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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

MIKRONIZE CaCO3’UN HIYAR MOZAYIK VIRUSU (Cucumber Mosaic Virus,
Cucumovirus) ILE INFEKTELI BiBER (Capsicum annuum L.) BITKILERINDE
OLUSTURDUGU BiYOKIMYASAL TEPKILER

MUHAMMED MUSTAFA GULLUOGLU

HARRAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
BiTKi KORUMA

Tez Damsman: Prof. Dr. MEHMET ERTUGRUL GULDUR
Yil: 2025, Sayfa : 38

Hiyar Mozaik Viriisii (CMV), iiretim alanlarinda biber bitkilerinde ekonomik zararlara neden olan en
onemli virlislerden bir tanesidir. Biber (Capsicum annum) yetisme doneminde birgok biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine de maruz kalmaktadir. Biyotik stres faktdrlerinden olan viriisiin yaprak
bitleriyle bitkiden bitkiye taginmasi nedeniyle yikici etkisi daha siddetli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu
arastirmada, yapay olarak viriis ile bulastirilan ve mikronize CaCO; (MC) uygulanan biber bitkilerinin
tepkisi virlis stresi altinda incelenmistir. Calisma CMV etmeni ile bulastirilan bitkilerde tesadiif
parselleri deneme desenine gore bes grupta alti tekerriirlii olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Bu gruplar; a)
kontrol, b) CMV ile infekteli bitkiler, ¢c) CaCO; uygulamas: yapilan saglikli bitkiler, d) CaCO;
uygulanan CMV ile infekteli bitkiler. ) CMV ile enfekteli CaCOsuygulamasi yapilan bitkilerden
olusmustur. Mikronize kalsitin etkinligini belirlemek igin kontrol, hastalikli, hastalikli + MC
uygulanmig, MC + hastalik uygulanmig bitkilerde klorofil, protein, jasmonik asit (JA), salisilik asit
(SA), katalaz (CAT), peroksidaz (POX) ve malondialdehit (MDA) analizleri yapilmistir. Saglikli
yapraklara kiyasla CMV ile enfekteli biber yapraklarinda CAT, POX ve MDA enzim igerikleri artis
gosterirken; protein, klorofil JA ve SA icerigi azalis gostermistir (P<0.05). MC uygulanmig enfekteli
bitkiler CMV enfekteli bitkilere kiyasla klorofil, JA ve SA igerikleri artan bir egilim gostermistir. Bu
calisma ile biber bitkisinde CMV etmeninin meydana getirdigi klorofil, protein igerigi ve antioksidan
enzimlerin degisimi ilk kez arastirilmistir. MC uygulamasmin biber bitkilerinde patojenik baskiy1
azalttigin1 gostermektedir. Biber bitkisinde CMV etmeninin biyokimyasal tepkilerinin bilinmesi
hastalik kontrol stratejilerinin gelistirilmesine 6nemli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: CaCO3, Jasmonik asit , Biber, CMV, MDA



ABSTRACT

MASTER THESIS

BIOCHEMICAL RESPONSES OF MICRONIZED CACOs ON PEPPER (Capsicum annuum
L.) PLANTS INFECTED WITH CUCUMBER MOSAIC ViRUS (Cucumber Mosaic Virus,
Cucumovirus)

MUHAMMED MUSTAFA GULLUOGLU

HARRAN UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE EDUCATION
PLANT PROTECTION

Thesis Supervisor: Prof. Dr. MEHMET ERTUGRUL GULDUR
Year: 2025, Page : 38

Cucumber Mosaic Virus (CMV) is one of the most important viruses that cause economic losses in
pepper plants in production areas. Pepper (Capsicum annum) is exposed to many abiotic and biotic
stress factors during the growing period. Since the virus, which is one of the biotic stress factors, is
transmitted from plant to plant by aphids, its destructive effect becomes more severe. In this study, the
response of pepper plants artificially infected with the virus and micronized CaCO; (MC) was
investigated under virus stress. The study was carried out in plants infected with CMV according to
the randomized plot design with six replications in five groups. These groups consisted of; a) control,
b) CMV-infected plants, ¢) CaCOs-applied healthy plants, d) CaCO;-applied CMV-infected plants. ¢)
CMV-infected plants treated with CaCO;. To determine the effectiveness of micronized calcite,
chlorophyll, protein, jasmonic acid (JA), salicylic acid (SA), catalase (CAT), peroxidase (POX) and
malondialdehyde (MDA) analyses were performed on control, diseased, diseased + MC applied, MC
+ diseased plants. While CAT, POX and MDA enzyme contents increased in CMV-infected pepper
leaves compared to healthy leaves, protein, chlorophyll JA and SA contents decreased (P<0.05). MC
applied infected plants showed an increasing trend in chlorophyll, JA and SA contents compared to
CMV infected plants. In this study, the changes in chlorophyll, protein content and antioxidant
enzymes caused by CMV agent in pepper plants were investigated for the first time. It shows that MC
application reduces pathogenic pressure in pepper plants. It is thought that knowing the biochemical
responses of CMV agent in pepper plants will make significant contributions to the development of
disease control strategies.

KEYWORDS: CaCOs, Jasmonic acid, Pepper, CMV, MDA
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1. GIRIS

Biber (Capsicum annuum L.) ihracatimiz igerisinde onemli bir yeri olan, boya
ve ilag¢ sanayisinde kullanilan i¢erdigi zengin mineral maddeler, vitaminler nedeniyle
insan beslenmesinde ve dogal olarak da gida sanayisinde 6nemli bir yer edinen sebze
tirdiir. Biber Magnoliphyta bdoliimii, Magnoliopsida simnifi, Solanales takimi ve
Solanacae familyasina aittir. Illman ve subtropik iilkelerde bir yillik, tropikal
tilkelerde ise iki yillik veya ¢ok yillik olarak yetistirilen genellikle tatli ve ac1 olmak
tizere smiflandirilan bir bitkidir. Diinyada iiretilen 37.000.000 ton biberin % 45.5’i
Cin’de, % 8.41’1 Meksikada, %8.17’si Endonezyada, % 8.16’s1 Tiirkiye’de, ve %
414’1 Ispanya’da iiretilmektedir. Bu bes iilke diinya iiretiminin % 74.4’iinii
olusturmaktadir (FAQO, 2024). Tiirkiye’de yilda iiretilen 3.428 milyon ton biberin %
69’unu kapya biber, % 12’sini sivribiber, % 11’ini carliston biber teskil eder (TUIK
2024). Diinyada niifusun hizla artmas1 ve besin kaynaklarinin giderek azalmasi daha
fazla iirlin yetistirme zorunlulugunu beraberinde getirmektedir. Sebze iiretim
alanlarinin sinirli olmasi nedeniyle mevcut miktarin korunmasi ve birim alandan
alinacak iiretimin arttirilmasi gerekmektedir. Sebze tariminda {iretimi ve daha fazla
miktarda verim alinmasin1 engelleyen birgok biyotik ve abiyotik etmen
bulunmaktadir.

Biber yetistiriciliginde karsilasilan en Onemli sorunlardan biri, kimyasal
miicadele yontemlerinin bulunmamasi nedeniyle etkin sekilde kontrol altina
alimamayan virlis hastaliklaridir. Bu hastaliklar, bitkilerin fizyolojik gelisimini
olumsuz yonde etkileyerek iiriin miktarinda diisiise, pazarlanabilir {iriin niteliginin
azalmasia ve bazi durumlarda meyve olusumunun tamamen engellenmesine neden
olmaktadir. Dolayisiyla viriis hastaliklari, tarimsal {iretimde ciddi ekonomik kayiplara
yol agmaktadir. Biyotik etmenler icerisinde, viriislerin 6zgiin yapilar1 ve enfeksiyon
mekanizmalar1 nedeniyle ayr1 bir 6neme sahip oldugu belirtilmektedir. Viriislerin
bitki biinyesindeki yayilim hizlari, ¢ogalma 6zellikleri, olusturduklart semptomlar ile
kimyasal ve fiziksel Ozelliklerinin yani sira, etkin bir miicadele ydnteminin
gelistirilememis olmasi bu 6nemi daha da artirmaktadir (Yilmaz vd., 1993; Yilmaz ve
Davis, 1984).

Kiiltiir bitkilerinde yaygin zararlara yol agan viriis hastaliklar1 arasinda, Tiitlin
Mozaik Viriisi (TMV)'nden sonra en genis konuk¢u spektrumuna sahip
patojenlerden biri Hiyar Mozaik Viriisli (Cucumber mosaic virus, CMV)’diir. CMV,
Cucumovirus cinsine ait olup, 365 takim ve 85 familyaya ait en az 775 bitki tiirlini
enfekte edebildigi bildirilmistir (Francki vd., 1979; Kaper ve Waterworth, 1981; Tien
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vd., 1987). Viriis, yaklasik 30 nm ¢apinda ve ayni sedimentasyon katsayisina sahip
tic farkli ikosahedral partikiilden olusmaktadir (Francki vd., 1979). CMV
partikiillerinin yaklasik %18’1 tek iplikli RNA’dan olusmaktadir. Viral genom,
pozitif polariteli tek iplikli ic RNA segmentinden (RNA 1, RNA 2 ve RNA 3)
meydana gelmektedir (Paden ve Symons, 1973; Lot vd., 1974). Bunlara ek olarak,
protein kilifin sentezinden sorumlu RNA segmenti RNA 4 olarak adlandirilmaktadir

(Schwinghamer ve Symons, 1975; Gould ve Symons, 1983).

CMV ile iliskili bir diger 6nemli genetik yapi ise “satellit RNA” (CARNA-5)
olarak adlandirilmaktadir (Martelli ve Quacquarelli, 1988; Kaper ve Waterworth,
1981). Bu kiiciik niikleik asit molekiilleri, ¢ogalabilmek i¢in yardimci bir viriise
bagimli olmalar1 nedeniyle dogrudan bitki genomu ile iliskili degildirler. Satellit
RNA’lar, yardimci viriisiin genomu ile homolog olabildikleri gibi, tamamen farkl
yapilar da sergileyebilirler. Ancak her iki durumda da bu molekiillerin replikasyonu,
sistemik tasinimi ve enfeksiyon olusturmasi icin CMV gibi yardimer bir viriisiin
varlig1 gereklidir. Ayrica, bu RNA'lar enfekte konukcu bitkilerde olusturulan hastalik
semptomlarinin siddetini artirabilir veya azaltabilirler. Bu 6zellikleri nedeniyle bazi
satellit RNA’larin, virlis kaynakli hastaliklarin kontroliinde ¢apraz koruma
stratejilerinde biyolojik ajan olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir (Montasser vd.,
1998; Monti vd., 1999).

Mikronize nanoteknolojik kalsit, kalsit minerallerinin mekanik olarak aktif
hale getirilmesiyle elde edilen ileri diizeyde islenmis bir {iriindiir. Bu materyalin
kimyasal bilesimi yaklasik olarak %350 oraninda kalsiyum oksit (CaO), %1
magnezyum oksit (MgO), %0.2 demir(IIl) oksit (Fe:0s) ve %0.4 silisyum dioksit
(Si02) icermektedir. pH araligi ise notr ile hafif alkali arasinda degismekte olup,
yaklasik 7—10 arasinda seyretmektedir (Anonymous, 2015).

Tortul ve denizel kokenli kaynaklardan elde edilen kalsit, fiziksel islemle
mikro ve nano boyutlara kadar parcalanarak yiiksek yilizey alanina sahip bir toz
haline getirilmektedir. Bu yapisal 6zelligi sayesinde su i¢inde kolaylikla siispanse
olabilmekte ve bitki yapraklarina piiskiirtme yontemiyle uygulanabilmektedir.
Uygulama sonrasi bitki ylizeyine tutunan mikronize kalsit pargaciklari,
gozeneklerden bitki dokularina niifuz etmekte ve burada kalsiyum oksit (CaO) ile
karbondioksit (CO-) bilesenlerine ayrismaktadir. Agiga ¢ikan CO2, dogrudan bitkinin
fotosentez siirecine dahil edilmekte ve bu siirecte gilines 15181 ile birlikte organik

bilesiklerin liretimine katki saglamaktadir.
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Fotosentez hizi, genellikle ortamda bulunan 151k siddeti ve karbondioksit
derisimiyle siirli oldugundan, mikronize nanoteknolojik kalsit uygulamasi bu siire¢
tizerinde dolayli fakat onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, kalsiyum igerigi
sayesinde hiicre duvari biitiinliigliniin korunmasi, hiicre boliinmesi ve ¢esitli
enzimatik faaliyetlerin diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik siirece de olumlu katkilar
saglamaktadir. Boylelikle, bu tiir tiriinler sadece besin elementi kaynagi olarak degil,
ayn1 zamanda bitkisel tiretim siireglerinde metabolik diizenleyici olarak da

degerlendirilmektedir.

Bitkiler, cevresel kosullardan kaynaklanan abiyotik stresler ile patojen
kaynakli biyotik stres faktorlerine maruz kaldiklarinda, bu streslere karsi cesitli
fizyolojik ve biyokimyasal tepkiler gelistirerek hastaligin siddetini dogrudan
etkileyebilmektedir. Aym1 anda maruz kalinan stres tiirleri, bitki tiiriine, patojenin
biyolojisine ve stresin siddetine bagli olarak sinerjistik ya da antagonistik etkiler
gosterebilmekte ve bu etkilesim patojenlere karsi bitki duyarliliginda artisa veya
azalmaya neden olabilmektedir. Varela vd. (2019) tarafindan yiiriitilen bir
caligmada, boriilce bitkilerine eszamanli olarak uygulanan tuz stresi (abiyotik) ve
siddetli boriilce mozaik viriisii (CPSMV) enfeksiyonunun (biyotik), CPSMV’ye karsi
bitki duyarliligin1 artirdigt ve bu durumun stres faktorleri arasinda katki etkisi

olusturdugu bildirilmistir.

Benzer sekilde, Akkurak vd. (2022) tarafindan gerceklestirilen bir ¢calismada,
'Candidatus Phytoplasma asteris' ile enfekte edilmis marul (Lactuca sativa)
bitkilerinde fizyolojik ve biyokimyasal degisimler degerlendirilmistir. Arastirma
sonuglari, enfekteli bitkilerde toplam protein ve klorofil i¢eriginin azaldigini; buna
karsilik malondialdehit (MDA) birikimi ile prolin, peroksidaz (POX) ve katalaz
(CAT) enzim aktivitelerinde artis meydana geldigini ortaya koymustur.

Buna benzer olarak, Ayvact vd. (2022), 'Candidatus Phytoplasma
aurantifolia' etmeni ile enfekte edilmis yonca (Medicago sativa) bitkilerinde
meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikleri incelemislerdir. Bu
calismada da enfekteli bitkilerde protein ve toplam klorofil miktarinin azaldigi;
MDA birikimi, prolin, CAT, POX enzim aktiviteleri ile fenolik bilesikler, salisilik
asit ve jasmonik asit igeriklerinin enfeksiyon kosullarinda artis gosterdigi rapor

edilmistir.

Bu dogrultuda yiiriitilecek olan mevcut calismada, biyotik stres faktorii

olarak mekanik inokiilasyon yoluyla biber bitkilerine bulastirilan viriis enfeksiyonu

3
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altinda, mikronize kalsiyum karbonat (CaCOs) uygulamasinin biyokimyasal etkileri
arastirilacaktir. Arastirmanin temel amaci, virilis enfeksiyonu kosullarinda mikronize
CaCOs uygulamasinin bitki savunma sistemleri ve fizyolojik yanitlar1 iizerindeki

potansiyel diizenleyici etkilerini ortaya koymaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Cucumber mosaic virus (CMV) ilk olarak hiyar (Cucumis sativus) bitkisinde
tanimlanmistir  (Brunt vd., 1990). Bu virlis, Bromoviridae familyasina bagh
Cucumovirus cinsi i¢erisinde yer almaktadir (Martelli, 2003). Cucumovirus cinsinde,
CMV disinda, 6nemli ekonomik kayiplara neden olan Peanut stunt virus (PSV),
Tomato aspermy virus (TAV) ve Bean distortion mosaic virus (BDMV) gibi diger
virlisler de bulunmaktadir (Kaper ve Waterworth, 1981; Palukaitis vd.,1992; White
vd., 1995).

Hiyar Mozaik Viriisii (Cucumber Mosaic Virus - CMV), biber bitkilerinin
kalitesini ve verimini etkileyen yaygin bir viriistiir. Siddetli yerel salginlar sirasinda
%80'den fazla verim kaybina neden olabilmektedir (Li vd., 2020). CMV, 100
familyaya ait 1200'den fazla bitki tiiriinii etkileyebilen genis bir konake¢1 yelpazesine
sahiptir. Viriis, 80'den fazla yaprak biti tlirii tarafindan kalic1 olmayan bir sekilde
tasinmaktadir (Palukaitis ve Garciaarenal, 2003). CMV ile enfekte olmus biber
bitkilerinde goriilen belirtiler arasinda beneklenme, mozaik, damar agilmasi, sari
renk bozuklugu, yapraklarda daralma veya deformasyon bulunmaktadir (Green ve
Kim, 1991). Enfekte bitkiler ciddi sekilde bodurlasma ve azalmis cicek olusumu
gosterirler. Meyveler kiiciik, sekli bozulmus, piiriizlii, kismen rengi degismis olabilir

ve ¢okiik lekeler veya nekrotik lezyonlar gosterebilir (Li vd., 2020).

Kalsiyum, farkli canli organizmalarinda evrensel bir haberci olarak islev
goriir ve patojenlerden korunma dahil olmak iizere cogu fizyolojik siireci diizenler.
Son arastirmalar, kalsiyum sinyalizasyonunun bitkilerde antiviral koruma i¢in 6nemli
bir rol

oynadigin1 gostermektedir (Zvereva vd., 2023). Kalsiyum sinyalizasyonu,
hem hiicre ylizeyi hem de hiicre i¢i reseptor proteinlerinin aktivasyonunun ardindan
dogal bagisiklik savunma reaksiyonlarinin kurulmasinda kilit bir rol oynamaktadir.
Bu savunma reaksiyonlari, mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'lar)
araciligiyla sinyal iletimini, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini, salisilik asit
(SA) birikimini ve bitkilerde c¢esitli patojenlere karsi yerel ve sistemik bagisiklik
tepkisini indiiklemek i¢in kapsamli transkripsiyonel yeniden programlamay: igerir
(Garcia-Brugger vd., 2006; Gilroy vd., 2016; Choi vd., 2017). Son yillarda,
fonksiyonel kalsiyum kanallarinin biyotrofik ve nekrotrofik patojenlere karsi
bagisiklik icin gerekli oldugu agiklik kazanmistir (Koster vd., 2022; Xu vd., 2022).
Bu kanallar, kalsiyumu hiicre i¢i ve hiicre dis1 depolardan serbest birakarak

sitoplazmadaki serbest kalsiyum konsantrasyonunda hizli bir artis1 kolaylastirir. Bu,
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hiicre i¢i kalsiyum desifre edicilerini aktive eder, bunlar da hedef proteinlerini aktive

ederek bagisiklik tepkilerine yol agar.

Kalsiyum, bitki ikincil metabolitlerinin sentezinde dogrudan rol oynayarak
bliylime ve gelismeyi iyilestirir (Juri¢ vd., 2020). Hiicre duvari ve membran
yapisinda gerekli bir element olup, vakuolde anyonlar i¢in bir karsi katyon ve
sitozolde hiicre i¢i bir haberci olarak islev goriir (White ve Broadley, 2003).
Kalsiyum karbonat nanopartikiilleri (CaCOs NP'ler), bitki beslenmesi igin bir
kalsiyum kaynagi olarak kullanildiginda, kalsiyumun bitkideki hareketliligini ve
etkiledigi tiim siirecleri iyilestirebilir (Hua vd., 2015). Motlhalamme vd. (2025)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, CaCOs nanopartikiillerinin domates bitkilerinin
metabolomik profilini 6nemli oOl¢iide etkiledigi gosterilmistir. CaCOs NP'lerin
uygulanmasi, islem gérmemis bitkilere kiyasla hem meyvelerde hem de yapraklarda

terpenoidlerin ve flavonoidlerin varligini artirmistir.

CaCOs mikro ve nanopartikiilleri, c¢esitli fungal patojenler, bakteriyel
patojenler ve viriisleri giiclii bir sekilde inaktive edebilmektedir (Motlhalamme vd.,
2025). Kalsiyum karbonat nanopartikiilleri, bitkilerde savunma mekanizmalarini
gliclendirerek

patojenlere kars1 direnci artirabilir.

Kearney vd. (1990), CMV’nin mekanik inokiilasyonla basarili bir sekilde
taginabildigini, bu islem sirasinda pH’s1 7-8 arasinda degisen ve 0.01-0.05 M
konsantrasyonlarinda sodyum fosfat tampon ¢o6zeltisi kullandiklarini rapor
etmiglerdir. Shifriss vd. (1994) ise, CMV’nin Capsicum annuum’un farkli direng
seviyesine sahip ¢esitlerinde enfeksiyon gelisimini degerlendirmis; direncli ¢esitlerde

hastaligin daha yavas gelistigini tespit etmislerdir.

Yilmaz vd. (1995), Giineydogu Anadolu Projesi (GAP) bolgesinde yaptiklari
saha c¢alismalarinda, biber bitkilerinde CMV, Potato virus Y (PVY) ve Tobacco
mosaic virus (TMV) varligimi belirlemis; 6zellikle CMV’nin Gaziantep ve Sanliurfa
illerinde yaygin ve zararli oldugunu bildirmistir. Palukaitis vd. (1992), CMV’nin
hem kiiltiir hem de yabani bitkiler dahil olmak tizere 85 farkli bitki familyasina ait
800'den fazla tiirde enfeksiyona neden olabildigini ortaya koymustur. Benzer sekilde,
Kaper ve Waterworth (1981), CMV’nin tahillar, meyve agaglari, sebzeler ve siis
bitkileri gibi ¢ok sayida tarimsal iiriin grubunda onemli ekonomik kayiplara yol

actigini vurgulamstir.
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Cucumber mosaic virus (CMV) enfekte bitkilerde yapraklarda mozaik
desenleri, deformasyonlar, bodurlagsma, egrelti otu benzeri yaprak sekillenmeleri
(Kearney vd., 1990), yapraklarda “ayakkabi bagi” formasyonu ve meyvelerde
nekrotik lezyonlar gibi belirtiler olusturmaktadir (Blancard, 1988). Konuk¢u bitki
tiirline ve kullanilan viriis izolatina bagli olarak, biiylime bozukluklari, yanikliklar,
halkali lekeler, meyve nekrozlar1 ve hatta bitki Oliimiine kadar varan etkiler
gbzlemlenebilmekte; bu durum {irlin veriminde %50’ye varan kayiplara neden
olabilmektedir (Kucharek vd., 1998).

CMV’nin yayilis mekanizmas1 ¢ogunlukla yaprak bitleri (Aphididae)
araciligtyla olup, bu vektorler virlisii non-persistent (kalici olmayan) tarzda
tasimaktadir. Pollard (1973), viriisiin bitkiden bitkiye, bolgeden bolgeye ve iilkeler
arasinda bu yolla tasinabildigini belirtmistir. Palukaitis vd. (1992), CMV’nin 75’ten
fazla yaprak biti tiirii ile tasinabildigini, Kaper ve Waterworth (1981) ise bu sayinin

60’tan fazla oldugunu rapor etmislerdir.

Tanne ve Zimmermann-Schriess (1980), Myzus persicae’nin bazi CMV
izolatlarin1  Aphis gossypii'den daha etkin bir sekilde tasiyabildigini ortaya
koymustur. Tiirkiye’de yapilan ¢alismalar, muz bitkilerinde 6z ciiriikliigline neden
olan iki viriilent CMV izolatinin Aphis gossypii tarafindan kolaylikla taginabildigini;
ayrica Aphis fabae ve Micromyzus rosea tiirlerinin de CMV'nin potansiyel vektorleri

oldugunu ortaya koymustur (Yilmaz, 1979; 1993).

Viriis hastaliklariyla miicadelede kiiltiirel onlemler, kimyasal ve fiziksel
miicadele yontemleri, karantina uygulamalar1 ile biyoteknolojik stratejiler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak son yillarda, bu geleneksel yontemlere alternatif
olusturabilecek ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir kontrol stratejileri tizerine arastirmalar
yogunlagsmistir. Bu baglamda, bitkinin dogal savunma mekanizmasinin uyarilmasina
dayanan Sistemik Kazandirilmis Dayaniklilik (Systemic Acquired Resistance; SAR)
yaklasimi, ozellikle viral patojenlere karsi dikkat c¢ekici bir kontrol yontemi olarak

one ¢ikmaktadir.

SAR, bitkilerde dogal bagisiklik tepkilerinin yapay olarak indiiklenmesini
hedefler. Bu tepkinin uyarilmasini saglayan maddelere bitki aktivatorleri adi
verilmektedir. Aktivatorler, bitkinin endojen savunma sistemlerini aktive ederek, dis
cevre kosullarmma ve biyotik stres etmenlerine karsi dayaniklili§in artirilmasini
saglamakta; aymi zamanda bitkilerin besin elementlerinden daha etkin

yararlanmasina katkida bulunmaktadir. Bunun yani sira, bu bilesiklerin {iriin kalitesi
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tizerinde de olumlu etkiler gosterdigi, dogal kokenli kimyasal direng indiikleyicileri
olarak islev gordiigii ve toprak yapismnin iyilestirilmesinde rol oynayabildigi
bildirilmektedir. Uyarilmis dayaniklilik (Induced Resistance; IR) stratejisinde temel
amacg, bitkinin savunma mekanizmalarinin Onceden aktive edilerek patojen
saldirilarma karsi daha hazirlikli bir duruma getirilmesidir. Eger uyar1 sadece
enfeksiyon bolgesinde sinirli kalirsa bu durum Lokal Kazandirilmis Dayaniklilik
(Localized Acquired Resistance; LAR) olarak tanimlanir. Ancak dayaniklilik bitkinin
tamamina sistematik bir sekilde yayiliyorsa Sistemik Kazandirilmis Dayaniklilik
(SAR) olarak adlandirilmaktadir (Rasmussen vd., 1991).

Dayaniklilik uyarimina yonelik caligmalarda hem biyotik hem de abiyotik
uyaricilarin etkili oldugu bildirilmistir. Biyotik uyaricilar arasinda patojen olmayan
fungal ve bakteriyel inokulantlar ile fungus ve mayalarin hiicre duvarlarindan elde
edilen oligosakkarit bilesenler yer almaktadir. Abiyotik uyaricilar ise salisilik asit
(SA), B-amino biitrik asit (BABA), acibenzolar-S-methyl (ASM), ultraviyole (UV)
1sinlar ve bazi herbisitleri igermektedir (Weller, 1988; Tiizlin ve Kloepper, 1995; Van
Loon vd., 1998; Hammerschmidt ve Smith-Becker, 1999; Tiiziin ve Bent, 1999).

Salisilik asit, bircok bitkide olusan ve uyarilmis dayaniklilikta sinyal sorevi
yapan fenolik bir bilesiktir. Bitkilerde patojenler tarafindan serceklestirilen
enfeksiyonlardan sonra SA’da artis sozlendigi bilinmektedir (Yang vd., 1997).
TMV*“ye dayanikl tiitiin bitkilerinde, TMV inokiile edilmis yapraklarda Salisilik asit
diizeyinin 50 kat arttig1 saptanmistir. Bu oran enfekteli olmayan yapraklarda 10 kat
olmustur (Malamy vd., 1990). Diger bir caliGma da Salisik asit ya da diger benzoik
asitlerin uysulanmasindan sonra tiitiin bitkisinde dayanikliligin uyarildig1 proteinlerin
artt1g1 saptanmistir (White, 1979).

Salisilik asittin bir analogu olan acibenzolar-S-methyl (ASM) uygulamasiyla
indiiklenen sistemik dayaniklilik, bitki koruma alaninda yeni bir yaklasim olarak
degerlendirilmektedir. ASM'nin, kavun bitkisinde fungal bir etmen olan
Colletotrichum lagenarium ile viral bir etmen olan Cucumber mosaic virus (CMV)’e
karst etkili oldugu bildirilmistir. Ag¢ik tarla ve sera kosullarinda gerceklestirilen
caligmalarda, ASM uygulamasinin SAR (Systemic Acquired Resistance) yanitini
indiikledigi ve bunun sonucunda sistemik diizeyde kitiniz birikiminin gozlemlendigi
belirlenmistir. Sera kosullarinda yapilan denemelerde, 50 veya 100 pg/mL
konsantrasyonundaki ASM uygulamasinin CMV yayilimini1 smirladigr ve fungal
etmenlere karsi da tam koruma sagladigi rapor edilmistir. Ayrica, CMV baskisi

ortadan kalktiktan sonra ASM’nin meyve olusumu iizerinde olumsuz bir etkisinin
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olmadig1 belirtilmistir (Smith-Becker vd., 2003).

Bitkilerde savunma sistemlerinin uyarilmasi sonucunda ¢esitli biyokimyasal
savunma tepkileri aktive olmaktadir. Bu tepkiler arasinda lokalize hiicre oliimi
(Hypersensitive Reaction; HR), lignifikasyon ve papilla olusumu, patogeneze bagl
proteinlerin (PR proteinleri) sentezi, fitoaleksinlerin iiretimi ve birikimi yer
almaktadir. HR tepkisi, patojenin giris yaptig1 bolgede konukgu bitki hiicrelerinin
hizli bir sekilde 6lmesiyle nekrotik bir alanin olusmasi ve bdylece patojenin bitki
dokusu igerisinde yayilmasinin onlenmesi seklinde tanimlanmaktadir (Momol vd.,
2004). Bu mekanizma sayesinde konukgu bitki, patojene karsi etkin bir direng
gelistirmektedir.

Bitki aktivatorlerinin virlislere karst savunma tepkilerini aktive etme
kapasiteleri iizerine yapilan arastirmalarda, Tiitlin Mozaik Virisii (TMV), Hiyar
Mozaik Viriisii (CMV) ve Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (TSWV) gibi viriislere
kars1t hastalik siddetinin ve yayiliminin azaldigi bildirilmistir (Smith-Becker vd.,
2003; Momol vd., 2004).

Son yillarda nanoteknolojik uygulamalar da bitki savunma sistemlerinin
desteklenmesinde potansiyel araglar olarak degerlendirilmektedir. Bu kapsamda,
mikronize kalsit kullaniminin, yaprak goézeneklerinin acilip kapanma silireci ve
dokulardaki karbondioksit konsantrasyonundaki artisla baglantili olarak olumlu
etkiler sagladigi bildirilmektedir. Boylelikle bitkilerin 6zellikle kurak ve diigiik nemli
donemlerde suyu daha ekonomik kullanmalar1 miimkiin olmaktadir (Anonymous,
2015).

Ayrica, mikronize kalsit uygulanan bitkilerde polifenol igeriginde artis
gozlemlenmistir. Bu artig; Uriinlerin  goriiniim, aroma ve koku 6zelliklerinin
iyilesmesine katki saglarken, ayni zamanda bitkilerin hastaliklara karsi

dayanikliligini da 6nemli 6l¢iide artirmaktadir (Anonymous, 2015).

Nanoteknolojik kalsit giiniimiizde bircok iilkede etkin bir sekilde
kullanilmistir ve kullanilmaya devam edilmektedir. Fransa ve Tiirkiye’de Tahillarda
(bugday, arpa) yapilan uygulamalarda artan fotosentez sonucu olarak %20-25 verim
artist ve hasatta 10 giin erkencilik; Hirvatistan, Fransa ve Tiirkiye de seker
pancarinda yapilan uygulamalarda seker oraninda %1.5-3, verimde %25’lere varan
artis, kabaklarda verimde %30-50 oraninda artis oldugu saptanmistir (Anonymous,
2015).
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Tirkiye'de Toprak ve Su kaynaklar1t Arastirma Enstitiisi Midurlagi
arazilerinde seker pancarlar1 iizerinde 2011 yilinda yapilan denemelerde 15 giin
arayla 4 sefer sabahin erken saatlerinde ve miimkiin oldugunca yaprak altlarina
gelecek sekilde Nanoteknolojik mikronize kalsit uygulamasi yapilmstir.
Uygulamalar sonrasinda mikronize kalsit uygulanan parseldeki bitkilerin daha

saglikli ve iyi gelismis olduklar1 gézlemlenmistir. (Anonymous, 2015).

Harran iiniversitesinde Ozalp ve Yanik (2013) tarafindan pamukta yapraktan
uygulanan mikronize kalsitin pamuk bitkisinde 7hrips spp. ve Tetranychus spp.
popiilasyonlarina ve kiitlii pamuk verimi iizerine olan etkisini belirlemek amaciyla
yapilan ¢alismada mikronize kalsitin Thrips spp. ve Tetranychus spp. popiilasyon
yogunluguna istatiksel olarak etkisinin olmadig: fakat mikronize kalsitin uygulandigi
parselde kiitlii pamuk verimi yoOniinden istatistiki olarak onemli derecede verim

artisinin (%59.9) oldugu rapor edilmistir

Nanoteknolojik mikronize kalsit bitkiye atilir atilmaz, bitki iizerindeki
reseptorler, bir patojen veya stres varligindaki gibi gonderilen sinyalle istilact
organizmanin veya stres faktorlerinin etkilerini en aza indirerek savunma sistemini
aktif hale getirmektedir. Kalsit ayn1 zamanda savunma sinyallerinin iletiminde de
onemli bir rol oynar. Bitki, kimyasal ve fiziksel savunma sistemlerini olusturmaya
baslar. Boylece bitki daha sonraki muhtemel bir patojen ve stres faktoriine karsi en
iist diizeyde alarmda kalarak kendini en i1yi bi¢cimde savunabilir. Mikronize kalsit
uygulandiginda hiicrede 1nmol/l diizeyinde bulunan sitoplazmik kalsiyum orani
Imol/l diizeyine ulasir. Boylece hiicrenin dis yiizeyindeki negatif yiik ile ig
ylizeyindeki pozitif yiik arasindaki fark nedeniyle Ca gibi iyonlar hiicre i¢ine akarak
hiicre igerisindeki bakir aliiminyum, ¢inko ve sodyum toksisitesini en aza indir
(Nayyar, 2003; Farooq vd., 2023).

Mikronize CaCOj5’lin yapraktan uygulanarak bitki gelisimine olan etkisi ile
ilgili fazla bir ¢alisma bulunmamaktadir. CaCO;’iin bitki hastaliklarini azalttigi ve
bitkiyi hastaliklara kars1 korudugu bilinmektedir. Bununla birlikte mikronize kalsitin
virlisli biber bitkilerinde nasil bir etki yaptigi bilinmemektedir. Bu c¢alisma,
mikronize kalsitin (CaCOs)’iin  biber bitkilerinde Hiyar Mozaik Viriisii
enfeksiyonuna karsi biber yapraklarinda meydana gelen fiziksel ve biyokimyasal

etkileri ortaya koymak i¢in yapilmuistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gere¢

3.1.1. Arastirmanin Yiriitilldiigii Yer ve Materyaller

Bu c¢alisma, Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii

Viroloji ve Fitopatoloji Laboratuvarlarinda yiirtitiilmiistiir.

Calismanin bitkisel materyalini biber bitkileri ve mekanik inokulasyon i¢in
viriis izolatinin ¢ogaltilacag tiitlin (Nicotiana sylvestris) bitkileri olusturmustur.
Viriisle mekanik olarak inokule edilecek Capsicum annuum var kapya 4-6 yaprakl
donemde fide olarak satin alinmistr. Virlisiin g¢ogaltilmasi igin tiitiin bitkileri

tohumdan yetistirilmistir.

3.1.2. Viriis Materyali

Calismada kullanilacak tanist yapilmis CMV viriis izolati Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimiinden Dog. Dr. Behget Kemal

Caglar'dan temin edilmistir.

3.1.3. Mikronize Kalsit

Arastirmada kullanilacak mikronize kalsit Naturegreen firmasindan temin

edilmistir.

3.1.4. Testlemelerde Kullanilan Antiserum ve Tampon Cozeltiler

Testlemeler i¢cin Cucumber Mosaic Virus (CMV) antiserumu kiti, DAS
ELISA Plate ve tampon ¢ozeltiler kullanilmistir.

3.1.5. Biyokimyasal Analizlerde Kullanilan Materyaller

Biber bitkilerinde CMYV ile inokule edilmis ve mikronize kalsit uygulanmis
bitkilerde biyokimyasal tepkimelerini 6l¢gmek igin gerekli asamalarda materyal
olarak spektrofotometre, hassas tarti, pH Olger, santrifiij cihazi kullanilmistir.
Klorofil analizinde Aseton; protein analizinde Coomassie Brillant Blue G-250, %95
Etanol, Fosforik asit; prolin igeriginde glacial asetik asit, asit ninhydrin, fosforik asit,
toliien, sulfsalislik asit; katalaz ve peroksidaz enzim igeriginde guaiacol, Na,Fosfat
ve Na2 EDTA kullanilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Viriisiin Cogaltilmasi

Liyofilize CMV izolati mekanik inokulasyon yontemi ile Nicotiana sylvestris
L. tiitlin cesidinde cogaltilmistir. N. sylvestris bitkilerinde ¢ogaltilan virlis izolati
mekanik inokulasyon yontemi ile 4-6 yaprak donemindeki biber fidelerinin

enfektelenmesinde kullaniimistir.

3.2.2. Mekanik inokulasyon yontemi

Calismada biyolojik ve molekiiler tanis1 yapilmig saf CMV tiitiin bitkisinde
cogaltilacaktir CMV’nin tiitiin bitkisinde c¢ogaltilmasinda ve biber bitkilerine
inokulasyonun da mekanik inokulasyon yontemi kullanilmistir (Louws vd., 2001;
Kang ve Buchenauer, 2001; Bokshi vd., 2003; Baysal vd., 2003). CMV’li tiitiin
yapraklar1 havanda 1:5 oraninda (W/V) 0.01 M Fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4)
icerisinde ezilmistir. Elde edilen 6zsuya eldiven giyilmis isaret parmag batirilmis ve
karborandum tozu serpilmis biber bitkilerinin yapraklarina siiriilmek suretiyle viriis

mekanik olarak asilanmistir.

3.2.3. Serolojik Testler

Serolojik calismalarda ‘Double Antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay’ (DAS-ELISA) yontemi kullanilmistir (Clark ve Adams,
1977). Mekanik inokule edilen biber bitkileri 6rnekleri ve araziden alinacak Physalis

spp. bitkileri, Cucumber Mosaic Virus (CMV)viriisiine kars1 testlenmistir.

3.2.4. Test Orneklerinin Hazirlanmasi

Denemede kullanilan ve CMV ile inokule edilen tiim biber bitkileri
inokulasyondan 15 giin sonra CMV i¢in teslenmistir. Herbir biber bitkisinin geng
yapraklarindan 0.2 g tartilmis, buz dolu kaplarda bekletilen steril porselen havan
icerisinde 1:10 hacimde PBS ekstraksiyon tampon ile iyice ezilmistir. Tampon
¢ozelti ile homojen edilen bitki ekstraktlar1 temiz plastik tiipler icerisine aktarilmas,
ornek numaralar1 yazilarak buz dolu kaplar veya buzdolabinda testleme islemi

gerceklestirilinceye kadar bekletilmistir.

3.2.5. DAS-ELISA Testinin Uygulanmasi

Antijen spesifik poliklonal IgG, kaplama tampon ¢ozeltisi iginde,

antiserumlarin temin edildigi ticari firmalarin tespit etmis oldugu oranlarda
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sulandirilacak ve mikrotiter plateler iizerindeki cukurlar herbirine 100ul olacak

bigimde kaplanmustir.

Kaplanan plateler 37°C’de 2 saat bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda,
yikama tampon ¢o6zeltisiyle li¢ kez lic dakika araliklarla yikanip, kagit havlular

tizerinde 1yice kurulmustur.

Onceden ekstrakte edilmis yaprak ornekleri 100ul/cukur olacak bigimde
ELISA platelerinde her 6rnek i¢in iki adet ¢ukur doldurmak suretiyle eklenmistir.
Platelere testlenecek ornekler haricinde pozitif (hasta), negatif (saglikl) ve tampon
¢Ozelti kontrolleri de konulmustur. Daha sonra 4°C’de gece boyunca 16 saat

brrakilmistir.

Platelar daha 6nce belirtildigi gibi yikanmistir. Enzim-antibody konjugati her
cukura 100 pl gelecek bi¢imde uygun oranlarda konjugasyon tampon ¢ozeltisiyle

sulandirilarak konulmus ve 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kaplar yikama tamponuyla yikanmistir.
Substrat tampon c¢ozeltisiyle taze hazirlanan enzim-substrati 0.75 mg/ml
konsantrasyonunda herbir c¢ukura konulmustur. Bu asama oda sicakliginda
sirdiiriilmiistiir. Pozitif kontrollerde renk sariya dondiigiinde MIB-A5111950
Multiskan Skyhigh Microplate Spectrophotometer ile 405 nm de okumalar yapilmis
ve absorbans orani saglikli kontroliin iki kat1 olanlar viriisle bulasik olarak kabul
edilmistir (Clark ve Adams, 1977).

3.2.6. Deneme bitkilerinin yetistirilmesi ve deneme deseninin olusturulmasi

Denemede kullanilan biber ¢esidi 1;1 oraninda torf ve perlit igeren 17x17x17
cm ebatlarindaki saksilara birer adet olmak iizere ekilmistir. Aragtirma tesadiif
bloklar1 deneme desenine gore 6 tekerriirlii olarak yiirlitiilmiistiir. Denemede bitkilere
18X18X18+ Mikro element iceren gilibreden her sulama suyunda bitki basina giinliik
lgr olacak bigimde verilmistir. Bitkiler 3000 lix 151k siddetinde 26 °C’de kontrollii
sartlarda yetistirilmistir. Thtiya¢ halinde bitkiler diizenli olarak sulanmistir (Bokshi
vd., 2003).

Mikronize CaCO; (MC) 3gr/lt dozda 10 giin ara ii¢ defa uygulanmistir.
Uygulamalara bitki boylar1 yaklasik 10 cm’ye ulastiginda baslanmistir. Tekerriirler

asagidaki bigimde olusturulmustur.
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1-) Birinci uygulamayi, viriisiin tasinmasinda kullanilan tampon ¢o6zelti

inokule edilmis saglikli biber bitkileri olusturmustur (Kontrol).

2-) Ikinci uygulamay1 biber bitkileri iizerine sadece CMV inokule edilen
bitkiler olugturmustur (CMV).

3-) Ugiincii uygulamay viriis inokiile edilmeden, yine 10 giin arayla 3 kez

mikronize CaCOj; uygulanan bitkiler olusturmustur (3MC).

4-) Bu gruptaki bitkiler iizerine viriis inokule edildikten 10 giin sonralQ giin

arayla 3 kez mikronize CaCO; uygulanan bitkiler olusturmustur (CMV+3MC).

5-) Bu gruptaki bitkileri; 3 kez mikronize CaCO; uyguladiktan 10 giin sonra
CMV inokule edilen bitkiler olusturmustur (3MC+CMV).

3.2.7. Biyokimyasal Analiz Calismalar:

Tiim uygulama goérmiis ve gormemis biber yapraklarindan toplam klorofil,
peroksidaz (POX), katalaz (CAT), protein, lipit peroksidaz (MDA), jasmonik asit
(JA), salisik asit (SA) analizleri yapilmistir.

3.2.8. Bitkilerde Klorofil analizi

Arnon (1949) metoduna gore klorofil tayini gerceklestirilmistir. Enfekte
bitkilerden alinan 0.5 g yaprak Ornegi, 5 ml aseton-su (%80 v/v) karisiminda
homojenize edilmistir. Ardindan, karisim kagit filtre yardimiyla siiziilmiis ve 1s1k
gecirmeyen tiiplere aktarilmistir. Klorofil a konsantrasyonu, 663 nm’de; klorofil b
konsantrasyonu ise 645 nm’de, %80 aseton kontrolii karsisinda Slgiilmiistiir. Aseton
ekstratlarinda  klorofil konsantrasyonu, asagida verilen formiil kullanilarak

hesaplanmustir.
Toplam klorofil (mg/l) =20.2A645+8.02A663.5

3.2.9. Bitkilerde Peroksidaz (POX) Analizi

Peroksidaz aktivitesi, Cvikorova vd. (1994) tarafindan 6nerilen metodolojiye
gore Ol¢lilmistiir. 0.5 g yaprak 6rnegi, 10 ml 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 6.5)
icinde homojenize edilmistir. Elde edilen yaprak ekstraktindan 100 pl alinarak, 3 ml
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reaksiyon karisitmina eklenmistir. Bu karigim, 13 mM guaiacol, 5 mM H,0, ve 50
mM Na-fosfat tamponundan (pH 6.5) olusmaktadir. Reaksiyon, H,O,'nin ilavesiyle

baslatilmis ve peroksidaz aktivitesi, 470 nm'de ve 25°C'de Ol¢lilmiistiir.

3.2.10. Bitkilerde Katalaz Analizi

Katalaz enzimi aktivitesinin Ol¢iimli, Milosevic ve Slusarenko (1996)
metoduna dayal1 olarak gergeklestirilmistir. Bu yontemde, 50 pl bitki ekstrakt1 (0.5 g
bitki 6rnegi, 10 ml sodyum fosfat ¢ozeltisinde hazirlanmis) 2.95 ml reaksiyon
karigimina eklenmistir. Reaksiyon karisimi, 10 mM H,0,, 50 mM K-fosfat tampon
cozeltisi (pH 7.0) ve 4 mM Na2 EDTA icermektedir. Katalaz aktivitesine iligkin

Ol¢timler, 240 nm'de spektrofotometrik olarak yapilmstir.

3.2.11. Bitkilerde Protein Analizi

Protein miktari, Bradford (1976) yontemine gore belirlenmistir. Bu
prosediirde, 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 ml %95'lik etanol ile
¢Oziilmiis ve ardindan %85'lik 100 ml fosforik asit eklenerek bir litreye
tamamlanmistir. Protein icerigi yaklasik 10-100 pg arasinda olan 100 pl hacmindeki
bitki ekstraktlari, 5 ml Coomassie Blue c¢ozeltisiyle karistirilmis ve Orneksiz
Coomassie Blue c¢ozeltisi ile karsilastirilarak, 595 nm'de absorbans Olgiimleri

gergeklestirilmistir.

3.2.12. Lipit peroksidaz (MDA) analizi

Sariam ve Saxena (2000) metoduna dayanan bu prosediir, bitkilerde lipid
peroksidasyonunun  degerlendirilmesi amaciyla kullanilmistir.  Bu  yontem,
malondialdehit (MDA) seviyelerinin belirlenmesine odaklanmaktadir. Deney i¢in 0.5
g yaprak Ornegi, 10 ml %0.1 triklor asetik asit c¢ozeltisi ile homojenize edilip,
ardindan 10,000 g’da 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi, 1 ml siv1
ornegi alinip, iizerine 4 ml %5'lik tiobarbiturik asit eklenmistir. Elde edilen karigim,
95°C’de 30 dakika inkiibe edilip, ardindan buz igerisinde hizla sogutulmustur.
Sogutma isleminin tamamlanmasinin ardindan tiipler 10 dakika yeniden 10,000 g’da
santrifiij edilmistir. Karisimdan iist faz, mikropipet kullanilarak alinmis ve 532 nm
ile 600 nm dalga boylarinda absorbans 6l¢timleri yapilmistir. MDA seviyeleri, elde

edilen absorbans verileri kullanilarak asagidaki formiile gére hesaplanmaistir.

MDA (nmol g'1 fresh g) = [Extraction volume (ml) [(A532-A600) / (155
mmol L™ em™)]/ Sample quantity (g)] 103
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3.2.13. Jasmonik asit analizi

Jasmonik asit analizi Annigeri vd. (2011)’e gore yapilmistir. 1 g taze biber
bitkisi yapragi alinarak iizerine 10 ml etanol eklenmis ve 12 saat boyunca oda
sicakliginda karanlik bir ortamda bekletilmistir. Bu islem sonrasinda karisimlar filtre
kagitlarindan (Whatman No:1) siiziilmiistiir. Homojenize edilen karisimlardan 1 ml
alinarak 323 nm’de spektrofotometre (Epoch-Bio Tek) cihazinda okutulmustur. JA

konsantrasyonunun hesaplanmasinda mutlak etanol i¢inde ¢oziindiiriilmiis

farkli JA konsantrasyonlarindan hazirlanan standart egri kullanilmistir.

3.2.14. Salisilik asit analizi

Salisilik asit analizi, Rainsford (2004) tarafindan hazirlamis olan metoda gore
yapilmistir. Oncelikle 1 g taze biber bitkisi yaprak 6rnegi 10 ml etanol i¢inde 12 saat
boyunca oda sicakliginda karanlik bir ortamda bekletilmistir. Homojenize olan
cOzelti daha sonra 10000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant
kismindan 100 pl aliip %1°1ik 2.9 ml ferrik kloriir (FeCls) ile karistirilmigtir

Karigimin toplam hacmi daha sonra reaksiyon karisimi ile 3 ml’ye
tamamlanacaktir. Fe’® iyonu ile SA arasinda olusan pembe renkli karisim
spektrofotometre (Epoch-Bio Tek) cihazinda 540 nm'de Olgiilecektir. SA igerigi
etanol icinde hazirlanan 0-100 ppm arasindaki farkli SA konsantrasyonlari
kullanilarak hazirlanmistir. Bunun sonucunda SA standart egrisi olusturulmus ve

buna gore hesaplamalar yapilmistir.

3.3. istatistiksel Analizler

Biyokimyasal analizlerde elde edilen veriler ANOVA (tek yonlii varyans
analizi) kullanilarak Tukey Test Yontemi ile SPSS programi vasitasiyla analiz
edilmistir (P<0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Viriis izolatinin Cogaltilmasi

Liyofilize olarak alinan CMV izolat1 tiitiin (N. sylvestris) bitkisinde
cogaltilmistir. Mekanik olarak asilanan biber tiitiin bitkileri asilamadan beg giin sonra
damarlarda acilma ve asilamadan on bes giin sora ise sistemik mozaik simptomlari
olusturmustur (Sekil 4.1.). Olusan bu simptomlar viriisiin tiitiin bitkisinde ¢ogaldigini
ve deneme desenindeki biber bitkilerinin mekanik inokulasyon yontemi (MIY) ile

inokulasyonunda inokulum kaynagi olarak kullanilacagin1 gostermistir.

e

e ST -
Sekil 4.1. MIY ile inokule edilen tiitiin (V. sylvestris) bitkisinde olusan damar
acilmasi ve mozaik simptomlari

4.2. ELISA Testleri

Virlisiin mekanik inokulasyon yontemiyle ¢ogaltildig: tiitiin bitkileri, deneme
desenini olusturan ve mekanik inokulasyon yoOntemiyle inokule edilen biber
bitkilerinin tiimii inokulasyondan 15 giin sonra ELISA testinde CMV ne kars1 pozitif
sonu¢ vermistir. Kontrol olarak alinan biber bitkilerinin timii ise deneme sonuna
kadar ELISA testinde CMV’ye karsi negatif sonu¢ vermistir. Pozitif sonuglar biber
ve tiitlin bitkilerinin CMV ile bulastirildigini, hasat zamanina kadar kontrol
bitkilerinin negatif olarak bulunmasi ise bu bitkilerin viriisle bulasik olmadigini

gostermistir.

4.3. Biber Bitkisinde Biyokimyasal Degisimler

Bu calismada Mikronize Kalsitin CMV stresi altinda bulasik biber bitkisi

fizyolojisinde meydana getirdigi biyokimyasal degisimler incelenmistir. Tim
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uygulama goérmiis ve gormemis yapraklardan 65 gilin sonra (Sekil 4.2) klorofil,
protein, lipit peroksidaz, katalaz, peroksidaz, salisilik asit ve jasmonik asit enzim

analizleri yapilmustir.

Sekil 4.2. CMV ile enfekteli ve MC uygulanmis biber bitkilerinin 65. giindeki
durumu (Soldan saga dogru;1: kontrol, 2:CMYV infekteli, 3: 3MC uygulanmus, 4:
CMYV enfekteli 3MC uygulanmis, 5:3MC+CMV uygulanmis).

4.3.1. CMV Etmeninin Toplam Klorofil Miktarina Etkisi

Calismada CMV etmeni ile enfekteli, MC uygulanmis ve kontrol grubundaki
saglikli yapraklar arasindaki toplam klorofil iceriginde onemli farkliliklar elde
edilmistir (P<0.05). Klorofil igerigi CMV ile enfekteli yapraklarda diisiik seviyelerde
seyrederken, saglikli kontrol ve MC grubunda daha yiiksek seviyelerde oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.3)

2.50 1

2.00 -

::::i:—:—lﬂ-

1.50 4

1.00 A

0.50 -

Klorofil (mg g! taze agirhk)

CMV | 3MC " OMVSMC Kontol
Uygulamalar

Sekil 4.3. CMV ile infekteli, MC uygulanmis ve kontrol bitkilerinde toplam klorofil

icerigi (CMV= Hiyar Mazaik Viriisii, MC= mikronize kalsit)

0.00

3MC+CMV
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Fitoplazma ile enfekteli badem, antepfistigi, asma, elma ve misirda klorofil
iceriginin azaldig1 daha Onceki g¢alismalarda bildirilmistir (Akkurak vd., 2024).
Enfekteli bitkilerde fotosenteze etki eden genlerin baskilanarak klorofil iceriginde
azalma meydana geldigi rapor edilmistir (Hernandez-Hernandez vd., 2019; Hull,
2014). Akkurak vd. (2022) antepfistiginda yaptiklar1 c¢alismada fitoplazma
enfeksiyonun bitkide kloroplast ve klorofil mekanizmasini bozdugunu ve bunun

klorofil miktarini azalttigini bildirmislerdir.

4.3.2. CMV Etmeninin Protein I¢erigine Etkisi

Biber yapraklarinda protein igeriginin CMV uygulanmis, MC uygulanmis ve
kontrol grubundaki saglikli yapraklar arasindaki toplam protein iceriginde dnemli
farkliliklar elde edilmistir (P<0.05). CMV hastalik etmeni uygulanmis bitkilerde

kontrol grubuna kiyasla yapraklarda protein igeriginde azalma oldugu belirlenmistir

Saglikli, MC uygulanmis bitkiler ve CMV bulagik bitkiler kontrol grubuna
kiyasla hastalik etmeni ile enfekteli biber yapraklarda protein iceriginde azalma
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4).

2.50 A

e
=3
=

._.
n
o

—

(=
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1

o
W
S

Protein (mg g! taze agirhk)

e
=
S

6MC CMV+3MC | Kontrol
ygulamalar

Sekil 4.4. CMV ile infekteli, MC uygulanmis ve kontrol bitkilerinde toplam protein
icerigi (CMV= Hiyar Mazaik Viriisii, MC= mikronize kalsit)

3MC+CMV CMV

Farkl1 hastalik etmenleri konukgu bitkide ¢oziilebilir proteinin bozulmasina
yol acarak azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Abbas vd., 2017). Fitoplazma
enfeksiyonunun protein igeriginde azalmaya neden oldugu daha once antepfistigi,
bademde ve yoncada bildirilmistir (Akkurak vd., 2024).
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Bu calismadakine benzer bulgular fitoplazma ile bulasik susamda rapor
edilmistir (Najar vd., 2019). Prolin bir aminoasit olup stres mekanizmasiyla yakindan
iliskilidir. Fitoplazma enfeksiyonuyla artan prolin miktarinin hastaligin etkilerini

Olgmede iyi bir belirleyici oldugu rapor edilmistir (Dikilitas vd., 2020).

4.3.3. CMV Etmeninin Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesine Etkisi

Biber yapraklarinda CMV enfeksiyonun Peroksidaz enzim aktivitesinde MC
uygulanmis ve saglikli kontrol grubuna kiyasla 6nemli degisiklere neden oldugu
belirlenmistir (P<0.05). Saglikli ve sadece MC uygulanmis bitkilerde POX enzim
iceriginde azalma, CMV ile enfekteli biber yapraklarinda artma egiliminde oldugu

tespit edilmistir (Sekil 4.5.).

Benzer sekilde Ayvaci vd. (2022), yoncada Ca. P. australasia enfeksiyonuyla

peroksidaz enzim aktivitesinde dnemli diizeyde artis oldugunu bildirmistir

0.60 -

0.50 -

0.40 -

0.30 -

0.20 A

0.10 A

POX (unite/mg protein)

0.00 . . . .

3MC+CMV CMV 3MC CMV+3MC Kontrol
Uygulamalar

Sekil 4.5. CMV ile infekteli, MC uygulanmis ve kontrol bitkilerinde toplam

peroksidaz igerigi (CMV= Hiyar Mazaik Viriisii; MC= mikronize kalsit)

4.3.4. CMV Etmeninin Katalaz Enzim Aktivitesine EtKisi

Biber yapraklarinda Alternaria enfeksiyonunun katalaz enzim aktivitesini
onemli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0.05). Alternaria ile enfekteli biber
yapraklarinda katalaz enzimi artarken, saglikli kontrol grubunda azalma oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. CMV ile infekteli, MC uygulanmis ve kontrol bitkilerinde toplam katalaz

icerigi (CMV= Hiyar Mazaik Viriisii; MC= mikronize kalsit)

Genellikle katalaz enzimi stres kosullarinda yiikselir (Magbanua vd., 2007).
Serbest radikal saldirilarina karsi katalaz enzimi, koruma saglama kabiliyetine sahip

onemli enzimlerden biridir (Ighodaro ve Akinloye, 2018).

4.3.5. CMV Etmeninin Lipit Peroksidaz (MDA) Enzim Aktivitesine Etkisi

Biber yapraklarinda CMV enfeksiyonunun MDA enzim aktivitesini 6nemli
diizeyde arttirdig tespit edilmistir (P<0.05). CMV ile enfekteli biber yapraklarinda
MDA enzimi artarken, saglikli kontrol grubunda azalma oldugu belirlenmistir.
Saglikli ve sadece MC uygulanmis bitkilerde MD enzim igeriginde azalma, CMV ve
MC uygulanmis enfekteli patates yapraklarinda artma egiliminde oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.7).
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3MC+CMV CMV 3MC CMV+3MC Kontrol
Uygulamalar

Sekil 4.7. CM ile infekteli, MC uygulanmis ve kontrol bitkilerinde toplam Lipit
Peroksidaz (MDA) igerigi (CMV= Hiyar Mazaik Viriisii; MC= mikronize kalsit)
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4.3.6. CMYV Etmeninin Salisilik Asid (SA) Enzim Aktivitesine EtKisi

Biber yapraklarinda CMV enfeksiyonunun SA enzim aktivitesini dnemli
diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0.05). CMV ile enfekteli biber yapraklarinda
SA enzimi artarken, saglikli kontrol grubunda azalma oldugu belirlenmistir. Saglikli
ve sadece MC uygulanmis bitkilerde SA enzim igeriginde azalma, CMV ve
CMVA+MC uygulanmis enfekteli patates yapraklarinda artma egiliminde oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. CM ile infekteli, MC uygulanmig ve kontrol bitkilerinde toplam salisilik
asit (SA) icerigi (CMV= Hiyar Mazaik Viriisii; MC= mikronize kalsit)

Literatiirdeki mevcut veriler, SA’in biber bitkilerinde hastaliklara kars1 etkili
bir savunma mekanizmasi olusturabilecegini gostermektedir. Bulasik bitkilerde

savunma mekanizmalarini gii¢lendirerek kontrole gore artis gostermistir (Sekil 4.8).

4.3.7. CMV Etmeninin Jasmonik Asid (JA) Enzim Aktivitesine Etkisi

Patates yapraklarinda CMV enfeksiyonunun JA enzim aktivitesini dnemli
diizeyde arttirdigr tespit edilmistir (P<0.05). CMV ile enfekteli ve CMV+MC
uygulanmis biber yapraklarinda JA enzimi artarken, saglikli kontrol grubunda

azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. CM ile infekteli, MC uygulanmis ve kontrol bitkilerinde toplam jasmonik
asit (JA) icerigi (CMV= Hiyar Mazaik Viriisii; MC= mikronize kalsit)

Literatiirdeki mevcut veriler, CaCOs’1n biber bitkilerinde CMV hastali§ina
kars1 etkili bir savunma mekanizmasi olusturabilecegini gdstermektedir. CaCOs,
bitkilerde pH diizenlemesi yaparak ve savunma mekanizmalarini giiclendirerek
hastalikla miicadelede rol oynayabilir. Ancak, CaCO;’1n etkilerinin daha kapsaml
bir sekilde anlasilabilmesi i¢in, farkli uygulama dozlari, zamanlamalar1 ve uygun

cevresel kosullar altinda yapilan daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.

4.3.8. Farkh Biyokimyasal ve Fizyolojik Parametreler Arasindaki Korelasyon

Klorofil ve protein, saglikli fizyolojik durum gostergeleri olup, oksidatif stres
belirtegleri olan MDA, POX, CAT ile genellikle negatif iligkili bulunmustur. JA ve
SA, stres kosullarinin yanit1 olarak yer almaktadir. JA'nin POX ile kuvvetli negatif
korelasyonu, iki farkli savunma yolunun (jasmonat vs. peroksidaz tabanli) karsit
isleyebilecegini diisiindiirebilir. SA ile MDA arasinda pozitif iliski, salisilik asidin
oksidatif stres yanitinda 6énemli rol oynadigini desteklemektedir (Sekil 4.10).

Variables Toplam Protein CAT MDA POX SA JA
Klorofil
Toplam 1
Klorofil
Protemn 0.742 1
CAT -0.441 -0.339 1
MDA -0.643 -0.629 0.494 1
POX -0.735 -0.411 0329 0.408 1
SA -0.197 -0.441 0.339 0.708 -0.317 1
JA 0358 0.167 -0.012 0.027 -0.849 0.688

Sekil 4.10. Farkli biyokimyasal ve fizyolojik parametreler arasindaki korelasyon
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5. TARTISMA

Korofil analizinde yer alan bulgular, CMV (Cucumber Mosaic Virus)
enfeksiyonunun bitki fizyolojisi lizerindeki etkilerini ve ii¢ kez uygulanan mikronize
kalsit (3MC) tedavisinin bu etkilere kars1 potansiyel koruyuculugunu gostermektedir.
CMV enfeksiyonu ile muamele edilen bitkilerde, kontrol grubuna kiyasla belirgin
fizyolojik stres belirtileri gozlemlenmistir. Bu durum, viriisiin bitkinin fotosentetik
kapasitesini  diislirdligiinii.  ve genel biyokimyasal dengeleri bozdugunu
gostermektedir (Hull, 2014).

3MC uygulamasinin, viriis enfeksiyonunun neden oldugu olumsuz etkileri
kismen hafiflettigi goriilmektedir. Ozellikle 3MC + CMV grubundaki bitkilerde,
sadece CMV uygulananlara gore daha yiiksek klorofil diizeyi ve daha dengeli
bliylime egrileri gézlemlenmistir. Bu bulgu, mikronize kalsitin CMV enfeksiyonuna
kars1 bitki direncini artirabilecegini ve indiiklenmis sistemik direng (ISR)

mekanizmalarini aktive edebilecegini diisiindiirmektedir (Walters vd., 2013).

Klrofil analizi grafik verileri 3MC uygulamasinin tek basina da bitki
gelisimini destekledigini ortaya koymaktadir. Bu durum, kalsit uygulamasinin sadece
stres kosullarinda degil, ayn1 zamanda normal kosullarda da bitki performansini
artirabilecegini gostermektedir. Mikronize kalsitin yaprak yiizeyinde koruyucu bir
tabaka olusturarak hem abiyotik hem de biyotik stres faktorlerine karsi fiziksel bir

bariyer islevi gorebilecegi diisliniilmektedir.

Bu ¢alismada, Ug Defa Mikronize Kalsit (3MC) uygulamasinim, Cucumber
Mosaic Virus (CMV) enfeksiyonuna karsi biber bitkilerinde olusturdugu etkiler
incelenmistir. Bulgular, 3MC uygulamasinin bitkinin fizyolojik performansin

olumlu yonde etkiledigini géstermektedir.

3MC uygulamasi yapilan bitkilerde, hastalik siddeti belirgin sekilde
azalmistir. Bu bulgular, kalsiyum karbonatin 6zellikle yaprak ylizeyinde fiziksel bir
bariyer olusturarak wvirlis partikiillerinin penetrasyonunu engelleyebilecegini
gostermektedir (Kumar vd., 2020). Ayn1 zamanda, mikronize kalsitin iyon salinimi

sayesinde bitkisel savunma mekanizmalarinin aktive oldugu diistiniilmektedir.

Fotosentez pigmentleri (klorofil a, klorofil b ve karotenoidler) agisindan
degerlendirildiginde, 3MC uygulamasi bu parametrelerde anlamh artis saglamistir.

CMV enfeksiyonunun, fotosentez enzimleri ve pigment sentez yollar1 lizerinde
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baskilayict etkiler olusturdugu bilinmektedir (Zaitlin ve Palukaitis, 2000). Ancak,
kalsiyum uygulamasi ile fotosentetik kapasitenin korunmasi ve virlis kaynakli

oksidatif stresi azaltma potansiyeli literatiirde desteklenmektedir (White ve Broadley,
2003).

Bu bulgular, mikronize kalsitin bitkide hem fiziksel koruma hem de
biyokimyasal savunma aktivasyonu sagladigim ortaya koymaktadir. Ozellikle
kalsiyumun hiicre duvari stabilitesi ve sinyal iletimindeki rolii, bitkisel patojen
savunmasinda kritik bir faktordiir (Hepler, 2005).

Daha once yapilan calismalar, nano ve mikronize partikiill formundaki
kalsiyum bilesiklerinin viral hastaliklara kars1 indiikleyici etki gosterebildigini
bildirmistir. Ornegin, Abbas vd. (2017), domates bitkilerinde nano-CaCOs
uygulamasinin TYLCV viriisiine kars1 antiviral etki sagladigimi gdstermistir. Bu
baglamda, mevcut c¢alismada kullanilan 3MC uygulamasinin benzer savunma

yanitlarini biber bitkisinde de olusturdugu sdylenebilir.

CMV enfeksiyonu uygulanmis biber bitkilerinde ve buna ek olarak {li¢ defa
mikronize kalsit (3MC) uygulanan bitkilerde peroksidaz (POX) enzim
aktivitesindeki degisim karsilastirmali olarak sunulmustur. CMV uygulanan
bitkilerde POX aktivitesinde belirgin bir artis gozlemlenirken, bu artisin 3MC
uygulanan bitkilerde daha yiiksek diizeye ulastigi goriilmektedir. Bu durum, POX
enziminin bitkisel savunma mekanizmasindaki merkezi roliinii ve mikronize kalsitin
bu yanit1 daha da giiclendirebildigini ortaya koymaktadir. Peroksidaz, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) detoksifikasyonunda gorev almakta olup, ayni zamanda lignin
sentezi yoluyla hiicre duvarini giiclendirerek patojen girisini engeller (Passardi vd.,
2005).

Mikronize kalsit uygulamasinin POX aktivitesini artirmasi, indiiklenmis
sistemik diren¢ (ISR) mekanizmasinin devreye girdigini diisiindiirmektedir. ISR,
genellikle kalsiyum sinyallemesiyle baglantilidir ve bu tiir mineral uygulamalariyla
aktive olabilir (Hepler, 2005). Ayrica, kalsiyum iyonlar1 oksidatif stres sinyallerini
modiile ederek POX ve benzeri savunma enzimlerinin gen ekspresyonunu artirir
(Demidchik vd., 2014).

Bu bulgular, mikronize kalsit uygulamasinin yalnizca fizyolojik degil, ayni
zamanda biyokimyasal diizeyde de koruyucu rol iistlendigini ve POX aktivitesi

tizerinden CMV’ye karsi savunma yanitini pekistirdigini gostermektedir.
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Hiyar Mozaik Viriisii (CMV) ile enfekte edilen biber bitkilerinde katalaz
(CAT) enzim aktivitesi, bitkinin oksidatif stres yanitinin bir gostergesidir. Viriis
enfeksiyonlari, bitkide reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimine yol agmakta ve bu
durum savunma mekanizmalarim  tetiklemektedir  (Hull, 2014). CMV
enfeksiyonunun ardindan CAT aktivitesindeki degisimler, bitkinin patojenle

miicadele kapasitesi ile iliskilendirilebilir.

Uc defa mikronize kalsit (3MC) uygulamast ise bitkinin mineral beslenmesini
diizenleyerek stres toleransimi artirabilir. Kalsiyum bilesenleri, hiicre duvari
stabilitesi ve sinyal iletim mekanizmalarinda kritik rol oynamakta, ayrica enzim
aktivitesini dolayli olarak etkilemektedir (White ve Broadley, 2003). Bu nedenle
3MC uygulamasi, CMV’nin neden oldugu oksidatif stresin hafifletilmesinde katalaz

aktivitesini optimize edebilir.

Bu nedenle, CMV ve 3MC uygulamalar birlikte degerlendirildiginde, katalaz
aktivitesindeki degisim hem biyotik stresin etkisini hem de mineral takviyesinin bu
etkiyi modiile etme kapasitesini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, bitki stres
biyolojisi ve viriis-bitki etkilesimleri {izerine yapilan ¢alismalarla uyumludur (Miller
vd., 2010; Ding vd., 2022).

Hiyar Mozaik Viriisi (CMV) ile enfekte edilen biber bitkilerinde
malondialdehit (MDA) diizeyleri, hiicre zarlarindaki lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir. Viriis kaynakli biyotik stres, bitkilerde reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) birikimine yol acar ve bu durum membran yapilarinda
oksidatif hasara neden olur (Hull, 2014; Sharma vd., 2012). CMV enfeksiyonu
sonrasinda MDA seviyelerindeki artis, hiicre zarmin yapisal biitiinligliniin

bozuldugunu ve oksidatif stresin siddetlendigini gostermektedir.

Ug defa mikronize kalsit (3MC) uygulamasi, kalsiyum destegi saglayarak
bitki stres toleransini gii¢lendirebilir. Kalsiyum iyonlari, membran stabilitesini
koruma, sinyal iletimi ve antioksidan savunma sistemlerinin diizenlenmesinde kritik
rol oynamaktadir (White ve Broadley, 2003). Kalsit uygulamasi, CMV’nin neden
oldugu oksidatif zarar1 azaltarak MDA birikimini sinirlayabilir. Sonug¢ olarak, CMV
enfeksiyonu ile MDA seviyelerinde artis gozlenirken, 3MC uygulamasi bu artisi
baskilayict bir etki gosterebilir. Bu durum, mineral uygulamalarinin bitki savunma
mekanizmalarin1 ~ gliclendirerek  biyotik stresin  etkilerini  hafifletebilecegini
destekleyen ¢alismalarla uyumludur (Demidchik vd., 2014; Ding vd., 2022).
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CMV (Cucumber mosaic virus; Hiyar Mozaik Viriisii) ile inokiile edilmis
biber bitkilerinde ve 3MC (ii¢ defa mikronize kalsit uygulamasi yapilmis) biber
bitkilerinde salisilik asit (SA) diizeylerindeki degisimler gdsterilmektedir. CMV
uygulamasi sonucunda SA konsantrasyonunda belirgin bir artis gézlenmektedir. Bu
artis, viral patojene kars1 bitkide sistemik kazanilmis direng (SAR) mekanizmasinin
aktive oldugunu gostermektedir. SAR aktivasyonu, patojen algisi sonrasit SA birikimi
ile iliskili olup PR (pathogenesis-related) proteinlerinin ekspresyonunu uyararak
bitkinin hastaliklara karsi toleransini artirir (Vlot vd., 2009; Durner ve Klessig,
1997).

Ug defa MC uygulanan biber bitkilerinde de SA seviyesinde yiikselme tespit
edilmistir. Bu durum, kalsit uygulamasmin bitkinin savunma yanitlarini dolayl
olarak uyardigmi diistindiirmektedir. Kalsiyum karbonat esashi kalsit, bitki
metabolizmasinda sinyal yolaklari etkileyerek stres tepkilerini modiile edebilir
(Poovaiah vd., 1987). Bu baglamda, 3MC uygulamasi SA diizeylerinde artis
saglayarak, CMV’ye karsi diren¢ mekanizmalarinin giiclendirilmesine katkida

bulunabilir.

CMV (Cucumber Mosaic Virus; Hiyar Mozaik Viriisii) ile inokiile edilmis
biber bitkilerinde ve 3MC (ii¢ defa mikronize kalsit uygulanmis) biber bitkilerinde
jasmonat asit (JA) diizeylerindeki degisimler gosterilmektedir. CMV uygulamasi
sonrasinda JA seviyelerinde belirgin bir artis gozlenmistir. Bu artis, bitkinin viral
patojene karsi savunma mekanizmasinin aktive oldugunu ve jasmonat sinyal yolunun
stres tepkilerinde onemli bir rol oynadigim1 gostermektedir (Wasternack ve Hause,
2013).

Ug defa MC uygulanan biber bitkilerinde de JA diizeylerinde artis tespit
edilmistir. Bu durum, kalsit uygulamasinin bitki savunma sistemini dolayli olarak
uyardigimi diisiindiirmektedir. Kalsiyum karbonat esashi kalsit uygulamalari, hiicre
sinyal iletimini etkileyerek stres yanitlarin1i modiile edebilir ve JA ile iligkili savunma

yolaklarinin etkinlesmesini saglayabilir (Poovaiah vd., 1987).

Korelasyon grafigi, c¢alismada Olgiilen fizyolojik ve biyokimyasal
parametreler arasindaki iligkileri ortaya koymaktadir. Pozitif korelasyon katsayisina
sahip degisken ciftleri arasinda dogrudan orantil bir iliski oldugu; negatif korelasyon
katsayisina sahip degisken ciftleri arasinda ise ters orantili bir iligki bulundugu

goriilmektedir. Ornegin, CMV (Cucumber Mosaic Virus) uygulamasi sonrasi
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salisilik asit (SA) ve jasmonat asit (JA) diizeyleri ile patogenez iligkili protein (PR
proteinleri) ekspresyonu arasinda anlamli pozitif korelasyonlar tespit edilmistir. Bu
durum, viral enfeksiyonun savunma hormonlari ile iliskili biyokimyasal yanitlari
artirdigin1 gostermektedir (Vlot vd., 2009; Wasternack ve Hause, 2013).

Negatif korelasyonlar incelendiginde, bliylime parametreleri ile stres
belirtegleri arasinda ters yonlii iligkiler gozlenmistir. Bu, artan stres yanitlarinin
bitkinin gelisimsel sliregleri iizerinde baskilayici bir etki olusturdugunu
desteklemektedir (Mittler, 2002).
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6. SONUCLAR

CMV hastalik etmeni ve Mikronize Kalsit uygulanmis biber yapraklarinda
meydana gelen biyokimyasal etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada asagidaki sonuglar

elde edilmistir;

Biber yapraklarinda tipik CMV hastalik etmeninin belirtileri olan damarlarda

sararma ve bodurlagsma saptanmaistir.

CMV enfeksiyonunun biber yapraklarinda sebep oldugu biyokimyasal

tepkimeler incelenmistir.

Saglikli yapraklara kiyasla CMV ile enfekteli biberPatates yapraklarinda
enzim aktivitesi (Peroksidaz; POX ve Katalaz: CAT) artis gosterirken; protein igerigi

azalig gostermistir.

Toplam klorofil igeriginin CMV enfekteli biber yapraklarinda O6nemli

miktarda azaldig1 belirlenmistir.

Saglikli ve sadece MC uygulanmis bitkilerde POX enzim igeriginde azalma,

CMV ile enfekteli biber yapraklarinda artma egiliminde oldugu tespit edilmistir.

Klorofil icerigi CMV ile enfekteli yapraklarda diisiik seviyelerde seyrederken,
saglikli kontrol ve MC grubunda daha yiiksek seviyelerde oldugu belirlenmistir.

Saglikli, MC uygulanmis ve kontrol grubuna kiyasla hastalik etmeni ile

enfekteli biber yapraklarda protein iceriginde azalma oldugu belirlenmistir.

Saglikli ve sadece MC uygulanmis bitkilerde katalaz iceriginin diistiigi,

enfekteli yapraklarda ise katalaz igceriginin artig egiliminde oldugu saptanmaistir.
Saglikli ve sadece MC uygulanmig bitkilerde MD enzim igeriginde azalma,

CMV ve MC uygulanmis enfekteli patates yapraklarinda artma egiliminde oldugu
tespit edilmistir
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7. ONERILER

Bu calisma ile biberde CMV hastalik etmenin meydana getirdigi protein,
klorofil igerigi ve antioxidant enzimlerin degisimi ilk kez arastirilmistir. Buna ilave
olarak mikronize kalsit uygulanmis biber yapraklarinda CMV etmeninin
biyokimyasal tepkilerinin bilinmesi dayaniklilik ve kontrol stratejilerinin

gelistirilmesinde 6nemli ipuglar1 saglayacag diisiiniilmektedir.

CaCOs, bitki hiicrelerinde kalsiyum sinyalizasyonunu etkileyerek dogal
bagisiklik tepkilerini giiclendirebilir. Kalsiyum sinyalleri, viriislere karsi savunma

mekanizmalariin kurulmasi i¢in gerekli olabilir.

CaCOs nanopartikiilleri, savunma ile ilgili ikincil metabolitlerin iiretimini
artirabilir. Bu bilesikler, bitkilerin patojenlere karsi savunmasinda onemli rol

oynayabilir.

Kalsiyum, hiicre duvari1 yapisinda énemli bir elementtir. CaCOs uygulamasi,

hiicre duvarimi gii¢lendirerek viriisiin hiicreler aras1 hareketini kisitlayabilir.

CaCOs; mikro ve nanopartikiilleri, viriis partikiillerini dogrudan inaktive
edebilir.

Kalsiyum sinyalizasyonu, salisilik asit birikimini tesvik ederek sistemik

kazanilmis direnci indiikleyebilir, bu da bitkinin viriislere kars1 genel direncini

artirabilecegi ongoriilmektedir.
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