidanlar

Rolii

Hiicresel Lokasyonu

Askorbik Asit

Direk olarak O, ~, OH ve
H,0; ’yu temizler.

Kloroplast, apoplast,
vakuol, sitozol

Tokoferoller

Lipit peroksidasyonunu
kirar. Lipit peroksitlerini
O, " ve OH ’i temizler.

Bitkilerin tiim kisimlarinda
bulunur. Kloroplast
membranlarinda tokoferol
yogun olarak bulunur.

Karotenoidler

Peroksi radikalleri ile O, ~
ve OH’1 temizler.

Sitozol, vakuol

Glutatyon Redoks dongiisiiniin bir Sitozol, endoplazmik
substrat1 olarak, OH ile retikulum, vakuol,
'O, nin direk mitokondri
temizlenmesinde yararlidir.

Fenolik Bilesikler Antioksidan 6zelliklerini iyi ~ Sitozol, vakuol

birer hidrojen veya elektron
vericisi olmalari, zincir
kiric1 6zellikleri ile
gosterirler.

Enzimatik Olan
Antioksidanlar

Rolii

Hiicresel Lokasyonu

Siiperoksit Dismutaz

0, 7’1 H,0,’ye doniistiirtir.

Kloroplast, sitozol,

(SOD) mitokondri, peroksizom
Askorbat Peroksidaz H.0,’yi H,O’ya gevirir. Kloroplast, sitozol,
(APX) mitokondri, peroksizom

Katalaz (CAT)

H,0;’yi molekiiler oksijene
gevirir.

Peroksizom

Glutatyon Peroksidaz
(GPX)

H20,’yi ve lipit
peroksitlerini etkisizlestirir.

Kloroplast, sitozol,
mitokondri

Bitki yasaminda kritik role sahip olan antioksidan enzimlerden CAT ve APX’in

ozellikleri asagida aciklanmaistir.

1.2.1. Katalaz enzimi

Katalaz (CAT), indirgen bilesenlere gerek duymadan hidrojen peroksitin

detoksifikasyonundan sorumlu olan karakteristik tek antioksidan enzimdir (Cimen ve
ark., 2005; Scandalios et al., 1997; Patykowski and Urbanek, 2003). Aerobik

mikroorganizmalarin  hepsinde, omurgalilarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve

mantarlarda bulunmaktadir (Bergmeyer and Grabl, 1983). Varlig1 ilk kez hidrojen
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peroksiti kesfeden bilim adami Louis Jacques Thenard (1811) tarafindan bilinmeyen
madde olarak ortaya atilmistir. 1900 yilinda Oscar Loew enzime bugiinkii adin1 vermis
ve bir¢ok bitki ve hayvan tiiriinde var oldugunu gostermistir (Loew, 1900). 1937 yilinda
enzim James B. Sumner ve Alexander Dounce (Sumner and Dounce, 1937) tarafindan
kristalize edilmis ve 1938 yilinda molekiiler yapisi ortaya konulmustur (Sumner and
Gralen, 1938). 1969’da enzimin amino asit dizisi (Schroeder et al., 1969) ve 1981
yilinda 3 boyutlu modeli bulunmustur (Murthy et al., 1981).

Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda rol oynayan enzimlere
oksidorediiktazlar  denilmektedir ve CAT  oksidorediiktazlarin  (oksidazlar,
dehidrojenazlar, hidroperoksidazlar, oksijenazlar) bir grubu olan hidroperoksidazlar
simifinda yer almaktadir. Hidroperoksidazlar, substrat olarak hidrojen peroksit veya
diger organik peroksitleri kullanmakta ve ayn1 zamanda canliy1 zararli peroksitlere karsi

korumaktadir (Halliwel and Gutteridge, 1990; Nicholls et al., 2000).

Katalaz tetramerik yapiya sahip, molekiil agirligi 240 000 dalton olan ve aktif
merkezinde dort tane ‘ferri hem’ grubu igeren bir enzimdir. Her bir alt birim genellikle
enzimin stabilizasyonunu saglayan bir molekiil nikotin amid difosfat hidrojen (NADPH)
icermektedir (Aydm, 2003). igerdigi 4 adet demir bagli porfirin grubu, enzimin hidrojen
peroksitle tepkime vermesini saglamaktadir (Brenda, 2009). Esas olarak
peroksizomlarda ve ayni zamanda glioksizomlarda bulunmaktadir (Mittler 2002; Del
Rio et al., 2003). Ancak az miktarda da mitokondride ve apoplast bolgede de yer
almaktadir (Tasggin et al., 2006).

Katalaz’in temel fonksiyonu, molekiiller O, mevcudiyetinde metabolizmanin
bazi kademelerinde sentezlenen, singlet oksijen (*O2) ve hidroksil radikallerinin (OH")
potansiyel kaynag1 olan H,O, nin ve ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek
Ozellikle membranlarda olusabilecek geri doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektir (Huang et
al., 1983; Scandalios, 1993). Bununla birlikte bitkiler genel olarak ii¢ sinif CAT’a
sahiptir. Birinci smif CAT’lar, fotosentetik dokularda cok fazla bulunmakta ve
fotosentez siirecinde iiretilen H,O,’nin giderilmesini saglamaktadir. ikinci smif
CAT’lar, vaskiiler dokularda asir1 iretilmekte ve lignifikasyonda onemli rol

oynamaktadir. Uciincii smmif CAT’lar ise tohum ve geng bitkilerde bulunmakta,
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glioksizomlarda glioksilat dongiisiinde yag asitlerinin parcalanmasi siirecinde iretilen

H20, nin ortadan kaldirilmasinda gérev yapmaktadir (Breusegem et al., 2001).

Katalaz en yiiksek hizla reaksiyon veren enzimlerden birisidir ve bir molekiil
CAT, bir saniyede milyonlarca hidrojen peroksit molekiiliinii su ve oksijene
doniistiirmektedir (Dhindsa et al., 1981; Scandalios, 1994; Willekens et al., 1997).
CAT’mm bu reaksiyonu iki basamakta gergeklesmektedir. Birinci basamakta hidrojen
peroksidin enzime baglanmasi ile kompleks I olarak ifade edilen ara iiriin olusmaktadir.
Kompleks-I’in ikinci hidrojen peroksit molekiiliiyle reaksiyonu, su ve molekiiler oksijen

olusumuyla sonu¢lanmaktadir (Whittaker, 2012).
CAT + H,0,—CAT — H,0, (Kompleks I)
CAT — H,0; + H,0,—CAT + 2 H,0 + O, (Katalaz aktivitesi)

Eger CAT metanol, etanol gibi bir hidrojen verici kompleks | ile reaksiyona

girdiginde ise su ve bir aldehit olugmaktadir.
CAT — H,0; + CH;OH—CAT + 2 H,O + HCOH (Peroksidatik aktivite)

Katalitik aktivite i¢in iki hidrojen peroksit molekiilii reaksiyona girerken,
peroksidatik aktivite i¢in bir hidrojen peroksit molekiilii reaksiyona girmektedir.
Enzimin bu iki aktiviteden hangisini gdsterecegini bulundugu hiicrenin hidrojen
peroksit iiretim hizi yani hiicre metabolizmasi belirlemektedir. Ciinkii hidrojen peroksit

tiretim hiz1 dokulara ve hiicrelere gore degisiklik gostermektedir (Uslu et al., 1998).

1.2.2. Askorbat peroksidaz enzimi

Askorbat peroksidaz (APX), H;O;’nin suya indirgenmesini katalizleyen ve
H,O’in detoksifikasyonunda en 6nemli indirgen substrat olan askorbata biiyiik bir
afinite ve Ozgiillik goésteren bir enzimdir (Asada, 1999). APX aktivitesi bitkilerde,
alglerde, baz1 siyanobakterilerde ve boceklerde bulunmustur (Mathews et al., 1997).
APX siiperoksit anyonu, singlet oksijen ve H2O, gibi ROT’larin genis bir boliimiinii
elemine etmekte ve zincir kirici olarak gorev yapmaktadir. Ayrica fotosentezin
diizenlenmesinde, 1518a kars1 korumada dnemli olmasinin yanisira prostetik grup olarak
metal iyonu bulunduran enzimlerin aktivitelerinin korunmasinda da 6nemli bir role

sahiptir (Beyer, 1994).
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Askorbat en 6nemli antioksidanlardan birisidir ve dogrudan hidroksil radikalleri,
sliperoksit ve singlet oksijen ile reaksiyona girmektedir (Shigeoka et al., 2002). APX
enzimi ise iki molekiil askorbati kullanarak H,O,’1 suya par¢alamakta, bu reaksiyon
sonucunda askorbat iki molekiil monodehidroaskorbata (MDHA) doéniismektedir

(Kumar et al., 2011).
2 Askorbat + H,0,—2 Monodehidroaskorbat + H,O

Askorbat peroksidaz enzimi hiicrede kloroplast stromasindaki ¢6ziinebilir
(SAPX), tillakoyide baghh (tAPX), sitosolik (cAPX) ve glioksizom membranina
(gmAPX) bagh olmak iizere 4 farkli formda bulunmaktadir (Noctor and Foyer, 1998;
Madhusudhan et al., 2003). Organellerde bulunan APX, organellerin i¢inde iiretilen
H,02’yi bertaraf ederken, sitozolik APX, sitozolde ve apoplastta iiretilen ya da
organellerden difiizyon yapan H,O;’yi1 bertaraf etmektedir (Mittler and Zilinskas, 1992).

Bitki dokularinin patojenle enfeksiyonu sirasinda elisitdr ve reseptdr molekiiller
arasindaki interaksiyon sonucunda oksidatif stres meydana gelmekte ve bu durum
reaktif oksijen tiirlerinin hizli bir sekilde olusmasina neden olmaktadir (Xing et al.,
1997). Meydana gelen reaktif oksijen tiirleri sinyal molekiil olarak gérev yapmakta ve
bunun sonucunda bitkinin savunma mekanizmalarin1 harekete gegirmektedir (Lamb,
1997). Sinyal molekiilleri sadece enfekte olmus bolgedeki genleri uyarmakla
kalmamakta, ayni zamanda sistemik olarak bitkinin hastalik tarafindan heniiz
etkilenmedigi bolgelerdeki genlerinde aktif hale gelmesini saglamaktadir. Boylece bitki
daha sonraki enfeksiyonlarada dayanikli hale gelmektedir (Heil, 2002). Bu tez
calismasinda E. amylovora inokulasyonu sonucu olusan oksidatif stresin ates yanikligi
hastaligina dayanikli ve hassas olan armut ¢esitlerinde, zamana bagli olarak, CAT ve
APX antioksidan enzim aktivitesi iizerinde olusturdugu degisimin belirlenmesi

amaclanmastir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda farkli patojen-konukg¢u interaksiyonlarinda, bitkilerin patojenlere
kars1 gosterdigi dayaniklilikta CAT, APX, SOD, POD gibi antioksidant enzimlerin
onemli rol oynadigina dair birgok ¢alisma bulunmaktadir (Soylu et al., 2003;
Sklodowska et al., 2011; Nisha et al., 2012). Bu calismalardan bazilar1 asagida

sunulmustur.

Venisse et al. (2001), tarafindan yapilan ¢aligmada, armut (uyumlu interaksiyon)
ve tilitiinde (uyumsuz interaksiyon) Erwinia amylovora (Ea) ve Pseudomonas syringae
pv. tabaci (Pst) enfeksiyonu sonrasi antioksidant enzimlerin aktivitesindeki degisimler
incelenmistir. Armut ve tiitiin bitkilerinin yapraklarina Ea strainleri (Ea 1430, Ea 6089,
Ea 6023) ve Pst’nin 2016 starini ile inokulasyon yapilmistir. Inokulasyon sonrasinda
yaprak oOrneklerinde APX, GR, GST ve POD enzim aktiviteleri belirlenmistir.
Bakteriyel enfeksiyondan sonra dort enzim i¢inde maksimum aktivite armut bitkisinde

30. saatte, tiitiin bitkisinde ise 24. ve 30. saatlerde saptanmistir.

Venisse et al. (2003), tarafindan yapilan ¢alismada, doku kiiltiirii ile gogaltilmis
armut bitkilerin de E. amylovora strainlerinin inokulasyonu sonucu meydana gelen
oksidatif stres olusumuna GST, APX, GR, CAT’in etkisi test edilmistir. E.
amylovora’nin gesitli oksidatif enzimleri aktive ettigi bulunmustur. Aktivasyonun
genelde 12 saat sonra basladigi ve 24 saat sonra maksimum seviyeye ulastigi

kaydedilmistir.

Jetiyanon (2007), tarafindan yapilan c¢aligmada, farkli patosistemlere karsi
Bacillus amiloliquefaciens IN937a ve Bacillus pumilus IN937b strainlerinin karisim
seklinde uygulanmasinin bitkilerde savunma ile iligkili enzimlerin iiretimine etkisi
incelenmistir. Sera sartlarinda dort farkli patosistemde (domateste Sclerotium rolfsii ve
Ralstonia solanacearum, biberde Sclerotium rolfsii ve Colletotrichum gloeosporioides)
bakterilerin enzimler {izerine etkisi negatif kontrol, patojen, bakteri karigim1 ve patojen+
bakteri karistmi uygulamalar1 ile test edilmistir. Negatif kontrol ve patojen
uygulamasina kiyasla bakterilerin karigim halinde uygulandigi bitkilerde SOD ve POD
aktiviteleri daha yiiksek seviyede bulunmustur. Sadece patojen uygulanan bitkilere

kiyasla patojen uygulamasindan sonra bakteri karisimi ile inokulasyon yapilan
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bitkilerde %25-30 daha fazla SOD ve POD enzim aktivitesi tespit edilmistir.
Patosistemlerin hepsinde bakterilerin karisim seklinde uygulanmasinin bitkileri patojene
kars1 dikkat ¢ekecek diizeyde korudugu goézlenmistir. Negatif kontrol grubundaki
bitkilerde diisiik seviyede SOD ve POD enzim aktivitesi belirlenmistir. Sonuglar bakteri
strainlerinin karigim seklinde uygulanmasinin farkli patojenler i¢cin SOD ve POD enzim
aktivitesini tesvik ettigini, bunun sonucunda meydana gelen fizyolojik degisimlerin

hastaliklara kars1 korunmayi sagladigini gostermistir.

Vanitha and Umesha (2008), tarafindan yapilan c¢alismada, domateste
solgunluga neden olan Ralstonia solanacearum’a karsi savunma ile iliskili enzimlerin
bitki dayanikliligindaki rolii arastirilmistir. Bu amagla sera sartlarinda patojenin
inokulasyonu sonrasinda hassas, ¢ok hassas ve dayanikli 20 farkli domates ¢esidinde
savunmayla iliskili enzimlerin etkisi ve dayaniklilik reaksiyonlari incelenmistir. 8
giinlik domates fidelerinin kokleri 10® CFU/ml konsantrasyondaki —bakteri
slispansiyonuna daldirilmis ve inokulasyondan sonraki farkli zaman araliklarinda (O, 3,
6, 9, 12, 15 vb. 72 s) bitkilerden 6rnekler alinmistir. POD ve LOX enzimlerinin zamana
bagli birikimi degerlendirildiginde dayanikli ¢esitlerde inokulasyondan 9 saat sonra
maksimum aktivite saptanmistir. Hassas ve ¢ok hassas ¢esitlerde ise POD enzim
aktivitesinin inokulasyondan 15 ve 24. saat sonra, LOX enziminin aktivitesinin ise 18
ve 27 saat sonra artig gosterdigi tespit edilmistir. Dayanikli ¢esitlerin kontrol ve hassas
cesitlere nazaran patojen inokulasyonundan sonra daha yiiksek enzim aktivitesi

gosterdigi belirlenmistir.

Xu et al. (2008), tarafindan yapilan ¢alismada, Monilia fructicola enfeksiyonuna
maruz kalan seftalilerde meydana gelen oksidatif hasarin giderilmesinde veya
hafifletilmesinde biyokontrol mikroorganizmalarin (Cryptococcus laurentii, Candida
guilliermondii, Pichia membranaefaciens ve Rhodotorula glutinis) etkisi arastirilmistir.
4 antagonistik mayanin M. fructicola’nin neden oldugu reaktif oksijen tiirlerini 6nemli
olgilide azalttig1 tespit edilmistir. Antagonistik mayalarin kitinaz, - 1,3- glukanaz, CAT,
POD enzim aktivitelerini énemli derecede arttirdigi bulunmustur. Calisma sonucuna
bagli olarak maya uygulamalarinin patojen kaynakli oksidatif zarar1 azalttig1 ve seftali
meyvelerinde M. fructicola’nin neden oldugu ¢iirtimeyi kontrol etmede etkili oldugu

belirlenmigtir. Seftali meyvelerinde steril bir ¢ivi ile yara agilmis ve bu kisitm maya
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tirleri ile inokule edilmistir. Biyokontrol uygulamasindan 12 saat sonra meyveler
patojen siispansiyonu ile muamele edilmis ve 0., 1., 2., 3. ve 4. giinde CAT, POD enzim
aktiviteleri belirlenmistir. En yiliksek CAT ve POD enzim aktivitesi 1. giinde P.
membranaefaciens uygulanan seftali meyvelerinde, en diisiik enzim aktivitesi ise 4.

giinde R. glutinis uygulanan meyvelerde elde edilmistir.

Kog and Ustiin (2012), tarafindan yapilan ¢alismada, ii¢ biber ¢esidinde (Hassas
¢esit Kahramanmaras — Hot (KM-Hot) ve Demre-8 (DEM-8), dayanikli gesit Criollo de
Morelos Morelos = CM 334 (PM- 702) Phytophthora capsici’nin farkli inokulum
konsantrasyonlarimin (10%, 10 ve 10* zoospor / ml) enfeksiyon diizeyine ve fenolik
bilesiklere, CAT ve POD enzim aktivitelerine etkisi arastirilmistir. Inokulasyon sonrasi
PM — 702’nin patojene kars1 dayanikliliginin yiiksek oldugu saptanmistir. KM—Hot ve
Dem-8 ¢esitlerinin ise patojene karsi hassas reaksiyon sergiledigi goriilmiistiir. Kokte
clriiklige neden olan patojenin inokulasyonundan sonra bitkilerin yaprak ve
govdelerinden yapilan analizler sonucunda dayanikli ve hassas ¢esitlerde biyokimyasal
parametreler arasinda onemli farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Hastalifa dayanikli
olan PM-702 ¢esidinde CAT ve POD enzim aktivitesinin maksimum artis gosterdigi
saptanmistir. Hassas cesitlerde ise yliksek inokulum konsantrasyonunda CAT enzim
aktivitesinde kayip gozlenmistir. Fenolik bilesiklerdeki maksimum artis ise hassas g¢esit
DEM-8’in yapraklarinda ve PM-702’nin gévdesinde belirlenmistir. Antioksidant sistem
ile hastalik arasinda bir iligki oldugu ve bu iligkinin patojenin ilerleyisini etkiledigi

bulunmustur.

Chandrashekar and Umesha (2012), tarafindan yapilan ¢alismada, domateste
bakteriyel leke hastaligina sebep olan Xanthomonas axonopodis pv.vesicatoria'ya karsi
dayaniklilikta antioksidant enzimlerin rolii aragtirllmistir. On farkli domates cesidi
(Solar, Sun hybrid, Indam, Ashwini TA-4, Amulya, PKM-1, Rohini-TR, Golden,
Ujwala, Quality seeds) sera kosullarinda test edilmistir. Patojenin 1x10® CFU/m
konsantrasyonundaki siispansiyonu ile sekiz giinliik domates fideleri daldirma ve sprey
seklinde inokule edilmistir. Farkli zaman araliklarinda (0, 3, 6, 9, 12, 15 vb. 72 s)
bitkilerden ornekler alinmis ve Orneklerin CAT ile APX aktiviteleri belirlenmistir.
Dayanikli domates ¢esitlerinde CAT ve APX enzimlerinin patojen inokulasyonundan

sonraki 12. ve 21. saatlerde maksimum aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Hassas ve
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cok hassas cesitlerde askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin 18. ve 36. saatte, CAT
aktivitesinin ise 42. ve 54. saatlerde arttifi saptanmistir. Hassas ¢esitler ve patojen
inokule edilmeyen bitkilerle kiyaslandiginda dayanikli g¢esitlerde enzimlerin aktiviteleri

daha yiiksek bulunmustur.

Faize et al. (2012), tarafindan yapilan ¢alismada, tiitin bitkisinin farkli
hatlarinda (hat 17, 35, 39 ve 51) Pseudomonas syringae pv. tabaci’nin (Pst) neden
oldugu vahsi ates ve Agrobacterium tumefaciens’in (At) neden oldugu ur hastaliklarina
kars1 APX ve SOD enzimlerinin etkisi arastirilmistir. Sekiz haftalik tiitiin bitkilerine
3x10° CFU/ml konsantrasyonda Pst ile yaprak ve At ile govde inokulasyonu seklinde
uygulama yapilmistir. Patojen inokulasyonundan hemen sonra 0., 1. ve 2. giin
bitkilerden Ornekler alinarak antioksidant enzim aktiviteleri Ol¢tilmuistir. Her iki
patojene karsi da tiitiin hatlarmin farkli seviyede dayaniklilik sergiledigi goriilmiistiir.
Ozellikle 35 ve 39 hatlarinin vahsi ates hastaligina, 51 hattinin ise ur hastaligia kars1 en
dayanikli bitkiler oldugu belirlenmistir. Hastalik toleransinin ve simptomlardaki
azalmanin antioksidan savunma enzimlerinin daha yiiksek seviyede olmasi ile iligkili

oldugu sonucuna varilmstir.

Karacif (2012), tarafindan yapilan ¢alismada E. amylovora enfeksiyonundan
sonra elma (Skarlet, Breaburn, Golden, Gala,) ve armut (Ankara, Santa Maria)
cesitlerinde SOD, CAT ve APX antioksidan enzim seviyelerini belirlemislerdir. Bu
amagla bitkiler 25 °C £2, %60-65 nisbi nem kosullarinda, serada yetistirilmistir. Bakteri
inokulumun hazirlanmasinda en yiiksek viriilenslige sahip Ea 43b straini kullanilmis ve
inokulumun yogunlugu 108 CFU/ml olarak hazirlanmistir. Kontrol grubunda yer alan
bitkilerin yapraklarina ise saf su inokule edilmistir. Bitkilerin yapraklarindan 24. ve 72.
saatlerde ornekler alinmistir. E. amylovora inokulasyonu sonrasinda elma gesitlerinde
SOD aktivitesi en yiiksek 24. saatte Skarlet c¢esidinde, 72. saatte Golden c¢esidinde
saptanmistir. CAT aktivitesi en yiiksek 24. saatte Golden c¢esidinde, 72. saatte Gala
¢esidinde bulunmustur. APX enzim aktivitesi en yiiksek 24. saatte Breaburn, 72. saatte
Gala ¢esidinde tespit edilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi Santa Maria ¢esidinde SOD,
CAT ve APX i¢in 24. saatte belirlenmistir. Ankara ¢esidinde ise CAT ve APX i¢in en

yiiksek enzim aktivitesi 72. saatte saptanmustir.
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Murthy et al. (2014), tarafindan yapilan ¢alismada, 10 rhizobakteri straininin
domateste solgunluga neden olan Ralstonia solanacearum'a karsi etkisi arastirilmis ve 3
tanesinin (Pf 3, Pf 5 ve Pf 8) antagonistik 6zellik gdsterdigi saptanmistir. Yapilan 16S
rRNA analizi ile bakteri strainlerinin Pseudomonas fluorescens oldugu belirlenmistir. P.
fluorescens strainleri ile yapilan tohum uygulamalarinin tohum ¢imlenmesini ve fide
gelisimini 6nemli Olciide arttirdigi tespit edilmistir. Ayrica bu 3 strainin bitkilerde
savunma ile iligskili enzimlerin {iiretilmesini tesvik etme yetene8i hassas domates
cesidinde (Arka Meghali) test edilmistir. 10 gilinlik domates fidelerinin kokleri R.
solanacearum ve P. fluorescens’in 10° CFU/ml konsantrasyonundaki soliisyonuna
daldirilarak inokule edilmistir. Inokulasyon sonrasi farklt zaman araliklarinda (0, 3, 6, 9,
12, 15 vb. 72 s) bitkilerden 6rnekler alinmis ve savunma ile iliskili enzimlerin
aktiviteleri belirlenmistir. P. fluorescens ve P. fluorescens + R. solanacearum
uygulamalarinda POD, PPO, PAL ve 3-1,3-glukanaz enzimlerinin 6nemli diizeyde artis
gosterdigi tespit edilmistir. POD enzim aktivitesinin inokulasyondan sonraki 18. saatte,
PAL, PPO ve B-1,3-glukanaz enzim aktivitelerinin ise 24. saatte maksimum seviyeye

ulastig1 saptanmistir.

Nowogorska and Patykowski (2015), tarafindan yapilan g¢alismada, fasulye
bitkisinde Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp) ve Botrytis cinerea (Bc)
enfeksiyonu sonrast SOD, CAT ve GPOD enzimlerinin aktiviteleri arastirilmistir.
Calisma farkli saldir1 stratejisine sahip patojenlerin ¢oklu enfeksiyonu ile fasulye
bitkisinin nasil miicadele edecegini anlamak i¢in yapilmistir. Fasulye bitkileri 6nce Psp
ile bulastirilmis, inokulasyondan iki giin sonra Bc ile inokule edilmistir. Diger
uygulamalar ise negatif kontrol, Psp inokulasyonu ve Bc inokulasyonu seklinde
diizenlenmistir. Siiperoksit anyon (O;") ve hidrojen peroksit (H,O;)gibi reaktif oksijen
tiirlerinin  konsantrasyonu, SOD, GPOD ve CAT gibi antioksidant enzimlerin
aktiviteleri inokulasyonlardan 6, 12, 24 ve 48 saat sonra belirlenmistir. Reaktif oksijen
tiirler i¢in 6lgiimler sitozolik ve apoplastik kisim igin yapilmistir. Psp enfeksiyonunun
deneyin baslangicindan beri ROT seviyesinde belirgin bir artisa neden oldugu
saptanmistir. Apoplastik enzim aktivitesinin sitozolik olanlarin aksine deneyin
baslangicinda dikkat ¢ekecek derecede arttigi belirlenmistir. Sitozolik SOD ve GPOD

aktivitesinin uygulamadan sonraki 48. saatte maksimum degere ulastig1 saptanmistir.
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Sumayo et al. (2014), tarafindan yapilan ¢alismada, tiitiinde bakteriyel yumusak
clirliklik patojeni olan Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’a Kkarsi
linoleik asitin alt1 farkli dozu (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 0.25, 0.5) bitkiye uygulanmis ve
linoleik asitin PAL, POD ve PPO gibi savunma enzimlerinin indiiklenmesi tlizerindeki
etkileri incelenmistir. Tiitlin bitkisinin kdk kismina linoleik asit koyulmus, 7 gilin sonra
bitkiye patojen inokule edilmistir. Uygulama sonrasi bitkiden ornekler alinarak
siipernatantlar elde edilmis ve enzim aktiviteleri belirlenmistir. Kontrol bitkilerine ise
sadece sdH,0 uygulanmistir. Elde edilen verilere gore PAL ve POD aktivitesi en yiikek
0.5 mM linoleik asit uygulamasinda, maksimum PPO aktivitesi ise 0.01 mM linoleik

asit uygulamasinda tespit edilmistir.

Farahani and Taghavi (2016), tarafindan yapilan caligmada, Xanthomonas
hortorum pv. polargonii (Xhp) — mas fasulyesi (konuk¢u olmama durumu) ve
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) — mas fasulyesi interaksiyonunda
(konukg¢u olma durumu) SOD ve APX ifadesi, CAT ve POD enzim aktivitesi
arastirilmistir. Patojenlere ait inokulumlar 10’ CFU/ml konsantrasyonunda 25 giinliik
fasulye yapraklarina sprey seklinde inokule edilmistir. Negatif kontrol olarak bitkilere
sdH,O sprey seklinde uygulanmigtir. Uygulamadan 12, 24, 48, 72 ve 96 saat sonra
bitkilerden Ornekler alinarak SOD, CAT, APX ve POD antioksidant enzimlerin
aktiviteleri analiz edilmistir. SOD, APX, CAT ve POD enzim aktivitesinin Xhp-fasulye
interaksiyonunda 48. saatte, Xap-fasulye interaksiyonunda 72. saatte en yiiksek degerde
oldugu gortilmiistiir. SOD ve APX ifadesinin uyumlu ve uyumsuz etkilesimler arasinda
farklilik gosterdigi bulunmustur. Uyumlu ve uyumsuz etkilesimler kiyaslandiginda SOD
ve APX ifadesinin uyumsuz etkilesimde daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica
antioksidant enzimlerin indiiksiyonunun konukgu olmama - patojen interaksiyonunda,

konukcu patojen interaksiyonuna gore daha erken meydana geldigi tespit edilmistir.

Rais et al. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada, piringte enfeksiyona neden olan
Pyricularia oryzae’ya karsi kullanilan Bacillus strainlerinin bitkinin antioksidan enzim
aktivitesine olan etkisi degerlendirilmistir. Calismada siderefor, proteaz ve glukanaz
tiretebilen ti¢ Bacillus straini (KFP-5, KFP-7, KFP-17) ve Basmati-515, Basmati siiper
ve Basmati-385 olmak iizere ii¢ piring varyetesi kullanilmistir. Calisma ¢ tekerriirlii

olarak alt1 uygulama (fungusit + patojen, KFP-5 + patojen, KFP-7 + patojen, KFP-17 +
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patojen, patojen, negatif kontrol) seklinde yiiriitiilmiistiir. Antagonistik Bacillus
strainlerinin piring bitkisinin yaprak ve koklerinde SOD’u 1,7-1,9 kat, POD’u 3,5-4,1
kat, PPO’yu 3-3,8 kat, PAL’1 3,9-4,4 kat arttirdig1 tespit edilmistir. Bu sonu¢ Bacillus
strainleri ile yapilan uygulamalarin enfekteli piring bitkilerinde antioksidan savunma
aktivitesini belirgin sekilde yiikselttigini ve patojenin neden oldugu oksidatif zarari
engelleyerek, hastaligin meydana gelmesini Onledigini, dolayisiyla biyolojik

miicadelede kullanilabileceklerini gostermistir.

Azarabadi et al. (2017), tarafindan yapilan calismada, E. amylovora (Ea)
inokulasyonu sonrasi dort armut anacinda (Pyrodwarf, OH x F40, OH x F69, OH x
F333) olusan hidroksil anyonu, hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon orani ve
yogunlugu incelenmistir. Ayrica en tolerant ve en hassas armut anaglarinda Ea
enfeksiyonuna tepki olarak ROT’u etkisiz hale getiren SOD, CAT ve APX enzim
aktivasyonu arastirilmistir. Patojene karst en yiliksek hastalik toleransi OH x F69
anacinda tespit edilmistir. Hastaliga dayaniklilik seviyesinin belirlenmesinde H,0; ve
OH birikiminin ve yogunlugunun belirleyici oldugu goriilmiistiir. Hem hassas hem de
tolerant armut agaclar1 kontrol ile kiyaslandiginda SOD, CAT ve APX genlerinin
transkripsiyon aktivitesinin 24., 48., 72. ve 96. saatlerde olduk¢a yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ea enfeksiyonunun armutta ROT olusumunu yeterince uyardigi ancak
ROT olusumunun ilerlemesinin konukcu bitkinin hassaslik oranina son derece bagl
oldugu tespit edilmistir. Ayrica Ea enfeksiyonu sirasinda ROT’un zararmi azaltan

antioksidant enzimleri kodlayan genleri kadameli olarak aktive ettigi saptanmistir.

Kharazian (2017), tarafindan yapilan sera denemesinde, Lactobacillus
strainlerinin [Lactobacillus paralimentaris, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus buchneri (sunkii) ve Lactobacillus pentosus] misir bitkisinden
izole edilen Fusarium verticillioides’e etkisi arastirilmistir. Fusarium ve Fusarium +
Lactobacillus inokulasyonu sonrasinda bir aylik fidelerde SOD, CAT ve APX
antioksidant enzim aktivitesi belirlenmistir. Misir fidelerine uygulanan Lactobacillus
strainlerinin bitki gelisimini belirgin bir sekilde arttirdigi goriilmiistiir ve bu konuda en
basarili strainin Lactobacillus buchneri (sunkii) oldugu tespit edilmistir. F.
verticillioides inokulasyonunun bitkide antioksidant enzim aktivitesini uyararak

arttirdig1 saptanmistir. Ayrica Lactobacillus strainleri ile birlikte yapilan inokulasyonun
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ise tek bagmma Fusarium verticillioides uygulamasina kiyasla enzim aktivitesini

diisiirdiigii belirlenmistir.

Narayan et al. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada, nohut bitkisinin gelisimini
arttiran ve patojen olan Botrytis cinerea’ya karsi bitkiyi koruyan Piriformospora
indica’nin antioksidant savunma enzimleri iizerine etkisi incelenmistir. P. indica’nin
bitkiye inokulasyonu ile kolonizasyonunun yavas yavas arttig1 ve bunun sonucunda B.
cinerea kolonizasyonunun engellendigi tespit edilmistir. Ayrica P. indica
kolonizasyonunun antioksidant enzim aktivitesini arttirdig1 belirlenmistir. Ilging bir
bi¢imde B. cinerea ve P. indica ile enfekteli siirgiinlerde antioksidant enzim
aktivitesinin azaldigr goézlenmistir. P. indica’nin biyo-koruyucu etkisinin konukgu
bitkide sistemik olarak antioksidant savunma sisteminin harekete ge¢mesinden

kaynaklandig1 belirtilmistir.

Veeralakshmi et al. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada, Vigna radiata
bitkisinde Pseudomonas syringae pv. syringae inokulasyonu sonrasi antioksidant
enzimlerin aktiviteleri arastirilmistir. Bu amagla patojen kiiltiirii 15 giinliik fidelerin
govdesine steril bir igne ile enjekte edilmistir. Inokulasyondan 4 giin sonra yaprak ve
govde de hastalik simptomlart gozlenmistir. Enfekteli bitkilerdeki hastalik siddeti POD,
CAT, SOD ve PPO antioksidant enzim seviyelerindeki degisimin izlenmesi ile
belirlenmigtir. Patojenle muamele edilmis bitkilerde biitlin enzimlerin aktivitesinin

artt11 tespit edilmistir.

Hasan (2017), tarafindan laboratuvar ve sera kosullarinda yapilan ¢alismada,
farkli topraklardan izole edilen Pseudomonas fluorescens (Pf) ve Bacillus subtilis (Bs)
’in domateste patojen olan Fusarium oxysporum’a karsi biyokontrol 6zelligi arastirilmis
ve antagonist uygulamalarinin bitkideki enzim aktivitelerine etkisi incelenmistir. Pf ve
Bs’nin antagonistik 06zelligi King B Agar iizerinde degerlendirilmis ve patojen
gelisimini sirasiyla %76 ve %55,05 inhibisyon orani ile engelledigi bulunmustur.
Negatif kontrol ile biyokontrol mikroorganizmalarinin kullanildigi uygulamalar
kiyaslandiginda, bakteri uygulamasinin yapildig: bitkilerde SOD, POD, CAT ve GPX
antioksidantlarinin enzimatik aktiviteleri arasinda dikkate deger farkliliklar oldugu

tespit edilmistir. SOD enzim aktivitesinin diger enzim aktivitelerine kiyasla 30 giin
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icerisinde azaldig1 belirlenmistir. Ayrica Pf inokulasyonunun Bs inokulasyonuna kiyasla

caligilan enzim aktivitelerinde artisa yol a¢tig1 saptanmustir.

Uysal and Bastas (2018), tarafindan yapilan g¢alismada hassas ve dayanikli
fasulye genotiplerinde Pseudomonas syringae pv. phaseolicola neden oldugu hale
yaniklig1 ve Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli neden oldugu adi yaprak yanikligi
hastaligina kars1 dayaniklilikta antioksidant enzimlerin rolii aragtirilmistir. Bu amagla 5
giinliik fastilye fideleri patojenlerin 108 CFU/ml konsantrasyonundaki soliisyonlari ile
inokule edilmistir. Inokulasyon sonrasi farkli zaman araliklarinda (0, 12, 24, 36, 72 s)
bitkilerden ornekler alinmistir. Dayanikli fasulye genotipinde her iki patojen iginde
inokulasyondan sonraki 12. saatte enzim aktivitesindeki artigin maksimum seviyede
oldugu saptanmistir. Hassas fasulye genotipinde ise yine her iki patojen icinde
inokulasyondan sonraki 72. saatte CAT, 12. ve 24. saatlerde ise APX enzim

aktivitesinin maksimum seviyede artig gosterdigi tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Calismada; spektrofotometre (THERMO EVOLUTION 160 UV-VIS), santrifiij
(HETTICH UNIVERSAL 320 R), kirik buz makinesi (INNOVA INOF-20), -80 derin
dondurucu (ESCO UUS-439B-1-SS), -20 derin dondurucu (VESTEL FT 280),
buzdolabi (BEKO B9463NMS), otoklav (HMC HIRAYAMA HV-50L), steril kabin
(ESCO CLASS II TYPE A2), saf su cihazi (MILLIPORE, DIRECT-Q 3UV), inkiibator
(MEMMERT INB 500), hassas terazi (SHIMADZU ATX224), magnetik karistirict
(DAIHAN WISESTIR MSH-20A), pH metre (METTLER TOLEDO), galkalayici (IKA
KS 4000 I CONTROL), vortex (DAIHAN WISEMIX VM-10), mikro pipetler
(EPPENDORF ve AXYGEN), porselen havan, 1 ml hacimli kuvars kiivet
(TECHNICAL QUARTZ PRODUCTION —Q-452), 15 ml’lik cam huni, erlenmayer,
beher ve 15 ml’lik falkon tiip kullanilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan bitki materyali
Calismada ates yanikligi hastaligina dayanikli olan Kieffer ¢esidi ve hastaliga
hassas olan Santa Maria armut ¢esidi kullanilmistir. Cesitlere ait 2 yasindaki fidanlar e-

fidancim internet sitesinden temin edilmistir (Sekil 3.10a,b).

Santa Maria gesidi; Willliams x Coscia 29 melezi olarak 1951 yilinda Italya’da
bulunmustur. Agaglar1 orta kuvvette biiyiimekte ve dik olarak gelismektedir. Meyvesi
iri, ortalama 225 g agirliginda, boyun kismi uzundur. Meyve kabugu sarimtirak yesil,
meyve zemin rengi yeme olumunda c¢ok acgik sar1 olup bazen giines goren tarafi
pembemsi kirmizidir. Meyve eti beyaz, orta sulu, az tatli olup orta kalitededir
(Ozgagiran ve ark., 2011).

Kieffer c¢esidi; meyveleri iri, konik, orta kismi genis, kiit boyunlu bir armut
cesididir. Meyve kabugu agik yesil, pash ve orta-kalindir. Hasat olgunlugunda meyve
rengi sartya donmektedir. Meyve eti beyaz krem renkte, ¢ok sulu ve giizel aromalidir.

Depolamaya uygun bir gesittir (Akgay ve ark., 2008; Evrenosoglu ve ark., 2014).
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Sekil 3.10. a) Kieffer armut ¢esidi b) Santa Maria armut ¢esidi

3.1.3. Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve besi yerleri

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin ve besi yerlerinin hazirlanis sekilleri asagidaki
gibidir:
Bitki ekstraksiyonu i¢in kullanilan fosfat tamponu: 800 ml saf suda 6,964 g K,HPO,

ve 5,404 g KH,PO4 ¢6ziilmiis ve karisimin pH’s1 7,0’a ayarlanarak hazirlanmistir.

Katalaz aktivitesinin ol¢iilmesi icin kullamilan ¢ozelti: 200 ml saf suda 1,741 g
K2HPO, ve 1,351 g KH,PO4 ¢oziilmiis ve karisimin pH’s1 7,0’a ayarlanmigtir. Karigima
%30’luk H20O,’den 200 pl ilave edilerek ¢ozelti hazirlanmistir.

Askorbat peroksidaz aktivitesinin ol¢iilmesi icin kullamilan ¢ozelti: 1000 ml saf su
igerisine 6,804 g KH,PO,4, 0,0830 g askorbik asit, 0,0372 g EDTA ilave edilerek
¢oziilmiis ve ardindan %30’luk H,0;,’den 1,021 pl karigima ilave edilmistir. Daha sonra

karistmin pH’s1 7,0’a ayarlanmugtir.

Nutrient broth (NB) besiyerinin hazirlanmasi: 3,2 g nutrient broth (Merck) 400 ml
saf su igerisine ilave edilmis ve karisim otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Sterilizasyon sonrasi hazirlanan sivi besiyeri sogumaya birakilmistir.

Nutrient sukroz agar (NSA) besiyerinin hazirlanmasi: 21 g nutrient agar (Himedia)
ve 37,5 g sukroz (Merck) 750 ml saf suya ilave edilerek karistirilmistir. Hazirlanan
karisim otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir. Sterilizasyon sonras1 45 °C’ye
kadar sogutulan besiyeri steril petri kaplarina dokiilerek katilasmasi saglanmistir (Sekil
3.11a,b).
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Sekil 3.11. a) Nutrient sukroz agar besiyerinin hazirlanmasi b) Nutrient sukroz agar

besiyerinin petri kaplarina dokiilmesi

3.1.4. Calismada kullanilan patojen bakteri straini
Igdir Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Fitopatoloji
laboratuvar1 bakteri koleksiyonunda yer alan Erwinia amylovora GG-3 kodlu bakteri

straini kullanilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Patojen bakterinin gelistirilmesi

-80 °C’de muhafaza edilen bakteri straini nutrient sukroz agar (NSA) besi
ortamina ekilmistir. Ekim yapilan petriler 27 °C’ye ayarli inkiibatorde 48 s inkiibasyona
birakilarak bakterinin gelismesi saglanmustir (Sekil 3.12a,b).
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Sekil 3.12. a) Erwinia amylovora GG3 strainin nutrient sukroz agar besiyerine ¢izilmesi

b) Nutrient sukroz agar besiyerinde patojen straininin gelisimi

3.2.2. Bakteri siispansiyonunun hazirlanmasi ve fidanlarin inokulasyonu

48 s’lik bakteri kiiltiiriinden 1 6ze dolusu alinarak igerisinde nutrient broth (NB)
bulunan erlenmayere aktarilmistir. Siispansiyona bakteri hiicrelerinin yapisma 6zelligini
arttirmak igin sukroz ilave edilmistir. Kontamine edilen sivi besiyeri 27 °C’ye ayarh
calkalayicida 152 rpm’de bir gece inkiibasyona birakilmigtir (Sekil 3.13a). Turbidimetre
ile hazirlanan bakteri inokulumunun konsantrasyonu su ile seyreltilerek 10® CFU/mI’ye
ayarlanmustir. Elde edilen silispansiyon fidanlara sprey seklinde inokule edilmistir (Sekil

3.13b). Kontrol grubundaki fidanlara ise su sprey edilmistir. Ayrica fidanlara giinde iki

kez sprey seklinde H,O verilmistir.

R \ B \ ——
B ! A 2
£ R

Sekil 3.13. a) Nutrient broth inokulasyonu igerisinde patojenin gelistirilmesi b)

Patojenin fidanlara inokulasyonu
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3.2.3. Enzim analizi icin bitki 6rneklerinin alinmasi

Bakteri inokulasyonundan sonraki 0., 12., 24., 36. ve 72. saatlerde fidanlardan 1
g yaprak alinmig, almnan Ornekler aliiminyum folyoya sarilarak enzim analizi
yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir. Ayn1 islem kontrol grubunda yer alan
fidanlar i¢in de yapilmistir (Sekil 3.14a,b,c) (Teranishi et al., 1974).

Sekil 3.14. a) Bitki 6rneklerinin alinmasi b) 1 gram yapragin hassas terazide tartilmast

¢) Yaprak Orneklerinin aliiminyum folyoya sarilarak derin dondurucuda

muhafaza edilmesi

3.2.4. Bitki ekstraksiyonu

Antioksidan enzim analizi i¢in steril havanlara dondurulmus yaprak ornekleri
alinmis ve iyice ezilmistir (Sekil 3.15a). Ezilen yaprak orneklerine soguk ekstraksiyon
¢ozeltisi olan 50 mM fosfat tamponundan 12 ml eklenmis ve Ornekler homojenize
edilmistir (Sekil 3.15b). Elde edilen karisim tiilbent bezden gegirilerek santrifiij
tiiplerine aktarilmistir (Sekil 3.15c). Tiiplere alinan homojenat 4 °C’de 25 dakika 6.000
rpm’de santriflij edilmistir (Sekil 3.15d). Santrifiij sonrasi tiipilin iist kisminda olusan
siipernatant alinarak baska bir tipe birakilmistir (Sekil 3.15f). Tiipler analizler
yapilincaya kadar -80 °C derin dondurucuda muhafaza edilmistir (Sekil 1.15g) (Jebara
et al., 2005).
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Sekil 3.15.

a) Yaprak orneklerinin havanda ezilmesi b) Yapraklarin fosfat tamponuyla
homojenizasyonu c) Karisimin cam huniden siiziilmesi d) Homojenat
igeren tliplerin santrifiije yerlestirilmesi e) Santrifiij sonrasi tiiplerdeki
goriiniim f) Santrifiij tliplinlin iist kisminda olusan siipernatantin tiiplere

aktarilmasi g) Siipernatant iceren tiiplerin derin dondurucuya birakilmasi
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3.2.5. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesi, 240 nm’de H,0;’in kaybolmasimin izlenmesi ile
belirlenmistir. Reaksiyon ¢6zeltisi: 900 ul 50 mM fosfat tampon (pH 7,0), 0,3 mM H,0,
ve 100 pl enzim ekstraktidir. Degerlendirme 1 g yas agirlik icin 1 dk icinde
absorbansdaki degisim ile hesaplanmistir (Jebara et al., 2005). Katalazin aktivitesinin

belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmistir.
EU =[( AOD / 40)]/0,02

EU: Enzim iinitesi

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi

40: Ekstinksiyon katsayisi

3.2.6. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi 290 nm’de askorbik asite bagli olarak
H.0’in indirgenmesiyle dlglilmiistiir. Reaksiyon ¢ozeltisi: 900 ul 50 mM fosfat tampon
¢ozeltisi (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 0,47 mM askorbik asit, 1,021 pl H,O, ve 100 pl
enzim ekstraktidir. Reaksiyon 900 pl enzim ekstraktinin ilavesi ile baslamistir.
Degerlendirme, 1 g yas agirlik icin 2 dakika icinde absorbansdaki degisim olarak
hesaplanmistir (Sairam and Saxena, 2000). Askorbat peroksidazin aktivitesinin

belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmisgtir.
EU=[(AOD/2,8)]/0,02

EU: Enzim iinitesi

AOD: iki dakikadaki absorbans degisimi

2,8: Ekstinksiyon katsayisi
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Sekil 3.16. a) Kimyasallarin hassas terazide tartilmasi b) Cozeltilerin pH’sinin
ayarlanmasi c¢) Kontrol ve numunelerin kuvars kiivete aktarilmasi d)

Spektrofotometrede drneklerin absorbans degerlerinin Slgiilmesi

3.2.7. Istatistiksel analizler

Katalaz ve askorbat peroksidaz ozelliklerine iligkin tanitict istatistikler ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir. Katalaz ve askorbat peroksidaz ozellikleri
bakimindan ¢esit, hastalik ve saat, ¢cesitxhastalik interaksiyonu, ¢esitxsaat, hastalikxsaat
ve gesitxhastalikxsaat interaksiyon etkilerine iligkin hipotezleri test etmek amaciyla ti¢
tekerriirlii i¢ yonlii varyans analizi yapilmistir. Calisilan 6zellikler bakimindan énemli
farkliliklarin belirlenmesinde LSD ve Duncan Coklu Karsilastirma Testi kullanilmigtir
(Diizgiines ve ark., 1987). Elde edilen veriler IBM SPSS 23 istatistik programi ile

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Yiriitilen bu tez calismasinda, yumusak ¢ekirdekli meyve agaglarinin en
tahripkar hastaligi olan ates yanikligi hastaliginin Kieffer ve Santa Maria armut
cesitlerinde neden oldugu oksidatif stresin katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX)
enzim aktivitelerinde zamana bagl olarak olusturdugu farkliliklar incelenmistir.

4.1. Kieffer ve Santa Maria Armut Cesitlerinde Erwinia amylovora
Enfeksiyonunun Katalaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Patojen uygulanan Kieffer gesidinde ve kontrol grubunda zamana bagh olarak

CAT enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler Cizelge 4.5 ve Sekil 4.17°de yer

almaktadir.

Cizelge 4.5. Kontrol ve Erwinia amylovora inokulasyonu yapilmis Kieffer armut

¢esidinde katalaz enzim aktivitesi

Cesit Saat Hastahk Durumu

Kontrol Uygulama
Kieffer 0. saat 0,098+0,023 aA 0,239+0,041 aB
Kieffer 12. saat 0,051+0,017 bA 0,519+0,093 aA
Kieffer 24. saat 0,056+0,004 bA 0,250+0,110 aB
Kieffer 36. saat 0,042+0,010 bA 0,308+0,144 aB
Kieffer 72. saat 0,032+0,007 bA 0,256+0,057 aB

LSD (Cesit x Saat x Hastalik) %5=0,1566
*Degerler 3 tekerriir ortalamasidir.

*x30 Ay satirda farkli kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0,05). ~& Aymi
stitunda farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05)

Cizelge 4.5’teki veriler degerlendirildiginde kontrol grubunda en yiliksek enzim
aktivitesi 0. saatte 0,098 (mmol/g® YA/ da®) olarak belirlenirken, patojen inokule
edilen bitkilerde en yiiksek enzim aktivitesi 0,519 (mmol/g™ YA/ da™) degeri ile 12.
saatte tespit edilmistir. Hastalikl1 bitkilerde 0. ile 12. saatlerde enzim aktivitesinin 2,17
kat artig gosterdigi saptanmistir (P<0,05). 0. saatte kontrol grubunda yer alan bitkilerin
CAT enzim aktiviteleri ile hastalikli bitkilerin enzim aktiviteleri arasindaki fark énemli

bulunmamistir. Ancak 12., 24., 36. ve 72. saatlerde patojen inokulasyonu yapilmis
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bitkilerde kontrol grubundaki bitkilerden daha yiiksek oranda CAT aktivitesi tespit
edilmis ve ortalamalar arasindaki fark onemli bulunmustur (P<0,05). Kieffer kontrol
grubunda biitiin saat araliklarinda CAT enzim aktivitesi ortalamalar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak O6nemsiz  bulunmustur. Uygulama grubunda ise patojen
inokulasyonundan sonraki 12. saatteki enzim aktivitesi hari¢ diger saat araliklarindaki

ortalamalar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

0,600
g o
% 0,500 -
>
£ 0,400
=
£ 0,300 |
Z = ™ H 4= Kontrol
EO,ZOO M- Hastalikl1
[
E 01100 7%
]
]
X 0,000 : : : ‘ ‘

Kieffer/0 Kieffer/12 Kieffer/24 Kieffer/36 Kieffer/72

Cesit/Saat

Sekil 4.17. Kieffer armut ¢esidinde katalaz aktivitesi
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Patojen uygulanan Santa Maria ¢esidinde ve kontrol grubunda zamana bagh

olarak CAT enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler Cizelge 4.6 ve Sekil 4.18’ de

verilmistir.

Cizelge 4.6. Kontrol ve Erwinia amylovora inokulasyonu yapilmis Santa Maria armut

¢esidinde katalaz enzim aktivitesi

Cesit Saat Hastalik Durumu
Kontrol Uygulama
Santa Maria 0. saat 0,374+0,044 aC 0,112+0,054 bA
Santa Maria 12. saat 0,793+0,040 aB 0,053+0,013 bA
Santa Maria 24. saat 0,980+0,007 aA 0,038+0,011 bA
Santa Maria 36. saat 0,920+0,038 aAB 0,056+0,028 bA
Santa Maria 72. saat 0,478+0,088 aC 0,048+0,014 bA

LSD (Cesit x Saat x Hastalik) %5=0,1566

*Degerler 3 tekerriir ortalamasidir.

*ab Ayni satirda farkli kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0,05). % Aym
stitunda farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05)

Santa Maria cesidi i¢in Cizelge 4.6’daki istatistiksel veriler incelendiginde tiim

saat araliklarinda kontrol grubunun katalaz aktivitesinin hastalik grubunun enzim

aktivitesinden daha yiiksek oldugu dikkat cekmektedir ve ortalamalar arasindaki farkin

onemli oldugu goriilmektedir (P<0,05). Kontrol grubunda katalaz enzim aktivitesi O ile

12. saat arasinda artmustir, 12 ile 24. saat arasinda ise aktivitede 0,187’lik bir artis tespit

edilmistir. Enzim aktivitesinin 24 ile 36. saat araliginda azaldig1, 36 ile 72. saat arasinda

ise yartya kadar distiigii belirlenmistir (P<0,05). Patojen inokulasyonu yapilmis

bitkilerde ise 0., 12., 24., 36. ve 72. saatlerde CAT enzim aktivitesi bakimindan fark

bulunmamis ve ortalamalar arasindaki farkliliklarin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. Santa Maria armut ¢esidinde katalaz aktivitesi
CAT enzimine iligkin varyans analizi sonucu Cizelge 4.7’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Katalaz enzimine ait varyans analizi

Varyasyon Kaynaklar: Sd KT KO F P

CESIT 1 0,600 0,600 62,03**  <,0001
HASTALIK 1 0,567 0,567 58,61**  <,0001
SAAT 4 0,264 0,066 6,83** 0,0003
CESIT*HASTALIK int. 1 3,079 3,079 318,28**  0,0003
CESIT*SAAT int. 4 0,189 0,047 4,90%* 0,0026
HASTALIK*SAAT int. 4 0,218 0,054 5,64** 0,0011
CESIT*HASTALIK*SAAT 4 0,382 0,095 9,89%** <,0001

int.

HATA 40 0,387 0,009
GENEL 59 5,689

R? :9693,1

**P<0,01

Sd: Serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamasi, F: F degeri, P: Olasilik, int.:
interaksiyon, R?: Belirleme katsayisi

Cizelge 4.7°deki veriler incelendiginde yapilan ii¢ yonlii varyans analizi
sonucunda modele dahil edilen tiim etkilerin (gesit, hastalik, saat, g¢esitxhastalik

interaksiyonu,  ¢esitxsaat  interaksiyonu,  hastalikxsaat  interaksiyonu = ve
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cesitxhastalikxsaat interaksiyonu) katalaz enzim aktivitesi iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir (P<0,01). CAT’da meydana gelen toplam farkliligin %93,1’nin modele
dahil edilen etkiler tarafindan agiklandig tespit edilmistir.
42. Kieffer ve Santa Maria Armut Cesitlerinde Erwinia amylovora
Enfeksiyonunun Askorbat peroksidaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Patojen uygulanan Kieffer ¢esidinde ve kontrol grubunda zamana bagli olarak
askorbat peroksidaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler Cizelge 4.8 ve Sekil
4.19° da yer almaktadir.

Cizelge 4.8. Kontrol ve Erwinia amylovora inokulasyonu yapilmis Kieffer armut

¢esidinde askorbat peroksidaz enzim aktivitesi

Cesit Saat Hastallk Durumu

Kontrol Uygulama
Kieffer 0. saat 0,387+0,073 bA 1,774+0,360 aAB
Kieffer 12. saat 0,310+0,083 bA 1,304+0,209 aABC
Kieffer 24. saat 0,262+0,170 aA 0,988+0,330 aBC
Kieffer 36. saat 0,316+0,222 aA 0,941+0,228 aC
Kieffer 72. saat 0,399+0,021 bA 1,821+0,117 aA

LSD (Cesit x Saat x Hastalik) %5=0,7598
*Degerler 3 tekerriir ortalamasidir.

b Ayni satirda farkli kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark énemlidir (P<0,05). % Aym
stitunda farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05)

Hastaliga dayanikli Kieffer c¢esidinde APX aktivitesi degerlendirildiginde
patojen inokulasyonu yapilan bitkilerde 0., 12. ve 72. saatlerde enzim aktivitesinin
kontrole gore yiiksek oldugu ve ortalamalar arasindaki farkliligin 6nemli oldugu
saptanmistir (P<0,05). Ancak 24. ve 36. saatlerde kontrol ve hastalik grubunun APX
aktivitesi ortalamalar1 arasinda rakamsal olarak fark saptanmasina ragmen istatistiksel
olarak farkliligin olmadig: belirlenmistir (P>0,05). Uygulama yapilmig bitkilerde 0.
saatte 1,774 (mmol/g™ YA/da™) olan APX enzim aktivitesinin 12., 24. ve 36. saatlerde
diisiis gosterdigi 72. saatte ise 1,821 (mmol/g™ YA/da™) degeri ile en yiiksek aktiviteye
ulastig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.19. Kieffer armut ¢esidinde askorbat peroksidaz aktivitesi

Patojen uygulanan Santa Maria ¢esidinde ve kontrol grubunda zamana baglh
olarak APX aktivitesinde meydana gelen degisimler Cizelge 4.9 ve Sekil 4.20°de

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.9. Kontrol ve Erwinia amylovora inokulasyonu yapilmis Santa Maria armut

¢esidinde askorbat peroksidaz enzim aktivitesi

Cesit Saat Hastalik Durumu
Kontrol Uygulama
Santa Maria 0. saat 3,119+0,214 aAB 0,369+0,196 bA
Santa Maria 12. saat 2,036+0,417 aC 1,131+0,145 bA
Santa Maria 24. saat 3,435+0,546 aA 0,726+0,263 bA
Santa Maria 36. saat 3,851+0,447 aA 0,363+0,046 bA
Santa Maria 72. saat 2,560+0,354 aBC  0,375+0,052 bA

LSD (Cesit x Saat x Hastalik) %5=0,7598
*Degerler 3 tekerriir ortalamasidir.

db Aymi satirda farkli kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0,05). % Aym
stitunda farkli biiylik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05)

Elde edilen veriler Cizelge 4.9’da incelendiginde kontrol grubunda yer alan
bitkilerde tiim saat araliklarinda APX enzim aktivitesinin uygulama grubunda yer alan

bitkilerin enzim aktivitesinden oldukca yiiksek oldugu ve kontrol grubu ile hastalik
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grubu ortalamalar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak Onem tasidigi bulunmustur
(P<0,05).

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi bakimindan Santa Maria ¢esidinin kontrol
grubunda bulunan bitkilerde 0-12, 12-24 ve 36-72. saat ortalamalar1 arasindaki farklarin
onemli oldugu tespit edilmistir (P<0,05). 0-24 ve 24-36. saat ortalamalar1 arasindaki
farklarin ise 6nemsiz oldugu saptanmistir (P>0,05). Santa Maria ¢esidi E. amylovora
inokulasyonu sonrasinda enzim aktivitesi acisindan degerlendirildiginde tiim saat

ortalamalari arasindaki farklarin 6nemsiz oldugu belirlenmistir (P>0,05).
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Sekil 4.20. Santa Maria armut ¢esidinde askorbat peroksidaz aktivitesi
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Askorbat peroksidaz enzimine iligkin varyans analizi sonucu Cizelge 4.10°da

verilmistir.

Cizelge 4.10. Askorbat peroksidaz enzimine ait varyans analizi

Varyasyon Kaynaklari Sd KT KO F P

CESIT 1 13,435 13,435 63,26**  <,0001
HASTALIK 1 7,102 7,102 33,44**  <,0001
SAAT 4 0,340 0,085 0,40 0,8066
CESIT*HASTALIK int. 1 44,327 44,327 208,72**  <,0001
CESIT*SAAT int. 4 2,996 0,749 3,53* 0,0148
HASTALIK*SAAT int. 4 3,827 0,956 4,51%* 0,0042
CESIT*HASTALIK*SAAT 4 2,506 0,626 2,95* 0,0315
f—lll,Z:TA 40 8,495 0,212

GENEL 59 83,031

R? : 9%89,7

*P<0,05, **P<0,01
Sd: Serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamasi, F: F degeri, P: Olasilik, Int.:
Interaksiyon, R% Belirleme katsayis1

Cizelge 4.10°da belirtilen veriler incelendiginde yapilan ii¢ yonlii varyans analizi
sonucunda saat faktorii disinda modele dahil edilen diger tiim etkilerin (¢esit, hastalik,
saat, ¢esitxhastalik interaksiyonu, ¢esitxsaat interaksiyonu, hastalikxsaat interaksiyonu
ve c¢esitxhastalikxsaat interaksiyonu) APX aktivitesi tizerinde etkili oldugunu
gostermistir (P<0,05). APX’te meydana gelen toplam farkliligin %89,7’nin modele
dahil edilen etkiler tarafindan aciklandig tespit edilmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda biyolojik stres faktorii olan E. amylovora
kaynakli oksidatif stres sonucunda ates yanikligi hastalifina dayanikli olan Kieffer
armut ¢esidinde 12. saatte CAT, 72. saatte ise APX enzim aktivitelerinin maksimum
seviyeye ulastifi tespit edilmistir. Hassas armut cesidi Santa Maria’da ise Kieffer
cesidinden elde edilen sonuclarin tersine patojen inokule edilen bitkilerdeki CAT ve
APX enzim aktivitelerinin kontrol grubunun enzim aktivitelerinden olduk¢a diisiik
oldugu bulunmustur. Belirtilen enzimlerin hastalik gelisimi iizerine etkisinin

arastirildigl bazi ¢alismalar incelendiginde Venisse et al. (2001), tarafindan armutda E.
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amylovora inokulasyonu sonrasinda APX enzim aktivitesinin 30. saatte maksimum
seviyeye ulastigi, Venisse et al. (2003) ve Azarabadi et al. (2017), tarafindan CAT ve
APX enzim aktivitelerinin 24. saatte en yliksek seviyeye c¢iktigi, Karacif (2012),
tarafindan ise CAT ve APX enzim aktivitelerinin Santa Maria’da 24. saatte, Ankara

armut ¢esidinde ise 72. saatte en yiiksek degere ulastig1 saptanmustir.

Calismalarin genelinde patojen inokulasyonundan sonra antioksidant enzimlerin
artis gosterdigi konusunda benzer sonuglarin elde edildigi ancak belirlenen aktivasyon
zaman araliklarinin farklilik gésterdigi goriilmektedir. Alexieva et al. (2003), tarafindan
stres altinda zamana bagli olarak meydana gelen antioksidant enzim aktivitesinin ve
miktarinin bitki tiirlerinde ve hatta aymi tiiriin 2 c¢esidi arasinda bile degisiklik
sergiledigi  bildirilmektedir. Ayrica bitkinin patojene tepki derecesinin stresin
yogunluguna, bitkinin tiirline, gelisimine, metabolik durumuna, patojene ve g¢evresel
faktorlere bagli oldugu ve bu parametrelerin hepsinin enzim aktivasyonunun basladigi

zaman ve degeri etkiledigi belirtilmektedir (Tiiziin, 2001).

Faize et al. (2012), tarafindan hastaliga karsi toleransin artmasinin ve
simptomlarin azalmasinin daha diisiik bakteri popiilasyonu ve daha yiiksek seviyede
antioksidant savunma enzimleri ile iliskili oldugu bildirilmistir. Bu sonuglar
antioksidant savunma sisteminin bazi bakteriyel patojenlerin neden oldugu oksidatif
strese kars1 bitki dayamikliliginin arttirilmasinda  6nemli role sahip oldugunu
gostermektedir. Venisse et al. (2001), tarafindan E. amylovora’nin armut yapraklarina
inokulasyonu sonucu siiperoksit birikimi, lipit peroksidasyonu ve antioksidant
enzimlerin iretiminde artig tespit edilmistir. E. amylovora’nin oksidatif strese neden
olmasmin fonksiyonel hrp genleri ile ilskili oldugu bulunmustur. Bu sonu¢ E.
amylovora’nin bitki dokularinda enfeksiyona neden olurken artan reaktif oksijen
tiirlerinin iretimi sonucunda hiicrede protein, lipit, karbonhidrat ve DNA’da zararin
meydana geldigini, bu durumun ise konukg¢u hiicrelerinin 6liimiine yol agtigini
gostermektedir. Dolayisiyla patojen kolonizasyonuna karst dayanikliliginin HR ve
reaktif oksijen tiirlerinin iretimi ile ortaya ¢iktigi belirtilmektedir. Ayrica bitkinin
savunma mekanizmasinin aktivasyonunun bitki tarafindan patojen enfeksiyonunun
basarili bir sekilde taninmasi ile iligkili oldugu tanimanin sonucu olarak salisilik asitin

farkli pathwayleri uyararak savunma ile baglantili genleri aktive ettigi ifade
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edilmektedir (Rojo and Solanao, 2003; Faize et al., 2012). Kharazian et al. (2017),
tarafindan da reaktif oksijen tiirlerinin farkli fizyolojik olaylarda sekonder haberciler
olarak hareket ederek oksidatif zarara neden oldugu SOD, CAT, APX gibi enzimlerin
aktivasyonunun ise reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda en temel mekanizma
oldugu kabul edilmektedir. Uysal and Bastas (2018), tarafindan CAT ve APX
enzimlerinin artan miktarlari ile hastalik gelisiminin dnlenmesinin orantili oldugu ifade
edilmistir. Bakteriyel enfeksiyona karsi antioksidant enzim seviyelerindeki artisin
hassas ve dayanikli ¢esitlerin patojenlere karsi savunma stratejilerinin 6nemli bir

bileseni oldugu belirtilmistir.

Farkl1 stres kosullarinda reaktif oksijen tiirlerinin biriktigi ve bunun sonucunda
hiicrenin membran yapisinin bozularak, bitkide gerek morfolojik gerekse fizyolojik
hasarlarin meydana geldigi ¢esitli ¢aligmalarda bildirilmistir (Minibayeva and Gordon,
2003; Nicholls et al., 2000; Karabal et al., 2003; Alpaslan and Giines, 2001). Reaktif
oksijen tiirlerinin bitkinin antioksidant enzim kapasitesinin tizerinde olmasi durumunda
ise bitkilerde hastaliga kars1 dayanikliligin azaldigi tespit edilmistir (Nowogorska and
Patykowski, 2015; Farahani and Taghavi, 2016; Kharazian et al., 2017). Bitkilerde
CAT, APX, SOD, POD gibi antioksidant enzimlerin miktarinin, reaktif oksijen
tirlerinden fazla olmasi1 durumunda ise bitki hiicrelerinde dayaniklilik mekanizmasinin
tesvik edildigi ve bitkinin stres faktoriine karsi dayaniklilik gosterdigi saptanmistir
(Vanitha and Umesha, 2008; Ko¢ and Ustiin, 2012; Chandrashekar and Umesha, 2012;
Veeralakshmi et al., 2017). Dolayisyla bitki dokularindaki enzim miktarlar1 ve
aktivitelerindeki degisimlere gore bir bitkinin patojene karsi dayanikli veya hassas

oldugu konusunda fikir elde edilebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bakteri, fungus ve viriis gibi bir¢ok mikroorganizma i¢in konukgu olan bitkilerin
patojenlerden soyutlanmasi ¢ok zordur. Ancak bitkiler bu patojenlerin saldirilarindan
korunmak i¢in g¢esitli savunma stratejileri gelistirerek patojenin bulagmasini veya
enfeksiyonunu engelleyebilmektedir. Bunu ya yapilarinda var olan fiziksel ve kimyasal
engellerle ya da patojenin enfeksiyonu sonucu meydana gelen uyarilabilir savunma
mekanizmalar1 ile bagarmaktadir. Bitkiler patojene ait elisitér ad1 verilen molekiilleri
algilamakta ve savunma tepkilerini baglatmaktadir. Yiritilen bu tez calismasi
sonucunda E. amylovora inokulasyonu sonrasinda armut gesitlerinde antioksidant enzim
aktivitelerinin belli zaman araliklarindaki degisimleri incelenmis ve sonuglar bitkilerin
hastaliga dayaniklilig1 veya hassasligi ile iligkilendirilmistir. Hastaliga dayanikli ¢esitte
antioksidant enzimlerden katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX)’mn miktarinda
artts saptanmistir. Bu nedenle bitki savunma sistemleri ve mekanizmalarinin
aragtirtlmas1t sonucunda yeni kimyasallarin {retimi ve kullanimi ile hastaligin
miicadelelerinde yeni stratejiler olusturabilecek ve patojenlerin konukguda olusturacagi
kayiplar Onlenebilecektir. Bundan sonraki caligmalarda gesitli bitki aktivatorleri ve
ekstraktlar1 kullanilarak veya biyolojik miicadele elemanlar1 uygulanarak farkli
patosistemlerde antioksidant savunma enzimlerinin rolii arastirilabilir. Ayrica ileriki
caligmalarda bitki yapilarindaki fenilalanin amonyum liyaz (PAL), polifenol oksidaz
(PPO), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST), karbonik anhidraz
(CA), glutatyon peroksidaz (GPX) gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerine, prolin ve

klorofil miktarlarina bakilabilir ve enzim saflastirmalar1 yapilabilir.
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