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ON SOZ

Prunus cinsi, badem, kayisi, kiraz, erik, seftali ve nektarin gibi meyve agac tiirlerini
icermektedir. Nektarin/seftali, diinya genelinde en ¢ok {iretilen ii¢lincli meyve olup, Tiirkiye
bu alanda 6nemli bir yere sahiptir; son 30 yilda tiretimi iki kat artmistir ve taze tiikketim i¢in
%90'dan fazlas1 i¢ piyasada kullanilmaktadir. Nektarin, kolay yetistirilebilirligi ve yiiksek
besin degeri nedeniyle dikkat ¢ekmektedir. Ancak, iklim degisikligi ve fungal kokenli
patojenler gibi faktorler verim kayiplarina yol agmakta, 6zellikle zamklanma, gévde ve dal
kanseri gibi hastaliklar sorun olusturmakta; mevcut fungisitler etkili olmamaktadir. Bu
durum, cevre dostu ve siirdiiriilebilir ¢oziimler gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.
Bitkilerin stres faktorlerine kars1 savunmasi, primer ve sekonder metabolitlerle saglanmakta
ve fenolik bilesikler 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu tez ¢alismasi, Tiirkiye'de yetistirilen
'‘Bigtop' nektarin ¢esidi tizerinde Lasiodiplodia theobromae patojeni ile miicadelede
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OZET
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NEKTARINDE ZAMKLANMA, GOVDE VE DAL KANSERiNE NEDEN OLAN
Lasiodiplodia theobromae’ya KARSI FERULIK ASIDIN ETKISININ
ARASTIRILMASI
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Prunus cinsi badem, kayisi, kiraz, erik, nektarin/seftali gibi ekonomik 6neme sahip agac
tiirlerini kapsamaktadir. Tiirkiye'de nektarin 6nemli bir liretim artig1 gdstermistir ve lilkemiz,
diinya nektarin ihracatinda ikinci sirada yer almaktadir. Ancak, nektarin agaglarinda iklim
degisikligi ve fungal patojenler zamklanma, govde ve dal kanseri gibi hastaliklarla verim
kaybina ve hatta aga¢ Ollimlerine sebep olmaktadir. Bu durum siirdiiriilebilir ¢éziimler
gelistirme gerekliligini ortaya koymaktadir. Diinya ve Tiirkiye i¢in ilk kez yapilan bu
arastirma ile nektarin agaglarinda zamklanma, gévde ve dal kanseri hastaligina neden olan
Lasiodiplodia theobromae’ya karsi kimyasal kullanilmadan ¢evre dostu bir yontem
gelistirmek hedeflenmektedir. Bu calismada 'Bigtop' nektarin ¢esidi ve Yozgat'tan elde
edilen L. theobromae izolat1 kullanilmistir. Ferulik asidin 1, 20, 50 ve 100 ppm’lik
derisimlerinin fidanlara topraktan uygulanilmasi ile enfeksiyon kontrol edilmistir. Ferulik
asidin uygulanilmasi, L. theobromae enfeksiyonunun bitki {izerindeki olumsuz etkilerini
minimize etmistir. Enfeksiyon, bitki biiylimesini bozarken, ferulik asit hiicre zar1 hasarin
azaltmis ve reaktif oksijen tiirlerinin birikimini engellemistir. 100 ppm ferulik asit,
malondialdehit birikimini en diisiik seviyeye ¢ekerek govde kanserinin etkilerini azaltmistir.
Ayrica, ferulik asit, lignin ve pektin sentezine katkida bulunarak hiicre duvarimi gii¢lendirmis
ve patojenlere kars1 bariyer saglamistir. Uygulama, ksilem ¢apini artirarak bitki gelisimini
desteklemis ve fotosentezi artirmistir. Sonuglar, ferulik asidin nektarinlerde morfolojik
gelisimi destekledigini ve savunma mekanizmasini tetikledigini gostermektedir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF FERULIC ACID AGAINST Lasiodiplodia
theobromae CAUSING GUMMOSIS, TRUNK AND BRANCH CANKER ON
NECTARINE
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SUPERVISOR: Assoc. Prof. Dr. Ali ENDES
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The Prunus genus includes economically important tree species such as almond, apricot,
cherry, plum, and nectarine/peach. Nectarine production has increased significantly in
Tirkiye and this country ranks second in global nectarine exports. However, climate change
and fungal pathogens cause diseases such as gummosis, trunk and branch canker in nectarine
trees, leading to yield losses and even tree deaths. This situation highlights the need to
develop sustainable solutions. This research, conducted for the first time in the world and
Tirkiye, aims to develop an environmentally friendly method without the use of chemicals
against Lasiodiplodia theobromae, which causes gummosis, trunk, and branch canker in
nectarine trees. The ‘Bigtop’ nectarine variety and L. theobromae isolate obtained from
Yozgat were used in this study. Infection was controlled by applying ferulic acid
concentrations of 1, 20, 50, and 100 ppm to seedlings through the soil. The application of
ferulic acid minimized the adverse effects of L. theobromae infection on the plants. While
the infection impaired plant growth, ferulic acid reduced cell membrane damage and
prevented the accumulation of reactive oxygen species. 100 ppm ferulic acid reduced the
effects of stem canker by lowering malondialdehyde accumulation to the lowest level.
Additionally, ferulic acid strengthened the cell wall by contributing to the synthesis of lignin
and pectin, thereby providing a barrier against pathogens. The application supported plant
growth by increasing xylem diameter and enhanced photosynthesis. The results indicate that
ferulic acid supports morphological development in nectarines and triggers the defense
mechanism.

2025, xi + 55 Pages
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1. GIRIS

Prunus, Rosaceae familyasina ait bir cins olup, badem, kayisi, kiraz, erik, seftali ve nektarin
gibi agac ve c¢alilar1 kapsar. Prunus cinsi, basit mizrak seklinde yapraklar ve beyaz, pembe
veya bazen kirmizi olabilen, bes tag ve ¢anak yapragin yan sira ¢ok sayida stament i¢eren
cigeklerle karakterizedir (Durul & Polat, 2022). Prunus'un meyveleri, sulu bir dis mezokarp
ve tohumu koruyan sert bir endokarp ile karakterize edilen sert ¢ekirdekli meyveler olarak
simiflandirilir. Diinya genelinde Prunus cinsi, ¢ogunlukla Kuzey Yarimkiire'nin iliman
bolgelerinde bulunan yaklasik 430 kabul gérmiis tiire sahiptir (Shikha vd., 2024). Bu meyve
tiirlerinden seftali (Prunus persica L.) ve seftali mutantti nektarin (Prunus persica var.
nucipersica: Tiyslz seftali) kiiresel olarak en onemli 1liman sert ¢ekirdekli meyveler
arasindadir. Seftali/nektarin, elma ve armuttan sonra en ¢ok iiretilen iliman iklim meyve
tiriidiir (Siddiq, 2006). Nektarin/seftali yetistirilen bolgeler genellikle 1liman ve subtropikal
iklimlerde yer alir. Seftalinin anavatan1i Cin olup yaklasik 3.000 yil énce Cin'den Asya
kitasindaki tiim 1liman ve subtropikal iklimlere yayilan seftali, 2.000 yildan uzun bir siire
once Ipek Yolu iizerinden iran'a ve oradan da tiim Avrupa'ya yayilmistir (Eroglu & Misirls,
2012). Avrupa'dan Ispanyol ve Portekizli kasifler tarafindan Amerika kitasina
gotiiriilmiistiir. Giiniimiizde seftali {ireten ana iilkeler arasinda Cin, Amerika, Tiirkiye, Italya,

Fransa, Ispanya, Yunanistan, Japonya, Arjantin, Avustralya ve Almanya bulunmaktadir.

Nektarin, seftalinin botanik bir ¢cesididir; ancak, nektarin genetiginde resesif bir genin ifadesi
nedeniyle tiiysiiz meyve kabuklari ile ayirt edilirler (Joshi & Bhutani, 1995). Seftaliler gibi
nektarinler de iliman iklimlerde yetistirilir. Nektarin ilk olarak 1950'ler ve 1960'larda
ABD'nin Kaliforniya eyaletinde gelistirilmistir (Okie vd., 1985). Pakistan ve Yeni Zelanda
cesitleri (sirastyla, Quetta ve Lippiat's) ile birka¢ biiyilk meyveli seftali c¢esidinin
melezlenmesinden elde edilen ilk ticari nektarin ¢esidi ‘Le Grand’dir (Ognjanov vd., 2018).
Bunu takiben Kaliforniya’da Flavortop, Independence ve Fantasia gibi ilk 6nemli nektarin
cesitleri 1slah edilmistir. Avrupa kitasinda nektarinin modern 1slahi, 1970'lerin sonunda,
Floransa Universitesi'nde yaklasik 20 yeni nektarin ¢esidinin gelistirilmesi ile baslamistir.
Son 40 yilda, Amerika Birlesik Devletleri'nden (6zellikle Kaliforniya'dan) ¢esitlerin baskin
oldugu 300'den fazla yeni nektarin ¢esidi 1slah edilmistir (Couvillon & Krewer, 2018).
Suanki, nektarin iiretimi ABD ve Avrupa'daki seftali liretim seviyesine yaklasmaktadir.
Dolayisiyla, diinya pazari on yillar i¢inde agirlikli olarak sar1 etli asitli seftalilerden, diisiik
veya yiiksek asitli, beyaz veya sar1 etli seftali ve nektarinlerin bulundugu bir pazara

doniismektedir.



Nektarin/seftali, elma ve armuttan sonra en 6nemli liclincli 1liman iklim meyve tiirtidiir.
Toplam iiretimi 27.0 milyon tonun iizerinde oldugu tahmin edilmektedir. Uretim, 1993'den
bu yana iki katindan fazla artarak 10.8 milyon tondan 27.1 milyon tona ¢ikmistir (FAO,
2023). Bu artisin baslica nedeni, Cin'de goriilen hizli tiretim artisidir (Tablo 1.1). Cin’deki
tiretim, 1993'den bu yana dikkate deger biiytikliikteki artiglarla oldukea istikrarl kalmistir.

Tablo 1.1. Yillara gore diinya seftali/nektarin liretim miktari (ton) ve bazi {ilkelerin seftali/nektarin {iretimine

sagladiklari katki oran1 (%)

Yillara Gore Uretim Miktar: (Ton) 2023 yih

Ulke _ Seftali/Nektarin
1993 2003 2013 2023 Ure“l‘;‘:t‘lfls(f}/f;a“a“
Cin 1.970.000 6.148.100 11.924.085 17.500.000 64,6
Ispanya 856.900 1.270.820 1.329.800 1.381.780 5,1
Tiirkiye 370.000 470.000 637.543 1.076.852 4,0
italya 1.641.540 1.175.855 1.401.794 1.033.840 3,8
Amerika 1.385.000 1.341.001 967.059 665.910 2,5
iran 179.683 434.565 817.169 613.930 2,3
Yunanistan 1.168.727 787.186 736.224 574.780 2,1
Sili 237.000 304.000 371.110 304.036 1,1
Meksika 153.071 223.883 161.268 257.773 1,0
Diinya 10.874.281 15.433.862 21.794.070 27.077.873 -

Son 30 yilda iiretimini iki katindan fazla artiran diger iilkeler Tiirkiye ve Iran’dir. En biiyiik
bes iiretici iilke, diinya iiretiminin yaklasik %64,6'm1 karsilayan Cin, ardindan Ispanya
(%5,1), Tiirkiye (%4,0), Italya (%3,8) ve Amerika (%2,5) gelmektedir. (Tablo 1.1.). Bu
liretimin %90'1ndan fazlasi taze pazar icindir. Bu iilkelerden ABD, Cin, ispanya ve Italya
islenmis nektarin/seftali iiretiminde 6nemli iireticilerdir. Bu iilkelerden Ispanya iiretiminin
%45,5°1 ihrag etmekte olup diinyada en fazla nektarin/seftali ihra¢ eden iilke konumundadir.
Tiirkiye, 225469 ton ihracat miktar1 ile Ispanyadan sonra en fazla nektarin/seftali ihrag eden

ikinci tilkedir (FAO, 2023).

Tiirkiye ve tiim diinyada bitki koruma mevzuatinin gelistirilmesi, ticari amagli yeni bitkilerin
arastirilmas1 ve gelistirilmesini 6nemli Sl¢giide tesvik etmektedir. Nektarinlerin diploid
kromozom yapisi, 1slah ¢alismalari ve yeni ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in avantajlar sunmakla
birlikte, baz1 hassasiyetler de ortaya ¢ikarir. Bu durum, hastalik ve zararlilara karsi
dayanikliligin arttirilmasint  hedefleyen 1slah calismalarimin hiz kazanmasina sebep
olmustur. Dolayisiyla, verim, iiretim bolgesindeki fungus, bakteri, nematod ve viriis gibi
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biyotik veya toprak, sicaklik ve nem gibi abiyotik stres faktorleri ile i¢ i¢e girmistir, ¢iinkii

yiiksek verimin 6n kosulu, ¢cevreye miikemmel uyum saglamaktir.

Tiirkiye’de 2024 yilinda Tiirkiye Istatistik Kurumu’na gére toplam 3.7 milyon ton sert
cekirdekli meyve iiretimi gerceklesmistir (Tiiik, 2024). Bu meyve tiirlerinden en fazla

tiretileni kayis1 (%34) olup bunu seftali/nektarin tiirii takip etmektedir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Tiirkiye 2024 yil1 toplam sert ¢ekirdekli meyve iiretim miktart

Her ne kadar nektarin Akdeniz Bolgesi gibi subtropik iklim kusaginda yetistirilse de diger
liman iklim goriilen illerde yaygin yetistiriciligi yapilmaktadir (Tablo 1.2). Tiirkiye’de 2024
yilinda toplam 356.419 ton nektarin tretilmistir (Tiiik, 2024). Bu tiretimin yaklasik %45°1
Mersin ilinde olup bu ili Bursa (%19,9), Canakkale (%14,7) ve Adana (%10,3) illeri takip
etmistir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. Tiirkiye 2024 yili nektarin iiretimi ve iiretime katki yapan ilk on sehir

Sehir Nektarin iiretim miktari (Ton) Uretime katk (%)
Mersin 157868 44,3
Bursa 71093 19,9
Canakkale 52486 14,7
Adana 36866 10,3
Denizli 7987 2,2
Hatay 4699 1,3
[zmir 4407 1,2
Nigde 3775 1,1
Osmaniye 2208 0,6
Isparta 1945 0,5
Diger 13085 3,7
Toplam 356419 -

Sert c¢ekirdekli meyveler grubunda 6nemli yer tutan nektarin; yetistiriciligi zahmetsiz ve

insan beslenmesi agisindan énemli bir tarim {irtiniidir (Vural & Cakan, 2021). Taze olarak



tiiketilebildigi gibi, meyve suyu konsantresi, kurutularak ya da dondurularak uzun siire
saklanabilen nektarin; regel ve marmelat gibi triinler elde edilerek de kullanilabilmektedir

(Vural & Cakan, 2021).

Nektarinin erken donemde meyveye yatmasi, yiiksek oranda suda ¢oziinebilen kuru madde
miktar1 igermesiyle beraber yiiksek albenisi ile diinyada ve Tiirkiye’de yetistiriciligi hizla
artmistir. Bu artista en Onemli faktorlerden biride 1slah caligmalariyla yeni c¢esitler
gelistirilmesi olmustur. Tirkiye’de farkli zamanlarda hasat edilebilen erken ve ge¢ donemde
meyve veren cesitlerin gelistirilmesiyle yilin bes ay1 taze olarak Tretilebilmektedir.
Tiirkiye’de erkenci cesitler genellikle Akdeniz Bolgesi’nde yetistirilirken, gegci gesitler
Marmara ve Ege Bolgesi’nde yetistirilir (Caliskan, 2021; Ercisli, 2004).

Meyve yetistiriciligi sirasinda abiyotik ve biyotik birgok faktor verim kayiplarina ya da agac
Olimlerine sebep olur. Diinyada toplam tarimsal tiretimin %31-42’si hastalik, bocek ve
yabanci otlar tarafindan zarara ugrar (Agrios, 2005). Ortalama zarar %36.5 olup bunu
strastyla hastalik (%14.1), yabanci ot (%12.2) ve bocek (%10.2) zarari takip eder (Agrios,
2005). Nektarin iiretiminde genel olarak hastaliklar ve bocekler tarafindan zarar olusur.

Ancak hastaliklar tarafindan gerceklesen zararlar daha siddetli ve ekonomik 6nem sahiptir.

Nektarin tiretiminde kok ve kok bogaz c¢iiriikliigii, zamklanma, ¢icek monilyasi, kiilleme,
pas, yaprak kivircikligi, geriye oliim, stirgiin yanikligi, gévde ve dal kanseri gibi fungal
kaynakli hastaliklar oldukga yaygin olarak goriilmektedir (Adaskaveg vd., 2008). Ulkemizde
ve diinyada son yillarda kiiresel iklim degisikligine bagl olarak, meyve agaclarinda
zamklanma, geriye 6liim, siirglin yaniklig1, govde ve dal kanseri hastaliklarinin yayginlig
ile goriilme sikliginda artiglar gerceklesmektedir (Endes, 2017). Nektarin agaglarinda govde
ve dal kanserinin, zamklanmanin, geriye 6liimiin, kok ve kok bogaz ciiriikliigliniin nedensel
etmenleri arasinda Pythium, Fusarium, Phytophthora, Diplodia, Neofusicoccum ve
Lasiodiplodia tiirleri bulunmaktadir. Pythium, Fusarium ve Phytophthora tlrleri
zamklanma, kok, kok bogaz ¢iiriikliigiine neden olan toprak kokenli fungal ya da fungal
benzeri hastalik etmenleridir. Bunun aksine, Botryospheriaceae familyasina ait Diplodia,
Neofusicoccum ve Lasiodiplodia tirleri havai kokenli olup, zamklanmaya, siirgiin
yanikligina, gévde ve dal kanserlerine neden olur. Botryosphaeriaceae familyasinda yer alan
fungal tiirlerinin neden oldugu goévde ve dal kanserleri badem, ceviz, kayisi, erik, seftali ve
nektarin gibi bircok meyve tiirlinde 6nemli zararlara sebep olmaktadir (Endes vd., 2016;

Endes, 2017; Endes, 2024; Endes & Kayim, 2022; Kaymaz, 2017; Kayim vd., 2025). Seftali



agaclarinda zamk hastalig1 ilk olarak 1974 yilinda Amerika’nin Georgia eyaletinde rapor
edilmistir (Weaver, 1974). Bu hastaliga Botryosphaeria cinsinin Botryosphaeria rhidonia
(anamorf: Lasiodiplodia theobromae), Botryosphaeria obtusa (anamorf: Diplodia seriata)
ve Botryosphaeria dothidea (anamorf: Fusicoccum aesculi) gibi patojenik fungal tiirler
neden olmaktadir (Britton & Hendrix, 1982; Endes, 2017; Thomidis vd., 2011; Wang vd.,
2011).

Fungal zamklanmanin yan1 sira gévde ve dal kanseriyle beraber tek tarafli dal ve siirgiin
yanikligina neden olan Lasiodiplodia tiirleri kozmopolit bir dagilima sahiptir. Tropikal ve
subtropikal bolgelerde tiir bakimindan ¢esitlidir ve ¢ok ¢esitli monokotiledon, dikotiledon
ve gymnosperm bitki tiirlerinde hastaliklara neden olurlar. Her tiir, asemptomatik bitki
dokularinda yasayan endofitler, ¢esitli konak bitkilerinde hastaliklara neden olan patojenler
ve Olii odunsu bitki dokularinda yaygin olarak bulunan saprofitler olarak c¢esitli yasam
bicimleriyle kendini gosterirler (Abdollahzadeh vd., 2010; Alves vd., 2008; Chen vd., 2015;
Dissanayake vd., 2015; Johnson vd., 1992; Slippers & Wingfield, 2007).

Lasiodiplodia theobromae diger Lasiodiplodia tiirlere gore daha yikici bir bitki patojenidir
(Akgitl vd., 2020). L. theobromae geriye 0liim, siirglin yanikligi, tohum c¢iiriikligii, kok ve
kok bogaz ciiriikligl ile govde ve dal kanseri ya da hasat Oncesi ve sonrast meyve
cliriikliigiine neden olan yaklasik 500 farkli konukgu bitkide ekonomik veya bitki 6liimlerine
neden olur (Qiao vd., 2022; Wang vd., 2011). Ozellikle nektarin/seftali agaglarinda ilk
goriilmeye bagladigi 1970’li yillarin basindan giinlimiize kadar nektarin agaclarinda en
yaygin ve en zararl hastaliklardan biri olmustur. L. theobromae etmeninin neden oldugu
zamklanma, govde ve dal kanseri hastaliklar1 Tiirkiye, Amerika, Japonya ve Cin de nektarin
agaclarinin biiylimesini ve verimini etkileyerek ciddi iiriin kayiplarina sebep olur (Endes,
2017; Li vd., 1995; Reilly & Okie, 1982). L. theobrome ekonomik 6neme sahip hastaliklara
sebep olmakla birlikte, latent infeksiyonlara da sebep olmaktadir (Slippers ve Wingfield,
2007). Patojen ayrica, ¢evresel kosullar ve konukgu fizyolojisinin yeniden aktif hale gelene
ve hastalik semptomlarinin gelismesi igin elverisli kosullarin olusumuna kadar konukc¢u
bitki dokular1 i¢inde kendisini gizler (Ventura vd. 2004). Dolayisiyla, latent infeksiyon
sonucu meyvelerin uzun donem muhafazasi sirasinda 6nemli miktarda iirlin kayiplarina

neden olur (Kim vd., 2001).

L. theobromae, bir 6nceki yil enfekte olmus Olii bitki organlarinda, toprak yiizeyinde

birakilan bitki artiklarinda ve toprakta cogunlukla miselyum, askospor, konidiospor ve



klamidosporlar seklinde kiglar (Kuswinanti vd., 2019; Michereff vd., 2005; Ogundana,
1983). Nektarin agaclarinda kuraklik, besin eksikligi, diisiik ve yiiksek sicaklik, tuzluluk,
topragin fiziksel ve kimyasal yapisi gibi stres faktorleri altinda L. theobromae’nin sporlari
stoma, lentisel, bocekler ve kiiltiirel uygulamalardan dolay1 olusan yaralardan ya da dogal
acikliklardan bitkiye giris yapmaktadir (Endes, 2017; Kranz vd., 1977; Ploetz, 2003). L.
theobromae’nin askosporlar1 ya da piknidiosporlari hastalik olusumunda inoklum kaynagi
olarak gorev yapar. Eseyli spor olan askosporlar havai ile yayilir; ancak bocekler, kuslar,
yagmur ve sulama sistemlerinden gelen suyun piknidiosporlar yaydigi bildirilmistir
(Michailides & Morgan, 1993). L. theobromae ilk olarak govde ve dallarin kabuk
dokusundaki lentisellerin ¢evresinde nekrotik yaralar, daha sonra enfeksiyonun ilerlemesine
bagli olarak kabukta yanikliklarla birlikte zamklanmaya neden olmaktadir (Endes vd., 2016;
Endes & Kayim, 2022; Endes, 2024; Kaymaz, 2017; Kayimm vd., 2025). Kabuk ve odun
dokuda olusan nekrozlar ya da patojen iletim sistemine kolonize olarak bir tikag gorevi
yapmast nedeni ile bitkide su ve madde transferi gerceklesmeye bilir (Endes, 2024). Bu
durumda bitkilerde dnce solgunluk ve bunu takiben geriye 6liim ve tek tarafli dal yanikligi
gibi hastalik belirtileri, bitkilerin su ihtiyacinin en fazla oldugu Haziran-Agustos aylari

igerinsin de ortaya ¢ikar (Endes, 2017).

Bu karmasik hastaligin kontrolii zordur ¢linkii nektarinlerde siirglin yanikligi, sakizlanma,
govde ve dal kanseri ile kok ve kok bogaz ciirlikliiglinii kontrol etmek i¢in onlarca yildir
kullanilan fungisitlerin c¢ogu etkisizdir ve patojenler bunlara karsi direng gelistirir
(Karaoglanidis vd., 2003; Wang vd., 2021). Bununla birlikte, fungisitler kullanan ¢evre
dostu bir yaklasima yonelik, zararli etkileri giderek artan bir endise kaynagi ve yiiksek
maliyetli ve diisiik verimli istenmeyen bir yaklagim olarak kabul edilmektedir (Zhang vd.,
2017). Bir cok aragtirmaci, kimyasal islemlere uygulanabilir alternatifler olarak biyolojik
kontrol ajanlarinin ve bitkilerin giiclii antimikrobiyal aktivitelerini savunmustur (Rusin vd.
2021; Wang vd., 2021). Ancak, bu yontemler geriye dogru kuruma ve sakizlanmaya neden
olan L. theobromae popiilasyonlarina kars1 énemli etkiler gostermemistir (Amponsah vd.,
2012). Bu nedenle, bdylesine yikict bir hastalikla miicadele etmek i¢in siirdiiriilebilir

¢Ozlimler gelistirmek zorunludur.

Giiniimiizde bitkilerin kendini savunmasi siirdiiriilebilir tarimda énemli bir uygulama olarak
kabul edilmektedir. Bitkilerde dayaniklilik, bagka bir deyisle, savunma mekanizmasi esasen
primer ve sekonder metabolitler olmak {izere kendi biinyelerinde yer alan kimyasal

bilesiklerden olusur (Topcu & Colgecen, 2015). Primer metabolitler amino asit, organik asit
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ve niikleotitleri icerir. Bitkinin biiylime, solunum, metabolizma ve lireme gibi yasamsal
faaliyetlerini dogrudan etkilidir ve tiim canlilar i¢in hemen hemen aynidir (Tiring vd., 2021;
Topcu & Colgegen, 2015). Sekonder metabolitler bitkilerin biliylime ve gelismesi gibi
yasamsal faaliyetleri i¢in ihtiya¢ duymadig1 ancak bitkinin herhangi bir abiyotik ve biyotik
stres faktorlerine kars1 savunma mekanizmasi olarak {iiretilen hiicre metabolizmasinin yan
iirlinli olan bilesiklerdir. Sekonder metabolitler diisiik molekiiler agirlikli olup olusumlari
genellikle hiicre, doku ve organa 6zgii bilesiklerdir ve genellikle miktar1 ve tiirleri
bakimindan ayni bitki popiilasyonunda farklilik gdstermektedir (Bakir, 2020). Sekonder
metabolit deyimi 1891 yilinda Biyoloji alaninda ilk kez Kossel tarafindan kullanilmistir.
Calisildig ilk yillarda bu bilesiklerin islevsiz ve atik maddeler oldugu diisiiniilse de sonraki
yillarda birgok bilim insani tarafindan bitkilerin savunma sistemi agisindan ¢ok 6nemli

oldugu aciklanmistir (Tiring vd., 2021; Topcu & Colgecen, 2015).

Sekonder metabolitler; ekonomik degerlerinin yiiksek olmasi nedeniyle endiistriyel
alanlarda, boy, aroma, parfiim, ilag, elyaf, tutkal, bocek oldiiriicii gibi kimyasallar olarak
kullanilmaktadir (Tiring vd., 2021). Sekonder metabolitler arasinda yer alan fenolik
bilesikler sahip olduklar1 fenol halkasi ve halkaya bagli hidrojen atom sayisina bagh olarak,
fenolik asitler (hidroksibenzoik asitler, hidroksisinnamik asitler) ve flavonoidler olarak iki

gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.2; Giirler, 2019).

Fenolik Bilesikler

Flavonoidler Fenolik Asitler

Antaslyanidinier Hidroksibenzoik Asitler

Flavonlar ve Flavonoller

Hidroksisinamik Asitler
Flavanonlar

Katesinler (Flavonoller)
Proantosiyanidinler

izoflavonoidier

Sekil 1.2. Fenolik bilesiklerin {iretim yolagi
Fenolik bilesikler; biitiin bitkilerde bulunan, ekolojik ve fizyolojik zararlanmalara karsi
bitkide savunma mekanizmasi gorevi goriir (Tiring vd., 2021; Topcu & Colgegen, 2015).

Ayrica fenolik bilesikler bitki hiicre duvari ve lignin sentezinde 6nemli rol oynar (Srivastava



vd., 2013). Odunsu bitkilerde, fenolik bilesiklerin metabolik yolaklar1 patojen saldirisiyla
aktive olur (Srivastava vd., 2013). Fenolik bilesikler aromatik amino asit metabolizmasi
sirasinda yan bilesik olarak olusturulduklar diisiiniilerek ikincil bitki metaboliti
sayllmaktadirlar (Acar & Gokmen, 1998; Naczk & Shahidi, 2004). Fenolik bilesikler
bitkilerde sikimik asit ve malonik asit olmak iizere iki temel yolla sentezlenmektedir.
Sikimik asit daha ¢ok bitki fenoliklerinin biyosentezine katilir. Malonik asit ise bakteri ve
funguslarda fenoliklerinin biyosentezi i¢in Onemlidir. Sikimik asit yolagi amonyak
molekiiliiniin giderilmesiyle fenilalaninin sinnamik aside doniistiiriilmesidir (Sekil 1.3;

Ozeker, 1999).

Sikimik asit
Triptofan Fenilalanin Tirozin
Oksin
Salisilik Asit Siiberin Lignin Flavonoidler Antosiyanin  Siiberin Tokoferol

Sekil 1.3. Sikimik asit bilesenleri

Hidroksisinnamik asitler bitkiler aleminde genis bir dagilim gostermektedir (Sekil 1.2).
Basit kimyasal iskeletleri fenilpropanoidden tiiretilmis olup C6-C3 karbon yapisina
sahiplerdir. Cay yapragi, kahve, kirmiz1 sarap, sebzelerde, tahillarda ve o6zellikle kirmizi
meyvelerde bolca bulunurlar. Bunlar arasinda ferulik asit, kafeik asit, o-kumarik asit ve p-

kumarik asit 6nem tagimaktadir (Gtirler, 2019).

Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksi sinamik asit) sebze ve meyvelerde bulunan saglik
bakimindan olumlu etkisi olan fenolik bir bilesiktir (Srinivasan vd., 2007). Ferulik asit
fenilalanin ve tirozin metabolizmast sonucu olusur (Sekil 1.3 ve 1.4). Bitki yapisinda
yaprakta ve tohumlarda serbest formda bulunur (Bostanci ve Koca, 2017; Giirler, 2019). ilk
olarak 1866'da adin1 aldig1 bitkiden, Ferula foetida'dan izole edilmistir. Sikimik yolagindan
amino asit (fenilalanin ve tirozin) metabolizmasindan iiretilir. Fenilalanin veya tirozinden p-
kumarik asit iiretimi, metilasyon reaksiyonundan sonra ferulik aside doniistiiriilen kafeik

asidin olusumuna yol acar (Sekil 1.4).



PAL
Sinnamik asit Fenilalanin

p-kumarik Kafeik Asit Ferulik Asit 5H Ferulik Asit Sinapik Asit
Kafeil Alkol Koniferil Alkol 5H Koniferil Alkol Sinapil Alkol
C G 5H S

Sekil 1.4. Bitkilerde lignin iiretim yolagt

Pentosan zincirleri, arabinoksilanlar ve hemiseliilozlarla birlikte ferulik asit, lignin
polimerinin bir parcas1 haline gelerek hiicre duvarina sertlik kazandirir (Bostanci ve Koca,
2017). Ferulik asit, bitkilerde baz1 islevlere sahiptir: bitki biiyiimesinin diizenlenmesi,
rekabet eden bitkilerin inhibisyonu, su kullanimi, ¢imlenme sirasinda hiicrelerin hidrolitik
enzimlere karsi korunmasi ve koklerdeki minerallerin ve suyun alinmasi. Ayrica, bitkileri
yaprak bitlerine, boceklere, viral ve fungal enfeksiyonlara karsi korur. Ferulik asidin yiiksek
konsantrasyonlar1 hem serbest hem de bagli formlarda meyvelerde, sebzelerde, tahillarda ve
kahvede bulunur. Ferulik asit beslenme ve gida endiistrisi agisindan 6nemlidir. Ferulik asit
bircok iilkede gida katki maddesi olarak kullanilir. Ayrica gida endiistrisinde c¢esitli
iceceklerde, cikolata ve makarna endiistrilerinde yaygin olarak kullanilan vanilin iiretiminde
kullanilir (Bostanci & Koca, 2017). Ferulik asit, kovalent olarak bagli bulundugu bitki
hiicresi duvar bilesenlerinde, sinnamik asitin genis bir yayilim gdsteren fitokimyasal bir
fenolik tiirevidir. Ferulik asit ve onciilleri, p-kumarik asit (p-hidroksisinnamik asit) ve kafeik
asit (3,4-dihidroksisinnamik asit), ligninlerin biyosentezinde gorev alir (Sekil 1.4; Giirler,

2019; Rosazza vd., 1995).

Lignin hiicre duvart igerisinde bulunur, seliilozla birlikte bitkinin odunsu dokusunu ve
dayanikliligini saglar. Lignin bitkilerde seliilozdan sonra en ¢ok bulunan organik maddedir.
Fenilpropenoit gruplarin dallanmis bir polimeridir. Hem sekonder hem de primer olarak
islev gormektedir (Cetinkaya & Dinler, 2021). Bitkiye patojen saldiris1 sonucu lignin
tarafindan hiicre duvarinda dayaniklilii artirict savunmaya baglh bilesikler iiretilir ve

depolanir (Caliskan, 2007).

Bitki hiicre duvari, lignin ile dokulara bagl olarak yapisal proteinlerle ¢apraz baglanan sert
bir matris duvar yapisi olusturur. Bu duvar hem biyotik hem de abiyotik strese kars1 direng

gosteren ilk engeldir. Bitkide hiicre duvari bitkinin yagamsal faaliyetleri agisindan oldukga
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onemlidir. Buna ek olarak, bitki hiicre duvari, Bitkiyi stres faktorlerine karsi giiclendirmek,
bitki hiicresi ve ¢evre arasinda uyumu saglamak, hiicrelerin biiytimesi ve farklilasmasi gibi

gorevleri listlenmektedir (Cetinkaya & Dinler, 2021; Hematy vd., 2009).

Nektarin/seftali agaclarinda dnemli verim kayiplarina neden olan fungal etmenlere iligkin
bugiine kadar Yozgat ilinde kapsamli bir arastirma yapilmamistir. Tarim il Miidiirliikleri
tarafindan yapilmis olan arazi ¢alismalarinda ve tarafimizdan yapilan sorveylerde
nektarin/seftali agacglarinda zamklanma, gévde ve dal kanseri, dallarda geriye 6lim ve
stirglin yaniklik hastaligi goriilmiis ve Fakiiltemize ¢ift¢ilerden de bu konuda sikayetler

gelmektedir.

Genel olarak, hastaliklarin epidemiyolojisi iizerine ¢alismalara odaklanmis olup hastaligin
miicadelesi iizerine yapilmis calismalar olduk¢a sinirli kalmistir. Bunun en Onemli
nedenlerinden biri hastaligin bolgesel etiyolojisinin tam olarak ortaya konulamamasidir.
Kontrol stratejilerinin etkili olabilmesi isteniyor ise hedeflenen bireyler daha detayl
calisilmalidir. Bu sebeple, sadece patojenik etmen degil ayrica konukgu bitki ve

patojenxkonukgu interaksiyonu da ayrintili ¢alisilmasi gerekmektedir.

Planlana bu tez caligmasinda, Tirkiye’de en fazla yetistirilen nektarinlerden biri olan
‘Bigtop’ ¢esiti lizerinde calisma yiiriitiilmiistiir. Bu arastirma, sadece Yozgat ili i¢in degil
ayn1 zamanda diinya ve Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde iiretim yapan nektarin yetistiricileri
icin faydali ve yeni bir miicadele yonteminin gelistirilmesini hedeflemektedir. Ayrica,
mevcut nektarin/seftali iiretim alanlarinda ve daha sonra kurulacak olanlarda L.
theobromae’nin neden oldugu zamklanma, gévde ve dal kanseri hastaliklarina karsi alinmast
gereken Onlemler belirlenmistir. Sonug olarak, kimyasal kullanmadan bitkilerde savunma
mekanizmasint etkileyerek bitkinin patojene kars1 diren¢ kazanmasinmi saglayan, daha
stirdiirebilir bir iiretim yontemiyle beraber, hem ¢evreci hem de daha saglikli {iriin elde

edilmesine olanak sunan yeni bir miicadele stratejisinin gelistirmesini amaglamaktadir.
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2. GENEL BiLGILER

Diinyada ve iilkemizde nektarin/seftali ilizerine yapilan bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Bitki
koruma yoniinden ¢aligmalar ele alindiginda, genel olarak nektarin yetistiriciliginde sorun
olan hastaliklarin etiyolojisi ve epidemiyolojisi iizerine odaklanmistir. Ancak hastaliklarin
etkin miicadelesine yonelik arastirmalar sl kalmistir. Ozellikle iilkemizde nektarin
agaclarinda hastaliklara kars1 uyarilmig dayaniklilik tizerine sinirl sayida ¢aligma bulunsa
da nektarin agaclarinda, Lasiodiplodia thebromae enfeksiyonu iizerine ferulik asidin etkisi
ilk kez bu c¢aligsma ile hem diinya hem de iilkemiz i¢in ortaya konulmustur. Bu ¢alisma ile

paralel olan ve daha 6nce yapilan ¢aligmalar asagida dzetlenmistir.

Zhang vd. (2014) asmalarda L. theobromae’nin neden oldugu govde kanseri hastaligin
patojenisitesini daha iyi anlamak ve hastaligin miicadelesine yonelik bir ¢alisma
yapmislardir. Calismada L. theobromae'nin genetik transformasyonunu gerceklestirmis ve
patojenisite ile iliskili genlerin belirlenerek mantarin hastaligi nasil olusturdugu ve bitki
dokusunda nasil bir yayilim gerceklestirdigi belirlenmistir. Ayrica calismada L. theobromae
enfeksiyonu sonucunda patojenisite ile ilgili genlerin ortaya ¢ikarilmasi, gelecekte hastaligin

kontrol altina alinabilmesi i¢in bu genlerin kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Srivastava vd. (2013) farkli bitki kokenli 10 farkli fenolik bilesik (Benzoik asit, Pirokatekol,
p-Koumarik asit, 2,6- Dimetoksibenzoik asit (DMBA), 2,6- Dimetoksifenol (DMP), Ferulik
asit, Guaiakol, Siringik asit, Vanilik asit, Salisilik asit) kullanarak yapmis olduklar1 bir
caligmada, farklt konukgu bitkilerden izole edilen dort Botryosphaeria tlriini
kullanmislardir. In vitro kosullarda, B. rhodinia, B. obtusa, B. dothide ve B. ribis izolatlar
igerisinde farkli tiirde ve dozda (1-25 mM) fenolik asit bulunan PDA ortamui lizerine transfer
etmiglerdir. Petriler 4 giin boyunca 25°C’de, karanlikta inkiibe edilmistir. Sonug olarak;
fenolik bilesikler hem miselyum biiylimesini hem de laktaz ve pektinaz gibi lignin yikici
enzimlerinin Uretimini biiylik 6lciide baskiladigi saptamislardir. Ancak bu durum fenolik
bilesigin ¢esidine ve mantar tiiriine gore degiskenlik gdsterdigini bildirmislerdir. Benzoik
asit, p-koumarik asit, salisilik asit ve pirokatekol bilesikleri mantarlarin biiylimesini ciddi
sekilde engellendigi ve bu bilesiklere, 6zellikle B. dothidea ve B. obtusa tirlerinin belirgin
bicimde hassasiyet gosterdigini gozlemislerdir. Ferulik asit, guaiakol ve vanilik asit diger
bilesiklere gore miselyal gelisimi daha baskilamakla beraber diisiik konsantrasyonlarda (1-
5 mM) neredeyse hi¢ etki gostermediklerini rapor etmislerdir. Bunun aksine, yiiksek doz

uygulamalarinda (20-25 mM) miselyal biiylimeyi yaklasik olarak %40-60 oraninda
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azalttiklarin1 saptamislardir. Siringik asit, digerlerine gére en az etki gostermis olup
arastirmacilar tarafindan bu bilesik funguslar i¢in zararsiz fenoliklerden biri olarak
degerlendirilmistir. Aym1 zamanda fenolik bilesiklerin ¢ogu laktaz enzim aktivitesini
diisiirmiistiir. Ozellikle benzoik asit, salisilik asit ve p-kumarik asit laktaz {iretimini tamamen
durdurdugunu belirtmislerdir. Benzoik asit biitiin izolatlarda pektinaz aktivitesini dnemli
Olclide azaltmistir. Sonug olarak laktaz ve pektinaz gibi enzimler, bitki hiicre duvarmi
parcalayarak mantarin konukcuda yayilimini saglamis olup bu enzimlerin aktivitelerinin

diismesi hastalik etmeninin virulansinin azalmasinda etkili oldugunu bildirmislerdir.

Dekker vd. (2002) lignin bilesiginin, Botryosphaeria tiirii mantarlarin miselyal biiylimesine
ve laktaz enzim tliretimine olan etkisini arastirmislardir. Botryosphaeria tirii mantarlar
cesitli lignin tiirevi olan abietik asit, benzoik asit, katekol, p-kumarik asit, 2,6
dimetoksibenzoik asit, 2,6- dimetoksifenol, ferulik ssit, guaiakol, siringik asit, vanilik asit
ve veratraldehit (0-6,6 mM derisim araliginda ayri test edilmistir) igeren PDA ortaminda
yetistirmiglerdir. Bu calismada her bir bilesigin hangi derisimde mantarin biiyiimesini %50
azalttig1 degerleri (ECso degeri) hesaplamislardir. Lignin tiirevi bilesikler Botryosphaeria
tiirli mantarin biiyiime hizin1 ve laktaz enzim tiretimini farkli oranlarda etkilemistir. Biiyiime
tizerindeki etkiler bilesiklerin metoksilasyon derecesi ve hidroksil gruplarinin varlig: gibi
kimyasal yap1 6zelliklerine bagli kalmistir. Sonug olarak bu ¢alisma Botryosphaeria mantar
tiriiniin aromatik bilesiklerin biyolojik yikiminda potansiyel bir rol oynayabilecegini

gostermektedir.

Khalid (2012) Misir ilkesinde seftali agaglarinda goriilen zamklanma ve dal kanseri
hastalig1 iizerine bir ¢alisma yapmistir. Infekte olmus seftali agaclarindan Botryosphaeria
tiiri olan L. theobromae etmenini izole etmistir. Misir’da yetistirilen seftali fidanlarindan
Late Sinai’nin (yerel ¢esit) en hassas; Desert Red’in en dayanikli seftali ¢esidi oldugunu
bildirmistir. Calismanin bir bolimiinde, zamklanma hastaliginin  kontrol altina
alabilmesine yo6nelik hem biyolojik hem de kimyasal miicadele {izerine c¢aligma
yuriitmistiir. Biyolojik miicadelede toprak mantar1 ve bir biyofungusit olan Bio-Cure-F
(Trichoderma viride) ve Bio ARC (Bacillus megaterium) kullanmigdir. Bu biyofungusitler
toprakta ve kok cevresinde ¢ogalarak kok yiizeyinde koruyucu bir tabaka olusturdugunu
rapor etmistir. Bu durumun ise hastalik etmeninin biiyiimesini ve spor olusumunu
engelledigini bildirmistir. Ayrica, bu biyofungisitlerin bitkinin bagisiklik sistemini uyararak
strese kars1 bitkileri daha dayanikli hale getirdiklerini belirlemistir. Bunun yani sira biyolojik

tiriinler, sera kosullarinda zamklanma ve dal kanseri hastaliginin siddet oranini azalttig1 ve
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bitkilerin vejetatif gelisimini arttirdigini tespit etmistir. Kimyasal miicadele i¢in ¢calismada 5
fungusit laboratuvar ortaminda test edilmistir. Seftali agaglarina hastaligin bulagmasi
sonrast yapilan ilaglamada en etkili Topsin-M 70, Rovral, Vacomil-plus 50% fungusitler

hem zamklanma hem de dal kanserini 6nemli 6l¢iide azalttigini bildirmistir.

Li vd. (2014) yaptiklar calismada seftali agaglarinda Lasiodiplodia theobromae’nin neden
oldugu zamk hastaliginin bitkilerdeki karbonhidrat metabolizmasindaki degisiklikleri
incelemislerdir. infekte olan agaclarda yara bolgelerinden zamk akintis1 olusmaktadir ve
olusan zamklanma bitkinin enfeksiyona kars1 olugturdugu bir tepki oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar olusan bu zamklanmada karbonhidrat metabolizmasinda nasil bir degisiklik
oldugunu arastirmiglardir. Arastirmada seftali dallar1 kontrol (sadece yara acgilmis fakat
enfekte edilmemis), enfekte olmus bolge (L. theobromae ile miidahale edilmis) ve enfekte
bolgenin ¢evresi olarak li¢ gruba ayrilmistir. Enfekte bolgede diizenli hiicre oliimleri
goriilmiis olmakla birlikte ¢evre hiicrelerde ise mRNA seviyelerinde diislis, metabolik
degisimler ve karbonhidrat degisimleri ortaya c¢iktigini tespit etmislerdir. Enfeksiyondan
sonra slikroz, glukoz ve fruktoz miktarlarinda bir azalma goriilmiis olmakla beraber ¢oziiniir
sekerlerin toplam miktarinda artis oldugunu tespit etmislerdir. Bu durumun hiicre duvari
yikimi ve 6lii hiicrelerin ¢oziinmesi ile iligkili olabilecegini bildirmislerdir. Seftalide zamkin
bir polisakkarit oldugu ve bu polisakkaritin yapi taglarinin, arabinoz, ksiloz ve mannoz gibi
monosakkarit tiirlerinden meydana geldigini rapor etmislerdir. Arastirma sonucunda
enfeksiyon sonrasi monosakkaritlerin miktarinda artis goézlenmistir. Bu durum zamk
olusumuyla dogrudan iliskili oldugunu ispatlamistir. Ozetle yapilan ¢calismada arastirmacilar
bitkinin mantar enfeksiyonuna karst seker metabolizmasint yeniden diizenleyerek
olusturdugu zamklanmanin bir savunma mekanizmasit oldugunu saptamislardir. Bu siiregte
monosakkarit iiretimi artmis ve polisakkaritler yani zamk akintis1 olusturmustur. Sonug
olarak arastirmacilar bu calisma ile zamk olusumu hastaligin bir belirtisi degil, aslinda

bitkinin kendini koruma mekanizmasi oldugunu ispatlamiglardir.

Numpaque vd. (2016) ferulik asitin (FA) mikrobiyal doniisiimii, aroma ve koku
maddelerinin dogal iiretimi i¢in daha temiz ve daha ekonomik bir alternatif sundugunu
bildirmiglerdir. Bu amacla, yapmis olduklari bu ¢calismada, filamentli fitopatojenik mantarlar
Colletotrichum  acutatum ve  Lasiodiplodia  theobromae  kullanilarak FA'nin
biyotransformasyonu arastirmislardir. ilk olarak, her iki mantara kars1t FA'nin toksisitesi
degerlendirilmistir; FA, orta derecede toksisite (> 2000 mg L' konsantrasyonlarda toplam

inhibisyon) gostermis ve bir detoksifikasyon mekanizmasi mevcut oldugu arastirmacilar
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tarafindan rapor edilmistir. Daha sonra, Mantarlar Czapek-Dox ortaminda biiyiitiilmiis, oda
sicakliginda ferulik asit eklenmis ve metabolitlerin olusum asamalar1 degerlendirilmistir.
Ferulik asit her iki mantar tarafindan da indirgendigi ve en baskin metabolit olarak ferulik
asitten karboksil grubunun uzaklastirilmasiyla 4-vinylguaiacol (4-VG) elde edildigi
arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir. Indirgenme reaksiyonu sonucu Acetovanillone,
Ethylquaiacol ve oksidatif yolla ise Vanilin gibi diger metabolitler Ferulik asit verildikten
ilk 48 saat sonra daha az oranda tespit edilmistir. Olusan bu fenolik bilesikler gida, igecek
ve kozmetik sektoriinde dogal aroma olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. Ferulik asitin
toksik etkisine karsi mantarlarin yasamini siirdiirebilmesi mantarlarda detoksifikasyon
mekanizmas1 bulundugunu gostermistir. Sonug¢ olarak Colletotrichum acutatum ve
Lasiodiplodia theobromae mantarlari, ferulik asit gibi bitki kokenli bilesiklerden dogal
kosullarda 4-vinilguaiacol, vanilin ve benzeri koku/aroma bilesiklerine dontisebildikleri
arastirmacilar tarafindan saptanmistir. Arastirmacilar bu caligsma ile fitopatojen mantarlarin
yalnizca zararli mikroorganizma olarak degil ayn1 zamanda doniisiim yetenekleri ile dogal
aroma iretimi i¢in temiz, ekonomik ve siirdiiriilebilir bir yontem sundugunu ortaya

koymusturlar.

Yildiztugay vd. (2019) ferulik asidin suda ¢oziiniirliigii ve antioksidan aktiviteyi iyilestirerek
bitkilerin stres kosullarina karsi toleransini artirmaya yonelik bir ¢alisma yapmislardir. Bu
caligmada bugday bitkisinde asir1 bor stresine karsi ferulik asidin bitkide dayanikliligi artirip
artirmadigi arastirilmistir. Calismada bugday fideleri hidroponik kiiltiirde yetistirilmis olup
bitkilere sadece ferulik asit (25 veya 75 uM), sadece bor elementi (4- 8 mM) ve ferulik asit
ve bor elementi birlikte uygulamiglardir. Fazla bor bitkilerin su igerigini ve osmotik
potansiyeli diislirlip prolin miktarini azaltmistir. Bitkilere ferulik asit uygulamasindan sonra
bu olumsuz etkiler 6nlenmis olup bitki su dengesini korudugunu gézlemlemislerdir. 8§ mM
bor, siliperoksit dismutaz aktivitesini arttirmis ancak bor stresi altinda bitkide zararli
molekiiller de (0,7 ve H,O) artmustir. Ferulik asit uygulamasi ile birlikte O, miktart
azalmistir. Bor stresi tek basina askorbat (tAsA) veya dehidroaskorbat (DHA) miktarini
arttirmamistir. Fakat ferulik asit ve bor uygulamasi ile birlikte bu bilesikler artmigtir.
Ozellikle 25 pM ferulik asit uygulamasinda bitkinin énemli antioksidan savunma sistemi
(askorbat-gulutasyon) canlanmistir. Sonug¢ olarak calisma bugday bitkilerinde asir1 bor
stresine karsi ferulik asitin koruyucu bir madde olarak gorev yaptigini ispatlamislardir.

Ferulik asit bitkide su kaybini 6nlemis, hiicre i¢i dengeyi korumus ve bitkide antioksidan
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sistemleri aktif hale getirerek serbest radikal zararini1 6nledigi arastirmacilar tarafindan

belirlenmistir.

Shu vd. (2021) domates meyvelerinde Botrytis cinerea enfeksiyonuna karsi ferulik asit
uygulamasinin etkisini ve olast etki mekanizmalarini arastirmak amaciyla bir ¢alisma
yapmislardir. Arastirmacilar 100 uM ferulik asit ile muamele edilen meyvelerin, hastalik
siddeti ve lezyon alanmin azalmasi ve B. cinerea'ya karst bitki direncinin artigini
belirlemislerdir. Ayrica, fenilalanin amonyak (PAL), polifenol oksidaz (PPO), kitinaz (CHI)
ve B-1,3-glukanaz (GLU) aktiviteleri, 100 uM ferulik asit ile muamele edilen domates
meyvelerinde yiikselme egilimi gosterdikleri tespit edilmistir. Hastalik direncindeki artiga,
salisilik asit ve jasmonik asit sinyal yolu ile iligkili genlerin (PR1, NPR1, MYC2, LoxD)
daha yiiksek ekspresyonu eslik etmistir. Ayrica, nitrik oksit sentez aktivitesi de ferulik asit
uygulamasiyla artmis dolayisiyla nitrik oksit iceriginde de bir artis gozlemlenmistir.
Bununla birlikte, nitrik oksit sentezin spesifik bir inhibitorii olan 0,2 mM No-nitro-1-arginin
(L-NNA)'in es zamanl olarak eklenmesiyle iiretilen 100 uM ferulik asitin bu etkilerini
ortadan kaldirmis ve ferulik asit biyosenteziyle ilgili genlerin (C3H, C4H, COMT, PAL)
ekspresyonunu azaltmistir. Bu bulgular, ferulik asit uygulamasinin, nitrik oksit sinyal yolu
ile iliskili olan domates meyvesindeki B. cinerea' ya karsi direnci iyilestirmek i¢in umut

verici bir yaklagim olabilecegi arastirmacilar tarafindan belirlenmistir.

Gao vd. (2016) Lasiodiplodia theobromae’nin bitkilerde olusturdugu molekiiler degisim
yani gen ekspresyonu lizerine yapilan bir ¢calisma yapmislardir. Bu ¢calismada infekte olmus
ve infekte olmamis seftali siirgiinlerinde tiim genlerin ayni anda ifadesini dlgen yiiksek
¢ozlinlirliiklii gen analizi (RNA-Seg) yaparak hangi genlerin enfeksiyon sonucu degistigi ve
hangi biyokimyasal yollarin etkilenmis olabilecegini incelemislerdir. Toplamda 8 6rnek
analiz edilmis ve enfeksiyondan sonraki farkli zaman noktalarinda (12, 24, 48 ve 60 saat)
515 gen yukari aktive edilmisken 405 gen baskilanmistir. Bu farkli genlerin farkli biyolojik
islevlerle ilgili oldugunu belirlemislerdir. Fenilpropanoid biyosentezinde bitki savunma
bilesikleri olan lignin, flavonoidler ve fenolikler iiretilmistir. Uretilen bilesikler bitkilerde
hiicre duvarinin kalinlasmasinda rol oynamis olup patojenin yayilmasini engellemistir.
UDP-glukoziltransferaz aktivitesi ile birlikte seker molekiilleri fenoliklere veya hormonlara
baglayarak bitkide detoksifikasyon, savunma ve zamk sentezi olusumuna neden oldugu bu
calisma ile belirlenmistir. Fotosentez genlerinin ¢ogu enfeksiyon sirasinda bitkinin
biiylimesini degil savunma mekanizmasina katki sagladig1 ve seker metabolizmast ile ilgili

genlerde yaralarda olusan zamklanmanin karbonhidrat metabolizmasindan iiretildigi

15



arastirmacilar tarafindan ortaya konulmustur. Etilen ve jasmonik asit bitkinin savunma
mekanizmasini diizenleyen ana hormonlar oldugu ve patojene karsi bu hormonlarin bitki
savunma sistemini tetikledigi ve aym1 zamanda hormon dengesini degistirdigini tespit
etmislerdir. Sonug olarak aragtirmacilarin yaptigi ¢alismada bu RNA-Seg verileri enfeksiyon

sirasinda ¢ok kapsamli bir gen ekspresyon degisimi olusturdugunu ispatlanmislardir.

Patzke ve Schieber tarafindan (2018)’ de ferulik asit gibi dogal fenolik bilesiklerin, 6zellikle
bitki patojeni Botrytis cinerea mantar1 lizerindeki antifungal etkisini aragtirmak ig¢in bir
calisma yapmislardir. Aragtirmada phlorizin, resyeratrol, ferulik asit, 5-n-alkilresorsinoller
ve kersetin olmak tlizere 5 farkli fenolik bilesik aktif bir emiilsiyon i¢inde birlestirilmistir.
Bu karisim Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Penicillium expansum ve Fusarium
culmorum olmak iizere dort Onemli mantara karsi denenmistir. Arastirmacilar bilesiklerin
etkilesimini incelemisler ve sonug¢ olarak ferulik asittin ozellikle Botrytis cinerea’nin
biiylimesini etkili bir sekilde durdurdugunu gérmiislerdir. Bu durum hem mantar gelisimini
baskilamak hem de bitkiye zarar vermemek a¢isindan dnemli bir ¢aligma olarak literatlirde

yerini almistir.

He vd. (2019) yapmis olduklar1 caligmada ferulik asidin hasat sonrasi elma meyvelerinde
Botrytis cinerea adli mantarin neden oldugu gri kiif hastaligina karsi etkisini arastirmislardir.
Caligmada elma meyveleri 0,80 g/L konsantrasyonundaki ferulik asit ¢ozeltisinde 20 dakika
batirilip 12 saat bekletilmistir. Uzerine 20 pL’lik Botrytis cinerea spor siispansiyonu
damlatilip infekte edilmistir. Kontrol grubunda ferulik asit yerine saf su ile miidahale
edilmistir. Belirli zaman araliklarinda alinan 6rneklerde hastalik goriilme orani ve lezyon
capint Olgmiislerdir. Sonuglar ferulik asidin elmalarda savunma sistemini giiclendirdigini
gostermistir. Fenilpropanoid yolaginda bitkisel savunma bilesikleri olan fenoller,
flavonoidler, lignin toplam miktar1 artmig ve lignin artmasi bitki hiicre duvarinin
sertlesmesine ve mantarin meyveye girisini engelledigini gostermistir. Bu sayede hastalik
orani ve lezyon capr azalmistir. Ayrica elmalara uygulanan ferulik asit hidrojen peroksit
(H,0,) ve Siiperoksit radikalleri (O, ") miktarlarin1 azaltmistir. Aragtirmacilar tarafindan bu

durumun hiicre hasarin1 engelledigi ve hiicre zarina koruma sagladigi rapor edilmistir.

Zhang vd. (2020) yaptiklar ¢alismada seftali agaglarinda zamklanma olusturan en zararl
hastalik etmenlerinden Lasiodiplodia theobromae mantar tiiriiniin reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ile bitki savunma sistemleri arasindaki iliski incelenmistir. Olusan zamklanma

sirasinda bitki dokularinda reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri aslinda
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bitki i¢in bir savunma sinyali olarak gorev yaparken fazla birikmesinde hiicreye zarar
vermektedir. Bitkide L. theobromae enfeksiyonu basladiginda bitki hiicrelerinde ani bir ROS
miktarinda artis meydana gelmis bu durum bitkinin savunmaya ilk tepkisi olarak
degerlendirilmistir. Hastalik ilerledik¢e bitkinin antioksidan sistemi zayiflamis ve enzim
aktiviteleri azalmistir. Bunun sonucunda ROS birikimi artmaya baglamistir ROS birikimi
malondialdehit (MDA) iiretimini tetiklemis olup bu durum bitki zarinin zarar gordiigiinii
gostermistir. Mantar bu ortamda yasamak zorunda oldugundan kendi savunma sistemini
gelisirmis ve ROS fireten genlerin ekspresyonunu baskilamigtir. Antioksidan genler yiiksek
oranda aktive olmasiyla beraber mantar oksidatif strese kars1 direng kazandig1 arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir. Arastirmacilar bu durum mantarin bitki dokusu i¢inde basarili bir
yerlesme ve cogalma yapabilmesini sagladigini tespit etmislerdir. Ayrica bitkide enfeksiyon
sirasinda bitki hormonlari ile iligkili genler ve patojenle ilgili protein genleri artigini ve
bununda bitkinin patojene karsi savunmay1 aktive etmeye ¢alistigini gostermislerdir. Ancak
ROS dengesi bozuldugunda ise savunma sistemi etkin c¢alisgamamistir. Sonug olarak,
Lasiodiplodia theobromae, seftali siirglinlerinde hiicre i¢i oksidatif dengeyi bozarak bitki
savunmasini ¢okertir ve bitki her ne kadar antioksidan savunmasini artirsa da etmen dokuda

yerlesir. Bu siirecte bitkide zamklanma olusur.

17



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Fungal izolat

Calismanin patojen materyali, Mayis 2022 yilinda Yozgat ili merkez ilgeye bagli Azizli
koyiinde zamklama, gévde ve dal kanseri hastalik belirtisi gosteren badem agacindan izole
edilmistir. Izole edilen zamklama, gévde ve dal kanseri hastalik etmeni Lasiodiplodia
theobromae’nin YBUPd16 numarali izolati tiim c¢aligmalarda kullanilmistir. YBUPA16
morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerinin yani sira molekiiler olarak tanilanmis olup NCBI
sitesine kayithdir. YBUPA16 izolati Yozgat Bozok Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Boliimii, Fitopatoloji laboratuvarinda stok kiiltiirleri seklinde halen muhafazasi
saglanmaktadir. Patojenik izolat YBUPd16’nin izolasyonuyla ve tanilanmasiyla ilgili

stirecler bu tezin yontem kisminda daha ayrintili olarak ortaya konulmustur.
3.1.2. Bitki Materyali

Calismada bitki materyali olarak, Thomidis vd. (2011) tarafindan nektarin agaclarinda
zamklanma, gdvde ve dal kanserine hassas oldugu belirtilen ve Kaliforniya orjinli "Big Top"
nektarin ¢esitine ait fidanlar kullanilmistir. "Big Top" nektarin ¢esitinin agaglar1 kuvvetli ve
yart dik gelisir. Oldukca verimli bir c¢esittir. Gliglii aga¢ yapisina sahiptir. Mart aymin
sonlarina dogru ¢igeklenir. Cigek yogunlugu ¢ok iyi, meyveler turuncu zemin {izerine koyu
kirmizi, hafif uzunumsu, orta irilikte, sert, sulu ve tatli olup, hem taze tiiketim hem de isleme
icin idealdir. Meyveler uzun raf dmriine sahip, sar1 etli ve yar1 yarma 6zelligi gosterir. "Big
Top", erken olgunlagan bir tiir olup (25 — 30 Haziran), ticari yetistiricilikte yliksek verim ve
pazar degeri ile One ¢ikar. "Big Top" ¢esiti sahip oldugu 6zellikler onu ihracat i¢in ideal bir

secenek haline getirmektedir (Ilgin & Yiice, 2019; Giindogdu vd., 2024).
3.2. Yontem
3.2.1. Nektarin Fidanlariin Dikimi

Nektarin fidanlar1 Subat 2024 yilinda Adana’da bulunan ve meyve fidani iiretimi yapan bir
firmadan temin edilmistir. Fidanlar bir y1l-yash olup yapraksiz yani uyku doneminde Yozgat
Bozok Universitesi’nin Ziraat Fakiiltesi arastirma seralarma transferi gerceklestirilmistir.
Fidanlar i¢cinde bahge topragi:torfiperlit (3:1:1 v/v/v %) bulunan 5 L hacimli siyah tiip
posetlere 24 Subat 2024°te dikilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Nektarin fidanlarinin siyah torbalara sasirtilma islemi

Fide dikiminde itibaren her 14 giinde bir olmak iizere tiim bitkilere biitiin elementlerin
(makro ve mikro elementler) bulundugu Hoagland giibresi takviye edilmistir. Hoagland
soliisyon igerigi 5 mM Ca(NOs)2, 5 mM KNOs;, 2 mM MgSO4,1 mM KH>PO4, 25 pM
H3BO3; 2 uM MnSOys; 2uM ZnSOs4; 0.5 uM CuSOyq; 0.4 uM (NH4)sM07024 ve 40 uM Fe-
ethylenediamine-di-o-hydroxy-phenylacetic asitten (Fe-EDDHA) olusturulmustur (Aras &
Endes, 2023). Fidanlar ilkbahar ge¢ donundan korunmak i¢in 24 Nisan 2024 tarihine kadar
1sitmali arastirma seralarinda tutulmustur. Baska bir deyisle fidanlar sasirtma isleminden
yaklasik 60 giin sonra arazi kosullarina ¢ikarilmistir. Bunu takiben fidanlara 24 Nisan 2024
ve 24 Mayis 2024 tarihlerinde igeriginde %15 toplam azot, %15 iire azotu ve %5 suda
¢ozlinebilir ¢inko bulunan siv1 giibre ile uygulama yapilmistir. 100 L suya 300 mL s1v1 giibre
preparati konulmus olup ardindan her fidan torbasina 500 mL bu ¢6zeltiden bir cam beher
kullanilarak aktarilmistir. Bu uygulamada esas amac fidanlarin gévde veya dallarinin
kalinlagmasinin saglanmasi olmustur. Nitekim, odun dokunun kalinlagsmasi tegvik etmek i¢in
fidanlarda tepe vurmasi yapilmis ve fidan govdeleri istenilen kalinliga geldiginde fungal
inokulasyon gerceklestirilmigtir. Bu slire igerisinde sulama esnasinda torbalarda
toprak;torf;perlit karisiminda gergeklesen eksilmeler dikkatli bir sekilde tamamlanarak
caligma yiirlitiilmiistiir. Fidanlar, haftada iki kez sulanmigstir (Sekil 3.2). Fidanlarin yabanci
ot bakimlari el ile yapilmis olup, hastalik ve zararli miicadelesinde herhangi bir pestisit

kullanilmamustir.
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Sekil 3.2. Denemede kullanilan fidanlarin bakim islemi

3.2.2. Fungal izolasyon ve Tanllama

Calismada kullanilan patojen, Mayis 2022 yilinda Yozgat ili merkez ilgeye bagh Azizli
koyiinde govde kanseri hastalik belirtisi gosteren 4-5 yashi badem fidanindan izole edilmistir.
Fungal izolasyon ¢aligmalar1 geleneksel mikolojik prosediirler uygulanarak gerceklestirilmis
olup elde edilen izolatlar tek spor teknigi kullanilarak saflagtirilmigtir (Endes, 2017). Saf
izolatlar, dncelikle morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerine gore Phillips vd. (2013) tarafindan
aciklanan teshis anahtarina gore Lasiodiplodia theobromae (YBUPd16) olarak

tanimlanmistir.

Viriilans seviyesi oldukca yiiksek olarak belirlenen YBUPA16 izolatinin genomik DNA's1
Endes (2024) tarafindan agiklanan yonteme gore ekstrakte edilmistir. YBUPdA16 izolatinin
PCR analizleri ve elektroforezi Endes (2024) tarafindan aciklanan protokoller kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ribozomal DNA'nin internal transkripsiyonlu aralayici (ITS) bolgesi,
Beta-tubulin (B-tubulin) geninin ve translasyon uzatma faktorii 1-alfa (EF1-a) geni kismi
bolgesi sirastyla primer ITS4/ITSS (White vd., 1990); Bt2a/Bt2b (Glass & Donaldson, 1995)
ve EF1-728F/EF1-986R (Carbone ve Kohn, 1999) ile ¢cogaltilmistir (Endes, 2024; Kayim
vd., 2025). Genoks firmasi tarafindan, L. theobromae izolatlarinin ITS, EF1-a ve B-tubulin
genlerinin baz dizileri sentezlenmistir. Daha sonra, elde edilen baz dizilerinin sorunlu
bolgeler BioEdit ve ClustalW programlar1 kullanilarak belirlenmistir. L. theobromae
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izolatinin  sekanslari, Blastn kullanilarak diger Botryosphaeriaceae izolatlariyla
karsilastirildi ve tiir diizeyinde tanimlandi. Izolatin ii¢ farkli sekans bilgisi NCBI web

sitesinde kayit edilmis ve kayit numarasi alinmistir.
3.2.3. Bitkilere Ferulik Asit Uygulamasi

Bitkilerde uyarilmis dayaniklilikta oldukca kilit bir role sahip olan ve lignin {iretim
yolaginda yer alan ferulik asit dnce %95 etanolde ¢6ziinmiis, sonra istenen derisimde etanol—
su karisimiyla seyreltilmistir (Sekil 3.3). Her bir ferulik asit uygulamasi (derisimi) i¢in, her
bir fidana 100 mL olarak hazirlanan ferulik asit ¢ozeltisi verilmistir. Asagida ¢alismada

kullanilan ferulik asit derigimleri ppm diizeyde ayrintili olarak verilmistir.
TO = Kontrol (Ferulik asit ve L. theobromae ile muamele gérmemis fidanlar)
T1= Sadece L. theobrome ile muamele gérmiis fidanlar

T2= 1 ppm Ferulik asit ve L. theobromae ile muamele gormiis fidanlar
T3=20 ppm Ferulik asit ve L. theobromae ile muamele gormiis fidanlar
T4= 50 ppm Ferulik asit ve L. theobromae ile muamele gérmii fidanlar

T5= 100 ppm Ferulik asit ve L. theobromae ile muamele gérmiis fidanlar

Ferulik asit uygulamasi yapilmadan bir giin 6nce (30 Temmuz 2024) 0,5 L su ile sulanan
bitkiler, bu sulama isleminden dnce alt1 giin boyunca susuz birakilmistir. Ertesi giin (31
Temmuz 2024) bitkilere 0, 1, 20, 50 ve 100 ppm’lik derisimlere sahip ferulik asit ¢ozeltisi
fidanlarin kok bogazlarina yakin olacak sekilde dokiilmiistiir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Ferulik asit derisimlerinin hazirlanmasi ve bitkilere uygulanmasi
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3.2.4. inokulum, inokulasyon ve Inkiibasyon

Fungal inokulasyon i¢in, PDA'da gelisen 5 giin-yash L. theobromae (YBUPA16) izolat1, bir
yil-yasgh "Big Top" nektarin fidanlarina inokiile edilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. L. theobromae (YBUPA16) izolatinin bir yil-yasl dallar iizerine inokulasyonu

Buna gore, 2024 yil1 Subat ay1 sonlarinda temin edilen nektarin fidanlar1 24 Nisan 2024
tarihine kadar 1sitmali sera kosullarinda yetistirilmis ve daha sonra 90 giin boyunca arazi
kosullarinda yetistirilmistir (24 Nisan-Temmuz 2024). Fungal inokulasyon 31 Temmuz
2024 tarifinde gerceklestirilmistir. Fungal inokulasyona i¢in yeterli kalinliga gelen her
fidanin, as1 noktasinin 10 cm yukarisindan 4 mm’lik mantar delici ile odun dokuya zarar
vermeden, kabuk dokusu ¢ikarilmistir. Mantar delici ile tam ¢ikarilamayan kabuk doku
bisturi yardimi ile yerinden ¢ikarilmistir (Sekil 3.4). Ayni biiyiiklilkte mantar delici
kullanilarak 5 giin-yasli, 4 mm ¢apli ve aktif biiyliyen L. theobromae inokulumu dallar
lizerinde hazirlanan inokulasyon alanlarina 6zenle yerlestirilmistir. Inokulasyon alani
parafilm ile sikica sarilmis ve ardindan her bir fidan torbasina 0,5 L su verilmistir.
Inokulasyonu takip eden besinci ve onuncu giinlerde sulama islemi tekrarlanmistir. Nektarin
fidanlar1 arazi kosullarinda 60 giin (30 Eyliil 2024’°¢ kadar) boyunca inkiibe edilmis ve bu

siire boyunca rutin bakim islemleri yapilmstir.
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3.2.5. Hastalik Siddetinin Degerlendirilmesi

Nektarin fidanlarinda zamklanma, govde ve dal kanseri hastaliginin siddet
degerlendirilmesinde kabuk ve odun dokuda L. theobromae’nin neden oldugu nekroz
uzunluklari esas alinmistir (Endes vd., 2016). Bunun yan1 sira inokulasyon alanda olusan

zamk miktar1 da Endes ve Kayim (2022) tarafindan belirtilen yonteme gore gruplanmustir.
3.2.6. Morfolojik Tepkilerin Belirlenmesi

Nektarin fidanlarindaki morfolojik 6l¢iimler, fidanlara patojen asilanmasi ile birlikte 60 giin
inkiibasyon periyodu sonunda gerceklestirilmistir. Hangi morfolojik karakterlerin

kullanildig1 ve nasil elde edildikleri ayrintili olarak asagida agiklanmustir.

Anac¢ Capi: Toprak seviyesinin 5-10 cm {izerinden (as1 noktasinin altinda kalacak sekilde)

kumpas yardimiyla dl¢tilmiistiir.

Kalem Capi: Fidanlarin as1 noktalarindan 5-10 cm tizerinden kumpas yardimiyla
Olclilmiistiir.
Siirgiin Capi: Yillik siirgilinlerin gévde ile birlestigi yerin 5 -10 cm {izerinden siirgiin ¢ap1

kumpas yardimiyla 6l¢iilmiistiir.
Siirgiin Uzunlugu: Yillik stirglinlerin uzunlugu cetvel yardimiyla 6l¢iilmiistiir.
3.2.7. Fizyolojik Tepkilerin Belirlenmesi

Membran Gecirgenligi Tayini: Her biri 1 cm? biiyiikliigiinde 3 yaprak diski alimmis ve cam
tiipler i¢inde 3 kez deiyonize sudan gecirilmistir. Bu islemin ardindan 10 mL su eklenip
kapal1 viyallerde 24 saat 25 °C’ de calkalayicida ¢alkalanmistir. Hemen ardindan EC (C1)
Ol¢iilmiis olup bunu takiben, ayn1 6rnekler 20 dakika 121 °C’de otoklavda bekledikten sonra
25 °C’de yine EC (C2) ol¢iimii yapilmistir. Membran gegirgenligi asagidaki formiille
belirlenmistir (Lutts vd., 1996).

Memran gecirgenligi = C1/C2 x 100

Yaprak Oransal Su icerigi (YOSI): Bitkilerden yaprak drnekleri aliarak yas agirliklar:
(YA), turgorlu agirliklar: (TA) ve kuru agirliklart (KA) belirlenmistir ve asagidaki formdile

gore yaprak oransal su igerigi tespit edilmistir (Smart ve Bingham, 1974).

YOSI (%)= [(YA-KA)/(TA-KA)] x 100
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Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi: Lipid peroksidasyonunun thiobarbutirik asit
metoduna gdre (TBA) belirlenmesi i¢in Sreenivasulu vd. (1999) yontemi modifiye edilerek
kullanilmistir. 0.5 g yaprak alinarak 5 mL trikloroacetic asit (TCA) iginde homojenize
edildikten sonra elde edilen homojenat 10.000 x g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Tiipiin
stipernatant kismindan 4 mL alinarak tizerine 1 mL %0.5’lik TBA ¢dzeltisi ilave edilmistir.
Reaksiyon karisimi 95 °C’de, 30 dakika kaynar suda inkiibe edilmis ve reaksiyon, tiiplerin
buz banyosuna almmasiyla durdurulmustur. Ornekler tekrar 10000 x g’de 10 dakika
santrifiij edilip ardindan siipernatant kismi alinarak 600 nm’de ve 532 nm’de absorbans
okumalar1 yapilmustir (Sekil 3.5). MDA igerigi 155 Mm™ cm™ ekstinksiyon sabiti
kullanilarak hesaplanmistir. Nonspesifik turbiditenin degerlendirmemesi i¢in 600 nm’de
okunan absorbans degerinden 532 nm’de okunan deger ¢ikartilmistir.

7

Sekil 3.5. Spektrofotometre ¢alismalart

Toplam Klorofil ve Karotenoid Belirlenmesi: Yapraklarda klorofil ve karotenoid
konsantrasyonunun belirlenmesinde Inskeep ve Bloom (1985) tarafindan gelistirilen yontem
modifiye edilerek kullanilmistir. Bunun i¢in 0,5 g taze yaprak dokusu sivi azot igerisinde
ezilmis ve lizerine +4 °C’de sogutulmus %80’lik aseton ¢ozeltisinden 5 mL ilave edilmistir.
Tiim hacim agz1 kapakl tiiplerde bir gece boyunca +4°C’de ve karanlikta tutulmustur.
Tiipler bir giin sonra 3000 rpm’de 10°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
supernatant kisim alinarak spektrofotometrede 663, 647, 470 nm’de absorbans dl¢iimleri
yapilmistir (Sekil 3.5). Kor olarak soguk aseton kullanilmistir. Deneysel hatalar1 6nlemek
icin her ornek ikiserli gruplar halinde caligilmistir. Klorofil ve Karatenoid miktarinin

hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir:
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Klorofil a = 12.25 X E663 - 2.79 x E647

Klorofil b=21.50 x E647 - 5.10 x E643

Klorofil a+b = 7.15 x E663 + 18.71 x E647

Karotenoid = (1000 x E470 - 1.82 x Klorofil a — 85.02 % Klorofil b)/198
3.2.8. Histolojik Tepkilerin Belirlenmesi

Nektarin fidanlarinda histolojik degerlendirmeler i¢in yapraklar FAA (Formaldehid: Asetik
asit (Glasial): %70 etil alkol; 1:1:18; v:v:v) fiksasyon soliisyonu i¢inde saklanmistir. Yaprak
orta damarlarinin enine kesitleri Toluidin Blue O (korteks hiicreleri i¢in) ve asit floroglusin
(ksilem i¢in) boyalari ile ayr1 bir sekilde boyanmistir. Boyandiktan sonra lam {izerine
yerlestirilen ornekler 151k mikroskobu (Olympus CX21) ile dijital kameraya (Kameram 5)
bagli olarak goriintiilenmistir. Yaprak orta damarin korteksi ve ksilemi incelenmistir. Hiicre

genislemesi korteks hiicre ¢ap1 adina agiklanmistir (Aras vd., 2021).
3.2.9. istatistiksel Analiz

Calisma, tesadiif bloklar1 deneme desenine gore tasarlanmistir. Caligmada 3 tekerriirlii (her
tekerriirde, her bir uygulama i¢in bes (5) fidan olmak {izere denemenin tamaminda toplam
90 fidan) olarak planlanmistir. Bitki materyali olarak kullanilan "Big Top" nektarin fidanlari,
hizli bir 5 L hacimli tip posetlere dikimi yapilmistir. Fidanlarin rutin bakimlari
aksatilmamistir. Calismada kontroliinde dahil oldugu alt1 (6) farkli uygulama bulunmaktadir.
Tiim uygulamalar tamaminda 90 fidan kullanilmistir. Bu sebeple, elde edilen verilere
normalik testi icin Shapiro-Wilk testi uygulanmistir. Uygulamalardan elde edilen veriler
normal dagilim gostererek daha sonra Levene’s testi ile verilerin varyanslar1 arasinda
heterojenlik bulunmamis ve bundan dolayr uygulama ortalamalar1 arasindaki farki
belirlemek i¢in, ortalamalar varyans analizi (ANOVA) islemine tabi tutulmustur. Verilerin
istatistik analizi i¢in SPSS 25.0 istatistik yazilim programi kullamilmistir. Verilerin
ortalamalar1 %5 ©6nem seviyesinde Tukey HSD ve Duncan coklu karsilastirma testleri
(0=0.05) ile karsilagtirilmistir. Ayrica inokulasyon alandan asag1 ya da yukart dogru nekroz

olusumunun 6nemini belirlemek i¢in t testi (a=0.05) yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fungal tanilama

Lasiodiplodia theobromae (YBUPA16) izolatinin kolonileri baglangicta beyaz ve kabarik
miselyum olusturmus, ancak zamanla koyu zeytin yesili ve son olarak siyah renge
dontismistiir (Sekil 4.1). Konidiler baslangicta oval veya elips seklinde, kalin duvarli,
renksiz ve bolmesiz olup biiylime ilerledikce farkli kahverengi tonlarinda renklenmis, enine
bir bolme ve uzunlamasina diiz ¢izgiler icermis ve ortalama boyutu
(19,3—)22,2—27,3(—29,3) % (10,8—)12,5—15,2(—16,3) pm olarak 6lciilmiistiir (Sekil 4.2).
Etmenin nektarin agaglarinda parazit olup olmadigini anlamak i¢in patojenite testleri, Endes
vd. (2016) tarafindan agiklanan yontemine gore iklim odas1 kosullari [(16 h:8 h floresan 1s1k:
karanlik; 151k periyodunda) 500 pmol m 2 s~! 151k yogunlugunda, 25 + 1 °C’de ile 65% nispi
nem] altinda gerceklestirilmistir. YBUPd16, Koch varsayimlarini kargilamak igin tiim

nektarin fidanlariin gévde ve dallarindan yeniden izole edilmistir. Boylece izole edilen

etmenin nektarin agaglarinda da patojenik 6zellik gdsterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.2. L. theobromae (YBUPA16) izolatinin mikromorfolojisi

Lasiodiplodia theobromae (YBUPA16) izolatinin elde edilen sekanslart NCBI GenBank veri

tabanina kaydedilmistir (ITS: OP419511 — B-tubulin: OP973780 — EF1-a: OQ053514) ve
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Saf izolat kiiltiirti, ileri calismalar icin —80°C ve —20°C'de, %30 gliserol iginde dondurularak
muhafaza edilmektedir (Kayim vd., 2025).

4.2. Ferulik Asit Uygulamasinin Nektarin Fidelerinde Lasiodiplodia theobromae

Patogenezi Uzerine Etkisi

L. theobromae ile muamele goren nektarin fidanlarinda ilk olarak zamklanmanin ilerlemesi
incelenmistir. Zamklanma ilk olarak T1 (sadece L. theobromae) uygulamasinda
inokulasyonu takiben 4. giinde ortaya ¢ikmis ve inokulasyon alaninin 3 cm hem altinda
hemde iistiinde zamkl1 alanlar goriilmiistiir. T2 (1 ppm Ferulik asit ve L. theobromae) ve T3
(20 ppm Ferulik asit ve L. theobromae) uygulamalarinda zamklanma sirasiyla
inokulasyondan sonra 9. ve 13. giinlerde gézlemlenmistir. T4 (50 ppm Ferulik asit ve L.
theobromae) uygulamasina maruz kalan toplam 15 fidanin sadece 5’linde az miktarda zamk
olusumu inokulasyondan sonra 18. giinde gerceklesmistir. Diger taraftan, TS (100 ppm
Ferulik asit ve L. theobromae) uygulamasina maruz kalan 2 fidanin inokulasyon alani
tizerinde oldukca az miktarda zamk olusurken Sekil 4.3’te goriildiigi iizere kabuk
dokusunda smirh bir lezyon olugmustur. Zamk olusumu inokulyondan sonra 23. giinde
gozlemlenmistir. Inokulasyon alaninin gevresinde, Kontrol (T0), T4 ve T5 harig, diger
uygulamalarda inokulasyondan bir hafta sonra kirmizimsi renk degisimi goriilmiistiir.
Kontrol bitkilerinde L. theobromae tarafindan neden olunan herhengi bir hastalik belirtisi
gozlenmeis olup, T4 ve T5 uygulamalrinda ise kisada olsa kabuk dokusunda nekroz
olugsmustur. Ancak T1, T2 ve T3 uygulamalarina maruz kalan fidanlarin kabuk dokusunda
nekrozlar belirgin bir sekilde olusurken 6zellikle T1 uygulamasinda inokulasyon alani
kanserli alanlara donilismiistiir. Bu durum, L. theobromae enfeksiyonunun baglamasi ve
hastaligin gelisimi i¢in inokulasyon oOncesinde mevcut olan yaralara bagli olundugunu
gostermistir, ¢iinkii yaralanmamis siirgiinler saglikli kalmistir. Bu sonug, nektarin
agaclarindaki yaralanmalarin enfeksiyon baslagicinda ve zamk olusumunda 6nemli bir rol
oynadigini gostermistir. Bunun yani sira, 6zellikle T1 uygulamasina maruz kalan fidanlarin
inokulasyon alaninin ¢evresinde gergeklesen renk degisimi, L. theobromae’nin fidanlarda
biyokimyasal degisiklikleri tetikledigini gostermistir. Ayrica ferulik asit kullaniminin zamk
ve odun dokuda nekroz olusumunu simirladigi uygun dozda (2 yillik fidan igin 100 ppm doz)

kullanildiginda hastalik siddet oranin1 diistirmektedir.
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Sekil 4.3. Farkli ferulik asit dozlarinin L. theobromae tarafindan neden olunan nektarin gummosis
semptomlariin gelisimine ve odun dokuda nekroz olusumuna etkileri. TO = Kontrol (Ferulik asit ve L.
theobromae ile muamele gormemis fidanlar), T1= Sadece L. theobrome, T2= 1 ppm Ferulik asit ve L.
theobromae, T3= 20 ppm Ferulik asit ve L. theobromae, T4= 50 ppm Ferulik asit ve L. theobromae, TS= 100
ppm Ferulik asit ve L. theobromae ile muamele gérmiis fidanlar

Sekil 4.4’de inokulasyon alanmin altinda ve iizerinde olusan nekroz uzunluklar
karsilastirildiginda; inokulasyon alani altinda olusan nekroz uzunlugunun ortalamasi (24,85
+ 9,67), inokulasyon alani iizerinde olusan nekroz uzunlugunun ortalamasina (27,15 +
11,31) gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulunmamustir [t3s) = —0.691, p =
0.494)]. Ancak, inokulasyon noktasinin alt, iist ve toplam nekroz uzunlugu uygulamalar
acisindan istatistiksel olarak farklidir (Tablo 4.1). Bununla beraber, L. theobromae
enfeksiyonuna karsi ferulik asidin etkisi Tablo 4.2°de ayrintili olarak gosterilmektedir.
Fidanlarin goévde odun dokularinda olusan toplam nekroz uzunlugu esas alindiginda
istatiksel olarak onemli fark bulunmaktadir (F @4-19, 0.05) = 30,7; p < 0.0001). T4 ve T5 (L.
theobromae+100 Ferulik asit) uygulamalar istatistiksel olarak ayni grub icerisinde yer
almakla birlikte, L. theobromae enfeksiyonunun nekroz uzunlugu acisindan,

baskilanmasinda en etkili uygulamalar olarak belirlenmistir (Tablo 4.2).

28



m Inokulasyon Noktasindan Asagi  mInokulasyon Noktasmdan Yukan Toplam Nekroz

E 90
=) 80
= 80
el
£ 7 64
N :
] 6l
s 51
= 5
=2 30 42
T g e 19
<40 22 | =
= 32 32
= 2 q
wr) 30 i - 26
2 i 19 20
b )“
= it || 13 13
] 10

000

0
~ o o N e o
=) 3 3 " s
A * = - = B
\\{k '\0"{\ ¥ & Qa"‘\\ ' \'5& ‘\C’.{}
o <9 . g .
b & N D AN P
\\‘\ 4 6/ . A N
N & o & &£
9 & & &
o <O e &
P & 3 i
& 2 oy O
& o o
R : . By
AN N o

Sekil 4.4. Farkli dozlarda ferulik asit uygulamalarinin L. theobromae enfeksiyonuna karsi etkisi

Tablo 4.1. L. theobromae'nin nektarin fidelerinde odunsu doku nekrozuna etkisi iizerine varyans analizi

Varyasyon

Kareler

Serbestlik

Kareler

Deneme kaynagi toplami derecesi ortalamasi F degeri P degeri
inokulasyon Uygulama 1580,8 4 395,2 30,0 0,000
Noktasindan Hata 197,8 15 13,2

Asagi Toplam 1778,6 19
inokulasyon Uygulama 2040,8 4 510,2 19,4 0,000
Noktasindan Hata 393,8 15 26,3
Yukari Toplam 2434.,6 19
Uygulama 7142,0 4 1785,5 30,7 0,000
Toplam Nekroz Hata 872,0 15 58,1
Toplam 8014,0 19
Tablo 4.2. L. theobromae enfeksiyonuna karsi ferulik asidin etkisi
Inokulasyon Inokulasyon  Toplam Nekroz
Uygulama Noktasmin Alt1  Noktasinin Ustii Uzunlugu
(mm) (mm) (mm)
L. theobromae 38+19c¢ 42 +23d 80+3,7d
L. theobromae+1 Ferulik 32+1,6¢ 32+3.8cd 64 +4,9 cd
L. theobromae+20 Ferulik 23+24b 28 +2,5bc 51+3,8bc
L. theobromae+50 Ferulik 19+ 19 ab 20+ 2,5 ab 39+4,3ab
L. theobromae+100 Ferulik 13+09a 13+09a 26+1,2a
LSD (%5) 5,5 7,7 11,5
Cv (%) 14,6 18,9 14,7

4.3. Uygulamalarin Bitki Morfolojisi Uzerine Etkileri

L. theobromae enfeksiyonuna kars1 fidan anag ¢aplarinda istatistiksel olarak énemli bir fark
bulunamamistir (p > 0,05). Rakamsal olarak, kontrole gore en fazla 50 ppm ferulik asit

29



uygulamasinda anag¢ ¢apinin artigi Tablo 4.3°de goriilmektedir. Diger taraftan, fidanlarin
kalem caplar1 arasinda, ferulik asit uygulanan bitkiler ile kontrol bitkileri ayni istatistik grup
icerisinde yer alirken, sadece L. theobromae uygulanan bitkiler farkl: istatistik grup arasinda

yer almistir.

Tablo 4.3. Uygulamalarin bitki morfolojisi iizerine etkileri

Uygulamalar Anac ¢cap1 Kalem capi Siirgiin cap1 Siirgiin uzunlugu
(mm) (mm) (mm) (mm)

Kontrol/Uygulamasiz 8.820P 6.85 ab 4.87 ab 24.96 ab

L. theobromae 8.90 6.41b 4.18 cd 19.83 b

L. theobromae 9.05 7.18 a 3.88d 21.11 ab

1 ppm Ferulik

L. theobromae

20 ppm Ferulik 9.35 720 a 4.42 bd 24.98 ab

L. theobromae

50 ppm Ferulik 9.37 7.16 a 4.55 ac 26.74 a

L. theobromae 9.08 7.29 a 507 a 26.81 a

100 ppm Ferulik

Anag¢ ¢ap1 i¢in L. theobromae enfeksiyonlarina karsi ferulik asit herhangi bir etki
gostermemis ancak kalem capi tizerinde L. theobromae enfeksiyonuna karsi istatistiksel
olarak etkili olmugstur. Fidanlarin siirgilin ¢ap1 ve uzunlugu kontrol, L. theobromae + ferulik
asit ve sadece L. theobromae uygulamalar1 arasinda farklilhik gostermistir (Tablo 4.3).
Kontrol bitkileri istatistiksel olarak L. theobromae + 50 ve 100 ppm ferulik asit uygulamalari
ile ayn istatistik grup igerisinde yer almistir. Bunun aksine, sadece L. theobromae
uygulamasi1 L. theobromae + 1 ve 20 ppm ferulik asit uygulamasi ile ayn1 grup icerisinde
gruplandirilmistir. Fidanlarin siirgiin uzunlugu uygulamalar agisindan degerlendirildiginde,
sadece L. theobromae uygulamasi siirgiin uzunlugunu oldukga baskilamis olup ferulik asit

uygulamalari ile bu strese karsi1 bir tepki olusmustur.
4.4. Uygulamalarin Bitki Fizyolojisi Uzerine Etkileri

Yaprak oransal su icerigi (YOSI) agisindan uygulamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p < 0,05). Tablo 4.4 genel olarak incelendiginde en iyi sonucun
istatistiksel olarak, L. theobromae+20 ppm ferulik asit ve L. theobromae+50 ppm ferulik asit
gruplarinda oldugu gozlemlenmistir. En hizli yaprak oransal su igerik kaybi L.

theobromae+1 ppm ferulik asit grubunda meydana geldigi belirlenmistir. Tiim uygulamalar
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L. theobromae uygulamasi1 sonrasinda kontrole bitkileri ile beraber yaprak oransal su
igerigini korumustur (Tablo 4.4). Membran gecirgenligi hiicre membran stabilitesi hakkinda
ve apoplastik bolgelerdeki (hiicre duvarlari, hiicreler arasi1 bosluklar ve ksilem damarlari)
nispi iyon igerigi hakkinda da degerli bilgiler vermektedir. Ancak Tablo 4.4’de gorildigi
tizere nektarin fidanlarinin membran gegirgenlikleri esas alindiginda kontrol ve diger

uygulamalar arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamustir.

Malondialdehit (MDA) analizi, hastalik enfeksiyonlar1 gibi stres faktorlerinin bitkide
olusturdugu zarar diizeyinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Baska bir deyisle,
fitopatojenlere karsi bitkinin verdigi savunma ve zarar yanitinin dl¢imiinde onemlidir.
Nitekim, bitkilere sadece L. theobromae uygulandiginda bitki hiicrelerinde oksidatif stres
diizeyini istatistiksel olarak diger tiim uygulamalardan farkli oldugu ortaya konulmustur (p
< 0,05). L. theobromae+100 ppm ferulik asit uygulamasi ile sadece L. theobromae
uygulamasi karsilastirildiginda bitki hiicrelerinin maruz kaldig1 oksidatif stresi yaklasik %28
oraninda azalmistir. Bunu %22°1 ile L. theobromae+50 ppm ferulik asit uygulamasi takip
etmistir. Kontrol, L. theobromae+1 ppm ferulik asit ve L. theobromae+20 ppm ferulik asit

uygulamalari arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamastir (p > 0,05).

Tablo 4.4. Uygulamalarin bitki fizyolojisi iizerine etkileri

Uygulamalar YOSI (%) Membran gecirgenligi (%) MDA (umol g fw)
Kontrol/Uygulamasiz 83.4 bc 18.19P 0.8666 b
L. theobromae 85.0 ac 19.8 1.0107 a
L. theobromae 78.5¢ 19.9 0.8709 b
1 ppm Ferulik
L. theobromae 932 a 17.6 0.8215 be
20 ppm Ferulik
L. theobromae 88.3 ab 17.1 0.7871 be
50 ppm Ferulik
L. theobromae 100 ppm 79.7 ¢ 18.3 0.7258 ¢
Ferulik

Infekteli nektarin bitkilerinde klorofil a igerigi kontrol bitkileri temel alindiginda, L.
theobromae+50 ppm ferulik asit uygulamasi hari¢, diger tiim uygulamalarda bir diisiis
gostermistir (Tablo 4.5). Sadece L. theobromae uygulamasi klorofil a igerigi temel
alindiginda kontrole gore yaklasik %33.6’lik bir oranda azalma gdstermistir. Bunu sirasiyla
L. theobromae+1 ppm Ferulik asit (%28,3) ve L. theobromae+20 ppm Ferulik asit (%19,6)
uygulamalari takip etmistir. Ancak, L. theobromae+100 ppm Ferulik asit uygulamasinda
klorofil a icerigi uygulama gérmemis bitkiler ile benzer seviyede iken, L. theobromae+50
ppm Ferulik asit uygulamasi klorofil a iceriginde yaklasik %35 oraninda artisa neden

olmustur. Klorofil b ve a+b igerikleri tim uygulamalarda klorofil a igerigine benzer sonuglar
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gostermistir. Klorofil b igerigi sadece L. theobromae uygulamasinda en diislik diizeydedir.
Aksine L. Theobromae +50 ppm Ferulik asit uygulamasi, tipki klorofil a igerigindeki artis
gibi, klorofil b iceriginde en yiiksek diizeyde artis gostermistir. Diger taraftan, toplam
karotenoid icerigi uygulama gérmemis bitkiler ile sadece L. theobromae uygulamasina
maruz kalmus bitkilerde sirasiyla 1.46 ve 1.80 pg g™! olarak saptanmistir. L. theobromae+50
ppm Ferulik asit uygulamasi toplam karotenoid agisindan bitkilerde olusan stresi diger
uygulamalara gore daha ¢ok diisiirdiigii tespit edilmistir. Toplam karotenoid igerigi en fazla
L. theobromae+20 ppm Ferulik asit uygulamasinda (2,12 pg g!) belirlenirken, en diisiik L.
theobromae+1 ppm Ferulik asit uygulamasinda tespit edilmistir (Tablo 4.5). Sonug olarak,
kolorofil a, b, at+b ve toplam karotenoid igerikleri L. theobromae enfeksiyonu sebebiyle

olusan stresin azaltilmasinda ferulik asit uygulamasinin faydali oldugunu gostermistir.

Tablo 4.5. Uygulamalarin bitki fizyolojisi iizerine etkileri

Uygulamalar Klorofil a Klorofil b Klorofil a+b Toplam karotenoid
(ngg"h (ngg"h (nggh (nggh
Kontrol/Uygulamasiz 13.78 a 2.69 be 16.48 a 1.46b
L. theobromae 9.15b 1.71d 10.86 b 1.80 ab
L. theobromae 9.88b 2.04 cd 11.93b 2.05a
1 ppm Ferulik
L. theobromae 11.07b 2.23 cd 13.31b 2.12a
20 ppm Ferulik
L. theobromae 14.46 a 356a 18.02 a 1.77 ab
50 ppm Ferulik
L. theobromae 100 ppm 13.70 a 3.24 ab 16.94 a 2.09 a
Ferulik

4.5. Yaprak Histolojisine Etkileri

Bitkilerde korteks hiicre ¢api, fizyolojik ve anatomik olarak dnemli bir 6zellik olup kok ve
govde organlari arasinda yer alan temel dokudur ve cesitli kritik gérevleri vardir (Sekil 4.5).
Bu hiicrelerin ¢apindaki degisimler, bitkinin ¢evresel kosullara yanit verme yetenegini ve
dokusal igleyisini dogrudan etkiler. Bu sebeple de L. theobromae enfeksiyonu altinda ferulik
asittin nektarin fidanlarinin korteks hiicre ¢apini artirict yonde etki ettigi Tablo 4.6’da
goriilmektedir. Kontrol bitkilerde korteks hiicre ¢ap1 44,4 um olarak tespit edilmistir. Sadece
L. theobromae enfeksiyonuna maruz kalmig fidanlarda 33,0 um olarak saptanmistir.

Kontrole gore enfeksiyona maruz kalmis fidanlarin korteks hiicre ¢aplarinda ortalama %25
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azalma gerceklesmistir. Kontrol fidanlar1 esas alindiginda en az hiicresel daralma L.

theobromae+100 ppm Ferulik asit uygulamasinda tespit edilmistir.

Sekil 4.5. Nektarin yapraginin eni kesiti. a, Yaprak ana damari; b, Ksilem iletim demetleri; ¢, Korteks hiicreleri
Ksilemin ¢api, su taginiminin hizini ve giivenligini belirleyen ve dolayisiyla bitki biiyiimesi,
stres toleransi, hidrolik performansini etkileyen dnemli bir anatomik 6zelliktir. Bu sebeple
de, L. theobromae enfeksiyonuna bagli olarak ksilem iletim demetlerinde olusan zarari
azaltmak i¢in ferulik asit kullanilmistir. Ferulik asit lignin yolaginda yer almasi sebebiyle
ksilem iletim demetinin Once bilesikleri arasinda yer almaktadir. Nitekim, uygulamasiz
bitkilerde ksilemin ¢ap1 ortalama 17.5 pm olarak belirlendi. Ancak odun dokuda nekrozlara
neden olan L. theobromae etmeni tek uygulanmasi durumunda ksilem ¢ap1 ortalama 14.5
um’ye kadar diigmiistiir. Bunun aksine L. theobromae enfeksiyonunda ferulik asitin en
diisiik dozda (1 ppm) uygulansa dahi ksilem capinda iyilestirici yonde etki yaptig1 Tablo
4.6’de goriilmektedir. L. theobromae+20, 50 ve 100 ppm ferulik asit uygulamalarinin
kontrol bitkilerle ayni biiyiikliikte ksilem ¢apina sahip oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.6. L. theobromae ve ferulik asit uygulamalarin nektarin fidanlarinda yaprak histolojisine etkileri

Uygulamalar Korteks hiicre ¢ap1 (um) Ksilem cap1 (um)
Kontrol/Uygulamasiz 444 a 175a
L. theobromae 33.0c 145¢

L. theobromae

1 ppm Ferulik 33e 17 be
20 pom Feral B e
<0 pom Feruti 97 be e
L. theobromae 36.4 b 174 a

100 ppm Ferulik
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5. TARTISMA

Calismada, ferulik asit uygulamasinin nektarin fidaninda Lasiodiplodia theobromae
infeksiyonuna karsi olumlu ekiler yaptigi belirlenmistir. Lasiodiplodia theobromae
enfeksiyonu bitki biiylimesinin gerilemesine ve klorofil kaybina sebep olmus ve hiicre
bliylimesini engellemistir. Nektarin agaclarinin gévde kanserine karsi oldukc¢a hassas oldugu
bilinmektedir (Endes vd., 2016). Bu sebeple, ¢alismamizda hassas tiir olarak nektarin

fidanlar1 kullanilmistir.

Nektarinlerde zamklanmaya sebep olan funguslar yetistiriciligi Onemli diizeyde
kisitlamaktadir. Bu funguslardan en 6nemlilerinden biri Botryosphaeriaceae familyasinda
yer alan Lasiodiplodia theobromae tiridiir (Zhang vd., 2020). Bu fungusun en 6nemli
semptomlart siirgiin lizerindeki lentisellerin igeri dogru ¢okmesi, slirglinler su kabarcigi
seklinde sisiklikler, govde ve siirgiinlerde zamk olusmasi ve siirgiinlerin geriye dogru 6liimii
seklinde gerceklesmektedir (Slippers & Wingfield, 2007). Yaptigimiz ¢alismada benzer
sonuclar elde edilmis olup sadece fungus uygulanan kontrol grubunun fidanlarinda zamk

olusmustur.

Agaclarin fungus enfeksiyona karsi en erken ve en iyi karakterize edilmis tepkilerinden biri,
enfeksiyon bolgesinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT), ozellikle siiperoksit ve iriinii
H202'nin olugmasidir (Apel & Hirt, 2004). Bu reaktif oksijen tiirleri, hiicre zarlarindaki lipit
tabakasina zarar vererek lipit tabakalarinin pargalanmasina ve ara {riin olan
malondialdehitin (MDA) birikmesine neden olur (Demidchik, 2017; Gill & Tuteja, 2010).
Caligmada, govde kanserine maruz birakilip ferulik asit uygulanmayan fidanlarin (negatif
kontrol grubu) MDA birikimi hastalik uygulanmayan kontrol grubuna gore oldukca
artmustir. En diisiik MDA birikimi ise 100 ppm ferulik asit uygulamasinda belirlenmistir. Bu
sonu¢ ferulik asit uygulamasi sonucunda govde kanserine karsi hiicrelerdeki lipid
tabakasinin par¢alanmadigini ve hiicresel diizeydeki zararin minimum oldugunu
sergilemektedir. Govde kanseri sonucunda MDA birikiminin arttigi bircok tiirde
belirlenmistir (Dinis vd., 2022; Liv vd., 2014; Sun vd., 2023; Zhang vd., 2020). Srinivasan
vd. (2007), ferulik asidin fenoksi ve hidroksil gruplari ile serbest oksijen tiirlerinin yikimini
gerceklestirebildigini  bildirmistir. Bu mekanizma ile patojenlere karsi bir savunma

saglanabilmektedir.

Lasiodiplodia theobromae iletim demetlerinde ve parankimatik hiicrelerde kolonize olan bir

fungustur (Muniz vd., 2011). Bu fungus lignin ve pektini pargalayabilme yetenegine sahiptir
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(Alves da Cunha vd., 2003). Bitkiler bircok fungusa karsi hiicre duvarlarinda lignin adi
verilen fenolik bir {iriinii sentezleyerek bir bariyer olusturur ve lignin birikimi sonucunda
funguslarin hiicre i¢ine penetrasyonunu engeller (Aras & Endes, 2023; Zudiga vd., 2019).
Seftali tiirlinde Lasiodiplodia theobromae enfeksiyonu sonucunda hiicre duvarlarinin
pargalandig1 bildirilmistir (Li vd., 2014). Hiicre duvarinda yer alan lignin hiicre duvarinin
onemli bir bileseni olup organik karbonun yaklasik %30’unu olusturmaktadir (Boerjan vd.,
2003). Lignin sikimik asit yolaginin fenilproponoid alt yolaginda, fenilalanin amino
asidinden olugsmaktadir (Vanholme vd., 2010). Ayrica ferulik asit, vanilik asit gibi fenolik
bilesikler lignin onciil maddeleridir (Maeda & Dudareva, 2012). Hiicre duvarinda lignin
birikimi sonucunda patojenlerin hiicre icine girisinin engellendigi bircok caligmada
bildirilmistir (Aras & Endes, 2023; El Modafar & Boustani, 2001; Lionetti vd., 2015). Lignin
onciil maddesi olan ferulik asit de patojenlere kars1 savumada biiyiik bir rol oynamaktadir.
Cilek bitkisinin kok bolgesinde ferulik asidin yiiksek miktarda bulunmasindan dolay1
Fusarium solgunlugunun azaldig: bildirilmistir (Tian vd., 2019). Ksilem ligninden olusan
bir iletim demeti olup lignin sentezinin artmasi ile ksilemin de gelistigi bildirilmistir (Aras,
2022). Calismada, govde kanserine maruz kalan kontrol grubunda ksilem ¢ap1 kontrol
grubuna kiyasla %17 oraninda azalmis olup ferulik asit uygulanan fidanlarin ksilem ¢aplar1
artmistir. 100 ppm ferulik asit uygulanan fidanlarin ksilem ¢aplar1 hastalik uygulanmayan
fidanlarin ksilem ¢aplariyla ayni degere sahip olmustur. Bu sonug 6zellikle 100 ppm ferulik
asit uygulamasinin ksilem iyilesmesini sagladigini ortaya koymaktadir. Ksilem hem su hem
de besin maddelerinin tasindig: iletim demetidir (Aras vd., 2021). Bu sebeple ksilem iletim

demetlerinin zarar gormemesi bitki gelisimi bakimindan biiyiik bir 6nem arz etmektedir.

Ksilem, sikimik asit yolaginin fenilpropiyonid alt yolaginda sentezlenen lignin adi verilen
bir fenolik bilesikten olusmaktadir. Ligninin 6nciil maddeleri bulunmakta olup bu dnciillerin
onemlilerinden biri ferulik asittir (Adams vd., 2019). Bitkilere disaridan ferulik asit
uygulanmasi sonucunda bir¢ok olumlu sonug elde edilmistir. Cilek bitkisinin kok bolgesinde
ferulik asidin yiiksek miktarda bulunmasindan dolayr Fusarium solgunlugunun azaldigi
bildirilmistir (Tian vd., 2019). Domates bitkilerine ferulik asit uygulanmasi sonucunda
Botrytis cinerea’ ye kars1 dayanikliligin arttig1 belirlenmistir (Shu vd., 2021). Ayrica ferulik
asidin abiyotik stres faktorlerine karsi bitkilerde dayaniklilig1 arttirdig1 birgok calismada
bildirilmistir (Hura vd., 2009; Lini¢ vd., 2021; Yildiztugay vd., 2019). Calismada, ferulik
asidin ksilem iyilestirmesi iizerine olumlu etkilerinin belirlenmesi hem biyotik hem de

abiyotik stress kosullarina karsit kullanilabilecegini sergilemektedir. Ferulik asit lignin
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sentezini arttirir (Yildiztugay vd., 2019) ve hiicre duvarinda lignin birikiminin artmasi
patojenlere karsi bir engel olabilmektedir. Ciinkii patojenlerin hiicresel diizeyde ilk saldirdigi
yer hiicre duvari ve bu duvardaki lignin, pektin bilesenlerdir (Chen vd., 2021). Hiicrelerdeki
lignin miktarinin artmasi sonucunda hem patojenlere karsi bariyer hem de ksilemin
lyilesmesinin saglanmasi bakimindan biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Ayrica ferulik asit bir
fenolik bilesiktir ve fenolik bilesiklerin bitkilerde patojenlere karsi savunma mekanizmasini
tetikledigi bircok caligmada bildirilmistir (Nagpala vd., 2016; Roy vd., 2018; Shalaby &
Horwitz, 2015). Bostock vd. (1999) seftali meyvesinin ylizeyinde fenolik bilesiklerin
birikiminin artmas1 ile meyvede patojenik funguslarin gelisiminin engellendigini

belirlemistir.

Govde kanseri yapraklarin korteks hiicrelerinin biiylimesini de olumsuz etkilemistir. Gévde
kanseri korteks hiicre ¢apini kontrol grubuna kiyasla %25 oraninda azaltmistir. Korteks
hiicreler yapraklarin biiytimesini etkilemektedir. Yapraklarin biiyiimesinde ilk asamada
korteks hiicreler boliiniir, ikinci asamada ise biiylime yetenegine sahip olup yapraklarin da
biiylimesi gergeklesir (Gonzalez vd., 2012). Ayrica korteks hiicreleri besin elementlerinin
depolanmasinda gorev alir (Lechthaler vd., 2019). Bu sebeple korteks hiicrelerin
bliylimesinin engellenmesi yapraklarin kiiclik kalmasina, dolayisiyla fotosentezin az
olmasina, bitkilerin kiiclik kalmasina ve meyve verim ve kalitesinin diismesine sebep
olmaktadir. Ferulik asit uygulanmasi sonucunda korteks hiicrelerin biiylimesinde artis
olmustur. Kontrol grubu bitkilerinin disinda en yiiksek hiicre biiylimesi 100 ppm ferulik asit
uygulamasinda belirlenmistir. Korteks hiicrelerin biiylimesinin artmasi sonucunda bitkilerin

biiylimesinin arttig1 birgok calismada belirlenmistir (Aras, 2022; Gonzalez vd., 2012).

Klorofil miktar1 govde kanseri sonucunda olduk¢a azalmistir. Klorofil fotosentezde anahtar
rol iistlenen pigmenttir. Klorofil miktarindaki kayiplar fotosenteze olumsuz olarak
yansimaktadir. Lasiodiplodia theobromae enfeksiyonunun fotosenteze olumsuz etki ettigi
belirlenmistir (Dinis vd., 2022). Ayrica bir¢ok ¢aligmada bu enfeksiyonun klorofil miktarini
azalttig1 bildirilmistir (Adetunji vd., 2020; Kaniyassery vd., 2024; Li vd., 2014). Ferulik asit
uygulamalari klorofil kaybini dnlemis olup en yiiksek degerler 50 ve 100 ppm dozlarinda
belirlenmistir. Ferulik asidin fotosentez aygitlarinin korunmasinda biiyiik bir rol oynadigi
bildirilmistir (Lini¢ vd., 2021). Karotenoid miktar1 da ferulik asit uygulamalar1 sonucunda
etkilenmistir. Karotenoid bitkileri streslerden koruyan bir pigmenttir (Havaux, 2014).
Lasiodiplodia theobromae enfeksiyonuna maruz kalan kontrol grubunda karotenoid miktari

kontrole artmasi fidanlarin strese karsi savunma mekanizmasini tetikledigini géstermektedir.
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Ferulik asit uygulamasi sonucunda ise karotenoid miktar1 daha yiliksek miktarlarda birikmis
olup 100 ppm dozu en yiiksek seviyeyi gostermistir. Ferulik asidin karotenoid miktarimni
arttirarak bitkileri stres faktorlerine kars1t korudugu bildirilmistir (Gorni vd., 2021; Meier
vd., 2011). Bu sonuglar ferulik asidin hem klorofil kaybin1 dnledigini hem de strese kars1

savunma mekanizmasini tetikledigini gostermektedir.

Hiicre diizeyindeki zararlar bitkilerin morfolojik gelisimine olumsuz olarak yansimaktadir.
Calismada, govde kanserine maruz birakilip ferulik asit uygulanmayan fidanlarin gelisimi
hastalik uygulanmayan kontrol grubuna gore oldukca gerilemistir. Kalem ve siirglin cap
degerleri oldukg¢a azalmis olup siirgiin uzunlugunda %20 oraninda bir diisiis kaydedilmistir.
Bitki gelisimindeki gerileme hiicresel gelisim ile orantili olup korteks hiicrelerin
biiylimesinin engellenmesi sonucu olabilmektedir. Ayrica klorofil gdvde kanserinin klorofil
miktariin diismesine sebep olmasi da fotosentezde bir kayip olacagini ve bunun da
fidanlarin morfolojik gelisimine olumsuz yansiyacagini gostermektedir. Ferulik asidin
bitkilerin morfolojik gelisimine katkida bulundugu onceden yapilan ¢alismalarda

bildirilmistir (Shu vd., 2021; Yildiztugay vd., 2019).

Calismada siirgiinde olusan zamklanma da degerlendirilmistir. Agaglarda zamk olusumu
patojen saldirisina karsi verilen 6nemli bir tepkidir (Miyamoto vd., 2010). Zamk akintisi
polisakkarit bir komplekstir (Simas vd., 2008). Botryosphaeria spp. enfeksiyonu genel
olarak zamk seklinde belirti ortaya koymaktadir (Wang vd., 2011). Calismamizda, gdvde
kanserine maruz birakilan negatif kontrol grubundaki fidanlarda daha fazla zamk olusumu
gbzlenmis olup en az zamk olusumu 100 ppm ferulik asit uygulamasinda saptanmistir. Bu
gozlem, 100 ppm dozunun govde kanserine karsi koruyucu bir etki yaptigini ve fidanlarin

patojenlerden daha az etkilendiginin dnemli bir kanitidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Prunus cinsi, badem ve seftali/nektarin gibi agaglar1 barindiran bir grup olup, diinya
genelinde 430 tiir icermektedir. Tiirkiye ve Iran, son 30 yilda iiretimlerini iki katina
cikarirken Tiirkiye, seftali/nektarin iiretiminde O6nemli bir rol oynamaktadir. Nektarin
iretiminde verim kayiplar1 iklim degisikligi nedeniyle artmaktadir. Fungal hastaliklar,
Oonemli iiretim kayiplarina yol agmakta; bununla basa ¢ikmak i¢in siirdiiriilebilir ¢oziimler
gelistirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir. Bu calisma ile, nektarini iizerine odaklanarak,
Lasiodiplodia theobromae'nin neden oldugu hastaliklar icin fenolik bilesiklerden biri olan
ferulik asit ile lignin sentezinin arttirilarak bitki savunma sisteminin gelistirilmesi
amaglanmistir. Diinyada ve Tiirkiye’de ilk defa L. thobromae infeksiyonuna kars1 fungusit
gibi kimyasal ila¢ kullanmadan ferulik asit etkinligi ile bitkinin diren¢ kazanmasi
saglanmistir. Arastirmamizda bitki materyali olarak nektarin agaglarinda zamklanma, gévde
ve dal kanserine hassas oldugu belirtilen ve Kaliforniya orjinli "Big Top" nektarin fidam
kullanilmis olup tesadiif bloklar1 deneme desenine gore sera kosullarinda 3 tekerriirlii olmak
tizere 90 adet fidan tizerinde ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Asagida ¢alisma sonucunda elde edilen

veriler ve Oneriler madde seklinde 6zetlenmistir.

1. L. thobromae enfeksiyonuna karsi fidan anag¢ ¢aplarinda istatiksel olarak 6nemli bir fark
goriilmemistir. Ancak kalem c¢ap1 ilizerinde ferulik asit uygulamasi L. thobromae
enfeksiyonuna karsi istatiksel olarak etkili olmustur. Fidanlarin siirgiin ¢ap1 ve uzunlugu
kontrol, L. thobromae + ferulik asit ve sadece L. thobromae uygulamalar1 arasinda
farklilik gostermistir. Fidanlarin siirglin uzunlugu degerlendirildiginde sadece L.
thobromae uygulamasi siirglin uzunlugunu baskilamistir.

2. Yaprak oransal su igerigi (YOSI) agisindan en iyi sonucun istatiksel olarak L.
thobromae+20 ppm ferulik asit ve L. thobromae+ 50ppm ferulik asit gruplarinda olugu
goriilmiistiir. Nektarin fidanlarinin membran gecirgenlikleri esas alindiginda istatiksel
olarak kontrol ve diger uygulamalar arasinda fark goriilmemistir.

3. Malondialdehit (MDA) uygulamasinda bitkilere sadece L. theobromae uygulandiginda
bitki hiicrelerinde oksidatif stres diizeyini istatistiksel olarak diger tiim uygulamalardan
farkli oldugu goriilmiistiir. L. theobromae+100 ppm ferulik asit uygulamasi ile sadece L.
theobromae uygulamasi karsilastirildiginda ise bitki hiicrelerinin maruz kaldig1 oksidatif
stresi yaklasik %28 oraninda azalmistir. Bunu %22°1 ile L. theobromae+50 ppm ferulik

asit uygulamasi takip etmistir. Kontrol, L. theobromae+1 ppm ferulik asit ve L.

39



theobromae+20 ppm ferulik asit uygulamalar1 arasinda istatistiksel olarak fark
bulunamamustir.

4. Infekteli nektarin bitkilerinde klorofil a icerigi kontrol bitkileri temel alindiginda, L.
theobromae+50 ppm ferulik asit uygulamasi harig, diger tiim uygulamalarda bir diisiis
egilimi gostermistir. Klorofil b icerigi sadece L. theobromae uygulamasinda en diisiik
diizeydedir. Aksine L. Theobromae +50 ppm Ferulik asit uygulamasi en yliksek diizeyde
artis gostermistir. Sonug olarak L. theobromae enfeksiyonu sebebiyle olusan stresin
azaltilmasinda ferulik asit uygulamasinin faydali oldugunu gostermistir.

5. Bitkilerde korteks hiicre ¢cap1 L. theobromae enfeksiyonu altinda ferulik asittin nektarin
fidanlarinin korteks hiicre ¢apini artirict yonde etki ettigi goriilmektedir. Kontrole gore
enfeksiyona maruz kalmis fidanlarin korteks hiicre ¢aplarinda ortalama %25 azalma
gerceklesmistir. Kontrol fidanlar1 esas alindiginda en az hiicresel daralma L.
theobromae+100 ppm Ferulik asit uygulamasinda tespit edilmistir.

6. L. theobromae enfeksiyonuna bagli olarak ksilem iletim demetlerinde olusan zarari
azaltmak i¢in ferulik asit kullanilmistir. Uygulamasiz bitkilerde ksilemin ¢ap1 ortalama
17.5 pm olarak belirlendi. Ancak odun dokuda nekrozlara neden olan L. theobromae
etmeni tek uygulanmasi durumunda ksilem ¢ap1 ortalama 14.5 pm’ye kadar diigmiistiir.
Bunun aksine L. theobromae enfeksiyonunda ferulik asitin en diisiik dozda (1 ppm)
uygulansa dahi ksilem ¢apinda iyilestirici yonde etki yaptig1 tespit edilmistir.

7. Calismada, govde kanserine maruz birakilan negatif kontrol grubundaki fidanlarda daha
fazla zamk olusumu gozlenmis olup en az zamk olusumu 100 ppm ferulik asit
uygulamasinda saptanmistir. Bu gozlem, 100 ppm dozunun gdvde kanserine karsi
koruyucu bir etki yaptigini ve fidanlarin patojenlerden daha az etkilendiginin dnemli bir
kanitidir.

8. Sonug olarak bu ¢alismadan elde edilen veriler konu ile ilgili daha sonra yapilacak
calismalara 151k tutacaktir. Ayrica mevcut nektarin dikili alanlarinda ve daha sonra
kurulacak olanlarda gerekli 6nlemlerin alinmasi bakimindan faydali olacaktir. Kimyasal
ilag kullanmadan bitkilerde savunma mekanizmasini etkileyerek bitkinin patojenlere
kars1 diren¢ kazanmasini1 amaglayan bu ¢alisma hem ¢evreci hemde daha saglikli iiriinler
elde edilmesine olanak saglayacaktir. Bu ¢alismada, ferulik asit L. theobromae’ya karsi
hastalikli meyve bahgelerinde, nektarin ireticileri tarafindan belirlenen dozda
kullanilabilir. Diger meyve agaglarinda ferulik asit uygulamasinin siirdiiriilebilirligi i¢in

yapilacak ¢alismalarla mevcut ¢calisma gelistirilebilir.
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