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Oz: Tiirkiye’de Trabzon hurmasi yetistiriciligi ¢ok eski tarihlerden beri yapilmasma karsin yeterli gelisme
saglanmamistir. Bunun baslica nedeni buruk olmayan cesitlere yeterli ilgi gosterilmemesidir. Ekonomik agidan
o6nemli buruk olmayan ¢esitlerin (PCNA ve PVNA grubu ¢esitler) 6nemli bir sorunu fidancilik asamasindan itibaren
goriilmeye baslanan anag¢ ve kalem uyusmazligidir. Buruk olmayan gesitlerin yetistiriciliginin artmasi i¢in uyusma
acisindan sorun goéstermeyen anaglara gereksinim duyulmaktadir. Bu calisma Diospyros lotus anaci iizerine
agilanmis baz1 Trabzon hurmasi ¢esitlerinin as1 uyusma durumlar1 peroksidaz enzim profilleri incelemek suretiyle
ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alismada O’Gosho, Matsumoto Wase Fuyu, Jiro, Hachiya ve Harbiye ¢esitleri yonga goz
agis1 yapilarak asilanmistir. Peroksidaz profillerinin arastirilmasi i¢in asilamadan 4, 8 ve 12 hafta sonra asi
noktasindan, agilanmamig Diospyros lotus anaglarindan ve 5 Trabzon hurmasi ¢esidinin yillik siirgiinlerinden kabuk
ornekleri toplanmistir. Alinan 6rneklerin peroksidaz aktiviteleri nisasta jel elektroforezi ile ortaya cikarilmigtir.
Buruk olan ve olmayan ¢esitlerin peroksidaz aktiviteleri arasinda farkliliklar oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Diospyros, uyusmazlik, elektroforez

Investigation of Peroxidase Activity Differences of Persimmon (Diospyros kaki L.)
Varieties Grafted on Caucasian Persimmon (Diospyros lotus L.)

Abstract: Persimmon growing is not well developed in Turkey although it is ancient fruit species. The main reason
for unsuccessful growing is limited knowledge for non astringent varieties. One of the main problem in PCNA and
PVNA persimmon growing is rootstock / scion graft incompatibility. Compatible roostocks are needed for
improvement of non astringent persimmon varieties. In this experiment peroxidase enzyme profiles were investigated
for determination of roostock incompatibility between Diospyros kaki grafted on Diospyros lotus seedlings. Fort this
purpose O’Gosho, Matsumoto Wase Fuyu, Jiro, Hachiya and Harbiye varieties from different groups of commercial
persimmon varieties were grafted by chip budding. Bark samples were collected from the varieties 4, 8 and 12 weeks
later from grafting union. Also ungrafted caucasion persimmon and shoots of persimmon varieties were used.
According to the obtained results, peroxidase profiles were changed among astringent and non-astringent varieties.

Keywords: Diospyros, incompatibility, electrophoresis

1. Giris gormektedir.  Yapilan c¢aligmalarla, Trabzon
Trabzon hurmasi (Diospyros kaki L.) ilman ve ~ hurmasi ¢esitlerinin ¢ogaltilmasinda en uygun
subtropik  iklim  kusaklarinda  yetistiriciligi ~ yOontemin uygun bir anag¢ f{izerine asi oldugu

yapilabilen ve iilkemizin meyvecilik bolgelerinde
onemi giderek artan bir tiirdiir. Ulkemizde, son
yillarda bagta Akdeniz bdlgesi olmak {izere
kapama Trabzon hurmasi bahgeleri yildan yila artig

gostermekte ve dreticiler tarafindan  ilgi
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fidam
yetistiriciliginde 5 degisik Diospyros tiirli anag

gOrliilmustiir. Trabzon hurmasi
olarak kullanilabilmesine karsin, uyusmazliklar ve

farkli ana¢ performanslari nedeniyle D. kaki, D.
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lotus ve D. virginiana tiirleri en sik kullanilan
anaglar durumundadir (Yonemori ve ark., 2000).
Trabzon hurmasi anag kullanimi gerektiren bir
tiir olmasina karsin, anag¢ uyusmazliklari nedeniyle
cesitler arasinda biyiik farkliliklar bulunmaktadir.
Glinlimiizde hurma g¢esitleri i¢in sadece ¢ogiir
anaglar1 (D. kaki, D. lotus ve D. virginiana)
kullanilmaktadir. Japonya basta olmak iizere gogu
ilkede kullanilan D. kaki ¢ogiirleri bu tiir
bakimindan giintimiizde yeterli goriilmektedir.
Ancak, Italya basta olmak iizere Akdeniz
iilkelerinde siklikla kullanilan D. lotus anaci
uyusmazliklar ve kok kanserine (Agrobacterium
tumefaciens) yiiksek duyarlilik nedenleriyle
sorunlu bir ana¢ goriiniimiindedir. Bu anag, PCNA
grubunda (buruk olmayan kararli gesitler) yer alan
baz1 ¢esitlerle uyusmazlik sorunu yasamakta ve
cesitlerden beklenen performans
saglanamamaktadir. A.B.D. de kullanilan D.
virginiana iizerine asilanan agaglarin da bir 6rnek
olmamasi ve siklikla dip silirgiinii iiretmesi gibi
sorunlar1 bulunmaktadir. Cin’de siis bitkisi olarak
kullamilan D. rhombifolia tiiriiniin D. kaki
cesitlerinde bodurlastiric1 etkisinin  belirlenmis
olmasma karsin, iizerine agilanan cesitlerin ¢ok
zayif kalmalar1 ve sadece 4-6 yil siiresince
yasabilmeleri nedeniyle kullanim
bulunmamaktadir. Ancak yakin bir gelecekte
gelismis  Ozelliklere sahip (bodurluk, yiiksek
verimlilik, ¢evre kosullarina dayaniklilik ve bir

alanmi

orneklilik) klonal anaglarin kullanilmasinin daha
dogru bir yaklasim olacagi
(Seker, 2004).

Bitki peroksidazlari, izoenzimlerin ¢ok genis
bir grubunu olusturmakta ve hidrojen peroksit
varhigmnda  yiiksek  bitkilerde  ligninlesme,
suberinlesme, tepe tomurcugu baskinligi, soguk

diistintilmektedir

toleransi, dinlenme, bilyiime ve gelisme gibi birgok
fizyolojik olayda dogrudan veya dolayl olarak rol
oynamaktadir. Bunlarin yaninda peroksidazlar,
indol-3 asetik asit parcalanmasi, hiicre duvar
olusumu, patojenlere karsi savunma mekanizmasi
ve cesitli stres faktorlerinde (tuz stresi, yaralanma)
biyokimyasal siirecte yer almaktadirlar. Her bitki,
substrat spesifikligi ve bitkideki yerlesimi farkli

olan ¢ok sayida peroksidaz izoenzimlerine sahiptir.
Bitkilerdeki peroksidazlar lignin sentezindeki
gorevleri nedeniyle ast kaynagmasinda
onemlidirler. Lignin, bitkilerde seliilozdan sonra
bilinen dogal organik maddelerin iginde en bol
bulunan organik maddedir (Giilen ve ark., 2002;
Gtglii, 2010).

Peroksidaz enzim aktivitesi anag-kalem
uyusmazliginin  anlagilmast  agisindan  dnem
tagimaktadir. Anag ve kalem peroksidazlari benzer
bir profile sahipse uyusma yeteneginin yliksek
oldugu bilinmektedir. Peroksidaz profili farklilik
tasimas1 durumunda as1 bolgesinde kallus olusumu
zayiflamakta ve iletim demetlerinin devamlilig
bozulmaktadir.

Bu calismada, Artvin hurmasi anaci iizerine
asilanmis bazi Trabzon hurmasi ¢esitlerinin
peroksidaz izoenzim profilleri incelenerek as1
uyusma durumlar1 degerlendirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

Bu ¢alismada Artvin hurmasi (Diospyros lotus)
¢ogirleri iizerine asilanmis PCNA (Pollination
Constant Non Astringent, Meyve Eti Kararli Buruk
Olmayan Cesitler) grubuna giren ‘Matsumoto
Wase Fuyu’, ‘Jiro’ ve ‘O’Gosho’ gesitleri, PVNA
(Pollination Variant Non Astringent, Meyve Eti
Kararsiz Buruk Olmayan Cesitler) grubunda yer
alan ‘Harbiye’ ¢esidi ve PVA (Pollination Variant
Astringent, Meyve Eti Kararsiz Buruk Cesitler)
grubuna giren ‘Hachiya’ c¢esidi kullanilmistir.
Asilama yonga gbz asist teknigi ile siirgiin as1
yapilarak gerceklestirilmistir. Peroksidaz (EC
1.11.1.7) profillerinin arastirilmas1 igin agilamadan
4, 8 ve 12 hafta sonra as1 noktasindan, agilanmamis
Artvin hurmasi anaglarindan ve 5 Trabzon hurmasi
¢esidinin yillik siirglinlerinden kabuk 6rnekleri
toplanmistir.  Alinan  Orneklerin  peroksidaz
aktiviteleri nisasta jel elektroforezi ile ortaya
cikarilmigtir. Seker (1999) ve Nurdan (2006)
tarafindan bildirilen yontem asagida kisaca
agiklanmustir:

Nisasta jeli elektroforez isleminden 1 giin nce
hazirlanmistir. 1000 ml lik erlenmayer igerisine

nigsasta, elektrolitik tampon ¢6zeltisi ve dH.O
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eklenerek yaklagik 300 OC lik manyetik karistiric
iizerinde yar1 saydam bir goriinti kazanincaya
kadar karistirilarak kaynatilmistir. Bu karigimin
icerisindeki gaz bir musluk vakumu yardimiyla
almmis ve elektroforez kiivetine bosaltilarak
sogumaya birakilmstir.

Bitki ekstraksiyonu daha o&nceden 0 oC de
sogutulmus  porselen  havanlar
hazirlanmistir. Trabzon hurmasi ¢esitlerine ait
yaklagik 200 mg doku Ornegi porselen havan
igerisine  konularak iizerine antioksidantlar
(Merkapto  ethanol, L-sistein), ekstraksiyon
tampon ¢ozeltisi, PVPP (Polivinil polipirolidon) ve
deniz kumu eklenmigstir. Havaneli yardimiyla hizl
bir sekilde doku parcalart homojen olarak ezilmis
ve bu ekstraksiyon 1,5 ml lik santrifiij tiiplerine
aktarilmigtir. Her ¢eside ait ekstraksiyon bu sekilde
hazirlandiktan sonra 15 dakika siireyle 13000
d/dak lik hizda ve +4 0C sicaklikta santrifiijlenerek
saflastirma islemi gerceklestirilmistir.

Izoenzim ekstraksiyonundan yaklasik 50 pl
alinarak 10 x 5 mm boyutlardaki Whatman filtre
kagitlarina emdirilmis ve bu filtre kagitlar1 5 mm
araliklarla jel tizerine dizilmislerdir.

Elektroforez islemi bir buzdolabmin +4 0C lik
bolmesinde yaklasik 5 — 6 saat siirecinde
gerceklestirilmistir.  Jele  elektrik  enerjisi
verilmeden Once elektroforez anot ve katot
kiivetlerinin igerisine yaklasik 150 ml elektrolitik
tampon ¢ozeltisi konulmus ve bu kiivetlerin
iizerine de bitki ekstraksiyonlarina ait filtre
kagitlarinin dizili bulundugu tarafin katot yoniine
gelmis olmasmna dikkat edilmistir. Jel kiiveti

icerisinde

plastik film ve cam ile kapatilarak en {iste 1sinmay1
onlemek amactyla sogutma kutular
yerlestirilmistir. Jellere 45 mA ve 150 V dogru
gerilim (DC) verilmis ve bu islem yaklasik 5 ya da
6 saat siiresince devam ettirilmistir. Jel izerindeki
sogutucu kutular 1’er saat araliklarla yenilenmistir.

Elektroforez  isleminin
ardindan jel 6zel bir kesici yardimiyla yaklasik 1
mm kalinlikta kesitlere ayrilmis ve bu jel kesitleri
peroksidaz enzim sisteminin g¢alisilacagi boyama
kaplarina konulmustur.

Bu jellerin iizerine 50’ser ml 6zel tampon
cozeltileri konulmus ve flizerleri 1siktan zarar

tamamlanmasinin

gormelerini engellemek icin kapatilarak yaklasik
10 dakika bekletilmistir. Daha sonra tampon
¢ozeltileri kaplardan bosaltilmis ve jellerin lizerine
boyama soliisyonlar1 konulmus ve iizerleri
kapatilarak 38 °C’lik etiivde inkiibe edilmistir.

Boyama islemleri bittikten ve peroksidaz
bantlarinin net bir sekilde goriinmesinden sonra
boyama soliisyonu temizlenmis ve tizerine % 5 lik
asetik asit konularak fiksasyonlar
saglanmustir.

¢oOzeltisi

3. Sonuclar ve Tartisma

Artvin hurmasi ¢égiirleri ile kontrol dallarindan
alman kabuk dokularinda tek bant peroksidaz
profili olugsmaktadir.

Asilamadan 4 haftalik bir siire sonunda ise
peroksidaz enzim profilinde farkliliklar meydana
gelmigtir. Sekil 1. de olusturulan elektroforez
profilinde peroksidaz izoenzim profilleri ile elde
edilen bantlar sematize edilmistir.

PEROKSIDAZ PROFIiLLERI

PRX-1
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Sekil 1. Peroksidaz izoenzim profilleri ile elde edilen bantlar
Figure 1. Bands obtained by peroxidase isoenzyme profiles
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PCNA grubuna giren (Matsumoto Wase Fuyu,
Jiro ve O’Gosho gesitlerinde peroksidaz aktivitesi
hizla degismesine karsin PVNA grubunda yer alan
Harbiye ¢esidinde ve PVA grubuna giren Hachiya
cesidinde baslangicta izlenen peroksidaz aktivitesi
degismemistir. Peroksidaz enzim profilinde
gergeklesen farkliliklar agi uyusmazligini ortaya
koymustur. Peroksidaz profilinde gerceklesen
farkliliklar disinda as1 noktasinda bazi sekonder
metabolitlerin de degisiminin incelenmesi gerekir.

Diospyros lotus / Diospyros kaki as1
kombinasyonlarmnda gallik asit, p-kumarik asit,
katesin ve kuarsetin gibi bazi fenolik bilesikler
iizerinde durulmasi as1 uyusmazligi hakkinda
detay1 bilgiler elde edilmesine faydali olabilir.
Giglii (2010) tarafindan Prunus cinsinde yapilan
bir caligmada as1 bolgesinde fenolik madde
birikiminin yiiksek oldugu bildirilmistir.

Gililen (2000) tarafindan yapilan caligmada
armut/ayva as1 uyusmazligmin belirlenmesinde
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farkli izoenzim sistemleri degerlendirilmis ve
peroksidaz enzim sisteminin uyusmazliklarin
anlagilmasinda o6nemli bir yeri bulundugu
belirtilmistir.

Peroksidazlarin ¢oklu formlar1 biitiin yiiksek
bitkilerde bulunmaktadirlar. Peroksidazlar, fenolik
bilesik  oksidasyonu, IAA  oksidasyonu,
ligninlesme ve polisakkaritlerin pargalanmasi gibi
¢ok onemli hiicresel reaksiyonlarda  rol
oynamaktadirlar. Bununla birlikte patojenlere kars1
savunma mekanizmasinda ve tuz, hava kirliligi
gibi bitki i¢in stres olusturacak kosullarda da gorev
almaktadirlar. Peroksidazlar, ligninlesmede de
dolayli olarak rol oynayarak asi uyusmazligi
kapsaminda incelenen haline

gelmislerdir.

enzimler

Buruk olmayan Trabzon hurmasi cesitlerinin
fidanlarinin iiretiminde 6zellikle Diospyros kaki
klonal anaglarma gereksinim bulunmaktadir.
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