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Phytophthora capsici Leon. ile enfekte edilen duyarh ve dayanikh biber
genotiplerinin koklerinde antioksidatif tepkiler ve lipid peroksidasyonu

Esra KOG, A. Siiliin USTUN

Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, 06100, Tandogan/ ANKARA

OZET

Phytophthora capsici’ye dayanikliliklar1 fakli olan ii¢ biber genotipi [dayanikli PM-702, duyarli
Kahramanmaras-Act (KM-Ac1) ve Demre-8] peroksidaz (EC 1.11.1.7) aktivitesini, fenolik

An_ahtar bilesikler ve bir lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA (malondialdehit)’y1 analiz etmek i¢in farkli
Kelimeler: zoospor konsantrasyonlar1 (104 10® ve 10* zoospor/ml) ile inokule edilmistir. Enfeksiyondan
Antioksidan, sonra altinci giinde biber genotiplerinin koklerinde zoospor konsantrasyonlarina bagli olarak

biber, peroksidaz aktivitesinde onemli farkliliklar gdzlenmistir. Inokule edilen dayanikli PM-702

fenolik, . . . . .. . C

MDA genotipinde peroksidaz aktivitesi artmig ve kontrol gruplarindaki en yiiksek peroksidaz aktivitesi
peroksid’az dayanikli PM-702 genotipinde saptanmistir (P<0.01). PM-702 ve KM-Ac1 biber genotiplerinde

P.Capsici, inokulum konsantrasyonundaki artisa bagli olarak fenolik bilesikler artig gdsterirken, Demre-8

genotipinde ise azalmistir (P<0.01). Ug¢ biber genotipi MDA icerigi bakimindan
karsilagtirildiginda Demre-8 genotipindeki MDA miktarinin PM-702 ve KM-Ac1 genotiplerinden
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0.01).

Antioxidative Reactions and Lipid Peroxidation in Roots of Susceptible and Resistant

Pepper Genotypes infected with Phytophthora capsici Leon.

ABSTRACT

Three pepper genotypes (resistant PM-702, susceptible Kahramanmaras- Hot (KM-Hot) and
Demre-8) with, different resistance to Phytophthora capsici were inoculated with different
concentration of zoospores (102 10° and 10* zoospore/ml) to analyze of peroxidase (EC 1.11.1.7)

Key Words: | activity, phenolic compounds and MDA (Malondialdehyde) which is a product of lipid
Antioxidant, peroxidation. Samples were collected from the roots of three pepper genotypes on the 6" days
pr)]eppel_r ' after infection. Important differences were observed in peroxidase activity with respect to
p’\jgcxc, zoospore concentration and type of pepper genotypes. Activity of peroxidase was increased in
peroxide{se, inoculated roots of resistant PM-702 genotype and the highest peroxidase activity in non-infected
P.capsici (control) roots was recorded in resistant genotype PM-702. Although, phenolic compounds were

increased in PM-702 and KM-Hot in relation to inoculum concentrations. It was decreased in
Demre-8 genotype. When all three pepper genotypes were compared in terms of MDA content on
roots. Amount of MDA in the roots of DEM-8 genotype was significantly higher than those of
PM-702 and KM-Hot genotypes (P<0.01).
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1. Giris

Diinyanin birc¢ok iilkesinde biber yetistirilen alanlarda biiyiik
ekonomik zararlara yol agan en 6nemli hastalik etmenlerinden
biri kok ve kok bogazi ¢iiriikliigline neden olan Phytophthora
capsici Leon. (P. capsici)’dur. Hastalik biber yetistirilen
hemen hemen biitiin alanlarda goriiliir ve goriildiigii yillarda
6nemli {irin kayiplarina neden olur. P. capsici Tirkiye’de
biber yetistiriciligi yapilan Marmara, Ege, Akdeniz,
Karadeniz ve Giineydogu bolgelerinde de oOnemli iiriin
kayiplarina neden olmaktadir [1]. Diinyada ilk kez biberler
iizerinde New Mexico'da goriilmiis olan bu fungus daha
sonraki yillarda genis bir konukgu dizisine sahip olmustur [2].

Fungus toprakta dogal olarak bulunur, asir1 toprak nemi,
sicaklik ve nemli hava kosullarmin oldugu zamanlarda bitki
gelisiminin her devresinde bitkileri enfekte edebilmektedir
[2]. Uygun ekolojik sartlarda, toprak sulama suyu iginde
etmenin bolca olusan sporangialarindan serbest birakilan
zoosporlar biber fidelerini koklerinden enfekte ederken,
fidenin kok kismindan itibaren kuruyarak Slmesine neden
olmaktadir. Bu enfeksiyonlar genellikle yagisli mevsimlerde
sulama suyu veya yagmur sularimin biriktigi iyi drene
edilmemis yerlerde daha ¢ok goriiliir [3]. Bu hastaligin yogun
olarak goriildiigii tarlalarda iriin almak bazen imkansiz
olmaktadir. Hastaligin goriildiigii diger {ilkelerde, ileri
donemlerde olgun meyvelere bulastiginda yine iiriinde biiyiik
miktarlarda kalite ve kantite kayiplarina neden olmaktadir [3].

Kok bogazi yanikligi etmeni P. capsici bir toprak fungusu
oldugundan, hastaliksiz tohum ve fide kullanmak, iyi drenajli
toprak kosullarim1 hazirlamak, ekim sekline dikkat etmek gibi
kiiltiirel 6nlemlerin yani sira kimyasal yonden miicadelede
etkinlik smirh olmaktadir [4, 5, 6]. Bunun yani sira, insan ve
cevre sagligi agisindan da kimyasal yoldan miicadelenin
olusturdugu zararlar s6z konusudur. Ayrica bu yollarin pahali
olmasi ve uygulama giicliigii de ayr1 bir sorun yaratmaktadir
[7]. Ekonomik &neme sahip olan biber bitkisinin en 6nemli
hastalik etmenlerinden biri olan P. capsici bitkinin yasamini,
verimini ve kalitesini etkilemektedir. Dolayistyla iiretici ve
ilke ekonomisi zarar gormektedir. Bu zararlari en aza
indirmek i¢in, fungus, biberde meydana getirdigi kok bogazi
¢lrtikliigli ve biber bitkisinin bu hastalik etmeninden nasil
korunabilecegi hakkinda yeterli bilgiye sahip olmak
gerekmektedir. Ayrica biberde yapilan galismalar biber kok
bogazi hastaligma karst ilaghh miicadelenin pek etkili
olmadigimi da gostermistir. Etmene karsi bazi kimyasallar
gelistirilmesine ragmen, etmenin toprak kaynakli olusu
ekonomik anlamda kimyasal savasi olanaksizlastirdig1 gibi
kiiltiirel oOnlemlerle de hastalikla basarili bir miicadele
yapilamamaktadir. Tarimda zararli organizmalara karsi
koruma amach kullanilan kimyasal maddeler ve ilaglar hem
bitkinin ¢esitli organlarinda serbest radikallerin olusum hizim
artirmakta hem de {irlinlin kalitesini diigiirmekte ve iirliniin
maliyetini artirmaktadir [8]. Insan sagligma da olumsuz etki
yapmakta ve ¢evre kirliligine de neden olmaktadir.

Biber 1slahi ¢alismalarim yiiriitenler ise, her tiirlii agronomik
sartta, her cesit P. capsici izolatmma dayanikli, biber kiilttri
elde etmeyi bagaramamiglardir [9].Bu basarisizlikta poligenik
dayaniklilik, ¢evreye bagli degisimler rol oynarken, 1slah
programlarinda kullanilan kiiltiirleri elde etme konusunda da
yogun aragtirmalar gerekmektedir.

Bitkiler  ¢esitli  ajanlar  (viriillent-aviriilent  patojenler,
nonpatojenler, hiicre duvar fragmanetleri, bitki ekstratlari,
sentetik kimyasallar vs.) sonucunda lokal ve sistemik direng
meydana getirmektedir. Diren¢ ise bu ajanlar yani direng
uyaricilar ile meydana gelen ve uzun siireli genig bir
spektrumdur. Uygulanan bir¢ok yontemle hastaliklarin sadece
%20 ile %85 arasinda kontroliiniin gergeklestirildigi rapor
edilmistir. Patojene kars1 kullanilan fungusitlere kars1 patojenin
dayanikliliginin artmasi, ¢evre kirliligine neden olmasi ve insan
sagligr tizerindeki kaygilar ayr1 bir sorun olarak goriilmektedir
[10]. Bu yiizden bitki-patojen interaksiyonlariin belirlenmesi,
dayanikli ¢esitler olusturulmasina ve hastaliklarin kontrol
edilmesiyle ilgili yeni stratejilerin gelistirilmesine kadar nasil bir
direng meydana geldiginin belirlenmesi ve ekonomik olarak
6nemli olan bitki tiirlerinde hastalik direncinin artirilmasi 6énem
kazanmaktadir. Giliniimiizde bitkinin kendi direng
mekanizmalarinin ~ kullanilarak ~ genis-spektrumlu  direng
saglanmasi amaciyla dogal savunma sistemlerine olan ilgi
giderek artmaktadir. Arastirmalar, elisitér molekiiller, bitki-
patojen interaksiyonu sonucu olan sinyal molekiiller, lokal ve
sistemik direng sirasinda olusan savunma molekiilleri iizerine
odaklanmuistir.

Insan ve hayvanlarda oldugu gibi bitkilerin de zararlilarin
saldirilarindan  kendilerini korumak igin ¢esitli savunma
sistemlerine sahip oldugu bilinmektedir. Bunlar bitkideki
morfolojik engeller ve bazi biyokimyasal olaylar arasinda
degisen bir dizi faktordiir. Bitkilerdeki biyokimyasal olaylardan
sonra  sentezlenen  sekonder  metabolitler,  bitki-zararl
iliskilerinde 6nemli rol oynarlar. Bunlarin en dnemlileri arasinda
alkoloidler, glikozidler, fenoller, terpenoidler, taninler ve
saponinler oldugu belirtilmistir. Tarimda bu maddeler,
zararlilara karsi yiizyillardan beri dogrudan veya dolayli olarak
da kullanilmaktadir [11]. Bir bitkide hastalik olusturabilen bir
etmene karsi bitkinin temel savunma mekanizmalar1 {izerinde
yapilan ¢alismalar son yillarda oldukea fazlalagmistir [8, 12, 13].

Hastaliga kars1 dayanikli gesit gelistirmek ve yetistiricilikte
kullanmak, saglik ve ¢evre yoniinden uzun siirede katma degeri
en yiiksek olan miicadele yontemidir. Ayrica hastalik nedeniyle
meydana gelen {iriin kaybinin 6nlenmesi, ekonomik kazancin
artisin1 da saglayabilecektir. P.capsici etmenine karsi dayanmkl
biber g¢esitlerinin gelistirilmesi, bu hastalia karst en 1iyi
miicadele yontemi olarak goriilmektedir. Dolayisiyla patojenle
miicadelede dogal olan savunma yollarinin bilinmesi ve
kullanilmas1 onem kazanmaktadir. Savunmada biyokimyasal
mekanizmalarda bir¢cok antioksidan molekiil gorev almaktadir.
Bu molekiillerden olan peroksidaz ve fenolik bilesiklerin
patojene karsi en erken cevap olmalar1 bu molekiillerin ne kadar
yasamsal bir Oneme sahip oldugunu gostermektedir.
Peroksidazin, lokal ve sistemik direng i¢in anahtar bilesik olarak
kabul edilmesi, H,O,’in yikilmasinda alternatif diger bir yol
oldugunun tahmin edilmesi [12], bitki savunma enzimleri
arasinda hiicre yapisimi giiclendiren savunma bariyerlerinin
olusumuna katkida bulunan oksidatif fenollerin olusumunu
katalizlemede gorev aldiginin diigiintilmesi [14], patojen saldiris
stiresince ROS metabolizmasina katilmalari [15], bir sekonder
metabolit olan fenoliklerin fungi toksik madde olmalari, patojen
enfeksiyonlarina cevapta en belirgin cevaplardan biri olarak
goriilmesi [16] bu iki antioksidanin dnemini artirmaktadir.
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Bu c¢aligmadaki amag, kdk bogazi yanikligi etmenine
dayanikli ve duyarli olarak tanimlanmis ii¢ biber ¢esidinde,
hastalik etmeni olan P. capsici’nin belirli zoospor
konsantrasyonlarinda (10%, 10° ve 10* zoospor mI™) ve belirli
zamanda (6. giinde) meydana gelecek olan enfeksiyon
sonucunda olusan oksidatif hasara karsi biber fidelerinin
koklerinde antioksidanlarin (peroksidaz ve fenolik bilesikler)
ve bir lipid peroksidasyon {iriinii olan MDA
(Malondialdehit)’nin  miktarlarinda ne tir degisimler
olusacagmin belirlenmesi, hastalikli ve hastaliksiz biber
bitkileri  arasindaki  antioksidanlarin  aktivitelerindeki
farkliliklarin incelenmesidir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Bitkisel materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak Phytophthora capsici
etmenine dayamkli PM 702 (CM 334), duyarh
Kahramanmaras Aci1 (KM-Ac1) ve Demre-8 biber (Capsicum
annuum L.) ¢esitleri kullanilmigtir. PM 702 (Criollo de
Morales 334=CM334) 50-60 cm boyunda biiyiik ve mat yesil
yaprakli, gévdeleri tiiylii, koni seklinde kiigiik, agik yesil, etli
ve ¢ok act meyvelere sahip bir g¢esittir. PM 702 (CM 334)
Fransa Montfavet sebze 1slahi arastirma istasyonundan
saglanmigtir. Kahramanmaras - Aci Antalya Sebzecilik
Aragtirma Enstitlisiinde seleksiyon yolu ile elde edilmis
meyveleri konik yapili, ince etli, act biber ¢esididir. Demre-8
meyveleri 20-25 c¢cm uzunlugunda, parlak koyu yesil renkli,
tath ve konik bir biber ¢esididir.

2.2. Bitkilerin yetigtirilmesi

Ug biber ¢esidinin tohumlar1 % 0.75 sodyum hipokloriirde 1-
2 dakika bekletildikten sonra steril su ile yikanip iginde
%70’lik etanol bulunan beherlerde 5’er dakika bekletilmis ve
litresinde 1-2 damla Tween-20 bulunan steril su ile iyice
yikanmistir [17]. Yikanan tohumlar 5’er ml steril su ile
islatilmis 9 cm ¢apindaki cam petrilere yerlestirilmistir.
Tohumlar 3 giin 25°C’de su alarak sismeleri saglanmistir.

Daha sonra iglerinde elenmis bahge topragi-elenmis yanmig
ahir  giibresi-ince  kum (1:1:1) bulunan 15x75x12 cm
ebatlarindaki saksilarda aralarinda Scm aralik olacak sekilde
hazirlanmig yuvalara ti¢ giin sismeye birakilan tohumlardan
3’er adet birakilarak ekim yapilmustir.

Glin asir1 sulanarak ¢imlenmeye birakilmig fidecikler 2-3
yaprakli devreye geldiklerinde iglerinde esit biiyiime
gosterenler secilmis ve her yuvada bir fide olacak sekilde
saksilarda seyreltme yapilmustir. Iki aylik yetistirme siiresince
iki defa % 0.15’lik NPK giibresi (N:P:K 20:20:20, Dow
Kimya) sulama suyu olarak verilmistir. Yaklasik iki aylik
stire sonunda fideler 5-6 yaprakli devreye erisince drnekler
alinmustir.

2.3. Phytophthora capsici Leon. - 22 izolati

Prof. Dr. Salih Maden (Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii) tarafindan saglanan ve biberlerde kok
bogazi yamikligi etmeni olan P. capsici, saf kiiltiir izolati
(P.capsici - 22) Vg egik agar ortaminda saklanarak gerekli
oldugu zaman bir aylik stok kiiltiir, zoospor siispansiyonunu
elde etmede kullanilmistir.

2.4. P. capsici Leon. - 22

hazirlanmasi

zoospor siispansiyonunun

Phytophthora capsici zoospor siispansiyonu Ward vd.’ne gore
hazirlanmigtir [18]. Spor konsantrasyonu sayimi yapmak icin
hareketli olan zoosporlarin hareketi %3’liik laktofenollii anilin
mavisi ile durdurulduktan sonra hemositometre ile sayimi
yapilmugtir  [19]. Istenilen inokulum konsantrasyonu (10%, 10°
ve10* zoospor/ml) steril distile su ile seyreltilerek
hazirlanmistir.

2.5. Bitki inokulasyonu

Sera sartlarinda yetistirilmis 5-6 yaprakli fideler toplandiktan
sonra kokleri ¢esme suyu ile yikanarak 1-2 dk. % 0.75’lik
sodyum hipokloriirde bekletilerek dezenfekte edilmistir. Daha
sonra 11t’sinde 1-2 damla tween 20 bulunan steril damitik su ile
yikanmustir. Her bes fide bir demet olacak sekilde kdk bogazlari
bir hizaya getirilip kékten 3-4 cm yukarisindan aliiminyum folyo
ile sarilarak demetler yapilmistir. Kok uglar1 keskin bir bigakla
1-2 cm kesilmistir [1]. Diger yandan her bir uygulama igin
iglerinde 400’er ml steril tam Hoagland ¢ozeltisi bulunan 500 ml
kapasitedeki steril cam kavanozlardan 3’er adet hazirlanmistir.
Agz1 genis olan bu cam kavanozlarin her birinde 30’ar adet fide
olacak sekilde 6’sar tane demet birakilmistir. Bu durumda
bitkiler agz1 aliiminyum folyo ile kapatilmig sadece bitki
demetlerinin sigdig1 agiklik bulunan cam kavanozlar i¢indeki
demetlerin etrafina pamuk sarilarak desteklendikten sonra,
degisen ortam kosullarina uyum saglamasi igin 3 giin 22+3°C, %
60 nem, 14 saat 151k periyoduna ayarlanmig bitki yetistirme
odasina birakilmiglardir. Her bir biber ¢esidi i¢in kontrol ve 3
farkli konsantrasyonda (104, 10° ve 10* zoospor ml™)
hazirlanmig 12’ser adet cam kavanoz hazirlanmustir.

Inokulasyon islemi igin stok zoospor siispansiyonundan
seyreltilerek hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki (102, 10° ve
10* zoospor ml™)  zoospor siispansiyonlarindan 250 ml’lik
beherlere 100’er ml, kontrol fideler i¢in ise 100’er ml steril su
konulmustur. Her bir g¢esit i¢in ayrt hazirlanmis zoospor
siispansiyonu igeren beherlerde hazirlanan demetler bir saat
bekletildikten sonra iglerinde Hoagland besin ¢6zeltisi bulunan
cam kavanozlarin i¢ine yeniden yerlestirilmistir. Ayn1 kosullar
altinda hasta ve kontrol fidelerinden tesadiifi bloklar deneme
deseni modeline gore 6. giinde rastgele Ornekler alinmustir.
Alinan orneklerin kokleri ayrilarak hemen sivi azottan (Oksan
Ltd. Sti) gecirilmistir. Daha sonra naylon posetlere konup
etiketlenmis ve analize kadar -70 °C’de derin dondurucuda
saklanmustir.

2.6. Peroksidaz
belirlenmesi

(POD: EC 1.11.1.7) aktivitesinin

Peroksidaz enzim ekstraksiyonu Zheng vd’ e gére belirlenmistir
[20]. Taze 6rnek 2 mmol/L EDTA, %1 PVP ve 1 mmol/L PMSF
iceren pH’1 7.0 olan 100 mmol/L KH,PO, tamponu ile
homojenize edilmistir. Homojenat 12000g ve +4°C’de
santrifiijlenmistir. Alinan siipernatant analize kadar -20°C’de
saklanmistir. Peroksidaz aktivitesi Lin ve Kao’ya gore
belirlenmistir [21]. 20 mmol/L guiacaol, 10 mmol/L KH,PO,
(pH 7.0), 40 mmol/L H,O, ve 100 pL enzim ekstrakt! igeren
reaksiyon  ¢Ozeltisi  hazirlanmistir.  Reaksiyon  H,0,’in
eklenmesiyle baslatilmigtir. 470 nm’de absorbansdaki artig 1
dakika boyunca spektrofotometrede kaydedilmistir.
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Peroksidaz aktivitesi tetraguiacaol’un ekstinksiyon katsayisi
(26.6 mM7cm™) kullamlarak hesaplanmistir. Peroksidaz
aktivitesinin bir dnitesi (U) oda sicakhiginda 1 dakikada
lumol tetraguiacaol’un olusumu ic¢in gerekli olan enzim
miktar1 olarak tanimlanmistir ve sonuglar g taze agirlik basia
verilmistir.

2.7. Fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin belirlenmesinde Folin ciocaltaeu yontemi
kullanilmistir [22]. Taze 6rnek %80 metanol ile homojenize
edilmistir. 100ul ekstrakt seyretilmis Folin ciocaltaeu ile oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu ¢ozeltiye 750 pl sodyum
bikarbonat ¢ozeltisi eklenmis ve oda sicakliginda 90 dak.
inkiibe edilmistir.  765nm’de  absorbansdaki  degisim
spektrofotometrede kaydedilmistir. Fenolik bilesik miktart
gallik asit standardi kullanilarak hesaplanmig ve sonuglar gr
taze agirlik bagina verilmistir.

2.8. MDA ( Malondialdehit) analizi

MDA analizi Heath ve Packer’ e gore belirlenmistir [23].
Taze 6rnek % 1 TCA ile homojenize edildikten sonra elde
edilen ekstrakta % 20 TCA ve % 0.5 TBA igeren ¢ozelti
ilave edilmistir. 95°C’de 30 dak. su banyosunda inkiibe
edilmis, 532 ve 600 nm’de spektrofotometrede okuma
yapilmistir. MDA miktar ekstinksiyon katsaysi (155mM™
cm™) kullamlarak hesaplanmustir.

2.9. istatistik analiz

Peroksidaz, fenolik ve MDA ozellikleri tesadiif parselleri
deneme tertibinde 3x4 faktoriyel diizende varyans analizi
teknigi ile Minitab 16 istatistik paket programinda
degerlendirilmistir. Varyans analizlerinde c¢esit faktoriinin
PM-702, DEM-8 ve KM-Aci1 olmak iizere 3 seviyesi,
konsantrasyon faktoriiniin ise kontrol, 102, 10° ve 10* zoospor
ml? olmak iizere 4 seviyesi dikkate almmistir.  Grup
varyanslarinin  homojenligi Levene Testi ile kontrol
edilmigtir. Farkli ortalamalarin belirlenmesinde %35 ©Onem
diizeyinde yapilan Tukey Testi kullanilmistir. Tukey testleri
MSTAT-C programi ile yapilmistir.

3. Bulgular

Yapilan varyans analizleri sonucunda ii¢ 6zellik i¢in de ¢esit
x konsantrasyon interaksiyonu istatistik olarak Onemli
bulunmustur (p<0.01). Buna uygun olarak yapilan Tukey
Testi sonuglar1 ortalamalarin yaninda harfli gosterim olarak
belirtilmigtir. Biyiik harf ayni ¢esit biberde (PM-702, KM-
Act, Demre-8) uygulamalar (10% 10% 10* zoospor/ml) arast,
kiiciik harf ise ayn1 uygulamalarda cesitler arasindaki
farkliliklar1 temsil etmektedir.

Her ii¢ biber genotipi kok peroksidaz aktivitesi 6zelligi
bakimindan karsilagtirildiginda (Sekil 1), PM-702 genotipine
ait kontrol fidelerin koklerinde 6.giindeki peroksidaz
aktivitesinin, KM-Ac1 ve Demre-8 ¢esitlerinden daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (P<0.01). PM-702 fidelerinde 10% 10°
ve 10* zoospor ml™ konsantrasyonu ile enfekte edilen
fidelerin koklerinde enfeksiyonu takiben 6.giinde meydana
gelen peroksidaz aktivitesi kontrollerine gore  artmistir
(P<0.01) (Sekil 1). KM-Act fidelerinin koklerinde 10
zoospor ml™ konsantrasyonu  ile enfeksiyon sonucunda

peroksidaz aktivitesi kontrollerine gére artarken, 10° ve 10*
zoospor ml™ konsantrasyonunda peroksidaz aktivitesi azalmustir
(P<0.01). Demre-8 fidelerinin koklerinde ise yine 10% zoospor
ml? konsantrasyonu ile enfeksiyon sonucunda peroksidaz
aktivitesi kontrollerine gore artarken, 10 ve 10* zoospor ml™
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinde azalma tespit
edilmigtir (P<0.01) (Sekil 1). P. capsici’ye duyarli genotipler
KM-Act ve Demre-8’de yiiksek inokulum konsantrasyonlarina
(10° ve 10* zoospor ml™) bagh olarak enzim aktivitesinde
azalma tespit edilirken, dayanikli genotip PM-702 ’de ise
kontrole gore yiiksek inokulum konsantrasyonlarinda artig
belirlenmistir (P<0.01) (Sekil 1). Enfeksiyonu takiben 6. giinde
102, 10% ve 10* zoospor ml™ uygulamasinda ii¢ biber ¢esidinin
koklerindeki enzim aktiviteleri karsilagtirildiginda en fazla
enzim aktivitesi dayaniklit PM-702 genotipinde belirlenmistir
(P<0.01).

PM-702 fidelerinde 10, 10° ve 10* zoospor ml™ konsantrasyonu
ile enfekte edilen fidelerin koklerinde enfeksiyonu takiben
6.giinde meydana gelen fenolik bilesik miktar1 kontrollerine
gore artmugtir (P<0.01) (Sekil 2). PM-702 ve KM-Aci
fidelerinin koklerinde artan inokulum konsantrasyonuna baglh
olarak fenolik bilesik miktar1 artig gostermistir (P<0.01). Demre-
8 fidelerinin koklerinde ise 10% zoospor ml™ konsantrasyonu ile
enfeksiyon sonucunda fenolik bilesik miktart kontrollerine gore
artarken, 10°% ve 10* Z00spor ml* konsantrasyonlarinda fenolik
bilesik miktarinda azalma tespit edilmistir (P<0.01) (Sekil 2). P.
capsici’ye duyarli genotip Demre-8’de yiiksek inokulum
konsantrasyonlarina (10® ve 10* zoospor ml™Y) bagli olarak
fenolik bilesik miktarinda azalma tespit edilirken, duyarli KM-
Ac1 ve dayanikli genotip PM-702 ’de ise artis belirlenmistir
(P<0.01) (Sekil 2).

Her ¢ biber genotip MDA  ozelligi bakimindan
karsilagtirlldiginda (Sekil 3), KM-Ac1 ve Demre-8 genotiplerine
ait kontrol fidelerin koklerindeki 6. giindeki MDA miktar1, PM-
702°den daha yiiksek oldugu bulunmustur (P<0.01). PM-702
fidelerinin koklerinde artan inokulum konsantrasyonuna bagli
olarak MDA miktar1 azalmistir (P<0.01). Demre-8 fidelerinin
koklerinde fenolik bilesik miktar1 ve peroksidaz enzim
aktivitesinin en diisik oldugu 10® ve 10* zoospor ml*
uygulamalarinda, MDA miktar1 kontrole gore belirgin bir
sekilde artis gostermistir (P<0.01) (Sekil 3). P. capsici’ye
duyarli genotip KM-Acr’da ise en yiiksek MDA miktart 10°
zoospor ml™ uygulamasinda belirlenmistir (P<0.01) (Sekil 3).

0O PM-702
B KM-Acli
Demre-8

1000 -
900 A
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 A
200 A
100 A

Peroksidaz Aktivitesi
(Ugr t.a)

Uygulamalar (zoospor/ml)

Sekil 1. P.capsici ile enfekte edilen biber genotiplerinde
peroksidaz aktivitesi (I: Kontrol, II: 10% zoospor ml?, 111: 10°
zoospor ml™, 1V: 10* zoospor ml™).
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MDA (nmol gr’ t.a)
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Sekil 2. P.capsici ile enfekte edilen biber genotiplerinde
fenolik bilesik degisimi (I: Kontrol, Il: 10? zoospor ml™, I1I:
10° zoospor ml™, IV: 10* zoospor mi™).

4. Tartisma ve Sonug

Serbest radikallerin (ROS) bolgesel birikimi bitki dokusunda
erken meydana gelen cevaplardan biri olarak kabul edilmekte
biiyiik ihtimalle de hipersensitif cevap ve sistemik kazanilmis
direncin uyarilmasinda goérev aldigi belirtilmektedir [24].
ROS olusumu membran biitinliigiiniin kaybina yol acan lipid
peroksidasyonu ve doku nekrozuna neden olmaktadir. Diger
taraftan oksidatif hasarlara kars1 bitki korumada antioksidan
bir sistem gelismektedir. Bu sistemle ROS iiretimi ya
baskilanir ya da daha onceden meydana gelen ROS’ler
parcalanir [25]. Peroksidaz gibi antioksidan enzimler patojen
saldiris1 siiresince ROS metabolizmasina katildiklar1 igin
yagsamsal 6neme sahip bir enzim olarak goriilmektedir [15].

Patojenlere karsi gelistirilen savunma mekanizmalarindan bir
digeri de fenolik bilesiklerdir. Patojen enfeksiyonlarina
cevapta en belirgin cevaplardan biri fenolik bilesiklerin

bolgesel sentezine yol acan fenilpropanoid
metabolizmasindaki artigtir. Buna ragmen bu cevabin
fonksiyonel Onemi tamamiyla anlagilamamigtir. Fakat

patojenin yayilmasini engellemek amaciyla enfeksiyon
bolgesinde fenolik polimerler ve lignin birikiminin artan
fenolik bilesik sentezinin sonucu olabilecegi belirtilmektedir
[16]. Fenolik bilesikler bazi tiirlerde enfeksiyona cevap olarak
biriktigi bilinmekte, dolayisiyla hastaliklara karsi direngte
onemli bir role sahip olmaktadirlar [26].

Giliniimiize kadar yapilan arastirmalar patojenlere karsi
fenolik bilesiklerin hiicre duvarim gii¢lendirmeye ve fungal
bliylimeyi inhibe etmeye yardimci oldugunu gostermistir.
Ayrica fenolik bilesikler dogada fungi toksik maddeler olarak
bilinmektedir. Yao ve arkadaglart yaptiklari ¢alismada
bitkilerde fenolik bilesiklerin miktarindaki degisimlerin
hastaliga kars1 hassasiyetin bir gostergesi oldugunu
belirtmislerdir [27]. Fungal patojenlerin enfeksiyon siiresince
salgiladiklar1 enzimler hiicre duvarini pargalamaya yoneliktir.
Cesitli  hiicre duvar1 bilesikleri fungal hiicre duvarini
pargalayict  enzimlerin  aktivasyonunu inhibe ettigi
bilinmektedir. Hiicre duvarina baglh fenolik bilesikler ve
proteinler fungal enzimleri inhibe etmektedir. Aslinda hiicre
duvarinin parcalanmasi ve hiicre duvarinin kuvvetlendirilmesi
fungal patojen enfeksiyon siiresince anahtar bir olay olarak
goriilmektedir [28].

Sekil 3. P.capsici ile enfekte edilen biber genotiplerinde MDA
miktar (I: Kontrol, 11: 10 zoospor ml™, 111: 10° zoospor mI™, IV:
10* zoospor ml™)

Capsicum annuum’un dahil oldugu cesitli bitkilerde peroksidaz
aktivitesi ve fenolik bilesik miktar1 arasinda bir korelasyon
oldugu da belirtilmektedir [29]. Ciinkii peroksidaz enzimi
patojenik ajanlara karsi savunma siiresince bitki hiicresinin
hiicre duvarinda fenolik olusumunu uyarmaktadir. Gayosa vd.
yaptiklar1 ¢alismada inokulasyondan 7 giin sonra yaprak ve
govdelerde peroksidaz aktivitesindeki artiga paralel ve eszamanli
olarak fenoliklerin miktarinin da maksimum diizeye ulastigini
tespit etmiglerdir [30]. Calismamizda dayanikli ¢esit olan PM-
702 cesidinde kontrollerine gore peroksidaz aktivitesi yiiksek
bulunmustur. Ayni sekilde fenolik bilesiklerde kontrollerine
gbre artig gostermistir. Hassas c¢esit Demre-8’de ise sadece
diisiik inokulum konsantrasyonlarinda enzim aktivite ve fenolik
bilesik miktar artis1 saptanmigtir. Dolayisiyla Capsicum
annuum- P. capsici interaksiyonunun oksidatif stres de 6nemli
bir artisa neden oldugu, enzim aktivite ve fenolik bilesik
miktarindaki artislarin ise bu interaksiyonla baglantili oldugu
sOylenebilir.

Calismamizda hassas ¢esitlerde yiiksek inokulum
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi ve fenolik bilesik miktari
azalma gostermistir.  Yapilan caligmalarda hassas c¢esitlerde
fenolik bilesik iceriginin enfeksiyondan sonra kontrollerine gore
azaldigr saptanmustir. Yani fenolik maddelerin tiiketildigi
belirlenmistir. Fakat bu tiiketimin hassas c¢esitlerde direngli
cesitlere gore daha fazla oldugu da tespit edilmistir. Bu
tilketimin patojenlerin yapisin1i bozmaya, parcalamaya yonelik
baz1 metabolitlerin salgilanmasina yonelik olabilecegi tahmin
edilmektedir [31]. Ciinkii fenolikler hastalik direncinde gerekli
olan pterokapan fitoaleksinler, hidroksisinnamik asit esterleri
gibi maddelerin substratidir. Diger bir olasilik ise ROS’larin
asirt  Uretimi  ve antioksidan savunmanin tiketimi ile
hiicrelerdeki oksidan - antioksidan dengesinin bozulmasi ve
oksidatif stresin meydana gelmis olmasidir.

MDA konsantrasyonu oksidatif stres sonucu olusan lipid
peroksidasyonun bir indikatorii olarak kullanilmaktadir [32].
Calismamizda peroksidaz aktivitesi ve fenolik artigina paralel
olarak ozellikle direngli PM-702 c¢esidinde MDA miktarinda
azalma oldugu tespit edilmistir. Hassas gesitlerde ise enzim
aktivitesinin azaldig1 inokulum konsantrasyonlarinda MDA
miktarmimn arttig1 belirlenmistir. Savunma siiresince fenolik
maddelerin gorevi oksidatif hasara neden olan singlet oksijenin
toksitetesine karsi bitkiyi korumak ve lipid peroksidasyonunu
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engellemektir. Ciinkii singlet oksijen hiicre membranindaki
yag asitleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipid
peroksitlerinin olusumuna neden olmaktadir. Bu reaksiyon
sonucunda da membrandaki lipidlerin yapisi1 bozulmaktadir.
Dolayisiyla bircok calismada oldugu gibi calismamizda da
genel olarak  patojene  karst  fenolik  maddelerin
sentezlenmesinin ve artmasimin nedeni bu reaktif oksijen
partikiillerinin etkilerini azaltmaya yonelik olabilir. Yapilan
arastirmalar ayni tiirin ¢esitleri arasinda da farkliliklar
oldugunu gostermistir. Fungal uyaricilar farkli noktalardaki
yollar ile interaksiyona girmektedir [33], dolayisiyla da farklt
konukgularda farkli savunma tepkileri olugmaktadir. Olusan
bu farkli savunma tepkileri ise farkli genotiplere sahip
olunmasima baglanmaktadir. Bu farklilik ayni tiirin ¢esitleri
arasinda ve strese duyarli - dayanikli olan cesitler arasinda
yapilan calismalarla da desteklenmistir.

Bu calisma farkli inokulum konsantrasyonlarina tabi tutulan
biber bitkisinde P. capsici’nin meydana getirdigi kdk bogazi
yanikligt  hastaliginin ~ kontrolinde  bitki  savunma
mekanizmalarinin - harekete  gectigini  gdsteren  veriler
sunmaktadir. Peroksidaz aktivitesindeki degisimler ve fenolik
bilesiklerin birikimi, hastaliga karsi olusturulan bir savunma
mekanizmasi olarak goriilmektedir. Yani elde edilen sonuglar
P. capsici’nin olusturdugu hastalik ile antioksidan sistem
arasinda bir baglant1 oldugunu gdstermektedir.
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