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Bu caligmada, limon agaclarinda Phoma tracheiphila’nin neden oldugu Uckurutan
hastaligina karsi, Salisilik asit (SA), DL-B-amino-n-butirik asit (BABA), Acibenzolar -S- methyl
(ASM) ve Fosetyl-Al dayaniklilik tesvik edici kimyasallar1 ve Glomus caledonium, Glomus clarium,
Glomus etunicatum, Glomus fasciculatum, Glomus intraradices ve Glomus mosseae mikorizal
funguslarinin hastalik olusumu ve bitkideki fenolik bilesikler lizerine etkinleri degerlendirilmistir.

Farkli limon gesitlerinin Phoma tracheiphila’ya duyarlilhigmim belirlendigi ¢aligmada,
Kiitdiken duyarli; Enterdonat ve Mayer ¢esitleri ise dayanikli olarak belirlenmistir.

Dayaniklilik tesvik edici kimyasallardan Fosetyl-Al, in vitro kosullarda patojenin miseliyal
gelisimini 600 ppm dozda tamamen engellemistir. /n vivo’da ise hastalik gelisimine % 40 oraninda
etki ederek diger kimyasallara gore en etkili kimyasal olmustur. Bu kimyasalin sadece hesperidin
miktar1 lizerinde etkili oldugu goriilmistiir. Bunun yaninda, ASM, patojen varliginda calismada
degerlendirilen tiim fenolikler iizerinde en etkili kimyasal olarak bulunmusgtur.

Glomus fasciculatum uygulamasi, limon fidanlari {izerinde hastalik olusumu iizerine % 60
oraninda etki etmistir. Ayrica bu fungus, patojen varliginda, incelemesi yapilan tiim fenolik
bilegiklerin miktarinda en yiiksek artisa neden olmustur. Bu nedenlerle Phoma tracheiphila ve
fenolikler iizerinde en etkili mikorizal fungus olarak degerlendirilmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, Phoma tracheiphila’nin neden oldugu Ugkurutan
hastaliginin 6nlenmesine yonelik timitvar sonuglar elde edilmistir. Bu konuda yapilacak olan yeni
calismalarda, mikorizal fungus ve dayaniklilik tesvik edici kimyasal interaksiyonlarinin da
incelenmesi bu hastalik ile miicadelede yeni bir yaklagim sunabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Phoma tracheiphila, Fenolik Bilesikler, Glomus fasciculatum,
Fosetyl-Al, ASM



ABSTRACT

PhD THESIS

DETERMINATION OF EFFICACY OF MYCORRHIZAL FUNGI AND
RESISTANCE INDUCERS AGAINST MALSECCO DISEASE (Phoma
tracheiphila KANC. &GHIK.) IN LEMON TREES

Selda KOZAK OZDEMIR

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

Danisman : Prof. Dr. Ali ERKILIC
Yil: 2019, Sayfa: 87
Jiiri : Prof. Dr. Ali ERKILIC
: Prof. Dr. Yesim AYSAN
: Prof. Dr. Hasim KELEBEK
: Assoc. Prof. Dr. Hillya OZGONEN OZKAYA
: Assoc. Prof. Dr. Davut SONER AKGUL

In this study, against Mal secco disease caused by Phoma tracheiphila on lemon trees,
Salicylic Acid (SA), DL-B-amino-n-butyric acid (BABA), Acibenzolar -S-methyl (ASM) and Fosetyl-
Al resistance inducing chemicals and mycorrhizal fungi of Glomus caledonium, Glomus clarium,
Glomus etunicatum, Glomus fasciculatum, Glomus intraradices and Glomus mosseae, their activity
on disease formation and plant phenolic compounds was evaluated.

In the study that determined the susceptibility of different lemon varieties to Phoma
tracheiphila, Kiitdiken variety is were determined as susceptible; Enterdonate and Mayer varieties
were determined as resistant.

Fosetyl-Al, one of the resistance inducing chemicals, completely inhibited the mycelial
growth of the pathogen in vitro at a dose of 600 ppm. Also in vivo, it has been the most effective
chemical compared to other chemicals, affecting 40% of disease development. This chemical was
found to be effective only on the amount of hesperidin. However, ASM was found as the most
effective chemical for all phenolics evaluated in the study in the presence of pathogen.

Glomus fasciculatum application, had a 60% effect on the disease formation on lemon
seedlings. Also, in the presence of pathogen, this mycorrhizal fungus caused the highest increase in
the amount of all phenolic compounds examined. For these reasons, it was evaluated as the most
effective mycorrhizal fungi on Phoma tracheiphila and phenolics.

In this study, promising results have been obtained for the prevention of Mal secco disease
caused by Phoma tracheiphila. In the new studies to be conducted on this object, examination of
interactions between mycorrhizal fungus and resistance inducing chemicals, can serve a new
approach to combating this disease.

Keywords: Phoma tracheiphila, Phenolic Compounds, Glomus fasciculatum, Fosetyl-Al,
ASM
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GENISLETILMIS OZET

Phoma tracheiphila (Kanc. & Ghik.)’nin neden oldugu Uckurutan (Mal
secco), Akdeniz bdlgesinde limon yetistiriciligi yapilan alanlarda limon agaglarinin
en Onemli hastaligidir (Anonymous, 2007). Bu patojenin iilkemizde de limonlarda
agac ve verim kayiplarina neden oldugu bildirilmistir (Akteke, 1979; Ding ve ark.,
1980; Erkili¢ ve Cinar, 1989).

Patojen ana konukg¢usu oldugu limon agaclarinda Oncelikle siirgiin ve
yapraklarda kloroz seklinde simptomlar olusturmakta, takiben yapraklarda
dokiilme, siirgiin ve dallarda kuruma ve geriye dogru 6liim gergeklestirmektedir.

Phoma tracheiphila’nin miicadelesi ile ilgili bugiine kadar yapilan
dayanikli gesit gelistirme, kimyasal miicadelenin aragtirilmasi gibi ¢aligmalardan
basar1 elde edilememistir. Gilinlimiizde bu c¢aligsmalara alternatif olarak
degerlendirilebilecek miicadele yontemleri arayisi siirmektedir. Bitkilerde fenolik
bilesikler iizerine etki ederek dayaniklilik mekanizmalarini harekete gegirebilen
bazi kimyasallar ve mikorizalarin etkinliklerinin arastirilmasi bunlardan biridir.

Bu c¢alismada, bazi dayaniklilik tesvik edici kimyasallarla mikorizalarin
Ugkurutan Hastaligmin = gelisimine ve limon bitkisindeki fenolik madde
miktarlarina olan etkilerinin belirlenmesi, ayrica patojen ve fenoliklerin miktarlari
arasindaki iligkinin tespit edilmesi amag¢lanmugtir.

Adana ve Mersin illerinde yapilan survey ¢aligmalarinda, limon
bahgelerinde Ugkurutan hastaligi simptomlarini tasiyan agaglar gézlemlenmis ve
bu agaglardan alinan bitki &rneklerinde izolasyon calismalart yapilmigtir. Bu
caligmalar sonucunda, 15 farkli Phoma tracheiphila izolati1 elde edilmistir.

Elde edilen izolatlara, viriilensliklerinin ve bitkide olusturduklar1 hastalik
siddetlerinin degerlendirilmesi amaciyla patojenite testleri yapilmistir. Bu izolatlar,
Kiitdiken limon fidanlarinda % 6,7 ve 86,7 arasinda degisen oranlarda hastalik
siddeti yaratmiglardir. Seymenli, Cesmeli 2 ve Dedepinar1 2 izolatlar1 bitkide

yiiksek oranda hastalik goriintiisii olusturmus, hatta bazi tekerriirlerde 6liime neden
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olmustur. Bu izolatlarin olusturduklari hastalik siddetleri sirasiyla %86,7, %73,3 ve
%66,7 olarak Olgiilmiistiir. Patojenite sonuglarma gore, bitkide olduk¢a tahripkar
olan Seymenli izolatmin tez ¢aligmasiin diger asamalarinda kullanilmasi uygun
bulunmustur.

Phoma tracheiphila izolatlari, petride gelisimi, piknidyum, fialid ve
fialokonidi yapilarina gore tanilanmistir (Anonymous, 2015). Klasik olarak yapilan
bu tani ¢aligmalarina ek olarak, Phoma tracheiphila izolatlar1 ile PCR g¢aligmalari
yuriitiilmiis ve c¢alisma sonucunda Phoma tracheiphila’ya spesifik tiim primer
ciftlerinden beklenen PCR {iriin bantlar1 goriintiilenmistir. Béylece klasik mikolojik
yontemlere gore Phoma tracheiphila olarak belirlenen izolatlarin tanilanmasi, PCR
calismasiyla da desteklenmistir.

Phoma tracheiphila’ nin Enterdonat, Kiitdiken, Mayer ve Yediveren limon
cesitlerinde olusturdugu hastalik siddeti degerlerinin belirlendigi ¢alismada,
Kiitdiken (%88), Phoma tracheiphila’nin neden oldugu u¢ kurutan hastaligina en
duyarli ¢esit olarak tespit edilmistir. Yediveren ve Enterdonat cesitlerinde yarattigi
hastalik siddeti ise sirasiyla %24 ve %12 olarak degerlendirilmistir. Fungusun
inokule edildigi Mayer ¢esidi limon fidanlarinda ise hastalik gelisimi
goriilmemistir.

Bu tez galismasinda, bitkilerde dayaniklilik tesvik edici 6zelligi oldugu
bilinen Acibenzolar S-Methyl (ASM), DL-B-amino-n-butyric asit (BABA),
Fosetyl- Al ve Salisilik asit (SA) kimyasallarinin PDA besi ortaminda Phoma
tracheiphila’nin miseliyal gelisimine olan etkileri belirlenmistir. ASM uygulamasi
Phoma tracheiphila’nin miseliyal gelisimini %2 ve %?21,6 arasinda degisen
oranlarda azaltic1 etkide bulunmustur. BABA, Phoma tracheiphila’nin miseliyal
gelismesini  engelleyememis, aksine gelismeyi tesvik etmistir. Fosetyl-Al,
caligmada kullanilan dayaniklilik tesvik ediciler arasinda en etkili kimyasal olarak
bulunmustur. Patojen {izerindeki engelleyici etkisi 100 ppm konsantrasyonda bile
%70,3 olmus, 600 ppm’den sonra patojenin gelisimini tamamen durdurmustur. SA

ise patojen lizerinde %6,1 ile %51,9 arasinda degisen oranlarda etki gostermistir.
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Limon fidanlarinda Phoma tracheiphila’nin  hastalik  olusturmasina
etkilerini degerlendirmek amaciyla ASM, BABA, Fosetyl-Al ve SA
kimyasallarinin  kullanildig1 ¢aligmada, Fosetyl-Al (%36) ve ASM (%40)
kimyasallari, patojen iizerinde yiiksek etkinlik gdstermisti. SA ve BABA
kimyasallarinin uygulandig1 bitkilerde ise patojenin hastalik siddeti degerleri
sirastyla % 44 ve % 52 oranlarinda ol¢iilmiistiir.

Mikorizal fungus inokulumlarindaki sporlarin elde edildigi izolasyonlar
sonucunda 10 g toprakta bulunan spor miktarlar1 tiir bazinda belirlenmistir.
Inokulumunda en yiiksek miktarda spor bulunduran mikorizal fungus Glomus
caledonium (254spor/10 g toprak) olmustur. Glomus intraradices inokulumunda
ise spor miktar1 bir hayli az olarak gozlenmis ve 149 spor/10 g toprak sayilmustir.

Mikorizal kolonizasyonun saglandigi turung ¢oglirii  koklerinde
izolasyonlar yapilmistir. Buna gore koklerdeki mikorizal kolonizasyon tiim
funguslarda %40’1n lizerinde gerceklesmistir. Koklerde en fazla kolonize olen
mikorizal fungus, Glomus caledonium (%66) olurken, en az miktarda bulunan ise
Glomus mosseae (% 42) oldugu belirlenmigtir.  Bunun yaninda Glomus
fasciculatum ve Glomus clarium da koklerde %57 oraninda bulunmustur.

Mikorizal funguslarin Phoma tracheiphila iizerine etkilerinin belirlendigi
caligmada, patojen iizerinde en fazla etkiyi, Glomus fasciculatum olugturmus ve bu
mikorizanin uygulandig bitkilerde hastalik siddeti % 24 olarak belirlenmistir.
Bunu Glomus caledonium (%32,0) ve Glomus intraradices (36,0) takip etmistir.

Mikorizal funguslarin ve dayaniklilik tesvik edici kimyasallarin bitkide
bulunan hesperidin, limonin ve scoparone fenolik bilesiklerinin miktarma etkisini
belirlemek amaciyla, bu uygulamalar patojen yoklugunda ve patojen varliginda
olmak tizere iki farkli calismayla degerlendirilmistir.

Dayaniklilik tesvik edici kimyasal uygulamalar1 yapilan tiim bitkilerde,
hesperidin miktar1 kontrolden yiiksek 6l¢iilmiis ve uygulamalar istatistiksel olarak
birbirinden farkli bulunmustur. Patojen yoklugunda kontrole gore hesperidin

miktarii en fazla artiran Fosetyl-Al (225, 6 pg/g) ve BABA (214,2 ng/g)
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olmustur. Patojen varliginda yine Fosetyl-Al (282,6 pg/g) hesperidin lizerinde en
etkili kimyasal olmustur.

Bir diger fenolik bilesik olan limonin {izerinde kontrole oranla kimyasal
uygulamalarinin artiga neden oldugu; fakat bu degisim oranmin ¢ok yiiksek
miktarlar olmadig1 goriilmiistiir. Patojenin olmadigi durumda en yiiksek artirici
etkiyi Fosetyl- Al (21,4 ng/g) yaratmistir. Patojen varliginda ise ASM (25,8 pg/g)
uygulamasi limonin miktari lizerinde en etkili kimyasal olmustur. Ayrica, SA (24,3
ug/g) uygulamasinin da bitkilerde limonin miktarinda artisa neden oldugu
gorilmiistiir.

Dayaniklilik tesvik edici kimyasallarin patojen uygulanmadigi durumda
scoparone miktar1 lizerinde bir etkisi olmamistir. Tiim uygulamalarda kontrole gore
diisiik miktarlar dl¢iilmiistiir. Patojen varliginda ise ASM (3,22 pg/g) uygulamasi
tiim uygulamalara ve kontrole gore ciddi oranda yiiksek etki gostermistir.

Patojen yoklugunda, Glomus fasciculatum (343,6 ng/g) hesperidin
miktarina en fazla etkiyi gostermistir. Patojen varliginda, kontrol uygulamasinda
bile degisiklik olmamisken Glomus fasciculatum (455,9 pg/g) ve Glomus
caledonium (450,6 pg/g) uygulanan bitkilerde en yiliksek hesperidin miktarina
ulastlmistir.

Patojen yoklugunda Glomus mossea (22,6 ng/g) ve Glomus clarium (22,2
ug/g) uygulamalari limonin miktarini kontrole oranla en fazla artiran mikorizal
funguslar olmustur. Patojen varliginda Glomus fasciculatum (23,4 pg/g) yine on
plana ¢ikmis ve oldukga yiiksek seviyede limonin olusumu saglamistir.

Patojen yoklugunda Glomus fasciculatum (6,63 pg/g) uygulamasinda
yiksek seviyede scoparone Olgiiliirken; diger uygulamalarda bu fenolik bilesik
diisiik seviyelerde bulunmustur. Patojen-mikorizal fungus interaksiyonunda,
Glomus clarium ve Glomus fasciculatum en etkili mikorizalar olmus ve bu

uygulamalarda scoparone miktarlari sirasiyla 6,43 pg/g ve 6,35 pg/g 6l¢iilmiistiir.
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1. GIRIS Selda KOZAK OZDEMIR

1. GIRIS

Limon (Citrus limon L.), diinyada ve lilkemizde genis alanlarda tretimi
yapilan, tadi, kokusu ve asidik 6zellikleri ile tercih edilen bir turunggil tiiridir.
Arjantin, Ispanya, iran, ABD, Italya, Tiirkiye, Misir, Yunanistan, Giiney Afrika,
Kibris, Fas ve Israil limon yetistiriciligi ve ihracatinda énemli paylar1 olan iilkeler
olarak siralanmaktadir (FAO, 2012). Bunlardan Arjantin ve Italya, limon suyu
ihracatinda bast ¢ekerken diger {ilkeler de taze meyve ihracatinda etkili
olmaktadirlar.

Tiirkiye’de yetistirilen limon miktar1 (1.100.000 ton), toplam turunggil
iiretiminin (4.902.052 ton) yaklasik %20’sini olugturmaktadir. Bu iiretimin 6nemli
bir kismu ihra¢ edilmektedir (TUIK, 2018). Ulkemizde limon iiretiminin en fazla
yapildig1 yerler Mersin ve Adana illeridir. Bu bdlgede yogun olarak, Kiitdiken,
Eureka, Enterdonat, Mayer, Lamas ve Italyan memeli cesitlerinin iiretimi
yapilmaktadir.

Phoma tracheiphila (Kanc. & Ghik.)’nin neden oldugu Uckurutan
Hastaligi, Akdeniz bolgesinde limon yetistiriciligi yapilan alanlarda limon
agacglarmin en 6nemli hastaligidir (Anonymous, 2007). Bu patojenin iilkemizde de
benzer sekilde limonlarda aga¢ ve verim kayiplarina neden oldugu bildirilmistir
(Akteke, 1979; Ding ve ark., 1980; Erkilig ve Cmar, 1989). Patojen, Citrus,
Fortunella, Poncirus, ve Severina cinslerine ait tiirlerde tespit edilmis olmasina
ragmen, en siddetli zararinin limon (Citrus limon), citron (Citrus medica L.), lime
(Citrus latifolia Tan.), ve bergamot (Citrus bergamia Risso)’ta oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte ticari olarak en ¢ok yetistiriciligi yapilan tiir olan
limon, patojenin ana konukg¢usu durumundadir.

IIk olarak 1889 yilinda Yunanistan’in Chios ve Poros Adasi’nda tespit
edilen bu hastaligin etmeni 1929 yilinda Petri tarafindan belirlenmistir. Petri’nin

Deuterophoma  tracheiphila olarak isimlendirdigi bu patojen, daha sonra
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Kantschaveli and Gikachvili tarafindan Phoma cinsine ait oldugu tespit edilerek
ismi degistirilmistir (Migheli ve ark. 2009).

Uluslararast literatiirde Mal secco olarak bilinen bu hastalik, 14 ve 28 °C
sicakliklarda gelisme gosterebilmektedir. Hastaligin  belirtileri, siirgiin  ve
yapraklarda kloroz seklinde goriilmeye baslamakta, takiben yapraklarda dokiilme,
siirgiin ve dallarda kuruma ve geriye dogru 6liim seklinde ortaya ¢ikmaktadir.
Ayrica bu hastaliktan etkilenen dal ve gdovdeler kesildiginde goézlenen turuncu-
kirmizi renklenme de hastaligin tipik goriintiisiinii olusturmaktadir. Etmen,
trakeomikoz bir patojen olmasi nedeniyle iletim demetlerinde ilerleyerek
gelismekte ve agac yasina bagh olarak birkag¢ ay ya da yil icerisinde agaci 6liime
gotiirmektedir (Nigro ve Salerno, 2011).

Hastaliktan etkilenen kuru dallarda veya bitki artiklari {izerinde doku
icerisine gomiilil olarak bulunan sise veya kiire seklindeki piknidiumlar ve bitki
artiklar patojenin inokulum kaynaklarimi olusturmaktadir. Bu nedenle, patojen ana
govdede kolonize olmadigi siirece infekteli siirglinlerin dikkatlice budanmast,
bahgeden ¢ikarilarak yakilmasi bu hastalik i¢in oldukea etkili bir miicadele yontemi
olmaktadir. Ancak patojen ana gévdede kolonize olduysa agacin sokiiliip yakilmasi
gerekmektedir. Ayrica budama islemlerinin simptomlarin goriildiigii hava
sicakhigmin 28°C’nin iizerine ¢iktigi ilkbahar ve yaz aylarinda riizgarsiz ve
yagmursuz donemde yapilmasi hastaligin bulasmasini 6nlemek igin gerekli bir
tedbirdir.

Phoma tracheiphila infeksiyonlarinin yayilmasimi Onlemek amaciyla
yagish sezon boyunca 2-4 haftada bir yapilacak bakirli preparat uygulamasi etkili
olabilmektedir. Fakat bu dénemde kimyasal uygulamasi yapmak da iireticiler
agisindan sikinti yaratmaktadir.

Uckurutan sorunun bahge tesis edilirken en basindan dayanikli cesit
secerek engellenebilecegi bilinmektedir. Bununla birlikte, dayanikli olan bu
cesitlerin aym1 zamanda verim Ozellikleri agisindan da degerlendirilmesi

gerekmektedir. Gliniimiiz tarim stratejilerinde, birim alandan alinan verimin yiiksek
2



1. GIRIS Selda KOZAK OZDEMIR

oldugu cesitler 6n plana ¢ikmaktadir. Boélgemizde uckurutan sorununun st
seviyelere ¢ikmasinda en onemli etken olan Phoma tracheiphila’ya son derece
hassas Eureka cesidi, yiiksek verim ve kalite 6zelliklerine sahip bir limondur. Ote
yandan Monachello ve Enterdonat ¢esitlerinin Phoma tracheiphila’ya dayanikli
oldugu bilinmektedir. Bu g¢esitlerin de veriminin diisiik olmasi, ¢igeklenme
sayisinin az olusu ve meyve suyunun diigiik asit icermesi, lreticiler agisindan
degerlendirildiginde olumsuz bir izlenim yaratmaktadir (Nigro ve Salerno, 2011).

Uckurutan hastalig1 ile miicadelede yapilan dayanikli ¢esit geligtirme
caligmalarinda ise bugiine kadar basar1 elde edilememistir. Yunanistan’da
“Ermioni” ad1 verilen hibrit bir ¢esit iiretilmis; fakat meyve verimi diisiik oldugu
icin yetistiricilikte tercih edilmemistir (Thanassoulopoulos, 1991). Ulkemizde,
Tuzcu ve ark. (1992) tarafindan yapilan calismalarda farkli yerli cesitler
melezlenerek elde edilen klonlarda iimitvar sonucglar elde edilmis; ancak pratige
aktarilamamistir. Benzer sekilde Bas ve Kog (2006) tarafindan “Kiitdiken limon
20b” olarak isimlendirilen klonun tarimda kullanim1 saglanamamustir.

Giiniimiizde fitopatoloji alaninda yapilan ¢aligmalarda, bitkilerde var olan
dayaniklilik mekanizmasinin harekete gegcirilebilecegi bilinmektedir. Bitkiler,
viriilent bir etmen ya da patojen olmayan bir mikroorganizma karsisinda (SAR) ve
cesitli kimyasallara maruz kaldiginda (ISR) genis spektrumlu bir direng
geligtirmektedirler (Justyna ve Ewa, 2013). Bu konuda ¢ok sayida caligma
yapilmig ve in vivo’da bitkilere verilen ¢esitli kimyasallarin ve bitki koklerine
kolonizasyonu saglanan mikorizal funguslarin, bitkilerde patojene karst
dayaniklilig1 tesvik ettigi belirlenmistir (Afek ve Sztejnberg, 1989; Fourie, 2004).

Bitkilerle simbiyotik olarak yasayan mikorizal funguslarin bitkinin besin
elementleri ve su gereksinimini karsilayarak verim ozellikleri iizerinde pozitif
etkiler yarattigi uzun yillardan beri bilinmektedir. Bitki koruma noktasinda
baktigimizda ise bu funguslarin bazi patojenlere karsi bitkiyi dayanikli hale
getirdigini  bildirilen c¢aligmalar mevcuttur. Bu mikroorganizmalarin, kok

bolgesinde bazi fenolik bilesikleri ve fitoaleksinleri tesvik ederek {iretimlerini
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artirdig1 tespit edilmistir (Davis ve Menge, 1980; Karajeh ve Al-Raddad, 1999;
Declerck ve ark., 2002).

Bitki patojenlerine karsi direkt olarak etki saglamayan, uygulandigi
bitkilerde dayaniklilik mekanizmalarini harekete gegirerek dolayli yoldan hastalik
gelisimini azaltan veya durduran kimyasallar bulunmaktadir. Bu kimyasallar,
dayaniklilik tesvik edici olarak isimlendirilmektedir. Bu kimyasallardan olan
Salisilik asit (SA), patojenlere karsi bitki savunmasinin 6nemli bir aracidir ve
bitkilerde dayaniklilig1 tesvik edici olarak bulunan ilk kimyasaldir. SA’nin
patojenik organizmalarin yoklugunda dahi patojenlere karsi direng sagladigi ve
bitkilerde bazi PR proteinlerinin iiretilmesini uyardiklari tespit edilmistir (Popova
ve ark., 1997). Protein 6zelligi gostermeyen bir aminoasit olan B-amino-N-butryic
asit (BABA)’in etkisinin antifungal aktivite ile degil, patojenin gelismesini dnleme
yoluyla oldugu belirtilmis; fungus, bakteri, viriis, nematod ve bdcekler de dahil
olmak iizere bir¢ok mikroorganizmaya kars1 bitkilerde sistemik direnci tegvik ettigi
bildirilmistir (Justyna ve Ewa, 2013). Benzer sekilde Acibenzolar-S-Methyl (ASM)
ve Fosetyl-Al kimyasallar1 ile yapilan bir¢ok arastirmada da bitkilerde patojen
infeksiyonlarina kars1 yiiksek oranda engelleyici etki yarattig1 bildirilmistir (Afek
ve Sztejnberg, 1989; Agostini ve ark., 2003; Hassan ve Buchenauer, 2007; Erkili¢
ve ark., 2018).

Dayaniklilik tesvik edici kimyasallar ve mikorizal funguslarin etkilesim
icinde olduklar1 fenolik bilesikler, hemen hemen tiim bitki tiirlerinde bulunmakla
birlikte, fitoaleksinler daha ¢ok dikotiledon bitkilerde rapor edilmistir. Glinlimiizde
350’den fazla olan fitoaleksinlerin ¢ogu fenol yapisinda olmasina ragmen tamamen
farkli 6zelliklere sahip gruplari da icermektedirler (Kuc, 1995).

Turunggillerde, fenolik yapidaki kumarin, flavanoid (flavonlar, flavanonlar
ve flavanoller) ve antosiyanin gruplarina ait ¢ok sayida fenolik madde ve
fitoaleksinin varlig1 tespit edilmistir (Berhow ve ark., 1998). Flavonoidler, bitkide
engelleyici ve fitoaleksin olarak gorev yaparken, kumarinler bitki dokularinda

patojen infeksiyonu sonucu iiretilen fitoaleksinleri igermektedir. Hesperidin,
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naringin, diosmin, sinensetin, tangeretin, nobiletin, scoparone, scopoletin ve
limonin bunlardan bazilaridir.

Bu tez c¢alismasinda, tilkemiz turunggil yetistiriciliginin 6nemli
merkezlerinden olan bolgemizde uckurutan sorununun ele alinmasi ve bazi
dayaniklilik tegvik edici kimyasallarla mikorizalarin bu hastaligin gelisimine ve
limon bitkisindeki fenolik maddelere olan etkilerinin belirlenmesi, ayrica patojen

ve fenolikler arasindaki iliskinin tespit edilmesi amaglanmastir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Phoma tracheiphila ile ilgili Yapilan Calismalar

Limon agaglarinda Ugkurutan hastaligi etmeni Phoma tracheiphila,
Yunanistan’da 1889 yilinda ilk tespit edildigi zamandan bu yana arastiricilar i¢in
giincelligini korumaktadir. Bu konu ile ilgili yapilan arastirmalar, patojene karsi
direngli anag gelistirilmesi, kimyasal miicadele olanaklar1 ve bitkide dayanikliligin
tesviki gibi noktalarda yogunlasmaistir.

Ding ve ark. (1980), 1973-1979 yillar1 arasinda yaptiklart ¢alismada
turunggillerde Ugkurutan hastaligi (Deuterophoma tracheiphila (Petri) Kanc. et
Ghik.)na kars1 etkili bir miicadele yontemi tespit etmiglerdir. Saptanan bu
miicadele yOntemine gdore budama islemlerinin fungusun durgun bir donemde
oldugu Agustos ayinda yapilmasi ve ayrica agaglarin Ekim, Aralik ve Mart aylari
baslangiclarinda olmak {iizere yesil aksam ilaglamasi olarak 3 defa ilaglanmasi
onerilmistir. ilaglamalarda Benomyl terkipli ilaglarm %0,06 dozunda kullanilmast,
agacglarda kabuklu bit bulunmasi durumunda Benomylli eriyik igerisine %]1,5
dozunda beyaz yag da karistirilmasi ve Benomyl bulunmadigi zamanlarda hazir
bakirli preparatlarin % 0,4'liik dozda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Erkilig ve Ciar (1989), limon fillosferinden izole edilen antagonist
funguslarin Phoma tracheiphila tizerindeki etkilerini belirlemigtir. Bu alternatif
uygulamalar, patojenin infeksiyonlarini engelleyememis; fakat hastaliga yakalanma
oranlarini azaltmigtir. Patojen inokulasyonundan 2 giin dnce antogonist Aspergillus
sclerotiorum ve Cryptococcus sp. spor siispansiyonlari yapraklara uygulandiginda
hastalik siddeti %50 ve %64,3; siirgiinlerin hastaliga yakalanma orani ise %55,6 ve
66,7 oranlarinda azalmistir. Antagonist uygulamasi, patojen ile birlikte veya
patojenden sonra yapildiginda ise basarili sonug elde edilememistir.

Thanassoulopoulos (1991) Yunanistan’da bir bah¢ede bulunan, Ug
kurutan’a (Phoma tracheiphila) dayanikli bir limon agacini1 degerlendirmistir. Bu

amagla, Turung¢ ve Volkameriana anaclarinda, yapay ve dogal inokulasyon
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sartlarinda tomurcuk agilama yapilmigtir. Orjinal agacgta hastalik simptomlart
goriilmezken, tomurcuk progenilerinde yaklagik 2500 bahgede yetisen agacglarin
yalnizca 16'sinda Phoma tracheiphila tarafindan hastalik olusturulmustur. Yapay
olarak agilanmig 45 agacin, sadece ikisi patojen tarafindan infekte edilmistir.
Elektroforez kullanilarak yaprak proteinlerinin analizi ve gen / enzim
6Phosphogluconate dehidrogenaz (6-PGD) sisteminin genetik kontrolii, direncli
cesitler olan Yunan ¢esitleri Maglini, Adamopoulou, Karystini ve Italyan
Monachello ve Interdonato ile yapilmistir. Protein analizi, direngli seleksiyon ile
Maglini ¢esidi arasindaki yakin iligkiyi gOstermis; fakat direngli seleksiyon ve
Maglini arasinda bazi fenotipik farkliliklar da gézlenmistir. Fenotipik farkliliklar,
Ugkurutana karsi direng, Maglini hari¢ diger tiim g¢esitlerdeki proteinlerdeki
farkliliklar ve bunlarin 6-PGD'lik farkli elektroforetik desenleri, diger c¢esitlerle
karsilastirildiginda, "Ermioni" isminin verildigi yeni bir ¢esit Onerilmistir.
Reforgiato Recupero ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢alismada, erkek ebeveyn
olarak Poncirus trifoliata, C. aurantium ve C. volkameriana ile disi ebeveyn Citrus
latipens ile elde edilen ii¢ progende Phoma tracheiphila’ya direng 6zelliginin
ayrigma g¢aligmalarini incelemeyi amacglamislardir. Direng tespiti, 10 y1l boyunca
gozlenen dogal infeksiyonlara dayandirilmigtir. Sonuglar, duyarliliga karsin baskin
direnci belirleyen ii¢ alternatif genin (A, B ve C) hipotezlenmesine izin vermistir.
Ek olarak, baskin kosullarda, baskin B alelinin hareketini gecersiz kilarak
duyarliligi belirleyebilen dordiincii bir genin varligimi bildirmislerdir. Direngli
Citrus genotiplerinde, patojene kars1 verilen reaksiyon, biiyiik miktarlarda mevcut
oldugu bildirilen bir PR (patogeneze bagli) protein olan chitinaz iretimi ile
iligkilendirilmistir. Calismada, direng 6zelliginin en az iki dominant gen tarafindan
kontrol edildigi hipotezi dogrulanmistir. Bu hipotezin, diger genetik
mekanizmalarin olasiligimin  goéz ardi1 edilemeyecegi, diger Citrus tiirlerine
uygulanabilir olup olmadigini tespit etmek igin daha fazla kanit gerekli oldugu

bildirilmistir.
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Tusa ve Del Bosco (2000) simetrik ve asimetrik protoplast fiizyonuyla elde
edilen limon melezlerinin, Phoma tracheiphila’nin neden oldugu ugkurutan
infeksiyonuna karg1 reaksiyonunu test etmiglerdir. Genel olarak, somatik hibrit ve
cybridler, kontrol olarak kullanilan direngli "Monachello" limonuna ve duyarli
"Femminello" limonuna kiyasla, hastalik simptomlarinda hafif farkliliklar olan orta
derecede bir direng¢ gostermistir. Asimetrik limon tiirlerinde olusan diisiik 6liim
orani nedeniyle, hastaliga kars1 spesifik diren¢ mekanizmalarinin bu genotiplerde
aktive edilebilecegini bildirmislerdir.

Ezra ve ark. (2007) Phoma tracheiphilamin meyve de dahil olmak {izere
bitki dokularindan tanimlanmasi i¢in patojen populasyonundaki genetik
degiskenligi dikkate alan PCR tabanh bir yontem gelistirmislerdir. Bu caligsma
sonucunda, Israil'in farkli bolgelerindeki farkli turunggil tiirlerinden alinan
izolatlarin arasinda énemli bir farklilik bulamamuislardir.

Gentile ve ark. (2007) tarafindan yapilan c¢alismada, Trichoderma
harzianum'dan alman chit42 geni, Phoma tracheiphila’ya direngli transgenik bitki
iretmek icin "Femminello siracusano" limonuna Agrobacterium tumefaciens
araciligiyla eklenmistir. Ug polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile pozitif klonlar:
elde edilmistir. Southern blot, transgenin limon genomuna entegrasyonunu
dogrulamig ve bir veya iki kopyanin yerlestirildigini gostermistir. Ters transkriptaz
- PCR, Northern blot ve Western analizi yapilmig ve sonuglar eklenen genin
ekspresyonunu dogrulamistir. Transgenik klonlar, hastalik direnci icin in vitro ve in
vivo test edilmistir. Konidi ¢imlenmesi ve Phoma tracheiphilamim gelisimi,
transgenik yaprak proteinleri tarafindan in vitro’da kuvvetli bir sekilde inhibe
edilirken, kontrollerde higbir etki gozlenmemistir. Genel olarak, sonuglar,
antifungal endochitinaz geni ile doniigiimiin, turunggillerde hastalik kontrolii i¢in
bir strateji teskil edebilecegini gostermistir.

Bas ve Kog¢ (2006) tarafindan yapilan c¢alismada, Phoma tracheiphila'ya
son derece hassas olan embriyogenik Kiitdiken limon kallusu, Phoma

tracheiphila'min seyreltilmis toksinine karsi in vitro’da denenmistir. Toksin ile
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desteklenmis besi yerinde alt1 ardigik alt kiiltiirden sonra yirmi dort kallus kiitlesi
elde edilmis ve daha sonra segilen kallus kiimelerine, Phoma tracheiphila,
Penicillium italicum, P. digitatum, Geotrichum candidum ile ikili kiiltlir caligmasi
yapilmigtir. Bir kararli direngli kallus kiitlesi se¢ilmis ve Kiitdiken limonu 20b
olarak etiketlenmistir. Phoma tracheiphilamm gelisimi, duyarh Kiitdiken limonu
ve orta derecede direngli Zagara Bianca'ya kiyasla altkiiltiir calismasinda kuvvetli
bir sekilde inhibe edilmistir. Bu sonuclara goére, fungus gelisimine engelleyici
olarak herhangi bir PR proteini yerine, savunma reaksiyonunun alternatif bir
nedeninin, fungus i¢in toksik olan sekonder metabolitlerin olabilecegi bildirilmistir.

Ziadi ve arkadaslar1 (2012) Tunus'ta izole edilen dort Phoma tracheiphila
izolatinin, Italyan limon anaclarinda infeksiyonlar1 incelenmistir. Yapay
inokulasyondan 10, 20 ve 30 giin sonra hastalik simptomlarmin goriiniimiinii
gozlemleyerek, pozitif asilama oranini sayarak ve yaprak ampirik skalasina gore
ortalama hastalik yogunlugunu belirleyerek ii¢ degerlendirme yapilmistir. Biitiin bu
parametreler, dort limon anacinin Ugkurutan’a karst duyarliligma gore
siiflandirilmasina olanak vermenin yani sira, anaglarin hastaliga karsi davraniglari
hakkinda da bilgi vermistir. Bu nedenle, yiiksek hassas davranis sergileyen
Volkameriana, duyarli olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte, Turung, patojenin
infeksiyonuna karsi orta diizeyde bir duyarlilik géstermis ve toleransli anag olarak
smiflandirilmistir. Flying Dragon ve Troyer Citrange ise Phoma tracheiphila'nin
yaprak infeksiyonuna kars1 biiyiik bir direng gostermis ve dayanikli anaglar olarak
kabul edilmistir.

Avci (2018) tarafindan yapilan bir c¢aligmada, yeni kurulan turunggil
bahgelerinde sorun olan fungal patojenler belirlenmis ve turunggil cesitlerinin
duyarlhiliklar1 aragtirilmistir. Bu amag ile Cukurova bolgesine yakin zamanda girmis
ve yaygin tesis olanagi bulabilecek olan 24 adet turuncgil ¢esidinin turuncgil
bahgelerinde iiretimi kisitlayan Alternaria alternata f.sp. citri, Phytophthora
citrophthora ve Phoma tracheiphila patojenleri agisindan degerlendirilmesi

yapilmistir. Buna gore, in vivo testlerde Phoma tracheiphila’ya en duyarlt tiir
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limon olmus, bunu altintop izlemistir. Mandarin ve portakal cesitlerinde ise

hastalik olusumu az da olsa gdzlenmistir.

2.2. Mikorizal Funguslar ile lgili Yapilan Cahsmalar

Phoma tracheiphila ve mikorizal funguslarin etkilesimi ile ilgili heniiz bir
caligma yapilmamistir. Bununla birlikte, turunggil ¢esitlerinin kokleriyle mikorizal
birliktelik icinde yasayan funguslarin varligi bilinmektedir ve bu konu ile ilgili
yapilan bazi ¢calismalar bulunmaktadir.

Davis ve Menge (1980), fosfor giibrelemesi yapilmis toprakta, Phytopthora
parasitica ve mikorizal fungus Glomus fascilatum ile infekte edilmis olan portakal
fidanlarinin (Citrus sinensis), koklerinin sadece Phytophthora parasitica ile
infektelenmis koklerden daha agir ve daha saglikli oldugunu belirtmislerdir.
Glomus fasciculatum ile enfekte olmus turuncgillerde Phytophthora parasitica kok
ciirtikliigiine kars1 toleransin, mikorizal koklerin mikorizal olmayan koklerden daha
fazla fosfor ve muhtemelen diger mineralleri alabilme kabiliyetinden
kaynaklandigini bildirmislerdir.

Karajeh ve Al-Raddad (1999)’mn yaptiklar1 ¢alismada, Glomus mosseae ve
Verticillium dahliae ile inokule edilen zeytin fidanlarinda siirglin ve koklerin yas
ve kuru agirliklar, yalmzca Verticillium dahliae ile inokule edilen ya da
inokulasyon yapilmayan kontrole gore onemli miktarda artmistir. Mikorizali
bitkilerde bitki agirligi, yaprak sayist ve hastalik siddetindeki azalma oranlarindaki
artis, mikorizali olmayanlara gore daha fazla olmustur.

Declerck ve ark. (2002), dort arbuskiiler mikorhizal (AM) fungus (Glomus
sp., G. proliferum, G. intraradices ve G. versiforme) ile Cylindrocladium
spathiphylli ve muzun (Musa acuminata, AAA, cv. Grande Naine) biliyiime ve
fosfor beslenmesi iizerindeki etkilerini sera kosullarinda incelemislerdir. Genel
olarak, C. spathiphylli’nin neden oldugu kok infeksiyonu, muz bitkilerinin
biiylimesini geriletmis; ancak AM funguslari ile inokule edilen bitkilerde bu zararh

etki onemli Olclide azalmistir. AM funguslar ile asilanan bitkilerde diisiik hastalik
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siddeti, biliylimenin uyarilmasi ve siirgiin fosfor igerigi artisi gézlenmistir. C.
spathiphylli'nin neden oldugu kok zarari, AM funguslarmin varliginda azalmis;
fakat mikorizal bitkilerin C. spathiphylli ile inokule edilmesi, AM fungus kok
kolonizasyonunun yogunlugunu da azaltarak, iki organizma arasinda net bir
etkilesim oldugunu goéstermistir.

Watanarojanaporn ve ark. (2011), turunggil kdklerinden 13 farkli mikorizal
tiir elde etmis ve bunlar1 3 farkli turunggil tiirlinde (Shogun: Citrus reticulata
Blanco cv. Shogun; Tangerine: Citrus reticulata; C-35 Citrange: Citrus sinensis X
Poncirus trifoliata) test etmiglerdir. Bu mikorizal funguslardan turunggillerde en
iyl kolonizasyon oraninin Glomus etunicatum ve Acaulospora tuberculata
mikorizal funguslar1 tarafindan olusturdugunu belirtmiglerdir. Bu mikorizal
funguslarin Phytophthora nicotianae ile iligkisinin de arastirildigi calismada, hem
P. nicotianae hem de farkl1 mikorizal funguslar tarafindan inokule edilen Shogun /
C-35 citrange ana¢ kombinasyonlar1 diisiik seviyede kok ciiriikliigii simptomlari
gostermistir. Bununla birlikte yalmizca P. nicotianae ile inokule edilen Shogun
stirgiinleri iizerinde siddetli geriye dogru o6liim simptomlar1 goriiliirken, mikorizal
funguslar ve P. nicotianae ile inokule edilen siirgiinlerde geriye dogru O6lim
simptomlar1 daha az olmustur. 1k olarak siirgiinlerde diisiik oranlarda geriye dogru
O0lim simptomlar1 goriilmiis, sonrasinda bunlar onarilarak saglikli ve geng
siirgiinler geligsmistir. Her iki mikorizal fungusun da turunggil bahgeleri igin

muazzam bir potansiyele sahip oldugu bildirilmistir.

2.3. Dayamklihk Tesvik Edici Kimyasallar ile ilgili Yapilan Calismalar
Bitkilerde savunma mekanizmasii harekete gecirdigi bilinen pek cok
kimyasal bulunmaktadir. Giliniimiiz bitki koruma stratejilerinde yer almasi
amaciyla bu konu ile ilgi oldukca fazla ¢alisma yapilmaktadir. Turunggillerde ve
diger bazi1 meyve agaglarinda yapilan bazi ¢aligmalarda da bu kimyasallarin etkileri

ortaya konmustur.
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Cimen (1994), Phoma tracheiphila’ nin dogal infeksiyonunun Ekim-
Mayis aylar1 arasinda oldugunu, cogunlukla Aralik—Mart doéneminde ortaya
¢iktigimi bildirmistir. Bu ¢alismada, Paclabutrazol’un ¢esitli dozlar1 topraktan ve
yapraktan kiitdiken fidanlarma uygulanmistir. Bir yash fidanlarda Phoma
tracheiphila’ nin yapay inokule edilerek topraktan Paclabutrazol uygulamasi
yapildiginda en iyi sonu¢ elde edilmis, hastalik siddeti %71,6 oraninda
engellenmistir. Ayn1 uygulamanin dogal infeksiyonlarinda olusan hastalik siddeti
ise %52,6 olmusgtur.

Resende ve ark. (2002) tarafindan bir benzotiadiazol bilesigi olan
Acibenzolar S-Methyl (ASM), kakao bitkisinde Crinipellis perniciosa (cadi
stiplirgesi) ve Verticillium dahliae (vaskiiler solgunluk)'ya kars1 degerlendirilmistir.
ASM, inokulasyondan 30 giin 6nce uygulandiginda kakao fidanlar iizerinde cadi
stiplirgesi hastaliginin goriilme sikligin1 catongo ¢esidi kakao fidanlari iizerinde
%84,5'e varan oranda azaltmistir. ASM ayrica Verticillium solgunlugunun Cocoa
cv. theobahia’da % 55,4'e diismesine neden olmustur. Her iki uygulamada da,
dozun hastalik tizerindeki etkileri agik¢a gozlenmemistir. Bir baska deneyde,
ASM'nin  kakao  fidanlar1  iizerindeki etkisi, Crinipellis  perniciosa
inokulasyonundan 15 giin 6nce piiskiirtiilen bakir oksit ve tebuconazole ile
kargilastirilmigtir. ASM, patojen inokule edilen kontrole kiyasla hastalik miktarini
% 60,1 oraninda azaltmistir. ASM’nin etkisi tebuconazole'den daha ({istiin
bulunmustur. Bir direng artirict olarak ASM'nin etki mekanizmasini anlamak igin,
toplam fenolik, polifenol oksidazlar ve peroksidaz seviyelerindeki degisiklikler,
ilaglamadan 3, 15 ve 30 giin sonra Catongo ¢esidi fidanlar1 {izerinde
degerlendirilmistir. Theobahia fidanlarinin enzim aktiviteleri ise ilaglamadan 30
glin sonra degerlendirilmistir. Catongo c¢esidinde, toplam fenolik icerikte ve
polifenol oksidaz aktivitesinde, plskiirtme sonrasinda Onemli bir fark
bulunmamustir. cv. Theobahia’da, peroksidaz ve polifenol oksidaz aktivitelerinde
onemli artiglar tespit edilmis ve ASM'ye karsi savunma yanitlarinin konukc¢u

genotipine bagli oldugu bildirilmistir.
13



2. ONCEKI CALISMALAR Selda KOZAK OZDEMIR

Agostini ve ark. (2003), bitkide dayaniklilik tesvik edici kimyasallari,
Elsinoe fawcettii i¢in Kaba limon ¢esidinde, Diaporthe citri igin Dancy tangerine
¢esidinde, Alternaria alternata pv. citri i¢in ise Duncan greyfurtta denemislerdir.
Bitkilere uygulanan Oxycom, Nutriphite, Messenger, Goemar H11, Serenade,
ReZist, Prophyt, Aliette (Fosetyl-Al), Actigard (ASM) ve Keyplex kimyasallarinin
hepsinin hastalik siddetini azalttig1; fakat standart fungisitler, Benlate 50WP
(benomyl), Abound 2.08F (azoxystrobin), Headline 2.09F (pyraclostrobin) kadar
etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bu kimyasallardan en etkilisinin ReZist ve Actigard
(ASM) oldugu, bunlarn Aliette (Fosetyl-Al) ve Nutriphite’in takip ettigi
belirtilmistir. Konukc¢udaki dayanikliligi tesvik eden {iriinlerin turunggillerde
entegre miicadelede standart fungisitlerle birlikte kullanilabilecegi bildirilmistir.

Graham ve Leite (2004) tarafindan yapilan bir c¢aligmada, Swingle
citrumelo ¢esidi turunggil bitkilerinin yapraklarina Xanthomonas axonopodis pv.
citrumelo ve Xanthomonas axonopodis pv. citri bakterileri inokule edilemeden 7
giin 6ncesinde ASM ve Messenger kimyasallar yesil aksama piiskiirtiilmiistiir. Bu
uygulamalarin hastalik lezyonlarmi azalttigi goriilmiistiir. Brezilya’da bulunan
portakal bahgelerinde bu kimyasallarin tek basina ve bakir oksiklorid (COC) ve
bakir hidroksit (CuOH) ile birlikte kullanmldiginda hastalik zararmi azalttig
bildirilmig; fakat bu uygulamalarin bakirin tek bagina uygulamasina gére dnemli
bir etkisi olmadigi ifade edilmistir.

Cao ve Jiang (2006) yaptiklari ¢aligmada Yali armut ¢esidinde (Pyrus
bretschneideri Rehd.) meyve gelisme doneminde ii¢ kez ASM uygulamasi yapilmis
ve hasattan sonra Penicillium expansum veya Alternaria alternata ile asilanmig
olgun armutlarda hastalik indeksinin %27,9 ve %42,7 ve lezyon capinin ise %29,1
ve %23.,4 daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. ASM'nin tarlada uygulanmasinin
meyvelerin hasat sonrasi hastaliklarinin kontrol altina alinmasinda biiyiik umut
vadettigini bildirmisglerdir.

Elma agaclarinda Erwinia amylovora’nin neden oldugu Ates Yanikligi

Hastaligina karsi bazi1 dayaniklhilik tesvik edicilerin etkinlikleri belirlendigi bir
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caligmada, DL-3-B-amino-N-biitirik asit (BABA; 1,0 mg/ml) ve Acibenzolar-S-
methyl (ASM; 0,1 mg/ml), inokulasyondan 6nce farkli giinlerde ya tek basina ya da
kombinasyon olarak yapraklara uygulanmistir. Ates yanikligi hastaliginin
kontroliinde ASM, BABA'dan biraz daha etkili bulunmugtur. BABA ve ASM ile
kombine edilmis uygulamalar, uzun bir periyod boyunca, hastaligi biiyiik 6lgiide
azaltmis ve diger uygulamalardan daha etkili oldugu kanitlanmistir. Direng tesvik
edici etkiler, kimyasal uygulamasi ve patojen inokulasyonu arasindaki siire
arttiginda giderek azalmigtir (Hassan ve Buchenauer, 2007).

Graham ve Myers (2013), Turuncggil yesillenme hastaligi vektoriine karsi
kullanilan neonicotinoid grubu sistemik insektisitlerin toprak uygulamasinin
agacglarda Xanthomonas citri subsp. citri’ nin neden oldugu turunggil kanserine
karsi da dayaniklilik olusturdugunu bildirmislerdir. Neonicotinoid grubu
imidacloprid ve thiamethoxam insektisitleri ile ticari dayamiklhilik tesvik edici
ASM’nin turunggil kanserine kars: etkileri Vernia portakal ve Ray Ruby greyfurt
cesitlerinde arastirilmistir. Tiim uygulamalar, kontrole goére hastalik siddetini
onemli miktarda azaltmstir. Uretim dénemi boyunca ASM’nin toprak uygulamasi
ile imidacloprid ve thiamethoxam uygulamalari, greyfurt ve portakal fidanlarinda
hastalik baskisi {izerinde ¢ok etkili olmugtur. ASM’nin yesil aksam piiskiirtme
uygulamasi ise toprak uygulamasindan daha az etkili bulunmustur.

Li ve ark. (2016), p-amino N- Butryic acid (BABA), 2,1,3-
benzothiadiazole (BTH) ve 2,6-dichloroisonicotinic acid (INA) dayaniklilik tesvik
edici kimyasallarinin tek ya da kombinasyon halinde uygulanmasinin turunggil
yesillenme  (Liberibacter sp.) hastaligini  baskilamada etkili oldugunu
bildirmislerdir. Bu uygulamalarin kontrole oranla hastalik siddetini %15- 30
oranlarinda azalttigin1 ve meyve verimi ve kalitesini de artirdiklar1 gosterilmistir.
Buna gore, dayaniklilik tesvik edici kimyasallarin turunggil yesillenme hastaligi
kontroliinde kullanilmasinin uygun olacagini 6nermislerdir.

Erkilig ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada, Verticillium dahliae’ya karsi

dayaniklilig1 tesvik etmek amaciyla Salisilik asit (SA), DL-B-amino-n-butyric asit
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(BABA) ve Acibenzolar S-Methyl (ASM) ve Fosetyl-Al kimyasallarii
kullanmiglardir.  Fosetyl-Al, Verticillium dahliae’'nin  miseliyal gelismesini
1000ppm konsantrasyonda tamamen engellemistir. Diger kimyasallarin misel
gelisimine etkisi ya olmamig veya ¢ok az olmustur. Verticillium dahliae’nin
hastalik olusturmasina kimyasallarin toprak uygulamalari daha etkili olmustur.
ASM, Verticillium dahliae’nin hastalik siddetini %80 oraninda engellemistir.
Fosetyl-Al ve SA’nin Verticillium dahliae’nin kontroliinde iimitvar bulgular

gosterdigi bildirilmistir.

2.4. Fenolik Bilesikler Ile Ilgili Yapilan Calismalar

Mikorizal fungus-fenolik bilesik etkilesimini konu alan c¢alismalar
genellikle tek yillik bitkilerde yiiriitiilmiistiir. Kisa siireli ¢alismalarda ¢ok yillik
odunsu bitkilerde mikorizal funguslarin kolonizasyonunun kisithi olabilecegi
diisiincesi bu noktada bir yanilg1 olusturabilmektedir. Oyle ki orman alanlarinda
mikorizal funguslar ve orman agaclar binlerce yildir birlikte yasamaktadirlar.
Mikorizal kolonizasyonun kiiltiir bitkilerinde de iireticiler ve ¢evre agisindan
faydalar gézardi edilmemelidir. Dayamiklilik tesvik edici kimyasallarin fenolikler
tizerindeki etkisi ise daha cok calisilmistir. Bu konuda yapilan caligmalarda,
bitkilerin dayaniklilik mekanizmasinin etkin g¢alisan bir sistem oldugu ve aktive
edildigi durumlarda timitvar sonuglar elde edilebilecegi goriilmektedir.

Duglas Goknar1 (Pseudotsuga menziesii) fidanlarmim primer koklerini
Fusarium oxysporum kok ¢iirikligiinden koruyabilen ektomikorizal fungus
Laccaria laccata, primer koklerin kortikal hiicrelerinde fenolik maddelerin
birikmesine neden olmustur. Patojenin infeksiyonu, Laccaria laccata veya
metabolitlerinden etkilenen fidanlarda, kontrollerden daha az miktarda
bulunmugtur. Hif yogunlugunun ise fenolik maddelerin konsantrasyonuyla ters
orantili oldugu gorilmistiir. Laccaria laccata’nin in vitro’da Fusarium
oxysporum’ un gelisimini engelledigi gosterilmis olsa da antibiyosisin Onemli

olmadigini, primer kokte Laccaria laccata tarafindan tesvik edilen fenoliklerin,
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bitki kok korumasmin temeli olabilecegi one siiriilmiistiir (Sylvia ve Sinclair,
1983).

Afek ve Sztejnberg (1988), Phytophthora citrophthora'ya direngli ve
duyarh olan turunggil tiirlerinin scoparone iiretimleri patojen inokulasyonundan 1-8
giin sonra karsilastirmiglardir. Direngli tiirlerde, Scoparone konsantrasyonlar: daha
ylksek bulunmus ve inokulasyondan sonraki 24 saat i¢inde daha hizli artmistir.
Inokulasyondan 4 giin sonra turunggil kabugunda P. citrophthora'nin neden oldugu
lezyon uzunlugu, duyarlilarda 11 mm, ayrica direngli tiirlerde ise 2.5-5.0 mm
olarak Olglilmiistiir. Scoparone, in vitro kosullarda P. citrophthora'nin miseliyal
gelisimini  Penicillium digitatum, Penicillium italicum, Verticillium dahliae,
Colletotrichum gleosporoides, Hendersonula toruloidea ve Diplodia natalensis
funguslarinin ¢gimlenmesini inhibe etmistir.

Turunggillerde Phytophthora citrophthora’ya karsi dayaniklilign tesvik
ettigi diisliniilen bir fitoaleksin olan scoparonun, fosetyl- Al ve fosforik asit ile
etkilesimi  incelenmesi amaciyla yapilan bir c¢alismada, Phytophthora
citrophthora’ya dayanikli olan Macrophylla ve Turung anaglar ile duyarli olan
kaba limon ve niva cesitleri kullanilmigtir. Niva hari¢ tim g¢esitlerde infekteli
dokuya uygulanan fosetyl- Al ve fosforik asit, scoparone diizeyini 2-4 katina kadar
yiikseltmis ve bu fidanlarda lezyon alani, hizli bir sekilde azalmistir. Saglikli
bitkilere yapilan kimyasal uygulanmasinin scoparone iiretimini artirmadigi tespit
edilmistir. Ayrica regresyon analizi yapildiginda, miseliyal gelisimin azalmasinin
kimyasallarin konsantrasyonun artmasiyla iligkili oldugu bulunmustur (Afek ve
Sztejnberg, 1989).

Berhow ve ark. (1998) tarafindan fenolik bilesiklerin, 6zellikle
flavanonlarin ve flavon-flavonol bilesiklerinin incelenmesi, yiiksek basingli sivi
kromatografisi kullanilarak, 5 cins, 35 tiir ve 114 c¢esit temsil eden Rutaceae'de
gergeklestirilmistir. Turunggil yapragi, flavedo, albedo ve meyve suyunda meydana
gelen ortalama pik veya fenolik bilesik sayist sirasiyla 21, 17, 15 ve 9,3 olarak

bulunmustur. Turunggi tiirleri ve gesitleri i¢in yaprak, flavedo, albedo ve meyve
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suyu dokularinda dort farkli fenolik bilesik smifi (flavon / ols, flavanonlar,
kumarinler / sinnamik asit tlirevleri ve psoralenler) belirlenmistir. 11 flavanon
glikozid, 3 flavon glikozid ve 1 flavonol glikozidin oranlar1 ve konsantrasyonlari
belirlenmis ve kategorilere ayrilmistir. Taksonlarin ¢ogu, agirlikli olarak
neohesperidosil veya rutinosil olarak adlandirilmigtir. Baskin neohesperidosil
flavanonlar1 naringin, neoeriocitrin ve neohesperidin; baskin rutinosil flavanonlari
ise hesperidin, eriocitrin ve narirutin olarak belirlenmistir. Esas olarak
neohesperidosil flavanonlar1 igeren ¢esitler, neohesperidosil flavonlar1 da
icermistir. Benzer sekilde, rutinosil flavanonlar iceren tiirler ve ¢esitler, rutinosil
flavonlar1 icermistir.

Evensen ve ark. (2000), Ceratocystis polonica inokulasyonu yapilan
Norveg ladini (Picea abies) agaglarinda, sadece yara agilan agaglara gore daha
fazla katesin, taksifolin ve frans-resveratrol konsantrasyonu oldugunu
bildirmislerdir. Hem patojen inokulasyonu yapilip hem de yaralanan agaglardaki
fenolik bilesik orani kontrole oranla daha yiiksek bulunmustur. Ayrica Norveg
ladin kabugunun fenolik ekstraktinin Heterobasidion annosum ve Ceratocystis
polonica ve Ophiostoma penicillatum'un miseliyal gelismesi iizerindeki etkisi in
vitro’ da incelenmistir. Bu calismada Heterobasidion annosum olumsuz yonde
etkilenmemis, O. penicillatum'un gelisimi ise C. polonica'dan daha fazla inhibe
edilmistir.

El-Modafar ve El-Boustani (2001), dayanikli hurma agaci kdoklerinin
duyarli gesitlere gore Fusarium oxysorum f. sp. albedinis’in hiicre duvari
parcalayict enzimlerinin aktivitelerine daha dayanikli oldugunu bildirmislerdir.
Hurma agac1 kokleri p- hydroxybenzoic acid, p- coumaric acid, ferulic acid ve
sinapic acid olarak tanimlanan 4 tane hiicre duvari fenoligi icermektedir. Dayanikli
cesitlerde duyarli ¢esitlere gore coumaric acid ve ferulic acid 2 kat fazla;
hydroxybenzoic asit ve sinapic asit ise 8,4 ve 4,5 kat fazla ol¢iilmiistiir. Ayrica
dayanikli gesitlerin koklerinde bulunan lignin miktarinin da duyarl ¢esitlere gore

1,8 kat fazla oldugu tespit edilmistir. Direngli cesitlerde biriken hiicre duvarina
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bagh fenollerin Fusarium oxysorum f. sp. albedinis’in miseliyal biliylimesini ve bu
fungusun hiicre duvari pargalayict enzim {iretimini biiyiik Olglide azalttigi
bildirilmistir.

Fourie (2004) yaptigr calismada, Phytophthora nicotianae'nin neden
oldugu infeksiyona karsi reaksiyonda toplam ¢o6ziiniir fenoliklerin birikimini,
patojene toleranslt ve duyarl olan farkli turunggil anaglarinda aragtirmistir. Buna
gore, fenolik konsantrasyonlar, inokulasyondan 21 giin sonra toleransli Swingle,
Macrophylla, Troyer ve Turung anag¢ koklerinde daha yiiksek bulunmustur. Hassas
Kaba limon ve Volkameriana limon anacglarinda ise kii¢iik artislar meydana
gelmistir. Orta toleransh anaclar, Carrizo ve C35'ten, Carrizo orta diizeyde bir
fenolik iiretirken, C35 ise diisiik bir seviyede fenolik icermistir. Toplam fenolik
konsantrasyonlarin, P. nicotianae'ya toleranslik ile pozitif iliski gosterdigi ve
fenoliklerin ana¢ direncinde rol oynadigini bildirmistir. P. nicotianae
inokulasyonu fiizerine, toleransh anaglar toplam fenolikleri bazal ¢izginin yaklasik
2.2 katina kadar biriktirirken, toplam fenolikler duyarli anaglarda bazal degerlerin
sadece 1.6 katim1 biriktirmistir. Ayrica fosetyl-Al uygulamasi, patojen uygulanan
anaglarda, patojen uygulanmamis anaglara gore fenoliklerin 2,2 kat artmasim
uyarmigtir. Bu artig, fenolik bilesiklerin bu fungisitin etki tarzinda bir rol
oynadigini géstermektedir.

Limonlarda yaygin olarak goriilen fenolik bilesiklerden hesperidin ve
limonin ile Phoma tracheiphila arasindaki iligkinin arastirildigi bir ¢aligmada,
dayanikli ve orta dayanikli ¢esitlerde (Tatli limon, Mayer ve Enterdonato)
hesperidin ve limoninin ya her ikisinin ya da bir tanesinin duyarh ¢esitlere (Eureka,
Yediveren, Kiitdiken) oranla daha yiiksek oldugu saptanmistir. In vitro
caligmalarda ise hesperidin ve limoninin farkli konsantrasyonlarinin (1, 5, 10, 25,
50, 75, 100 ppm) P. tracheiphila gelisimi iizerine engelleyicilik yiizdeleri
arastirilmig ve her iki fenolik bilesigin de konsantrasyonlari arttik¢a hastalik etmeni

fungus gelisimini engelledigi belirlenmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 100
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ppm’de limoninin engelleyiciliginin (%85,29), hesperidinin engelleyiciliginden
(%58,68) daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Baydar, 2010).

Graham ve Myers (2011) tarafindan imidacloprid, thiamethoxam ve
acibenzolar-S-methyl toprak uygulamalar1 ¢esitli oranlarda ve uygulama
sikliklarinda 3 ve 4 yasli Ray Ruby ¢esidi greyfurt agaclarinda Xanthomonas citri
subsp citri'nin neden oldugu turunggil kanserinin kontrolii i¢in 2 yil boyunca
degerlendirilmistir. Ik yilda, tiim uygulamalar ilkbahar-yaz-sonbahar biiyiime
donemlerinde hastalik miktarin1 6nemli Ol¢lide azaltmistir. Bakir hidroksit ve
streptomisin spreyleri, kontrole kiyasla mevsim boyunca hastalik oranini azaltmada
etkiliyken, topraktan uygulanan dayaniklilik tesvik ediciler, uygulama oranina,
sikligina ve zamanlamasima bagl olarak hastaligi azaltmustir. Ikinci yilda, tiim
uygulamalar, ilkbahar-yaz-sonbahar biiyiime donemlerinde turunggil kanserinin
goriilme sikligin1 6nemli Ol¢lide azaltmis, ancak dayaniklilik tesvik ediciler ile
ilkbahar-yaz donemlerinde tiim uygulamalar kontrole kiyasla etkili olmamistir. Bu
nedenle, uygulamanin oranina, sikligina ve zamanlamasma bagli olarak, toprak
uygulamali dayaniklilik tesvik ediciler, epidemik kosullar altinda geng¢ greyfurt
agaclarinin hastalik oranini azaltmustir.

Salisilik asit (SA) bircok bitkide patojenlere diren¢ saglamada kilit rol
oynamaktadir. SA'nin hurma (Phoenix dactylifera L.) 'da Fusarium oxysporum
f.sp. albedinis (FOA)' e olan dirence olasi katilimini arastirmak igin, fenolik
bilesiklerin seviyeleri incelenmistir. SA uygulamasindan sonra, F. oxysporum
agilanmig hurma fidanlarmin koklerinde c¢oziiniir fenoliklerin igerigi, hastalik
belirtileri gosteren tedavi edilmemis bitkilere oranla Bousthami noir g¢esidinde
yaklasik 4 kat ve Jihel ¢esidinde ise 6 kat daha yiliksek bulunmustur. Ayrica SA
uygulamasi hiicre duvari fenoliklerinin igerigini de arttirmistir. Ek olarak, SA
uygulanan hurma koklerine FOA inokulasyonu yapildiginda, bitkide ¢ok sayida
asirt duyarlilik reaksiyonuna benzer nekrotik lezyonlar olusmustur. Buna karsilik,
SA ile islem gérmemis bitkiler normal olarak fungus inokulasyonuna tepki olarak

yayilma nekrozu gostermistir (Dihazi ve ark., 2003).
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Sanzani ve ark. (2014) yaptiklar1 c¢aligmada, kuercetin, scopoletin ve
scoparone fenolik bilesiklerini, Penicillium digitatum'a kars1 in vitro ve in vivo
kosularda test etmislerdir. Her ne kadar in vitro kosularda P. digitatum {izerinde
kiigiik (%13) bir etki kaydedilmis olsa da, in vivo deneme sonuglari timit verici
bulunmustur.  Fenolik  uygulamasi  yapilmig  portakallarda, simptomlar
inokulasyondan 6 giin sonra, kontrole kiyasla 2 giinliik bir gecikmeyle ortaya
¢ikmistir. Ayrica, inokulasyondan 8 giin sonra, quercetin, scopoletin ve scoparone,
kontrol grubuna kiyasla hastalik oranin1 ve siddetini sirasiyla % 69- % 40 ve % 85-
% 70 oraninda azaltmistir. inokulasyondan 14 giin sonra ise en aktif molekiiliin
scoparone oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, bu bilesiklerin sentetik

fungisitlere ilging bir alternatif teskil edebilecegi Onerisi yapilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢aligmada, bitkilerde patojenlere kargi savunma mekanizmalarini
etkiledigi bilinen Glomus caledonium, Glomus clarium, Glomus etunicatum,
Glomus fasciculatum, Glomus intraradices ve Glomus mosseae mikorizal
funguslar1 ve Salisilik asit (SA), DL-B- amino-n-butirik asit (BABA), Acibenzolar
-S- methyl (ASM) ve Fosetyl-Al kimyasallar1 kullanilmistir.

Calismada kullanilan Phoma tracheiphila izolatlari, Mersin ve Adana
illerinde bulunan limon bahgelerindeki hastalik simptomu gosteren agaclardan
alinan 6rneklerden izole edilmistir.

Farkli limon c¢esitlerinin Phoma tracheiphila’ya duyarhiliklariin
belirlenmesi amaciyla Kiitdiken, Yediveren, Enterdonat ve Mayer limon cesitleri
kullanilmistir. Dayaniklilik tesvik edici ve mikorizalarin Phoma tracheiphila’ya
karsi limondaki fitoaleksinleri tesvikinin belirlenmesinde ve patojenite

caligmalarinda ise Kiitdiken ¢esidi tercih edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Hastahkh Bitki Orneklerinden Phoma tracheiphila’nn izolasyonu
Mersin ve Adana illerinde bulunan limon bahgelerinde yapilan survey
caligmalart sonucunda siddetli hastalik simptomu gosteren agaglardan alinan
ornekler, laboratuara getirilmistir. Bu drneklerin tipik turuncu-kirmizi renklenme
gosteren bolgelerinden 2-5 mm biiyiikliigiinde pargalar kesilerek %]1°lik sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinde yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra steril distile sudan
gecirilmis ve steril kurutma kagidinda kurutulup PDA ortamina yerlestirilmistir. Bu
petriler, 24 °C’de 10 giin inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonucu 15 farkli
Phoma tracheiphila izolat1 saflagtirilarak ¢alismada kullanilmak iizere egik besi

yeri (+4 °C) ve kagit kiiltiir (-18 °C) ortamlarinda saklanmustir.
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3.2.2. Phoma tracheiphila izolatlarmm Klasik ve Molekiiler Tanis
3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonunda, Ahrens ve Seemiiller (1992)’in kullandigi CTAB
yontemi modifiye edilerek kullanilmistir (Cizelge 3.1). Kiiltiire alinmig olan
Phoma tracheiphila izolatlarinm petrilerinde fungus gelismis olan alandan 0,5 cm®
capinda miselyum alinarak 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine konulmustur. Ornekler
iizerine 0,5 ml CTAB buffer (2% w/v cetyltrimethylammonium bromide, 1.4 M
NaCl, 0.2%2-mercaptoethanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-Base, 2%
polyvinylpyrrolydone, pH 8.0) ilave edilmis ve ekstraksiyon gergeklestirilmistir.
Tiiplerdeki 600 pl ekstrakt su banyosunda 65°C’de 30 dakika bekletilmis daha
sonra Ornekler lizerine 600 pl chloroform-isoamyl alkol (24:1) eklenerek 1 dakika
vortex yapilmigtir. Vortexlenen tiipler, 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra iist fazdan pipet yardimi ile 500 pl alinarak yeni tiiplere
aktarilmistir. Daha sonra bunun iizerine tekrar 500 pl chloroform-isoamyl alkol
(24:1) ilave edilip 1 dakika vortex yapilmis, yine 12000 rpm’de 10 dakika
santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra iist fazdan pipet yardimi ile 350 pl
almarak yeni tiiplere aktarilmigtir. Daha sonra ornekler iizerine 2/3 soguk
isopropanol eklenerek vortex yapilmis ve -20°C’de 20 dakika bekletilmistir.
Ornekler -20°C’den almarak 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilmis ve iist
faz atilmigtir. DNA ¢okeltisi tekrar soguk % 70°lik ethanol ile yikanmis ve 6rnekler
oda sicakliginda 1 saat bekletilerek kurumasi saglanmistir. Daha sonra pellet, 70 pl

saf su ile ¢coziilerek PCR da kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. PCR Calismasinda Kullanilan Primer Bilgileri

Primer Adi Sekans (5'- 3°) Hedef Referans DNA Biiyiklugi
ITS1 5-TCCGTA GGTGA A CCTGCGG-3' IS White etal., 1990 ~500 bp
ITS4 §-TCCTCCGCTTATIGATATGC-3" ITS White, 1990 ~500 bp
P.trachITSF §-CA GGGGA TGGGCGCCA GCC-3' ITS Ezra etal., 2007 ~500 bp
P.trachITSR §-CCGTCCTGCA CAAGGGCAGIGG-3 ITS Ezra etal., 2007 ~500 bp
Pt-FOR 5-GGA TGGGCGCCA GCCTTC-3 ITS Balmas et al., 2005 378bp
Pr-REV2 §-GCACAAGGGCAGTGGACAAA-Y ITS Balmas et al., 2005 378bp
B-tubulin DLHO1 |5-CA GCTCGA GCGCATGAACGICTA-3'| R-tubulin |Hailstones et al., 2003 1070bp
B-tubulin DLH92 |5-TGTACCAATGCAAGAAAGCCTT-3' |R-tubulin |Hailstones etal., 2003 1070 bp
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3.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Calismalari

PCR caligmalarinda daha 6nceki arastiricilarin kullandigi primer ¢iftleri
kullanilmig olup, yontemleri modifiye edilerek calismalar yiiriitiilmiistiir (Ezra ve
ark., 2007). PCR ¢aligmalari, 50 pl final hacminde yliriitiilmiistiir. Daha dnceden
elde edilmis DNA extraksiyonundan 3 pl alinarak, 5 pl Dream Taq Green buffer
(10X), 1 ul ANTP (ATP, GTP, CTP, TTP; 10mM), 1ul primer Reverse (10pmol) 1
pl primer Forvard (10pmol), 0,25 pl Dream Taq DNA polimeraz enzimi (5u/ul) ve
38,75ul ddH,O0 ile karistirilmig ve 50 pl lik son hacimde PCR tiipiine konulmustur.
PCR tiipleri daha dnceden primerlerin Tm degerlerine ve beklenen PCR iiriiniiniin
molekiil agirligina gére programlanmis olan thermocycler cihazina yerlestirilmistir.

Orneklere uygulanan thermocycler cihazi programi asagidaki gibidir:

95 santigrat derecede 3 dakika ........... 1 dongii
bagh
95 santigrat derecede 45 saniye ..........
Tm-3 santigrat derecede 45 saniye ........... 35 dongii
72 santigrat derecede 45 saniye ..........
bagh
72 santigrat derecede 10 dakika .......... 1 dongii

Sonraki asamada, PCR firiinlerinin varliginin kontrolii 1X TAE de
hazirlanan agaroz jelde yapilmigtir. Ayrica PCR c¢aligsmalar1 sonucunda elde edilen
PCR iiriinlerinin DNA dizilemeleri de yaptirilmistir.

PCR iriinlerinin analizlerinin yapilmasi amaciyla bu iiriinler Asgen
firmasma gonderilmistir. Firmanin gerceklestirmis oldugu dizi analizi isleminin
sonuglart MEGA7 programi kullanilarak ornekler arasindaki akrabalik diizeyinin
ortaya konulmasi amaciyla filogenetik agaclar1 olusturulmustur. Filogenetik analiz
calismalar1 kapsaminda izolatlarin iilkemiz disinda Israil, ABD, Tunus, italya ve

Cin’den segilen izolatlar ile iligkileri de ortaya konmustur.
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3.2.3. Patojenite Testleri

Izolasyon sonucu elde edilen ve tanisi yapilan izolatlarin patojenite testini
yapmak ve en siddetli izolati belirlemek amaciyla Kiitdiken limon c¢esidinde
patojenite ¢alismalar1 yapilmistir (Sekil 3.1). Patojenite ¢alismasinda, limon
fidanlarinin as1 noktasmin istiinden 6 mm ¢apli mantar delici yardimiyla yara
acilip buraya yine ayni cork borer ile kesilip alinan Phoma tracheiphila kiiltiiri
yerlestirilmis, daha sonra bu bolge 1slak pamuk ve aliiminyum folyo ile
kapatilmistir. Inokulasyon islemi yapilan bu fidanlar iklim odasinda 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde ortalama 20 °C’ de bekletilmistir.
Uygulamadan 6 hafta sonra bitkilerde ilk simptomlar gériilmeye baglanmis, 8 hafta
sonra ise 0-5 skalasina gore degerlendirilmesi yapilmistir (Solel ve Spiegel-Roy,
1978). 0-5 skalas1 agagidaki gibidir:

0: Infeksiyon yok

1: Yapraklarda lokal sararma

2: Yapraklarin tamamen sararmasi ve/veya dokiilmesi
3: Bir veya birkag siirglinde ugtan 10-15 cm’lik kuruma
4: Tepeden as1 noktasina kadar ilerleyen kuruma

5: Bitkinin tamamen kurumasi ve dlimu

Degerlendirme sonucu elde edilen skala degerleri {izerinden, Tawsend-
Heuberger formiiliine gore hastalik siddeti hesaplanmistir. Degerlendirme
sonucunda en yiiksek hastalik siddeti gosteren izolat belirlenmis ve c¢alismanin

diger agsamalarinda kullanilmagtr.
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Sekil 3.1. Phoma tracheiphila 1zolatlarinmn Limon Fidanlarina Inokulasyonu
Islemi (Cork Borer ile Limon Fidanlarinda Yara Acilmasi (A), Miseliyal
Diskin Yerlestirilmesi (B), Bolgenin Islak Pamuk ile Sarilmasi (C),
Inokulasyon Alaninin Aliiminyum Folyo ile Kapatilmasi (D))

3.2.4. Limon Cesitlerinin Phoma tracheiphila’ya Duyarlihginin Belirlenmesi
Patojenite caligmas1 sonucunda viriilensligi en yliksek olarak belirlenen
Phoma tracheiphila izolat1 ile Kiitdiken, Enterdonat, Yediveren ve Mayer limon
cesitlerinde duyarhlik ¢caligsmas yiiriitiilmiistiir.
Calismada, limon fidanlarimin Phoma tracheiphila ile bulagtirilmasi ve
degerlendirilmesi iglemleri 3.2.3 bashiginda anlatildigi gibi gerceklestirilmis,

deneme 5 tekerriiriii olarak kurulmustur.

3.2.5. Laboratuar Cahsmalari

Bitkilerde dayaniklilik tesvik edici 6zelligi bilinen Acibenzolar S-Methyl
(ASM), DL-B-amino-n-butyric asit (BABA), Fosetyl- Al ve Salisilik asit (SA)
kimyasallarinin PDA besi ortaminda Phoma tracheiphila’nin miseliyal gelisimine
olan etkilerini belirlemek amaciyla bu kimyasallarin 0, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000 ppm konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu amagla, cam
deney tiiplerinde 10 ml PDA besi ortam1 hazirlanip, 121°C’de, 1 atm basingta 15
dakika stireyle otoklavda steril edilmistir. Daha sonra steril edilen besi ortamlari
60°C’de c¢alisan su banyosu igerisine konularak sicakligin sabit kalmasi

saglanmistir. Diger yandan, steril distile su iceren siselerde ASM, BABA, Fosetyl-
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Al ve SA’ni stok soliisyonlar1 hazirlanip her bir deney tiipii i¢in gereken soliisyon
miktar1 mikropipetor ile 10ml’lik ortamlara enjekte edilmistir. Daha sonra, bu
tiiplerdeki ortamlar vortexte karigtirilarak 9 cm ¢apli petrilere dokiiliip, ortamlarin
katilasip sogumasimin ardindan Phoma tracheiphila kiltirinden 6 mm ¢aph
miseliyal diskler alinarak, her bir petriye 1 adet ekilmistir. Petriler 1 hafta siireyle
24°C sicaklikta inkiibe edildikten sonra gelisen kolonilerin c¢aplart 6lgiilerek
degerlendirilmigstir. Elde edilen rakamlar {izerinden varyans analizi yapilmis ve
uygulamalar arasindaki istatistiksel farklar LSD ¢oklu karsilastirma testiyle ortaya

konulmustur.

3.2.6. Sera Denemeleri icin Yapilan On Hazirhklar
3.2.6.1. Mikorizal Fungus inokulumunun Uretilmesi

Sera denemelerinde kullanilmak iizere C.U. Ziraat Fakiiltesi, Toprak Bilimi
ve Bitki Besleme Boliimii’nden temin edilen Glomus caledonium, Glomus clarium,
Glomus etunicatum, Glomus fasciculatum, Glomus intraradices ve Glomus
mosseae mikorizal funguslarinin {iretimi yapilmistir (Sekil 3.2). Bu amagcla
saksilara once 1:1 oraninda karistirilan toprak ve torf koyulmus, tohum ekilmeden
2-3 c¢m derinlige mikorizal fungus tilirliniin misel+toprak+kok-+sporlarindan olusan
inokulumu birakilarak misir tohumu ekilip istii toprakla kapatilmistir (Menge ve
Timmer, 1982). Yaklasik olarak 1m wuzunluga ulasan muisir bitkileri susuz
birakilarak kurutulmustur. Bu bitkiler kok bogazindan kesilerek uzaklastirilmis ve
saks1 igerigi bosaltilarak kokler kiiciik parcalar halinde kesilmistir. Daha sonra
kokler ve yetistirme ortami karistirilarak, ¢alismada kullanilmak amaciyla +4 °C°de

soguk hava deposunda saklanmastir.
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Sekil 3.2. Misir Bitkisinde Mikorizal Fungus Inokulumunun Uretilmesi

3.2.6.2. Mikorizal Fungus Tiirlerinin inokulumundaki Spor Yogunluklarinin
Belirlenmesi

Calismada kullanilmak tizere liretimi yapilan mikorizal inokulumdaki spor
yogunlugunun belirlenmesi amaciyla 1slak eleme yontemi kullanilmistir
(Gerdeman ve Nicholson, 1963). Glomus caledonium, Glomus clarium, Glomus
etunicatum, Glomus fasciculatum, Glomus intraradices ve Glomus mosseae
inokulumundan 10’ar gr toprak Ornegi tartilarak ayr1 ayr1 beher glass icerisine
konulmus ve tlizerine 100 ml saf su ilave edilmistir. Cozelti yarim saat stireyle bir
magnetik kanstirict yardimiyla karistirildiktan sonra farkli gézenek boyutlu
eleklerden (750, 250, 100 ve 53 um’lik elekler altta en kiiciik elek olacak sekilde
yerlestirilir) gegirilerek c¢ozelti berraklasincaya kadar c¢esme suyuyla toprak
materyali yikanmigtir. Ardindan santrifiij ve %50’lik sekerli ¢ozeltiden gegirilen
toprak materyali, saf su yardimi ile petri kaplarma aktarilmigs ve binokiiler

mikroskop altinda spor sayim1 yapilmistir.
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3.2.6.3. Limon Fidanlarimin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan limon fidanlar;, CU Subtropik Meyveler Arastirma
ve Uygulama Merkezi seralarinda ve tretici bahgesinde yetistirilmigtir (Sekil 3.4).
Bu amagla olgun turung meyvelerinin tohumlari g¢ikartilarak yikanip kurutulmus
ekime hazir hale getirilmigtir. Viyollerin yarisina kadar 2:1 oraninda karistirilmis
torf ve iirglip tasi karistmi koyulup istiine 5 adet tohum eklenerek toprakla
kapatilmistir. Cimlenip c¢ikis yapan bitkilerin boyu yaklasik 10-15 cm’ye
ulastiginda her saksida 1 adet bitki olacak sekilde sasirtma islemi yapilmistir.
Sasirtma islemi sirasinda bitki koklerine 50 g mikoriza inokulumu eklenmistir.
Ayrica dayaniklilik tesvik edici kimyasallarin etkilerini belirlemek amaciyla
mikoriza inokulumu icermeyen turung fidanlar1 da yetistirilmistir. Gerekli bakim
islemleri yapilan turung ¢ogiirleri 6 ay sonunda Kiitdiken ¢esidi ile asilanmis ve 1
yil stireyle bakim islemleri yapilarak, fidanlar patojen inokulasyonuna hazir hale

getirilmistir.
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Sekil 3.3. Mikoriza Inokulasyonu Yapilan Turung Cogiirlerinin Yetistirilmesi
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3.2.7. Sera Denemeleri
3.2.7.1. Turun¢ Céogiirlerinde Mikorizal Funguslarin Kolonizasyonunun
Belirlenmesi

Mikorizal inokulasyon yapilmis turung bitkilerinde kok kolonizasyonu
oranmi belirlemek amaciyla oncelikle C.U. Subtropik Meyveler Arastirma ve
Uygulama Merkezinde yetistirilen mikorizali turung ¢ogiirleri saksilardan
sokiilerek laboratuara getirilmis, bu fidanlarin kokleri temizlenip yikanmistir (Sekil
3.5). Her bir uygulamaya ait bitkilerin kilcal kokleri kesilerek ayr1 ayri test tlipleri
igerisine yerlestirilmistir. Tiip igerisindeki kokler tamamen kapanacak sekilde
%10’luk KOH c¢ozeltisi eklenmis ve 65°C sicaklikta 1 saat siireyle etiivde
tutulmustur. Daha sonra KOH bosaltilarak kokler saf su ile yikanip, tliplere 2N
HCL ilave edilmistir. Ayn1 sicaklikta kokler temizleninceye kadar (yaklasik 10
dakika) bekletilmis ve daha sonra HCL uzaklastirilarak %0,1’lik Trypan Blue
eklenip tekrar 65°C sicaklikta 10-15 dakika siireyle etiivde tutulmustur. Son
asamada Trypan Blue dokiilerek laktik asit ilave edilmis ve ayn1 sicaklik ve siirede
etiivde bekletilmistir (Koske ve Gemma, 1989). Etiivden ¢ikarilan 6rneklerin
koklerindeki mikorizal kolonizasyon binokiiler mikroskop altinda incelenip

kolonizasyon orani (%) dogru oranti ile belirlenmistir.

3.2.7.2 Mikorizal Funguslarin Phoma tracheiphila’nin Hastahk Olusturmasi
Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Mikorizal fungus tiirlerinin inokulasyonu yapilarak iiretilmis olan kiitdiken
limon fidanlarina patojen inokulasyonu 3.2.3 boliimiinde oldugu gibi yapilmistir.
Daha sonra bu fidanlar, iklim odasinda 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak
sekilde ortalama 20 °C’ de 2 ay bekletilmistir (Sekil 3.6). Bu siire sonunda,
bitkilerdeki simptomlar 0-5 skalasina gore degerlendirilmistir. Elde edilen skala
degerleri tizerinden hastalik indeks degerleri hesaplanarak varyans analizi ve LSD

(0.05) goklu karsilastirma testi yapilmistir.
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Sekil 3.4. Turung Cogiirleri Koklerinde Mikorizal Fungus Kolonizasyonunun
Belirlenmesi  (Turung Koklerinin  Temizlenmesi (A), Koklerin
Pargalara Ayrilmasi (B), Tiiplere %10’luk KOH Cozeltisi Eklenmesi
(C), Binokiiler Incelemesi I¢in Hazirlanan Kékler (D))
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y % .
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Sekil 3.5.  Phoma traéiphila iokulasyonu Yapilmis Limon Fidanlarn (A),
Mikorizali Limon Fidanlar1 (B)

3.2.7.3. Dayamikhilik Tesvik Edici Kimyasallarin Phoma tracheiphila’nin
Hastahk Olusturmasi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada, Phoma tracheiphila izolatimin limon fidanlarina
inokulasyonu 3.2.3 boliimiinde anlatildigi gibi yapilmis ve ASM, BABA,
Fosetyl-Al ve SA kimyasallarinin 1000 ppm dozu yesil aksam piiskiirtmesi
seklinde uygulanmustir (Sekil 3.7). inokulasyondan 1 ay sonra tekrar kimyasallarin
1000 ppm dozu yesil aksam piiskiirtme seklinde fidanlara uygulanmistir. Bu
fidanlar, hastalik simptomlarinin goézlenmesi i¢in 2 ay klima odasinda
bekletilmistir. Bitkide hastalik belirtilerinin goériilmesinin ardindan simptomlar 0-5

skalasina gore degerlendirilmistir. Elde edilen skala degerleri iizerinden indeks
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degerleri hesaplanarak varyans analizi yapilmig ve LSD ¢oklu karsilagtirma testi

uygulanmstir.

(XX

) e

A B

Seki13.6. Phoma fracheiphila 1inokulasyonu Yapilmis Limon Fidanlar1 (A) ve
Dayaniklilik Tegvik Edicilerin Uygulanmasi (B)

3.2.8. Dayamikhilik Tesvik Edici Kimyasallar ve Mikorizal Funguslarin Fenolik
Bilesikler Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Hesperidin ve Limonin bilesiklerinin ektraksiyonlart Chinapongtitiwat ve
ark. (2013)’nin kullandiklar1 yonteme gore yapilmis, her bir ekstraksiyon 3’er
tekerriirlii olarak yapilmistir. Analizlerde C18 kolon (25 x 4.6 mm x 5p) ve tastyici
faz olarak %S5 lik formik asit ile asitlendirilmis su (A) ve %40 (A) / %60 asetonitril
karisimindan olusan (B) fazlar1 kullanilmugtir.

Scoparone analizinde ise Ortuiia ve ark (1997) tarafindan 6nerilen yontem

esas almmis ancak, ekstraksiyon asamasi tarafimizdan modifiye edilerek
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uygulanmigtir. Dayaniklilik tesvik edici ve mikorizal funguslarin Phoma
tracheiphila izerine etkilerinin belirlendigi ¢alismada kullanilan bitkilerin
govdeleri kesilerek laboratuvara getirilmistir. Her bir uygulamanin tiim
tekerriirlerinden 10 g tartilmis ve toz haline getirilmis ve iizerine 100 ml etanol
eklenip, calkalayicida 250 rpm’de 45 dakika siireyle calkalanarak ekstraksiyon
islemi gergeklestirilmistir (Sekil 3.7). Karisim daha sonra 2500 g’de 15 dk siireyle
santrifiij edilmis ve iist kisimdaki renkli olan faz alinarak elde edilen karisim
vakum altinda 35°C’de kurutulmustur. Evaporasyon sonrasinda elde edilen ekstrakt
metanol ile ¢oziindirilmis ve 0.45 pum'lik tek kullanimlik teflon filtreden

gegirilerek HPLC cihazina enjekte edilmistir (Sekil 3.8.).

Sekil 3.7. Orneklerin Parcalanmasi (A), Toz Haline Getirilmesi (B),Solﬁsyonun
Calkalayicida Karistirilmas: (C) ve Santrifiij Isleminden Sonra HPLC
Okumasina Hazir Hale Getirilmesi (D)

LC-MS/MS  analizleri, negatif iyonizasyon modu kullanilarak
gerceklestirilmigtir. LC-MS’de kapiler sicaklik 400 °C, kapiler voltaj -3V,
nebiilizator gaz akist 1.75 L/dak., ¢6ziinme gaz akisi 1L/dak. ve sprey voltaj 5
kV’tur. Fenolik bilesiklerin tanimlanmasi1 LC-DAD-MS/MS cihazinda elde edilen
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alikonma zamanlari, max/min dalga boylari, ana ve fragment iyonlar, kiitle
spektrumlari, standart olarak kullanilan bilesiklerin alikonma zamanlari ve
spektrumlar1 ve konu ile ilgili yapilmis literatiir verilerinden yararlanilarak
yapilmistir. Bilesiklerin miktarsal tayinleri i¢in her bir standart maddeden ii¢ farkli
konsatrasyonda ¢ozelti hazirlanmig ve HPLC’ye enjekte edilerek her bir bilesik igin
kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Bu bilesiklerin hazirlanmasinda limon bitkisi
govdesinde  bulunabilecek  konsantrasyonlar1  igerecek  sekilde  standart
hazirlanmigtir. Bu bilesikler i¢in 0.995'in iizerinde regresyon katsayilari (r2) elde
edilmistir. Tespit sinirlart (LOD) ve kantitatif (LOQ), sirasiyla 3 ve 10 sinyal-
giiriiltii oranlarinda (Sinyal/giiriiltii) hesaplanmistir. Metodun performansini
belirlemek i¢in, dogrusallik, tespit limiti (LOD) ve tayin Ilimiti (LOQ),
tekrarlanabilirlik, geri kazanim ve dogruluk parametreleri incelenmis ve
istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir.

Calisgmada kullanilan LC-MS/MS kosul ve parametreleri asagida

verilmistir:

Kolon: Phenomenex Luna marka C18 (4.6 mmx>250 mm, 5 um i¢ ¢apinda)
Enjeksiyon miktari: 20 pL

Tasiyic1 fazlar:

A=Su/formik asit (99:1, % / %),

B= Asetonitril/ A fazi/Formik asit (60/39/1, % / %/ %)

Akis hizi: 0.6 ml/dak

Dalga boyu: 280 nm

Dedektor tipi: Diyot array dedektor

36



3. MATERYAL VE YONTEM Selda KOZAK OZDEMIR

Siire (Dakika) % A % B
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15 85 15

20 70 30
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Sekil 3.8. Fenolik Bilesiklerin HPLC Analizlerinde Kullanilan Eliisyon Sistemi
(Tasiyict fazlarin zamana bagli degisimi (1); B fazinin siireye bagl
degisimi (2))

—

Sekil 3.9. Calismalarm Yiiriitiildiigii HPLC-ESI-DAD-MS/MS Cihazt
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Hastahkh Bitki Orneklerinden Phoma tracheiphila’nin izolasyonu ve
Patojenitesi

Mersin ve Adana illerinde yapilan survey c¢alismalarinda Phoma
tracheiphila’nin neden oldugu Uckurutan hastaliginin limon bahgelerinin 6nemli
bir sorunu oldugu goriilmiistiir.  Ozellikle Kiitdiken ve Eureka limon cesitleriyle
olusturulan bahgelerde ugkurutan sorununun ciddi boyutlarda aga¢ kayiplarina
neden oldugu; hatta bu nedenle bahgelerdeki tiim agaclarin sokiilerek c¢esit
degisikligine gidildigi gézlemlenmistir.

Mersin ilinde Kiitdiken ¢esidinin daha fazla tercih ediliyor olmasi ve bakim
islemleri noktasinda yapilan eksiklikler nedeniyle Adana iline gore Uckurutan
sorununun gorece daha fazla oldugu diisiiniilmektedir.

Survey c¢aligmalarinda, limon bahgelerinde tipik geriye dogru 6liim, odun
dokusunda olusan turuncu-kirmizi renklenme simptomlarmi tasiyan agaclar
gozlemlenmis ve bu agaglardan alinan bitki Grneklerinde izolasyon g¢aligmalari
yapilmigtir (Sekil 4.1). Bu caligmalar sonucunda, in vitro’da makroskobik ve
mikroskobik olarak tanilanan 15 farkli Phoma tracheiphila izolat1 elde edilmis ve
alindiklar1 bolgeleri temsil edecek sekilde isimlendirmeleri yapilmistir (Cizelge
4.1). Cizelgeden de goriilecegi gibi, izolatlarin 12 tanesi yogun hastalik baskisi
altinda olan Mersin bolgesinden, 3 tanesi ise hastaligin daha az goriildiigii Adana
bolgesinden elde edilmigtir.

Elde edilen izolatlarin, viriilensliklerinin ve bitkide olusturduklari hastalik
siddetlerinin degerlendirilmesi amaciyla patojenite ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Bu
izolatlar, Kiitdiken limon fidanlarinda %6,7 ve 86,7 arasinda degisen oranlarda
hastalik siddeti yaratmislardir (Cizelge 4.2; Sekil 4.2). Alata 3 (% 6,7) ve Sakizl
(% 6,7) izolatlar1 diger izolatlarin yogun hastalik simptomu gdsterdigi siire
icerisinde, bitkide ¢ok az miktarda simptom olusturmustur. Bunun yaninda

Seymenli, Cesmeli 2 ve Dedepinari 2 izolatlar ise bitkide yiiksek oranda hastalik
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goriintlisii  olusturmus, hatta bazi tekerriirlerde Oliime neden olmustur. Bu
izolatlarin olusturduklart hastalik siddetleri sirasiyla % 86,7, % 73,3 ve % 66,7
olarak Ol¢lilmiigtiir. Bunlarin diginda kalan, Alata 1 (% 13,3); Alata 2 (%46,7);
Tomiikk (%40,0); Tece 1 (%46,7); Koyunlu (%26,7); Cesmeli 1 (% 53,3);
Kargipimnar (%33,3); Tece 2 (%53,3); Yesilyurt (% 33,3); Dedepimart 1 (%46,7)
izolatlar1 da fidanlarda ortalama degerlerde hastalik siddeti yaratmislardir.

Bitkilerde uckurutan hastalig1 simptomu olusturmayan izolat bulunmamistir

o '-' 4
Sekil 4.1. Uc;kurutan Nedemyle Olen Bir Limon Agaci (A) ve Patojenin iletim
Demetlerinde Neden Oldugu Renklenme (B)

Patojenite calismasi siiresince izolatlarin nicel ve nitel olarak gozlemleri
yapilmistir. Seymenli izolatinin, limon fidanlarinda diger izolatlardan ¢ok daha
once simptomlart goriilmeye baslanmigtir. Bu simptomlar hizli bir sekilde
ilerleyerek tiim fidani sarmig ve bazi tekerriirlerin tamamen kuruyarak 6lmesine
neden olmustur. Phoma tracheiphila’nin trakeomikoz bir patojen olmasi nedeniyle,
izolatlarin iletim demetlerinde ilerlemesini hizlandiran bazi yapisal farkliliklar
olabilmektedir. S6zkonusu izolatin da iletim demetlerinde daha fazla fialokonidi
iiretmesi ya da toksin iiretiminin diger izolatlara gore fazla olmasi ihtimalleri
bulunmaktadir. Bunun bilgiler 1s18inda, bitkide oldukga tahripkar olan bu izolat, tez

caligmasinin diger asamalarinda kullanilmak tizere segilmistir.
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Cizelge 4.1. Hastalikli Bitki Orneklerinden Elde Edilen Phoma tracheiphila

_ Izolatlart _ _ _ _

Izolat No Izolat Adi ] Izolat No Izolat Adi ]
1 Alata 1 Mersin 9 Kargipinar Mersin
2 Alata 2 Mersin 10 Cesmeli 2 Mersin
3 Alata 3 Mersin 11 Seymenli Mersin
4 Témuk Mersin 12 Tece 2 Mersin
5 Tece 1 Mersin 13 Yesilyurt Mersin
6 Koyunlu Mersin 14 Dedepinari 1 Adana
7 Cesmeli 1 Mersin 15 Dedepinari 2 Adana
8 Sakizli Adana

Cizelge 4.2. Phoma tracheiphila 1zolatlarmm Bitkide Olusturdugu Hastalik
Siddeti Degerleri (%)

izolat Adi % Hastalik Siddeti | izolat Adi % Hastalik Siddeti
Alata 1 13,3 Kargipinar 33,3

Alata 2 46,7 Cesmeli 2 73,3

Alata 3 6,7 Seymenli 86,7
Tomik 40,0 Tece 2 53,3

Tece 1 46,7 Yesilyurt 33,3
Koyunlu 26,7 Dedepinari 1 46,7
Cesmeli 1 53,3 Dedepinari 2 66,7
Sakizli 6,7

41



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Selda KOZAK OZDEMIR

Hastalik Siddeti (%)
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Sekil 4.2. Phoma tracheiphila Izolatlarinin Bitkide Olusturdugu Hastalik Siddeti
Degerleri (%)

4.2. Phoma tracheiphila izolatlarinin Klasik ve Molekiiler Tanisi

Makroskobik olarak goézlemi yapilan ve Phoma tracheiphila oldugu
diigtiniilen hastalikli bitki 6rneklerinin tanilanmasinda uygulanan bazi yontemler
bulunmaktadir. Bunlar, fungusun besi yerinde gelisimi saglandiginda olugturdugu
yapilarin teshis edilmesi, besi yerinden alman O6rneklerin molekiiler olarak
analizlerinin yapilmasi veya hastalikli 6rneklerin direkt olarak molekiiler analizinin
yapilmasi seklindedir.

Klasik tanida, Phoma tracheiphila’nin petride yavas ve siki bir miseliyal
gelisme gostermesi; koloni renginin baslangicta kirli beyaz, sonrasinda agik
kahverengi-yesil veya turuncumsu tonlarda goriinmesi; sert ve koyu renkli
piknidyum olusturmasi; pikniosporlarin tek hiicreli, elipsoid ve hyalin olusu; kisa
fialidler ucunda tek tek hyalin elipsoid tek hiicreli fialokonidiler iiretmesi
ozellikleri incelenmektedir (Anonymous, 2015).

Bu c¢alismada, elde edilen izolatlarin saf kiiltiir olarak PDA besi yerinde

iretimi saglanmis, fungusun gelisiminin 10. gilniinde belirtilen prosediirler
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gbzonilinde bulundurularak mikroskop incelemeleri yapilmistir. Petride olusturdugu
goriintii ve mikroskobik olarak yapilan incelemeler sonucunda tiim izolatlarin

Phoma tracheiphila oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.3.  Phoma tracheiphila’nin Kl Tanmisinda Degerlendirilen Koloni
Goriintiisii (A) ve Fialokonidi Yapisi (B)

Klasik olarak yapilan tani galismalarina ek olarak, Phoma tracheiphila
izolatlar1 ile PCR c¢alismalar yiiriitilmiis ve ¢alisma sonucunda Phoma
tracheiphila’ya spesifik tiim primer ciftlerinden beklenen PCR {iriin bantlari
goriintiilenmistir (Sekil 4.4- 4.7). Boylece klasik mikolojik yontemlere gore Phoma
tracheiphila olarak belirlenen izolatlarin tanisi, PCR ¢aligmasiyla da

desteklenmistir.

.
.-
-

-
ey e S G GID BB GED GNP D IS GED GBS GED GEe e

Sekil 4.4. ITS1-ITS4 Primerleri Kullanilarak Yapilan PCR Sonucunda Elde
Edilen 550 bp lik DNA Bantlar1 (M: 100bp DNA marker)
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Sekil 4.5. P.trach ITSR - P.trach ITSF Primerleri Kullanilarak Yapilan PCR
Sonucunda Elde Edilen 389 bp lik DNA Bantlar1 (M: 100bp DNA
marker)

Sekil 4.6. Pt-FOR, Pt-REV2 Primerleri Kullanilarak Yapilan PCR Sonucunda Elde
Edilen 378 bp lik DNA Bantlar1 (M:100bp DNA marker)

:

(A 2 A A 2 X N &2 N N N N ¥ "N |

Sekil 4.7. B.tubulin primerleri Kullanilarak Yapilan PCR Sonucunda Elde Edilen
1070 bp lik DNA Bantlar1 (M: 1 kb DNA marker)

Filogenetik agaci inceledigimizde, genel olarak agacin iki kisma ayrildigi

ve bir kolda diger iilkelerin izolatlarinin, diger kolda da bu calismada elde edilen
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izolatlarin yer aldigi goriilmektedir (Sekil 4.8). Sakizli, Témikk ve Koyuncu
izolatlariin kismen diinya izolatlarina daha yakin oldugu ve diger elde edilen
izolatlarin da birbiriyle yakin akraba olduklar1 goriilmiistiir. Bu ¢aligma kapsamli
bir soy analizi olarak analiz edilmemis, daha ¢ok tani ve izolatlarin akrabaliklari

tizerine yapilmis bir degerlendirme olarak goriilmiistiir.

oy Phoma tracheiphila isolate Alata 1
Phoma tracheiphila isolate Tece 1
94% ' Phoma tracheiphila isolate Cesmeli 1
Phoma tracheiphila isolate Seymenli 1
mmlpmta isolate Tece 2
Phoma tracheiphila isolate Alata 2
Phoma tracheiphila isolate Kargipinar 1
Phoma tracheiphila isolate Alata 3
Phoma tracheiphila isolate Yesilyurt 1
Phoma tracheiphila isolate Dedepinan 2
Phoma tracheiphila isolate Cesmeli 2
52% ' Phoma tracheiphila isolate Dedepinari 1
94% Phoma tracheiphila isolate Tomuk 1
L Phoma tracheiphila isolate Sakizli 1
perrey | Phoma tracheiphila isolate Koyuncu 1
Phoma tracheiphila isolate Pt-M518 18S from Raly
Phoma trachesphila isolate Pt-Ad4b 18S from Raly
Plenodomus trac heiphilus strain CBS 551 93 185 Nederlands
Plenodomus trac heiphilus isolate IPt-30 185 from Israel
Phoma tracheiphila isolate Ispave ER1139 18S from Raly
Phoma tracheiphila strain ATCC26007 18S from USA
Plenodomus tracheiphilus isolate Pir1 from Tunus
Plenodomus tracheiphilus isolate IPi-1 18S from Irael
Plenodomus tracheiphilus isolate IPt-8 18S from Israel
#7%) Plenodomus tracheiphilus isolate XF41 185 from China
e Plenodomus tracheiphilus isolate XF56 18S from China
Phoma tracheiphila haplotype pho250 18S from USA
Phoma tracheiphila isolate Capbon 185 from Tunus

G4%
9%

%

0.0020

Sekil 4.8. Phoma tracheiphila izolatlarma Ait Filogenetik Agag

4.3. Limon Cesitlerinin Phoma tracheiphila’ya Duyarhihiginin Belirlenmesi

Bu calismada, Phoma tracheiphila’nin Enterdonat, Kiitdiken, Mayer ve
Yediveren limon ¢esitlerinde olusturdugu hastalik siddeti degerleri belirlenmis ve
sonuglar ¢izelge 4.3 ve Sekil 4.9’da gosterilmistir. Bu sonuglara gore, Kiitdiken,
Phoma tracheiphila’nin neden oldugu Ug¢ kurutan hastaligina en duyarli cesit

olarak tespit edilmistir. Phoma tracheiphila, bu gesitte %88 oraninda hastalik
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olusturmustur. Ote yandan Yediveren ve Enterdonat cesitlerinde de az miktarda
hastalik simptomlar1 gézlenmistir. Fungusun bu ¢esitlerde yarattigi hastalik siddeti
sirastyla %24 ve %12 olarak degerlendirilmistir.

Fungusun inokule edildigi Mayer ¢esidi limon fidanlarinda ise hastalik
gelisimi  goriilmemistir. Bu baglamda, Mayer cesidinin Phoma tracheiphila
infeksiyonlarina karsi dayanikli oldugunu sdylemek miimkiindiir; fakat dogada
hastalik siddetinin yogun oldugu zamanlarda bu ¢esitte de simptomlar

gozlemlenmektedir.

Cizelge 4.3. Limon Cesitlerinin Phoma tracheiphila’ya Duyarliliklar

izolat Ad % Hastalik Siddeti
Enterdonat 12
Kutdiken 88
Mayer 0
Yediveren 24

Farkli limon ¢esitlerinde Phoma tracheiphila’ya karst  farkli
dayaniklilik/duyarhlik seviyeleri rapor edilmistir.

Limon yetistiriciliginin yogun olarak yapildig1 Akdeniz havzasi iilkelerinde
kullanilan Feminello grubu limonlar Phoma tracheiphila’ya karst oldukga yiiksek
duyarlilik gostermektedir (Nigro ve ark., 2011). Bu g¢aligmada duyarlhi olarak
bulunan Kiitdiken ¢esidinin de bu gruptan farklilasmis bir varyete oldugu
bilinmektedir. Ote yandan bu calismada tolerant olarak tespit edilen enterdonat
¢esidi de patojene kargi dayanikli veya tolerant olarak kabul edilmektedir. Akdeniz
havzasi limon iiretiminde enterdonat ile birlikte Monachello ¢esitleri dayanikli
cesitler olarak bilinmekle beraber bazi ¢esit Ozelliklerindeki olumsuzluklar

nedeniyle liretimde kullanimlar1 kisitlidir (Salerno ve Cutuli, 1976; Cutuli, 1979).
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Hastalik Siddeti (%)

100 - 88

80 -

60 -

40 -

24
20 + 12
oI L
Enterdonat Kultdiken Mayer Yediveren

Sekil 4.9. Limon Cesitlerinin Phoma tracheiphila’ya Duyarliliklart

4.4. Dayamkhlik Tesvik Edici Kimyasallarin in vifro’ da Phoma tracheiphila
Uzerine Etkileri
4.4.1 Dayanmikhihk Tesvik Edici Kimyasallarmm Phoma tracheiphila’nin
Miseliyal Gelismesi Uzerine Etkileri

Bitkilerde onemli zararlara neden olan patojenlere karsi kullanilmasi
disiiniilen kimyasallarin  6ncelikli  olarak in vitro kosullarda denenmesi
gerekmektedir. Bu ¢alismalarin laboratuar ortaminda yapilmasi, kiigiik alanlarda
fazla tekerriir sayilarinin kullanilmasi, daha hizli sonuglar alinmasi, daha ekonomik
olmasi ve dogada olasi bir zararlanmanin Oniine gecilmesi agisindan Onem
arzetmektedir. S6z konusu olan dayaniklilig1 tesvik eden kimyasallar oldugunda ise
kimyasallarin sadece patojenle kars1 karsiya gelmesi durumu yeterli olmamaktadir.
Bitkinin i¢inde bulundugu ortam, bitkinin i¢ dinamikleri, bitki-patojen arasindaki
etkilesim bir biitiin olarak bu kimyasallarin etki mekanizmasinda etkin olarak rol
oynamaktadir. Bununla birlikte, bu kimyasallarin in vivo g¢aligmalarinin yaninda
negatif kontrol olarak dahi olsa in vitro c¢alismalarin yapilmasi Onemli
bulunmaktadir.

Bu tez cgalismasinda, bitkilerde dayaniklilik tesvik edici 6zelligi oldugu
bilinen Acibenzolar S-Methyl (ASM), DL-B-amino-n-butyric asit (BABA),
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Fosetyl- Al ve Salisilik asit (SA) kimyasallarinin PDA besi ortaminda Phoma
tracheiphila’nin miseliyal gelisimine olan etkileri belirlenmis ve sonuglar Cizelge

4.4°de gosterilmigtir.

Cizelge 4.4. Dayaniklilik Tesvik Edici Kimyasallarin Farkli Konsantrasyonlarinin
Phoma tracheiphila’nin Miseliyal Gelisimine Etkisi

ASM BABA
Konsantrasyon Miseliyal % Etki Miseliyal % Etki
(ppm) Gelisme Gelisme
(mm) (mm)
0 40,3 d* 36,4 b
100 39,5 d 2,0 43,5 d -19,5
200 42,1 e -4,5 41,7 cd -14,6
300 39,0 d 3,2 40,4 bcd -11,0
400 37,8 «cd 6,2 426 d -17,0
500 375 c 6,9 48,6 e -33,5
600 376 c 6,7 36,6 b -0,5
700 342 b 15,1 40,7 cd -11,8
800 32,7 a 18,9 37,7 bc -3,6
900 354 b 12,2 30,0 a 17,6
1000 316 a 21,6 290 a 20,3
Fosetyl- Al SA
Konsantrasyon Miseliyal % Etki Miseliyal % Etki
(ppm) Gelisme Gelisme
(mm) (mm)
0 | 471 e 34,7 bc
100 14,0 d 70,3 296 b 14,7
200 16,0 d 66,0 32,6 bc 6,1
300 7,2 bc 84,7 33,7 bc 29
400 82 ¢ 82,6 413 c -19,0
500 22 ab 95,3 270 b 22,2
600 0,0 a 100,0 26,5 b 23,6
700 0,0 a 100,0 16,7 a 51,9
800 0,0 a 100,0 26,8 b 22,8
900 0,0 a 100,0 29,0 b 16,4
1000 0,0 a 100,0 26,2 b 245

* Her uygulama kendi igerisinde ayri ayri degerlendirilmigtir.

Elde edilen verilere gore, ASM uygulamasi Phoma tracheiphila’nin
miseliyal gelisimini %2 ve %21,6 arasinda degisen oranlarda azaltici etkide
bulunmustur (Sekil 4.10-4.11). Farkli konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak

fark oldugu goriilmiis olup, azaltici etki genellikle artan dozlarla birlikte artmistir.
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ASM

100 300 400 500 600 700 800 900 1000

Uygulama Dozlari

Sekil 4.10. ASM’nin Farkli Dozlarimin Phoma tracheiphila’nin  Miseliyal
Gelisimi Uzerine Etkisi

-
Sekil 4.11. ASM’nin Phoma tracheiphila’nin Miseliyal Gelisimi Uzerine Etkisi

BABA uygulamasinda, tiim dozlar kontrol uygulamasindan istatistiksel
olarak farkli bulunmustur, fakat 100 ile 800 ppm arasindaki dozlarin Phoma
tracheiphila iizerindeki etkisi artirici yonde olmustur (Sekil 4.12-4.13). 900 ve
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1000 ppm dozlar ise sirasiyla % 17,6 ve %20,3 oranlarinda patojenin gelisimini

engellemistir.

BABA

800 900 1000

% Etki

Uygulama Dozlari

Sekil 4.12. BABA’nin Farkli Dozlarinin Phoma tracheiphila’nin  Miseliyal
Gelisimi Uzerine Etkisi

Sekil 4.13. BABA’nin Phoma tracheiphila’nm Miseliyal Gelisimi Uzerine Etkisi

Fosetyl- Al, calismada kullanilan dayaniklilik tesvik ediciler arasinda en

etkili kimyasal olarak bulunmustur. Patojen iizerindeki azaltici etkisi 100 ppm
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konsantrasyonda bile %70,3 olmustur (Sekil 4.14-4.15). Bu kimyasal, 600 ppm’

den sonra patojenin gelisimini tamamen durdurmustur.

Fosetyl-Al

120
100

60 -
40 -
20 -

% Etki

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Uygulama Dozlari

Sekil 4.14.  Fosetyl-Al’'nin Farkli Dozlarinin Phoma tracheiphila’nin Miseliyal
Gelisimi Uzerine Etkisi

Sekil 4.15. Fosetyl-Al'nin Phoma tracheiphila’nin Miseliyal Gelisimi Uzerine
Etkisi

Calismada kullanilan diger bir dayaniklilik tesvik edici olan SA, farkli

konsantrasyonlarda istatistiksel olarak farkli etkiler gostermistir (Sekil 4.16-4.17).
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Bu etki %6,1 ile %51,9 arasinda degisen oranlarda Olgiilmiistiir. Uygulama

dozunun artmasi ile engelleyici etki arasinda herhangi bir bag bulunamamustir.

SA

g
w
X
-10 100200 300 500 600 700 800 900 1000
-20
-30
Uygulama Dozlari

Sekil 4.16. SA’nin Farkli Dozlarinin Phoma tracheiphila’nin Miseliyal Gelisimi
Uzerine Etkisi

Sekil 4.17. SA’nin Phoma tracheiphila’mn Miseliyal Gelisimi Uzerine Etkisi
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Dayaniklilik tesvik edici kimyasallarin patojenler iizerinde direkt olarak
etkisinin bulunmadigi; bitkideki bazi dayanikliik mekanizmalarmi harekete
gegcirerek hastalik olusumunu engelledigi bilinmektedir. Bu kimyasallarla yapilan
in vitro ¢aligmalarda genellikle ASM, BABA ve SA’nin etkisiz kaldigi, Fosetyl-
Al’nin ise diger kimyasallara gore fark yarattigi bildirilmistir (Sahbaz ve Akgiil,
2016; Erkili¢ ve ark., 2018; Aysan ve ark., 2019)

Bitki aktivatorlerinin Rhizoctonia solani’nin miseliyal gelisimine olan
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, Salisilik Asit ve Fosetyl-Al 700 ppm’in
iizerindeki konsantrasyonlarda patojen gelisimini baskilarken diger bitki
aktivatorleri (Acibenzolar S-Methyl, Messenger, ISR 2000 ve Crop Set) patojene
herhangi bir etkide bulunmamistir (Aysan ve ark., 2019). Erkilic ve ark. (2018)
tarafindan yapilan ¢alismada da benzer sekilde in vitro’da Fosetyl-Al’nin 1000
ppm dozu, Verticillium dahliae’nin miseliyal gelisimini tamamen engellemistir.
ASM, SA ve BABA kimyasallariin ise miseliyal gelisime etkisi ya olmamis ya da
cok az olmustur. Sahbaz ve Akgiil (2016) ise dayaniklilig1 tesvik edici tirtinlerin
(Fosetyl-Al, ASM, ISR-2000 ve salisilik asit), Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum ve Verticillium dahliae’nin miseliyal bliylimesi {izerine higbir etkisi

olmadigin bildirmislerdir.

4.4.2. Dayanikliik Tesvik Edici Kimyasallarin Limon Fidanlarinda Phoma
tracheiphila’min Hastalik Olusturmasi Uzerine EtKileri

Limon fidanlarinda Phoma tracheiphila’nin  hastalik  olusturmasina
etkilerini degerlendirmek amaciyla ASM, BABA, Fosetyl-Al ve SA
kimyasallarinin kullanildigr denemeler yapilmistir. Buna gore, dayaniklilik tesvik
edici uygulanmig bitkilerde hastalik siddeti kontrole oranla daha az oranda
olmustur. Kontrol bitkilerde %60 hastalik siddeti elde edilirken, Fosetyl-Al
uygulamasinda bu oran %36 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5; Sekil 4.18). ASM,
SA ve BABA uygulamalarinda ise hastalik siddeti sirasiyla % 40, 4 ve 52 oraninda

olmustur.
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Cizelge 4.5. Dayamiklilik Tesvik Edici Kimyasallarin Phoma tracheiphila’nin
Hastalik Olusturmas1 Uzerine Etkisi

Hastalik Siddeti infeksiyon

Uygulamalar (%) Etki (%) Uzunlugu Etki (%)
(cm)

ASM 40 a 33,3 40,4 15,8

BABA 52 a 13,3 45,2 5,8

Fosetyl-Al 36 a 40,0 34,8 27,5

SA 44 a 26,7 38,6 19,6

Kontrol 60 a 48,0

Hastalik Siddeti (%)
90,0
80,0
70,0

60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

BABA Fosetyl-Al Kontrol

Sekil 4.18. Dayaniklilik Tesvik Edici Kimyasallarin Phoma tracheiphila Uzerine
Etkisi

Caligma sonucunda yapilan istatistik analize gore, tekerriirler arasinda
varyansin yiiksekligi nedeniyle, dayaniklilik tesvik edici kimyasal uygulamalari
arasinda fark bulunamamistir. Bununla birlikte, Fosetyl-Al’nin hastalik giddetini
azaltic1 etkisi % 40 diizeyinde bulunmustur. Benzer olarak ASM’nin de hastalik
sidetini %33,3 oraninda azaltic1 etkide bulundugu goriilmiistiir. Ayrica patojenin
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iletim demetlerinde olusturdugu infeksiyonun ilerlemesi 6l¢iildiigiinde de Fosetyl-
Al uygulanan bitkilerde infeksiyon olusumunun daha az oldugu ve infeksiyon

uzunluguna %27,5 oraninda etki ettigi belirlenmistir (Sekil 4.19).

infeksiyon Uzunlugu (cm)
70,0

60,0

50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

BABA Fosetyl-Al Kontrol

Sekil 4.19. Dayaniklilik Tegvik Edici Kimyasal Uygulamasi Yapilan Bitkilerde
Phoma tracheiphila Infeksiyonunun Gelisimi

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, meyve agaglarinda cesitli patojenlere
kars1 farkli dayaniklilik tesvik edici kimyasallar uygulanmistir. Genel olarak bu
caligmalarin sonuglar1 pozitif olarak sunulmus, bu kimyasallarin patojenler
izerinde azaltici etkileri bildirilmistir. f-amino N- Butryic acid (BABA), 2,1,3-
benzothiadiazole (BTH) ve 2,6-dichloroisonicotinic acid (INA) dayaniklilik tesvik
edici kimyasallarinin tek ya da kombinasyon halinde uygulanmasinin turunggil
yesillenme (Citrus Greening) hastaligini baskilamada etkili oldugu bildirilmistir.
Bu uygulamalarin kontrole oranla hastalik siddetini %15- 30 oranlarinda
azalttigini, dayaniklilik tesvik edici kimyasallarin turunggil yesillenme hastalig

kontroliinde kullanilmasinin uygun olacag: onerilmistir (Li ve ark., 2016). Benzer
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olarak, turunggillerde Onemli zararlar yaratan patojenler Elsinoe fawcettii,
Diaporthe citri ve Alternaria alternata pv. citri igin bitkilere uygulanan cesitli
dayaniklilik tesvik edici kimyasallar iginde ASM ve Fosetyl-Al’nin en etkili oldugu
belirtilmis ve konukgudaki dayanikliligi tesvik eden iiriinlerin turunggillerde
entegre miicadelede standart fungisitlerle birlikte kullanilabilecegi bildirilmigtir
(Agostini ve ark., 2003). Yapilan baska bir ¢calismada, Verticillium dahliae’ya karsi
Salisilik asit (SA), DL-B-amino-n-butyric asit (BABA) ve Acibenzolar S-Methyl
(ASM) ve Fosetyl-Al kimyasallarinin toprak uygulamalarmin daha etkili oldugu
bulunmus ve ASM, Verticillium dahliae’nin hastalik siddetini %80 oraninda
engellemis, Fosetyl-Al ve SA’nin Verticillium dahliae’nin kontroliinde iimitvar

bulgular gosterdigi bildirilmistir (Erkilig¢ ve ark., 2018).

4.5. Mikorizal Funguslarin Phoma tracheiphila Uzerine Etkileri
4.5.1. Mikorizal Fungus Uretimi ve Turun¢ Cégiirlerindeki Kolonizasyonu

Mikorizal funguslarin patojen ve fenoliklerle olan iliskilerinin belirlenmesi
amaciyla, oOncelikle mikorizal funguslarin stok kiiltiirlerinden {iretimleri
yapilmigtir. Daha sonra bu mikorizal inokulumlardaki spor yogunluklari ve
koklerde olusturduklar1 kolonizasyon oranlari belirlenmistir.

Mikorizal fungus inokulumlarindaki sporlarin elde edildigi izolasyonlar
sonucunda 10 g toprakta bulunan spor miktarlar1 tiir bazinda belirlenmistir.
Inokulumunda en yiiksek miktarda spor bulunduran mikorizal fungus Glomus
caledonium (254spor/10 g toprak) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6). Bunu takip
eden miktar 212 spor/10 g toprak olarak Glomus mosseae inokulumunda
Olclilmiistiir. Glomus etunicatum, Glomus fasciculatum ve Glomus clarium
tiirlerinde ise sirastyla, 198, 187 ve 165 spor/10 g toprak olarak sayim yapilmistir.
Glomus intraradices inokulumunda ise spor miktar1 bir hayli az olarak gézlenmis
ve 149 spor/10 g toprak sayilmuistir.

Mikorizal kolonizasyonun saglandigi turung ¢ogliri  koklerinde

izolasyonlar yapilmistir. Buna gore koklerdeki mikorizal kolonizasyon tiim
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funguslarda %40’ tizerinde gerceklesmistir (Cizelge 4.7; Sekil 4.20). Koklerde en
fazla bulunan mikorizal fungus, Glomus caledonium (%66) olurken, en az
kolonizasyon olusturan ise Glomus mosseae (% 42) oldugu belirlenmistir. Bunun
yaninda Glomus fasciculatum ve Glomus clarium da koklerde %57 oraninda
bulunmustur. Bunlar1t Glomus intraradices ve Glomus etunicatum mikorizal
funguslar1 takip etmis, sirasiyla %52 ve %46 oranlarinda kokte kolonize

olmuslardir.

Cizelge 4.6. Mikorizal Fungus Stok Kiiltiirlinde Bulunan Spor Miktar1 (10 g

toprak)
Mikorizal Fungus Spor Sayisi (10 g toprak)
G. calodonium 254
G. clarium 165
G. etunicatum 198
G. fasciculatum 187
G. intraradices 149
G. mosseae 212

Cizelge 4.7.  Mikorizal Fungus Tirlerinin Turung Cogiirlerinin Koklerinde
Olusturdugu Kolonizasyon Oranlar1 (%)

Mikorizal Fungus Kolonizasyon Orani (%)
G. caledonium 66
G. clarium 57
G. etunicatum 46
G. fasciculatum 57
G. intraradices 52
G. mosseae 42
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Sekil 4.20. Koklerde Mikorizal Kolonizasyon

Bitkilerin mikorizal funguslara olan gereksinimleri, kdk yapisina, yasadigi
cevreye, morfolojik yapisina ve gesit 6zelliklerine gore degisiklik gostermektedir.
Yapilan ¢alismalarda turunggillerin mikorizal funguslara ihtiya¢ duydugu, turung
anacinin mikorizal funguslarla yiiksek etkilesim i¢inde oldugu bildirilmistir (Ortas
ve ark., 2002b). Watanarojanaporn ve ark. (2011), turunggil koklerinden 13 farkli
mikorizal tiir elde etmis ve bunlar1 3 farkli turunggil tiiriinde (Shogun: Citrus
reticulata Blanco cv. Shogun; Tangerine: Citrus reticulata; C-35 Citrange: Citrus
sinensis x Poncirus trifoliata) test etmiglerdir. Bu mikorizal funguslardan
turunggillerde en iyi kolonizasyon oraninin Glomus etunicatum ve Acaulospora
tuberculata mikorizal funguslari tarafindan olusturdugunu belirtmislerdir. Ortas ve
ark. (2002a) tarafindan yapilan diger bir ¢aligmada, turunggil fidanlarinda bes farkl
mikoriza tiirii test edilmis ve en iyi kolonizasyonun Glomus clarium tarafindan
gergeklestirildigi ve bunu Glomus mossea, Glomus caledonium ve Glomus

etunicatum’un izledigi bildirilmistir.
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4.5.2. Mikorizal Funguslarin Phoma tracheiphila’nin Hastahlk Olusturmasi
Uzerine Etkileri

Mikorizal funguslarin bitki besleme agisindan bitkilere sagladigi katkilarin
yaninda toprak kokenli patojenlerle olan iliskisi ¢cok uzun zamandir bilinmekte ve
incelenmektedir. Havai kdkenli funguslarla olan etkilesimleri ise kabul edilmekle
birlikte bu konuda ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalar da genellikle tek yillik
bitkileri konu almig, ¢ok yillik bitkilerdeki etkileri konusunda yetersiz calisma
mevcuttur. Bu acgidan turunggillerde Phoma tracheiphila iizerine yapilan bu
caligma 6nem kazanabilmektedir.

Bu caligmada, bitkilerle mikorizal birliktelik kuran Glomus cinsine ait G.
caledonium, G. clarium, G. etunicatum, G. fasciculatum, G. intraradices ve G.
mosseae funguslarmin Phoma tracheiphila tlizerine etkileri Cizelge 4.8 ve Sekil
4.21°de gosterilmistir. Buna goére, patojen iizerinde en fazla etkiyi, Glomus
fasciculatum olusturmus ve bu mikorizanin uygulandig: bitkilerde hastalik siddeti
% 24 olarak belirlenmistir. Bunu Glomus caledonium (%32,0) ve Glomus
intraradices (36,0) takip etmistir. Glomus clarium, Glomus mosseae ve Glomus
etunicatum uygulamalarinda ise sirasiyla %52, %56 ve %60 hastalik siddeti

degerleri saptanmustir.

Cizelge 4.8. Mikorizal Funguslarin Phoma tracheiphila’nin Hastalik Olusturmasi
Uzerine Etkisi

infeksiyon

Uygulamalar Hastalik Siddeti (%) Etki % Uzunlugu Etki %

(cm)
G. caledonium 32a 46,7 34,8 27,5
G. clarium 52 a 13,3 37,6 21,7
G. etunicatum 60 a 0,0 33,4 30,4
G. fasciculatum 24 a 60,0 22,8 52,5
G. intraradices 36 a 40,0 44,0 8,3
G. mossea 56 a 6,7 39,8 17,1
Kontrol 60 a 48,0
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Caligmada kullanilan mikorizal fungus uygulamalar1 arasinda istatistiksel
olarak fark bulunamamistir; fakat mikorizalar, genel olarak sadece patojen
uygulanmig kontrole gére hastalig1 azaltici yonde etki gostermis. Bu etki, Glomus
fasciculatum’da %60 olarak Ol¢iilmiistiir. Ek olarak bu fungusun uygulandigi
bitkilerde infeksiyon uzunlugunun kontrole gore olduk¢a diisiik oldugu, iletim
demetinde ilerleme miktaria %352,5 oraninda etki ettigi belirlenmistir (Sekil 4.22).

Bu calismayla benzer olarak yapilan bir arastirmada, fosfor gilibrelemesi
yapilmis toprakta, Phytopthora parasitica ve mikorizal fungus Glomus fascilatum
ile infekte edilmis olan portakal fidanlarinin (Citrus sinensis) kontrole oranla daha
saglikli oldugu belirtilmistir (Davis ve Menge, 1980). Diger bir calismada ise
Glomus etunicatum ve Acaulospora tuberculata mikorizal funguslarinin
kolonizasyonun saglandig1 Shogun / C-35 citrange ana¢ kombinasyonlarinda diisiik
seviyede Phytophthora nicotianae kok ¢iriikligii simptomlar1 goriilmiistiir. Bu
mikorizal funguslarin turuncgil bahgeleri i¢cin muazzam bir potansiyele sahip
oldugu bildirilmistir (Watanarojanaporn ve ark., 2011). Verticillium dahliae ve
Glomus mosseae ile inokule edilen zeytin fidanlarinda sadece patojen inokulasyonu
yapilan kontrol bitkilere oranla daha diisiik hastalik siddeti 6l¢iilmiistiir (Karajeh ve
Al-Raddad,1999). Benzer sekilde muz bitkisinde Cylindrocladium spathiphylli’nin
neden oldugu kok zarari Glomus preliferum, Glomus intraradices ve Glomus

versiforme mikorizal funguslarinin varliginda azalmistir (Derlerck ve ark., 2002).
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Sekil 4.21. Mikorizal Funguslarin Phoma tracheiphila Uzerine Etkisi

infeksiyon Uzunlugu (cm)
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Sekil 4.22. Mikorizal Fungus Uygulamas1 Yapilan Bitkilerde Phoma tracheiphila
Infeksiyonunun Geligimi
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4.6. Limon Fidanlarinda Fenolik Bilesiklerin Degisimlerinin Belirlenmesi
4.6.1. Dayamkhlik Tesvik Edici Kimyasallarin Fenolik Bilesikler Uzerine
Etkileri

Dayaniklilik  tesvik  edici  kimyasallarin  bitkilerde = savunma
mekanizmasinda gorev yapan fenolik bilesiklerin miktar {izerine etkileri patojen
varliginda ve patojen yoklugunda ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Dayaniklilik tesvik edici kimyasal uygulamalar1 yapilan tiim bitkilerde,
hesperidin miktar1 kontrolden yiiksek 06l¢iilmiis ve uygulamalar istatistiksel olarak
birbirinden farkli bulunmustur. Patojen yoklugunda kontrole goére hesperidin
miktarimi en fazla artiran Fosetyl-Al (225,56 ng/g) ve BABA (214,2 ng/g)
olmustur. ASM ve SA uygulamalarinda ise hesperidin miktar1 sirastyla 191,55
ng/g ve 156,98 pg/g oletilmiistiir.

Patojen varliginda yine Fosetyl-Al (282,58 pg/g) hesperidin iizerinde en
etkili kimyasal olmustur (Cizelge 4.9; Sekil 4.23). ASM ve SA uygulamalarinda da
228,93 pug/g ve 236,13 pg/g hesperidin miktarlar1 Olgiilmiistir. BABA
uygulamasinda (218,7 pg/g) diger kimyasallara gore diisiik hesperidin miktari

olmasina ragmen kontrole oranla yiiksek bir fark yaratmustir.

Cizelge 4.9. Dayanikhilik Tesvik Edici Kimyasallarin Hesperidin Miktar1 Uzerine

KimyasallarEtlelPatojen Degisim Orani Patojen Degisim Orani
Yok (%) Var (%)

ASM 191,6 b* 70,0 2289b 112,1

BABA 2142 a 90,1 218,7c¢c 102,6

Fosetyl-Al 2256 a 100,1 2826 a 161,7

SA 1570 c 39,3 236,1b 118,7

Kontrol 112,7d 108,0d

* Her uygulama kendi igerisinde ayri ayri degerlendirilmigtir.
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Hesperidin (ug/g)
300 282,6

250 225,6

2142 2187
200
150
12,7 108,0
100

50

ASM BABA Fosetyl-Al SA Kontrol

M Patojen Yok M Patojen Var

Sekil 4.23. Dayaniklilik Tesvik Edici Kimyasallarin Hesperidin Miktar1 Uzerine
Etkisi

Bir diger fenolik bilesik olan limonin {izerinde kontrole oranla kimyasal
uygulamalarinin artisa neden oldugu; fakat bu degisim oranimnin ¢ok yiiksek
miktarlar olmadig1 goriilmiistiir. Patojenin olmadigi durumda en yiiksek artirict
etkiyi Fosetyl- Al (21,39 pg/g) yaratmistir (Cizelge 4.10; Sekil 4.24). Bunu SA ve
BABA uygulamalar 18,3 pg/g ve 17,2 pg/g degerleri ile izlemistir.

Patojen varliginda ise ASM (25,76 pg/g) uygulamasi limonin miktari
tizerinde en etkili kimyasal olmustur. Ayrica SA (24,3 pg/g) uygulamasinin da
bitkilerde limonin miktarinda artisa neden oldugu goriilmiistir. BABA
uygulamasinda ise limonin miktarinda kontrole gére azalma goriilmiistiir.

Dayaniklilik tesvik edici kimyasallarin patojen uygulanmadigi durumda
scoparone miktar1 iizerinde bir etkisi olmamistir (Cizelge 4.11; Sekil 4.25). Tiim
uygulamalarda kontrole gore diisiik miktarlar 6l¢tilmistiir.

Patojen varliginda ise ASM (3,22 ng/g) uygulamasi tiim uygulamalara ve
kontrole gore ciddi oranda yiiksek etki gdstermistir. SA ve BABA uygulamalar1 da
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scoparone iizerinde bir miktar etki yaratmistir. Fosetyl-Al uygulamasi ise yiiksek

bir etki gostermemis, istatistiki olarak kontrolle ayn1 grupta degerlendirilmistir.

Cizelge 4.10. Dayaniklilik Tesvik Edici Kimyasallarin Limonin Miktar1 Uzerine

Kimyasallar EtkI{-’Saltojen Degisim Orani Patojen Degisim Orani
Yok (%) Var (%)

ASM 15,3 c* 11,1 258 a 55,6

BABA 172b 25,2 12,7d -23,2

Fosetyl-Al 21,4 a 55,3 20,8 ¢ 25,8

SA 18,3 b 33,0 243b 46,9

Kontrol 13,8 ¢ 16,6 d

* Her uygulama kendi igerisinde ayri ayri degerlendirilmigtir.

Limonin (ug/g)

ASM BABA Fosetyl-Al SA Kontrol

m Patojen Yok mPatojen Var

Sekil 4.24. Dayaniklilik Tesvik Edici Kimyasallarin Limonin Miktar1 Uzerine
Etkisi

Turuncgillerde yapilan bir calismada, Fosetyl-Al uygulamasinin,
Phytophthora nicotianae uygulanan toleransli Swingle, Macrophylla, Troyer ve
Turung, hassas Kaba limon ve Volkameriana, orta toleransli Carrizo ve C35

anaglarinda, patojen uygulanmamis kontrole gore toplam fenoliklerin 2,2 kat
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artisin1 uyardig bildirilmistir (Fourie, 2004). Turunggillerde scoparonun Fosetyl-
Al ile etkilesiminin incelenmesi amaciyla yapilan bir calismada, Phytophthora
citrophthora’ya dayanikli olan Macrophylla ve Turung ile duyarli olan kaba limon
anacinda infekteli dokuya uygulanan Fosetyl-Al, scoparone diizeyini 2-4 katina
kadar yiikseltmis ve bu fidanlarda lezyon alani, hizli bir sekilde azalmistir (Afek ve
Sztejnberg, 1989).

Cizelge 4.11. Dayaniklilik Tesvik Edici Kimyasallarin Scoparone Miktar1 Uzerine

Kimyasallar Eg(;izjen Yok Degisim Orani Patojen Degisim Orani
(%) Var (%)

ASM 1,54 b* -12,0 3,22 a 165,1

BABA 1,62 ab -7,4 1,54 b 26,5

Fosetyl-Al 0,81c -53,8 1,30 c 7,0

SA 1,66 ab -5,3 1,68 ab 38,6

Kontrol 1,75 a 1,21c¢

* Her uygulama kendi igerisinde ayri ayri degerlendirilmigtir.

Scoparone (ug/g)

3,22

O = =2 N N W w >

ASM BABA Fosetyl-Al SA Kontrol

m Patojen Yok mPatojen Var

Sekil 4.25. Dayaniklilik Tesvik Edici Kimyasallarin Scoparone Miktar1 Uzerine
Etkisi
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Graham ve Myers (2011) tarafindan imidacloprid, thiamethoxam ve acibenzolar-S-
methyl kimyasallarinin toprak uygulamalar1 g¢esitli oranlarda ve uygulama
sikliklarinda 3 ve 4 yasli Ray Ruby ¢esidi greyfurt agaclarinda Xanthomonas citri
subsp citrimin neden oldugu turunggil kanserinin kontrolii i¢in degerlendirilmis ve
uygulamanin oranina, sikligina ve zamanlamasina bagli olarak, topraktan
uygulanan dayaniklilik tesvik edicilerin, epidemik kosullar altinda gen¢ greyfurt
agaclarinin hastalik oranini azalttig1 bildirilmistir.

Salisilik asit (SA) bir¢ok bitkide patojenlere direng saglamada kilit rol
oynamaktadir. Dihazi ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, SA'nin
hurma (Phoenix dactylifera L.) 'da Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (FOA)'e
olan dirence olas1 katilimini arastirmak igin, fenolik bilesiklerin seviyeleri
incelenmistir. SA uygulamasindan sonra, F. oxysporum asilanmis hurma
fidanlarinin koklerinde ¢oziiniir fenoliklerin igerigi, hastalik belirtileri gosteren
tedavi edilmemis bitkilere oranla Bousthami noir ¢esidinde yaklasik 4 kat ve Jihel
cesidinde ise 6 kat daha yiiksek bulunmustur. Ayrica SA uygulamasi hiicre duvar

fenoliklerinin igerigini de arttirmistir.

4.6.2. Mikorizal Funguslarin Fenolik Bilesikler Uzerine Etkileri

Mikorizal funguslarin bitkide bulunan hesperidin, limonin ve scoparone
fenolik bilesiklerinin miktarina etkisini belirlemek amaciyla, mikorizal fungus
uygulamalar1 patojen yoklugunda ve patojen varliginda olmak tizere iki farkli
calismayla degerlendirilmistir.

Patojen yoklugunda, Glomus fasciculatum (343,6 ug/g) hesperidin
miktarina en fazla etkiyi gostermistir (Cizelge 4.12; Sekil 4.26). Bunu Glomus
etunicatum (312,8 ng/g) ve Glomus mosseae (255,8 pg/g) takip etmistir.
Hesperidin miktarinda kontrole goére en az degisim yaratan mikorizal fungus
Glomus intraradices (134,1 ng/g), Glomus clarium (173,9 ug/g) ve sonrasinda
Glomus caledonium (18,4 pg/g) olmustur.
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Patojen varliginda, kontrol uygulamasinda bile degisiklik olmamisken
Glomus fasciculatum (455,9 ug/g) ve Glomus caledonium (450,61 pg/g) uygulanan
bitkilerde en yiiksek hesperidin miktaria ulasilmistir. Glomus mossea (428,62
ug/g) ve Glomus clarium (421,91 pg/g) uygulamalart da kiigiik farkliliklarla
hesperidin miktar1 iizerine yiiksek etkide bulunmustur. Glomus intraradices ise
yine hesperidin miktarinda % 22,8 oraninda degisiklik yaratmis ve en az etkili

mikoriza olmustur.

Cizelge 4.12. Mikorizal Funguslarin Hesperidin Miktar1 Uzerine Etkisi

Mikoriza Patojen Degisim Orani Patojen Degisim Orani
Yok (%) Var (%)

G. caledonium 188,4 d* 53,1 450,6 a 317,4

G. clarium 173,9d 41,4 4219b 290,8

G. etunicatum 312,8 b 154,3 328,0c 203,8

G.fasciculatum 343,6 a 179,3 4559 a 322,2

G. intraradices 1341 e 9,0 132,6 d 22,8

G. mossea 2558 c 108,0 4286 b 297,0

Kontrol 123,0 e 108,0 e

* Her uygulama kendi icerisinde ayri ayri degerlendirilmigtir.

67



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Selda KOZAK OZDEMIR

Hesperidin (ug/g)

4559
500 450,6 4219 55, 4286

m Patojen Yok mPatojen Var

Sekil 4.26. Mikorizal Funguslarin Hesperidin Miktar1 Uzerine Etkisi

Patojen yoklugunda Glomus mossea (22,64 ng/g) ve Glomus clarium
(22,15 pg/g) uygulamalart limonin miktarin1 kontrole oranla en fazla artiran
mikorizal funguslar olmustur (Cizelge 4.13; Sekil 4.27). Glomus intraradices (20,7
ug/g) uygulamasi da bunlari takip etmistir. Glomus etunicatum (13,2 pg/g)
uygulamasi yapilan bitkilerde ise kontrole oranla hesperidin miktarinda bir miktar
azalma oldugu goriilmiistiir.

Patojen varliginda Glomus fasciculatum (23,37 png/g) yine 6n plana ¢ikmis
ve oldukca yiiksek seviyede limonin olusumu saglamistir. Glomus intraradices
(24,10 pg/g) uygulamasinda da benzer etki goriilmiistiir. Glomus caledonium
uygulamasinda, limonin miktar1 17,8 pg/g olarak Slciilmiis ve kontrole yakin bir

deger olusturmustur.
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Cizelge 4.13. Mikorizal Funguslarin Limonin Miktar1 Uzerine Etkisi

Mikoriza Patojen Degisim Patojen Var  Degisim Orani
Yok Orani (%) (%)

G. caledonium 18,2 c* 31,9 17,8 bc 7,7

G. clarium 22,1a 60,8 18,5 bc 11,8

G. etunicatum 13,2d -4,2 18,4 bc 11,1

G.fasciculatum 18,0 c 30,3 234 a 41,2

G. intraradices 20,7b 50,0 241a 45,6

G. mossea 22,6 a 64,4 19,8 b 19,6

Kontrol 13,8d 16,6 c

* Her uygulama kendi igerisinde ayri ayri degerlendirilmistir.

Limonin (pg/g)

23,4 241 906

20

m Patojen Yok ®Patojen Var

Sekil 4.27. Mikorizal Funguslarin Limonin Miktar1 Uzerine Etkisi

Patojen yoklugunda Glomus fasciculatum (6,63 pg/g) uygulamasinda
yiiksek seviyede scoparone olgiiliirken; diger uygulamalarda bu fenolik bilesik
diisiik seviyelerde bulunmustur (Cizelge 4.14; Sekil 4.28). Oyle ki G. intraradices,
G. caledonium ve Glomus clarium uygulamalarinin yapildig: bitkilerde scoparone

miktarlar1 kontrolden bile ¢ok diisiik olarak bulunmustur. Bu degerler, 0,97 ng/g,
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1,10 png/g ve 1,59 pg/g olarak siralanirken kontrol uygulamasinda scoparone
miktar1 1,75 pg/g olarak 6l¢iilmiistiir.

Patojen-mikorizal fungus interaksiyonunda, Glomus clarium ve Glomus
fasciculatum en etkili mikorizalar olmus ve bu uygulamalarda scoparone miktarlari
sirastyla 6,43 ug/g ve 6,35 ug/g olgllmiistiir. Genel olarak tiim uygulamalarda
scoparone miktarinda artis saglandigr goézlemlenmistir. Farkli olarak Glomus
intararadices (1,53 pg/g), diger uygulamalara oranla ¢ok diisiik bir etki yaratmis ve

kontrol ile ayni istatistik grubunda yer almistir.

Cizelge 4.14. Mikorizal Funguslarin Scoparone Miktari Uzerine Etkisi

Mikoriza Patojen Degisim Orani Patojen Degisim Orani
Yok (%) Var (%)

G. caledonium 1,10 e* -37,1 4,36 b 259,0

G. clarium 1,59 d -9,1 6,43 a 429,5

G. etunicatum 1,91 bc 9,1 3,68 ¢ 202,9
G.fasciculatum 6,63 a 279,2 6,35a 4225

G. intraradices 0,97 e -44.3 1,53d 25,7

G. mossea 2,10b 20,2 4,18 b 244 4
Kontrol 1,75 cd 1,21d

* Her uygulama kendi icerisinde ayri ayri degerlendirilmigtir.
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Scoparone (ug/g)
6,43 6,63 535

4,36 4,18
3,68

2,10
1,59 1.91 1,53 1,75
1,10 0,97 1,21

O=_2NWPhrhoON

m Patojen Yok ®Patojen Var

Sekil 4.28. Mikorizal Funguslarin Scoparone Miktar1 Uzerine Etkisi

Turunggillerde ya da kiiltiirii yapilan meyve agaglarinda mikorizal fungus-
fenolik bilesik-patojen etkilesimini konu alan calisma bulunmamakla birlikte bu
konuda referans alabilecegimiz bir ¢aligma orman alanlarinda bulunan bir
ektomikorizal fungus ile yiriitiilmiistiir. Duglas Goknar1 (Pseudotsuga menziesii)
fidanlarinda ektomikorizal fungus Laccaria laccata’nin primer kok hiicrelerinde
fenolik maddelerin birikmesine neden oldugu ve Fusarium oxysporum kok
cliriikligiinii azalttig1 bulunmustur. Laccaria laccata’nin in vitro’da Fusarium
oxysporum’un gelisimini engelledigi gosterilmis olsa da antibiyosisin onemli
olmadig1, primer kokte Laccaria laccata tarafindan tesvik edilen fenoliklerin, bitki

kok korumasinin temeli olabilecegi dne siiriilmiistiir (Sylvia ve Sinclair, 1983).
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5.SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu ¢aligma ile, bazi limon g¢esitlerinin Phoma tracheiphila’nin neden
oldugu Ucgkurutan hastaligina karsi duyarlilik dereceleri ortaya konmus, bazi
dayaniklilik tesvik edici ve mikorizal funguslarin bu hastalik ile miicadelede
azaltic1 etkileri belirlenmistir. Ayrica bu kimyasal ve mikorizalarin bitkide bulunan
bazi fenolik bilesikler {izerindeki etkileri de degerlendirilmistir.

Mersin ve Adana illerinde yapilan survey ¢alismalarinda, Phoma
tracheiphila’nin neden oldugu Ugkurutan hastaliginin limon bahgelerinde 6nemli
bir sorun oldugu tespit edilmistir. Il bazinda incelendiginde ise, bu hastalik Mersin
ilindeki bahgelerde daha ¢ok gdzlemlenmistir. Survey ¢alismalari sonucunda, bu
iki ilin farkli noktalarindan 15 izolat elde edilmistir. Bu izolatlar, Alata 1, Alata 2,
Alata 3, Tomik, Tece 1, Koyunlu, Cesmeli 1, Sakizli, Kargipmar, Cesmeli 2,
Seymenli, Tece 2, Yesilyurt, Dedepinari 1, Dedepinari 2 olarak isimlendirilmistir.

Klasik ve molekiiler tanilar1 yapilarak Phoma tracheiphila olduklar
kanitlanan izolatlar, bitkide %6,7 ve 86,7 arasinda degisen oranlarda hastalik
siddeti yaratmiglardir. Seymenli, Cesmeli 2 ve Dedepinari 2 izolatlari, bitkide
yiiksek oranda hastalik goriintiisii olusturmus, hatta bazi tekerriirlerde 6liime neden
olmustur. Bu izolatlarin olusturduklari hastalik siddetleri sirasiyla %86,7, %73,3 ve
%606,7 olarak ol¢lilmistiir.

Ugkurutan hastaligi, farkli limon ¢esitlerinde farkli seviyelerde hastalik
yapma 0zelligine sahiptir. Bu ¢alismada, Kiitdiken limon ¢esidinde % 88 oraninda
hastalik siddeti degeri hesaplanmis ve bu ¢esit Phoma tracheiphila’ya karsi duyarli
olarak bulunmustur; % 12 hastalik siddeti Slgiilen Enterdonat ve hi¢ simptom
goriilmeyen Mayer ¢esitleri ise dayanikl ¢esit olarak degerlendirilmistir.

Calismada kullanilan dayaniklilik tesvik ediciler arasinda in vitro

kosullarda en etkili kimyasal Fosetyl- Al olmustur. Doz miktar arttikga patojeni
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baskilama sgiddetini arttirmis ve 600 ppm dozdan sonra patojenin gelisimini
engellemigtir.

Dayaniklilik tesvik edici kimyasallar, in vivo kosullarda patojenin
gelisimini azaltici yonde etki gostermis, Tiim uygulamalarda kontrolden diisiik
hastalik siddeti degerleri belirlenmistir. Fosetyl-Al, patojen iizerinde %40 etki
gostermis ve en etkili kimyasal olarak bulunmugtur. Ayrica, iletim demetlerinde
hastaligin ilerlemesi ol¢iildiiglinde de yine Fosetyl-Al uygulamasi yapilan
bitkilerde daha az miktarda infeksiyon olugsumu gozlemlenmistir.

Calismada kullanilmak iizere iiretilen mikorizal inokulumlardaki spor
yogunluklar1 ve koklerde olusturduklari kolonizasyon oranlar1 degerlendirilmistir.
Buna gore, en yiiksek miktarda spor bulunduran mikorizal fungus Glomus
caledonium (254spor/10 g toprak) olarak belirlenmistir. Kokleri en fazla infekte
eden mikorizal fungus ise %66 oraniyla yine Glomus caledonium olmustur.

Mikorizal funguslar, in vivo kosullarda bitkilere uygulandiginda, genel
olarak sadece patojen uygulanmis kontrole gore hastaligi azaltici yonde etki
gostermislerdir. Glomus fasciculatum hastaliga %60 etki ederek, en etkili mikorizal
fungus olmustur. Ek olarak bu fungusun uygulandigi bitkilerde infeksiyon
uzunlugunun kontrole goére oldukca diisitk oldugu, iletim demetinde ilerleme
miktarima %352,5 oraninda etki ettigi belirlenmigtir.

Dayaniklilik tesvik edici kimyasallar ve mikorizal funguslarin bitkilerde
savunma mekanizmasinda gorev yapan fenolik bilesiklerin miktar1 tizerine etkileri
patojen varliginda ve patojen yoklugunda ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Hesperidin miktarin1 her iki durumda da kontrole gore en fazla artiran
kimyasal Fosetyl-Al olmustur. Bu kimyasalin uygulandigi fidanlarda hesperidin
miktar1 patajen varhiginda 225,56 ug/g; patojen yoklugunda 282,58 ng/g olarak
Olgiilmiistiir.

Dayaniklilik tesvik edici kimyasal uygulamalari, limonin {izerinde kontrole
oranla artisa neden olmus; ancak bu artis ¢ok yiliksek miktarda Slgiilmemistir.

Patojenin olmadigi durumda en yiiksek artirici etkiyi Fosetyl- Al (21,39 ng/g)
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yaratmistir. Patojen varliginda ise ASM (25,76 pg/g) uygulamasi limonin miktar
tizerinde en etkili kimyasal olmustur.

Patojen yoklugunda, kimyasal uygulamalarinin scoparone miktari lizerinde
bir etkisi olmamistir. Patojen varliginda ise ASM, tiim uygulamalara ve kontrole
gore ciddi oranda yiiksek etki gostermistir. Bu kimyasalin uygulandig: bitkilerde
scoparone miktar1 3,22 ug/g olarak olglilmiistiir. Ayrica Fosetyl-Al uygulamasi, bu
fenoligin miktarinda bir artisa neden olmamis ve istatistiki olarak kontrolle ayni
grupta degerlendirilmistir.

Fenolik bilesikler lizerinde mikorizal funguslarin etkilerine bakildiginda,
hesperidin miktarina en fazla etkiyi Glomus fasciculatum gostermistir. Bu
fungusun uygulandig: bitkilerde hesperidin miktar1 patojen yoklugunda 343,6 pg/g;
patojen varliginda ise 455,9 pg/g olarak dl¢lilmiistiir.

Limonin miktar iizerinde patojen olmadig1 kosulda Glomus mossea (22,64
ng/g) ve Glomus clarium (22,15 pg/g) uygulamalan kontrole oranla en fazla etki
eden mikorizal funguslar olmustur. Patojen varliginda ise Glomus fasciculatum
yine 6n plana ¢ikmis ve bitkilerde 23,37 pg/g limonin seviyesi dl¢lilmiistiir.

Patojen yoklugunda Glomus fasciculatum (6,63 pg/g) uygulamasinda
yilksek  seviyede  scoparone  Olgiilmiistiir.  Patojen-mikorizal — fungus
interaksiyonunda ise Glomus clarium ve Glomus fasciculatum en etkili mikorizalar
olmus ve bu uygulamalarda scoparone miktarlart sirasiyla 6,43 pg/g ve 6,35 pg/g
olarak belirlenmistir.

Bitkide patojenlere karsi dayaniklilikla iliskilendirilen fenoliklerle yapilan
caligmaya genel bir bakis getirecek olursak, Fosetyl- Al, hesperidin miktari
iizerinde etkili olmus; fakat bu etki tiim fenoliklere bakildiginda tutarl
bulunmamustir. Ote yandan ASM-+patojen kombinasyonu, hesperidin, limonin ve
scoparone fenolikleri iizerinde yiiksek etki yaratmistir. Glomus fasciculatum,
patojen varliginda, incelemesi yapilan tiim fenolikler {izerinde en yiiksek etkiyi

gosteren mikorizal fungus olmustur.
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5.2. Oneriler

Calisgma sonucunda elde edilen verilere gore, bu g¢aligmanin pratige
aktarilmasi ve daha sonra yapilacak olan ¢aligmalara da 151k tutmasi agisindan bazi
oneriler sunmak miimkiin olmustur.

Ugkurutan hastalig ile miicadelede, dncelikli olan konunun dayanikli gesit
1slahi oldugu diisiiniilmektedir. Bélgemizde yogun olarak tercih edilen bir ¢esit
olan Kiitdiken’in verim ve kalite ozelliklerine sahip ve Phoma tracheiphila’ya
kars1 dayanikli olan yeni cesitlerin gelistirilmesi, bu patojenle miicadelede en
o6nemli adim olacaktir.

Phoma tracheiphila surveyi yapildig1 sirada, bakim islemlerinin daha az
yapildig1 Mersin ilindeki bahgelerde, Adana iline gore daha fazla hastalik sorunu
oldugu gozlemlenmistir. Bu noktadan bakildiginda, hastalikla miicadelede, bakim-
budama iglemlerine 6zen gdsterilmesi dnerilmektedir. Bu nedenle bitki dokularinin
daha siki gelismesini saglayacak olan potasyumlu giibrelemeye 6nem verilmeli,
bitkide yara acilmasina neden olacak dolu, don, siddetli riizgar gibi mevsimsel
olaylarm ve budamanin ardindan bakirh preparatlarla koruyucu ilaglama
yapilmalidir. Ayrica Inokulum kaynagi olan piknidyumlu veya hastalik simptomu
gosteren dallar, 28°C’nin {izerindeki sicakliklarda riizgarsiz ve yagmursuz
donemde infeksiyon noktasiminin 15- 20 cm altindan kesilerek imha edilmelidir.

Dayaniklilik tesvik edici kimyasal ve mikorizal funguslarin Phoma
tracheiphila tizerindeki etkileri konusunda 6nemli sonuglar elde edilmis; ancak
farkli uygulamalar arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunamamistir. Bu
nedenle, trakeomikoz patojenlerle yapilan calismalarda, tekerriir sayisinin daha
fazla olmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Limon agaci koklerinde kolonize olan mikorizal funguslar, patojenlere
karst bitkinin dayanikliligini aktive etmesinde etkili bulunmustur. Bu funguslar,
iiretim yapilan fidanliklarda, tohum ekimi ve sasirtma islemleri sirasinda tiretim
ortamina eklenmeli ve kokte kolonize olmalar1 saglanmalidir. Bu islem sirasinda

Glomus cinsine ait mikorizal funguslar tercih edilmelidir. Ayrica bunlarin
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arasindan ozellikle Glomus fasciculatum’un segilmesi de Ugkurutan hastaligina
karg1 miicadelede yiiksek basar1 getirecektir.

Bu ¢alismada kullanilan dayaniklilik tesvik edicilerden Fosetyl-Al, patojen
tizerinde; ASM ise fenolik bilesik miktarlarinin artist lizerinde Onemli etkiler
yaratmistir ve bunlarin gelecekte Ugkurutan miicadelesinde kullanilmalarinin
miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte bu kimyasallarin
degerlendirilmesi ve sonrasinda entegre miicadele kapsamina alinabilmesi i¢in
daha kapsamli ¢alismalar yapilmalidir. Bu tez ¢alismasi, sonrasinda yapilacak olan

bu arastirmalar i¢in 6nemli bir ilk adim olacaktir.
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