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OZET 7’/044461

Yitksek Lisans Tezi

NOHUTLARDA ANTRAKNOZA [Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.] KARSI
DAYANIKLILIGIN SALISILIK ASIT UYGULAMASI ILE TESVIK EDILMESI

Harun BAYRAKTAR

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisit
Bitki Koruma Anabilim Dal1

Danigman: Dog. Dr. Sara DOLAR

Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.’ ye karst nohut bitkilerindeki dayanikliligin salisilik asit
(SA) uygulamas: ile tegvik edilmesinin arastinldigi bu denemede salisilik asit nohut
bitkilerin (Canitez-87) tohum ve toprak iistii organlarina uygulanmigtir. Ayrica salisilik
asidin in vitro’ da A4. rabiei’ nin koloni gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im borusu
uzunluguna olan etkisi tespit edilmistir.

Tohuma salisilik asit uygulamasinda 4. rabiei enfeksiyonu % 14.38 ile % 23.44 oraminda
engellenmis olup en fazla engelleme 1 mM SA uygulanan bitkilerde gériilmigtiir. Bitkinin
toprak {istil organlarina SA uygulamasinda inokulasyondan 2 giin &nce bitkilere bir kez
SA uygulanmasimn diger giinlere kiyasla hastalik enfeksiyonu iizerinde daha fazla etkili
olduBu ve hastalik giddetinin 0.8 mM’ da % 48.15 oraninda engellendigi saptanmugtir.
Inokulasyondan &nce 2 gilinliik arahklar ile birkag (2, 3, 4 ve 5 kez) kez SA
uygulamasinda ise 2 kez 5 mM SA uygulanan bitkilerdeki hastalik siddetinde % 46.10
oraminda azalma saglanmis ve hemen hemen tiim uygulamalarda en etkili dozun 5 mM
oldugu tespit edilmigtir. Inokulasyondan sonra SA uygulamasinda A. rabiei ile
inokulasyondan 1 giin sonra bitkilere SA uygulanmasinin hastalik siddetini % 30.81 ile %
43.37 oraminda azalttif1 ve en etkili dozun 2.5 mM oldugu tespit edilmistir.

Fungitoksisite denemelerinde 7.5 mM SA uygulamasinin in vitro® da 4. rabiei’ nin koloni
gelisimini, spor ¢imlenmesini ve ¢im borusu gelisimini tamamen durdurdugu saptanmigtir.
2001, 47 sayfa

ANAHTAR KELIMELER : Ascochyta rabiei (Pass.) Labr., Antraknoz, Nohut (Cicer
arietinum L.), Salisilik asit (SA), Sistemik Kazandirlmg Dayamklik (SKD)



ABSTRACT
Master Science Thesis

INDUCTION OF RESISTANCE IN CHICKPEA TO BLIGHT [4scochyta rabiei (Pass.)
Labr.] BY SALICYLIC ACID

Harun BAYRAKTAR

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sara DOLAR

In this study, induction of resistance to chickpea plants by salicylic acid (SA) treatment
against Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. investigated, SA was applied to seed and foliage of
the chickpea cultivar Canrtez-87. Besides, in vitro effect of SA on mycelial growth, spore
germination and germ tube growth of A. rabiei was determined.

With the application of SA to seed, infection by A. rabiei was reduced rate of 14.38-23.44
% as compared to control treatment. The highest inhibition was observed with the plants
following 1 mM SA application. Once application of SA to foliage 2 days before the
inoculation with the patogen reduced the infection more as compared to other days and at
0.8 mM inhibition rate of disease severity was found as 48.15 %. Also, SA applied 2, 3, 4
and 5 times with 2 days intervals and inhibition rate was observed as 46.10 % with the
twice 5 mM SA application. In almost all cases the most effective dose was found to be as
5 mM. SA also was applied following inoculation with the pathogen and disease severity
reduction values at one day after inoculation ranged between 43.37-30.81 % was
observed. The most effective dose was 2.5 mM.

Fungitoxicity studies revealed that application of 7.5 mM SA under in vitro conditions
inhibited the colony growth, spore germination and germ tube growth.

2001, 47 pages

Key Words: Ascochyta rabiei (Pass.) Labr., Chickpea Blight, Chickpea (Cicer arietinum
L.), Salicylic acid (SA), Systemic Acquired Resistance (SAR)
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TESEKKUR

Nohutlarda antraknoza [Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.] karst dayanikliligin salisilik asit
uygulamas: ile tegvik edilmesine yonelik olarak gergeklestirilen bu ¢aligmanin her
asamasinda yakin ilgi ve Snerileri ile beni ydnlendiren damigman hocam Dog. Dr. Sara
DOLAR’ a, ¢alismamin bir kisminda bana yardimci olan Ankara Zirai Miicadele
Aragtirma Enstitiisiine, Aras.Gor.Dr. Fikret DEMIRCI® ye ve galismam boyunca tiim ilgi

ve desteklerini benden esirgemeyen aileme tegekkiir etmeyi bir borg bilirim.
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1. GiRIs

Nohut (Cicer arietinum L.) Gliney ve Bat1 Asya, Hindistan, Etiyopya ve Kuzey Afrika
ilkelerinde yaygin olarak kullanilan bir besin maddesi olup 8zellikle dinsel inaniglardan
dolay1 hayvansal proteinin tilketilmedigi tlkelerde 6nemli bir protein kaynag olarak
kargimiza ¢ikmaktadir (Muehlbauer 1993, Akem 1999). Ayrica yaprak, gbvde ve
kapsiillerinden elde edilen malik ve oksalik asit gibi bazi salgilar bronsit, nezle,
kabizlik, ishal, kolera, sindirim gii¢ligi, yilan sokmasi, giines ¢arpmasi, sigil gibi
hastaliklarin tedavisinde kullamlmaktadir (Duke 1981). Insan beslenmesinde yaygmn
olarak kullailan nohut bitkisi tanelerinde ylksek oranda protein (%18-31)
icermesinden dolay: 6zellikle gelismis tilkelerde hayvan beslenmesinde ve yesil giibre
olarak da kullamilmaktadir. Nohut baklagillerin genel bir &zelligi olarak kdklerinde
bulunan Rhizobium spp. bakteri ile ortak yasam siirerek topragn azotga
zenginlestirmektedir. Toprak kosullarinda olusturdugu bu fiziksel, kimyasal ve
biyolojik iyilegmeler ekim nébetinde kendisinden sonra gelen kiltlir bitkileri igin daha
iyi gelime ortarm saglamaktadir (Eser ve Soran 1978).

Turkiye gibi sicak iklime sahip bolgelerde kabuli olarak bilinen biyilk taneli ve bej
renkli nohutlar tiretilmekte iken yan kurak tropik bdlgelerde desi olarak isimlendirilen
kagitk, koseli, siyah, kahverengi, sart veya yesil renkli nohutlar yetistirilmektedir
(Muehlbauer ve Singh 1987). Diinyadaki nohut firetiminin % 97 si gelismekte olan
iilkelerde gergeklesmekte olup 1994’ de dilnyada 10.2 milyon hektar alanda nohut ekimi
yapilarak 7.9 milyon ton iriin elde edilmistir (Singh ve Saxena 1996).

Diinyada nohut #retimi agisindan Hindistan’ in arkasindan ikinci sirada yer alan
tilkemizde 1999 yili verilerine gére toplam nohut ekim alani 625.000 ha, dretim 560.000
ton verim ise 906 kg/ha dir (Cizelge 1.1). Aynica 1999 yilinda 102.062.582 kg nohut
ihrag edilerek ekonomiye 58.120.029 dolarhik bir katk: saglamistir, Bununla birlikte
cesitli sekillerde 1999 yilinda 8.121.716 kg nohut ithal edilmistir (Anonymous 2000).



Cizelge 1.1. Turkiye’ de 1991-1999 yillan arasindaki toplam nohut ekim alan, iiretim
ve verim degerleri (Anonymous 2000)

Yillar Ekim alam (ha) Uretim(ton) Verim(kg/ha)
1991 878.000 855.000 978
1992 856.000 770.000 930
1993 820.000 780.420 948
1994 760.000 650.000 860
1995 745.000 730.000 984
1996 780.000 732.000 940
1997 721.000 720.000 1000
1998 665.000 625.000 949
1999 625.000 560.000 906

Nohut iilkemizde 1999 yili kayitlarina gore ekim alani ve iretim miktan olarak da

baklagiller arasinda birinci sirayr almakta ve onu sirasiyla kirmuzi mercimek ve kuru

fasulye takip etmektedir (Sekil 1.1).

700.000

600.000

500.000

400.000

300.000

200.000

100.000

[¢]

@ EKili alani {(ha) @ Uretim miktars (ton)

s
Diger

Fig

M Yegil)

(Kuru)

rmz) Nohut

Sekil 1.1. 1999 yili verilerine gore baklagillerin Turkiye’ deki ekilis alani ve tretim
miktar (Anonymous 2000)

[ 5]



Cizelge 1.1. de goriilebilecegi gibi son 10 yilda gerek nobut ekim alam gerekse bu
alanlardan alinan friin miktarinda stirekli bir azahyg goriilmektedir. Uretimdeki baslica
kisitlamalar bélgesel ¢esitlerin hastaliklara hassasiyeti, ¢evresel stres, kuraklik,
hastaliklar, bdcekler ve zayif firiin yonetimidir. Nohutta griilen fungal hastaliklarin en
Onemli nedenlerinden birisi ise filkemizde ve dilnyada nohut ekim alanlarinda yaygin
olarak gorillen Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.” m sebep oldugu antraknoz hastalig1 olup
iklim kosullarina bagli olarak baz1 yillar bilylik @irlin kayiplarina sebep olabilmektedir
(Karahan 1968, Eser 1976, Smithson et al. 1985, Singh ve Reddy 1990).

Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. (Eseyli devresi: Didymella rabiei (Kovacheski) v. Arx)’
nin sebep oldugu nohut antraknozu Giiney Asya, Orta Dogu, Akdeniz ve Kuzey Afrika
bolgelerindeki birgok iilkede nohutun en Snemli hasmllgl olup (Nene 1982, Nene ve
Reddy 1987, Kaiser ve Muehlbauer 1988, Nene et al. 1989) son olarak da Latin
Amerika’ da tespit edilmigtir (Kaiser et al. 2000). Bu hastalik 6zellikle kishik ekimin
yapildigy iilkelerde 6nemli olup yagisin ¢ok fazla oldugu yillarda epidemik oranlarda
zararlara sebep olmaktadir. Hastaligin ilk kez tamimlanmasindan bu yana patojenin
biyolojisi, yayilmasi, hayatta kalist ve kontrolii {zerinde birgok arastirma
gerceklestirilmistir (Kaiser 1973, Reddy ve Singh 1990, Trapero-Casas et al. 1996).

Hastaligin gelisimi ve yayilmasinda sicakhk, yagmur ve riizgar gibi gevresel kosullarin
biiyiik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Weltzien ve Kaach 1984, Nene ve Reddy
1987, Trapero-Casas ve Kaiser 1992). Ozellikle serin ve nemli havalarin mevsim
sonuna kadar uzamas: hastalik etmeni tarafindan tercih edilmektedir (Kaiser 1981,
Gowen et al. 1989). Epidemik olarak nohut antraknozunun olusmasindan &nceki ayhik
ortalama sicakhifin en az 8 °C, ayhk yagisinda en az 40 mm olmas: gerekmektedir.
Hastalik geligimi igin optimum sicaklik 20 °C, yaprak islaklik siiresi de en az 7 saattir.
Ayrica 5 °C altinda ve 30 °C iizerindeki sicakliklarda enfeksiyon ve hastalik gelisimi

sinirlanmaktadir (Trapero-Casas ve Kaiser 1992).



Ascochyta rabiei nohut yetigtirilen Tarkiye, Bulgaristan, Hindistan, Rusya, Yunanistan,
Pakistan gibi birgok iilkede % 20’ den % 100° e kadar varan #rlin kayiplanina sebep
olmaktadir (Karahan 1968, Eser 1976, Nene 1982).

Ascochyta rabiei’ nin diizenli olarak mevsimsel epidemiler gbstermesi bu patojenin bir
sezondan digerine canli kalabilmek igin etkili mekanizmalara sahip oldugunu
gostermektedir. Fungus esasen hastalikhi driin artiklarinda, enfekteli bitkilerin
tohumlarinda (Kaiser 1972, Morrall ve McKenzie 1974, Tu ve Hall 1984, Navas-Cortes
et al. 1995, Trapero-Casas et al. 1996) ve kapsiillerin ayinmi esnasinda sporlar ile
bulasan tohumlar iizerinde canli kalmaktadir (Kaiser 1997). Enfekteli nohut artiklari
patojenin bir sezondan diZerine kadar canli kalmasinda ve sonraki nohut ekilisleri i¢in
enfeksiyon kayna olusturmasi agisindan dnemlidir (Kaiser 1973, Navas-Cortes et al.
1995). Ayrica enfekteli nohut tohumlarnmn Snceden nohut antraknozunun bulunmadig
iilke veya bolgelere patojenin girisinden sorumlu oldugu (Kaiser 1972, Maden et al.
1975, Cother 1977) ve fungusun depodaki enfekteli nohut tohumlannda digitk canhlik
kaybi ile en az 5 yil hayatta kalabildigi de bilinmektedir (Kaiser 1987).

Hastalik genelde tarlada yanmug bitkilerin olugturdugu ocaklar seklinde gigeklenme ve
kapsiil baglama d6neminde bitkinin tiim toprak iistdi kisimlaninda gorilebilmektedir
(Nene et al. 1991). Ascochyta rabiei’ nin erken simptomlari yaprak ve gdvdeler
tizerindeki kigtik (1-2 mm) kirmizimsi1 kahverengi noktalar seklindedir. Bu noktalar
yavag yavas bilylir ve agik veya koyu kahverengine doniigir ve nekrozlasir. Bu
lezyonlar genelde san klorotik bir alanla gevrili siyah bir simra sahiptir. Govdelerdeki
lezyonlar ise koyu kahverengi ve uzunumsudur. Gdvde lezyonlarinda lekelerin orta
kisminda dokuya kismen gdmillil konsantrik halkalar geklinde dizilmiy kiigiik siyah
fruktifikasyon orgam olan piknitler olusur ve bunlar gozle kolayca goriilebilir.
Lezyonlar gévdeyi kusattiginda lezyonun yukarisindaki bitki kisimlar kurur gévde
zayiflar ve kolayca kirihir. Eger hastalik etmeni bitkiyi ana gévdenin taban kismindan
kusatir ise tiim bitkiyi 6ldiirmektedir. Kapsiillerdeki lezyonlar genelde yuvarlak, koyu

bir simrla cevrili olup {izerinde piknitler bulunmaktadir. Ascochyta ile enfekteli



tohumlar ise kiglik, burusuk ve gesitli sekil ve biyiiklitkte koyu kahverengi lezyonlara
sahiptir (Haware et al. 1986).

Bu hastaligin siddeti ekim ndbeti, hastalikli bitki artiklarmin yok edilmesi veya derine
gbmiilmesi, tohum ve yesil aksam ilaglamasi, ge¢ ekim ve hastaliksiz tohumlarin
kullaniimas: ile azaltilabildigi halde bu kontrol metotlarimin hem ekonomik hem de
yeterli olmamasindan dolayr nohut antraknozuna kars: etkili bir miicadele yontemi
olarak tiim diinyada dayanikli gesitlerin tespit edilmesi ve yetistirilmesi Snerilmektedir
(Nene ve Reddy 1987, Reddy ve Singh 1990, Wilson ve Kaiser 1995). .

Tirkiye’ de oldugu gibi Bati Asya ve Kuzey Afrika’ mn bazn bolgelerinde nohut
genelde kis yagmurlan bittikten sonra yazin yetistirilmekte bu ise driintin kuraklik ve
sicakhik stresi ile kargilagmasindan dolay:r verim kaybma yol agmaktadir. CGIAR
(Consultative Group on International Agricuitural Research) soguga toleransh % 50-100
oraninda iiriin artig1 saglayan ve Ascochyta’ ya dayamkh gesitler gelistirerek kabuli
nohutlann ekim tarihini daha 6ne almaya ¢aligmaktadir. Bolgedeki milli program
sayesinde kighk ekime adapte olmus 40’ dan fazla nohut gesidi ortaya gikmustir
(Anonymous 1998).

Ascochyta rabiei ile kimyasal miicadele tohum ve yaprak ilaglamast seklinde
yapilmaktadir. Ancak bu uygulamalar epidemik kosullarda hem pratik hem de
ekonomik degildir (Kaiser et al. 1973, Singh ve Reddy 1989). Ciinkil hassas gesitlerde
hastalift kontrol etmek igin her sezon 6’ dan fazla fungusit uygulamasina ihtiyag
duyulmaktadir (Reddy ve Singh 1990).

Nohut antraknozuna karst dayamkl gesitlerin yetigtirilmesi ise yiiksek ve sabit
dayanmikliligin olmamasindan dolay: istenilen oranda basarili olmamaktadir. 4. rabiei
yitksek derecede degisken olup patojenin eseyli dSneminin bulunmas: patojenin yeni



wrklarinin veya pathotiplerinin olugumuna yol agtif samimaktadir. Ayrica patojenin
yeni wklannm ortaya ¢ikmasindan dolayr hastaija dayamkli yeni gesitlerin
yetistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Nene ve Reddy 1987, Singh ve Reddy 1991).

Bu patojenin agresif irklarma karsi istenilen niteliklere sahip dayamkli nohut
cesitlerinin meveut olmamasimn yamsira Snerilen tohum ve yaprak ilaglarmin bu
hastalifn engellemede yetersiz kalmasindan dolayr stirekli alternatif micadele
yontemleri aragtinlmaktadir. Son yillarda dayamkli gesitlerin yetigtirilmesinin yanisira
nohut bitkilerinde dayamklilik mekanizmastmn uyarilmas: ile ilgili ¢aligmalara agirhk
verilmektedir (Bashir et al. 1997, Singh et al. 1998). Salisilik asit (SA) ve titrevlerinin
patojenisite ile iliskili (PR) proteinlerin olugumunu tegvik ederek sistemik (SAR) ve
lokal kazandinlmis dayamkhilikta (LAR) rol oynadif degisik arasuricilar tarafindan
saptanmustir (Yalpani et al. 1991, Malamy et al. 1992). Aynca salisilik asit ve
tirevlerinin patojenlerin kiltiir geligimlerini ve enzim aktivitelerini, uygulama dozlan
ve patojenlere bagh olarak degisik oranlarda etkiledigi arastincilar tarafindan
bildirilmistir (Cokmils ve Sayar 1991, Elad 1993, Palva et al. 1994, Coquez et al. 1995,
Spletzer ve Enyedi 1999). Ancak salisilik asidin bir gok hastalik etmenine karsi
etkisinin aragtinlmasina rafmen su ana kadar A. rabiei’ nin kiiltiir gelisimi Gizerindeki
etkisi ve nohut bitkilerinde dayamklihiin uyarilmas: izerinde ne derece etkili olduguna
dair bir ¢alisma yapilmamugtir. Bu nedenle etkin bir miicadele yontemi bulunmayan
nohut antraknozuna Karyi salisilik asidin (SA) etkileri arastirilarak alternatif bir

miicadele yonteminin gelistirilmesi bu ¢aligmada amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Salisilik Asit ve Tirevleri ile Dayamkhligin Uyanilmasi

Malamy et al. (1990) SA’ din dogal bir transdiiksiyon sinyali gibi hareket ederek TMV’
ye kars1 dayamkl olan Xanthi NN tiitiniindeki patojenisite ile iligkili proteinleri (PR)
kodlayan genleri ve dayaniklilii uyardigint ayrica TMV” ye karst duyarh olan Xanthi
nn tiitlin bitkisinin de PR genlerini tasidigin: ve bu genlerin TMV enfeksiyonu ile degil
ancak disaridan SA uygulamasi ile uyanlabilecegini bildirmislerdir.

Metraux et al. (1990) Colletotrichum lagenarium ve Tobacco necrosis virus’ u ile
inokule edilen hyar bitkilerinde sistemik kazamimis dayamkhligin (SAR)
olugmasindan &nce bu bitkilerdeki SA miktartin gegici olarak arttifim bu sebeple SA’
din hiyar bitkisindeki SAR transmisyonunda endojen bir sinyal olarak fonksiyon
gOrdigiinii belirtmislerdir,

Cokmiis ve Sayar (1991) domates bitkilerini Pseudomonas syringae pv. tomato ile
inokule etmeden once ikiser giin araliklar ile 7 defa 0.36-7.24 mM aras
konsantrasyonlarda SA uygulamig ve 3.62 mM SA uygulamasimmin bitkilerdeki hastalik
siddetini % 71.7 - % 81 oramnda azaltifim saptamiglardir. Bunun yamsira SA’ din
gerek sulama gerekse piiskiirtme geklinde uygulanmasimin domates bitkilerinin bu
etmene kars1 aym derecede direng kazanmasina yol agtigimi ve 0.36-7.24 mM arasindaki
SA konsantrasyonlarin Pseudomonas syringae pv. tomato’ nun kiiltir gelisimini

etkilemedigini bildirmiglerdir.

Rasmussen et al. (1991) 250 uM veya daha yilksek konsantrasyonlarda SA’ din doku
icine enjeksiyonunun, uygulamadan 24 saat sonra Colletotrichum lagenarium ile



inokule edilen hiyar bitkilerindeki lezyon sayis1 ve nekrotik alanda azalmaya sebep
oldugunu ve peroksidaz enzim aktivitesini artirdifint ancak salisilik asidin inokule
edilen kotiledonlarn yiizeyinde appressorium olugumu ve spor gimlenmesi lizerinde
gozle gorilliir bir etkiye sahip olmadiim bildirmiglerdir. Ayrica bu aragtincilar geng
kotiledonlarin yash kotiledonlara gore salisilik aside daha izl tepki verdifini tespit
etmiglerdir.

Yalpani et al. (1991) TMV ile enfekteli Xanthi - nc (NN) tiltiin bitkileri 32 °C’ de
inkube edildigi zaman hipersensitif reaksiyonun (HR) kayboldugunu ve SA ve PR-1
proteinlerinin birikmedigini bu sebeple virusun bitkide sistemik olarak yayildigin tespit
etmislerdir. Ayrica yapraklara SA piiskiirtiilmesinin bu sicakhkta PR-1 proteinlerini
inditkledigini bu sebeple SA birikimi ile PR-1 inditksiyonu ve HR arasinda bir iligki
oldugunu bildirmislerdir. Malamy et al. (1992) ise 32 °C’ de tutulan enfekteli tiitiin
bitkilerine disaridan SA uygulanmasimin PR genlerini uyarmak i¢in yeterli oldugu halde
HR indiiklemedigini bildirmislerdir.

Weete (1992) Cassia obtusifolia L. bitkisinin ilk yapragina 1 mM SA uygulanmasimnin
Alternaria cassiae enfeksiyonuna karsi bitkideki sistemik dayamklihig uyardigim ve

ikinci yapraktaki lezyon sayisim kontrole gére % 18 oraninda azalttigint bildirmistir.

Elad (1993) salisilik asidin de i¢inde bulundugu gesitli bilesiklerin gill, domates, biber,
patlican, Fransiz fasulyesi ve Senecio sp.” de kursuni kiife sebep olan Borrytis cinerea’
ya kars1 etkisini aragtirdii ¢alismasimin sonucunda SA’ din 0.1 mM’ lik dozunun
biberde % 44, 10 mM’ lik dozunun ise domateste % 60 oraminda Botrytis cinerea
enfeksiyonunu azalttifam diger driinlerde ise onemli bir etkiye sahip olmadigim
saptamistir. Bu aragtirict ayrica SA’ din in vitroda Botrytis cinerea iizerindeki etkisini
aragtirmis ve 10 mM SA’ din PDA ortaminda fungusun misel gelisimini % 42, konidi
¢imlenmesini ise % 52 oraninda azalttifim tespit etmistir. Marulda Sclerotinia
sclerotiorum’ un sebep oldugu beyaz ¢iiriklik hastahk indeksinin 1 mM SA’ din



piskiirtme geklinde uygulanmasi ile 5° den 3.5° a indirilebildii de bu arastirict
tarafindan bildirilmigtir.

Gaffney et al. (1993) salisilik asidin “katekole™ gevrilmesinden sorumlu olan salisilat
hidroksilaz enzimini kodlayan nahG geninin bulundugu transgenik tiitiin bitkilerinde
TMV enfeksiyonundan sonra sistemik kazamlmis dayamkliligin olugmadifimt bu
sebeple SA’ din bu bitkilerde SAR’ 1n uyartimasindan sorumlu olan endojen bir sinyal
olarak hareket ettigini bildirmiglerdir.

Yalpani et al. (1993) saglikli ve TMV ile enfekteli tiitiin bitkilerinde SA’ din benzoik
asit yoluyla sinnamik asitten olugtugunu ve saglikli Xanthi - nc tiitiin bitkisinden alinan
yaprak disklerine 0.1 mM benzoik asit uygulanmasinin total SA birikimini hizla
artirdifim saptamiglardir. Ayrica bu aragtinicilar buffer uygulanan kontrol bitkileri ile
kargilagtinldifinda SA uygulanan yapraklardaki TMV lezyon ¢apimin % 78 oraminda
azaldigim bildirmiglerdir.

Wieczorek (1993) inokulasyondan Once farkli indusurlarin (SA, Arachidonic asit,
Exotoxin, fungus hiicre duvan bilegikleri) uygulanmasi ile patateste Phytophthora
infestans’ a kars1 sistemik dayamkhihigm uyanhip uyanlmadiim aragtirdigi galismasinda
yapraklara 2 mM SA uygulanmasimn % 59 oraninda koruma sagladifini ancak lezyon
capinda ¢ok fazla bir etkiye sahip olmadigim tespit etmigtir.

Cohen (1994) gesitli aminobutirik asit titrevleri ile SA ve INA (2.6—dichloroisonicotinic
asit)’ mn tiitiinlerde Peronospora tabacina’ ya karst etkisini aragtirdifn galismasinda
inokulasyon &ncesi SA (0.1 mg mi') din piskirtme geklinde yapraklara
uygulanmasinin  yapraklardaki fungal sporulasyonu % 74 oramunda azalttifin
bildirmigtir. Ayrica koparilan tiitiin yaprak saplarimin SA solusyonuna batiriimastyla

Peronospora tabacina enfeksiyonunun % 80 oraminda azaldigimi, SA’ din govde



enjeksiyonu veya toprak sulamas: seklinde uygulanmasimin ise herhangi bir etkiye
sebep olmadigin: tespit etmistir.

Palva et al. (1994) aseptik kiltlir ortaminda gelistirilen tiltin fidelerinin gelisme
ortamina SA ilavesinin tiitiin fidelerinde hem Erwinia c. subsp. carotovora’ nmn
¢ogalmasimi hem de yumusak ¢firiiklik simptomlarmin gelisimini engelleyerek
bitkilerde dayaniklilig: sagladigim bildirmiglerdir. Bu galigmada SA’ din in vitro’ da
antimikrobial aktivite gdstermesine rafmen bakteriyel gelisimin durdurulmas: i¢in bitki
dokusunda yeterli seviyede birikmemesinden dolayr SA uygulamasi ile elde edilen
dayamkhihfin PR proteinlerinden sorumlu olan mRNA’ larin birikimi ile iligkili
oldugunu tespit etmiglerdir. Ayrica in vitro’ da SA konsantrasyonuna bajli olarak
bakteriyel enzim iiretiminin (polygalacturonase, pectate lyase ve cellulase) % 30 - % 40
oraninda azaldigim belirtmiglerdir.

Poole ve McLeod (1994) kivi bitkisine hasattan Snce SA uygulamasimn Botrytis
cinerea’ mn sebep oldupu depo girikligini ve ACC (l-aminocyclopropane—1—
carboxylate) oksidaz aktivitesini bilyitk o&l¢iide azaltifim buna karsin PAL
(phenylalanine ammonia lyase) ve peroksidaz aktivitelerini artirdigim bildirmiglerdir.

Ward ve Ryals (1994) bakteriyel salisilat hidroksilaz enzimini tagiyan (nabG)
transgenik titlin ve Arabidopsis thaliana bitkilerinde SA birikiminin olmadigim ve
viral, bakteriyel ve fungal patojenlere kargi hassasiyetin arttifim bu sebeple SA
birikiminin hastaliklara karsi dayamklihfimn uvyarlmasi igin gerekli oldugunu

bildirmislerdir.

Coquez et al. (1995) patates yapraklarina SA uygulanmasinin Phytophthora infestans’ a
kars1 dayamiklilik saglamadigim fakat uygulamadan 24 saat sonra bitkilerde PR-1
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proteinlerinin lokal olarak biriktigini saptamislardir. Ayrica killtilr ortamina 1 ve 10 mM
SA ilave edilmesinin P. infestans’ in miseliyal gelisimini etkilemedigini belirtmislerdir.

Gullner et al. (1995) superoksite tolerant ve duyarl: tiitiin biyotiplerinin yapraklarina SA
uygulanmasinin, pestisitlerin ve diger ksenobiotiklerin detoksifikasyonuna katilan ve bir
antioksidant olan GST (Glutathione S-Transferase) aktivitesini lokal olarak tegvik
ettigini ancak bu tesvikin superoksite tolerant olan tiltiin biyotipinde gok daha fazla ve
hizli oldugunu saptamiglardir.

Lawton et al. (1995) SA’ di hidrolize eden bir enzim olan salisilat hidroksilazi kodlayan
bakteriyel nahG genini tagiyan transgenik Arabidopsis bitkilerinde, patojen enfeksiyonu
ile olugan SA birikiminin ve disaridan SA uygulamasiyla uyanlan PR-1 proteinlerinin
ve SAR aktivasyonunun engellendigini bununla birlikte kimyasal bir SA analogu olan
INA’ nin transgenik Arabidopsis bitkilerinde PR-1 proteinlerinden sorumlu olan mRNA
birikimini ve SAR aktivasyonunu tegvik ettigini bildirmiglerdir.

Silverman et al. (1995) tiitiinde oldugu gibi ¢eltikte de SA’ din benzoik asit yoluyla
sinnamik asitten sentezlendigini ve geltik filizlerinde bulunan SA’ din bityiik kisminin
serbest asit formunda olmasina ragmen digaridan uygulanan SA’ din SA-Gtase (SA-
inducible glucosyltransferase) enzimi ile B-O-D-glucosylSA’ de ¢evrildigini

bildirmislerdir.

Fodor et al. (1997) tiitiin yapraklarina SA enjekte edilmesi ile DHAR (dehydroascorbate
reductase), GR (glutathione reductase), GST (glutathione S-transferase) ve SOD
(superoxid dismutase) aktivitelerinin uyarildipim1 ancak katalaz aktivitesinin

degismedigini bildirmislerdir.

11



Reglinski et al. (1997) kivi (4ctnidia deliciosa) bitkisine SA ve 4CSA (4- chlorosalisilik
asit) uygulanmasimn Sclerotinia sclerotiorun’ un sebep oldugu lezyon bilyiikligtni
azalttiim bildirmiglerdir, Aragtiricilar 4CSA’ nin daha etkili oldugunu ve kontrollere
gore hastalik seviyesini yaprak disklerinde % 835, stilitkler izerindeki yapraklarda ise %
78 oraninda azalttifim, SA’ din ise yaprak diskleri ve sitliikler izerindeki yapraklardaki
hastalik seviyesini % 48 oraninda engellediBini tespit etmiglerdir. Ayrica 2 mM SA
uygulamasindan 2 glin sonra kivi yapraklarindaki PAL (phenylalanine ammonia lyase)
aktivitesini 10 kat artirdigin da bildirmiglerdir.

Quintanilla ve Brishammar (1998) SA’ din patateste Phytophthora infestans’ a kars1
SIR (Sistemik Indiiklenmig Dayamklilik)’ 1 tegvik etme kabiliyetini arastirmuslar ve elde
edilen SIR’ 1 kullanilan patates gesidine gbre degistigini bildirmisglerdir. Bu arastincilar
yaptiklan tarla denemesinde SA’ din duyarhi Cecilla ¢esidinde hassasiyeti artirdigim
dayanikhi ve tolerant gesitlerde ise dayamklhilikta hafif bir artiga sebep oldugunu
saptamiglardir. Yetigtirme odasinda yapilan denemelerde ise SA’ din duyarl: Bintje ve
dayamkli Ovatio gesitlerinde herhangi bir etkiye sahip olmadign halde tolerant Hertha
¢esidinde hastaliyi azalttifim gozlemislerdir. Aynca arastinicilar SA’ di patates
yumrularina enjekte ederek farkh sonuglar elde etmislerdir. Genetik olarak dayamkli
cesitlerde yilksek SA konsantrasyonu dayaniklili artirdifn halde disik SA
konsantrasyonunun hassasiyetin artmasina sebep oldufunu ve kullamlan her iki SA
konsantrasyonunun duyarll Bintje g¢esidinde yamkhk enfeksiyonunu azalttigim
saptamuslardir.

Gahalain et al. (1999) bezelyede yaprak yamkhigina yol acan Alternaria alternata
tizerinde SA ve gesitli fitohormonlarin (GA, Kinetin, NAA, Ethrel[ethephon] ve ABA)
etkisini arastirdiklan ¢aligmalarinda bitkilere 100 ppm SA + 10 ppm ABA kangimi
piiskiirtiildiigiinde hastaligin % 60.56 oraninda, 100 ppm SA + 100 ppm Ethrel karigimi
piiskiiriildiigiinde ise % 30.46 oraminda azaldifini ayrica tek bagina SA uygulamas: ile
% 37.89° luk bir azalma saglandigim bulmuslardir. Bununla birlikte SA’ din diger
fitohormonlarla (GA, Kinetin, NAA) kangiminin herhangi bir etkiye sebep olmadigim



ve 100 ppm SA’ din 10 ppm ABA ile kombinasyonunda bezelyede % 27.85 oraninda
daha fazla iirfin elde edildigini bildirmislerdir.

Nabila (1999) SA, oksalik asit ve sicak su uygulamasimun CMV dzerindeki etkisini
arastirdign  caligmasinda kabak tohumlarina 10 mM SA uygulanmasimin virus
partikiillerini % 83.3 oraninda azaltarak kabak bitkilerinin CMV enfeksiyonuna karst
dayamklihigim artirdigini bildirmistir.

Narusaka et al. (1999) Cladosporium cucumerinum’ ile inokulasyondan 7 giin dnce
hiyar bitkisinin yapraklarna 5 mM SA piiskiirtiilmesinin yapraklardaki kitinaz
birikimini artirarak uygulanan yapraklarda lokal bir dayaniklilik sagladifimi tespit
etmiglerdir. Aynca disaridan uygulanan SA’ din sadece lokal kazamilmes dayaniklilift
uyarmasindan dolayr SA’ din hiyar bitkisinde sistemik dayamklilifi uyarici bir sinyal
olarak hareket etmesinin miimkiin olmadsgn belirtmislerdir. ‘

Sathiyabama ve Balasubramanian (1999) yerfishd1 yapraklanna SA uygulamasimin
Puccinia arachidis’ in iredospor ve pustlil sayisim azaltifim ve pas hastalifimin
gelisimini geciktirdigini bildirmiglerdir. Ayrica SA uygulanan bitkilerde interseliiler
kitinaz ve glukanaz aktivitelerinin arttigim tespit etmislerdir.

Spletzer ve Enyedi (1999) domates bitkisinde Alternaria solani enfeksiyonuna karst
SA uygulamasimin  PR-1 gen aktivasyonunu ve SAR’ 1 uyardifimi bildirmiglerdir. Bu
galismada hydroponic olarak yetistirilen domates bitkilerinin kdk sistemine 200 uM SA
uygulanmasinin 48 saat sonra kontrol bitkilerine gére serbest SA seviyesini 65 kat
artirdigim ve domateste Alternaria solani’ nin sebep oldugu yanms yaprak alainda %
77 yaprak basgina diigen lezyon sayisinda ise % 83 oraninda azalma sagladigim tespit
etmislerdir. Ayrica MCM (degistirilmis misir unu agar) ortaminda yapilan in vitro

denemesinde 0-200 pM arasindaki SA konsantrasyonun Alternaria solani’ nin



miseliyal geligimini etkilemedigini bildirmiglerdir. Yine bu ¢alismada SA’ din koke
uygulanmasinin  yaprak yllzeyine uygulanmasindan daha etkili bir yol oldugunu
belirtmislerdir.

Fengquan ve Jinsheng (2000) geltik fidelerine k8k daldirmasi (5 ug/ml) veya sprey (10
ug/ml) seklinde SA uygulanmasimin Xanthomonas oryzae pv. oryzae’ nin sebep oldugu
yaprak yamkligini sirastyla % 50.8 ve % 50.4 oraminda azalttigim ve SA uygulamas: ile
inokulasyon arasinda 1-2 giinlitk aranin uygun oldugunu bildirmislerdir. Ayrica SA’ din
test edilen konsantrasyonlarda Xanthomonas oryzae pv. oryzae’ nin hiicre ve kiiltiir
gelisimi tizerinde engelleyici etkiye sahip olmadidi bu galiymada gdriilmistiir. Bununla
birlikte inokulasyondan o6nce birinci ve ikinci yapraklara SA piskiirtiildigiinde
uygulama yapiimayan t¢iincii ve d6rdilincii yapraklarnn yanikliga karsi dayanikli oldugu
gbzlenmis ve arastiricilar bu sonuclartn SA’ din geltik fidelerinde sistemik olarak
dayamiklihgr tegvik ettigi grigiini destekledigini belirtmislerdir.

Pun et al. (2000) gesitli virus engelleyici bilesiklerin (SA, ASA, Benzoik asit, Baryum
klorid) bamya sari damar virusu (Okra yellow vein virus) iizerindeki etkisini
aragtirdiklart ¢aliymada 500 ppm SA’ din % 73.3, 200 ppm asetil salisilik asidin (ASA)
ise % 75 oraminda OYVMYV enfeksiyonunu azalttifini bildirmislerdir.

2.2. Nohutlarda Ascochyta rabiei’ ye Karsi Dayaniklilik Mekanizmasi

Kunzru ve Sinha (1970) Cicer arietinum L.’ un Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. ile
inokule edilmis kapsiillerinde “Cicerin” ad1 verilen fitoaleksini ilk olarak tespit etmeyi
bagarmiglardir (Ingham 1976).



Kdster et al. (1983) enfekteli nohut bitkilerinden isoflavonlarin (formononetin ve
biochanin A) yamstra pterocarpon fitoaleksinler olan medicarpin ve maackiain’ i HPLC
yontemiyle saptamuglar ve bu bitkilerdeki fitoaleksin miktarmm (1.5-10 nmol g™ taze
agirlik) bitkinin yagina bagh olarak degistigini bildirmislerdir.

Kessmann ve Barz (1986) nohut bitkilerinin dikiminden kisa bir slire sonra
kotiledonlarinda isoflavon biochanin A ve formononetin ile bunlarin 7-0-glukozid ve 7-
0-glukozid-6"- malonat’ larinin birikmeye basladigini ve kotiledonlarin yaralanmasiyla
da pterocarpan fitoaleksinler olan medicarpin ve maackiain birikiminin uyarildigim
gostermiglerdir. Aynca 4. rabiei’ nin miselyumlarindan veya gelisme ortamindan elde
edilen elicitor’ un kotiledonlara uygulanmasiyla fitoaleksin, biochanin A ve
formononetin sentezinin artifim fakat bunlarin konjugatlartmn (7-0-glukozid ve 7-0-
glukozide-6" malonate) birikiminin etkilenmedigini bildirmiglerdir.

Weigand et al. (1986) A. rabiei ile enfeksiyondan sonra dayamkli (ILC 3279) ve duyarh
(ILC 1929) nohut gesitlerindeki isoflavon ve pterocarpon fitoaleksin miktarii HPLC
yontemiyle karsilagtirmislar ve her iki gesitte de isoflavon ve isoflavon konjugatlarimn
miktarinin ¢ok farkli olmadigim buna kargin enfeksiyondan sonra dayamikh cesitlerde
medicarpin ve maackiain’ nin biyilk miktarlarda (20-26 nmol g taze agirlik) ve hizla
biriktigini ancak duyarl: gesitte ise sadece az miktarda medicarpin (5 nmol g taze
agirlik)’ in bulundugunu bildirmislerdir,

Hinderer et al. (1987) isoflavonlarin pterocarpan’ lara indirgendigini, nohut hilcre
sispansiyon  kiiltiirlerinden elde edilen mikrosomal fraksiyonun fitoaleksin
biyosentezinde 4'-methoxyisoflavonlarin (biochanin A ve formononetin) 2' ve 3'
pozisyonundaki monohidroksilasyonu katalize ettiklerini ve isoflavon 2' - ve 3' -

hidroksilaz enzimlerinin pterocarpanlarin biyosentezine katiidiklarim tespit etmislerdir.



Kessmann ve Barz (1987) Ascochyta rabiei’ e kary1 dayamkh (ILC 3279) ve duyarli
(ILC 1929) nohut gesitlerinin hiicre siispansiyon kiltiirlerinde yiiksek miktarda
isoflavon biochanin A ve formononetin ile bunlanm glukozid ve malonylglukozid
konjugatlarinin biriktigini buna karsin medicarpin ve maackiain miktarinin dayamkl
cesit hilcre siispansiyon kiltiirlerinde duyarlidan daha yitksek miktarlarda oldugunu
gézlemiglerdir.

Tiemann et al. (1987) dayamkh (ILC 3279) nohut gesidinin hiicre siispansiyon
kitltiirinden  pterocarpan fitoaleksinlerin sentezinde yeni bir enzim olan NADPH:
isoflavone oksireduktazi izole etmeyi basarmislardir. Ayrica maksimum enzim
aktivitesinin hiicrelerin ortama transferinden 16 saat sonra gerceklestiSini ve sonra
enzim aktivitesinin hizla kayboldugunu ve bu enzimin medicarpin’ in biyosentezinde
orta kademe olan isoflavone-2'-hidroksiformononetin’ in isoflavanone vestitone

indirgenmesini katalize etti3ini gSstermiglerdir.

Daniel ve Barz (1990) dayamkh ve duyarhl nohut bitkilerinin hiicre kiiltiirlerine 4.
rabiei’ nin misellerinden elde edilen elicitor uygulandift zaman medicarpin ve
maackiain miktarimn arttigini ve bu artigin dayanikl bitkilerde duyarl: bitkilere gére 5
kat daha fazla oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica fitoaleksinlerin sentezinde rol oynayan
enzimlerden isoflavone 2'- ve 3'- hidroksilaz aktivitesinin dayarukl ¢esidin hiicrelerine
elicitor uygulanmasindan 8 saat sonra maksimum dlizeyde olmasina kargin, duyarl: gesit
hiicrelerinde isoflavone 2'-hidroksilaz aktivitesinde Snemli bir arti olmadigim ve

fitoaleksin miktarinin gok diigiik oldugunu bildirmislerdir.

Dolar ve Giircan (1993) A. rabiei ile inokule edilen dayanikh ve duyarhi nohut
cesitlerinin yaprak ve govdelerinde olusan pterocarpan fitoaleksinlerden medicarpin ve
maackiain’ i HPLC yontemiyle saptamislardir. Dayanikli gesitlerin yaprak ve
govdelerinde her iki fitoaleksininde inokulasyondan 12 saat sonra olustugunu ve duyarl

gesitlerde maackiain® e rastlanmamasina karsin medicarpin birikiminin inokulasyondan



24 saat sonra basladifini tespit etmiglerdir. Ayrica dayarukli bitkilerdeki medicarpin (22
ug/g taze agrlik) ve maackiain (17 pg/g taze agirhik) miktanmin fungal gelismeyi
engellemeye yeterli diizeyde oldufu halde duyarh gesitlerde (9.0 pg/g taze agirlik)
yeterli olmadigini ve maackiain’ in sadece dayamkli gesitlerde tespit edilmesi nedeniyle
de dayaniklilikta Gnemli bir rolil olabilecegini belirtmiglerdir.

Bashir et al. (1997) inokulasyon 6nce dayanikli (CM 72) ve duyarli (C 727) nohut
gesitlerine 20 mM oksalik asit piiskiirtiilmesinin bitkilerdeki SAR’ 1 indiikledigini ve
hastalik giddetinin kontrol bitkilerine gore dayamkh gesitlerde % 52 hassas gesitlerde
ise % 40 oraninda azaldifim saptamiglardr.

Dolar (1997) A. rabiei’ ye dayanikli ve duyarli nohut gesitlerinin geng yapraklarindaki
medicarpin miktarinin yagh yapraklardakinden daha yilksek oldugunu ve fitoaleksin
miktar: ile hastahk siddeti arasinda negatif bir korelasyonun oldugunu bildirmistir.

Anil et al. (1998) doku kiiltiiriinde gelistirilen nohut genotiplerinin 4. rabiei” nin kiiltiir
filtrat ile inokulasyonundan 24 ve 72 saat sonra fenol, peroksidaz ve beta-1.3- glukanaz
aktivitesini degerlendirmiglerdir. Fenol bilesiklerinin artipt dayamkli genotiplerde
duyarh genotiplere g6re daha yiiksek olup bu artisin dayanikh hiicre hatlarindaki fungal
gelismeyi engellemeye yetecek diizeyde oldugunu belirtmislerdir. Ayrica peroksidaz ve
beta-1,3-glukanaz’ 1n fitoaleksin ve fenol biyosentezinde rol oynadigini saptamislardar.

Erdiller vd. (1998) A. rabiei (k1) ile inokule edilen dayanikli (ILC 195) ve duyarh
(Canitez-87) nohut gesitlerinin yapraklarindaki 8-1,3-glukanaz ve kitinaz enzim
aktivitesini arastirmiglar ve inokulasyondan 1 giin sonra B-1,3-glukanaz aktivitesinin
kontrole gére dayamkli ve duyarli gesitlerde 1.3 kat arttigin: inokulasyondan sonraki 3.
ve 5. gilnlerde ise bu artigin dayamkl gesitlerde 1.9, duyarl: gesitlerde 1.2 kat daha fazla
oldugunu saptamiglardir. Ayrica inokulasyondan 1 giin sonra kitinaz enzim aktivitesinin
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kontrole gére dayamkh bitkilerde 2.1 duyarli bitkilerde 1.6 kat daha yiiksek oldugunu,
inokulasyondan sonra 3. ve 5. giinde ise kitinaz enziminin dayamkl bitkilerde sirasiyla
1.7 ve 1.3 kat daha fazla oldugu halde duyarh bitkilerde bu giinlerde kitinaz enzim
aktivitesinin kontrol bitkilerinden farkhi olmadigim bildirmiglerdir.

Khirbat ve Jalali (1998) 4. rabiei ile inokulasyondan sonra duyarl: ve dayanikli nohut
cegitlerinin  yapraklarindaki spesifik polifenoloksidaz aktivitesini ve bagh fenol
seviyesini aragtirdiklart galigmalarinda polifenoloksidaz aktivitesinin dayanikli
gegitlerde inokulasyondan sonra 6-10 giin kadar devam ettifini, bagh fenol
seviyesindeki artigin ise dayanikli gesitlerde inokulasyondan sonra 2-4 giin siird{ifiinil
tespit etmiglerdir.

Singh et al. (1998) nohutta dogal olarak bulunan malik asidin diigik
konsantrasyonlarimn (% 0.005 - % 0.01) Ascochyta rabiei’ nin pikniospor ¢imlenmesini
artirdiim yliksek konsantrasyonlarin (% 1.5 - % 2) ise ¢imlenmeyi bityiik 8lglide
geciktirdiBini belirtmiglerdir. Ayrica yaprak ve siirgiin dokularimn yikanmasiyla elde
edilen organik asitlerin (malik asit vd.) dayanikh gesitlerde hassas gegitlere gore daha
yitksek oldugunu saptanuglardr.

Khirbat ve Jalali (1999) dayamkis, tolerant ve hassas nohut genotiplerini 4. rabiei ile
enfeksiyondan sonra flavanol, seker ve major ve minGr elementler bakimindan
kargilagtirmiglar ve duyarli gesitlerde flavanol ve nitrojen igeriginin daha yiiksek, seker
igeriginin ise daha diisiik oldugunu huna kargin dayanikl cesitlerde fosfor ve potasyum
iceriginin daha yiksek oldugunu bildirmislerdir. Ayrica kullamlan genotipler arasinda

mindr elementler bakimindan farklilik bulamarmglardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Denemelerde kullamlan Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.’ a karst duyarh Canitez-87
tohumu ve 4. rabiei’ nin Ank-6 (Irk-6) izolati Ankara Universitesi Ziraat Fakilltesi Bitki
Koruma Boliminden temin edilmistir. Serbest salisilik asit (C/HeO3;, MA=138.12,
pH=2.4) ise Sifa kimya (Konya) firmasindan saglanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Tohumlar ekimden 8nce yilzeysel dezenfeksiyon amaciyla % 1° lik sodyumhipoklorit’
de (NaOCl) 2 dakika tutulmus ve bunu takiben 3 seri steril saf sudan gegirilmistir. Daha
sonra igerisinde 1:1:1 (v/v/v) oraninda toprak-kum-giibre bulunan 5 numara saksilarin
her birine 8 tohum olacak gekilde ekim yapilmig ve bitkilerin ¢ikigina gore her saksida 5
bitkinin geligmesi saglanmistir. Denemelerin bir kisminda 19x26x5 cm boyutlarmdaki
plastik kiivetler kullanilrmg ve her bir kitvette 20 bitkinin gelismesine izin verilmistir.
Saks1 ve kiivetler 12 saat aydinlik (Isik intensitesi 9000 liks) 12 saat karanlik ve 23+2
°C sicaklik igeren bitki yetistirme odasinda tutulmustur.

3.2.2. Ascochyta rabiei ( Pass.) Labr. izolatinin yetistirilmesi

Denemelerde Ascochyta rabiei (Ank-6)’ nin sporulasyonu igin en uygun ortam oldugu
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Gowen (1986) tarafindan bildirilen Nohut -Unu-Dekstroz-Agar (CSMDA: 40 g nohut
unu, 20 g dekstroz, 20 g agar ve 1 1 saf su ) kullanmilmugtir. Ank-6 izolat1 20 ml CSMDA
iceren 9 cm’ lik cam petrilere steril kogullarda asilandiktan sonra 22+1 °C’ de 12 saat
aydinhik (yakin ultraviole 151k) 12 saat karanhk periyot igeren inkiibasyon odasinda 15

glin siireyle gelistirilmistir.

3.2.3. Bitki inokulasyonu ve hastalik degerlendirmesi

3.2.3.1. inokulum hazirlams

CSMDA iizerinde gelistirilen 15 giinlik Ascochyta rabiei (Ank-6) kiiltiirlerinin {izerine
bir miktar steril saf su ilave edildikten sonra steril bir spatill yardimu ile fungus agar
ylizeyinden kazinmig ve steril filtre kafidindan siizillerek misel ve agar pargalan
slispansiyondan uzaklagtinlmigtir. Hazirlanan bu spor siispansiyonun konsantrasyonu
thoma lamm ile sayim yapilarak 6x10° spor /ml’ ye ayarlanmugtr.

3.2.3.2. Bitki inokulasyonu

Bitkiler basingli pillverizatér kullanilarak 15 giinlik Ascochyta rabiei (Ank-6)
killtiirlerinden hazirlanan spor siispansiyonu ile iyice islamincaya kadar inokule
edilmistir. Kontrol olarak kullamlan bitkilere ise sadece saf su piskirtitlmiigtiir.
inokulasyondan sonra yiiksek nem saglamak amaciyla bitkilerin iizerine nemli geffaf
torba gecirilmis ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ve 23+2 °C sicaklik igeren bitki
yetistirme odasina yerlestirilmistir. inokulasyondan 3 giin sonra bitkilerin Uzerindeki
torbalar ¢ikarnlmis ve yiksek nemli bir onarﬁdm sonra diigiik nemli bir ortamda oka
girmemeleri igin bitkilerin {izerine 5 glin boyunca giinde 3-4 kez su piiskiirtilmigtiir.
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3.2.3.3. Hastalik degerlendirmesi

Inokulasyondan sonra 3 hafta boyunca birer hafta araliklar ile gdzlemler yapilmigtir,
Bitki degerlendirmesinde Singh et al. (1981) nin 1-9 skalasi kullanilmig ve skala
degerlerine gére % hastalik siddeti Tawsend-Heuberger formilliine gore tespit edilmistir
(Karman 1971).

1-9 Skalas1 (Singh et al. 1981)

1:Higbir bitkide lezyon gériilmemekte (yitksek derecede dayaniklr).

3:Bitkilerin % 10’ undan azinda lezyonlar goriilmekte, gévdeyi kusatmamakta
(dayamkl).

5:Bitkilerin % 25’ inde lezyon gorillmekte , bitkilerin % 10’ undan daha azinda gévdeyi
kusatmakta fakat ¢ok az zarar meydana gelmekte (tolerant).

7:Bitkilerin ¢cogunda lezyon goriilmekte, % 50’ den daha azinda g6vdeyi kusatmakta
bunun sonucu olarak birka¢ bitki 5lmekte ve Snemli Sl¢iide zarar meydana gelmekte
(duyarl).

9:Tuim bitkilerin iizerinde gok sayida lezyon gorillmekte, bitkilerin % 50’ den fazlasinda
lezyonlar gévdeyi kusatmakta ve bitkilerin gogunda 8lim meydana gelmekte (yitksek

derecede duyarls).

%, Skala degeri x Skaladaki 6mek adedi
% Hastalik Siddeti = x 100
Toplam 6rnek adedi x En yiiksek simif degeri

Denemeler 5 tekerriir halinde ylritilmity ve her bir uygulama en az 2 kez
tekrarlanmigtir. Elde edilen sonuglann degerlendirilmesinde MSTAT ve FMSAS
istatistik programlart kullanilarak varyans analizi ve Duncan ile LSD testleri yapilmusgtir.
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3.2.4. Bitkilere salisilik asit uygulamasi

Bitkilere salisilik asit uygulamasi tohum ve toprak iistQl kisimlarina olmak {izere 2 farkit
sekilde yapilmigitir. Denemelerde kullamlan salisilik asit 0.1 M NaOH (sodyum
hidroksit) ile pH= 6.5-7’ ye ayarlanarak bitkilere uygulanmigtir

3.2.4.1. Tohuma salisilik asit uygulamasi

Farkli dozlarda hazirlanan salisilik asit siispansiyonlarinda (0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4,
0.8, 1, 2, 4 ve 8 mM) nohut tohumlan 1 saat bekletildikten sonra ekilmis ve gikistan 15
glin sonra bitkiler 3.2.3.2. de belirtildigi sekilde inokule edilmigtir.

3.2.4.2. Bitkilerin toprak iistii kisimlarina salisilik asit uygulamas:

3.2.4.2.1. Bitkilere inokulasyondan 8nce bir kez salisilik asit uygulamas:

Salisilik asidin inokulasyondan &nce bitkilerdeki SAR’ 1 indiikleme zamam ve dozunu
tespit etmek igin 3.2.1. de belirtildigi gibi yetistirilenA 18 giinliik nohut bitkilerine
inokulasyondan 1, 2, 3 ve 4 giin dnce bir kez 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 ve 1.6 mM
dozlannda salisilik asit basingh pitlverizator ile puskiirtiilerek uygulanmistir. Daha
sonra bitkiler 4. rabiei’ nin spor siispansiyonu {6x10° spor/ml) ile inokule edilerek belli
zaman araliklar ile gézlemler yapilmis ve inokulasyondan 3 hafta sonra bitkilerdeki %

hastalik siddeti 1-9 skalas1 uygulanarak degerlendirilmistir.
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3.2.4.2.2. Bitkilere inokulasyondan 8nce birkag kez salisilik asit uygulamasi

Salisilik asidin 0.25, 0.5, 1,2, 3,4, 5 ve 6 mM’ lik dozlar1 2 giinlitk araliklarla 2, 3, 4,
ve 5 kez olmak lizere nohut bitkilerine uygulanmig ve son uygulamadan 2 giin sonra
bitkiler spor slispansiyonu (6x10° spor/ml) ile inokule edilmistir. Inokulasyondan sonra
birer hafta araliklar ile gézlemler yapilmig ve 3. haftanin sonunda % hastahk siddeti

hesaplanmgtir.

3.2.4.2.3. Bitkilere inokulasyondan sonra salisilik asit uygulamas:

Salisilik asidin inokulasyondan sonra A. rabiei iizerindeki fungitoksik etkisini
aragtirmak i¢in yapilan denemede inokulasyondan 1, 3 ve 5 giin sonra gesitli dozlardaki
salisilik asit (0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 ve 10 mM) nohut bitkilerine bir kez uygulanmis ve
uygulamadan 3 hafta sonra bitkilerdeki hastalik siddeti 1-9 skalasi kullanilarak
degerlendirilmistir.

3.2.5. Salisilik asidin 4Ascochyta rabiei’ ye fungitoksik etkisinin belirlenmesi

Fungutoksisite testlerinde salisilik asidin 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 ve 15 mM’ lik dozlarimin
Ank-6 izolatimin killtitr gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im borusu gelisimi iizerine etkisi

arastinlmigtir,

Salisilik asidin Ascochyta rabiei’ nin kiltiir gelisimine etkisini belirlemek igin, degisik
dozlardaki salisilik asit 40 °C’ ye kadar soutulan erlen ig¢indeki CSMDA ortamina
katilarak iyice galkalanmig ve petri bagina 20 ml olacak gekilde 9 cm’ lik cam petri
kaplarina dokiilmiistiir. Daha sonra 15 gilinliik Ank-6 kiiltiirinden alinan 0.7 mm



capindaki diskler salisilik asit igeren CSMDA ortamm i{izerine ters cevrilerek
konulmustur. Her bir doz igin 5 petri bu sekilde asilandiktan sonra 22+1 °C sicaklik ve
12 saat aydinitk 12 saat karanlik periyot igeren inkubasyon odasina yerlegtiriimigtir.
Koloni ¢ap1 dlgiimlerine birer hafta arayla 3 hafta boyunca kontrol petrilerindeki 4.
rabiei gelisimi 8.5 cm’ ye ulagincaya kadar devam edilmis ve bu degerlere gore %

engelleme hesaplanmigtir.

Salisilik asidin A. rabiei’ nin spor ¢imlenmesi ve ¢im borusu gelisimine etkisini
belirlemek i¢in ise % 50° lik Czapek-dox sivi ortami igeren erlenlere 2.5, 5, 7.5, 10,
12.5 ve 15 mM olmak tizere 6 farkli konsantrasyonda salisilik asit katiimig ve ultrasonik
ses dalgalan ile pargalanmigtir. Steril saf suyun 5 pl’ sinde 100 spor (20.000 spor/ml)
olacak sekilde Ank-6 spor siispansiyonu kullamimadan hemen Once hazirlanmugtir.
Daha sonra 9 cm’ lik cam petri kaplanndaki (nemli hilcre) steril lamlarin lizerine
parafinle yaklagik 1 cm ¢apinda 2 halka ¢izilmis ve her bir halka bir tekerriir olarak
kabul edilmistir. Lamlarin petri kaplarindaki nemli hiicreye temasim 6nlemek igin
lamlar steril kiirdanlar {izerine konulmugtur. Bu sekilde hazirlanan lamlar Gzerindeki
halkalara otomatik mikro pipet yardimiyla 45 pl % 50° lik Czapek-dox-salisilik asit
kangim + 5 pl spor siispansiyonu konulmustur. Kontrol olarak hazirlanan lamlarm
tzerine ise 45 ul % 50° lik Czapek-dox sivi ortamn + 5 pl spor silspansiyonu
konulmugtur. Petri kaplar1 2242 °C’ de 151k altinda 16 saat inkilbe edilmis ve bu slirenin
sonunda sporlart 6ldiirmek amaciyla halkalara asitfuksin laktofenol ilave edilerek
ilzerlerine lamel kapatilmistir. Mikroskopta gimlenen ve gimlenmeyen sporlar sayilmig
ayrica sporlarin ¢im borusu uzunlugu Sl¢giilmiistiir. Her bir konsantrasyon ve kontrol 5
tekerriir olarak ¢aligilmis ve her bir tekerriirde degerlendirmeler 100 spor tizerinden
yapilmagtir (Dolar ve Giircan 1993).



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bitkilere Salisilik Asit Uygulamas:

4.1.1. Tohuma salisilik asit uygulamast

Tohuma salisilik asit uygulamasinin 4. rabiei ile daha sonra olusacak enfeksiyonlara
kars1 nohut bitkisinde dayaniklili: uyanp uyarmadigini tespit etmek amactyla yapilan
denemelerde elde edilen sonuglar Cizeige 4.1. de verilmistir. 0.025 ile 0.8 mM
arasindaki SA dozlan kontrole gére hastalik siddetini snemli derecede azaltmamigtir.
Daha yiiksek dozlarda ise % 14.38 ile % 23.44 oraminda A. rabiei  enfeksiyonu
engellenmistir. 0.8 ile 8 mM arasindaki dozlarda gorillen engellemeler arasindaki fark
istatiksel olarak onemli bul . En fazla 11 ise % 64.64 hastalik
siddetinin goriildiigi 1 mM" da tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Tohuma SA uygulamasinin 4. rabiei enfeksiyonu tizerindeki etkisi

SA dozu (mM) % Hastalik siddeti” [ % Engelleme
0 84.44=222 a -
0.025 80.02+7.04 ab -5.23
0.05 79.79+4.24 ab -5.50
0.1 75.16+4.52 abe -10.99
02 75.05+4.96 abe -11.12
0.4 74.69+£5.26 abe -11.54
0.8 70.04+4.45 be -17.05
1 64.64+11.92 c -23.44
2 72.29+3.92 be -14.38
4 70.00+0.49 be -17.10
8 68.68+7.98 c -18.66

*Ayni harfi alan ortalamalar arasinda P>0.05" ¢ gore fark 6nemsizdir.
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4.1.2. Bitkilere inokulasyondan &nce bir kez salisilik asit uygulamasi

Bitkilere inokulasyondan once bir kez salisilik asit uygulamasinda inokulasyondan 4
glin 6nce 0.025, 0.05 ve 0.1 mM SA uygulanan bitkilerde hastalik siddetinde &nemli
derecede artig gozlenirken, diger dozlarda kontrole kiyasla istatiksel olarak dnemli bir
farklilik gdzlenmemistir. Inokulasyondan 3 giin énce yapilan SA uygulamasinin tiim
dozlaninda hastalik siddetinin kontrolden farkly olmadig tespit edilmis ve bu giinde 0.05
mM harig diger 6 doz hastalig tesvik etmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Inokulasyondan énce bir kez SA uygulanan bitkilerdeki % hastalik siddeti
ve % engelleme degerleri

Salisilik asit % Hastalik siddeti® B
(mM) 4 giin 3 giin 2 giin 1 giin
7 71.422.91 : v -
cdefg
95.83+4.41 73.50+13.73 77.77£6.42 79.01+932
0.025 (+34.17)° (+2.91) (+8.89) (+10.62)
a bedef bede bed
87.65x4.89 | 70.76+£12.94 | 78.88+6.73 79.08+4.81
0.05 (+22.72) (-0.92) (+10.44) (+10.72)
b cdefg bed bed
98.69+2.26 | 73.73+13.81 61.90+4.39 82.01+6.00
0.1 (+38.18) (+3.23) (-13.32) (+14.82)
a bedef efg bed
83.33£5.55 79.08+2.26 60.49+7.70 66.66+3.22
0.2 (+16.67) (+10.72) (-15.30) (-6.66)
be bed fg defg
68.42£6.63 83.30+1.89 43.43=19.35 71.42+5.53
0.4 (-4.20) (+16.63) (-39.19) (0.00)
cdef be hy cdef
69.75+12.5 72.22+4.89 37.03£6.36 68.05+4.72
0.8 (-2.33) (+1.12) (-48.15) (-4.71)
cdefg cdefg 1 cdefg
70.25+4.36 71.80+8.08 55.50+10.90 70.30+2.68
1.6 (-1.63) (+0.53) (-22.29) (-1.56)
cdefg cdefg gh cdefg

*Ayn1 harfi alan ortalamalar arasinda P>0.05" e gore fark Gnemsizdir.
®Parantez icindeki + degerler % tegviki - degerler % engelleme oranim gostermektedir.



Inokulasyondan 2 lik asit uygulamasinda ise 0.4 mM" a kadar A. rabiei

enfeksiyonunda énemli bir azalma olmaz iken 0.4 mM" da % 39.19, 0.8 mM’ da %

48.15 oraminda hastalik siddeti engellenmistir (Sekil 4.2). 1.6 mM’ da ise hastalik

siddetinde % 22.29 oraninda bir azalma goriilmiiy

Inokulasyondan 1 giin dnce

sa

k asit uyeulamasinin da A. rabiei iizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadig

bulunmustur. Bu denemenin sonucunda inokulasyondan 2

n dnce SA uygulamasinin
diger giinlere kiyasla daha etkili oldugu ve 0.2 mM’ in iizerindeki dozlarin engelleme

oranlarinin diger dozlardan daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Sekil 4.2, Inokulasyondan 2 giin &nce bir kez a) 0.4 mM b) 0.8 mM SA uygulanan
bitkilerdeki A. rabiei enfeksiyonu




4.1.3. Bitkilere inokulasyondan énce birkag kez salisilik asit uygulamas:

Inokulasyondan 6nce belli zaman araliklari ile birka¢ kez SA uygulanmas: sonucu elde
edilen hastalik siddeti degerleri Cizelge 4.3. de verilmektedir. Inokulasyondan Gnce 2
giin aralikla 5 kez SA uygulanan bitkilerde % 14.78 ile % 29.10 oraninda hastalik

St 1

engelleme str. En fazla engelleme oramt 5 mM SA uygulanan

bitkilerde elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Inokulasyondan Gnce birkag kez SA uygulanan bitkilerdeki % hastalik
siddeti ve % engelleme degerleri

Salisilik asit % Hastalik siddeti®
K¢ onu T =
(mM) 5kez 4 kez 3 kez 2kez
0 8431 :2488 - . R
71.85£2.57 70.37+7.40 72.22+334 70.37+1.85
0.25 (-14.78)" (-16.54) (-14.34) (-16.54)
bed bedef be bedef
66.66+2.22 75.75£7.25 64.10+2.83 64.81£7.23
0.5 (-20.94) (-10.16) (-23.98) (-23.13)
bedefgh ab cdefghi cdefghi
62.96+3.39 61.11£1.11 70.94+4.59 68.25£3.30
1 (:25.33) (-27.52) (-15.86) (-19.05)
cdefght defghij bede bedefg
64.44+8.01 71.71£3.68 61.31£3.77 55.55+0.00
2 (-23.57) (-14.95) (27.27) (-34.12)
edefghi bed defghij hijk
60.68+11.56 65.07+6.65 62.96+4.20 50.61£2.82
3 (-28.03) (-22.82) (-25.33) (-39.98)
defghij cdefghi cdefghi jk
61.11x1.11 63.62+7.48 68.88+7.28 58.97+7.78
4 (-27.52) (-24.53) (-18.31) (-30.06)
defghij cdefghi bedef fghij
59.78+1.39 55.55+16.4 60.78+3.11 45.45+4.09
5. (-29.10) (-34.12) (-27.91) (-46.10)
efghij hijk defghij k
66.66=6.94 56.94+6.70 59.25+5.60 53.53+4.71
6 (-20.94) (-32.47) (-29.73)
bedefgh ghij fghij

A
“Ayni harfi alan ortalamalar arasinda P>0.05" e gore fark dnemsizdir.
Parantez icindeki - degerler % 11 oranini géstermektedir.




4 kez S gulanan bitkilerdeki hastalik siddeti %

olup bu

bitkilerdeki engelleme oram % 10.16 ile % 34.12 arasindadir. 3 kez SA uygulanan

bitkilerdeki engelleme orani ise % 14.31 ile % 29.73 olarak tespit edilmistir. 2 kez SA

uygulanan bitkilerdeki hastalik siddeti % 70.37 ile % 45.45 arasinda olup % 16.54 ile %

b). Hemen hemen

46.10 oraninda hastahik siddetinde engelleme saglanmugtir (Sekil 4.

tiim uygulamalarda en etkili SA dozunun 3 mM oldugu bulunmustur. Uygulama sayist

bakimindan karsilastinldizinda ise en fazla engelleme 2 kez uygulama yapilan bitkilerde

goriilr Inokulasyondan &nce SA uygulanan bitkilerde en fazla engelleme % 46.10

ile 2 kez 5 mM SA uygulanan bitkilerde elde edilmistir (Sekil 4.3b).

Sekil 4.3a. inokulasvondan énce 2 kez a) 2 mM b) 3 mM SA uygulamasimin A. rabiei
enfeksiyonu iizerine etkisi



Sekil 4.3b. Inokulasyondan dnee 2 kez a) 5 mM b) 6 mM SA uygulamasinin A.rabiei
enfeksiyonu iizerine etkisi

4.1.4. Bitkilere inokulasyondan Sonra Salisilik Asit Uygulanmasi

Inokulasyondan sonra 3

farklt zamanda SA uygulanan bitkilerdeki hastalik siddeti
Cizelge 4.4. de verilmigtir. Salisilik asit uygulanan bitkilerde en fazla engelleme
inokulasyondan 1 giin sonra uygulama yapilan bitkilerde gorlilmistiir. Bu uygulamada
0.5 mM’ da bir etki goriilmez iken daha yiiksek dozlarda hastalik siddeti % 30.81 ile %

43.37 oraninda azalmistir.



Cizelge 4.4. inokulasyondan sonra degisik konsantr 1

SA
bitkilerdeki % hastalik giddeti ve % engelleme degerlen

Salisilik asit % Hastalik siddeti*
(mM) 1 giin 3 giin 5 giin
0 86.00+2.61 5 %
bed
83.80+3.98 90.85+5.96 89.07+9.23
0.5 (-2.55)° (+5.64) (+3.57)
bed ab ab
59.50+7.30 77.70+5.44 89.70+1.42
1 (-30.81) (-9.65) (+4.30)
fg cde abe
48.70+3.78 65.60+3.91 88.80=7.87
25 (-43.37) (-23.72) (+3.25)
g efg abe
53.90+8.16 71.23+11.32 88.80+2.11
5 (-37.32) (-17.17) (+3.25)
g def abe
57.40+11.57 83.72+12.62 87.60+2.09
75 (-33.25) (-2.64) (+1.86)
fg abed abe
52.70£3.99 88.00+9.41 95.20x1.31
10 (-38.72) (+2.33) (+10.69)
abe a

2
*Aymni harfi alan ortalamalar arasinda P>0.05" e gore fark 6nemsizdir.
®Parantez igindeki + degerle % tesviki - degerler % engelleme oramm gostermektedir.

Hastalik siddetindeki en fazla azalma 2.5 mM SA uygulanan bitkilerde elde edilmekle
beraber 1, 2.5, 5. 7.5 ve 10 mM SA dozlarinin engelleme oranlan arasinda istatiksel

olarak dnemli bir fark bulunamamustir (Sekil 4.4).

inokulasyondan 3 giin sonra SA uygulanan bitkilerde ise en fazla engelleme
inokulasyondan 1 giin sonra SA uygulanan bitkilerde oldugu gibi 2.5 mM SA
uygulanan bitkilerde goriilmiistiir. inokulasyondan 5 giin sonra SA uygulamasinin ise 4.

rabiei enfeksiyonu fizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadig: tespit edilmistir.



inokulasyon Soaras:

Sekil 4.4, Inokulasyondan 1 giin sonra a) 2.5 mM b) 5 mM SA uygulanan bitkilerdeki
A. rabiei enfek:

4.2. Salisilik Asidin Ascochyta rabiei Uzerindeki Fungitoksik Etkileri

Salisilik asidin alt: farkli konsantrasyonunun 4. rabiei” nin koloni ¢ elisimi iizerine etkisi

lik asidin 2.5 mM" lik dozu A. rabiei’ nin misel

Cizelge 4.5. de verilmekted

aren salisilik asidin A

lisimi Gizerinde % 3.77" lik bir etkive sahip iken 5 mM’ dan i

rabiei” nin kultir gelisimi {izerindeki etkisi gériilmeye baglanmis ve bu dozda % 17.09

oraninda bir azalma saglanmustir. Salisilik asidin 7.5 mM ve daha vitksek

onlarinda ise 4. rabiei’ nin kiiltiir geligimi % 100 oraninda engellemistir

Kkonsantrasy

(Sekil 4.5)



Cizelge 4.5. Salisilik asidin A. rabiei’ nin koloni geligimi tizerindeki etkisi

Koloni ¢apt (mm)*

7gtin 14giin 2lgiin
0 £3 60.25=0.64 82.62=0.47
a a a
1 g
2.5 | | (-5.19)
| | a ‘
| 21.37+225 | 44.12+2.83
5 (-34.98) (-26.77)
‘ b b ¢
| 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0
7.5 (=100.00) (—100.00)
c | d
0.0£0.0 0.0£0.0
10 ). (=100.00) | (~100.00)
¢ ¢ | d
0.0=0.0 0.0£0.0 0.0=0.0
(~100.00) (=100.00) (~100.00)
c c d
0.0=0.0 0.0£0.0 0.0=0.0
15 (~100.00) (=100.00) | (~100.00)
¢ c d

:.\)m harfi alan ortalamalar arasinda P>0.05" e gore fark Gnemsizdir.
Parantez icindeki -

Sekil 4.5. Salisilik asidin farkli dozlarinm 4. rabiei” nin kiiltiir gelisimine etkisi



Farkl: salisilik asit dozlarimn 4. rabiei’ nin spor gimlenmesi ve ¢im borusu uzunluguna
etkisi Cizelge 4.6. da gosterilmektedir. 4. rabiei’ nin salisilik asidin 2.5 ve 5 mM’ ik
konsantrasyonlarindaki ¢imlenme ylzdesi kontrole gore sirastyla % 98.32 ve % 96.27
olarak bulunmugtur. Bununla birlikte 7.5 mM’ da 4. rabiei’ nin ¢imlenme yiizdesi
belirgin bir gekilde azalmigtir. Bu dozda fungusun ¢imlenme yiizdesi % 1.29 olup spor
¢imlenmesi % 98.7 oraninda engellenmistir.

A. rabiei’ nin ¢im borusu geligiminin salisilik asit konsantrasyonunun artisina bagh
olarak azaldif gorilmektedir. Salisilik asidin en diisiik konsantrasyonu olan 2.5 mM’
da Ank-6 izolatinin ¢im borusu gelisimi % 10.22 oraminda, 5 mM’ hik konsantrasyonda
% 24.16 oraninda engellenmektedir. 7.5 mM’ da ¢ok az spor ¢imlenmekle beraber bu
sporlarin ¢im borulan1 kisa olup aym zamanda deformasyona ugramislardir. Daha
yiiksek konsantrasyonlarda ise spor ¢imlenmesi gozlenmemistir.

Cizelge 4.6. Salisilik asidin 4. rabiei’ nin spor ¢gimlenmesi ve ¢im borusu geligimi
fizerine etkisi

Salisilik asit .
. g Kontrole oranla Cim borusu
l\onse(trt;trl\azyonu et ¢imlenme yiizdesi uzunlugu (um)
0 89.50+2.32 - 38.82+4.40
2.5 88.00+2.68 98.32 34.85+4.40
S ~ 86.16+£3.43 96.26 29.44+3.24
7.5 1.16x1.29 1.29 7.50£1.58
10 0.00+0.00 0.00 0.00+£0.00
12.5 0.00+0.00 0.00 0.00+0.00
15 0.00+0.00 0.00 0.00+0.00
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu aragurma nohutlarda biiyiik problemlere neden olan nohut antraknozuna karsi
dayamklhilikta salisilik asidin roldl fizerinde yapilan ¢ahismalan igermektedir. Salisilik
asit birgok hastalilk etmenine karyi bitkilerin dayamklihfim tesvik etmede
kullamlmasina karsin, bu giine kadar Ascochyta rabiei enfeksiyonuna karsi nohut
bitkilerinin dayamklilifs Uzerinde ne derece etkili olduguna dair bir ¢aligma
yapilmarmigtir, Bu amag dogrultusunda salisilik asidin tohuma ve bitkinin toprak Ustil
kisimlarina uygulanmas1 ile bitkilerdeki SAR veya LAR tepkisinin uyarihp
uyanlmadifi ve aynica salisilik asidin 4. rabiei tizerinde fungitoksik etkiye sahip olup
olmadif aragtirilmugtur.

Tohuma SA uygulamasinda diisikk dozlarda uygulama yapilan bitkilerdeki hastalik
siddetinde &nemli bir azalma goriilmemis olup tohum uygulamasinda en fazla etki
hastalik siddetinde % 23.44 azalma ile 1 mM SA uygulanan bitkilerde tespit edilmistir.
Nabila (1999) 10 mM SA uygulanan kabak tohumlarinda CMV partikiillerinin % 83.3
oraninda azaldigim gozlemigtir. Cohen (1994)° in SA® din yapraklara piiskiirtme
seklinde uygulandiinda Peronospora tabucina enfeksiyonunun azaldigim buna Karsin
govde enjeksiyonu veya toprak sulamasi seklinde uygulandiginda hastalhik siddetinde bir
azalma olmadifim belirttigi ¢aligmasinda oldugu gibi bizim ¢aligmamizda da yaprak
uygulamalarinda daha etkili sonuglar alinmigtir. Tohuma SA uygulamasinda gok fazla
etkinin g6riilmemesinin nohutta SA’ din sistemik olarak bitkinin toprak iistdi kisumlarina
tastnamamasi sebebiyle mi yoksa uygulama ile inokulasyon arasindaki siire zarfinda
SA’ din etkisinin gegmesinden dolayr mi olduBu bilinmemektedir. Ayrnica SA’ din
bitkide farkli metabolitlere ¢evrilmesi nedeniyle yeterli olgiide dayamklihgin
olugmamasi da miimkiindiir.

Inokulasyondan once bir kez SA uygulamasinda inokulasyondan 2 giin 8nce SA

uygulanan bitkilerde 4. rabiei enfeksiyonu iizerinde belirgin bir azalma gériilmiigtiir.
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Bununla birlikte inokulasyondan 4, 3 ve 1 giin 6nce SA uygulanan bitkilerde 4. rabiei
enfeksiyonu iizerinde herhangi bir azalma gértilmemis olup bazi SA dozlar1 hastalig:
tesvik etmigtir. Bu sonuglar SA uygulamasi ile inokulasyon arasindaki 2 giinliik aranin
bitkilerdeki dayamklilik mekanizmasimin uyarilmas: igin uygun oldugunun belirtildigi
diger galigmalar ile paralellik g&stermektedir (Cohen 1994, Spletzer ve Enyedi 1999,
Fenquan ve Jinsheng 2000). Genellikle SA uygulamasindan 24 ile 48 saat sonra lokal
dayamklilif: saglayan kitinaz birikiminin, bunun yamsira phenylalanine ammonia lyase
(PAL) aktivitesinin artify ve esas olarak SAR aktivasyonunu saglayan PR-1
proteinlerinin lokal olarak birikiminin basladig: aragtinicilar tarafindan bildirilmektedir
(Yalpani et al. 1991, Palva et al. 1994, Coquez et al. 1995, Lawton et al. 1995, Narusaka
et al. 1999, Fengquan ve Jinsheng 2000). Bu ¢ahismada elde edilen dayamkliligin
salisilik asit uygulamasi ile PR-1 proteinlerinin birikiminin tegvik edilmesinden dolay:
m yoksa bagka enzim aktivitelerinin uyarilmasiyla mu iligkili oldugu bilinmemektedir.

Patojenlere karsi bitkilerdeki dayamklihk mekanizmasmin SA ile uyarnilmastyla ilgili
yapilan caligmalarda genellikle inokulasyondan 6nce bir kez SA uygulamas: yapilmsg
ve etkili dozlar bitki ve hastalik etmenine bagli olarak degigmigtir (Rasmussen et al.
1991, Weete 1992, Elad 1993, Wieczorek 1993, Cohen 1994, Gahalain et al. 1999).
Inokulasyondan 6nce bir kez SA uygulamasimn yapildigr bu denemede 0.4 - 1.6 mM
arasindaki dozlarda en iyi sonuglar almmis ve 0.8 mM’ ik SA dozu A. rabiei
enfeksiyonunu % 48.15 oraninda engelleyen en etkili doz olmustur. Weete (1992)
Cassia obtusifolia L. bitkisinin yapraklarina 1 mM SA uygulandiginda Alternaria
cassiae enfeksiyonunun % 18 oraninda azaldiginu, Elad (1993) yine 1 mM’ hk SA
dozunun domateslerde Botrytis cinerea enfeksiyonunu % 60 oramnda azalttigim ve yine
aynt dozun marulda Sclerotinia sclerotiorum’ un neden oldugu beyaz ¢iiriiklitk hastalik
indeksini 5” den 3.5” a kadar indirilebildigini ¢aligmalarinda saptamuslardir. Bu bulgular

bizim sonuglarimiza uygunluk géstermektedir.

Inokulasyon 6ncesi belli araliklarla birkag kez SA uygulamasinda tiim uygulamalarda

ve hemen hemen tiim dozlarda hastahk siddeti 6nemli derecede engellenmigtir.

37



Uygulama sayis1 bakimindan karsilagtirilma yapildiginda en fazla engelleme 2 kez
uygulama yapilan bitkilerde gériillmis ve en etkili dozunda % 46.10 oraninda hastahk
enfeksiyonunda azalmaya neden olan 5 mM’ lik SA dozu oldugu saptanmigtir. Benzer
bir galigmada Cokmis ve Sayar (1991) domates bitkilerine P. syringae pv. tomato ile
inokulasyondan 8nce 2 ser giin arahiklar ile 7 kez 3.62 mM SA uygulanmasimn
bitkilerdeki hastalik giddetini % 81 oraminda azalttigim bildirmiglerdir.

Inokulasyondan 2 giin &nce bir kez 0.8 mM SA uygulanan nohut bitkilerinde hastalik
siddeti % 48.15 oraninda engelienirken, inokulasyondan 6nce 2 giin aralikla 2 kez 5
mM SA uygulanan bitkilerde bu oran % 46.10 olarak bulunmugtur. Bu iki uygulamada
elde edilen engelleme oranlarmin birbirlerine ¢ok yakin degerler oldugu g6z Sniine
alimirsa nohutlarda 4. rabiei enfeksiyonunu azaltma veya engellemede bir kez ve 0.8
mM SA dozunun uygulanmasi yeterli olabilecektir.

Inokulasyondan sonra salisilik asit uygulamasiun A. rabiei enfeksiyonu tzerindeki
etkisinin aragtinldifn denemelerde inokulasyondan 3 ve 5 giin sonra SA uygulanan
bitkilerde hastalik giddetinde azalma bulunamamustir. Sadece inokulasyondan 3 giin
sonra 2.5 mm SA uygulanan bitkilerde % 23.72 oraminda bir azalma saglanmigtir.
Inokulasyon sonrasi uygulamalarinda en fazla etki inokulasyondan 1 giin sonra
uygulama yapilan bitkilerde goriilmis olup 2.5 mM’ da hastahk siddetinde % 43° lik
bir azalma saglanmigtir.

A. rabiei’ nin sporlart bitki {izerinde inokulasyondan 12 saat sonra ¢imlenmeye
baslamakta ve 24 - 48 saat igerisinde appressorium olusturup penetrasyonu
gerceklestirmekiedir (Pandey et al. 1987, Hoh! et al. 1990, Dolar 1994). Inokulasyondan
sonraki 1. giinde uygulanan SA bitki yiizeyindeki A. rabiei sporlarina direk fungitoksik
etki yaparak spor ¢imlenmesini ve penetrasyonu engelleyebilecegi gibi uygulanan SA
nohutlardaki medicarpin ve maackiain adi verilen 2 pterocarpan fitoaleksinin

sentezlenmesini de uyararak hastalik siddetinde azalmaya neden olabilir.
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SA’ din A. rabiei tzerindeki fungitoksik etkisinin aragunldifi denemelerde Ank-6
izolatimin miseliyal gelisimi SA konsantrasyonundaki artiga ters orantih olarak
azalmistir. 7.5 mM SA dozu A. rabie’ nin koloni gelisimi ve spor ¢imlenmesini
tamamen engellemistir. Disitk dozlar spor ¢imlenmesi iizerinde pek etkili olmamakla
beraber ¢im borusu uzunlugunu etkilemislerdir.

Elad (1993) tarafindan 10 mM SA’ din PDA ortaminda Botrytis cinerea’ min miseliyal
gelisiminin % 42, konidi ¢imlenmesinin ise % 52 oraninda engellendiginin bulundugu
galigmanin sonuglar1 bizim sonuglanmiza paralellik g8stermektedir. Ancak Cokmis ve
Sayar (1991) bitki uygulamalarinda Pseudomonas syringae pv. tomato’ ya kars: etkili
bulduklar1 0.36-7.24 mM arasindaki SA konsantrasyonlarinin bu bakterinin kiltiir
gelisimini etkilemediZini bildirmektedirler. Yine Coquez et al. (1995) 1-10 mM
arasindaki SA dozlarimin Phytophthora infestans’ 1n miseliyal gelisimini etkilemedigini
belirtmektedirler. Spletzer ve Enyedi (1999) ise domateste Alternaria solani
enfeksiyonunu biiyitk 6lgtide azaltan 200 uM’ ik SA dozuda dahil olmak tzere 0-200
uM arasindaki SA konsantrasyonunun A. solani’ nin miseliyal gelisimini
engellemedigini ¢aligmalarinda saptamiglardir. Bu da géstermektedir ki SA tiim hastalik
etmenleri {izerinde fungitoksik bir etkiye sahip degildir. Ancak bitkilerdeki LAR veya
SAR’ 1 tegvik ederek hastalik siddetini azaitmaktadir.

Nohutlarda goriilen en dnemli hastaliklar dan biri olan 4. rabiei’ ye kary: bitkilere SA
uygulanarak dayanikliligin uyarilmas: bu patojene karsi etkin bir micadele yontemi
saglayabilir. Salisilik asidin bitkilerdeki sistemik kazamlms dayamkhhkta olduk¢a
dnemli bir rolii oldugu bilinmesine ragmen SA ile ilgili baz problemler bulunmaktadir.
Ilk olarak SA’ din bitkilerdeki etki mekanizmas: tam olarak bilinmemektedir. SA’ din
bitkilerdeki PR-1 proteinlerinin ve dayamklilfin uyarilmasinda rol oynadifinin
bilinmesine ragmen SA’ din bitkilerdeki SAR’ 1n uyanlmasindan sorumlu olan sistemik
bir sinyal olup olmadi@1 tam olarak bilinmemektedir.
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Gaffney et al. (1993) salisilik asidin dekompose edilmesinden sorumlu olan salisilat
hidroksilaz enzimini kodlayan nahG genini tasiyan transgenik tiitiin bitkilerinde TMV
enfeksiyonundan sonra sistemik kazandinlmis dayamkliigin olugmadifini bu sebeple
de SA’ din patojenlere karsi SAR’ in uyarilmasinda 6nemli bir rol oynadifim
bildirmislerdir. Buna karsin Vernooij et al. (1994) SA’ din SAR’ 1 uyaran bir sinyal
olmayabilecegini ve bu ‘sistemik sinyalin olusumunun SA birikimine bagh olmadifim
belirtmiglerdir. Bununla birlikte digaridan uygulanan SA genelde 8-glukosidler olmak
tizere farkh bilegiklere konjuge edilmektedir (Enyedi ve Raskin 1993). Bu konjugatlar
ise serbest SA gibi floemde hareket edememektedir. SA uygulamasindan sonra serbest
SA’ din bilyiik bir kismimn sistemik dokulara nakledilememesi ise SA’ din exogen bir
uyaric1 olarak faydasim azaltmaktadir. Aynica kullamlan SA ile ilgili olarak {riln
tolerans: problemleri bulunmaktadir (Kessmann et al.1994). Bu bilesigin bitkilerde
etkili ve yiksek derecede fitotoksik olduBu oran arasinda dar bir gilvenlik simn
bulunmakta olup SA uygulamasiyla elde edilen dayamkhiligin SA’ din bitkiye
uygulanma sekli, sicaklik, 1g1k, bitkinin gesidi, yast ve bitkideki enzim mekanizmalan
ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir.

Biitiin bunlara ragmen SA birgok bitki hastaifim engellemede etkili olarak
bulunmustur ve nohutlarda problem olan ve gok sayida ilaglamayr gerektiren 4. rabiei
enfeksiyonuna kargi dayaniklili1 artirmada kullamlabilirlii s6z konusu olabilir. Ancak
SA uygulamasinin bitkide hangi enzim, fitoaleksin ve protein sentezi iizerinde etkili
olduBuna dair daha detayh ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu tezdeki bulgularm
daha sonraki detayli galiymalara 151k tutacagi kamsindayiz.
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