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Bu calismada Uckurutan Hastaligi etmeni Phoma tracheiphila gelisimine
fenolik bilesiklerden hesperidin ve limoninin etkileri arastirilmistir. Bu kapsmada
belirlenen alt1 limon ¢esidine (Meyer, Kitdiken, Enterdonato, Y ediveren, Tatli limon
ve Euroka) hastalik etmeni (P. tracheiphila) yapay olarak inokule edilmistir.
Inokulasyon sonrasinda ve saglikli limonlarin yaprak, dal ve gévdelerinden ayri ayr:
ornekler alinarak ekstreler hazirlanmis ve HPLC (High Pressure Liquid
Chromotography) teknigi ile hesperidin ve limonin miktarlar1 belirlenmistir. Alinan
orneklerde infeksiyon sonrast hesperidin  ve limonin miktarlarimin - arttig:
gozlemlenmistir. Bu dogrultuda hesaplanan yizde artis miktarlarina bakildigi zaman
dayanikl1 ve orta dayanikl: ¢esitlerde (Tatli limon, Meyer ve Enterdonato) hesperdin
ve limoninin ya her ikisinin ya da bir tanesinin duyarl: ¢esitlere (Euroka, Y ediveren,
Kitdiken) oranla daha yiksek oldugu saptanmustir. In vitro calismalarda ise
hesperidin ve limonin farkli konsantrasyonlarimn (1,5,10,25,50,75,100 ppm)
P.tracheiphila gelisimi tzerine engelleyicilik ylzdeleri arastirilmis ve her iki fenolik
bilesiginde konsantrasyonlar: arttikga hastalik etmeni fungus gelisimini engelledigi
belirlenmistir. Fakat fungus gelisimini limoninin, hesperidinden daha fazla
engelledigi belirlemistir. En ylksek konsantrasyon olan 100 ppm de limoninin
engelleyiciliginin (% 85.29), hesperidinin engelleyiciliginden (% 58.68) daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: HPLC, Phoma tracheiphila, Citrus lemon, Hesperidin, Limonin
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In this study, it was aimed to detect incidence of Mal secco disease which
caused by Phoma tracheiphila based on phenolic compounds content especially
hesperidin and limonin. Among the detected 6 lemon varieties (Meyer, Kitdiken,
Enterdonato, Yediveren, Sweet lemon and Euroka) disease caused by Phoma
tracheiphila was inoculated artifically, before and after inoculation samples were
taken from the leaves, branches and stem of the lemon varieties and hesperidin and
l[imonin are detected identificaly and quantifical using HPLC (High Pressure Liquid
Chromotography) technique. The hesperidin and limonin concentration was
increased among the experimental samples. According to the calculated values based
on the percentages of incensement either hesperidin or limonin or both of them was
found to be higher in tolerant and middle tolerant varieties (Sweet lemon, Meyer and
Enterdonato). In addition various levels of limonin and hesperidin
(1,5,10,25,50,75,100 ppm) too the effects on P. tracheiphila incidence or inhibit
percentages were detected in vitro conditions. As a result, the opposite reelection was
found to be between phenolic compounds quantity and disease development.
Limonin was found to be more effective than the hesperidin in term of the disease
incidence in artificial experiment.

Key words: HPLC, Phoma tracheiphila, Citrus lemon, Hesperidin, Limonin
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1. GIRIS

Dunyada yaygin olarak yetistiriciligi yapilan turunggil cesitleri arasinda
blyik 6neme sahip olan limon (Citrus limon (L.) Burm. f.), genellikle kuzey ve
gliney yarimkirede, en dustik sicakliklarin -4 °C'nin Ustiinde oldugu yar: kurak ve
kurak subtropik iklim kusaginda yapilmaktadir. Limon yetistiriciligi en yogun
Akdeniz Ulkelerinde gorilmektedir. FAO 2008 yili sonuclarina bakildigr zaman
dunyada 923.883 hektar alanda limon ve laym dretimi yapilmakta ve bu Uretim
alanindan 12.673.077 ton uriin hasat edilmektedir (FAO, 2008). Limon besin igerigi
bakimindan insan saglig1 agisindan buyik dneme sahip olup yiksek miktarlarda C
vitamini ve flavonoid bilesikleri icermesinden dolay1 da antioksidant ve kanser
hastaliklarini 6nleyici 6zelliklere sahiptir.

Uretim alanlarinda basit yapil1 bitkiler gibi karmasik yapil bitkilerde bircok
farkli fungus, bakteri, viris ve nematod gibi patojenler tarafindan etkilenmektedir.
Patojenler bitkilere az veya ¢ok derecede zarar verebilecegi gibi, bircok bitki
patojenle bulastiktan sonra bile yasam savasi verip blyumeye devam ederek Uriin
verebilmektedir (Agrios, 2005).

Turuncgiller de diger bitki turleri gibi birgok hastalik ve zararli tarafindan
etkilenmekte ve bunun sonucu olarakta 6nemli Griin kayiplar: ortaya gikmaktadir.
Turuncgillerde gorilen hastaliklar arasinda yer alan Uckurutan Hastaligi (Phoma
tracheiphila) tim turuncgil tir ve gesitlerinde gorulmekle birlikte hastalik daha gok
limon gesidlerinde, aga¢ kavununda ve turuncta yaygin olarak gorulmektedir. Ayni
zamanda bergamot, bazi mandarin c¢esidleri, tanjelo ve tangor cesidleri, yuvarlak
limon gesiti, Rangpur laym ¢esidi, Macrophylla ¢esidi hastaliga kars: duyarl: gesidler
arasinda yer almaktadir. Bazi Citronlar, Willow Leaf Mandarin ¢esidi, Kleopatra
Mandarin cesidi, Kamkat ¢esidi, Klamentin Mandarini, Cin turuncu, Tath Limon
cesidi va bazi altintop cesidleride farli seviyelerde dayaniklilik gdstermektedir.
Uckurutan Hastaligi bazi altintop gesidleri ve tatli portakal cgesidlerinde yaygin
olarak gorilmesine ragmen genellikle siddetli zararlar vermemektedir. Ayni zamanda
kaba limon, turung, troyer ve carizo sitranjlar1 da Uckurutan Hastaligina karsi duyarli
anaclardandir. Fakat turung anac Israil’ de sz konusu hastaliga kars: tolerant iken
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diger Ulkelerde duyarli cesidler arasinda yer almaktadir. (Cutuli ve ark, 1984;
Timmer ve ark, 2000;).

Hastaliga kars1 yuksek duyarliligi nedeniyle limonlar, hastaliktan en fazla
etkilenen tir olarak kabul edilmektedir. Bazi limon cesidlerinden Monachello,
Enterdonato, Santa Teresa Continella ve Zagara Bianca dayanikli limon
cesidlerdendir. Fakat bu cesidler cok fazla tercih edilmemektedir (Catara ve ark,
1976; Granata ve ark, 1977; Grasso ve Perrotta, 1978; Solel ve Spiergel-Roy, 1978;
Luisi ve ark, 1979; Spina ve Cutuli, 1983; Cutuli ve ark, 1984). Buna karsin Santa
Teresa, Comune, Continella, Inkapukkiato ve Fior d' Arancio cesitleri de tolerantl
gesitler arasinda yer almaktadir (Granata ve ark. 1977). Y unanistan’ da Adamopoulou
ve Messara limon gesitleri; Turkiye'de Antalya Y uvarlak ve Molla Mehmet gesitleri;
Sovyetler Birligin'de Meyer ve Dioskuoria gesitleri; israil ve Fransa da da Santra
Teresa limon gesitleri Monachello ve Enterdonato kadar olmasa da Uckuran
Hastaligr’ na kars1 dayanikli cesitlerdendir (Akteke ve Karaca, 1977; Pionnat, 1982;
Cutuli ve ark, 1984). Ayni zamanda Turkiye'de Tath limon ¢esidi dayanklilik
gbsteren gesitlerden olmasina ragmen, Enterdonato limon c¢esitidi duyarli, Euroka ve
Kitdiken cesitleride cok duyarli gesitlerdendir (Tuzcu ve ark. 1989). Elde edilen
farkl: veriler; P. tracheiphila’ mn zarar olusturma derecesinin bolgelere gore farklilik
gogerdigini acikca ortaya koymaktadir.

Uckurutan Hastaligir'na neden olan fungus Ascomycota subes,
Deuteromycotina altsubesi, Deuteromycetes sinifi, Sphaeropsidales takimu,
Sphaeropsidaceae familyasi, Phoma cinsi, Phoma tracheiphila tirt olarak (Petri)
L.A. Kanchaveli et Ghikashvili tarafindan taksonomik olarak simiflandirilmstir.
Turuncgillerde P. tracheiphila hastalik etmeninin neden oldugu Uckurutan Hastalig:
dinyada ilk kez 1894 yilinda bir Yunan adasi olan Kios da goralmustir. Ancak
Uckurutan Hastalig1 etmeni olan fungus 1929 yilinda Petri tarafindan kesfedilmis ve
Deuterophoma tracheiphila (Petri) olarak adlandirilmistir. S6z konusu hastalik
Italya, ispanya, Fransa, Yunanistan, Tirkiye, Cezair, Kibris, Ege adalari ve
Karadenizin dogusuna yayilmistir (Cutuli ve ark, 1984; Timmer ve ark, 2000;

Anonymous, 2007). P. tracheiphila; limon Uretim alanlarinda Uretimi sinirlayan
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faktorlerin basinda gelmekte ve 6nemli boyutlarda Griin kayiplarinin olusmasina
neden olmaktadir (Cutili, 1982; Cutili ve ark,1984).

Hastalik etmeni P. tracheiphila’ nin piknidiumlar: bir yillik infekteli kurumus
sirgunler Uzerinde, epidermisin altinda yer almaktadir. Piknidiumlardan cikan
pikniosporlar yagmur ve riizgérin etkisiyle turunggil agaclarina yaprak, stirgtn, dal,
gbvde ve toprak ylzeyine ¢ikmis kilcal koklerinden olusan, yara dokularindan ve
dogd acikliklarindan bitki dokusu icerisine girmektedir. Hastalik etmeni fungusun
bitki biinyesine girdikten sonra Urettigi sellotik ve pektolitik enzimleri; hicreleri
biribirine baglayan orta lamellerin, daha sonra da hicre duvar yapilarinin
bozulmasina sebep olmaktadir. Ayni zamanda plazmalemma, kloroplast ve
sitoplazmanin yapisinin ve seklinin degismesine ve iletim demetlerinin zamk benzeri
bir madde ile tikmasina sebep olmaktadir (Pacetto ve Davino, 1976; Bashi ve ark,
1980). P. tracheiphila’ min bitki dokularindaki miseliyal gelisimi sirasinda Malseccin
ad1 verilen fitotoksik bir glikopeptit Uretigi ve bu toksini iletim demetleri igerisinde
su akimu ile bitkinin Ust kisimlarina tasidigi tespit edilmistir (Nachmias ve ark,
1980).

Hastaligin genellikle hava sicakligimin distuk oldugu Ekim-Mart aylarinda
yayilldigi ve en fazla bulasmamn sonbaharda ©zellikle Ekim ayinda oldugu
saptanmustir. Hastaligin optimum gelisme sicakliginin ise 18-20 °C oldugu, ayrica 35
°%C de sporlarin 5 giinden sonra cimlenme kabiliyetlerini kaybettikleri ve bu
bakimdan da yazin infeksiyon olusturmadig: bilinmektedir. Fakat yaz aylarinda agag
su stresine girdigi icin simptomlarin gozlemlendigi belirlenmistir.

SOz konusu etmen bitkinin ksilem iletim demetinde bulundugu icin bitkinin
su transfer sistemini bozarak, bitki dallarimin kurumasina ve boylece hastaligin ilk
belirtileri u¢ dallarda; yani yillik stirginlerdeki yapraklarda lokal renk acilmalar: ve
sararmalar seklinde gorulmektedir. Infekteli yash slirgiinlerde ugtan geriye dogru
renkte agilma, siirgiinlerde sararma ve infekteli yapraklarda yaprak sap: bir siire agag
Uzerinde kalacak sekilde dokulmeler ve daha sonra siirgiinlerde ugtan geriye dogru
kurumalar gozlemlenmektedir. Bu gorinim hastalik igin en tipik belirti olup bdyle
sirgunler kesildigi zaman iletim demetlerinin turuncu, havug kirmizisi bir renk aligi
gorilmektedir. Kuruyan bu slrgiinlerde de epidermis altinda spor keseleri
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(piknidium) olusmakta, uctaki taze sirgunler oOldikce geriye dogru olim
gozlemlenmekte ve sonunda bitki tamamen 6lmektedir.

Patojenin tracheomy-cotiv fungusu olmasit nedeni ile kimyasal micadelesi
beklenen basariy1r gostermemektedir (Solel, 1979; Salerno ve Cutuli, 1977; Luisi ve
ark, 1979; Cutili ve ark., 1984). Sistemik fungisitlerle ve diger kimyasal bilesiklerle
yapilan calismalar beklenen kontrolii saglamamakta, buna karsilik fungal
dayanikliligin gelismesiyle sonuclanmaktadir (Salerno ve Somma, 1971; Somma ve
Sammarco, 1971; Perrotta ve ark, 1974; Salerno ve Perrotta, 1978; Gimenes Verdu
ve Luisi, 1978; Somma ve Laviola, 1982; Ding ve ark, 1982; Cutuli ve ark, 1984).

Diger tim bitkilerde oldugu gibi turuncgiller de kendilerini patojenlere karsi
belli bagli iki sekilde savunmaktadirlar. Yapisal karakterleriyle fiziksel bariyer
olusturmakta, boylece patojenlerin bitki icerisine girip yayilmast Onlenmis
olmaktadirlar. Bitkiler patojenlerle iletisime girmeden dnce bazi yapisal savunma
mekanizmalar1 meydana gelmektedir. Bu yapisal savunma mekanizmalar: epidermal
hiicreleri saran mumsu tabaka, kitikulamn yapis, tlyltlik, epidermal hicre
duvarlarimin yapisi, blydklaga, yeri, stoma ve lentisellerin sekli gibi yapilardir.
Yaprak ve meyve lzerinde bulunan mumsu tabaka ve kalin tlyler ylzeyden su
olusumunu uzaklastirarak infeksiyon olusumunu azaltmaktadir. Bitkilerin duvarlar
dayanikli olmasina ragmen bazi bitkilerin epidermislerinde ortaya ¢ikan
yaralanmalarla patojenlerin kolaylikla bitkilerin i¢ dokularina giris yapmasin
saglamaktadir. Bununla birlikte bitkilerin  hicre ve dokularinda yer alan
biyokimyasal reaksiyonlar da patojenlere karsi savunmada Onemli  rol
oynamaktadirlar. Patojenler icin bitkiler toksin veya patojenin gelismesini engelleyici
maddeler Uretmektedirler. Bu maddeler bitkilerde enfeksiyon 6ncesinde hazir olarak
bulunmakta veya enfeksiyon sonrasinda uUretilmektedirler. Birgok patojen bitki
blnyesine girse bile infeksiyon olusturamamaktadir. Bunun nedeni bitki biinyesinde
bulunan kimyasallardir (Agrios, 2005). Bitkileri hastaliklara kars1 dayanikli kilan
mekanizmalardan biri de bitkilerdeki fenolik bilesiklerin varligicir. Bunlarin
enfeksiyon sonrast miktarlar1 ve aktivitelerindeki artislar1 ile oksidasyon Urunlerinin
daha yuksek toksk etkiye sahip olmalari, bunlarin bitki hastaliklarina karsi
dayanikliliktaki rollerini 6n plana c¢ikarmaktadir. Bir c¢ok konukgu patojen
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etkilesiminde hastaliga dayaniklilikla iliskili olarak enfeksiyon sonrasinda fenolik
bilesikler sentezlenmektedir. Enfeksiyon sonrasinda gorulen dayaniklilikta hastaliga
karsi dayamimi fenoliklerin sentezlenme hizinin belirledigi saptanmustir. Fenolik
bilesikler; bitkiler cevreyle etkilesime gectikleri zaman Uretilen ikincil
metabolitlerdir. (Beier ve Oertli, 1983; Afek ve ark, 2001; Zaat ve ark, 1987; Laks ve
Pruner, 1989; Snyder ve Nicholson, 1990). Bitkilerdeki fenolik bilesikler;
flavonoidler, fenolik quinonlar, lignanlar, kantonlar, depsidonlar, ligninler,
melaninler, tanenler, glikozidler, fenolik asitlerin seker esterleri, hidroksisinamik
asitin esterleri ve kumarin tdrevlerini icermektedir. Harborne (1964) gore bitki
fenolleri 14 grup altinda toplanmaktadir. Cesitli bitki dokularin da kumarin,
umbelliferon, skopoletin, p-hidroksinnamik asit, klorojenik asit, sirinjik asit ve
sinapik asit gibi fenolikler yaygin olarak gozlemlenmektedir.

Turuncgillerdeki  fenolikler  flavonoidler  (flavanonler, flavonler ve
flavonoller), antosiyaninler, kumarinler, psorolenler ve digerlerini kapsamaktadir.
Flavonoidler engelleyici (Zaat ve ark, 1987) ve fitoaleksin olarak (Laks ve Pruner,
1989; Snyder ve Nicholson, 1990) rol oynamaktadirlar. Flavonoidler
mikroorganizmalarin bitki dokusu ile iliskiye girdikten sonra bitki hicrelerinde
birikip distk- molekiler- agirlikta bilesikler olarak sentezlenebilen ve ortaya cikan
savunma mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan bilesikler olarak bilinmektedirler
(Dixon, 1986; Laks ve Pruner, 1989). Kumarinler de turuncgiller de patojen ile
infekte edildikten sonra tepki olarak Uretilen fitoalleksinler olarak gorev
yapmaktadirlar (Feldman ve Hanks, 2001; Afek ve ark, 2001; Nakatani ve ark,
1987). Isoflavonler bitkilerin cevreyle olan iliskilerinde (patojenler, symbiontlar ve
parazitler) rol oynamaktadirlar. Isoflavonlerin anti-mikrobiyal ve/veya anti-fungal ve
bazilarimin da virostatik etki gosterdikleri belirlenmistir (Dakora ve Philips, 1996).
| soflavonler bocek, akar ve yumusakcalar icin engelleyici olup bazi bocek trleri icin
tlre-06zgu cekici 6zellige sahiptirler (Wang ve ark. 1998; Harborne 2000).

Limon ¢esitlerinde baskin olarak flavanone rutinosidler eriositrin, hesperidin,
narirutin, didymin (Berhow ve ark, 1996), cok miktarda eriocitrin, hesperidin ve
narirutinin bulunmaktadir (Coffin, 1971; Nishiura ve ark, 1971; Horowitz ve Gentili,
1977; Tomas ve ark, 1978; Kamiya ve ark, 1979; Park ve ark, 1983; Albach ve
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Redman, 2001). Ayni zamanda limon cesitleri arasinda yer alan Ponderosa limon
¢esidi neo-hesperidin (Horowitz ve Gentili, 1960, Horowitz ve Gentili, 1977; Scora,
1975; Albach ve Redman, 2001), ‘ Seedless Lisbon’ limon cesidi eriocitrin ve diger
limon cesitleri de baskin olarak flavanonlardan hesperidini, narirutin, naringin ve
yuksek miktarda rutin, diosmin (Vandercook ve Tisserat, 1989, Vandercook ve ark,
1990) ile kesretin glikosin icermektedir (Horowitz ve Gentili, 1977).

Hesperidin ~ (3',5,7-trihydroxy-4'-methoxyflavanone  7-rhamnoglycoside)
(Ek 1) portakal (Citrus sinensis) ve limon ¢esitlerinde (Citrus limon) bulunan baglica
flavonoid glikosidlerdendir (Mizrahi ve Baerk, 1970; Fuster, 1997). Hesperidin
bitkilerin savunma mekanizmasinda 6nemli bir yere sahip olan ve in vitro
calismalarda antioxidant 6zellige sahip olan fenolik bilesiklerdendir (Hirata ve ark,
2005).

Portakal ve limonda yogun bir sekilde bulunan diger bir fenolik bilesik olan
l[imoninler limonoid grubunda yer almaktadir (Ek 2). Limoninler ilk olarak 1938
yilinda Washington navel portakalinda tespit edilmistir (Anonymous, 2005).
Limonoidler antiviral, antifungal, antibakterial, antineoplast ve antimalarial gibi
bircok iyilestirici 6zelliklere sahiptirler (Roy ve Saraf, 2006).

Uckurutan Hastaligi ile micadelede, budamanin sicak aylarda yapilmasi
(Temmuz-Agustos), infekteli dallarin infekteli bolgenin 20 cm altindan kesilmesi,
sirgunlerin kisa piskin girmesi icin sulamanin erken kesilmesi, dengeli gubreleme
yapiimas: gibi kiltirel onlemler alinarak miicadele edilmesi yoluna gidilmektedir.
Aym zamanda hastalikla miicadelede bazi kimyasallar kullamliyorsa da hastalik bir
iletim demeti hastaligi olmasi nedeni ile micadelede kullamlan kimyasallar etkili
olmadig1 gibi, cevre ve insan saglig1 icin de olumsuz sonuglar dogurmaktadir. Bunun
yaninda hastaligin fungusitlere karsi1 dayaniklilik gelistirmesine de neden olmaktadhr.
Bu nedenle tim bitki tirlerinde oldugu gibi turuncgillerde de hastalik ve zararlilara
karsi en etkili micadele yontemi dayanikli kaltor bitkilerinin yetistiricilikte
kullamlmasidir. Bunun iginde hastalik etmenine karsi: dayaniklilik mekanizmasinin
arastirllmast ve bu dogrultuda dayaniklilik mekanizmasinin gelistirilmesi tesvik
edilmelidir. Bu kapsamda; bu ¢alisma ile bitki savunma mekanizmasinda dnemli rol
oynayan fenolik bilesiklerden hesperidin ve limonin hastalik etmeni ile
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infeksiyonundan sonra gozlemlenen artis miktarlar: ile farkli gesitlerin dayamklilik
ve duyarlilik derecelerinin belirlenmesi ve in vitro calismalarla hesperidin ve
l[imoninin farkli konsantrasyonlarinin hastalik etmeni gelisimine olan etkilerinin
belirlenmesi amaglanmustir.
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Ben-Aziz (1967) tarafindan yapilan bir ¢alismada Ucgkurutan Hastaligi’ na
kars1 dayanikliligin belirlenmesinde tanjerin mandarin kabuklarindan izole edilen
bilesiklerin Deuterophoma tracheiphila’ ya karsi fungistatik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Nobiletinin etkili bir sekilde fungistatik aktivite gosterdigi,
tangeritinin yeteri kadar aktif olmadigi ve hesperidinin de fungal gelismeyi ¢ok az
tesvik ettigini belirlemistir. Ayrica; aym c¢alismalarda Kaba limon fidanlarimin
nobiletin solisyonuna daldirildiktan sonra, patojen inokule edildiginde, hastalik
simptomlarin 6énemli dlglide engelledigini tespit etmislerdir.

Afek ve Szteinberg’in (1988), yapmus olduklari calismada Phytophthora
citrophthora’ ya karst dayamkli ve duyarli turuncgil cesitlerin de scoparene
duzeylerini arastirmiglardir. Patojenle inokulasyondan sonra, dayanikli gesitlerde
scoparene seviyesinde ¢ok fazla artis olurken, duyarl: cesitlerde cok az degisiklik
oldugu belirlenmistir. Aymi zamanda scoparenin P. citrophthora misellerinin
gelismesini ve diger alti fitopatojenik fungusa ait sporlarin ¢imlenmesini de
engelledigi ortaya konulmustur.

Ortun’o ve ark. (1997), yaptiklar: calisma ile P. parasitica’ya kars1 Tangelo,
Nova, Turung ve Altintop gesidlerinin olgun meyvelerinin dayanikliligimn scoparone
(6,7-dimetoksikumarin)’ nin sentezlenmesi ile iliskili oldugunu belirlemislerdir.

Del Ri'o ve ark, (1998) yapmis olduklar1 calisma sonucunda; Klemantin
mandarini ve tath portakal cesidlerinde yaglarinda ekstre edilen mevcut
polimethoksil flavonlerin P. digitatum'a kars1 % 100 engelleyici etki gosterdigi,
turuncta exrakte edilen yapilarda ise % 77 engelleyici oldugu belirlenmistir. P.
citrophthora’ ya kars1 ekstre edilen polimetoksil flavonlar etkisine bakildigi zaman
ise turuncun %100, Klemantin mandar ¢esidinin % 72, Tatlh Portakal ¢esidinin % 14
engelleyici oldugu belirlenmistir. Geotrichum tirlerine kars1 turungun ¢ok hassas (%
57) iken Klementin mandarin ¢esidi ve Tatli Limon cesidlerinde engelleyicilik
oraninin sirastyla % 47 ve %34 oldugu saptanmustir.

Afek ve ark. tarafindan 2000 yilinda yaptiklar: bir ¢alismada saglikli Marsh
cekirdeksiz altintop meyvelerinin (tam olgunlasmadan 2 ay once) ve olgun Marsh
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cekirdeksiz atintop meyvelerinin  abedolarinda belirlenen umbelliferone (7-
hydroxycoumarin) miktarinin Penicillium digitatum ile inokulasyondan 4 giin sonra
umbelliferon miktarimin artigint belirlemislerdir. Buna ek olarak; umbelliferonun in
vitro kosullarda diger bircok patojenik fungusun gelisimini engelledigi ve
olgunlasmamis altintoplarda P. digitatum'a karsi umbelliferonun savunma
mekanizmasinda basaril1 bir sekilde rol oynadigini belirlemislerdir.

Del Ri'o ve ark. (2000), yapmis olduklar1 ¢alismada zeytin cesidlerinde
fenolik bilesiklerin analizinde tyrosol, katesin, p-kumarik asit, rutin, luteolin ve
oleuropein bulundugunu ve bu bilesiklerin turuncgil ¢esidlerinde de temel bilesikler
olduklar1 belirlenmistir. Belirlenen fenolik bilesiklerin her iki cinste de antifungal
etmen olarak hareket etdigi ve fitopatojenik funguslarin biyimesini engellemeye
yetenekli oldugu ortaya cikartilmistir. Nova mandarin  ¢esidinin in  vivo
calismalarinda P. citrophthoraya kars1 ¢ok fazla dayaniklilik gosterdigi ve meyve
yuzeyinde polifenolik bilesiklerin olusmasindan sonra savunmanin ilk asamasinin
saglandigi ortaya gikartilmstur.

Afek ve ark. (2001), yaptiklar1 calismada P. citrophthora ile inokule edilen
turuncgil aga¢ gbvdesi, dal ve meyve kabuklarindan 6,7-Dimethoxycoumarin izole
etmislerdir. Arastiricilar bu bilesigin in vitro kosullarda P. citrophthora, Verticillium
dahliae, P. digitatum, P. italicum, Colletotrichum gloeosporioides, Diplodia
natalensi s ve Hendersonula toruloidea’ nun gelismesini engelledigi tespit edilmistir.

Feldman ve Hanks (2001), saglikli ve bir nematod tirti olan Radopholus
smilis ile infekteli U¢ dayanikli ve Ug¢ duyarli turunggil c¢esidinin kok ve
yapraklarinda 41 fenolik bilesik belirlemislerdir. R. similis ile infekteli bitkilerden
dayanikl1 olanlarin koklerinde bulunan 11 bagli fenolik miktarinin duyarl: olanlara
oranla fark edilir miktarlarda arttigini  gozlemlemislerdir. Infekteli dayankl:
cesitlerin  koklerinde bulunan bagli fenoliklerin % 27-300 arttigimi, duyarh
cesitlerdeki bagli fenolik miktariin ise % 16-34 azaldigini  belirlemislerdir.
Dayanikli ve duyarli cesidlerde yapraklardaki toplam bagli fenoliklerin
infeksiyondan sonra 6nemli miktarlarda artmacdigin tespit etmislerdir. infeksiyondan

sonra duyarl: cesidlerde yapraklardaki serbest fenoliklerin miktarlart ayni kalirken
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dayanikl1 gesidlerde bulunan serbest fenoliklerin toplam fenolik icinde %2 den %
7' ye kadar artis oldugunu belirlemiglerdir.

Misirli ve ark. (2001), tarafindan yapilan bir calismada Pseudomonas
amygdali’ye karsi badem agaglarinin yapay olarak infekte edilip saglikli geng
yapraklarin toplanarak dayaniklilikta fenolik bilesik igeriklerini analiz etmislerdir.
Sonug olarak orta diizeyde tannin icerenlerin orta dayanikl: ve daha fazla icerenleri
dayanikl1 gruplar olarak belirlemislerdir. Fenolik bilesikleri ince tabaka kromotografi
kullanilarak arastirdiklarinda bazi noktalar1 sadece dayanikli ve duyarli hibritlerde
tespit etmislerdir. HPLC ile fenolikleri analizlediklerinde dayanikli cesitlerde
klorojenik asidin daha yiiksek oldugu belirlemislerdir.

Ortun'o ve ark. (2002), Tanjelo, Nova cesidlerinin meyvelerinde P.
citrophthora’ya kars1 ikincil metabolitlerin savunma mekanizmasinda engeleyicilik
etkileri ile ilgili yapilan ¢alismada nobiletinin en fazla fungal gelisime etkisi olan
bilesik oldugunu belirlenmistir. Bunu takibende sinensetin, heptamethoxyflavone ve
tangeritin oldugu bildirilmistir.

Del Ri"o ve ark. (2003), tarafindan yapilan bir ¢calismada farkli zeytin organ
ve dokularinda esas fenolik bilesiklerin tyrosol, katesin, oleuropein oldugunu tespit
etmislerdir. Phytophthora sp. karsi bu bilesiklerin antifungal etkilerine bakildig:
zaman ise in vitro calismalar sonucunda tyrosolun en aktif etkiyi gosterdigini
belirlemislerdir. Bunu takiben de katesin ve oleuropeinin bliytk fungitoksin ektiye
sahip oldugunu belirlemislerdir.

Petkovsek ve ark. (2003), tarafindan yapilan bir calismada elma Kara Leke
Hastaligi’ na kars1 dayanmikli t¢c elma cesidinde (Topaz, Gold Rush, Goldstar) ve
duyarli iki elma cesidinde (Golden Delicious Weinsberg, Golden Delicious B)
belirlenen klorojenik asit igeriklerinin  farklilik gogterdigi  belirlenmistir. Bu
dogrultuda elma Kara Leke Hastaligr’ na kars1 dayanikl: tirlerden * Goldrush’, elma
Kara Lekeye Hastaligina duyarli olanlara oranla daha ¢ok miktarda klorojenik asit
icerdigi belirlenmistir. Usenik ve ark, (2004) tarafindan ayni cesitlerde yapilan
benzer calismada flavonollerden rutin, kuersetin ve ‘fenol 173 analiz edilmistir.
Dayanikl1 ve duyarli kiltdrlerin bilyime sezonu boyunca dayanikli gesitlerde ytiksek
miktarlarda olan ‘Fenol 173 icerikleri arasindaki istatistiki farkliliklarint tespit
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etmislerdir. Rutin ve kuersetin icerigindeki farkliliklarin dnemli diizeyde olmadigini
belirlemiglerdir.

Del Ri'o ve ark. (2004), tarafindan yapilan calismada Portakal (Valencia
portakall) cesidi meyvelerinde P. citrophthora ile infeksiyonlarda flavanonlardan
hesperidin ve isonaringin, polymethoksiflavonlerden sinensetin, nobiletin, tangeretin
ve heptamethoxyflavone seviyelerinin etkilerinde calisilmustir. Infeksiyondan sonra
flavonoid seviyesinin degistigi belirlenmistir. Hesperidin ve isonaringin igeriklerinin
srasiyla % 13 ve 67 oranlarinda oldugu fungusun hidrolizik etkisinin belirgin olarak
artirchgr  belirlenmisitir. Heptametoksiflavon, nobiletin, sinensetin ve tangeritin
seviyeleri de sirasiyla % 48, 28, 26 ve 24 oranlarinda artigim tespit etmislerdir. In
vitro calismalarda bu bilesiklerin antifungal etmen olarak aktivite gosterdigi ortaya
cikartilmistir. En fazla aktiviteyi aglykonlarin (naringenin ve hesperidin) baglattigi ve
bunu takibende polymetoksiflavon ve flavanon glikozid aktif oldugu belirlenmistir.

Fourie (2004)'nin yaptig1 bir calismada Phytophthora nicotianae’ye karsi
dayanikl1 ve duyarli turuncgil anaclarinda patojenle inokule edildikten sonra toplam
¢Ozllebilen fenoliklerin  seviyesini  arastirlldigt zaman P. nicotianae ile
inokulasyondan 21 giin sonra Phytophthora kars1 dayanikli Swingle, Macrophylla,
Troyer ve Turung ¢esidi anacglarinin koklerin de fenolik konsantrasyonlarinin en fazla
oldugu, duyarli Kaba limon ve Volkamariana limon ¢esidi anaglarinda gok az artma
oldugu, iki orta duyarli anactan Carrizo’'nun orta dizeyde fakat C35 in disuk
dizeyde fenolik Grettigini belirlemistir. En yiksek fenolik konsantrasyonu
inokulasyondan 21 gin sonra Troyer ve Kaba limonda benzer sonuclar
kaydedilmistir. Toplam fenoligin anag dayanikliliginda dnemli rol oynadig1 ve P.
nicotianae kars1 dayaniklilarla iligkili oldugunu belirlemistir. Ayrica P. nicotianae
inokulasyonundan sonra dayanikli anaglarda toplam fenolik miktarimn 2.2 kat,
duyarli anaglarda da 1.6 kat arttigint bildirmistir.

Ortun™o ve ark. (2005), yaptiklar1 bir calismada, bazi altintop ve portakal
¢esidlerinin meyve kabuklarinda flavanone glikozid ve polimetoksiflavon iceriklerini
analiz etmiglerdir. Bu dogrultuda belirlenen cesidlerin naringin, hesperidin,
polymethoxyflavon, nobiletin, heptamethoxyflavone ve tangeretinm icerdiklerini
belirlemislerdir. In vitro calismalarda ise bu bilesiklerin P. digitatuma karsi
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antifungal etmenler olarak ortaya ¢ikan bilesikler olduklarini kaydetmislerdir. Bu
bakimdan flavanonlarde aktif olan polymethoxyflavonler bulundugu ve bu fenolik
bilesiklerin P. digitatum'a karsi turuncgillerin savunma mekanizmasinda rol
oynadiklarint belirlemiglerdir.

Baidez ve ark. (2007),’nin yaptiklar1 calismada in vitro kosullarda fenolik
bilesik iceren zeytin cesidlerini Phytophthora megasperma ve Cylindrocarpon
destructans ile infekte etmis ve bunlarin kok ve govdelerinin, fenolik bilesik
miktarinin infekte edilmeyenlere gore daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Her iki
fungusa kars1 bu bilesiklerin antifungal aktiviteleri in vitro da calisildigi zaman en
aktifinin kersetin ve luteolin agilikonlar oldugunu, bunlar1 da rutin, oleuropein, p-
kumarik asit, luteolin-7- glikosit, tyrosol ve katesinin izledigini belirlemislerdir.
Fenolik bilesiklerin, funguslarin yapilarina, morfolojilerine ve biylmelerine olan
etkilerini  mikroskobik calismalarla gozlemlemislerdir. Bu bulgularla zeytin
yapraklarinda tespit edilen fenolik bilesiklerin patojen saldirilarina kars1 koruyucu rol
oynadiklarin: rapor etmislerdir.

Haars A. ve ark, (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada sivi ortam icerisinde
Fomes annosus gelisimi sirasinda aktif olan fenoliklerde calisiimistir. Bu dogrultuda
fungus tarafinda Uretilen okside edilmis ve/veya laktoz aktivitelerin fenolik bilesikler
tarafindan engellendigi ve test edilen baz1 fenoliklerin etkisinin gévdeye uygulandig:
zaman farklilik gosterdigi belirlenmistir. Hydroguinonen uygulanmasinin ince
dallarda Fomes annosus saldirisina karsi koruyucu etki sagladig: tespit edilmistir.

Chutia ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢calismada mandarin ¢esidinin
olgun meyvelerinin kabuklarindan izole edilen yagdan 37 farkli bilesik tespit
etmislerdir. Bu bilesiklerin yagin yaklasik olarak > %99 unu olusturdugunu
bildirmiglerdir. Teshis edilen en 6nemli bilesiklerin limonin (% 46.7), geranial (%
19.0), neral (%14.5), geranyl asetat (% 3.9), geraniol (%3.5), b-caryofyllene (% 2.6),
nerol (% 2.3), neryl asetat (%1.1) oldugunu saptamuslardir. Alternaria alternata,
Rhizoctonia solani, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum ve Helminthosporium
oryzae gibi 5 farkli bitki patojen fungusuna karsi antifungal aktiviteleri
tesdemislerdir. Sonucta A. alternata, R. solani, C. lunata icin en dusik engelleyici
konsantrasyonun 0.2 ml/100 ml iken F. oxysporum ve H. oryzae igin > 0.2 ml/100ml
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oldugu belirlenmistir. H. oryzae ve C. lunata disindakilerde fungus sporlarinin
2ml/100ml yagda tamamen engellendigi. H. oryzae ve C. lunata icinde sirasiyla % 5
ve % 0.25 de tamamen kontrol edildigi tespit edilmistir.
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3.MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

2008-2009 tarihleri arasinda yiritilen calisma da Cukurova Universitesi
Subtropik Meyveler Arastirma ve Uygulama Merkezi seralarinda tretilen hastalik ve
zararlhlardan arindirilmis 6 limon (Citrus limon (L.) Burm. f.) ¢esidi bitki materyali
olarak kullanilmistir. Bu cesitler; Meyer, Kitdiken, Enterdonato, Yediveren, Tath
limon ve Euroka olup stz konusu ¢esitler Sekil 3.1. de verilmistir.

Calismalar kapsaminda kurulan denemelerde kullamimak amaci Uckurutan
Hastalig: ile infekteli agaclardan alinan bitki materyallerinden izole edilen Phoma
tracheiphila Kanc. et Ghik. hastalik etmeni olarak kullamlmustir.

Calismalar, Subtropik Meyveler Arastrma ve Uygulama Merkezi,
Biyoteknoloji Laboratuvar: ve seralar1 ile Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi,

Bitki Koruma Bolumu, Mikoloji laboratuvar: ve iklim odasinda yUritalmastr.
. : LR, A DL F o, \

L]
e

MEYER |

Sekil 3.1. Denemede kullanilan limon ¢esitlerine ait fidanlardan goruntiler
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3.2. Metod
3.2.1. Patojenin izolosyonu ve Tams

T. C. Tarim ve Koyisleri Bakanligi Bahge Kultird Arastirma Enstitiisiinde
(Alata-Mersinde) yapilan gozlemler sonucunda Uckurutan Hastaligi ile bulasik
oldugu belirlenen Kitdiken limon cesitlerinden infekteli 1 yagsl stirgunler alinmis ve
alinan bu Ornekler Cukurova Universitesi Subtropik Meyveler Arastrma ve
Uygulama Merkezi Laboratvarlarina getirilip, izolasyon islemi yapilincaya kadar
soguk hava deposunda (+4 °C) muhafaza edilmistir.

Hastalik etmeni fungusun izolasyonu icin gerekli olan kiltir ortanm Patates
Dekstroz Agar (PDA) (Sigma) 39 g/lt oraninda hazirlarip 121°C, 1 atm. basingta 20
dk. stiresince otoklav edildikten sonra steril kabin iginde seril petrilere (9 cm) her
petriye 20 ml PDA ortam: gelegek sekilde dokulmistur. Infekteli dallardan alinan
orneklerin kabuklar: soyulduktan sonra kiiglk parcalara ayrilip steril kabin igerisinde
yuzey sterilizasyona tabi tutulmustur. Y Gizey sterilizasyonu icgin % 96’ lik alkol ve %
2'lik sodyum hipoklorit+Tween 20 kullanilmistir. Bitki 6rnekleri 6nce %96’ lik alkol
icerisinde 1-2 dk. tutulmus daha sonra saf steril su ile yikamp % 2'lik sodyum
hipoklorit+Tween 20 icerisinde 10 dk. bekletilmistir. Bu sire sonunda tekrar saf
steril su ile g kez yikanip filtre kagitlar: Gzerinde iyice kurutulmustur. Kuruyan bitki
ornekleri ortadan uzun bir sekilde ikiye kesilip, i¢ kisimlart PDA ortamina gelecek
sekilde yerlestirilmis ve petri kutularinin etrafi parafilm ile sarilmistir. Hazirlanan
ornekler + 20 °C ye ayarlanms inkiibatér icerisinde kiltiire alinmistir. PDA ortami
Uzerinde gelisen P. tracheiphila bir mantar delici (5 mm ¢apinda) ve 6ze yardim ile
saflagtirmak Uizere tekrar PDA ortaminda alt kultire alinmustir (Sekil 3.2).
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29/11/2007

Sekil 3.2.  Bitki doklarindan izole edilmis P. tracheiphila'nin PDA ortam
Uzerindeki gorinim

3.2.2. Limon Fidanlarinin P. tracheiphilaile inokulasyonu

Petri kutularinda alt kilttre alinarak saflastirilan ve daha sonra ¢ogaltilan P.
tracheiphila; turung anaci Uzerine bir yil 6nce asilanan alti limon cesidine yapay
olarak inokule edilmistir. Fidanlarin as1 yerinin Uzerinden kabuk as1 bicag: ile kesilip
kaldirilmis ve PDA ortaminda gelistirilen P. tracheiphila kiltirinden mantar delici
ve Oze yardimu ile alinan 5mm’lik fungal kdltdr her bir fidana 2 disk olmak Uzere
kabuk altina yerlestirilmistir. Daha sonra asilanan bolge 1slak pamuk ile kapatilip as1
band: ile sarilmistir. Fidanlar sera kosullarinda 3 tekerrlrlt olarak kiltire alinmisg
(Sekil 3.3) ve her giin sera sicakliklar: kaydedilmistir.
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Sekil 3.3. P. tracheiphila ile inokule edilip, sera kosullarinda muhafaza edilen limon
fidanlarindan bir gérintm

Birinci inokulasyonlarin ardindan yaklasik iki ay sonra ayni islemler her
fidanda ikiser dala tekrar uygulanmustir. Sera kousullarinda hava sicakligimin artmasi
nedeni ile P. tracheiphila gelisimi yavaslayacag: icin her cesitten tger fidan iklim
odasinda alinip, sicaklik P. tracheiphila gelisimi icin optimum sicaklik olan + 20
°C'ye ayarlanmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. P. tracheiphila ile inokule edilip, +20 °C iklim odasinda muhafaza edilen
l[imon fidanlarindan bir gértinim
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3.23.Limon Cessitlerinde Bulunan Hesperidin ve Limonin Miktarlarinn

Bdirlenmes

3.2.3.1. Bitki Orneklerinin Alinmass Sirasinda Dikkat Edilen Husudar ve

Orneklerinin Hazirlanmas

Yapay inokulasyon islemi sonrasinda limon c¢esitlerinin goérilmesi ile
ornekler alinmaya baglanmistir. Ornekler fidanlarin yaprak, dal ve gévde olmak
uzere g farkli kismindan alinmustir. infekteli fidanlardan orneklerin aldigi zaman
saglikl1 fidanlarda da ornekler alinmistr. Saglikli ve P. tracheiphila ile yapay olarak
inokule edilen limon fidanlardan oOrneklerin alinmasi sirasinda Cizelge 3.1 de
belirtilen hususlara dikkat edilmistir.

Cizelge 3.1. Hesperidin ve limonin miktarlarinin belirlenmesi igin saglikli limon
fidanlarindan drneklerin alinmasinda dikkat edilen hususlar

Saglikhi fidanlardan P. tracheiphilaile infekteli
fidanlardan
- Ortayagli - Ortayagli
- Uzerinde herhangi bir hastalik | - Simptomlarin géruldigu
Yaprak veya zararl_| simpt9mu - Kurumamis
gozlemlenmemis, saglikli
yapraklar
- 4 -5 mm ¢apinda - 4 -5 mm ¢apinda
Dal - Uzerinde herhangi bir hastalik | - Simptomlarin géruldigu
veya zararl simptomu | - Tamamen kurumamig
gozlemlenmemis, saglikli
- 8 —9 mm ¢apinda - 8 —9 mm ¢apinda
- Asgl yerinin Uzerinden - Simptomlarin goéruldiugu
Gévde - Uzerinde herhangi bir hastalik | - Tamamen kurumamis
veya zararli simptomu | - inokulasyon noktasinin tizerinden
gozlemlenmemis, saglikli

Saglikli ve P. tracheiphila ile infekteli limon fidanlarindan alinan 6rnekler
laboratuvar kosullarinda bisttrti yardimi ile kiigik parcalara (yaklasik 0.5-1 mm)
kesilerek analiz icin hazir hale getirilmistir. Hazirlanan érnekler analiz yapilincaya
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kadar muhafaza edilmek icin 50 ml’lik tdpler icerisine alinmis ve extraksyon
islemleri yapilincaya kadar — 20 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. Limon Orneklerinde Hesperidin ve Limonin Miktarlarimn Belirlenmesi
icin HPLC Kalibrasyonu

Saglikl1 ve P. tracheiphila ile infekteli [imon bitkilerinin bunyesinde bulunan
hesperidin (Sigma) ve limonin (Sigma) miktarlarinin belirlenmesi 6ncesinde her ki
fenolik bilesik icinde kaliprasyon egrilerinin cizilmesi gerekmektedir. Bu nedenle her
ikiside asetonitril de cOzdurilip kaliprasyon icin farkli konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan standarlar SB C-18 (10 cm, 4.6 mm x 50 mm) kolonu ve
15:2:2:1 oranlarinda karistirilan Ultra safsu: Methanol: Asetonitril: Asetik asit iceren
solvent kullamilarak Sekil 3.5.de de gorulecegi gibi HPLC de analiz edilmistir.
Hesperidin analizleri srrasinda dalga boyu 280 nm, kolon sicakhgi da 40 C”ye
ayarlanmig ve 15 dk. slresince analiz edilmistir. Limonin analizleri sirasinda ise
dalga boyu 207 nm'ye, kolon sicakligi da 30 C*ye ayarlanip yine 15 dk. siiresince
analiz edilmistir ve kaliprasyon egrileri olusturulmustur.

Sekil 3.5. Analizler sirasinda kullamlan HPL C’ den bir goértinim
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3.2.3.3. Hesperidin ve Limonin Miktarlarinin HPLC Teknigi ile Belirlenmes

Saglikli ve P. tracheiphila ile infekteli limon gesitlerinden alinan 6rneklerde
hesperidin ve limonin miktarlarinin belirlenmesi sirasinda ekstrelerin hazirlanmasi
icin 3.2.3.1. de belirtildigi sekilde yaparak, dal ve govde ornekleri alinmistir. Alinan
her bir ornekten 0.5 g. tartilip Uzerine 2 ml Dimethoxy Sulfoxide (DMSO)
eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler 2 saat boyunca 225 rpm’ de ¢alkalayicida
calkalanarak ekstre edilmis ve bu siire sonunda siispansiyon filtreden (0.22 mm)
gecirilerek HPLC siselerine (1.5 ml) aktarilmistir. Analiz igin hazir hale gelen
ornekler 3.2.3.2. de belirtilen solvent ve kolon kullamlarak analizler yapilmstir.
Ayni zamanda hesperidin ve limonin miktarlarinin belirlenmisi sirasidan her biri igin
gerekli olan dalga boyu, kolon sicakligi ve siire de 3.2.3.2. de belirtildigi sekilde
ayarlanmis ve analizler yapilmistir (Del Rio ve ark, 2003). Analiz sonucunda elde
edilen degerler varyans analizine (ANOV A) tabi tutulmus ve uygulamalar arasindaki
fark % 5 6nem diizeyinde LSD coklu testi ile belirlenmistir. Istatistiki analizler
COSTAT paket programu ile yapil mistir.

3.24. Hesperidin ve Limoninin  Farklh  Konsantrasyonlarinin  P.
tracheiphilasmin  Misdliyal Gelisimi Uzerine Etkileri ve Yiizde
Engelleyicilik Miktarlar

Farkli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 ppm) hesperidin ve
l[imoninin igeren ortamlardaki P. tracheiphila misellerinin gelisiminin belirlenmesi
srasinda her konsantrasyon igin 3 tekerrir ve kontroldan olusan deneme
kurulmustur. Denemenin kurulmas: sirasinda;
a. Hazirlana PDA ortam tiipler icine konulmus ve 121°C de 1 atm. basincta
20 dk. siresince otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutulmustur.

b. Otoklav islemi sonrasinda hazirlanan tipler igerinde bulunan PDA
ortaminin donmasini 6nlemek icin su banyosu 52 °C'ye ayarlanip tiipler
su banyosuna yerlestirilmistir.
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c. Soguk sterilizasyon islemine tabi tutulan hesperidin ve limonin stoklari
steril kabinde, istenilen konsantrasyonlari saglayacak miktarlarda PDA
ortamlarina eklenmistir.

d. Farkli miktarlarda hesperidin ve limonin iceren PDA ortamlarinin
homejen karisimimi saglamak amac ile 1-2 dk. stiresince 1800 devirde
worteks de karistirilmistir ve 5 cm ¢apindaki petrilere dokilmus ve
sogumaya birakil mistir.

e. Soguyan PDA ortamu igerisine 10 gunlik P. tracheiphila kdlturlerini
iceren 3 mm capinda diskler yerlestirilmis ve 20 °C de kiiltiire alinmustur.

Kurulan denemede kontrol petrilerinde P. tracheiphila tim petriyi kapladig:

zaman farkli konsantrasyonlardaki P. tracheiphila gelisimi ol¢ulmus ve yizde etki
belirlenmistir. YUzde etkinin belirlenmesinde A bolt formult kullanilmis ve farkl:

konsantrasyonlarin karsilastirilmas: bu dogrultuda yapilmistir. (Fourie, 2004)
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Patojenin izolasyonu ve Tams

P. tracheiphila ile infekteli 1 yash surginlerden alinan Kitdiken limon
cesitleri PDA ortaminda izole edilmis, saflastirilmustir ve bu orneklerden alinan
preparatlar 151k mikroskobunda incelenmistir. Orneklerin incelenmesi sirasinda
piknidyumlarin ~ sertligine, piknidiosporlarin  ¢ikisina,  sekline  biyuklugline
bakilmistir. Aymi zamanda fiolitler ucunda olusan fioloconidilerin varligi gibi
Ozelliklerde incelenmistir (Barnett ve Hunter, 1972). BOylece alinan drneklerin P.
tracheiphila olup olmadigi dogrulanmistir. Saflastirilan bu kdlturlerden diskler
alinarak belirlenen limon gesitleri hastalik etmeni ile yapay olarak inokule edilmistir.
inokulasyon sonrasida bitki dokularinda geliserek limon cesitlerde simptomlarin
olusmasina neden olmustur. Simptimlar gérildikten sonra 1 yasl dallardan ornekler
alinarak re-izolasyon yapilmistir ve hastalik etmeni saflastirilmistir. Boylece elde
edilen kaltdrler in vitro calismalarda kullaniimak tizere hazir hale getirilmistir.

4.2. Limon Cesitlerinin P. tracheiphila’ ya Kars1 Duyar hiliklary

Yediveren, Euroka, Enterdonato, Tatli limon, Kutdiken, Meyer limon
ceditlerine hastalik etmeni P. tracheiphila yapay olarak inokule edilmistir. Govdeden
yapilan ilk inolayonlarin ardindan iki ay sonra her fidanda ikisey dala ikinci
inokulasyonlar yapilmistir. Ilk simptomlar ilk inokulasyon 78 giin (2.5 ay) sonra
gozlemlenmistir.

Ilk simptomlar oncelikle duyarl: gesitler arasinda yer alan Kitdiken limon
cesidinde goérilmeye baslanmistir. Simptomlar tamamen gozlemleninceye kadar
sirekli  kontrollere devam edilmistir. inokulasyondan 1 ay sonra infeksiyon
bolgesinde pamuk Uzerinde renk degisiklikleri gortlmeye baslamistir (Sekil 4.1.).
Inokulasyon bolgesinde gelismeye baslayan fungus, bir iletim demeti hastalig:
olmasi nedeniyle ksilem dokularini tikamustir. Bunun sonunda da bitki Ust
kissimlarindan baslayarak yapraklarda simirlart  belli  olmayan sararmalar
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gozlemlenmis (Sekil 4.2.) ve ilerleyen asamalarda bu yapraklar yaprak sapi1 dal
Uzerinde kalacak sekilde dokulmeler seklinde hastalik kendini gbstermistir (Sekil
4.3). Hagsaigin daha fazla ilerlemesi ile yaprak saplari sararip kurumus ve
dokulmuslerdir (Sekil 4.4.). Hastaligin ilerleyen asamalarinda ise ugtan baslayarak
stirgiinlerin kurudugu ve bitkinin oldigii gozlemlenmistir (Sekil 4.5). infekteli dallar
ortadan kesildigi zaman iletim demetlerinin turuncumsu bir renk aldigida belirgin bir
sekilde gozlemlenmistir. (Sekil 4.6.)

Sekil 4.1. P. tracheiphila ile yapay inokulasyondan bir ay sonra limon fidam
infeksiyon bdlgesinde gorilen renk degisimlerinden bir goriniim
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Sekil 4.2. P. tracheiphila ile yapay inokulasyon sonrasinda yapraklarda
gozlemlenen sinirlar1 belli olmayan sararmalara ait bir gorunim

Sekil 4.3. P. tracheiphila ile yapay inokulasyon sonrasinda yaprak sapi dal Uizerinde
kalacak sekilde yapraklarin dokilmesine ait bir gériinim
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Sekil 4.4. P. tracheiphila ile yapay inokulasyon sonrasinda yaprak saplarindaki
sararma ve kurumalara ait bir gorunim
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Sekil 4.5. P. tracheiphila ile yapay inokulasyon sonrasinda siirgiin uclarindan
baslayan kurumalara ait bir gériniim
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Sekil 4.6. P. tracheiphila ile yapay inokulasyon sonrasinda évdenin enine kesitinde
iletim demetlerinde go6zlemlenen turuncumsu renklenmelerine ait bir
gorinim

Yapilan calismada cesitler arasinda simptomlarin gérilme zamanlar: ve
hastaliktan etkilenme dereceleri arasinda farklhiliklar oldugu tespit edilmistir. Bu
dogrultuda yapay inokulasyon sonrasinda hastalik yogunlugunun; + 20 °C iklim
odasinda kultire alinan cesitlerden; Kitdiken limon g¢esidinde simptomlarin daha
erken ve daha yogun oldugu, Yediveren ve Euroka limon cesitlerinde Kiitdiken

limon ¢esidine oranla daha az simptomlarin gérildiugi belirlenmistir. Buna ragmen
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Enterdonato ve Meyer limon cesidlerinde simptomlarin daha ge¢ ve daha az oldugu,
Tath limon cesitinde ise yok denecek kadar az simptomlarin goruldigi
belirlenmistir.

Bu dogrultuda dayanikl1 ve duyarl: ¢esitler arasindaki farkliliklar Sekil 4.7’ de
belirgin olarak gorilmektedir. Ayni sekilde Sekil 4.8 de dayanikl1 bir ¢esit olan Tath
limon ile duyarli bir ¢esit olan Kitdiken arasinda gorilen simptom farkliliklar
cesitler arasindaki farklari belirgin olarak ortaya koymaktadir.

Sekil 4.7. P. taracheiphila ile yapay inokulasyon sonrasinda limon cesitleri arasinda
gozlemlenen simptomlardaki farkliliklar; 1. Tathh Limon, 2. Meyer,
3. Enterdonato, 4. Euroka, 5. Yediveren, 6. Kutdiken
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Sekil 4.8. P. tracheiphila yapay inokulasyon sonrasinda 1. Tath Limon ve
2. Kutdiken limon gesitleri arasindaki simptomolojik farklara ait gérinim

Pionnat (1982) ve Cutuli ve ark. (1984)' min yaptiklar: calismalarda Sovyetler
Birliginde Meyer limon gesidinin; Israil ve Fransa’da ise Enterdonato limon
cesidlerinin Uckuran Hastaligi’ na karsi dayanmikli oldugunu belirlemislerdir. Y apilan
bu calismada ise Meyer limon cesidinin Tatlh limon kadar olmasa da dayanikli
oldugu fakat Entordanato limon ¢esitinin ise Meyer limon ¢esidinden daha duyarli
oldugu tespit edilmistir.

Yapilan benzer bir calismada Tatli limon cesidinin dayanikli oldugunu
belirlenmistir (Tuzcu ve ark, 1989). Bu calismada ise Tuzcu ve ark.’nin belirledigi
gibi Tath limon c¢esidinin Uckurutan Hastaligi'na karsi dayamkli oldugu
belirlenmistir. Tuzcu ve ark, yaptiklart ayni ¢calismada Enterdonato limon ¢esidinin
duyarli, Euroka ve Kitdiken cesidlerinin ise ¢ok duyarl: olduklari belirlenmistir.
Tuzcu ve ark.’nin yaptiklar: calisma sonucunda elde ettikleri sonuclarin bu calisma
ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
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Farkli bolgelerde yapilan ayni calismalar sonucunda cesitlerin farkli tepkiler
gbgtermesi P. tracheiphila’ mn zarar olusturma derecesinin bolgelere gore farklilik
gogerdigini de agikca ortaya koymaktadir.

Yapilan bu calismadada yapay inokulasyon sonrasinda sera kosullarinda
kiiltire ainan limon cesitlerinde sicakhgin 30 °C iizerine cikmasiyla; hastalik
gelisiminin ¢ok yavasladigi ve simptomlarin sadece ilk belirtilerinin Kitdiken ve
Yediveren cesitlerinde goruldigl belirlenmistir. Diger cesitlerde ise simptomlarin
disUk oranlarda ve daha ge¢ dénemlerde ortaya ¢iktigi kaydedilmistir.

Fakat yapay inokulasyon sonrasinda + 20 °C'deki iklim odasina alinan
fidanlarda hastalik gelisimi igin optimum sicakligin saglanmasi nedeni ile P.
tracheiphila gelisimi tim cesitlerde gozlemlenmistir. Fakat yukarida da belirtildigi
gibi ilk simptomlarin gézlemlenme zamanlar1 ve g¢esitlerin hastaliktan etkilenme
dereceleri arasinda farkliliklar oldugu kaydedilmistir.

Bu nedenle calismamin esas amaci olan infeksiyon sonrasinda bitki
blnyesinde bulunan hesperidin ve limonin miktarlarimn degisiminin belirlenmesi ile
ilgili yapilacak calismalarda ihtiyagc duyulan bitki 6rnekleri + 20 °C deki iklim
odasinda bulunan fidanlardandan saglanmustir.

4.3. P. tracheiphila Ile infekteli ve Saghkh Limon Cesitlerinde Hesperidin ve
Limonin  Miktarlarmin  Belirlenmes ve Yiuzde Artislarimin

Karsilastirnlmas

4.3.1. Limon Orneklerinde Hesperidin ve Limonin Degerlerinin Belirlenmesi icin
HPL C Kalibrasyon Egrileri

Limon cesitlerinden P. tracheiphila ile infekteli ve saglikli bitkilerden
ornekler alinarak hazirlanan ekstratlar HPLC'de analiz edilmisitr. Fakat analiz
oncesinde hesperidin ve limonin icin Sekil 4.9 ve Sekil 4.10 da verildigi sekilde
kalibrasyonlar: olusturulms ve kalibrasyon egrileri cizilmistir.
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HESPEREDIN, VWAWD1 A

Area = 2150.99083*Ant +0
Area - Rel. Res%(2): 40.795

300000 |

200000

100000

0 Correlation: 0.99917

I T T T T T I |
0 100 Armountimg/mi]

Sekil 4.9. Hesperidin standartlarina ait kalibrasyon egrileri

Limonin, VWD1 A
Area = 3658*Amt +10

Area 1 Rel. Res%(1): -2.7263-1
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Sekil 4.10. Limonin standartlarina ait kalibrasyon egrileri
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4.3.2. Limon Orneklerinde Belirlenen Hesperidin ve Limonin Miktarlar1 ve

Bunlarin Ylzde Artislarimin K arsilastirilmas

Yapay inokulasyon teknigi kullamlarak P. tracheiphila ile infekte edilen
Y ediveren, Enterdonato, Euroka, Tatli limon, Meyer ve Kitdiken cesitlerinden ve bu
gesitlerin saglikli fidanlarindan yaprak, dal ve govde Ornekleri alinarak HPLC'de
hesperidin ve limonin miktarlari belirlenmistir.

Yapilan analizler sonucunda saglikli ve hasta fidanlardan elde edilen
hesperidin miktarlar1 Cizelge 4.1. de verilmistir. S6z konusu cizelge incelendigi
zaman saglikli ve hasta orneklerin yaprak, dal ve govdelerinde belirlenen toplam
hesperidin miktarinin sirasiyla dal 6rneklerinde en yiksek degerlerde oldugu, yaprak
orneklerinde ise toplam hesperidin miktarinin gesitlere gore degismekle birlikte daha
disUk oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Limon cssitlerinde infeksiyon oncesinde ve sonrasinda belirlenen

hesperidin miktarlari1 (mg/g)
. YAPRAK DAL GOVDE
CESITLER
Saghikh Hasta Saghikh Hasta Saghikh Hasta
Yediveren 085 b* 200 a 502 a 725 b 048 b 0.64 c
Euroka 1.00 a 150 b 313 b 6.62 ¢ 1.77 a 240 a

Enterdonato 0.19 e 0.69 c 1.26 d 466 d 0.19 d 1.01 c¢

Tath Limon 029 de 148 b 1.13 e 7.67 a 0.38 ¢ 2.37 a

Meyer 035 cd 09 c 257 c 740 ab| 034 c 1.76 b

Kitdiken 047 c 0.70 c 1.17 e 237 e 051 b 0.56 c
*.SD: 0.05

Ornek alinan tim gesitlerde her lic kisminda da (yaprak, dal ve govde)
infeksiyon sonrasinda hesperidin degerlerinde artis oldugu ve bu artis miktarlarinin
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ise gesitler arasinda farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Cizelge 4.2 de de gorilecegi
gibi inokulasyon sonrasinda bitki blnyesinde goézlenen artislar dogrultusunda,
hesaplanan ytizde miktarimin dayanikli, orta dayanikli, duyarli ve c¢ok duyarli
cesitlerde artis olmasina ragmen daynikli cesitlerde en yiksek degerlerde artis
oldugu belirlenmistir.

Bu dogrultuda infeksiyon sonrasinda yapraklarda hesperidin miktarlarinda
yuksek oranlarda artis oldugu Cizelge 4.2 ve Sekil 4.11. de belirgin bir sekilde
gorilmekedir. Buna gore; Tath limon cesidinde % 410.3 artis oldugu, Enterdonato,
Meyer ve Y ediveren cesitlerinde sirasiyla % 263.2, % 171.4 ve % 135.3 oranlarinda
artig oldugu belirlenmistir. Kitdiken ve Euroka ¢esitlerine bakildig: zaman ise yuzde
artis miktarlarinin digerlerine oranla distigl ve sirasiyla % 63.8 ve % 50.0
oranlarinda oldugu belirlenmistir.

P. taracheiphila ile infeksiyon sonrasinda dallarda gorilen hesperidin yiizde
artis miktarlar1 yine Cizelge 4.2 ve Sekil 4.11 de verildigi sekildedir. S6z konusu
cizelge ve grafik incelendigi zaman gesitler arasindaki farkliliklar yine agikca ortaya
cikmaktadir. Tath limon gesidinde % 578.8 artis olurken sirastyla Enterdonato,
Meyer ve Euroka cesitlerinde %269.8, % 187.9 ve % 111.5 oranlarinda artis oldugu
belirlenmistir. Bunun yamnda duyarli cesitler arasinda yer alan Kitdiken ve
Yediveren cesitlerinde ise sirasiyla, % 102.6 ve % 44.4 oranlarinda artis
gbzlemlenmesine ragmen dayanikl: ¢esitler kadar artis gozlemlenmemistir.

Infeksiyon sonrasinda gozlemlenen artislara bakildigi zaman ise cesitler
arasinda yine belirgin farklarin oldugu gorilmektedir. Tatli limon gesitlerinde
hesperidin ylzde artis miktarlarimin % 523.7 gibi yuksek miktarlarda belirlenmesine
ragmen Enterdonato ve Meyer cesitlerinde sirastyla % 431.6 ve % 417.6 oramnda bir
artig oldugu bunu takibende Euroka, Y ediveren ve Kitdiken gesitlerinde de sirasiyla
%35.6, % 33.3 ve % 15.7 oranlarinda artis oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Limon gssitlerinde infeksiyon Oncesinde ve sonrasinda belirlenen
hesperidin miktarlarinin karsilastirilmasi (%)

CESITLER YAPRAK DAL GOVDE
Yediveren 135.3 44.4 33.3
Euroka 50.0 111.5 35.6
Enterdonato 263.2 269.8 431.6
Tath Limon 410.3 578.8 523.7
M eyer 171.4 187.9 417.6
K utdiken 63.8 102.6 15.7
600
500
400 N
g 3001 @ YAPRAK
= m DAL
2001 0GOVDE
100
0.
Yediveren  Euroka  Enterdonato TatliLimon  Meyer Kutdiken
Limon Cegitleri

Sekil 4.11. Limon cesitlerinin infeksiyon dncesinde ve sonrasinda yaprak, dal ve
gbvde biinyesinde belirlenen hesperidin ytizde artis miktar

Yediveren, Enterdonato, Euroka Tatli Limon, Meyer ve Kitdiken limon
cesitlerinde infeksiyon dncesi ve infeksiyon sonrasinda yaprak, dal ve govdeden
alinan bitki 6rnekleri ile belirlenen hesperidin miktarlar: ve bunlarin ytizde artislari,
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infeksiyon sonrasinda hesperidinin bitki biinyesinde aktif olarak harekete gectigini ve
bitkinin savunma mekanizmasinda gorev aldigim ortaya koymaktadir. Bunun
sonucunda yuksek miktarlarda hesperidin sentezlenen cesitlerin dayanikli ve orta
dayanikl1 gesitler arasinda yer aldigi ve infeksiyon sonrasinda ¢ok fazla simptomlarin
gorilmedigi cesitler olduklari; distk oranlarda sentezlenen yani ylzde artis
miktarimin daha az oldugu kaydedilen cesitlerin ise duyarli veya c¢ok duyarli
cesitlerin oldugu kaydedilmistir. Y Uizde artis oranlarimin daha az oldugu cesitlerde ise
inokulasyon sonrasinda hastalik simptomlarinin belirgin  olarak gozlemlendigi
kaydedilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen sonuglarin Ben-Aziz (1967)'in Tanjerin
kabuklarinda P. tracheiphila'ya karsi hesperidinin fungustatif etkisinin
belirlenmesinde elde edilen sonuglar ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Ayni sekilde Del Ri‘o ve ark. (2004)'nin turuncgil kabuklarinda yapms
olduklar1 benzer bir ¢alismada hesperidinin bu ¢alismada elde edilen sonuclar gibi,
farkli bir hastalik etmeni olsa bile, Phytophthora citrophthora ile infeksiyon
sonrasinda artis gosterdigi belirlemislerdir. Ortun™o ve ark., 2005'de farkli turuncgil
gesitlerinin kabuklarinda yaptigi benzer bir c¢alismada hesperidinin Penicillium
digitatuma karsi savunma mekanizmasinda dnemli rol oynadigi ve infeksiyondan
sonra artis gosterdigi belirlenmistir.

Daha Once de yapilan bircok calismada da portakal ve limon cesitlerinde
yogun bir sekilde limonin bulundugunu belirlenmisitr. Bu calisma kapsaminda
Cizelge 4.3 de verilen sonuglara bakildigi zaman hem saglikli hem de P. tracheiphila
ile infekteli Yediveren, Enterdonato, Euroka, Tatli limon, Meyer ve Kitdiken limon
cesitlerinin yaprak, dal ve govdelerinde yiksek miktarlarda limonin bulundugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Limon cssitlerinde infeksiyon oOncesinde ve sonrasinda belirlenen
l[imonin miktarlar1 (mg/g)

) YAPRAK DAL GOVDE
CESITLER
Saglikh Hasta Saglikh Hasta Saglikh Hasta
Yediveren 029 e* 059 e | 1570 a 3080 b 0.72 e 1.36 e
Euroka 077 b 150 ¢ 286 e 532 e 1.14 d 219 d

Enterdonato 059 c 2.17 b | 1560 a 36.00 a 3.01 a 6.63 b

Tath Limon 0.50 d 215 b 7.83 b 19.80 c 189 b 10.00 a

Meyer 0.28 e 1.19 d 383 ¢ 8.13 d 129 c¢ 501 ¢

Kutdiken 1.42 a 3.01 a 3.25 d 452 f 1.16 d 216 d
*L.SD: 0.05

Alinan 6rneklerle yapilan analizler sonucunda belirlenen yiizde artis miktarlar:
Cizelge 4.4 de ve Sekil 4.12 de verildigi sekildedir. Buna gore; Y ediveren;
Enterdonato, Euroka, Tatli Limon, Meyer ve Kitdiken ¢esitlerinin yaprak analizleri
sonuglarina baktigmiz zaman saglikli ve hastalikli cesitler arasinda ylzde artis
miktarlarinin en fazla sirasiyla % 330 ve % 325 artisla Tathh Limon ve Meyer
¢esidinde oldugu, bunu takiben sirastyla Enterdonato, Kitdiken, Yediveren ve
Euroka cesitlerinde % 267.8, % 111.9, % 103.5 ve % 94.8 oranlarinda artis oldugu
ortaya cikartmustir.

SOz konusu Cizelge ve Sekilde de gorilecegi gibi dal érneklerinden alinan
sonuclarda, cesitler arasinda en fazla ytzde artisinin % 152.2 oranla Tatli Limonda
oldugu, bunu sirastyla % 130.3 oranla Enterdonatanin, % 112.3 oranla Meyer, %
94.9 oranla Yediveren, % 86.0 Eurokanin ve % 39.1 oranla Kutdiken gesitlerinin
izledigi belirlenmistir.

Analiz sonuclarinda gévdeden elde edilen sonuglara bakildigi zaman ise en
fazla limonin artis miktarinin yine % 429.1 oranla Tath Limon c¢esidinde, bunu
takiben ylzde artis oranlarimin Meyer de % 288.4 ve Enterdonata da % 120.3
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oranlarinda oldugu belirlenmistir. Euroka, Yediveren ve Kitdiken cesitlerine
bakildigi zaman ise sirasiyla %92.1, % 88.9 ve % 86.2 oranlarinda artis oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Limon gssitlerinde infeksiyon Oncesinde ve sonrasinda belirlenen
l[imonin artis miktarlarinin karsilastirilmasi (%)

CESITLER YAPRAK DAL GOVDE
Yediveren 103.5 94.9 88.9
Euroka 94.8 86.0 921
Enterdonato 267.8 130.3 120.3
Tath Limon 330.0 152.2 429.1
M eyer 325.0 112.3 288.4
K utdiken 111.9 39.1 86.2
4501
4001
3501
3001
2 x0]
< @ YAPRAK
< 200
S B DAL
1501 0 GOVDE
100
501
0,
Yediveren  Euroka Enterdonato TatliLimon  Meyer  Kitdiken
Limon Cesitleri

Sekil 4.12. Limon c¢esitlerinin infeksiyon dncesinde ve sonrasinda yaprak, dal ve
gbvde biinyesinde belirlenen hesperidin ytizde artis miktar

37



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Konce BAYDAR

P. tracheiphila ile infekteli ve saglikli limon cesitlerinde belilenen limonin
degerleri sonucunda hesaplanan ylzde artis miktarlarina bakildigi zaman artis
oranlarinin yiksek oldugu ve infeksiyon sonrasinda limonin aktif rol oynadig: agikca
ortaya cikmaktadr.

Roy ve Sarat (2006) ve Chutia ve ark. (2009) tarafindan yapilan benzer
calisgmlardan elde edilen sonuclara bakildigi zaman ise bu calisma ile benzerlik
gogerdigini ve limonin benzer sekilde antifungal 6zellik gosterdigi belirlenmistir.

Y apilan analizler sonucunda hesperidin ve limonin degerleri karsilastirildig:
zaman Y ediveren limon gesidinden alinan saglikli ve hastalikli yaprak érneklerinde
hesperidin miktarlarimin ve ylizde artis miktarlarinin daha yiksek oldugu, dal ve
gbvde Orneklerinde ise saglikli ve hastalikli fidanlarda limonin miktarlarimn ve
ylzde artis degerlerinin daha yiksek oldugu belirlenmistir.

Euroka limon gesitlerinde belirlenen hesperidin ve limonin sonuglarina bakildig:
zaman ise yaprak Orneklerinde saglikli fidanlardan alinan 6rneklerde hesperidin
miktarinin daha yiksek oldugu, fakat yuzde artis miktarimin limoninde daha fazla
oldugu belirlenmistir. Dal drneklerine bakildigi zaman ise hem saglikli ve hastalikl
orneklerde belirlenen miktarlarin, hem de infeksiyon sonrasinda gozlemlenen yizde
artis miktarlarina bakildigr zaman hesperidin miktarimin daha yiksek oldugu tespit
edilmistir. GOvde orneklerinde ise saglikli ve hastalikli fidanlarda alinan drneklerde
belirlenen hesperidinin miktarinin daha yiksek olmasina ragmen, ylzde artis
miktarinin limoninda daha fazla oldugu belirlenmistir.

Enterdonata limon ¢esitinde saglikli ve hastalikli fidanlarda alinan yaprak
orneklerinde belirlenen hesperidin ve limonin miktarlarina bakildigi zaman,
orneklerde limonin daha fazla oldugu, ayni zamanda ylzde artis miktarimn da
l[imoninde daha fazla oldugu belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda dal ve
gbvde Orneklerinde belirlenen sonuglara bakildigi zaman ise saglikli ve hastalikl
orneklerde limonin miktarimn daha yiksek oldugunun belirlenmesine ragmen yuizde
artis miktarinin hesperidinde daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Tath limon cesidinde yaprak, dal ve govde oOrneklerinde yapilan analizler
sonucunda limonin degerlerinin daha yiksek oldugu, fakat buna ragmen yaprak, dal
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ve govde orneklerindeki yuzde artis miktarinin hesperidinde daha fazla oldugu
belirlenmistir.

Meyer cesitinden alinan Orneklerde yapilan analiz sonuclarinda ise saglikli
fidanlardan alinan yapraklarda hesperidin miktarinin daha yiuksek olmasina ragmen
hastalikl1 fidanlardan alinan yaprak orneklerinde limonin miktarimin daha yuksek
oldugu belirlenmis, fakat ylzde artis miktarlarina bakildigi zaman limoninin yizde
artis miktarinin hesperidinden daha fazla oldugu belirlenmistir. Dal ve govde
orneklerine bakildigi zaman ise bitki bunyesinde limonin miktarlarimin daha yiiksek
olmasina ragmen yuzde artis miktarlarinin hesperidinin daha fazla oldugu tespit
edilmistir.

Kitdiken cgesidinden saglikli ve hastalikli fidanlardan alinan yaprak, dal ve
govde orneklerinde limonin miktarinin, hesperidin miktarindan yiksek oldugu, ayni
zamanda yaprak ve govde Orneklerinin yizde artis miktarimin da limoninde daha
fazla oldugu fakat dal drneklerinde yizde artis miktarimin hesperinde daha yuksek
oldugu belirlenmistir.

Bu dogrultuda her iki fenolik bilesikde de diger cesitlerle karsilastirildig:
zaman en fazla ylzde artisin Tath Limon c¢esidinde oldugu belirlenmistir. Sz
konusu c¢esidin hesperidin ve limonin artis degerleri karsilastirildigi zaman ise
hesperidin degerlerinde limoninden daha fazla oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5de de gorllecegi gibi her iki fenolik bilesinde infeksiyon
sonrasinda artis gosterdigi belirlenmistir. Fakat artis oranlarinda farkliliklar oldugu,
baz1 gesitlerde hesperin daha yiiksek oranlarda olurken bazi ¢esitlerde limonin daha
ylzde artis gosterdigi belirlenmistir. Diger cesitler arasinda ve bu cesitlerin yaprak,
dal ve govde ornekleri arasindaki farkliliklar Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15 da
belirgin olarak goralmektedir.
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Cizelge 4.5. Limon gssitlerinde infeksiyon Oncesinde ve sonrasinda belirlenen
[imonin ve hesperidin artis miktarlarimin karsilastirilmasi (%)

. YAPRAK DAL GOVDE
CESITLER
HESPERIDIN  LIMONIN | HESPERIDIN LIMONIN | HESPERIDIN LiMONIN
Yediveren 135.3 103.5 44.4 94.9 33.3 88.9
Euroka 50.0 94.8 111.5 86.0 35.6 92.1
Enterdonato 263.2 267.8 269.8 130.3 431.6 120.3
Tath Limon 410.3 330.0 578.8 152.2 523.7 429.1
Meyer 171.4 325.0 187.9 112.3 417.6 288.4
Kutdiken 63.8 111.9 102.6 39.1 15.7 86.2
450
400
350
300
ur
= 250
= —
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100
501
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Sekil 4.13. Limon ¢esitlerinde infeksiyon éncesinde ve sonrasinda belirlenen limonin
ve hesperidin artis miktarlarimin yaprak orneklerinde karsilastirilmas:
(%)

40



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Konce BAYDAR

600+

5001

4001

mHESPERIDIN
m LIMONIN

% Artis
w
S

2001

1001

Yediveren  Euroka  Enterdonato Tatlilimon  Meyer Kiitdiken
Dal

Sekil 4.14. Limon ¢esitlerinde infeksiyon 6ncesinde ve sonrasinda belirlenen limonin
ve hesperidin artis miktarlarinin dal 6rneklerinde karsilastirilmast (%)
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Sekil 4.15. Limon ¢esitlerinde infeksiyon 6ncesinde ve sonrasinda belirlenen limonin
ve hesperidin artis miktarlarimin goévde 6rneklerinde karsilastirilmasi

(%)
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4.4. Hesperidin ve Limoninin Farkh Konsantrasyonlarimn P. tracheiphila

Gelisimine Etkileri ve Yuzde Engelleyicilikleri

Farkli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 ppm) hesperidin ve
l[imonin iceren PDA ortamlarinda P. tracheiphila’ nin gelisim miktarlar ve ytizde etki
degerleri belirlenmis.

Kurulan denemede kontrol petrileri icinde bulunan Phoma tim petriyi
kapladigi zaman o6lcumler yapilmis ve farkli konsantrasyonlardaki hesperidin ve
l[imoninlerde gelisim yar1 ¢aplari mm cinsinden olgilip Cizelge 4.6 da verildigi
cekilde belirlenmistir. Ortamda bulunan hesperidin ve limonin konsantrasyonlarinin
artmasi ile P. tracheiphila gelisiminin azaldigi gozlemlenmistir. Hesperidin ve
limoninin farkli konsantrasyonlar: karsilastirildigi zaman ise aralarinda fakliliklar
oldugu limoninde Phoma gelisimin daha az oldugu belirlenmistir. Hesperidin de 1
ppm konsantrasyonunda 21,4 mm vyaricapinda gelisen Phoma, 5 ppm
konsantrasyonunda 21,3 ve 10 ppm konsantrasyonda da 20,5 mm yaricapinda
gelisme oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara bakildigi zaman 1, 5 ve 10 ppm
konsantrasyonlarda, kontrol gelisim yarigap: ile karsilastirildigi zaman hesperidinin
hastalik gelisimine ¢ok fazla etkisi olmadig: belirlenmistir. Fakat 25, 50, 75 ve 100
ppm gibi yuksek konsantrasyonlarda gelisime bakildigi zaman ise hastalik gelisimine
olan etkiler belirgin olarak ortaya gikmaktadir. 25 ppmde 18 mm yarigapinda gelisme
olurken 50 ppm de 13.95 mm, 75 ppmde 11.25 mm ve 100 ppmde de 9.25 mm
yarigapinda gelisme olmustur.

Hesperidinin farkli konsantrasyonlarinda gdzlemlenen P. tracheiphila
gelisimi konsantrasyonlar arasindaki farki belirgin olarak ortaya koymaktarr. (Sekil
4.16)
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Sekil 4.16. Farkli hesperidin konsantrayonlarinin P. tracheiphila gelisimi (zerine
olan etkilerine ait bir gérinim

Hesperidinde oldugu gibi limoninin farkli konsantrasyonlarida P.
tracheiphila gelisimi Uzerine farkl: etkiler gostermistir. Konsantrasyonlar arttikca
Phoma gelisim yaricapinin azaldigi belirlenmistir. Bu dogrultuda 1 ppm de 21.83
mm yarigapinda olan Phoma gelisimi 5 ppm de 18.67 mm yarigapina ulagsmistir. 10
ppm ve 25 ppm de ise gelisim miktarlarinin sirasi ile 15.67 mm ve 15.58 mm oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuglara bakildigi zaman ise 10 ppm ve 25 ppm arasinda biytik
farklar olmadig1 ortaya cikmistir. 50 ppm, 75 ppm ve 100 ppm de ise limoninin
Phoma gelisimine bliytk etkileri oldugu ve sirasiyla 9.92 mm, 6.08 mm ve 3.28 mm
yaricaplarda gelisim oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6.). Bu sonuclara da bakildig:
zaman farkli limonin konsantrasyonlarinda Phoma gelisiminde farkliliklar oldugu
Sekil 4.17 de belirgin bir sekilde gorilmustr.
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Sekil 4.17. Farkli limonin konsantrayonlarinin P. tracheiphila gelisimi (izerine olan
etkilerine ait bir gorunim

Elde edilen sonuglar dogrultusunda hesperidin ve limonin bilesiklerinin P.
tracheiphila gelisimine olan yizde engelleyicilik miktarlari hesaplanmistir. Bu
dogrultuda elde edilen sonuclar Cizelge 4.6 de ve Sekil 4.18. de verildigi sekildedir.
Buna gore; hesperidinin 1 ppm ve 5 ppm konsantrasyonlarinda yizde engelleyicilik
miktarimin %3.16 ve %3.61 oldugu yani 1 ve 5 ppmin engelleyicilik oranlarimn
birbirine ¢cok yakin oldugu, 10 ppmde ise % 7,24 oranla daha yiksek engelleyicilik
gogerdigi belirlenmistir. 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm ve 100 ppm de hesperidinin yizde
engelleyicilik miktarlarina bakildigi zaman ise oranlarin daha yiksek oldugu tespit
edilmistir. Sirastyla %18.55, %36.87, %49.09, %58.68 oranlarinda engelleyicilik
saglamustir.

Limonin sonuglarina bakildigi zaman ise ylUzde engelleyicilik oranlarimn
hesperidinden daha ytksek oldugu géralmistir. Bu dogrultuda limonin 1 ppm de %
1.22 gibi ¢ok distk oranlarda engelliyicilik saglanmasina ragmen 5 ppm de ise bu
oranin % 15.52'ye yiukseldigi, 10 ppm ve 25 ppmde ise engelleyicilik oranlarinin
sirasiyla % 29.09 ve %29.5 e artigi fakat ¢ok yakin oranlarda oldugu tespit
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edilmistir. Fakat 50 ppm ve 75 ppm de ise buyik farklar oldugu ve hastalik
gelisimini yuksek oranlarda etkiledigi belirlenmis ve sirasiyla % 55.11 ve % 72.48
oranlarda engelleyicilik etkisi olmustur. 100 ppm limonin konsantrasyonunda ise en
yiksek dizeyde etki gozlemlendigi ve % 85.29 oramnda engelleyicilik oldugun
gbzlemlenmistir.

Limonin ve hesperidinin ylzde engelleyicilik miktarlart karsilastirildigi
zaman limonin yuzde etki degerlerinin yiksek oranlarda hesperidinden daha fazla
oldugu belirlenmistir. Konsantrasyonlarin artmasi ile hesperidin ve limonin
arasindaki yiizde etki degerleri arasindaki farkin artig1 gozlemlenmistir. Ozellikle en
yuksek konsantrasyon olan 100 ppmde limonin ve hesperidin arasindaki ylzde etki
degerinin en yiksek miktarda oldugu belirgin bir sekilde gorilmektedir.

Fourie (2004)’'Un Phytophthora nicotianae karsi yaptiklari benzer bir
calismada elde edilen sonuclarin bu calisma ile benzerlik gosterdigi ve in vitro
calismalarda scoparone konsantrosyonlarinin artmasi ile engelleyicilik yizdesinin
artigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. Hesperidin ve limoninin farkli konsantrasyonlarinin P. tracheiphila
gelismine etkileri

HESPERIDIN LIMONIN
Konsantrasyonlar
(Ppm)

Koloni Capi % Etki Koloni Capi % Etki

0 22.10 22.10

1 21.40 3.16 21.83 1.22

5 21.30 3.61 18.67 15.52
10 20.50 7.24 15.67 29.09
25 18.00 18.55 15.58 29.50
50 13.95 36.87 9.92 55.11
75 11.25 49.09 6.08 72.48
100 9.13 58.68 3.25 85.29
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gelisimine ytizde engelleyicilik oranlar
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Birgok Ulkede oldugu gibi calismanin yaritdldiga Tarkiyede de turuncgil
cesitleri arasinda ©nemli bir yere sahip olan limon; yaygin bir sekilde
yetistirilmektedir. Fakat Uretim alanlarinda birgok hastalik ve zararlinin saldirisina
maruz kalmaktadir. Bu da cogu kez ciddi ekonomik kayiplarin olusmasina neden
olmaktadir. Tium Akdeniz Ulkelerinde limon vyetistiriciligi yapilan birgok alan
Uckurutan Hastaligi (P. tracheiphila) ile karsi karsiya kalmaktadir. Uckurutan
hastaligi ile micadelede uygulanan kaltorel yontemler yamnda kullanmlan
kimyasallar da hastalik etmeni olan P. tracheiphila’ mn yayilmasini engellemede ¢ok
etkili olmamaktadir. Bu da hastalik etmeninin 6nemini daha da artirmaktadir.
Ozellikle bircok bolgede yaygin bir sekilde gortlup limon agaclarimn 6lumiine
sebebiyet vermekte ve bu durum ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadr.

Limon vyetisticiligi yapilan alanlarda oOncelikle hastalik etmeni olan P.
tracheiphila’ nin yayilmasim 6nlemek amaciyla bir takim kilturel onlemler dikkate
alinmalidir. Bu baglam da oncelikle hastalik etmenin bulusamasina yol acabilecek
yara dokularinin olusmamasina dikkat edilmeli ve yapilacak islemler sirasinda
kullanmilacak alet, ekipmanlar sterilizasyon islemine tabi tutulmalicir. Fakat hastalik
etmeni bitki biinyesine yara dokular: ile girebilecegi gibi bitki Uzerinde bulunan
stoma gibi dogal acikliklardan da girebilmektedir. Bu nedenle agaclar stirekli kontrol
edilmeli ve gozlemlere dayanlarak yapilan simptomalojik tanilarin ardindan mutlaka
laboratvarda yapilacak calismalarla kesin teshisler konulmalidir. Hastalik etmenin
teshisinin yapilmasinin ardindan yayilmasini engellemek amaciyla 6nlemler alinmal:
ve etkili bir micadele yontemi uygulanmalidir.

Bu amaca yonelik olarak 2008-2009 yillar1 arasinda yapilan bu galismalar
kapsaminda Uckurutan Hastalig: ile infekteli bilkilerden alinan ¢rneklerden izole
edilen P. tracheiphila belirlenen alti limon (Y ediveren, Enterdonato, Euroka, Meyer,
Kutdiken ve Tatli Limon ) gesidine yapay olarak inokule edilmis ve bitki savunma
sisteminde aktif olarak rol oynayan fenolik bilesiklerden hesperidin ve limoninin P.
tracheiphila gelisimine olan etkileri arastirilmistir. Bu kapsamda HPLC teknikleri
kullanilarak infeksiyon éncesinde ve sonrasinda limon ¢esitleri biinyesinde bulanan
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hesperidin ve limonin miktarlar: ve bunlarin infeksiyon sonrasindaki yiizde artislart
belirlenmistir. Aym zamanda hesperidin ve limoninin farkli konsantrasyonlarinin P.
tracheiphila gelisimine olan etkileri de in vitro calismalarla belirlenmistir.

Bu calismalar sonucunda elde edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir;

1. Arazi cikislari sonucunda Uckurutan Hastaligi simptomlari gorilen
Kitdiken limon cesidlerinden 6rnekler alinmis ve hastalik etmeni P. tracheiphila
izole edilmis, saflastirilmis ve alti limon ¢esidine yapay olarak inokule edilmistir.
Yapay inokulasyon sonucunda sera kosullarinda kuiltture alinan fidanlarda hastalik
gelisimi cok agir seyrederken, iklim odasinda (+20 °C) kiiltire ainan limon
fidanlarinda simptomlar belirgin bir sekilde gorilmustr. Y apilan tespitler sonucunda
simptomlarin Kdtdiken limon g¢esidinde yogun olarak gordldigl, Yediveren ve
Euroka limon gesitlerinde simptomlarin goruldigi fakat Kitdiken limon ¢esidi kadar
yogun olmadigi belirlenmistir. Enterdonato limon c¢esidinde ise hastalik
simptomlarinin ¢ok yogun gorilmemesine ragmen hastaligin ilk belirtilerinin, Meyer
ve Tathh Limon c¢esidinde ise cok disik oranlarda simptomlarin goéraldigi
gozlemlenmistir.

2. Yapay inokulasyon sonrasinda +20 C° de Kkiiltire alinan alti limon
¢esidinde simptomlarin gordlmesinden sonra, saglikli limon fidanlarinin yaprak, dal
ve govdelerinden ornekler alinip HPLCde analizleri yapilmis ve bu analizler
sonucunda yuizde artis miktarlari belirlenmistir. Buna gore; hesperidin yizde artis
miktarlarina bakildigi zaman yapraktan alinan drnekelerde Tatli limonda %410.34,
Enterdonatoda %263.15, Meyerde %171.42, Yediverende %135.29 Kitkikende
%63.83 ve Eurokada %50 artis olmustur. Da orneklerinden alinan sonuglara
bakildigi zaman ise Tath limonda %578.76, Enterdonatoda %269.84, Meyer de
%187.94 Eurokada %111.5, Kitkikende %102.56 ve Yediverende %44.42 artis
olurken, gévde orneklerinde Tatli limonda %523.68, Enterdonatoda %431.57, Meyer
de %417.64, Eurokada %35.59, Y ediverende %33.33 ve Kitkikende %15.68 artis
olmustur. Bu sonuclar dogrultusunda en yiksek oranlarda artisin Tatli Limon
¢esidinde oldugu belirgin bir sekilde ortaya gikmaktadr.

Limoninin ylzde artis miktarlarina bakildigi zaman ise yapraktan alinan
orneklerde Tathh limonda %330, Meyer de %325, Enterdonatoda %267.79,
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Kutkikende %111.97, Y ediverende %103.45 ve Eurokada %94.8 artis oldugu tespit
edilmistir. Dal orneklerinden alinan sonuclara bakildigi zaman ise Tath limonda
%152.23, Enterdonatoda %130.28, Meyer de %112.27, Yediverende %94.86,
Eurokada %86.01 ve Kutkikende %39.08 artis olurken, govde drneklerinde Tath
l[imonda %429.1, Meyer de %288.37, Enterdonatoda %120.26, Eurokada %92.1,
Yediverende 9%88.88 ve Kitkikende %86.21 artis oldugu belirlenmistir.
Hesperidinden elde edilen sonuclar gibi limoninden elde edilen sonucglardada en
yuksek artislarin her 0¢ bitki kismindada Tatlhi Limon ¢esidinde oldugu
belirlenmistir.

Hesperidin ve limonin degerleri karsilastirildigi zaman ise en fazla artigin
Tathh Limon ¢esidinde oldugu belirlenmistir. S6z konusu c¢esidin hesperidin ve
l[imonin artislar: karsilastirildigi zaman ise hesperidin degerlerinde limoninden daha
fazla oldugu belirlenmistir.

3. Yapay inokulasyon sonucunda elde edilen infekteli limon cesitlerinden
ornekler alimip in vitro kosullarda hastalik etmeni P. tracheiphila kdltire alinmis ve
saflastirilmustir. Elde edilen izolatlar hesperidin ve limonin 1, 5, 10, 25, 50, 75 ve
100 ppm konsantrasyonlarinda hazirlanan ortamlara ekilip bu konsantrasyonlarda
gelisiminin belirlenmesinde kullanilmistir.

Hesperidin sonuglarina bakildigi zaman 1 ppm de 21.3 mm yaricap da gelisen
P. taracheiphila 5 ppmde 18.67 mm gelismistir. 10 ppm ve 25 ppm de ise gelisim
miktarlarinin sirast ile 15.67 mm ve 15.58 mm oldugu tespit edilmist. Bu sonuglara
bakildigi zaman 10 ppm ve 25 ppm arasinda blyiuk farklar olmadigi ortaya
cikmaktadir. 50 ppm, 75 ppm ve 100 ppm de ise limoninin Phoma gelisimine buyuk
etkileri oldugu ve sirasila 9.92 mm, 6.08 mm ve 3.28 mm vyaricaplarda gelisim
oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda hesperidinin P.
tracheiphila gelisimi Uzerine engelleyicilik yuzdeleri de hesaplanmistir. Buna gore;
hesperidinin 1 ppm ve 5 ppm lik konsantrasyonlarda %3.16 ve %3.61 oaranlarinda
engelleyicilik gosterdigi yani 1 ve 5 ppm’in engelleyicilik oranlarinin birbirine gok
yakin oldugu, 10 ppm de ise %7.24 oranla engelleyicilik miktarinin artigi, 25 ppm,
50 ppm, 75 ppm ve 100 ppm konsantrasyonlarinda ise engelleyicilik yizde
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miktarlarinin  artis gosterdigi ve sirasiyla %18.55, %36.87, %49.09, %58.68
oranlarinda engelleyicilik sagladigi belirlenmistir.

Limonin sonuglarina bakildigi zaman ise 1 ppm de 21.83 mm yarigapinda
gelisme olurken, 5 ppm de 18.67 mm ye dusttigt belirlenmistir. 10 ppm ve 25 ppm
de ise gelisim miktarlarinin sirast ile 15.67 mm ve 15.58 mm oldugu tespit edilmistir.
Bu sonuglara bakildigi zaman 10 ppm ve 25 ppm arasinda blyik farklar olmadigi
gordlmustar. 50 ppm, 75 ppm ve 100 ppm de ise limoninin P. tracheiphila
gelisimine biydk etkileri oldugu ve sirastyla 9.92 mm, 6.08 mm ve 3.28 mm
yaricaplarinda gelisimin oldugu belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda yapilan
Olcimlerden alinan sonuglar dogrultusunda limonin P. tracheiphila Uzerine ylzde
engelleyicilik oranlart belirlenmistir. Buna gore; limonin 1 ppm de % 1.22 gibi gok
dustk oranlarda engelliyicilik saglanmasina ragmen 5 ppm de ise bu oramin %
15.52'ye artig1, 10 ppm ve 25 ppm de ise engelleyicilik oranlarinin sirasiyla % 29.09
ve %29.5' e artigi fakat ¢ok yakin oranlarda oldugu tespit edilmistir. Fakat 50 ppm
ve 75 ppm konsantrasyonlarina bakildigi zaman biyuk farklar oldugu ve hastalik
gelisimini ciddi anlamda etkiledigi belirlenmistir. Sirasiyla % 55.11 ve % 72.48
oranlarda engelleyicilik etkisi olmustur. 100 ppm limonin konsantrasyonunda ise en
yuksek dizeyde etki gozlemlendigi ve % 85.29 oraninda engelleyicilik oldugu
belirlenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda hesperidin ve limonin engelleyicilik yuzdelerine
bakildig1 zaman ise ikisi arasindaki fark konsantrasyonlarin artmasi ile aralarindaki
fark daha fazla artmakta ve 100 ppm de en yiksek seviye ulasmaktadir.

Sonug olarak, bu calismada yapay inokulasyon sonucunda P. tracheiphila
inokulasyonu sonrasinda hesperidin ve limonin aktiviteleri arastirilmis ve dayanikli
ve duyarli gesitler arasinda belirgin sonuglar ortaya gikmistur.

Bundan sonra yapilacak calismalarda Ucgkurutan Hataligina karsi dayaniklilik
mekanizmasimin gelistirilmesinde hesperidin ve limonin kullamlmasi sbz konusu

olacaktir.
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