UZUM BAGLARINDA HASTALIK ETMENI
KURSUNI KUFON (Botrytis cinerea) BIYOLOJIK
MUCADELESINDE Nepeta meyeri (BENTH.) BiTKi
EKSTRAKTLARININ KULLANILMASI

Sinem KARAKUS

Doktora Tezi
Biyoloji Anabilim Dah
Botanik Bilim Dali
Prof. Dr. Okkes ATICI
2016
Her Hakki Sakhdir



ATATURK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZIi

UZUM BAGLARINDA HASTALIK ETMENI KURSUNI KUFUN
(Botrytis cinerea) BIYOLOJIK MUCADELESINDE Nepeta meyeri
(BENTH.) BITKi EKSTRAKTLARININ KULLANILMASI

Sinem KARAKUS

BiYOLOJi ANABILIM DALI
Botanik Bilim Dal

ERZURUM
2016

Her hakki sakhdir



i o
ATATURK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

TEZ ONAY FORMU

UZUM BAGLARINDA HASTALIK ETMENI KURSUNi KUFUN (Botrytis
cinerea) BIYOLOJIK MUCADELESINDE Nepeta meyeri (BENTH.) BITKi
EKSTRAKTLARININ KULLANILMASI

Prof. Dr. Okkes ATICI danismanliginda, Sinem KARAKUS tarafindan hazirlanan bu
calisma 29/02/2016 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoloji Anabilim Dali — Botonik

Bilim Dali’nda Doktora tezi olarak oybirligi/ey-¢etdugu{—+= ile kabul edilmistir.
Bagkan : Prof. Dr. Okkes ATICI Imza :

Uye : Dog. Dr. Cafer KOSE Imza w—
Uye : Dog. Dr. Arzu GORMEZ Imza

Uye : Dog. Dr. Salih MUTLU Imza : 4 mﬂf:\

Uye : Yrd. Dog. Dr. Serkan ORTUCU ]mza%

Yukaridaki sonug;

Enstitli Yonetim Kurulu 02/83/2016 tarih ve . /O J 23 .......... nolu karari
ile onaylanmistir.

Prof.é/E n YILDIRIM

Enstitii Miidiiri

Bu ¢alisma BAP, projeleri kapsaminda desteklenmistir.
Proje No: 2014-63

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaklardan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin
kaynak olarak kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



OZET

Doktora Tezi

UZUM BAGLARINDA HASTALIK ETMENI KURSUNI KUFUN (Botrytis
cinerea) BITYOLOJIK MUCADELESINDE Nepeta meyeri (BENTH.) BITKI
EKSTRAKTLARININ KULLANILMASI

Sinem KARAKUS

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Botanik Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Bu arastirmada allelopatik bir bitki olan Nepeta meyeri (Benth.)’den elde edilen
esansiyel yag, su ve metanolik Oziitler, tiziimde (Vitis vinifera L. cv. Kareerik) énemli
zararlara yol agan kursuni kiifiin (Botrytis cinerea) biyolojik miicadelesinde
kullanilmistir. Arastirmada esansiyel yagin (EY) 600, 800 ve 1000 pl/Petri veya yaprak;
su Oziitiiniin 2, 5 ve 10 ml/Petri veya yaprak; metanolik 6ziitiin 1, 2 ve 3 ml/Petri veya
yaprak dozlar1 calistilmistir. Oziitler yapraklara fungus inokulasyonu ile aym anda
(EY+F), 1 giin 6nce (EY+F1G) ve 2 giin 6nce (EY+F2G) uygulanmistir. N. meyeri EY
igerigi GC/MS ile belirlenmistir. Oziitlerin 6ncelikle fungusun miseliyal gelisimi ve
spor ¢imlenmesi tizerinde in vitro ve in vivo etkileri incelenmistir. Daha sonra, 6ziit ve
fungus uygulanmis yapraklarda ROS (H,O, ve O,"), lipid peroksidasyonu, fotosentetik
pigmentler ve protein igerikleri ile antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, POD, APX, ve
GR) aktiviteleri degerlendirilmistir. EY igerisinde oransal olarak en fazla 4aa,7a,7a0-
nepetalacton (%71.68) oldugu belirlenmistir. EY, hem in vitro hem de in vivoda
fungusun miseliyal ve spor ¢imlenmesini 6nemli seviyede engellerken, su ve metanolik
oziitler engellememistir. Bu nedenle su ve metanolik Oziitler in vivo g¢aligmalarda
kullanilmamugtir. Tek basina fungus uygulamasi, yapraklarda ROS ve MDA seviyeleri
ile calisilan enzim aktivitelerini genelde artirken, EY+F uygulamalar1 ise aym
parametreleri genelde diistirmiigtiir. Parametreler {izerinde EY uygulamalarindan
EY+F1G uygulamasmin, dozlardan ise 1000 pl’lik dozun daha etkili oldugu
belirlenmistir. Sonuglara gére, N. meyeri esansiyel yaglarinin asmada B. cinerea’nin
biyolojik miicadelesinde kullanilabilme potansiyelinin oldugu ileri siiriilmiistiir.

2016, 141 sayfa

Anahtar Kelimeler: Allelopati, Antioksidan enzim, Biyotik stres, Botrytis cinerea,
Nepeta meyeri, Vitis vinifera



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

USING EXTRACTS OBTAINED FROM Nepeta meyeri (BENTH.) IN
BIOLOGICAL CONTROL OF PATHOGEN GRAY MOLD (Botrytis cinerea) IN
VINEYARDS

Sinem KARAKUS

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Department of Botany

Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this study, the extracts of essential oil (EO), water and methanolic obtained from
Nepeta meyeri (Benth.), an allopathic plant, were used in the biological control of gray
mold (Botrytis cinerea) that leads to substantial losses in grape (Vitis vinifera L. cv.
Kareerik). It was studied the doses of essential oil (600, 800 and 1000 pl/Petri or leaf),
aqueous extract (2, 5 and 10 ml/Petri or leaf) and methanolic extract (1, 2 ve 3 ml/Petri
or leaf). The extracts were applied to the leaves at the same time with the fungus
(EO+F), and 1 day ago (EO+F1D) and 2 day ago (EY+2D) from the fungus inoculation.
The content of EO obtained from N. meyeri was determined by GC/MS. First effects of
the extracts were examined as in vitro and in vivo on the mycelium growth and spore
germination of the fungus. Then, the levels of ROS (H,0, ve O,"), lipid peroxidation
(as MDA), photosynthetic pigments and proteins, and the activities of antioxidant
enzymes (SOD, CAT, POD, APX and GR) were evaluated in the leaves on which was
applied the fungus and the extracts. It was determined that 4aa,7a,7aa-nepetalacton was
the highest (71.68%) as proportional in the EO. The EO inhibited the mycelium growth
and spore germination of the fungus in both in vitro and in vivo while aqueous and
methanolic extracts did not inhibit. For this reason, aqueous and methanolic extracts
were not used at in vivo studies. Fungus treatment alone increased the levels of ROS
and MDA and the activities of the enzymes while EO+F treatments, however, generally
decreased the same parameters. EO+F1D treatment in the EO treatments and dose 1000
ul in the EO doses were more effective on the parameters than the other applications. It
was suggested that the essential oils of N. meyeri could be used in an allopathic
approach in biological control of the fungus that causes gray mold in grapevine.

2016, 141 pages

Keywords: Allelopathy, Antioxidant enzymes, Biotic stress, Botrytis cinerea, Nepeta
meyeri, Vitis vinifera
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1. GIRIS

Diinya niifusu yirminci yiizyilin basinda 5,5 milyara ulasmis ve bu niifusun 2050 yilinda
8.5 milyara ulasmasi beklenmektedir (Mutlu 2009). Diinya niifusunun hizla artmasina
paralel olarak kisi basina diisen islenebilir tarim alanlarinin gesitli stres faktorlerinin
etkisiyle kullanilamaz duruma gelmesi, suan herhangi bir kitlik tehlikesi olmasa da,
uzun donemde risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (Jones and Jones 1989; Bray et
al. 2000; Mutlu 2009). Kiiltiir bitkilerinin hastalik ve zararlilardan korunmasinin
yaninda kaliteli ve artan diinya niifusunun beslenme ihtiyacimi karsilayacak diizeyde
iiriin elde edilmesi amaciyla hastalik etmenleri, zararlilar ve yabanci otlara karsi ¢esitli
miicadele yontemleri gelistirilmistir. Bunlarin basinda kimyasal savas gelmekte olup,

bunu kiiltirel ve biyolojik miicadele yontemleri izlemektedir (Tirkiisay ve Onogur

1998).

Yizlerce sentetik kimyasal zirai ilag tarimsal alanlarda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Zirai zararhilara karsi herbisit, pestisit, fungisit gibi sentetik
kimyasallarla yapilan miicadele, ekosisteme ve topraga verdigi zarardan dolay: tarimsal
acidan biiyiik problemlere neden olmaktadir. Ayrica, bu tip sentetik kimyasallarin genis
capta kullanilmasi, ¢evre kirliligi ve insan sagligi acisindan biiyiik bir sorun haline
gelmistir. Glinlimiizde bu sentetik kimyasallarin yerini alabilecek, daha giivenli ve
bitkilerde dogal olarak {iretilen sekonder metabolitler (veya allelokimyasallar) tespit
edilmistir. Bu bilesiklerin dogal stirecte biyolojik parcalanmalar1 kolay oldugu i¢in hem
tiketiciler hem de ¢evre i¢in daha saglikli oldugu bilinmektedir. Son yillarda bitki
fizyologlar1 bu tip bilesikleri iireten yabani veya kiiltiir bitkilerini incelemekte ve
bitkilerdeki bu dogal sekonder bilesikleri elde edip uygulama yollarim
arastirmaktadirlar. Bitkilerde dogal olarak iiretilen boyle bilesiklerin, biyolojik kontrol
amaciyla ozellikle organik tarim agisindan dogal herbisit, pestisit, fungisit vb. olarak
kullanilmalar1 &nerilmektedir (Vyvyan 2002; Singh et al. 2003; Weston and Duke
2003).



Dogada bitkiler arasinda kimyasal bir iletisim ve gesitli etkilesim yollart bulunur.
Boylece bitkiler ¢evrelerindeki bitki ve diger canlilarla ortak yasam iligkilerini belirler.
Bu olaya bitki biyolojisinde allelopati denilir. Allelopatik iliskide, bitkiler ¢evrelerinden
canlilar1 olumlu veya olumsuz etkiler. Alleloptik iliskiler esnasinda kullanilan
bilesiklere ise allelokimyasallar denilir. Allelokimyasallar bitki sekonder metabolitleri
icerisinde degerlendirilirler. Allelopatik bitkiler var olan kaynaklarin diger bitkiler
tarafindan tiiketilmesini engelleyerek, biiyiime ve gelisme sinirlarini artirmakta ve yeni
yayilis alanlar1 olusturmaktadirlar. (Kocagaliskan 2004; Willis 2007). Allelopatik
bitkiler, yasadigi ortamlari kontrol edebilirler. Ceviz (Jugland nigra) en taninmis
allelopatik bitkilerden birisidir. Cevizde zehirlenme ve solunumu engelleyen kimyasal
etken juglon’dur (5-hidroksinaftakinon). Biber, patlican ve domates gibi Solanaceae
familyas1 tiyeleri bu maddeye ¢ok duyarhdirlar. Bu bitkiler allelokimyasallara maruz
kaldiklar1 zaman solma, kloroz ve son olarak da 6lme belirtileri gosterirler. Bazi bitkiler
ise boyle degisimlere hassas olmadigindan s6z konusu etkiler goriilmemektedir.
Ornegin, limon, bakla, pancar, havug, musir, kiraz, ahududu, menekse vb. tiirlerin
juglona kars1 dayanikli olduklari bilinmektedir. Biber ve domates gibi Solanaceae

familyasina ait tiirler juglona daha duyarlidir (Kocagaligkan 2004; Willis 2007).

Allelokimyasal maddeler bitkide ugucu yaglar (esansiyel yaglar) olabildigi gibi ucucu
olmayan bilesikler grubundan da olabilir. Bitkide ugucu olmayan bilesikler fenolik
maddeler veya azotlu sekonder bilesikler grubunda olup suda ¢oziilebilen veya
¢oziinmeyen formlarda olabilirler. Ugucu yaglar ise terpen grubu bilesiklerdir. Oksijenli
terpenoit tlirevleri (alkoller, aldehitler, ketonlar ve esterler), benzenoit yapidaki
bilesenler (alkoller, esterler, asitler, aldehitler, ketonlar, fenoller, fenol eterler, laktonlar
vb.) ve nadir olarak azot ve kiikiirt iceren bilesenleri de icermektedirler. Ugucu yaglarin;
analjezik, antiseptik, antifungal, antiviral, bakterisit, insektisit, sedatif, stimulan,
antioksidan gibi etkileri vardir. Bu 6zellikler ugucu yag tiiriine gore degisiklik gosterse
de hepsinin ortak yani genel olarak antibiyotik, dezenfekte edici, bagisiklik sistemini
giiclendirici etkilerinin olmasidir. Hidrofobik 6zellikte olmalart ugucu yaglarin
antimikrobiyal ve antifungal etkilerini arttirmaktadir. Ayrica bu &zellikleri sayesinde
ambalajlarda ve yenilebilir filmlerde sentetik maddelere alternatif koruyucu madde

olarakta kullaniimaktadirlar (Kaya ve Giing Ergoniil 2015).



Canlilar allelokimyasal maddelere maruz kaldiginda biiylime ve gelismeleri
etkilenmektedir. Ornegin bitkilerde kolaylikla goriilebilen etkiler; ¢imlenmenin
gecikmesi veya onlenmesi, tohumlarda koyulasma ve siskinlik, kok-govde gelisiminde
azalma, kok uclarinin sismesi veya nekroze olmasi, kok sisteminde burusma, kuru
madde ve iiretim kapasitesinin azalmasidir. Bu anormal morfolojik etkiler, bitkilerde
allelokimyasallar tarafindan fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde olan
degisimlerin  sekonder etkileri olarak ortaya c¢ikar. Bitkilerden salinan
allelokimyasallarin sadece diger bir bitkide degil, ayn1 zamanda bakteri, fungus ve
zararli bocekler gibi diger zararlilar iizerinde de olumlu veya olumsuz etkileri

gozlenmistir (Reigosa et al. 2006).

Bitkiler olumsuz bir ¢evre veya ajanla karsilastiklarinda, hiicreler’de ve dokular’da
biyokimyasal ve fizyolojik olaylarda yikici degisimler meydana gelerek bitkide ciddi
zararlar ortaya cikabilir. Boyle bir durumda bitkisel stresten bahsedilir. Tarim
sektorlinde {iriin kaybina neden olan en Onemli stres ajanlarindan birisi biyotik
streslerdir. Bu stresler diinyada firetilen bitkisel trilinlerin basinda gelen bitkilerin
neredeyse yarisini azaltarak tarim ticaretinin gelecegini olumsuz yonde etkiler. Biyotik
stres ajanlar1 herbivorlar ve patojen mikroorganizmalardir. Funguslar bu ajanlar
icerisinde neredeyse en dnemli yeri alir. Funguslar hizli iremeleri ve hizli yayilmalari
ve bir¢cok olumsuz kosullara direngli olmalarindan dolayr miicadeleleri zor biyotik stres

ajanlaridir (Patkowski and Urbanek 2003).

Bitkiler biyotik stres kosullar1 ile bas edebilmek igin fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler mekanizmalar bulundururlar. Biyokimyasal stratejiler; segici iyon birikimi
veya dislanmasi, koklerle alinan iyonlarin kontrolii ve yapraklara taginimi, tiim hiicre
diizeyinde veya hiicresel boyutta iyonlarmm dagilimi, uyumlu bilesiklerin sentezi,
fotosentetik yolunun degismesi, membran yapisindaki degisimler, antioksidant

enzimlerin ve bitki hormonlarinin uyarilmasi olarak siralanabilirler (Se¢kin 2005) .

Biyotik strese maruz kalan bitkilerde metabolik bozulmalara neden olan en Onemli

olaylardan biri oksidatif strestir. Oksidatif stres, serbest radikallerin, 6zellikle reaktif



oksijen tiirlerinin [siiperoksit molekiilii (O,"), singlet oksijen (*O,), hidrojen peroksit
(H20,) ve hidroksil radikallerinin (OH")] sebep oldugu bozulmalardan dolay: bitki
biiyiime ve gelismesinde 6nemli zararlara neden olur (Raychaudhuri 2000; Mayer et al.
2001). Bu bilesikler, bir veya daha fazla eslesmemis eclektrona sahip, kisa omiirli,
kararsiz, molekiil agirhig1 diisiik ve cok reaktif molekiillerdir. Baska molekiillerle
kolayca elektron alig-verisine girerek onlarin yapisini bozan bu molekiillere ‘Serbest
Radikaller, Oksidan Molekiiller ya da Reaktif Oksijen Tiirleri’ ad1 da verilir (Neill et al.
2002). Oksidatif stres siiresince, reaktif oksijen tiirleri (ROS) bitki hiicresinin 6zellikle
mitokondri, kloroplast ve peroksizom gibi farkli kisimlarinda {iretilerek hiicrelerde
hasara ve hatta oliime bile neden olabilirler. Bu molekiillerin etki mekanizmalarinin

anlasilmasina kat1 saglamak i¢in her biri hakkinda asagida 6z bilgiler verilmistir.

Singlet Oksijen (*0,); molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formudur.
Oksijenin bu formunun {izerinde eslesmemis elektronu bulunmadig i¢in radikal 6zelligi
yoktur. Fakat oksidan 6zelligi oldukc¢a yiiksektir (Desikan et al. 2005). Singlet oksijen
farkli yollarla kimyasal veya fotokimyasal olarak iiretilebilir. Kaynagi fotosentez
reaksiyonlarinda elektron transport sistemindeki Klorofil pigmentleridir (Foyer et al.
1997; Giiler 2008). Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya igerdigi enerjiyi
transfer eder, ya da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglari
singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile de dogrudan
tepkimeye girerek peroksit radikalini olusturur. ‘OH kadar etkin bir sekilde lipid
peroksidasyonunu baslatabilir. Hiicre zarlarinin glikolipid, fosfolipid, sterol ve gliserid
yapisindaki doymamuis yag asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, aldehitler, hidroksi
yag asitleri ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon iiriinlerini olustururlar (Gechev et
al. 2002; Mutlu 2009).

Molekiiler oksijen bir elektron alarak kararsiz bir yap1 olan stiperoksit (O,™) anyonuna
doniismektedir. Siiperoksit anyonu enzimatik ya da enzimatik olmayan reaksiyonlarla
meydana gelebilir. Bu radikal oldukca reaktiftir ve lipidlerin yani1 sira diger
biyokimyasal bilesenlerin oksidasyonuna da sebep olur. Bu radikalin lipid
peroksidasyon, membran hasari, hiicresel toksisite ve DNA’daki tek zincir kiriklarina

sebep oldugu belirtilmistir (Desikan et al. 2005). Siiperoksit radikali ile hidroksi radikali



birbirleriyle reaksiyona girdiginde biri okside olur digeri indirgenir. Bu reaksiyon
sonucunda molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir. Siiperoksit radikali
hem oksitleyici hem indirgeyici ozellige sahiptir. Ornegin ferrisitokrom ¢ ya da
nitroblue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak davranarak bir elektron
kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur. Siiperoksit radikali oksidan olarak
davranarak bir elektron alir ve hidrojen perokside (H,O;) indirgenir (Burtis and
Ashwood 1999). Acrobik canlilarda O, ’lerin H,O;’e ¢evrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok
yiiksek bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir. Ayn1 zamanda
stiperoksit, hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden dismutasyonla H,O;’e
cevrilebilir. SOD enziminin yiiksek katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde O™ birikimine
izin verilmez. Ancak, cesitli patolojik durumlarda siiperoksit yapiminin artmasiyla

stiperokside 6zgii tepkimeler goriilmeye baglar.

Hidrojen peroksit (H,0;), 6zellikle proteinlerdeki HEM grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur.
Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Biyolojik sistemlerde olusan
H.O2’nin oksitleyici 6zelligi nedeniyle ortamdan uzaklastirilmas: gerekir (Halliwell
2006). Bunu katalaz ve peroksidaz gibi antioksidan enzimler H,O ve O, gibi iiriinlere
dontistiirerek yerine getirir. Oksidatif streslere tolerans saglamada bitkilerin bu
enzimlerin hiicresel seviyelerini diizenlenmesi olduk¢a dnemlidir (Gechev et al. 2002).

Hidroksil radikali (*OH), oksijen radikalleri igerisinde en reaktif ve en toksik olanidir.
Iyonlastiric1 radyasyonun (x-1sinlari) etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi
sonucunda olustugu gibi hidrojen peroksit molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu
sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilir (Stahl and Sies 2002). Biyolojik
sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan ‘OH, su dahil rastladigi her molekiille tepkimeye
girebilir. Biitiin bu tepkimeler ‘OH’in paylagilmamis elektron iceren dis orbitaline
elektron alma ilgisinden kaynaklanir (Halliwell 1984). Hidroksil radikalinin sebep
oldugu en o6nemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir
reaksiyonudur. ‘OH’1n baslica hedefi yag asitleri olup, zar lipidlerinin peroksidasyonu
zarin yapisini bozar ve gegirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilir (Nishiyama et

al. 1998; Giiler 2008).



Yukarida oOzetlendigi sekliyle, ROS’larin hiicrelerde en onemli etkiledigi hedef
yerlerden birisi membranlardaki doymamuis lipidlerdir. ROS’lar doymamis lipidleri
peroksidasyona ugratarak lipid peroksidasyonu (LPO) olarak bilinen biiyiik bir hasara
yol agarlar. Lipid peroksidasyonu membran biitiinliigiiniin yok olmasina, hiicrenin
elektrolitlere gegirgenliginin artmasima neden olur. Ozellikle Ca™ ve Na' iyonlarmin
hiicre igerisine kontrolsliz gecisi, hiicrenin enerji olusturan mekanizmalarin
etkileyebilir. Intraselliiler Ca iyonlarindaki artis; protein ve lipidlerde daha fazla hasara
neden olabilecek proteaz ve fosfolipazi aktive eder. Bu ayni zamanda DNA’da yapisal
hasara ve hiicre Olimiine neden olabilecek enzim inaktivasyonuna neden olabilir
(Halliwell 1994). Biyolojik sistemlerde Lipid peroksidasyonunu baslatan serbest
radikalin, siiperoksit anyonu ile oOzellikle de hidroksil radikali oldugu kabul
edilmektedir. Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun
uzaklagmasi, bu yag asidinin radikal 6zelligi kazanmasina neden olmaktadir. Boyle
olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir. Molekiil i¢i konjuge edilen baglarinin
farkli pozisyonlara gelmesi ile degisiklige ugrayabilen kararsiz lipid radikalinin
molekiiler oksijenle tepkimesi sonucu lipid peroksit radikali meydana gelir (Spiteller
2001; Kuru 2007). Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak
reaktif olan aldehitler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da baslangigtaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger béliimlerine hasar1 yayarlar. Ug veya daha
fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda, malondialdehid (MDA)
meydana gelir (Yilmaz ve Ozan 2003). MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatorti degildir, fakat lipid peroksidasyonunun igsel seviyesi ile iyi bir
korelasyon gosterir. Bu sebeple organizmada olusan LPO diizeyini 6lgmek i¢in MDA
seviyelerinin ol¢iimii, siklikla kullanilan bir yontemdir (Yilmaz ve Ozan 2003; Kuru

2007).

ROS’larin yukarida sayilan toksik ozelliklerinin yaninda, diisiik seviyelerde iiretilen
ROS’larin ise en az dort degisik olumlu role sahip olduklar ileri siiriilmiistiir. ROS’lar
ilk olarak hipersensitif hiicre oliimiine neden olmaktadirlar. Hipersensitif, bitkinin
sadece patojenin enfekte ettigi bolgedeki hiicrelerini 6ldiirmesi olayidir. Hiicre 6liimii

patojenin sadece enfeksiyonun oldugu bolgede lokalize olmasina neden olmakta ve bu



sekilde hastaligin yayilmasi onlenmektedir. Bu sekilde gelisen koruma mekanizmasina

hipersensitif diren¢ (HR) denilir (Ozcan vd 2001).

Reaktif oksijen tiirevlerinin ikinci bir fonksiyonu hastalik etmenine karsi dogrudan
oldiriicti etkide bulunmasidir. Bilindigi gibi H,O; yaralarin enfekte olmasini 6nlemek

ve ¢evreyi mikroplardan aridirmak i¢in kullanilmaktadir (Ozcan vd 2001).

Reaktif oksijenin bir bagka fonksiyonu da lignifikasyonda rol almasidir. Lignin olusumu
bitkilerde enfeksiyondan sonra hiicre duvarinin saglamlastirilmasi bakimindan
onemlidir. Bitkide lignin olusumunda gerekli olan ve bir¢ok enzim reaksiyonlarinda
substrat oldugu bilinen H,O, ayni zamanda sinyal molekiilii gibi gorev yapmaktadir.
Ayrica normal biiylime asamasinda, yaralanma ve patojenler gibi dis uyarilara yanit
olarak ta kullamlmaktadir (Ozcan vd 2001; Patykowski 2006).

ROS’larin diger bir rolii de bitkide sinyal molekiilii olarak gorev yapmasidir. Hastalik
etmeninin enfeksiyonu sonucunda bitki hiicresinde iiretilen ROS’lar bitkinin savunma
sistemini harekete gegirirler. Reaktif oksijenler sadece enfekte olmus bolgelerdeki
genleri uyarmakla kalmaz, ayni zamanda sistemik doku olarak bilinen ve bitkinin
hastaliktan heniiz etkilenmedigi diger bolgelere giderek oradaki savunma genlerinin de
aktif hale gelmesini saglarlar. Bu olay Sistemik Kazanilmig Direng (SAR) olarak bilinir.
SAR mekanizmasi uyarilmig bitkide, bundan sonraki enfeksiyonlara karsi dayaniklilik

son derece artar (Neuenschwander et al. 1995).

Bununla birlikte yliksek seviyelerde iiretilen ve hiicrelerde temizlenmeyen ROS’lar,
hiicre metabolizmasinda 6nemli bozulmalara neden olur. Bunlar o6zellikle hiicre
membranlarinda bozulmalara yol agmanin yaninda niikleik asitleri, proteinleri ve

lipitleri oksitleyebilirler (Stadtman 2002).

Bitki hiicreleri ROS miktarin1 kontrol etmek ve stres kosullarinda hiicreleri artan ROS
etkisinden korumak i¢in ROS’u hiicre ortaminda temizleyen antioksidan enzimler veya
enzimatik olmayan antioksidan bilesikler (Askorbat, Glutatyon, Fenolik Bilesikler,

Tokoferoller vs.) igermektedirler (Halliwell 2006). Sekil 1.1°de antioksidan enzimler ile



ROS bilesikleri arasinda iligkiyi tanimlayan bazi mekanzimalar ileri striilmiistiir
(Gechev et al. 2006). Antioksidan enzimler reaktif oksijen tiirlerini kademeli bir sekilde
daha az toksik olan bilesiklere pargalayarak temizlerler. Buna ROS’larin siipiiriilmesi de
denir. ROS’u ortamdan siipiiren antioksidan enzimlerin basinda siiperoksid dismutaz,

katalaz, peroksidaz ve askorbat peroksidaz enzimleri gelir (Halliwell 2006).

i /9
\ MAPK kinaziar

] Ca' hormaonlar

Sekil 1.1. Bitki hiicrelerinde antioksidan savunma sistemleri (Gechev et al. 2006)

Siiperoksid Dismutaz (SOD); siliperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit ve

oksijene doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir (Fridovich 1986; Giiler 2008).

* H,0; + O;

O, +2H

SOD’un biri sitoplazmada, digeri mitokondride olmak tiizere iki izoenzimi vardir.
Okaryotlardaki mitokondriyal SOD, karakteristik Mn*? muhtevasi ve amino asit dizilisi
bakimindan birgok bakterininkine benzer. Buna karsilik sitoplazmadaki ise, tamamen

farkli yapiya sahiptir ve Cu*? ile Zn*? iyonu ihtiva eder. SOD, siiperoksidin



parcalanmasini saglayarak metallerin katalizledigi Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil
radikali olusum riskini azaltir. ROS’a kars1 antioksidan savunma sisteminin ilk hatti
olan ve biitlin aerobik organizmalarda ve aktiflesmis oksijen iireten biitiin hiicre alt
yapilarinda bulunan bu enzimin aktivitesinin g¢esitli streslere cevap olarak arttig1 ve bu
artiglarin strese kars1 direngle baglantili oldugu belirlenmistir (Bowler et al.1992; Foyer
et al. 1995; Van Camp et al. 1996; Apel and Hirt 2004).

Katalaz (CAT); yiiksek konsantrasyondaki H,O,’nin 2 elektronunu kullanarak su ve
oksijene indirgenmesini katalizleyen demir porfirin igeren tetramerik ve yiiksek molekiil
agirligina sahip bir enzimdir (McClung 1997; Chaudiere and Ferrari 1999). Aym
zamanda CAT, diisiik H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol igeren
indirgenmis substratlar1 kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir (Chaudiere and

Ferrari 1999). CAT’1n gorev aldig1 reaksiyonlar agagidaki gibidir.

—>

2 H,0O, 2H-0 + O, (Katalitik AktiVitE)

ROOH + AH, H,O+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

Pek ¢ok bitki hiicresinde enzimin biiyiikk bir kismi, H;O;’nin yiiksek oldugu
peroksizomlarda bulunur. CAT ¢ok az miktarda mitokondri matriksinde de bulunur.
CAT’m bitki dokusunda H,0,’nin uzaklastiritlmasinda énemli rol oynadigi belirtilmistir
(Patkowski and Urbanek 2003). Solunum zincirinde, oksijenin eksik indirgenmesinden
olusan H,0,’yi O7’ye indirger (Chaudiere and Ferrari 1999). CAT’1in temel fonksiyonu,
molekiiler O; mevcudiyetinde metabolizmanin bazi kademelerinde sentezlenen radikal
karakterli H,O,’nin ve ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek ozellikle
membranlarda olusabilecek geri donilisiimsiiz hasarlar1 engellemektedir. Zira H,0,,
singlet oksijen (*O,) ve hidroksil radikallerinin (OH") potansiyel kaynagidir (Chaudiere
and Ferrari 1999).

Peroksidaz (POD); H,0O,’yi kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi ¢ok sayida
aromatik bilesenlerin dehidrojenasyonunu katalizlerler (Bergmeyer and Grabl 1983).
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Peroksidazlarin pek ¢ok fizyolojik olayla iligkisi oldugu ve metabolizmada aktif bir rol
oynadig1 belirlenmistir (Bunkelmann and Trelease 1996; Erdei et al. 2002; Durmus
2003). Stres altindaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttigi bilinmektedir (Asada
1992). POD, bitkilerde biiyiik oranda bulunur. POD, elverissiz gevresel faktorler altinda
tiretilen zararli oksijen radikallerinin seviyesini diizenler ve bitki hiicresinin en 6nemli
koruyucu enzimlerinden Dbirisidir (Bakardjieva and Christov 1996). Asagidaki

reaksiyonu katalizlerler.

_—

AH, +H,0,

A+2H,0

Sonug olarak peroksidazlar hidrojen peroksidi kontrol altinda tutarak hiicre duvarinin
yapisina katilmasmi saglarlar. Mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamis
olmasina ragmen, cesitli stres faktorlerinden yiiksek seviyede etkilenen POD aktivitesi,
bu enzimin stres enzimi olarak anilmasina sebep olmustur (Amaya et al. 1999; Rout et
al. 2000; Jaleel et al. 2008).

Bitki hiicrelerinde H,O,’in detoksifikasyonunda en 6nemli indirgen substrat askorbattir.
Askorbat peroksidaz (APX) askorbati H,O, ve suya parcalamaktadir (Noctor 1998).
Askorbik asit, ROS’larin genis bir boliimiini uzaklastirmakta ve zincir kiric1 olarak
gorev yapmaktadir (Bayer 1994). Yiiksek bitkiler, algler, kamg¢ililar gibi bircok
organizmada ROS’a kars1 gergeklestirilen savunmada 6nemli role sahip oldugu
diistiniilen enzimatik antioksidanlardandir. Askorbat peroksidaz (APX) enzimi yiiksek
bitkilerde kesfedilmistir. Vakuol, hiicre duvari, sitozolde bulunan guiacol peroksidaz
gibi birgok enzimden farkli olarak organellerde bulunmaktadir. APX izoenzimleri dort
farkli hiicresel kompartimanda gorev almaktadir. Kloroplastlarda stromatal APX
(sAPX) ve tilakoid membrana baghh APX (tAPX), peroksizom (mikrobody)
membranina bagli APX (mAPX) ve sitozolik APX (cAPX). Besinci bir APX izoenzimi
(mitAPX) mitokondri membranina bagli olarak bulunmustur (Shigeoka et al. 2002).

Glutatyon rediiktaz (GR); Glutatyon rediiktaz, GSH-Px ile hidroperoksitlerin

indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona
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(GSH) doniisiimiinii saglamaktadir. Glutatyon rediiktaz bitki, hayvan ve bakterilerde
bulunur. NADPH varliginda Glutatyonun rejenerasyonunu saglamak i¢in askorbat-
glutatyon dongiisiinde anahtar enzimdir (Hou et al. 2004). NADPH varliginda okside
glutatyonu indirgenmis glutatyona doniistiirerek antioksidan etki gosterir. GSH
antioksidan olarak gorev yapar. Serbest radikal ve organik peroksitlerle reaksiyona
girer, aminoasit taginiminda gorev alir, glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferaz
enzimlerinin substratidir. GR bitki dokularinda kloroplast, mitokondri ve sitosolde

bulunur (Cicerali 2004).

Bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara maruz kalan bitkilerde reaktif oksijen tiirleri
olusmaktadir. Enfeksiyon sirasinda, ROS’lar hem bitki hiicresi hem de patojen
tarafindan iretilebilir (Patkowski and Urbanek 2003). Strese maruz kalan bitkiler,
antioksidan savunma sistemlerin aktivasyonu ile oksidatif stresin tistesinden gelebilirler.
Fakat radikal iiretimi, antioksidan savunma sisteminin kapasitesini asacak kadar fazla
olursa, o zaman bitkide meydana gelecek hasar geri doniisiimsiiz olmaktadir (Alexieva
2003).

Asma (Vitis sp.) diinyada ¢ok genis bir alanda tarimi yapilan en yaygin ve en eski
tarimsal {riinler igerisindedir. Asma meyvesi olan iiziim, gerek beslenme gerekse saglik
acisindan ¢ok degerli bir besin kaynagidir. Ayrica, mineral maddelerden kalsiyum,
potasyum, sodyum ve demir yoniinden zengin oldugu gibi A, B ve C vitaminleri
yoniinden de onemli bir kaynak olarak kabul edilmektedir (Celik vd 1998). Uziim
ozelliklerine gore farkli sekillerde degerlendirilir. Bazi ¢esitleri sofralik olarak
tilketilmekte, bazilar1 kurutulmakta, digerleri ise sarap, pekmez, sirke vb. elde
edilmesinde kullanilmaktadir (Kismali 1996). Bagcilik, milli gelire sagladig: katki ile
iilkemiz ekonomisi igerisinde ayri bir Onem tasiyan tarimsal iiretim koludur.
Yurdumuzda uygun sartlara sahip olan bagcilik tarimi, genis bir yayilis alan1 bulmustur.
Ulkemizde toplam bag sahas1 462.296 hektar alanda yapilmakta olup, 4.275.659 ton
liziim iiretilmektedir (Anonim 2014). Bagcilik, Erzincan il'inde de &nemli tarim
kollarindan biri olup bélgenin ve iilkemizin sofralik {iziim ihtiyacinin 6nemli bir kismin
karsiladigr belirtilmektedir. Erzincan ilinde ise toplam 8.920 dekar alanda 5.970 ton

{iziim iiretilmektedir (Albayrak vd 2011). il icerisinde gerek bag alan1 ve gerekse iiziim
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{iretim miktar1 itibariyle Uziimlii lgesi, en énemli yer konumundadir. Karaerik iiziim
cesidi (Vitis vinifera cv. Kareerik) siyah renkli, sekli basik-oval, ortalama 3-4 gram tane
agirliginda, gekirdek sayist ortalama 1-4 orta kabuk kalinliginda, aromas: tatli-mayhos,
konik seklinde, dolgun siklikta, 300-1500 gram salkim iriliginde sofralik bir iiziim
cesitidir (Sekil 1.2 ve Sekil 1.3). Ayrica, {liziim taneleri lizerinde kendine has bir
bugunun ve tanelerin iizerindeki kabugun orta kabuk kalinliginda oldugu, bu n edenle

agza alindig1 anda liziimiin dagildig: belirtilmektedir (G6zener vd 2014).

Sekil 1.2. Saglikli Karaerik tizlimii Sekil 1.3. Hastalikl1 Karaerik {iziimii

Uziimde kaliteyi ve verimi diisiiren bir¢ok hastalik bulunmaktadir (Caillot et al. 2012).
Baglar da bag zararlilar1 (nematodlar, salkim giivesi, bag uyuzu, kirmiz1 ériimcekler,
haziran bocekleri, vb.), mantari hastaliklar (kiilleme, mildiyo, olii kol, antraknoz,
kursuni kiif, kav, kok ¢iirikliigi vb.), bakteriyel hastaliklar (bag kanseri, bakteriyel
yaniklik, asma vebasi, vb.) ve virlis hastaliklart Onemli kayiplara neden
olabilmektedirler (Goktas 2008; Schnee et al. 2013). Ozellikle bagin ¢igeklenme, ben
diigsme, tiztimiin hasad ve depolamasi sirasinda 6nemli kayiplara neden olan Kursuni kiif
(Botrytis cinerea) hastaliginin 6nemi eski yillardan beri bilinmektedir (Roslenbroich
and Stuebler 2000; Delen 2001; Koplay 2003). Hastalik etmeni, asmanin ¢i¢eklenme
doneminden itibaren degisik donemlerinde baga bulasabilmektedir (McClellan and
Hewitt 1973; Delen 2001). Enfeksiyon hasat doneminde meyve kalitesi {izerinde

olumsuz etki yaparak, sofralik ve saraplik tiziimlerde {iziim tanesinin albenisinin
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diismesine ve kimyasal yapisinin degismesine yol agar. Bu durum da sofralik tiziimlerin
ve bulasik tanelerden iiretilen saraplarin tatsiz, bakteriyel enfeksiyona ve oksidasyona

karsida hassas olmasina neden olur (Colley-Smith et al. 1980).

B. cinerea (anamorf; Botryotinia fuckeliana (De Bary) Whetzel), apothesyal
ascomycetesler simifina dahil polifag bir fungustur (Rossi et al. 2011). Tim diinya
yiizeyine yayilmis, kapali ve agik ortamda yetistirilen siis bitkilerini, sebze ve meyveleri
icine alan 200°den fazla ekonomik 6neme sahip bitkide biiyiik kayiplara yol agabilen
hasat Oncesi ve sonrasinda goriilebilen bir bitki patojenidir (Miclea and Puia 2010; Qin
et al. 2010; Rossi et al. 2011; Adongo et al. 2012; Vio-Michaelis et al. 2012). Bu
patojen ile yapilan arastirmalara gore, patojen tiim vejetasyon siiresince bagda
bulunabilmektedir (Delen ve Koplay 2002). Primer enfeksiyonlar1 baslatan konidiler
ise, giysiler, arag-geregler, sigrayan sular, nemli hava akimlar1 tarafindan tasinarak
yayilmaktadir (Agrios 2005). B. cinerea, erken donemde asmanin ¢igek organlarindaki
(yumurtalik, stamen) dogal agikliklardan girerek, bitki dokusu i¢inde latent
enfeksiyonlarini olusturmaktadir (McClellan and Hewitt 1973). Bagda ¢igeklenme ve
tanelerin olgunluk donemleri, B. cinerea infeksiyonlar1 agisindan 6nem tagimaktadir.
Yaslanan ¢igeklerde resviretrol sentezinin diismesi B. cinerea’ya duyarhilig
arttirmaktadir. Taneler ise olgunlastik¢a patojene duyarli hale gelir. Olgunlasmamis
tanelerde stilben, suberin, tanin gibi antifungal maddeler yogun bulunmaktadir ve
tanelere dayaniklilik kazandirmaktadir (Kan 2005).

Etmen kig boyunca toprakta ¢iirlimiis bitki artiklari iizerinde, miselyum ya da sklerot
olarak bir y1l canli kalabilir (Yildiz 1991). Kislayan sklerotlar ve miselyumdan, hastalik
icin uygun kosularda konidiler olusmaktadir. Baglarda, konidiler sonbahar donemindeki
en Onemli hastalik birimleridirler. Enfeksiyon kaynagi olarak konidiler, bagda oldugu
gibi serada da dikkate deger role sahiptirler. Bagda kis1 sklerot olarak gegiren inokulum
ileride goriilebilecek kursuni kiif hastaligi acgisindan 6nemlidir. Genellikle konidiler,
mekaniksel olarak, iklim kosullar1 nedeniyle, boceklerce yaralanmis ya da patojenlerce
nekroze edilmis kisimlarda ve yash c¢iceklerde kolonize olarak bitkileri penetre
etmektedirler (Sekil 1.4). Konidilerin ¢imlenebilmesi ve gelisebilmesi i¢in optimal
kosullar; serbest nem, 15-25°C’lik sicaklik ve az riizgarli havadir. Ancak, 0-10°C gibi
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diisiik sicakliklarda da aktif bir patojendir ve bu nedenle 6zellikle depolanan iiziimlerde
de sorun olmaktadir (Elad et al. 2004). Yukarida bahsi gegtigi gibi, hastaligin hem genis
bir konukgu dizisine sahip olmasi, hem de saprofitik 6zelligi nedeni ile bitkilerin hemen

hemen her doneminde rastlanabilinmektedir. Bu acidan, patojen ile savasim son derece
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Sekil 1.4. Kursuni kiiflin gelisimi (Agrios 2005)

B. cinerea, yogun sporulasyonu olan, hizla ve kolayca yayilabilen, tim hiicrelerinde
cogunlukla heterojen karakterde c¢ok sayida ¢ekirdek igeren, biiyilk morfolojik
degiskenlik ile metabolik ve genetik cesitlilige sahip bir fungus olarak
nitelendirilmektedir. Bu ozellikler, patojen ile savasimi hem giiclestirmekte hem de

fungisitlere karst duyarhiliklarinin hizla azalabilmesine yol agmaktadir (Topolovec-
Pintari¢ 2009).
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Hastaligin kontroliinde sik dikimden, bitkileri yaralamaktan, 6lii ya da enfekteli bitki
pargaciklarinin iiretim alanlarindan uzaklastirilmast ve uzun siire 1slak tutacak
muamelelerden kagmilmasi Onerilmektedir. Dayanikli gesitler her zaman tercih
edilmekle birlikte uzun siire bir koruma saglanamadigi bilinmektedir (Paulitz and
Belanger 2001). Hastalik etmenine karsi biyolojik savas konusunda; fungal
antagonistlerden bazi Trichoderma spp.’nin ve Ulocladium sp.’in, bakteriyel
antagonistlerden olan Bacillus cinsine ait Bacillus subtilis’in in vitro ve Bacillus
licheniformis ile Pseudomonas fluorescens’in bazi irklarinin da in vivo kosullarda
patojenin gelismesini engelledikleri bildirilmektedir (Lee et al. 2006). Kursuni kiifiin
kimyasal miicadelesinde, fungisit uygulamalar1 hastaligin siddetini azaltsa da g¢evre

kirliligi sorunu agisindan alternatif savasim yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Giderek artan diinya niifusu ve buna bagl olarak iirlin yelpazesindeki gesitlilik g6z
onlinde bulunduruldugunda, hastaliklardan dogacak iiriin kayiplarina yonelik yapilan
calismalar da hiz kazanmaktadir. Modern tarimin gelismesiyle, global besin tiretimi bir
oOlglide artmigtir. Bunun yaninda bir¢ok biyotik faktorse (bocekler, mantar, bakteriler,
viriisler ve yabanci otlar gibi) tarimsal liretimin diismesine sebep olmaktadir (Singh et
al. 2006). Giiniimiizde sentetik kimyasal maddeler (herbisit, fungusit ve pestisit) siirekli
tiretilmekte ve zirai alanlarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Fakat modern tarimda
bu tarz sentetik maddelerin genis ¢apta ve yogun olarak kullanilmasi basta ¢evre kirliligi
ve insan sagligi agisindan biiyiikk bir sorun haline gelmistir (Mutlu et al. 2011).
Belirtilen bu sakincalar, kullanilan bu kimyasallarin ¢ogunun sentetik olarak
tretilmeleri ve biyolojik parcalanmalarinin ¢ok zor veya bazen imkéansiz olmasina
baghdir. Tiim bu olumsuzluklar, arastirmacilari, biyolojik miicadele veya biyolojik
ajanlarin entegre miicadele kapsaminda kullanilmasina iligkin arastirmalara yoneltmistir
(Demir 2009). Ciinkii bitkilerde dogal yollarla sentezlenen yani biyolojik kaynakli
sekonder kimyasal bilesikler, biyolojik parcalanabilirlikleri miimkiin ve kolay oldugu
icin hem tiiketiciler hem de ¢evre i¢in daha saglikli ve giivenilirdir (Weston and Duke
2003; Kocacaliskan 2006). Bu yiizden son yillarda bitki fizyologlart bu tip kimyasallar
tireten yabani ve kiiltiir bitkilerini inceleme ve bu bitkilerdeki dogal kimyasallarin bu
alanda uygulama yollarini aragtirmaktadirlar. Bu sentetik maddelerin meydana getirdigi

cevre Kkirliligine bir alternatif olarak bitkisel dogal sekonder metabolit iiriinlerin
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(allelokimyasallar) kullanilmasi daha saglikli ve giivenilir olacaktir. Cevredeki omiirleri
kisa oldugundan birikim yapmazlar, dogal olduklarindan insan ve hayvan sagligini

olumsuz etkilemezler (Weston and Duke 2003).

Bitkilerden elde edilen boyle dogal maddelerin degisik patojenlere etkisi de arastirilmis
ve degisik aromatik yaglarin patojenlere etkili oldugu tespit edilmistir. Bunlardan kekik,
lavanta, biberiye, adacay1 gibi bitkilerin yaglarinin fungal ve bakteriyel etmenlere karsi
etkili olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Bunlardan Hedera helix, Datura
stromonium, Ficus carica ve Avena sativa yaprak ekstraktlarinin B. cinerea nin spor
c¢imlenmesi ve Kkoloni gelisimleri tizerinde etkili oldugu saptanmistir (Tirkiisay ve
Onogur 1998). Kekik yaginin asmada B. cinerea’ya kars1 uygulandiginda iyi bir fungisit
kadar etkili oldugu bildirilmistir (Daferera et al. 2002). Salisilik asit gibi ¢evre
kirliligine yol agmayan maddelerin de bitkilerde enzim ve protein sentezini tesvik
ederek kursuni kiifiin gelisimi tizerinde etkili oldugu belirlenmistir (Moret et al. 2003).
B. cinerea’nin miicadelesinde patojenin kitin sentezine engel olunarak konidiospor

tiretimlerinin engellemesi gibi yeni metotlar da denenmektedir (Soulie et al. 2006).

Nepeta cinsi (Lamiaceae ) yaygin olarak Orta ve Giiney Avrupa, Gliney-Bati, Orta ve
Giiney Asya’ya yayilan yaklasik 280 tiirii icerir (Skaltsa et al. 2000; Tzakou et al. 2000;
Mojaba et al. 2009). Nepeta tiirleriyle yapilan onceki arasgtirmalar, Tirkiye'de 22
endemik tiir dahil olmak iizere 44 takson ile temsil edildigini ortaya koymustur.
Endemik ve endemik olmayan tiirleri, genellikle Dogu Anadolu ve Toros Daglarinda
bulunur (Dirmenci 2003). Nepeta tiirleri idrar soktiiriicti, terletici, ates disiiriicii ve
sakinlestirici olarak halk hekimliginde kullanilir. Literatiirde, bu tiiriin cinsleriyle
yapilan bitki kokenli kimyasal ve ugucu yag analizleri bulunmaktadir. Nepeta tiirleri
yiiksek oranda bir esansiyel yag olan nepetalacton igermesiyle karakterize edilir. Nepeta
tirleri nepetalacton iceren ve nepetalacton icermeyenler olarak iki gruba ayrilir.
Bununla birlikte, temel esansiyel yag bilesimi i¢inde bazi farkli Nepeta yaglari da tespit
edilmistir. Nepetalacton gibi yaglar iceren bitkilerin gesitli biyolojik aktiviteleri, kedi
ve kopek cezbedici, giiclii bir bocek kovucu olduklar1 ve baz1 boceklere karst savunma
salgilarinin bulundugu belirtilmistir (Kokdil vd 1997; Skaltsa et al. 2000; Tzakou et al.
2000; Sajjadi and Eskandari 2005a; Bisht et al. 2012).
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Nepeta tiirlerinin monoterpenoitler, diterpenoitler, triterpenoitler ve monoterpenik,
diterpenik laktonlar1 icerdigi gosterilmistir (Sajjadi and Mehregan 2005b). Nepeta
tirlerinin farmakolojik ve biyolojik etkileri 6zellikle esansiyel yaglarinda bulunan
nepetalactondan kaynaklanmaktadir. Nepetalacton dogada birka¢ izomerik formu
bulunan monoterpenoittir. Trans ve Cis izomerleri baz1 boceklere karsi oldukea toksiktir
ve ¢ogunun kedi-cezbedici ve sivrisinek kovucu &zellikleri oldugu gosterilmistir (Iscan
etal. 2011).

Nepeta meyeri Tirkiye’de Horasan, Dogubeyazit, Kagizman, Tuzluca ve Igdir’1 igine
alan bolgede yogun olarak bulunmaktadir. Bu tiir tek yillik ve kisa boylu olmasi
sebebiyle diger tiirlerden kolayca ayrilmaktadir. Yetisme ortaminda 1-5 m capinda
dairesel bir alan1 kaplamaktadir. Bu alanda sadece tiiriin bireyleri yer almaktadir. Diger
bitkilere ait bireyler bu alan icinde yetismemektedir. (Dirmenci 2003). Yapilan ¢ok
sayidaki arazi gézlemlerine ve laboratuvar ¢alismalarina gore, N. meyeri’nin bulundugu
cevreye bazi dogal kimyasal bilesikler (allelokimyasallar) yaydigi, cevresindeki bircok
yabani bitkinin biiyiime ve gelismesini olumsuz etkiledigi ve ¢evresinde bir inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 1.5). Ayrica, yapilan laboratuvar
calismalarinda bu bitkiden elde edilen su ekstraktlarinin bazi kiiltiir bitkilerinin (arpa,
bugday vb.) ¢imlenme, bilylime ve gelismesi iizerinde olumlu veya olumsuz etki
yapabildigi belirlenmistir (Mutlu and Atict 2009). Daha sonra N. meyeri’den salinan
esansiyal yaglarin allelopatik potansiyelleri, baz1 zararli otlar {izerinde galisilmis ve bu
caligma da N. meyeri’nin esansiyel yaglarinin galisilan zararli otlarin ¢ogunun ¢imlenme
ve biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur. Bu ¢alismalara dayanilarak N. meyeri’nin

allelopatik potansiyele sahip bir bitki oldugu kabul edilmektedir (Mutlu et al. 2010).
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Sekil 1.5. N. meyeri’nin olusturdugu inhibisyon zonu (Mutlu ve Atict 2009, 2011)

Nepeta’nin Tiirkiye’deki revizyonu ile ilgili bir ¢alismada N. meyeri disinda higbir
Nepeta tiiriiniin allelopatik 6zelliginden bahsedilmemektedir (Dirmenci 2003).

Bu tarzda dogal kimyasal bilesiklerin, biyolojik kontrol amaciyla veya organik tarim
acisindan dogal herbisit, fungisit ve pestisit olarak kullanilmasina yonelik ¢aligmalar

mevcuttur (Singh et al. 2003, 2006, 2009).

N. meyeri ile yapilan 6nceki ¢aligmalarda, bitkinin kok ve govdesinden elde edilen su
ekstraklarinin  bazi kiiltiir  bitkileri {izerine allelopatik etkisi, baz1 biiylime
parametrelerine (¢imlenme, kok ve govde uzunlugu ve kuru agirlik gibi) bakilarak
ortaya koyulmustur (Mutlu ve Atic1 2009). Daha sonra bu inhibisyona N. meyeri’den
salinan esansiyel yaglarin, bazi 6nemli yabanci otlarinin ¢imlenme, kok ve govde
uzunlugu ve kuru agirligina etkileri (Mutlu et al. 2010a) ile oksidatif stres parametreleri
(antioksidan enzim seviyeleri, lipid peroksidasyon seviyesi, hidrojen peroksit miktar1

gibi) lizerindeki etkileri belirlenmistir (Mutlu et al. 2011).

Yukaridaki literatiir verilerine dayanarak biz de allelopatik 6zelligi olan N. meyeri
bitkisinden elde edilecek esansiyel yaglarin, su ve metanolik oziitiin antifungal bir
etkiye sahip olabilecegi hipotezi ileri siiriildii. Bu hipotez dogrultusunda, asma (Vitis
vinifera L.) bitki dokularinda hastalik yapan patojenik mantarlarin kontroliinde N.

meyeri’den elde edilen allelokimyasallarin kullanilmasi amaglandi. Bu amag igin
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oncelikle N. meyeri bitkisinin esansiyel yag, metanol ve su gibi allelopatik potansiyeli
olan oziitler elde edildi ve daha sonra {iziimde biiyiik kayiplara yol agcan Kursuni Kiif
(Botrytis cinerea) etmeni mantarin biyolojik miicadelesinde (biyo-fungusit olarak)
kullanildi. Bugiine kadar yapilan benzer arastirmalarda gerek sentetik gerek dogal
fungisit ajanlarin, in vitro veya in vivo sartlarda patojen mantarin gelisimini nasil
etkiledigi tizerine yogunlastigi goriilmektedir. Biz ise bu c¢aligmalarda uygulanan
allelokimyasallarin sadece patojen mantar iizerinde olusturdugu etkilere ilave olarak,
hem enfeksiyon yapan mantarin hem de asma bitkisinde fizyolojik ve biyokimyasal
mekanizmalart nasil etkiledigini arastirdik. BoOylece hem mantarin hem de
allelokimyasallarin hastalik seyrinde bitkideki cevap mekanizmalarini takip edilmesi
saglandi. Calismada uygulanan allelokimyasal 6ziitlerin, mantar tizerinde hif gelisimi ve
spor ¢imlenmesi iizerine olan etkileri belirlendi. Ayrica hem mantar ve hem de
allelokimyasal 6ziitle muamele edilmis asma yapraklarinda ROS olusum seviyesi ve
antioksidan enzimlerin (CAT, POD, APX, GR ve SOD) aktiviteleri belirlendi.
Calismamiz hem bu konudaki temel bilimlerde 6nemli bir boslugu dolduracak hem de
ileriki asamalarda bu inhibisyona sebep olan etkili madde veya maddelerin saf olarak
tiretilmesine daha sonra da zirai alanlarda kullanilmasina onciiliik edecektir. Organik
tarimin 6nem kazandig1 ve zamanla daha da gelisecegi ongoriildiigiinde bu ¢alismanin

onemi daha da iyi anlagilacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kiiltiir bitkilerinde kayiplara neden olan bitki hastaliklarinin kontrolii i¢in genellikle
biyolojik, kiiltiirel veya kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Biyolojik ve kiiltiirel
metotlarin birgok durumda yetersiz kalmasi sonucu ekonomik zararlara neden olan bitki
hastaliklarinin fungisit kullanilarak kontrol edilmesi gerekmektedir. Kullanilacak
ilaglarin gevreye ve insanlara olan olumsuz etkilerinin yani sira patojenlerin bunlara
kars1 dayaniklilik riski bu yontemin uygulanmasinda ortaya ¢ikan bir diger olumsuz

faktordiir (Demirci 1996).

Son yillarda, zararlilara ve hastaliklara kars1 pestisit kullaniminin azaltilmasi i¢in yogun
caligmalar yapilmaktadir. Hedef organizmalar {izerinde daha etkili ve biyolojik
temellere dayali tirlinlerin kullanilmaya baslanmasi alternatif olanaklar saglamistir (Esiz

Dereboylu ve Tort 2010).

Allelopati; yasayan organizmalarin trettigi ve c¢evreye salgiladigi bazi bioaktif
molekiiller ile ayn1 veya farkl: tiirlerin biiylimesi, gelismesi iizerinde direk veya indirek
etkileri olarak tanimlanmaktadir. Allelopatik etkiye sahip sekonder bilesiklerin bioaktif
Ozellikleri ve tarimda kullanim imkanlarinin olmasi sebebiyle, allelopatik potansiyeli
olan bitkiler iizerinde yapilan ¢aligmalarin her gegen giin yogunlagtigi belirtilmistir.
Tiim bu c¢alismalardan elde edilecek bilgilerin hastalik, zararli, yabanci ot
miicadelesinde pratige aktarilmasi ile ¢cevre ve insan sagligina olumsuz etkileri tartisilan

pestisit kullaniminin azaltilmasina katkida bulunabilecegi saptanmustir (Yilar 2007).

Uziim, igerdigi besin maddeleri ve bu maddelerin insan saghgna etkileri sebebiyle
tiikketicinin her zaman dikkatini ¢ceken bir meyve tiiriidiir. Insanlarim isteklerinden dolay:
lizimiin mevsimi diginda da tiiketiciye ulagabilmesi ve bu nedenle depolanmasi
gerekmektedir. Ulkemiz sofralik {iziim {iretim miktarryla diinya iiziim {iretiminde biiyiik
bir paya sahip olmasina karsin, ihracat oranlar1 diisiik kalmaktadir. Bunun sebebi {iretim
kadar hasat sonrasi uygulamalar konusunda daha cok arastirma sonucunun pratige

aktarilmasinin yetersiz olmasina baglanmistir (Yazar 2013).
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Tiirkiye tariminda Onemli bir yere sahip olan bagcilik, giiniimiizde {retimden
pazarlamaya kadar gecen siire¢ icerisinde birgok sorunla karsi karsiyadir. Bu sorunlar
icerisinde Uziim yetistiriciligi yapilan tiim {ilkelerde giin gectikge Onemi artan,
ekonomik boyutlara ulasan zarar ile liziim tretimini sinirlandiran fungal hastaliklar

onemli bir yer tutmaktadir (Goktas 2008).

Erzincan ilinde 1997-2000 yillarinda yiiriitiilen survey c¢alismasi ile bag alanlarinda
fungal hastalik etmenleri belirlenerek sorun olan etmenlerin bulunus oranlar1 ve yayilis
oranlar tespit edilmistir. Hastalikli bitkilerden alinan orneklerden yapilan izolasyon
caligmalar1 sonucunda elde edilen izolatlarin tanilari yapilmistir. Bunlar igerisinde
yaygin olarak izole edilen etmenler; B. cinerea, Uncinula necator, Plasmopara viticola,

Stereum hirsutum, Sphaceloma ampelinum olarak belirlenmistir (Albayrak vd 2002).

Uziim klimakterik olmayan bir meyve olup hasattan sonra muhafazasmni sinirlayan iki
onemli faktor bulunmaktadir. Bunlardan biri iiziimlerde su kaybinin meydana gelmesi,
ikincisi tiziim tanelerinin patojenlere karsi duyarlilik gostermeleridir (Cappellini et al.
1986). B. cinerea’nin (kursuni kiif) neden oldugu kursuni kiif ¢iiriikligii {iztimiin
muhafazasini siirlayan 6nemli hastaliklardan biridir. Kursuni kiif; ta¢ yonetimi, hasat
Oncesi fungusit uygulamasi ve hasat sonrasinda SO ile flimigasyon yapilarak, sodyum
metabisiilfit acgiga ¢ikaran SO, jeneratorleri kullanilarak  kontrol edilmeye
calisilmaktadir (Tozlu 2001; Elad et al. 2004).

B.cinerea iilkemizde ozellikle serada yetistirilen bir¢ok iiriinde ve bagda sorun olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Patojenin gelisimi i¢in Seralarin sicaklik ve nem kosullarinin
uygun olmasi sebebiyle biber, ¢ilek, domates, hiyar, marul, patlican gibi sebze ve
meyvelerde siddetli enfeksiyonlar meydana getirebilmektedir (Delen et al. 1984).
Akdeniz Bolgesi’nde yapilan ¢alismalarda kursuni kiifiin biber, domates, hiyar, marul
ve patlicanda ¢ilirimelere neden oldugunu goézlenmistir. B. cinerea, sofralik ve saraplik
tiziimlerde de siddetli enfeksiyonlara neden olan bir patojendir. Bu patojenin tiim
diinyada oldugu gibi iilkemiz i¢in de 6nemli bir kiiltiir bitkisi olan asmanin {izerinde
meydana getirdigi kayiplarin énemi uzun yillardan beri bilinmektedir (Delen et al.
1984; Koycii vd 2005).
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Literatirde dogal maddelerle bitki hastaliklarinin sebep oldugu iiriin kayiplariin
Onlenmesine yonelik pek cok calismaya rastlanmaktadir. Arastirmacilarin bazilari
bitkisel ekstraktlari, bazilar1 ise bitkilerin ugucu yaglarini ele almis ve bunlarin entegre
miicadelede alternatif bir yaklasim olarak kullanilabilirligini  arastirmislardir.
Arastirmacilar sentetik pestisitlerin yerine bitki hastaliklarinin kontroliinde ¢evre dostu
ve diisiik toksisiteli yeni antifungal bilesiklerin kullanilmasima yonelik g¢aligmalara

yonelmislerdir.

Yeni tiiketici egilimleri ve yasal degisiklikler daha saglikli ve c¢evre dostu bir gida
tiretim sistemini gerektirmektedir. Bunun i¢in SO, uygulamasina alternatif yontemler
bulma arayis1 igerisine girilmistir. Yeni alternatif sistemlerden modifiye atmosfer ve
termal uygulamalarin tekli yada kombinasyon seklinde uygulanmasi, diisiik toksitede
dogal yenilebilir kaplamalarin uygulanmasi ile daha giivenli, dogal ve saglikli meyveler
elde edilmektedir. Yapilan arastirmalarda sofralik {iziim muhafazasinda kiiflenmelere
kars1 degisik bitki ekstraktlari ve ugucu lipoprotein, kitosan gibi dogal antifungallarin

kullanilabilecegi bildirilmistir (Valverde et al. 2005; Xu et al. 2009).

Bhaskara Reddey et al. (1998), Thymus vulgaris’in (Lavall-Laval 2) iki 6nemli yag
tipini antifungal aktivite i¢in tamimlamiglar ve test etmislerdir. Caligmada Laval-1 ve
Laval-2 yaglarmm sirasiyla %53.5 ve %66.2°sini olusturan p-cymene, linalool,
terpinen-4-ol ve thymol i¢inde oldukg¢a yiiksek bulunmus olup bu yag tiplerinden elde
edilen yag sivilarimin B. cinerea ve Rhizopus stolonifer’e karsi antifungal aktivite
gosterdigi tespit edilmis olup ¢ilekte B. cinerea ve R. stolonifer Laval-1’in maximum
konsantrasyon sivist (%73.6 ve %73’ln {stlinde) ve Laval-2’nin  maximum
konsantrasyon sivist (%75.6 ve %74.8) tarafindan kontrol edilmistir. Arastirma boyunca
hicbir gorsel fitotoksiteye rastlanmamis olup Laval-2’deki antimikrobiyal yag bilesikleri
iceriginin oldukc¢a yiiksek yer kapsadigi ve daha yiiksek antifungal aktivite gosterdigi

bildirilmistir.

Mutisia acuminata Ruiz et Pav’nin antimikrobiyal aktivitesinin pH tizerindeki etkisi
arastirtlmig, A. niger, B. cinerea ve Pyricularia oryzae’nin de i¢inde bulundugu sekiz

mikroorganizmaya M. acuminata’nin metanol ve su ekstraktlar1 uygulanmistir. Sonug
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olarak M. acuminata ekstraktlarinin, B. cinerea’nin miseliyal gelisimi ve spor
cimlenmesine karsi en iyi antifungal aktiviteyi gosterdigi ve bunda ortam pH’sinin

onemli bir rolii oldugu belirlenmistir (Catalano et al. 1998).

Tiirkiisay ve Onogur’un (1998) yaptiklar1 calismada Ege Bolgesi’nde dogal floraya ait
bazi1 tek ve ¢ok yillik bitkiler ile kiiltiir bitkilerinin yapraklarindan su i¢inde hazirlanan
ekstraktlarin bitki patojeni Alternaria alternata, A. solani, B. cinerea ve Drechslera
sorakiniana’ya karsi in vitro antifungal etkileri arastirilmistir. Hedera helix’in yaprak
ekstrakt1 spor ¢cimlenmesini en yiiksek oranda engelledigi, bundan sonra en etkili olanin
Datura stramonium oldugu belirtilmistir. Patojenlerin koloni gelisimi ise yine en yiiksek
oranda H. helix yaprak ekstrakti olmak tizere Ficus carica ve Avena sativa ekstraktlari
tarafindan da engellendigi tespit edilmistir. A. sativa, Xanthium strumarium, F. carica,
Nicotiana tabacum ve D. stramonium eckstraktlarinin ise etmenlerin sporulasyon

yogunlugunu %12 ile %82 arasinda degisen oranlarda engelledigi belirtilmistir.

Hadacek ve Greger (2000), B. cinerea, Cladosporium hebarum, Fusarium avaneceum
fungus tiirleri tizerinde juglon ve falcarindiol’un (Peucedanum cervaria tiiriinden izole
edilen madde) antifungal etkilerini arastirmistir. Degisik yontemlerle juglon ve
falcarindiol’'un Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIC) degerlerini tespit etmis ve

juglonun falcarindiolden daha etkili oldugunu bulmustur.

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Macrophomina phaseoli, B. cinerea, Rhizoctonia
solani, Alternaria solani, Aspergillus parasiticus gibi funguslara kars1 adagayi, yabani
kekik, giivey otu, geyik otlarmin fungistatik ve fungisidal aktivitesi test edilmistir.
Dekoksiyon (kaynatma) yontemiyle yapilan c¢aligmalarda antifungal aktivite
gozlenmistir. Yabani kekik, glivey otu, geyik otu kullanilan tiim funguslarda etkili iken
adacayr zayif bir etki gOstermistir. Yabani kekik ve giivey otunun tim

konsantrasyonlarmnin funguslari inhibe ettigi belirtilmistir (Ozcan and Boyraz 2000).

Uziimlerde B. cinerea’nin kontroliinde yaglarin etkisi laboratuvar ve saha calismalariyla
test edilmistir. Kekik (Thymus vulgaris L.), karanfil (Syzygium aromaticum L.) ve

massoia lakton (Cryptocarya massoia R.Br. aga¢ kabugundan tiiretilmistir) gibi ugucu
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yaglarin %0.33 ya da daha az konsantrasyonlarda yapraklarda fitotoksik olmadigi
belirtilmistir. Yapraktaki nekrotik lezyonlar: kekik ve massoia lakton yaglarmin %0.33
oranda azalttig1 belirtilmistir (Walter et al. 2001).

Daferera et al. (2002) yapilan bir ¢alismada B. cinerea’ya kekik yagmin asmanin
ciceklenme doneminde ve ben diisme zamanindaki uygulamalariyla iyi bir fungisit

kadar etkili oldugu bildirilmistir.

Bouchra et al. (2003), Fas’da Labiatac familyasina ait yedi bitkinin ugucu yaglar1 GC-
MS ile analiz edilmis ve B. cinerea'ya kars1 in vitro antifungal aktiviteleri bakimindan
degerlendirmistir. Bunlar arasinda, Origanum compactum ve Thymus glandulosus’un
misel biiyiimesini biiyiik Ol¢iide onledigi belirtilmistir. Her iki yagin 100 ppm’lik
konsantrasyonuna B. cinerea inhibisyonu %2100 oldugu gosterilmistir. Mentha
pulegium’un 250 ppm’de aktivite gosterdigi, misel biiytime inhibisyonun ise %58.5
oldugu belirtilmistir. Calisilan yaglarin ana bilesenleri de incelenmistir. T. glandulosus
ve O. compactum iki ana bilesenleri olan timol ve karvakrol’un 100 ppm’de %2100

inhibisyona sebep olarak giiglii antifungal etkileri oldugu gosterilmistir.

Alternaria mali Roberts, Fusarium oxysporum Synder & Hassen, B. cinerea Pers.,
Sclerotinia sclerotiorum (Libert) de Bary ve Colletotrichum circinans (Berk.) Vogl.’a
karst kekik (Thymus vulgaris L.), kimyon (Cuminum cyminum L.), ardi¢ (Juniperus
communis L.), nane (Mentha piperita L.), zakkum (Nerium oleander L.), sarmasik
(Hedare helix L.), ¢ortiik (Echinophora tenuifolia L.), 1sirgan (Urtica dioica L.),
okaliptus (Eucaliptus sp.), yavsan (Artemisia spp.) bitkilerinin ekstratlari, ardig, ¢ortiik,
kekik, kimyon, nane, okaliptus, yavsan bitkilerinin ise ugucu yaglarinin antifungal
etkileri aragtirllmistir. Ekstraktlar 0.5 ml, 1 ml ve 2 ml/100 ml besiyeri dozunda, ugucu
yaglar ise 1 pl, 10 pl ve 50 pl/petri dozunda uygulanmistir. Tiim funguslarin miseliyal
gelisimini tamamen engelleyen ekstraktin kekik oldugu belirtilmistir. Kekik, kimyon,
nane, okaliptus ve yavsan ucucu yaglar1 yiiksek dozlarda tiim funguslarin misel
gelisimini %100 engellemistir. Ardi¢ ve ¢ortiik ugucu yaglarinin ise diisik dozda
antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir (Kogak 2004).
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Ceviz (Juglans regia L.) varyetelerinin (Yalova-2, Yalova-3, Yalova-4, Sebin, 1974-7)
yapraklarindan ~ hazirlanan  6ziitlerin ~ ve  juglon  (5-Hidroksi-Naftakinon)
allelokimyasalinin bazi bakteri ve funguslar iizerindeki etkileri arastirilmistir. Ceviz
oOziitleri ve juglonun, kullanilan 11 bakteri tiiriinden 5 bakteri tiiriinde (Pseudomonas
gingeri, Pseudomonas phaseolica, Staphylococcus aureus, Bacillus ceraus, Yersinia
enterocolitica) inhibisyon etkisi gozlemlenmistir. Kullanilan 9 fungus tiirii (Aspergillus
niger, A. flavus, A. fumigatus, A. parasiticus, Fusarium solani, F. graminearum,
Geotrichium candidum, B. cinerea ve Candida albicans) iizerinde de inhibisyon etkisi
goriilmistiir (Albayrak 2006).

Doymamis yag asidi ve E vitamini agisindan zengin olan V. vinifera g¢ekirdek yagi
yemeklik yag olarak tercih edilmektedir ve diger bitkisel yaglara alternatiftir. Cekirdek
yag1 antioksidan 6zelligi nedeniyle kozmetik preparatlara da katilmaktadir. Ayrica,
tiziim ¢ekirdegi yagimin 6nemli biyolojik etkilere (antihiperlipidemik, antihepatotoksik,
antiaterosklerotik, antioksidan, fungusit, insektisit) sahip oldugu da belirtilmistir
(Demiryiirek 2006).

Cin’de yetisen cesitli bitkilerden hazirlanan ekstraktlarin gida kaynakli patojenler A.
niger, B. cinerea, F. moniliforme, Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H.
Schrenk ve Phyllosticta caricae C. Massal.’ye kars1 antifungal etkileri arastirilmustir.
Ekstraktlar sicak su, %80 metanol ve aseton ile hazirlamistir. Calismada Cinnamomum
cassia metanol ekstraktinin F. moniliforme ve P. caricae’ye karst MIC degerinin 13.3
mg/ml, C cassia aseton ekstraktinin B. cinerea ve G. cingulata’ya karsi MIC degerinin
ise sirastyla 8.3 mg/ml ve 10 mg/ml oldugu belirlenmistir. Sonug olarak C. cassia
ekstraktlarmin gida kaynakli patojenlerin gelisimini engellemede antifungal etkilerinin
oldugu bildirilmistir (Lee et al. 2007).

Sofralik iiztimlerde B. cinerea ile miicadelede buhar seklinde kekik yaginin ana maddesi
olan karvakrol ile muamelenin etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada; fungal gelismenin
azalmasinin karvakrol konsantrasyonu ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Etilen ve
solunum orani karvakrol uygulamasi ile en diisiik degeri alirken, kontrolde en yiiksek

degeri aldig1 tespit edilmistir. Bu veriler karvakrol uygulamasimin SO, uygulamasina
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alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegini gostermistir (Martinez-Romero et al.
2007).

Baz1 bitki ekstraktlarnin sentetik fungisitlere alternatif olabilecegi arastirilmistir.
Dolichos kilimandscharicus ve Maerua subcordata’nin kok bolgesinden, Phytolacca
dodecandra’nin ise meyvesinden elde edilen metanol ekstraktlar1 B. cinerea, F.
oxysporum, S. rolfsii, R. solani, Botryosphaeria dothidea (Moug.:Fr.) Ces. et De Not. ve
P. ultimum’a kars1 in vitro kosullarda agar difiizyon metodu kullanilarak arastirilmistir.
Sonuglar standart fungisit ile karsilagtirildiginda D. kilimandscharicus kok ekstraktinin
baz1 fungal patojenlerin miseliyal gelisimini fungisitler kadar engelledigi tespit

edilmistir (Tegegne and Pretorius 2007).

Nakil bitkisinin (Silene armeria L.) ugucu yag ve n-hekzan, etil asetat, kloroform ve
metanol ekstraktlarinin antifungal etkileri arastirilmistir. Ugucu yag ve yaprak
ekstraktlariin F. oxysporum, F. solani, P. capsici, Colletotrichum capsici (Syd.) E. J.
Butler et Bishy, S. sclerotiorum, B. cinerea ve R. solani’ye kars1 sirasiyla %639.6-67.0 ve
%9.3-61.3 engelleme gosterdikleri belirlemistir. B. cinerea sporlariin ¢imlenmesinde
ise ugucu yagin ve yaprak ekstraktinin giiclii bir engelleyici oldugu saptanmistir. Bu
calisma sonucunda S. armeria ugucu yag ve ekstraktlarmin fungisitlere alternatif
olabilecegi bildirilmektedir (Bajpai et al. 2008).

Lamiaceae familyasina ait Satureja icarica P.H. Davis’in metanol ekstraktinin
antifungal etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada, ekstrakt B. cinerea ve F. oxysporum’un
da i¢inde bulundugu 14 bitki patojenine karsi test edilmistir. Ekstraktlarin patojenlere
karst etkili oldugu ve inhibisyon zon ¢aplarininda 11.6-18.8 mm arasinda oldugu

bildirilmistir (Dulger and Hacioglu 2008a).

Yapilan bir ¢alismada hasat sonu patojenleri Aspergillus flavus Link : Fr., Penicillium
frequentans Rank, B. cinerea, Geotrichum candidum Link, F. oxysporum ve A.
alternata’ ya karsi Salvia tigrina Hedge & Hub.-Mor. (adagay1)’nin yaprak ve kok
etanol ekstraktlarinin antifungal aktiviteleri incelenmistir. Bu ekstraktlarin MIC

degerlerinin 12-25 mg/ml arasinda oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, biitiin
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ekstraktlarin standart bir fungisitle karsilastirildiginda antifungal aktivitelerinin

bulundugu saptanmistir (Dulger and Hacioglu 2008 b).

Rubus ulmifolius Schott (bogiirtlen) bitkisinin in vitro kosullarda antifungal aktivitesini
belirlemek i¢in metanol ekstrakti F. solani ve B. cinerea’nin iginde bulundugu 37 bitki
patojenine karsi incelenmistir. Bu patojenlere karst R. ulmifolius metanol ekstraktinin
oldukga etkili oldugu bildirilmistir. R. ulmifolius’un kimyasal yapis1 Gaz Kromotografi
(GC) ile incelendiginde antifungal etkinin fenolik bilesiklerden tanen sayesinde

olustugu belirlenmistir (Sisti et al. 2008).

Tripathi et al. (2008), B. cinerea'ya karsi Chenopodium ambrosioides, Eucalyptus
citriodora, Eupatorium cannabinum, Lawsonia inermis, Ocimum canum, O.
gratissimum, O. sanctum, Prunus persica, Zingiber cassumunar ve Z. officinale’nin
esansiyel yaglarinin fungusit 6zelligi gosterdigini tespit etmislerdir. O. sanctum, P.
persica ve Z. officinale’ nin ugucu yaglar1 diger fungusit yaglar ile karsilastirildiginda
daha diisiik Minimum Inhibitér Konsantrasyonunu (MiK) gésterdigi icin arastirmada
kullanilmistir. O. sanctum, P. persica ve Z. officinale’ nin MIK degerleri, sirasiyla 200,
100 ve 100 ppm (mg / I) olarak bulunmustur. Yaglarin antifungal giici baz1 yaygin
sentetik fungusitler ile karsilastirildiginda daha etkili oldugu tespit edilmistir. Ugucu
yaglarin kullanim alani, depolama sirasinda B. cinerea'nin neden oldugu iiziimde
kursuni kiifiin kontroliinde gézlenmistir. O. Sanctum ve P. Persica’nin yagi 4 ve 5 giine
kadar tiziimiin depolama Omriinii arttirdigi gosterildi. Z. officinale yagi ile muamele
edildiginde depolama Omriinii 6 gline kadar arttigi gézlemlenmistir. Yaglar, meyve
kabugu tizerinde herhangi bir fitotoksik etki sergilememistir. Bu nedenle, yaglarin uzun
vadeli ve genis kapsamli denemeden sonra, potansiyel bir ¢evre dostu oldugundan

fungisit kaynagi olabilecegi tavsiye edilmistir.

Sofralik {iziimlerde hasat sonrasi ve raf omrii siiresince hastaliklarin kontroliinde kekik
(Thymus vulgaris L.) ve tath basil (Ocimium basillicum L.) esansiyel yaglarinin
etkilerinin arastirildigi baska bir calismada; hasat sonrasinda Tabarze {liziim ¢esidine
Thyme ve Tatlh basilin esansiyel yaglari ile 0, 200, 400, 600 ppm olacak sekilde sprey

seklinde uygulama yapilmistir. Daha sonra 1°C’de 2 ay sogukta muhafaza edilmistir.
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Muhafaza donemi sonunda kullanilan esansiyel yaglarin maya, kiif gelisimini ve sap

kararmasini 6nemli derecede engelledigi bildirilmistir (Abdolahi et al. 2009 a).

Thompson Seedless iiziim ¢esidinde dogal uygulamalarla ¢iiriimenin azaltilmasinin
amaglandigi bir ¢alismada; hasattan sonra Foeniculum vulgare MILL. ve Satureja
hortensis L.’den elde edilen esansiyel yaglar iiziimlere 0, 200, 400, 600 ppm dozlarinda
sprey seklinde uygulanmis ve iliziimler 1°C’de 2 ay sogukta muhafaza edilmistir.
Muhafaza donemi sonunda esansiyel yaglarin ¢iirimeyi Onlemek i¢in kullanilan

kimyasallara alternatif olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir (Abdolahi et al. 2009 b).

Fungisit uygulamalarina alternatif olarak Peganum harmala L.’nin yaprak, ¢icek ve
tohum kisimlarindan elde edilen su, etanol ve metanol ekstraktlarinin Phytophthora
drechsleri Tucker, Verticillum dahliae, S. sclerotiorum, Cladosporium cucumerinum
Ellis et Arthur, Corynespora cassiicola (Berk. et M. A. Curtis) C. T. Wei, Alternaria
sp., B. cinerea, Monosporascus cannonballus Pollack et Uecker, F. oxysporum, M.
phaseolina ve R. solani’ye karsi antifungal etkileri arastirilmistir. P. harmala’nin su ile
hazirlanan tohum ekstrakti patojenlerin miseliyal gelisimini engelledigi rapor edilmistir
(Sarpeleh et al. 2009).

In vivo’da B.cinerea’ya kars1 etkilerinin tespit edildigi kekik (Thymus vulgaris L.) ve
tatl basil (Ocimium basillicum L.) esansiyel yaglarmin Tabarzeh iiziim ¢esidinde
muhafaza sirasinda agirlik kaybini, tane ve salkim kararmasimi azalttigi bildirilmistir

(Abdolahi et al. 2010).

Kozak Siyahi iiziim c¢esidinde etanol, mentol ve thymol uygulamalarmin sogukta
muhafaza siirecinde etkinligini belirlemek icin yapilan bir ¢alismada; salkimlar %40
etanol iceren sollisyona batirilmig, mentol ve thymol uygulamalarinda ise salkimlarin
yanma 0.1 ml dozunda mentol ve thymol emdirilmis gazli bez konulmustur. Bu
uygulamalarin haricinde kiikiirt iceren fumigasyon ortiisii de olan bir uygulama grubu
daha olusturulmustur. Tiim salkimlar polietilen torbalarla paketlenerek 0-1°C ve %85-
90 nispi nem kosullarinda 90 giin siire ile depolanmis ve 30 giin ara ile baz1 kalite

ozellikleri incelenmistir. Elde edilen veriler sonucunda, iizlimlerin modifiye atmosferde
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muhafazasinda etanol, mentol ve thymol uygulamalarinin kontrol uygulamasia gore
daha iyi sonuglar verdigi tespit edilmistir. Arastirma sonucunda uygulamalarin kiikiirt
uygulamasina benzer etki gosterdigi ve alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegi

tespit edilmistir (Bal ve Kok 2011).

Esansiyel bergamot yagi ile birlikte veya tekli olarak hidroksimetil seliiloz ve kitosan ile
kaplamanin {iziimlerin sogukta muhafazadaki giivenligi ve kalitesi iizerine etkilerinin
arastirildig1 bir calismada; esansiyel yag ile kaplamanin kalite degiskenlerinde 6nemli
derecede gelisme sagladigi tespit edilmistir. Tim kaplama uygulamalarinin sogukta
muhafaza sonrasinda mekanik direnci artirdigi tespit edilmistir (Sanchez-Gonzalez et al.

2011).

Yiiksek antioksidan 6zelligi olan narin antifungal 6zelligini arastirmak icin iki farkli
deney yapilmistir. ilk deneyde narm 3 farkli bélgesinden (kabugu, tohum ve yaprak), 2
farkli 6zitiin (sulu ve metanolik), 4 farkli konsantrasyonlarda (0, 500, 1000 ve 1500
ppm) hasat sonrasi 3 farkli mantar tiiriinde etkisi incelenmistir (Penicillium italicum,
Rhizopus stolonifer ve B. cinerea). Ikinci deneyde ise farkli bolgelerinden alinan iKi
farkli 6zlerin antioksidan kapasite ve fenolik icerigi Olglilmiistiir. Metanolik ekstresi
%41,25 ve %49,82 ile misel biiyiimesi ve spor ¢imlenmesinde en yiiksek inhibitor etki
gozlenmistir. Kabuk ve tohum oziitlerinin, yaprak oziitinden daha fazla inhibitor etkisi
oldugu belirtilmistir. Narin farkli bolgelerindeki fenolik diizeyinin, 6zellikle kabugu ve
cekirdek oOzlerinde ¢ok yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Bu bilesikler, bu
ekstraktlarin antifungal aktiviteye neden olabilecegi belirtilmistir. Bu nedenle, nar
kabugu ve tohumunun fenolik igeriginin fazla olmasi, ekstrelerin yiiksek antifungal ve

antioksidan aktivite neden olabilecegini ortaya koymuslardir (Tehranifar et al. 2011).

Ephedra breana, Fabiana imbricata, ve Nolana sedifolia bitkilerinin metanolik ekstrati
ve etanolik fraksiyonunun antifungal aktivite gosterdigi belirlemek icin mantar bitki
ekstraktlart ile 14 giin boyunca ayni ortama birakilmis ve bunlarin antifungal bir etkiye
sahip oldugunu gosterilmistir. Calisilan {i¢ bitkinin metanolik fraksiyonu ile F.
Imbricada’mn etanolik fraksiyonu antifungal etki gdstermemistir. Fitopatojen B.

cinerea’y: kontrol etmek i¢cin E. Breana ve N. sedifolia’nin etanolik 6zleri in vitro da
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antifungal aktiviteye sahip oldugundan alternatif olarak kullanilabilecegi belirtilmistir
(Vio-Michaelis et al. 2012).

Bu ¢alismada, siyah kimyon, rezene ve nane ugucu yaglarin B. cinerea'ya karsi inhibe
edici etkileri, in vitro ve in vivo da ¢esitli konsantrasyonlarda test edilmistir. In vitro
sonuglar, B. cinerea biiyiimesi siyah kimyon ve rezene yaglarmin 400 ve 600 pL
konsantrasyonlarinda tamamen engellendigi gosterilmistir. /n vivo sonuglarda siyah
kimyon, rezene ve nane yaglar1 kontrolii uygulanmis tiim konsantrasyonlarda ile
karsilastirildiginda eriksi meyvelerde B. cinerea biiyiimesini inhibe ettigi belirtildi.
Buna ek olarak, yiiksek konsantrasyonlarda tii¢ yagmn titrasyon asitligi, toplam
¢ozlinebilir kati, karbonhidrat igerigi, pH ve agirlik kaybi yiizdesi gibi meyve kalite
ozellikleri tizerinde olumlu etkileri gosterilmistir. Boylece yaglar eriksi meyvelerde B.
cinerea enfeksiyonu inhibe ettigi ve depolama Omriinii arttigi belirtilmistir. Bu
arastirma, Siyah kimyon, rezene ve nanenin in vitro ve in vivo da eriksi meyvelerde
hasat sonrasi ugucu yaglarin antifungal etkilerini dogrulamistir. Bu nedenle, bu ugucu
yaglar eriksi meyvelerde hasat sonrasi fitopatojenik mantarlari kontrol etmek igin
kimyasallara alternatif olabilecegi belirtilmistir (Aminifard and Mohammadi 2013).

Vitis vinifera siirgiinlerinin metanolik ve etanolik ham o6ziitlerinin asmalar1 etkileyen
baslica ii¢ mantar patojenlerine (Plasmopara viticola, Erysiphe necator ve B. cinerea)
kars1 6nemli antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir. Aktif 6zler, LC-PDA-ESI-MS
ile analiz edilmistir. Orta basingli s1vi kromatografisi alt1 saf bilesenler elde edilmistir.
Tanimlanan alt1 bilesik (ampelopsin A, hopeaphenol, trans-resveratrol, ampelopsin H, ¢-
viniferin, and Evitisin B), P. Viticola’ya karsi mantar 6nleyici aktivite gostermistir. -
Viniferin de B. cinerea’ya karsi diisiik bir antifungal aktivite gostermistir. Tespit edilen
bilesiklerin higbiri, E. necator ¢imlenmesini onlememistir. Bagcilikta V. vinifera’y:
etkileyen ii¢ biiylik mantar patojenlere kars1 dogal atik malzemeden potansiyel yeni bir

mantar ilac1 gelistirilecegi belirtilmistir (Schnee et al. 2013).

Bagka bir calismada 7 farkli bitkisel yagin; iiziim ¢ekirdegi (Vitis vinifera), Kekik
(Thymus sp.), Biberiye (Rosmarinus officinalis), Ozon (Olea europaea), Nane (Menta
piperita oleum), Feslegen (Ocimum basilicum) ve Adagay: (Salvia spp.)nin bagcilik

agisindan 6nemli olan; Kursuni kiif (B. cinerea) ve Iki noktali kirmizi &riimcek
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(Tetranychus urticae) iizerine 3 farkli dozdaki etkisi ve kullanim olanaklar1 incelenerek,
degerlendirilmistir. Sonug olarak kekik, biberiye ve nane yaglarinin B. cinerea’ya karsi
organik bag yonetiminde kullanilabilecegi belirtilmistir (Mermer Dogu and Zobar
2014).

Son yillarda allelopatik bitkilerin allelopatik etkilesimde bitkide sebep oldugu olaylari
stres fizyolojisi a¢isindan agiklamaya calisan ¢alismalar da mevcuttur. Diger ¢evresel
streslerde oldugu gibi, allelopatik stres altindaki bitkilerin de strese cevaplarinin en ilki
ve en Onemlisi bu strese maruz kaldiklarinda artan reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
zararsiz hale doniistiiren baz1 metabolik yollarin aktive olmasidir (Singh et al. 2009;
Mutlu et al. 2011). Hiicrede artan ROS, hiicre hasari ve oOliimlerinin tetikleyicisi
olabilecegi gibi c¢evre hiicrelerdeki savunmaya bagli genlerin indiiksiyonu igin
yayilabilir bir sinyal olarak ta galisilmaktadir. ROS bilesikleri arasinda hidrojen peroksit
(H20,), siiperoksid anyonu (O,) ve hidroksil radikali (OH’) gibileri sayilabilir. Bu
bilesiklere serbest radikaller de denilir. Bunlar bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa 6miirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve ¢ok reaktif molekiiller olarak
tanimlanirlar. Stres sartlarinda ROS bilesiklerinin seviyeleri kontrol edilemeyecek
seviyede artarsa, bunlar basta hiicre zarlarina (doymamis lipidlere) ve diger
biyomolekiillere saldirarak kararli yapilarinin bozulmasina ve bu sayede hiicre hasara
ve Oliimiine neden olurlar. Bitkiler, hiicrelerini bu tarzdaki oksidatif hasardan koruyan
antioksidan sistemler ile birlikte bunlarin daha zararsiz formlara doniistimiini
katalizleyen antioksidan enzimlere de sahiptirler. Ornegin, siiperoksid gruplarindan hizli
bir sekilde olusan singlet oksijen (*0,), hiicre zarlarmnin glikolipid, fosfolipid, sterol ve
gliserid yapisindaki doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, aldehitler,
hidroksi yag asitleri ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon tirtinlerini olustururlar. Bu
zararl siiperoksid grubu siiperoksid dismutaz (SOD) enzimiyle H,O, ve oksijene
cevrilir. Siiperoksid grubuna gore daha az zararli etkilere sahip olan H,0,, katalaz
(CAT) ve peroksidaz (POX) gibi diger antioksidan enzimlerle su ve oksijen gibi
trlinlere dondstiirtilerek etkisizlestirilir. Bir bitkinin allelopatik strese girdigini
gostermesi bakimindan bu ROS bilesikleri ile bunlarin bertaraf edilmesini saglayan
antioksidan enzimlerin (CAT, POD, SOD) hiicresel seviyeleri olduk¢a 6nemlidir (Ye et
al. 2006; Sing et al. 2006, 2009; Mutlu et al.2011).
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Domates yapraklarina uygulanan O-hidroksietil’in B. cinerea gelisimini kisitladigi
belirtilmistir. B. cinerea ile enfekte edilmemis, enfekte edilen, O-hidroksietil uygulanan
ve enfekte edilip O-hidroksietil ile muamele edilen bitkilerde siiperoksit anyonu,
hidrojen peroksit liretim orani ve siiperoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz aktiviteleri
calistlmistir.  O-hidroksietil uygulanan bitkilerde enfekte edilip O-hidroksietille
muamele edilenlere gore hidrojen peroksit miktarinin iki kat daha fazla oldugu
belirtilmistir. /n vitro testler de B. cinerea konidyumlarin ¢imlenmesinin H,0
tarafindan inhibe edildigi saptanmstir. Yiiksek H,O, konsantrasyonu misel biiytimesini
engellemek i¢in gereklidir. Sonuglar incelendiginde O-hidroksietil’in domates
bitkilerinde H,O, {iretimini tetikledigini ve B. cinerea enfeksiyonunda H,O;’yu

siirladigr gézlenmistir (Matolepsza and Urbanek 2000).

B. cinerea ile enfekte olmus dometes yapraklarindan izole edilen kloroplastlarda toplam
askorbat ve askorbat-glutatyon dongiisii ile ilgili enzimler, APX, GR, GST ve GSH-Px
aktivitelerine karsi etkisi incelenmistir. Calisma sonunda enfekte olmus yapraklarin
Kloroplastlarinda klorofil kaybi gozlenirken enfeksiyondan sonra GSH ve glutatyon
iceriginde artan bir azalma, GR aktivitesinde de artis oldugu belirtilmistir (Kuz ' niak and
Sklodowska 2001).

Tosun vd (2001), tarafindan yapilan c¢alismada kullanilan kimyasal miicadele
yontemlerine bioaktivatorlerin entegre edilerek daha az kimyasal kullaniimasi
amaglanmistir. Muhtemelen konukc¢u dayanikliligindaki artis1  gosteren spesifik
peroksidaz enzim aktivitesindeki degisimler, tek tek ve kombine edilmis
uygulamalardan sonra, domates fidesi yapraklarindan analiz edilmistir. Domatesin
kursuni kiife (B. cinerea) kars1 s6z konusu bilesiklerde etkinlik testleri serada, kontrollii
kosullar altinda, saksi denemeleri ile gerceklestirilmistir. Bu bilesiklerin yiiksek
etkililigi ile artan peroksidaz enzim aktivitesi arasindaki olas1 iligkiler
degerlendirilmistir. Kursuni kiifiin en etkili kontrolii sirasiyla %84 ve %81 etkililik ile
Trichoderma harzianum+LaFU+be+mm (893.8 g/l) ve %37,5 cyprodinil + %25
fludioxonil+LaFU+be+mm (893.8 g¢/I) kombinasyonu uygulamalar1 sonucunda

bulunmustur. Bu sonuglar sirasiyla %65 ve %78 artis ile spesifik enzim aktivitelerine
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paralellik gostermistir. Boylelikle bioaktivatorlerin fungisitler ile kombine edilerek

pratige aktarilabilecegi sonucuna varilmistir.

Fusarium oxysporium f.sp. ciceris ile enfekte edilen nohut bitkisinin goévdelerinde
patojen enfeksiyonundan sonra lipid peroksidasyonun artigina paralel olarak askorbat
peroksidaz, katalaz, siiperoksitdismutaz ve peroksidaz enzimlerinin aktivitesinde artig

belirlenmistir (Limones et al. 2002).

Bitki patojenlerine Kkarsi savunma reaksiyonlarinda birgok bitki enzimi gorev
almaktadir. Bu bitki savunma enzimleri arasinda hiicre yapisini giiglendiren savunma
bariyerlerinin olusumuna katkida bulunan lignin ve diger oksidatif fenollerin olusumunu
katalizleyen peroksidaz gibi antioksidanlarin yani sira patojenlere karsi savunmada
fitoaleksin ve diger fenolik bilesiklerin biyosentezinde gorev alan enzimler de etkili
olmaktadir. Biber, domates ve bugday gibi bir¢ok bitkide yapilan ¢alismalarda biitiin bu
enzimler ile patojenlere karsi savunma arasinda bir baglant1 oldugu tespit edilmistir
(Mohammadi and Kazemi 2002).

Patojenle enfeksiyon sonucunda bitki hiicresinde oksidatif strese neden olan NO ve
ROS meydana gelmektedir. Bu ROS patojenin hiicre i¢ine girigini engelledigi gibi
HR’nin (hipersensitif cevap) olusumunda gorev yapan savunma enzimlerinin (SOD,
POD, PAO, APX vs.) aktiflesmesi ve dolayisiyla ROS’larin etkisiz hale getirilmesi,
glutatyon (GSSG) olusumu, ligninlesmenin meydana gelmesi, patojenlerin enfeksiyonu
sonucunda NO meydana gelmesi ki NO programlanmig hiicre 6liimi siiresince askorbat
peroksidazin ifade edilmesinde dolayisiyla askorbat ve glutatyonun azalmasi gibi

olaylarda anahtar olarak gorev yapmaktadir (Gara et al. 2003).

Gayosa et al. (2004) tarafindan Phytophthora capsici hastalik etmeni (300 zoospor ml-
1) ile enfekte edilen tek gesit duyarli biber bitkisinde (2-4 yaprakli) da oksidatif
metabolizma ve fenolik bilesikler incelenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda katalaz,
peroksidaz enzimlerin hastalikla enfeksiyon sonucunda aktivitelerinde ve toplam fenolik

bilesiklerin miktarlarinda artis oldugu saptanmistir.
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Yapilan bagka bir ¢alismada B. cinerea ile asilanmig fasulye yapragindan salinan H,O,
seviyesinin, yaprak dokusu iizerindeki izolatin virillanshigr ile iliskili oldugu
belirtilmistir. Oksidatif strese fasulye genotiplerinin duyarliligi B. cinerea’nin kendi
duyarliligr ile iliskilidir. B. cinerea ile enfekte edilmis Arabidopsis thaliana yapraginda
da, mantar hiflerinin birkac hiicre tabakasi uzakligindaki apoplastik alanda H,O, tespit
edilmistir. Ayrica lipid peroksidasyonuda gozlenmistir. Antioksidanlarin kursuni kiif

hastalig1 gelisimini azalttigi belirtilmistir (Kan 2005).

B. cinerea ile enfekte edilen domates bitkisinin (Lycopersicon esculentum Mill. cv.
“Perkoz”) yapraklarinda uygulamadan 2, 6, 24 ve 48 saat sonra giinlere paralel olarak
stiperoksit, H,O, ve OH gibi serbest radikallerin miktarlarinda ve peroksidaz
aktivitesinde artig tespit edilirken, katalaz aktivitesinde kontrollere gore bir azalma
saptanmistir (Malolepsza and Rozalska 2005). Buna karsin Kuzniak ve Slodowska
(2005) tarafindan yapilan ¢alismada ise B. cinerea ile enfekte edilen domates bitkisinin
(Lycopersicon esculentum Mill. cv. “Perkoz”) yapraklarinda katalaz aktivitesinin
kontrollere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Uygulamanin 1. ve 2. giinlerinde
kontrollerine gore sirasiyla %188 ve %165°lik bir enzim aktivite artisi gézlenirken 4.

giinde ise kontrole gore %41°lik bir azalma tespit edilmistir.

B. cinerea’ya daha az (Perkoz) ve daha ¢ok (Corindo) duyarli domates yapraklarinda
H,O, ve askorbat igeriginin yani sira peroksidaz (PO) ve katalaz (CAT) enzimleri
calistlmistir. Her 1iki c¢esit sitosoliinde H,O, miktar1 artmistir. Her iki ¢esidin
enfeksiyonundan 48 saat sonra sitosolde PO aktivitesinin arttig1 belirtilmistir. Cesitler
arasinda askorbat peroksidaz (APX) aktivitelerinde 6nemli bir fark gdzlenmemistir.
Apoplastik bolgelerde PO aktivitesi incelenmistir. Perkoz’da diger ¢esidine gore PO
aktivitesi daha 6nce artig gosterdigi gozlemlenmistir. Perkoz gesitinde enzim aktiviteleri
cogunlukla arttigi belirtilmistir. Perkoz ve Corindo domates cesitlerinin B. cinerea
enfeksiyonuna karsi farkli direng gosterdigi ve bu direncte apoplastik PO hiicre
duvarinin sertlesmesin de anahtar rol oynadigi belirtilmistir (Patykowski and Urbanek
2005).
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Serrano et al. (2006), tarafindan yapilan bir ¢alismada sofralik {iziim (Vitis vinifera L.
cv. Crimson Cekirdeksiz) patent olarak gelistirilen Aloe vera jeli ile kaplanarak. 1 °C’de
35 giin depolanmustir. Yapilan ¢alismada raf émrii 20 °C de gdzlenmistir. Kaplanmamis
salkimlarda toplam fenolik ve askorbik asit gibi fonksiyonel bilesiklerde hizli bir
sekilde kayip oldugu, toplam antioksidan aktivitesinde azalma (TAA) ve toplam
antosiyaninda artisina sebep oldugu belirtilmistir. Aksine, Aloe vera jeli ile kaplanmis
tizimlerde soguk depolama veya raf dmrii boyunca yukaridaki degisikliklerde gecikme
meydana geldigi saptanmistir. Sonug olarak Aloe vera jelinin tiziimlerde hasat sonrasi

depolamada kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir.

Yapilan bagka bir ¢alismada domates dokularinin ve B. cinerea sporlarmin eksojenik
H,O,’ya kars1 duyarlilig arastirilmistir. Bu amagla apoplastik enzim aktivitelerinden,
peroksidaz (PO), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzim aktiviteleri
gozlenmistir. 40 mM H,0, B. cinerea sporlarinin ¢imlenmesini inhibe etmistir. 100 mM
H,O, sporlarin tamaminin ¢imlenmesini engellemedigi, yapraklara H,O,’nin farkli
konsantrasyonlarda uygulandiginda enfeksiyon oldugu gézlemlenmistir. Dokulardaki
zararli H,O; konsantrasyonu peroksidaz aktivitesini uyardigi belirtilmistir. Yapraklar
enfekte edilip H,O, uygulandiginda apoplastlarda CAT aktivitesinin artirdigi, SOD
aktivitesine ise etki etmedigi gézlemlenmistir. Sporlar ¢imlendiginde iiretilen enzimler
apoplastlardaki H,O’nin ayrismasini sagladigi belirtilmistir. Boylece B. cinerea nin
enfeksiyonun ilk asamalarinda reaktif oksijen tiirlerini inhibe ettigi hipotezini ileri
surmuslerdir.  Peroksidaz  enzimininde hiicre duvarmin sertlesmesinde ve
lignifikasyonunda etkili oldugu fakat fungal gelisimini inhibe etmede yeterli olmadig1

belirtilmistir (Patykowski 2006).

Xu et al. (2009) tarafindan yapilan g¢alismada, sofralik tiziim (Vitis vinifera cv.
Redglobe) greyfurt cekirdegi ekstresine (GSE) daldirilmis ve fizyolojik etkileri
aragtirtlmistir. Sonuglar GSE uygulamalarinda biitiin salkimlarda solunum hiz1 ve etilen
yayilimini disiirdigiinii gostermistir. GSE uygulamalar1 Stiperoksit dismutaz (SOD),
peroksidaz (POD), ve katalaz (CAT) aktivitelerini arttirmis, fakat polifenol oksidaz
(PPO) aktivitesi baskilamigtir. Ayrica, GSE uygulanan iiziimlerde malondialdehit
(MDA) ve membran gegirgenliginin artmast gecikmistir. GSE ile tedavi edilen
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tiziimlerde kontrole gore toplam fenolik bilesiklerin bozulmasiin 6nemli 6l¢iide daha
diisiik oldugu gosterilmistir. GSE’nin Sofralik {iziimiin hasat sonras1 depolama siiresini

uzatmak i¢in gelecek vaat eden bir iiriin olabilecegi belirtilmistir.

Nepeta tiirlerinin gii¢lii antibakteriyal ve antifungal etkileri oldugu baska bir ¢alismada
gosterilmistir. Bu etkinin ana unsuru olarak nepetalactone’nin yani sira 1,8- Cineol’un

da bu etkiden sorumlu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Mothana 2012).

N. meyeri ile yapilan daha onceki caligmalarda bu bitkinin kdk ve govdesinden elde
edilen su ekstraklarinin bazi kiiltiir bitkileri lizerine allelopatik etkileri, baz1 biiyiime
parametrelerine (¢imlenme, kok ve govde uzunlugu ve kuru agirlik gibi) bakilarak
ortaya konmustur (Mutlu ve Atict 2009). Daha sonra bu inhibisyona N. meyeri’den
salinan esansiyel yaglarin etkili olabilecegini diislinerek bu yaglarin bazi 6nemli tarla
zararlilar1 yabanci otlarin ¢gimlenme, kok ve govde uzunlugu ve kuru agirligina etkileri
(Mutlu et al. 2010b) ile oksidatif stres parametreleri (antioksidan enzim seviyeleri, lipid
peroksidasyon seviyesi, hidrojen peroksit miktar1 gibi) lizerindeki etkileri belirlenmistir

(Mutlu et al. 2011).

N. meyeri bitkisi tizerinde yapilan ¢ok sayida arazi gdzlemleri bu bitkinin dogal herbisit,
fungisit ve pestisit olarak kullanilmasinin olduk¢a 6nemli olabilecegini belirtmektedir
(Mutlu and Atic1 2009).

Mutlu et al. (2010a) yaptiklar1 ¢alismada, N. meyeri’den elde ettikleri ugucu yagi 7
yabanci ot tiirtintin (A. retroflexus L., Portulaca olerace L., Bromus intermedius Guss.,
C. album, Cynodon dactylon L., Bromus danthoniae Trin., Lactuca serriola L.) erken
fide gelisimi ve tohum g¢imlenmesi tizerine etkilerini test etmislerdir. Ugucu yagin
%0.01 konsantrasyonunda uygulandigi zaman 3 yabanci ot tiiriiniin (B. intermedius, B.
danthoniae ve L. Serriola) cimlenmesini %50°den daha fazla engelledigi, %0.02
konsantrasyonunda uygulandigi zaman ise 2 yabanci ot tiriiniin (C. album ve C.
dactylon) tohum ¢imlenmesini %70’den fazla engelledigini tespit etmislerdir. %0.02
konsantrasyonunda uygulanan dozun A. retroflexus, B. danthoniae B. intermedius, L.

serriola nin ¢gimlenmesini %100 oraninda engelledigini bildirmislerdir.
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Nepeta meyeri toprak lstii kisimlarindan su distilasyonu ile ugucu yag GC ve GC-MS
kombinasyonu ile analiz edilmistir. On sekiz yag bileseni tespit edilmistir. Ugucu yagin
ana bilesenlerinin 4ao-70-7af-nepetalacton (%53.2), 1,8- Cineol (%29.3) ve camphor
(%4.1) oldugu belirtilmistir (Sefidkon and Shaabani 2004).

Nepetalacton’nun, Nepeta yaglarmin en temel bileseni oldugu saptanmistir. Yapilan
calismada gosterildigi tizere, N. meyeri yaginda temel bilesen olan 4aca, 70, 7ap-

nepetalacton (%68.1) yliksek miktarda karakterize edilmistir (Esmaeili et al. 2006).

Nepeta rtanjensis bitkisinin esansiyel yag analizleri sonucunda ana bilesenin 4aa,70,7af3
—Nepetalacton oldugu tespit edilmistir. N. rtanjensis’ten izole edilmis ugucu yagin
incelenen tiim micromycetes sinifina karsi gii¢lii bir antifungal aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. In vitro’da misel bilyiime iizerine etkisinde N. rtanjensis’in ugucu yagi
Alternaria tiirlerinde en etkili oldugu bulundu. 0.6-0.8 pg mL™ konsantrasyonlarida
Alternaria tiirlerinin misel biiylimesini inhibe ettigini tespit etmistir. Ugucu yaglarin
diisiik toksisite, biyolojik pargalanma ve siddetli antimikrobiyal etkinligi ile biyoajan
olarak kullanilabilecegini belirtilmistir (Grbic et al. 2008).

Nepeta rtanjensis esansiyel yaginin ana bilesenin monoterpenoit olan 4aa,70,7a} —
Nepetalacton olusturmaktadir. Nepeta rtanjensis bitkisinin esansiyel yagini funguslarda
konidiumlarm  ¢imlenmesini  inhibe ettigi tespit edilmistir.  Cladosporium
cladosporioides’in konidiumlarinin Nepeta rtanjensis’in esansiyel yagina ¢ok duyarli
oldugu en kiiiik dozlarda (0.1 pg m1™) bile konidiumlarinin ¢imlenmesini inhibe ettigi

belirtilmistir (Grbi¢ et al. 2011).

Bagka bir ¢aligmada N. meyeri’nin esansiyel yaglari GC-MS de hidrodistilasyonla analiz
edilmigtir. Bitkinin esansiyel yaglarinda on dort bilesik tanimlanmistir. Analiz edilen
yagdan 4aa, 70, 7ap-nepetalacton (%83.4) ve 4aa, 70, 7an-nepetalacton (%8.83) gibi
ana bilesenler tespit edilmistir (Mutlu et al. 2011).

Nepeta meyeri’den su distilasyonu ile ugucu yaglar GS-MS ile analiz edilmis ve on bir

yag bileseni tespit edilmistir. Ugucu yagin ana bilesenlerinin 4a a,7 a,7ap-
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Nepetalactone (%80.32); 4a a,7 a,7ao—Nepetalactone (%10.32); trans- Pulegol (%3.13);
1,8 Cineole (%2.95) oldugu belirtilmistir. Easansiyel yagin antifungal aktivitesi 16
fitopatojenik fungus iizerine test edilmistir. Yapilan deneyler N. meyeri yagini 16
fitopatojenik funguslarin misel biiyiimesini tamamen inhibe ettigini gostermistir. Yagin
etkisi ticari olarak kullanilan benomil fungisitten daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.
Farkli konsantrasyonlarda uygulanan esansiyel yag (0.25, 0.50 ve 1.0 mg/ml), 6nemli
Ol¢iide tim bitki patojen mantarlarin gelismesini Onlemistir. Ugucu yag 16 bitki
patojenin %18.5 ile %100 biiyiimesini engelledigi belirtilmistir. Bu ¢alismanin bulgulari
ucucu yaglarm fungisit olarak potansiyel bir kullanima sahip oldugunu gostermektedir
(Kordali et al.2013).

N. meyeri Benth.’den hidrodistilasyon yontemiyle izole edilen ugucu yagla baska bir
calismada GS-MS yontemiyle analiz edilmistir. Yagin %99.99’dan daha fazlasini temsil
eden ugucu yag icerisinde 11 bilesen tanimlanmistir. N. meyeri’den elde edilen n-
hexane ekstresi GS-MS yontemiyle analiz edilerek toplam 21 bilesen tanimlanmustir.
Elde edilen ugucu yag ve ekstreler Amaranthus retroflexus L., Cirsium arvense L.,
Chenepodium album L. ve Sinapsis arvensis L., yabanci ot tohumlarina uygulanmustir.
N. meyeri’nin toprak {istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin tiim dozlar1 kullanilan
biitiin yabanci ot tohumlarmin ¢imlenmesini %100 oraninda engelledigi belirlenmistir.
N. meyeri’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen ekstrelerden aseton ekstresi
cimlenme iizerine %5.33-%42 degerleri arasinda etki ederek genel olarak en etkili
sonuglar1 verdigi, S. arvensis tohumlarmin ¢imlenme, kok ve siirgiin biiyiimesini ise
tamamen engelledigi belirtilmistir. N. meyeri’nin kok kisimlarindan elde edilen
ekstrelerden aseton ekstresi en etkili ekstre olarak belirlenmis olup, A. retroflexus, C.
album ve S. arvensis’in ¢imlenme, kok ve silirglin biiylimesini tamamen engellemistir.
Sera denemesinde ise petri denemesinde de kullanilan 20 mg’lik doz kullanilmustir.
Ugucu yag ve ekstrelerin yiiksek dozu (20 mg) hem petri denemesinde hem de sera
denemesinde etkili bulunmustur. Sera denemelerinde ugucu yagin fide Sliimlerine etki
orant %28 - %64 degerleri arasinda olurken, ekstrelerde de fidelerin 6liim oranlari
yiiksek bulunmustur. Metanol ekstresinin A. retroflexus’un fide oliimlerine etki orani
%40.67 - %66 degerleri arasinda, C. album iizerine kloroform ekstresinin etki orani

%31.33 - %62.67 degerleri arasinda, C. arvense iizerine kloroform ekstresi etki orani



39

%33.33 - %60.67 degerleri arasinda ve hekzan ekstresinin S. arvensis’in fide 6liimlerine

etki oraninin %32 - %59.33 degerleri arasinda oldugu belirtilmistir (Tazegiil Cavusoglu
2012).

Yukaridaki caligmalarda belirtildigi gibi Nepeta cinsleri icerisinde 4aa,7a,7ap-
nepetalacton ve 4aa,7a,7aa-nepetalacton igerenler, antibakteriyal, antifungal ve antiviral
Ozelliklere sahiptirler. Bu ¢alismada materyal olarak kullanilacak Nepeta meyeri
bitkisinde de bu bilesiklerin yliksek oranda bulundugu birg¢ok arastirici tarafindan rapor
edilmistir. (Esmaeili et al. 2006; Mutlu et al. 2010a; Mutlu et al. 2011). Yapilan
caligmalarla karsilagtirlldiginda Nepeta meyeri’nin de antifungal olarak etki edecegi

hipotezi ileri siiriilebilir.



3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Yararlanilan alet ve cihazlar

Inkiibator

Calkalayici

Otoklav

Hassas terazi

Isik mikroskobu
Buzdolab1

Derin dondurucu (-30°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Karistirici

Manyetik karistirici
Masa santrifiijii
Otomatik pipetler

pH metre

Soguk su banyosu

Sicak su banyosu
Sogutmali santrifiij

UV Spektrofotometre
Multiskan Spektrofotometre
Homojenizator

Etiiv

Saf Su cihazi

Vortex karistirici

40

: Memmert, GERMANY, INBE 410 1583
: Gallenkamp

: Hirayama, JAPAN, HVE 50
: Shimadzu AY220

: Boeco BM-180, Germany

. Argelik

: Argelik

: Nuaire

: Fisons Whirlimixer

: Chiltern HS31

: Hettich EBA 21

: Ependhof, Axigen

: WTW unilab pH metre

: Huber Polystat CC1

: Wise Bath

: Hettich Micro 22 R

: Shimadzu UVmini-1240

: Multiscan GO

: Wiggen Hauser D- 500

: Memmert, GERMANY, INBE 410 1583
- Niive NS 112

(IKA, U. S. A, MS2
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3.1.2. Kaullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmalari

Calismada kullanilan ¢6zeltilerin kullanildigi yerler ve hazirlanis sekilleri asagida
belirtilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Fluka sirketlerinden

temin edilmistir.

1. %5’lik Ti(SOy), (Titanyum disiilfat ¢ozeltisi) (H2O, miktarinin belirlenmesinde
kullanilir): 1 gram Ti(SOy), 20 mL saf suda ¢6ziilerek hazirlanmustir.

2. %19’luk NH4OH (H20; miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 4.16 mL NH3 20 mL
saf suda ¢oziilmesiyle hazirlanmistir.

3. 2 M’lik H,SO4 (H20, miktarin belirlenmesinde kullanilir): 40 mL %98’lik H,SO4
alimmis 160 mL saf su igerisine ilave edildikten sonra 200 mL’ye tamamlanarak
hazirlanmustir.

4. 65 mM K;HPO,, pH: 7.8 (Siiperoksit anyonu miktarinin belirlenmesinde kullanilan
tampon): 1.132 g K;HPO, 70 mL saf su da ¢6ziilmiis pH: 7.8’¢ ayarlandiktan sonra saf
su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

5. 10 mM Hydroxilamine (Siiperoksit anyonu miktarinin ol¢iilmesinde kullanilir):
0.0069 g Hydroxilamine alinmis 10 ml saf suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmastir.

6. 17 mM amonyum benzono siilfonik asit (ABSA) (Siiperoksit anyonu miktariin
Olclilmesinde kullanilir): 0.1472 g alinmis ve 50 ml saf suda c¢oziindiirilerek
hazirlanmstir.

7. 17 mM 1-Naftilamine (Siiperoksit anyonu miktarinin 6l¢iilmesinde kullanilir): 0.243
g 1- Naftilamine alinmis 10 ml asetonda ¢6ziilmiis ve son hacmi saf su ile 100 ml ye
tamamlanarak hazirlanmistir.

8. %5 lik TCA (trikloroasetik asit) (Lipid peroksidasyon igeriginin belirlenmesinde) :
100 mL saf su igerisine 5 g TCA ilave edilir. TCA tam olarak ¢6ziinene kadar
karigtirilarak hazirlanmistir.

9. %0.5 lik TBA (tiobarbutirik asit) (Lipid peroksidasyon igerigi belirlenmesinde): 100
mL saf su i¢gine 20 gram TCA ¢oziiliir ve igerisine %0.5 g TBA ilave edilir ve iyice
karigtirilarak hazirlanmistir.

10. 0.1 M KHyPO4 (pH: 7.0), %1 PVP, 1mM EDTA (Antioksidan enzimlerin
homojenizasyon tamponu): 2.72 g KH;PO, 180 mL saf suda ¢6ziilmiis, 1 N NaOH ile
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Ph: 7.0’ye kadar titre edildikten sonra saf su ile 200 mL’ye tamamlanmis ve 0.5 g PVP
ve 0.04 g EDTA ilave edilerek hazirlanmistir.

11. 50 mM KH,PO4 (pH: 7.8) (Siiperoksit dismutaz aktivitesi Olglimiinde kullanilan
tampon): 1.7 g KH,PO,4 200 mL saf suda ¢oziilmiis, pH: 7.8’e ayarlandiktan sonra ve
hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlanmustir.

12. 13 mM metionin ¢dzeltisi (SOD reaksiyon karigimi igin): 0.586 g metionin alinir,
hazirlanan 250 mL 50 mM KH,PO, tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziilmiustiir.

13. 63 uM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0.0128 g
NBT alinir, hazirlanmig olan 250 mL 50 mM KH,PO, tamponu igerisine ilave edilerek
¢Oziilmistiir.

14. 0.1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SOD reaksiyon karisimi igin):
0.073 g EDTA alinir, hazirlanmis olan 250 mL 50 mM KH,PO, tamponu igerisine ilave
edilerek ¢oziliir.

15. 13 uM riboflavin (SOD aktivitesi i¢in 2. ¢ozelti): 0.019 g riboflavin, 500 mL saf
suda ¢Oziilmiistiir.

16. Peroksidaz aktivitesi dl¢imiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi: 54 pL quaikol ve 15
puL H»0O7’dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacak sekilde 100 mL 0,1 M fosfat tamponu (pH:
5.5) i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

17. 0.1 M NaHPO, (pH: 5.5) (Peroksidazin aktivitesi dl¢timiinde kullanilan tampon
cozeltisi): 3.55 g NayHPO, alinarak, 200 mL saf suda c¢oziilmiis ve pH: 5.5%¢
ayarlandiktan sonra toplam hacim 250 mL'ye tamamlanmistir.

18. 103.5 mM KH,PO,, pH: 7.5 (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilacak tampon):
1.4 g KH;PO,4, 80 mL saf suda ¢oziilmiis, 1 N NaOH ile pH: 7.5’e kadar titre edilir ve
son hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlanmuistir.

19. 40 mM H,0, ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢limiinde kullanilacak substrat ¢ozeltisi):
408 pL %30’luk H,0, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

20. 5 mM H,0; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde standart grafik hazirlamak i¢in
kullanilmistir): 41 pL % 30°luk H,0, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak
hazirlanmigtir.

21. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi dl¢iimiinde kullanilan reaksiyon karigimi:
0.0090 gr Askorbik asit, 0.068 gr KH,PQO,4, 0.0059 gr EDTA ve 8.6 ul H,O, 100 ml saf

su i¢erisinde ¢oziilmiistiir.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Bitki materyallerinin toplanmasi

Bu ¢alismada, asma (Vitis vinifera L. cv. Kareerik) bitkisi ve tiziimlerinde bir hastalik
etmeni olan kursuni kif (Botrytis cinerea) miicadelesinde allelopatik yaklagimlarin
etkisi arastirillmistir. Allelopatik kaynagi bitki olarak yabani bitki olan kedi nanesi
(Nepeta meyeri Benth.) kullanilmistir. Calismada, kullanilan Karerik tiziim ¢esidi,
Kuzeydogu Anadolu Tarim Bolgesi’nin standart tescilli tek standart tiziim gesitidir.
Erzincan’m Uziimlii Ilgesi baglarinda uygun zamanda ve uygun kosullarda gelikler
alinmig ve laboratuvara getirilmistir. Araziden toplanan tek gozlii gelikler, Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Béliimii seralarina getirilmis ve uygun
kosullarda koklendirilmistir. Bunun i¢in Karaerik liziim ¢esidine ait kis dinlenmesini
tamamlamis, 1 yash cubuklardan hazirlanan tek gozli ¢elikler torf-kum karisimi ile
doldurulmus saksilar igerisine dikilmistir. Dikilen gelikler diizenli olarak sulanmis ve
bir aylik inkiibasyon sonrasi koklenen celiklerden ayni zamanda siirgiinler olusmustur.
Koklenmis asma fideleri 5 yaprakli fidan olusuncaya kadar uygun sera kosullarinda
(23°C’de 8 saat gece / 16 saat giindiiz) yetistirilmiglerdir. Deneysel ¢aligmalarda bu

fidanlardan alinan yaprak saplari, yaprak ayalar1 ve siirgiin eksplantlari kullanilmistir.

Sekil 3.1. Celiklerin yetistirilmesi
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Calismada kullanilan diger bitki olan N. meyeri ¢igeklenme donemi olan Haziran ayi
igerisinde Erzurum Horasan ilgesi civarindan toplanmistir (GPS koordinatlart 40° 2’
13.2792" ve 42° 11" 5.7984"). Dogal habitatinda toplanan bitkiler direk giines almayan

havadar bir ortamda kurutulmustur.

Sekil 3.2. N. meyeri’nin kurutulmasi

3.2.2. Nepeta meyeri’ nin esansiyel yaglarimin elde edilmesi ve analizi

Bitkilerimiz golgede iyice kurutulup kok, govde ve ¢icek kisimlari ayrildiktan sonra
Waring blender yardimiyla pargalanmistir. Literatiirde yaygin olan yontemlerle
esansiyel yaglari elde edilmistir (Mutlu and Atic1 2009; Singh et al. 2009; Mutlu et al.
2011). Esansiyel yaglarin analizleri GC/MS kiitle spektrum yontemiyle yapilmistir. Bu
islem Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi Kimya Boliimi Organik Kimya

Laboratuvarinda yapilmistir.
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Sekil 3.3. Esansiyel yaglarin elde edilmesi

3.2.3. Botrytis cinerea izolatlariin elde edilmesi ve saflastiriimasi

B. cinerea izolatlar1 Erzincan ilinin Uziimlii ilgesinde iiziim baglarinda hastalikli
bitkilerden temin edilmistir. Fungus izolasyonunda Patates Dekstroz Agar (PDA)
besiyeri kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri Petrilere dokiildiikten sonra fungus
izolasyonlar1 yapilmistir (Sekil 3.4). B. cinerea izolatlar1 ¢aligmalarda kullanilmak tizere

egik agarda +4°C ve silika jel icerisinde -20°C’de muhafaza edilmistir.



Kontrol
> Konidi
. . 5
0
¢ @
Q& o ’
Q o (}1’5%
ED0O
S22
8%
8 ' &5
. o 3

Sekil 3.4. B.cinerea, B. cinerea nin konidiofor ve konidileri

3.2.4. Esansiyel yagin antifungal etkisinin belirlenmesi

3.2.4.a. Esansiyel yagin in vitro kosullarda patojenin miselyal gelisimi iizerine

antifungal etkilerinin belirlenmesi

Oncelikle Nepeta meyeri’den elde edilen esansiyel yag (EY), bir yiizey artirict madde
olan Tween- 20 igerisinde ¢Oziilmiistiir. Bunun i¢in %0.5 (v/v) oraninda Tween- 20
igeren 10 ml steril saf suya 10 ul esansiyel yag ilave edilmis ve iyice ¢oziiniinceye kadar
karistirtlmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 600 ul, 800 pl, 1000 ul EY ¢ozeltisi bir
otomatik pipetle yaklagik 20 ml PDA besiyeri igeren Petrilere ilave edilmistir. Kontrol
Petrilerine sadece Tewen- 20’li steril saf su ilave edilmistir. Sonugta her Petriye konulan

saf (seyreltilmemis) EY miktarlar1 sirastyla sdyle olmustur; 0.6 pl/Petri, 0.8 ul/Petri, 1
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ul/Petri. Bu miktarlar, Petrilerdeki 20 ml besiyeri icerisinde seyreleceginden, her Petride
1 ml basina diisen nihai konsantrasyonlar 0.03 pl/ml, 0.04 pl/ml, 0.05 pl/ml oranlarinda
olmustur. EY konsantrasyonlarinin ayarlanmasinda literatiirde benzer ¢alismalardan ve

yaptigimiz 6n denemelerden faydalanilmistir.

Yukarida agiklandigi sekilde hazirlanan Petriler oda sicakliginda 1 giin bekletildikten
sonra, daha onceden PDA ortaminda gelistirilmis olan 7-10 giinlik fungus
kiiltiirlerinden 4 mm ¢apindaki diskler alinarak EY iceren ve icermeyen Petriler i¢ine
inokule edilmistir. Petrilerin etrafi parafilm ile kapatilmis ve 25°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Degerlendirmeler kontrol Petrilerinde fungusun petrileri tamamen
kaplamast beklenmeden ortam yiizeyindeki fungusun misel caplart Olglilerek
yapilmustir. Inkiibasyonun 2. giiniinden itibaren her giin Petriler kontrol edilmis ve
giinliik olarak fungal misel caplar Olgiilerek kaydedilmistir. Misel capinin Sl¢iimii
fungus misel ¢apinin birbirine dik ayr1 yonde 6l¢iilmesi seklinde yapilmistir (Benjilali et
al. 1984). Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine goére bes tekerriirlii ve kontrol
ornekli yiiriitiilmiistiir. Denemeler bes kez tekrar edilmistir.

Kontrollere gore bitki ekstraktlarinin % engelleme oranlari,

E=((K-M)/K)x 100 formiiline gore hesaplanmistir (Deans and Svoboda 1990).
Burada:

E= Engelleme (%)

K= Kontrol petrisindeki misel ¢apt (mm)

M= Uygulama yapilan petrideki misel ¢cap1 (mm)

3.2.4.b. Esansiyel yagn in vitro kosullarda patojenin spor ¢cimlenmesi ve ¢im tiipii

uzunlugu iizerine antifungal etkilerinin belirlenmesi

Esansiyel yagin patojenin spor ¢imlenmesine ve ¢im tipli uzunluguna etkilerini
belirlemek amaciyla EY yukarida verildigi sekilde 600 pl, 800 pl, 1000 pl dozlari
kullanmilmistir. PDA  ortaminda gelistirilen 7-10 giinliik fungus kiiltiirlerinin
sporulasyonunu saglamak igin kiiltiirler, iginde Tween 20 bulunan 5 ml steril saf suya

steril bir cam g¢ubuk yardimiyla kiiltiiriin yiizeyi kazinmistir. Buradan elde edilen
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siispansiyon (1x10° konidiiml) 3 katli gazli bezden gegirilerek icerisindeki miselyal
parcgaciklar uzaklastirilmistir. Yukarida agiklandigi sekilde hazirlanmis esansiyel yag
iceren Petrilere hazirlanan sporulasyonundan 10 pl ilave edilmistir. Ornekler 25°C’de

karanlik kosullarda inkiibasyona birakilmustir.

Degerlendirmeler, 24 saat sonra 151k mikroskobunda, mikrometre yardimiyla sayilan
100 spordan ¢imlenen ve ¢imlenmeyen sporlarin belirlenmesi seklinde yapilmustir.
Belirgin olarak uzunluklarinin 1/2’si kadar ¢im tiipii olusturmus sporlar ¢imlenmis
olarak kabul edilmistir. Cim tiipii uzunlugunun degerlendirilmesinde 40x biiyiitmeli
objektif kullanilmig ve her bir tekerriirdeki 30 sporun ¢im tiipii uzunlugu (um) dlgiilerek
ortalamalar1 hesaplanmistir. 40X biiyiitmeli objektif ile 3 farkli goriintii alaninda goriilen
sporlar sayilarak ve toplam spor sayisi, ¢cimlenen spor sayisina oranlanarak % ¢imlenme
orani belirlenmisgtir.

% c¢imlenme = [a/(a+b)] x 100

a; cimlenen spor sayisi

b; cimlenmeyen spor sayisi

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore bes tekerriirlii ve kontrol 6rnekli

yiirlitiilmiistlir. Denemeler bes kez tekrar edilmistir.

3.2.4.c. Asma yapraklarina fungusun enfekte edilmesi ve esansiyel yagmn

uygulanmasi

Geng tiziim yapragi sulu sodyum hipoklorit (%5) ile 10 dk sterilize edilmis ve steril su
icerisinde durulanmustir. Bir steril delici iiziim yapraklarinda esit bityiikliikte disklerin
(18 mm c¢ap) alinmasi i¢in kullanilmigtir. Yapraklar steril filtre kagitlari iceren petrilere
yerlestirilerek (Deliere et al. 2010) onceden PDA besiyerinde gelistirilmis B.
cinerea’nin 4 giinliik kolonilerinin kenar kisimlarindan bir delici ile 1 cm g¢apinda
diskler alinmis ve hafifce yaralanmis yaprak kismina degecek sekilde her yapraga
karsilikli olarak yerlestirilmistir. Uygulama yapilan yapraklara 600 pl, 800 ul, 1000 ul

EY ¢ozeltileri uygulanmistir. Kontrol yapraklara ise sadece steril saf su piiskiirtiilmiistiir
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(Vallejo et al. 2003). inokulasyonlu ve inokulasyonsuz yapraklar 23°C’de 7 giin, 12 saat
151k ve 12 saat karanlik olacak sekilde bir iklim kabininde inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon peryodu sonunda B. cinerea izolatlarinin yapraklar iizerinde olusturdugu
lezyonlarin ¢ap1 Olgiilerek elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Yukaridaki muameleler yapildiktan sonra, enzimlerin c¢aligilmasi i¢in yedinci giin

yapraklar alinarak derin dondurucuya birakilmistir.

600 pl, 800 ul, 1000 ul EY uygulanan yapraklarda kontrol, tek basina esansiyel yag ve

tek basina fungus uygulamasi tiim dozlarda tekrar yapilmstir.

Esansiyel Yagh Yapraklarda Gruplarin Olusturulmasi;

1. Kontrol (K): Higbir uygulama yapilmayan yaprak.

2. Esansiyel Yagh ( EY): Yapraklara sadece esansiyel yag uygulanmuistir.

3. Fungus (F): Yapraklara sadece fungus enfekte edilmistir.

4. Esansiyel Yag+Fungus (EY+F): Yapraklara fungus ve esansiyel yag beraber
uygulanmigtir.

5. Esansiyel Yag+Fungus (1 Giin Sonra) (EY+F(1G)): Yapraklara esansiyel yag
uygulandiktan bir giin sonra fungus enfekte edilmistir.

6. Esansiyel Yag+Fungus (2 Giin Sonra) (EY+F(2G)): Yapraklara esansiyel yag
uygulandiktan iki giin sonra fungus enfekte edilmistir.

3.2.5. Su oziitiiniin antifungal etkisinin belirlenmesi

3.2.5.a. Su oziitiiniin in vitro Kkosullarda patojenin miselyal gelisimi iizerine

antifungal etkilerinin belirlenmesi

Su 6ziitiinii hazirlamak amaciyla N. meyeri’nin yapraklari kullanilmistir. Bu islemde
lyice dgiitiilmiis 20 gr bitki materyali 100 ml suda sulandirilarak galkalayici tizerinde 8
saat siire ile oda sicakliginda ekstraksiyona birakilmistir (Schnee et al. 2013). Bu

materyal once 4 kath steril tiilbentten siiziildi ve santrifiij yapilmistir. Elde edilen
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stipernetant bir kez de Whatman filtre kagidindan siiziildiikten sonra millipordan da
gegirilerek steril edilmistir. Hazirlanan bu %20°lik (w/v) stok ¢ozeltiden 2 ml, 5 ml, 10
ml dozlarinda otomatik pipetlerle alinip steril bos petrilere ilave edilmis ve sonra
besiyeri lzerlerine dokiilmistiir. Her Petride 20 ml besiyeri oldugu diisiiniiliirse,
Petrilerde son konsantrasyon sirasiyla %2, %5 ve %10 (w/v) olacak sekilde
hazirlanmistir. Hazirlanan Petriler oda sicakliginda 1 giin bekletildikten sonra, daha
onceden PDA ortaminda gelistirilmis olan 7-10 giinliik fungus kiiltiirlerinden 4 mm
capindaki diskler alinarak ekimleri yapilmistir. Petrilerin etrafi parafilm ile kapatilmis
ve 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. Degerlendirmeler kontrol Petrilerinde fungusun
petrileri tamamen kaplamasi beklenmeden ortam yiizeyindeki fungusun misel ¢aplari
dlciilerek yapilmustir. Inkiibasyonun 2. giiniinden itibaren her giin petriler kontrol
edilmis ve giinliik olarak fungal misel caplar Olciilerek kaydedilmistir. Misel capinin
Olciimii fungus misel ¢apinin birbirine dik ayr1 yonde Slgiilmesi seklinde yapilmistir
(Benjilali et al. 1984). Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore bes
tekerriirlii ve kontrol 6rnekli yiiriitiilmiistlir. Denemeler bes kez tekrar edilmistir.
Kontrollere gore bitki ekstraktlarinin % engelleme oranlari,

E=((K-M)/K)x 100 formiiline gore hesaplanmistir (Deans and Svoboda 1990).
Burada:

E= Engelleme (%)

K= Kontrol petrisindeki misel ¢ap1 (mm)

M= Uygulama yapilan petrideki misel ¢cap1 (mm)

3.2.5.b. Su oéziitiiniin in vitro kosullarda patojenin spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipii

uzunlugu iizerine antifungal etkilerinin belirlenmesi

Su 6ziitlinilin patojenin spor ¢imlenmesine ve ¢im tiipii uzunluguna etkilerini belirlemek
amaciyla 2 ml, 5 ml, 10 ml dozlar1 (%2, %5 ve %10 ) kullanilmistir. PDA ortaminda
gelistirilen 7-10 gilinliik fungus kiiltiirlerinin sporulasyonunu saglamak icin, kiiltiirleri
icinde Tween- 20 bulunan 5 ml steril saf suya steril bir cam ¢ubuk yardimiyla kiiltiiriin
yiizeyi kazinmistir. Buradan elde edilen siispansiyon (1x10° konidifml) 3 kath gazli

bezden gecirilerek igerisindeki miselyal parcaciklar uzaklastirilmistir. Bir giin dnceden
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hazirlanmis su oOziitii igeren besiyerlerine hazirlanan sporulasyondan 10 pl ilave
edilmistir. 25°C’de karanlik kosullarda inkiibasyona birakilmistir.

Degerlendirmeler, 24 saat sonra 151k mikroskobunda, mikrometre yardimiyla sayilan
100 spordan ¢imlenen ve ¢imlenmeyen sporlarin belirlenmesi seklinde yapilmustir.
Belirgin olarak uzunluklarmin 1/2” si kadar ¢im tiipli olusturmus sporlar ¢imlenmis
olarak kabul edilmistir. Cim tiipii uzunlugunun degerlendirilmesinde 40x biiyiitmeli
objektif kullanilmis ve her bir tekerriirdeki 30 sporun ¢im tiipii uzunlugu (um) 6lgiilerek
ortalamalar1 hesaplanmistir. 40X biiyiitmeli objektif ile 3 farkli goriintii alaninda goriilen
sporlar sayildi ve toplam spor sayisi, ¢imlenen spor sayisina oranlanmis % ¢imlenme
orani belirlenmisgtir.

% cimlenme = [a/(a+b)] x 100

a; cimlenen spor sayisi

b; ¢imlenmeyen spor sayist

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore bes tekerriirlii ve kontrol 6rnekli

yuritiilmiistiir. Denemeler bes kez tekrar edilmistir.

3.2.5.c. Yapraklara fungusun enfekte edilmesi ve su 6ziitiiniin uygulanmasi

Geng tiziim yapragi sulu sodyum hipoklorit (%5) ile 10 dk sterilize edilmis ve steril su
icerisinde durulanmustir. Bir steril delici {iziim yapraklarinda disklerin (18 mm c¢ap)
alinmasi i¢in kullanilmistir. Yapraklar steril filtre kagitlari igeren petrilere yerlestirilerek
(Deliere et al. 2010) 6nceden PDA besiyerinde gelistirilmis B. cinerea’nin 4 giinliik
kolonilerinin kenar kisimlarindan bir delici ile 1 cm gapinda diskler alinmis ve hafifge
yaralanmigs yaprak kismima degecek sekilde her yapraga Kkarsilikli olarak
yerlestirilmistir. Uygulama yapilan yapraklara 2ml, Sml ve 10 ml su o6ziitii ¢ozeltileri
uygulanmistir. Kontrol yapraklara ise sadece steril saf su piiskiirtiilmiistiir (Vallejo et al.
2003). Inokulasyonlu ve inokulasyonsuz yapraklar 23°C’de 7 giin 12 saat 151k ve 12 saat
karanlik olacak sekilde bir iklim kabininde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
peryodu sonunda B. cinerea izolatlarinin yapraklar tizerinde olusturdugu lezyonlarin

cap1 Olgiilerek elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Yukaridaki
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muameleler yapildiktan sonra, enzimlerin galigilmasi i¢in yedinci giin yapraklar alinarak

derin dondurucuya birakilmistir.

3.2.6. Metanolik oziitiin antifungal etkisinin belirlenmesi

3.2.6.a. Metanolik oziitiin in vitro kosullarda patojenin miselyal gelisimi iizerine

antifungal etkilerinin belirlenmesi

Metanolik oziitiin miselyal gelisime etkilerini belirlemek amaciyla kurutulmus ve
ogiitiilmis 200 gr bitki 6rnegi ahinmis ve 1000 ml metanolde ekstrakte edilmistir (2-3
giin). Bu islem aym1 6rnek iizerinden 3 kez tekrarlanmistir ve her seferinde elde edilen
Oziitler birlestirilmistir. Metanol, metanolik Oziitten bir evaporatdr yardimiyla 45°C
vakum altinda uzaklasgtinlmistir. Elde edilen c¢okelege, icerisindeki lipidlerin
uzaklastirilmast i¢in 100 ml Hekzan ilave edilmis ve iyice karistirilmistir. Hekzan
fraksiyonu ortamdan ayni sartlarda alinmistir. Bu islem ayni ¢okelek ile iki kez daha
yapilmis ve elde edilen Hexan fraksiyonlar birlestirilmistir. Hekzan evapore edilmis ve
geri kalan ¢okelek tartilmistir (Satyajit et al. 2006). Elde edilen ¢okelekten 1 gr alinmis
ve 100 ml steril saf su igerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu ¢ozelti Whatman filtre
kagidindan siiziilmiistiir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 1 ml (500 ppm), 2 ml (1000
ppm) ve 3 ml (1500 ppm) dozlarinda otomatik pipetlerle alinip petrilere ilave edilmistir
ve onceden hazirlanmig Petilerdeki besiyeri tizerlerine dokiilmiistiir (Tehranifar et al.
2011). Petriler oda sicakliginda 1 giin bekletildikten sonra, daha Onceden PDA
ortaminda gelistirilmis olan 7-10 giinliik fungus kiltiirlerinden 4 mm ¢apindaki diskler
alinarak ekimleri yapilmistir. Petrilerin etrafi parafilm ile kapatilmis ve 25°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Degerlendirmeler kontrol petrilerinde fungusun petrileri
tamamen kaplamasi beklenmeden ortam yiizeyindeki fungusun miselleri olgiilerek
yapilmistir. Inkiibasyonun 2. giiniinden itibaren her giin petriler kontrol edilmis ve
giinliik olarak fungal misel c¢aplar1 Olciilerek kaydedilmistir. Misel capiin ol¢limi
fungus misel ¢apinin birbirine dik ayr1 yonde 6l¢iilmesi seklinde yapilmistir (Benjilali et
al. 1984). Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore bes tekerriirlii ve kontrol

ornekli yiritilmistiir. Denemeler ti¢ kez tekrar edilmistir.
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Kontrollere gore bitki ekstraktlarinin % engelleme oranlari,

E=((K-M)/K) x 100 formiiliine gore hesaplanmistir (Deans and Svoboda 1990).
Burada:

E= Engelleme (%)

K= Kontrol petrisindeki misel ¢ap1 (mm)

M= Uygulama yapilan petrideki misel ¢ap1 (mm)

3.2.6.b. Metanol oziitiin in vitro kosullarda patojenin spor ¢cimlenmesi ve ¢im tiipii

uzunlugu iizerine antifungal etkilerinin belirlenmesi

Metanol o6ziitiin patojenin spor ¢imlenmesine ve ¢im tipli uzunluguna etkilerini
belirlemek amaciyla 1 ml (500 ppm), 2 ml (1000 ppm) ve 3 ml (1500 ppm) dozlari
kullanilmistir. PDA  ortaminda gelistirilen 7-10 giinliik fungus kiltiirlerinin
sporulasyonunu saglamak igin, kiiltiirleri iginde Tween 20 bulunan 5 ml steril saf suya
steril bir cam g¢ubuk yardimiyla kiiltiiriin yiizeyi kazinmistir. Buradan elde edilen
siispansiyon (1x10° konidiiml) 3 katli gazli bezden gegirilerek icerisindeki miselyal
pargaciklar uzaklastirilmistir. Bir giin onceden hazirlanmis metanol 6ziitii iceren
besiyerlerine hazirlanan sporulasyondan 10 pl ilave edilmistir. 25°C’de karanlik
kosullarda inkiibasyona birakilmigtir. Degerlendirmeler, 24 saat sonra 151k
mikroskobunda, mikrometre yardimiyla sayilan 100 spordan ¢imlenen ve ¢imlenmeyen
sporlarin belirlenmesi seklinde yapilmistir. Belirgin olarak uzunluklarinin 1/2’si kadar
¢im tiipii olusturmus sporlar ¢imlenmis olarak kabul edilmistir. Cim tiipii uzunlugunun
degerlendirilmesinde 40X biiyilitmeli objektif kullanilmis ve her bir tekerriirdeki 30
sporun ¢im tiipii uzunlugu (um) olgiilerek ortalamalart hesaplanmistir. 40X biiyilitmeli
objektif ile 3 farkli goriintli alaninda goriilen sporlar sayilarak ve toplam spor sayisi,
¢imlenen spor sayisina oranlanmis % ¢imlenme belirlenmistir.

% c¢imlenme = [a/(a+b)] x 100

a; cimlenen spor sayist

b; ¢imlenmeyen spor sayist
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Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore bes tekerriirlii ve kontrol drnekli

yiirlitilmistlir. Denemeler bes kez tekrar edilmistir.

3.2.6.c. Yapraklara fungusun enfekte edilmesi ve elde edilen metanolik o6ziitiiniin

uygulanmasi

Geng tliziim yapragi sulu sodyum hipoklorit (%5) ile 10 dk sterilize edilmis ve steril su
icerisinde durulanmistir. Bir steril delici iiziim yapraklarinda disklerin (18 mm c¢ap)
alimmas1 i¢in kullamilmigtir. Yapraklar steril filtre kagitlari iceren petrilere
yerlestirilmistir (Deliere et al. 2010). Onceden PDA besiyerinde gelistirilmis B.
cinerea’nin 4 giinliikk kolonilerinin kenar kisimlarindan bir delici ile 1 cm g¢apinda
diskler alinmis ve hafifce yaralanmis yaprak kismina degecek sekilde her yapraga
karsilikli olarak yerlestirilmistir. Uygulama yapilan yapraklara 1 ml (500 ppm), 2 ml
(1000 ppm) ve 3 ml (1500 ppm) metanol &ziitii ¢dzeltileri uygulanmustir. Inokulasyonlu
ve inokulasyonsuz yapraklar 23°C’de 7 giin 12 saat 151k ve 12 saat karanlik olacak
sekilde bir iklim kabininde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon peryodu sonunda B.
cinerea izolatlarinin yapraklar {izerinde olusturdugu lezyonlarin ¢ap1 Olgiilerek elde
edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Yukaridaki muameleler yapildiktan
sonra, enzimlerin calisilmasi i¢in yedinci giin yapraklar alinarak derin dondurucuya

birakilmstir.

3.2.7. Bitkiler ile ilgili deneylerin yapilmasi

3.2.7.a. Klorofil miktar tayini

Yaprak numunelerinden 0.1 gr alinarak bisturi ile par¢alanmistir. Par¢alanan Ornekler
tizerine 10 ml %80’ lik aseton ilave edildikten sonra tokmakla iyice ezilerek ekstrakti
cikarilmigtir. Ezilen ornekler filtre kagidindan siiziilmiis, elde edilen ekstratin ependorf
tiiplerine aktarilarak 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatantlarin

450, 645 ve 663 nm’lerdeki absorbans degerleri okunmustur. Okunan bu absorbans
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degerleri asagidaki formiillerde yerine konarak klofil a, klorofil b, toplam klorofil ve
karotenoid degerleri hesaplanmistir (Lichtenthaller 1987).

Klorofila=12.7 x A 663 —2.69 x A 645

Klorofil b=22.9 x A 645 —4.68 x A 663

Total klorofil = 20.2 x A 645 + 8.02 x A 663

Karotenoid = (4.07 x A450-(0.0435 x Klorofil a +0.367 x Klorofil b)

3.2.7.b. Hidrojen peroksit (H,0,) miktariin belirlenmesi

0.5 gram yaprak alinarak 10 mL aseton i¢inde homojenize edilip homojenat 10 dakika
10.000 rpm’de santriflij edilmis. Daha sonra elde edilen silipernatantin 1.5 mL’si,
sirastyla 0.15 mL %5°lik Ti(SOg4), (titanyum disiilfat) ve 0.3 mL %19’luk NH4OH
(amonyum hidroksit) ile karistirilmistir. Cokelek olustuktan sonra karisim tekrar 10.000
xg’de 10 dakika daha santrifiij edilmistir.

Elde edilen pelet 3 mL 2 M’lik H,SO, (siilfiirik asit) i¢inde ¢oziilmiis ve 415 nm’de
dalga boyunda spektrofotometrede absorbansi olgiilerek kaydedilmistir. Bu ortalama
absorbans degerleri, daha 6nceden hazirlanmis standart grafik yardimiyla nanogram
cinsinden H,O, miktarina dondstiiriilmiistiir. Sonuglar g yaprak basina diisen H,0,

miktar1 (ngram /g yaprak) olarak verilmistir (He et al. 2005).

H,0, miktarin1 belirlemede kullanilan H,O, standardi i¢in, %35°lik H,O, ¢ozeltisinden
hazirlanan 3 mM’lik stok c¢ozeltiden eppendorf tiiplerine sirasiyla; 3.6, 7.2, 10.8, 14.4,
18, 21.6, 25.2, 28.8, 32.4 ve 36 nanogram seklinde konulmustur. Tiiplin hacmi aseton
ile 1.5 mL'ye tamamlamis ve her tiipe 0.15 mL %5’lik Ti(SO4), ve 0.3 mL %19’luk
NH4OH eklenmistir. Cokelek olustuktan sonra karigim 5 dakika 10.000 xg’de daha
santrifiij edilmistir. Sonra elde edilen pelet 3 mL 2 M’lik H,SO4 iginde ¢oziilmiis ve 415
nm’de absorbans kore karsi okunmustur. Absorbans degerlerine karsilik gelen

nanogram H,O, degerleri kullanarak standart grafik elde edilmistir.
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Sekil 3.5. Hidrojen peroksit (H20,) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik.

3.2.7.c. Siiperoksit anyon miktarinin belirlenmesi

Toz haline getirilen 0.5 g yaprak iizerine 2 mL 65 mM (pH: 7.8) fosfat tamponu ilave
edilerek homojenize edilmistir. Homojenat 5000 x g’de 10 dk. ve + 4°C’de santrifiij
edilmistir. Siipernatanttan 1 ml alinir iizerine 0.9 ml fosfat tamponu ve 0.1 ml 10 mM
hydroxylamine hidroklorid eklenmistir. Cozelti karistirilmig ve 20 dakika 25°C’de
inkiibe edilmistir. Daha sonra karisimdan 1 ml alimirak {izerine 1 ml 17 mM
aminobenzene siilfonik asit ve 1 ml 17 mM 1- naftilamin eklenir karistirilmis ve 20
dakika 25°C’de inkiibe edilmis. Spektrofotometre de 530 nm’de absorbans degerleri
oOlgiiliirek sonuglar NaNO, standart grafigine bakilarak degerlendirilmistir (Elstner and
Heupel 1976).
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Sekil 3.6. Siiperoksit anyonu miktar: standart grafigi

3.2.7.d. Lipid peroksidasyon seviyesinin belirlenmesi

0.5 g yaprak alinarak 5 mL %5’lik TCA i¢inde homojenize edildikten sonra elde edilen
homojenat 10.000 x g‘de 15 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatanttan 4 mL alinarak
tizerine 1 mL %0.5’lik TBA ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim kaynar suda 30 dakika
inkiibe edilerek ve tiipler buz banyosuna alinmis reaksiyon durdurulmustur. Ornekler
tekrar 10 dakika 10000 xg°‘de santrifiij edilerek siipernatant kismi alinarak absorbansi
532 nm de okunarak ve daha sonra 600 nm deki nonspesifik absorbsiyon igin absorbans

degeri 6l¢tilmiistiir.

Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi igin; 532 nm’de 6l¢iilen absorbans degerinden 600
nm’de belirlenen deger ¢ikarilmis ve 1 ml ¢ozeltideki MDA (nmol/g): [(AS532-
A600)/155000] x 10° formiiliiyle hesaplanmistir. Sonuglar MDA (nmol/gram doku)

seklinde sunulmustur (Ananieva et al. 2002).
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3.2.7.e. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Yaprak dokusundan 0.5 gr alinip sivi azot ile toz haline gelinceye kadar 6giitiilmiistiir.
Sonra tizerine 5 mL soguk homojenat tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiva eden
0.1 M KH,PQO4 pH: 7.0) ilave edilerek ve karisim bir santrifiij tiiptine aktarilmis 15000
xg’ de ve +4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonucunda elde edilen
slipernatant antioksidan enzimlerin aktivite Olgtimleri i¢in kullanilir (Angelini et al.
1990). Biitiin enzim ekstraklari, enzim c¢alismalar1 siiresince 4°C’de tutulmustur.

Kullanilan malzemelerin (pipet uglar1 vs.) ve ortamin steril olmasina dikkat edilmistir.

1. Siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Siiperoksid dismutaz (SOD) enzim aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) siiperoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD
enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirleme esasina dayanir.
Reaksiyon karigimi (3 mL); 50 mM KH,PO4 (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT,
13 uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA igermektedir. Aktivite Ol¢limii i¢in kiivete
yukaridaki riboflavin icermeyen reaksiyon karisimdan 2,58 mL alinmis ve {izerine 30
pL enzim ekstrakti ilave edilmistir. Reaksiyon, tlip lizerine 13 uM’lik riboflavin
cozeltisinden 390 pL eklenip karistirildiktan hemen sonra, beyaz bir 151k kaynagi 6niine
yerlestirilerek baslatilmistir. Tip, 151tk kaynaginin karsisinda 15 dk. tutulmus ve
reaksiyon 151k kaynaginin kapatilmasiyla durdurulmustur. 15 dk. igerisinde NBT nin
renk agilma yogunlugu 560 nm’de kore karst okunmustur. Kor; ayni islemin reaksiyon
cozeltisiyle yapilmaktadir. SOD aktivitesinin 1 tinitesi, 560 nm’de gozlenen NBT
indirgenmesinin %50 inhibisyonuna sebep olan enzim miktari, 1 enzim initesi olarak
kabul edilmis ve degerler EU/g yaprak olarak hesaplanmistir (Agarwal and Pandey
2004).
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2. Peroksidaz (POD) aktivitesinin belirlenmesi

Guaikol ve H,0;’nin substrat oldugu reaksiyonun iiriinii olan renkli bilesigin meydana
getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir.
Spektrofotometre kiivetine; 100 mL 0.1 M, Na,HPO, (pH: 5.5) ve 5 mM guaikol ve 5
mM H,0, igeren substrat ¢ozeltisinden 3 mL konulduktan sonra, {izerine 10 puL enzim
ekstrakti eklenmistir. 470 nm’de absorbans artis1 5 dakika boyunca 1 dakika araliklarla
kaydedilmis ve absorbansin dogrusal olarak arttigi kisimdaki absorbans artis1 1
dakikaya oranlanmistir. Absorbans1 25°C’de 1 dakikada, 0.01 abs artiran enzim miktari
1 enzim iinitesi olarak kabul edilmis ve sonuglar g yaprak basina diisen enzim {initesi

(EU/g yaprak) olarak hesaplanmistir (Yee et al. 2002).

3. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Ortamdaki H,O,’nin oksijen ve suya doniisimiinii saglayan katalaz absorbans
degisiminin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir (Gong et al. 2001). Reaksiyon
sonucunda azalan H,O, miktarin1 belirlemek i¢in standart grafik hazirlanir. Standart
grafik hazirlarken, 5 mM H;0; ¢ozeltisinden 3 mL'lik spektrofotometre tiiplerine
strastyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 mL konulmus, tiiplerin
hacimleri saf su ile 1.5 mL'ye tamamlanmis ve her tiipe 1.47 mL 103.5 mM KH,PO, ve
30 uL su ilave edilmistir. Spektrofotometrede 240 nm’de absorbans kore Kkarsi
okunanarak absorbans degerlerine karsilik gelen uM H,O, degerleriyle standart grafik
elde edilmistir. Enzim aktivitesi 6lgimii i¢cin 3 mL’lik kiivete, 103 mM KH,PO,4
tamponundan 1.475 mL ve 40 mM’lik H,O; substrat ¢ozeltisinden 1.5 mL konulduktan
sonra, 25 pL enzim ekstrakti ilave edilmistir. 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika
araliklarla kore karsi absorbansi okunmus ve absorbansin dogrusal olarak azaldig
araliktan dakika basina absorbans azalmasi hesaplanmistir. Ortalama bu absorbans
degerleri, standart grafik yardimiyla pmol cinsinden H,O, miktara doniistiriilmiistiir.
1 dakika i¢inde 25°C’de, absorbansi 1 pumol azaltan enzim miktar1 1 enzim {nitesi
olarak kabul edilmis ve sonuglar g yaprak basina diisen enzim iinitesi (EU/g yaprak)

olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.7. Katalaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan standart grafik

4. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesi, absorbanstaki azalisa bagl olarak 290 nm’de 6lgiiliir
(Nakano and Asada 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7,0),
250 uM askorbik asid (ASC), 5 mM H,0, ve 100 ul enzim ekstraktt iceren 3 ml’lik
reaksiyon karisiminin olgiilmesiyle belirlenmistir. Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290
nm’de ASC igin 2,8 mM™ecm™ epsilon katsayisnmn kullanilmasiyla hesaplanarak ve

sonuglar g taze agirlik basina ifade edilmitir.
5. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin tayini

Glutatyon rediiktaz aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976) metoduna gore belirlenmistir.
Substrat olarak 0.25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG)
kullanmilmistir. ~ Yiikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi igin
indirgeyici faktor olarak NADPH kullanilmistir. Enzim aktivitesi igin, 200 pl 0.5 mM
EDTA igerisinde hazirlanmig 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 250 ul GSSG ve 500 pl
NADPH ihtiva eden karistma 50 pl enzim ekstrakti eklenmistir. NADPH’in
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oksidasyonu 340 nm’de 5 dakika boyunca azalmanin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir. GR
aktivitesi EU/ml olarak ifade edilmistir.

6. Coziinebilir protein miktarinin tayini

Coziinebilir proteinlerin kantitatif tayini Bradford’a (1976) gore yapilmistir. Calismada
kullanilan yapraklardan 0.1 gr alinip dnce sivi azotla sonra fosfat tamponunda (0.5 M
KH,POy; pH:7) iyice homojenije edilmistir. Homojenat 12000 x g’de 15 dk santrifiij
edilerek stipernatanttan 0.2 ml alinip, 3 ml Coomassie reaktifiyle karistirilmis ve 10 dk
sonra absorbanslart 595 nm’de belirlenmistir. Hesaplama igin bir standart grafikten
yararlanilarak protein miktarlar1 pug protein/g doku olarak sunulmustur. Standart grafik
su sekilde hazirlanmistir; 1ml’sinde 1 mg protein igeren standart sigir albumin (BSA)
¢ozeltisinden 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg protein iceren hacimler tiiplere
aktarilip, saf su ile biitiin tiiplerin hacimleri 0.2 ml’ye tamamlanmistir. Bu tiiplere 3’er
ml Coomassie reaktifi ilave edilip vorteks ile karistirtlmistir. Kér numune olarak 0.2 ml
ayni tampondan ve 3 ml Coomassie reaktifinden olusan karisim kullanilmistir. Yapilan
spektrofotometrik Ol¢iimler sonucunda, 595 nm’deki absorbans degerlerine karsilik

gelen protein degerlerinden yararlanarak standart grafik elde edilmistir.
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Sekil 3.8. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.2.8. istatistik Analiz

Sunulan sonuglar, her bir uygulamadan ii¢ 6rnek ve her 6rnekten 3 tekerriir seklinde
yapilmistir. Sonuglarin karsilastirilmasi tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
ile  hesaplanmigtir. Analizler p<0.05 anlamlillk diizeyinde Duncan’in Coklu
Karsilastirma Testi kullanilarak yorumlanmis olup tiim analizler SPSS (20.0) paket
programi kullanilarak yapilmistir. Yiizde degerlerimize ait verilerimiz normal dagilisa
uymasi sebebiyle bu verilerimizin istatistik analizinde a¢1 transformasyonu

uygulanmamistir. Her doz kendi igerisinde analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada allelopatik bir bitki olan Nepeta meyeri (Benth.)’den elde edilen esansiyel
yag, su ve metanolik Oziitler, Karaerik liziim ¢esidinde biiyiik kayiplara yol agan kursuni
kif (Botrytis cinerea) etmeni mantarin biyolojik miicadelesinde (biyo-fungusit olarak)
kullanilmistir. Kullanilan allelokimyasal 6ziitlerin patojen mantar iizerinde olusturdugu
etkilere ilave olarak, asma bitkisinde fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalart nasil
etkiledigi de arastirilmistir. Boylece hem mantarin hem de allelokimyasal 6ziitlerin
hastalik seyrinde bitkideki cevap mekanizmalarim1 nasil etkiledigi belirlenmistir.
Calismada uygulanan allelokimyasal Oziitlerin, mantar {izerinde hif gelisimi ve spor
cimlenmesi lizerine olan etkileri belirlenmistir. Ayrica hem mantar ve hem de
allelokimyasal Oziitle muamele edilmis asma yapraklarinda ROS olusum seviyesi ve
antioksidan enzimlerin (CAT, POD, APX, GR ve SOD) aktiviteleri belirlenmistir. Elde
edilen veriler lizerinde analiz yapilmis istatistiki degerlendirmeler cizelge ve sekillerle

sunulmustur. Ayrica antifungal etkilerin gorsel goriiniimii fotograflanarak gosterilmistir.

4.1. Nepeta meyeri’nin Esansiyel Yag Analizi Sonuclari

Nepeta meyeri Benth.’den hidrodistilasyon yontemiyle izole edilen ugucu yaglar GS-
MS yontemiyle analiz edilmistir. Otuz alt1 esansiyel yag (EY) bileseni tespit edilmistir
(Cizelge 4.1). Analiz edilen yagdan 4aa,7a,7aa-nepetalacton (%71.68), 4aa, 78, 7ac-
nepetalacton (%71.34) ve 4aa, 7a, 7ap-nepetalacton (%70.17) gibi ana bilesenler tespit
edilmistir. Sekil 4.1°’de ise EY ait GC/MS sonucu verilmistir.

Cizelge 4.1. N. meyeri’nin esansiyel yag analizi

Bilesik ad1 RT % ORAN
METHANE, THIOBIS- 7.69 1.63
PINENE<BETA-> 17.32 3.73

LIMONENE 23.09 0.13
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Cizelge 4.1. (devam)

OCIMENE<(Z)-BETA-> 27.1 2.31
CINEOLE <1,8-> 29.68 3.61
1,3,5,7-CYCLOOCTATETRAENE 32.39 0.12
HEXENAL<2E-> 3454 | 0.18
(R)-(+)-3-METHYLCYCLOPENTANONE 36.59 0.05
OCTANONE<3-> 37.21 0.12
HEXENOL<3Z-> 39.41 0.22
1-OCTEN-3-OL 43.79 0.22
1,3-CYCLOHEXADIENE, 2-METHY L-5-(1- 164 018
METHYLETHENYL)-
BOURBONENE<BETA-> 47.87 1.81
AMORPHENE<GAMMA-> 52.8 11
CARYOPHYLLENE<E-> 54.25 4.36
CAMPHOR 56.15 0.33
BISABOLENE<(Z)-ALPHA-> 57.21 0.44
GERMACRENE D 58.46 7.11
1-1ISOPROPENYL-3-PROPENYL-CYCLOPENT 59.21 0.26
BICYCLOGERMACRENE 59.41 0.48
BENZENE ACETALDEHYDE 60.14 0.1
METHYL SALICYLATE 61.4 0.09
CALAMENENE<CIS-> 61.73 0.11
2,6-DIMETHYL-1,3,5,7-OCTATETRAENE,E E- 62.07 0.14
ANETHOLE<E-> 63.02 0.07
BENZENEPROPANOIC ACID, METHYL ESTER 64.29 0.1
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Cizelge 4.1. (devam)

3-BUTEN-2-ONE, 4-(2,6,6-TRIMETHYL-1- 66.7 012
CYCLOHEXEN-1-YL)-, (E)-

CARYOPHYLLENE OXIDE 68.21 0.43
(-)-SPATHULENOL 68.74 0.61
NEPETALACTONE<4a-ALPHA,7-ALPHA, 7a-BETA-> 70.17 27.87
NEPETALACTONE<4a-ALPHA,7-BETA, 7a-ALPHA-> 71.34 28.26
NEPETALACTONE<4a-ALPHA,7-ALPHA 7a-ALPHA-> 71.68 1.42
é,SZ_l-_EEBENZENEDICARBOXYLIC ACID, DIMETHYL 401 002
DIHYDROISONEPETALACTONE 74.66 0.02
i/l gﬁﬁﬁfgl ONE, 3-METHYL-6-(1 Ta85 0.04
PHENOL, 2-(1,1-DIMETHYLETHYL)-5-METHYL- 77.24 0.19
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Sekil 4.1. N. meyeri 'nin esansiyel yag analizi
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4.2. Esansiyel Yagn In Vitro Kosullarda Bitki Patojeni Fungusa Kars1 Antifungal
Etkileri

In vitro kosullarda 3 farkli konsantrasyondaki (600 ul, 800 ul, 1000 pl) esansiyel yag
dozlariin fungusun miseliyal gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipii uzunlugu lizerine
etkilerinin farkli seviyelerde oldugu belirlenmis ve antifungal etkileri ayr1 ayri gizelgeler

halinde verilerek yorumlanmustir.
4.3. Esansiyel Yagin B. cinerea’min Miseliyal Gelisimi Uzerine Etkisi

EY dozlarmin Botrytis cinerea’nin miseliyal gelisimi tizerine etkileri Sekil 4.2°de
verilmistir. B. cinerea’nin miseliyal gelisimi tizerindeki antifungal etkinin doz oranina
paralel olarak arttigi belirtilmistir. En yiiksek engelleme orani %80.72 ile 1000 ul’lik
dozda gorilmiistiir (Sekil 4.3). %49.39 orani ile 800 pl ve %25.3 orant ile 600 ul dozda
etki gostermistir. Sonu¢ olarak ekstraktin 1000 pl dozunda B. cinerea’nin miseliyal
gelisimi engelleme yiiksek oranda meydana gelirken, 800 ul ve 600 ul dozlarinda ise bu
oranin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4 incelendiginde

ekstraktin farkli oranlarda engelleme olusturdugu gozlemlenmistir.

‘ “/ ‘ |

Kontrol 600 pl
Y
>

800 pl 1000 pl

Sekil 4.2. B. cinerea’nin miseliyal gelisimi tizerine farkli konsantrasyondaki esansiyel
yagin etkisi
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Kontrol 1000 ﬂl

Sekil 4.3. Kontrol ve en etkili esansiyel yag konsantrasyonu

Cizelge 4.2. Esansiyel yagin miselyum engelleme oranina etkisi

EY dozlar (ul) MEO
600 25.3+ 0.55°
800 49.39+ 0.81°
1000 80.72+1.2°

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma testine gore
P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. +: Standart hata

80.72

49.39

Miselyum engelleme oramni (%)

600 800 1000
EY dozlar (ul)

Sekil 4.4. Esansiyel yag miselyum engelleme orani
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4.4. Esansiyel Yagin B. cinerea’min Spor Cimlenmesi ve Cim Tiipii Uzunlugu

Uzerine Antifungal Etkileri

Cimlenme oranlar tespit edilirken, mikroskop altinda incelenen konidiosporlarin
bazilarinin esansiyel yagin yiiksek dozlarinda ¢imlendigi; fakat bu ¢im borularinda
kontrole gore anormal goriinen kalinlasma veya deformasyonlar oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.5 ve 4.6). Anormal ¢imlenme gosteren bu konidiosporlar

¢imlenmeyen grupta degerlendirilmistir (Benjilali et al. 1984).

B. cinerea’nin konidispor ¢imlenme yiizdesi (Sekil 4.7) ve ¢im tiipii uzunlugu iizerine
EY dozlarinin antifungal etkilerine ait bulgular Sekil 4.8’de verilmistir. Konidisporlar
kontrol grubunda %100 ¢imlenirken, 1000 pl dozda sporlarin %18’nin, 800 ul’de
%355’nin, 600 pl’de ise %66’smin ¢imlendigi belirlenmistir. Cim tiipli uzunluguna
bakildiginda kontrol grubunda 134.26 um iken, 1000 pl’de 38.15 um, 800 ul’de 59.67
um ve 600 pl’de ise 81.04 um oldugu tespit edilmistir. EY uygulamalarda doz oranina
paralel olarak ¢im tiipli uzunluklart azalmistir. Sonuglar incelendiginde spor ¢imlenmesi
ve ¢im tiipii uzunlugunu engelleyerek en yiiksek antifungal etkinin 1000 pl’lik doz’da
gerceklestigi belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.5. Anormal olarak ¢imlenmis Sekil 4.6. Normal olarak ¢cimlenmis
konidiospor konidiospor
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Cizelge 4.3. EY dozlariin konidispor ¢im tiipii uzunluguna etkisi

EYA dozlar1 (ul)
KONTROL 600 800 1000

Konidiospor

Cimlenmesi 100+0.0¢ 66+1.58° 55+1.37° 18+0.7
(%)

Cim tiipii

uzunlugu 134.26+1.5" 81.04+1.06°  59.67+0.89" 38.15+0.41°
(um)

*Ayni siitundaki aymi harfleri tagtyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma

testine gore P<0.056nem seviyesinde anlamsizdir. +: Standart hata

120 -
100
@ 100 -
Z
g 80+
E 60
E 60 - 33
k"l-u
]
2 40 |
2
= 18
g 20 -
B
0 T T T 1
Kontrol 600 800 1000

Uygulama Sartlar

Sekil 4.7. Esansiyel yag spor ¢cimlenme yiizdesi
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Sekil 4.8. Esansiyel yag ¢im tiipii uzunlugu

4.5. Esansiyel Yagin Yaprak Testleri ile Etkinliginin Tespiti

EY dozlarmin (600, 800 ve 1000 pl) antifungal etkileri Petri sartlarinin yaninda canli
yaprak denemeleriyle de belirlenmistir. Yapraklara ¢alisilan EY dozlar 3 farkli sekilde
uygulanmistir. Bunlar, (1) EY ile fungus ayni anda (E+F); (2) EY uygulamasindan 1
giin sonra fungus uygulamasi (E+F(1G)) ve (3) EY uygulamasindan 2 giin sonra fungus
uygulamasi (E+F(2G)). Degerlendirmeler yapraklar tizerindeki lezyon ¢aplari 6lgiilerek
yaptlmistir. Degerlendirme sonuglarina goére, tiim konsantrasyonlarda esansiyel yag
uygulamasindan bir giin sonra fungusun yapraklara inokule (E+F(1G)) edilerek yapilan
uygulamada, lezyon olusumunu kontrol grubuna gore daha fazla etki gostererek
azalttig1 goriilmustiir (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12). Calismada 600
ul’lik doz yaprak miselyum gelisim oran1 (MGO) Sekil 4.10°da, 800 ul’lik doz MGO
Sekil 4.11°de ve 1000 pl’lik doz MGO Sekil 4.12°de verilmistir. Ornegin fungus
uygulanan yapraklarda misel gelisimi alan1 600°de 20.24 iken, 800’de 21.60 ve 1000°de
19.78 olmustur. E+F uygulanan yapraklarda misel gelisimi alan1 600°de 17.45 iken,
800°de 16.40 ve 1000’de 14.56 olmustur. E+F(1G) uygulanan yapraklarda misel
gelisimi alan1 600’de 16.64 iken, 800’de 14.80 ve 1000°de 11.16 olmustur. E+F(2G)
uygulanan yapraklarda ise misel gelisimi alan1 600’de 17.20 iken, 800°de 15.54 ve
1000°de 12.40 olmustur (Cizelge 4.4).
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W W

Kontrol (K) Esansiyel Yagh (EY)

o

Fungus (F) Esansiyel Yag + Fungus (EY+F)

" o

Esansiyel Yag + Fungus (1G) (EY+F(1G)) Esansiyel Yag + Fungus (2G) (EY+F(2G))

Sekil 4.9. Saglikli yaprak, patojen ve esansiyel yag uygulamali yapraklar (1000 pl)



72

Cizelge 4.4. EY dozlarinin yapraklarda miselyum gelisimine etkisi

EYA dozlar: (nl)
600 800 1000
F 20.24+0.16° 21.60+0.68° 19.78+0.89°
EY+F 17.45+0.08" 16.64+0.3" 14.56+0.53"
EY+F(1G) 16.40+0.08° 14.80+0.32° 11.16+0.29°
EY+F(2G) 17.20+0.07° 15.54+0.33% 12.40+0.31%

*Ayni siitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma
testine gore P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. +: Standart hata

25 -
20.24
g 297 17.45 17.20
g 16.40 f=
E 15
Z
=11
£ 10 4
S
:'-
E
= 51
0 T T T 1
F EY+F EY+F(1G) EY+F(2G)

Uygulama Sartlar

Sekil 4.10. 600 pl esansiyel yag yaprak miselyum gelisim orani
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25 -
21.60
- 20 -
E 16.64 1554
= 14.80 :
£ 15-
T
=11
g 10
:'-
z
=5
0 T T T 1
F EY+F EY+F(1G) EY+F(2G)

Uygulama Sartlar

Sekil 4.11. 800 pl esansiyel yag yaprak miselyum gelisim orani

25 -
0 19.78

2 20 -

g

= 14.56

£ 15 -

= 12.40

Z 11.16

=11

g 10 A

:'-

z

2 5
0 T T T 1

F EY+F EY+F(1G) EY+F(2G)

Uygulama Sartlar

Sekil 4.12. 1000 pl esansiyel yag yaprak miselyum gelisim orant

4.6. Fotosentetik Pigment Icerigi Sonuglari

EY’nin asma bitkisi yaprak dokusunda Klorofil a, klorofil b, toplam Kklorofil ve

karotenoid miktarlar1 asagida verilmistir.
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4.6.1. Klorofil a igerigi sonuclari

Asagida sirasiyla 600 pl, 800 pl ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayr1 sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmastir.

Cizelge 4.5. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasimin asma yapraklarinda klorofil
a miktarina (mg.g™* doku) ait bulgulari

Gruplar 600 800 1000
K 5.59+0.25° 4.92+0.06°  5460.07°
EY 533:0.18%  485:0.05"  510+0.06"
F 3.90+0.05" 3.95+0.03"  390+0.03°
EV+F 4.330.15" 4.27£0.08"  43740.03"
EY+F(1G) 4.890.14% 4.86+0.05"  4,64+0.04°
EY+F(2G) 4.48+0.14" 473£0.05°  4.42+0.03°

*Aym slitundaki ayni harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma
testine gore P<<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek basina 600 pl EY uygulamasi, klorofil a igerigini kontroliine gore %4.66 oraninda
diistiriirken, tek bagia fungus uygulamasi da %30.24 (P<0.05) diistirmiistiir. Klorofil a
icerigini EY+fungus birlikte uygulamasi (EY+F) tek basina fungus uygulamasina gore
%11.02 artirmistir. Ayrica, EY+1 giin sonra fungus uygulamasi (EY+F(1G)) ve EY+2
giin sonra fungus uygulamasi (EY+F(2G)) uygulamasi da tek basina fungus
uygulamasina gore sirasiyla %25.38 ve %14.87 (P<0.05) oraninda artirmiglardir
(Cizelge 4.5).

Tek basina 800 ul EY uygulamasi, klorofil a igerigini kontroliine gore %1.43 oraninda
diistiriirken, tek basina fungus uygulamasi da %19.72 (P<0.05) diistirmiistiir. Klorofil a
icerigini EY+fungus birlikte uygulamasi1 (EY+F) tek basina fungus uygulamasina gore
%8.1 artirmistir. Ayrica, EY+1 giin sonra fungus uygulamasi (EY+F(1G)) ve EY+2 giin
sonra fungus uygulamasi (EY+F(2G)) uygulamasi da tek basina fungus uygulamasina
gore sirastyla %23.03 ve %19.74 (P<0.05) oraninda artirmislardir (Cizelge 4.5).
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Tek basina 1000 ul EY uygulamasi, klorofil a igerigini kontroliine gore %6.6 oraninda
distiriirken, tek basina fungus uygulamasi da %28.58 (P<0.05) diistirmiistiir. Klorofil a
icerigini EY+fungus birlikte uygulamasi1 (EY+F) tek basina fungus uygulamasina gore
%12.05 artirmistir. Ayrica, EY+1 giin sonra fungus uygulamas: (EY+F(1G)) ve EY+2
gin sonra fungus uygulamasi (EY+F(2G)) uygulamasi da tek bagina fungus
uygulamasina gore sirasiyla %18.97 ve %13.33 (P<0.05) oraninda artirmislardir
(Cizelge 4.5).

Yapraklara tek basmna fungus uygulamasi klorofil a miktarimi tim dozlarda 6nemli
derecede diistirmiistiir. EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar: tek bagina fungus
uygulamasina gore tiim konsantrasyonlarda klorofil a miktarin1 artirirken, EY
uygulamalar1 arasinda EY+F(1G) uygulamasinin tim gruplarda en etkili oldugu

bulunmustur (Sekil 4.13).

mK WEY wF mEY+F mEY+F(G) = EY+FQ2G)

Klorofil  miktar1 (ing.g'1)

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.13. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarinin klorofil a igerigi {izerine
etkileri
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4.6.2. Klorofil b igerigi sonuclar:

Asagida sirasiyla 600 ul, 800 ul ve 1000 ul EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayr1 sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmastir.

Cizelge 4.6. 600, 800,1000 ul EY ve fungus uygulamasimin asma yapraklarinda klorofil
b miktaria (mg.g™ doku) ait bulgular

Gruplar 600 800 1000
K 2.32+0.06" 4.10£0.05°  3.13+0.03
EY 1.95+0.04° 3.46£0.03°  2.73+0.02°
= 2.98+0.07° 2.70£0.03*  2.54+0.01°
EY+E 3.44+0.09" 3.72+0.03°  3.64+0.02°
EY+F(1G) 3.67+0.12¢ 3.62+£0.03°  3.61+0.02°
EY+F(2G) 3.16+0.07° 3.33+0.02°  2.90+0.02°

*Aym stitundaki aymi harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma
testine gore P<<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek bagma 600 pl EY uygulamasi, klorofil b igerigini kontroliine gore %15.95 oraninda
diigiiriirken, tek bagma fungus uygulamasi %28.44 (P<0.05) artirmustir. Klorofil b
icerigini EY+F uygulamas1 tek basina fungus uygulamasina gore %15.43 artirmistir.
Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus uygulamasina goére
sirastyla %23.15 (P<0.05) ve %6.04 oraninda artirmislardir (Cizelge 4.6).

Tek basina 800 ul EY uygulamasi, klorofil b igerigini kontroliine gore %15.61 oraninda
diistiriirken, tek basma fungus uygulamasi da %34.15 (P<0.05) diistirmistiir. Klorofil b
icerigini EY+F uygulamasi tek basma fungus uygulamasina gore %37.77 artirmistir.
Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus uygulamasina gore
sirastyla %34.07 ve %23.33 (P<0.05) oraninda artirmiglardir (Cizelge 4.6).
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Tek bagina 1000 pl EY uygulamasi, klorofil b igerigini kontroline gore %12.78
oraninda diigiiriirken, tek basina fungus uygulamasi da %18.85 diisiirmiistiir. Klorofil b
icerigini EY+F uygulamas: tek basina fungus uygulamasina goére %43.30 (P<0.05)
artirmistir.  Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus
uygulamasina gore sirasiyla %42.12 (P<0.05) ve %14.17 oraninda artirmislardir

(Cizelge 4.6).

Klorofil b miktarin1 EY uygulamasi tek basina fungus uygulamasina goére tim

konsantrasyonlarda artirirken, EY uygulamalari arasinda 1000 pl dozun tiim dozlarda en

etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.14).

mK WEY wF mEY+F mEY+F(G) = EY+FQ2G)

Klorofil » Miktar1 (ing.g1)

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.14. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarinin klorofil b igerigi tizerine
etkileri

4.6.3. Toplam klorofil icerigi sonuclari

Asagida sirasiyla 600 ul, 800 ul ve 1000 ul EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayr1 sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmastir.



Cizelge 4.7. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasinin asma yapraklarinda toplam
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klorofil miktarma (mg.g™* doku) ait bulgulari

Gruplar 600 800 1000
K 7.91+0.16° 9.04+0.05°  8.59+0.09°
EY 5.0520.06% 8.32+0.03°  7.84+0.07°
= 6.88+0.1" 6.66£0.02°  6.45+0.04°
EY+E 7.77+0.12° 8.00£0.03°  8.01%0.07°
EY+F(1G) 8.56+ 0.16° 8.47+0.04°  8.25+0.07°
EY+F(2G) 7.65+0.08° 8.07+0.03°  7.32+0.04°

*Ayni siitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma
testine gore P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek basma 600 pl EY uygulamasi, toplam klorofil igerigini kontroliine gore %36.16
oraninda diigiiriirken, tek basina fungus uygulamasi da %13.03 diigiirmiistiir. Toplam
klorofil igerigini EY+F uygulamasi tek basma fungus uygulamasina gore %12.93
artirmistir.  Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek bagina fungus
uygulamasina gore sirasiyla %24.41(P<0.05) ve %11.19 oraninda artirmislardir
(Cizelge 4.7).

Tek basma 800 pl EY uygulamasi, toplam klorofil igerigini kontroliine gore %7.97
oraninda diistiriirken, tek basmna fungus uygulamasi %26.33 (P<0.05) diistirmiistir.
Toplam klorofil igerigini EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore
%20.12 artirmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus
uygulamasina gore sirastyla %27.17 (P<0.05) ve %21.17 oraninda artirmislardir
(Cizelge 4.7).

Tek basma 1000 pl EY uygulamasi, toplam klorofil igerigini kontroliine gore %8.74

oraninda diisiiriirken, tek basina fungus uygulamasi da %24.92 diisiirmistiir. Toplam
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klorofil igerigini EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %24.18
(P<0.05) artirmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus
uygulamasina gore sirastyla %27.9 (P<0.05) ve %13.48 oraninda artirmislardir (Cizelge
4.7).

Yapraklara fungus uygulamasi toplam klorofil miktarin1 tim gruplarda disiirmiistiir.
EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar1 tek basina fungus uygulamasina goére
tiim konsantrasyonlarda doz oranina parelel olarak toplam klorofil miktarini artirirken,
EY uygulamalari arasinda 1000 pl dozun ve EY+F(1G) uygulamasinin tiim dozlarda en
etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.15).

EK mEY mF mEY+F mEY+F(1G) mEY+F(2G)

—
=
]

Toplam Klorofil Miktar1 (mg.g-1)

e T e O e LY = T R vs B Y

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.15. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarmin toplam klorofil igerigi
lizerine etkileri

4.6.4. Karotenoid icerigi sonuclari

Asagida sirasiyla 600 ul, 800 ul ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayr1 sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmastir.



Cizelge 4.8. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasmnin asma Yyapraklarinda
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karotenoid miktarina (mg.g™* doku) ait bulgulari

Gruplar 600 800 1000
K 1.09+0.07° 1.26+£0.04°  1.85+0.05"
EY 1.08+0.05° 0.96+0.02°  1.44+0.04°
E 0.7620.04* 0.85£0.02°  1.36+0.03°
EY+E 0.99+0.05" 0.91+0.02°  0.86+0.01
EY+F(1G) 0.98+0.06™ 0.96+£0.02°  1.19+0.02°
EY+F(2G) 0.86+0.05" 0.81£0.02*  1.13+0.02°

*Aym silitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma
testine gore P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek bagma 600 pl EY uygulamasi, karotenoid igerigini kontroliine gore %0.92 oraninda
distirtirken, tek basia fungus uygulamasi da %30.28 (P<0.05) diisiirmiistiir. Karotenoid
igerigini EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %30.26 (P<0.05)
artirmustir.  Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus
uygulamasina gore sirastyla %28.94 ve %13.15 oraninda artirmiglardir (Cizelge 4.8).

Tek basina 800 ul EY uygulamasi, karotenoid igerigini kontroliine gore %23.81
oraninda diisiiriirken, tek basina fungus uygulamasi da %32.54 (P<0.05) diistirmiistiir.
Karotenoid igerigini EY+F uygulamas1 tek basina fungus uygulamasina goére %7.05
artirmistir.  Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus

uygulamasina gore sirasiyla %12.94 artisa ve %4.71 oraninda azaltmistir (Cizelge 4.8).

Tek basina 1000 pl EY uygulamasi, karotenoid igerigini kontroliine goére %22.17
oraninda diisiiriirken, tek basina fungus uygulamasi da %26.49 (P<0.05) distirmiistiir.
Karotenoid igerigini EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasma gore %36.77
(P<0.05) azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus

uygulamasina gore sirasiyla %12.5 ve %16.92 oraninda azaltmislardir (Cizelge 4.8).
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Yapraklara fungus uygulamasi karotenoid miktarini tiim dozlarda diisiirmiistiir. EY+F,
EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar1 tek basimna fungus uygulamasina goére tiim
konsantrasyonlarda doz oranina parelel olmayan artis ve azalis gozlemlenmistir (Sekil

4.16).

EK mEY mF mEY+F mEY+F(1G) mEY+F(2G)

Karotenoid Miktar1 (ing.g 1)

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.16. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarinin karotenoid igerigi
tizerine etkileri

4.7. Hidrojen Peroksit (H,0,) Miktar: Sonuglari

Asagida sirastyla 600 pl, 800 pl ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayrt sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmistir.
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Cizelge 4.9. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasinin asma Yyapraklarinda
hidrojen peroksit miktarina (ng.g™ doku) ait bulgulari

Gruplar 600 800 1000
K 44.15+0.09° 43.73:0.32°  40.31+1.19%
EY 42.52+0.06° 41.89+0.24°  39.51+1.04%
F 60.21+0.12° 58.56+0.55°  58.11%2.77°
EY+E 58.02:£0.07° 55.14+0.37"  53.48+2.44%
EY+F(1G) 52.13+0.04 49.23+0.27°  44.94+1.4%
EY+F(2G) 54.22:+0.07" 50.17+0.28°  49.34+1.36™

*Aym silitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma
testine gore P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek basma 600 pl EY uygulamasi, hidrojen peroksit icerigini kontroliine gére %3.70
oraninda distriirken, tek basma fungus uygulamasi %36.37 (P<0.05) artirmistir.
Hidrojen peroksit igerigini EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina goére
%3.64 azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus

uygulamasina gore sirasiyla %13.42 ve %9.95 oraninda azaltmislardir (Cizelge 4.9).

Tek basina 800 pl EY uygulamasi, hidrojen peroksit icerigini kontroliine gére %4.21
oraninda disiiriirken, tek basma fungus uygulamasi %33.91 (P<0.05) artirmistir.
Hidrojen peroksit igerigini EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina goére
%5.85 azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) wuygulamasi da fungus
uygulamasina gore sirasiyla %15.94 ve %14.33 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.9).

Tek basma 1000 pl EY uygulamasi, hidrojen peroksit igerigini kontroliine gére %1.99
oraninda digiiriirken, tek basina fungus uygulamasi %44.15 (P<0.05) artirmistir.
Hidrojen peroksit igerigini EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina goére
%7.97 azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus
uygulamasina gore sirasiyla %22.67 (P<0.05) ve %15.1 oraninda azaltmislardir
(Cizelge 4.9).
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Yapraklara tek basmna fungus uygulamasi hidrojen peroksit miktarini tim dozlarda
artirmigtir.  EY  uygulamast tek basina fungus wuygulamasina goére tim
konsantrasyonlarda doz oranina parelel olarak hidrojen peroksit miktarini azaltirken,
EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar1 arasinda 1000 ul dozun ve EY+F(1G)
uygulamasinin tiim gruplarda en etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.17).

EK mEY mF mEY+F mEY+F(1G) mEY+F(2G)

H,0, Miktari(ng.g')

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.17. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarimin H»O; igerigi iizerine
etkileri

4.8. Siiperoksit Anyonu (O;") Miktari1 Sonuglari

Asagida sirastyla 600 ul, 800 pl ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayrt sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmistir.
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Cizelge 4.10. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasmin asma yapraklarinda
siiperoksit anyonu miktarina (ng.g™ doku) ait bulgularl

Gruplar 600 800 1000
K 3.85+0.08° 4.12+0.03% 3.96+0.03
EY 3.81x0.07° 4.06+0.04% 3.78+0.03
= 5.4420.09° 5.83+0.06" 5.46+0.13"
EY+E 5.22+0.08" 5.24+0.07° 4.98+0.05°
EY+F(1G) 4.98+0.08° 4.76+0.04° 4.40+0.04°
EY+F(2G) 5.16+0.06" 4.88+0.03° 4.80+0.04°

*Aym siitundaki ayni harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma
testine gore P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek basina 600 ul EY uygulamasi, Siiperoksit anyonu igerigini kontroliine gore %1.04
oraninda distiriirken, tek basma fungus uygulamasi %41.29 (P<0.05) artirmistir.
Siiperoksit anyonu icerigini EY+F uygulamasi tek basma fungus uygulamasina gore
%4.05 azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus

uygulamasina gore sirasiyla %8.46 ve %5.15 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.10).

Tek bagina 800 ul EY uygulamasi, Siiperoksit anyonu igerigini kontroliine gore %1.46
oraninda diisliriirken, tek basmna fungus uygulamasi %41.5 (P<0.05) artirmistir.
Stiperoksit anyonu igerigini EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore
%10.13 azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus

uygulamasina gore sirasiyla %18.36 ve %16.3 oraninda azaltmislardir (Cizelge 4.10).

Tek basma 1000 pl EY uygulamasi, Siiperoksit anyonu igerigini kontroliine gore %4.55
oraninda disiiriirken, tek basma fungus uygulamasi %37.87 (P<0.05) artirmustir.
Stiperoksit anyonu igerigini EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore
%8.8 azaltmigtir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus
uygulamasina gore sirasiyla %19.42 (P<0.05) ve %12.09 oraninda azaltmiglardir
(Cizelge 4.10).
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Yapraklara tek basina fungus uygulamasi Siiperoksit anyonu miktarini tiim dozlarda
artirmistir.  EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar1 tek basina fungus
uygulamasina gore tiim konsantrasyonlarda siiperoksit anyonu miktarin1 azaltirken,

EY+F(1G) uygulamasinin tiim gruplarda en etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.18).

EK mEY mF mEY+F mEY+F(1G) mEY+F(2G)

0, Miktar (ng.g')

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.18. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarmin O," igerigi iizerine
etkileri

4.9. Lipid Peroksidasyon Seviyesi (MDA miktari) Sonuclar:

Asagida sirastyla 600 ul, 800 pl ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayrt sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmistir.



Cizelge 4.11. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasinin asma yapraklarinda lipid
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peroksidasyon seviyesine (nmol.g™ doku) ait bulgulart

Gruplar 600 800 1000
K 1.66+0.02° 1.59+0.03° 1.70+0.01°
EY 1.64+0.02° 1.62+0.03° 1.68+0.01°
= 2.33+0.07" 2.27+0.05" 2.52+0,05"
EY+E 1.95+0.03° 2.0520.06° 2.33+0.02°
EY+F(1G) 1.79+0.03 1.85+0.04 1.75+0.01°
EY+F(2G) 1.92+0.04° 1.9120.04° 2.04+0.03"

*Aym silitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma
testine gore P<<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek basina 600 pl EY uygulamasi, lipid peroksidasyon seviyesi kontroliine gore %1.21
oraninda diisiirirken, tek basina fungus uygulamasi %40.36 (P<0.05) artirmistir. Lipid
peroksidasyon seviyesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %16.31
azaltmigtir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basmna fungus

uygulamasina gore sirasiyla %23.18 ve %17.6 oraninda azaltmislardir (Cizelge 4.11).

Tek basina 800 ul EY uygulamasi, lipid peroksidasyon seviyesi kontroliine gore %1.88
oraninda artirmig, tek basma fungus uygulamasi da %42.76 (P<0.05) artirmistir. Lipid
peroksidasyon seviyesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %9.7
azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basma fungus

uygulamasina gore sirasiyla %18.51 ve %15.86 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.11).

Tek basma 1000 ul EY uygulamasi, lipid peroksidasyon seviyesi kontroliine gore %1.18
oraninda diisiirirken, tek basina fungus uygulamasi %48.23 (P<0.05) artirmistir. Lipid
peroksidasyon seviyesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasia gore %7.54
azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basma fungus
uygulamasina gore sirasiyla %30.56 (P<0.05) ve %19.05 oraninda azaltmislardir
(Cizelge 4.11).
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Yapraklara tek bagma fungus uygulamasi lipid peroksidasyon seviyesini tim dozlarda
artirmistir.  EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar1 tek basina fungus
uygulamasina gore tiim konsantrasyonlarda lipid peroksidasyon seviyesini azaltirken,

EY+F(1G) uygulamasimin tiim gruplarda en etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.19).

EK mEY mF mEY+F mEY+F(1G) mEY+F(2G)

MDA seviyesi (nmol.g ')

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.19. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarinin MDA seviyesi {izerine
etkileri

4.10. Antioksidant Enzim Aktiviteleri Sonugclari

4.10.1. SOD enzim aktivitesi

Asagida sirasiyla 600 ul, 800 ul ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayrt sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmistir.
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Cizelge 4.12. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasinin asma yapraklarinda SOD
enzim aktivitesine (EU.g™* doku) ait bulgulart

Gruplar 600 800 1000
K 546.2+10.9% 555.9+2.8% 490.1+4.7°
EY 530.7+5.4% 559.0+2.6° 486.3+3.7°
= 576.4+9.3° 552.3+0.5% 506.1+4.8°
EY+E 565.4:+6.0" 559.5+2.7° 502.1+5.9"
EY+F(1G) 564.0+ 6.8 553.2:+1.7° 498.1+2.8"
EY+F(2G) 564.1+ 5.4 554.6+1.5" 496.8+2.1°

*Aym silitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma
testine gore P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek basma 600 pul EY uygulamasi, SOD enzim aktivitesi kontroline gore %2.84
oraninda diistiriirken, tek basina fungus uygulamasi %5.53 artirmistir. SOD enzim
aktivitesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasia gore %1.91 azaltmustir.
Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus uygulamasina gore
sirastyla %2.15 ve %2.13 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.12).

Tek basina 800 pl EY uygulamasi, SOD enzim aktivitesi kontroliine gore %0.56
oraninda artirirken, tek basina fungus uygulamasi %0.65 diistirmiistir. SOD enzim
aktivitesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %1.29 artirmigtir.
Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus uygulamasina goére
sirastyla %0.16 ve %0.4 oraninda artirmiglardir (Cizelge 4.12).

Tek bagmna 1000 ul EY uygulamasi, SOD enzim aktivitesi kontroliine gore %0.77
oraninda diistiriirken, tek basma fungus uygulamas: %3.27 artirmistir. SOD enzim
aktivitesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %0.8 azaltmstir.
Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus uygulamasina goére
sirastyla %1.58 ve %1.84 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.12).
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SOD aktivitesi fungus ve EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalari tiim dozlar
arasinda degiskenlik gostermistir (Sekil 4.20).

=K mEY =F ®mEY+F ®mEY+F(1G) = EY+F(2G)
600 -
580 -
560 -
540 -
520 -
500 -
480
460
440 4

SOD Aktivitesi (EU.g2)

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.20. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarinin SOD aktivitesi {izerine
etkileri

4.10.2. POD enzim aktivitesi

Asagida sirasiyla 600 ul, 800 ul ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayr1 sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmistir.



Cizelge 4.13. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasinin asma yapraklarinda POD
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enzim aktivitesine (EU.g™ doku) ait bulgulart

Gruplar 600 800 1000
K 177.47+0.75° 168.8+2.5° 179.3+1.7°
EY 171.63+1.16" 160.7+1.9° 176.30.8°
E 269.14+1.75° 280.945.1° 285.84+3.7°
EY+E 258.14+1.19" 264.1+1.8° 249.3+ 2.4°
EY+F(1G) 244.87+1.03° 242.1+2.1° 206.7+1.7°
EY+F(2G) 255.42+1.13" 243.4+1.8" 237.1+1.9°

*Aym slitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma
testine gore P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek bagina 600 pl EY uygulamasi, POD enzim aktivitesi kontroline gore %3.3
oraninda diistiriirken, tek basina fungus uygulamasi %51.65 (P<0.05) artirmistir. POD
enzim aktivitesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %4.1
azaltmigtir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basmna fungus

uygulamasina gore sirasiyla %9.02 ve %5.1 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.13).

Tek basma 800 pul EY uygulamasi, POD enzim aktivitesi kontroline gore %4.79
oraninda diisiiriirken, tek basina fungus uygulamasi %66.38 (P<0.05) artirmistir. POD
enzim aktivitesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %6 azaltmistir.
Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus uygulamasina gore
sirastyla %13.81 ve %13.36 oraninda azaltmislardir (Cizelge 4.13).

Tek basina 1000 pl EY uygulamasi, POD enzim aktivitesi kontroliine gore %1.7
oraninda diisiiriirken, tek basina fungus uygulamasi %59.32 (P<0.05) artirmistir. POD
enzim aktivitesi EY+F uygulamas: tek basma fungus uygulamasina gore %712.77
azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basma fungus
uygulamasina goére sirastyla %27.67 (P<0.05) ve %17.13 oraninda azaltmislardir
(Cizelge 4.13).
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Yapraklara tek basina fungus uygulamasi POD aktivitesini tim dozlarda artirmistir.
EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar1 tek basina fungus uygulamasia gore
tim konsantrasyonlarda doz oranina parelel olarak POD aktivitesini azaltirken, EY
uygulamalar1 arasinda 1000 pl dozun ve EY+F(1G) uygulamasinin tim gruplarda en
etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.21).

EK mEY mF mEY+F mEY+F(1G) ® EY+F(2G)
350 ~
300 -
250 ~
200 ~
150 4
100 4

POD Aktivitesi (EU.g2)

50 4

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalari (ul)

Sekil 4.21. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarinin POD aktivitesi {izerine
etkileri

4.10.3. CAT enzim aktivitesi

Asagida sirasiyla 600 ul, 800 ul ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayrt sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmistir.



Cizelge 4.14. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasinin asma yapraklarinda CAT
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enzim aktivitesine (EU.g™ doku) ait bulgulart

Gruplar 600 800 1000
K 33.65+0.14° 33.45+0.21°  31.04+0.78"°
EY 32.98+0.21° 32.94+0.25*  31.55x0.62
= 40.12+0.31° 38.44+0.48°  34.09+1.12°
EY+E 38.18+0.25° 35.36£0.34"  33.58+0.65™
EY+F(1G) 38.12+ 0.18° 35.18+0.27°  31.75+0.36%
EY+F(2G) 38.04+0.14° 35.20£0.33°  32.57+0.59™

*Aym silitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma
testine gore P<<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek bagina 600 pl EY uygulamasi, CAT enzim aktivitesi kontroliine gére %2 oraninda
distiriirken, tek basina fungus uygulamasi %19.22 (P<0.05) artirmistir. CAT enzim
aktivitesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasma gore %4.84 azaltmistir.
Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus uygulamasina gore
sirastyla %4.99 ve %5.19 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.14).

Tek basma 800 pul EY uygulamasi, CAT enzim aktivitesi kontroline gore %1.53
oraninda diisiiriirken, tek basmna fungus uygulamasi %14.91(P<0.05) artirmistir. CAT
enzim aktivitesi EY+F uygulamasi tek basmna fungus uygulamasina gore %8.02
azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basma fungus

uygulamasina gore sirasiyla %8.49 ve %8.43 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.14).

Tek bagma 1000 pl EY uygulamasi, CAT enzim aktivitesi kontroliine gore %1.64
oraninda artirmis, tek basina fungus uygulamasi da %9.82 (P<0.05) artirmistir. CAT
enzim aktivitesi EY+F uygulamasi tek basmna fungus uygulamasmna gore %1.5
azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basma fungus

uygulamasina gore sirasiyla %6.87 ve %4.46 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.14).
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Yapraklara tek basina fungus uygulamasi CAT aktivitesini tiim dozlarda artirmistir.
EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar1 tek basina fungus uygulamasia gore
tiim konsantrasyonlarda CAT aktivitesini azaltmigtir (Sekil 4.22).

EK mEY mF mEY+F mEY+F(1G) mEY+F(2G)

CAT Aktivitesi (EU.g1)

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.22. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarinin CAT aktivitesi {izerine
etkileri

4.10.4. APX enzim aktivitesi

Asagida sirastyla 600 ul, 800 pl ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayr1 sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmistir.
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Cizelge 4.15. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasinin asma yapraklarinda APX
enzim aktivitesine (EU.g™ doku) ait bulgulart

Gruplar 600 800 1000
K 65.63+1.86° 64.17+0.44° 58.13+0.7°
EY 64.65+4.85° 64.24+0.33° 55.46+0.6°
= 77.67+5.93° 80.63+ 0.8 75.45+1.7°
EY+F 71.1243.16° 76.02+0.48° 70.13+1.0°
EY+F(1G) 76.87+5.41° 70.56+0.64° 66.41+0.6"
EY+F(2G) 7119 +3.77%  75.88+0.54° 70.14%1.0°

*Aym silitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma
testine gore P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek basma 600 ul EY uygulamasi, APX enzim aktivitesi kontroline gore %1.5
oraninda distiriirken, tek basma fungus uygulamasi %18.34 (P<0.05) artirmistir. APX
enzim aktivitesi EY+F uygulamasi tek basma fungus uygulamasina gore %8.44
azaltmigtir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basmna fungus

uygulamasina gore sirasiyla %1.03 ve %8.35 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.15).

Tek basina 800 ul EY uygulamasi, APX enzim aktivitesi kontroline gore %3.01
oraninda diisiiriirken, tek basina fungus uygulamasi %25.65 (P<0.05) artirmigtir. APX
enzim aktivitesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %5.72
azaltmigtir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basmna fungus

uygulamasina gore Sirasiyla %12.49 ve %5.9 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.15).

Tek basina 1000 pl EY uygulamasi, APX enzim aktivitesi kontroliine gore %4.6
oraninda distiriirken, tek basma fungus uygulamasi %29.79 (P<0.05) artirmistir. APX
enzim aktivitesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina goére %7.04
azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basma fungus

uygulamasina gore sirasiyla %11.99 ve %7.04 oraninda azaltmislardir (Cizelge 4.15).
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Yapraklara tek basina fungus uygulamast APX aktivitesini tiim gruplarda artirmistir.
EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar1 tek basina fungus uygulamasia gore
tiim konsantrasyonlarda APX aktivitesini azaltmigtir (Sekil 4.23).

EK mEY mF mEY+F mEY+F(1G) ® EY+F(2G)

APX Aktivitesi (EU.g1)

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalari (ul)

Sekil 4.23. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarinin APX aktivitesi lizerine
etkileri

4.10.5. GR enzim aktivitesi

Asagida sirastyla 600 ul, 800 pl ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayr1 sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmistir.



96

Cizelge 4.16. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasinin asma yapraklarinda GR
enzim aktivitesine (EU.g™ doku) ait bulgulari

Gruplar 600 800 1000
K 362.74+3.29° 385.17+8.55" 377.04+6.72°
EY 360.25+3.72° 381.4245.55° 401.36+9.38
= 463.12+9.77°  498.84+11.36°  571.64+12.11°
EV+E 452.14+7.41%  460.84+7.97°  565.56+11.53

EY+F(1G) 436.89+7.35" 442.13+8.32" 510.83+8.45°
EY+F(2G) 441.32+5.98" 444.62+8.15" 443.93+6.08"

*Aym silitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma
testine gore P<<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek basina 600 pl EY uygulamasi, GR enzim aktivitesi kontroliine gore %0.69 oraninda
distiriirken, tek basina fungus uygulamasi %27.67 (P<0.05) artirmistir. GR enzim
aktivitesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %2.38 azaltmustir.
Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus uygulamasina gore
sirastyla %5.67 ve %4.71 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.16).

Tek bagia 800 pul EY uygulamasi, GR enzim aktivitesi kontroliine gore %0.98 oraninda
distiriirken, tek basina fungus uygulamasi %29.51(P<0.05) artirmistir. GR enzim
aktivitesi EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore %7.62 azaltmistir.
Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basina fungus uygulamasina gore
sirastyla %11.37 ve %10.87 oraninda azaltmislardir (Cizelge 4.16).

Tek bagina 1000 pl EY uygulamasi, GR enzim aktivitesi kontroline gore %6.45
oraninda artirmis, tek basina fungus uygulamasi da %51.61 (P<0.05) artirmistir. GR
enzim aktivitesi EY+F uygulamasi tek basmna fungus uygulamasina gore %1.07
azaltmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basma fungus
uygulamasina gore sirasiyla %10.64 ve %22.35 oraninda azaltmiglardir (Cizelge 4.16).
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Yapraklara tek basina fungus uygulamasi GR aktivitesini tiim dozlarda artirmistir.
EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar1 tek basina fungus uygulamasia gore
tiim konsantrasyonlarda GR aktivitesini azaltmistir (Sekil 4.24).

EK mEY mF mEY+F mEY+F(1G) mEY+F(2G)
700 -
600 -
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400
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GR Aktivitesi (EU.g-')
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600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.24. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarinin GR aktivitesi {izerine
etkileri

4.11. Coziilebilir protein miktar: sonuclari

Asagida sirasiyla 600 ul, 800 ul ve 1000 pl EY uygulamalarindan elde edilen bulgular

ayr1 ayr1 sunulmus ve sonunda genel bir degerlendirme yapilmistir.



Cizelge 4.17. 600, 800, 1000 ul EY ve fungus uygulamasmin asma yapraklarinda
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¢coziilebilir protein miktarma (ug.g™ doku) ait bulgular

Gruplar 600 800 1000
K 5445.2:+73.9° 5145.5+167.6°  5573.1+214.2°
EY 5456.1+112.6°  5170.4+190.6°  5525.6+161.4°
E 4014.2+87.4° 4006.7+136.0°  4221.370.1%
EY+E 4091.5+128.6®  4118.4+126.8°  4582.2+89.3%
EY+F(1G) 4189.7+52.6°  43953+1654°  4861.6+123.3°
EY+F(2G) 4170.4+67.0° 4214.1+237.0°  4671.9+84.5°

*Aym silitundaki ayni harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma
testine gore P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. K: Kontrol, EY: Esansiyel yag, F: Fungus, +: Standart
hata

Tek basina 600 pl EY uygulamasi, ¢oziilebilir protein miktari kontroliine gére %0.2
oraninda artirmisken, tek basina fungus uygulamasi da %26.28 (P<0.05) azaltmustir.
Coziilebilir protein miktar1 EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore
%1.92 artirmustir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basia fungus

uygulamasina gore sirasiyla %4.37 ve %3.89 oraninda artirmislardir (Cizelge 4.17).

Tek basina 800 ul EY uygulamasi, ¢6ziilebilir protein miktari kontroliine gore %0.48
oraninda artirmigken, tek basmna fungus uygulamasi %22.24 (P<0.05) azaltmistir.
Coziilebilir protein miktar1 EY+F uygulamasi tek basina fungus uygulamasina gore
%2.78 artirmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basma fungus

uygulamasina gore sirasiyla %9.69 ve %5.17 oraninda artirmislardir (Cizelge 4.17).

Tek basma 1000 pl EY uygulamasi, ¢oziilebilir protein miktar1 kontroliine gore %0.86
oraninda azalmig, tek basina fungus uygulamasi ise %24.26 (P<0.05) azaltmustir.
Cozilebilir protein miktart EY+F uygulamas: tek basina fungus uygulamasina gore
%8.54 artirmistir. Ayrica, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamasi da tek basma fungus
uygulamasina gore sirasiyla %15.16 (P<0.05) ve %10.67 oraninda artirmiglardir
(Cizelge 4.17).



99

Yapraklara tek basimna fungus uygulamasi protein miktarini tiim gruplarda azaltmistir.
EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalar1 tek basima fungus uygulamasia gore
tim konsantrasyonlarda doz oranina parelel olarak protein miktar1 artirirken, EY
uygulamalar1 arasinda 1000 pl dozun ve EY+F(1G) uygulamasmin tim dozlarda en

etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.25).

EK mEY mF mEY+F mEY+F(1G) mEY+F(2G)
7000 ~
6000 -
5000 4
4000 ~
3000 4
2000 4

Protein Miktar: (ug.g-*)

1000 ~

600 800 1000
Esansiyel Yag Uygulamalanr (ul)

Sekil 4.25. Asma yapraklarinda EY ve fungus uygulamalarinin protein miktari iizerine
etkileri

4.12. Su Ogziitiiniin In Vitro Kosullarda Bitki Patojeni Fungusa Kars1 Antifungal
Etkileri

In vitro kosullarda 3 farkli konsantrasyondaki (2 ml, 5 ml, 10 ml) su &ziiti
ekstraktlarinin fungusun miseliyal gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipii uzunlugu

tizerine etkilerinin farkli seviyelerde oldugu belirlenmistir.

Su Oziitli ekstraktlarmin fungusun miseliyal gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipii
uzunlugu izerine antifungal etkileri ayr1 ayr1 ¢izelgeler halinde verilerek

yorumlanmustir.
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4.13. Su Oziitiiniin B. cinerea’nin Miseliyal Gelisimi Uzerine Etkisi

Su Oziitiiniin B. cinerea’nin miseliyal gelisimi tizerine etkileri Sekil 4.26’da verilmistir.
Sekil 4.26 incelendiginde ekstraktin diizenli oranlarda engelleme olusturmadig:
belirlenmistir. B. cinerea’nin miseliyal gelisimi tizerindeki antifungal etkinin doz
oranina paralel olarak artmadigi belirlenmistir. Bu patojen icin en yiiksek antifungal
etkiyi %23.52 oraniyla 10 m1’lik doz saglamistir (Sekil 4.27). Sonug olarak ekstraktin 2
ml, 5 ml ve 10 mI’lik dozlarinda B. cinerea’nin miseliyal gelisimi engellemesi doz

oranina paralel olarak artmadigi tespit edilmistir (Cizelge 4.18).

2ml Sml 10 ml

Sekil 4.26. B. cinerea’nin miseliyal gelisimi tizerine farkli konsantrasyondaki su
Oziitliniin etkisi

Cizelge 4.18. Su 06ziitiiniin miselyum engelleme oranina etkisi

Su 6ziitii dozlar1 (ml) MEO (%)
2 15.29+0.16"
5 10.58+0.07°
10 23.52+0.31°

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. +: Standart hata
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5

Su oziitii dozlar: (iml)

Sekil 4.27. Su 6ziitli miselyum engelleme orani

4.14. Su Ogziitiiniin B. cinerea’mmm Spor Cimlenmesi ve Cim Tiipii Uzunlugu
Uzerine Antifungal Etkileri

B. cinerea’nin konidispor ¢imlenme yiizdesi ve ¢im tiipii uzunlugu {izerine ekstraktin
antifungal etkilerine ait bulgular Sekil 4.28 ve Sekil 4.29’da verilmistir. Konidisporlar
kontrol grubunda %100 ¢imlenirken, 2 ml de sporlarin %79’u, 5 ml de %881, 10 ml de
ise %72’sinin ¢imlendigini belirlenmistir. Cim tlipii uzunluguna bakildiginda kontrol
grubunda 122.12 um iken 2 ml de 113.4 pm, 5 ml de 118.2 um ve 10 ml de ise 110.8
um oldugu tespit edilmistir. Sonuglar incelendiginde spor g¢imlenmesi ve ¢im tiipii

uzunluguna doz oraninin paralel olarak etki etmedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.19 Su 6ziitii dozlariin konidispor ¢im tiipli uzunluguna etkisi

Su oziitii dozlar1 (ml)

KONTROL 2 5 10
Konidiospor
Cimlenmesi 100+0.0 ¢ 79+1.09°¢ 88+1.09° 72+1.32
(%)
Cim tiipii
uzunlugu 122.12+1.53¢ 113.4+0.89° 118.2+0.35° 110.8+0.982
(um)

*Aynt harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma testine gore
P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. +: Standart hata

120 -

_ 100

& 1007 88

Z 79

£ 80 - 72

Z

£ 60 1

-

5

= 40 1

2

£ 20 1

12

0 T T T 1

Kontrol 2 5 10

Uygulama Sartlar

Sekil 4.28. Su 6ziitii spor ¢cimlenme yiizdesi
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124 4
122 4
120 4
118 A
116 4
114 4

112 4 110.80
110 4
108 4
106 4
104 . . .
2 5 10

Kontrol

118.20

113.40

Clim Tiipii Uzunlugu (um)

Uygulama Sartlar

Sekil 4.29. Su 6ziitii ¢im tiipii uzunlugu

4.15. Su Ogziitiiniin Yaprak Testleri ile Etkililiginin Tespiti

Yapraklar iizerindeki lezyon caplar1 6lgiilerek yapilan degerlendirme sonucunda elde
edilen veriler Sekil 4.31°de verilmistir. Yaprak miselyum gelisimi 10 ml de 39.1 mm, 5
ml de 32.6 mm, 2 ml de 31.3 mm ve kontrolde 28 mm olarak Gl¢iilmiistiir. Bu sonuca
gore petri uygulamasinda etkili olan konsantrasyon yaprak uygulamasinda etkili
olmamustir. Su 6ziitlinlin yiiksek dozda uygulanmasi yaprakta ¢iiriimeye sebep olmustur.
Bu degerlendirme sonuglarina gére, su Oziitiniin orantili bir sekilde etkili olmadig:

yaprak uygulamalari ile de tespit edilmistir (Sekil 4.30).

—

10 ml Sml 2ml

Sekil 4.30. Patojen ve su 6ziitli uygulamal1 yapraklar
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Cizelge 4.20. Su 0ziitlinlin yapraklarda miselyum gelisimine etkisi

Su oziitii dozlar1 (ml)

0.0 2 5 10

Y 28.0+0.27 2 31.3+0.38° 32.6+0.57° 39.1+0.54°

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. +: Standart hata

39.1
313 326

30 - 28

25

20

15 -

10 -

5 |

0 ; ; ; :

F 2 5 10

Uygulama Sartlar

Miselyum gelisimi (mm)

Sekil 4.31. Su 6ziitii yaprak miselyum gelisim orani

4.16. Metanolik Oziitiin In Vitro Kosullarda Bitki Patojeni Fungusa Kars
Antifungal Etkileri

In vitro kosullarda 3 farkli konsantrasyondaki (1 ml, 2 ml, 3 ml) metanolik &ziit
ekstraktlariin fungusun miseliyal gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipii uzunlugu

iizerine etkilerinin farkli seviyelerde oldugu belirlenmistir.

Metanolik oziitii ekstraktlarmin fungusun miseliyal gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im
tipli uzunlugu tzerine antifungal etkileri ayri ayr1 ¢izelgeler halinde verilerek

yorumlanmustir.
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4.17. Metanolik Oziitiin B. cinerea’min Miseliyal Gelisimi Uzerine Etkisi

Metanolik oOziitlin B. cinerea’nin miseliyal gelisimi iizerine etkileri Sekil 4.32°de
verilmistir. Sekil 4.32 incelendiginde 1 ml, 2 ml, 3 ml ekstraktlarin engelleme
olusturmadigi belirlenmistir. Herhangi bir engelleme tespit edilemedigi igin petri

miselyum engelleme orani grafiksel olarak verilmemistir.

2 ml 3ml

Sekil 4.32. B. cinerea’nin miseliyal gelisimi iizerine farkli konsantrasyondaki metanol
Oziitliniin etkisi

4.18. Metanolik Oziitiin B.cinerea’mm Spor Cimlenmesi ve Cim Tiipii Uzunlugu
Uzerine Antifungal Etkileri

B. cinerea’nin spor ¢imlenme yiizdesi ve ¢im tipli uzunlugu {izerine ekstraktin
antifungal etkilerini belirlemek {izerine yapilan denemelerin sonuglar1 Sekil 4.33 ve
Sekil 4.34’de verilmistir. Spor c¢imlenmesinde kontrol ve deney gruplari %100
¢imlenmigtir. Cim tiipli uzunlugunda ise kontrol grubunda 110.3 um iken 1 ml de 110.0
um, 2 ml de 109.0 um ve 3 ml de ise 110.2 um oldugu tespit edilmistir. Sonuglar
incelendiginde spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipli uzunluguna kontrol grubuna goére deney

gruplarinda herhangi bir fark tespit edilememistir.
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Cizelge 4.21. Metanol 6ziitii dozlarinin konidispor ¢im tiipii uzunluguna etkisi

Metanol oziitii dozlar: (ml)

KONTROL 1 2 3
Konidiospor
Cimlenmesi 100+0.0 100+0.0 100+0.0 100+0.0
(%)
Cim tiipii
uzunlugu 110.3+0.99 110.0+1.3 109.0+1.31 110.8+1.02
(nm)

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
P<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir. +: Standart hata

111 -
$ Hosq 1103 110.2
= 110
g 110 A
g
= ]
g 1095
= 109
2 109 -
2 1085 -
108 . ' ' '
Kontrol 1 2 3

Uygulama Sartlar

Sekil 4.33. Metanol 6ziitli spor ¢imlenme yiizdesi
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Sekil 4.34. Metanol 6ziitli ¢im tiipii uzunlugu
4.19. Metanolik Oziitiin Yaprak Testleri ile Etkililiginin Tespiti
Metanolik 6ziit (1 ml, 2 ml, 3 ml) ekstraktlar1 yapraklara uygulandiginda yapraklarin

clirimesine neden olmustur (Sekil 4.35). Bundan dolay1 yapraklar iizerindeki lezyon

caplar1 6l¢iilmemistir.

3 ml

Sekil 4.35. Patojen ve metanol 6ziit uygulamali yapraklar
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5. TARTISMA ve SONUC

Tarimsal tiretimde tiziim yetistiriciligi Tirkiye’de dnemli bir yere sahip olmakla birlikte
onemli sorunlar1 da barindirmaktadir. Bunlarin basinda, ytliksek verim ve kaliteli iiriin
elde edilmesinde en biiyiik engeli olusturan hastaliklar gelmektedir. Bag hastaliklar
arasinda en 6nemli yeri fungal kaynakli hastaliklar isgal eder (Goktas 2008). Kursuni
kiif (Botrytis cinerea), Ulkemiz baglarinda ekonomik zarara yol agan en énemli fungal
hastaliklar arasindadir (Erkan vd 2002).

Bu fungusun neden oldugu hastalik, hem baglarda hem de depoda iiziim verimi ve
kalitesinde biiylik kayiplara neden olmaktadir. Bu kayiplar bagda yetistirme periyodu
esnasinda olabildigi gibi {rlinlerin depolama siirecinde de olusabilmektedir.
Giiniimiizde bu fungusa karsi sentetik fungusitlerle yapilan miicadeleler yeterli
olmamakla birlikte ekolojik ve saglik sorunlarina da neden olmaktadir. Bu amagla ¢ok
fazla miktarda sentetik fungusitler her yil baglarda ve iiziim depolarinda bilingli-
bilingsiz kullanilmaktadir (Aminifard and Mohammadi 2013). Diger taraftan baglarda
bu mantari hastalia karsi allelopatik yaklasimlarla miicadele etme heniiz
degerlendirilmemistir. Baz1 allelopatik yaklasimli ¢alismalarda birgok bitki patojeni
funguslar1 tizerinde 6nemli sonuglar alinmistir (Bouchra et al. 2003; Kogak 2004; Lee et
al. 2007). Ornegin, Ceviz (Juglans regia L.) yapraklarindan hazirlanan dziitlerin ve
juglon (5-Hidroksi-Naftakinon) allelokimyasalinin bazi bakteri ve funguslar lizerindeki
etkileri aragtirllmigtir. Ceviz Oziitleri ve juglon’un, kullanilan 11 bakteri tiirlinden 5
bakteri tiirtinde (Pseudomonas gingeri, Pseudomonas phaseolica, Staphylococcus
aureus, Bacillus ceraus, Yersinia enterocolitica) inhibisyon etkisi gozlemlenmistir.
Kullanilan 9 fungus tiirti (Aspergillus niger, A. flavus, A. fumigatus, A. parasiticus,
Fusarium solani, F. graminearum, Geotrichium candidum, B. cinerea ve Candida
albicans) tizerinde de inhibisyon etkisi goriilmiistir (Albayrak 2006). Baska bir
caligmada ise Nepeta rtanjensis bitkisinin esansiyel yagini funguslarda konidiumlarin
¢imlenmesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Cladosporium cladosporioides’in
konidiumlarinin N. rtanjensis’in esansiyel yagina ¢ok duyarli oldugu ve en kiigiik

dozlarda bile konidiumlarinin ¢imlenmesini inhibe ettigi belirtilmistir (Grbi¢ et al.
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2011). Kursuni Kiif iizerinde etkili olabilecek ve hastaligin yayilmasini kontrol
edebilecek allelokimyasallarin belirlenmesi, baglarda biiyiik bir kazanim saglayabilir.
Baz1 Nepeta tiirlerinin antioksidan 6zelliklere (Dapkevicius et al. 1998), ayn1 zamanda
fungus (Cigremis vd 2010), bakteri (Rigano et al. 2011), viriis ve kene tiirleri tizerinde
onemli etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Bourrel et al. 1993; Nostro et al. 2001;
Calmasur vd 2006; Dinler vd 2010 Rigano et al. 2011). Yapilan pek ¢ok gozlemde N.
meyeri nin dogal ¢evrede diger yabani tiirlerin gelismesine izin vermedigi belirlenmistir
(Mutlu ve Atic1 2009). Literatiirlerde N. meyeri’nin allelopatik etkisiyle ilgili ¢aligmalar
yer almakta fakat bitkilerde hastalik yapan fungus patojenleri iizerine antifungal etkileri
hakkinda pek fazla ¢alisma bulunmamaktadir (Sefidkon and Shaabani 2004; Esmaeili et
al. 2006; Mutlu ve Atici 2009; 2010a). Yapilan mevcut ¢alismalarda N. meyeri’nin
sahip oldugu allelopatik potansiyeli ile kiiltiir bitkilerinde sorun olan yabanci otlara
kars1 giiglii herbisidal etki gosterdigi belirlenmistir (Mutlu ve Atici 2009; 2010a;
2010b). Bu gergevede N. meyeri bitkisinin salgiladigi sekonder metabolit olan bu
kimyasal bilesiklerin  (allelokimyasallarin) dogal fungusit olarak kullanilip
kullanilamayacaginin arastirilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu amag i¢in allelopatik
Ozellige sahip olan Nepeta meyeri bitkisinden belirli ekstraksiyon teknikleri ile
esansiyel yag, su ve metanolik oziitler elde edilmistir. Calismada bu allelokimyasal
ozitler Karaerik tiziimde (Vitis vinifera L.) gii¢lii bir hastalik etmeni olan Kursuni Kiif
(Botrytis  cinerea) mantarin  kontrolinde ve miicadelesinde kullanilmustir.
Arastirmamizda N. meyeri Oziitlerinin mantar tizerinde in vitro ve in vivo etkilerini
belirlemenin yaninda, hastalik esnasinda asma yapraklarinin fizyolojik ve biyokimyasal
cevaplar1 da degerlendirilmistir. Kullanilan allelokimyasal potansiyele sahip oziitlerin B.
cinerea’nin hif gelisimi, ¢im tiipii uzunlugu ve spor ¢imlenmesi iizerine olan etkileri
belirlenmistir. N. meyeri’den elde edilen oOziitlerden su ve metanolik Oziitler, B.
cinerea’nin gelisimi {izerinde in vitro ve in vivo sartlarda herhangi bir etkiye neden
olmamistir. Bu nedenle asma yapraklarinin biyokimyasal cevap mekanizmalarinin
belirlenmesinde sadece N. meyeri’nin esansiyel yag (EY) 6ziitii kullanilmis ve tez i¢inde
bu deneylerden elde edilen veriler sunulmustur. Calismada, hem B. cinerea hem de EY
Oziitle muamele edilmis asma yapraklarinda stres toleransinin derecesini belirlemede,
lipid peroksidasyon (MDA miktari) seviyesi, reaktif oksijen tiirlerinin (hidrojen peroksit

ve siiperoksit anyonu) ve pigmentlerin (klorofil ve karotenoid) miktarlar: belirlenmistir.
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Bunlara ilave olarak, hiicrelerdeki enzimatik antioksidan cevap mekanizmalarini takip
etmek i¢in antioksidan enzimlerin (SOD, POD, APX, GR ve CAT) aktiviteleri de
degerlendirilmistir. Calismadan elde edilen verilerin yorumlanmast ve diger

arastiricilarin sonuglari ile Karsilastirilmali degerlendirmeleri asagida sunulmustur.

5.1. N. meyeri Esansiyel Yagin Miseliyal Gelisim ve Spor Cimlenmesi Uzerine
Etkisi

Calismamizda oOncelikle Nepeta meyeri Benth. bitkisinin esansiyel yagi (EY) elde
edilmistir. Bu yag GC-MS yontemiyle analiz edildiginde, 4ao,7a,7aa-nepetalacton
(%71.68), 4aa, 7B, 7aa-nepetalacton (%71.34) ve 4aa, 70, 7ap-nepetalacton (%70.17)
ana bilesenler tespit edilmistir (Cizelge 4.1). N. meyeri bitkisinde nepetalacton
bilesiklerinin yiiksek oranda bulundugu bir¢ok arastirici tarafindan da rapor edilmistir
(Sefidkon and Shaabani 2004; Esmaeili et al. 2006; Mutlu et al. 2011; Kordali et al.
2013). Baz1 arastirmacilar bitkinin allelopatik olmasinin en 6nemli nedenleri arasinda
ucucu yaglardan olan bu laktonlarm sorumlu oldugunu ileri stirmiislerdir (Mothana
2012). Biz de bu goriise katilmaktayiz. Ciinkii elde edilen EY karisimina dikkat edilirse,
nepetalaktonlar karigimin neredeyse %70°ni olusturdugu goriilmektedir (Cizelge 4.1).
Calismamizda EY, asma yapragi ve patojen mantara ¢ok diisiikk konsantrasyonlarda
(literatiirdeki benzer ¢aligmalara gore) uygulanmis olmasina ragmen, yiiksek etkiler
goriilmiistiir. Cok diisiik konsantrasyonda etki eden bir karigim iginde etkili olan bilesik,
oransal olarak diger bilesiklere gore genelde daha yiiksek olmalidir. N. meyeri EY
karisiminda da en fazla nepatalaktonlar bulunmaktadir. Bu nedenle ¢calismamizda elde
edilen bitkilerin allelopatik etkilerinden EY iginde en fazla bulunan nepetalactonlarin
sorumlu oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak yine de bu etkilerden nepetalactonlarin
sorumlu olup olmadiginin tam olarak belirlenmesi i¢in bu bilesigin saf olarak elde
edilmesi ve kullanilmas1 gerekmektedir. Ancak bazi ¢alismalarda allelopatik etkinin,
esansiyel yaglar igerisinde bulunan tek bir bilesigin degil, birka¢ bilesigin ortak bir
etkisiyle oldugu da gosterilmistir (Sefidkon and Shaabani 2004; Kordali et al. 2013).

N. meyeri bitkisinin EY, su ve metanol oziitleri, B. cinerea nin miseliyal, ¢im tiipii

uzunlugu, spor ¢imlenmesi iizerine etkileri kendi aralarinda karsilastirildiginda, EY’nin
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hastalik tizerinde daha etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.26 ve Sekil 4.32).
Yontemler boliimiinden de hatirlanacagi gibi asma yapraklarina EY ti¢ farkli sekilde
uygulanmistir. Bunlar, EY ile fungus aymi anda (EY+F), enfeksiyonundan 1 giin 6nce
(EY+F1G) ve enfeksiyondan 2 giin 6nce (EY+F2G). Bu uygulamalar igerisinde hemen
hemen tim parametrelerde etkili uygulamanin, EY+F1G oldugu belirlenmistir.
Calismamizda EY’nin 3 farkli (600, 800 ve 1000 ul) konsantrasyonu kullanilmustir.
EY’nin bu 3 konsantrasyonu, B. cinerea’nin miseliyal gelisim inhibisyonu {izerinde
giiclii bir etki yapmustir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3). Bu antifungal etki EY dozlarinin
artigina paralel olarak artmistir. En yiiksek engelleme oran1 %80.72 oraniyla 1000 pl’lik
dozda belirlenmistir (Cizelge 4.2). EY nin 600 ve 800 pl dozlarinda inhibisyon orani ise
kontrole gore, sirastyla %25.3 ve %49.39 olmustur (Cizelge 4.2). Caligmamizda ayrica
EY’nin 1200 ul’lik dozunda %2100 inhibisyon belirlenmistir (¢alismada sunulmamustir).
Gorildigi gibi N. meyeri EY yaglar1 B. cinerea’nin miseliyal gelisimi {izerinde giiglii
bir inhibisyon etkisi yapmistir. Burada c¢aligilan EY’nin etkili oldugu
konsantrasyonlarin, literatiirde farkli bitkilerden elde edilen EY’lerin etkili olduklari
konsantrasyonlara gore ¢ok diisiik olmasi, N. meyeri den elde edilen EY’nin B. cinera
tizerinde gii¢lii bir inhibisyona sahip oldugunu gostermektedir. Diger taraftan EY nin B.
cinera spor ¢imlenmesi iizerinde de dnemli bir inhibisyon yaptigi belirlenmistir (Sekil
4.2 ve Sekil 4.7). Spor ¢imlenmesi ¢aligmalarinda, kontrol grubuna ait sporlar %100
¢imlenirken, 600 pl dozda sporlarin %66’s1, 800 pl de %55°i, 1000 ul de ise %18’
cimlenmistir (Sekil 4.7). 1200 ul’lik dozda ise sporlarin %100’ ¢imlenmemistir
(calismada sunulmamustir). Bu etki sporlarin ¢im tiipli uzunluguna da etki etmistir.
Ornegin ¢im tiipii uzunluguna bakildiginda, kontrol grubunda 134.26 pm iken, 600 pl
de 81.04 pum, 800 pl de 59.67 um ve 1000 pl de ise 38.15 um oldugu tespit edilmistir.
Gorildigi gibi uygulamalarda EY konsantrasyonu artisina paralel olarak ¢im tiipii
uzunluklart 6nemli oranlarda azalmigtir. Bu veriler, N. meyeri’den elde EY’nin B.
cinerea’nin spor ¢imlenmesini O6nemli seviyede inhibe ettigini gostermektedir.
Sonuglara gore, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipli uzunlugunu engelleyerek en yiiksek
antifungal etkiyi 1000 pl’lik doz gostermistir. Literatiirde N. meyeri ile yapilan bir
caligmada elde edilen EY’nin antifungal etkisi in vitro’da 16 fitopatojenik fungusun
biiyiimesinde denenmistir (Kordali et al. 2013). Bu ¢aligmada arastirmacilar, N. meyeri
EY’sini 16 fitopatojenik fungusun misel biiylimesini 0.25, 0.50 ve 1.0 mg/ml
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konsantrasyonlarinda tamamen inhibe ettigini belirlemiglerdir. EY nin antifungal etkisi
ticari olarak kullanilan benomil fungisitten daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Farkli
konsantrasyonlarda uygulanan esansiyel yag (0.25, 0.50 ve 1.0 mg/ml) 6énemli 6l¢iide
calisilan bitki patojen mantarlarin gelismesini Onlemistir (Kordali et al. 2013). Bu
calismanin bulgulart bizim ¢alismamizi desteklemektedir. Bizim g¢alismamizda buna
ilave olarak N. meyeri EY’sinin hem misel hem de spor gelisimini onledigi
gosterilmistir. Nepeta’nin diger tiirleri ile yapilan galismalar, N. meyeri disindaki
tiirlerin de antifungal aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir. Ornegin, Nepeta’nin farkli
bir tiirli olan Nepeta rtanjensis bitkisiyle yapilan ¢calismada EY analizleri sonucunda ana
bilesenin yine 4aa,7a,7af3 —Nepetalacton oldugu tespit edilmistir (Grbi¢ et al. 2011). N.
rtanjensis’ten izole edilmis ugucu yaglarin incelenen tiim micromyceteslere karsi giiglii
bir antifungal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Grbi¢ et al. 2008). /n vitro sartlarda
N. rtanjensis’in ugucu yaginin Alternaria tiirlerinde de etkili oldugu bulunmustur (Grbié
et al. 2008). EY’lerin ézellikle 0.6-0.8 ug ml™ konsantrasyonlar: Alternaria tiirlerinin
misel biiylimesini inhibe ettigi belirlenmistir. N. rtanjensis bitkisinin esansiyel yaginin
funguslarda konidiumlarin ¢imlenmesini inhibe ettigi tespit edilmistir (Grbi¢ et al.
2008). Cladosporium cladosporioides’in konidiumlarmin N. rtanjensis’in esansiyel
yagina ¢ok duyarl oldugu saptanmistir (Grbi¢ et al. 2011). En kiigiik dozlarda (0.1 pg
ml™) bile konidiumlarin ¢imlenmesini inhibe ettigi goriilmiistiir. Her iki calismada da
bu etkinin ana unsurunun nepetalacton olmasi bizim ¢alismamizin literatiir ile paralel
oldugunu gostermektedir. Calismamiz, ucucu yaglarin diisiik toksite ve biyolojik
parcalanmalarinin kolay olmasindan dolayi, N. meyeri EY’sinin biyofungusit olarak

kullanilabilme potansiyelinin oldugunu desteklemistir.

EY dozlarinin (600, 800 ve 1000 ul) antifungal etkileri Petri sartlarinin yaninda canli
yaprak denemeleriyle de belirlenmistir. Yapraklara ¢alisilan EY dozlar1 3 farkli sekilde
uygulanmistir. Bunlar, (1) EY ile fungus ayn1 anda (E+F); (2) EY uygulamasindan 1
giin sonra fungus uygulamasi (E+F(1G)) ve (3) EY uygulamasindan 2 giin sonra fungus
uygulamasi (E+F(2@G)). Degerlendirmeler yapraklar {izerindeki lezyon caplar1 6lctilerek
yapilmistir. Degerlendirme sonuglarina gore, tim konsantrasyonlarda esansiyel yag
uygulamasindan bir giin sonra fungusun yapraklara inokule (E+F(1G)) edilerek yapilan

uygulamada, lezyon olusumunu kontrol grubuna gore daha fazla etki gostererek



113

azalttig1 goriilmustir (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12). Calismada 600
ul’lik doz yaprak miselyum gelisim oran1 (MGO) Sekil 4.10°da, 800 ul’lik doz MGO
Sekil 4.11°de ve 1000 pl’lik doz MGO Sekil 4.12°de verilmistir. Ornegin fungus
uygulanan yapraklarda misel gelisimi alan1 600°de 20.24 mm iken, 800°de 21.60 mm ve
1000°de 19.78 mm olmustur. E+F uygulanan yapraklarda misel gelisimi alan1 600°de
17.45 mm iken, 800’de 16.64 mm ve 1000’de 14.56 mm olmustur. E+F(1G) uygulanan
yapraklarda misel gelisimi alan1 600°de 16.64 mm iken, 800’de 14.8 mm ve 1000’de
11.16 mm olmustur. E+F(2G) uygulanan yapraklarda ise misel gelisimi alan1 600’de
17.2 mm iken, 800’de 15.54 mm ve 1000’de 12.4 mm olmustur (Cizelge 4.4).
Literatiirde, bizim ¢alismamiza benzer bir arastirma deseninde in vivo etkisine
bakilmadigindan dolayi, bu sonucu oOnceki arastirma sonuglariyla tam olarak

karsilastirmali kiyaslamak miimkiin olmamustir.

5.2. Su Oziitiiniin Miseliyal Gelisimi ve Spor Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Bu caligmada N. meyeri’den elde edilen su 6ziitiiniin (2, 5 ve 10 ml), B. cinerea’nin
miseliyal gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipli uzunlugu tizerindeki antifungal etkisi
de arastirilmistir. Literatiirde Nepeta tiirlerinin su 6ziitlerinin antifungal etkilerine ait her
hangi bir veri bulunamamistir. Yapilan calismalarda su oOziitii uygulamasinin B.
cinerea’nin miseliyal gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipii uzunlugu tizerinde anlamli
bir antifungal etki yapmadigi belirlenmistir (Sekil 4.26). Calisilan su 6ziitii dozlan
arasinda da anlamli bir sonug¢ belirlenememistir. Petri uygulamasinda etkili olmayan
dozlarin patojenin yaprak enfeksiyonu esnasinda etkili olup olmayacagi da calisilmistir
(Cizelge 4.20). Petri deneylerinde kullanilan su 0Oziitii konsantrasyonlari yaprak
uygulamasinda denenmis ve Petri uygulamalarina benzer olarak anlamli bir sonug elde
edilememistir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda bazi bitkilerin su 6ziitlinliin antifungal
etkiye sahip oldugunu gésteren calismalar oldugu gibi (Ozcan and Boyraz 2000), etkili
olmadigmi gésteren calismalar da bulunmaktadir (Tiirkiisay ve Onogur 1998). Ornegin
Mutisia acuminata ‘nin antimikrobiyal aktivitesi arastirilirken (Catalano et al. 1998)
Aspergillus niger, B. cinerea ve Pyricularia oryzae’nin de i¢inde bulundugu sekiz

mikroorganizma iizerinde M. acuminata’nin metanol ve su ekstraktlari kullanilmustir.
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Sonug olarak M. acuminata ekstraktlarinin, B. cinerea’nin miseliyal gelisimi ve spor
cimlenmesine karsi en iyi antifungal aktiviteyi gosterdigi belirtilmistir (Catalano et al.
1998). Tiirkiisay ve Onogur’un (1998) yaptiklari ¢alismada da bazi kiiltiir bitkilerinin
yapraklarindan su oziitii ekstraktlarin bitki patojeni Alternaria alternata, A. solani, B.
cinerea ve Drechslera sorakiniana’ya kars: in vitro antifungal etkileri aragtirilmistir.
Hedera helix yaprak ekstraktinin spor ¢imlenmesini en yiiksek oranda engelledigi,
bundan sonra en etkili olanin Datura stramonium oldugu gosterilmistir. Baska bir
calismada da Peganum harmala’nin tohumlar1 kullanilarak elde edilen su Oziitii
Phytophthora drechsleri, Verticillium dahliae, Sclerotinia sclerotiorum, Cladosporium
cucumerinum, Corynespora cassiicola (Berk. et M. A. Curtis), Alternaria sp., B.
cinerea, Monosporascus cannonballus, Fusarium oxysporum, Macrophomina
phaseolina ve Rhizoctonia solani patojenlerinin miseliyal gelisimini engelledigi
bulunmustur (Sarpeleh et al. 2009). Farkli bitkilerin su 6ziitleriyle yapilan ¢alismalarda
fungus gelisimini bizim ¢alisgmamizdan farkli olarak engelledikleri belirtilmistir. Bu
farkliligin kullanilan bitki tiirlerinin degisikliginden kaynaklandigi diisiintilebilir. N.
meyeri ile yapilan daha 6nceki galigmalarda bu bitkinin kok ve gévdesinden elde edilen
su ekstraklarinin bazi kiltiir bitkileri tizerinde allelopatik etkileri ortaya konmustur
(Mutlu ve Atici 2009). Goriildiigii gibi N. meyeri’nin su Oziitiiniin bitkiler tizerinde
allelopatik etkiye sahip etkili oldugunu belirlenmistir. Ama ayni bitkinin su 6ziitii B.
cinerea tizerinde etkili olmamuistir. Bu sonuglar bize ekstraktlarin etki mekanizmasinin
gerek igerdigi etkili maddenin ¢esidine gerekse hedef organizmaya gore farkli
olabilecegini gostermektedir. Bazen aymi bitkiden elde edilen ekstraktin antifungal
etkisi, ucucu yaga gore diisiik olmaktadir. Bunun, ekstraktin igerdigi etkili madde
miktari, stabilitesi ve etki seviyesinden kaynaklandigi diistintilmektedir. Ekstrakt
iceriginin farkli funguslarin beslenmesi i¢in 1yi bir karbon ve enerji kaynagi olmasi
canliin iiremesini tesvik etmektedir. Yapilan bir arastirmada bazi bitki ekstraktlarinin
belirli mikroorganizmalarin gelismesini engelledigi, belirli mikroorganizmalar tizerinde
higbir etki yapmadigi ve hatta gelismelerini tesvik ettigi belirtilmistir (Singh et al.
1980). Ayrica birgok arastiriciya gore de bitki ekstraktlarinin hastalik engelleyici
ozellikleri biinyelerinde bulundurduklar1 ugucu yaglardan kaynaklanmaktadir (Tripathi

et al. 1985).
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5.3. Metanolik Oziitiin Miseliyal Gelisimi ve Spor Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Mevcut ¢alismada, N. meyeri bitkisinin metanolik 6ziitii uygulamalar1 B. cinerea’nin
miseliyal gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipii uzunlugu tizerine olumlu veya olumsuz
bir etki yapmamustir (Cizelge 4.21). Petri uygulamasinda kullanilan konsantrasyonlar
yaprak uygulamasinda da etkili olmamistir. Diger taraftan metanolik 6ziit uygulanmasi
asma yapraklari lizerinde olumsuz etki yapmis ve bozulma ile deformasyonlara neden
olmustur (Sekil 4.35). Literatiirde buna benzer sonuglar bulunmaktadir. Ornegin,
Ephedra breana, Fabiana imbricata, ve Nolana sedifolia bitkilerinin metanolik ve
etanolik ekstraktlarmin antifungal aktivitelerini belirlemek igin g¢alisilan mantar bitki
ekstraktlar1 ile ayn1 ortama birakilmis ve bunlarin antifungal bir etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir (Vio-Michaelis et al. 2012). Calisilan ii¢ bitkinin metanolik fraksiyonu ile
F. imbricada’nin etanolik fraksiyonun antifungal etki géstermedigi rapo edilmistir.
Fitopatojen B. cinerea’y:r kontrol etmek igin E. breana ve N. sedifolia’nin etanolik
ozlerinin in vitro da antifungal aktiviteye sahip oldugundan etmenle miicedelede
alternatif olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Vio-Michaelis et al. 2012). Yapilan
baska bir ¢alismada da Vitis vinifera siirgiinlerinin metanolik ve etanolik ekstraktlarinin
asmalar1 etkileyen baslica ii¢c mantar patojene (Plasmopara viticola, Erysiphe necator
ve B. cinerea) kars1 6nemli antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir. Tanimlanan alti
bilesik (ampelopsin A, hopeaphenol, trans-resveratrol, ampelopsin H, g-viniferin, and
Evitisin B), P. viticola’ya kars1 antifungal aktivite gostermistir. e-Viniferin de B.
cinerea’ya kars1 diisiik bir antifungal aktivite gostermistir. Tespit edilen bilesiklerin
hi¢biri, E. necator ¢imlenmesini 6nlememistir (Schnee et al. 2013). Bu c¢alismalarda
oldugu gibi her bitkinin metanolik 6ziitii her fungusu etkileyemeyebilir. Sunulan
caligmada B. cinerea’ya metanolik 6ziit antifungal etki gostermemistir. Tiim bu bilgiler
1s1gindaki ¢alismalarda farkli bitkilerin metanolik 6ziitlerinin funguslarin hepsine etkili
olamayacag1 gostermistir. Calismamizda N. meyeri bitkisinin su ve metanolik
ekstraktlarinin B. cinerea tizerinde etkili olmadigi bulunmustur. Su ve metanolik oziit
icerisinde antifungal etkinin gerceklesmesini saglayacak kimyasal bilesiklerin olmadig:
diistiniilmektedir. Bitki ekstraktlarinin 6nemli fungal bitki patojenlerinin miseliyal

gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiipli uzunlugu iizerine antifungal etkilerinin
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arastirildigr bu c¢aligmada; esansiyel yag kontrol uygulamasi ile karsilastirildiginda
patojen iizerinde antifungal etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bunun nedeni olarak
esansiyel yag elde edilen bitkinin igeriginde var olan fungitoksik bilesiklerin patojeni
baskilamas1 ve bitkilerde fitoaleksin olusumunu tesvik etmesi gosterilebilir. Bitki
ekstraktlarindaki etkinin, ayn1 bitkinin sadece ugucu yaglar1 sonucunda ortaya ¢ikan
etkiden diisiik olmasma sebep olarak ekstrakt icindeki toplam ugucu yag miktarinin
diisiik olmas1 gosterilmistir. Ugucu yaglarin suda ¢oziinebilirliginin diisiik olmasi, bitki
ekstraktlarindaki etkinin diisiik olmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir (Kagar 2000).
Qasem and Abu-Blan (1995) tarafindan, farkli bitkilerin su igerisinde ¢oziiniirliikleri,
ekstraktlarin antifungal aktiviteleri farkliliklarinin nedeni olabilecegi belirtilmistir. Bu
sonuclar bize ekstraktlarin etki mekanizmasinin gerek igerdigi etkili maddenin ¢esidine

gerekse hedef organizmaya gore farkli olabilecegini gdstermektedir.

5.4. Klorofil a, Klorofil b, Toplam Klorofil ve Karotenoid Miktarlarmin

Degerlendirilmesi

Stres faktorlerinin bitkiler ilizerine etkilerini anlamak i¢in bagvurulan yollardan biri
organizmada fotosentetik pigmentlerin igeriginin belirlenmesidir (Akbudak et al. 2006).
Calismamizda asma yapraklara B. cinerea uygulamasi klorofil a, klorofil b, toplam
klorofil ve karotenoid miktarlarini tiim gruplarda kontrole gore diistirmiistiir (Sekil 4.13,
Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 16). Ancak EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G)
uygulamalari, tek basina fungus uygulamasima gore, tim konsantrasyonlarda Klorofil a,
klorofil b ve toplam klorofil miktarin1 artirirken, karotenoid miktart ise tim
konsantrasyonlarda doz oranina bagli olmayan artis ve azalis gostermistir (Sekil 4.13,
Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 16). Sekil 4.13, 14 ve 16’ya dikkat edilirse, tek basina
EY uygulamasiin klorofil ve karotenoid igerikleri iizerinde olumlu veya olumsuz bir
etki yapmadigi goriilmektedir. Ancak oOzellikle enfeksiyondan 6nce uygulanan EY,
yapraklarda ayn1 pigmentlerin i¢erigini 6nemli oranlarda artirmistir. Bu durum, EY ’nin
bitkide dogrudan klorofil veya karotenoid sentezini uyararak degil, fungus
enfeksiyonunu baskilayarak pigmentlerin igerigini artirdigina isaret eder. Fotosentetik

pigmentlerin, biyotik stres etkisiyle degisimini goOsteren litaretiir bilgisi yetersizdir.
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Akbudak et al. (2006) biber gesitlerine B. cinerea uygulamasiyla yapraklarda pigment
miktariin azaldigini, ancak B. cinerea’ya karst harpin uygulamasinin pigment miktarini
artirdigin1  bildirmislerdir. Bu ¢alisma bizim pigmentlerle ilgili bulgularimizi
desteklemektedir. Baska bir ¢alismada ise B. cinerea ile enfekte olmus dometes
yapraklarinin kloroplastlarinda klorofil kaybi gozlenmistir (Kuz'niak and Sklodowska
2001). Rustioni et al. (2015), asir1 oksidatif stres sonucu tiziim dokularinin ve
fotosentetik pigmentlerin geri donilisimii olmayan zararlara ugradigini belirtmistir.
Biyolojik bir stres olan Erwinia amylovora kaynakli bir oksidatif stres elma fidanlarinda
nisbi klorofil miktar1 artirdigi rapor edilmistir (Karacif 2012). Yine baska bir ¢alismada
Erwinia amylovora kaynakli stresin armut bitkilerinde nisbi klorofil miktarini arttirdigi
belirtilmistir (Bauerve and Beer 1991). Arastirmamizda elde edilen sonucglara gore
klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid miktarlar1 iizerinde B. cinerea
stresinin olusturdugu olumsuz etki, N. meyeri’den elde edilen EY ile 6nemli Olgiide
iyilestirilmistir. Bu etki Ozellikle EY’lerin mantar enfeksiyonunu azaltmasina
dayandirilabilir. EY uygulanan yapraklarda (Sekil 4.9) canliligin daha iyi olmasinin

buna bagli oldugu diisiiniilmektedir.

5.5. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ile Lipid Peroksidasyon Seviyelerinin

Degerlendirilmesi

Yapilan literatiir incelemelerine gore, asma bitkisinde B. cinerea dan kaynakli oksidatif
stresle ilgili yapilan bir caligmaya rastlanilmamigtir. Bu yonii ile orijinal bir ¢aligma
niteliginde olan arastirmamizdan elde edilen veriler, literatiir i¢in onemli bir kaynak
olacaktir. Bitkilerde herhangi bir cevresel stres altinda ROS iiretiminin uyarildigi
bilinmektedir (Sgherri et al. 1996). ROS, siiperoksit (O,") ve hidroksil radikalleri (OH")
ile hidrojen peroksit (H.0,) ve singlet oksijeni (*O;) igermekte olup, lipit
peroksidasyonu, proteinlerin denatiirasyonu, DNA’nin mutasyonu gibi etkilerin yani
sira, ¢esitli hiicresel oksidatif hasarlara da neden olmaktadir (Sharma and Dubey 2005).
Ciftlenmemis elektrona sahip olmadigi i¢in radikal olarak adlandirilmayan H,O,,
stiperoksit ile reaksiyona girdiginde, serbest oksijen radikalleri i¢inde en yiiksek

toksisiteye sahip olan (OH) radikalini olusturmaktadir (Baker and Orlandi 1995). OH"
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radikalinin hiicrelerdeki birikimi, ozellikle membran lipidlerinin peroksidasyonu ve
enzim aktivitelerinin inaktivasyonu gibi pek ¢ok yapisal ve fizyolojik hasara yol actif
bilinmektedir (Halliwell and Gutteridge 1998). Bitki stres derecesinin belirlenmesinde
biyolojik bir isaret olarak kullanilan bu bilesiklerin diisiik miktarlari, bitki savunma
sisteminin aktiflestirilmesine pozitif bir etki gosterebilirken, antioksidan enzim
aktivitelerinin yeterince aktiflestirilemedigi veya yetersiz kaldigi durumlarda hiicrede
yiiksek miktarlarda bulundugu zaman dokularda oksidatif hasara yani strese neden
olmaktadir (Liu et al. 2010).

Stiperoksit anyon radikali lipid peroksidasyonunu direk baslatan oksijen merkezli
radikallerdir. Lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerde oksidatif hasara sebep olan
hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi diger reaktif oksijen
tirlerinin olusumunda da o6nemli rol oynamaktadir (Prasad et al. 2009). Bizim
caligmamizda, asma bitkisinde tek basina B. cinerea uygulamasinin, kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda Op”  miktarii artirdigi belirlenmistir (Sekil 4.18). Ancak EY
uygulamalarinin tiimiinde (600 pl, 800 pl ve 1000 pl) O, miktart kontrollerine gore
onemli seviyede diisiik bulunmustur (Sekil 4.18). Bu sonu¢ hem EY+F(1G) hem de
EY+F(2G) uygulamalarinda goriilmektedir. Bu sonuglara gore, EY uygulamasindan 1
giin veya 2 giin sonra gelisen mantar enfeksiyonlarinin her ikisinde de O, miktarinin
distigiic goriilmektedir (Sekil 4.18). Hiicrelerde O,  miktarinin diismesi, diger
radikallerden H,0O, seviyesinin de diismesine neden olur. Ciinkii H,O; iiretiminde ana
substrat O, anyonudur. SOD enzimi O, anyonunu substrat olarak kullanarak H,O;’ya
doniistiiriir. Literatiirde bizim bulgularimizi destekleyen bazi ¢aligmalar bulunmaktadir.
Ormegin Perkoz ve Corindo domates cesitlerinde B. cinerea enfeksiyonunda her iki
cesitte Op~ miktar1 arttigi belirlenmistir (Pietrowska et al. 2015). B. cinerea ile enfekte
edilen domates bitkisinde yapilan baska bir ¢alismada enfeksiyona karsi metil jasmonat
uygulandiginda, bitkilerde uygulama yapilmayanlara goére O,  miktar1 azaldigi
belirtilmistir (Zhu and Tian 2012). Calismamizin sonuglart bu calismalar ile uyum
saglamaktadir. Stres sartlarinda artan O,” miktar1 6zellikle membran hasarlarina neden
olmaktadir. Uygulanan esansiyel yag ile azaltilmis O, miktar1 aktivitesi artan SOD
enzimi ile dismutasyona ugramis olabilir. Azalmis olan O," miktar1 membran yapisina

zarar veremeyeceginden hiicre biitiinliigiinii korunmus olur. Bunun sonucunda hiicre
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canliligint koruyabilir ve bitki bir biitlin olarak strese karsi tolerans gdsterebilir.
Calismamizin sonuglari esansiyel yagin patojen stresine karsi asma bitkisinin
yapraklarinda O, miktarim1 azaltarak oksidatif stres zararindan korunmaya 6nemli bir

katki yaptigini gostermektedir.

Bizim ¢aligmamizda, asma bitkisinde tek basina B. cinerea uygulamasinin, kontrol
gruplart ile karsilastirildiginda H,O, miktarini artirdigr belirlenmistir (Cizelge 4.9). EY
uygulamalarinin timiinde (600 pl, 800 ul ve 1000 pul) H,O, miktart kontrollerine gore
onemli seviyede diisiik bulunmustur (Cizelge 4.9). Bu sonug tek basina fungus
uygulamasina gore hem EY+F(1G) hem de EY+F(2G) uygulamalarinda da
goriilmektedir. Bu sonuglara gore, EY uygulamasindan 1 giin veya 2 giin sonra gelisen
mantar enfeksiyonlarmin her ikisinde de H,O, miktarinin diistiigii goriilmektedir. Bu
durum 6nceki ¢alismamalarla iyi bir uyum gostermektedir. Ornegin iki cesit domates
kiiltiirlerinde B. cinerea enfeksiyonunda her iki bitkinin sitosoliinde H,O, miktar
artmistir (Patykowski and Urbanek 2005). B. cinerea ile enfekte edilen domates
bitkisine O-hidroksietil uygulanmistir. O-hidroksietil uygulanan bitkilerde enfekte
edilip O-hidroksietille muamele edilenlere gore hidrojen peroksit miktarinin iki kat daha
fazla oldugu belirtilmistir. Diger taraftan in vitro testler B. cinerea konidyumlarin
¢imlenmesinin H,O; tarafindan inhibe edildigi saptanmistir (Matolepsza and Urbanek
2000). Yiiksek H,0, konsantrasyonu misel biiyiimesini engellemek igin gereklidir.
Sonuglar O-hidroksietilin domates bitkilerinde H,O, iiretimini tetikledigini ve B.
cinerea enfeksiyonun da H;O;’yu sinirladigini  gostermektedir (Malolepsza and
Urbanek 2000). B. cinerea ile enfekte edilen domates bitkisinin (Lycopersicon
esculentum) yapraklarinda uygulamadan 2, 6, 24 ve 48 saat sonra giinlere paralel olarak
H,0, miktarlarinda artis saptanmistir (Malolepsza ve Rozalska 2005). Asma fidelerine
uygulanan 10 giinliikk kuraklik stresinin, iki ¢esitte dnemli derecede hidrojen peroksit
artisina neden oldugu bulunmustur (Yagmur 2008). Gunes et al. (2006) yaptiklari
¢alismada, 0, 10, 20 ve 30 mg kg™ dozlarinda asma’ya (Vitis vinifera L. cv. Kalecik
Karas1) bitkisine bor uygulamis ve B konsantrasyonun H;O, miktarini artirdigi
belirtilmistir. Bitki hiicrelerinde H,O, konsantrasyonunun stres kosullarinda hiicresel
membranlardaki bozulmalarin bir sonucu olarak arttig1 da rapor edilmistir (Prochazkova

et al. 2001, Sairam and Srivastava 2002, Sairam et al. 2002). Fungal patojen olan ve



120

oksidatif stres olusturan B. cinerea pers. ile enfekte edilmis domates bitkisinin yaprak
peroksizomlarinda HyO, miktarini artirdigi saptanmistir (Kuzniak ve Sklodowska 2005).
Bir kok paraziti olan Fusarium verticillioides uygulanmis musir bitkisinde H,0,
miktarim artig tespit edilmistir (Kumar et al. 2009). Biber (Capsicum annuum — Ancho
chili plants) bitkisinde Phytophthora capsici’ye karst mikorizal koruma ile ilgili
calismada mikoriza olmayan bitkilerin yapraklarinda H,O; birikimi oldugu
gozlemlenmistir (Alejo-Iturvide et al. 2008). Bizim bulgularimiz, B. cinerea uygulamasi
ile artan H,O, miktarinin, bitki enfekte olmadan once uygulanan esansiyel yag énemli
derecede azaltdigi ve bu nedenle de oksidatif strese karsi bitki toleransinin artirilmasina

onemli bir katki sagladig1 anlamina gelmektedir.

ROS’lar membran lipidlerinin peroksidasyonuna yol agarak membran hasarina neden
olmaktadir (Ye et al. 2000). Lipid peroksidasyonu (LPO) oksidatif zararin en basit
gostergesi olarak kullanilmaktadir (Zhang and Kirkham 1996). Bitkiler strese maruz
kaldiklarinda, doymamis Yyag asitlerinin bozulmasiyla son {iriin olarak olusan
malondialdehid (MDA) miktarindaki artis, hiicrelerde zarlarin yapisal biitiinliigliniin
bozuldugunu gosteren iyi bir indikatordiir (Posmyk et al. 2005). Hiicre i¢in LPO ¢ok
tehlikeli olup kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve LPO ile
olusan membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir (Akkus 1995). Literatiirde biyotik streslerin
LPO iizerindeki etkisi ile ilgili calismalar mevcuttur. Ornegin B. cinerea ile enfekte olan
fasulye yapraklarinda LPO seviyesinin arttigi rapor edilmistir (Kan 2005). Domates
kiiltiirlerinde B. cinerea enfeksiyonu sonucunda MDA miktar1 kontrol grubuna gore
artti@1 rapor edilmistir (Pietrowska et al. 2015). Buna benzer olarak asma anaglarinda
kuraklik stresinin, MDA miktarinda artisa neden oldugu ve MDA seviyesinin ¢alisilan
anacglarina gore %10’dan %90’a kadar arttigi belirtilmistir (Yagmur 2008). Fusarium
oxysporium f. sp. ciceris ile enfekte edilen nohut bitkisinin gdvdelerinde patojen
enfeksiyonundan sonra lipid peroksidasyonun arttirdigi rapor edilmistir (Limones et al.
2002). B. cinerea ile enfekte edilen domates yapraklarinda uygulamadan 2, 6, 24 ve 48
saat sonra giinlere bagli olarak lipid peroksidasyonunda artma saptanmistir (Malolepsza
and Rozalska 2005). Diger stres kosullarinda da lipid peroksidasyonununda arttigini
gdsteren calismalar bulunmaktadir (Ozden et al. 2009; Sivritepe et al. 2009; Yang et al.
2011). Bu calismada elde edilen bulgularda da EY wuygulamasinin B. cinerea
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enfeksiyonunun neden oldugu yiikksek MDA seviyesini dislirdiigii goriilmistiir.
Bulgularimiza gore, asma bitkisine tek basina B. cinerea uygulamasi, kontrol gruplari
ile Karsilastirildiginda MDA miktarin1 artirdign goézlemlenmistir (Sekil 4.19). Ornegin
kontrol yapraklarinda MDA miktar1 yaklasik 1.70 nmol iken, B. cinera uygulanmis
yapraklarda yaklasik 2.50 nmol olmustur. EY uygulamalarinin tiimiinde (600 ul, 800 ul
ve 1000 pl) MDA miktar tek basina fungus uygulamasina gore dnemli seviyede diisiik
bulunmustur (Cizelge 4.11). Bu sonug 6zellikle hem EY+F(1G) hem de EY+F(2G)
uygulamalarinda goriilmektedir. Bu sonuglara gore, EY uygulamasindan 1 giin veya 2
giin sonra gelisen mantar enfeksiyonlarinin her ikisinde de MDA miktarinin diistiigii
goriilmektedir (Sekil 4.19). Calismamizda, uygulanan esansiyel yagin hiicrelerde olusan
oksidatif hasarlarin 6nemli bir gostergesi olan LPO seviyesini diislirmesi, bitki canliligi
icin son derece Onemlidir. Hiicrenin membranin korunmasi, hiicre biitiinliigiiniin
korunmasi anlamina gelir. Kisaca hiicrelerinin biitiinliigii saglanmig olan bir bitki, stres
sartlarina adapte olmak ig¢in avantaj saglamis olur. Bu yiizden esansiyel yagin LPO
seviyesini diisirmesi, B. cinerea’nin asmada neden oldugu biyotik strese direng igin

kullanilmasi gerektigi hipotezimizi destekler nitelikte bir bulgudur.

5.6. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Bitkiler stressiz kosullar altinda ROS iiretimi ve detoksifikasyonu arasindaki dengeyi
kontrol etmek zorundadirlar (Apel and Hirt 2004). Disiik seviyelerde ROS; gelisme,
abiyotik stres faktorlerine patojenlere ve hiicre dliimiine yanit mekanizmalarinda sinyal
olarak gorev alir (Miller et al. 2010). Optimal kosullar altinda bile birgok metabolik
yolda ROS fiiretilir. Bitkiler kendilerini oksidatif reaksiyonlarin olumsuz etkilerinden
koruyan ve ROS siipiirmede etkili sistemlere sahiptirler. Bu sistemin bir pargasi olan

antioksidan enzimler savunma mekanizmasinin anahtar bir pargasidir (Zhu et al. 2007).

Bu calismada SOD aktivitesi fungus ve EY uygulamalarinda tiim gruplar arasinda
degiskenlik gostermistir (Sekil 4.20). Tek basina fungus uygulamasi SOD aktivitesini
kontroliine gore genelde artirmustir (Sekil 4.20). Ozellikle 1000 ul EY uygulamasinda
EY+F, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamalarinin tiimii tek basina fungus uygulamasina
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gore SOD aktivitesini diisiirmiistiir. Ornegin, EY+F(1G) ve EY+F(2G) uygulamas1 da
tek basina fungus uygulamasina gore sirastyla %1.58 ve %1.84 oraninda azaltmistir
(Cizelge 4.12). Bu verilere gore fungus uygulamasiyla yapraklarda SOD aktivitesinin
genelde arttigi goriilmektedir. Bu bitkinin strese bir cevabi olarak degerlendirilebilir.
Ciinkii dikkat edilirse fungus uygulamasiyla ROS miktarinin artigi belirlenmistir. ROS
miktarinin artigina cevap olarak hiicrelerde SOD aktivitesinin artmasi beklenebilir. EY
uygulamalarinin ROS ve SOD aktivitesinin diismesine yol agmasi, bitkide stres
cevabinin arttigimnin bir delili oldugu gosterebilir. Domates yapraklarina B. cinerea
gelisimini kisitlamak igin O-hidroksietil uygulamasi 2 giin sonra yapilan testlerde
yapraklarda SOD aktivitesini artirdigi rapor edilmistir (Matolepsza and Urbanek 2000).
Patykowski (2006) domates dokularinin ve B. cinerea sporlarina karsi eksojenik H,0,
uygulamasinin SOD aktivitesine etki etmedigini belirtmistir. Baska bir calismada ise
Erwina amylovora’dan kaynakli oksidatif stres kosullarinda elma ¢esitlerinde
(Breaburn, Gala, Golden, Skarlet) kontrolle kiyaslandiginda zamana bagli olarak SOD
aktivitesi azaldig1 belirtilmistir (Karacif 2012). Fungal patojen olan ve oksidatif stres
olusturan B. cinerea ile enfekte edilmis domates bitkisinin yaprak peroksizomlarinda
reaktif oksijen tiirevlerinin meydana geldigi ve bunlarin antioksidan aktivite degisimler
ile detoksifiye edildigi saptanmistir. Yapilan aragtirmalar sonucunda SOD enzim
aktivitesinde artis oldugu belirlenmistir (Kuzniak ve Sklodowska 2005). Fusarium
oxysporium f. sp. ciceris ile enfekte edilen nohut bitkisinin gdvdelerinde patojen
enfeksiyonundan sonra SOD enzim aktivitesinde artis belirlenmistir (Limones et al.
2002). Bir kok paraziti olan Fusarium verticillioides uygulanmig musir bitkisinde
antioksidan enzimlerin aktiviteleri incelenmis ve kontrol bitkilerine goére hastalikli
fidelerde SOD aktivitesinde artis tespit edilmistir (Kumar et al. 2009). Kang (2008)
yaptig1 ¢alismada, bir kiif olan Sphaerotheca fuliginea Pollacci ile enfekte edilen hiyar
fidelerinin yapraklarinda inokulasyon siiresindeki artisa bagli olarak hastalanma
siddetinin de artmasiyla SOD aktivitesinin arttigin1 belirtmistir. Sonugta SOD’un,

streslerin tipine ve derecesine gore bir davranis sergiledigi goriilmektedir.

H.0,, kloroplastlardaki peroksidazlar (POD) tarafindan substrat olarak kullanilir ve
POD’larla hiicrelerden siiptiriiliir. Peroksidazlarin bu siipiiriici goérevinin disinda

biiylime gelisme ve lignifikasyonda da gorevi vardir (Asada and Takashi 1987). Bu
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calismada Hy0, icerigi Olclilmis ve fungus uygulamasiyla arttigi belirlenmistir.
Hiicrelerde H,0, seviyesinin ig¢sel degisimini kontrol etmek i¢cin POD aktivitesinin
degerlendirilmesi 6nemlidir. Calismamizda yapraklara tek basma fungus uygulamasi
POD aktivitesini tim dozlarda kontrole gore artirmistir. EY uygulamasi tek basina
fungus uygulamasina gore tiim konsantrasyonlarda POD aktivitesini diistirmiistiir. EY
uygulamalari arasinda 1000 pl dozun EY+F(1G) uygulamasinin tiim gruplarda en etkili
oldugu bulunmustur (Sekil 4.21). POD aktivitesi lizerine yapilan c¢alismalarda stres
sartlarindaki bitkilerde genelde aktivitenin arttigi rapor edilmistir. Domates bitkileri
patojenle muamele edildiginde, apoplastik POD aktivitesinin yiikseldigi belirlenmistir
(Patykowski et al. 2003). B. cinerea ile enfekte edilen domates bitkisinin (Lycopersicon
esculentum) yapraklarinda uygulamadan 2, 6, 24 ve 48 saat sonra giinlere paralel olarak
POD aktivitesinde artig tespit edilmistir (Malolepsza and Rozalska 2005). Perkoz ve
Corindo domates ¢esitlerinin B. cinerea enfeksiyonunda peroksidaz aktivitesinin arttigi
saptanmustir. Perkoz’da diger ¢eside gore POD aktivitesinin daha once artis gosterdigini
belirtmistir. Perkoz ve Corindo domates ¢esitlerinin B. cinerea enfeksiyonuna karsi
farklir direng gosterdigi belirtilmistir. Bu direngte apoplastik POD’un hiicre duvarimin
sertlesmesinde anahtar rol oynadigi belirtilmistir (Patykowski and Urbanek 2005).
Yapilan baska bir ¢alismada B. cinerea sporlariin eksojen H,O;’ya kars1 duyarliligi
arastirilmistir. Dokulardaki zararli H,O, konsantrasyonu POD aktivitesini uyardig
rapor edilmistir. POD enziminin hiicre duvarinin sertlesmesinde ve lignifikasyonunda
etkili oldugu fakat fungal gelisimini inhibe etmede yeterli olmadigr belirtilmistir
(Patykowski 2006). Bizim verilerimize gore fungus uygulamasiyla asma yapraklarinda
POD aktivitesinin arttif1 goriilmektedir. Calismamizda fungus uygulamasiyla H,O;
miktarinin da arttig1 belirlenmisti. Hiicrelerin ise bu duruma POD aktivitesini artirarak
cevap verdigi goriilmektedir. Ancak g¢alismamizda N. meyeri’den elde edilen EY
uygulamalari fungus uygulamalari ile artan H,O, ve POD aktivitesinin diismesine neden
olmus ve bu durumun bitkinin strese cevabmin arttifinin bir delili oldugu

degerlendirilmistir.

CAT, bitkide stres nedeniyle ortaya ¢ikan H,O,’in siipiiriilmesinde gorevli diger
antioksidan enzimlerden biridir (Antunes et al. 2002). Oksidatif stres toleransinda diger

antioksidan enzimlerle birlikte anahtar rol oynar (Apel and Hirt 2004). Literatiirde,
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biyotik stres esnasinda CAT aktivitesinin hem arttifi hem de distigi ile ilgili
calismalar bulunmaktadir (Matolepsza and Urbanek 2000; Kuzniak and Slodowska
2005; Patykowski 2006). Calismamizda yapraklara tek basina fungus uygulamasi CAT
aktivitesini artirmistir (Sekil 4.22). EY uygulamasi ise tek basina fungus uygulamasina
gore, tiim konsantrasyonlarda CAT aktivitesini diistirmistiir (Sekil 4.22). Literatiirde
bizim bulgularimiza uygun veriler bulmak miimkiindiir. Ornegin Kuzniak ve Slodowska
(2005) tarafindan yapilan ¢alismada B. cinerea ile enfekte edilen domates bitkisinin
yapraklarinda CAT aktivitesinin kontrollere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Uygulamanin 1. ve 2. giinlerinde kontrollerine gore aktivitede Onemli bir artig
belirlenirken, 4. giinden sonra aktivitenin diistiigli gorilmistiir. Ayrica diger bir
calismada domates yapraklarinda B. cinerea enfeksiyonunu 6nlemek i¢in O-hidroksietil
uygulanmasi kontrol grubuna goére CAT aktivitesi azalmistir (Malolepsza and Urbanek
2000). Baska bir galismada ise domates yapraklari B. cinerea enfekte edilip H,O,
uygulandiginda, apoplastlarda CAT aktivitesini artirdigr belirtilmistir (Patykowski
2006). Bu bulgularin bizim elde ettigimiz sonuglarla uyum i¢inde oldugu goriilmektedir.
Farkli bir calismada ise B. cinerea ile enfekte edilen domates yapraklarinda
uygulamadan 2, 6, 24 ve 48 saat sonra giinlere bagli olarak CAT aktivitesinde bir
azalma saptanmistir (Malolepsza and Rozalska 2005). Bizim g¢aligmamizda fungus
uygulamasiyla CAT aktivitesinin artmasi, enfeksiyon esnasinda hiicrelerde H,0,
seviyesinin yiikseltildigini gosterir. Metabolizmada artan H,O; seviyesinin diistiriilmesi
icin CAT aktivitesi artmaktadir. Ancak yapraklara enfeksiyondan once uygulanan EY,
mantar enfeksiyonunu baskiladigindan dolayr H,O; seviyesi diisiirmekte (Cizelge 4.14)
ve bu diislise bagli olarak da CAT aktivitesin de diismekte oldugu goriilmektedir. Bu
verilere gore, asma yapraklarina enfeksiyondan once EY uygulamasimin antioksidan
sistemi dilizenlendigi ve enfeksiyona karsi cevap mekanizmalarini harekete gecirdigi

ileri surtlebilir.

APX, sitoplazmada, glioksizom ve peroksizomlarda ve mitokondride bulunur. Bitkinin
kloroplastinda meydana gelen H,O;’ nin siipiiriilmesini ve kloroplastin oksidatif hasara
kars1 korunmasii saglar. APX, askorbati elektron vericisi olarak kullanarak H,0,’i
suya indirger (Demiral 2003). Calismamizda yapraklara tek basina fungus uygulamasi
APX aktivitesini kontrole gore onemli seviyede artirmistir (Sekil 4.23). EY uygulamasi
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tek bagina fungus uygulamasma gore, tiim konsantrasyonlarda APX aktivitesini
distirmistiir (Sekil 4.23). Bir ¢alismada B. cinerea enfeksiyonu sonucunda domates
yapraklarinda hem sitosolik hem de kloroplastlardaki APX aktivitesinin arttig
belirtilmistir (Kuz’niak and Sklodowska 2001). Bu ¢alisma bizim bulgularimizi
desteklemektedir. Ancak basgka bir ¢alismada B. cinerea’ya duyarli Perkoz ve Corindo
domates cesitlerinin yapraklarinda APX aktivitesinde dnemli bir fark gozlenmemistir
(Patykowski and Urbanek 2005). Domates yapraklarinda B. cinerea gelisimini
kisitlamak i¢in O-hidroksietil uygulandiginda, fungus enfekte edilip O-hidroksietil ile
tedavi edilen grupta APX aktivitesi kontrol grubuna gore diismiis iken, tek basina
fungus uygulamasina gore arttigi belirtilmistir (Malolepsza and Urbanek 2000). Tiim bu
sonugclar stres altinda APX aktivitesinin, bir¢cok bitki tiirii ve hatta ayni tiirlin iki ¢esidi
arasinda bile oldukga degiskenlik oldugunu gostermektedir. Tepkinin derecesi, Stresin
yogunluguna ve siiresine bagli oldugu kadar bitki tiiriine, gelisim donemine ve
metabolik durumuna bagli da olabilmektedir. Bizim ¢alismamizda fungus
uygulamasiyla APX aktivitesi artmig, ancak EY uygulamasiyla diismiistiir. Bu verilere
gore, asma yapraklarina enfeksiyondan 6nce EY uygulamasinin antioksidan sistem
enzimlerinden APX aktivitesini diizenlendigi ve enfeksiyona karst cevap

mekanizmalarini harekete gegirdigi ileri siiriilebilir.

Glutatyon rediiktaz (GR), GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu
olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii
katalize eder. GR bitki, hayvan ve bakterilerde yaygin sekilde bulunur. NADPH
varliginda Glutatyonun rejenerasyonunu saglamak icin askorbat-glutatyon dongiisiinde
anahtar bir enzimdir (Hou et al. 2004). GR aktivitesi {izerine B. cinerea’ nin etkisi ile
ilgili literatiirde iki ¢alisma bulunmaktadir. Kuz niak and Sklodowska (2001) yaptiklari
caligmada, B. cinerea enfeksiyonundan sonra domates yapraklarinda GSH igeriginde
bir azalma, GR aktivitesinde ise artis oldugunu belirtmislerdir. Diger bir ¢alismada ise
B. cinerea ile enfekte edilen domates bitkisinde enfeksiyonu onlemek i¢in kullanilan
metil jasmonat’in, GR aktivitesini artirtig1 rapor edilmistir (Zhu and Tian 2012). Bizim
calismamizda da literatiirdeki ¢alismalara benzer olarak asma yapraklarina tek basina B.
cinerea uygulamasi GR aktivitesini énemli seviyede artirmistir (Sekil 4.24). Ancak,

ozellikle enfeksiyondan once yapilan EY uygulamalari, tek basina fungus uygulamasina
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gore, tiim konsantrasyonlarda GR aktivitesini azaltmis ve EY+F(1G) uygulamasinin
tim gruplarda en etkili uygulama oldugu bulunmustur (Sekil 4.24). Sonug olarak asma
bitkisine enfeksiyondan once EY uygulamasinin GR aktivitesini diizenleyerek, strese
kars1 antioksidatif cevabin diizenlenmesine katki sagladigi ve bu yolla da bitkinin

stresten korunmasinda dnemli bir rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.

Bu arastirmadan elde edilen 6nemli sonuglar ve oneriler:

1. Bu ¢alismada Vitis vinifera cv. Karaerik bitkisinde B. cinerea enfeksiyonuna karsi
N. meyeri bitkisinden elde edilen allelokimyasal Oziitlerin kullanilmasi ilk olmasi
yoniinden olduk¢a onem tagimaktadir. Tiirkiye’de ekimi yapilan ve ekonomik degeri
yiiksek olan asmada bu alanda yeterli calisma olmadigi da goz oniine alinirsa, literatiire
onemli bir katkida bulunacag diistiniilmektedir.

2. Nepeta meyeri bitkisinden elde edilen esansiyel yag (EY), Botrytis cinerea nin
miseliyal gelisimi ve spor ¢imlenmesi {izerinde hem in vitro da hem de in vivo da giicli
bir antifungal etki yapmistir. Ancak su ve metanolik dziitler herhangi bir antifungal etki
yapmamistir.

3. N. meyeri bitkisinden elde edilen EY bilesimi igerisinde en yiiksek oranda
nepetalactonlar belirlenmistir. EY nin antifungal etkisinden nepatalactonlarin sorumlu
oldugu distliniilmektedir.

4. Kullanilan ayn1 EY, asma yapraklarinda B. cinerea enfeksiyonuyla seviyeleri diigen
fotosentetik pigmentlerin (klorofil ve karotenoid) miktarlarini artirmis ve yaprak
canliligin diizelmesine katki yapmustir.

5. EY, asma yapraklarinda enfeksiyonla seviyeleri artan ROS bilesiklerinden Oy~ ve
H,0, miktarlarini diistirmiistiir. Bunun sonucu olarak artan membran hasar1 da EY
uygulamasiyla (LPO seviyesini) diigmiistiir.

6. EY, asma yapraklarinda enfeksiyonla seviyeleri artan antioksidan enzimlerin (SOD,
CAT, POD, APX ve GR) aktivitelerini onemli seviyede diisiirmiistir. Bu EY

uygulamasinin antioksidan kapasite disida bir yolla hasar1 diisiirdiigiinii géstermistir.
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7. N. meyeri’den elde edilen EY, B. cinerea iizerinde antifungal etki gostermesi
sebebiyle ileride yapilacak arastirmalarla fungusit olarak kullanilma potansiyeline sahip
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu sonuclarin 15181 altinda bitkilerden elde edilen ekstraktlarin dogal olmalari, insan
sagligin1 ve dogay tehdit etmemeleri nedeniyle sentetik pestisitlere alternatif olacagini
ve gelecek acisindan {imit verici oldugunu diisiinmekteyiz. Bu nedenlerden dolayi, N.
meyeri’den clde edilen dogal kaynakli allelokimyasallarin kullanimi iizerine yapilan
caligmalarin artirllmast ve yaptifimiz bu c¢alismanin gelecekte yapilacak yeni

calismalara 1g1k tutmasi agisindan 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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