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OZET

PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. TOMATO ILE UYARILAN DOMATES
(LYCOPERSICUM ESCULANTUM MILL.) FIDELERINDE SAVUNMAYLA
ILGILI BAZI MOLEKULER PARAMETRELERIN INCELENMESI

ONLU, Harun
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. ismet BERBER
Subat 2009, 64 sayfa

Pseudomonas syringae pv. tomato domates bitkisinde bakteriyel leke hastaligina sebep
olan Gram-negatif bitki patojeni bir bakteridir. Bu calismada P. syringae pv tomato ile
uyarilan domates fidelerinde Magnezyum (Mg) ve Mangan (Mn) elementleri, indol-3-asetik
asit (IAA) ve absisik asit (ABA) bitki hormonlari, maltoz ve fruktoz sekerleri, prolin, nitrit-
nitrat, toplam klorofil-karetenoid seviyeleri ve savunma protein profilleri ve bu parametreler
arasindaki olas iliskiler incelenmistir. Iz element analizlerine gére, Mn elementinin seviyesi
0., 4. ve 10. giinlerde (68.48 pg/ml, 46.25 pg/ml ve 32.69 ug/ml) hasta bitkilerde dnemli
oranda azalmistir, kontrol grubunun 8. giinii hari¢ bu oran benzerdir. Ayrica Mg seviyesinde
10. giinde (426.15 pg/ml) kontrol bitkisiyle kiyaslandiginda hasta bitkilerde bir azalma
mevcuttur.

Bulgularimiz bakteri ile enfekte edilen domates bitkilerinde serbest L-prolin
birikmesinin yiikseldigini gostermektedir. Patojen bulastirilmasi ile kontrol grubuna kiyasla
hasta domates bitkisinde nitrit igerigi 0. ve 1. glinde yliksek oldugu halde, nitrat degerleri 0.
ve 1. giinde hasta bitkilerde diigiik bulunmustur. Nitrat degerlerinin hasta grupta 10. giinde
Olciilen 9.96 ng/ml degerine ragmen, nitrit degerleri ayni giin hasta bitkide 266.6 ug/ml olarak
belirlenmistir.

Toplam hiicre proteinlerinin SDS-poliakrilamid jel desenleri 69.9 kDa’luk proteinin
hasta ve kontrol grubu domates bitkilerinde (2., 4., 8. ve 10. giinlerde) énemli derecede
arttigini gorildii. 54.3 kDa agirligindaki proteinin yalnizca 8. ve 10. giinlerde kontrol hatlarda
goriilmiistiir. Bulgularimiz hasta bitkilerde 0. ve 2. giinlerde absisik asit (ABA) seviyesinin

kontrol grubu ile hasta bitkiler kiyaslandiginda, diger giinler hari¢, 6nemli oranda arttigini



ortaya koydu (yaklasik olarak 0.144 g/ml ve 0.135 g/ml). Diger taraftan, indol-3 asetik asit
(IAA) 6l¢iimii yapilan biitiin giinlerde kontrolle hasta bitkiler kiyaslandiginda hasta domates
bitkilerinde 6nemli derecede (0.003-0.005 g/ml) azaldig1 ortaya ¢ikmustir.

Sonug olarak, bu calisma, bakteriyal patojenlerin saldirilarina karsi bitki savunma
mekanizmalariin diizenlenmesinde iz element, bitkisel hormon diizeyleri ve seker igerikleri

arasinda karmasik iliskiler oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: P. syringae, Mn, Mg, proline, nitrit-nitrat, PR-proteinleri, IAA,
ABA ve sekerler.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF SOME MOLECULAR PARAMETERS RELATED
TO DEFENSE IN TOMATO SEEDLINGS (LYPERSICUM ESCULANTUM
MILL.) INFECTED BY PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. TOMATO

ONLU, Harun
MSc, Biological Science
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. ismet BERBER
February 2009, 64 pages

Pseudomonas syringae pv. tomato is a Gram-negative plant pathogenic
bacterium caused by bacterial speck infection in tomato plant. In the present study were
investigated the levels of trace element (Mn and Mg), phytohormone (IAA and ABA),
sugar (maltose and fructose), proline, nitrite-nitrate, total chlorophyll-caretenoid and
response protein profiles after inoculation with P. syringae pv. tomato in tomato
seedlings and determined the possible relationships their among. According to the trace
elements analysis, the level of Mn decreased significantly on 0., 4. and 10. days (68.48
pug/ml, 46.25 pg/ml and 32.69 pg/ml, respectively)in infected plants, comparing to
control groups, except for 8. day. Moreover, there was the decrease at the level Mg level
(426.15 pg/ml) for 10. day, comparing to control plants (414.57 pg/ml).

Our findings showed that accumulation of free L-proline rose continuously in
tomato plants infected with virulent bacterium. Although nitrite contents were high on
0. and 1. days in tomato plants inoculated with the pathogen compared to uninfected
groups, nitrate values were low in infected plants for 0. and 1. days. In contrary, despite
the fact that nitrate value was measured for infected group as 9.96 pg/ml on 10., nitrite
value was 266.6 pg/ml for same day in infected plants.

SDS-polyacrylamide gel patterns of whole-cell protein showed that a 69.9 kDa
protein was significantly increased in the most cases (2., 4., 8., and 10. days) for
infected and uninfected tomato plants. The protein weighing 54.3 kDa showed only on

4. and 8. days control lines. Our data revealed that the levels abscisic acid (ABA) raised

il



significantly on 0., and 2. days (0.144 g/ml and 0.135 g/ml, respectively) in infected
plants, comparing to control groups, except for other cases. On the other hands, the
measurements of indol-3-acetic acid (IAA) displayed that all cases there were
significantly decreased infected tomato seedlings (among 0.003-0.005 g/ml), comparing
to control groups (among 0.005-0.009 g/g).

Finally, the results of this study indicated that there are complex relationships
among sugar contents, trace element and endogenous phytohormone levels in the

regulation of defense mechanisms against attacks by bacterial pathogens.

Key words: P. syringae, Mn, Mg, proline, nitrite-nitrate, PR-proteins, [AA,
ABA and sugars.
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ON SOz

Tiirkiye’de tarim alanlarinin genis olmasi halkin gelir kaynaklar1 arasinda tarimsal
{iretimin O6nemini arttirmaktadir. Uretilen tarim iiriinleri arasinda sebzeler 6nemli yer
tutmaktadir. Gelisen tarim araglar1 ve teknolojinin de katkisiyla giiniimiizde tarim c¢ok
kolaylasmistir. Bu gelismeler iirlin verimini ve kalitesini olumlu yonde arttirmaktadir. Fakat
insanoglunun tarimla ugragsmaya ve topraktan {iriin elde etmeye basladigi ilk giinden beri
biiyilk kayiplara yol acan bitki hastaliklar1 tam olarak ¢oziilemeyen bir sorundur. Bu
hastaliklar kaliteyi ve verimi diislirmektedir. Bitki hastaliklarindan kaynaklanan sorunu
¢ozmek i¢in farkli aragtirmalar yapilmis, ¢6ziim yolu olarak hastaliklara kars1 direngli tiirler
iiretilmesi ve biyolojik miicadele gibi yontemler kullanilmistir. Ayrica gliniimiizde bunlara ek
olarak kullanilmakta olan ve ¢evreye bilyiikk zarar veren kimyasal yoOntemlerde
uygulanmaktadir.

Ulkemizde yetistirilen sebzeler icinde domates énemli bir yere sahiptir. Ozellikle
son yillarda gelisen seracilik domates {iretimini daha 6nemli ve verimli hale getirmistir.
Uretilen domatesin bir boliimii taze olarak tiiketilirken, bir boliimii salca ve domates yan
tiriinlerinin yapiminda kullanilmakta, bir bolimii de ihra¢ edilmektedir. Domates iiretimine
zarar veren Onemli hastaliklardan biri domates bakteriyel leke hastaligidir. Bu hastalik
diinyanin bir¢ok yerinde goriilmekte ve nemli miktarda {iriin kayiplarina sebep olmaktadir.

Bu caligmay1 bana yiiksek lisans tez konusu olarak Oneren, her asamasinda gerekli
destegi ve yardimi saglayan danigsman hocam Dog. Dr. Ismet BERBER’e, laboratuar
caligmalarindaki yardimlarindan dolayr Dog. Dr. Peyami BATTAL’a, Yrd. Dog¢. Dr. Suat
EKIiN’e ve Ars. Gor. M. Emre EREZ’e tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma, Yiiziincii Y1l Universitesi, Bilimsel Arastirma ve Proje Baskanlig1 (Proje
No: 2008-FBE-YLO009) tarafindan desteklenmistir. Desteklerinden dolayr Yiiziincii Yil

Universitesi, Bilimsel Arastirma ve Proje Baskanligi’na tesekkiirlerimi sunarim.

Harun ONLU



OZET
ABSTRACT
ON SOz

ICINDEKILER

ICINDEKILER

SEKILLER DiZINi

CIZELGELER DIiZINi

EKLER DIZINi

SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

1. GIRIS

2. LITERATUR BILDIRISLERI
3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Domates bitkileri
3.1.2. Bakteri kultiri
3.2. YOontem

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.24.
3.2.5.

3.2.6.

3.2.7.

Domates bitkilerinin yetistirilmesi

Bakterinin gelistirilmesi ve stok kiiltiir hazirlanmasi

Asilamanin yapilist

Bitki 6rneklerinin alinmasi

Bitki 6rneklerinden proteinlerin ekstraksiyonu

3.2.5.1. SDS-PAGE Yapilis1

Hormonlarin ekstraksiyonu, saflastirma ve analiz islemleri

3.2.6.1. Ekstraksiyon ve saflagtirma islemleri

3.2.6.2. Hormonlarin analizi
3.2.6.2.1. IAA ve ABA analizi

3.2.6.3. Sekerlerin analizi

3.2.6.4. Yiiksek Performansli Stvi Kromatografi (HPLC) ile analiz
islemleri

Toplam klorofil-karetenoid tayini

vii

sayfa

il

vii
X
X1

xiii

XV

12
12
12
12
12
12
12
13
13
14
14
14
14
16
16
17
17

18



3.2.7.1. Toplam klorofil tayini
3.2.7.2. Toplam karetenoid tayini
3.2.8. Prolin seviyesinin belirlenmesi
3.2.9. iz element analizi
3.2.10. Nitrat-nitrit analizi
3.2.10.1. Nitrat analizi
3.2.10.1.1. Nitrat standardinin hazirlanmast
3.2.10.2. Nitrit analizi
3.2.10.2.1. Nitrit standardinin hazirlanmast
3.3. Istatistiksel analiz
4. BULGULAR
4.1. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerindeki Prolin Diizeylerine iliskin
Bulgular
4.2. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerindeki Toplam Klorofil-Toplam
Karetenoid Miktarlarina iliskin Bulgular
4.2.1. Toplam klorofil degerleri iizerindeki etki
4.2.2. Toplam karetenoid miktar1 lizerindeki etki
4.3. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerindeki Nitrit-Nitrat Diizeylerine
Iliskin Bulgular
4.3.1. Nitrit degerleri {izerine etki
4.3.2. Nitrat degerleri {izerine etki
4.4. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerindeki Magnezyum (Mg) ve
Mangan (Mn) Diizeylerine iliskin Bulgular
4.5. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerinin Protein Profillerine Iliskin
Bulgular
4.6. Patojen Ile Uyarilmis Domates Fidelerinin Seker Diizeylerine Iliskin
Bulgular

4.6.1. Patojen ile uyarilmis domates fidelerinin fruktoz diizeyleri

4.6.2. Patojen ile uyarilmis domates fidelerinin maltoz diizeyleri
4.7. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerinin Hormon Diizeylerine Iliskin
Sonuglar
4.7.1. IAA miktar iizerine etki
4.7.2. ABA miktar1 lizerine etkisi

viii

18
19
19
20
21
21
21
22
22
23
24

25

25

26

27

27

28

29

31

32

32

33
34

34
35



5. TARTISMA ve SONUC
6. KAYNAKLAR
7. EKLER

X

37
42
54



SEKILLER DiZiNi

sayfa

Sekil 3.1. Domates fidelerinin hastalandirilmasina iligskin fotograf 13

Sekil 3.2. Hormonlara ait HPLC kromatogrami 16

Sekil 3.3. Sekerlere ait HPLC kromatogrami 17

Sekil 3.4. Standart prolin miktarlarina ait absorbans degerleri ve kalibrasyon 20
egrisi

Sekil 3.5. Nitrat standart egrisi 22

Sekil 3.6. Nitrit standart egrisi 23

Sekil 4.1. P. syringae pv. tomato ile asilanan domates bitkilerindeki prolin 24
diizeyleri

Sekil 4.2. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki toplam 26
klorofil diizeyleri

Sekil 4.3. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki toplam 27
karetenoid diizeyleri

Sekil 4.4. P. syringae pv. tomato ile uyarilmig domates bitkilerindeki nitrit 28
diizeyleri

Sekil 4.5. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki nitrat 29
diizeyleri

Sekil 4.6. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki Mg 30
diizeyleri

Sekil 4.7. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki Mn 31
diizeyleri

Sekil 4.8. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis ve uyarilmamis domates 32

fidelerinin SDS-PAGE ile elde edilen protein profilleri

X



Sekil 4.9. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkisindeki fruktoz

diizeyleri

Sekil 4.10. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki maltoz

diizeyleri

Sekil 4.11. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerinin IAA

diizeyleri

Sekil 4.12. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerinin ABA

seviyeleri

33

34

35

36



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 4.1. P. syringae pv. tomato ile asilanan domates bitkilerindeki prolin
diizeyleri

Cizelge 4.2. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki toplam
klorofil diizeyleri

Cizelge 4.3. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki toplam
karetenoid degerleri

Cizelge 4.4. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki nitrit
diizeyleri

Cizelge 4.5. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki nitrat
diizeyleri

Cizelge 4.6. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki Mg ve
Mn diizeyleri

Cizelge 4.7. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkisindeki fruktoz
diizeyleri

Cizelge 4.8. P. syringae pv. tomato ile uyarilmig domates bitkilerindeki maltoz
diizeyleri

Cizelge 4.9. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerinin IAA
diizeyleri

Cizelge 4.10. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerinin ABA

seviyeleri

Xi

sayfa
24

25

26

28

29

30

33

34

35

36



EKLER DiZiNi

sayfa
Ek-1. Bakterinin Gelistirilmesinde Kullanilan Besi yeri 55
Ek-2. Poliakrilamid Jel Elektroforezde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler 55
Ek-3. Prolin Analizinde Kullanilan Cozeltiler 58
Ek-4. Protein Ekstraksiyonunda Kullanilan Cozeltiler 58
Ek-5. iz Element Tayininde Kullanilan Cézeltiler 60
Ek-6. Nitrit-Nitrat Tayininde Kullanilan Cozeltiler 60
Ek-7. Ekstraksiyon ve Saflastirma Isleminde Kullanilan Cozeltiler 61
Ek-8. Hormonlarin Analizinde Kullanilan Cozeltiler 61
Ek-9. Seker Analizinde Kullanilan Cozeltiler 62

Ek-10. Toplam Klorofil-Karetenoid Tayininde Kullanilan Cozeltiler 63

Xiii



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

mM Milimolar

ul Mikrolitre

Dk Dakika

g Gram

kDa Kilo-dalton

L Litre

mA Miliamper

mg Miligram

ml Mililitre

°C Santigrad derece

Rpm Rotary per minutes

u Mikron

um Mikrometre

ug Mikrogram

nm Nanometre

N Normal

M Molar

kg Kilogram

Kisaltmalar

APS Amonyum Per Siilfat

DSMZ Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen
EDTA Etilen Diamin Tetra Asetikasit
HCI Hidro Klorik Asit

SDS Sodyum Dodesil Siilfat
SDS-PAGE Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez
Tris-HCI Tris-HCI tamponu

uv Ultraviyole

PVPP Polivinilpoliprolidon

XV



HPLC Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

TEAA Trietil Amonyum Asetat

Rs Rezoliisyon

Klo-a Klorofil-a

Klo-b Klorofil-b

SEM Ortalamanin standart hatast

SAR Systemic Acquired Resistanca (Indiiklenmis sistemik direnc)
ABA Absisik asit

JA Jasmonik asit

SA Salisilik asit

ET Etilen

HR Hipersensitive Response(Yiiksek Duyarli Yanit)
INA 2,6-dikloroizonikotonik asit

BTH Benzotiyadiyazol

Xvi



1. GIRIS

Ulkemizde iiretilen tarim iiriinleri arasinda sebzeler dnemli yer tutmaktadir. Gelisen
tarim araglar1 ve teknolojinin de katkisiyla gilinlimiizde tarim ¢ok kolaylasmistir. Bu
gelismeler iiriin verimini ve kalitesini olumlu ydnde arttirmaktadir. Fakat insanoglunun
tarimla ugragmaya ve topraktan iirlin elde etmeye basladig: ilk glinden beri biiyiik kayiplara
yol agan bitki hastaliklar1 tam olarak ¢oziilemeyen bir sorundur. Bu hastaliklar kaliteyi ve
verimi diisiirmektedir. Bitki hastaliklarindan kaynaklanan sorunu c¢ozmek ig¢in farkli
arastirmalar yapilmig, ¢6ziim yolu olarak hastaliklara karsi direncgli tiirler iiretilmesi ve
biyolojik miicadele gibi yontemler kullanilmistir. Ayrica gilinlimiizde bunlara ek olarak
kullanilmakta olan ve g¢evreye biiyiik zarar veren kimyasal yontemlerde uygulanmaktadir.
Yetistirilen sebzeler i¢inde domates 6nemli bir yere sahiptir. Ozellikle son yillarda gelisen
seracilik domates iiretimini daha énemli ve verimli hale getirmistir. Uretilen domatesin bir
boliimii taze olarak tiiketilirken, bir boliimii salca ve domates yan {irlinlerinin yapiminda

kullanilmakta, bir boliimii ise ihra¢ edilmektedir.

Domates, diinyada en ¢ok firetilen, tiiketilen ve ticarete konu olan tarim {riinlerinin
basinda gelmesi, insan beslenmesinde vazgecilmez iiriinlerden olmasi ve gida sanayinde
dondurulmus, konserve, salca, ketcap, tursu gibi ¢ok cesitli kullanim alanlarina sahip olmasi
nedeniyle Onemli sebzelerin basinda gelmektedir. Domates diinyada birgcok {ilkede
yetistirilmekle birlikte, Tiirkiye uygun iklim kosullar1 nedeniyle liretiminde 6nemli iilkelerden
biridir. Gida sanayi i¢inde en énemli hammaddelerden biri olan ve ¢ok genis bir kullanim
alan1 bulunan domates ile ilgili sanayi, meyve ve sebze isleme sanayi olmakla birlikte, bu
sanayinin tiim alt dallarinda da, domates hammadde olarak kullanilmaktadir. Bunlar; meyve
ve sebze konserveleri sanayi, sal¢ca sanayi, meyve suyu sanayi, dondurulmus meyve ve sebze
sanayi, kurutulmus sebze-meyve sanayi ve diger sanayilerdir. Domates, Tiirkiye’de hem tarla
sebzeciliginde hem de ortii alt1 liretimde en fazla iiretilen sebzelerin basinda gelmektedir.
Domates iiretiminde bolgesel yogunlasmaya bagl olarak, domates isleme sanayi de Marmara
ve Ege Bolgelerinde yogunlagmistir. Akdeniz Bolgesi ise daha ¢ok taze tiilketime yonelik sera
tipi tiretiminde yogunlagmistir. Tiirkiye’nin domates tiretimi 1991 yilinda 6.2 milyon tondan
2001 yilinda 8.4 milyon tona ve 2002 yilinda 9.5 milyon tona ulasmistir. Tiirkiye’de domates

verimi dekara ortalama 4,000 kg civarindadir. Son yillarin en disiik verimi 1997 yilinda 3.518



kg, en yliksek verimi ise 2000 yilinda 4.266 kg olarak gerceklesmistir. Aymi yillar arasinda
domates ihracati iiretime bagli olarak artis gostermis, bazi yillarda ise ithalat yapilmistir

(Keskin ve Giil, 2004).

Bitkiler, patojen organizmalarin bol oldugu ortamlarda yiiz binlerce yil var olmay1
basarabilmek i¢in bazi mekanizmalar gelistirmislerdir. Bitki ve patojenler arasindaki bazi
etkilesimler “ gene kars1 gen” direng teorisi ile tanimlanan aviriilent patojen 1rklardaki 6zgiil
uyarict molekiillerin taninmasina dayanir. Bir baska cesit dayaniklilik, konak bitkide birden
fazla geni ilgilendiren, ¢ok daha az incelenmis bir olaydir. Tiim bitkiler, ¢esitli organizma
veya kimyasal bilesiklerle oOn-muamele edilmeleri durumunda indiiklenen direng
mekanizmalarina sahiptirler. Bu genel dayaniklilik mekanizmasi indiiklenmis sistemik direng
(SAR: Systemic Acquired Resistance) veya bitki immiinizasyonu olarak bilinir. ISR, en
azindan bazi bitki tiirlerinde, hidrolitik enzimler, peroksidazlar veya bitki savunmasinda
gorevli diger trlinler gibi bircok gen iirliniiniin zamanla birikmesine baglidir. Bitkilerin
indiikleyici organizma veya kimyasal bilesikle 6n muamelesi, patojenlerle daha sonraki
karsilagmalarinda, uyumlu etkilesimi uyumsuz hale g¢evirerek, etkin bir savunma cevabi

gelistirmesine yol agmaktadir (Tiiziin, 200).

Domates liretimine zarar veren Onemli hastaliklardan biri domates bakteriyel leke
hastaligidir. Hastaliga sebep olan Pseudomonas syringae pv. tomato hakkindaki ilk bilgiler
1933 yilinda Okabe Alstatt tarafindan tespit edilmistir. Bu hastalik diinyanin bir¢cok yerinde
goriilmekte ve onemli miktarda {iriin kayiplarina sebep olmaktadir. Domates bakteriyel leke
hastalig1, yaprak, sap, ¢igek ve meyve saplarinda kahverenginden siyaha kadar degisen renkte
lekeler, meyvelerinde ise ¢capt 1 mm’den kiigiik yiizeysel lekeler meydana getirmektedir.
Hastalia sebep olan bakteri bitki kalintilar1 {izerinde saprofit olarak 1-2 yil
yasayabilmektedir. Patojen bitkiye girmek i¢in dogal agikliklar1 (stoma gibi) ya da yiizeyde
olusan yaralar1 kullanir. Bakteri enfeksiyon olusturmak i¢in yiiksek sicaklik ve neme ihtiyag
duyar. Patojenin konagi tanimasi ve baglanmasimin ardindan alinan baslangic sinyalleri ile
bakteri gelismeye baslar ve bitkide hastalik olusur. Enfeksiyon sirasinda baslangi¢ sinyalleri
konake1 bitki tarafindan tespit edilir ve hastaliktan korunmak i¢in savunma mekanizmasi
uyarilir. Alman sinyaller hastaliklara karsi sorumlu genleri aktive eder ve bitki direngten
sorumlu molekiilleri sentezlenmeye baglar. Jasmonik asit (JA), salisilik asit (SA), etilen (ET)
hastaliklara karsi direngten sorumlu hormonlar arasinda yer almaktadir (Feys ve Parker,
2000). Bu hormonlarin direngteki fonksiyonlarinin tam olarak anlasilmasi ve onlarla birlikte

savunma mekanizmasinda gorev alan diger molekiillerin tespit edilmesi hastaliklara karsi



direngli transgenik tiirlerin olusturulmasinda ve bitki hastaliklar1 ile miicadelede biiyiik bir

onem teskil etmektedir.

Bu c¢alismada, Biotek Tohumculugun Falcon tipi (Lycopersicum esculantum Mill.)
domates tohumlarinin ¢imlendirilmesi ile elde edilen domates fideleri Deutsche Sammlung
Von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Almanya) temin edilen P. syringae pv.
tomato DSM 60407 susu bakterisi ile enfekte edildi ve bir kontrol esliginde bitkide hastaliga
kars1 meydana gelen degisiklikler incelenmistir. Hataliktan sonra farkli zaman araliklarinda
alman bitki 6rneklerinden seker, hormon, iz element, nitrit-nitrat, prolin, toplam klorofil ve
karatenoid miktarlar1 ve protein profilleri belirlenerek, hasta ve saglam bitkiler arasindaki
farkliliklar karsilagtirmali olarak belirlendi. Seker ve hormon seviyelerindeki degisiklikler
yliksek performonsli sivi kromatografi (HPLC) cihazi ile protein profilleri ise %12’lik
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrikamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yontemiyle, prolin,
klorofil-karetenoid igerigi ve nitrit-nitrat analizleri spektrofotometrik olarak, iz element
miktarlar1 ise atomik adsorbsiyon cihazinda dlgiilerek hasta ve saglam bitki arasindaki farklar

ortaya konmustur.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

Bitkiler c¢evrelerindeki mikroorganizmalarla genis bir etkilesim i¢indedir. Bu
mikroorganizmalarin bazilar1 patojenik ve hastaliklara sebep olurken bazilar1 bitki
biiyiimesinin uyarilmasinda yada dogal savunma mekanizmasinin harekete gecirilmesinde
faydalidir (Pozo ve ark., 2005). Bitkiler ¢evrelerindeki herbivor ve patojenlere karsi daima
meydan okurlar (Huang ve ark., 2003). Bitkiler, mikrobiyal patojenler ve herbivor bocekler
gibi ¢ok farkli saldirganlarla karsi karsiya gelirler. Kendilerini korumak ve potansiyel
saldirilar1 6nlemek i¢in savunma stratejileri gelistirirler (Corne ve ark., 2001). Konukc¢u
bitkiye patojenin bulagsmasmin ardindan hastalik yada diren¢ olmak {izere iki sonug¢ ortaya
cikar (Huang ve ark., 2003). Pseudomonas syringae ¢ok genis bir bitki grubunda yaniklik,
yaprak lekeleri ve gallere neden olmaktadir. P. syringae pv. atropurpurea, glycinea,
maculicola, morsprunorum ve tomato Koronatin, P. s. pv. persicae persikomisin, P. s. pv.
phaseolicola ve P. s. pv. actinidae faseolotoksin, P. s. pv. syringae siringomisin, siringotoksin
ve siringostatin, P. s. pv. atrofaciens siringopeptin, P. s. pv. tabaci, coronafaciens, garcae
tabtoxin ve P. s. pv. tagetis tagetitoxin toksinini iiretmektedir (Bender, 1999; Barzic, 1999;
Tiirkan ve Dolar, 2007). P. syringae pv. tomato, domateste bakteriyel leke hastaligina sebep
olan ve meydana getirdigi {iriin kayiplar1 nedeni ile dnemli bir patojendir (Inceer, 1995). P.
syringae bakterisi tip-III salgi sistemine sahiptir (Huang ve ark., 2003). P. syringae
yapraklarda, koklerde, meyvelerde ve diger bitki kisimlarinda 6nemli hasarlara sebep olan
genis yayilimli bir patojendir. Bu bakteri bir¢ok bitki tiiriiniin havayla temas halindeki
ylizeylerinde genis populasyonlar olusturarak ciddi hastaliklara sebep olur. Bir c¢ok
prokaryotik ve Okaryotik hiicre bu bakterinin bazi tiirleri tarafindan iiretilen siringomisin ve
toksin tiirevlerine duyarlidir (Bender ve ark., 1999). P. syringae pv. tomato’nun sebep oldugu
hastalik, yaprak, sap, ¢igek ve meyve saplarinda kahverenginden siyaha kadar degisen renkte
lekeler meyvelerde ise caplar1 1 milimetreyi ge¢cmeyen kiiclik yiizeysel siyah lekeler
olusturmaktadir. Yapraklar iizerindeki lekeler onceleri kiiciik, yuvarlak, suyu cekilmis daha
sonra kahverengi-siyahtir ve lekelerin etrafindaki doku giderek sararir (Comert, 1994).

P. syringae pv. tomato, bitki yiizeyinde bulunan dogal acikliklardan ya da yiizeyde
bulunan yaralardan gecerek bitkiye niifuz eder. Bakteri konaga temas ettikten sonra aldig:
sinyallerle gelismeye baslar ve hastalik uyarilir. Baslangi¢ sinyali konukgu tarafindan alinirsa
hastaliktan korunma mekanizmasi uyarilir (Cémert, 1994). Domates ve P. syringae arasindaki

etkilesim tipik bir gen-gen etkilesimi olup patojenin aviriilans (hrp) genleri ve bitkinin



direngten sorumlu genleri tarafindan yonetilir. Konukcu bitkinin yapraklar1 {izerinde P.
syringae’ye karsi yiiksek duyarliklikta cevap (HR: Hypersensitive Response) baslar fakat
bateri tabakasi hassas konukcularin necrotik lezyonlarni isgal ederek bitkiyi hasta eder.
Hastalik nekrotik beneklerin patojnin bulastigi bolgelerin etrafinda ortaya cikmasi ile
alakalidir ve bu ytiksel duyarliliktaki cevap olarak ifade edilir. Bir HR reaksiyonuna, reaktif
oksijen tiirlerinin ve antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi, hiicre duvar proteinlerinin hizli
capraz baglanmasi, bazi savunma ile ilgili genlerin aktivasyonu ve son olarak patojene karsi
direng, ¢cok yoOnlii savunma cevabi sonucu hiicre 6liimi eslik eder (Huang ve ark., 2003).
Bitkiler savunma mekanizmalarim1 harekete gecgiren uyariciya gore farkli savunma
yontemlerine sahiptir. Bitkilerin dogal immiin cevap kapasitesi farkli saldirganlara karsi
oldukca karmasik ve yiiksek uygunlukta cevap verme yetenegine sahiptir (Pozo ve ark.,
2005). Bitki savunma sisteminin patojen saldirillara karsi goreve baslamasi farkli sinyal
sebekeleri tarafindan diizenlenir (El-Khallal, 2007). Savunma sinyal yollarinin sebekesinin
diizenlenmesinde bitki hormonlar: salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA) ve etilen’in (ET)
baskin bir rol oynadigi saptanmistir (Feys ve Parker, 2000). Bununla birlikte bitkilerin 6zel
savunma cevaplart i¢inden dirence sebep olan farkliliklari nasil olusturup sinyalleri
tamamladig1 hakkindaki bilgiler azdir. JA ve patojen arasindaki baglantt Arabidopsis ve
domatesin P. syringae toksini koronatin karsi verdikleri cevaplar calisilarak saptanabilir.
Koronatin bakteri tarafindan {tiretilen, hasta bitkilerde bakteri gelisimi ve lezyon olusumunda
onemli derecede artan bir hastalik faktoriidiir. Daha onceki ¢alismalar koronatin’nin hastalik
aktivitesinin bitkilerin savunma genlerini baskilamasi ile ilgili oldugunu bildirir (Abramovitch
ve Martin, 2004). Cok kabul goren bir hipoteze gdre bu olay farkli sinyal yollarinin
modiilasyonu ile basarilir (Corne ve ark., 2001). Koronatin, yapisal olarak etilen olusumuna
onciiliik eden jasmonik asit ve aminosiklopropan karboksilik asite benzemektedir. Koronatin
bitkilerde jasnomik asit ile aminosiklopropan karboksilik asit arasindaki benzerlikten dolay1
etilen gibi hareket ederek hipertrofiye neden olmakta, kdk gelisimini engellemekte ve etilen
iretimini uyarmaktadir (Bender, 1999). Genellikle SA’e bagli savunma mikrobial patojenlere
kars1 cevabi harekete gegirirken, JA ve ET ne bagli savunma herbivor boceklere karsi yiiksek
kapsamli savunma cevabin harekete gecirir (Bostock, 1999). SA, JA ve ET’ne bagh sinyal
yollar1 patojen saldirilara kars1 bitki cevabini diizenler. SA’e bagl sinyaller savunmay1 aktive
eder, patojenle ilgili antimikrobiyal (PR) proteinlerin iiretilmesi gibi, ¢esitli mikrobial
patojenlere kars1 diren¢ olugmasini saglar (Abramovitch ve Martin, 2004). Bitkiler ve
mikroorganizmalar arasindaki uyumlu ya da uyumsuz etkilesimler, SA, JA ve sikimik asite

bagl bitki savunma yollar ile alakalidir (El-Khallal, 2007). Patojen saldirilarda ya da hassas



davraniglarda bitkinin savunma cevabi patojenin ¢ogalmasini ve yayilmasini engelleyecek
genis bir iiriin mekanizmasimi diizenler (Malolepsza ve Rozalska, 2005). Savunma
mekanizmasi reaktif oksijen tiirlerini hizli bir sekilde iiretir, hiicre duvar igerigini degistirir,
fitoaleksinler gibi sekonder antimikrobiyal metabolitleri biriktirir, savunmada goérev alan
protein ve peptitleri aktive eder ya da sentezler (El-Khallal, 2007).

Bitki hormonu absisik asit (ABA) bitkinin gelismesinde, stomal acikligin
diizenlenmesinde ve degisen ¢evresel sartla uyum yanitlarinin baslamasinda 6énemli rol oynar.
ABA kontrolii ve biyotik stres sinyallerinde ortak birgok elementin rolii goriilse de ABA’nin
hastalik direncindeki rolii ¢ok iyi tanimlanamaz (Mauch-Mani ve Mauch, 2005). ABA’nin,
ET ve seker aracilii ile sinyallerle etkileserek patojenleri yendigi hakkinda deliller vardir
(Leon ve Sheen, 2003). Yiksek ABA konsantrasyonu ET iiretimini inhibe eder (LeNoble ve
ark., 2004). ABA ve ET, bitkinin ve vejetatif dokularinin gelismesinde ¢ogunlukla zit bir
etkilesim i¢indedir (Anderson ve ark., 2004). ABA ve JA’tin sinyal yolan etkilesimlerinin
sinerjitik ve antagonistik etkileri vardir (Stoswick ve ark., 1992; Moons ve ark., 1997). Bu
karsilikli karmasik etkilesim Anderson ve arkadaslar1 (2004) tarafindan Arabidopsis
tizerindeki yeni incelemelerde yayimlanmistir. Yiiksek ABA konsantrasyonu JA ya da ET
savunma genlerinin cevap seviyesini giiclii sekilde azaltir (Mauch-Mani ve Mauch, 2005).
Ca™? sinyali hastalik direncinde, ABA’min stomal hareketlerinin kontroliinde ve dehidrasyona
cevabinda 6nemlidir (Blume ve ark., 2000).

Savunma sinyal molekiilleri JA, SA ve ET ilk direng cevabinin diizenlenmesinde
onemli rol oynarlar (Corone ve ark., 2001). Bir ¢ok durumda, mikrobial patojenle enfekte
olma ve herbivor boceklerin saldirisina ugrama durumunda savunma ile alakali genlerin farkli
diizenlemelerle harekete ge¢mesini ve bu hormonlarin yiiksek {iriinlerle birlestirilmesini
uyarir (Maleck ve ark., 2000; Reymond ve ark., 2000; Schenk ve ark., 2000). SA, JA ve ET’
ne bagl sinyal yollarinin birbirlerini olumlu ya da olumsuz etkileyebildikleri hakkinda bol
kanitlar vardir. Cogunlukla SA’e bagli savunma ve JA’te bagli savunmalarin olumsuz kars1
cevap nedeniyle ortaklastiklar1 zannedilir (Corne ve ark., 2001). SA, JA ve ET’ne bagh
savunma yollarinmn birbirlerine etkileri ile ilgili deliller mevcuttur. Ornegin SA ve onun
fonksiyonel analoglar1 2,6 dikloroizonikotinik asit (INA) ve benzotiyadiyazol (BTH) JA’te
bagli savunma genini bastirir (Peno-Cortes ve ark., 1993; Bowling ve ark., 1997; Doherty ve
ark., 1988; Fidauntsef ve ark., 1999; Van Wees ve ark., 1999), bekli de JA’in biyosentezini ve
faaliyetini engeller (Harms ve ark., 1998; Doares ve ark., 1995). SA ve JA yolar arasindaki
acik zithiga ragmen , cok sayida genin bu iki hormon tarafindan uyarildigi yada baskilandigi

goriilmiistiir (Glazbrook ve ark., 2003; Schenk ve ark., 2000). Baz1 durumlarda, JA yiikselen



hassas patojen bulasmasina olumsuz karismaktadir. Ornegin, koil ve MAP kinaz mutant 4
(mpk 4), JA cevabimnin gen ifadesini bozar (Petersen ve ark., 2000), bakterial patojen P.
syringae’ye hassasiyetin azaldig1 goriiliir (Feys ve ark., 1994; Kloek ve ark., 2001; Petersen
ve ark., 2000). Domateste patojenin farkli yasam tarzlarinin genis siralamalar1 iizerine JA
cevabinin etkilerinin geciktigi goriilmiistiir (Thaler ve ark., 2004). ET hareketinin siklikla
JA’y1 harekete geciren savunma ile ilgili genlerle alakali oldugu ifade edilir (O’ Donnell ve
ark., 1996; Rojo ve ark., 2003; Xu ve ark., 1994). JA ve ET yollar1 arasinda bazi olumsuz
etkilesimlerin oldugu hakkinda yaymmlar vardir. Ornegin, JA ve ET tiitiin bitkisinde
herbivorlara karsi sentezlenen nikotin bilesikleri iistiinde zit etkileri vardir (Shoii ve ark,
2000). JA ve ET arasindaki sinerjizmin klasik bir 6rnegi Arabidobsis’te savunma geni
PDF1.2’nin patojen uyarimi ile ifade edilmesidir (Penninckx ve ark., 1998).

Glikoz ve fruktoz miktar1 domates bitkisinin toplam seker miktarinin %95’ ini
olusturur, oysa sukroz domates meyvesinde az miktarda saptanmistir. Genellikle
mikroorganizmalarin rizosferde ¢oziinebilen bilesikleri kullandiklar1 bilinir, rizosfer
kolonilerinin temel besin saglayicilar1 ve biiyiik besin kaynaklar1 bitki kokleridir. Bu ¢6ziinen
bilesikler arasinda en ¢ok kullanilanlarin sekerler oldugu rapor edilmistir Sekerler ve organik
asitlerin aksine uygun olmayan ¢evresel kosullarda prolin birikmesi ¢ok diisiik bir orandadir
(Perez-Alfocea ve ark., 1993). Bir domates bitkisinin stres durumunu yapraklarin prolin
iceriginin yansittig1 disiiniiliir ¢linkii bu olay bitkinin gergek su igerigi, osmotik ve su
potansiyeli ile yakindan iligkilidir (Claussen ve ark., 2006). Prolinin, tuz stresi, su kithgi ve
ylksek radyasyon yogunlugu gibi genis stres durumlarinda bir¢ok bitki tiirlinde biriktigi
bilinir (Aspinall ve Paleg, 1981). Prolin birikmesinde, osmotik stresin algilanmasinda i géren
dogal sinyal yollar1 hakkinda sinirli bilgiler vardir (Hare ve ark., 1999). Stres durumunda bitki
yapraklarinda prolinin birikmesi yavas bir siirectir. Son zamanlarda prolin igeriginin artisinin
bitki strese girdikten 16-24 saat sonra algilandigi rapor edilmistir (Claussen, 2005). Bitki
dokularinda prolin yogunlugunun artis1 yada azalisindan oOnce, prolin oksidasyonu ve
sentezinin anahtar enzimlerini sifreleyen genlerin ifade edilmesinin tuz stresi ve osmotik stres
tarafindan kontrol edildigi gézlenmistir (Verbruggen ve ark., 1993; Strizhov ve ark., 1997).
Bir¢ok abiyotik ve biyotik ¢evresel stres durumunda yiiksek bitkilerin metabolik ve fizyolojik
iiriin karakteri degisir (Miteva ve ark., 2005). Patojenlerin etkileri sonucu bitkinin fotosentez
orani, pigment iceriginde azalma, ¢Ozilinlir seker icerigi, nigasta birikiminin azalmasi ve
solunum oraninin artmasi gibi fizyolojik islevlerinin etkilendigi rapor edilmistir (Radwan ve
ark., 2007). Son zamanlarda domates yapraklarinin prolin igeriginin, yapraklarin su igerigi,

osmotik ve su potansiyeli ile yakindan iligkili oldugu goriilmiistiir, bu olay bitkilerde



kullanilan bir stres gostergesidir (Grote ve ark., 2006). Serbest prolin birikmesi tipik bir stres
cevabidir. Prolinin osmotik stres durumundaki koruyucu rolii iyi anlagilamamasina ragmen,
fonksiyonunun osmolit ya da reaktif oksijen tiirleri ile uyumlu oldugu distniiliir. Yiiksek
bitkiler serbest L-prolini kuraklik, tuz stresi ve UV radyasyonu gibi degisik ¢evresel sartlara
kars1 bir cevap olarak biriktirirler. Prolin birikmesinin osmolitle, kararl zar pargalari, ikincil
hiicre pargalar1 ve mitokondriyal elektron tagima sistemi II igerigi ile uyumlu bir fonksiyonu
oldugu diisiiniiliir (Fabro ve ark., 2004). Prolin birikmesi ve osmotik stres arasinda pozitif bir
uyum oldugu birkag¢ ¢alismada rapor edilmistir (Gilmour ve ark., 2000; Nanjo ve ark., 1999).
Yiiksek bitkilerde prolin yogun stres sartlar1 altinda glutamat veya ornitinden sentezlenir
(Delauney ve Verma 1993; Roosens ve ark., 1999). Kloroz, klorofil metabolizmasinin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Tiirkkan ve Dolar, 2008). Konuk¢uya 6zellikli olmayan
faseolotoksin, ornitin ve karbomil fosfatin sitriiline doniistiigii iire dongiisiinde gerekli bir
enzim olan karbomoyiltransferaz enziminin inhibitoriidiir. Bitkide bu enzimin engellenmesi
ornitin birikmesine yol agarak kloroza neden olmaktadir (Zhang ve ark., 1993). Tabtoksin-f3-
laktam bitkide amonyak detoksifikasyonu icin gerekli olan glutamin sentetaz enzimini
engellemektedir. Bunu takiben bitkilerde yiiksek konsantrasyonlarda amonyak birikmekte ve
kloroplastlarin tilakoid zarinin bozulmasina ve fotofosforilasyonun gerceklesmemesine neden
olmaktadir (Mitchell, 1991).

Nitrojen metabolizmasi temel metabolizmanin bir goriiniisiidiir (Lucas, 1998).
Patojenlerin bitkinin diger islevleri iizerindeki etkisi ne kadar az bilinse de fotosentez ve
solunum gibi fizyolojik faaliyetleri iizerindeki etkisi iyi bilinir. Bu temel fonksiyonlardan biri
olan nitrojen metabolizmasinin patojenle uyumlu etkilesim siiresince fakirlestigi
bilinmektedir. Nitrojen bir¢ok bitki tiirli ve yasayan organizmalar i¢in temel sinirlayict bir
besindir (Olea ve ark., 2004). P. syringae’nin sebep oldugu hastaligin biyokimyasal ve
molekiiler temeline dikkatle bakildiginda amonyak iyonlarinin birikmesi ve amonyak
gazlarmin degisiminin bakteriyel lekelerin gelismesine katkida bulundugu gozlenir. Diger
taraftan, nitrojen bitki metabolizmas1 i¢in anahtar bir elementtir, bitkiler bu esasi elementin
yeniden asimilasyonu icin etkili mekanizmalar gelistirirler (Olea ve ark., 2004). Nitrojen
varhiginin bitkilerin patojene karst direncindeki etkisi iyi saptanmalidir (Engelhard, 1989;
Huber ve Watson, 1974; Marschner, 1995). Etkiler belki konuk¢u bitkinin N besinine (Huber
ve Watson, 1974), patojenin tipine (Buschbell ve Hoffman, 1992; Marschner, 1995), yada N
isteginin esit zamanina baghdir (Carballo ve ark., 1994). Bununla beraber, sistematik
caligmalar kontrol sartlar1 altinda ihtiya¢ duyulan N stogunun hastalik direnci iizerine

etkilerini aragtirmalidir (Hoffland ve ark., 2000). Son zamanlarda yesil kellige sebep olan



fungal patojen Botrytis cinerea’ya karst domates direncinin N varligi ile pozitif bir uyum
icinde oldugu yayimlanmistir (Hoffland ve ark., 1999). Bu kesif besin varliginin bitki
savunma stratejileri iizerine yaygin olan hipotezle uyusmaz, hipotezin temel varsayimlarina
gore bliylime sartlar1 altinda bitkiler besin varliklarin1 daha iyi korumalidir (Bryant ve ark.,
1983; Herms ve Mattson, 1992). Domates yapraklarinda N varli§inin azaldigi, savunma ile
ilgili bilesiklerin sentezinin arttig1 bulgular ile uyusmaz (Wilkens ve ark., 1996). Belki de N
varhiginin direng iizerine etkisi domateste B. cinerea patojenine 6zeldir (Hoffland ve ark.,
2000).

Nitrat bircok meyve ve sebzede dogal olarak bulunur. Nitrat kirliligi, {riiniin
biiyiimesini gii¢clendirmek i¢in daha fazla absorbe etme gereksiniminden kaynaklanir. Ispanak,
brokoli, lahana, salata, kereviz, kirmiziturp ve benzeri bitkiler nitrat biriktirme egilimine
sahiptir. Diger taraftan sebzeler 6rnegin havug, karnabahar, bezelye ve patates nadiren nitrat
biriktirir (Prasad ve Chetty, 2008). Nitrat, nitrit ve oksalat bilesiklerinin insanlar {izerindeki
olumsuz etkilerinden dolay1 sebzelerde bulunmasi istenmez (Crawford ve Glass, 1998).
Nitratin yiiksek bitkilerde amonyak yolu ile asimile edildiginin 6nemi kesinlikle saptanmistir.
Farkli birka¢ arastirmadan gelen deliller, ilk olarak amonyakta nitratin azaldigini gosterdi.
Ikinci olarak, nitrat ve amonyagin baslica protein ve aminoasit iiretimindeki benzer etkileri
gosterdi. Son olarak, amonyagin glutamin ve glutamat yolu ile organik nitrojen maddelerini
direkt olarak kapsadigi gosterildi (Sanderson ve Cocking, 1963). Bitkilerin gévde ve
yapraklarinda nitrat birikmesi topraktaki yiiksek oranda nitrat ya da amonyak varligi ile
iliskilidir. Geng bitkiler yasgh bitkilerden daha fazla nitrat seviyesine sahiptir. Bitkilerin
biiyiidiikleri toprakta besin eksikligi ya da fazlaligi oldugu zaman bitkiler yavas biiyiiyebilir
ya da nitrat birikmesi artabilir. Nitrat birikmesi sap ve gévdede dolu yolu ile yapraklarin kaybi
ya da bitkiye herbisidlerin saldiris1 ile olusabilir. Bitkilerin nitrat biriktirmesinin biiyiik bir
nedeni kurakliktir. Bitkiler giines 1s1811n azalan periyodu boyunca nitrat biriktirebilir. Bitkide
fotosentezin ve nitrat rediiktaz sisteminin siirmesi igin giines 1s181na ihtiyac vardir (Nicholson,
2007). Bitkiler karmagik savunma mekanizmalar1 yardimi ile biyotik ve abiyotik streslere
cevap verirler. Bu mekanizmalar arasinda NO patojen saldirisina direncin gelismesi ig¢in
baslica sinyaldir. Bir¢ok savunma cevabi1 patojen saldirisinin ardindan serbest radikal
seviyelerinin artist NO tarafindan uyarilir. NO’nun biyosentetik kdkeni bitki patojen
etkilesimi sirasinda NADPH ve O,’ ye bagli, L-arjinin, L-sitriilin donistiiriillen NOS-benzeri
aktivitesini igerir (Modolo ve ark., 2006).

Sebzeler insan beslenmesinde yasamsal Oneme sahiptir, iyi bilinen bu 6zellikleri

yapilarindaki iz elementler tarafindan saglanir. Mikro ve iz elementler organik yada bitki
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kaynakli elde edilirse saglik agisindan faydalidir, bunun aksine inorganik yada metalik
kaynaklardan temin edilirse insan biinyesinde toksin etkisi gosterirler (Mohamed ve ark.,
2003). Cok sayida element 6rnegin As (III), Al, B, Be, Cd, Co, Cr (VI), Cu, Mo, Ni, Se(IV)
ve Ti yiiksek yogunluga ulastiginda bitkiler ve insanlar i¢in zararlidir (Bowen, 1979). Al, As,
Au, Br, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, I, Mn, Mo, Sb, Se, W ve Zn gibi elementler misir iiriinlerinde,
Afrika ¢ayinda, zencefil, siyah biber, salatalik fidesi, domates ve susam bitkisinde bulunur
(Sherif ve ark., 1980). Mevcut bilgiler N, fiksasyonu yapan legiimenler hari¢ yiiksek bitkilerin
kobalt’a (Co) ihtiyag duymadigini isaret eder (Chatterjee ve Chatterjee 2003). Anderson ve
arkadaslar1 (1973) Co yogunlugunun toprakta 0.03- 0.14 ppm’den fazla oldugunda toksin
etkisinin gelistigini fark etti fakat diger bazi arastirmacilar Co toksititesinin yapraklarda 50
ppm’den fazla yogunluga ulastiginda fark edildigini 6nerdi. Baz1 makaleler ise 0.1 ppm Co
varliginin bitki metabolizmasini olumsuz yonde etkileyebildigini agiklamistir (Chatterjee ve
Chatterjee 2003). Kobalt bitkinin mevcut biiylime ortamindaki, bliylime ve metabolizmasina
bagli birka¢g enzim ve koenzim ile dolayli olarak iliskisinin oldugu rapor edilmistir
(Marschner 1995).

Genis spektrumlu savunmanin aksine yaygin 6zellikteki patojenlere karsi bitkilerinin
R genlerinin iiriinii PR proteinlerinin hastaliklara direncin kontroliinde yiiksek oranda etkisi
vardir (Ellis ve Dodds, 2003). Hastalik diren¢ genleri (R) bitki savunma cevabina 6zgii bir
tanimdir. Bu basit fakat sofistike savunma sistemi bitkinin R genleri ile patojenin aviriilans
genleri (avr) arasindaki 6zel etkilesimi igerir. Bu genetik etkilesim olustugunda, savunma
cevabi tetiklenir. Bu cevap hizli kalsiyum ve iyon degisimi, oksidatif bir patlama, hastalik
bolgesinde transkripsiyonal bir yeniden programlanma ve lokal bir programlanmis hiicre
Olumdi ile karakterize edilir. Bu terim asir1 duyarli yanit (HR) olarak bilinir (Belkhadir ve ark.,
2004). Domates bitkisinin protein profilinde, Xanthomonas compestries pv. vesicatoria ile
enfekte edildiginde 6nemli bir artis gézlenmistir. SDS-PAGE analizi distile su ile muamele
edilen fidelerde 64.7 ile 17.47 kDa arasinda degisen agirliklara sahip on iki band tespit
edilmistir. X. compestries pv.vesicatoria ile hasta edilen fidelerde ise 102.75 -15.01 kDa
arasinda agirliga sahip on bes protein bandi goriilmiistir (EI-Hendway ve ark., 2007). P.
syringae pv. tomato ile enfekte edilen Falkon tipi domates fidelerinde asilamadan 7 ve 9 giin
sonra 18-24 kDa agirliginda iki band tespit edilmistir. Gerek virlis enfeksiyonu, gerek fungus
ve bakteri ve gerekse abiyotik faktorlerle uyarilan PR-proteinlerinin genelde konukguya 6zgii
oldugu ve kiiciik molekiil agirhgina (10-40 kDa arasinda) sahip oldugu tespit edilmistir
(Comert,1994). El-Khallal (2007) Fusarium oxsyporum ile enfekte ettigi domates fidelerinde
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65.0, 16.3 ve 12.5 kDa agirligina sahip protein bantlarinin saglikli bitkide mevcutken hasta
bitkilerde gézden kayboldugunu bildirmistir.

Domates bitkisi tizerinde bir¢ok calisma yapilmis olmasma karsin hastalik sonrasi
bitkide meydana gelen degisikliklere iliskin ¢alisma sayist azdir. Ozellikle nitrit-nitrat
miktarlari, hastalik sonrasi seker ve hormon igerigi, hastalik sonrasinda iz element miktarinda
meydana gelen degisimlere iliskin ¢aligma sayis1 yok denecek kadar azdir. Bu calismanin
amaci hastalik sonrasinda domates fidelerinde meydana gelen degisiklikleri kapsamli bir
sekilde ortaya koymak ve meydana gelen degisiklikler 1s1ginda P. syringae pv. tomato ve

benzer patojenlere karsi bitkinin ne gibi tedbirler aldigini ortaya koymaktir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Domates bitkileri

Bu c¢alismada, bitki materyali olarak Biotek Tohumculugun Falcon tipi domates

(Lycopersicum esculantum Mill.) tohumlarimin ¢imlendirilmesiyle iiretilen fideler kullanilda.

3.1.2. Bakteri kiiltiiri

Arastirmada, Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ,
Almanya)’dan temin edilen P. syrringae pv. tomato DSM 60407 patojen sus kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Domates bitkilerin yetistirilmesi

Bitkilerin yetistirilmesi sirasinda kiiltiir topragi1 ve sera topragi steril edildikten sonra
1-1 oraninda karigtirilarak kullanildi. Tohumlar 6nce cam petrilerde bir hafta siiresince
cimlendirildi, daha sonra ¢imlenen tohumlar uygun biiyiikliikte plastik pet bardaklara alindu.
Bir hafta pet bardaklarda gelistirilen fideler hazirlanan 30 cm ¢apinda saksilara (her saksida 5-
6 fide olacak sekilde) uygun araliklar birakilarak sasirtildi. Saksilar gerekli nem ve sicaklik
sartlaria sahip cam serada 20 giin boyunca gelistirildi ve periyodik olarak giinde iki kez steril

¢esme suyu ile sulandu.
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3.2.2. Bakterinin gelistirilmesi ve stok kiiltiiriin hazirlanmasi

P. syringae pv. tomato DSM 60407 susu King Medium B agara (Fluka) 6ze yardimi
ile ekildikten sonra 48 saat 28°C de gelistirildi. Senkron kiiltiir elde etmek i¢in gelisen tek
kolonilerden bir 6ze dolusu alindi ve tekrar 24 saat 28°C de gelistirildi. Bu siire sonunda
geligen bakteri hiicreleri besi yerinin ylizeyinden 10 ml steril serum fizyolojik su ile yikanarak
steril bir erlenmayer’e alindi ve dokme plaka yontemi kullanilarak stok Kkiiltiiriin 1

mililitresindeki bakteri sayis1 hesaplandi. Bakteri stok soliisyonu asilama yapilincaya kadar

+4°C’de muhafaza edildi.

3.2.3. Asilamanin yapilisi

Hazirlanan stok kiiltiir soliisyonundan ml’sinde 1 x 10’ (CFU/ml) sayida bakteri
olacak sekilde asilama siispansiyonu hazirland1 (Kategiri ve ark, 2002 ). Dort hafta (20 giin)
gelistirilen domates bitkilerinin yaprak ve govdelerine enjektor yardimi ile fazla zarar
verilmeden yaralar agildi ve bu yaralardan bakteri asilamasi gerceklestirildi. Ayrica bu
ylizeylere asilama silispansiyonu el spreyi ile piskiirtiildii. Asilamadan sonra bitkinin
cevresinde nem olugmasi icin seffaf naylon torbalarla bitkinin etrafi kapatildi. Biitiin
asilamalar 2—-3 saat i¢inde tamamlandi ve 5 giin sonra torbalar ¢ikarildi. Kontrol grup olarak

asilama patojen ile asilama yapilmamis domates fideleri kullanildi.

Sekil 3.1. Domates fidelerinin hastalandirilmasina iligkin fotograf.
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3.2.4. Bitki orneklerinin alinmasi

Ornekler asilamanin yapildig1 giin altinc1 saat (0. giin) ve asilamadan sonraki 1, 2, 4, 8
ve 10. giinlerde toplandi. Toplanan 6rnekler agzi kilitli buzdolab1 posetlerine konarak -70°C

de derin dondurucuda daha sonra kullanilmak tizere saklandi.

3.2.5. Bitki orneklerinden proteinlerin ekstraksiyonu

Derin dondurucuda bekletilen yaprak orneklerinden 1 g tartilarak buz igerisindeki
porselen krozeye alindi1 ve lizerine 2 ml QB soliisyonu ilave edilerek iyice ezildi. Elde edilen
ekstraktan 1 ml alinarak 12.000 rpm’de +4°C’de 15 dk. santrifiij edildi. Santrifiij isleminin
ardindan silipernatanttan temiz bir Eppendorf tiipiine alindi ve iizerine 5:1 oraninda 6rnek
tamponu ilave edildi. Uzerine 6rnek tamponu ilave edilmis Eppendorf tiipleri 100°C’de 5 dk.
kaynatilarak ¢oziiniir proteinler ekstrakte edildi. Ekstraktlar elektroforez yapilincaya kadar -

70°C’ de bekletildi.

3.2.5.1. SDS-PAGE yapilis1

Ekstrakte edilen ¢o6ziiniir proteinlerin 1 mm kalinliginda (%4’liik stacking ve %12’lik
resolving) jelde ylriitiilerek Comassie Brillant Blue (R-250) ile boyandi (Laemmli, 1970).
Kosturma islemi dikey elektroforez tankinda (UVP Vertical Electrophoresis Unit, Cambridge,
UK) stacking jel boyunca 20 mA ve resolving jel boyunca 30 mA’lik sabit akim uygulanarak
gerceklestirildi. Daha sonra jellerin boyasi alinarak protein bantlar1 goriiniir hale getirildi. Son
olarak jellerin fotograflar dijital fotograf makinesi (FinePix S9500, Fuji, Japan) ile ¢ekilerek
diger islemler icin bilgisayar ortamina aktarildi. Ayrica, proteinlerin molekiil agirliklar:

standart marker (PageRuler™ Protein Ladder, Fermantas) kullanilarak hesaplandi.
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3.2.6. Hormonlarin Ekstraksiyon, Saflastirma ve Analiz Islemleri

3.2 6.1. Ekstraksiyon ve saflastirma islemleri

Ekstraksiyon ve saflagtirma islemleri Kuraishi ve ark. (1991) ve Battal ve Tileklioglu
(2001), metotlarina gore ve ii¢ tekrarli olarak yapildi. Derin dondurucudan ¢ikarilan kiigiik
parcalar halindeki 6rnekler sivi azot igerisinde bir havan yardimiyla toz haline getirildi. Toz
haline getirilen 6rnekler {izerine -40°C’de bekletilen %80’lik metanol ilave edildi (Davies,
1995) ve 10 dk. ultra doku parcalayicida (Ultrasonic Processor, Jencons LTD.) homojenize
edildikten sonra, +4°C’de ve karanlikta 24 saat homojenize islemine devam edildi. Ornekler
Whatman No:1 filtre kagidindan siiziildii ve supernatant alindiktan sonra kalan parcalar tekrar
ayni islemlere tabii tutuldu ve sonra her iki supernatant birlestirildi. Birlestirilen
supernatantlar tekrar 0.45 puml’lik PTFE filtrelerinden (Cutting, 1991) gecirildi ve bir
evaporator pompast yardimiyla 35°C’de kurutuldu. Kurutulan ekstraktlar 0.1 molarlik
KH,PO4 (pH 8) tamponunda tekrar ¢oziildii. Coziinen ekstraktlarda bulunan yag asitlerini
ayirmak i¢in ornekler 1 saat 4°C’de 5.000 rpm’de sanrifiij (Hermle, Z 320 K) edildi. (Palni ve
ark., 1983). Supernatant otomatik pipetle tiiplerden alind1 ve bir beher igerisine birakildi.
Fenolik bilesikleri ve renk maddelerini ayirmak i¢in (Qamaruddin, 1996; Chen, 1991; Kovac
ve Zel, 1994), her ornege ait 1 gramlik ¢éziinmeyen Polivinilpolipirilidon (PVPP, Sigma)
hazirland1 ve silipernatantin bulundugu beher igerisine birakilarak, iyice karistirildi (Money ve

Staden, 1984; Hernandez-Miana, 1991).

PVPP (Polivinilpolipirolidon)’nin hazirlanmasi: 1 gram ¢oziinmeyen PVPP bir
beher igerisine birakildi ve ilizerine 30 mM asetik asit konarak siispansiyon seklinde iyice
karistirildiktan sonra stiziildii. Tekrar ii¢ kat hacimdeki asetik asitle yikanip siiziildiikten sonra
kullanildi.

PVPP ile karigtirllan siipernatant Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilerek
PVPP’den ayrildi. Ekstrakt alinarak ya hemen kullanild1 ya da daha sonra kullanilmak iizere -
40°C’de sakland1 (Cheikh ve Jones, 1994). Daha spesifik ayirma yapabilmek i¢in Sep-Pak
C18 (Waters) kartiijleri kullanildi (Machackova ve ark., 1993). Kartiijler kullanilmadan 6nce
asagidaki aciklandigi sekilde sartlandirildi.
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Sartlandirma islemi: Kartiijler 6nce 5 ml %80°lik metanolden gecirildikten sonra, 5
ml saf suyla yikanmak suretiyle kullanima hazirlandi. Siipernatantlar (dondurulmugsa
¢Oziinmesi beklendikten sonra) 5 mililitrelik siringalarla sartlandirilmis Sep-Pak C18
kartiijlerinden (1 ml/dak) ge¢irildi.

Kartijjler tarafindan adsorbe edilen hormonlar %80°1lik metanolde (1 g. taze drnek i¢in
3 ml) ¢oziinmek suretiyle kiiciik siselere alindi. Kiigiik siselere alinan numuneler HPLC

analizleri i¢in kullanild1 (Qamaruddin ve ark., 1990).
3.2.6.2. Hormonlarin analizi

Hormon analiz yonteminde Yiiksek Performanslhi Sivi Kromatografisi (HPLC)

yontemi kullanildi.
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Sekil 3.2. Hormonlara ait HPLC kromatogrami. Alikonma zamanlari: Ga 3.519 dk., Zeatin
6.404 dk., TAA 9.226 dk. ABA 26.594 dk. Kolon: Waters Boudpak CI18;
Dedektor: UV Waters 2487 Dual A Absourbans Dedector; Dalga boyu 245 nm;
Mobil faz: %11°lik asetonitril (pH: 4,91); Akis hizi: 2.0 ml/dk.
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3.2.6.2.1. IAA ve ABA’nin analiz yontemi

Derin dondurucuya alinmis olan taze bitki materyallerinden 1 g alinarak, sivi azotta
toz haline getirildi ve %80’lik metanolde homojenize edilerek siiziildii. Once rotary
evaporatdrda metanol uguruldu ve 10 ml bidistile suyla alinan ekstrakt PVPP den gegirildi.
Sulu fazin pH’s1 daha sonra 2.7’ye ayarlandi ve C18 Kkartiijiinden gecirildi, sonra kartiij
biinyesinde kalan hormon %80’lik metanolle ¢oziilerek kiiciik viallere alindi ve HPLC’ye

enjekte edildi.

3.2.6.4. Serbest sekerlerin analizi
Serbest sekerlerin analizleri Torije ve ark. (1998) ile Karkacier ve ark. (2003)’1n

metotlart modifiye edilerek yapilmistir. 10 g. 6rnek havan yardimiyla sivi azot ile birlikte toz

haline getirildi, lizerine 40 ml %80°lik metanol ilave edildi.
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Sekil 3.3. Sekerlere ait HPLC kromatogrami. Alikonma zamanlari: Furuktoz 4.304 dk.,
Maltoz 6.998 dk. Kolon: Waters Spherisorb 5pum NH,; Dedektér: Refraktif Indeks;
Mobil faz: %78’lik asetonitril; Akis hizi: 1.5 ml/dk

Son karisim magnetik karistirici ile 20 dk homojenize edildi. 300 rpm’de 20 dk, uygun

sicaklikta santriflij yapildi. Supernatantlarin hacmi %80’lik metanolle 50 ml’ye tamamlandi.
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Bu ekstraktin metanolu rotary evaporatdrde uguruldu. Arta kalan residii metanolle 50 ml’ye
tamamlandi. Bu ekstrakstlar Sep-Pak C18 kartijjlerinden gecirildi. Filtratin 2.5 ml’si, 7.5 ml
asetonitril ile karistirildi ve 0.45 pm membran filtreden gecirildi ve HPLC’ye enjekte edildi.
Standart fruktoz, sakkaroz ve glukoz ¢ozeltileri kullanilarak HPLC cihaz1 kalibre edildi.
Standart ¢ozeltilere ait kromatogramlar ve HPLC sartlar1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.

3.2.6.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) ile analiz islemleri

(Calismamizda, indol asetik asit ve absisik asit analizlerinde HPLC kullanildi (Horgan
ve Kramers, 1979; Koshimizo ve Iwamura, 1986; Morris ve ark., 1990). HPLC analizleri
asagidaki sistemler kullanilarak yapilda.

a) Pompa: Arastirmamizda basinci 20.000 psi’ye kadar ¢ikabilen Waters marka
(Waters 1525 ) pompa kullanildi (Robyt ve White, 1990).

b) Dedektor: Calismamizda Waters marka ve 4020 model UV dedektorii kullanildi
(Roberts ve Hooley, 1988; Horgan, 1988). Dedektoriin en uygun dalga boyunun ise 245 nm
oldugu tespit edildi (Fetonby-Smith ve Van Staden, 1984; Banowetz, 1994).

¢) Kolon: Calismamizda Bondapak CI18 (Waters; 30x0,2 cm) kolon kullanildi
(Horgan ve Kramer, 1979; Brenner, 1981; Palni ve ark., 1983; Hernandez—Miana ve ark.,
1989; Chen, 1991 ).

d) izokratik sistem: Bu sistemde, sabit konsantrasyondaki mobil fazin dk.daki akis
hiz1 ile beraber maddelerin kolonlardaki alikonma zamanma bagli olarak birbirlerinden
ayrilabilmesi temeline dayanmaktadir. Caligmamizda izokratik sistem kullanildi (Turnbull ve
Hanke, 1985; Taylor ve ark., 1990).

e) Kaydedici: (Integrator): Dedektoriin gonderdigi uyartilar Waters marka ve Breeze
Software tarafindan kaydedildi.

f) Mobil faz: Calismamizda %]11’lik asetonitril (HPLC’ye 6zgii, Merck ) tampon
olarak 40 mM trietil amonyum asetat (TEAA) ilave edildi ve pH’s1 4,91°¢ ayarlanan mobil
faz kullanildi (Hansen ve ark., 1984; Soejima ve ark., 1992; Kovac ve Zel, 1994;
Chamberlain, 1995).

TEAA’nin hazirlanmasi: Belli bir miktarda trietilamilin (Merck) alinarak bir meziir

icerisine birakildi. Uzerine trietilamilin miktarindan biraz daha az olacak sekilde asetik asit
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yavag yavas ilave edildi (Fritz ve ark., 1978). Daha sonra buzdolabina birakildi ve soguduktan
sonra kullanildu.
g) Degaze islemi: Millipore marka vakum pompasi kullanilarak pH’s1 ayarlanan

mobil fazda olusan gazlar uzaklagtirildi.

3.2.7. Toplam Klorofil ve Karotenoid Tayini

3.2.7.1. Toplam Kklorofil tayini

Bitkilerin hasat edilme zamaninda her gruptan alinan 0,1 gram yesil yaprak ornekleri
klorofil analizleri i¢in kullanildi. Bu 6rnekler %80’lik aseton igerisinde iyice ezildi. Ezilen
ornekler bir meziir yardimiyla filtre kagidindan siiziilerek 10 ml’ye tamamlandi. Elde edilen
pigment ekstraktlarinin 645 ve 663 nm’lerdeki absorbans degerleri spektrofotometrede
(Shimadzu, UV-Vis Spectrophotometer) okundu. Okunan bu absorbans degerleri asagidaki

formiillerde yerine konarak klo-a, klo-b ve total klorofil degerleri bulundu.

Klorofila=12.7 X A g3 — 2.69 X A 45

Klorofil b=22.9 x A a5 —4.68 X A 63

Total Klorofil = 20.2 x A g45 + 8.02 X A 463

3.2.7.2. Karotenoid tayini

Yukaridaki uygulamada oldugu gibi, ekstraktin 450 nm’deki absorbans degeri

spektrofotometrede okundu. Okunan bu deger asagidaki formiilde yerine konarak toplam

karotenoid miktar1 hesaplandi.

Top. Karotenoid = 4.07 x A(450) — (0.0435 x klo-a miktar1 + 0.367 x klo-b miktar1 )
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3.2.8. Prolin Seviyesinin Belirlenmesi

Prolin analiz islemleri, Bates ve ark. (1973) ile Gholusm ve ark. (2002)’nin yontemleri
modifiye edilerek yapilmistir. Bunun icin 100 mg’lik taze yapraklardan %40’lik 2 ml
metanolle ekstarkte edildi. 1 ml ekstrakt, glasiyel asetik asit ve ortofosforik asit (6 M) (3:2
v/v)’in 1 mililitresi ve 25 mg ninhidrin ile karigtirildi. 1 saat 100°C’de inkiibe edildi. Sonra
tiipler sogutuldu ve 5 ml toluen ilave edildi. lyice karistirildiktan sonra, en iistteki fazin
absorbans1 spektrofotometrik olarak 528 nm dalga boyunda (Shimadzu, UV-Vis
Spectroptometer) okundu. Prolin miktarlar1 EasyPlot (Eplot) programi kullanilarak, standart
regresyon egrisi olusturuldu (Sekil 3.2) ve bu standart egrilerden EasyPlot programi

yardimiyla, spektrofotmetrede absorbansi belirlenen 6rneklerin miktar tayini yapildi.
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y=4,4005x + 0,1997,

Absorbans degerleri (nm)
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Sekil 3.4. Standart prolin miktarlarina ait absorbans degerleri ve kalibrasyon egrisi.

3.2.9. iz element analizi

5 g yas ornek tartildi ve krozelere kondu. Ornekler 105°C’lik etiivde 4-5 saat

bekletildikten sonra kuruyan Ornekler iyice temizlenmis porselen havanlarda ezildi. Elde
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edilen ekstraktan 0.25 g. madde tartildi ve her Ornek {iizerine etil alkol- siilflirik asit
karistmindan 2 ml ilave edilerek 250°C’ye ayarlanmig kiil firinina birakildi. Firinin sicaklig
550°C’ye ulasincaya kadar sicaklik saat basi 100°C arttirildi. Sicaklik 550°C’ye geldiginde
ornekler bir gece bu sicaklikta bekletildi. Firindan ¢ikarilan 6rnekler iizerine hazirlanan 3 N
HCL’ den 1.25 ml ilave edildi ve distile su ile 12.5 ml’ ye tamamlandi. Bu islemden 5- 6 saat
sonra Ornekler mavi-bantli filtre kagidi kullanilarak siiziildii. Stizme isleminden sonra
orneklerin hacimleri tekrar kontrol edildi ve eksik olan hacimler distile su ile tekrar 12.5 ml’
ye ayarlandi. Hazirlanan O6rnekler atomik adsorbsiyon cihazinda (Thermo Electron

Corporation, Solar House, Cambridge England) okundu (Zurera ve ark. 1987).

3.2.10. Nitrat-Nitrit Analizi

Nitrat ve nitrit analizleri Ozcan ve Akbulut (2007) metoduna gére yapildi. Bitkilerden
alman 10 g. drnek tartilarak s1v1 azot igerisinde ezilerek homojenize edildi. Uzerine 200 ml
sicak distile su ilave edildikten sonra elde edilen filtrat Whatman No:1 filtre kagidindan

stiztildii.

3.2.10.1. Nitrat analizi

Siizme isleminden elde edilen Orneklerden temiz balonjojelere 20 ml alinarak
evaporatorde sulart uguruldu. Olusan kalint1 2 ml fenol-di-siilfanoik asitle ¢oziinene kadar
karistirild1. Uzerine 20 ml distile su ilave edildi. Elde edilen karisimin {izerine 6 ml amonyum
hidroksit eklendi ve son hacim distilesu kullanilarak 50 ml’ye tamamlandi. Olusan ¢6zelti 410
nm’de spektrofotometre cihazinda (Shimadzu, UV-Vis Spectroptometer) okundu. Elde eldin

sonuglar hazirlanan standart egride yerine konarak degerlendirildi (Ozcan ve Akbulut, 2007).

3.2.10.1.1. Nitrat standardinin hazirlanmasi

0.15 gr nitrat standard1 alinarak bir balonjoje igersinde 100 ml distile su ile ¢oziildii.
Bu ¢ozeltiden 10 ml alinarak baska bir bolonjojede hacmi tekrar 100 ml’ ye tamamland1 ve
elde edilen ¢ozelti ¢calisma standardi olarak kullanildi. Calisma standardi olarak hazirlanan

cozeltiden sirasi ile 5 ve 40 ml sivi temiz balonjojelere alinarak hacimleri 100 ml’ ye
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tamamlandi. ik hazirlanan ve 90 ml kalan ¢ozeltiden ise 8 ve 10 ml alinarak hacmi 100 ml’
ye tamamlandi. Elde edilen ¢ozeltiler spektrofotometre cihazinda 410 nm dalga boyunda
okundu ve sonuglar Microsoft Office Excel (2003) programinda standart egri

olusturulmasinda kullanildi. Olusturulan egri Sekil 3.5’de verilmistir.

0,0405 -
y = 3E-05x + 0,0368

0,04 - R? = 0,9837 .
0,0395 -

0,039 -

0,0385 -

.
0,038 -

— Dogrusal

0,0375

0,037

0,0365 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Sekil 3.5. Nitrat standart egrisi

3.2.10.2.Nitrit analizi

Nitrat ve nitrit analizleri i¢in hazirlanan 200 ml’lik ¢6zeltiden temiz erlenmayerlere 15
ml almarak iizerine 0.5 ml siilfanalik asit eklendi ve 6- 8 dk. bekletildi. Uzerine 0.5 ml
naftilamin eklenerek 2 saat bekletildi. Cozeltinin rengi pembeye doniisiince 543 nm’ de
spektrofotometre cihazinda okundu. Elde edilen degerler dnceden hazirlanan standart egride

yerine konarak degerlendirildi (Ozcan ve Akbulut,2007).
3.2.10.2.1. Nitrit standardimin hazirlanmasi
0.1371 gr nitrit standardi alinarak temiz bir balonjojede 100 ml distile su ile ¢oziildii.

Elde edilen ¢ozeltiden 10 ml alinarak hacmi 100 ml’ye tamamlanarak calisma standardi

hazirlandi. Hazirlanan ¢alisma standardindan sirasi ile 5, 10 ve 20 ml alinarak hacimleri temiz
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balonjojelerde 100 ml’ ye tamamlandi. Elde edilen ¢ozeltiler spektrofotometre (Shimadzu,
UV-Vis Spectrophotometer) cihazinda 543 nm dalga boyunda okundu ve elde edilen degerler
Microsoft Office Excel (2003) programinda standart egri olusturulmasinda kullanildi.

Olusturulan nitrit standart egrisi Sekil 3.6’de verilmistir.

0,039 1

y =0,0003x + 0,0315
R?=0,9944

0,038 -

0,037 -

0,036 -

¢ Seri1
=—Dogrusal (Seri 1)

0,035 -

0,034 -

0,033 1

0,032 T T T T 1

Sekil 3.6. Nitrit standart egrisi

3.3. istatistiksel Analiz

Bu calismada incelen biitiin parametreler i¢in en az 2 defa okuma yapildi. Biitiin
verilerin istatistiksel analizleri SPSS (siirim 14.0) istatistik paket programi kullanilarak

ortalamanin standart hatasi olarak (X + SEM) hesaplandi.



4. BULGULAR

4.1. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerindeki Prolin Diizeylerine iliskin

Bulgular

Yapilan ¢alismada P. syringae pv. tomato DSM 60407 susunun sebep oldugu
hastaligin yapraklardaki prolin miktar1 iizerine etkisine iligkin sayisal degerler Cizelge
4.1’de bu sonuclara ait grafik ise Sekil 4.1’de verilmistir. Grafik incelendiginde
fidelerin bakteri ile asilandigi ilk giinden (0. giin) itibaren hasta bitkilerin kontrol

bitkilerine oranla daha fazla miktarda prolin i¢erigine sahip olduklar1 gériilmektedir.

Cizelge 4.1. P. syringae pv. tomato ile agilanan domates bitkilerindeki prolin diizeyleri

Prolin Degerleri (mg/g)

0.Gin 1.Giin 2.Glin 4.Glin 8.Giin 10.Giin
Gruplar X*SEM X *SEM X +SEM X *=SEM X *SEM X = SEM

Kontrol 0,0292+£0,011 0,031 £0,001 0,040 = 0,007 0,047+ 0,001 0,042 + 0,003 0,045 + 0,002

Hasta 0,031 £0,012 0,051 +£0,01 0,047 £ 0,005 0,051 £ 0,002 0,045+ 0,004 0,051 £ 0,002

B Kontrol
0,07 E Hasta
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

Prolm Degerler mg/e

Sekil 4.1. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki prolin

diizeyleri.
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4.2. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerindeki Toplam Klorofil-Toplam
Karetenoid Miktarlarina fliskin Bulgular

4.2.1. Toplam klorofil degerleri iizerine etki

Orneklerin incelenmesi sonucu asilamanim yapildig1 giinden itibaren toplam
klorofil miktarlarindaki degisimler Sekil 2°de grafik halinde verilmistir. Grafige ait
sayisal degerler ise Cizelge 4.2°de verilmistir. Grafik incelendiginde 0. giinde kontrole
kiyasla hasta bitkinin klorofil oraninda yaklasik dort kat azalma, 1. giinde hasta bitkide
toplam klorofil miktarinin kontrole oranla ortalama bir buguk kat artis gézlenmistir.
Ikinci giinde hasta bitkide toplam klorofil miktarmin kontrol bitkisinden farkli olarak
arttig1, 4., 8. ve 10. giinde ise hasta bitkide kontrole kiyasla toplam klorofil miktarinin

arttig1 gorillmiistiir.

Cizelge 4.2. P. syringae pv. tomato ile uyarilmig domates bitkilerindeki toplam klorofil

diizeyleri
Toplam Klorofil Degerleri (mg/g)
Gruplar 0.Giin 1.Giin 2.Giin 4.Giin 8.Glin 10.Giin
X+SEM X +SEM Xx+*SEM Xx*SEM Xx+*SEM Xx +SEM

Kontrol 5,282+0,11 4,475 +0,07 9,050 £ 0,22 7,080+ 0,23 13,510 £ 0,19 14,560 + 0,44

Hasta 1,250 £0,03 6,340 0,03 11,525+0,27 4,770 £ 0,11 7,225+ 0,24 7,665+ 0,51
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Giinler
Sekil 4.2. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki toplam
klorofil diizeyleri.

4.2.2. Toplam karetenoid miktar iizerine etki

P. syringae pv. tomato bakterisinin sebep oldugu hastaligin toplam karetenoid
miktar1 iizerindeki etkisine iliskin sayisal degerler Cizelge 4.3’de, grafige ait degerler

ise Sekil 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4.3. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki toplam

karetenoid degerleri

Toplam Karetenoid Degerleri (mg/g)

Gruplar 0.Giin 1.Giin 2.Giin 4.Glin 8.Giin 10.Giin

X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM
Kontrol 1,085 +0,29 0,690 % 0,0 1,215 +0,02 1,52040,01 0,830+ 0,0 1,095 0,06
Hasta 031540015  0860+0,07 095540055  0,994+0,013 1,850 +0,12 1,755+ 0,20

Asilamanin yapildigi ilk giinden (0. giin) itibaren toplam karetenoid miktarinin,
toplam klorofil miktarina paralel olarak, 0. giinde kontrol bitkisine oranla hasta bitkide

azaldigy, 1. giinde ise hasta bitkide kontrol bitkisine oranla arttig1 goriilmiistiir. 2. ve 4.
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giinlerde hasta bitkilerin toplam karetenoid miktarinin kontrol bitkilerine kiyasla

azaldig, 8. ve 10 giinlerde ise hasta bitkilerin toplam karetenoid miktarlarinin kontrol

bitkisi ile karsilastirildiginda arttig1 sonucuna ulagilmistir.

B Kontrol
E Hasta

Karetenoid Degerleri (mg/g)

Giunler

Sekil 4.3. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki toplam

karetenoid diizeyleri.

4.3. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerindeki Nitrit-Nitrat Diizeylerine iliskin

Bulgular

4.3.1. Nitrit degerleri iizerine etki

Yapilan calismada P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerinin nitrit
seviyesi lizerinde gosterdigi etkiye ait sayisal degerler Cizelge 4.4’de sonuglara iligkin
grafik ise Sekil 4.4°de verilmistir. Degerler incelendiginde 0. ve 1. giinde kontrol
bitkisinin hasta bitkiden az nitrit seviyesine sahip oldugu, 2. giin kontrol bitkisinin nitrit
seviyesinin hasta bitkiden fazla oldugu, 4., 8. ve 10. giinlerde ise hasta bitkilerin nitrit

seviyelerinin kontrol bitkilerine oranla diisiik oldugu tespit edilmistir.



29

Cizelge 4.4. P. syringae pv. tomato ile uyarilmig domates bitkilerindeki nitrit diizeyleri

Nitrit Degerleri (ug/g)

0.Giln 1.Giin 2.Gln 4.Glin 8.Giin 10.Giin
Gruplar X+*SEM X *SEM X +*SEM X *=SEM X + SEM X +
SEM
Kontrol 24830+ 1,67  378,30+2,33 465,00 £ 6,72 239,95+ 1,65 20830+2,67  477,95+2,05
Hasta 274,95+2,66  48830+233  329.95+5,16 189,95 + 1,65 19830 +2,10 266,60+ 1,51
O Kontrol
B Hasta
700 -
600
o
g 500
5 400 A
5
2 300 |
@]
E 200 |
Z
100 |
0 i

Giinler

Sekil 4.4. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki nitrit

diizeyleri.

4.3.2. Nitrat degerleri iizerine etki

Domates bitkilerinin P. syringae pv. tomato ile asilamanin ardindan bitkilerin
nitrat seviyelerindeki degisime ait sayisal degerler Cizelge 4.5’de, ayni sonuglara iliskin
grafik ise Sekil 4.5’de verilmistir. Elde edilen degerler incelendiginde 0. giinde kontrol
bitkisinin hasta bitkiden fazla nitrat seviyesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bitkinin
hasta edilmesinden 24 saat sonra (1. giin), hasta bitkinin nitrat oraninin kontrole oranla

azaldig1 goriilmiistiir. 2. ve 8. giinlerde kontrol bitkisinde hastaya oranla nitrat
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seviyesinin yiiksek oldugu, 4. ve 10. giinlerde ise hasta bitkinin kontrol bitkisine kiyasla

daha fazla nitrat igerigine sahip oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.5. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki nitrat diizeyleri

Nitrat Degerleri (ng/g)

0.Gun 1.Gun 2.Gun 4.Glin 8.Glin 10.Giln
Gruplar X +SEM X +SEM X +SEM X + SEM SEM X +SEM

ol
-+

KOHtI‘Ol 484,5+ 0,005 483,0 + 0,005 484,5+ 0,015 484,0+ 0,015 486,5 + 0,02 342,0 £ 0,02
Hasta 478,5+ 0,015 348,0 £ 0,055 468,0 + 0,030 485,51+ 0,020 462,510,315 484,5+ 0,03
B Kontrol
B Hasta
14
o6 12 4
50
= 10 A
B
5
)q) 6 B
A
B 4
z. 5 |
0

Sekil 4.5. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki nitrat diizeyleri.

4.4. Patojen ile Uyarlmis Domates Fidelerindeki Magnezyum (Mg) ve Mangan
(Mn) Diizeylerine iliskin Bulgular

Yapilan uygulamada P. syringae pv. tomato ile hasta edilen domates bitkileri
ve kontrol bitkilerine ait hastalik sonrast Mg ve Mn elementlerinin miktarlarindaki

degisimlere ait sayisal degerler Cizelge 4.6’da, ayn1 degerlere ait grafikler ise Sekil 4.6
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ve Sekil 4.7°de verilmistir. Uygulama sonucu elde elden degerler incelendiginde
bakterinin asilandig ilk giinde (0. giin) kontrol bitkilerinde, Mn ve Mg elementlerinin
seviyesinin hasta bitkilere oranla kontrol bitkilerinde yiiksek oldugu saptanmustir.
Dordiincii giinde Mg ve Mn elementlerinin seviyesinin kontrol bitkilerinde hasta
bitkilerden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. 8. giinde Mg ve Mn miktarlarinin hasta
bitkilerde yiikseldigi tespit edilmistir. Orneklerin alindig1 son giinde (10.giin) ise Mg
elementinin hasta bitkilerdeki seviyesinin arttig1i, Mn elementinin miktarinin ise kontrol

bitkisinde hasta bitkiden fazla oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.6. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki Mg ve

Mn diizeyleri
Gruplar 0. Giin 4.Giin 8.Glin 10.Giin
X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM
Mg (pg/g)
Kontrol 411,86 £1224  420,61+20,97 418,42+1825 414,57420 31
Hasta 409,92:+10,94 4122742539 419,00425,63 426,1549.33
Mn (ug/g)
Kontrol 75,38 + 42,62 64,98 + 30,26 30,49 + 0,57 5732+ 32,52
Hasta 68,48 +25,01 46,25 +31,06 51,41+ 27,96 32,69+ 15,61
435 - B Kontrol
E Hasta

430 |

&b

= 425 1

= 420 1

S0

K] 415 -

£

£ 410 |

8

§D 405 -

= 400 -

395

Giinler

Sekil 4.6. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki Mg

diizeyleri.
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B Kontrol
B Hasta

Mangan Degerleri (ng/g)

Giinler

Sekil 4.7. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerindeki Mn

diizeyleri.

4.5. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerinin Protein Profillerine iliskin Bulgular

Arastirmada hastalik bulastirilan domates bitkilerine ve kontrol bitkilerine ait
protein profilleri sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezde (SDS-PAGE)
yiiriitiilmiistiir. Incelenen orneklerin protein profilleri Sekil 4.9°da verilmistir. Elde
edilen sonuglara bakildiginda hasta ve kontrol bitkilerin protein profilleri arasinda
farkliliklar gozlenmistir. Yapilan inceleme 1 olarak isaretlenmis proteinin 204.6 kDa
agirhigina sahip oldugu ve orneklerin alindigir giinler ilerledikge miktarinin arttig
goriilmiistir. 2 ve 5 (90.3 kDa ve 54.3 kDa) numarali bantlar dordiincii giinde
belirginliginin arttig1 gdzlenmistir. 3 numarali bant 79.4 kDa agirliginda olup 6rneklerin
alindig1 birinci giinde belirginlesmis ve giinler ilerledik¢ce yogunlugu ayni oranda
artmistir. 4 numarali bandin ise 69.9 kDa agirliginda olup 0. gilinden baslayarak

yogunlugunun her gegen giin daha da arttig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.8 P. syringae pv. tomato ile uyarilmis ve uyarilmamis domates

fidelerinin SDS-PAGE ile elde edilen protein profilleri.

4.6. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerinin Seker Diizeylerine Iliskin Bulgular

4.6.1. Patojen ile uyarilmis domates fidelerinin fruktoz diizeyleri

Yapilan incelemede hasta ve kontrol bitkilerinin fruktoz miktarlarina ait
sayisal degerler Cizelge 4.7°de aymi degerlere ait grafik Sekil 4.10’da verilmistir.
Fruktoz miktarinin, hastaligin bulastirildig: ilk giin (0. giin) hasta ve kontrol grubunda
yaklagik olarak ayni degerde oldugu saptanmistir. Hastaligin bulasmasindan yirmi dort
saat sonra (1. giin) kontrol bitkisinin hasta bitkiden fazla miktarda fruktoz icerigine
sahip oldugu tespit edilmistir. Ikinci giinden itibaren onuncu giine kadar hasta bitkinin
fruktoz miktarinin kontrol bitkisine kiyasla arttig1 ve en biiyiik farkin sekizinci giinde
ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Onuncu giinde ise kontrol bitkisinin fruktoz miktarinin hasta

bitkiye oranla yeniden arttig1 gézlenmistir.
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Cizelge 4.7. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerinin fruktoz diizeyleri

Fruktoz Degerleri (g/g)

Gruplar 0.Giin 1.Giin 2.Giin 4.Gilin 8.Glin 10.Giin
X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM

Kontrol 0,2698 + 0,4225 2,1570 £0,3307 1,8177 £0,2936 0,8075£0,1337  0,9607 £0,1070  2,0287 £0,9795

Hasta 0,2669 £0,1938 1,7030 £ 0,2877 2,0740 £ 0,3052 1,0433 £ 0,1406 4,8217 +0,9396 0,4635 + 0,3680
B Kontrol
7 _
Bl Hasta

Fruktoz miktar1 (g/g)

Gilnler

Sekil 4.9. P. syringae pv. tomato ile uyarilan domates bitkilerinin fruktoz

diizeyleri.

4.6.2. Patojen ile uyarilmis domates fidelerinin maltoz diizeyleri

Domates bitkilerine hastalik bulastirilmasinin ardindan kontrol ve hasta bitki
gruplarina ait sayisal degerler Cizelge 4.8’de ayn1 degerlere iligkin grafik Sekil 4.11°de
verilmigtir. Sonuglar incelendiginde maltoz miktarinin hastalik bulastirilmasinin
yapildig1 ilk giinden (0. giin) baglayarak orneklerin alindigr son giine (10. giin) kadar
kontrol bitkilerinin maltoz oraninin hasta bitkilerin maltoz oranindan yiiksek oldugu ve

en biiyiik farkin 10. giinde ortaya ¢iktig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. P. syringae pv. tomato ile uyarilmig domates bitkilerindeki maltoz

diizeyleri
Maltoz Degerleri (g/g)

Gruplar 0.Giin 1.Giin 2.Gilin 4.Glin 8.Giin 10.Giin

X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM  X+SEM
Kontrol 1,1115+0,10 0,484 + 0,04 1,2545 40,10 0,289 +0,02 0,7635+0,07  2,2095 + 0,02
Hasta 0,12+ 0,01 0,1655 + 0,02 0,2545 +0,03 0,14+ 0,01 0,431 40,03 0,47 + 0,04

£ Kontrol
34 B2 Hasta
2,5 A

[\
!

Maltoz Degerleri (g/g)
— :

0,5 -

Gulnler

Sekil 4.10. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerindeki maltoz

diizeyleri.

4.7. Patojen ile Uyarilmis Domates Fidelerinin Hormon Diizeylerine iliskin

Sonuclar

4.7.1. IAA miktarn iizerine etki

Yapilan arastirmada P. syringae pv. tomato bakterisi bulastirilan hasta bitkiler

ve kontrol bitkilerine ait IAA degerleri Cizelge 4.9’da ayn1 degerlere iliskin grafik ise
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Sekil 4.12°de verilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde IAA miktarinin hastaligin
bulastirildig: ilk giin (0. gilin) hasta ve kontrol bitkisinde esit oldugu goriilmektedir.
Daha sonraki giinlerde ise hasta bitkilerin IAA miktarinin kontrol bitkilerinden diisiik
oldugu ve en biiyiik farkin 6rneklerin alindig1 son giin olan 10. giinde ortaya ciktigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.9. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerinin IAA diizeyleri

IAA Degerleri (g/g)

Gruplar 0.Giin 1.Giin 2.Giin 4.Glin 8.Giin 10.Giin
X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM X+*SEM  X+SEM

0,005 £ 0,0060 0,005 £ 0,0062 0,005 £ 0,0068 0,0076 £0,0006 0,006 +0,0059 0,009 +0,0010

Kontrol
Hasta 0,005+ 0,0065 0,003 = 0,0029 0,0035 £ 0,0004 0,0036% 0,0003 0,0053%+0,0040  0,0023+0,0030
B Kontrol
E Hasta
)
2
5
o)
80
j)
A
<
<

Giinler

Sekil 4.11. P. syringae pv. tomato ile uyarilmig domates bitkilerinin IAA
diizeyleri.

4.7.2. ABA miktar iizerine etkisi

P. syringae pv. tomato bakterisinin sebep oldugu hastaligin domates bitkisinin
ABA miktar1 tizerindeki etkisine iligkin bulunan sayisal sonuclar Cizelge 4.10’da ayni
sonuclara ait grafik Sekil 4.13’de verilmistir. Bulunan degerler incelendiginde
bakterinin bulastirildig1 ilk giinde (0. gilin) hasta bitkinin ABA seviyesinin kontrol

bitkisinden fazla oldugu gériilmiistiir. Orneklerin alindig1 bir sonraki giin (1. giin) hasta
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bitkinin ABA seviyesinde kontrol bitkisine oranla bir azalma goriilmektedir.
Uygulamanin ikinci giiniinde hasta bitkinin ABA miktarinda tekrar artis tespit
edilmistir. Orneklerin alindig1 diger giinlerde hasta bitkilerde ABA seviyesinin kontrol
bitkilerine kiyasla azaldig1 belirlenmistir. ABA miktarinin azaldigi giinler arasinda en

biiyiik fark 4. glinde ortaya ¢ikmustir.

Cizelge 4.10: P. syringae pv. tomato ile uyarilmig domates bitkilerinin ABA seviyeleri.

ABA Degerleri (g/g)

Gruplar 0.Giin 1.Giin 2.Gilin 4.Glin 8.Giin 10.Giin
X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM  X+SEM

KOHtrOl 0,092 + 0,001 0,104 + 0,02 0,102 £ 0,0015 0,119+0,016 0,088 + 0,007 0,117 £ 0,002
Hasta 0,144 + 0,002 0,09 £0,001 0,135+ 0,002 0,055 + 0,006 0,081 + 0,009 0,104+ 0,024
B Kontrol
0,18 + B Hasta
0,16 -

ABA Degerleri (g/g)
=)
o
oo

Giinler

Sekil 4.12. P. syringae pv. tomato ile uyarilmis domates bitkilerinin ABA

seviyeleri.



5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, Biotek Tohumculugun Falcon tipi domates (L. esculantum Mill.)
tohumlari, Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Almanya)
temin edilen P. syringae pv. tomato bakterisi ile hasta edilmis ve hastalik sonrasinda prolin,
toplam klorofil, toplam karetenoid, nitrit-nitrat, iz element, protein, seker ve hormon
miktarlarinda meydana gelen degisiklikler incelenmistir.

Bitkiler abiyotik ve biotik stres ve hastalik durumunda fakli metabolik yollarini
devreye sokarlar. Prolin birikmesi bu yollardan biridir. Prolin aminoasitinin stres durumunda
indikator olarak ortaya ¢iktigir goriilmektedir. Stres durumunda bitki yapraklarinda prolinin
birikmesi yavas bir siiregtir. Son zamanlarda prolin igeriginin artisinin bitki strese girdikten
16-24 saat sonra algilandigi rapor edilmistir (Claussen, 2005) Yaptigimiz uygulamada
hastaligin bulastirildig1 ilk glinden (0. giin) itibaren hasta bitkilerin yapraklarindaki prolin
miktariin kontrol bitkilerinin prolin seviyesinden yiiksek oldugu tespit edilmistir. Calismada
elde edilen bu bulgu Claussen ve ark. (2006) ve Claussen’in (2005) domates bitkisiyle yaptigi
caligmalarda elde ettigi verilerle ve Aspinall ve Paleg’in (1981) bildirdigi bulgularla paralellik
gostermektedir. Ancak her tiirlii biyotik veya abiyotik stres durumlarinda prolin artisinin
goriilmesi her zaman beklenen bir durum degildir. Bitki strese toleransi farkli mekanizmalari
kullanarak da gerceklestirebilir.

Radwan ve ark. (2007), patojenlerin etkileri sonucu bitkinin fotosentez orani, pigment
iceriginde azalma, ¢oziiniir seker igerigi, nisasta birikiminin azalmasi ve solunum oraninin
artmasi gibi fizyolojik islevlerinin etkilendigi rapor edilmistir. Olea ve ark. (2004),
patojenlerin bitkinin diger islevleri iizerindeki etkisi ne kadar az bilinse de fotosentez ve
solunum gibi fizyolojik faaliyetleri tizerindeki etkisi iyi bilindigini belirtmistir. Calismamizda,
P. syringae pv. tomato ile enfekte edilen domates fidelerinde 4. giinden itibaren giin gectikce
hastalikla paralel olarak toplam klorofil oraninin azaldigi goriilmiistiir. 0. giin ile 4. giin
arasinda ise bitkinin hastalifa uyum siireci i¢inde toplam klorofil degerlerinde bir diizensizlik
gbzlenmistir. Toplam karetenoid oranlarinda 0. giinden 8. giine kadar kismi bir artig
goriiliirken bu gilinden itibaren belirgin bir sekilde arttigi ve 10. giin sonunda en yiiksek
degerine ulastig1 goriilmiistiir. Bu bulgular Olea ve ark. (2004) domates bitkisi lizerinde,
Radwan ve ark. (2007) salatalik bitkisinde yaptiklar1 calismalarda elde edilen sonuclarla

uyumludur.
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Prasad ve Chetty (2008) yaprakli sebzelerde yaptiklari ¢alismada nitrat ve nitritin
birgok bitkide bulundugunu belirtmistir. Ayrica nitrat kirliliginin {rliniin biiylimesini
giiclendirmek i¢in daha ¢ok absorbe etme gereksiniminden dogdugunu belirtmistir. Modolo
ve arkadaglar1 (2006) Arabidopsis thaliana bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada bitkilerin karmasik
savunma mekanizmalarinin yolu ile biyotik ve abiyotik streslere cevap verdigini, bu
mekanizmalar arasinda NO’un patojen saldirisina direncin gelismesi icin baslica sinyal
oldugunu belirtmistir. Yine aymi arastirmacilar NO sentezinin bitkilerde nitrat rediiktaz
enziminin aktivitesinin nitrit miktarin1 azaltmasina bagli oldugunu bildirmistir. Wang ve
Higgins (2005) domates bitkisi ile Colletotrichum coccodes etkilesiminde hiicre duvari
yapisinda meydana gelen degisikliklerin NO, H>O, ve O, tarafindan diizenlendigini
belirtmistir. Bizim ¢alismamizda nitrit miktarinin hastaligin  bulagtirilmasii takip eden
giinlerde kontrol bitkilerine oranla azaldigi goriilmiistiir. Buna karsilik nitrat seviyesinde
hastaligin bulastirilmas: ile beraber birinci ve onuncu gilinler diginda fark goriilmemistir.
Bizim sonuglarimiz, nitrat miktarinin hasta bitkilerde ¢aligmanin birinci gilinlinde azaldigini,
onuncu giinde ise hasta bitkinin nitrat seviyesinin kontrole kiyasla arttigin1 gostermistir.. Bu
bulgular daha 6nce yapilan ¢alismalarla ortiismektedir.

Cherian ve ark. (2007) domates bitkisi ile yaptiklar1 calismada Cd birikmesinin toksik
etkisi oldugunu ve bu etki sonucunda oksidatif stres durumunun meydana geldigini buna bagl
olarak da antioksidant savunma sistemin devreye girdigini bildirmistir. Bizim uygulamamizda
ise Mg elementinin hastalik periyodu boyunca artis gosterdigi Mn elementinin ise hastalik
periyodu siiresince azaldigi goriilmiistiir. Hastalik sonrasinda iz element miktarindaki
degisimle ilgili yeterli calisma bulunamamustir.

Yapilan arastirmada SDS-PAGE jel elektroforezine ait bulgular Sekil 4.8’de
verilmistir. Calismamizda 1 numarali bandin agirhiginin 204.6 kDa oldugu ve hastaligin
bulastirildigi ilk giinden itibaren biitiin bitkilerde var oldugu ve 6rnek alinan giinler ilerledikge
bant yogunlugunun artti§i saptanmistir. Bu bandin yapisal bir protein oldugu
diistiniilmektedir. 2 ve 5 numarali bantlarin agirliklar1 90.3 ve 54.3 kDa oldugu tespit
edilmistir. Bu iki bant 6rneklerin alindig1 dordiincii giinde tam olarak belirginlesmis ve takip
eden giinlerde yogunluklar1 artmistir. 3 numarali bant 79.4 kDa agirhi§inda olup bitki hasta
edildikten 24 saat sonra belirginlesmis ve giin gectikge yogunlugu artmistir. 4 numarali
bandin ise 69.9 kDa agirliginda oldugu ve 0. giinden itibaren yogunlugunun her gecen giin
arttig1 tespit edilmistir. EI-Hendway ve ark. (2007) domates bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada,
domates fidelerini X. compestries pv. vesicatoria ile hasta ettiklerinde bitkinin protein

profilinde 6nemli bir artis oldugunu saptamistir. SDS-PAGE analizi distile su ile muamele
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edilen fidelerde 64.7 ile 17.47 kDa arasinda degisen agirliklara sahip on iki bandin ortaya
ciktigini, X. compestries pv. vesicatoria ile hasta edilen fidelerde ise 102.75 -15.01 kDa
arasinda agirliga sahip on bes protein bandi1 goriildiigiinti bildirmistir. Comert (1994) yaptig
calismada P. syringae pv. tomato ile hasta ettigi Falkon tipi domates bitkilerinde SDS-PAGE
analizi yapmig ve hastalik asilamasindan 7-9 giin sonra 18-24 kDa agirligina sahip iki protein
bandi tespit etmistir. Yine ayni ¢alismada gerek viriis enfeksiyonu, gerek fungus ve bakteri ve
gerekse abiyotik faktorlerle uyarilan PR-proteinlerinin genelde konukcuya 6zgii oldugu ve
kiiciik molekiil agirhigina (10-40 kDa arasinda) sahip olduklar1 tespit edilmistir. Khallal
(2007) Fusarium oxsyporum ile enfekte ettigi domates fidelerinde 65.0, 16.3 ve 12.5 kDa
agirhigina sahip protein bantlarmin saglikli bitkide mevcutken hasta bitkilerde gdézden
kayboldugunu bildirmistir. Bizim ¢alismamiz bu ¢aligsmalarla uygunluk géstermesine ragmen
daha onceki caligmalarda bahsedilen kiigiik molekiil agirligina sahip protein bantlar1 tespit
edilememistir. Bunun sebebinin ekstraksiyon yonteminden kaynaklanmas1 muhtemeldir.
Calismamizda incelenen fruktoz miktarinin hastaligin bulastirildigt ve orneklerin
alindig ilk giin (0. giin) ve birinci giin hasta bitkilerin fruktoz oraninin kontrol bitkilerinden
diisiik oldugu goriilmiistiir. Fakat orneklerin alindigi ikinci giin hasta bitkilerin fruktoz
seviyesinin kontrole kiyasla artmaya bagladigi, bu artisgin 10. giine kadar devam ettigi
saptanmustir. Ozellikle 8. giinde biiyiik bir fark olustugu tespit edilmistir. 10.giinde ise, hasta
bitkinin fruktoz miktarmin tekrar azaldigi gozlenmistir. Maltoz miktarinin bakterinin
asilandig ilk giinden itibaren kontrol bitkilerinde hasta bitkilerden daha ytiksek oldugu tespit
edilmistir. Hastaligin ilerlemesine paralel olarak bir artis olmasina karsin kontrol bitkisinin
seviyesine yaklasamamistir. Kontrol ve hasta bitkiler arasindaki maltoz seviyesindeki en
biiylik fark ise 10. giinde ortaya ¢ikmistir. Bu durum klorofil ve karetenoid miktarlari ile
paralellik gostermektedir. Sekerler yiiksek bitkilerin gelisme siirecinde 6nemli diizenleyici bir
rol oynar. Wingler ve Roitsch (2008) yaptiklar1 calismada bakteri, fungus ve herbisid
bulasmasinda ya da gal olusumunu saglayan boceklerin seker durumunu, primer karbon
mekanizmasin1 ve diizenleyici bitki hormonlarmin kararli seviyesini degistirerek yaprak
senesensini etkileyebilecegini bildirmistir. Yine ayni arastirmacilar ¢alismalarinda seker ve
hormon sinyalleri arasindaki etkilesimin abiyotik stres durumunda daima 6nemli bir rol
oynadigini1 belirtmistir. Yaprak senesensinin metabolik diizenlenmesi uzun siire bilim
adamlarmin ilgisini ¢ekmistir. Bildirilen bir hipoteze gore senesens fotosentezin bozulmasi
sonucunda fotosentetik metabolitlerin azalmasina baglidir bu azalma senesensi aktive edebilir
(Hensel ve ark., 1993). Oyleki yapraklardaki aminoasit igerigi bozulurken (Masclaux ve ark.,

2000; Jongebloed ve ark., 2004), birkag bitki tiiriinde seker igerigi artis gostermistir (Nooden
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ve ark., 1997). Ornegin, Arabidopsis’te heksoz glukoz ve fruktoz icerigi dlen yapraklarda
siddetli sekilde yiikselirken, sukroz igerigi daha kararlidir. (Quirino ve ark., 2001; Stessman
ve ark., 2002; Diaz ve ark., 2005; Pourtau ve ark., 2006; Wingler ve ark., 2006).

IAA miktarinin hastaligin bulastirildig: ilk giin (0. giin) hasta ve kontrol bitkisinde
esit oldugu goriilmektedir. Daha sonraki giinlerde ise hasta bitkilerin I[AA miktariin kontrol
bitkilerinden diisiik oldugu fakat 1. gilinden itibaren orantili bir artis gosterdigi tespit
edilmistir. Kontrol ve hasta bitkilerin IAA miktar1 arasindaki en biiyiik fakin 6rneklerin
alindig1 son giin olan 10. giinde ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Hastaligin 1. giinden sonra IAA
miktarindaki belirgin artis stresin tetikledigi IAA biyosentezinden kaynaklanmig olabilir.
Ayrica TAA ve oksin tiirevlerinin bitki yaprak gelisimini diizenlemek ve i¢ dengenin
saglanmasi i¢in arttirildigl bilinmektedir (Quin ve ark., 2005). Pan ve ark. (2008) yaptiklari
calismada yaralanma ve patojen enfeksiyonunun [IAA’nin parcalanmasi sonucu olusan bir
metabolit olan indol-3-karboksilik asitin (ICA) artisin1 6nemli derecede uyardigini ve ICA nin
ve onun tiirevlerinin biiyiik artis1 ve [AA birikmesinin, IAA sentezini ve azalmasini tetikleyen
bliyiikk bir stres varligimmi oOnerir, ve/yada ICA’nin IAA’dan bagimsiz biiyiik bir yapimi
oldugunu belirtmistir. Aym1 c¢alismada Botrytis cinerea ile enfekte edilen bitkilerde,
enfeksiyondan 24 saat sonra ICA seviyesinin IAA seviyesinden yaklagik yirmi kat ytiksek
oldugu vurgulanmigtir. Bununla birlikte bitkinin bir igne yardimui ile yaralanmis ve bu olaydan
1 saat sonra yapilan analizde ICA seviyesinin bes kat arttifi fakat IAA seviyesinin
degismedigi goriilmiistiir.

Yapilan uygulamada bakterinin bulastirildig: ilk giinde (0. giin) hasta bitkinin ABA
seviyesinin kontrol bitkisinden fazla oldugu goriilmiistiir. Orneklerin alindig1 bir sonraki giin
(1. giin) hasta bitkinin ABA seviyesinde kontrol bitkisine oranla bir azalma goriilmektedir.
Uygulamanin ikinci giliniinde hasta bitkinin ABA miktarinda tekrar artis tespit edilmistir.
Orneklerin alindig1 diger giinlerde hasta bitkilerde ABA seviyesinin kontrol bitkilerine kiyasla
azaldig1 belirlenmistir. ABA miktarinin azaldigi giinler arasinda en biiyiik fark 4. gilinde
ortaya ¢ikmigtir. Hasta bitkilerdeki ABA seviyeleri incelendiginde hastaligin ilk giinlerindeki
artisin hastaliga adaptasyon veya genetik diizenleme i¢in miktarin yiikseldigi 4. giinden sonra
meydana gelen azalma ig¢in ise hastaliga uyumun saglanmasindan kaynaklandigi yorumu
yapilabilir. Mauch-Mani ve Mauch (2005) yaptiklar1 ¢alismada ABA artisinin bitki igin
membranal koruma saglayabilecegini belirtmistir. ABA’nin patojen sinyal yollarini uyarma,
stomal diizenleme ve gelisimsel denge gibi birgok fizyolojik etkisi olmakla birlikte, ABA
seviyesinin bu farkli etkilerinin SA ve JA gibi diger diizenleyici bilesiklerle olan oranina da

bagli oldugunu belirtmistir. ABA fide olgunlagsmasi, dormansi ve bitkinin ¢esitli ¢evresel
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streslere adaptasyonunda zorunludur (Wan ve Li, 2006). Hormonlarin her bir smifinin
biyolojik etkileri karakterize edilirken, ¢ok yonlii bitki hormonlar1 siklikla gelismeye ve stres
cevabina katilan sinerjitik ya da antagonistik etkili kimyasal maddelerdir. Oksin-sitokinin-
etilen miktarlarinin karigmasi organ gelismesinde (Aloni ve ark., 2006), ABA-GA (Gazzarina
ve McCourt, 2001) ve JA-SA-ET (Reymond ve Farmer,1998) ve ABA-JA (Ho ve ark., 2003)
biyotik ve abiyotik streslere cevapta etkili oldugu bildirilmistir (Nemhauser ve ark., 2006).

Bu calismada, 6zellikle Mn miktarinin enfeksiyonun 8. ve 10. giinlerinde ¢ok 6nemli
diizeylerde diismesine karsin, Mg seviyesinin ise buna paralel olarak azalmasi oldukca
anlamli bulunmustur. Bu durum, enfeksiyona bagl olarak toplam klorofil miktarinin diismesi
ve toplam karetenoid diizeylerinin artmasiyla da paralellik gostermektedir. Ayrica, maltoz
diizeyinde fruktoz lehine bir azalma s6z konusudur. Muhtemelen patojenin etkisiyle domates
fidelerinde aktif hale gecen invertaz enzimleri disakkaritleri monosakkaritlere pargalanmis
olabilir ve bu da patojenin karbon kaynagi elde etmesine katkida saglayabilir. Bulgularimiz
bakteri ile enfekte edilen domates bitkilerinde serbest L-prolin birikmesinin yiikseldigini
gostermektedir. Patojen bulastirilmasi ile kontrol grubuna kiyasla hasta domates bitkisinde
nitrit igerigl 0. ve 1. glinde yiiksek oldugu halde, nitrat degerleri 0. ve 1. giinde hasta
bitkilerde diisiik bulunmustur. Nitrat degerlerinin hasta grupta 10. glinde 6l¢iilen 9.96 pg/ml
degerine ragmen, nitrit degerleri ayni giin hasta bitkide 266.6 ng/ml olarak belirlenmistir.

Diger taraftan, toplam hiicre proteinlerinin SDS-poliakrilamid jel desenleri 69.9
kDa’luk proteinin hasta ve kontrol grubu domates bitkilerinde (2., 4., 8. ve 10. giinlerde)
onemli derecede arttigim1 ve 54.3 kDa agirligindaki proteinin yalnizca 8. ve 10. gilinlerde
kontrol bitkilerde bulundugu belirlenmistir. Bulgularimiz hasta bitkilerde 0. ve 2. gilinlerde
absisik asit (ABA) seviyesinin kontrol grubu ile hasta bitkiler kiyaslandiginda, diger giinler
haric, onemli oranda arttifin1 ortaya koydu (yaklasik olarak 0.144 g/ml ve 0.135 g/ml). Diger
taraftan, indol-3 asetik asit (IAA) 6l¢iimii yapilan biitiin giinlerde kontrolle hasta bitkiler
kiyaslandiginda hasta domates bitkilerinde onemli derecede (0.003-0.005 g/ml) azaldig:
ortaya ¢ikmistir. Sonug olarak, yapilan bu aragtirmada elde edilen bulgular konakg1 bitki ve

patojen arasindaki iliskilerin agiklanmasina 6nemli katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.
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EK -1. Bakterinin Gelistirilmesinde Kullanilan Besi yeri

1. King Agar B

King Agar B (Fluka) 33g
Gliserol 10 ml
Damitik su 990 ml

Besi yeri ve gliserol damitik suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika sterilize

edilir. 50°C’ye kadar sogutulan besi yeri steril petri kaplarina dokiiliir ve +4°C’de saklanir.

EK-2. Poliakrilamid Jel Elektroforezde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

1. Akrilamid + N, N’-Metilen Bis-akrilamid Monomer Stogu

Akrilamid (Merck) 288 ¢g
Bis-akrilamid (Merck) 12¢g

Maddeler gerekli miktarlar tartilip 75 ml damitik su icersinde ¢oziilerek son hacim 100
ml’ye tamamlanir. Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilerek renkli cam sisede +4°C’de

saklanir.

2. Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCL, pH 8.6)

Gerekli miktar trizma bazi tartilarak bir miktar damitik suda ¢oziildiikten sonra 1 N
HCl ile pH 8.6’ya ayarlanir. Son hacme tamamlandiktan sonra Whatman No:1 filtre

kagidindan siiziiliir ve + 4°C’de saklanir. SDS-PAGE igin %0.4 oraninda SDS ilave edilir.
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3. Yigma Jel Tamponu (0.5 M Tris-HCL, pH:6.8)

Gerekli miktar trizma bazi tartilarak bir miktar damitik suda ¢oziildiikten sonra 1 N
HCl ile pH 6.8’e ayarlanir. Son hacme tamamlandiktan sonra Whatman No:1 filtre kagidindan
stiziiliir ve +4°C’de saklanir. SDS-PAGE igin %0.4 oraninda SDS ilave edilir.

4. Kosturma tamponu

Trizma Baz1 (Sigma) 121¢g
Glisin (Merck) 576 g

Maddeler 1000 ml damitik suda ¢oziiliir. SDS-PAGE i¢in %0.1 oraninda SDS ilave

edilir.

5. Ornek tamponu (X4)

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 5.12ml
Gliserin (Merck) 8.00 ml
Damitik su 3.00 ml
SDS 2.00 ml
2-B-merkaptoetanol 4.00 ml
Bromo fenol mavisi (Merck) 0.025 ¢

Gerekli miktarlar tartilip temiz bir deney tiipii icerisinde homojen hale getirilir ve giin

15181na maruz birakilmadan saklanir.
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6. Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue (Sigma) 15¢g
Izopropil alkol (Merck) 250 ml
Asetik asit (Merck) 100 ml
Damaitik su 650 ml

Boya ¢oziildiikten sonra Whatman No:1 filtre kagidindan stiziiliir ve renkli cam sisede

oda sicakliginda saklanir.

7. Boya Cikarma Cozeltisi

Izopropil alkol (Merck) 250 ml
Asetik asit (Merck) 100 ml
Damitik su 650 ml

Gerekli miktarlar tartilarak 650 ml damitik suda ¢ozdiiriiliir. Hazirlanan ¢ozelti oda

sicakliginda renkli cam sisede saklanir.

8. Jel Saklama Cozeltisi

Jelleri saklamak amaciyla %7’lik glasial asetik asit ¢ozeltisi kullanilir.

9. %10’luk Amonyum Per Siilfat (APS)

APS (Oxoid) lg
Damitik su 10 ml

Gerekli miktarlar tartilarak damitik suda ¢oziiliir ve +4°C saklanir. Bir haftadan sonra

yeniden taze hazirlanarak kullanilir.
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10. %10’luk SDS-PAGE Ayirici Jel Icerigi

Akrilamid/Bisakrilamid (Oxoid) 8.78 ml
Damitik su 10.84 ml
1.5M Tris-HCL pH:8.6 6.58 ml
APS (Sigma) 125.00 pl
TEMED (Oxoid) 10.00 pl

Gerekli miktarlar tartilarak kisa siirede slispansiyon hazirlanir. Polimerlesme

baslamadan dikey elektroforezin alt kisma aktarilir.

11. %4’liik SDS-PAGE Yigma Jel icerigi

Akrilamid/Bisakrilamid (Oxoid) 0.81 ml
Damitik su 2.95ml
0.5 M Tris-HCL pH:6.8 1.235 ml
APS (Oxoid) 50.00 pl
TEMED (Oxoid) 6.00 pl

%10’luk SDS-PAGE polimerlestikten sonra, yukaridaki maddelerden gerekli
miktarlar tartilarak kisa siirede siispansiyon hazirlanir. Polimerlesme baslamadan dikey
elektroforezde %10’luk SDS—PAGE kismin iizerine aktarilir. Polimerlesme baglamadan en

kisa zamanda hava boslugu birakilmadan tarak yerlestirilir.

EK -3. Prolin Analizinde Kullanmilan Cozeltiler

1. % 40’k Metanol Cozeltisi

40 ml metanol damitik su ile 100 ml’ ye tamamlanur.
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2. Glasiyel Asetik Asit- Oto Fosforik Asit Cozeltisi

Glasiyel asetik asit 3:2 v/v oraninda 6M orto fosforik asitle karigtirilir.

EK -4. Protein Ekstraksiyonunda Kullanilan Cozeltiler

1. QB Soliisyon

2M KPO4 (pH 7.8) 5ml
0.5M EDTA 200 pl
Triton X-100 I ml
%80’ lik Gliserol 12.5 ml
Damaitik su 81.1 ml

Gerekli miktarlar 81.1 ml damitik suda ¢oziiliir ve +4° C’ saklanir.

2.2 M KPO,4 (pH 7.8) Hazirlamisi

K,HPO, 632 ¢g
KH2PO4 5 g

Gerekli miktarlar 200 ml damitik suda ¢6ziiliir ve pH’ 1 7.82’ e ayarlanur.

3.0.5 M EDTA (pH 8.0)

EDTA 46.52 g

Gerekli miktar 250 ml damitik suda ¢oziiliir ve 10 N NaOH kullanilarak pH 8.0” a

ayarlanir.
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1. 10 N NaOH pH

NaOH 100 g

Gerekli miktar 250 ml damitik suda ¢oziiliir.

1. %80’ lik Gliserol

% 100’lik Gliserol &0 ml

Gerekli miktar 100 ml damitik suda ¢oziiliir.

EK -5. iz Element Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. Etil alkol Siilfiirik asit karisimi

Etil Alkol 95 ml
%S5’ lik H,SO4 5ml

95 ml etil alkol tizerine 5 ml H,SO, ilave edilir.

2.3 N HCI

HCI 24.68 ml

Gerekli miktar damitik su ile 100 ml” ye tamamlanir.
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EK -6. Nitrit-Nitrat Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. Siilfanalik Asit Cozeltisi

600 mg sulfanalik asit 50 ml sicak suda ¢oziiliir. Soguduktan sonra tizerine 20 ml

glasiyel asetik asit eklenir. Son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

2. Naftilamin Cozeltisi

20 mg naftilamin 20 ml glasiyel asetik asit ile ¢oziiliir ve son hacim saf su ile 100

ml’ye tamamlanir.

EK-7. Ekstraksiyon ve Saflastirma isleminde Kullanilan Cézeltiler

1. %80’lik metanol:

Metanol (Merck) 80 ml
Saf su 20 ml

2. 01 M’hik KH,POy ¢ozeltisi:

KH,PO4 (Merck) 1,3609 gr
Saf su 100ml
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EK-8. Hormonlarin Analizinde Kullanilan Cozeltiler

1.% 80’lik metanol:

Metanol (Merck) 80 ml
Saf su 20 ml

2. Hormon standartlari:

2.1. IAA standardi:

IAA (Merck) 40 ng
Saf su 50 ml

40 pg IAA standardi tartilir ve 50 ml saf suda ¢6ziildii.

2.2. ABA standarda:

ABA (Merck) 0.03 mg
Saf su 10 ml

0.03 mg ABA standardi 10 ml saf suda ¢oziildii.

EK -9. Seker Analizinde Kullanilan Cozeltiler

1. %80’lik metanol:

Metanol (Merck) 80 ml
Saf su 20 ml
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2. Seker standardlari:

2.1. Fruktoz standardi:

Fruktoz (Sigma) 2¢g
Saf su 100 ml

2 g. fruktoz standard1 100 ml saf suda ¢oziildii.

2.2. Maltoz standardi:

Maltoz (Sigma) 300 mg
Saf su 50 ml

300 mg maltoz standardi 50 ml saf suda ¢oziildii.

EK -10. Toplam Klorofil-Karetenoid Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. %80’lik Aseton cozeltisi:

Aseton (Merck) 80 ml
Saf su 20 ml

80 ml aseton alinir hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
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