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Oz — Domates icerdigi besin degerleri, kullanim miktar1 ve gesidi bakimindan insanlar igin 6nemli bir besin dgesidir.
Domates yetistiriciliginde verim kayiplarina neden olan 6nemli faktorlerden birisi mantar hastaliklaridir. Bu hastalik-
larla miicadelede en hizli ve etkili ¢oziim olarak fungisitler kullanilmaktadir. Ancak fungisitlerin kullanimi sonucu
olusan stres ve olasi toksik riskler besin zincirini etkilemektedir. Caligmamizda fungisitin olumsuz etkileri ve buna
kars1 kitosanin bitki yetistiriciliginde stresi azaltmak i¢in kullanimi incelendi. % 80 Mancozeb aktif madde igeren
fungisitin domateste olusturdugu stresin diizeyi, kitosanin etkileri SOD, CAT ve MDA ekspresyonlarindaki degisim-
leri tek hiicre jel elektroforezi ve DNA iizerindeki hasar1 degerlendirildi. Caligma sonucunda uygulanan fungisitin
domates fidelerinde strese, SOD, CAT ve MDA enzim degerlerinde degisime neden oldugu tespit edildi. Fungisitin
comet assay analizinde DNA ipliklerinde kirllma sonucu olugan kuyruk uzunlugu ve kuyruk DNA % degerinde artisa
neden oldugu belirlendi. Uygulanan kitosanin enzim degerlerinde ve DNA hasarina kars1 bazi dozlarda (100 ppm ve
150 ppm) olumlu etkisinin oldugu gézlendi. Kitosan bitkilerde stres etkenlerine karst savunma mekanizmasini des-
teklemek igin kullanilabilir.
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Abstract — Tomato is an important nutrient for humans in terms of its nutritional values, amount of use and variety.
One of the important factors causing yield losses in tomato cultivation is fungal diseases. Fungicides are used as the
fastest and most effective solution to combat these diseases. However, the stress and possible toxic risks resulting
from the use of fungicides affect the food chain. In our study, the negative effects of fungicide and the use of chitosan
to reduce stress in plant breeding were investigated. The level of stress caused by the fungicide containing 80% Man-
cozeb active substance on tomato, the effects of chitosan, changes in SOD, CAT and MDA expressions, single cell
gel electrophoresis and damage on DNA were evaluated. As a result of the study, it was determined that the applied
fungicide caused stress and changes in SOD, CAT and MDA enzyme values in tomato seedlings. In the comet assay
analysis of the fungicide, it was determined that the tail length and tail DNA % value increased as a result of breakage
in the DNA strands. It was observed that the applied chitosan had a positive effect on enzyme values and DNA damage
at some doses (100 ppm and 150 ppm). Chitosan can be used to support the defense mechanism against stress factors
in plants.

Keywords — CAT, chitosan, comet assay, fungicide, MDA, SOD, tomato

LI huseyinbulut@erzincan.edu.tr
240 hiozturk@erzincan.edu.tr

*Sorumlu Yazar

499


https://dergipark.org.tr/tr/pub/jarnas/article/1220631
https://dergipark.org.tr/tr/pub/comufbed
mailto:huseyinbulut@erzincan.edu.tr*
mailto:hiozturk@erzincan.edu.tr
https://orcid.org/0000-0003-3424-7012
https://orcid.org/0000-0002-8977-0831

Journal of Advanced Research in Natural and Applied Sciences 2023, Cilt 9, Say: 3, Sayfa: 499-510

1. Giris

Domates meyvesi (Solanum lycopersicum L.) diinyada 1.1 milyar ton olan yag sebze {iretiminde 182 milyon
ton ile %16’lik paya sahiptir. Ulkemiz 188.270 hektar alanda 13.000.000 ton domates iiretimi ile diinyada 4.
sirada yer almaktadir (TUIK, 2022). Igerdigi likopen, fenolik bilesikler, &zellikle flavonoidler ve C-E vitamin-
leri sayesinde 6nemli bir diyet antioksidan kaynagidir (Lenucci vd., 2006).

Domates yetistiriciliginde tiretimi sinirlandirilmasi ve olusan verim kayiplari agisindan abiyotik ve biyotik
stres faktorleri nemli etkenlerdir. Sebze yetistiriciliginde meydana gelen hastaliklar verim kaybina neden olan
onemli faktorlerden biridir. Yaklasik 20.000 patojen mantar tespit edilmis olup, bitki hastaliklarinin yaklasik
%85'ine mantarlarin neden oldugu bilinmektedir (Ong, 2011). Fungisitler, bitkilerde mantar kaynakli enfeksi-
yonlarini tedavi etmek, mahsul kaybin1 6nlemek ve tarimsal verimi artirmak i¢in yaygin olarak kullanilan pes-
tisit tiyesidir (Kleinkauf vd., 2013; Wise vd., 2019; Yang vd., 2015). Tiirkiye’de 2021 yilinda toplam 52.900
ton pestisit kullanilmig olup bunun 19.100 tonu fungisittir (tarimorman, 2022).

Mancozeb (MCZ), tarimsal iiretimde yaygin olarak kullanilan etilen ditiyokarbamat (EBDC) genis spektrumlu
bir fungisit (Belpoggi vd., 2010) olup, ABD’de her y1l elma kabugu ile patateste fusarium solgunlugu ve giil-
lerdeki pas1 tedavi etmek icin ¢ok miktarda kullanilmaktadir (Stephenson ve Trombetta, 2020). Diinyanin
onemli pestisit tiiketicilerinden olan Brezilya’da 2017 yilinda elma dikim endiistrisinde 30.000 ton (hektar
basina 260 kg'dan fazla) MCZ uygulamasi yapilmistir (Camargo Carniel vd., 2019). Bu kimyasalin biiyiik
olgekli uygulanmasi ¢evre kirliligine neden olmakta (Costa-Silva vd., 2018) ve iiriinlerin yiizeyinde kaldiginda
besin zincirinde risk teskil etmektedir (Kaushik vd., 2009; Kontou vd., 2004). Bundan dolay1 Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), MCZ'yi ikincil veya oldukca toksik bir kimyasal olarak simiflandirmistir. MCZ' ye maruz
kalmanin kanser, endokrin bozukluklar ve iireme bozukluklar1 gibi ¢esitli saglik sorunlari ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Jennifer vd., 2017; Sugeng vd., 2013).

Uygulanan kimyasallarin bitkiler iizerindeki stres etkisini azaltmak amaciyla son yillarda organik {iriinlerin
kullanim {izerine ¢aligmalar yogunluk kazanmistir. Kitin, seliilozla birlikte diinyada en bol bulunan dogal
amino polisakkarit olup, kitosan kitinin deasetilasyonu ile elde edilmektedir. Kitosan antiviral, antibakteriyel
ve antifungal 6zellige sahip olmasinin yaninda, bitkilerin savunma sistemini tesvik ederek hastaliklarin kont-
rolli, yayilmalarinin azaltilmasi ve bitkilerde toksik etkiye sahip metallerin alinimin1 engellemesi nedeniyle
tarim alanlarinda iyilestirme amaciyla kullanilmaya baslanmistir (Vasconcelos, 2014; Malerba ve Cerana,
2016).

Bu calismada insanlar i¢in 6nemli bir besin 6gesi olan domates yetistiriciliginde, mantar hastaliklar1 ile miica-
dele etmek i¢in kullanilan ancak bitkilerde strese neden olan fungisitin olumsuz etkilerini azaltmak ve strese
kars1 bitki savunma refleksine katki saglamak i¢in uygulanan kitosanin koruyucu rolii, antioksidan seviyeleri
ve tek hiicre jel elektroforezi ile incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

Calisma, sera kosullarinda Mart-Temmuz 2022' de gerceklestirildi. Denemede Kayra F1 (Anamas Tohum
Company) cesidi domates kullanildi. Domates tohumlarinin yiizey sterilizasyonlarinin saglanmasi amaciyla,
10 dakika siireyle %5°1ik sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisinde yikandi. Fideler, her biri 40 x 40 mm olan
128 gozlii viyollerde biiyiitiildii. Fide yetistirme ortami olarak torf (Klasmann TS 1®) ve perlit (Agrobit®)
(%60 torf, %40 perlit) karisim kullanildi. Istenilen biiyiikliige ulasan fidanlar Mayis ayinda saksilara dikildi.

2.2. Fungisit ve Kitosan Uygulamalar:

Bu ¢alismada Adaga firmasindan temin edilen %95 deasetilasyon derecesine sahip %2 Chitosan® kulla-
nildi. Fungisit stresi olusturmak i¢in Koruma Tarim firmasina ait %80 Mancozeb aktif madde igeren Dikotan
M-45 ticari markal fungisit kullanildi. Fungisit ¢ozeltisi 0, 400 ve 500 ppm dozlar halinde 3 farkli konsant-
rasyonda hazirlandi. Cozeltiler, fide dikiminden bir giin sonra ve iki hafta ara ile hasatta kadar toplam 3 kez
olmak tizere yapraklarin iist ve alt taraflarina puskiirtiildii. Kitosan ¢6zeltisi ise 0, 50, 100 ve 150 ppm dozlar
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halinde 4 farkli konsantrasyonda hazirlandi ve ekimden bir giin dnce ve daha sonra hasatta kadar her hafta
diizenli olarak (bitki bagina 15 ml) yapraklarin {ist ve alt taraflarina piiskiirtiildii. Uygulamalar tamamlandiktan
sonra analiz ¢aligmalari igin fidelerden yaprak ornekleri alind1 ve -80°C de stoklandi. Kontrol gurubuna 0 ppm
fungisit ve 0 ppm kitosan uygulandi. Domates fidelerinin uygulamalardan sonraki durumu Sekil 1.’de veril-
mistir,

p d G g , e

Sekil 1. Uygulama yapilan domates fideleri

2.3. Lipid peroksidasyonu (MDA) Tayini

Taze yapraklardaki lipid peroksidasyon seviyesi, %0.1 tiyobarbitiirik asit kullanilarak malonaldehit
(MDA) igerigi tahmin edilerek belirlendi (Zou vd., 2017). MDA igerigi umol MDA g FW olarak ifade edildi.

2.4. Antioksidan Aktivite

Antioksidan enzimler (SOD ve CAT) aktiviteleri spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Taze yaprak numune-
leri (0.5 g) siv1 nitrojen i¢inde 6giitiildii ve 5 ml soguk potasyum fosfat tamponu (pH 7.8) i¢cinde homojenize
edildi. Daha sonra ekstraktlar 12.000 x g' de 4 °C'de 15 dakika santrifiijlendi. Siipernatanlar daha fazla analiz
i¢in transfer edildi. SOD aktivitesi, nitrobluetetrazolium (NBT) testi kullanilarak Paoletti ve arkadaslari (1986)
tarafindan detaylandirilan yonteme gére mavi formazan olusumu 560 nm'de absorbans degeri 6lgiildii. Chance
ve Macehly (1955) yontemine gore substrat olarak guaiacol kullanilarak 6l¢iildii. CAT aktivitesi, 240 nm'de
H20 (39.4 mM* cm?) i¢in yok olma katsayis1 kullanilarak belirlendi ve mg protein bagina dakika basina
diisen H>O; olarak ifade edildi (Chance ve Maehly, 1955).

2.5. Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet Assay) Analizi

Yaklagik 75-150 mg bitki materyallerinden kesit alindi, kisaca GM (GM, 3.08 g/l Gamborg’s B-5 Basal
salt mixture (Sigma—Aldrich, Steinheim, Germany),'de durulandz, bir kagit havluyla dikkatlice kurutulduktan
sonra comet assay i¢in kullanildi. Mikroskobik slaytlar, %1 normal erime noktali agaroz tabakasiyla énceden
kapland: ve 60°C'de iyice kurutuldu. Kesit alinan pargalar, taze bir jilet ile buz tizerinde 50 mM EDTA igeren
300-400 ul PBS (160 mM NaCl, 8 mM Na;HP04, 4 mM NaH:P04, pH 7.0) iginde pargalandi. Elde edilen
cekirdek siispansiyonundan iki damla 30 pl' lik her lam {izerine ayri ayri damlatildi, ayn1 hacimde sivi %1
diisiik erime noktali agaroz ile 42°C'de karistirildi ve 22 mm x 22 mm'lik lamel bir 6rtii ile kapland1. Cekirdek-
ler daha sonra ya yiiksek alkalide (0.3 M NaOH, 5 mM EDTA, pH 13.5) 10 dakika boyunca ¢6ziilmeye ya da
yiiksek tuzda (2.5 M NaCl,, 10 mM Tris 100 mM EDTA) pargalanmaya tabi tutuldu. Soguk olarak 1 x TBE
(90 mM Tris—borat, 2 mM EDTA, pH 8.4) tamponunda 3 x 5 dakika dengelemeyi, ayn1 tamponda 4 dakika
veya 6 dakika boyunca oda sicakliginda elektroforez takip etti (31 V (1 V/cm), 15-17 mA). Ornekler buz
tizerinde sogutuldu 21 V (0.7 V/cm), 300 mA ile ayni ¢ozeltide elektroforezden once 5 dakika yiiksek alkalide
¢6zme yapildi ve ardindan 100 mM Tris—HCI, pH 7.5 iginde 3 dakikalik kisa bir notralizasyon yapildi. Niikleer
stispansiyonda bulunan nisasta taneciklerinin jellerini temizlemek i¢in slaytlar %70 ve %96 etanol iginde 2 x
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5 dakika dehidrasyondan once %1 Triton iginde 10 dakika tutuldu ve havayla kurutuldu. Kuru agaroz jeller,
15 ul DuGreen (5 g/ml suda ¢6ziilmiis) ile boyandi, bir lam ile kaplandi ve hemen bir floresan mikroskobu ile
degerlendirme i¢in kullanildi. Kodlanmis slaytlardan kuyruklu yildizlarin goriintiileri, bilgisayar sistemine
aktarildi. Kuyruklu yildiz analizi, goriintii analiz yazilimi OpenComet modiilii ile gergeklestirildi. Her deney
noktasi, jel basina 35 ayr kuyruklu yildizin go¢ eden DNA yiizdesinin medyan degerlerine dayali olarak dort
kuyruklu yi1ldiz jelinden ortalama deger (+standart sapma = S.D.) ile temsil edildi.

3. Bulgular

Fungisit stresi altindaki domates bitkilerine yapilan kitosan uygulamalar1 sonrasinda bitkilerde antioksidan
enzim oranlar1 6nemli dlclide degisiklik gosterdigi belirlendi. Fungisit stresi, bitki hiicrelerinde reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) ve melondialdehit (MDA) birikmesine neden olmaktadir. Bu maddelerin artmasi bitkilerin
stresten etkilendiginin ve zarar gbrdiigiiniin bir igaretidir. Calismamizda artan fungisit stresi ile MDA
seviyesinin arttig1 belirlendi. Kitosan uygulamalar1 sonrasinda domates bitkilerinin MDA seviyelerinde azalma
oldugu tespit edildi. 400 ve 500 mM fungisit stresi altinda MDA birikimini azaltan en etkili kitosan
uygulamasinin 150 ppm’lik uygulamalar oldugu belirlendi (Sekil 2).
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‘s 1,5
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= 1
S’
<
a 0,5
=
0
Kontrol Fung 400 Fung 500 Fung Fung Fung Fung Fung Fung
400+50 500+50 400+100 500+100 400+150 500+150
kits kits kits kits kits kits

Sekil 2. Farkli fungisit ve kitosan uygulamalarinin melondialdehit (MDA) seviyesine etkisi

Diger antioksidan enzimler gibi, stres kosullar1 altinda kitosan uygulamalari sonrasinda domates fidelerinde
CAT aktivitesinin arttig1 tespit edildi. Her iki fungisit konsantrasyonunda da CAT enzim aktivitesini artirmak
icin en etkili kitosan uygulamasinin 100 ppm’lik uygulama oldugu belirlendi (Sekil 3).
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Sekil 3. Farkli fungisit ve kitosan uygulamalarinin katalaz (CAT) seviyesine etkisi

Fungisit stresi domates bitkilerinde SOD aktivitesini degistirmektedir. Calismamizda fungisit stresine maruz
kalan bitkilerin siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitelerinde azalma meydana geldigi, Kitosan
uygulamalar1 sonrasinda SOD enzim aktivesinde genel olarak bir artis oldugu belirlendi. Her iki fungisit
konsantrasyonunda da SOD enzim aktivitesini artirmak igin en etkili kitosan uygulamasmin 100 ppm’lik
uygulama oldugu belirlendi (Sekil 4).
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SOD (U g™' protein)

Sekil 4. Farkl1 fungisit ve kitosan uygulamalarmin siiperoksit dismutaz (SOD) seviyesine etkisi

Fungisit uygulamasimin domates fidelerinde DNA zincirinde meydana getirdigi tek ve ¢ift iplik kirilma hasar1
tek hiicre jel elektroforezi yani kisaca comet assay analizi ile tespit edildi. Fungisit uygulandig: her iki dozda
da (400 ppm ve 500 ppm) kuyruk uzunlugunun kontrol grubu 6rnekleri ile karsilastirildiginda doz miktari ile
dogru orantili olarak arttig: tespit edildi. En uzun kuyruk uzunlugu 500 ppm fungisit ve 500 ppm fungisit + 50
ppm kitosan uygulanan fidelerin ortalamasindan elde edildi. 400 ppm fungisit + kitosan, 400 ppm + 150 kitosan
ve 500 ppm + 150 ppm kitosan uygulanan 6rneklerin kuyruk uzunluklarinin kontrol grubuna gore daha azaldig:
goriildi. 400 ppm fungisit uygulanan fidelere takviye olarak verilen 50 ppm kitosan %9.9, 100 ppm kitosan
%3.1 ve 150 ppm kitosan %28.6 kuyruk uzunlugunu azalttig1 belirlendi. 500 ppm fungisit uygulamasinda 100
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ppm kitosan %8.9, 150 ppm uygulamasi ise %19.5 kuyruk uzunlugunu azalttig1 belirlendi. Ancak 50 ppm
kitosan uygulamasi kuyruk uzunlugunu %4.2 arttirdig tespit edildi (Sekil 5).

Kuyruk Uzunlugu (pm)

35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00

Kontrol Fung 400  Fung 500 Fung Fung Fung Fung Fung Fung

400+50 kits 500+50 kits  400+100 500+100  400+150  500+150
kits kits kits kits

Sekil 5. Kontrol, fungisit ve fungisit+kitosan uygulanan 6rneklerin kuyruk uzunluklar

Kuyruk uzunlugundaki en ¢ok azalma fungisit 400 ppm + 150 kitosan uygulamasindan elde edildigi belirlendi
(Sekil 6).

Kuyruk Uzunlugu % degisimi

20
15
10

Kontrol Fung 400 Fung 500 Fun®\4@0+50Fung 500+50 Fung Fung Fung

kits 400+100 kits 500+100 ¥jts 400+150 kits 500+150 kits
-10

-15
-20
-25
-30

Sekil 6. Kontrol grubu ile uygulamalar arasinda kuyruk uzunlugundaki yiizdelik degisim

Uygulama yapilan fidelerin kuyruk DNA yiizdesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda fungisit uygulamasinin
fidelerin kuyruk DNA’larini etkiledigi tespit edildi. Uygulanan fungisit dozuna bagl olarak kuyruk DNA %
degerinin arttig1 belirlendi. Kuyruk DNA % degerinde fungisit 400 ppm uygulamasinin %38.9 ve fungisit 500
ppm uygulamasinin ise %47.6 artisa neden oldugu tespit edildi. Kuyruk DNA % degerinde en ¢ok azalma ise
400 fungisit + 100 kitosanda %9.8 ve 400 fungisit + 150 kitosanda %14 olarak gerceklesti (Sekil 7).
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Sekil 7. Kontrol, fungisit ve fungisit + kitosan uygulanan domates fidelerinin kuyruk DNA% degerleri

Kontrol grubu ve uygulamalar sonucunda kuyruk DNA % degerlerinde meydana gelen degisim durumu
verilmistir (Sekil 8).

Kuyruk DNA %'si Degisimi

60

50

40

30

20

10

0
Kontrol Fung 400 Fung 500 Fung 400+50Fung 500+50 Fung
-10 kits kits 400+M0 kits500+100 kits4 kits 500+150 kits

-20

Sekil 8. Kuyruk DNA % degerlerinde meydana gelen degisim

Kontrol, fungisit uygulanan ve fungisit + kitosan uygulanan domates fidelerinin DNA hasarinin 6lgiitii olan
comet assay goriintiileri verilmigtir (Sekil 9).
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Sekil 9. a; kontrol gurubu, b; 400 ppm fungisit uygulamasi, ¢; 500 ppm fungisit uygulamasi, d; 400 ppm
fungisit + 50 ppm kitosan uygulamasi, e; 500 ppm fungisit + 50 ppm kitosan uygulamasi, f; 400 ppm fungisit

+ 100 ppm kitosan uygulamasi, g; 500 ppm fungisit + 100 ppm kitosan uygulamasi, h; 400 ppm fungisit + 150
ppm kitosan uygulamasi, 1; 500 ppm fungisit + 150 ppm kitosan uygulamasi

4. Tartisma

Giiniimiizde gevresel streslerin neden oldugu genotoksik etkilere verilen molekiiler yanitlara ilgi giderek
artmaktadir. Son zamanlarda bitkilerin stresi tolere etmesi ve bitki savunma mekanizmalarini desteklemek i¢in
farkl1 organik maddeler kullanilmaktadir (Bulut, 2020). Bu organik maddelerden birisi de kitosandir.
Kitosanin domates, piring ve kolza tohumunda JA (jasmonik asit) sinyal yolu aktivitesi ile bitki bagisikliginin
aktive edildigi (Rakwal vd., 2002; Yin vd., 2011), tiitiin yapraklarinda yapilan kitosanin sirasiyla kloroplast,
nukleus, sitosol ve hiicre membraninda NO (nitrik oksit) olusumunu indiikleyerek bazi savunma ile ilgili
enzimlerin aktivitelerini diizenleyebildigi (Zhang, vd., 2011) bildirilmistir.

Caligmamizda kitosanin fungisit stresine karsi domates fideleri {lizerindeki etkisi enzim degerleri ve DNA
fiziksel hasari ile degerlendirilmistir. Fungisit stresinin domates fidelerinin DNA’ larinda meydana getirdigi
fiziksel hasarin boyutu Tek hiicreli jel elektroforezi (Comet assay) ile degerlendirilmistir. Bu teknik stres
altindaki bitki hiicrelerinin karakterize edilmesi ve DNA onariminin analizinde kullanilabilir oldugu 6nceki
caligmalarda kanitlanmigtir (Hartung vd., 2002; Heitzberg vd., 2004; Kozak vd., 2009; Waterworth vd., 2009;
Bohmdorfer vd., 2011; Kamisugi vd., 2012; Dona ved, 2013). Abiyotik streslerin etkisiyle liretilen reaktif
oksijen tiirleri (ROS) DNA ¢ift sarmal kopmalar1 (DSB'ler), tek sarmal kopmalar1 (SSB'ler) ve taban hasarina
neden olmaktadir (Jeggo, 2010). Tek hiicreli jel elektroforezi DNA'nin hareketsiz niikleer DNA'dan gogiinil
Olgerek DNA zincir kiriklarii ve alkali kararsiz bolgeleri saptayabilmektedir (Singh vd., 1988). DNA’nin
yapisinda meydana gelen tek ve ¢ift iplik kopmalar1 kuyruk uzunlugu ve kuyruk DNA % degerinde artisa
neden olmaktadir.

Calismamizin comet analizi sonuglar1 kontrol gurubu ile karsilastirildiginda fungisit stresinin uygulanan
orneklerde kuyruk uzunlugu ve kuyruk DNA % degerinde artisa neden oldugunu gostermektedir. Fungisit
dozu ile kuyruk uzunlugu ve kuyruk DNA % degerinin dogru orantili olarak arttig1 belirlenmistir. Fungisit
uygulamasinin DNA tek ve ¢ift iplik kirilmalarina neden oldugu comet analizi ile belirlenmistir.
Bitkilerin reaktif oksijen tiirlerine kars1 ortaya koyduklari savunma refleksi antioksidanlarin seviyelerindeki
degisim degerlendirilebilir. Bu ¢alismada da SOD, CAT ve MDA enzimlerin ekspresyon degerlerinin fungisit
stresine bagli olarak degistigi belirlenmistir. Ozellikle fungisit uygulamasinin dozuna bagli olarak CAT enzim
ekspresyonlarmin baskilandigi belirlenmistir. Onceki ¢alismalarda herhangi bir abiyotik stres kosulunda
ROS'un detoksifikasyonunda hayati bir rol oynadigi belirtilen (Garg ve Manchanda, 2009) CAT ifade
diizeyinin kontrol gurubu 6rneklerin enzim degeri karsilastirildiginda azaldig: tespit edilmistir. SOD enzim
ekspresyonun kontrol gurubuna gore fungisit uygulamalarinda artisa neden oldugu, CAT enzimine gore daha
oncelikli ve korunakli ifade edildigi tespit edilmistir. Literatiirde de benzer sekilde SOD’un farkli ¢evresel
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streslerde ROS miidahaleli oksidatif strese duyarli olan ¢ok etkili bir hiicre ici enzimatik antioksidan olarak
kabul edildigi bildirilmistir (Zhang vd., 2020). MDA degerlerinin de fungisit uygulamas: ile azaldigi
belirlenmistir. Enzim degerlerindeki degisim domatesteki fungisit stresini ve domatesin bu strese yanit verme
durumunu gostermistir.

Fungisit stresine karsi bitki savunma mekanizmalarini desteklemek amaciyla uygulanan kitosanin 6zellikle
100 ppm ve 150 ppm uygulamalarimin DNA hasarin azalttigi kuyruk uzunlugunda ve kuyruk DNA %
degerinde meydana gelen azalma ile belirlenmistir. Fungisit uygulanan fideler ile kontrol gurubu fidelerle
kargilagtirildiginda 150 ppm kitosan uygulamasinin kuyruk uzunlugunda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Bu durum kuyruk DNA % degerinde de benzer olarak dl¢iilmiistiir. Ancak 50 ppm kitosan
uygulamasinin fungisit stresinde bariz bir olumlu etkisinin olmadigi, hatta 500 ppm fungisit uygulamasinda
kuyruk uzunlugunu yani DNA hasarini arttirdigi goriilmiistiir.

Kitosan uygulamasimin SOD degerini 6zellikle 100 ppm ve 150 ppm uygulamasinda arttirdig1 belirlenmistir.
400 ppm fungisit uygulamasinda ilave edilen 100 ppm kitosanin SOD degerinde 6nemli bir artisa neden oldugu
belirlenmistir. CAT enzim miktarinin ekspresyonunda 6zellikle 500 ppm fungisit + 100 ppm kitosan ve 400
ppm fungisit + 150 kitosan uygulanan Orneklerde 6nemli derecede artis oldugu belirlenmigtir. MDA
degerlerinin 100 ppm ve 150 ppm kitosan uygulamasiyla artis gorilmiistiir.

Kitosan ve kitosan tiirevlerinin bitkinin; bakterilere (Tikhonov vd., 2006; Rabea ve Steurbaut, 2010) ve
mantarlara (Trotel-Aziz vd., 2006) kars1 savunmasini artirmak i¢in kullanilabilecegini onceki ¢alismalarda
rapor edilmistir. Kitosanin yer fistiginda pas hastaligina ve portakallarda Penicillum digitatum’a karsi
kitosanin antifungal 6zellikteki hidrolazlar1 artirarak dayaniklilik sagladigi (Sathiyabana ve Balasubramanian,
1998), domateste R. solanacearum'a karsi farkli konsantrasyonlardaki kitosanin bitki biiylimesini destekledigi
ve aktif savunma reaksiyonlarini indiikledigi (Narasimhamurthy vd., 2022), tiitiin yapraklarina uygulanan
kitosan antioksidan enzim aktivitesinde artiglara neden oldugu (Falcon-Rodriguez vd., 2011), iiziim baglarina
uygulanan kitosanin depolanmis iiziimlerde endokitinaz aktivitesini artirdigi ve reaktif oksijen tiirlerinden
hidrojen peroksit icerigini azalttigi (Feliziani vd., 2013) bildirilmistir. Calismamizin sonuglari, bitki
yetistiriciliginde hastalik ve streslere karsi kitosanin kullanilabilecegi konusunda oOnceki c¢alismalari
desteklemektedir.

5. Sonuglar

Caligma verileri, fungisit uygulamasinin domateste strese neden oldugunu desteklemektedir. Fungisit stresi
ile ortaya ¢ikan enzim degerlerine kitosanin olumlu yonde etki ettigi belirlenmistir. Kitosan uygulamasinin
DNA tek ve ¢ift kirilmalar1 sonucu ortaya ¢ikan DNA hasarini azalttigi tek hiicre jel elektroforez analizi ile
belirlenmistir. Calisma sonuglarimiz bitkiler {izerinde fungisit stresinin azaltilmasi i¢in 6zellikle 100 ppm ve
150 ppm kitosan uygulamasinin yapilabilecegini ortaya koymustur.

Bundan sonraki ¢aligsmalarda 6zellikle stres faktorleri ve bunlara karsi olasi koruyucu rolii incelenen etkenlerin
DNA translasyonunun sonucu olan protein i¢eriginin incelenmesi uygulamalarin sonug¢larinin tespiti i¢in nem
arz etmektedir.
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