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OZET

FORTUNE MANDARININDE MUTASYON YOLUYLA Alternaria alternata f.sp. citri
ETMENINE KARSI TOLERANT YENI MUTANTLARIN ELDE EDILMESI VE
MUTANTLARDAKI BAZI DOGAL HORMON SEVIYELERININ SAPTANMASI

Ertugrul TURGUTOGLU
Doktora Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. ibrahim BAKTIR
14/01/2019; 69 sayfa

Alternaria kahverengi leke hastaligi (Alternaria alternata f.sp. citri) birgok
mandarin ve melezlerinin yaprak, dal ve meyvelerine zarar vermektedir. Bu
arastirmada, mutasyon 1slahi ile turuncgillerde hastaliga hassas oldugu bilinen Fortune
mandarininden (Citrus reticulata Blanco) tolerant genotiplerin elde edilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla; Fortune mandarin as1 gozlerine 2014 yilinda %Co
kaynagindan 50 ve 60 gray dozlarinda akut gamma 111 uygulanmistir. Isinlanan gozler
Yerli turung anaci tizerine ‘T’ goz asist ile asilanarak M;V; M;V, ve M;V3 bitkileri
elde edilmistir. Alternaria kahverengi leke hastaligina tolerantlik durumu M;V3
asamasinda elde edilen bitkilerde test edilmistir. Hastalik testlemesi icin kullanilan
izolat Adana’daki bir ticari Minneola tanjelo bahgesinden elde edilmistir. Hastalik
testlemeleri ilk Once, bitkilerin silirgiin ucuna yakin olan 1-2 cm uzunlugundaki
yapraklarinda in vitro kosullarda yapilmistir. Alternaria kahverengi leke hastaligina
karst in vivo degerlendirmelerde arastirmadan elde edilen 9 adet tolerant ve 2 adet
hassas olan birey ile ticari Fortune, Clementine Fina, Okitsu Wase ve Minneola tanjelo
cesitleri kullanilmistir. Absisik asit (ABA), gibberellik asit (GAs3), indol asetik asit
(IAA) ve zeatin (Z) analizleri i¢in fidanlarin yapraklari budanmistir. Budamadan sonra
gelisen geng¢ yapraklar 2-3 cm uzunluga eristiginde yapraklara hastaliga ait spor
siispansiyonu uygulanmistir. Uygulamadan onceki yapraklar ile uygulamadan sonraki
24-72 saat sonrasinda hastalik belirtileri gozlenen yapraklarda igsel hormon analizleri
gerceklestirilmistir.

Hem in vitro hem de in vivo testlemeler sonucunda, patojenik fungus olan
Alternaria kahverengi leke hastaligi etmenine karsi 111 mutant birey arasindan 9 adet
mutant bireyin tolerant olabilecegi belirlenmistir. Testlemeler neticesinde Clementine
Fina ve Okitsu Wase mandarin gesitlerinin hastalik etmenine karsi tolerant olmalarina
karsin Minneola tanjelo ve Fortune mandarin ¢esitleri hassas olarak bulunmustur.

Cogu genotiplerde hastalik inokulasyonu sonrasinda saptanan GAj Seviyesi,
inokulasyon Oncesine gore diisiis goOstermistir. IAA seviyesi bazi genotiplerde
inokulasyon sonrasi azalirken, diger bazi genotiplerde ve cesitlerde ise artmustir.
Genotiplerdeki zeatin seviyesi hastalik inokulasyonu sonrasinda diislis gostermistir.
Ancak, c¢esitlerde zeatin seviyesi bazilarinda artmig, bazilarinda ise azalmistir.
Inokulasyondan sonra ve dnce saptanan absisik asit seviyeleri diger hormonlarda oldugu
gibi ¢ok fazla degismemistir. Genel olarak; absisik asit, gibberelik asit ve zeatin
seviyeleri inokulasyon oncesi daha yliksek iken inokulasyondan sonra azaldigi



saptanmistir. Indol asetik asit seviyesinin ise inokulasyon sonrasinda, inokulasyon
oncesine gore artis gosterdigi belirlenmistir. Tolerant genotipler daha ileri
degerlendirmeler i¢in agik araziye dikilmislerdir.

ANAHTAR KELIMELER: Alternaria kahverengi leke hastaligi, hormon, mandarin,
mutasyon
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ABSTRACT

A RESEARCH TO OBTAIN TOLERANT NEW MUTANT GENOTYPES
VIA MUTATION BREEDING FROM FORTUNE MANDARIN AGAINST
ALTERNARIA BROWN SPOT DISEASE AND DETERMINATION OF SOME
PHYTOHORMON LEVELS IN THESE MUTANT GENOTYPES

Ertugrul TURGUTOGLU
PhD Thesis in Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim BAKTIR
14/01/2019; 69 pages

Alternaria brown spot disease caused by the Alternaria alternata pv. citri factor
affects the leaves, branches and fruits of many tangerine types and their hybrids. In this
study, it is aimed to obtain tolerant genotypes by mutation breeding in Fortune tangerine
(Citrus reticulata Blanco) which is known to be sensitive to the brown spot disease of
citrus. Gamma rays were applied to Fortune mandarin budwoods at doses of 50 and 60
gray from ®°Co as a physical mutagen in 2014. The irradiated budwoods were
consecutivly grafted onto common sour orange by using ‘T’ grafting in order to obtain
M1V1, M;1V, and M1V individuals, respectively. The tolerance status against Alternaria
brown spot disease was examined in 111 candidate plants. The isolate used in this study
was obtained from a commercial ‘Minneola tangelo’ orchard in Adana, Turkey. Disease
tests were performed in leaves located within 1-2 cm length near the shoot tip of the
plants in vitro conditions. For in vivo evaluations of Alternaria brown spot disease
resistancy, in 9 tolerant and 2 sensitive mutant individuals and Fortune, Clementine
Fina, Okitsu Wase and Minneola tanjelo commercial cultivars were used.

As a result of both in vitro and in vivo testings and evaluations, it was
determined that 9 mutant genotypes could be tolerant against the pathogenic Alternaria
brown spot disease. Meantime, similar testing of commercial cultivars showed that
Clementine Fina and Okitsu Wase mandarin were found to be tolerant while Minneola
tanjelo and Fortune mandarin were found to be sensitive against the Alternaria brown
spot disease.

Leaves of the seedlings were cut in order to the conidial suspensions disease
treatment when the young leaves reached to length of 2 to 3 cm after the pruning for
abscic acid, gibberellic acid, indole acetic acid and zeatin analysis. Hormone analyzes
of the leaves were carried out in order before the inoculation and after 24 — 72 hours
from the inoculation.

In most genotypes, gibberellic acid level was determined comparatively lower
after the disease inoculation compared to pre-inoculation tests. The gibberellic acid
level of commercial cultivars increased in the inoculated ones. Indole acetic acid levels
decreased after inoculation in the some genotypes while it increased in some genotypes
and cultivars. The zeatin level in the genotypes decreased after inoculation. However,
the zeatin level increased in some of commercial cultivars whereas zeatin decrements



were detected in some other commercial cultivars. Abscisic acid levels did not
significantly change before and after the inoculations. The results of phytohormone
analysis showed that the levels of abscisic acid gibberelic acid and zeatin were higher
before the inoculations compared to after inoculation in the genotypes. However, indole
acetic acid level increased after the inoculation compared to non inoculated ones. Nine
tolerant genotypes were transferred to open field for the further evaluations.

KEYWORDS: Alternaria brown spot disease, hormone, mandarin, mutation
COMMITTEE: Prof. Dr. Ibrahim BAKTIR

Prof. Dr. Turgut YESILOGLU
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ONSOZ

Zengin bir C vitamini igerigine sahip olan turuncgiller, insan saglig1 i¢in son
derece onemlidir. Turunggiller taze tiiketiminin yaninda; meyve suyu, konsantre, regel,
marmelat olarak c¢esitli iiriinlere islenebilmekte ve kabuklarindan da esans elde
edilebilmektedir.

Ulkemizde toplam 237.625.723,9 dekar tarim alaninin % 13.46’sinda meyve ve
bag yetistiriciligi yapilmaktadir. Tiirkiye’de 2016 yili verilerine gore 20.580.293 ton
meyve Uretilmekte bunun da % 23.18’ini turunggiller olusturmaktadir (Anonim 1).
Ulkemiz turunggil iiretimi 2017 yili verilerine gore 4.769.726 ton ile diinya iiretiminin
% 3.25 ini olusturmaktadir. Tirkiye turunggil iretiminin ise % 40.88’ini portakal,
% 32.51’ni mandarin, % 21.12’sini limon, % 5.45’ini altintop ve % 0.04’tinii ise diger
turunggil meyveleri olusturmaktadir (Anonymous 1).

Alternaria kahverengi leke hastaliinin yaprak enfeksiyonlari, agacin
zayiflamasina ve bir yil sonraki iriiniin dogrudan etkilenmesine neden olmaktadir.
Etmen kis boyunca enfekteli yapraklarda hayatta kalmakta ve biiylime mevsimi boyunca
govde ve meyvelerde inokulum kaynagi olarak bulunmaktadir. Meyveler 3-4cm gap
biiytikligiine ulasincaya kadar hastaliga karsi duyarhidir ve Meyveler ¢ok kiigiikken
hastaliga yakalanirsa dokiilebilmektedir. Alternaria kahverengi leke hastaligi ile
miicadele edebilmek i¢in ilkbahar doneminde 2 hafta araliklarla en az 5 ilaglama
yapilmasi gerekmektedir. Uygun bir ilaglama programu ile bile hastaligin gelisimi tam
olarak engellenememektedir. Ulkemizde bu hastaliga hassasiyeti nedeniyle orta-geg
donemde olgunlasan Minneola tanjelo ¢esidinin iiretimi olduk¢a azalmistir. Yapilan
calisma neticesinde Alternaria kahverengi leke hastaligima tolerant bireylerin
belirlenmesi ile hem ge¢ dénemde olgunlasan Fortune mandarin g¢esidinin tiretiminin
yayginlagmasindaki engel kaldirilmis hem de bu hastaligin kontrolii amaciyla
tireticilerin kullanmak zorunda olduklar ilaglardan kaginilmis olunacaktir. Bu durum
ise ekonomik avantaji yaninda ilaglarin kalinti etkisinin azalmasi nedeniyle daha
saglikli tiretime imkan verecektir.

Bana bu calisma imkanimi veren, denemenin diizenlenmesi ve arastirmanin
yiiriitiilmesinde her tiirlii yardimimni esirgemeyen Uluslararas1 Kibris Universitesi Tarim
Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi Dekan1 hocam Sayin Prof. Dr. Ibrahim BAKTIR’a
ve tez izleme komitesinde yer alan Prof. Dr. Salih ULGER ve Dog¢. Dr. Zeynel
DALKILIC a tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica denememin ¢esitli asamalarinda bana her
konuda yardimci olan, Sayin Dr. Ercan CANIHOS ile arkadaslarim Senay KURT,
Bengi TOPKAYA ve Giilay DEMIR’e, sevgili oglum Berkay TURGUTOGLU na
tesekkiirlerimi sunarim.
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AKADEMIK BEYAN

Doktora Tezi olarak sundugum “Fortune Mandarininde Mutasyon Yoluyla
Alternaria alternata f.sp. citri Etmenine Kars1 Tolerant Yeni Mutantlarin Elde Edilmesi
ve Mutantlardaki Bazi Dogal Hormon Seviyelerinin Saptanmasi” adli bu ¢aligmanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigimi belirtir, bu tez
calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagin1 gésterdigimi beyan ederim.
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Ertugrul TURGUTOGLU
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

cm  : Santimetre

g : Gram

mg : Miligram

ml - Mililitre

mm  : Milimetre
nm : Nanometre
ppm : Milyonda bir
pmol : Pikomol

ng : Mikrogram
ul : Mikrolitre

um  : Mikrometre

°C : Santigrad derece
% : Yiizde
Kisaltmalar

ABA : Absisik asit

DAS-ELISA: Double antibody sandwich indirect enzyme-linked assay
GA;z : Gibberellik asit

HPLC : Yiiksek performansli sivi kromatografi

IAA : Indol asetik asit

PBST : Phosphate buffered saline with Tween 20

TBS : Tris — buffered saline

Z : Zeatin
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GIRIS E. TURGUTOGLU

1. GIRIS

Turunggiller, Rutaceae familyasinin, Aurantioideaec alt familyasinda Citrus
cinsine ait olup, igerisinde portakal (Citrus sinensis (L.) Osbeck), limon (Citrus limon
(L.) Burm. f.), mandarin (Citrus reticulata Blanco), altintop (Citrus paradisi Macf.) gibi
ticari tiirleri igermektedir. Ekvatorun 40° kuzey ve giiney enlemleri arasinda yer alan
iilkelerin tamaminda yetistiriciligi yapilabilmektedir (Tagdemir vd. 2001).

Zengin bir C vitamini icerigine sahip olan turunggiller, insan saglig1 i¢in son
derece onemlidir. Turunggiller taze tiiketiminin yaninda; meyve suyu, konsantre, regel,
marmelat olarak cesitli iirlinlere islenebildigi gibi kabuklarindan da esans elde
edilebilmektedir.

Turuncggil yetistiriciligi gerek diinyada ve gerekse ililkemizde hizli bir gelisme
stirecindedir. Son 30 yilin diinya turunggil iiretimi incelendiginde; 1980 yilinda yaklasik
55 milyon ton olan {iretimin, 2017 yilinda 146.6 milyon tona yiikseldigi goriilmektedir.
Diinya iiretiminde 2017 y1l1 verilerine gore Cin, Brezilya ve Hindistan ilk {i¢ siray1 alan
iilkelerdir. Ulkemizde toplam 237.625.724 dekar tarim alaninin % 13.46’sinda meyve
ve bag liretimi yapilmaktadir. 2017 yil1 verilerine gore iilkemizde 20.580.293 ton meyve
tiretilmekte bunun da % 23.18’ini turunggiller olusturmaktadir (Anonim 1). Tirkiye,
2017 yilinda 4.769.726 ton iiretim ile diinya tretiminin % 3.25’ini olusturmakta ve
Oonemli turunggil ireticisi iilkeler arasinda 7. sirada yer almaktadir. Bu {iretimin
1.950.000 tonunu portakal, 1.550.469 tonunu mandarin, 1.007.133 tonunu limon,
260.000 tonunu altintop ve 2.124 tonunu ise diger turuncgil meyveleri olusturmaktadir
(Anonymous 1). Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2017 yil1 verileri incelendiginde Tiirkiye
turunggil {iretiminin bir Onceki yila gore % 11.10 artis gosterdigi ve iiretimin
% 86.78’inin Akdeniz Bolgesinde yapildigi ve daha sonra % 12.70 ile Ege Bolgesinin
takip ettigi goriilmektedir (Anonim 1).

Ulkemizin toplam yas meyve ve sebze ihracatimiz i¢inde turunggiller; 2017
yilinda 1.672.800.000 kg ihracat miktar: ile bir onceki yil ile ayni oranda kalmasina
ragmen elde edilen gelir bakimindan % 3’lik bir azaligla 849.600.000 $ olarak
gerceklesmistir. Turunggil meyveleri, 2017 yili toplam yas meyve ve sebze ihracat
miktarinin % 42,22 ve elde edilen ihracat gelirinin ise % 38,08’sini turunggil meyveleri
olusturmakta olup yas meyve ve sebze ihracatinda ilk sirada yer almaktadir. 2017 yili
toplam turunggil ihracatimizin % 41.68’ini mandarin, % 28.40’1m1 limon, % 22.05’ini
portakal ve % 7.87’sini altintop olusturmaktadir (Anonim 2).

Diinyada son yillarda kolay soyulabilen turunggil c¢esitlerine olan egilim
artmaktadir. Ulkemizde de yurtdis: talepleri dogrultusunda turunggiller ve 6zellikle de
mandarin iretim sezonunun daha da uzatilabilmesi amaciyla yeni cesitlere agirhk
verilmeye baslanmistir.  Ozellikle daha ge¢ donemde olgunlasan gesitlerin
yayginlasmasiyla birlikte bazi hastaliklar da onem kazanmaya bagslamistir. Bu
hastaliklardan biri de turunggillerde Alternaria alternata f.sp. citri etmeninin neden
oldugu Alternaria kahverengi leke hastaligidir. Alternaria cinsi az veya ¢ok koyu
pigmentli, konidiyoforlar iizerinde zincir seklinde spor olusturan eseyli ireme dénemi
bilinmeyen Deuteromycetes sinifi funguslardandir. Yaklasik 100 kadar tiirii bulunan bu
patojen, hububat, siis bitkileri, yaghk tohumlu bitkiler, sebzeler ve meyve agaglar



GIRIS E. TURGUTOGLU

olmak iizere birgok kiiltiir bitkisinde ekonomik diizeyde etkili olmaktadir (Joly 1964;
Ellis 1971, 1976; Simmons 1992; Strandberg 1992; Rotem 1994).

Hastalik etmeni geng¢ yaprak, siirglin ve geng meyvelerde enfeksiyon
yapmaktadir. Geng¢ yapraklarda genellikle yapragin u¢ ve kenar kismindan baslayan
enfeksiyonlar yapragin orta kismina dogru yayilmakta, yaprak iizerinde sar1 halelerle
birlikte kahverengi diizensiz lekeler olusturmaktadir. Enfekteli yapraklar kisa siirede
dokiilmekte, bunun sonucunda agaglar zayiflamakta ve bir yil sonraki {iriin de dogrudan
etkilenmektedir. Hastaliga hassas olan cgesitlerde 3.5-4.0 cm c¢apindaki meyvelerin
yiizeyinde 1-3 mm c¢apta kahverengi sigil seklinde mantar doku olusmakta, bu mantar
dokular birleserek meyve yiizeyinde genis bir alan olusturabilmektedir. Hastalik
gelisimi sonucunda enfekte olan geng¢ yaprak ve meyveler dokiilmekte, olgun meyveler
ise ihrag 6zelligini kaybetmektedir (Canthos ve Erkilig 1998).

Mutasyon, kalitim materyalinin (DNA, RNA ve Plasmid) fiziksel veya kimyasal
yapisinin dis veya i¢ nedenlerle degistirilmesi sonucu canlida meydana gelen kalitsal
degismelerdir. Kromozom mutasyonu terimi kromozomlardaki yapi1 degisikliklerini
icerir. Gen mutasyonu; bir genin bir dereceye kadar farkli bir gen olarak degisimini
belirler. Genin tabiatinda meydana gelen degismeler nokta mutasyon olarak tanimlanir.

Mutasyon somatik hiicrelerde veya esey hiicrelerinde meydana gelebilir.
Degisme bitki biinyesinde (somatik yapida) meydana gelirse somatik mutasyonu veya
tomurcuk mutasyonunu; esey hiicrelerinde meydana gelirse gametik veya germinal
degisimi (varyasyon) olusturur (Cameron ve Soost 1969). Bir somatik mutasyon
herhangi bir hiicrede meydana gelebilir. Mutasyon meydana gelmis hiicre kendi kendine
tireyebilirse, bundan meydana gelecek bir siirgiin veya meyve geliserek bu siirglin veya
meyvede kimera meydana gelebilmektedir.

Organizma tizerindeki etkileri yoniinden nokta mutasyonuna benzer degismeler,
kromozom yapist ve sayisindaki sapmalardan, genlerin kaybina, duplikasyonuna ve
yeniden diizenlenmesine yol acan anormal kromozom segregasyonlari tarafindan
meydana getirilebilir. Kromozomlar da bir canlinin biitiin 6zelliklerini DNA ¢ift
sarmalindaki niikleotidlerin siralanig1 ile belirler. Niikleotidlerin siralanigindaki bir
degisiklik mutasyonla sonuc¢lanmaktadir. Ayni sekilde kromozomlarda fiziksel
mutajenlerle meydana gelen yapisal bozulmalar da kromozom mutasyonunu meydana
getirir. Meydana gelen mutasyonlar, cogu kez zararli olup, dogal seleksiyonlarla canli
populasyonunda elenirler. Cok ender olarak ortaya ¢ikan mutasyonlar degisen cevreye
adaptasyonunu da artirarak yararli hale gelebilmektedir. Bu nedenle mutasyonlar
canlhidaki genetik degisikligin en 6nemli kaynagi olup, su anda var olan biitiin canl
tiirlerinin evriminde en dnemli rolii Gistlenmistir.

Mutasyon yoluyla 1slahin 6nemi anlasildiktan sonra, 1950 yilindan gilinlimiize
kadar basta siis bitkileri olmak iizere tahillar, baklagiller, endiistri bitkileri ve meyve
agaclari olmak tizere 3188 adet ¢esit gelistirilmistir (Anonymous 2). Kromozom
mutasyonlart M; ve sonrasi generasyonda belirlenirken, gen mutasyonlar1 ¢ogunlukla
resesif oldugundan degisik fenotiplerin ve gen mutasyonlarinin ortaya ¢ikmasi M
generasyonunda miimkiin olabilir. Bu degisikligin mutasyon veya modifikasyon olup
olmadig1 M3 generasyonunda yapilacak kontrol ile ortaya ¢ikabilir (Donini 1992).
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Turunggiller dogal melezlemeye ve mutasyona egilimli bitkiler olmasindan
dolay1 yeni ¢esitler ortaya ¢ikarmaya elveriglidir (Davies ve Albrigo 1994).Ticari olarak
yetistiriciligi yapilan turunggil cesitlerinin ¢ogu tomurcuk mutasyonlar1 sonucu ortaya
cikmigtir. Tomurcuk mutasyonlarina turunggillerde ¢ok sik rastlanmaktadir (Tanaka
1925). Bu nedenle turunggillerde tomurcuklarda degisimi yapan mutasyonlar ¢cok énem
arz etmektedir. Ender meydana gelen kalic1 degisiklikleri ¢ok sik karsilasilan ve kalict
olamayan degisikliklerden ayirmak olduk¢a Onemlidir. Tomurcuk mutasyonuyla
meydana gelmis aga¢ veya meyvedeki degisim ekolojik kosullardan ileri gelmis
degisikliklerden kolay ayirt edilebildigi halde iirliniin miktar1 ve kalitesi lizerinde
meydana gelmis karakter degisikligini fark etmek oldukg¢a zordur. Bu farklilig1 ortaya
¢ikarmak yogun ve uzun ¢aligmalar gerektirir (Cameron ve Frost 1968).

Turunggillerde 1smmlamayla ilk mutasyon 1935 yilinda Haskin ve Moore
tarafindan g¢ekirdekler iizerine X-iginlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada, X-
1sinlarininin hiicre yapisina zarar verdigi ve elde edilen ¢oglirlerde bazi anormalliklerle
birlikte gegici 6zellik gosteren durumlarla da karsilagildigi bildirilmistir (Cameron ve
Frost 1968). Turunggillerde yapay mutasyon olusturma konusunda ilk yillarda daha ¢ok
Star Ruby altintop ¢esidi iizerinde ¢aligilmistir (Hensz 1971).

Orta-ge¢ donemde olgunlasan Minneola tangelo’nun dikim alanlarinda
Alternaria kahverengi leke hastaligi nedeniyle ciddi azalmalar meydana gelmis ve orta-
ge¢ donem igin potansiyel gecci ¢esit olan Fortune gibi mandarin ¢esitlerinin de
dikimini engellemistir. Mutasyon 1slahi ile turunggillerde kahverengi leke hastaligina
hassas oldugu bilinen Fortune mandarini mutantlar1 arasinda tolerant genotiplerin
belirlenmesi Ongoriilmistiir. Calismada hassas ve tolerant bulunan genotiplerdeki
hormonal degisimin (oksin, gibberellin, sitokinin, absisik asit) belirlenmesi de
hedeflenmistir.

Bu c¢alisma; Alternaria alternata f.sp. citri etmenine hassas oldugu bilinen
Fortune mandarini ¢esidinden mutasyon islahi yoluyla yeni mutant bireylerin elde
edilmesi, elde edilen mutant bireylerin Alternaria alternata f.sp. citri etmenine
hassasiyetlerinin belirlenmesi ve sonugta tolerant ve hassas olarak bulunan genotiplerde
hastalik inokulasyonu oncesi ve sonrasinda hormonal degisimin (oksin, gibberellin,
sitokinin, absisik asit) ortaya konulmasi amaciyla 2014-2018 yillar1 arasinda Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi ile Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nde
yiirtitilmiigtir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Turuncgillerde Yapay Mutasyon Yoluyla Yapilan Islah Calismalar:

Turunggillerde tohumlarin poliembriyonik yapiya sahip olmasi, seksiiel
uyusmazlik, yiiksek heterozigot yapiya sahip olma, kisirlik gibi birgok biyolojik engel
nedeniyle kontrollii melezleme yoluyla 1slah ¢alismalarinin olduk¢a uzun ve maliyetli
olmasma neden olmaktadir (Cameron ve Frost 1968). Giinliimiizde ticari olarak
yetistiriciligi yapilan turunggil ¢esitlerinin ¢ogu tomurcuk mutasyonlart sonucu ortaya
cikmistir (Tanaka 1925). Dogal mutasyonlar yeni turunggil g¢esitlerinin gelistirilmesi
icin ¢ok Onemlidir. Ancak dogal mutasyonlar diisiik siklikta gergeklesmektedir.
Turunggillerde mutasyon sonucu yeni g¢esitlerin olusumunu artirmak ic¢in radyasyon
veya kimyasal mutagenler kullanilarak hedefler dogrultusunda seleksiyon i¢in uygun
genetik varyabilite oldukca artirilabilmektedir (Broertjes ve van Harten 1988).

Mutasyon 1slah1 ¢alismalar1 ¢ogunlukla daha lezzetli, farkli renge sahip veya
dogada evrim siirecinde kaybolacak olan kalitim1 iiretmek i¢in kullanilmaktadir. Belirli
fiziksel veya kimyasal mutagenler ile genlerin yapisin1 degistiren mutasyonlar yapay
olarak meydana gelmektedir. Kullanilan mutasyonun tipine bagli olarak oldukga farkli
caligmalar mevcuttur. Ornegin iyonlastirict radyasyon olarak gamma igmlar1 ve X
isinlan (Spiegel-Roy ve Padova 1973; Hearn 1984; Spina vd. 1991; Chen vd. 1991;
Tulmann Neto vd. 1996;), termal noétronlar (Hensz 1960) mutasyon olusturmak
amactiyla kullanildig1 ¢aligmalar bulunmaktadir. Colchisin hari¢ olmak iizere kimyasal
mutagenler dokulara penatrasyonu daha zor olmasindan dolay1 turunggillerde mutasyon
islahi ¢alismalarinda daha az kullanilmaktadir. Colchisin ¢ogunlukla in vitro veya in
vivo galigmalari ile mitotik poliploidinin tesvik edilmesiyle tetraploid turunggillerin elde
edilmesi i¢in kullanilmaktadir (Barret 1974; Gmitter ve Ling 1991; Wu ve Mooney
2002; Wakana vd. 2005; Latado vd. 2007; Zhang vd. 2007; Aleza vd. 2009; Dutt vd.
2010).

Giliniimilizde fiziksel mutagenlerden en ¢ok gamma 1sin1 tercih edilmektedir.
Gamma 1ginlart  kullanilarak meyve tiirlerinden gliniimiize kadar elma (Malus
domestica), findik (Corylus avellana), ceviz (Juglans regia), visne (Prunus cerasus),
badem (Amygdalus communis), zeytin (Olea europaea), muz (Musa cavendishii) ve
turunggillerde (Citrus spp.) olumlu sonuglarin alindigi ¢alismalar mevcuttur (Kunter vd.
2009).

Turunggillerde mutasyon 1slah1 genetik kalitiminin gelistirilmesi ve yeni
cesitlerin elde edilmesinde basarili bir metot olarak diisiiniilmektedir. Turuncggillerde
Ozellikle as1 gbzii mutasyonlar1 olmak iizere mutasyonlar yeni g¢esit elde edilmesinde
yogun olarak yararlanilmasina ragmen mutasyonun mekanizmasi heniiz iyi
anlagilamamustir (Liu vd. 2009). Ustelik mutasyonlar igerisinde minor genetik
varyasyonlarin orjinal ¢esitler igerisinden ayirt edilmesi olduk¢a zordur (Liu vd. 2009;
Deng vd. 1995; Breto vd. 2001).

Turunggillerde yapay mutasyon olusturmak icin ilk defa isinlarin kullanimi
1935’te agiklanmistir. Bu konuda daha ¢ok Star Ruby ilizerinde ¢aligilmigtir (Hensz
1971). Hudson altintopunun ¢ekirdeklerine termal nétron uygulanmasiyla elde edilen
Star Ruby altintopu 1977 yilinda meyve basina 0-3 ¢ekirdek sayisi ile az ¢ekirdekli ve
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ebeveyni olan Hudson altintopuna gore meyve kabuk ve et rengi daha koyu olarak
ortaya ¢ikmistir (Hensz 1977). Giinlimiizde ticari olarak olduk¢a 6nemli olan Rio Red
altintop ¢esidi de Star Ruby altintopu gibi yapay mutasyon ile elde edilmistir. Ruby Red
altintopu as1 gozlerine radyasyon uygulamasi neticesinde ¢ekirdeksiz ve meyve eti rengi
ebeveynine gore 3-5 kat daha koyu renkli Rio Red ¢esidi elde edilmistir (Hensz 1985).

Turunggil ¢esitlerinin baz1 6zelliklerini degistirmek amaciyla yapay mutasyonun
kullanildigr bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir. Yapay mutasyon yoluyla yapilan bu
calismalardan bazilari; ¢ekirdeksiz mandarin (Starrantino vd. 1988b; Sutarto vd. 2009;
Williams ve Roose 2010; Bermejo vd. 2012; Goldenberg vd. 2014; Montafola vd.
2015), ¢ekirdeksiz pummelo (Huang vd. 2003; Sutarto vd. 2009), portakalda kompakt
ta¢ biyiikliigii ve verimlilik (Donini 1982), altintoplarda meyve kabuk rengi (Chapot
1975; Hensz 1985), erken yasta meyveye yatan altintop ve portakal (Donini 1982; Tang
vd. 1994), limonlarda ¢ekirdeksizlik ve u¢ kurutana dayaniklilik (Giilsen vd. 2007;
Uzun vd. 2008), limonlarda erken olgunlasma (Uzun vd. 2008) hedefleri dogrultusunda
yapilmistir.

Russo vd. (1981), yapay mutasyonlarin turunggil 1slahinda kullanilmasi
olanaklarini inceledikleri aragtirmalarinda, Monreal Clementine ¢esidinde herbiri 4 goz
iceren kalemlere 0, 20, 40, 60, 80 ve 100 gray dozlarinda gamma 1s1n1 uygulamiglardir.
80 ve 100 gray dozlarin dldiiriicii oldugu bulunmus ve bu dozlarin uygulandigi gozlerin
tamami Olmiistiir.

Hearn (1984), Pineapple portakali ile Duncan ve Foster altintopu tohumlarina
100, 150, 200, 250 ve 300 gray dozlarinda gamma 1gin1 uygulamistir. LDso degerleri
Pineapple i¢in 100-150, Duncan i¢in 150, Foster i¢in 100 grayden diisiik olarak
bulunmustur. En duyarli olan Foster altintopunun bu 6zelliginin, uygulama sirasindaki
yiiksek nem igeriginden kaynaklanabilecegini belirtmistir. Az sayida g¢ekirdek igeren
mutantlarin yaninda cekirdeksiz mutantlar da elde etmistir. En az ¢ekirdek sayisina
sahip olan mutantlar Pineapple ve Duncan bireylerinde kaydedilmistir.

Spiegel-Roy vd. (1985), Eureka limon ¢esidine 40 ve 60 gray dozlarinda 1sin
uygulamasi sonucu elde edilen 600 adet birey igerisinden ¢ekirdeksiz meyvelere sahip
mutantlarin elde edildigi bildirilmistir. Caligmada birkag¢ vegetatif dongii sonrasinda da
cekirdeksizlik karakterinin kalic1 oldugu belirlenmistir. Villafranca limon ¢esidinde
yapilan benzer bir ¢calismada 50 gray gamma 151 uygulamasinda da benzer sonuglar
elde edilmistir (Spiegel-Roy 1990). Bu calismalar neticesinde Eureka limon ¢esidinden
cekirdeksiz bir ¢esit olan Galya ve Villafranca limon c¢esidinden ¢ekirdeksiz bir gesit
olan Ayelet cesitleri elde edilmistir (Spiegel-Roy vd. 2007).

Hearn (1986), Foster altintopunda tomurcuklara 30, 50, 70, 90 ve 110 gray
dozlarinda gamma 151n1 uygulamistir. Bunlar anaglar {izerine sera ve fidanlikta ayr1 ayri
astlanmistir. LDsg dozu serada asilananlar i¢in 50 gray, fidanlikta agilananlar i¢cin 90
gray olarak bulunmustur. Meyve basina ¢ekirdek miktarinin sayilmasi sonucunda bazi
ticari anlamda ¢ekirdeksiz klonlarin bu yolla klasik 1slaha gore daha kisa siire igerisinde
elde edilebildigini bildirmistir.

Starrantino vd. (1988), Femminello Siracusano limonunun gen¢ meyvelerine
ciceklenmeden 100—120 giin sonra 2—40 gray dozlarinda gamma 111 uygulamislardir.
Isin uygulanan meyvelerin tohumlarindan izole edilen nusellus dokusu in Vvitro
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kosullarda Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiire alinmistir. Meydana gelen
bireyler turung, Citrus macrophylla ve citrumelo anaglari iizerine agilanmis ve 1980°de
bahgedeki yerlerine dikilmistir. 7 orijinal ve 179 1s1n uygulanmis birey i¢inden yapilan
seleksiyonda 2 adet dikensiz birey saptanmis ve Femminello Siracusano NL2Kr (FS) ve
Femminello Compatto NL2Kr (FC) olarak isimlendirilmistir. Bu iki bireyin ayni
zamanda ugkurutan (Phoma trachephila) hastaligina bir derece dayaniklilik gosterdigi
kaydedilmistir. FS olarak adlandirilan bireyin yiiksek verimli ve daha erkenci, FC
olarak adlandirilan bireyin ise kompakt taclh, kiigiik ve kaba meyvelere sahip oldugu
bulunmustur.

Nito vd. (1989), Valencia ve Yoshida portakallari, Kalamondin, Yuzu ve
Satsuma cesitlerinin kalluslarina 10 ile 500 gray dozlar1 arasinda gamma 111
uygulamiglardir. Gamma 151n uygulamasinin kallus olusumunu yavaslatirken embriyo
sekillenmesini hizlandirdigi, maksimum embriyo {iretimi i¢in optimum dozlarin
calisilan tiir ve gesitler i¢in 50, 100, 200 ve 500 gray olarak saptanmustir.

Farkli seftali cesitlerinde tomurcuklara gamma 151n1 uygulanan bir ¢alismada
cesitler arasinda gamma 1511 uygulamasina cevap vermedeki farkliliklarin, uygulama
dozu ve zamaniyla ilgili oldugu goriilmiistiir. Bazi uygulamalarin ise kiigiik tag
olusturan bireylerin seleksiyonu i¢in varyasyonu artirmada etkili oldugu goriilmiistiir
(Smykov 1989).

Ponnuswami vd. (1991), Muscat {zimiinin 25-45 cm uzunlugundaki
kalemlerine O (kontrol), 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 gray dozlarinda gamma 1s1n1
uyguladiklar1 ¢alismada tomurcuklanma oranlari, canli kalma oranlari, siirgiin ve kok
uzunluklari, yaprak alan1 6zellikleri agisindan LDsg degerlerinin 20 ile 25 gray arasinda
oldugunu bulmuslardir.

Cin’de tohumlara 100 gray gamma 1s1n1 uygulamasiyla elde edilen iki portakal
mutantinin (‘Jin Cheng” 7 ve ‘Jin Cheng’ 9) ¢ekirdeksizlik karakterinin kararlilig
arastirilmistir. Calisma sonucunda ¢ekirdeksizlik 6zelliginin kalic1 oldugu ve vejetatif
olarak aktarilabildigi belirlenmistir. Ustelik mutantlarda sterilitenin nedeninin anormal
mayoz boliinme oldugu belirlenmistir (Chen vd. 1991).

Ollitraut (1992), Willowleaf mandarini nuseller embriyogenik kalluslar1 tizerine
rejenarasyon oncesinde 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 gray dozlarinda gamma 1g1n1
uyguladig1 ¢alismada 90 gray dozuna kadar 6zel bir etkinin goriilmedigini, 1-2 alt
kiiltiirde 160 ve 180 gray dozlarinin en iy1 uygulama olarak gortildiigiinii bildirmistir.

Hongjiangcheng mandarininde g¢ekirdek sayisini azaltmak amaciyla siirgiinlere
80 gray gamma 1s1n1 uygulamasi sonucunda 2 adet mutant bireyde (2-6-2 ve 1-9-22)
meyve basma iicten az c¢ekirdek bulundugu, mutant bireylerde ortalama meyve
agirligimin 122 gramin iizerinde, suda ¢oziinebilir kuru madde miktarinin ise % 13,0—
13,5 olarak saptandigi belirtilmistir (Tang vd. 1993).

Sanada vd. (1993), Alternaria hastaligina hassas ‘Nijisseiki' armut g¢esidinde
gamma 1511 uygulamasi ile elde ettikleri mutant genotipleri, hastalik acisindan
testledikleri c¢aligma neticesinde 9 mutant bireyde dayaniklhilik saptadiklarim
bildirmislerdir. Dayanikli oldugu saptanan mutantlardan biri 'Gold Nijisseiki' ismiyle
tescil edilmistir.
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Zhou vd. (1995), Ruby Blood ve Xinhuicheng portakallart ve Ponkan
mandarinine degisik dozlarda 1s1n uygulamislar ve mutantlar arasindan polenleri kisir
olan ve c¢ekirdeksiz 22 adet portakal mutant1 selekte etmislerdir. Optimum 1s1n dozu
portakallarda 5 gray, mandarinde ise 30 gray olarak saptanmustir.

Froneman vd. (1996), gamma isinlarin1 kullanarak ¢ekirdeksiz turunggil gesitleri
elde etmek amaciyla yaptiklari mutasyon ¢alismasinda as1 kalemlerini 30 gray dozdan
baslayarak 75 gray doza kadar gamma i1ginina tabi tutmuslardir. Calisma siiresince 13
adet c¢ekirdeksiz birey elde edilmis ve yapilan incelemeler neticesinde Nova
mandarininin ¢ekirdeksiz tipi olan ‘Nova SL’ elde edilmistir.

Calabrese vd. (2000), Palermo’daki Coltivazioni Arboree Enstitiisiinde 1989°dan
beri genotiplerin uckurutana toleransliklar1 ve c¢ekirdeksizlik durumunu tanimlama
amagli denemelerini siirdiirmektedirler. Italya’da cok fazla iiretilen, ¢ok cekirdekli
meyvelere sahip ve ugkurutan hastaligina orta derecede tolerant olan Zagara Bianca
limonunda yapilan mutasyon ¢alismalar1 neticesinde Akragas, Erice, Kamarina, Segesta
ve Selinunte cesitleri tanimlanmistir. Bunlardan Akragas, Kamarina, Segesta ve
Selinunte gesitleri ¢ekirdeksiz olarak belirlenmis, Erice ¢esidinin ise 0—4 arasi ¢ekirdege
sahip oldugu bildirilmistir.

Singh vd. (2000), mandarin tohumlarma 0, 100, 150, 200, 250 ve 300 gray
gamma 1511 uyguladiklar ¢alismada tohumlarin ekiminden sonra ¢imlenme oranlarini 5
giin araliklarla 70 giin boyunca takip etmislerdir. Ayrica 10-12 cm uzunlugundaki
kalemlere 0, 30, 50, 70, 90 ve 110 gray gamma 1s1n1 uygulayarak Rangpur laym1 (C.
limonia) tlizerine agilamiglar ve 10. giinden itibaren 1 hafta araliklarla 1 ay boyunca
gozlerin durumunu goézlemlemislerdir. Calismada bekledikleri {izere gama 1smn dozu
yiikseldikge tohum ¢imlenmesi ile tomurcugun canliliginda onemli derecede ve
kademeli olarak bir azalma bulundugunu gozlemlemislerdir. En yliksek tohum
¢imlenmesi 151 uygulanmayan kontrol uygulamasinda (% 83.9) ve en diisiik tohum
cimlenmesi ise 250 gray dozda (% 49.6) bulunmustur. Uygulama dozunun artmasinin
ayni zamanda c¢imlenme siiresini de geciktirmistir. Asilanan gozlerin canlilig
bakimindan ise en yiiksek degerler benzer sekilde kontrol uygulamasinda
(% 97.1) elde edilirken, bu uygulamay: sirasiyla 30 gray (% 53.96), 50 gray (% 18.03)
ve 70 gray (% 13.85) dozlar1 izlemistir.

Jonathan, Fuji, Oorin ve Indo elma gesitlerinden gamma 1g1n1 uygulamasi ile
elde edilen mutant bireylerin Alternaria hastaligina karsi testlenmesi neticesinde bazi
mutantlarin tolerant oldugu bulunmustur (Akira vd. 2001). Yoshioka vd. (2001),
elmalarda zarar olusturan Alternaria mali etmenine hassas olan ‘Indo’ elma ¢esidinin
mikrogogaltilan siirgiinlerine 80 gray gamma 15in dozunda elde edilen mutant
bireylerden arasindan bu hastaliga tolerant bulundugunu ve “Houiku Indo” ismiyle
tescil edildigini bildirmislerdir.

Williams ve Roose (2008), Daisy, Fairchild ve Kinnow mandarinlerinin as1
gozlerine gamma 1sin1 uygulamasiyla meyve basma ortalama 2-3 adet c¢ekirdek
olusturan Daisy SL, Fairchild SL ve Kinnow SL ¢esitlerini 1slah etmiglerdir.

Crowley (2011), Kaliforniya’da W. Murcott mandarin ¢esidi ve bu ¢esitten
mutasyon yolu ile ¢ekirdeksiz ¢esit olarak elde edilmis olan Tango mandarin ¢esidinin
molekiiler olarak genetik farkliliklarinin arastirildigi bir ¢aligmada ms-AFLP analizi
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sonucunda bu iki c¢esit arasinda genetik bakimdan bir farklilik bulunmadigini
bildirmistir. Bununla birlikte W. Murcott ¢esidinden farkli olarak Tango c¢esidinde
kromozom dagilim goériiniimlerinin  birkaginda mayotik metafaz asamasinda
kromozomlarda yanlig siralama oldugu belirlenmis ve bu durum iizerine Tango
mandarin ¢esidinin ¢ekirdeksiz meyve lretmesinin genetik olarak temel nedeninin
gamma 1sin uygulamasindan kaynaklanan kromozom anormallikleri olabilecegi 6ne
surmustur.

Mandarinlerde c¢ekirdeksiz mutantlarin elde edilmesi iizerine ABD, Giiney
Afrika, Italya ve diger iilkelerde ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Russo vd. 1981;
Starrantino vd. 1988a; Du Plooy vd. 1992; Froneman vd. 1996). Khalil vd. (2011),
Kinnow mandarini as1 gozlerine 20 gray radyasyon uygulamasiyla meyve basina
ortalama olarak 25 adet olarak bulunan ebeveyne gore az ¢ekirdekli bireyleri
gelistirmisler ve ortalama olarak meyve basina 5 adet ¢ekirdek sayisina kadar azaldigini
bildirmislerdir. Yafa portakalinda gamma 1simn1 kullanilarak daha kompakt tach
mutantlar elde edilmistir (Vardi ve Spiegel-Roy1978). Isinlama yontemi Femminello
Siracusano limonunda uckurutana dayaniklilik ¢aligmalar1 amaci ile de kullanilmistir
(Starrantino ve Russo 1976).

Brezilya’da Pera portakalina 40 gray dozunda gamma 151n1 uygulanan ¢aligmada
MV, asamasinda yaklasik olarak 7600 adet mutant birey elde edildigi ve bu bireyler
icerisinden tag yapisi degistirilmis bodur, ¢ekirdek sayisi azaltilmis meyvelere sahip,
meyve formu ve olgunlagma periyodu farkli bireyler olmak iizere farkli karakterli 127
mutant bitki selekte edilmistir (Tulmann Neto vd. 1996). 127 mutant birey igerisinden 8
adet mutantin ¢ekirdeksiz meyvelere sahip oldugu ve ticari yetistiricilik i¢in biiyiik
potansiyele sahip oldugu bulunmustur (Latado vd. 2001). Latado vd. (2004), distik
polen canlilig1 ile meyvelerdeki c¢ekirdeklerin yoklugu veya az sayida olmasi arasinda
iliski oldugunu belirtmistir. Belasque Jr vd. (2009), bu bireyler igerinden 6 adet mutant
birey ile dnceden tanimlanmis 3 adet (9-1, 9-2, 9-3) bireyin Brezilya’da yaygin olarak
goriilen turunggil bakteriyel leke hastaligina karsi tolerant olarak goriildiigiini
bildirmiglerdir.

Giilsen vd. (2007), Kiitdiken limon ¢esidinin as1 gdzlerine 0, 30, 50, 70 ve 90
gray dozlarinda mutasyon uygulamasi sonucunda elde edilen 478 adet M;V;
asamasindaki birey icerisinden yapilan se¢im sonrasinda belirlenen 4 mutant bireyin
cekirdeksiz oldugu ve aymi zamanda ugkurutan hastaligima karst da tolerantlik
gosterdigini rapor etmiglerdir. Bu bireylerden 3 adedi 50 gray 1sin dozundan ve 1 adedi
ise 70 gray 1s1n dozundan elde edilmistir.

Vardi vd. (2008), Israil’de Orah, Murcott, Yafit ve Michal ¢esitlerinden az
cekirdekli veya cekirdeksiz yeni cesitler elde etmek amaciyla bu ¢esitlere 4 farkh
gamma 151n1 uyguladiklar ¢aligmalar neticesinde ¢ekirdekli ’Orah’ mandarin ¢esidinin
cekirdeksizi olarak Orri ve ‘Murcott’” mandarin ¢esidinin ¢ekirdeksizi olan Moria
cesitlerini elde ettiklerini belirtmislerdir.

Kara (2014), Nagami kamkat ¢esidinin as1 kalemlerine 0, 15, 30, 45 ve 60 gray
dozlarda gamma 1511 uyguladig1 calismasinda M;V; asamasindaki bireyler arasindan
RAPD primerleri ile 12 nolu bireyin diger bireylerden farkli oldugunu belirlemistir.
Aragtirmaci, ¢calismada Nagami kamkat ¢esidi icin 60 gray gamma 151n dozundan daha
yiiksek dozlarda calisilabilecegini belirtmistir.
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Polat vd. (2015), farkli gamma 1s1n dozlar1 uygulanarak elde edilen 35 Yerli
mandarin ve 10 Yerli Yuvarlak limon bireyinde 26 SSR ve 28 SRAP primeri kullanarak
molekiiler olarak tanimladiklar1 ¢alismalarinda, 6 SSR primerinde polimorfizm elde
edttiklerini ve bunun limonlarda siirgiin ucu rengi ile iliskili oldugunu belirlemislerdir.

Turunggillerde farkli arastirmacilar tarafindan in vitro kosullarinda mutasyon
uygulamasi yapildig: bildirilmis (Spiegel-Roy ve Kochba 1973; Broertjes ve van Harten
1988; Predieri 2001) olmasia ragmen bu c¢aligmalardan ticari mutant bir g¢esit elde
edilmemistir. Brezilya’da en onemli ana¢ olarak kullanilan Rangpur laymi ¢esidinin
epikotil segmentlerine mutasyon uygulanmasi neticesinde in Vvitro siirgiin rejenerasyonu
ve in vitro mikro asilamada bitkilerin hizla gelisip piskinlestigi belirtilmistir. Bu strateji
kullanilarak mutasyon uygulanmig bireylerin ilk meyve verme zamaninin dikimden
sonra 2-3 yil sonra gozlemlendigi ve Rangpur layminda genclik kisirligt doneminin
kisaltildig1 belirtilmistir (Gonzaga vd. 2011). Starrantino vd. (1988b), tarafindan yapilan
bir ¢alismada da nuseller kalluslara in vitro mutasyon sonrasinda dikensiz limon
mutantlarinin elde edildigi bildirilmistir.

2.2. Bitkisel Hormonlar ve Bitki Hastaliklar1 ile Tliskiler

En uygun kosullardan kurtulmak icin hareket edebilen ve uyum saglayabilen
hayvanlarin aksine, bitkiler yerlesiktir. Bu nedenle, patojen enfeksiyonunu yenme
yetenegi hayatta kalmak i¢in kritik bir 6zelliktir (Ma ve Ma 2016). Dogal c¢evrelerinde
bitkiler bakteri, fungus, viriis, bocekler gibi degisik vektorlerin neden oldugu siirekli
biyotik stress altindadir. Cogu organizma yesil bitkileri enerji kaynagi olarak
kullanirlar. Bu nedenle bitkilerde esas olarak bir bocek veya patojen saldirisindan sonra
baskilanmis veya uyarilmis dayaniklilik mekanizmasina sahip olan ¢esitlerin bulunmasi
sasirtict degildir (Glazebrook 2005; Panstruga vd. 2009). Farkli yasam tarzlarina sahip
patojenlere karst savunma tepkilerini optimize etmek i¢in bitkiler biiyiime-savunma
degisimlerini diizenlemek ve 1iyi ayarlanmis 0zel tepkiler i¢in hormonal aglara
bagimhidir. Kars1 tepki olarak, patojenler enfeksiyonu artirmak ve normal sartlardaki
hormonal diizenin bozulmasina karsi1 ¢esitli stratejiler gelistirmislerdir. Bir¢cok patojen
bitki hormonlarin1 sentezlerler. Daha da onemlisi, hormonal diizenin degismesi i¢in
toksin ve efektorleri tretirler. Toplanan veriler, patojenlerin sadece bagisiklik sistemini
yenmek icin degil, ayn1 zamanda habitat yapisin1 degistirmek, besin alimini1 optimize
etmek ve patojen yayilmasini kolaylastirmak i¢in bitki hormon pathwayleri {izerinde
genis etkileri oldugunu gostermistir (Ma ve Ma 2016). Cok cesitli zararlilar ve
patojenler tarafindan tehdit edilen bitkiler, gelismis bir igsel bagisiklik sistemi
gelistirmislerdir (Spoel ve Dong 2012). Bitki bagisikliginin temel bir tabakasi, patojen
veya mikrop iligkili molekiiler yapi (PAMPs/MAMPs) olarak adlandirilan koruma
altinda tutulan molekiiler isaretler tarafindan aktive edilmektedir (Zipfel 2014). Bu yap1
ile baglatilan bagisiklilik (PTI), etkili bir dizi fizyolojik tepkilerle iliskili ve potansiyel
patojenlerin ¢oguna karsi genis spektrumlu savunmada etkili olmaktadir (Bigeard vd.
2015). Patojen algilandiktan kisa bir silire sonra, hormonal isaretlerin olusumunu igeren
genlerin transkripsiyonu genis 6l¢iide yeniden programlanmaktadir (De Vos vd. 2005).

Birgok fungus bitkilerle; mikorizal simbiyozisde oldugu gibi faydal bir sekilde
(Sanders 2011) veya fungal hastalilarin durumunda oldugu gibi zararli bir sekilde (Dean
vd. 2012) etkilesime girmektedir. Besinleri elde etmek i¢in hem simbiyotikler hem de
cogu patojenik funguslar bitki hiicresinin plazma membranina kirmaksizin niifuz
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etmektedirler. Kitinden olusan bir hiicre duvartyla korunmakta olan fungal membran,
membran reseptorleri araciligiyla bitkiler tarafindan taninabilmekte ve daha sonra temel
bagisiklik aktive edilmektedir (Gust vd. 2012). Funguslar, bitki dokularina saldirmak
icin uygun kosullar1 saglamak veya bitkilerin bagisikliklarin1 engellemek icin protein
reseptorleri veya metabolitleri gibi birtakim araclar ile evrimlesmistir (Kamoun 2007).

Fitohormonlar, biiyiime ve stres tepkileri sirasinda c¢ok ¢esitli siirecleri etkileyen
kiiciik molekiillerdir (Depuydt ve Hardtke 2011; Pieterse vd. 2012; Vanstraelen ve
Benkova 2012; De Bruyne vd. 2014). Fitohormonlar; sinergistik veya antagonistik
olarak bitkilerde hastaliklara dayaniklilik mekanizmasi, bitki biiylimesi, gelismesi,
cogalmasi ve gevresel etkilere verdikleri tepki gibi bir¢cok olay1 diizenleyen karmasik bir
ag1 etkilemektedir (Pieterse vd. 2009; Santner vd. 2009; Jaillais ve Chory 2010;
Denance vd. 2013). Cevresel degisim durumlarinda bitkilerin gelisimi ve tepkisi
cogunlukla fitohormonlar tarafindan yonetilmektedir. Bitki hormonlari, i¢sel gelisimsel
programlar yaninda cevresel girdilerin iletiminin planlanmasi ve biyotik ve abiyotik
stres tepkilerinin siirdiiriilmesinde etkili olmaktadir. Enfeksiyon iizerine bitkiler,
patojenin yasam donglisiine bagli olarak dogru birlesim olarak goriilen savunma
hormonlarinin ¢ok 06zel bir karigimini iiretmektedirler (De Bruyne vd. 2014).
Dikotiledonlarin model bitkisi olan Arabidopsis thaliana’da biyotropik patojenlere karsi
dayaniklilik genellikle salisilik aside bagli iken nekrotropik patojenlerde jasmonik asit
ve etilen uyariminin kombinasyonu yoluyla dayaniklilik egilimi bulunmaktadir (Pieterse
vd. 2009). Ustelik bu iki yol arasindaki etkilesim ¢ogu zaman antagonisttir. Bircok
arastirmaci, bitki savunmasimin salisilik asit ve jasmonik asit / etilen ile karsilikli
etkilere sahip ikili bir model izledigini 6ne siirmiistiir (Bari ve Jones 2009).

Bir enfeksiyon dongiisiiniin tamamlanmas1 i¢in, fitopatojenlerin, fiziksel
engellerden bitki dokularina girmesi, bitki bagisiklik sistemi tarafindan olusturulan
savunma tepkilerinin iistesinden gelmesi, ¢cogalma igin besin elde etmesi ve sonunda da
yeni bir konukcuya yayilmasi gereklidir. Bitkilerle ortak evrimsel silahlanma yaris
sirasinda basarili patojenler, bitki fizyolojisini ayarlamak icin toksinler ve salgilanan
proteinler (efektorler) gibi viriilans faktorlerini gelistirmistir (Bender vd. 1999; Torto-
Alalibo vd. 2009; Dou ve Zhou 2012; Dangl vd. 2013). Gegcen zaman iginde,
efektorlerin patojen kolonizasyonunu ve hastalik gelisimini nasil kolaylastirdigini
anlamak i¢in Onemli ¢alismalar yapilmistir. Bu calismalar sonucunda fitohormon
pathwaylerinin 6nemli viriilans hedefi oldugu ortaya ¢ikmistir (Ma ve Ma 2016).
Funguslar da standart efektorlerin iiretimine ek olarak ayrica oksinler, sitokininler,
gibberellinler, etilen, absisik asit, jasmonik asit ve salisilik asit gibi bitki hormonlarina
benzer bilesikler iiretmektedirler. Bu hormonlar bitki gelisimini kontrol etmek ve
biyotik ve abiyotik stresler boyunca 6nemli bitki uyarim olaylarin1 baglatmak i¢in ¢ok
iyi sekilde tanimlanmiglardir (De Vleesschauwer vd. 2013; Peleg ve Blumwald 2011;
Pozo vd. 2015; Robert-Seilaniantz vd. 2011; Spence ve Bais 2015). Cogu klasik bitki
hormonu simbiyotik funguslar ve patojenler tarafindan da iiretilmektedir (Chanclud ve
Morel 2016).

Bitki hormonal pathwaylerini degistirerek patojenler iki mekanizma yoluyla
daha fazla yarar saglayabilmektedir. Birincisi bitki dokularinda kolonilesmeyi
gerceklestirmek i¢in “stres” hormonlar1 tarafindan diizenlenen savunma tepkilerini
baskilamak ve ikincisi ise silirekli kolonizasyonu ve yayilmayi kolaylastirmak igin
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bliylime hormonlar tarafindan diizenlenen bitki gelisimi ve besin paylasim siireclerini
ele gecirmektir (Ma ve Ma 2016).

Savunma baskilarina ilave olarak patojenler bitkilerin normal sartlardaki
bliylime hormonlarinin karisikligindan ilave yararlar saglamaktadirlar. Bu yararlardan
bir tanesi silirekli patojen c¢ogalmasi i¢in enfekte olmus dokular igerisine besin
saglanmasidir. Bir¢ok patojen, besinlerin enfekte olmus bolgeler iginde yer
degistirmesini kolaylastirmak i¢in sitokinin tiretmektedir. Bu alanlar gecikmis yaslanma
sergiledikleri i¢in “yesil adalar” olarak bilinirler ve patojen popiilasyonunun siirekli
gelismesini desteklemektedirler (Walters ve McRoberts 2006; Walters vd. 2008).

Abiyotik ve biyotik stres faktorlerine karst bitkilerdeki dayaniklilik
mekanizmasin1 anlamak dayaniklilik caligmalari i¢in biliylik Onem tasimaktadir.
Bitkilerin hastaliklara dayanikliligt konusunda ii¢ Onemli kavram bulunmaktadir.
Bunlardan ilki hipersensitif reaksiyon (HR, hypersensitive reaction) yani asir1 duyarh
olma veya bitkilerde koruyucu hiicrelerin &liimiidiir. ikincisi SAR (Systemic acquired
resistance) olarak ifade edilen sonradan kazanilan sistematik dayanikliliktir. Bir digeri
ise patojenez baglantili anlamina gelmektedir (Baktir 2010). Bitkiler, biyotik stres
faktorlerini tanima ve onlara kars1 bir savunma mekanizmasi gelistirmislerdir. Bitkileri
patojene kars1 dayaniklilik genleri (R) araciligiyla patojen saldirisini algilayip savunma
mekanizmalarini olusturabilmektedir (Parker 2000). Cok sayida R geni karakterize
edilmis olup bunlarin bazilar1 halen bitki 1slahinda kullanilmaktadir (Gururani vd.
2012).

Bitkilerin igsel dayaniklilik sistemi; patojen iliskili molekiiler diizen (PAMPs)
olarak adlandirilan nispeten patojenin muhafaza edilmis molekiillerinin bitki protein
tanima reseptorleri (PRRs) vasitasiyla 6zel olarak algilanmasimna dayanir. Bu
dayaniklilik tepkileri patojen iligkili molekiiler diizenle baslatilan dayaniklilik (PTTI)
olarak bilinir. Etkili bir patojen, salgiladigi efektor proteinler ile bu patojen iliskili
molekiiler diizenle baslatilan dayaniklilig1 kaldirir. Bu durumda karsi saldir1 olarak bitki
dayaniklilik proteinleri efektorleri tanir ve efektorle baslatilan dayanikliligi aktive

ederler (ETI) (Dodds ve Rathjen 2010).

Bu bagisiklik tepkilerinin iyi diizenlenmis olmasi gereklidir. Ciinkii bitki
dayanikliliginda metabolitlerin kullanimi1 diger bitki 6zelliklerini negatif etkileyecek
fizyolojik islemlere zararli olabilir (Walters ve Heil 2007; Kempel vd. 2011). Bu
fizyolojik smirlandirmalar, dogal diigmanlarla bitkilerin bir arada yasamasi gibi diger
faktorlerle birlikte dinamik ve karmasik bir ag sisteminin evrimini strdiiriir.
Dayaniklilik tepkileri, bitki bliylimesi, gelismesi, ¢ogaltim1 ve ¢evresel durumlara tepki
gibi bircok olay1r diizenlemek i¢in kompleks bir yapida sinerjistik veya antagonistik
olarak c¢alisan kiiclik molekiiller olan bitki fitohormonlar1 tarafindan diizenlenir
(Pieterse vd. 2009; Santner vd. 2009; Jaillais ve Chory 2010). Son zamanlarda,
bitkilerin dayanikliligim1 kontrol eden karmasik hormon aginin anlasilmasi iizerine
caligmalar yapilmaktadir (Peng vd. 2009). Bunun yaninda patojenler de bitki savunma
mekanizmasinin iistesinden gelebilmek i¢in hormon metabolik yoluna miidahale etmek
ve hormon biyosentezini kisitlamak i¢in ¢ok yonlii molekiiler mekanizmalar
gelistirmektedir (Jones ve Dangl 2006; Dodds ve Rathjen 2010).

Bazi patojen protein reseptorlerinin enfeksiyonu desteklemek i¢in hormon
diizenlenmesini baglattigin1 gosteren birgok ¢alisma mevcuttur (Robert-Seilaniantz vd.
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2007). Buna karsilik, mikroorganizmalardan elde edilen hormonal bilesiklerin bitki-
fungus etkilesimlerindeki ilgisi hakkinda az sayida literatiir bulunmaktadir. Fungal
kokenli hormonlarin ilk olarak gal olusturan patojenlerin viriilans1 ile iligkili
oldugundan siiphelenilmistir (Denance vd. 2013; Robert-Seilaniantz vd. 2007).
Simbiyotik mantarlar i¢in, bu tiir hormon {iretimi bu etkilesimlerde siklikla gerekli olan
kok modifikasyonlar ile tutarlidir (Hirsch vd. 1997). Bitki kaynakli hormonlarin bitki
hastalik  dayamikliligindaki rolii kapsamli olarak gozden gecirilmistir (De
Vleesschauwer vd. 2014; Robert-Seilaniantz vd. 2011).

Savunma tepkilerini diizenleyen baslica bitkisel hormonlari; salisilik asit (SA),
jasmonik asit (JA) ve etilen (ET) icermektedir. Genel olarak salisilik asit, canli
dokularda, yani biyotik bir yasam tarzi ile beslenen patojenlere karst savunmada anahtar
bir rol oynamaktadir. Jasmonik asit veya etilen ise 6lii dokularda beslenen patojenlere
karsi, yani nekrotrofik bir yasam tarzina karsi savunmada kritik Oneme sahiptir
(Glazebrook 2005). Salisilik asit, savunmada oynadig1 rol ilk gosterilmis bitki
hormonudur (White 1979) ve o zamandan beri yogun olarak ¢alisilmaktadir.

Hormonlar, biyotik ve abiyotik streslere karsi bitki tepkilerinin alicisidir. Farkl
uyaricilara karsi tepkileri ayarlamalar1 nedeniyle ¢esitli karmasik aglarla iliskilidirler.
Salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA), etilen (Et) ve absisik asit (ABA) olmak {iizere
oncelikle dort hormon bitki savunmasini patojenlere karsi diizenlemektedir (Alazem ve
Lin 2015). Bitkisel hormonlardan etilen, jasmonik asit ve salisilik asit, bitkinin
dayanikliliginda merkezi rol oynamaktadir. Buna ilaveten bitki gelisim ve biliylimesini
diizenleme konusunda etkileri tanimlanmis olan oksinler, absisik asit, sitokininler,
gibberellinler ve brassinosteroidlerin son zamanlarda bitkilerin dayanikliliklarinda da
anahtar diizenleyici olduklar1 ortaya ¢ikmistir (Denance vd. 2013). Son zamanlarda
yapilan caligmalarda, abiyotik stres kosullarma olan tepkinin ve bitki gelismesinin
diizenlenmesinde bliyiik role sahip olan oksin ve absisik asit gibi hormonlarin bitki-
patojen etkilesiminde 6nemli role sahip olduklar1 belirlenmistir (Kazan ve Manners
2009; Ton vd. 2009; Fu ve Wang 2011). Hareketsiz organizmalar olarak bitkiler,
iklimsel ve cevresel degisimlere karsi Ozellikle savunmasizdir ve bu nedenle etkin
adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmek zorunda kalmistir. Hormonlar, bitkilerin
cevresinde bulunan farkli ¢evresel streslere kars1 tepkileri uyaran sinyal molekiilleridir.
Salisilik asit, jasmonik asit ve etilen gibi bazi hormonlar, bitkilerin biyotik streslere
tepkilerini diizenlemedeki rollerinden dolayr uzun zamandir bilinmektedir. Son
zamanlarda, oksinler, brassinosteroidler, sitokininler ve absisik asit gibi ¢ogunlukla
bitki biiylimesi ve gelismesinde rolleri ile bilinen diger hormonlarin da bitki-patojen
etkilesimlerinde rol oynadigi bulunmustur (Denance vd. 2013; Pieterse vd. 2009;
Santner vd. 2009). Hassas bitkilerde, viral enfeksiyonlar hormonal bozulmaya yol agar,
bu da birka¢ antagonistik hormonun ayni1 zamanda indiiklenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir
(Alazem ve Lin 2015).

Hormonlar, belirli hormonlarin belirli kosullar altinda birinin digerinin tizerinde
etkin olabilecegi, antagonistik veya sinerjistik karsilikli iligkilere sahiptir. Savunma
patwayini diizenleyen salisilik asit, jasmonik asit ve etilen antagonistik etkilesimler
sergilemektedir. Ornegin, salisilik asit uyarim pathwayi indiiklenmesi jasmonik asit /
etilen veya absisik asit pathwayi ile baski altina alinabilmektedir (Bari ve Jones 2009;
Koornneef ve Pieterse 2008; Spoel vd. 2003; Yasuda vd. 2008). Kuraklik ve soguk
tepkileri gibi birkag abiyotik stres tespkisine dncelikle salisilik asit pathwayi (Soosaar
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vd. 2005; Yasuda vd. 2008) ve etilen pathwayi de (Cheng vd. 2009; Ghassemian vd.
2000) dahil olmak {izere cogu hormon pathwayi ile fazlasiyla antagonistik olan absisik
asidin aracilik ettigi bildirilmistir (Alazem ve Lin 2015). Bununla birlikte, absisik asidin
nekrotropik enfeksiyon (Adie vd. 2007; Fan vd. 2009) veya stomalarin agilip kapanmasi
(Hossain vd. 2011; Munemasa vd. 2007) sirasinda jasmonik asit biyosentezini ve
uyarimini pozitif yonde diizenledigi goriilmektedir. Sonug¢ olarak, birka¢ gelisimsel
stire¢ esnasinda gibberellinler tizerine absisik asit, sitokininler ve etilen antagonistik
etkiye sahip iken oksin ise gibberellinler ile pozitif yonde etkilesime girmektedir
(Greenboim-Wainberg vd. 2005; Jasinski vd. 2005; Weiss ve Ori 2007).

Biiylime ve gelismenin hemen hemen tiim evrelerini etkileyen oksin, ilk ve en
cok calisilan bitki hormonudur (Baktir 2010; Chandler ve Werr 2015; Salehin vd. 2015;
Schaller vd. 2015). Oksinler, bitki gelisimi, apikal dominansi, kok gravitropizmi, emici
kokler, yan kokler, yaprak ve kok olusumu ve bitki damar dokusunun olusumu gibi
birgok olay1 diizenlemektedir (Baktir 2010; Kieffer vd. 2010; Swarup ve Péret 2012).
Oksinler, tepe tomurcugu baskinligini koruyarak bitki biiyiimesinde ve gelismesinde
anahtar bir rol oynar (Benjamins ve Scheres 2008). Oksinler; hiicre bdliinmesi,
farklilagsmasi ve organ olusumu (Baktir 2010; Benjamins ve Scheres 2008; Oka vd.
1999; Vanneste 2005) ve yaslilik (Kim vd. 2011) gibi bitki gelisim siireglerinde yer alan
indol tiirevli hormonlardir. Oksinler ayrica bitkilerde biyotik ve abiyotik stres tepkilerini
de kontrol etmektedir (Peleg ve Blumwald 2011).

Bitkilerin patojenlere dayaniklilik tepkilerinin diizenlenmesi {izerine oksinleri
hem direkt hem de indirekt etkileri Kazan ve Manners (2009) tarafindan tanimlanmaistir.
Genel olarak, oksin bir negatif diizenleyici olarak hareket ederek bitki bagisikligini
etkiler (Ludwig-Muller 2015; Naseem vd. 2015). Boyle bir etki ise salisilik asit
pathwayi lizerine oksinin antagonistik etkisine neden olabilmektedir. Yapilan bir
calismada, oksin reseptorii olan AFBI1'in yapay ekspresyonu, salisilik asit birikimini
azaltmis ve PtoDC3000 enfeksiyonu sirasinda hassasiyeti artirmaya neden olmustur
(Robert-Seilaniantz vd. 2011). Salisilik asit yetersiz bitkilerde oksin biyosentetik geni
YUCCAT’in yapay ekspresyonu enfeksiyonun daha da ilerlemesine yardimci oldugu
bildirilmigtir (Mutka vd. 2013).

Oksin diizeninin bozmak ig¢in 6nemli bir strateji, bitki patojenlerinin veya
bitkilerle iligkili patojen olmayan mikroorganizmalarin oksin benzeri molekiiller
tiretmesi olduk¢a yaygindir (Manulis vd. 1994; Glickmann vd. 1998; Robert-Seilaniantz
vd. 2007). Baz1 Pseudomonas syringae izolatlari, patojenite ile iliskili bir sigma
faktoriiniin kontrolii altinda olan IAA-konjugasyon enzimi IAA-Lysine Synthase
(IAAL) kodlamaktadir. IAA-konjugasyon enziminin (IAAL) ¢ikarilmas1 Pseudomonas
syringae etmeninin enfeksiyonu sirasinda IAA sentezinin roliinii destekleyen
viriilensligin azalmasina neden olmaktadir (Castillo-Lizardo vd. 2015).

Oksin birikimi ve tasinmasi, efektorlerin viriilans aktiviteleri ile degistirilebilir.
Pseudomonas syringae etmeninin tip Il efektorii AvrRpt2, oksin biyosentezini
arttirmaktadir (Chen vd. 2007). Ayn1 zamanda oksine duyarli gen ekspresyonunu
artirmakta ve oksin uyarimimin negatif diizenleyici anahtaridir (Cui vd. 2013). Oksin
tasinimi Phytophthora parasitica etmeni tarafindan da bozulabilirmektedir (Evangelisti
vd. 2013).
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Bakterilerde oksinler triptofandan sentezlenir (Zhao 2010). Triptofan,
tryptophan- 2-monooxygenase enzimleri vasitastyla indol-3-asetamide doniistiiriiliir ve
indol-3-asetamid, indol-3-asetik asit (IAA) olusturmak i¢in hidrolize edilir. Yukarida
sOzii edilen bakteriyel genler, aynm1 zamanda Fusarium sp. gibi mantarlarda da
tanimlanmistir ve fungal oksin tiretimi ile iliskili oldugu kanitlanmistir (Tsavkelova vd.
2012). Ancak, funguslarda birka¢ oksin sentezi patwayi tanimlanmistir (Chanclud ve
Morel 2016).

Agrobacterium tumefaciens ve Pseudomonas savastanoi, konukgularinda tiimor
olusumuna neden oldugu iyi bilinen bitki patojenik bakterilerdir ve oksinler bu
bakterilerin viriilansina aktif olarak katkida bulunmaktadir (Glass ve Kosuge 1988).
Organ deformasyonuna neden olmayan fungal patojenlerde, fonksiyonel kanitlar
oksinlerin roliinii diisiindiirmektedir. Bitki dokularinda fungal biyokiitle ve oksinlerin
Olgiilmesi  yoluyla Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene bitki
kolonizasyonunun erken donem biyotropik asamalarinda oksin {irettigi ortaya
konulmustur (Maor vd. 2004). Oksinlerin tiim fungal patojenite de gerekli oldugu ve
fungal patojenitede rol oynadig ileri stirtilmektedir (Yin vd. 2014; Chanclud ve Morel
2016).

Birgok viral enfeksiyon, oksin biyosentezi veya uyariminin azaldigi mutantlara
benzer sekilde bodurlagsma, yaprak kivrilmasi veya tepe tomurcugu baskinliginin
kaybolmasi gibi anormal fenotiplerle sonuclanmaktadir (Kazan ve Manners 2009).
Ornegin hiyar mozaik viriisii (CMV) ve domates mozaik viriisii (ToMV) enfeksiyonlari
‘WIRY’ mutantlarinin fenotiplerine benzer domates belirtilerine benzeyen ince yaprakli
mozaik hastaligina neden olmaktadir (Andrade vd. 1981; Pratap vd. 2012), Ozetle, baz1
viriisler, apikal dominansiyi de igeren bazi oksin faktdrlerine karigmaktadir, Ayrica
cogalmalar1 ve yayilmalarini tesvik etmek anlaminda hiicrealti diizeyde yerlesimi ve
fonksiyonlarini da idare etmektedir (Alazem ve Lin 2015).

Sitokininler, ATP / ADP / AMP'den veya tRNA’dan indirgeme pathwayinden
elde edilmis bitki hormonlaridir. Sitokininler, hiicre dongiisii ve hiicre farklilagmasinin
diizenlenmesi yoluyla kok ve siirglin olusumu gibi bitki gelisim siireclerindeki rolleri
icin iyi tamimlanmig hormonlardir (Fosket ve Torrey 1969; Barciszewski vd. 1999;
Riou-Khamlichi vd. 1999; Carimi vd. 2003; Baktir 2010). Sitokinler ayrica yaslanmay1
geciktirmektedir (Baktir 2010; Peleg vd. 2011; Wingler vd. 1998). Bitkilerde sitokinin
biyosentezindeki ilk adim izopentenil transferaz enzimlerini igermektedir (Sakakibara
2006; Baktir 2010).

Sitokininler esas olarak siirgiinlerin meristematik bdlgelerinde tiretilir ve aktif
olarak biiyiiyen bolgelere nakledilmektedir. Sitokininler, hiicre ¢ogalmasini ve
uzamasini tesvik etmekte ve yaslanmanin geciktirilmesi gibi ¢esitli gelisimsel islemlerin
icerisinde yer alirlar (Aloni vd. 2005; Sakakibara 2006).

Sitokinin savunma tepkilerini doza bagli olarak diizenlemektedir. Sitokinin
uyariminin hafif veya zayif aktivasyonu biiyilik olasilikla salisilik asitten bagimsiz
sekilde patojen tarafindan baglatilan dayanikliligi (PTI) baskilamasina karsin sitokinin
uyariminin glclii aktivasyonu, salisilik asit seviyelerinin artmasina neden olmakta ve
biyotroplara karst diren¢ kazandirmaktadir (Hann vd. 2014). Sitokinin birikimi
Pseudomonas spp., Xanthomonas spp. ve Ralstonia spp. igeren c¢esitli bakteriyel
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patojenler tarafindan liretilen korunmus bir efektor ailesine ait olan tip III efektor
HopQ1 tarafindan diizenlenebilmektedir (Hann vd. 2014).

Gal olusturan bakteriler sitokinin iiretme yetenekleriyle iyi bilinmektedir.
Ornegin, bakteriyel patojen Rhodococcus fascians, alt1 farkli sitokinin benzerinin bir
karisimini iiretmektedir (Crespi vd. 1992; Radhika vd. 2015). Rhodococcus fascians
kaynakli gallerde yiiksek seviyelerde seker ve aminoasitler birikmektedir; Bu besinler
muhtemelen bakteri gogalmasini desteklemek igin R. fascians tarafindan sitokininlerin
tiretilmesinden kaynaklanmaktadir (Depuydt vd. 2009).

Saprofitik, patojenik veya simbiyotik fungal tiirlerin birgogunun sitokinin
rettigi goriilmiistir (Murphy vd. 1997; Cooper ve Ashby 1998). Birkag calismada
sitokinin Ozellikle besin alimi ve hifsel (iplik¢ik) gelisme olmak iizere funguslarin
kendilerinin ¢esitli fizyolojik siireclerinde rol oynayabilecegi ortaya konulmustur (Le
John ve Stevenson 1973). Ornegin sitokininler ektomikorizal misellerin in vitro
dallanmasini tesvik etmektedir (Barker ve Tagu 2000).

Bazi bakteriyel ve fungal patojenlerde sitokininleri tiretmektedir. Oksinlerde
oldugu sekilde Pseudomonas savastanoi etmenine karsi savunma tepkilerini
baskilamaktadir (Robert-Seilaniantz vd. 2007). Ancak bu durum sitokinin liretmeyen
viriisler gibi biotroplar i¢in goriilmemektedir. Bu bulgular sitokininlerin viriislere karsi
bitki direncinde rol oynayabilecegini ortaya ¢ikarmistir (Masuta vd. 1995; Choi vd.
2011). Salisilik asit ile birlikte, bitki kaynakli sitokininler, biyotroplara karst savunma
tepkilerini uyarmaktadir. Sitokininler, salisilik asit duyarlilbik faktori TGA3 ile
etkilesime girerek salisilik asit uyarimini olumlu olarak diizenleyen transkripsiyonal
diizenleyici ARR2 (Arabidopsis Tepki Diizenleyici 2)’yi aktive etmektedir (Choi vd.
2011). ARR’nin asir1 olusumu ile biyotrop Pseudomonas syringae pv. tomato ile
miicadele etmekte olan bitkilerde salisilik asit uyarim ve biyosentezini i¢eren genlerin
transkripsiyonunu artirmaktadir Boylece sitokininler, salisilik asit uyarim pathwayi
izerinde sinerjistik olarak hareket edebilmektedir (Galis vd. 2004),

Argueso vd. (2012), dihidrozeatinin daha yiiksek konsantrasyonlarinin daha
derin ve uzamis antiviral etkilere sahip olabildigini ve sitokininlerin antibiyotik
etkisinin biiylik dlgiide salisilik asit biyosentezine bagli ve muhtemelen de doza bagl
olarak goriildiigiinii bildirmislerdir. Arastirmacilar, sitokininlerin seviyelerinin salisilik
asit iligkili dayanikliligin genisligini belirlenmede yardime1 olabilecek bir bitki savunma
modeli de 6nermislerdir.

Gibberellinler (GA); Gibberella fujikuroi tarafindan tiretilen ve ilk tanimlanan
terpenoid hormonal bilesiklerdir. Gibberellinlerin kesfi sonrasinda bitki fizyolojisinde
gibberellinlerin rolii ¢ok calisilmistir. Gibberellinler ¢imlenme, ¢iceklenme, hiicre
boliinmesi ve bogum arasi uzamasi olaylari ile iligkilidir (Brian ve Elson 1954; Swain
ve Singh 2005; Pimenta Lange ve Lange 2006; Baktir 2010). Gibberellinler, tohum
cimlenmesini tesvik etmekte, gdvde uzamasini desteklemekte ve c¢iceklenmeyi
diizenlemektedir (Sun ve Gubler 2004; Baktir 2010). Ayn1 zamanda gibberellinler,
cimlenmeyi, hipokotil uzamasini, kok, yaprak, gévde ve meyve biiyiimesini, yapraklarin
yesillenmesini, ¢iceklenme ile ¢icek ve tohum gelisimini tesvik etmesiyle bitki yasam
dongiisiiniin tiim asamalarinda etkili olan tetrasiklik diterpenoid bitki hormonlaridir
(Baktir 2010; Hauvermale vd. 2012). Gibberellinler ile yapilan ¢alismalarin kdkeni 20.
yiizyilin baglarinda celtiklerde goriilen budala fide hastaligi lizerinde ¢alisan Japon bilim
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adamlarina kadar izlenebilmektedir (Baktir 2010; De Bruyne vd. 2014). Hastaligin
belirtileri asir1 bitki boylanmasi, incelmis yapraklar ve gelisimi engellenmis koklerdir.
1938 yilinda Yabuta ve ortagi Yusuke Sumiki, bu belirtileri fungal patojen Gibberella
fujikuroi (teleomorph: Fusarium moniliforme)’den elde edilen bir maddeye baglamislar
ve patojenden izole edilen bu bilesigi gibberellin olarak adlandirmislardir. 1950’lerin
ortasina kadar olmasa da arastirmacilar, yiiksek bitkilerde dogal olarak ortaya g¢ikan
gibberellinlerin farkina vardilar ve bu durum modern tarimda devrim yaratmistir. ilk
yesil devrim sonrasinda gelistirilen ¢esitler GA sentezini etkileyen mutasyonlara
dayanmaktadir. Bu mutantlar Asya ¢apinda rekor verim tireten IR8 mucize piring hattini
icermektedir ve bunlarin arizali GA20 oksidaz geni igerdigi bulunmustur (Monna vd.
2002; Sasaki vd. 2002; Spielmeyer vd. 2002).

[k olarak bir fungal bitki patojeninde kesfedilmis olmasmna ragmen, GA'lar ve
onlarin sinyal bilesenlerinin son zamanlarda patojen saldirisina kars1 bitki tepkilerinde
rol oynadig1 belirlenmistir. Bitki bagisikliginda GA roliinii ilk dnerenler arasinda Zhu
vd. (2005) yer almaktadir ve arastirmacilar enfekte olmus bitkilerde GA seviyelerinde
Oonemli azalmaya yol agtigini bildirmislerdir.

Bu hormon, bitki gelisimini negatif diizenleyen DELLA proteinlerinin inhibe
ederek bitki biiyiimesini tesvik etmektedir (Robert-Seilaniantz vd. 2007). Gibberellik
asit genellikle bitki savunmasinda negatif bir role sahip olarak goriilmektedir.
Fonksiyon kaybina ugramig olan DELLA mutantlar1 nekrotroplara kars1 agir1 hassasiyet
gostermelerine karsin Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 gibi biyotroplara
kars1 bitki dayanikliligini artirmaktadir (Robert-Seilaniantz vd. 2007).

Bununla birlikte GA iliskili dayaniklilik arastirmalari, bes DELLA proteininden
dordiiniin  olmadigi Arabidopsis mutantlarinin hemibiotropik patojen P. syringae
karsisinda salisilik aside bagli dayaniklilig1 yiiksek seviyelerde goriiliinceye kadar hiz
kazanmamistir. Buna zit olarak dortlii DELLA mutantlari, nekrotropik fungus
Alternaria brassicola’ya karsi hassasiyetin artmasiyla iliskili PDF 1.2 jasmonik asit
raportdr geninin harekete gegirilmesini zayiflattigi belirlenmistir. (Navarro vd. 2008).
Aragtirmacilar, bulgulara dayanarak, DELLA proteinleri bitki bagisikligi boyunca
salisilik asit/jasmonik asit uyarim dengesini diizenledigini one silirmiistiir. Celtikte,
disaridan uygulanan GA'nin hemibiyotik ¢eltik patojenleri Magnaporthe oryzae ve
Xanthomonas oryzae pv. oryzae’ye karsi direncini azalttigi yoniinde garpict bir sekilde
farkli sonuglar elde edilmistir (Yang vd. 2008; Qin vd. 2013). GA’nin ayn1 zamanda
nekrotrofik celtik kok ¢iiriikliigli patojen Pythium graminicola igin celtik bagisikligina
olumlu etkide bulunabilecegi goriilmiistiir (De Vleesschauwer vd. 2012). Bu nedenle,
Arabidopsis, arpa ve bugdaydaki durumun aksine, geltikte GA uyariminin nekrotroflara
kars1 direncin ve biyotroplara kars1 hassasiyeti arttirdigi gortilmektedir.

Bu c¢aligmalardan ortaya ¢ikan GA'larin bitkinin dogal bagisiklik uyarim aginda
belirsiz rol oynadig1 goriiniimiidiir. Baz1 durumlarda hastalik belirtilerinin gelismesine
katkida bulunurken, diger durumlarda bitki dayanikliligin baslatilmasi ve savunma
tepkileri i¢in gereklidirler. Brassinosteroidler ve klasik savunma hormonlari salisilik
asit, jasmonik asit ve etilen gibi gibberellinler bitki bagisikliginda ¢ok yonlii
diizenleyiciler olarak davraniyor gibi goriilebilmektedir. Bu etki bitki tiirii ve iligkili
patojenin tipi yaninda her bir etkilesimin Ozelligine gore farkli olabilmektedir (De
Bruyne vd. 2014).
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Brassinostereoidler ve gibberellinlerin nasil algilandigr ve sinyallerinin nasil
aktarildigi hakkindaki bilgi zenginliginin aksine, bitki bagisiklik tepkilerinin
diizenlenmesi ve entegrasyonundaki rolleri ve 6nemi uzun zamandir goéz ardi edilmistir.
Gozden gegirilen ¢alismalardan gibberellin ve brassinosteroidlerin bitki savunmasinda
bitki dayanikliliginin olumlu veya olumsuz olarak diizenlenmesiyle kararsiz bir rol
oynamastyla karmagsik bir resim ortaya ¢ikmaktadir. Her ne kadar kesin kanitlar hala
eksik olsa da, baz1 arastiricilar patojenlerin, konukgunun gibberellin  ve
brassinosteroidlerin devamliligini kendi avantajlar1 i¢in modifiye etmek ig¢in spesifik
efektorler yerlestirebilecegini ileri stirmiislerdir (Shan vd. 2008; De Vleesschauwer vd.
2012). Ilave olarak bitki patojenleri, iceride uygun olmayan tepkileri aktive etmek ve
bitkileri kandirmak i¢in kendileri gibberellin ve brassinosteroidleri iiretebilmektedir.
Birka¢ fungus ve bakteri tiiri GA veya GA benzeri bilesikleri sentezleyebilmektedir
(Bottini vd. 2004; Kawaide 2006).

Beta-karotenin parcalanmasindan kaynaklanan bir terpen bilesigi olan absisik
asit cok sayida gelisim siirecini ve bitkilerin stres uyarim tepkilerini diizenlemektedir.
Absisik asit, tohum ¢imlenmesi ve meyve olgunlasmasi da dahil olmak iizere ¢esitli
gelisim asamalarinda son derece diizenleyici olup ¢ogu abiyotik streslere karst bitki
tepkilerinin diizenlenmesinde anahtar hormon olarak kabul edilmektedir (Baktir 2010;
Peleg ve Blumwald 2011; Atkinson ve Urwin 2012; Rajjou vd. 2012; Sung ve Luan
2012). Bitkilerde, absisik asidin stoma kapanmasini tesvik etttigi ve dolayisiyla bitki
kurak toleransina katkida bulundugu iyi bilinmektedir (Beardsell ve Cohen 1975; Baktir
2010). Ayrica gibberellik asidin amilaz sentezi tizerindeki etkisini azaltarak veya
yavaslatma yolu ile antagonistik olarak hareket ederek tohum dormansisi iizerine de
etkilidir (Debeaujon ve Koornneef 2000; Hopkins ve Hiiner 2004; Baktir 2010).

Abiyotik streslere kars1 bitki tepkilerinde kapsamli olarak calisilmis olan absisik
asit (ABA) patojenlere karsi bitki savunma tepkilerine de karigsmaktadir. Bircok bitki-
patojen etkilesiminde, ¢alisilan konukcu-patojen etkilesimine bagli olarak, absisik
asidin bitki hastalik dayanikliligint pozitif ya da negatif bir sekilde etkiledigi ifade
edilmektedir (De Vleesschauwer vd. 2010; Jiang vd. 2010; Xu vd. 2013). Absisik asit,
biyotroplara kars1 savunmada negatif bir diizenleyici olarak rol oynamaktadir (Cao vd.
2011). Bu durumun salisik asit uyarimindaki antagonistik etkisinden dolay1
kaynaklandig: distiniilmektedir (Audenaert vd. 2002; Xu vd. 2013). Bu sekilde celtikte
distan uygulanan absisik asidin, salisilik aside bagli savunma tepkilerinin iki anahtar
diizenleyicisinin (WRKY45 ve OsNPR1) ekspresyonunu azalttig1 ve fungal enfeksiyona
kars1 asir1 hassasiyete neden oldugu bildirilmistir (Jiang vd. 2010).

Arabidopsis bitkisinde bakteriyel patojen Pseudomonas syringae tarafindan
tiretilen bir ¢ift tip III efektoriin, absisik asit pathwayini aktive ettigi ve absisik asidin
birikimini artirdigr ileri stirilmiistiir (de Torres-Zabala vd. 2007).

Viriilenslik i¢in absisik asit pathwayini dogrudan hedefleyen patojenleri ortaya
koyan acik kanitlar olmamasina ragmen cesitli patojenik funguslarin kendileri de
absisik asit iiretmektedir (Dorffling vd. 1984; Jiang vd. 2010). Ornek olarak geltik
yaniklig1 hastaligi patojeni olan Magnaporthe grisea (Jiang vd. 2010) ve Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum ve Rhizoctonia solani (Dorffling vd. 1984) hiflerinde
absisik asit bulundugu bildirilmistir.
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Kettner ve Dorffling (1995), domates bitkilerini absisik asit {iretimi bakimindan
farklilik gosteren iki Botrytis cinerea irki ile inokiile etmisler ve diisiik absisik asit
iireten 1rka gore daha yliksek absisik asit iireten 1irk ile inokiile edilmis yapraklarda
absisik asit daha yiiksek belirlenmistir. Bu durum absisik asit birikimin enfeksiyon
siiresince bu patojenik fungus tarafindan kaynaklanabilecegini veya baslatilabilecegini
One stirmiislerdir.

Absisik asidin, salisik asit ve jasmonik asit/etilen gibi savunma hormonlarinin
pathwaylerinde antagonistik rolleri yaninda enfeksiyon asamasina bagli olarak ayni
patojene karsi ¢ok yonlii rolleri oldugu goriilmektedir. Absisik asit, patojenin ilk
savunma hattin1 ge¢mesi durumunda kalloz (B-1,3-glukan) birikiminin baslatilmasi veya
enfeksiyon erken asamalarinda patojenlere karst stomanin kapatilmasi yoluyla bitki
savunmasini olumlu olarak diizenleyebilmektedir. Bununla birlikte absisik asit daha
sonraki agamalarda aktif hale getirilirse reaktif oksijen tiirlerinin indiiksiyonu ve
salisilik asit veya jasmonik asit uyarim ve taginimini baskilayabilmekte ve bdylece her
iki pathway tarafindan kontrol edilen savunmalar1 olumsuz yonde etkileyebilmektedir
(Asselbergh vd. 2008; Ton vd. 2009).

Absisik asidin biyotik streslerde iliskisi olduk¢a yogun olarak calisilmistir.
Absisik asit-viriis etkilesimi ilk olarak domates ve tiitiinde absisik asit birikimi tizerine
tiitin  mozaik virilisiiniin (TMV) etkileri baglaminda yapilmistir ve bu calisma
sonucunda absisik asit kalloz birikimini artirdigi ve viriis hareketini sinirlandirdigi
ortaya konulmustur (Whenham vd. 1986; Fraser ve Whenham 1989). Tiitiin nekroz
viriisii (TNV) ile enfekteli fasulye bitkisinde absisik asit, kalloz birikimini baglatarak
viral hareketi sinirlandirmistir. Yapilan calismada distan absisik asit uygulamasi ile
viriis yogunlugunun ve simptomlarin azaldig1 fasulye bitkilerine, bir absisik asit
inhibitort olan nordihidroguaiaretik asit (NDGA) muamelesi sonucunda absisik asidin
etkilerinin azaldig1r goriilmiistiir (Iritt ve Faoro 2008). Bununla birlikte, bir baska
calismada ayn1 konukcu olan fasulye bitkisinde beyaz yonca mozaik viriisii (WCIMV)
enfeksiyonunda absisik asit indiiksiyonu gorilmemistir (Clarke vd. 1998). Absisik
asidin distan uygulamasinin Bambu mozaik viriisiine (BaMV) kars1 bitki dayaniklilig
artirdig1 rapor edilmistir (Alazem vd. 2014). Enfeksiyonlara kars1 absisik asit tepkisi
spesifik dayaniklilik genlerini barindiran bitkilerde degiskendir. Yapilan bir ¢alismada
absisik asit seviyelerinde patates y viriisiine (PVY) kars1 enfekte olmus veya olmamis
tolerant patates ¢esidinde farklilik goriilmemistir (Kovac vd. 2009), Buna karsilik
hassas hatlarla karsilastirildiginda tiitlin mozaik viriisiine (TMV) tolerantlik saglayan
Tm-1 geni bulunan bitkilerde yliksek absisik asit seviyeleri igerdigi belirlenmistir
(Fraser ve Whenham 1989).

Absisik asidin salisilik asit ile giiclii antagonistik etkisinin devam etmesi veya
etmemesi icin belirli kosullar saglanmalidir. Salisilik asit pathwayi g¢ogu viral
enfeksiyonlar ile hem uyumlu hem de uyumsuz etkilesimler altinda farkli seviyelerde
uyarilmasina ragmen absisik asit ise bazi viral enfeksiyonlar sirasinda uyarilmaktadir.
Bambu mozaik viriisii (BaMV) ve tiitlin mozaik viriisii (TMV) enfeksiyonlar1 i¢in
absisik asit ve salisilik asit pathwaylerinin es zamanli olarak artis1 da bildirilmigtir
(Fraser ve Whenham 1989; Alazem vd. 2014).
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Absisik asidin virlis hastaliklarna kars1 savunmada rolii kallozun (B-1,3-glukan)
indirgenmesinden sorumlu f-1,3-glukanaz enziminin inhibisyonu araciligi ile
olmaktadir (Mauch-Mani ve Mauch 2005).

Absisik asit viriislerle uyumsuz etkilesimde onemli rol oynamaktadir. Yapilan
bir caligmada sicakliga duyarli R genlerinin yerlesiminin kontroliinde rolii bildirilmistir
(Mang vd. 2012). Absisik asit eksikligi Pseudomonas syringae etmenine karsi islevsel
olan sicakliga duyarli SNC1 ve RPS4 R genlerinin niikleer lokalizasyonu ve aktivitesini
tesvik etmektedir. Absisik asit eksikligi iki R dayaniklilik geninin dayanikliligini
artirmaktadir. Absisik asit eksikliginin etkiledigi her iki proteinin niikleer lokalizasyonu
tizerine salisilik asidin arac1 olmadigi bildirilmistir (Mang vd. 2012).

Absisik asit tarafindan hastaliklara karsi dayanikliligin diizenlenmesi oldukca
karmagik bir siiregtir ve absisik asidin savunma tepkileri iizerindeki ¢esitli diizenleyici
etkilerine iliskin yapilan ¢aligmalar absisik asidin hastaliklara kars1 dayanikliligi nasil
etkiledigine dair net bir model sunmak igin yetersizdir (Alazem ve Lin 2015).

Cevrelerinde potansiyel patojenler tarafindan siirekli tehdit altinda olmalar
nedeniyle etkili savunma tepkilerinin diizenlenmesinde basarisizligin bitkiler igin
6liimciil oldugu aciktir. Bitki hormonlari, sadece kabul edilmis savunma hormonlari ile
degil, ayn1 zamanda biiylime hormonlar1 yoluyla bagisiklik iizerinde derin bir etkiye
sahiptir (Huot vd. 2014). Konukgular ile ortak evrimsel silahlanma yarisinda patojenler
bitkilerdeki canliligin en st diizeyine karsi gelismis stratejiler gelistirmistir (Ma ve Ma
2016).

Dogal enfeksiyonlar sirasinda igsel hormon diizeylerinin  deneysel
uygulamalardan kaynakli olarak bir diizeye kadar dalgalanma gostermesi olasidir. Her
ne kadar salisilik asit ve jasmonik asidin biyotroplara ve nekrotroflara karsi savunmay1
diizenleyici rolleri genel olarak kabul edilmis olsa da, ¢eliskili bulgular da bildirilmistir.
Patojenler ve simbiyozlar da dahil olmak {izere birgok bitkilerle iligkili
mikroorganizmanin, dogrudan bitki hormonlar iirettigi de goriilmektedir (Ma ve Ma
2016).

2.3. Alternaria Kahverengi Leke Hastalig ile Ilgili Yapilan Calismalar

Alternaria kahverengi leke hastaligi ilk olarak 1903 yilinda Avustralya’da
‘Emperor’ mandarininde bulunmustur (Pegg 1966). Hastaligin daha sonra Giiney Afrika
(Schutte vd. 1992), Israil (Solel 1991), Kiiba (Herrera 1992), Kolombiya (Castro
Caicedo vd. 1994), Tiirkiye (Canthos vd. 1997), Ispanya (Vicent vd. 2000), italya (Bella
vd. 2001), Arjantin (Peres vd. 2003) ve Peru (Marin vd. 2006)’da goriildiigi
bildirilmistir. Bu hastalik {ilkemizde ilk kez 1992 yilinda Tiirkiye’de ihracat amaciyla
genis alanlarda vyetistiriciligi yapilan Minneola tanjelolarda goriilmiis ve 1993-1996
yillar1 arasinda bu hastalik epidemi yapmistir. (Canihos vd. 1997).

Alternaria kahverengi leke hastaligi hassas turunggil genotiplerinde geng
yapraklar ve meyveler lizerinde nekrotik lezyonlar, meyve ve yaprak dokiimiine sebep
olan ciddi bir fungal hastaliktir (Akimitsu vd. 2003). Alternaria kahverengi leke
hastaligl, mandarin ve melezlerinin yaprak, dal ve olgunlasmamis meyvelerini
etkilemesi nedeniyle 6nemli bir fungal hastaliktir (Pegg 1966; Canihos vd. 1999).
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Alternaria kahverengi leke hastaliginin mandarin ve melezlerini enfeksiyon kosullar
olustugunda onemli derecede etkiledigi kaydedilmistir (Kiely 1964; Pegg 1966;
Whiteside 1976; Gardner vd. 1986). Mandarin ¢esitleri ve melezleri arasinda en fazla
etkilenen ¢esitler; Dancy ve kismen de Fortune ¢esitleridir (Nemsa vd. 2012). Peever
vd (2000), Minneola tanjelo, Orlando tanjelo, ‘Sunburst’ and ‘Nova’ mandarin
melezlerinin patojene karsi ¢ok hassas olduklarini bildirmistir.

Hastalik etmeni gen¢ yaprak, siirgiin ve gen¢ meyvelerde enfeksiyon
yapmaktadir. Geng yapraklarda genellikle yapragin u¢ ve kenar kismindan baslayan
enfeksiyonlar yapragin orta kismina dogru ilerler. Enfeksiyon bolgesinde renk
kahverengilesir, ancak etrafi genis sar1 renkli bir hale ile ¢evrilidir. Enfekteli yapraklar
kisa siirede dokiiliir. Meyveler 3.5-4.0 cm ¢apa eriginceye kadar hastaliga duyarlidir ve
meyve yiizeyinde 1.0-3.0 mm ¢apta kahverengi sigil seklinde mantar dokusu olusur.
Alternaria alternata f.sp. citri yapraklardaki enfeksiyonlari ile agaci zayiflatmakta ve
bir y1l sonraki tiriinii dogrudan etkilemektedir.

Hastaligin ¢evresel kosullara uyum yeteneginden dolayr hastalik hem nemli hem
de yar1 kurak alanlarda siddetli epidemi yapabilir (Timmer vd. 2003). Hastalikla enfekte
olmus dokular tlizerindeki patojenin sporlar1 ve konidileri hava akimlar1 ve yagmur
vasitasiyla yayilir. Agaglar tizerindeki uzun siiren 1slaklik ve 1lik sicakliklar enfeksiyon
icin uygun ortami yaratmaktadir.

Turunggillerde Alternaria hastaligina neden olan Alternaria alternata etmeninin
mandarin patotipi; ACT-I toksininin biyosentezinden sorumlu olan ve kosullara bagh
olarak zorunlu olmayan kiigiik bir kromozomda yerlesmis bir gen kiimesine (ACTT)
sahiptir (Ajiro vd. 2010). Diger bir segilen toksin olan ACT-II toksini de veya ACTG
toksini Kono vd. (1986) tarafindan tanimlanmistir. Yine de ACT-I toksini turunggillerde
en azindan 10 kat daha toksittir. Bu konukcuya o6zel toksinler (HST) konidinin
cimlenmesi siiresince agiga ¢ikar ve hizli bir sekilde bitkinin hassas hiicrelerinin plazma
membranlarinin biitiinligiinii etkiler (Kohmoto vd. 1993).

ACT toksininin hareket bi¢imi hala belirsizdir. Yine de yaprak dokularindan
elektrolitlerin hizli kaybi ve toksin tarafindan etkilenmis hiicrelerin plasma
membranlarinin igine girmesi; ilk hareket yerinin plasma membranlar1 olabilecegini
belirtmektedir (Akimitsu vd. 2003). Ustelik hassas turunggil genotiplerinin plasma
membranlarinda toksin alicilarinin varligini akla getiren dolayli kanitlar vardir (Tsuge
vd. 2012). Bu toksinler nedeniyle konukgu bitkinin hiicrelerinin zararlanmasi olduk¢a
hizlidir ve hiicre 6liimii igin gerekli zaman olduke¢a kisadir (Kohmoto vd. 1993; Otani
vd. 1995). ACT toksininin hizli etkisinden dolay1 inkubasyon periyodu ¢ok kisadir ve
lezyonlar, bulasmadan 1 veya 2 giin sonra goriilebilir olmaya baslar (Canihos vd. 1999).
Yine de, konukcuya 6zel toksinler (HST) konukgu bitki hiicreleri ve hiicre Sliimii igin
oldukca toksik olmasina ragmen, patojen tarafindan enfeksiyonun olusturulmasi, hiicre
Olimiinden ziyade bitkinin savunma tepkilerinin genotipe 0zel bir simirlandirma
nedeniyle olmaktadir (Tsuge vd. 2012). Ilave olarak, son yapilan ¢aligmalar konukcu
bitkiler tarafindan tretilen reaktif oksijen tiirlerinin azalmasinin patojenite i¢in gerekli
oldugunu gostermistir (Yang ve Chung 2012).

ACT toksinlerinin, ¢ilek patotipi ve Japon armudu tarafindan iretilen 9,10-
eokxy-8-hydroxy-9-methyl-decatrienoic acid esterlerine yapisal olarak benzer
metabolitlere sahip oldugu bulunmustur (Nakashima vd. 1985; Nakatsuka vd. 1986;
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Kohmoto vd. 1993). Armut, ¢ilek ve ayn1 zamanda elma patotipi i¢in tolerantlik tek bir
resesif allel gen tarafindan kontrol edilmektedir (Kohmoto vd. 1993; Tsuge vd. 2012).
Turunggillerde de Alternaria kahverengi leke hastaligina tolerantlik tek bir resesif allel
gen tarafindan kontrol edilmekte olup monogenik bir kontrol olarak tanimlanmaktadir.
Bu yilizden tolerant turunggil ¢esitlerinde bu lokusda resesif homozigot olarak
degerlendirilirken hassas g¢esitlerde heterozigot veya dominant homozigot olabilecegi
bildirilmistir (Dalkilig vd. 2005; Giilsen vd. 2007).

Giliniimilizde, Alternaria kahverengi leke hastaliginin kontrolii fungusitlerin
kullanimina dayanmaktadir. Bulagsma igin kritik periyot boyunca hassas organlari
korumak i¢in ilag uygulamasi planlanmis olmalidir. Hastaliksiz, kaliteli meyve iiretimi
ve pazarlama i¢in, yetistiricilik yapilan bolgenin iklimine ve ¢esidin hassasiyetine bagl
olarak yilda 4-10 defa fungusit uygulamasina ihtiyag vardir (Swart vd. 1998; Peres ve
Timmer 2006; Vicent vd. 2007). Alternaria kahverengi leke hastaliginin kontrolii igin
fungusitlerin sistematik olarak uygulanmasi cevresel problemleri ve halk saglig
endiselerini de yaratabilmektedir (Vicent vd. 2009). Ustelik yiiksek sayida ilag
uygulamasina ragmen hastaligin kontrolii daima memnun edici degildir ve bu nedenle
Fortune, Minneola tangelo ve Nova gibi hassas ¢esitlerin iiretimi son yillarda énemli
derecede azalmis ve tolerant gesitler bu gesitlerin yerine gegmistir (Navarro vd. 2006).

Diinya {lizerinde ¢ogu alanda turunggil iiretimin artis1 ve stirdiiriilebilirliginin
saglanmast  konusunda turunggil hastaliklar1 en kisitlayict  faktdor olarak
diisiiniilmektedir. Turuncgil genotiplerinin Alternaria hastaligina hassas veya
tolerantliginin belirlenmesi konusunda birkag ¢aligma yiiriitiilmiistiir (Hutton ve Mayers
1988; Goes vd. 2001; Vicent vd. 2004; Dalkili¢ vd. 2005; Reis vd. 2007; Souza vd.
2009). Bu c¢alismalar arasinda bazi ¢eligkiler bulunmasma ragmen Clementine,
Willowleaf ve Satsuma mandarinleri icin tolerantlik belirgindir. Ayrica, Dancy ve
Fortune mandarinleri, Orlando, Minneola ve Nova tanjelo ile Murcott tangor hassasiyet
kesinlesmistir. Ellendale tangor ile bazi1 portakal ve altintoplar gibi diger ¢esitler i¢in ise
literatiir bildirislerine gore hassas veya tolerant olarak degisiklik gostermektedir.

Cukurova’da Minneola tanjelo’da Alternaria alternata f.sp. citri etmeninden
kaynaklanan hastaligin yayginligini ve siddetini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alisma
yapilmistir. Bu calisma ¢ergcevesinde 35 bahgede ilkbahar siirgiinlerinde enfeksiyonlar
goriilerek hastalik siddetinin 10 bahgede % 10'un altinda, 10 bahgede % 11-20 arasinda,
7 bahg¢ede % 21-30 arasinda, 5 bah¢ede % 31-40 arasinda, 1 bahc¢ede % 42.5 ve 1
bahgede de % 62.3 olarak tespit edilmistir (Erkili¢ vd. 1999).

Canihos ve Erkilig (1998), turunggil gesitlerinin Alternaria alternata f.sp. citri
ve toksinlerine karsi duyarliliklarint arastirdiklar1 ¢alismalarinda; Dancy ve akrabalarini
olduk¢a hassas bulunurken, altintop ve bazi mandarin g¢esitlerini orta derecede
hassasiyet gosterdiklerini kaydetmislerdir. Hernandina, Okitsu Wase, Satsuma,
Ellendale, Marisol mandarinleri ve Washington Navel portakali, genel olarak patojene
kars1 tolerant olarak bulunmustur.

Reis vd. (2007), turuncggil tiirlerinin patojene duyarliligi ile ilgili yapilan bir
caligmada, Fairchild, Nova ve Fortune melezlerinin dogal enfeksiyonlara duyarh
olduklari; ancak dogada dayanikli olan bazi ¢esitlerde de yapay inokulasyonlarin
hastaliga neden olabilecegini bildirmistir.
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Canihos vd. (1999), Minneola tangelo’nun geng yapraklarini kullanarak in vitro
kosullarda izolatlarin, yaprak islakliginin ve sicakhigimin Alternaria alternata f.sp. citri
etmeninin enfeksiyonu iizerine olan etkisini degerlendirmislerdir. Calisma neticesinde;
enfeksiyonlarn en iyi 27 °C’de gergeklestigi ve sicakhgin asamali olarak 24 °C, 20 °C
ve 17 0C’ye diistirildiigiinde, enfeksiyonlarin azaldigin1 bulmuslardir. Yaprak
1islakliginin  4-8 saat oldugu durumlarda enfeksiyon seviyesinin diistigi, yaprak
islakhiginin - 36 saate ¢iktigi  durumlarda ise enfeksiyon seviyesinin arttigi
gbzlemlemislerdir.

Sire (2011), Cukurova’da yetistiriciligi yapilan ve bdlgeye yeni giren 18 ¢esit
mandarin (Clausellina, Dobeshi Beni, Dancy, Ellendale, Fortune, Fremont, Hernandina,
Clementine, Lee, Marisol, Minneola Tangelo, Napolitana, Nova, Okitsu Wase,
Ortanique, Robinson, Satsuma, W. Murcott), 8 portakal (Cara Cara, Fukumoto, Lane
Late, Moro, Navelina, Valencia, Midknight Valencia, Washington Navel), 4 limon
(Eureka, Interdonato, Kiitdiken, Meyer) ve 3 altintop (Henderson, Rio Red, Star Ruby)
olmak tizere toplam 33 turunggil ¢esidinin Alternaria kahverengi leke hastaligi etmeni
Alternaria alternata f.sp. citri izolatlarina karsi reaksiyonlarini inceledigi calisma
sonucunda Dancy, Fortune, Nova ve Minneola tanjelo ¢esitlerini ¢ok duyarli, Robinson
mandarin ¢esidini orta derecede duyarli ve Ortanique ¢esidini az duyarli oldugunu
belirtmistir. Calismada yer alan diger ¢esitlerde ise herhangi bir enfeksiyon gelisimi
olmamustir.

Bununla birlikte biitiin tolerant/hassas degerlendirmeleri diploid genotipler
tizerinde yapilmistir ve triploidlerin farkliliklar1 tizerine herhangi bir veri heniiz
bilinmemektedir. Ustelik Alternaria kahverengi leke hastaligma tolerantlik lokusunun
genetik yerlesimi hakkinda veya onunla kuvvetli bir sekilde iligkili higbir bilgi
bulunmamaktadir. Bu bilgi hem diploid hem de triploid seviyede bir 1slah programinda
cok erken asamada marker destekli seleksiyon (MAS) uygulamak ve aday dayaniklilik
genlerinin tanimlanmasi i¢in ¢ok yararl olabilir.

Bu calismada Alternaria alternata f.sp. citri etmenine hassas oldugu bilinen
Fortune mandarini ¢esidinden mutasyon islahi yoluyla yeni mutant bireylerin elde
edilmesi, elde edilen mutant bireylerin Alternaria alternata f.sp. citri etmenine
hassasiyetlerinin belirlenmesi ve sonugta tolerant ve hassas olarak bulunan genotiplerde
hastalik inokulasyonu oncesi ve sonrasinda hormonal degisimin (oksin, gibberellin,
sitokinin, absisik asit) ortaya konulmasi amag¢lanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Projede materyal olarak Fortune mandarini kullanilmigtir. Fortune mandarini
iilkemiz kosullarinda Mart-Nisan aylarinda olgunlasan geggi, yiiksek verimli ve albenisi
yiikksek bir cesittir. Meyveleri orta irilikte, hafif yassi olup, meyve kabugu orta
kalinlikta, oldukca siki yapida fakat soyulabilir niteliktedir. Meyve kabugu hafif piiriizli
ve kirmiziya ¢alan turuncu renklidir. Meyve eti turuncu renkli olup; siki, gevrek ve sulu,
aroma ise zengin ve buruktur. Tohumlar1 orta irilikte, pek ¢ok sayida ve
monoembriyoniktir. Agaci kuvvetli bilylir ve yayvan ta¢ yapisina sahip olup dallar sik
bir yapidadir (Reuther vd. 1967). Uzun zaman boyunca bu ¢esidin ebeveyni olarak
Clementine ve Dancy mandarin ¢esitleri kabul edilmis olmasina ragmen Barry vd.
(2015), Fortune mandarininin Clementine mandarini ve Orlando tanjelo melezi
oldugunu bildirmislerdir. Ulkemizde son yillarda gecci gesitlere artan egilime ragmen
Alternaria alternata f.sp. citri etmenine kars1 hassasiyetinden dolay1 bu ¢esidin tiretimi
yayginlagamamistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Alternaria kahverengi leke hastaligimin simptomlarin1  gosteren
Fortune mandarini a) meyvesi; b) yapraklari

Aragtirmada mutant bireylerin yetistirildigi alan denize 7.62 km uzaklikta olup
denizden yiiksekligi 9 metredir. Arastirma alani 36° 55' 32.40" kuzey ve 35° 00' 35.75"
dogu koordinatlarindadir (Sekil 3.2). As1 gozii kaynagi olarak, Bati Akdeniz Tarimsal
Arastirma Enstitlisli, Meyvecilik Boliimiinde bulunan iklim kontrollii seralarin as1 gozii
cogaltim bloklarinda viriis ve viriis benzeri hastaliklardan arindirilmis olarak saksilarda
muhafaza edilen Fortune mandarini kullanilmistir. Fortune mandarinin yillik
stirglinlerine Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumunda ®Co kaynagindan 50 ve 60 gray
dozlarinda akut gamma 1sin uygulamasi sonrasinda elde edilen M;V; bireyleri ile
asilamalar sonucu elde edilen M;V, ve M;Vs3 bireyleri, Bati Akdeniz Tarimsal
Aragtirma Enstitiisii’niin Kayaburnu-Meyvecilik Boliimiinde bulunan iklim kontrollii
seralarda yetistirilmis olup sulama ve giibreleme islemleri EC-pH kontrol {initesi
yardimiyla gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.2. Deneme alaninin uydu goriintiisii

Alternaria alternata f.sp. citri etmeninin izolasyonu ile patojenisite testlemeleri
Adana Biyolojik Miicadele Arastirma Enstitlisiinde; spor siispansiyonu elde edilmesi ve
DAS-ELISA ile absisik asit analizi ¢alismalar1 Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii Bitki Sagligi Laboratuvarlarinda, Alternaria alternata f.sp. citri etmenine
kars1 in vitro ve in vivo kosullarda reaksiyonlarin belirlenmesi ¢alismalar1 Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii doku Kiiltiirti laboratuvarinda bulunan sicaklik ve nem
kontrollii yetistirme odalarinda gergeklestirilmistir. HPLC ¢alismalar1 ise Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii’niin Aksu yerleskesinde bulunan Gida ve Tibbi Bitkiler
Merkezi Laboratuvarinda yapilmistir.

Fortune mandarini as1 gozlerine fiziksel mutajen uygulanmasi sonucunda asi
gozleri ve daha sonrasinda asilamalar ile elde edilen M3V, ve M;V3 asamalarinda anag
olarak iilkemizde de turunggillerde yogun bir sekilde tercih edilen Yerli turung (Citrus
aurantium L.) anaci kullanilmistir. Anag olarak kullanilan Yerli turung ¢ogiirleri 15x35
cm ebatlarinda koriiklii fidan torbalari igerisine 3:1 oraninda konulan torf-perlit
karisiminda yetistirilmistir.

Calismada anag kullanilan Yerli turung (Citrus aurantium L.) anac1; Ulkemizde,
turunggil liretiminin biiylik bir boliimiinlin saglandigi Akdeniz Bolgesinde en yaygin
kullanilan anagtir (Tuzcu vd 1999). Diinyada turunggil yetistiricilik alanlarinda en
yaygin ana¢ olarak kullanilmaya devam edilmesine ragmen, ozellikle turung {izerine
asili mandarin, altintop ve portakallarin tristeza (Citrus tristeza virus-CTV) viriis
hastaligina duyarli olmasi nedeniyle Avustralya, Arjantin, Brezilya, Kaliforniya,
Ispanya, Giiney Afrika ve Florida’nin biiyiik bir kisminda yeni kurulan bahgelerde
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kullanimi1 sinirlanmistir. Ancak, turung CTV’nin problem olmadig: yerlerde ve orta agir
topraklarda yapilan yetistiricilik alanlarinda sofralik turuncggil tiretimi i¢in oldukga iyi
bir anactir (Davies ve Albrigo 1994).

Anag olarak kullanilan Yerli turuncun meyve kabugu koyu portakal renginde,
piiriizli, kalin ve meyve etine siki baghdir; kalinligi 7.2 mm’dir. Ortalama meyve
genisligi 74.82 mm, uzunlugu 67.18 mm, indeksi 1.124, meyve agirligr 158.24 g’dr.
Olgunluktan sonra puflagsmaya egilimi artar. Meyve eti portakal rengindedir. Meyve eti
yuvarlak ve stil ucu tarafi hafif basiktir. Meyve basma ortalama 28.93 adet ¢ekirdek
bulunmaktadir. Meyve eti sulu, hosa giden bir aromaya sahiptir. Bol kokulu olup, eksi-
aci-tath bir tad1 vardir. Meyve orta ekseni agiktir. Meyveleri portakaldan daha uzun siire
aga¢ lzerinde kalir. Geng agaclarda tac¢ sekli silindiriktir; fakat agac yaslandikca
yuvarlak sekilli bir ta¢ olusturur. Tristezaya cok hassas, bunun yaninda; cilicelesme,
gozenek, zamklagma, kok bogazi ¢liriikliigii hastaliklarina dayanikli bir anagtir. Kiregli
topraklara dayanikli olan bu ana¢ bazi limonlar ve Satsuma mandarini ve kamkatlar
hari¢ diger ticari c¢esitlerle genellikle iyi bir uyusma gdstermektedir. Tohumlarin
ekilmesiyle elde edilen ¢ogiirlerin % 85°1 nuseller embriyolardan meydana gelmektedir.
Ayrica, meyve kabugu, yapragi, geng siirglinleri ve ¢igek tac yapraklart regel, pasta,
sekerleme ve esans sanayinde hammadde olarak kullanilir (Tuzcu 1990).

3.2. Metot

3.2.1. Mutajen uygulamasiyla Fortune mandarin mutant populasyonlarinin
olusturulmasi

Calisma kapsaminda Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii, Meyvecilik
Boliimii turunggil 1. kademe as1 gozii blogunda bulunan iizerinde en az 20 adet goz
bulunan Fortune mandarin as1 kalemleri nemli kagitlara sarilarak buz kutular igerisinde
Mart 2014 tarihinde Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumuna gétiiriilmiis ve burada ®Co
kaynagindan 50 ve 60 gray dozlarinda akut gamma 1gin1 uygulanmistir (Sekil 3.3). Isin
uygulanmis gozler bekletilmeden hemen ertesi giin iklim kontrollii seralarda yetistirilen
Yerli turung (Citrus aurantium L.) anaci iizerine toprak seviyesinden 20-25 cm
yiksekliginde ‘T’ g6z asis1 metodu ile asilanmis ve boylece M;V; asamasinda bireyler
elde edilmistir. Yapilan asilar agilamadan hemen sonra as1 bagi ile baglanmstir.
Asilamada, Yerli turung (Citrus aurantium L.) anacinin en az 1 cm kalinhiginda ve
80 cm uzunlugunda olmasina dikkat edilmistir.

Gelisen ve as1 gozii alinabilecek duruma gelen M1V bitkilerinin her birinden en
dipteki uyur 3 goz ve en lstteki piskinlesmemis gozler alinmayacak sekilde bir kesim
yapilmis, orta kisimda bulunan gozler (5-7 goz) Eylil 2014 tarihinde Yerli turung
tizerine toprak seviyesinden 20-25 cm yiiksekliginde asilanmigtir. Asilamadan 3 hafta
sonra agilar gozlemlenerek asi tutmus oldugu belirlenen bireylerin gozlerinin siirmesi
saglamak amaciyla aginin 10-15 cm {izerinden tepe kesimi yapilarak M;V; populasyonu
olusturulmustur. Tepe kesiminden 10 giin sonra siirmeye baslayan bireylerin as1 baglari
¢cOzlilmiistiir.
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(@) (b)
Sekil 3.3. Tirkiye Atom Enerjisi Kurumunda akut gamma 1sin1 uygulanan
a) Fortune mandarin a1 gozleri; b) ®°Co kaynag

Benzer sekilde 2015 yili Mart ayinda, gelisen ve as1 gozii alinabilecek duruma
gelen M1V, bitkilerinin her birinden en dipteki uyur 3 géz ve en istteki piskinlesmemis
gozler alinmayacak sekilde ortadaki 5-7 as1 gozii alinarak Yerli turung anaci {izerine
astlanmis ve M;V3 populasyonunu olusturulmustur. Asilamadan 3 hafta sonra asi
tutmus oldugu belirlenen bireylerin gozlerinin siirmesini saglamak amaciyla aginin 10-
15 cm iizerinden tepe kesimi yapilmig ve 10 giin sonra siirmeye baslayan bireylerin asi
baglar1 ¢ozllmiistir (Sekil 3.4). Mutajen uygulamas: sonrasinda her ii¢ asamada da
Fortune mandarini mutant populasyonlarinin olusturulmasi ¢alismalari iklim kontrollii
seralarda yapilmig, sulama ve giibreleme islemleri EC-pH kontrol iinitesi vasitasiyla
yapitlmistir.  Patojenlere karsi zirai miicadele c¢alismalar1 da aksatilmadan
gerceklestirilmistir.

(@) (b)

Sekil 3.4. Agilamalar sonrasi a) tepe kesimi yapilan bireyler; b) siiren a1 gozleri
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3.2.2. Alternaria alternata f.sp. citri izolatlarinin toplanmasi ve izolasyonu

Alternaria alternata f.sp. citri izolatlar turunggil yetistiriciligi yapilan Adana
ilinde bulunan iiretici bahgelerinden temin edilmistir. Bunun i¢in 6zellikle Minneola
tanjelo basta olmak iizere, mandarin bahgelerinde periyodik olmayan arazi ¢ikislar ile
tipik hastalik belirtileri gosteren hastalikli geng yaprak ve siirgiin 6rnekleri toplanarak
buz kutulari igerisinde laboratuvara getirilmis ve izolasyon ¢aligmalar1 yapilmaistir.

Toplanan yaprak drnekleri yaklagik 2-4 mm? biiyiikligiinde kesilerek 1 dakika
sire ile % 1’lik sodyum hipoklorit igerisinde bekletildikten sonra steril saf sudan
gecirilmistir. Steril kurutma kagitlarinda iizerlerindeki serbest suyu uzaklastirilan doku
pargalari, igerisinde patates dekstroz agar (PDA) besi ortami bulunan petrilerde 27
°C’de 3-5 giin siire ile kiiltiire almmustir. PDA besi ortaminin hazirlanmas: igin; dehidre
besiyeri, 39 g/l olacak sekilde saf su icinde 1sitilarak eritildikten sonra 121 °C'da
otoklavda 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besi ortami steril kabin
icerisinde steril petrilere 12.5'er ml olacak sekilde dokiilmiistiir.

Petri igerisindeki koloniden bistiiri yardimiyla yaklasik 2 mm? biiyiikliigiinde
miselyumlar ayrilmis ve bu kiiciik parcalar 1 litre saf su icerisinde 30 g CaCOg, 20 g
sakaroz ve 20 g agar iceren spor olusturma ortamina transfer edilmistir. Kurumay1
engellemek i¢in her bir petriye 2 ml steril saf su ilave edilmis ve petriler parafilm ile
kaplanarak 3-5 giin siiresince 27 °C’de inkiibe edilmistir. Petri igerisinde kat1 ortamda
gelistirilen Alternaria alternata f.sp. citri kolonileri tizerine yaklagik 10 ml steril saf su
ilave edilerek bir firca yardimi ile miseliyal kitle kazinmis ve sonra tiilbentten
gecirilerek hifsel kitle uzaklagtinlmistir. Spor siispansiyonu 10° spor/ml olacak sekilde
ayarlanmis ve tiiplere toplam hacmin % 20’si oraninda gliserol ilave edilmistir (Canthos
vd. 1999; Dalkili¢ vd. 2005). Spor silispansiyonu uygulamalar 6ncesinde hazirlanmis ve
bekletilmeden kullanilmistir (Sekil 3.5.).

",“ux.

(a) (b)
Sekil 3.5. Alternaria alternata f.sp. citri sporlarmin 151k mikroskobu altinda
a) 20 um; b) 50 um boyutta gériiniimii
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3.2.3. In vitro’da Alternaria alternata f.sp. citri etmenine kars1 reaksiyonlarin
belirlenmesi

Uygulamalar 2015 yili ilkbahar déneminde gergeklestirilmistir. In vitro’da spor
inokulasyonu testlerinde M;V3 asamasindaki 111 Fortune mandarin mutanti ile hassas
Fortune mandarini ve tolerant oldugu bilinen Satsuma Owari ile Clementine Fina
mandarin ¢esitlerinden alinan geng¢ yapraklar kullanilmistir. Bitkilerin siirglin ucuna
yakin olan taze, yumusak ve 1-2 cm uzunluktaki yapraklar1 alinarak laboratuvara
gotiiriilmis (Sekil 3.6) ve nemliligi saglamak icin igerisine steril su ile 1slatilmis olan
steril filtre kagitlar tizerine yerlestirilmistir.

Sekil 3.6. Mutant bireylerin in vitro’da yaprak testlemelerinde kullanilan taze
yapraklarindan bir gériiniim

Inokulasyonlar, steril kabinde petri igerisinde steril su ile 1slatilmis olan steril
filtre kagitlar1 bulunan yapraklarin sadece alt ylizeyine 20 pl olacak sekilde mikropipet
yardimiyla yapilmistir (Sekil 3.7). Petri kaplar1 igerisine 2 yaprak konulmus ve
yapraklardan birinde yaralama yapilmis digerinde yaralama yapilmamistir. Petriler
27°C’de 60-72 saat boyunca inkiibe edildikten sonra, belirti gésteren bireyler hassas,
belirti gostermeyenler ise tolerant olarak dikkate alinmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7. Yapragin alt yiizeyine mikropipet yardimiyla 20 ul konidi siispansiyonu ilave
edilmesi

(a) (b)
Sekil 3.8. Alternaria kahverengi leke hastaligina a) hassas; b) tolerant bulunan
bireylerden gériinim

3.2.4. In vitro’da tolerant ve hassas olarak belirlenen bireylerin fidanlarinda
Alternaria alternata f.sp. citri etmenine kars: reaksiyonlarimn belirlenmesi

In vitro degerlendirmeler neticesinde tolerant olarak belirlenen bireyler
astlanarak fidan haline getirilmis ve in vivo kosullarda Alternaria kahverengi leke
hastaligina kars1 degerlendirilmistir. Hastaliga kars1 degerlendirmeler i¢in yeni siirgiin
ve yaprak olusumunu tesvik etmek amaciyla genotiplerin yapraklari uygulamadan 1 ay
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once budanmistir. Budamadan sonra geng yapraklar 2-3 cm uzunluga eristigi donemde
(Sekil 3.9) 10° spor/ml olarak hazirlanan siispansiyon her yaprak bagina yaklasik 2 ml
olacak sekilde sprey seklinde uygulanmistir (Azevedo vd. 2010).

Sekil 3.9. Inokulasyon biiyiikliigiine gelen yapraklar

Inokulasyon yapraklarin her iki yiizii de 1slanacak sekilde yapilmis ve
inokulasyondan sonra, yapraklarin kurumasini engellemek ve nemi korumak igin
bitkiler polietilen torbalar i¢erisine alinmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Hastalik inokulasyonu sonrasi nem kaybini azaltmak igin polietilen torbalar
igerisine alinan yapraklar

Bitkiler, 262 °C ve % 80-85 nem oranina ayarlanmis sicaklik ve nem kontrollii
yetistirme odalarinda tutulmustur. Inokulasyondan 24 saat sonra hastalik belirtileri
goriilmeye baslamasi (Dalkilic vd. 2005) nedeniyle gozlemler 24-72 saat sonra
yaptlmistir (Sekil 3.11; Sekil 3.12). Gozlemler neticesinde; belirti gosteren bireyler
hassas, belirti gdstermeyenler ise tolerant olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.12. Inokulasyon sonrasinda hastalik belirtisi goriilmeyen bitkiler

3.2.5. Alternaria alternata f.sp. citri etmenine karsi mutantlardaki bazi dogal
hormon seviyelerinin saptanmasi amaciyla HPLC ve DAS-ELISA ¢alismalar

Tolerant ve hassas olarak belirlenen mutant bireylerde indol asetik asit (IAA),
gibberellik asit (GAjs), zeatin (Z), absisik asit (ABA) seviyelerindeki degisimi
belirleyebilmek amaciyla hastalik inokulasyonundan 6nce ve inokulasyondan 24-72 saat
sonra belirtiler goriildiigiinde yaprak ornekleri alinarak ekstraksiyon ve kromatografik
analizler yapilmistir. Ekstraksiyon ve saflastirma islemleri Kuraishi vd. (1991), Battal
ve Tileklioglu (2001) ve Erez (2009)’un kullandigi metotlara gére yapilmistir (Sekil
3.13).
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Ornek (2 g)
<— %80’lik Metanol
Homogenizasyon
24 saat 120 rpm’de 20 °C’de calkalayicida karanlikta bekletme

Whatman No: 1 filtre kagidindan siizme

Kalint1 (atilir) Siiziintii
Evaporasyon (45 °C)
Metanol Sulu kisim
(atilir)

0,1 M’lik KH,PO, (pH 8) tamponu ilave ederek balondan alma

+4 9C’de 6000 rpm’de 1 saat santrifiij

Sulu kismn tiiplerden behere alma (tortunun atilmasi)

Sulu kisma 1g Polivinil Poli Prolidon (PVPP) ilave etme ve 1-2 dakika elle karistirma

Whatman No: 1 filtre kagidindan siizme

Sep-Pak C18 kartuja uygulama

HPLC

Sekil 3.13. Calismada izlenen ekstraksiyon ve saflastirma agamalari

Calismada &rneklerin ekstraksiyonu igin alman yaprak érnekleri {izerine 4 °C’de
bekletilen % 80°lik metanol ilave edilerek 10 dakika boyunca homojenizatérde
parcalanmustir (Sekil 3.14). Homojenize edilen drnekler 4 °C’de ve karanlikta 24 saat
bekletilmistir. Ornekler Whatman No:1 filtre kagidindan siiziildiikten sonra sulu kisim
alinirken filtre lizerinde kalan kalint1 atilmistir (Sekil 3.15). Sulu kisimdaki metil alkol
rotary evaporatorde 45 °C sicaklikta uzaklastirilmistir (Sekil 3.16). Metil akolii ugurulan
ekstraktlar balon jojeden 0,1 M’lik KH,PO, (pH 8) tamponunda ¢6ziilerek alinmis ve
4 °C’de 6000 rpm’de 1 saat boyunca santrifiije edilmistir. Tiiplerdeki tortu kisim
atilarak ornekler behere alinmis ve fenolik bilesikleri ve renk maddelerini ayirmak icin
tizerine 1 g polivinil poli pirrolidon (PVPP, Sigma) ilave edilerek 1-2 dakika
kanigtirllmistir (Erez 2009). Daha sonra Whatman No:1 filtre kdgidindan siiziilmistiir.
Siiziintli Sep-pak C 18 kartusa uygulanmadan once kartujdan 2.5 ml metanol (% 80) ve
2.5 ml saf su gegirilerek kartuj sartlandirilmistir. Daha sonra siiziintii Kkartujdan
gecirilerek hormonlar kartuj iginde tutulmustur. Kartujda adsorbe edilen hormonlar 5 ml
% 80’lik metanol kullanilarak viallere alinmis ve yiiksek performansli sivi kromatografi
(HPLC)’ye enjekte edilmistir.
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Sekil 3.16. Rotary evaporatérde metil alkoliin uzaklastiriimasi
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HPLC’de ABA, GAs, IAA ve Z analizleri Morris vd. (1990)’a gore yapilmistir.
Hormon analizleri LC 20 AT model HPLC cihazinda (Shimadzu, Kyoto, Japan)
yapilmigtir  (Sekil 3.17). HPLC analizleri asagidaki sistemler kullanilarak
gergeklestirilmistir.

a) Dedektor: DAD (Diode Array Detector, SPD-M20A)

b) Kolon: Inertsil Cyg (5 um, 250 x 4.6 mm, GL Science, Tokyo, Japan)

c¢) Akis hizi: 1 ml/dakika

d) Mobil faz: Metanol ve 0.1 M asetik asit (55/45 v/v) (Ulger vd. 1999).

e) Dalga boylart: GA i¢in 254 nm, IAA i¢in 276 nm, Z i¢in 272 nm ve ABA 234 nm.

Sekil 3.17. Hormon analizlerinde kullanilan HPLC cihaz1

ABA analizleri; Hurng vd. (1994) tarafindan belirtilen Karsilastirmali ELISA
(DAS-ELISA) (Double Antibody Sandwich Indirect Enzyme-Linked Assay) yontemine
gore ve lretici firma Onerileri dogrultusunda yapilmistir. Bu amagla Agdia firmasinin
PDK 09347/0096 katalog numarali Phytodetek ABA Test Kiti igerisinde bulunan
kaplanmis olan tabakalar kullanilmistir. Tris-buffered saline (TBS) ve Phosphate
buffered saline with Tween 20 (PBST) buffer ¢ozeltilerinin hazirlanmasi igin ticari kit
igerisinde verilmis olan konsantrasyonlar iiretici firma 6nerileri dogrultusunda distile su
ile hazirlanmistir. Kit igerisinde bulunan ABA tracer soliisyonu hazirlanmigtir. Bunun
icin TBS bufferin her 1 ml’si i¢in kit i¢inde bulunan ABA tracer’dan 2.5 pl ilave
edilmistir.
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Daha sonra standartlar hazirlanmistir. Ik dnce ana stok olarak (A1) 1 ml TBS
buffer icerisine ticari kitin igerisinden ¢ikan ABA standart seridinde belirtilen yerinden
kesilerek 5 dakika boyunca oda kosullarinda inkiibe edildikten sonra 30 saniye boyunca
vorteks yapilarak kullanima hazir hale getirilmistir. Hazirlanan ABA ana stok
solisyonundan TBS buffer ile 6 farkli konsantrasyonda standart soliisyon
hazirlanmistir. Ekstraktlardaki ABA miktar1 tayini i¢in 0-1000 pikomol/ml standart
aralig1 kullanilmistir (Cizelge 3.1; Sekil 3.18).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan ABA standartlarinin TBS Buffer ile seyreltme
yoluyla hazirlanmasi

Standart ABA TBS Buffer ABA Seyreltme
.. .. . Konsantrasyonu
soliisyonlar Soliisyonu miktari . orani
(picomol/ml)
Al 1 serit 1.00 ml 1000 -
Bl Al’den 200 ul 1.80 ml 100 1/10
C1 B1’den 500 pl 2.00 mi 20 1/5
D1 C1’den 500 ul 2.00 ml 4 1/5
El D1’den 500 ul 2.00 ml 0.8 1/5
F1 E1’den 500 pl 2.00 mi 0.16 1/5
Gl F1°den 500 pl 2.00 ml 0.032 1/5
H1 0 100 pul 0
Standard 1.80 mL 2.00 miL 2.00 mL 2.00-mL 2.00 mL 2.00 mL
from Kit TBS TES TBS TES TES TBS
R — —_— —_— —_— —
200 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
of A1 of B1 of C1 of D1 of E1 of F1
A1 B1 Cc1 D1 E1 F1 G1

Sekil 3.18. TBS Buffer ile seyreltme yoluyla absisik asit standartlarinin hazirlanma
semast

Hastalik uygulanmis ve uygulanmamis olan Yyaprak ornekleri toplanarak
polietilen torbalar igerisinde bekletilmeden laboratuvara getirilmistir. Uretici beyanlart
dogrultusunda son ekstraksiyon icerisinde TBS buffer icerisinde % 10’dan fazla organik
icerik olmamas1 gerektigi belirtilmesinden dolayr her bir yaprak orneginden 0.5 g
kullanilmistir. Tartilan 6rnekler test tiipleri igerine konularak igerisine 5 ml TBS buffer
ilave edilmis ve homojenizatdr ile bitki 6z suyu elde edilmistir. Daha sonra tabaka
kuyucuklarina Once standart soliisyonlar (Al, B1, C1, D1, E1, F1, G1 ve H1) ve
sonrasinda ornek soliisyonlarindan 100°er pl konulmustur. Firma onerisi dogrultusunda
tabaka iizerindeki kuyucuklara 2 tekerriirlii olarak yiikleme yapilmistir. Daha sonra her
bir kuyucuga hazirlanmis olan ABA tracer soliisyonundan 100’er pl eklenerek
kanigtirnlmistir. Tabaka nemli kutu igerisinde 3 saat boyunca 4°C’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon bittikten sonra tabaka onceden hazirlanan yikama soliisyonu
ile her ¢ukura 100 pl olacak sekilde 2 defa yikanmistir ve kurutma kagitlarina sertge
vurularak iyice kurulanmistir. Bu sirada substrate soliisyonu da iiretici Onerileri
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dogrultusunda hazirlanmistir. 5 ml PNP Substrate Buffer icerisinde kit ile birlikte
verilenl adet PNP tablet ¢ozdiiriilerek her kuyucuga 200 pl eklenmistir (Sekil 3.19).
Tabaka daha Onceden 1sitilmis ve 37°C’ye ayarlanmis olan inkiibator igerisine nemli
kutu icine konularak yerlestirilmis ve 60 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda tabaka 405 nm dalga boyunda Thermo Scientific firmasinin Multi Scan GO
markali spektrofotometrede okutulmustur (Sekil 3.20). Spektrofotometrede okunan
degerler orneklerdeki ABA Kkonsantrasyonlari, kullanilan ELISA Kitinin {iretici
beyanlar1 dogrultusunda ABA standartlarindan olusturulan standart egrisi olusturularak
hesaplanmustir.

oy Uo s

-

L)

Sekil 3.19. Test kiti icgerisinden ¢ikan kaplanmis tabakalarin kuyucuklarina eklenen
preparatlarin goriiniimii

405 om F

! 2 3 " s ¢ T L] » " " °
D247 0306 OI53 0247 0268 030 0276 0347 0096 003« 098 CI

B 0326 0270 0231 0219 0236 0.248 0230 0274 0032 0 0sa 0277 03244
C 0437 0440 024) 0210 0240 0243 0443 0343 0090 0032 0384 03
O 0263 OFE4 0207 0227 0290 D285 S.I00 0217 DU 00T 43T 13M2

E1973 200 0201 0193 0291 O3 GAR2 0245 0043 0040 1549 1328
£ 30%% 3030 0270 0400 0231 0.0 0279 0,408 0208 004 3273 I
73 0297 0270 0361 0334 070 0404 0OME 0174 J 040 J037
TP 0335 0307 0515 0277 0240 0364 0179 0933 I TET J 006

—_ 4
| Export Save As Ciose

Sekil 3.20. Preparatlarin eklendigi test kitine ait tabakalarin spektrofotometrede
okutulmasi

3.2.6. istatistiksel degerlendirme

Calisma, tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekerriirlii olarak ve in vitro
calismalarinda her tekerriirde 1 yaprak, in vivo ¢alismalarinda ise bir fidan bulunacak
sekilde yiiriitilmistiir (Diizgiines 1963). Varyasyon kaynaklarina ait ortalamalar SAS
istatistik paket programinda LSD ¢oklu karsilastirma testi (p<0.05) kullanilarak
degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mutajen uygulamasiyla Fortune mandarin mutant populasyonlarinin
olusturulmasi

Isin uygulamasi sonrasinda 50 gray dozunda asilanan 25 adet as1 goziinden
12 adedi ve 60 gray dozundan asilanan 20 adet as1 géziinden 4 adedi siirmiis olup bu
bireyler M1V, asamasi i¢in as1 gozii aliminda kullanilmistir (Cizelge 4.1). Hearn (1986),
Foster altintopunda tomurcuklara 30, 50, 70, 90 ve 110 gray dozlarinda gamma 1511
uyguladig1 ¢calismada LDsp dozunu serada asilananlar i¢in 50 gray, fidanlikta asilananlar
icin 90 gray olarak saptamistir. Tuzcu vd. (1988), farkli turunggil ¢esitlerine gamma
1sin1 uyguladiklar1 ¢alismada LDsy dozunu; Fremont mandarini ve Valencia late
portakalinda 58 gray, Tuzcu 33-9 turuncunda 72 gray ve Kiitdiken limonunda 78 gray
olarak bulmuslardir. Zhou vd. (1995), optimum 1smn dozunu portakallar igin
5 gray ve mandarin i¢in 30 gray olarak saptadiklarini bildirmislerdir. Giilsen vd. (2007),
478 adet M;V3 birey icerisinden ugkurutan hastaligina tolerant olarak bulunan 4
Kiitdiken limonu mutantindan 3 adedinin 50 gray ve 1 adedinin 70 gray dozundan elde
edildigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.1. Fortune mandarininde gamma 1sin uygulamasi yapilan ve siiren as1 gozii
sayilar

Gamma 1s1n dozu

Isinlanan g6z sayisi

Stiren goz sayisi

Canlilik orani

(gray) (adet) (adet) (%)
50 25 12 48.00
60 20 4 20.00

Asilamalar neticesinde 50 gray dozunda 45 adet M1V bireyi ve 107 adet M;V3
bireyi elde edilmistir. 60 gray dozunda ise MiV,; ve M;V; asamasinda yapilan
astlamalar sonucu siiren birey elde edilememesi nedeniyle M;V; asamasindaki elde
edilen bireyler, tepe kesimi ile M;V3 asamasina getirilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Mutant bireyler ile olusturulan M1V; ve M1V; populasyonu sayilari

Gamma 151n dozu M1V, asamasinda siiren g6z | M1V3asamasinda siiren goz
(gray) sayisi (adet) sayisi (adet)
50 45 107
60 4 4

4.2. Alternaria alternata f.sp. citri izolatlarinin toplanmasi ve izolasyonu

Izolatlar, Alternaria alternata f.sp. citri etmeninin neden oldugu ilk
enfeksiyonlarin goriilmeye basladigi 2014 yili Subat-Mart aylarinda Adana ilinde
2 farkl ticari Minneola tanjelo elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin patojenisite
testlemeleri neticesinde izolatlardan sadece bir tanesinin kuvvetli bir izolat (2 numarali
izolat) oldugu belirlenmis ve sekans analizine gonderilmistir. Analiz sonucunda elde
edilen izolatin ITS1 primerine gore % 99 oraninda AHS-467-6 izolat1 ile eslesme
sagladig1 goriilmustiir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Patojenisite testlemesine alinan iki farkli hastalik izolat1 gériintimii

4.3. In vitro’da Alternaria alternata f.sp. citri etmenine kars1 reaksiyonlarin
belirlenmesi

Calismada, 111 mutant birey ve 3 ticari ¢esit (Fortune, Clementine Fina, Okitsu
Wase) olmak flizere toplam 114 genotip testlenmistir. In vitro degerlendirmeler
neticesinde 111 mutant birey arasinda 102 mutant birey (% 91.89) oldukga hassas
bulunmustur. Ticari ¢esitlerden ise Clementine Fina ve OKitsu Wase mandarinleri,
Alternaria kahverengi leke hastaligina tolerant olarak bulunurken Fortune mandarini
oldukga hassas olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Turunggil genotiplerinin in vitro degerlendirmeleri sonucu Alternaria

kahverengi leke hastaligina hassasiyetleri

Isin _ Lezyon Lezyon Isin . Lezyon Lezyon
dozu Birey capi varhg dozu | Genotip capi varhg
(gray) (mm) (gray) (mm)
50 7-5-5 1.00 yz + 50 2-3-4 4.50 nw +
50 7-2-4 1.00 yz + 50 1-3-4 6.50 fp +
50 7-5-4 1.00 yz + 50 4-2-2 4.00 px +
50 6-5-1 5.50 js + 50 2-2-4 5.25 kt +
50 1-5-3 | 7.75bk + 50 3-3-5 3.25sy +
50 1-2-1 | 2.25vz + 50 4-5-2 2.50 uz +
50 1C 2.75ty + 50 4-3-1 5.00 lu +
50 7-5-6 3.25sy + 50 5-3-6 4.00 px +
50 1-4-1 1.00 yz + 50 3C 3.25sy +
50 1-4-2 1.50 xz + 50 1 5.00 lu +
50 7-1-1 | 3.759gx + 50 5-3-4 5.50 s +
50 2-5-1 4.75 mv + 50 4-5-1 3.50ry +
50 1-2-2 6.50 fp + 50 4-2-1 7.50 cl +
50 7-5-2 | 4.00 px + 50 4-3-3 8.00 bj +
50 1-2-3 3.25 sy + 50 4-5-3 9.75 ac +
50 2-3-2 | 3.750gx + 50 3-3-4 4.75 mv +
50 7-2-1 5.00 lu + 50 3-3-3 5.00 lu +
50 5-4-2 7.50 cl + 50 5-2-1 7.00 dn +
50 4-4-2 5.50 js + 50 4-4-1 5.50 js +
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Cizelge 4.3’lin devami.

Isin Lezyon Isin Lezyon
dozu capi Lezyon | dozu capi Lezyon
(gray) | Birey (mm) varhg | (gray) | Genotip (mm) varhgi
50 1-5-2 3.75 gx + 50 3-3-1 6.00 hr +
50 7-5-3 5.00 lu + 50 1-3-2 8.25 b1 +
50 4 9.00 bf + 50 5-2-3 5.25 kt +
50 3 1.00 yz + 50 5-3-1 5.50 js +
50 2 3.75 gx + 50 6-2-3 3.25sy +
50 6-4-3 | 10.25ab + 50 5-1-4 3.50ry +
50 1B 5.25 kt + 50 4-3-4 4.00 px +
50 5-4-3 5.00 lu + 50 6-2-1 4.25 ow +
50 5 6.25 gq + 50 6-2-4 5.00 lu +
50 5-4-1 5.50 js + 50 6-4-1 6.00 hr +
50 3A 1.00 yz + 50 5-3-3 11.75a +
50 2D 5.50 js + 50 6-2-5 5.00 lu +
60 6C 2.00 wz + 50 4-4-3 5.751s +
50 2C 4.50 nw + 50 5-3-5 10.25 ab +
60 6A 2.75ty + 50 5-1-3 4.00 px +
50 2-2-2 7.75 bk + 50 6-2-6 5.25 kt +
50 7A 2.715ty + 50 6-2-2 6.25 gq +
50 3B 2.50 uz + 50 5-1-2 6.25 gq +
50 4-4-5 8.00 bj + 50 1-3-1 9.25 ae +
50 4-3-2 3.50ry + 50 3-4-1 5.751s +
50 5-1-1 6.00 hr + 50 5-2-2 9.50 ad +
50 4-3-7 | 2.00wz + 50 3-3-2 7.25 cm +
50 6-4-2 | 4.75mv + 50 3-4-2 8.25 b1 +
50 4-3-5 7.50 cl + 50 4-5-4 8.50 bh +
50 2-2-3 6.00 hr + 50 1-3-5 7.50 cl +
50 4-4-4 | 7.25cm + 50 2-2-1 8.75 bg +
50 7-2-3 6.25 gq + 50 7-5-1 10.25 ab +
50 7-4-2 9.50 ad + 50 7-3-1 8.75 bg +
50 2-3-1 8.50 bh + 50 7-1-3 5.25 kt +
50 7-2-2 9.00 bf + 50 1-3-3 4.50 nw +
50 7-1-2 1.00 yz + 50 2-3-3 6.75 eo +
50 2-5-2 | 7.25cm + 50 4-2-3 5.25 kt +
50 1-5-1 0.00z - 60 6B 0.00 z -
50 5-3-2 0.00 z - 60 6D 0.00 z -
50 2B 0.00 z - 50 2A 0.00 z -
50 1A 0.00z - 50 4-3-6 0.00 z -
Clementine Fina 0.00 z - 50 7-4-1 0.00 z -
Okitsu Wase 0.00 z - Fortune 4.75 mv +

* Farkl1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir ( p< 0.05).

Fortune mandarininden mutasyon yoluyla elde edilmis; 1-5-1; 5-3-2; 2B; 1A;
6B; 6D; 2A; 4-3-6 ve 7-4-1 genotipleri ile Clementine Fina mandarin ¢esidi ve Satsuma

39



BULGULAR VE TARTISMA E. TURGUTOGLU

grubu mandarinlerden olan Okitsu Wase mandarin ¢esidi patojene karsi tolerant olarak
bulunmustur. Fortune mandarini ise hassas olarak belirlenmistir.

Alternaria alternata etmeni tarafindan kismen konukguluk oranini belirleyen ve
ayn1 zamanda bazi mandarin ve mandarin melezlerinin hassasiyetlerini tanimlayan 6zel
bir toksin (ACT) iiretilmektedir. Turunggillerde ACT toksinine karsi hassasiyet veya
dayanikliklik tizerine farkli calismalar ve farkli sonuglar bulunmaktadir. Kohmoto vd.
(1991), mandarin patotipine hassas olarak turuncgiller icerisinde tangerine, tanjelo ve
tangorlar olmak tizere 28 cesit buldugunu bildirmistir. Solel ve Kimchi (1997),
Minneola tanjelo, Dancy, Ellendale, Murcott, Nova, Satsuma, Orlando tanjelo, and Page
cesitlerinin oldukga hassas olduklari bulunmustur. Daisy, Temple X Dancy ve Satsuma
x Murcott genotiplerinin patojene hassasiyetleri bildirilmistir (Stuart vd. 2009). Solel ve
Kimchi (1997), arastirma sonuglarina uygun olarak Minneola tanjelo ¢esidinin
Alternaria kahverengi leke hastaligina hassas, farkli olarak ise Satsuma mandarinini
patojene karsi hassas olarak bulmuslardir.

Turunggillerde, Alternaria kahverengi leke hastaligina tolerantlik tek bir resesif
allel gen tarafindan kontrol edilmekte olup monogenik bir kontrol olarak
tanimlanmaktadir (Dalkilig vd. 2005; Gilsen vd. 2007). Bu ylizden Alternaria
kahverengi leke hastaligina tolerant birey elde etmek amaciyla melezleme 1slahi yerine
mutasyon 1slahinin daha faydali bir islah yontemi oldugu sdylenebilir. Testleme
calismalarimiz sonuglariyla uyumlu olarak Japonya’da Sanada vd. (1993), armutta;
Akira vd. (2001) ve Yoshioka vd. (2001), ise elmada yapilan ¢aligmalarda mutasyon
1slah1 yontemi kullanilarak elde edilen bireyler arasindan Alternaria hastaligia karsi
tolerant bireyler bulundugunu bildirmiglerdir.

4.4. In vitro’da tolerant ve hassas olarak belirlenen bireylerin fidanlarinda
Alternaria alternata f.sp. citri etmenine karsi reaksiyonlarimin belirlenmesi

In vitro degerlendirmeler neticesinde tolerant olarak belirlenen bireyler
astlanarak fidan haline getirilmis ve in vivo kosullarda Alternaria kahverengi leke
hastaligina kars1 degerlendirilmistir. In vitro degerlendirmeler sonucunda tolerant olarak
bulunan bireylerin in vivo degerlendirme sonuglar1 birbirini desteklemistir. Sonuglar,
Souza vd. (2009) ile benzerlik gostermistir (Sekil 4.2).

4

(a) (b)
Sekil 4.2. Hastalik testlemelerinde (a) in vivo; (b) in vitro goriilen hastalik siddetlerinin
gorunimu
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4.5. Alternaria alternata f.sp. citri etmenine kars1 mutantlardaki bazi dogal hormon
seviyelerinin saptanmasi amaciyla HPLC ve DAS-ELISA calismalari

In vitro degerlendirmeler neticesinde tolerant ve hassas olarak olarak belirlenen
mutant bireyler ve cesitlerden Alternaria alternata f.sp. citri etmeninin inokulasyonu
Oncesi ve sonrasinda alinan yaprak Orneklerinde yapilan ekstraksiyon sonrasinda
bekletilmeden igsel GAs, 1AA ve zeatin (Z) seviyelerindeki degisim HPLC ile ppm
olarak belirlenmistir. ABA seviyelerindeki degisim ise DAS-ELISA yontemi ile
pikomol/ml olarak belirlenmistir. HPLC’de e¢lde edilen kromatogramlara ait 6rnek
gorintii Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. HPLC cihazindan elde edilen 6rnek kromatogramlar

Fortune mutantlar1 ve ticari mandarin g¢esitlerinde i¢sel hormon seviyelerindeki
degisimi belirlemek i¢in yapilan analiz sonucunda hem genotiplerin birbiri arasinda
hem de hastalik inokulasyonu uygulamasi ile genotip X uygulama interaksiyonunun
istatistiki olarak 6nemli oldugu Saptanmustir (p < 0.05).

Genel olarak Fortune mandarin mutantlarinda hastalik inokulasyonu sonrasinda
saptanan i¢sel GA3 Seviyeleri, inokulasyon Oncesine gore 2B, 6B ve 5-3-2 genotipleri
haricinde bir diisiis gostermistir. Ancak ticari ¢esitlerde ise durum tersine olmus ve
Okitsu Wase mandarini haricinde Clementine Fina, Minneola tanjelo ve Fortune
cesitlerinde inokulasyon sonrasinda GAj seviyesi daha fazla bulunmustur. Bu durumun
genotiplerin genetik yapisindan kaynaklandigi diisiintilmektedir. Fortune mandarin
mutantlar1 igerisinde GAj seviyesi en yiiksek 3.57 ppm ile hassas olarak belirlenen
5-3-2 genotipinde inokulasyon Oncesi bulunurken en diisiik GA3 seviyesi 0.10 ppm ile
6D genotipinde inokulasyon sonrasinda elde edilmistir. Ticari gesitler i¢erisinde ise GA3
seviyesi en yiiksek 2.12 ppm ile Okitsu Wase ¢esidinde inokulasyon 6ncesinde, en
diisik 0.07 ppm ile Clementine Fina c¢esidinde hastalik inokulasyonu oncesinde
belirlenmistir. Fortune mutantlarinda genel olarak en yiiksek igsel GAjz seviyesine
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patojene hassas oldugu bilinen 3A ve 5-3-5 genotiplerinin sahip oldugu saptanmistir
(Cizelge 4.4, Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4. Fortune mandarin mutantlarinin Alternaria alternata f.sp. citri etmeni ile
inokulasyon oncesi ve sonrasinda i¢sel GAj3; seviyelerindeki degisim

(ppm)
GA; seviyeleri (ppm) .
Genotip ino.l.mlas‘yon inokulasyon OCif;ztr;]pa -Id-alfur ﬁ]nus
oncesli sonrasi

7-4-1 0.651* 0.19m 0.42+0.088 h Tolerant
1A 3.05¢c 0.24 m 1.65+0.531 e Tolerant
2A 3.20b 0.50 jk 1.85+0.510¢C Tolerant
1-4-1 0.431 0.19m 0.31 £0.048 1 Tolerant
2B 0.24m 0.56 j 0.40 £ 0.062 h Tolerant
6B 0.69 1 2.70d 1.70+£0.380d Tolerant
4-3-6 1.34¢ 0.44 kI 0.89+£0.171f Tolerant
5-3-2 1.21h 2.69d 1.95+0.280b Tolerant
6D 1.37¢ 0.10n 0.74+0.241 g Tolerant

3A 3.06¢c 1.93¢e 250+0214a Hassas

5-3-5 3.57 a 145f 2.51+0.401a Hassas

Uyg. Ortalama |1.71 +£0.183 A| 1.00+0.147 B

*Cizelgede farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir (p<0.05).
LSD (0.05), Genotip: 0.0475, Uygulama: 0.0203, Genotip x Uygulama: 0.0672.

Cizelge 4.5. Ticari gesitlerin Alternaria alternata f.sp. citri etmeni ile inokulasyon
oncesi ve sonrasinda i¢sel GAjz seviyelerindeki degisim (ppm)

Genoi ; kGiA\B sewyeleirl (Fl)(prln) Genotip Tolerans
P noxulasyon nokufasyon ortalama durumu
oncesli sonrasi
Okitsu Wase 2.12 a* 0.27 e 1.20+0.350 a Tolerant
Clementine Fina 0.07 f 0.64c 0.36 £0.109 ¢ Tolerant
Minneola tanjelo 0.11f 041d 0.26 £ 0.059 d Hassas
Fortune 0.70c 0.99b 0.85+0.057b Hassas
Uyg. Ortalama | 0.75+0.215A | 0.58 +0.077 B

*Cizelgede farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
LSD (0.05), Genotip: 0.0491, Uygulama: 0.0347, Genotip x Uygulama: 0.0695.

Mutasyon sonucu elde edilen genotiplerin genotiplerin besinde (7-4-1, 2A,
1-4-1, 2B ve 6B) hastalik inokulasyonu sonrasinda IAA seviyesi inokulasyon dncesine
gore azalis gOstermistir. Buna karsin 1A, 4-3-6, 5-3-2, 6D ve 5-3-5 genotiplerinde
inokulasyon sonrasi IAA artis gostermistir. Ticari gesitlerden de Okitsu Wase, Minneola
tanjelo ve Fortune gesitlerinde inokulasyon sonrasi artis goriilmistiir. Clementine Fina
ve 3A genotiplerinde ise igsel IAA seviyesinde Onemli bir degisim olmamistir.
Genotipler arasinda en yiiksek IAA seviyesi; mutantlar arasinda 2.12 ppm ile
5-3-2 genotipinde, ticari ¢esitler arasinda ise 2.48 ppm ile Minneola tanjelo cesidinde
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inokulasyon sonrasinda saptanmistir. En diisiik IAA seviyesi ise 0.04 ppm ile 7-4-1
genotipinde inokulasyon sonrasinda ve ticari gesitler arasinda da 0.23 ppm ile Okitsu
Wase mandarin ¢esidinde belirlenmistir (Cizelge 4.6, Cizelge 4.7).

Cizelge 4.6. Fortune mandarin mutantlarinin Alternaria alternata f.sp. citri etmeni ile
inokulasyon oncesi ve sonrasinda i¢sel IAA seviyelerindeki degisim (ppm)

IAA seviyeleri (ppm) .
Genotip ino-l-iulas.yon Inokulasyon oGrf:I(;?nF; Eﬁlflj ;nus
oncesl sonrasi
7-4-1 0.63 k* 0.04 q 0.34+0.1121 Tolerant
1A 0.250 0.54 | 0.40+0.056 h Tolerant
2A 2.05b 150e 1.78 £0.105 a Tolerant
1-4-1 0.38 n 0.05q 0.22 £0.063 j Tolerant
2B 1.04 g 0.89 h 0.97+0.031e Tolerant
6B 1.99¢ 0.210 1.10+£0.337d Tolerant
4-3-6 0.48 m 0.72 0.60+0.047 g Tolerant
5-3-2 1.23f 2.12 a 1.68 £0.169 b Tolerant
6D 0.14p 1.48 e 0.81 £0.254 f Tolerant
3A 0.84 h1 0.801 0.82+£0.014f Hassas
5-3-5 0.56 | 1.85d 1.21+0.244 ¢ Hassas
Uyg. Ortalama | 0.87+0.095B | 0.93+0.105 A

*(Cizelgede farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.05).
LSD (0.05), Genotip: 0.0355, Uygulama: 0.0151, Genotip x Uygulama: 0.0502.

Cizelge 4.7. Ticari gesitlerin Alternaria alternata f.sp. citri etmeni ile inokulasyon
oncesi ve sonrasinda igsel IAA seviyelerindeki degisim (ppm)

IAA seviyeleri (ppm) .
Genotip ino.l.(ulas.yon Inokulasyon OGrf;Zt:,lpa Eﬁlﬁj r?,lnus
oncesli sonrasi
Okitsu Wase 0.23 h* 0.60 e 0.42+0.071c Tolerant
Clementine Fina 0.48 f 0.40¢ 0.44+£0.019cC Tolerant
Minneola tanjelo 0.72d 2.48 a 1.60 £ 0.333 a Hassas
Fortune 0.83 ¢ 1.68Db 1.26£0.161 b Hassas
Uyg. Ortalama | 0.57+0.060B | 1.29+0.218 A

*Cizelgede farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.05).
LSD (0.05), Genotip: 0.0367, Uygulama: 0.026, Genotip x Uygulama: 0.0519.

Mutant bireylerde zeatin seviyesi 3A genotipi haricinde hastalik inokulasyonu
sonrasinda, inokulasyon oOncesine gore diisiis gostermistir. Ticari ¢esitler igerisinde
inokulasyon sonrasinda zeatin seviyesi Okitsu Wase ve Clementine Fina cesitlerinde
artarken Minneola tanjelo ve Fortune mandarininde azalmistir. Mutant bireyler arasinda
en yiiksek zeatin seviyesi inokulasyon oncesi (3.48 ppm) ve inokulasyon sonrasi (2.71
ppm) 6D genotipinde; ticari gesitler igerisinde de Okitsu Wase ¢esidinde inokulasyon
sonrasinda saptanmistir. En diisiik zeatin seviyesi 0.58 ppm ile tolerant olarak belirlenen
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4-3-6 genotipinde ve Minneola tanjelo ¢esidinde hastalik inokulasyonu sonrasinda
belirlenmigtir. Genel olarak mutant bireylerde hastalik inokulasyonu sonrasinda,
hastalik inokulasyonu oncesine gore diismesine karsin ticari ¢esitlerde artis gorilmiistiir

(Cizelge 4.8, Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8. Fortune mandarin mutantlarinin Alternaria alternata f.sp. citri etmeni ile
inokulasyon Oncesi ve sonrasinda igsel zeatin (Z) seviyelerindeki degisim

(ppm)
Genoti 7 Ziatl'n (4) sewym;ler;{(pl)pm) Genotip Tolerans
P noxuiasyon fokulasyon ortalama durumu
oncesi sonrasi

7-4-1 1.06 1* 0.60 no 0.98+0.144 g Tolerant
1A 1.361 0.42p 0.89 +£0.178 h Tolerant
2A 192 f 0.64n 1.28+0.242 f Tolerant
1-4-1 1.10 k 0.22 q 0.66 +0.167 1 Tolerant
2B 1.99¢ 1.50 h 1.75+0.093 d Tolerant
6B 1.85¢ 0.99 | 1.42+0.163 e Tolerant
4-3-6 3.06 b 0.58 0 1.82 +£0.469 c Tolerant
5-3-2 1.06 k 0.88 m 0.97 £0.036 g Tolerant
6D 3.48a 2.71c 3.10+£0.146 a Tolerant

3A 1.17 j 2.36d 1.77 +0.225 d Hassas

5-3-5 2.71c 1.331 2.02+0.261b Hassas

Uyg. ortalama | 1.91 +£0.121 A 1.11+0.117B

*(Cizelgede farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
LSD (0.05), Genotip: 0.0355, Uygulama: 0.0151, Genotip x Uygulama: 0.0502.

Cizelge 4.9. Ticari gesitlerin Alternaria alternata f.sp. citri etmeni ile inokulasyon
Oncesi ve sonrasinda igsel zeatin (Z) seviyelerindeki degisim (ppm)

Genoti i Zelflt'ln (4) seVIyieIerll (;)pm) Genotip Tolerans
P noxulasyon nokufasyon ortalama durumu
oncesi sonrasi
Okitsu Wase 2.03 c* 2.63a 2.33+0.114a Tolerant
Clementine Fina 1.68d 2.30 b 1.99+0.118 b Tolerant
Minneola tanjelo 0.84¢g 0.58 h 0.71 £0.050 d Hassas
Fortune 1.24 e 1.03f 1.14+0.041 c Hassas
Uyg. ortalama | 1.45+0.116 B | 1.64 + 0.220 A

*Cizelgede farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
LSD (0.05), Genotip: 0.0367, Uygulama: 0.026, Genotip x Uygulama: 0.0519.

Hastalik inokulasyonu oncesi ve sonrasinda saptanan ABA seviyeleri arasinda
diger hormonlarda oldugu gibi ¢ok degisim gostermemistir. ABA seviyeleri cogunlukla
800-900 pikomol/ml arasinda arasinda degismistir. Mutant bireyler bakimindan en
yiiksek ABA seviyesi 910.00 pikomol/ml ile 3A genotipinde hastalik inokulasyonu
oncesinde bulunurken en diisik ABA konsantrasyonu ise 792.00 pikomol/ml ile 2B
genotipinde hastalik inokulasyonu sonrasinda belirlenmistir. Ticari gesitler igerisinde ise
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en yliksek ABA seviyesi Okitsu Wase ve Minneola tanjelo cesitlerinde hem hastalik
inokulasyonu dncesinde hem de sonrasinda belirlenirken en diisiik olarak Clementine

Fina ¢esidinde hastalik inokulasyonu sonrasinda belirlenmistir (Cizelge 4.10, Cizelge
4.11).

Cizelge 4.10. Fortune mandarin mutantlarinin Alternaria alternata f.sp. citri etmeni ile
inokulasyon Oncesi ve sonrasinda i¢sel ABA seviyelerindeki degisim

(pikomol/ml)

Genotip iﬁflﬁll?svylgﬁle” (pilrll(:li?l(l);/sr;(ly)n Genotip ortalama Tolerans
.. : Durumu
oncesli sonrasi

7-4-1 901.50 ac 873.50 cg 887.50 £ 6.144 ab | Tolerant
1A 896.00 ad 890.00 ad 893.00 £1.494a | Tolerant
2A 859.00 eh 853.00 fh 856.00 +4.328 ce | Tolerant

1-4-1 879.50 bf 896.50 ad 888.00 £ 3.546 ab | Tolerant
2B 904.50 ab 792.00 k 848.25+22.631 e | Tolerant
6B 822.50 1j 883.50 ae 853.00 + 15.330 de | Tolerant

4-3-6 869.00 dh 870.50 dg 869.75+£4.114 bd | Tolerant

5-3-2 891.00 ad 856.00 eh 873.50 +9.188 ac | Tolerant
6D 878.00 bf 890.00 ad 884.00 £ 3.677 ab | Tolerant
3A 910.00 a 809.50 jk 859.75 £23.310 ce | Hassas

5-3-5 841.50 h1 848.00 g1 844.75 £5.032 ¢ Hassas

Uyg. ortalama | 877.50 +4.48 A | 860.23 £5.82 B

*Cizelgede farkl harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
LSD (0.05), Genotip: 19.828, Uygulama: 8.4548, Genotip x Uygulama: 28.041.

Cizelge 4.11. Ticari gesitlerin Alternaria alternata f.sp. citri etmeni ile inokulasyon
oncesi ve sonrasinda igsel ABA seviyelerindeki degisim (pikomol/ml)

ooty | GO | Gty | ol
. : ortalama durumu
oncesi sonrasi

Okitsu Wase 887.00 a 903.00 a 889.00 £4.234 a | Tolerant
Clementine Fina 868.00 c 787.50 d 827.75 +17.270 b | Tolerant
Minneola tanjelo 897.50 a 880.50 ac 889.00 £4.234a | Hassas

Fortune 890.00 ab 870.00 bc 880.00 £5.132a | Hassas

Uyg. ortalama | 888.25+3.39 A | 854.63+11.03 B

*(Cizelgede farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
LSD (0.05), Genotip: 15.290, Uygulama: 10.811, Genotip x Uygulama: 21.623.

Genotiplerin igsel hormon seviyelerindeki degisimi belirlemek amaciyla yapilan
HPLC ve ELISA c¢alismalar1 sonucunda; ¢ogu genotiplerde hastalik inokulasyonu
sonrasinda saptanan GAj3; seviyesi, inokulasyon Oncesine gore diisiis gosterirken,
cesitlerde artmistir. IAA seviyesi bazi genotiplerde inokulasyon sonrasi azalirken, bazi
genotipler ve g¢esitlerde ise artmigtir. Genotiplerdeki zeatin seviyesi hastalik
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inokulasyonu sonrasinda diisiis gOstermistir. Ancak, c¢esitlerde zeatin seviyesi
bazilarinda artmis, bazilarinda ise azalmistir. inokulasyondan sonra ve dnce saptanan
ABA seviyelerinde ise ¢ok fazla degisme olmamistir. Genel olarak; ABA, GA;3; ve
zeatin seviyelerinin inokulasyon 6ncesi daha yiiksek iken inokulasyondan sonra azaldig:
ve IAA seviyesinin ise inokulasyon sonrasinda, inokulasyon Oncesine gore artis
gosterdigi belirlenmistir. Arabidopsis bitkisinde Pseudomonas syringae pv. tomato ile
inokulasyondan 48-96 saat sonra kontrol bitkileri ile Kkarsilastirildiginda 1AA
seviyesinde artis gorilmiistiir (Schmelz vd. 2004). Xanthomonas campestris pv.
campestris saldirisina karsi bir salisilik asit yoksunu NahG hatt1 ve etilene karsi etkisiz
etrl ve etr2 mutantlarinda fitohormon interaksiyonunun arastirildigir calismada; test
edilen her ii¢c materyalde de hem salisilik asit hem de etilenden bagimsiz olarak indol
asetik asit birikimi ortaya c¢ikmistir (O’Donnell vd. 2003). Farkli patojenlerle
enfeksiyon siiresince tolerant bitkilere gore hassas geltik bitkilerinde daha fazla 1AA
biriktirdigi bildirilmistir (Ding vd. 2008; Fu vd. 2011). Bu durum Fu ve Wang (2011)
tarafindan da bildirildigi iizere patojen mikroorganizmalarin da TAA iiretebilmeleri ile
aciklanabilir.

Gibberellik asit genellikle bitki savunmasinda negatif bir role sahip olarak
goriilmektedir (Robert-Seilaniantz vd. 2007). Hastaliklarla enfekte olmus bitkilerde
gibberellin seviyelerinde azalma oldugu bulunmustur (Zhu vd. 2005). Celtikte,
disaridan uygulanan GA'nin hemibiyotik ¢eltik patojenleri Magnaporthe oryzae ve
Xanthomonas oryzae pv. oryzae’ye karsi direnci azalttigi yoniinde sonuglar elde
edilmistir (Yang vd. 2008; Qin vd. 2013). GA’nin ayn1 zamanda nekrotrofik celtik kok
clirikliigii patojeni Pythium graminicola icin ¢eltik bagisikligina olumlu etkide
bulunabilecegi ve bu nedenle, Arabidopsis, arpa ve bugdaydaki durumun aksine,
celtikte GA uyarmminin nekrotroflara karsi direnci ve biyotroplara karsi hassasiyeti
arttirdigi bildirilmistir (De Vleesschauwer vd. 2012).

Saprofitik, patojenik veya simbiyotik fungal tiirlerin birgogunun sitokinin
rettigi (Cooper ve Ashby 1998; Murphy vd. 1997), o6zellikle besin alimi ve hifsel
gelisme olmak iizere ¢esitli fizyolojik siireclerde sitokininin onemli rol oynadigi
bildirilmistir (Le John ve Stevenson 1973). Sitokininlerin viriislere karsi bitki
direncinde rol oynayabilecegini 6ne siiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Choi vd. 2011;
Masuta vd. 1995). Sitokininlerin bitkilerde salisilik asit uyarim ve biyosentezini iceren
genlerin transkripsiyonunu artirdig1 ve salisilik asit uyarim pathwayi lizerinde sinerjistik
olarak hareket ettigi gosterilmistir (Galis vd. 2004). Argueso vd. (2012), salisilik asit ile
iligkili olarak sitokininlerin farkli seviyelerinde dayanikliligin belirlenmesinde yardimci
olabilecek bir bitki savunma modeli 6nermislerdir.

Uzun zamandir bilinmekte olan ABA’nin fungal hastaliklara kars1 toleranslikta
negatif role sahip oldugu bildirilmis (Ward vd. 1989) olmasina karsin hastaliklara kars1
toleranslikta pozitif etkileri konusunda da caligmalar bulunmaktadir. ABA’nin fungal
enfeksiyonlara kars1 diizenleyici rolii i¢in ilk bulgulardan birisi ABA yoksunu domates
mutantlarinin nekrotropik fungus Botrytis cinerea etmenine karst dayanikliligi ile
bildirilmistir (Audenaert vd. 2002). Phytophthora etmeni ile inokule edilen soya
fasulyesinde ABA konsantrasyonunda azalma meydana gelirken (Cahill ve Ward 1989)
tiitlinde viral enfeksiyonlar ABA konsantrasyonunda artis meydana geldigi saptanmistir
(Whenham vd. 1986). Celtik bitkilerinin Magnaporthe grisea etmenine Kkarsi
hassasiyetlerinin ABA uygulamasi ve takip eden soguk stresi ile arttigi bildirilmesine
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(Koga vd. 2004) karsilik viral enfeksiyon goriilen bitkilerde ABA konsantrasyonunda
artis ve ABA uygulamalar ile viriis toleransinin arttigina (Whenham vd. 1986; Fraser
1982) ve Arabidopsis bitkisinde Leptosphaeria maculans etmenine karsi savunma
mekanizmasinda pozitif role sahip olduguna dair bulgular bulunmaktadir (Kaliff vd.
2007).

Calismada, genotipler incelendiginde de bazi genotiplerde Alternaria alternata
f.sp. citri etmeninin inokulasyonu sonucu ig¢sel hormon seviyelerinde bir yiikselis
oldugu belirlenmistir. Bu sekilde i¢sel hormon seviyelerinde diisiis ve yiikselis goriilen
genotiplerin hem tolerant hem de hassas genotiplerden olustugu goriilmiis ve bu nedenle
tolerantlik durumu ile Alternaria alternata f.sp. citri etmeni arasindaki igsel hormon
seviyelerinin iligkisi tam olarak ortaya konulamamistir. Kohmoto vd. (1993) ve Otani
vd. (1995), Alternaria alternata f.sp. citri etmeninin neden oldugu Alternaria
kahverengi leke hastaliginin mandarin patotipi; ACT-I toksini nedeniyle konukg¢u
bitkinin hiicrelerinin zararlanmasi olduk¢a hizlidir ve hiicre 6liimii i¢cin gerekli zaman
oldukca kisadir. ACT-l toksininin bu hizli etkisinden ve genotiplerin genetik
ozelliklerindeki farkliliktan kaynakli olarak igsel hormon seviyelerindeki degisime
iliskin farkli sonuglar alindigi tahmin edilmektedir.

47



SONUCLAR E. TURGUTOGLU

5. SONUCLAR

Alternaria kahverengi leke hastaligina karsi tolerant genotiplerin elde edilmesi
amaciyla Fortune mandarin g¢esidine Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumunda ®co
kaynagindan 50 ve 60 gray dozlarinda akut gamma 1sm1 uygulamasi yapilmistir. Isin
uygulamasi neticesinde asilamalarla M;V3 generasyonuna getirilen 111 adet mutant
birey ile ticari bazi mandarin c¢esitlerinin Alternaria kahverengi leke hastaligina
hassasiyetleri ortaya konmustur. Qi vd. (2008), mutasyon ¢alismalarinda M1V3
asamasinda mutasyonun ve cekirdeksizligin kalict duruma geldigini bildirmislerdir.
Mutant bireyler igerisinde % 91,89’u bu hastaliga karsi hassas olarak belirlenmistir.
Hem in vitro hem de in vivo testlemeler sonucunda, patojenik fungus olan Alternaria
alternata pv. citri etmenine karst 111 mutant birey arasindan 9 adet mutant bireyin
tolerant oldugu saptanmistir. Testlemeler neticesinde literatiir ile uyumlu olarak
Clementine Fina ve Okitsu Wase mandarin ¢esitleri etmene karsi tolerant olarak
bulunurken Minneola tanjelo ve Fortune mandarin ¢esitleri ise hassas olarak
bulunmustur.

Calismada kullanilan Alternaria alternata pv. citri etmenine ait izolat Adana ili
ticari Minneola tanjelo bahgelerinden elde edilmis olup Alternaria kahverengi leke
hastalig1 etmeni olup olmadigini belirlemek amaciyla sekans analizine gonderilmis ve
sekans analizi sonucunda ITS1 primerine gore % 99 oraninda AHS-467-6 izolat1 ile
eslesme sagladigi belirlenerek izolatin Alternaria alternata f.sp. citri etmeni ile eslestigi
belirlenmistir.

Alternaria alternata f.sp. citri etmene karsi genotiplerin hassasiyetlerinin
belirlenmesi ¢alismalarinda in vitro testlemelerinde in vivo degerlendirmelerine gore
hastalik siddetinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Hastalik siddeti daha az olarak
goriilmesine ragmen in vivo degerlendirmelerde de hastalik belirtileri net bir sekilde
gorilmiistiir.

Hem Fortune mutantlarinin hem de ticari mandarin c¢esitlerinin hastalik
inokulasyonu oncesinde ve sonrasinda igsel GAsz, IAA, Z ve ABA seviyelerindeki
degisimi belirlemek amaciyla HPLC ve DAS-ELISA c¢alismalar1 yapilmistir. Genel
olarak mutant bireylerin GA3;, Z ve ABA seviyelerinin hastalik inokulasyonu
sonrasinda, oncesine gore diisiis gostermesine karsin IAA seviyesinin ise artis gosterdigi
saptanmigtir. Ticari mandarin ¢esitleri arasinda ise hastalik inokulasyonu dncesine gore
hastalik inokulasyonu sonrasinda [AA ve Z seviyelerinin daha yiiksek oldugu, buna
karsin GA3 ve ABA seviyeleri ise daha diisiik olarak saptanmustir.

Projede planlandig1 sekilde, Alternaria kahverengi leke hastaligina karsi
mutasyon yoluyla tolerant genotipler elde edilmistir. Bu dogrultuda turunggillerde
Alternaria kahverengi leke hastaligina tolerantlik tek bir resesif allel gen tarafindan
kontrol edilmesi nedeniyle mutasyon islahinin melezleme 1slahima gore bu hastaliga
kars1 tolerant birey elde edilmesi konusunda daha etkin bir yontem oldugu sdylenebilir.
Calisma sonucunda, elde edilen tolerant genotiplerin her biri ¢esit adayr olup bahge
performanslarinin degerlendirilmesi sonucunda iimitvar bulunanlarin yeni ¢esit olarak
tescilleri s6z konusu olabilecektir.

Tolerant ve hassas oldugu belirlenen genotiplerde Alternaria alternata f.sp. citri
izolatinin inokulasyonu oncesi ve sonrasinda i¢sel hormon seviyelerindeki degisim ise
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net olarak ortaya konulamamistir. Bu duruma genotiplerin genetik O6zelliklerindeki
farkliliktan kaynakli olarak igsel hormon seviyelerindeki degisime iliskin farkli sonuglar
alindig1 tahmin edilmektedir. Bu kapsamda Alternaria kahverengi leke hastaligina karsi
dayaniklilikta i¢sel hormonlarin degisimini net olarak belirleyebilmek amaciyla daha
ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi sdylenebilir.
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