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OZET
Y. Lisans Tezi

Domates Bakteriyel Kanser Hastalhigi (Clavibacter michiganensis subp.
michiganensis)’na Dayanikh Ve Hassas Bitkilerde Fenolik Maddelerin
Arastirllmasi

Yusuf BAYAN

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal1
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ozer CALIS

Birim alandan daha fazla verim almak, bitkilerde goriilen hastalik ve zararlilara kars
dayanikli bitkiler gelistirmek, bitkilerde kullanilan pestisitleri en aza indirmek igin
giiniimiizde stiin 6zellikte bitkilerin kullanilmasi gerekmektedir. Bakteriyel kanser ve
solgunluk hastalik etmeni Clavibacter michiganensis subp. michiganensis' i kontrol
altina alabilmek i¢in hassas bir domates hatt1 olan NCEBR3 domates tohumlar1 {izerinde
kimyasal mutasyon olusturularak iimitvar dayanikli mutant domates bitkileri elde
edilmistir. Bu ¢alisma hassas ve timit var dayanikli olan domates bitkilerinde bakteriyel
kanser ve solgunluk hastaligina kars1 olusan fenolik bilesiklerin belirlenmesi ve bu
bilesiklerin dayaniklilik mekanizmasi ile olan iligkisini ortaya koymayi amaglamistir.
Hassas NCEBR3 ve limit var dayanikli olan domates mutant bitkileri bakteriyel kanser
hastalik etmeniyle inokule edildi ve inokulasyondan sonraki ilk hafta hergiin,14, 21 ve
28 giin sonra bitkilerden alinan yaprak 6rnekleri 1,5 ml metanol ile havanda ezilerek
ekstraksiyon islemi yapildi. Ekstrakte domates yapragi numunelerindeki fenolik
bilesikler p-kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit, rutin, kuersetin, naringenin, kaemferol
ve klorjenik asit miktarlar1 Yiiksek Basingli Sivi Kromatografi (HPLC) sisteminde
belirlendi. Bugiine kadar hep meyvede analiz edilen bu bilesiklerin tamaminin bitki
yapraklarinda Tretildigi bulunmustur. Ayrica UV spektrofotometre ile yapilan C
vitamini analizlerinde NCEBR3 ve iimitvar domates mutant bitkileri arasinda C
vitamini bakimimndan bir farklilik olmadig1 ortaya ¢ikmistir. Umit var dayanikli domates
bitkilerinde bazi1 fenolik bilesiklerin miktarlarinin hassas NCEBR3 domates ve
kontrollere gore ¢ok fazla miktarda olusturuldugu saptanmis olup bunun bitkilerin
dayanikliligindan ileri geldigi sanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Domates, Clavibacter michiganensis subp. michiganensis, Fenolik
Bilesikler, HPLC

2011, 46 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

Yusuf BAYAN
Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Plant Protection Department

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ozer CALIS

The superior plants have to be produced to obtain higher yield from unit area, to
develop resistant plants against pests and diseases, to minimize pesticides usage on
plants. To control bacterial canker and wilt disease caused by Clavibacter
michiganensis subp. michiganensis, a susceptible NCEBR3 tomato line seeds were
mutagenized with a chemical mutagen and promising resistant tomato mutant plants
were obtained. This study aims to determine phenolic substances and to investigate their
roles in resistance mechanims between inoculated susceptible NCEBR3 and promising
resistant M3 tomato plants. The plants samples were collected every day in the first
week, 14, 21 and 28 days after inoculation. Each collected plant samples was crushed in
a mortar with 1.5 ml of methanol for sample extraction. The extracted leaf samples were
assessed in High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) system to measure phenolic
compounds p-coumaric acid, ferulic acid, caffeic acid, rutin hydrate, quercetin,
naringenin, and chlorgenic acid and kaemferol quantities. To date, all of the phenolics
compounds were analyzed in fruits; however, all the phenolics substances were
investigated in the plant leaves at this study. Additionaly, the vitamin C measurements
with UV spectrophotometer revealed that there is no significant difference between
susceptible NCEBR3 and promising resistant mutant tomato vitamin C concentrations.
Phenolic substance concentrations were significantly increased in the inoculated
promising resistant M3 tomato plants than inoculated susceptible NCEBR3 and control
tomato plants. Higher phenolic substances accumulations can be associated with plant
resistance mechanisms in the promising resistant tomato plants.

Keywords: Tomatoes, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Phenolics
compounds, HPLC
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1. GIRIS

Hizla artan diinya niifusuna karsi tarim alanlarinin sinirli olmasi, insanlar1 beslenme
sikintilartyla karst karsiya getirmektedir. Bugilin icin 6 milyar olan diinya insan
niifusunun 2050 yilinda 9.5 milyara ulasmasi beklenmektedir (FAO, 2009). Bu nedenle
insan popiilasyonunu doyurabilmek icin hastalik ve zararlilardan dolayr meydana gelen
kayb1 minimuma birim alandan {iriin artisini maksimuma ¢ikarmak gerekir (Primrose,
1991). Domates, diinyada en c¢ok firetilen, tiiketilen ve ticarete konu olan tarim
tiriinlerinin basinda gelmesi, insan beslenmesinde vazgecilmez iirlinlerden olmasi ve
gida sanayinde dondurulmus, konserve, salga, ketcap, tursu gibi ¢ok c¢esitli kullanim
alanlarma sahip olmasi nedeniyle 6nemli sebzelerin basinda gelmektedir. Domates
diinyada bir¢ok iilkede yetistirilmekle birlikte, Tiirkiye uygun iklim kosullar1 nedeniyle
tiretiminde onemli iilkelerden biridir (Keskin ve Giil 2004). Diinyada yilda 126 milyon
ton domates iiretilmekte Tiirkiye ise 10 985 400 milyon ton domates iiretimi ile diinyada
4. sirada yer almaktadir. Ulkemizde domates iiretimi toplam sebze {iretimimizin %40’ n1
olusturmaktadir. Cok genis bir kullanim alani olmas1 diinyada ki domates ihtiyacinin
hizla artmasina neden olmakta, bu nedenlerle daha fazla verim alacak c¢esitler
gelistirmek ve hastalik zararlilara kars1 ise dayanikhi cesitler yetistirmek gerekmektedir.
Bitki hastaliklariyla en giivenilir miicadele yontemlerinin basinda hastaliklara dayanikh
bitkilerin yetistirilmesi gelmektedir. Hastaliklarla miicadelede de kullanilan
kimyasallarin fitotoksik etkileri yaninda ¢evre, hayvan ve insan sagligina olan etkileri
bulunmaktadir. Kullanilan pestisitlere karst patojenlerin bu kimyasallara karsi
dayaniklilik kazanmasi insanlar1 dayanikli bitki cesitleri liretmeye yoOnlendirmistir

(Kazan ve Giirel, 2001).

Gilinlimiizde ticari olarak yetistirilen domates ¢esitleri anavatani olan Latin Amerika’nin
And daglarindan Avrupa basta olmak lizere tiim Diinyaya yayilirken hastalik ve
zararlilara dayanikli toleranslt diye bakilmamistir. Dolayisiyla segilen domates ¢esitleri
insanlara daha lezzetli, daha alimli, daha tatli olanlar getirilerek cok kisitli bir gen
havuzundan olusan domates Kkiiltiir cesitleri ile diinyaya yayilmistir. Ticari iiretim
yapilirken kiiltiir domateslerinin hastaliklardan etkilenmesi sonucunda dayanikli

bitkilerin bulunmasi veya dayaniklilik mekanizmalarinin olusturulmas: giin gegtikce



onem kazanan bir ¢aligma alanidir. Domateste 6nemli iiriin kaybina neden olan
bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina karsi tiim test edilen kiiltiir domatesleri
hassas bulunmustur. Gerek Diinyada gerekse Tiirkiye’de yapilan calismalar bu
bakteriyel kanser hastaligina dayanikli kiiltiir domatesi bitkilerini ortaya koyamamistir
(Smith and Jensen,1982; Gitaitis, 1991; Agarwal and Sinclair,1997; Erkan,1998). Bunun
yaninda hastalik ve zararlilara karsi bitki metabolizmasinda ¢esitli savunma sistemleri
bulunmaktadir. Bitkilerin olusturdugu bu savunma sistemi genel (temel) dayaniklilik ve
0zel (spesifik) dayaniklilik olarak ikiye ayrilir. Birgok bitki tiirii bazi hastaliklara karsi
dogal olarak dayaniklilik gosterirler. Genelde bir bitkide hastalik olusturabilen bir etmen
baska bir bitkide herhangi bir hastalik olusturmayabilir. Bu durum genel dayaniklilik veya
temel dayaniklilik olarak adlandirilmaktadir. Bu tip dayaniklilik uzun Omiirliidiir. Genel
dayanikliligin mekanizmasi bir¢ok durumda bitkide patojen sporlarmin gelismesini, hiicre
ve dokulart enfekte etmesini Onleyici olmasindan kaynaklanmaktadir. Bitkideki kiitikula,
hiicre ¢eperinin yapisi, fenolik bilesiklere ya da hastalik etmeni tarafindan uyarilabilecek bir
savunma sistemine sahip olmasi, o bitkinin hastalia karst dayanikli olmasini
saglamaktadir. Konukgu bitkiler hastaliklarin olusturacagi zararlari engel olmak igin
dayaniklilik genlerini gelistirmislerdir. Dayaniklilik geninin {irlinii olan proteinler hastalik
etmeninin bitkiye girmesi sirasinda kodladigi sinyal molekiillerini tanima yetenegine
sahiptirler. Bu tanima islemi bitkinin savunma sisteminin harekete gegirilmesi bakimindan
zorunludur. Sonugta bitki savunma mekanizmasinin uyarilmas1 antimikrobiyal etkiye sahip
birgok proteinin bitkide iiretilmesine neden olmakta olup bu tiir bitkide bir dayaniklilik

olusmakta buna ise spesifik dayamklilik denmektedir (Kog ve Ustiin, 2008).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Domates (Solanum ycopersicum ) Yetisme Kosullar:

Diinyada yetistirilen tim domates c¢esitlerinin anavatan1 Latin Amerika’nin And
daglaridir. Buradan baglayarak Avrupa basta olmak {izere tiim Diinyaya iizerine
yayilmustir. Bitki morfolojik 6zelligi; 1-3 metre boya sahip olan domates bitkisinin hafif
odunsu bir govdesi vardir. 10-25 cm uzunlugunda olan yapraklart iizerinde 5-9
yaprak¢ik bulunur. Yapraklar tiiylidiir. 1-2 cm uzunlugunda ve genellikle sar1 olan
domates cicekleri bir sap lizerinde 3-12 adettir. Genellikle kirmizi, yenilebilen meyvesi
yabani bitkilerde 1-2 cm ¢apinda iken, kiiltiir bitkilerinde daha biiyiiktiir (Anonim,
2011). iklim 6zelligi bakamindan domates 1lik ve sicak iklim sebzesidir. Soguklardan
cok zarar goren bir sebze olup sicakligin -2,-3 “C diistiigiinde ise bitki tamamen 6lebilir.
Gereginden fazla sicaklik ve nemde bitkide hastaliklarin meydana gelmesine, sicak ve
kuru riizgarlarda fazla miktarda ¢igcek dokiilmesine sebep olur. Domateslerde normal bir
gelisimin meydana gelmesi i¢in en az sicakligin 16-19 'C’lerde olmasi gereklidir.
Sicakliklar 13 "C’nin altna distiginde ise meyve olgunlasmasinda gecikme ve
mahsulde azalmalar meydana gelir. Domatesin toprak istegi; her tiirli toprakta
yetisebilen bir tiriindiir. En uygun toprak pH's1 5,5-7,0 arasindadir (Wittwer, S. H. ve
Teubner F. G., 1957).

5
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Sekil 2. 1. Domates (Solanum lycopersicum) bitkisinin goriinimii



2.2. Domates Meyvesinin Bilesenleri ve Besin Degeri

Domates genel olarak A ve C vitaminleri ve ¢esitli mineral maddelerce zengin bir
sebzedir. Seleksiyon 1slah1 ile A vitamini bakimindan daha zengin domates genotipleri
elde etmek miimkiin ise de yiiksek A vitamini icerigine sahip g¢esitlerin turuncu renkte
olmasi ve tiiketicilerin bu renkteki meyveleri tercih etmemesi bu konudaki sinirlayic
faktorii olusturmaktadir (Grierson ve Kader, 1986). C vitamini bakimindan domates
tiirleri ve g¢esitleri arasinda biiyiik farkliliklar vardir. Ancak C vitamini ile verim
arasinda negatif bir korelasyon oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Stevens
ve Rick, 1986). Domates ayrica likopen bakimindan zengin bir besin maddesi olup
likopenin gliglii bir antioksidant oldugu da bilinmektedir. Olgun bir domates

meyvesinde olusturan bazi 6nemli maddeler Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2. 1. Olgun bir domates meyvesinin kimyasal bilesimi (% kuru madde)

Sekerler % kuru madde
Glikoz 22
Friiktoz 25
Sakkaroz 1
Alkolde erimeyen kuru maddeler
Protein 8
Pektik maddeler 7
Hemiseliiloz 4
Seliiloz 6
Organik asitler

Sitrik asit 9
Malik asit 4
Mineraller 8
Dikarboksilik amino asitler 2
Yaglar 2
Renk maddeleri 0.4
Askorbik asit 0.5
Ugucu bilesenler 0.1
Diger aminoasitler, vitaminler ve polifenoller 1




Tablo 2. 2. Olgun bir domates meyvesinin vitamin igerigi (ug /100 g meyvede)

A vitamini 900-1271
C vitamini 15-23

B2 vitamini (riboflavin) 20-50

B3 vitamini (pantothenik asit) 50-750
B6 vitamini 80-110
Nikotinik asit (Niasin) 500-700
Folik asit 6.4-20
Biotin 1.2-4.0

E vitamini 40-1200

Olgun bir domatesin vitamin igerigi Tablo 2.2’de verilmistir (Davies ve Hopson, 1981).
Ticari deger olan birgok domates cesidinde sakaroz miktar1 diisiik iken ticari degeri
olmayan domates tiirlerinde sakaroz, glikoz ve friiktoz miktar1 daha fazla bulunmaktadir
Domates meyvesinde bulunan organik asitlerde sekerlerle birlikte meyvenin tadin
etkileyen diger bir Onemli faktordiir. Ayrica organik asitler cesitli metabolizma
olaylarina yardimci olmakta ve yaklasik olarak organik asitler domateste kuru maddenin

%15’ini olusturmaktadir (Petro-Turza, 1987).

2.3. Domateste Mineral Maddeler

Domates yapraklarinda mineral maddelerin kimyasal, morfolojik ve fizyolojik etkileri
konusunda bilgiler olmasina karsin meyve ile ilgili bilgilere ¢ok rastlanmamaktadir.
Domatesin mineral madde igerigi yaklasik kuru agirliginin %8’ini olusturmaktadir.
Mineral maddeler i¢inde potasyum ve fosfat basta gelmektedir. Mineral maddeler pH
izerine etkili oldugundan tat iizerine de etkilidir (Petro ve Turza, 1987). Olgunlasma
doneminin basinda domates meyvesinin mineral degeri azalmakta fakat olgunlagsmanin

sonuna dogru ise artmaktadir (Hopson ve Davies, 1971).



2.4. Fenolik Bilesiler

Fenolik bilesik bir aromatik halkaya bir yada daha fazla sayida hidroksil gurubunun
direk olarak baglandigi bilesiklerdir. Tiim guruplar fenol yapisinin {izerindedir. Tabi ki
bu durumda da aromatik halka benzendir. Fenoller; hidroksil grubunun direk olarak
karbona baglanmasi yoniiyle alifatik alkollere benzerler. Ancak fenolik hidroksil gurubu
halkanin varhigindan etkilenmektedir. Aromatik halkadan dolay1 fenolik hidroksilin
hidrojeni kararlidir ve bu da fenolik bilesikleri zayif asit yapar. Polifenoller, birden fazla
fenolik hidroksil gurubunun bir veya ¢ok sayida benzen halkasina bagli oldugu
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler bitkilerde karakteristiktir ve serbest fenollerden ziyade

glikozit veya esterleri olarak bulunmaktadirlar.

2.5. Fenolik Bilesiklerin Simiflandiriimasi

Terim olarak fenolikler kimyasal bilesenlerin ¢ok biiyiikk ve ¢esitli guruplarin1 kapsar.
Bu bilesikler ¢cok degisik yollarla siniflandirilabilir. Harborne ve Simmonds (1964) bu
bilesikleri molekiildeki karbon sayisina gore guruplara ayirarak Tablo 2.2°deki gibi

siniflandirmustir.



Tablo 2.2. Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Yapisi Sinifi

Ce Serbest Fenoller

Ce-Cy Fenolik Asitler ve Benzer Bilesikler

Cs-C2 Asetofenoller ve Fenil asetik asitler

Cs-C3 Sinamik asit, Sinamil aldehid, Sinamil
alkoler

Ce-Cs Kumarinler, Isokumarinler ve Kromanlar

Cis Kalkonlar, Dihidrokalkonlar

Cis Flavanlar

Cis Flavonlar

Cis Flavanonlar

Cis Flavanonoller

Cis Antosiyanidinler

Cis Antisiyaninler

Czo Biflavoniller

Cs-C1-Cs, Cs-C2-Cs Benzefenon, Santafenon, Stilbenler

Cs, C10, C14 Kinonler

Cis Betasiyaninler

Lignans, neolignans Dimerler veya Oligamerler

Lignin Polimerler

Tannins Oligamerler veya Polimerler

Phlobaphenes Polimerler

2.6. Domateste Bulunan Fenolik Bilesikler

Fenolik asitler kuvvetli bir ¢imlenme engelleyicisi olarak uzun zamandan beri
bilinmektedir. Domates den izole edilen ‘Blastocholine’nin ferulik ve kafeik asit
karistmindan ibaret oldugu ve bunlarin tohumlar1 uyku durumunda tutma ve fungustatik
ajanlar olarak etki yaptiklarn bildirilmistir. Domatesteki baglica fenolik bilesikler; p-
kumarik asit, ferulik asit, kafeik ve klorjenik asittir. 100 g taze domates meyvesinde 0.6

mg kafeik ve 1.8 mg klorjenik asit bulunmaktadir (Ercan, 2002). Domates meyve




duvarindaki ferulik, kafeik ve klorjenik asitlerin olgunlagsma ile arttigini ancak p-
kumarik asidin miktarinin degismedigi ifade edilmektedir. Geng¢ domatesler,
meyvelerinde c¢ok miktarda polifenolik madde igerir. Ancak bunlarin miktarlar
olgunlagsmaya dogru azalmaktadir. Olgunlasma esnasinda meyve kirmizi renkte

oldugundan fenollerde kiigiik bir artis vardir (Hopson ve Davies, 1971).

2.7. Fenolik Bilesikler ve Bitki Savunmasi

Bitkilerin dogal ortamlarinda gok sayida biyotik ve abiyotik hastalik etmenleriyle karsi
karsiyadirlar. Dayaniklilik mekanizmasi fiziksel veya kimyasal bariyerleri igermekte
olup bu mekanizmalar bdceklerin yapmis oldugu doku zararlarini ve enfeksiyonlarini
hizlica temizlemekte ve bu siiregte sinirli zararlarin olugsmasini saglamaktadir (lokalize
olmus hiicrelerin 6lmesi gibi). Dayanikliligin ¢ogunlukla gelismesi ve bazen de artmasi
hastalik zararlarin1  diizeltmektedir. Klorofil miktarmin ve yaprak boyutlarinin
artmasiyla veya ¢ok sayida yeni dallar, tomurcuklarin zamaninda agmasi, enfeksiyonlu
dokularin yaslanmay1 geciktirmesi ve besin alintminin hizlanmasiyla bdcek zararlari
veya enfeksiyonlar1 azalta bilmektedir (Pual and ark, 2000; Dietrick and ark, 2005). Pek
cok bitkide yaygin olarak iiretilen sekonder metabolitler patojenlere ve boceklere karsi
toksittir. Normal bir bitkinin gelisim siirecinde veya biyotik streslere bir cevap olarak
uretilirler. Bitkilerde onceden iiretilen antibiyotik bilesikler bitki sagliginin temelini
olusturan kimyasal bariyerlerden olugmakta olup bitkiyi yaygimn bdcek ve patojen
saldirilarina karsi korumaktadir. Bunun aksine uyarilmis bitki savunma bilesikleri
biyotik stresin bir parcgasi olarak veya bitkideki sinirli doku zararlaria bir cevap olarak
olarak sentezlenmektedir. Toleransli ve dayanikli her ikisinde de 6zellikle konukcu
kaynakli gergek lokasyon gereklidir (Morrissey, J. P. and Osbourn, 1999). Bu nedenle
de bitkide tretilen ve savunma da kullanilan kimyasallar ¢ok Onemlidir. Bir bitki
patojen veya bir bocek tarafindan yapilan ilk saldiridaki zarar1 en aza indirmek icin ilk
olarak savunmada kullandig1 bilesikleri sentezleme yolunu seger. Bu strateji ¢ok
tehlikeli olabilir ama ilk saldir1 ¢ok hizli veya ¢ok siddetli oldugu icin etkili bir savunma
cevabidir. Bu yiizden bitkiler siklikla zarar goriir veya bitkilerin ciddi zarar gérmelerine
ragmen daha iyl durumda olmasinin temelinde savunma olusturmalar1 yatabilir veya
bitkiler nadir saldirilarda baskin olan uyarilmis savunmalarina giiveniyor olabilirlerde

(Koricheva, J., Nykdnen, H., and Gianoli, E, 2004)



2.8. Bitkilerde Daha Onceden Olusturulan Antifungal Fenolikler

Bitkilerde daha Onceden fiiretilen fenolik ve polifenolik gibi antimikrobiyal bilesikler
bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu antimikrobiyal bilesikler flementous
fanuslara konukg¢u dis1t dayaniklilikta Onemli bir role sahiptir. Terim olarak
fitoantisipinler bitki biinyesinde daha onceden olusan antimikrobiyal bilesikler olarak
fitoaleksinlerden ayrilmaktadir. Baz1 fenolik bilesikler bitki hiicrelerine inaktif olarak
bulunurlar. Ancak patojen saldirilarina karsi bir cevap olarak bitkideki hidroliz
enzimleri (glikozidaz) tarafindan biyolojik olarak aktif hale hizlica doniistiiriilmektedir.
Ayrica bu bilesiklerin bitkilerde var oldugunu bitkilerde hali hazir da bulunan enzimler
tarafindan transkripsiyon triinlerine gerek kalmaksizin hizlica aktif hale getirilmektedir.
Bu durumlarda serbest fenolik bilesikler organizmalarin saldirilarina karsi bagh
olduklar1 formdan aktif hale gegirilirler.. Antifungal bilesikler 6nceden olusabilen
bitkinin saglikli kisimlarina katilmakta ve onlarin seviyelerindeki artigin patojenlere
kars1 daha fazla diren¢ kazanmasina sebep olmaktadir. Bitkiler icerisindeki antifungal
bilesikler 6zel dokulara dagilmakta olup pek cok lipofilik bilesik (flavon ve flavanol
metil eter) bitkinin ylizey kisimlarina veya stoplazma icindeki epidermal hiicrelere ev
kofullara yerlesme egilimi vardir. Bu bilesikler gercekten de bulunduklari hiicrelerde
patojenlere karsi caydirict olmaktadirlar. Ancak antifungal bilesikler tek baslarina
eslenik olarak hiicreler arasi bosluklarda veya saglikli bitki organellerin de genellikle
glikozitlerle birleserek daha biiyiilk hacimli bilesikler olustururlar. Biyotroflar
antimikrobiyal bilesiklerin serbest kalmasini onleyerek konukgudaki zarari en aza
indirmektadir.Halbuki nektrofroflar bu bilesiklerin serbest kalmasina sebep
olmaktadirlar. Fenolik bilesiklerin bitkilerde dayaniklilig1 sagladiginin ilk 6rnegi sogan
bitkisindeki katesol ve protokatesuikin yeterli miktarda sogan bitkisinde birikmesyle
sogan leke hastaligi etmeni Colletotrichum circinans’in bulasmasinin engellendigini
belirlenmistir. Dayanikli sogan ¢esitlerinin dis renkli kisimlarindaki bu iki fenolik
bilesigin yeterince bulunmasi Colletotrichum circinans sporlarindaki ¢imlenme oranini
%2’nin altina indirmekte iken hassas ¢esitlerde bu bilesiklerin eksikliginden dolayi
cimlenme oran1 %90 seviyesindedir. Yeterli miktarda klorjenik asitin bitkide bulunmasi
patates yumrularindaki Streptomyces scabies, Phytopthora infenstans ve Verticilium
albaatruma’ dayaniklilig1 sagladigi bulunmustur. Klorjenik asit diisiik konsantrasyonda

iken P. infenstans ve Fusariumsolani var. saeruleum gelisimini tesvik etmektedir.
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Benzoaldehidin kiigiik konsantrasyonlar1 bile Botriytis cinerea ve Monilia fructicola’nin
spor ¢cimlenmesini tamamen durdurmaktadir. Ozetle bitkilerde daha énceden olusturulan
bilesikler yalnmiz fenolikler degil ayrica fenoller, fenolik asitler, flavonlar ve dihidro
kalkonlardir ( Tablo 2.3). Ek olaraktan meyve ve sebzelerin depolanmasinda sorun olan
ornegin Aspergillus Sp. B. cinerea ve F.oxysporium’a karsi flavon ve flavonoidlerin pek
cogunun bu fungal patojenlere kars1 aktif oldugunu gostermistir. Baz1 fungal aktiviteye
sahip stilbenes ve bazi bilesiklerin iiziimlerin depolanmasi sirasinda bazi fungus ve
potojenlerle enfekte olmus {iziimler iizerinde de test edilmistir. Molekiiller arasindaki
hidrofobisete ve biyoaktivite arasinda dogrusal bir iliski bulunmustur. Asma agacinda
iki stilbensin (resveratrol ve 3,5 dimetoksi-4-hidroksistilben) aktivitesi ti¢ farkli fungusa
kars1 incelenmis resveratroldimetoksiye gore daha az etkili bulunmustur. Stilben
yapilariin bazi kisimlarinda metilasyon yapilarak daha aktif bir hale getirilecegine
inanilmaktadir. Benzer yapili bazi fungusital 6zellikli flavonoidler ve izoflavonlar
Fusarium Sp. B. cinerea ve Aspergillius Sp. ve diger dopo zararlis1 funguslara karsi
denendiginde de benzer sonuclar alindig1 gézlemlenmistir. Bu nedenle de lipofiliklik
veya en az bir hidroksi gurubunun varligi iyi bir antifungal etkinlik i¢in temel yapisal
bir oOzellik olarak kabul edilebilir. Toksik taninler, hidrolize olan taninler ve
proantisiyonidinler in vitro ortamda yapilan testlerde yapilan &lglimlemelerde bazi
flementous funguslarinin 6rnegin B. cinerea, Aspergillus niger, Colletotrichum
graminicola, Gloeophyllum trabeum, Trichoderma viride, ve Penicillium sp. miselyum
gelisimini azatmaktadir. Taninler oldukca gii¢lii antimikrobiyal bilesiklerdir. Iliman
bolgelerdeki agaclarda bulunan taninler ve ilgili fenolik bilesikler aga¢ 6ziinli fungal
clirimelerden, seliilozlerin hidroliz inhibisyonundan ve patojen saldirilarindan bu
bolgelerdeki agaclart korumaktadir. Bdylece de bu hastaliklarin  bitkideki hizh
gelisimleri  engellenmektedir.  Eksraseliilozlerin  fungal enzimlerle inhibisyonu
miimkiindiir bu enzimler seliiloz, pektinaz, lakkaz, ve ksilenaz gibi enzimler
substratlardaki besin yoksunlugu (metal komplekslesmesi ve proteinlerin ¢éziinmemesi)
ve funguslarin hiicre membrani {lizerine saldirarak oksidatif fosforilasyonu inhibe etmesi
sonucunda taninlerin toksitesini etkilemektedir. Sonugta ligantlar, bir fenolik sinifina
dimerik fenilpropanoidlerin merkez karbon atomuna baglanarak bitlki-fungus

etkilesimlerinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Lattanzio ve ark, 2006)



Tablo 2. 3. Anti Fungal Fenolikler
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Bilesiklerin adi

Funguslarin ad1

Benzaldehyde, Ethyl benzoate

Botrytis, Monilinia fructicola cinerea
(Wilson, ve ark., 1989)

3,4-dihydrokxybenzealdehyde  catechol,

protocatechuic acid 2,5-dimetoxybenzoik

Gloeosporium musarum(Friend, J., 1979)
Colletotrichum cicinans(Walker ve ark,
1955)

acid Botrytis cinerea(lattanzio ve ark, 1996)
Rhizopus lata(Mabry ve ark, 1970)
Salicylic acide Eutypa lata( Lee ve ark, 1958)

Vanillic acide, 4-hidroxybenzoic acid

Chlorogenic acid

Phytophthora infestans(Valle, 1957)
Verticillium albo-atrum (lattanzio ve ark,
2001)

Phlyctaena vagabunda ( Carrasco ve ark,
1978)

Chlorogenic acid, Rutin

P-cumaric  acid, cyanidin  3-and7-

hydroxyflavone

Fusarium oxysporium(Hulmer ve ark,
1960)

Gloeosporium perrenas(Martini ve ark,
1997)

Penicillium glabrum (Skadhauge ve ark,
1997)

Clodosporium herbarum(Padmavati
ark, 1997)

ve

Dihydroquercitin Naringenin, Kaemferol,

Naringin, Tangeritin, Phyloridzin,
Phloretin, Flavon, Flavonen, Cirisiliol,
Hispidulin, 7,4-Dihydroxiflavan,5,8-

Dihydroxi-6,7-Dimetoxyflavan

Fusarium spp.(Weidenborne ve ark, 1990)
Pyriclaria oryzae(Weidenborne ve ark,
1990)

Penicllium digitatum(Arcas ve ark, 2000)
Ventria inequalis(Overeem, 1976)
Aspergillus  sp.(Weidenborne ve
1990)

Cladosporium sphaerospermum(Alcerito
ve ark, 2002)

Botrytis cinerea(Saini ve ark, 1984)
Halminthsporium oryzae

ark,

Oleuropein
Nobiletin
Genistein
Biochanin

Phytophtora spp. (Del rio ve ark, 2003)
Phoma tracheliphila (Friend, J., 1979)

Monilinia fructicola(Jhonson ve ark,
1976)
Cercospora bieticol(Jhonson ve ark,
1976)

Hordatine A and B

Helminthosporium sativum
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2.9. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC)

Modern HPLC sistemleri istenilen akis hizinda (0.1-5 mL/dakika) dort farkli ¢oziici
sistemini izokratik, gradiyent ya da sabit sekilde pompalayabilen bir pompadan,
maddeleri yiiksek ayirma kapasitesine sahip kolondan ve ayrilan maddeleri tayin
edebilecek bir detektdrden olusur. Detektorden ¢ikan maddeleri toplamaya yarayan
fraksiyon toplayicilar sayesinde ayr1 ayri toplamak da miimkiindiir. Uygun yazilimlarla
HPLC cihazina entegre edilen bu toplayicilar preparatif olarak maddelerin ayrilmasina
olanak saglar

HPLC sistemleri, genelde termal olarak kararli olan ve GC ile analizi miimkiin olmayan
maddelerin analizlerinde kullanilmaktadir. Yiiksek kaynama noktali, birbirine yakin
ozelliklerdeki  polar ~ maddelerin  ayrimi1  kolaylikla ~HPLC  sistemlerinde
yapilabilmektedir. Uygun detektor se¢imi ya da enjeksiyon Oncesi tiirevlendirme
islemleri ile neredeyse biitlin termal kararli maddelerin ayrim1 ve ayrilan her maddenin

de hem kalitatif hem de kantitatif analizi yapilabilir.

HPLC sistemlerinde kullanilan, uzunluklart1 100 mm ile 300 mm, ¢ap1 ise 4-6 mm
arasinda degisen tanecik biiyiikliigli 5 um boyutunda olan ¢elik kolonlar ticari olarak
mevcuttur. En yaygin olarak ters faz (apolar dolgu maddeli) ve normal faz ( polar dolgu
maddeli) kolonlar kullanilir. Hareketli faz olarak da ters faz kolonlar i¢in genelde
degisik mobil faz diizenleyicilerle birlikte (TCA, TFA, Asetik Asit, Siilfiirik asit vb.) su
ve asetonitril normal faz kolonlar i¢cin metanol, diklormetan vb. ¢oziiciiler kullanilir.
Uygun program, kolon, dalga boyu ve ¢oziicii sistemleri kullanilarak fenolik bilesiklerin

kalitatif ve kantitatif analizleri kolaylikla yapilabilir (Geng, 2009).

2.10. Literatiir Ozeti

Nizamlioglu ve Nas (2010), fenolik bilesiklerin bitkilerde fazla miktarda bulunan
sekonder metabolitler oldugunu ortaya koymustur. Bocek,hayvan zararlilarina kars1 ve
mikrobiyak patojenlere karsi bitkiyi korurlar. Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler
fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar. Yapisal olarak biiyiik
farkliliklarindan dolay1 bitkilerde ve elde edilen bitkisel tiriinlerde binlerce farkli fenolik

bilesik bulunmaktadir. Fenolik bilesikler bitki kokenli pek ¢ok gidanin tat ve aromasina
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katkida bulunabilirler. Ozellikle gidalarda aciik ve buruklugun kaynagidirlar.
Flavonoidlerin genis bir grubu gidalarin renginden de sorumludur. Flavonoidler
arasinda bulunan antosiyaninler dogal renk maddeleri olup sebzeler, meyveler, meyve
sular1 ve saraplarin pembe, kirmizi, mavi ve mor renklerinden sorumludurlar. Fenolik
bilesikler dogal antioksidan madde 6zelligi de gdstermektedirler. Serbest radikallerin
neden oldugu reaksiyonlar1 durdurarak veya engelleyerek kanser, kalp hastaligi ve
akciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaliklarin olusumuna engel olduklar1 bilinmektedir
(Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Flavonoidler polifenolik sekonder metabolitlerin 6nemli bir ailesidir. Flavonoidler tiim
bitki tiirlerinde yayilis gostermesine ragmen bazi flavonoidler yalniz birkac bitki
sinifinda bulunur. Flavonoidlerin bitki hastaliklarina karsi faydali oldugu bilinmekte
olup flavonoid bilesiklerinin ve uygun kisimlarinin ilging {irtin gelisimi ile biyolojik bir
etki olusturulabilir.. Domates meyvesi i¢indeki flavonoidlerin belirlemesi miimkiin
oldugundan bu yolla domates icinde var olan flavonoidlerin potansiyel siiflarini
belirlenebilir (Schijlen ark, 2006). Farkli bitki kaynaklarindan flavonoid gen yapilarini
kullanarak (izomerik karbon katlama sentezi, kalkon sentezi, kalkon indirgeyicisi,
kalkon izomeraz ve flavon sentezi ) ile yeni fitokimyasallar sentezleyen transgenetik
domates iiretilmektedir. Bu domateslerdeki biyokimyasal analizler domates kabugunda
yiiksek miktarda izomerik hidrokarbon (resveratrol ve piceid), deoxikalkonlar (butein
ve isoliquiritigenin), flavonlar (luteolin-7-glikozit ve luteolin aglikon), ve flavonoler
(kuarsitin glikozit ve kaemferol glikozit) iger. Ilave olarak domates meyve kabugundaki
flavonlar, flavonoidler ve antioksidant kapasitesinin ii¢ kat artigin1 ortaya
cikarmiglardir. Bu sonuglar biitiin diinya i¢in 6nemli olan domatesin miihendisler
tarafindan degisik kisimlarindaki flavonoidlerin, bitki {rliniin saghkla ilgili
bilesenlerinin belirlenmesin de genetikte pek c¢ok anlayisin saglanmasinda ve
bitkilerdeki flavonoid yollarinin biyokimyasallarla diizenlenmesini miimkiin oldugunu

ortaya ¢ikarmustir (Schijlen ve ark, 2006).

Wardale; Klorjenik, kumarik, sinamik ve ferulik asit ve naringenin yesil domates
meyvelerinde bulunan, klorjenik asit yetismis yesil domates meyvelerinde toplam
fenolik bilesiklerin %75 olustururken olgunlasmamis domates meyvelerinde toplam

fenolik bilesiklerin %35 olusturmaktadir. Domates meyvesinin yetismesi boyunca etli
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kismindaki fenolik bilesiklerde ¢ok kiiciik degismeler vardir, bunun aksine kabugundaki
naringenin miktart ve diger ii¢ bilesigin hassas donem boyunca miktar1 artmaktadir.
Naringenin konsantrasyonundaki artisa domatesin kabugunda bulunan etilen maddesi de
eslik eder. Peroksidaz varliginda 4-metilmerkapto-2-burik asit den etilen iiretimi 3
sistemde incelenmesi, gosterdi ki yalnizca p-kumarik asit veya naringenin degismekte

olup deger fenolik bilesikler sabit kalmaktadir (Dennis A. Wardale, 2001).

Tokusoglu ve arkadaslari; Tiirkiye’de domates (Solanum Lycopersicum) ve domates
temelli iiretilen irilinlerde ii¢ tane flavon quersitin, kaemferol ve miyrisetin depo fazli
yilksek basingli sivi  Kromatografi (RPHPLC) ile UV dedektor kullanilarak
belirlemislerdir. Bes tip domatesin profili, birinci tipi ticari domates suyunun ve {i¢ tip
domates ezmesinin igerigi ekstraksiyon ve asit katalizinden sonra HPLC ile
belirlemislerdir. Gaz Kromatografi ve kiitli spektrafotometresi (GS-MS) ile flavon
glikozitlerin varligini belirlemiglerdir. Domates ve domates temelli iiriinlerde oncelikli
olarak kuarsetin, kaemferol ve az miktarda da miyrasetin igermektedir. Domatesin
toplam flavonol aglikon igeriginde farliliklar olmakta dogal agirhig 3,1 den 10,0 mgkg™
kadar degismektedir. Domates ve domates ezmesi toplam flavonlar bakimindan zengin
ve sirastyla 19,8mgL™ ve 10,5-13,2 mgkg™” falvon icermektedir. Bu metotla domates ve
domates tiriinlerindeki flavonlarin kantitatif analizlerin tekrarlanmasi ve dogrulanmasi

mumkindiir.

Devanand ve arkadaslari; Ticari olarak kullanilan domatesin iki ¢esidi [Oregon Spring
(OS) and Red Sun (RS)] domateslerinin her birinin gelisimi i¢in hazirlanan seralara da
dayanikliligt (4 yil polietilen ) ve kalinhig1 (0,52mm) ve benzer olmayan Ortii
malzemeleri kullanildi. Birinci ortli materyali (Tyco Tufflite IV) gilinesin UV
radyasyonunu 290 dan 400 (tasarlanmis + UV) yaymak icin tasarlanmis deger ortii
materyali 380 nm (tasarlanmis-UV) altindaki dalga boyunu engellemektedir. Her iki
ortli materyali de fotosentetik aktif radyasyonun miktarmi 400 den 700 nm kadar
doniistiirmektedir. Her birinde farkli 6rtii materyalinin bulundugu seralardan iki farkli
domates ¢esidi olgunlasma zamaninda toplandi ve yetismis domates meyvelerinin
gelisme ve sekil bakimindan karsilastirildi. Her bir domates ¢esidine farkli UV
muamelesinden sonra toplam fenolik (TP) igerigi Folin-Ciocalteu (FC) ile analizi kisisel

fenolik icerigi igin bir yiiksek performansli sivi Kromatografi (HPLC)- (DAD) analizi
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icin uygun prosediirler kullanildi. Fenolik asitler domateslerin temel ekstraksiyon
hidrolizlerinde ferulik asit, para-kumarik asir ve kafeik asit olarak belirlendi. Her iki
sera i¢inde yetisen her iki domates ¢esidinde de (OS ve RS) kafeik asit en ¢ok olandir.
Bu ¢ fenolik asidin toplam konsantrasyonu en yiiksek +UV de en diisik —~UV den
yaklagik %20 daha fazla oldugu HPLC yoluyla 6l¢iilmiis olup ve her iki gesit i¢inde
dogrulandi. Uriinlerin toplam fenoliklerinin kantifikesi de benzer bir egilim gosterdigi
bir FC metot ile domatesler analiz edildiginde gézlemlenmistir. Bu sonuglar gosterdi ki
domates meyvesinin fenolik igerigi giinesin UV radyasyonun nitelikli dagilimindan
onemli Olgiide etkilenmektedir. Fenolik bilesikler antioksidan olarak insan
beslenmesinde anahtar bir rol oynamaktadir, bu farkli kaplama malzemelerin UV iletim
Ozelliklerinin  bir sonucu olarak spesifik fenolik bilesiklerin iiretilmesinde

kullanilabilecegini belirtmislerdir (Devanand ve ark, 2006).

Ercan, 2002; domates meyvesinin onemli bir kismi sudan olugmaktadir. Geriye kalan
kism1 ise karbonhidrat, organik asitler, amino asitler, vitaminler, pigmentler, fenolik
bilesikler ve c¢esitli mineral maddeler bulunmaktadir. Meyvenin gelisimi ve
olgunlagmasi sirasinda bu bilesiklerde dnemli degisiklikler meydana gelmektedir. Bu
degismelerin belli baglilar1 nisasta pargalanmasi, glikoz ve frilktozun pargalanmasi,
krolofil pargalanmasi, karoten ve likopen gibi renk maddelerinin sentezlenmesi, aroma
bilesiklerinin meydana gelmesi, sitrikasit/malik asit oraninin artmasi a-tomatin gibi
toksik alkaloidlerin parcalanmasi, glutamik asidin artmasi seklinde siralanabilir.
Meyvede biiyiime ve olgunlasmaya paralel olarak meydana gelen bu olaylar meyvenin

renginin tat ve tekstiiriinde degismelere neden olurlar (Ercan, 2002).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

3.1.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Calismalarda kullanillan bitki materyali 2010 ve 2011 yillarinda Gaziosmanpaga
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji serasinda 22+5° sicaklikta, 16 saat giindiiz
ve 8 s. gece sicakliginda %350 nispi nem igeren kosullar altinda yetistirildi. Bitki
materyali olan domates tohumlar1 iginde steril torf bulunan viyollere ekildi. Ekilen
domates tohumlar1 ¢imleninceye kadar Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Biyoteknoloji serasinda yukarida belirtilen sartlarda bekletildi. Bitkiler ¢imlenip 2-3

gercek yaprakli hale gelinceye kadar viyoller diizenli araliklarla sulandi.

Sekil 3. 1. Domates tohumlarinin viollerde ¢imlenmesi

Daha sonra 2-3 ger¢ek yaprak olusturan domates fideleri saksilara alindi. Bu saksilara
alma islemi sirasinda steril torflar ve yedi numarali saksilar kullanildi. Saksilar diizenli

olarak sulandi ve topraktan makro-mikro besin elementleri iceren giibrelerle takviye
edildi.
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Sekil 3. 2. Domates fidelerinin saksilara sagirtilmasi3.1.2. Bakterilerin yetistirilmesi

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin etmeni Clavibacter michiganensis
subsp. michaganensis’in en viriilent irk1 olan Cmm2 ¢alismalarda kullanilmigtir. Bu
hastalik izolati Cmm?2 laboratuvarimiza Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hiiseyin BASIM tarafindan calismalarda

kullan1lmak tizere hediye edilmis olup orijinal bakteriler kiiltiire alinarak ¢ogaltilmistir.

e oA O ottt T

W Bguﬂ’ C e

Sekil 3. 3. Bakterilerin besi ortamina ekimi

3.1.3. Bakterilerin Inokiilasyon islemi

Besi ortaminda ¢ogaltilan bakterileriler domates bitkisinin 5-6 yaprakli doneme
geldiginde steril bir kiirdan yardimi ile alinarak domates bitkilerinin gévdelerine bakteri
iceren kiirdan ilistirildi. Kontrol olarak domates bitkilerine steril distile suya daldirilmig

kirdanlar kullanildi.
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3.1.4. Numunelerin Alinmasi

Inokiilasyondan hemen sonra ilk haftada hergiin 14, 21 ve28. giinlerde numuneler
alindi. Numuneler alt yapraklardan baslayarak yukaridaki u¢ yapraklara dogru alindi.
Alinan numuneler hemen buz iizerine yerlestirildi ve kullanilincaya kadar -80 °C’deki

derin dondurucuda bekletildi.

3.2. Analizlerin Yapilmasi

3.2.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan standartlar p-kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit, rutin,
tomatidine, askorbik asit (Vitamin C) kuersetin, naringenin, kaemferol ve klorjenik
(Sigma Aldrich) asittir. Coziicii olarak Metanol (Merck,), Asetonitril,(Merck),
Deiyonize su Milipore 550 cihazindan elde edildi.

3.2.2. Cihazlar

HPLC: Perkin EImer Series200 pompa Series200 UV-Vis detektor
UV Spektrofotometre: Jasco V-530

3.2.3. Ekstraksiyon Islemi

Derin dondurucudan ¢ikartilan numunelerden 200 mg tartildi. Tartilan numuneler
havana konuldu ve iizerine 1,5 ml metanol (Merck) ilave edildi 10 dakika karistirilarak
ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon yapilan numuneler, enjektor tipi 22 um naylon

membran filtreden (Chrom tech) ve C18 kartustan stiziildii.
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3.3. HPLC ANALIZLERI

3.3.1. Fenolik Bilesiklerin (p-kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit, rutin,

kuersetin, naringenin, kaemferol ve klorjenik asit) HPLC ile Kantitatif Tayini

Kantitatif analiz Perkin Elmer Serisi 200 pompa ve Series 200 UV detektor’e sahip
High Performans Liquid Chromotography (HPLC) sistemi ile yapildi. Hareketli faz
olarak asetonitril (Coziicii A) (Merck, HPLC grade) ve deiyonize su (Coziicii B)
kullanildi. Ayrim i¢in phenomenexs C18 ( 4.6 x 150 mm, 0.5 pum partikiil biiyiikligii)
kolon kullanildi. Calisma 280 nm’de (Berenguer ve ark., 2002) yapildi. Hareketli faz

programi 8 asamadan olusmakta olup asamalar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3. 1. HPLC pompa programi

Asamalar Akis hiza Zamf’;ln Ciiz-iicii- A Ciiziicii- B' Egim
(mL/dak) | (dakika) | (Deiyonize Su) Asetonitril

Adim 1 1.00 2 95.0 5.0 0
Adim 2 1.00 3 95.0 5.0 0
Adim 3 1.00 5 90.0 10.0 1
Adim 4 1.00 5 85.0 15.0 1
Adim 5 1.00 2 85.0 15.0 1
Adim 6 1.00 7 75.0 25 0
Adim 7 1.00 6 50.0 50.0
Adim 8 1.00 3 0.0 100.0

Standart olarak p-kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit, rutin, kuersetin, naringenin,
kaemferol ve klorjenik asit Sigmadan satin alindi. Her standart maddenin stok ¢ozeltisi
1000 ppm’lik stok ¢ozeltisi metanolle (Merck) hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden 20, 10, 5
ppm’lik derisimlerden 20 pL hacimli enjektorle cihaza verildi. Elde edilen

kromatogramlar Sekil 3.4’te verilmistir.
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Kafeik Asit

Klorjenik asit

20

p-kumarik asit

Rutin

Kuersetin

Ferulik Asit

Naringenin

Kaemferol

34 EL el

Sekil 3. 4. Standart numunelerin 5, 10 ve 20 ppm’lik derisimlerin HPLC

kromatogramlari

Standartlarin gelis zamanlari, isimleri ve kalibrasyon grafiklerinden elde edilen R?

degerleri Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3. 2. Standartlarin HPLC analiz 6zeti

Pik No RT (Dakika) Fenolik R’ degeri
1 11,35 Klorjenik Asit 0,999787
2 14,31 Kafeik Asit 0,998973
3 19,74 p-kumarik Asit 0,998889
4 21,42 Rutin 0,999106
5 22,23 Ferulik Asit 0,998948
6 30,37 Kuersetin 0,999150
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7

33,23

Naringenin

0,998657

8

33,80

kaemferol

0,998309

Bu derisimlere cihazin verdigi cevaplar Total Chrom v.1.2 yazilimi ile islenerek

kalibrasyon egrileri hazirlandi. Kalibrasyon egrileri Sekil 3.5°de verilmistir.

- »
>
R%=0,099787 R?=0,998973
/-/
e
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R®=0,998657 R*=0,998309
Sekil 3. 5. Fenolik bilesiklerin kalibrasyon grafikleri

Bu fenolik bilesiklerin en iyi ¢oziindiigii ¢oziicli sistemi metanol oldugu bilindiginden
domates numunelerinden 200 mg tartilarak 1,5 ml metanolle ekstrakte edildi. Ekstrakte
edilen numune slizme islemlerinden sonra direk olarak 20 pL alinarak cihaza verildi.

Her ekstraksiyon igin 1,5 ml metanol her bir ekstrat i¢in kantitaif olarak analiz edildi.

3.4. C Vitamini (Askorbik Asit ) Analizi

Ekstrakte edilen ve siizme isleminden gecirilen her bir numuneden 100 pl alindi daha
sonra iizerine 400 pl oksalik asit (Merck) cozeltisi (%0,4) ilave edildi. Daha sonra bu
karisimin {izerine 4,5 ml boya (2,6-diklorfenol-indolfenol 25mg/ml) ¢ozeltisi ile
tamamlandi. Bu islemin ardindan 520 nm de UV spektrofotometri ( Jasco V-530)
cthazinda absorbans okuma islemi yapildi ve kalibrasyon grafigi ¢izilerek hesaplama

islemi gerceklestirildi.
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vit-c kalibrasyon grafigi
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04 y =-0,0008x + 0,5825
R2=0,9978
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Sekil 3. 6. C vitamini analizi kalibrasyon grafigi
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4. BULGULAR

4.1. Klorjenik asit ve rutin hidrat analiz bulgular

Yapilan HPLC analizleri sonucunda elde edilen veriler ve HPLC den alinan raporlardan
hesaplan fenolik bilesik miktarlart mg/kg yaprak olacak sekilde hesaplanmis olup
sonugclar sekilsel (Sekil 4.1) ve Tablo (4.1) olarak verilmistir.

—_— 0. Giin Ruti
utin

21. Giin
28. Giin

Klorjenik asit

Sekil 4.1Inokiile edilmis hassas NCEBR3 domates bitkisinde rutin hidrat ve klorjenik

asit degisim kromotogramlari.
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Tablo 4. 1. Inokiile edilen hassas NCEBR3 bitkilerinde inokulasyondan sonra fenolik

maddelerin miktarlarindaki degisimler(mg/kg)

Giinler (EBR3 inokiile)
Standartlar
0 4 6 14 21 28
Klorjenik Asit | 31,600 53,657 62,456 76,465 120,345 | 136,824
Kafeik Asit - 1,764 - - -
p-kumarik asit - 2,314 - 2,147 1,578 1,772
Rutin 109,847 | 262,508 | 311,420 320,348 316,235 | 1518,976
Ferulik Asit 1,750 1,718 1,772 1,912 3,637 23,052
Kuersetin - - - - 1,454 2,313
Naringenin - 1,098 7,022 - - 1,236
Kaemferol - 53,657 - - - -
—_ 0. Giin
Rutin
21. Giin
28. Giin

Klorjenik asit

Sekil 4. 2 Inokiile edilmis M3 iimitvar domates mutant bitkisinde rutin hidrat ve

klorjenik asit degisim kromotogramlari.
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Tablo 4. 2. Inokiile edilen M3 iimitvar domates bitkilerinde inokulasyondan sonra

fenolik maddelerin miktarlarindaki degisimler(mg/kg)

Giinler (M3 inokiile)

0 4 6 14 21 28
Standartlar
Klorjenik
Asit 20,931 45,945 44177 81,649 564,229 851,479
Kafeik Asit - - 1,965 - - -
p-kumarik
asit 1,950 2,292 4,095 6,498 13,977 -
Rutin 141,710 | 235,710 | 264,620 | 775,598 1371,010 | 20688,970
Ferulik Asit | 1,719 3,105 2,122 1,943 1,750 37,137
Kuersetin 1,725 - - 2,196 2,016 2,319
Naringenin - - - - - 1,486
Kaemferol - - - - -
—_ (. Giin
Rutin
21. Giin
28. Giin
Klorjenik asit

j\—‘_.__,N“\L-__F-.___/\J\,\__A_,—’ S

)

L0 L LAY LN LR L LR RN L LN LR RN LAY LY LR RN LY RN LARN LR LR LAY LR RN LRLRY L RN AN LRI RN RN IR RN R R R i i i puu
10 1 12 13 14 18 18 7 13 19 20 21 22 23 29 26 26 27 28 20 30 31 32 3z 39 '

Sekil 4. 3 Distile steril su ile inokiile edilmis kontrol M3 iimitvar domates mutant

bitkisinde rutin hidrat ve klorjenik asit degisim kromotogramlari.




27

Tablo 4. 3. Distile steril su ile inokiile edilmis kontrol M3 bitkilerinde inokulasyondan

sonra fenolik maddelerin miktarlarindaki degisimler(mg/kg).

Giinler (M3-Kontrol)

Standartlar 0 ] 5 7 1 28
Klorjenik Asit 37,472 33,844 90,514 109,270 | 190,235 | 265,707
Kafeik Asit - 1,418 1,979 - -
p-kumarik asit | - - 2,119 2,782 1,727
Rutin 218,803 | 228,583 221,064 451,832 | 745,129 | 1206,202
Ferulik Asit 1,668 4,126 2,751 2,019 4119 7,527
Kuersetin - 1,277 1,633 1,530 1,502 1,880
Naringenin - - - - -

Kaemferol - - - - - 1,863
— 0. Giin
21. Giin
28. Giin
Rutin

Klorjenik asit

LLLLY L) LAY LR LR RN LR LN L RNy LSRR LN LR LR LN LRy LAY LR RN Oy O LR LN LRy L) AL R B LR Y LD LR RR LR LRR) LR LN LR LR RRRIN LY LR N AR RAR LIRS L R AR L
a 11 12 12 19 15 15 17 18 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28 a0 £ a2z 33 3a E

Sekil 4. 4 Distile steril su ile inokiile edilmis kontrol NCEBR3 domates bitkilerinde

rutin hidrat ve klorjenik asit degisim kromotogramlari
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Tablo 4. 4. Distile steril su ile inokiile edilmis kontrol NCEBR3 domates bitkilerinde

inokulasyondan sonra fenolik maddelerin miktarlarindaki degisimler(mg/kg).

Giinler (EBR inokiilesiz)
Standartlar 0 4 6 14 21 28
Klorjenik Asit 1 58,545 15,547 1,131 -
Kafeik Asit 23,625 - - -
p-kumarik asit | - - - 1,783 -
Rutin 30,255 46,912 | 107,612 | 106,330 362,778 | 363,852
Ferulik Asit 9,135 8,594 1,686 1,875 1,689 1,705
Kuersetin 1,847 - - - -
Naringenin - - 1,123 - - 1,094
Kaemferol - - - - -
N
Klorjenik asit k

B R L R L I B B L R R R L R L L R R s RN I R R RN Ly LR LN RN RN RS RN RN RN
Sekil 4. 5. Bakteriyel Cmm2 ve distile steril su (kontrol) ile inokiile edilmis dayanikli
(M3) ve hassas (NCEBR3) domates bitkilerinde rutin hidrat ve klorjenik asit degisim

kromotogramlarinin inokulasyondan 28 giin sonra karsilastirilmasi
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M3 inokiile

M3 Kontrol

EBR inokiile

Rutin

Klorjenik asit

: \W\W

Sekil 4. 6. Bakteriyel Cmmz2 ve distile steril su (kontrol) ile inokiile edilmis dayanikli
(M3) ve hassas (NCEBR3) domates bitkilerinde rutin hidrat ve klorjenik asit degisim

kromotogramlarinin inokulasyondan hemen sonra (0. giin) karsilagtirilmasi.

4.2. C Vitamini Sonuglar:

C vitamini analizi yapilan dayanikli (M3) ve hassas(EBR3) domates bitkisi
yapraklarinda C vitamini bakimindan herhangi bir degisimin olmadigr bulunmustur.
Tablo 4.1°de verilen hesaplamalar bu sonuglar tasdik etmektedir.

Tablo 4. 5. Domateste C vitamini degisimi (mg/Kg)

Giin M3-inokuleli | M3- Kontrol | EBR-Inokuleli | EBR-Kontrol
28 343,359 523,828 521,475 413,671
21 500,39 434,765 486,328 509,875
14 509,875 451,171 498,046 505,078
6 523,046 451,171 383,203 455,859
5 561,328 535,546 547,266 547,266
4 537,89 594,14 601,171 495,703
3 551,953 522,425 612,145 619,921
2 617,578 575,39 589,453 594,14
1 641,015 542,601 561,328 535,64
0 542.601 566,015 573,515 566,015




30

Bu hesaplamalara gore C vitaminin dayanikliligin artmasi veya azalmasi ile ilgili bir
fonksiyonunun olmadigi ortaya konmaktadir. Analiz sonuglart hem iimitvar
dayanikli(M3) hem deve hem de hassas (NCEBR3) domates bitkilerinde ayni oranda C
vitamininde degisim oldugunu aralarinda istatistiki olarak C vitamini bakimindan fark

olmadigi goriilmektedir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bugiine kadar C vitamini analizleri dogal olarak insanlarin tiikettigi meyve ve sebze
tirlinleri tizerinde gerceklestirilmistir. Nitekim domates meyveleri iizerinde C vitamini
analizleri yapilmis ama herhangi bir sekilde bitkilerin yapraklari {izerinde C vitamini
analizleri yapilmamistir. Bu calisma ile hassas NCEBR3 ve timitvar dayanikli M3
mutant domates bitkilerinden alinan yapraklar iizerinde C vitamini analizleri UV
spektrofotemetre ile dl¢iimlenmistir. Hassas NCEBR3 ve timitvar dayanikli M3 mutant
domates bitkileri arasinda C vitamini bakimindan herhangi bir fark istatistiki olarak
bulunmamustir (Tablo 5.1).

M3 mutan domates bitkilerine kendi iginde ki fenolik madde bakimindan giinlere gore
degisimine bakildiginda m3 mtantlarin da gilinlere gore fenolik madde bakimindan bir
artis goriilmektedir. Bu fenolik madde artis1 inokiilasyondan hemen son sonraki bir
hafta her giin ve 14, 21 ve 28 giinlere bakildiginda kendi icinde bakteri ile inokiile
edilmis m3 ve m3 mutant kontrollere kendi iginde fenolik madde degisimine
baktigimizda inokiile edilmis m3 mutantlarda kontrolere gére daha fazla fenolik bilesik
tirettigi goriilmektedir. Bunun nedeni cesitli nedenlerden (bakteri stres) olacagi gibi
bitki diizenleyeci olan fenolik maddelerin dayanikliliktan dolay1r fazla miktarda
tiretilmesi de neden olmus olabilir. Nitekim NCEBR hassas bitkilerindeki fenolik
madde degisimlerine baktigimizda inokiile edilmis hassas NCEBR bitkileri inokiile m3

mutant bitkilerine gore daha az fenolik bilesik tirettigi gdzlemlenmistir.

NCEBR hassas bitkilerine kendi aralarindaki fenolik madde miktarlarinin degisimine
baktigimiza da bakteri ile inokiile edilmis hassas domates bitkilerinde fenolik madde
bakimindan streril su ile inokule edelmis kontrollere gore daha fazla miktarda fenolik
madde {rettigi goriilmektedir. Fakat bunun nedeni bakteriden dolayr domates
bitkilerinin stresse girmesi oldugu diistiniilmektedir. Ayrica giinlere gore fenolik madde
degisimlerine baktigimizda fenolik madde miktarinin her iki gurupta da artarak

degismekte oldugunu gérmekteyiz.

M3 mutant ve NCEBR hassas domates bitkilerinin kendi aralarindaki fenolik madde
degisimlerine baktigimizda fenolik madde miktarlarinin ikisinde de giinlere gore artigini

gormekteyiz. Fakat fenolik madde bakimin degisimlerine baktigimizda m3 mutant
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bitkilerindeki bazi fenolik maddelerde NCEBR hassas bitkilere gore ¢cok fazla oldugunu

belirledik. Bu ¢ok fazla artan iki fenolik madde rutin ve kuersetindir

Bakteriyel kanser ve solgunluk hastalik etmeni ile inokule edilen hassas NCEBR3 ve
timitvar dayanikli M3 mutant bitkileri arasinda klorjenik asit ve rutin hidrat kimyasal
olusumlart HPLC de analiz edildiginde hassas ve iimitvar dayanikli mutant bitkilerinin
olusturduklart bu kimyasal maddeler arasinda istatistiki olarak biiyiik farklar ortaya
cikmistir. Bu sonuclar ayn1 bitkilerin distile steril su ile inokule edilmis kontrolleriyle
karsilastirildiginda klorjenik asit ve rutin hidratin bitkinin strese girmesiyle birlikte

miktarlarinin yiikseldigi kanitlamaktadir (Sekil 5.5).

Umitvar dayanikli olarak bulunan M3 domates bitkilerinde dayanikliligi kontrol eden
gen(ler)in kontrolii altinda olan klorjenik asit ve rutin hidrat inokulasyondan hemen
sonra olusmaya baslamaktadir (Sekil 5.5). Calismanin sona erdigi 28 giin sonra
klorjenik asit ve rutin hidrat miktarlar1 kontrol ve inokule edilmis hassas NCEBR3
bitkileri ile karsilastirildiginda (Sekil 5.1 ) timitvar dayanikli bitkilerde her iki fenolik
madde miktarinin dayaniklilik geni olmayan bitkilere gore kat kat fazla oldugu

goriilmektedir (Tablo 5.2).

Calismada kullanilan diger fenolik maddler olan p-kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit,
kuersetin, naringenin ve kaemferol fenolik bilesikleri HPLC sisteminde farkl
miktarlarda inokiile edilmis hassas ve Umitvar domates bitkilerinde olustugu
belirlenmistir. (Tablo 5.3 ). Fakat bu kimyasal fenolik maddelerin miktarlar ile
dayaniklilik arasinda birebir iliski kurulamamistir. Ozellikle ferrulik asit tiim ¢alismanin
yapildig1 zaman dilimlerinde HPLC sisteminde 6l¢iimlenmis fakat miktar olarak hassas

NCEBR3 ile timitvar M3 mutant bitkileri arasindaki farklilik ortaya konamamistir
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