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Transformation of NHX-1 Gene into Some Melon Varieties
Tolga iZGU® Basar SEVINDIK® Ozhan SIMSEK® Yesim YALCIN MENDI®”

Abstract

In the present study, an efficient method for shoot regeneration and transformation by
Agrobacterium tumefaciens strains in two different melon cultivars (Cucumis melo var. inodorus cv.
‘Kirkagac 637° and Cucumis melo L., cv. Védrantais) have been developed. A. tumefaciens AGL1 race
provide pUBINHX1 plasmid, resistant to salinity. Expression of AtNHX1 (Na-H antiporter) gene driven by
CaMV 35S control in pUBINHX1 plasmid. In the structure of the plasmid hygromisin phospotransferase
gene located as plant selection marker gene in T DNA region. The best regeneration result was obtained from
MS medium supplemented with 2.2 uM BAP and 0.5 uM NAA. DNA isolation, PCR and gel electrophoresis
were done from putative transgenic plants, 200 bp band size was obtain. Regeneration of putative transgenic
plants obtained from proximal and cotyledon explants showed differences in both cultivars.

Key Words: Cucumis melo, Transformation, Salinity, Gene transfer, PCR

Bazi Kavun Cesitlerine NHX-1 Geninin Transformasyonu

Ozet

Bu caligmada, iki kavun g¢esidinde (Cucumis melo var. inodorus cv. ‘Kirkagac 637’ ve Cucumis
melo L. cv. Védrantais) Agrobacterium tumefaciens susu kullanilarak siirgiin rejenerasyonu ve
transformasyonu i¢in en uygun metod gelistirilmistir. A. tumefaciens AGL1 irkindaki pUBINHX1
plazmidinde tuzluluga dayaniklilik geni bulunmaktadir. pUBINHX1 plazmidi icerisinde bulunan AtNHX1
(Na-H antiporter) geni, CaMV 35S promotoru kontolii altinda ifade olmaktadir. T-DNA bdlgesinde lokalize
olan hygromisin phospotransferase geni bitki seleksiyon marker geni olarak gorev almaktadir. En iyi
rejenerasyon sonucu, 2.2 uM BAP ve 0.5 pM NAA igeren MS ortamindan saglanmigtir. Putatif transgenik
bitkilerde, DNA izolasyonu, PCR ve jel elektroforez calismalari yapilmis, 200 b¢ bant biiyikligi
saptanmigtir. Proksimal ve kotiledon eksplantlarindan elde edilmis putative transgenik bitkilerin
rejenerasyonu, her iki ¢esit icerisinde farkliliklar gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Cucumis melo, Transformasyon, Tuzluluk, Gen transferi, PCR

Introduction

Melon belongs to Cucurbitaceae
family and known to be one of the most
important horticultural crop. Varieties of
Cucumis melo species spread large area in Asia,
especially Korea, China and Japan (Zhang et al.
2014). Melon originates from China and
secondary diversification center is Turkey
(Pitrat et al. 2000) Turkey is one of the most
important country in the world for melon
production as 1.7 million tonnes annually

according to 2013 statistics after China (FAO,
2014). There are some reports on genetic
transformation in different melon varieties for
disease resistance, biotic and abiotic stress
resistance (Mendi et al. 2012).

Recently, biotechnology has wide usage
among plant breeding techniques and one of the
most  important  technique is  genetic
transformation. It presents improvement of new
plant varieties and new prospects for
conventional melon breeding (Mendi et al.
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Transformation of NHX-1 Gene into Some Melon Varieties

2012). The development of biotechnological
tools have made it possible to overcome some
of conventional problems. Transformation
researches were developed for melon,
watermelon, and other plants in the last decades
and the first gene transformation to melon was
performed successfully by Fang and Grumet
using cotyledon explants (Bezirganoglu et al.
2014).

It was represented that Cucumis melo
susceptible to Agrobacterium infection and it
has high transformation frequency (Zhang et al.
2014). Especially, Agrobacterium tumefaciens
mediated method has been most successful one
for obtaining transgenic plant (Fang and
Grumet 1990).

Salinity is an important abiotic stress
factor for open-field to produce Cucumis melo
varieties (Kusvuran et al. 2007). Researchers
have identified and isolated many genes
connected salt stress (Serrano and Gaxiola
1994). NHX-1 gene is one of the novel antiport
identified from S. cerevicesae and the role of
this gene is Na+/H+ antiporters in salt tolerance
and pH homeostasis.

The aim of this study is to develop a
reproducible  Agrobacterium  tumefaciens
mediated genetic transformation technique
followed by an efficient regeneration system
which can together provide stable expression
and transmission of the introduced ATNHX-1
gene by the use of cotyledon and proximal
explants isolated from germinated seeds.

Material and Method

Plant Material

Cucumis melo var. inodorus cv.
‘Kirkagac 637" and Cucumis melo L. cv.
Védrantais were used as plant material. Seeds
of genotypes were obtained from a commercial
seed company.

Bacterial Strain and Plasmid

Agrobacterium tumefaciens EHA 105
recombinant  bacteria was used for
transformation assays. Bacteria was provided
from USA California Davis University Plant
Science Department. A. tumefaciens AGL1 race
provide pUBINHX1 plasmid, resistant to
salinity. Expression of AtNHX1 (Na-H
antiporter) gene driven by CaMV 35S control in
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pUBINHX1 plasmid. In the structure of the
plasmid Hygromisin phospotransferase gene
located as plant selection marker gene in T
DNA region. Antibiotic resistant gene located,
except T-DNA region.

Method

In vitro Regeneration and

Transformation Protocols

Coats of melon seeds were removed, and
the seeds were sterilized by ETOH solution
70% and 20% NaOCI with 2 drops of Tween 20
per 100 ml solution for 15 min. After rinsing
with sterile distilled water three times, the seeds
were incubated in dark condition and hormone
free MS medium (Murashige and Skoog, 1962)
and the cotyledons excised. Totally 400 seeds
were used 200 of them Cucumis melo L. cv.
Védrantais cotyledones and 200 of them
Cucumis melo var. inodorus cv. ‘Kirkagac 637’
(200 proximals and 200 cotyledones).

In order to identify the concentration of
A. tumefaciens incubated in LB medium for
overnight, spectrophotometric measurement
was carried out. Incubated bacteria races,
which has O.D.g =(0.5-0.6) absorbance, were
used in transformation experiments. The
proximal and cotyledon part of the cotyledons
without apical meristem was used as an
explant. The explants were incubated in
Agrobacterium culture for 15 min. After
pouring of the bacteria, explants were blotted
dry with sterile filter paper and placed on MS
medium and incubated in dark for 3-4 days.

Inoculation and Co-cultivation

Totally 400 melon cotyledon explants
from 200 melon seeds (2 proximal
cotyledonary explants without shoot apex per
seed) were used for transformation. MR
medium (4.4 g I MS basal medium, 1 g I"
MES, 30 g I sucrose, 2.2 uM BAP, 0.5 uM
NAA, 8 g I agar, pH: 5.8) and M2 medium
(MR with 750 mg I Cefax) were used as
selective regeneration media. In vitro cultures
were incubated at 25-26 °C in a 16 h
photoperiod (30 pmol m?s™ fluorescent white
light) for all regeneration selection treatments.
Following regeneration selection, a shoot
elongation medium was used (DM) (4.4 g I*
MS (Murashige and Skoog, 1962) basal
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medium, 30 g I* sucrose, 1 uM BAP, 0.2 uM
GA; 1 g I" MES, 8 g I"* agar, pH: 5.8), and
shoots were rooted on a MSR medium (4.4 g I’
! MS basal medium, 30 g I sucrose, 0.5 pM
NAA, 1 g I MES, 8 g I'* agar, pH: 5.8).

Molecular Analysis

DNA lIsolation

Leaves from all samples coming from
tissue culture were immediately frozen in liquid
nitrogen and stored at -80 °C. High molecular
weight genomic DNA was extracted from the
leaf of each sample following the CTAB
protocol for minipreps (Edwards et al., 1991).
DNA concentration was measured using a
NanoDrop (ND 100) spectrophotometer
(NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington,
DE, USA) and gel electrophoresis. DNA was
diluted in water to a final concentration of 50
ng/uL and stored at -20 °C.

PCR Reactions

Primers for NHX-1 genes
(F:ACCACGAAGCTGCTTTTCAT, R:
TCAAGTCGAAAAGCTCAGCA) were

designed using Primer 3, expected DNA size
was optimized to be 200 bp. All plantlets were
checked weather they have expected DNA size
or not. Amplification reactions were performed
in  20-uL  volumes containing 2X PCR
Mastermix (Fermentas K0171, Waltham, MA,
USA), 1 U Taq DNA polymerase (Fermentas
EP0402), 25 mM MgCl,, 20 uM of the forward
and reverse primer and 50 ng of melon DNA.
Mixtures were assembled at 0 °C, transferred to
a thermal cycler, then precooled to 4 °C. The
amplification was carried out in a model Master
Gradient  thermal cycler (Eppendorf,
Hauppauge, NY, USA) using an optimized in-
house program consisting of an initial
denaturation step of 2 min at 94 °C, and then 35
cycles of 2 min at 94 °C, 1 min at 37 °C, 2 min
at 72 °C, followed by a 10-min elongation step
at 72 °C. PCR products were stored at 4 °C
before analysis. Amplification products were
separated by electrophoresis on 1.5% agarose
gels and 0.5 g/mL ethidium bromide in 1X TAE
buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA, pH
8.0) for 3 h at 70 V. The fragment patterns were
photographed under UV light for further

analysis. A 100-bp DNA ladder (Fermentas)
was used to determine fragment size.

Results and Discussion

Transformation of ATNHX-1 gene
through Agrobacterium tumefactions is mainly
aimed in the present study. On the other hand
efficient regeneration protocol was applied to
transformed explants. Following the
transformation and regeneration assays plants
were confirmed by PCR analysis. Totally 400
seeds belonging to Cucumis melo L. cv.
Veédrantais and Kirkagag 637 were germinated
in hormone free MS medium and germination
rate was calculated as 100% (Table 1). In the
transformation studies, proximal and cotyledon
parts coming from seed germination were used.
Transformation was subjected to total 400
cotyledons, 400 proximal explants to transfer
ATNHX-1 gene for each genotype.

Totally 400 melon seeds were used as
200 Cucumis melo L., cv. Védrantais and 200
Kirkagag 637 for transformation of AtNHX-1
gene. It was used 800 explants in total, which
consisting of 4 explants (2 proximal and 2
cotyledons) from each seeds and in vitro
cultured.

In this Cucumis melo L. cv. Védrantais
genotype, 12 putative transgenic were observed
as 5 proximal and 7 cotyledon part of the seeds,
1 putative transgenic was observed for Cucumis
melo var. inodorus cv. Kirkaga¢ 637 genotype.
Transformation efficiency of NHX-1 gene was
determined as 6.87% from 200 Cucumis melo
L. cv. Védrantais seeds. Instead, transformation
efficiency was obtained as 0.625% for Kirkagag
637 genotype. In some of the proximal and
cotyledon explants, which were transferred to
regeneration mediums, as well as the
regeneration, callus formation was also
observed (Figure 1, 2 and 3). Although, callus
formation was observed from all of these
explants, shooting were limited. A part of these
regenerants, which maturated in regeneration
mediums, turned into unorganised formation
while some others transformed to the shoot
forms (Figure 4, 5).

DNA extraction were done from
putative transgenic plant which was observed
after transformation of NHX-1 gene and DNA
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guantity and quality were checked by
spectrofotmeter. Quantity of extracted DNA
were not too much but it was enough for PCR.
It was used 800 explants in total, which
consisting of 4 explants (2 proximal and 2
cotyledon) from each seeds, different part of the
seeds were in vitro cultured. Transformation
efficiency were determined 3.25% as 13
transgenic plant for 400 seeds material. This
study shows that explant is one of the most
important factor for transformation studies.
AtNHX-1 gene amplification (200 bp)
was observed lane 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13 for Cucumis melo L. cv. Védrantais
genotype in (Figure 6). PCR was also
performed with the same samples using

AtNHX-1 gene spesific primers. There was
DNA band (200 bp) only in the lanes 1 for
Cucumis melo var. inodorus cv. ‘Kirkagac 637’
genotype (Figure 6). No band was shown in
negative control group. This showed that there
was no contamination caused by materials used
and chemicals in PCR solution (Figure 6).
Bordas et al. (1997) studied on Amarillo
canario and Pharo. They used real leaves in
Amarillo canaraio genotype, cotyledon and real
leaves for Pharo genotypes. They reported that
explants taken from Amarillo canario were
most effective than Pharo cotyledons and real
leaves. In this study, efficient regeneration were
observed from cotyledon explants of Cucumis
melo L. cv. Védrantais seeds.

Figure 1. Cucumis melo var. inodorus cv. Kirkagag 637 genotype in regeneration medium A-B)
regeneration of cotyledon explants (7" day), C-D) Cotyledon explants in regeneration

medium
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Figure 2. Cucumis melo var. inodorus cv. Kirkagag 637 genotype in regeneration medium
regeneration of proximal explants (7" day), C-D) Proximal explants in regeneration
medium

Figure 3. Cucumis melo L, cv. Védrantais genotype in regeneration medium A-B) regeneration of
cotyledon explants (7" day), C-D) Cotyledon explants in regeneration medium
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Figure 4. A) Shoot development in Cucumis melo L. cv. Védrantais genotype B) Shoot
development in Cucumis melo L. cv. Védrantais genotype

Figure 5. Shoot development of Cucumis melo L. cv. Védrantais, B) Regeneration of proximal
explants, C) Developed shoots from proximal explants, D-E) Shoots from proximal
explants at 15" day, F) Shoots from proximal explants at 21™ Day.
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Figure 6. Ethidium bromide- stained agarose gel showing the amplification by PCR of the NHX-1
gene present in transgenic plant, C) Control, B) Bacteria strain, 1)Transgenic Cucumis
melo var. inodorus cv. Kirkaga¢ 637 2-13) Transgenic Cucumis melo L. cv. Védrantais

plants.

Table 1. Influence of an Agrobacterium-mediated transformation step on the regeneration
frequency and transformation efficiency of melon cultivars recovered from different

explants

Type of Total no. Explants with  Explants with Total

Cultivars explant explants tested  calluses (%0) shoots (%0) transformation

efficiency (%0)
Védrantais Cotyledon 200 100 18 6.87
Védrantais Proximal 200 100 14 5.53
Kirkagag 637  Cotyledon 200 100 13 5.51
Kirkagag 637 Proximal 200 100 7 2.625

Bordas, M., Moreno, V., Roig, L. 1991.
Conclusions Organogenic and embryogenic potential

We have established a transformation
system for melons cv, “Kirkaga¢ 637” and
“Védrantais” using A. tumefaciens as a vector.
Although Kirkaga¢ 637 and Védrantais were
the two cultivars tested, as the transformation of
two different genotypes of muskmelon have
been reported (Fang and Grumet 1990; Dong et
al. 1991) and other Turkish commercial lines of
melon have been tested for regeneration
efficiency (Yalcin-Mendi et al. 2004), the
results are considered to be significant steps in
the development of commercial transgenic
melon cultivars.
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Cografi Bilgi Sistemleri Ortaminda Standardize Yagis Indeksi Yontemiyle
Olasihkl Meteorolojik Kuraklik Analizi: Seyhan Havzas1 Ornegi

Ali Demir KESKINER'  Mahmut CETIN'  Mert UCAN'  Mehmet SIMSEK?

Ozet

Bu aragtirmanin amact; Standardize Yagis Indeksi (SYI) yontemi kullanilarak frekansi 2 ve 10 yil olan
bolgesel meteorolojik kuraklik haritalarinin elde edilmesi ve bu haritalar yardimiyla kuraklik riski olan
bolgelerin belirlenmesidir. Arastirma, 21 470 km? genisligindeki Seyhan Havzasinda yiiriitilmistiir. Havza
siirlari igerisinde ve yakininda bulunan 41 adet meteoroloji gozlem istasyonundan temin edilen uzun yillar
aylik toplam yagis serileri incelenmistir. Istasyonlarin gdzlem yili igerisindeki eksik verileri, aylik veriler
kullamlarak regresyon analiz teknigi ile tamamlanmistir. Istasyonlardan elde edilen aylik ve yilik toplam
yagis serileri kullanilarak SY/ elde edilmistir. Yillik yagislara iliskin SY7 serileri frekans analizine tabi
tutulmustur. Uygun olasilik dagilim modelleri %5 6nem diizeyinde Kolmogorov-Smirnov uygunluk testi ile
saptanmugtir. Olasilik dagilimlarindan her istasyona ait 2 ve 10 y1l yinelenmeli SY7 degerleri belirlenmistir. Bu
degerler kullanilarak Ocak-Aralik periyodu i¢in Ordinary Cokriging yontemiyle Seyhan Havzasimin 2 ve 10
yil yinelenmeli bolgesel meteorolojik kuraklik haritalari ¢izilmistir. On y1l yinelenmeli kurakliklarin, Seyhan
havzasinin 6nemli bir boliimiinii etkisi altina aldig1 ve ciddi risk olusturdugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Seyhan Havzasi, CBS, standardize yagis indeksi, meteorolojik kuraklik.

Meteorological Drought Analysis With Different Return Periods by Using
Standardized Precipitation Index In Geographic Information Systems Environment:
A Case Study In The Seyhan River Basin

Abstract

Main objectives of this study were (1) to produce regional meteorological drought maps with return
periods of 2 and 10 years by using Standardized Precipitation Index (SPI) approach, (2) to put forward areas
prone to drought risk through using generated maps. To this end, this study was carried out in the Seyhan
River Basin, covering 21 470 km? surface area. Long-term annual precipitation series of 41 meteorological
observation stations scattered inside and near by the basin border were utilized in this study. Through using
regression analysis technique, any missing precipitation data of meteorological stations were completed on
monthly base. SPI values for monthly and yearly data were calculated accordingly. Then, the best fitting
probability distribution models to SPI series of yearly precipitation data were determined by performing
regular frequency analysis technique, and Kolmogorov-Smirnov goodness-of-fit test was employed to figure
out the most suitable probability model at the 5% significance level. SPI values with return periods of 2 and
10 years for each meteorological station were estimated from the probability distribution models determined.
Regional meteorological drought maps of SPI values with return period 2 and 10 years were produced for the
period January-December by using Ordinary Cokriging method. Drought maps revealed that a great portion
of the Seyhan River Basin would be under the serious drought risk if the return period is 10-year.

Keywords: Seyhan Basin, GIS, standardized precipitation index, meteorological drought.
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Kuraklik Analizi: Seyhan Havzasi Ornegi

Giris

Iklim degisikligi ve siirecleri sonucunda
diinyada ve iilkemizde yasanan dogal afetlerin
meydana gelme sikliklari ve siddetlerinde
artiglar gozlenmektedir. Kuraklik; dogal afetler
icerisinde en 6nemli dogal afetlerden biri olarak
kabul edilmekle birlikte, iilkemizde en sik
goriilen ve en kapsamli meteorolojik kdkenli
dogal afetlerden sayilmaktadir. Kurakligin diger
dogal afetlerden farki; daha fazla insani
etkilemesi ve olusum siirecinin  zamana
yayilmasiyla en az anlagilabilen bir felaket
olmasidir (Pamuk ve ark., 2004; Kapluhan,
2013; Igel, 2014). Kuraklik; sadece yagisin
olmamasi degildir. Insanlarin talep ettikleri su
miktariin karsilanamadigi yagish bolgelerde de
yagislarin belli bir siire boyunca normalden az
olmasi1 kurakligin olusmasina neden olmaktadir
(Topgu, 2013; Sahin ve Kurnaz, 2014). Etki
alanina  bagli  olarak  ¢esitli  kuraklik
tanimlamalar1 yapilmustir. Meteorolojik,
tarimsal, hidrolojik ve sosyo-ekonomik kuraklik
tanimlar1 en yaygin olanlardir (Fidan, 2011).
Meteorolojik kuraklik; mevcut su kaynaklarinda
azalmaya neden olacak yagis miktarindaki
azalma ile tanimlanir. Tarimsal kuraklik;
bitkilerin gelismek i¢in ihtiyaci olan suyun
toprakta belirli bir degerin altina distiigiinde
meydana gelir. Hidrolojik kuraklik;
akiferlerdeki, barajlardaki ve gollerdeki su
miktarinin  istatistiksel ortalamasimin altina
diistiigiinde olusur. Sosyo-ekonomik kuraklik
ise; su kithiginin iiretimde meydana getirdigi
azalmaya bagli insanlarin sosyo ekonomik
yasaminda arz ve talep dengesinin bozulmasiyla
ortaya ¢ikmaktadir (Sirdas, 2002; Topgu, 2013).
Yar kurak iklim kusaginda yer alan tilkemizde
yapilan tahminlerde giiney ve bati bolgelerde
sicaklik artis1 ve yagis azalmasi beklenmektedir.
Nitekim, tiim bolgelerde ve mevsimlerde
olusabilen meteorolojik, tarimsal ve hidrolojik
kuraklik 1970’lerin basindan beri daha sik ve
siddetli olusabilmektedir (Tiirkes ve ark., 2009;
Simsek, 2010).  Ulkemizde;  1874-1877
doneminde meydana gelen kurakligin, kitliklara
ve hastaliklara yol agmak suretiyle yaklasik
200 000 vatandasin Oliimiine neden oldugu
bilinmektedir. Ayrica; 1928, 1973, 1989, 1990,
1993, 1998-2001, 2008’de kurakligin siddetli
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olarak yasandigi yillar olarak kaydedilmistir
(Duygu, 2015).

Belirli bir zaman periyodunda, yagisin
normal degerlerin altma diismesi olarak
tanimlanan meteorolojik kurakligin siiresi, tarim
alanlarinin  sulanmasinda 6nemli sorunlarin
yasanmasina, barajlarda yeterli miktarda su
toplanamamasina, igme suyu kaynaklarinin
yetersiz kalmasina, gevrenin ve sosyal yapinin
olumsuz yonde etkilenmesine neden
olabilmektedir (Tonkaz ve Cetin, 2005).
Kurakliga kargi alinmasi gereken tedbirlerin,
kuraklik ortaya c¢ikmadan oOnce alinmasi
gereklidir. Bu tedbirler ise kurakligin uzun
stiren etkilerini (kuraklik riskini ) uzun dénemde
ortadan kaldiracak ozellikte olmalidir (Sarican,
2015). Yasanmasi muhtemel kurakligin
olumsuz etkilerinin azaltilabilmesi; kuraklik
yonetimi ilkelerinin, strateji ve politikalarinin
iyi belirlenmesi yaninda gerekli mevzuatlarin
hazirlanmasi, kurumlar arasi koordinasyonun
saglanmasi, veri tabani teskili ve kurak
donemlerde su kaynaklarinin korunmasi ile
saglanabilir (Cetin ve ark., 2016). Ancak, olasi
bir kurakligin zaman:nn, siiresinin ve siddetinin
ne olacaginda dair cevabin hala belirsizligini
korudugu da unutulmamalidir (Smakhtin ve
Hughes, 2004; Oguztiirk ve Yildiz, 2014).

Kurakligin zamaninin, siiresinin,
siddetinin ve  yerinin  6nceden tahmin
edilememesi; zamansal ve konumsal olarak
kurakligin siirekli izlenmesini zorunlu kilmistir.
Kuraklik izlenirken yagislarda meydana gelen
eksikligin farkli zaman dlgiileri i¢inde kantitatif
olarak ifade edilmesi gerekmektedir. Bu durum,
yagls eksikliginin farkli zaman dilimleri
icindeki degisimini dikkate alabilen kuraklik
indeksleri ile ortaya konabilmektedir (Hasaniha,
2008). Kuraklig1 6nceden tahmin etmek igin bir
cok kuraklik izleme yontemi gelistirilmistir
(Dogan, 2013; Masoudi ve Hakimi, 2014). Bu
yontemler kullanildigi bolgeye, iklime ve
gozlem siiresine bagli olarak farkli etkinlikte
coziimlemeler yapabilmektedir (Hayes, 2007).
Farkli zaman Olgeklerinde etkili olabilen
kuraklik olaylarimi incelemek ve izlemek igin
gelistirilen yontemlerin indeks ve esik (sinir)
degerleri ile c¢alisilan bolge igin kuraklik
hakkinda yorumlar yapilmaktadir. indeks ve
esik degerleri; kuraklik kosullarinin baglangicini
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saptamak, kuraklik olaylarin1 6lgmek, izlemek
ve kuraklik afetinin biiylkliiglinii saptamak
acisindan Onemlidir (Sarican, 2015). Hizli bir
sekilde siddetini artiran veya aniden sona
erebilen meteorolojik kurakligin izlenmesinde
kullanilan yontemlerden biri de Standardize

Yagis Indeksi (SYI) yontemidir (MGM, 2016).

Bu yontemin; yalnizca yagis verisine ihtiyag

duymasi, hesaplamalardaki kolayliklar1 ve

giivenilir olmasi tiim diinyada en ¢ok kullanilan
kuraklik indeksleri arasma girmesine neden

olmustur (Arslan ve ark., 2016).

Yapilan arastirmalarda; Seyhan Havzasinda
beklenen yagislarda %30-35 arasinda bir azalma
(Kanber ve ark.,, 2003) meydana gelecegi
tahmin edilmektedir. Ustelik Seyhan
Havzasinda 2070 yilinda hava sicakligiin 2-3.5
°C arasinda artacagi da Ongoriiler arasindadir.
Bu durum, hafif ve orta derece kuraklik
sinirinda bulunan havzada daha siddetli kurak
donemlerin yasanma olasihigim artiracaktir
(Topgu, 2013). Kuraklik, eger izlenebilirse
etkileri en aza indirilerek alansal ve zamansal
degisimi  takip edilebilir (Sirdas, 2002).
Kurakligin belirleme, degerlendirme ve izleme
caligsmalarinda kapsamli bir Kuraklik Yénetim
Plant yapilmalidir. Bu tiir planlamalarda gesitli
kuraklik indeks smiflarmin  olasiliklarinin
hesaplanmast ve bilinmesi ¢ok Onemlidir
(Tiirkes ve Tatli, 2008). Bu nedenle, mevcut
durumda Seyhan Havzasinda ortalama yagis
yiiksekliginin  bilinmesi, kurakliga egilimli
alanlarin ortaya konulmasi ve olasilikli kuraklik
esik  degerlerinin  haritalanmas1  alinacak
onlemler bakimindan olduk¢a  6nemlidir.
Dolayisiyla, olasilik analizi sonuglarma gore 2
ve 10 yil yinelenmeli (tekerriirli) elde edilecek
haritalarin kuraklik analizlerinde kullanilmasi
onem arz etmektedir. Kuraklik Yonetim Plan:
gercevesinde olast bir kuraklik durumu bu
haritalar yardimiyla izlenebilecek, kuraklik riski
tastyan bolgeler belirlenebilecektir. Boylece,
alinmasi1 gereken onlemler bakimindan Kuraklik
Yonetim  Planmmmin  etkinligi  artabilecektir.
Seyhan Havzasinda yiiriitiilen bu ¢alisma ile;

1. SYI yontemi kullanilarak; 2 ve 10 yil
yinelenmeli olasilikli boélgesel meteorolojik
kuraklik haritalarinin elde edilmesi,

2. Elde edilen haritalar yardimiyla; Kurakiik

Yénetim Plan: gergevesinde SY/ yontemine gore

kuraklik riski
amaglanmustir.

olan bolgelerin  belirlenmesi

Materyal ve Yontem

Materyal

Bu calisma; 21470 km? (Cetin ve ark.,
1998) genisligindeki, Dogu Akdeniz bolgesinde
36°33°-39°12° kuzey enlemleri ile 34°24’-
36°56° dogu boylamlar1 arasinda yer alan
(Oztopal ve Sen, 2007) Seyhan Havzasinda
yapilmstir (Sekil 1).
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Sekil 1. Seyhan Havzasinin Sayisal Yiikseklik
Modeli goriintiisii

Meteoroloji Genel Miidiirliigii tarafindan
igletilen Seyhan Havzasi icinde ve havza
sinirina  yakin 41 adet meteoroloji goézlem
istasyonuna (MGI) ait uzun yillar (1950-2006)
aylilk ve yillik toplam yagis serileri ile
calisilmistir. Arastirmada, Seyhan Havzasina ait
100x100 metre ¢oziniirlikte Sayisal Yiikseklik
Modeli (SYM) haritas1 kullanilmistir.

Yontem

Regresyon Analizi

Eksik aylik toplam yagis (Y) serilerinin
tamamlanmasinda Esitlik 1 ile gosterilen
dogrusal polinom tipi regresyon modeli
kullanilmistir. Verilerin tamamlanmasinda serisi
tamamlanacak ay esas alinarak tam aylik seriye
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sahip uzun yillar ardigik iki aymn gozlemleri
secilmistir. Bagimli ve bagimsiz degisken
olarak kullanilan bu veriler ile olusturulan
regresyon modeli ile  eksik veriler
tamamlanmustir. Model parametreleri, Landau
ve Everitt (2004), Ryan ve Cryer (2005)
tarafindan belirtilen yontem izlenerek MINITAB
ve SPSS istatistiksel paket programlan ile
belirlenmistir.

Y =b, +b, X +e 1)

Burada Y, bagimli degisken; X, bagimsiz
degisken; b;, regresyon katsayilari ve e, hata
terimidir.

Frekans Analizi

SPI_SL_6 (WMO, 2012) programi ile
uzun yillik aylk toplam yagis serileri
kullanilarak her istasyon ve her yila ait 12 aylik
periyot icin elde edilen SY/ serilerinin frekans
analizleri BestFit (2004) ortaminda yapilmistir.

Olasihik  dagilimlarimin  uygunluk testleri
(Tilicii, 2002) %S5 oOnem  diizeyinde
Kolmogorov-Smirnov testi ile
gerceklestirilmistir.  Belirlenen  dagilimlara

iliskin “‘frekans faktor esitligi” (Chow ve ark.,
1988) yardimiyla, SY/ yonteminde kullanilmak
lizere; 2 ve 10 yil yinelenmeli SY/ degerleri her
istasyon igin ayr1 ayri kestirilmistir (Esitlik 2).

X poe = X + Kpow S
ES @
P%

Tr =

Burada S, standart sapma; X, frekans
analizine tabi tutulan veri setinin ortalamasi;
Xow, Incelenen degiskenin belirlenen olasilik
diizeyinde (Py) beklenen degeri; Tr, belirlenen
olasilik diizeyinin yinelenme yili ve Kpg,
frekans  faktorii  olup, belirlenen olasilik
diizeyinde (Py) Vverilen frekans dagiliminin bir
ozelligidir.

Standardize Yagis indeksi (SYi)

Meteorolojik, tarimsal ve hidrolojik
kuraklikla  ilgili  c¢aligmalarda  kullanilan
yontemlerden bir tanesidir. Farkli iklimlere
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sahip  bolgelerin  kurakligimi  tanimlamak
amactyla yagis parametresini tek bir sayisal
degere doniistiiren Standardize Yagis Indeksi
(SYI) yontemi Mckee ve ark. (1993) tarafindan
gelistirilmistir. Aragtirmacilar tarafindan
ozellikle 3, 6, 12, 24, 48 ve 72 ay gibi periyotlar
icin kurakligi hesap etmede kullamlir. SY/
kuraklik simiflar (Cizelge 1), standart normal
(Gaussian) dagilimli yagis verilerinden elde
edilmesine karsin, yagislarin olasilik dagilim
fonksiyonu (ODF) normal dagilima uymaz.
Yagis verilerine en iyi uyan olasilik dagilimi
Gamma dagilimidir. Bu nedenle SY/ yontemi ile
yapilan kuraklik analizlerinde, Once yagis
toplamlarinin ODF’sinin, Gamma ODF’sine
doniistiiriilmesi gerekir. Gamma ODF’den elde
edilen yagis olasiliklari, ters-standart normal
dagilim fonksiyonu kullanilarak, standart
yagislar hesaplanir. Bu yolla, ortalamasi sifir ve
varyanst bir olan standartlagtirilmis yagis
indeksleri elde edilmis olur. SY/ degerleri
dikkate  alinarak  yapilan  bir = kuraklik
degerlendirmesinde indeksin siirekli olarak
negatif oldugu zaman periyodu, “kurak donem”
olarak tanimlanmaktadir. Kuraklik, S¥7’nin ilk
once sifirin altina indigi zaman baslar ve tekrar
pozitif oldugunda son bulur. Bu yonteme gore
kurak donemlerin smiflandirilmasi, Cizelge 1’e
gore yapilmaktadir.

Cizelge 1. SYI yontemi degerleri ve kuraklik
siiflandirilmas1 (Mckee ve ark., 1993; Hayes,
2007)

SYI degerleri Kuraklik sinifi
2.00 ve lizeri Asirt nemli
1.5ile1.99 Cok nemli

1.00 ile 1.49 Orta diizeyde nemli
-0.99ile 0.99 Normal

-1.00 ile -1.49 Orta diizeyde kurak
-1.50 ile -1.99 Siddetli kurak
-2.00 ve alt1 Asirt kurak

SYI, secilmis bir zaman dilimi iginde
yagisin ortalamadan olan farkinin standart
sapmaya boliinmesi ile elde edilir. Esitlik 3’de
verilen denklem takimiyla tanimlanabilir
(Sirdas, 2002; Pamuk ve ark., 2004; Tiirkes ve
Tath, 2008; Fidan, 2010; Topgu, 2013; Sarican,
2015; Arslan ve ark., 2016; Paulo ve ark., 2016)
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Xii — M
SYIij =4 *J 3)

O

Bu esitlikte: X, bir istasyonda j ayinda
gozlenen yagis degerlerini; 44, j ayr yagis
serisinin beklenen degerini; ¢j, serinin standart
sapmasini gostermektedir.

Ordinary Cokriging

Bu yontemle; gbzlem degerlerinin
deneysel  teorik  Covariaogram model
parametreleri ve cokriging tahmin parametreleri
kullanilarak tahminler yapilir. Ordinary Kriging
yonteminden farki, gézlenen degerlerin yani sira
tahminlerde yardimci bir degiskenin
eklenmesidir. Aragtirmada, 2 ve 10 yil
yinelenmeli SY/ kuraklik esik degerlerinin

haritalanmasinda ikinci (yardimci) degisken
olarak Seyhan Havzasti SYM  goriintiisii
(yiikseltileri) kullanilmustir. Ordinary Cokriging
yontemiyle 2 ve 10 yil yinelenmeli (%50 ve
%10 olasilikla beklenen) Seyhan Havzasinin
SYI haritalar1 olusturulmustur. Covariogramin
olusturulmasi ve cokriging tahminlerine iliskin
matematiksel esitlikler Goovaerts (1998)’de
ayritil bir sekilde verilmistir.

Arastirma Bulgular ve Tartisma

Regresyon Analizi Sonuglar:

Istasyonlarm aylik yagis serilerinin eksik
gozlemleri dogrusal regresyon modelleri ile
tamamlanmistir. Arastirmada regresyon yontemi
ile serisi uzatilan 12 istasyon ile ilgili bilgiler
Cizelge 2°de verilmistir.

Cizelge 2. Regresyon yontemi ile aylik toplam yagis serileri uzatilan istasyonlar

sN | istasvonlar Gozlem | Uzatilan | Uzatilan SN | istasvonlar Gozlem | Uzatilan | Uzatilan
Y Siiresi | Ay Sayist | Yillar y Siiresi | Ay Sayis1 | Yillar
6 1984 7 1992
1 | Afsin 32 7 |Pozantt 18
1 2006 9 1993
8 1983 8 | Sarioglan 15 4 1999
2 | Camardi 18 7 1984 9 1989
6 1994 9 | Tarsus 13 4 1993
3 | Feke 20 8 1994 8 1997
6 1979 6 1986
1 1980 10 | Tufanbeyli 20 5 1993
4 1997 8 1997
4 | Giilek 32
5 2003 8 1985
11 [Tuzla 11
6 2004 7 1995
6 2005 4 1976
9 1989 5 1978
5 |Haciali 14 12 | Ulas 18
5 1991 7 1993
3 1979 4 1998
6 | Kangal 32
4 1980
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Frekans Analizi Sonuglari

Meteoroloji Gézlem Istasyonlarimin uzun
yillik aylik toplam yagis serilerinin, 12 aylik
periyot igin (yillik) hesaplanan her yila ait SY/
degerleri kullamlarak SY/ serilerinin frekans
analizi yapilmistir. Gozlem istasyonlarina ait
uzun yillik gbzlem siireleri i¢in hesaplanan 12
aylik yagis toplamlarma iliskin olan SY7
serilerine uyan olasilik dagilim modelleri

Cizelge 3’te verilmistir. Seyhan havzasinda,
yillik yagislarin SY7 degerlerinin %39 oraninda
Logistic dagilimla temsil edildigi bulunmustur.
Havzada 7 farkli olasilik dagilimin hakim
oldugu saptanmistir. Bu dagilimlarin, 16°s1
Logistic, 9’u  Weibull, 6’s1 Normal, 5’i
Betageneral, 2’si InverseGauss, 2’si Log-
Logistic ve 1 adet Extreme Value dagilimlar
oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3. Arastirmada kullanilan istasyonlarm uzun yillik SY7 serilerinin uydugu olasilik dagilim

modelleri

S.N | istasyon Adi Frekans Dagilhim S.N Istasyon Ad1 Frekans Dagihm
1 | Kangal INVERSEGAUSS 22 | Nigde LOGISTIC

2 | Yazyurdu NORMAL 23 | Camardi WEIBULL

3| Ulag LOGISTIC 24 | Mansurlu NORMAL

4 | Sarkigla WEIBULL 25 | Feke BETAGENERAL
5 | Gemerek BETAGENERAL 26 | Cokak BETAGENERAL
6 | Sarioglan EXTREME VALUE 27 | Karsanti LOGISTIC

7 | Akkigla INVERSEGAUSS 28 | Ciftehan NORMAL

8 | Kaynar LOGISTIC 29 | Ulukigla WEIBULL

9 | Giirlin WEIBULL 30 | Eregli LOGISTIC

10 | Pinarbas1 NORMAL 31| Pozanti NORMAL

11| Gesi LOGISTIC 32 | Giilek LOGISTIC

12 | Kayseri LOGISTIC 33 | Karaisali LOGISTIC

13 | Develi LOGISTIC 34 | imamoglu LOGISTIC

14| Tomarza BETAGENERAL 35 | Ceyhan LOGISTIC

15| Toklar LOG-LOGISTIC 36 | Yumurtalik WEIBULL

16 | Adana WEIBULL 37 | Karatas LOGISTIC

17 | Sariz WEIBULL 38 | Kozan NORMAL

18 | Afgin WEIBULL 39| Tuzla WEIBULL

19 | Goksiin BETAGENERAL 40 | Tarsus LOGISTIC

20 | Tufanbeyli LOGISTIC 41 | Haciali LOG-LOGISTIC
21 | Bakirdag LOGISTIC
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Standardize Yagis indeksi (SYi)
Frekans Analizi Sonuglar

Arastirmada kullanilan istasyonlarin uzun
yillik aylik toplam yagis serilerinin Ocak-Aralik
periyodu i¢in frekans analizi ile hesaplanan 2 ve
10 yil yinelenmeli SY/ degerleri Cizelge 4’te
verilmigtir. Cizelge incelendiginde; Seyhan

Havzasi igin hesaplanan 2 yil yinelenmeli SY7
degerlerinin normal kuraklik siniflandirilmasina
dahil oldugu gorilmistir. Havza igin
hesaplanan 10 yil yinelenmeli SY/ degerlerinin
ise orta diizey kurak smifinda yer aldigi
bulunmustur.

Cizelge 4. Arastirmada kullanilan istasyonlarm yillik yagislarina iliskin SYT serilerinin farkl

yinelenme yillari i¢in (Tr) elde edilen degerleri

) Syi ] Syi
S.N Istasyon Ad1 S.N Istasyon Ad1

Tr=2 Tr=10 Tr=2 Tr=10
1 | Kangal -0.08 -1.23 22 | Nigde 0.06 -1.15
2 | Yazyurdu 0.00 -1.32 23 | Camardi 0.11 -1.32
3| Ulas -0.04 -1.35 24 | Mansurlu 0.00 -1.31
4 | Sarkisla 0.14 -1.32 25 | Feke -0.10 -1.49
5 | Gemerek -0.03 -1.33 26 | Cokak 0.04 -1.56
6 | Sarioglan -0.18 -1.11 27 | Karsanti -0.01 -1.19
7 | Akkigla 0.00 -1.26 28 | Ciftehan 0.00 -1.31
8 | Kaynar -0.02 -1.26 29 | Ulukisla 0.14 -1.32
9 | Giiriin 0.02 -1.29 30 | Eregli 0.05 -1.13
10 | Pinarbas1 0.00 -1.30 31| Pozanti 0.00 -1.32
11 | Gesi 0.13 -1.11 32 | Giilek 0.02 -1.29
12 | Kayseri 0.00 -1.25 33 | Karaisali 0.02 -1.30
13 | Develi 0.03 -1.18 34 | imamoglu -0.02 -1.22
14 | Tomarza 0.02 -1.34 35 | Ceyhan 0.00 -1.28
15 | Toklar -0.13 -1.18 36 | Yumurtalik 0.00 -1.28
16 | Adana -0.15 -1.19 37 | Karatag 0.02 -1.23
17 | Sariz -0.04 -1.28 38 | Kozan 0.00 -1.30
18 | Afsin 0.06 -1.28 39| Tuzla -0.13 -1.21
19 | Goksiin 0.04 -1.44 40 | Tarsus 0.03 -1.22
20 | Tufanbeyli 0.07 -1.14 41 | Haciali -0.20 -1.11
21| Bakirdag 0.05 -1.18
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Ordinary Cokriging Haritalama

Sonuclari

Seyhan Havzasinda meteoroloji  gozlem
istasyonlarinin  hesaplanan uzun yilhik SY/
serilerinin 2 ve 10 yil yinelenmeli SY/
degerlerinin haritalanmas: Ordinary Cokriging
yontemi  (Cetin  ve ark, 2016) ile
gergeklestirilmigtir.  Haritalamada kullanilan
kiiresel tip (Keskiner, 2008; Atli, 2010) teorik
covariogram model parametreleri ve cokriging

tahmin parametreleri Cizelge 5’te sunulmustur.
Cizelge incelendiginde etki uzakligi (A)
degerinin Tr=2 yil igin istasyonlar arasi
mesafenin 51585 metreden sonra etkinligini
kaybettigini; dolayisiyla, sektor yarigaplarinin
bu mesafeden daha fazla se¢ilmemesi
gerektigini gostermistir. Boylelikle tahminler bu
yarigapl sektorler arasinda bulunan
istasyonlarla kestirilmistir. Tr=10 yil i¢in ise
etki uzaklig1 61861 metre hesaplanmustir.

Cizelge 5. 1ki yil (Try) ve on yil yinelenmeli (Try) SY/ degerlerinin haritalanmasinda kullanilan
Ordinary Cokriging modeli ve tahmin parametreleri

Teorik Covariogram Model Parametreleri

Cokriging Tahmin Parametreleri

Sektor Bilgileri
i Lag § Lag Co Diize.:.ltme Faki©rii:0.2 Ta.hminde Kullan.llan
Tekerriir | uzunlugu adeti m) Ciy(m) [ A(m) | Sektor Sayisi:4 Minimum ve Maksimum
(m) Sektor Yarigaplar: (m) Istasyon Say1st
X Yoniinde | Y Yontinde | Minimum | Maksimum
Tr, 7129 12 2021 | 42830 | 51585 51000 51000 2 5
Try 10700 12 0 58547 | 61861 61000 61000 2 5

Seyhan Havzasi Ocak-Aralik Periyodu
2 Yl Yinelenmeli Meteorolojik Kurakhk
Haritas1 Sonuglar

Her istasyonun uzun yillik aylik toplam
yagis degerlerinden faydalanilarak, istasyonlarin
yillik yagis degerlerine iliskin olarak hesaplanan
SYI serilerinin frekans analizi sonuglari ile 2 yil
yinelenmeli meteorolojik kuraklik haritasi
olusturulmustur. Her istasyon igin elde edilen 2
yil yinelenmeli SY/ degerlerinin ArcGIS (Esri,
2016) yazilimiyla 100x100 metre ¢Oziintirlitkte
raster haritast c¢izilmistir. Bu haritada; 2 yil
yinelenmeli SY/ degerlerinin yersel degisimleri
ve alansal dagilimlari gosterilmistir (Sekil 2).
Harita incelendiginde; Seyhan Havzasinin
tamaminda 2 yil yinelenmeli SY/ degerlerinin,
kuraklik simiflandirilmasina gore (Cizelge 1)
“Normal” oldugu bulunmustur. Bu durum,
havzada 2 yil yinelenmeli kuraklik riskinin
beklenmedigi anlamina gelmektedir. Ancak, 2
yil yinelenmeli Ocak-Aralik periyodu kuraklik
haritasinda dikkati ¢eken; Seyhan Barajindan
sonra, Seyhan Nehrinin Deliburun’a kadar akis
gosterdigi bolgenin diger bolgelere nazaran 2
yilda bir beklenen kurakliktan en ¢ok
etkilenebilecek alan oldugu bulunmustur.
Lejantta da goriildiigii iizere SY7 degerleri
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SPI Yéntemi Normal
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0.19
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-0.01
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-0.61
-0.81
-0.99

Sekil 2. iki y1l yinelenmeli bolgesel meteorolojik
kuraklik haritasi
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“orta diizey kuraklik” indeks degerlerinden
uzaktir. Ancak, ilerleyen yillarda Seyhan Baraji
depolamasindan sonra Adana, Haciali ve Tuzla
istasyonlar1 hattinda 2 yil yinelenmeli orta
diizey kuraklik riski altinda olan bolgeler
sinifina dahil olacagi ongoriilebilir. Ayrica, bu
bolgeler 0-250 metre yiikseltili bolgeler olup,
havzanin diiz ve diize yakin olan ovalik
kesimleridir. Bu durumdan, ovalik alanlarin 2
yilda bir beklenen tekerriirdeki kurakliktan daha
fazla etkilenecegi anlami da ¢ikarilabilir.

Seyhan Havzas1 Ocak-Aralik Periyodu
10 Yl Yinelenmeli Meteorolojik Kurakhk
Haritas1 Sonuclari
On yil vyinelenmeli meteorolojik kuraklik
haritasi; 2 yil yinelenmeli meteorolojik kuraklik
haritasi ile ayn1 sekilde olusturulmustur. ArcGIS
yazilimiyla, her istasyon i¢in elde edilen 10 yil
yinelenmeli SY/ indeks degerlerinin 100x100
metre ¢oziinlirlikkte raster haritast bu yinelenme
yili igin de elde edilmistir (Sekil 3).

SEYHAN HAVZAS| OCAK-ARALIK PERi.YODU
10 YIL TEKERRURLU KURAKLIK HARITASI

SPI Yontemi Orta Diizey Kurakhik
indeks Degerleri

-1.00
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-1.15
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A21
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.
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Sekil 3. SY7 yéntemine gore 10 yil yinelenmeli
bolgesel meteorolojik kuraklik haritasi

Goriildigi  tzere; 2 yil yinelenmeli
meteorolojik kuraklik haritasindan ¢ok farkl bir
harita elde edilmistir. Harita incelendiginde; SY/
degerlerinin “orta diizey kurak” smiflamasina
dahil oldugu goriilmiigtiir. Seyhan Havzasinin
tamaminin 10 yilda bir “orta diizey kuraklik”
riski altinda oldugu bulunmustur. Ayrica, bu
haritanin, ortalama yagiglarm dagilim tavrina
paralel bir degisim gosterdigi de agiktir. Bu
davranmis, beklenen bir durumdur. Omegin;
Mansurlu, Feke, ve Cokak’n yillik toplam yagis
degerlerinin ortalamalari diger bir ifadeyle %50
olasilikla beklenen degerleri (Cetin ve ark.,
2016) sayildig siraya gore; 971 mm, 934 mm
ve 1471 mm’dir. Adi gegen bu istasyonlarin
bulundugu bolgeler ise SY/ degerlerine gore en
fazla “orta diizey kurakhik” riski altinda olan
yerlerdir. Diger bir ifadeyle 10 yilda bir “orta
diizey kurakhik” riskini en fazla tasiyan
bolgelerdir. Bu bolgelerde yagis ortalamasinin
havzadaki bir¢ok bolgenin 2 katindan fazla
olmasina ragmen siddetli orta diizey kuraklik
riski altinda olmast bu bolgenin ortalama
yagislarinin yiiksek olmasindan kaynaklandigi
sOylenebilir. Bu durum, “Su  miktarimin
karsilanamadigi  yagisli  bolgelerde  de
yvagislarin belli bir siire boyunca normalden az

olmasi kurakligin olugmasina neden
olmaktadir” savimi da destekler niteliktedir.
Ayrica, bu bolgelerde beklenen kuraklik

diizeyinin SY/ kurakhik smiflamasina gore
“Siddetli Kuraklik” esik degerlerine ¢ok yakin
oldugu da dikkati ¢gekmektedir. Mansurlu, Feke,
ve Cokak’1 kapsayan bu bdlgenin ileriki yillarda
10 yilda bir siddetli kuraklik riski altinda kalma
olasiliklar yiiksek goriilmektedir. Bu nedenle
Kuraklik Yonetim Plam gergevesinde almacak
tedbirler bakimindan bu bolgelerin 6ncelikli ele
alinmasi gereklidir.

Sonuc ve Oneriler

Kuraklik Yonetim Plani ¢ergevesinde
Ocak-Aralik periyodu i¢in 2 ve 10 wyil
yinelenmeli meteorolojik kuraklik riski tasiyan
bolgeler bu haritalar yardimiyla net bir sekilde
anlasilabilmektedir.

Seyhan Havzasinda 2 yil yinelenmeli
meteorolojik kuraklik haritasina gore, havzanin
2 yilda bir kuraklik yasama riski dusiiktiir.
Diger bir ifadeyle Seyhan Havzasinda 2 yilda
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bir ciddi anlamda kuraklik riski
beklenmemektedir. Seyhan Havzasinin tamami
SYI yéntemine gore kuraklik “Normal” olarak
siniflandirilmistir.

Seyhan Havzasiin tamaminda SY/
yontemine gorel0 yilda bir beklenen tekerriirde
“Orta Diizey Kuraklik* beklenmektedir. Bu
durum, Seyhan Havzasi ile ilgili daha Once
yapilan Seyhan Havzasinin hafif ve orta derece
kuraklik  smnirinda  bulundugunu  belirten
kuraklik aragtirma sonucuyla Ortlismiistiir. On

yilda bir beklenen SY/ kuraklik indeks
degerlerinin “Siddetli  Kuraklik”  esik
degerlerine ¢ok yaklasmasi, bu sonuglar

desteklemistir.

Meteorolojik kurakligin “Ne zaman?”,
“"Hangi siirede?” ve “Ne siddette?” olacagi
yoniindeki  belirsizlik Seyhan Havzasinda
yapilan bu haritalar yardimiyla bir Olciide
giderilebilecektir. Bu haritalar kullanilarak
Kuraklhik Yénetim Planmi gergevesinde kuraklik
riski olan bolgeler daha etkin bir sekilde
izlenerek acil 6nlem alinmasi gereken bdlgeler
hizli bir sekilde belirlenebilecektir.

Kurakligin ~ etkili  oldugu  alanlar,
yinelenme yili arttikga genisleyecektir. Bu
noktadan hareketle, Seyhan Havzasinda SY/
yontemi ile yapilan kuraklik analizine gore, 10
yil ve daha biiyiik yinelenme yillarinda olugacak
kurakliklar havzanin tamamini etkileyecek
yayilima sahip olup, havzanin tamami su
kaynaklar1 ydnetimi bakimindan risk altinda
olacaktir. Kuraklik Yonetim Plani ¢ergevesinde
Seyhan Havzas1 ile ilgili Onleyici tedbirler
alinirken, elde edilen arastirma sonuglar1 ve
haritalarda gosterilen kuraklik yayilim alanlari
kullanilabilir.
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Uziim Cekirdeklerinin Temel Biyoaktif Bilesenleri
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Ozet

Uziim ¢ekirdegi, iiziim yetistiriciliginde diinyada énemli bir yere sahip iilkemiz icin, sahip oldugu
zengin biyoaktif bilesenlerle meyve suyu ve saraphane isletmelerinin ekonomik agidan 6nemli bir geri
doniisiim iriinidiir. Son yillarda gida, farmasotik ve kozmetik sektorleri igin oldukga degerli bir hammadde
haline gelen iiziim ¢ekirdekleri, sahip olduklar1 zengin yag asitleri, tokoller, fenol bilesikleri ve steroller gibi
bir¢ok farkli alanda kullanilabilecek bilesenlerle 6nemli bir potansiyele sahiptir. Bu anlamda iilkemizde bu
konuya olan ilgi son zamanlarda artmis ve gesitli tesislerde iiziim ¢ekirdegi yagi iiretimi faaliyete ge¢mistir.
Bu derlemede {izim c¢ekirdeginin bulundurdugu onemli biyoaktif bilesenler ve bu bilesenlerin iiziimiin
olgunlasma evreleri boyunca degisimleri ayrintili olarak ele alinmustir.

Anahtar kelimeler: Uziim cekirdegi, iiziim ¢ekirdegi yag, biyoaktif bilesikler

Main Bioactive Compounds of Grape Seeds

Abstract

Grape seeds, reveals from surpluses of fruit juice and wine industry, is potentially an important raw
material for, food, cosmetic and pharmaceutic sectors due to its precious bioactive ingredients such as fatty
acids, tocols, phenolics and sterols. Grape seeds and its extracts are drawing interests of the new researches,
investments and trade routes in Turkey as one of those biggest producer countries of grape cultivation.
Therefore, grape seed oil production has been started up already in certain plants which economically plays a
crucial role in the valorisation of these seeds. In this review, bioactive compounds of grape seeds and their
changes during ripening stages were discussed in depth.

Keywords: Grape seed, grape seed oil, bioactive compounds

Giris

Uziim (Vitis vinifera L.) meyve suyu ve
ozellikle sarap sektoriiniin en temel hammadde
kaynagi, tiziim posasi ise bu meyveyi isleyen
isletmelerin ana atig1 olarak bilinmektedir.

ark., 2013; Barba ve ark., 2016). Literatiirde
antioksidan, anti-inflamatuar ve antimikrobiyal
Ozellikleri  bir¢ok kez  bildirilen  iiziim
cekirdekleri (Oliveira ve ark., 2013; Sofi ve
ark., 2016; Soto ve ark., 2015) iiziim posasinin

Diinya’da yaklagik 7 milyon hektar alanda, 58
milyon ton diretimiyle en c¢ok Vyetistirilen
meyvelerden biri olan iiziimin (FAOSTAT,
2013) islenmesinden sonra, her hasat
doneminde onlarca ton posa agiga ¢ikmaktadir.
Sahip oldugu yag  asitleri, tokoller,
proantosiyanidinler, steroller gibi  zengin
biyoaktif bilegenler iiziim posasini, giinden
giine dnemi artan gida, farmasotik ve kozmetik
sektorleri i¢in olduk¢a makul ve kazangh bir
hammadde haline getirmektedir (Demirtas ve

kuru agirlik bazinda %38-52’lik bir boliimiinii
olusturmaktadir (Teixeira ve ark., 2014). Bu
nedenle {iziim c¢ekirdekleri ve ekstraktinin
degerlendirilmesi, atiklarin geri doniistiiriilmesi
ve dolayistyla ekonomik agidan Onemli bir
yaklagim olarak kabul edilmektedir (Barbieri ve
ark., 2013). Yaklasik olarak %7-20 civarinda
yag iceren lziim cekirdekleri, agirlikli olarak
lifli yap1, proantosiyanidinler, proteinler, su ve
iz miktarlarda seker ve minerallerden
olugmaktadir (Demirtas ve ark., 2013; Teixeira

Yayin Kuruluguna Gelis Tarihi: 22.07.2016

(1) Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Mithendisligi Béliimii — ADANA
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ve ark., 2014, Rombaut ve ark., 2015). Bu
onemli bilesikler son yillarda iiziim g¢ekirdek
yag1 lretimine ve arastirmalarina olan ilgiyi
arttirmugtir. Uziim iiretimi igin uygun ekolojik
kosullara sahip iilkemizin (Semerci ve ark.,
2015) artan tiziim iiretim kapasitesiyle ¢ekirdek
yag1 sektdriinde s6z sahibi iilkeler arasinda
yerini almast beklenmektedir. Sahip olduklar
yag miktari, biyoaktif bilesenleri ve aroma
profilleri elde edildikleri {izimiin cinsine goére
farkliliklar gosterebilecegi i¢in (Sabir ve ark.,
2012; Fernandes ve ark., 2013) iilkemiz, sahip
oldugu birgok farkli tiziim cesidiyle lzim
cekirdegi yagi alaninda gelisime agik bir
tilkedir.

Yapilan  c¢aligmalarda,  {iziimlerin
olgunluk evresinde ¢ekirdeklerinin  farkli
oranlarda yag bulundurabilecekleri gibi hasat
doneminden oOnceki evrelerde de farkh
miktarlarda yag oranlarina sahip oldugu
bildirilmistir (Rubio ve ark., 2009). Yag
miktarindaki bu degisim olgunlasma etkisinin
yani sira, Nnem miktar1 (Rubio ve ark., 2009),
topragin yapisi lipoksigenaz gibi enzimlerin
aktiviteleri (Padolyan ve ark., 2010) ve
mevsimsel kosullar gibi unsurlara da baghdir.
Cekirdegin icerisinde bulunan yag miktarinin
olgunlagma siiresince nem miktariyla ters
orantili oldugu belirtilmistir (Rubio ve ark.,
2009). Yagin kalitesinde oOnemli bir rol
oynayan doymamus yag asitleri, liziim
¢ekirdegi yaginin oldukca yiiksek bir kismini
(yaklasik %90) olusturmaktadir. Bu yag onemli
miktarda serbest yag asitleri, linoleik asit
(C18:2), oleik asit (C18:1), linolenik asit
(C18:3), palmitoleik asit (C16:1), mono ve

10

digliseritleri igermektedir. Ayrica, bilesiminin
yaklasik %10’unu da doymus yag asitleri olan
palmitik (16:0) wve stearik (18:0) asitler
olusturur (Demirtas ve ark., 2013; Rombaut ve
ark., 2015). Uziim ¢ekirdegi yagmn kalitesini
belirleyen en Onemli  ozellikleri;  hafif
meyvemsi lezzete ve turunggil kokular1 veren

monoterpenlere  sahip  olmasi,  yliksek
dumanlanma  sicakligt  (216,7°C), kolay
sindirilebilirligi ve kizartma yagi olarak

kullanildiginda viskozitesini koruyabilmesidir
(Hanganu ve ark., 2012; Karaman ve ark.,
2015).

Bu derlemede tiziim ¢ekirdegi yaginin
sahip oldugu Onemli biyoaktif bilesenleri ve

lziimiin  olgunlasma  evreleri ~ boyunca
degisimleri ayrintili olarak agiklanmstir.
1. Yag asitleri

Yag asitleri, bir ucunda bir metil, diger
ucunda ise bir karboksilik grubu bulunan,
doymus veya  doymamis  hidrokarbon
zincirleridir. Vitis vinifera ve Vitis labrusca
familyalarindaki farkli cins iiziimlerden elde
edilmis ¢ekirdeklerin  yaglariyla yapilmig
calismalarda, yag bilesiminde ¢esitli yag
asitlerinin bulundugu ve yag asidinin igerisinde
en yiiksek miktarda bulunanin linoleik asit
(%68-%72) oldugu bildirilmistir (Lutterodt ve
ark., 2011; Fernandes ve ark, 2013). Bununla
birlikte, linoleik asit miktarimin {iziimin her
olgunlagma evresinde diger yag asitlerine gore
daha baskin olsa da farkli olgunlagsma
evrelerinde farkli oranlarda bulunabilecegi
belirtilmistir (Rubio ve ark., 2009).
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Ornegin, Rubio ve arkadaslariin
(2009) yaptigi c¢alismada ilk ben diisme
evresinde %72 ile en baskin yag asiti linoleik
asit olmus, olgunlagsma sirasinda miktarinda
azalmalar goriilmiis ve hasat doneminde ise
%68’¢ kadar dustigii saptanmistir. Bu
azalmanin, lipoksigenaz enziminin linoleik asiti
hidroperoksitlere doniistiirerek ugucu esterleri

olusturdugu reaksiyonlardan kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Daha sonra bu
hidroperoksitler, hidroperoksit liyaz (HPL)

enzimiyle ¢imensi kokular veren hekzenal ve
(2)-3-hekzenallere donisiirler (Deluc ve ark.,
2009). Uziim ¢ekirdegi yaginda yiiksek
oranlarda bulunan linoleik asit, yaga hosa
giden, notral bir tat kazandirmaktadir. Ayni
zamanda yagin oksidatif direncine katkida
bulunurken, kardiyovaskiiler problemlere karsi
sahip oldugu anti-kolesterol ozellikleriyle 6n
plana ¢iktig1 bildirilmistir (Beveridge ve ark.,
2005, Lachman ve ark., 2015). Linoleik asitten
sonra yiiksek miktarlarda bulunan yag asitleri
sirasiyla, oleik, palmitik ve stearik asitlerdir
(Rubio ve ark., 2009). Onceki ¢aligmalarda, iz
miktarlarda tespit edilmis bazi yag asitleri ise;
linolenik, arasidik, gadoleik, miristik,
palmitoleik, margarik, margaroleik, behenik,
vakkenik ve kaprilik asitler oldugu bildirilmistir
(Lutterodt ve ark., 2011; Fernandes ve ark.,
2013). Ote yandan arastirmacilar, iiziimlerin
cinsine bagli olarak da, yag asitleri ¢esitlerinin
ve miktarlarinin farklhiliklar gosterebilecegini
vurgulamiglardir (Fernandes ve ark., 2013).

2. Tokoller

Uziim gekirdekleri, iceriginde kimyasal
isimleri tokoller olarak gecen, genel isimleri E
vitamini olarak adlandirilan tokoferoller ve
tokotrienoller gibi  yagin  oksidasyonunu
Onleyici bazi dogal fenolik antioksidanlar
icerirler (Sabir ve ark., 2012). Literatiirde izim
cekirdegi yaginda 240-410 mg/kg araliginda
bulundugu belirtilen tokoferoller (Crews ve
ark., 2006), iiziim g¢ekirdeklerinin dokularinda
homojen bir sekilde dagilmis halde bulunurlar
(Lachman ve ark., 2013). Cekirdek yagmda
tokoferol tayini genellikle bir miktar ¢ézgenle
cozdiiriilen ekstraktin filtrelenip HPLC cihazina

enjeksiyonu ile yapilir (Sabir ve ark., 2012;
Kostadinovic-Velickovska ve Mitrev, 2013;
Lachman ve ark., 2013; Kreps ve ark., 2014;
Fiori ve ark., 2014; Assumpg¢éo ve ark., 2016).
Yagh tohumlardan elde edilen farkli tiirde
cekirdek yaglarinda, bitki genotipine, iklim
kosullarina, {irliniin yetisme sartlarina, ¢oklu
doymamis yag asitlerinin (PUFA) igerigine,
yagin igleme (rafinasyon vb.) ve saklama
kosullarina bagli olarak farkli miktarlarda
tokoferol bulundugu belirtilmistir (Assumpgéo
ve ark., 2016). Tokoferoller, yaglarin en 6nemli
antioksidan kaynagi olmasmin yani sira, bu
bilesiklerin a, B, v ve & gibi farkli formlarda
bulunmalar1 (Kreps ve ark., 2014), yagin
antioksidan aktivitesindeki farkliliklarin temel
kaynagi olarak gosterilmektedir (Kostadinovic-
Velickovska ve Mitrev, 2013; Assumpgdo Ve
ark.,, 2016). Bu formlar arasinda insan
vicudunda en aktif olarak bulunan E
vitamininin o-tokoferol oldugu (Kreps ve ark.,
2014), ancak en o6nemli antioksidan kaynagi
olarak gosterilen tokoferollerin y formunda
bulunanlar oldugu bildirilmistir (Assumpg¢ao ve
ark., 2016). Yaglardaki istenmeyen bilesiklerin
uzaklastirilmasi ve raf Omriliniin uzatilmasini
amaglayan rafinasyon islemleri, 1siya ve 1s18a
duyarli olan vitamlerin 6nemli bir kisminin
kaybolmasina neden olurken, bazi
tokoferollerin rafine edilmis yaglarda dahi
bulunabildikleri saptanmistir (Kreps ve ark.,
2014). Tokotrienoller ise, tiziim ¢ekirdeginde
tokoferollere gore miktarsal olarak daha diisiik

seviyede  bulunurlar. Ayrica tokoferoller
hiicrelere  yayilmis  halde  bulunurken,
tokotrienoller genellikle endospermde

bulunurlar. Uziimiin olgunlasmas1 siiresince
tokoferol miktarinda azalma go6zlemlenirken,

tokotrienol miktar ise. cekirdegin
olgunlagmasiyla artmaktadir. Uziim c¢ekirdegi
yaginda, tokoferoller genelde oa—formda

bulunurken, tokotrienoller genellikle y—formda
bulunurlar (Horvath ve ark., 2006). Uziim
¢ekirdeklerinde bulunan tokollerin miktarlari da
yag asitleri gibi {ziimlerin cinsine gore
farkliliklar gostermektedir (Sabir ve ark., 2012).
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3. Fenol bilesikleri

Uziim posasmmin &nemli bir kismini
olusturan iiziim ¢ekirdekleri ve kabuklari, fenol
bilesiklerinin ~ 6nemli  kaynaklar1  olarak
gosterilmektedirler (Bail ve ark., 2008). Yag
eldesinden arta kalan kiispede ekstrakte
edilememis bir miktar yag ve bununla birlikte
genellikle proantosiyanidinler gibi flavan-3-
ollerden olusan ¢ok miktarda fenolik bilesikler
yer alir (Yilmaz ve ark., 2011). Kirmiz1 {iziim
cekirdeginde bulunan polifenollerin  %40,3’i
flavan-3-ollerden, %26.2’s1 fenolik asitlerden,

%22.7’si antosiyaninlerden, %6.7’si
flavonollerden ve %4.2°si hidroksisinamik
asitlerden  olustugu belirtilmistir  (Y1lmaz,

2010). Uziimde monomerik, oligomerik ve
polimerik olarak ii¢ temel halde bulunan flavan-
3-oller, meyvelerin kabuk ve ¢ekirdeginde
yogun olarak  bulundugu, fermentasyon
sirasinda saraba gegtigi ve sarabin organoleptik
ozelliklerine olumlu bir katki sagladig
bildirilmistir. Asmanin c¢igeklenme evresinde
olugsmaya baslayan flavan-3-oller, iiziimlerin
renk donme evrelerine kadar hizli bir sekilde
birikerek en yiiksek miktarlarina ulagsmakta ve
sonrasinda  olgunlasma evresiyle birlikte
miktarinda azalma oldugu bildirilmistir (Liu ve
ark., 2010).

Yapilan calismalarda iizim
¢ekirdeginde katesinin (monomerik flavan-3-ol)
en yliksek miktarda bulunan fenolik bilesik
oldugunu, miktarmin tiziimlerin cinslerine gore
62.8 ile 206 pg/g arasinda degistigi ve

epikatesin, gallokatesin, epigallokatesin,
epikatesin ~ 3-O-gallatin ~ bulunan  diger
monomerik falavan-3-oller oldugu

bildirilmistir. Ote yandan gallik asitle birlikte,
kafeik ve ferulik asit iiziim ¢ekirdegi yaginda
bulunan 6nemli fenol asitleridir (Lutterodt ve
ark., 2011). Flavan-3-ollerin oligomerik ve
polimerik yapida bulunanlar1 olarak bilinen ve
giclii  antioksidanlar olarak nitelendirilen
proantosiyanidinlerin, antioksidatif etkisinin
sulu ortamda C, E vitaminleri ve (+)- katesine
gore ¢ok daha yiiksek oldugu vurgulanmigtir
(Ariga, 2004). Yapilan ¢alismalarda ham iiziim
cekirdegi ekstraktinin  yaklagik  %38,5’lik
onemli bir kismint olusturan
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proantosiyanidinlerin ¢ekirdekte bulunduklar
konuma  gbére  konsantrasyonlarinin = ve
bilesimlerinin degistigi bildirilmistir (Cohen ve
ark., 2012; Bautista-Ortin ve ark., 2013). Farkli
polimerizasyon derecelerine sahip olan bu
bilesikler, kirmizi sarabin Onemli Kkalite
parametreleri olarak bilinen burukluk, acilik ve
renk dengesi gibi 0Ozelliklerin olugmasina
katkida bulunurlar (Liu ve ark., 2010; Bautista-
Ortin ve ark., 2013; Ou ve Gu, 2014; Vilela ve
ark., 2016). Bu bilesiklerin polimerizasyon
dereceleri arttikca saraba gegen buruk tat
artarken, farkli boyutlarda dallanmanin sarabin
aciligiyla  dogrudan  baglantili  olmadigi
bildirilmistir (Liu ve ark., 2010). Cekirdeklerin
kiispelerinde, proantosiyanidin miktari
monomerik flavan-3-ollere gore ¢ok daha
yiiksektir. Ote yandan, farkli iiziimlerle
yapilmis bir calismada, iiziim c¢ekirdeginde
bulunan oligomer miktarinin {iziim kabuguna
gore ¢ok daha fazla oldugu belirtilmistir
(Mattivi ve ark., 2009). Proantosiyanidinler,

gida endiistrisinde, iriinlerin raf Omriinii
uzatmada, 6zellikle lipitlerin peroksidasyonuna
kars1 kullanilmaktadirlar. Oksidasyon

gerceklesmesi bitkisel bir yagin kalitesini ve
besin degerini diisiirmekte, istenmeyen tat ve
koku bilesiklerinin ortaya ¢ikmasina sebep
olmaktadir. Bu nedenle bitkisel yagin
oksidasyona kars1 dayanikliligi olduk¢a 6nemli
bir ozelliktir (Mali¢anin ve ark., 2014). Bu
onemli Ozelliklerinden dolayi, 6zellikle soguk
pres yontemiyle yag ekstraksiyonundan sonra
arta kalan kiispenin bu sekilde
degerlendirilebiliyor olmasi hem
arastirmacilarin hem de endiistrinin ilgisini
cekmektedir (Ariga, 2004; Lutterodt ve ark.,
2011). Diinyada ilk kez Japonya’da gida katki
maddesi olarak kabul edilen iiziim c¢ekirdegi
ekstrakti, bu tilkede yilda 100,000 kg civarinda
tiketilmektedir. ~ Ayrica  proantosiyanidince
zengin liziim ¢ekirdegi ekstraktinin, baz iilser,
katarakt ve seker hastaliklarina karst koruyucu
etkisi bulundugu bildirilmistir (Ariga, 2004).
Uziim ¢ekirdeginin yapisinda bulunan

proantosiyadinlerin, lizimlerin cesidine
(Mattivi  ve ark., 2009) ve olgunlasma
evrelerine  gore  degistigi  belirlenmistir
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(Kennedy ve ark., 2000). Uziimiin farkh
olgunluk  evrelerinde  proantosiyanidinlerin
degisimini inceleyen c¢alismalarda, {iziimlerin
olgunluk derecesi arttikga ¢ekirdegindeki
proantosiyanidin seviyesinde azalma oldugu
gozlemlenmistir (Kennedy ve ark., 2000). Ote
yandan, ¢ekirdeklerin yag ekstraksiyonu
sirasinda maruz kaldiklar1 sicaklik 60 °C ve
iizerine ¢iktifinda, bu tiir fenolik bilesiklerde
onemli kayiplar olabilecegi bildirilmistir (Maier
ve ark., 2008).

Proantosiyanidinler, tiziimlerde ilk ben
diisme evresinde (veraison) en yiiksek miktarda
bulunmaktadir. Bunun nedeni olarak bu evrede
cekirdek tanenlerinin birikiminin aktif olarak
devam etmesi gosterilmektedir (Castellarin ve
ark., 2012). Olgunlasma sirasinda ise
proantosiyadinlerin ~ miktarinda  azalmalar
goriilmektedir. Bunun nedeni olarak, bu
bilesiklerin ~ oksidasyona  ugramalar1  ve
cekirdegin tadina aciigt  veren fenolik
fonksiyonel gruplarin  zamanla  degisimi
gosterilmektedir (Kennedy ve ark., 2000). Ote
yandan, bag yonetimi adi altinda bitkilere
uygulanan erken veya ge¢ budama, yaprak
budamasi gibi bazi bagcilik uygulamalarinin da
bu degisimler {izerinde etkileri oldugu
diistiniilmektedir.

4. Fitosteroller

Steroid alkollerin bir grubu olan ve
tiziim ¢ekirdegi yaginin anti-kolestrol 6zelligine
onemli bir katki yapan fitosteroller, ham yaga
uygulanan bazi rafinasyon islemlerinin etkisiyle
kismen steradienlere doniismektedir (Matthaus,
2008). Bu bilesiklerin miktar1 tizimiin cinsine
bagli olarak 2580 ile 11250 mg/kg arasinda
degistigi ve ortalama miktarinin 5710 mg/kg
oldugu bildirilmistir. Uziim ¢ekirdek yaginda en
yiiksek miktarda bulunan fitosteroliin ise f-
sitosterol oldugu bildirilmistir (Crews ve ark.,
2006). Bunun yam1 sira  stigmasterol,
kampesterol, A-5-avenasterol ve A-7-sitosterol
de liziim ¢ekirdek yaginda bulunan diger 6nemli
steroller olarak bildirilmektedir (Beveridge ve
ark., 2005; Rubio ve ark., 2009; Ruggiero ve

ark., 2013). Bu bilesiklerin olgunlagma evreleri
boyunca degisimlerinin izlendigi calismalarda,
tizimlerin renk doniimii oncesi ve renk doniimii
evrelerinde  fitosterol miktarinin  ¢ekirdek
hiicrelerinde arttigi gézlemlenmistir (Ruggiero
ve ark., 2013). Ote yandan, Vitis coignetiae ve
Vitis ficifolia var. ganebu gibi yabani
iiziimlerden elde edilen ¢ekirdek yaglarinda
yapilan bir ¢aligmada, en baskin fitosteroliin, -
sitosterol oldugu, stigmasterol ve
kampesteroliin belirlenen diger sterol bilesikleri
olduklar1 bildirilmis, ancak incelenen yabani
tiziim cinsleri i¢in farkli olgunluk evrelerinin bu
bilesikler iizerinde 6nemli degisimlere neden
olmadig1 saptanmustir (Shiozaki ve Murakami,
2016). Ayrica tzim ¢ekirdegi igeriginde
bulunan yiiksek stigmasterol miktarinm rahim

kanserine karst olumlu etkileri oldugu
bildirilmistir (Seeram, 2008).

Sonug¢

Saraphane ve meyve suyu

isletmelerinin atiklarindan elde edilen tiziim
cekirdek yaglari, yag asitleri, tokoller,
proantosiyanidinler, flavan-3-oller ve
fitosteroller gibi cesitli biyoaktif maddelerce
zengin olmasi nedeniyle, gida, farmasotik ve
kozmetik alanlarda tiretim yapan sektorlerin ve
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmeyi basarmis ve bu
nedenle son yillarda bu konu iizerine birgok
calismalar yapilmistir. Uziim ¢ekirdeginde
bulunan bu biyoaktif bilesenler, antiiilser,
antikanserojen, antiviral, antimutajenik,
antikolestrol ~ ozellikleriyle insan  sagligi
acisindan onemli bir yere sahiptir. Sicaklik ve
basing gibi parametrelere hassas olan biyoaktif
bilesenlerin kaybina sebep olmamak igin,
giinimiiz teknolojisinin ilerlemesiyle daha
hassas yontemler gelistirilmesi ve bu yeni
yontemlerin  yayginlagsmas:  beklenmektedir.
Dogal kaynaklarin tiikenmeye baslamasiyla
hem ekonomik hem de ¢evresel agidan her
atigin degerlendirilmeye calisildigi giiniimiizde,
giderek biiyiiyen geri doniisiim zincirinde yerini
almakta olan tiziim cekirdekleri, giin gectikce
iilkemiz i¢in biliyilk 6nem kazanmaktadir.
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Kirsal Yerlesmelerde Konut ve Yeni Konut Insasi

Ozkan GUGERCIN® A. Nafi BAYTORUN®
Ozet

Bu caligma, iilkemizdeki kirsal konutlarin insasinda etkili olan faktorler ile yeni konut insasinda
karsilasilan sorunlarin saptanmasia yoneliktir. Ulke niifusunun énemli bir boliimii (%20) kirsal alanlarda
yasamakta ve gerek konfor, gerekse afet giivenligi agisindan yetersiz konutlarda yasamini siirdiirmektedir.
Kirsal alanlarda yeni, giivenli ve ¢cagdas konutlarin insas1 ise ekonomik, sosyal, kiiltiirel ve yasal nedenlerle
istenilen diizeylere ulagsamamaktadir. Oysa kirsalda refah diizeyinin artirilmasi, gog¢ii 6nlemnin yaninda,
tarimsal {iretimde artist da beraberinde getirecektir. Dolayisiyla kirsal alanlarda yeni konutlarin ingasinin
ozendirilmesi 6nem kazanmaktadir. Bu amagla kredi, proje ve teknik destek, har¢lardan muafiyet ve 6zellikle
yerel malzemelerin kullanimi ile hane halkinin isgiiciinden yararlanilmasini saglayacak malzemelerin
iretimine ve kullanimina 6énem verilmeli, yap1 projelerinde Afet Bolgelerinde Yapilacak Yapilar Hakkinda
Yonetmelik ile Yigma Binalar1 icin Depreme Dayamikli Tasarim Kurallar’da dikkatte alarak, kirsal ahali
tarafindan uygulanabilecek projeler iiretilerek, halka sunulmalidir.

Anahtar kelimeler: Konut, Kirsal konut, Kirsal niifus

Housing in Rural Settlements and Construction of New Housing

Abstract

This study aims to determine the drivers of housing in rural settings and the problems associated
with the issue. About 20 percent of population in Turkey lives in inadequate circumstances of comfort and
disaster safety, in rural settings. But in rural setting, safe and modern new housing is not always available due
to economic, social, cultural and legal issues. Whenas, the enhancing welfare in rural settings not only
prevents migration but also paves the way for agricultural production. From this point of view,
encouragement of new housing in rural settings gains importance. In this sense; credit, project and technical
supports, exemption from fees and particularly the use of local materials are crucial to make a positive effect
on housing in rural settings. The housing projects should comply with “Regulations For The Structures To Be
Built in Disaster Areas” and projects to be produced for the rural community.

Key words: Housing, Rural dwelling, Rural population,

Giris

Insanlarin  temel gereksinimlerinden
birisi de barinma ihtiyacidir. Insanlik barmma
ihtiyacinm1 karsilamak amaciyla ilk doénemlerde
dogadaki mevcut mekanlardan yararlanmis,
zamanla gelistirilen barinak kiiltirii bu giin
kullandigimiz  ¢ok kathh  yapilara kadar
ulagsmigtir. Konut olarak tanimlanan yapilar
insanlarin huzur bulduklari, aile bireylerinin
birlikte giiven iginde olduklar1 mekanlardir.
Konutlar zamana bagli olarak, teknolojik,
ckonomik, sosyal ve Kkiiltiirel gelismeler
dogrultusunda farklilagmak yaninda; kiiltiirel
yapiya, yorenin iklim kosullarina, cografi ve

topografik durumuna, yorede bulanan yapi
malzemelerine, konutu kullananlarin sosyal
statiilerine ve dahil olduklar1 meslek gruplarina
bagli  olarak  degisiklik  gostermektedir.
Insanligin gelismesine paralel olarak konuttaki
mekanlarin  sayis1 artarken, boyutlar1 da
degismistir. Fiziki olarak boyut ve mekan
sayillarinda meydana gelen artisla birlikte,
ozellikle kirsal yerlesimlerde bulunan konut
yapilarda kullanilan yerel malzemelerin (tas,
ahsap, kerpi¢) yerini beton, betonarme, briket
ve tugla alirken, yapilarin insa tekniklerinde de
onemli degisiklik gozlenmistir. Kuskusuz kirsal
yerlesimde yeni malzeme ve inga teknikleriyle
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tiretilen yapilarin biiylik cogunlugu, geleneksel
yontemlerle insa edilmis olanlara oranla daha
giivenli hale gelmis, ancak buna paralel olarak
yerel malzeme kullamimi azalmis ve yerel
mimari  kullanim dis1  kalmigtir. Bunun
yansimasi ise, konut maliyetlerinde O6nemli
Olciide artmus olarak ortaya ¢ikmustir. Sonucta
kirsal alanlarda (kdy, mezra, kom, vd.) ikamet
eden ve biiyiik ¢ogunlukla tarimla ugrasan dar
gelirli  bircok aile, oOzellikle ekonomik
nedenlerle, yeni yapt malzemelerine ve yapim
yontemlerine ulasamadigindan, fen ve saglik
acisindan  yetersiz ve giiniin  kosullarimi
kargilamaktan uzak ve giivensiz konutlarda
yasamini siirdiirmek zorunda kalmistir. Oysa
iilkede artan refahin konutlar baglaminda da
kentlerle siirli kalmamasi ve iilke geneline
yayilmas1 hedeflenmelidir.

Ozellikle uzun yillardir gérmezlikten
gelinen yasal diizenlemelerin son yillarda daha
ziyade Biiyiiksehir Belediyelerince zorlanmasi
ve bu baglamda denetimlerin artirtlmast da
kirsal konutlarin maliyetini artirict yonde etki
yaparak, kirsal konut insasini1 zora sokmustur.

Hal bu ki iilke topraklarinin %95°1; iilke
niifusunun %98’1 deprem kusag icerisinde yer
almaktadir. Bu nedenle iilkemizde afetlerin
yapilar tizerindeki yikict etkilerinin
azaltilmasina yonelik calismalar  yillardir
strdiirilmekte, bir yandan yeni yasal
diizenlemeler  yapilirken, diger taraftan
denetimler sikilagtirilmakta, hatta son yillarda
giindeme gelen Kentsel Doniigiimle depreme
dayanikli bina iiretiminin gerceklestirilmesine
calisilmaktadir.  Ancak niifusun  yaklagik
%20’sinin yasadig1 kirsalda bu tiir ¢aligmalar
pekte gdze ¢carpmamaktadir.

Aslinda afetlerin sonuglar1 agisindan
kirsal alanlar daha biiyiik risk altindadir. Bu
nedenle giivenli kirsal konutlarin ingasi
kacinilmazdir. Insa  edilecek  konutlarda
maliyetin diisiik tutulabilmesi yaninda, kiiltiirel

degerlerin  korunmasi acisindan da yerel
malzemelerden yararlanilmasi onem
kazanmaktadir. Ayrica planlama siirecinde

konut sahiplerinin yasam bigimleri, kiiltiirleri,
orf ve adetleri ile ihtiyaglar dikkate alimmalidir.
Unutulmamalidir ki kirsal konut birgok yonii ile
kentsel konuttan farklidir.
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Burada sozii edilen konutlar, kirsalda
stirekli olarak oturan ve tarimsal faaliyetlerde
bulunanlarin kullandiklart konutlardir. Kdyden
kente gb¢ eden ve yazlar1 kdyiine gelerek, doga
ile biitiinlesmek i¢in veya tatil amagli olarak
kirsalda oturanlarin konutlar1 degerlendirme
disidir. Kuskusuz tarimsal faaliyette
bulunanlarla, cesitli nedenlerle zamanin bir
bolimi  kirsalda gecirenlerin  konutlarindan
beklentileri farklidir. Bu nedenle sozii edilen iki
gruba ait konutlardaki mekanlarda
farklilagmaktadir.

Tiirkiye’de Niifus Ve Kirsal Niifus

TUIK (2015) Yili niifus  sayim
sonuclarmma goére 78 731 053 olan iilke
niifusunun 5 001  952°si  Biiyiiksehir
Belediyeleri disinda kalan illere bagh koylerde
yasamaktadir. Ulkemizde hane sayist 19 481
678 ve hane basina diisen niifus ise 3.8 kisidir.
Kirsal kesimde hane basma diisen niifusun
sayist hakkinda veriler bulunmamasina karsin,
kirsal yerlesmelerde hane basma niifusun iilke
ortalamasinin iistiinde oldugu diisiiniildiigiinde
(hane bagina 5 kisi varsayimu ile), s6z konusu
kirsal niifusun barmmakta oldugu konut
sayisinin (5 001 952/5) =1 000 390 oldugu
sOylenebilir. Biiyliksehir disinda kalan 51 ilin
toplam niifusu 17 778 965°dir. Bu yerlesim
yerlerinin kirsal kesimde yasayan niifusun, bu
illerin (51) toplam niifusa oram (5 001 952/17
778 965) ise, %28.1°dir. 30 Biiyiiksehir
Belediyesi sinirlart iginde yasayan niifusun
toplami ise (78 731 053-17 778 965) 60 962
088 kisidir. Biiyiiksehir Belediyeleri iginde
yasayanlarin %18’nin kirsal alanda yasadigi
varsayimindan hareket edildiginde, Biiyiiksehir
Belediyesi ~ smnirlart  igindeki  kdylerde
(glintimiizde mabhalle olarak
tanimlanmaktadirlar) yasayanlarin sayisinin (60
962 088*0.18) 10 973 175 oldugu
goriilmektedir. Belirtilen yerlesim yerlerinde
bulunan her konutta 5 kisinin yasadigi dikkate
almirsa s6z konusu niifusu barindiracak konut
sayisinin yaklasik (10 973 175:5) 2 194 635
oldugu goriilmektedir. Ozetle iilkemizde toplam
(10982 217+ 5 001 952) 15 984 169 kisi i¢in (2
194 635+1 000 390) 3 195 025 kirsal konuttan
s0z edilebilir.
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TUIK (2013) verilerine gore, iilke
nifusunun yalmz %21.8’1i yas1 0-10 arasinda
olan konutlarda oturmaktadir. Bu durum elbette
kirsal alanlar igin de gecerlidir. O halde kirsal
alanlarda da ¢ok sayida yash konuttan soz
edilebilir. Bu konutlardan bir bolimii,
geleneksel malzemelerle ve vyerel ustalarca
yapilmis ve Koylerde halen oturanlarca
kullanilmaktadir.  Ancak degisen mekan
talepleri ve mekan iliskileri, insa teknolojisi ve
artan maliyetler, bu yapilarin onarilarak,
giivenli hale getirilmesine engel teskil ederken,
ozellikle yigma yap1 tekniginde insa edismis
yapilarda giivenlik saglanamamaktadir. Kaldi ki
tlke niifusunun  Snemli  bir  bolimiinii
barindirmakla kalmayan, iiretim ve istihdam
agisindan da Onemi Yyadsinamayan kirsal
alanlardaki konutlarin giivenlik, saglik ve
konfor acisindan iyilestirilmelerinde sayisiz
fayda vardir.

Konut ve Kirsal Konut:

1. Konut:

Konut iginde yasanilan, oturulan,
dinlenilen, dis faktorlere karsi korunulan ve
barinilan mekan olarak tanimlanabilir. Tarihsel
olarak oncelikli islevi giivenlik olan konutun bu
islevi zamanla degismis, giivenlik yaninda,
saglik ve konfor ihtiyacina da cevap vermek,
yani rahat yasam kosullarini da saglamak olarak
genislemistir (Olgun, 2011).

Yerlesmeler  kirsal  ve  kentsel
yerlesmeler olarak iki gurupta ele alindig1 gibi,
konutlar da kirsal ve kentsel konutlar olarak
siniflandirilabilir. Cilinkii 6zellikleri yoniinden
koydeki yasam kentlerden daima farkh
olmustur. Bu durum konutlarda mekéanlarin say1
ve boyutlart ile islevlerine de etki etmektedir.

Aslinda tiim konutlar mahal olarak
oturma, yatak ve servis gruplarindan olusur.
Planlamada oOncelikle ihtiyaglar g6z Oniinde
tutulmak kaydi ile insa edilen konutun asagida
siralanan ii¢ temel Ozellige de sahip olmasi
istenir. Bunlar: Konutun kullanish olmasi ve
saglik kuralarina uygun olmasi, ekonomik
olmasi ve emniyetli olmasidir. Bu kosullar
ancak mabhallerin iyi bir sekilde
gruplandirilmasi, yonlerin ve iklim kosullarinin
dikkate alinmasi, para dolagimi alanlarinin, kap1

ve pencere Ol¢li ve agilis yonlerinin dikkate
almmmasi ve yapida o6lii alan birakilamamasi ile
saglanabilmektedir (Ergen, 1986). Bu baglamda
konutun kullanicinin  her tiirlii ihtiyaglarim
kargilayacak bicimde ve ydrede mevcut her
tirli olanagin kullanimina olanak saglayacak
sekilde planlanmasi, projelenmesi ve ingasi
gereklidir. Burada birgok faktér s6z konusu
olmakla birlikte, 6zellikle konutlarda mekén,
mekan iligkileri ve mekanlarin yonlendirilmesi
onem  kazanmaktadir.  Kirsal  konutlar
planlanirken, ozellikle kentsel konutlarda
bulunmayan buna karsin tarimsal faaliyetlerin
gerektirdigi mekén ve eklentilerin dikkate
alinmasi gerekir.

2. Kirsal Konut

Kir yerlesmeleri tarim ve hayvancilik
faaliyetlerinin birlikte veya ayr1 ayr1 yapildigi
sanayi ve ticaret faaliyetlerinin gelismedigi,
niifus yogunlugunun az oldugu yerlesmeler
olarak tanimlanabilir (Karakuyu, 2008). Diger
bir ifade ile kirsal alan; genel anlamda sehrin
disinda kalan biitiin yerlesim alanlarini igine
alan genis bir mekan ifade eder. Kirsal konut
ise, s0z konusu yerlesim alanlar1 igerisinde
yasayanlarin kullandiklar1 konutlar1 tanimlar.
Kirsal konutlar ve kirsal yerlesmeler, cografi
konumlari, bigimleri, yap1 karakterleri, dis
mekdn kullanimlar1 ile Ozgiindiirler. Ayni
sekilde her koy faaliyet alanina gore farklidir ve
farkli mekansal o6zellikler sunar. (Eminagaoglu,
2004).

Kirsal alandaki konutlar, isletme
Ozellikleri, yasam bigimi ve ekonomik
oOzellikleri ile kentteki konuttan bazi farkliliklar
gosterir. Cilinkii kirsal konut, cift¢i ailesinin
yasadigi ve dinlendigi yer olmak yaninda,
tarimsal igletmenin merkezi konumundadir.
Ciftci ailesi zamaninin 6nemli bir bdliimiinii
burada gecirir. Tarimsal iiretimin geregi olarak
kirsal konutlarda; ¢aligma yeri, mutfak, yiyecek
hazirlama, koruma gibi mekanlar ile banyo ve
tuvaletin gerek dig ortam, gerekse i¢ mekén
baglantis1 énem kazanmaktadir (Olgun, 2011).
Ote yandan kdy ve kent sosyal ve ekonomik
yapist ile farkli bir diizene sahiptir. Koy,
icerdigi dogal biitiinliik ve zenginlikleri ile
ekolojik bir denge unsurudur. iklim bdlgelerine,
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topografik yapiya, bitki Ortiisline, arazi
miilkiyetine, devlet miidahalesine,
sosyoekonomik yapiya, dogal afetlere, ulasim
imkanlarina, tarimin yapisina gore Ozellik
gosterirler. Kirsal yerlesmelerde konut ve diger
yapilar bulunduklar1 bolge kosullarina gore
bicimlenmekte ve karakter kazanmaktadir.
Yapilar yorede yaygin  bulanan  yapi
malzemeleri (ahsap-tag-kerpi¢) kullanilmakta
ve cogunlukla insan Olgegi baz alinmaktadir.
Acik ve kapali alanlar bolgenin iklim
kosullarna ve faaliyet alanlarina gore
bicimlenmektedir (Eminagaoglu, 2004).

Yukarida siralanan faktorlerin  konut
planlamasinda  dikkate almmas1  gerekir.
Konutlar kirsal ya da kentsel olsun bir takim
eklentilere ihtiya¢ duyarlar. Bu baglamda
ozellikle kirsal konutlar, konutu kullananin
faaliyet alanina bagli olarak, barinak, yem
deposu, Tiriin deposu, silo gibi eklentilere
sahiptirler. Bu nedenle tarimsal isletmelerde
konut yerinin segiminde, servis binalart ile
iligkiler, manzara, arazinin egimi, giines ve
riizgardan yararlanma gibi faktorler One
¢ikmaktadir (Olgun, 2011).

Kirsal konutlarin  bir 06zelligi de
cogunlukla teknik eleman katkis1 olmadan insa
edilmis olmalaridir. Bu yapilar, ydorenin
kosullarina bagh olarak tas, kerpi¢ veya ahsap
malzemelerle insa edilmektedir. Ornegin,
Alagehir’de ova kesimindeki konutlar tek katl
bahgeli ve %75’1 kerpicten yapilmistir. Yagisin
az oldugu yerlerde (500 mm.’den az) diiz
damlar yaygindir. Cift katli konutlar arazi
kithgr nedeniyle genelde egimli arazilerde insa
edilmektedir (Karakuyu, 2008).

Kirsal yorelerdeki hayvan barinaklari
ise ilkel yapilari nedeniyle, diisiik siddetteki
depremlerde dahi gogmekte ve koyliiniin gelir
kaynagi ya da serveti olan hayvanlar telef
oldugundan, go¢ olayr baslamaktadir. Her
zaman oldugu gibi afetler sirasinda da siyasal
sOylemeler diginda destek bulamayan koyli
kente, gecekonduya yonelmekte, ancak sehrin
olanaklarindan yeteri kadar yararlanamayan bu
insanlarin ruh sagliklar1 da bozulmaktadir. Oysa
gelisen ve degisen iilke kosullarina bagl olarak,
kirsal alanda ki  yasam  standardinin
yiikseltilmesi ve fiziksel yapilarin gelistirilmesi
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ihtiyac1 ortadadir. Ancak bu ihtiyac kentsel
alanlardaki konut tasariminin kirsal alanlara
taginmasi ile yani kirsal alanda kentsel yapilarin
ingast ile saglanamaz (Cevik, 1998).

Kirsalda Konut insasi

Yaklagik 15 milyonun iizerinde insanin
yasadig1 kirsal alanlarda konut insasi ¢esitli
nedenlerle yiirimemektedir. Yani kirsalda
yasayan insanimiz ¢agdas ve gilivenli konuta
ulasamamaktadir. Bunun nedenlerini sdyle
siralayabiliriz.

1. Ekonomik nedenler

Diinyada sehirlesme tarim sektoriiniin
etkiliginin azalmas1 dolayisiyla, tarimsal
iretimden, tarim  dis1  liretime  gecisi
simgelemesine karsin, iilkemizde tarim dis1
iretim ve isttihdam yaratilamadigindan, cagdas
anlamda bir sehirlesme s6z konusu olamamustir
(Ergen, 1979). Bizde sechirlesmenin nedeni;
tarimsal  iretimde girdilerin ve iiretim
maliyetlerinin artmasi, iiriin fiyatlarinin diistik
olmasi, topragin bolinmesi ve tarimda
mekanizasyon uygulanmasi gibi nedenlerle
gelirin azalmas1 ve sonugta birgok ailenin ge¢im
sikintist  ¢gekmesidir. Bu aileler ekonomik
nedenlerle kirsalda yeni konut insa edemezken,;
kentin olanaklarindan yararlanmak isteyen geng
kusak ekonomik olarak yeterli olsa dahi,
maliyetleri de dikkate alarak, kirsalda konut
ingsa etmek Yyerine, kentte konut edinmeyi
oncelikli hedef haline getirmistir. Boylece bir
yandan gelir elde etmek, 6te yandan kentte go¢
icin altyapt hazirlamak gibi diisiincelerini
hayata gecirme firsati yakalamuslardir. Oyle ki,
Cevre ve Sehircilik Bakanliginca yayimlanan
“2016 Yili Yapr Yaklagtk Maliyetleri”
verilerine gore en diisiik konut birim fiyat1 630
TI/m*dir. Buna gore 100 m” alana sahip bir
konutun yaklagik maliyeti 63 000 Tl.’dir. Bu
fiyata Katma Deger Vergisi dahil degildir.
Konut maliyetine ek olarak proje giderleri,
TUS, yap1 ruhsatt ve yap1 kullanma izni ve
yatirilmas1  gereken harglar gibi giderlerde
eklendiginde (Yaklagik 7 000  TIl.) konut
maliyetleri ekonomik boyutu ile koyliniin
biitcesini asmaktadir. Onemli bir sorun da kirsal
kesimdeki yap1 birim maliyetlerinin kentlerden
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daha vyiiksek olmasidir. Ornegin kirsalda
nakliye ve iscilik giderleri her zaman ketlerden
daha pahalidir. Biiyiik ¢cogunlugu diisiik gelire
sahip olan kirsal bdlge insaninin, bu bedeli
O0demesi oldukga giictiir.

2. Sosyal ve Kiiltiirel Nedenler

Sehre gocler nedeniyle kentlerde az
katli yapilar ortadan kalkarken; sosyal,
ekonomik, kiiltiirel ve geleneklere baglilik
nedeniyle, kirsal kesimde halen az kathi ve
yigma binalar revagtadir. Hatta bu yapilar bazi
kullanicilar1  tarafindan  korunmakta  ve
kullanilmaktadir. Ancak gen¢ kusagin koy
disinda yasamak istemesi, kOylin olanaklarimi
yetersiz bulmasi gibi faktorler gocii zorlamakta
(Senol ve Er Akan, 2011) ve gociin ilk
yillarinda bir siire yaz tatilleri i¢in kdyiine gelen
yeni kentliler, zamanla koyiinden tamamen
uzaklagmakta ve atalarindan kalma yapilarin
yikilmasina géz yumar hale gelmektedirler.
Buna karsin, yashh ve 0zgiin kullanicilar;
ailelerine, anilarina, mazilerine dair izleri
gorebildikleri icindir ki geleneksel konutlari
korunma duygusu ig¢indedirler. Diger bir
sOylemle evlerini ve cevrelerini korumaya dair
yiiksek bir duyarliligt sahiptirler (Dalkilig,
2008). Ancak ekonomik giicii bulunmayan yagh
kusak en fazla konutunu onarma yoluna
gitmekte ve Oliminden sonra konutun
yenilenmesi veya onarimi s6z konusu
olmamaktadir. Ailenin reisi konumuna gelen
gen¢ kusak kirsala yatinm yapmaktan
ka¢inmaktadir. Konutu kullanilmaz durumda
olanlardan  bir bolimii her an  gogi
planladigindan, eski konutunu kullanmaya
devam etmektedir. Kii¢lik onarimlar1 ise
geleneksel malzeme ve yontemlerle
yapilabilmektedirler.

Yeni konutlarin yapimi konusunda bir
sorun da kusak catismalarinin yasanmasidir.
Koylerde kalan yagh kusaklar, yeni yapi
malzemelerine ve yapim teknigine karsi
cikarken, gen¢ kusak ya bu talebe karsi
¢ikmakta ya da bir an 6nce koyiinii terk ederek,
kente gocmek sevdasinda oldugundan, kirsal
konuta yatinm yapmaktan imtina etmektedir.

Konut yapimmi engelleyen diger bir
sorun ise, yeni konutlarin yapiminda yasanan

yasal diizenlemelerdir. Bu durum eski

konutlarin onarimini da zorlamaktadir.

3. Konut Yapmmm Konusundaki

Yasal Diizenlemeler

AB’ye uyum yasalart c¢ercevesinde
iilkemizin kirsal alanlarinda yasayan niifusun
oraninin disiiriilmesi planlanmistir. Bu amagla
gdc Ozendirilmis, ancak kente gogecekler icin
yerlesim ve istthdam alanlar1 ne yazik ki
yaratilamamistir. Gogilin 6zendirilmesi tarimsal
tiretimde azalmaya yol agarken, Tirkiye bazi
tarim  {rlinlerini ithal etmek durumunda
kalmistir. Ayrica Biiyiiksehir  Belediyeleri
Kanununda yapilan degisiklikler sonucunda,
s0z konusu belediyelere kirsal konutlarin
insasinda denetimci rolii verilmis, yeni insa
edilecek konutlar i¢in proje yapilmasi ve teknik
uygulama sorumlusu, insaat ve iskdn ruhsati
gibi konularda yaptirimlar getirilmistir. S6z
konusu yaptirimlar da konut yapimini engeller
nitelikte etki yapmustir. Bazi belediyeler ve
valilikler tarafindan hazirlanarak, bedelsiz
olarak isteklilere dagitilan projeler ise, daha ¢ok
yeni yap1 malzemeleri (beton, betonarme, tugla,
briket) ile insa edilebilecek 6zellikte yapilar i¢in
soz konusu olduklarindan ve yapi maliyetini
artirdigindan, uygulanamamaktadir.

2014 Yilinda yapilan yasal diizenleme
ile Biiyliksehir Belediyesi Siirlar1 igerisinde
bulunan koylerin mahalle statiisiine alinmasi
sonucunda, kirsal niifus rakamsal olarak
%9’lara diismiis gibi goziikmektedir. Aslinda
bu durum gergegi yansitmaktan uzaktir. Hukuki
statiide durum boyle olsa dahi, {iretim alan1 ve
bicimi, yasam tarzi, konut ve konutlar
olusturan mekanlar ile kirsal niifus hala %20’ler
seviyesindedir.  Aslinda iilke niifusunun
azimsanmayacak ~ bir  bolimiinin  (%20)
yagamakta oldugu kasaba ve kdylerin imar
acisindan daha gelistirilmesi, yerlesme ve
yapilasma  anlaminda  imar  planlarinin
uygulanmasi, kirsal alanlarda yasayanlarin
giivenli, saglikli ve ¢cagdas konutlara kavusmasi
anlamma gelir ki, bunun saglanmasinda c¢ok
yOnlii yararlar vardir.

21



Kirsal Yerlesmelerde Konut ve Yeni Konut insas

Imar Kanunu

Yerlesme yerlerindeki yapilarin plan,
saglikli ve cevre sartlarina uygun tesekkiiliinii
saglamak amaciyla ¢ikarilan 3194 sayili Imar
Kanun ve ilgili yonetmeliklerin ve yapilasmaya
yonelik diger kanunlarin ve eklerinin bir
bolimii kirsal alanlar icin de gecerlidir. Yani
koy yerleskeleri i¢cinde yapilacak yapilarda bazi
yasal diizenlemelere uyulmasi gerekmektedir.
Bununla birlikte, s6z konusu diizenlemeler
yillardir ¢esitli nedenlerle uygulanamamus,
dolayisiyla bu yasal diizenlemelerden istenilen
ve beklenilen sonuglar da alinamamustir.

3194 Sayili Imar Kanunu kirsal kesim
icin ele alindiginda: son yillarda kdylerde ve
ozellikle Biiyiiksehir Yasast kapsamindaki
mahalle olan koylerde, konut yapabilmek i¢in
yasal  diizenlemelere  harfiyen uyulmasi
istenmektedir. Ancak bunun getirdigi maddi
kiilfetin ve zaman kaybinin konut yapimini
engeller nitelikte oldugu unutulmaktadir.
Tarihsel olarak mevcut olan imar kanunu ve
imar diizenlemelerine yonelik yaptirimlar,
kentlerde dahi yeterince uygulanmazken, kirsal
alanlardaki yapilasmanin son yillarda titizlikle
takip edilmeye baslanmasi ve konut yapimi i¢in
proje, yapi ruhsati ve yapi kullanma izinlerinin
kontrollerinin araliksiz silirdiiriilmesi mali ve
zaman kaybina neden olmaktadir. Diger bir
ifade ile Teknik Uygulama Sorumlusu (TUS),
projenin aplikasyonu gibi zorlamalara duyulan
tepki ve maliyetlerdeki artis konut yapimini
engellemektedir. Kuskusuz gerek saglikli
yerlesimlerin olusturulmasinda, gerekse cagdas
ve daha giivenli yapilarin ingasi anlaminda
yapilan uygulamalar gerekli ve Onemlidir.
Ancak bu durum koylerde yasayan dar gelirli
insanlart1 konut edinmekten alikoymaktadir.
Dolayisiyla kirsalda yeni, giivenli ve disiik
maliyetli konutlarin insas1 dnem kazanmaktadir.

Yap1 Ruhsati:
3194 sayili Yasa cergevesinde yapilan
imar  diizenlemeleri, plan1 bulunan ve

bulunmayan yerlesmeler i¢in ayr1 ayr1 hiikkiimler
getirmek yaninda; kisilerin ikamet etme
durumlar1 ve yapinin amaci gibi konularda da
farkli yaptirnmlar getirmistir. Burada konu
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edilen imar plan1 bulunmayan yerlerde yapi
ruhsatidir.

Kirsalda  ruhsat  isleri onceleri
Baymndirlik 11 Miidiirliikleri, ardindan il Ozel
Idareleri kanali ile yiiritiilirken,
Biiyiiksehirlerde 1  Ozel  Idarelerinin
kapatilmas1 ile ruhsat isleri Biiyiiksehir
Belediyelerince (6360 Sayili Yasa); Biiyliksehir
disindaki  yerlesmelerde ise  Valiliklerce
yiirtitiilmeye baslanmustir.

Aslinda kirsal konutlarin ingasinda 2
farkli durum ile karsilagilmaktadir. Bunlar:

1. Biyliksehir disindaki yerlesmelerde
konut insasi: Buralarda Valiliklerden temin
edilen projelerin uygulanmasi veya kisilerin
kendi projelerini yaptirip uygulamalar1 yoluyla
konut edinmeleri,

2. Biiyliksehir Belediyesi smirlar
icinde kalan kirsal yerlesmelerde ise, kisilerin
hazirlattiklar1 konut projelerini insa etmeleri
yoluyla konut edinme yontemidir (Buralarda
konut edinmek icin izlenecek yol il
merkezlerinde konut edinmek ig¢in izlenmesi
gereken yol ile aynidir).

Biiyiiksehir Belediyeleri disinda kalan

kirsal yerlesmelerde Plansiz Alanlar _1mar
Yonetmeligi uygulanmaktadir. gili
yonetmelik Madde 57- (Degisik: RG-

2/9/1999-23804): Koy ve mezralarin yerlesik
alanlarinda ve civarinda sadece koy niifusuna
kayitly ve kéyde siirekli oturanlarca yapilacak
konut, tarim ve hayvancilik amacl yapilar ile
miistemilat  binalari  yapr ruhsati ve yapt
kullanma iznine tabi degildir. Ancak, yapi
projelerinin fen ve saghk kurallarina uygun
olduguna dair valilik goriisii alinmasindan
sonra, muhtarlik¢a izin verilmesi ve bu izne
uygun olarak yapuun yapilmasi sarttir.

Insa edilen yapimin fen ve saglik
kurallarina uygunlugu Imar Kanununun 30
uncu maddesine gore valiliklerce belirlenir.

Valilikler, talep halinde koy yerlesik
alanlarinda yapilacak yapilar igin, ydérenin
geleneksel, kiiltiirel ve mimari ozelliklerine
uygun olarak iiretilmis  projeleri  temin
edebilirler.

3194 Sayili Imar Kanunun Ké&ylerde
yapilacak yapilar ve uyulacak esaslar (1),
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baghgr altindaki Madde 27 —(Degisik:
12/7/2013-6495/73 md.) Belediye ve miicavir
alanlar  disinda  koylerin ~ koy  yerlesik
alanlarinda, civarinda ve mezralarda yapilacak
konut, entegre tesis niteliginde olmayan ve imar

plani  gerektirmeyen tarim ve hayvanculik
amaglh  yapilar ile koyde  oturanlarin
ihtivaglarim  karsilayacak  bakkal, manav,

berber, koy firini, koy kahvesi, kéy lokantasi,
tamitim ve teshir Dbiifeleri ve kéy halk
tarafindan kurulan ve isletilen kooperatiflerin
isletme binast gibi yapilar igin yapr ruhsati
aranmaz. Ancak etiit ve projelerinin valilikce
incelenmesi, muhtarliktan yazili izin alinmasi
ve bu yapilarin yoresel doku ve mimari
ozelliklere, fen, sanat ve saghk kurallarina
uygun olmast zorunludur. Etiit ve projelerin
sorumlulugu  miiellifi  olan  mimar  ve
miihendislere aittir. Bu yapilar valilik¢e ulusal
adres bilgi sistemine ve kadastro planlarina
islenir. Koy yerlesik alan sinirlart disinda kalan
ve entegre tesis niteliginde olmayan ve imar
plami  gerektirmeyen tarim ve hayvancilik
amaglh yapilarin yapr ruhsati alinarak inga
edilmesi zorunludur. Tarim ve hayvanciulik
amagl  yapilarin  denetimine yonelik fenni
mesuliyet 28 inci madde hiikiimlerine gore
mimar ve miihendislerce iistlenilir. (...)

3194 Sayili Imar Kanunun Miielliflik,
fenni mesuliyet, santiye sefligi, yapi
miiteahhitligi ve kayitlar bashgi altindaki (1),
Madde 28 — (Degisik: 9/12/2009-5940/1 md.)
Bu Kanun kapsamindaki mimarlik, miihendislik
ve planlama hizmetine iliskin harita, plan, etiit,
proje ve eklerinin diizenlenmesi ve bunlarin
yerine getirilmesinin; uygulamada bulunulacak
alanin, yerlesme merkezinin ve yapunin sinifina,
ozelligine ve biiyiikliik  derecesine  gére,
uzmanlik alanlarina uygun olarak 38 inci

maddede  belirtilen meslek  mensuplarina
yaptirilmast  mecburidir.  Miiellifler  ve
uygulamada  bulunan meslek  mensuplari,

islerini bu Kanuna ve ilgili diger mevzuata
uygun olarak gerceklestirmekten sorumludur.
Yapida insaat ve tesisat isleri ile kullanilan
malzemelerin kamu adina denetimine iliskin
fenni mesuliyet, ruhsat eki etiit ve projelerin
gerektirdigi uzmanligi haiz meslek mensuplart
tarafindan ayri ayr iistlenilmek zorundadir.

Fenni mesul mimar ve miihendisler uzmanlik
alanlarina  gére;  yapuun,  tesisati  ve
malzemeleri ile birlikte, bu Kanuna, ilgili diger
mevzuata, uygulama imar plamna, ruhsata,
ruhsat eki etiit ve projelere, standartlara ve
teknik  sartnamelere uygun olarak insa
edilmesini  denetlemekle  gorevlidir.  Yapt
sahibine ve idareye karsi sorumlu olan fenni
mesuller, uzmanlik alamina uygun olarak
yapida yetki belgesi olmayan usta ¢alistiriimast
veya santiye sefi bulundurulmaksizin yapim
isinin sirdiiriilmesi veya yapinin mevzuata
aykirt yapiumast veya istifalari halinde, bu
durumlart alt is giinii icinde ilgili idareye yazili
olarak bildirmek zorundadir. Aksi takdirde,
fenni mesuller kanuni mesuliyetten kurtulamaz.
(...)

3194 Sayili Imar Kanunun Kéylerde
yapilacak yapilar ve uyulacak esaslar (1),
baglig1 altindaki

Ruhsat miiddeti: Madde 29 — Yapiya
baslama miiddeti ruhsat tarihinden itibaren iki
yildr. Bu miiddet zarfinda yapiya baslanmadigt
veya yapiya baslamp da her ne sebeple olursa
olsun, baslama miiddetiyle birlikte bes yil
icinde bitirilmedigi takdirde verilen ruhsat
hiikiimsiiz sayilir.

Ruhsatsiz veya ruhsat ve eklerine
aykir1 olarak baslanan yapilar: Madde 32 —
Bu Kanun hiikiimlerine gére ruhsat alinmadan
vapilabilecek yapilar harig, ruhsat alinmadan
yvapiya baslandigi veya ruhsat ve eklerine aykirt
yapi yapudig ilgili idarece tespiti, fenni
mesulce (...) tespiti ve ihbari veya herhangi bir
sekilde bu duruma muttali olunmasi iizerine,
belediye veya valiliklerce o andaki insaat
durumu tespit edilir. Yapi miihiirlenerek insaat
derhal durdurulur. Durdurma, yapr tatil
zaptimin yapi yerine asilmasiyla yapt sahibine
teblig edilmis sayilir.

Bu tebligatin bir niishasinda muhtara
birakilir. Bu tarihten itibaren en ¢ok bir ay
icinde yapt sahibi, yapisint ruhsata uygun hale
getirerek veya ruhsat alarak, belediyeden veya
valilikten miihriin kaldirilmasini ister. Ruhsata
aykwrilik olan yapida, bu aykiriigin giderilmis
oldugu veya ruhsat alindigi ve yapimin bu
ruhsata  uygunlugu,  inceleme  sonunda
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anlasihirsa, miihiir, belediye veya valilikce
kaldirthir ve insaatin devamina izin verilir.

Yapir kullanma izni: Madde 30 - 27
nci maddeye gore, ruhsata tabi olmayan
yapilarin tamamen veya kismen
kullanilabilmesi icin ise ilgili belediye ve
valilikten izin alinmasi mecburidir.

Kullanma izni alinmams yapilar:
Madde 31 — Insaatin bitme giinii, kullanma
izninin  verildigi  tarihtir. Kullanma  izni
verilmeyen ve alimmayan yapilarda izin
alimncaya kadar elektrik, su ve kanalizasyon
hizmetlerinden ve tesislerinden
faydalandiriimazlar. Ancak, kullanma izni alan
bagimsiz boliimler bu hizmetlerden istifade
ettirilir.

Igili maddeler incelendiginde: Siirekli
olarak koyde oturanlar i¢in yapi ruhsati ve yapi
kullanma izninin s6z konusu olmadiginin
belirtilmesine karsin, yapt projesinin fen ve
saglik kuralarina uygun olduguna dair valilik
goriisiinden  s6z  edilmektedir. Bu  da
yetmemekte, valilik onayin takiben, muhtarca
da izin verilmesi ve yapimin bu izne (valilik
iznine) uygun olarak yapilmasimn sart oldugu
belirtilmektedir.

Ayrica yasal diizenlemede “Insa edilen
yapuun fen ve saglk kurallarina uygunlugu
Imar Kanununun 30 uncu maddesine gore
valiliklerce belirlenir” denilmektedir. Valilik
bu sorumlulugunu mimari, statik tesisat ve
diger projelerin 1ilgili teknik elamanlarca
hazirlanmig ve imzalanmis olmasi, hatta Oda
onayindan gecirilmis olmasi ve yapinin fen ve
saglik kuralarina uygunlugu ise, ancak teknik
elemanlarin isi, is siiresince takip etmeleri
durumunda miimkiin olabilecektir. Bu durumda
TUS'un (Teknik Uygulama Sorumlusu) devreye
girmesi gerekir ki bu da konutu yaptiran i¢in ek
maliyet demektir, ya da yapmin Valilik
yetkililerince denetlenmesi gerekmektedir.

Ay sekilde Valilik¢e hazirlanan ve
talepler karsiliginda koyliiye verilen projelerde
dahi, yapilan isin fen ve saglik kurallarina

uygunlugu, projelerin  uygulamaya nasil
aktarildigt  gdzlenmeksizin,  yani  yap1
denetlenmeksizin  binanin fen ve saglik

kurallarina uygunlugu hakkinda karar vermek
miimkiin  gériinmemektedir. Ornegin beton
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kalitesi yapt ¢eliklerinin kesitleri ve araliklar
vs. is stliresince denetlenmesi gerekmektedir.
Ciinkii bir yapmin giivenligi konusunda karar
vermek ancak siirekli kontrolliikk hizmetlerinin
yiiriitiilmesi ile veya sonradan yapilan detayl
uzman arastirmalart ile miimkiindiir. Bu
durumda  denetimler 1l Ozel Idareleri,
Belediyeler, Yapi Denetim birimleri ya da
TUS’larca mu yapilacaktir ve bir bedeli olacak
mudir sorusu akla gelmektedir.

Giincel Bazi1 Uygulamalar:

Bazi  valilikler ~ ve  belediyeler
hazirladiklar tip projelerin istekliler tarafindan
uygulanmasi halinde, istekligi proje bedeli ve
diger bir takim har¢lardan muaf tutmaktadirlar.
Boylece yeni konutlarin ingasina ve hatta
yenilenmesine destek vermektedirler. Ornegin
Mugla’nin Mentese Belediyesi baskani “6360
sayitli  Biiyliksehir =~ Kanunu  kapsaminda
mahalleye dondstiiriilen koylerimizde oturanlar
bir takim zorluklar getirdi. Bu nedenle konut
inga edenler i¢in projeler hazirladik ve projeleri
ticretsiz olarak isteklilere verdik verdik™ igerikli
aciklama yapmistir. Ancak destegin sadece
proje kapsaminda mui kaldigi, kontrollik
hizmetleri veya iskan ruhsati gibi konular1 da
kapsamina alip almadigindan s6z etmemistir.

Diger bir calisma ise TOKI tarafindan
gerceklestirilen Tarirm K&y  Projeleridir.
Tanitiminda derme c¢atma evlerde yasayan
vatandaglar, tarim kdy uygulamalar ile gevre
diizenlemesi, yesil alani, diizenli yollari,
altyapisi, ¢ocuk parki hazir hale getirilen
konutlardan soz edilirken, konutlarin her
bolgenin ihtiyag ve Ozelliklerine gore farkli
olacagi belirtiliyor. Ayrica konutlar i¢in

250-3000 m* tarim arazisinin verilecegi
belirtilirken, 120-130 m? konutun fiyatinin 180
000 -195 000 TI. civarinda olacag
belirtilmektedir (Anonim, 2016). Ancak bu
projeler koyli i¢in olduk¢a pahali ve yeterli
tarrm  alam1  sunamamaktadir.  Ornegin
Kirsehir’in  Kaman ilgesi Hirfanli Baraji
kiyisinda insa edilen 113 m® (2+1) konutun
bedeli pesin 93 000 TI., 178 m* (3+1) 147 000
TI1.’dir  (Anonim, 2016a). Bu yapilar kirsal
kesimde yasayanlardan g¢ok kentlilerin yazlik
konutlart olabilir. Kirsal kesimin
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beklentisi yerel malzeme ve yerel is giici ile
insa edilebilecek giivenli ve konforlu yapilara
ulasmaktir.

Sonuc ve Oneriler:

Sonug¢

Ulke niifusunun yaklasik %20’si belde ve
koylerde konfor sartlarindan uzak, yash ve
deprem giivenligi acisindan da gilivensiz
konutlarda yasamaktadir. Bir yandan deprem ve
benzeri felaketler sonrasi olusabilecek kayiplari
azaltmak, ote yandan kirsal alanlarda yasayan
insanimizi hi¢ olmasa daha c¢agdas ve
yasanilabilir mekanlarda yasatabilmek amaciyla
yeni konutlarin ingasi kagiilmazdir.

Ancak kirsal alanlarda insa edilecek
yapilarin maliyetlerinin kentlere oranla daha
yliksek ve kdyliniin gelirinin disiikk oldugu
dikkate alindiginda; kirsal i¢in diisitk maliyetli
ancak saglikli konutlarin iiretimine ihtiyag
duyuldugu ortaya c¢ikmaktadir. Bu ihtiyacin
karsilanmasinda  devlet ve  belediyelerin
destegine siddetle ihtiya¢ duyuldugu ortadadir.

Kirsal alanlarda yasayan ve tarimsal
faaliyette bulunan niifusun 6nemli bir boliimii,
yoredeki ustalarca bolgenin iklim, malzeme,
cografi yapi, tarimsal ugras alani, sosyal ve
tarihsel degerlerin dikkate alinarak {tiretilen ve
yoreye Ozgli yasam tarzinin sirdirildigi
yapilarda oturmaktadir. Yeni konut insasi ise
pekte kolay goriinmemektedir.

Oneriler

Kirsalda konut iretimini engelleyen
temel faktor konut maliyetleridir. Konut
maliyetlerinin diistiriilmesi i¢in

1. Yerel malzemenin kullanimina agirlik
verilmeli,

2. Hane halkinin insa asamasinda goérev
almasi saglanmali,

3. Yerel malzemelerin
afetlere  kars1  dayanmikli  (Afet
Bolgelerinde Yapilacak Yapilar
Hakkinda Yonetmelik mutlaka dikkate
alimmali))  yigma  yap1  projeleri
hazirlanarak, isteklilere  verilmeli,
boylece maliyetler azaltilmali,

4, Kirsal kesimde konut insa etmek
isteyenlerden har¢ alinmamali,

5. Insa edilen konut yapilarmin proje
destegi disinda kontrolliik hizmetleri de

kullanilabildigi

kamu kurumlarinca yapilarak maliyet
yiikselmesi 6nlenmelidir.
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Domates Bitkisinde Pospiviroid Cinsi Viroid Etmenlerinin Varhginin
Arastirilmasi ve Molekiiler Karakterizasyonu™

Rusen KISLAK® Niiket ONELGE®
Ozet

Calisma domates bitkisinde Pospiviroid cinsi viroidlerin varhigimin arastirilmasi i¢in yiriitilmistir.
2014-2015 arasinda, 400 adet domates tohum, fide ile yaprak Ornegi toplanmis ve total niikleik asit
ekstraktlar1 elde edilmistir. Pospil-FW/RE ve Vid-FW/RE primerleri ile yiiriitilen RT-PCR ¢aligmalarinda,
398 adet domates Orneginin bir viroidle bulasik olmadig1 goriilmiistiir. <’Ceri‘” ¢esidi iki domates 6rneginin
ise Citrus exocortis viroid (CEVd) etmeni ile bulagik oldugu, CEVd-FW/RE primer ¢ifti ile belirlenmistir.
Agaroz jel elektroforezi ¢alismalarinda bu orneklere ait 371 bp’lik DNA bantlart goriintiilenmis
ve CEVd ile enfekteli izolatlar molekiiler a¢idan da karakterize edilmistir. Niikleotid dizilimi analizi
sonuglart NCBI gen bankasina bildirilen domates, turunggil ve diger izolatlara %89-98 sekans benzerligi
gOstermistir.

Anahtar kelimeler: Viroid, domates, Pospiviroid, RT-PCR, mekanik inokulasyon.

Investigation and Molecular Characterization of Viroid Agents Existance
at Pospiviroid Genus on Tomato Plant

Abstract

Study was conducted to investigate viroids’ existance at Pospiviroid genus on tomato plant.
Between 2014-2015, 400 tomato seeds, seedlings and leaves samples were collected and total nucleic acid
extracts of samples were obtained. In RT-PCR studies which were carried out by Pospil-FW/RE
and Vid-FW/RE primer sets, any viroid infection was detected in 398 tomato samples. Two tomato samples
on “’Ceri’ cultivar, found infected with Citrus exocortis viroid (CEVd) by CEVd-FW/RE primer pair.
371 bp of DNA bands were shown belong to samples in agarose gel electrophoresis studies.
CEVd infected isolates were also characterized molecularly. Nucleotid aligments analysis showed
%89-98 sequence similiarity to some tomato, citrus and other isolates reported to NCBI Genbank database.

Keywords: Viroid, tomato, Pospiviroid, RT-PCR, mechanical inoculation.

Giris
Domates  (Lycopersicon  esculentum  Hindistan, 12 574 550 ton iiretim ile ABD, 11
Mill.)  Solanales  takiminin  Solanaceae 820 000 ton iiretim ile Tiirkiye ve 8 533 803 ton

familyasinin Lycopersicon cinsine bagli, i1liman
iklimlerde tek yillik, tropikal bolgelerde ise gok
yillik bir bitkidir (Seniz, 1992).

Domates diinyada en fazla yetistirilmekte
olan sebze tiirlerinden Dbirisidir. Diinyada
toplam 4 751 530 hektar alandan, 156 477 012
ton domates iiretilmektedir. Diinya domates
iretimi tilkeler siralamasina bakildiginda 50
552 200 ton dretim ile Cin birinci siray1
almaktadir. Bu siray1 18 227 000 ton iiretim ile

iretim ile Misir takip etmektedir (FAO, 2013).
Domates iiretimindeki mevcut rakamlarla
Tiirkiye, diinyada 4. siradadir (FAO, 2013).
Kiiltiir domatesi yetistiriciliginde fungal,
bakteriyel ve viral hastalik etmenleri 6nemli
iriin kayiplarina neden olmaktadir. Bu bitkide
hastalik olusturan 6nemli bir patojen grubu
da sub-viral etmenler olarak bilinen viroidlerdir.
Viroidler ¢ok sayida tarimsal {iriinde
onemli diizeyde {riin kayiplarina neden
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(1) T.C. Guda, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Mersin Zirai Karantina Mudiirligi, Yenisehir/MERSIN
(2) Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Saricam/ADANA



Domates Bitkisinde Pospiviroid Cinsi Viroid Etmenlerinin Varhgmmm Arastirilmasi ve Molekiiler

Karakterizasyonu

olabilen, dairesel, tek zincirli formda ve RNA
molekiili yapisindaki etmenlerdir (Diener,
1987).

Niikleotid (baz) dizilimi benzerliklerine
dayali yapilan son taksonomik caligmalarda,
viroidler “’Pospiviroidae’’ ve “’Avsunviroidae”’
familyalarina ayrilmistir (Flores ve ark., 2005).

Gilinlimiizde diinya c¢apinda yapilan
gesitli  ¢alismalarla, bu iki familyaya dahil
yaklagik 30’un tizerinde viroid etmeni birgok
kiiltiir bitkisinde saptanmig durumdadir (Flores
ve ark., 2011).

Ozellikle de Solanaceae familyasinda
hastaliklara neden olan, Pospiviroidae familyasi
Pospiviroid cinsi igerisinde 10 adet viroid
tirdi  bulunmaktadir.  Pospiviroid  cinsi
viroidlerin benzer simptomlar ve olusan verim
kayiplariyla, domates bitkilerinde  ¢esitli
enfeksiyonlara sebep olabilecegi bildirilmistir
(Mongera ve ark., 2010).

Pospiviroid cinsine ait tiirlerden Potato
spindle tuber viroid (PSTVd), (Leontyeva,
1980; Puchta ve ark., 1990), Tomato apical
stunt viroid (TASVd), (Walter ve ark., 1980;
Walter, 1987), Tomato planta macho viroid
(TPMVd), (Galindo ve ark., 1982), Columnea
latent viroid (CLVd), (Hammond ve ark., 1989;
Singh ve ark., 1992), Citrus exocortis
viroid (CEVd), (Mishra ve ark., 1991; Fagoaga
ve Duran-Vila, 1996), Tomato chlorotic dwarf
viroid (TCDVd), (Singh ve ark., 1999),
Mexican papita viroid (MPVd), (Ling ve ark.,
2008) ve son olarak da Pepper
chat fruit viroid (PCFVd), (Reanwarakorn ve
ark., 2011) etmenlerinin domates
bitkilerinde c¢esitli hastaliklarin olusumlarina
sebebiyet verdigi bilinmektedir.

Viroid enfeksiyonlar1 nedeni ile domates
bitkilerinde degisen oranlarda meydana gelen
verim kayiplarinin ve bazen de bitkilerin 6liimii
ile sonuglanan durumlarin ortaya g¢ikabildigi
bilinmektedir.

Domates bitkisi ve Solanaceae familyasi
bitkilerinde hastalik olusturan viroid etmenleri
ile ilgili diinya genelinde yapilmig bir¢ok
caligma mevcuttur.

Ulkemizde viroid etmenleri ile ilgili

cesitli caligmalar mevcut olmakla birlikte,
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ozellikle domates bitkilerini kapsayan detayli
bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calisma domates bitkilerinde hastalik
Olusturdugu bilinen Pospiviroid cinsi viroid
etmenlerinden PSTVd, CEVd, TASVd, TCDVd
etmenlerinin 2014 ile 2015 yillarinda toplanan
domates tohum, fide ve yaprak orneklerindeki
varliginin arastirillmasi amaci ile molekiiler
yontemler kullanilarak yiiriitiilmiistiir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Bitkisel Materyal

Cukurova Bolgesinde yapilan ¢alismanin
tim bitkisel materyallerini; ¢esitli sorvey
caligmalari, fide firmalarna yapilan ziyaretler
ve tohum firmalari araciligi ile toplamda
400 adet olmak iizere elde edilen domates
bitkilerine ait yerli ve ticari ¢esitleri igeren
tohum, fide ve yaprak 6rnekleri olusturmustur.

Tohum o&rnekleri yerli ve ticari g¢esit
tohumlar olarak ayrilmakla birlikte, bu ¢aligma
icin toplam 150 cesit tohum 6rnegi toplanmaistir.
Yerli domates tohumlar1 Tiirkiye'de yetistirilen
farkli bolge ¢esitlerini temsil edecek sekilde
toplanan,  Cukurova  Universitesi ~ Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolimii 6gretim
tiyelerinden Prof. Dr. H. Yildiz Daggan’a ait
yerli domates tohum koleksiyonundan temin

edilmistir. Ticari domates tohumlar1 ise
bolgemiz illeri ve farkli illerdeki tohum
firmalarindan  temin edilmistir.  Domates

bitkilerine ait 250 adet fide ve yaprak drnegi ise
Adana ile Mersin illerinde bulunan bazi iiretici
seralarindan ve ticari iretim yapilan c¢esitli
seralardan temin edilmistir.

Molekiiler Cahismalarda Materyal

Gergeklestirilen  total — niikleik  asit
ekstraksiyonu ¢alismalarinda hassas terazi,
CTAB tamponu ¢dzeltisi, havan ve doviiciiler,
makas, bistiiri, saf su, %2’lik NaClO, kurutma
kagidi, 1.5 ml ve 2 ml hacimlerinde eppendorf
tipler, degisik hacimlerde pipet ve pipet uclari,
rak, su banyosu, derin dondurucu, karistirici,
santrifiij cihazi, kloroform:izoamil alkol (24:1),
izopropanol, %70’lik etil alkol, TE tamponu
¢Ozeltisi ve saf su cihazi kullanilmustir.
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RT-PCR ¢aligmalarinda total niikleik asit
ornekleri, primerler, dNTP, ddH,O, 5X
tamponu ¢ozeltisi, DTT, ters transkriptaz (RT)
enzimi, Taq polimeraz enzimini igeren GoTaq
karigimi, pipet ve pipet uglari, PCR tiipleri,
karigtiric, santrifiij cihazi ve thermal cycler
kullanilmustir.

Elektroforez c¢aligmalarinda 1X TAE
tamponu c¢ozeltisi, agaroz, elektroforez tanki,
glic Unitesi, mikrodalga firm, jel tepsisi
ve taraklarni ile 100 bp’lik DNA markor
kullanilmgtir.

Orneklerin  goriintiilenmesi asamasinda
ise UV transilliminator cihazi ve saf suyla
seyreltilmis etidyum bromiir kullanilmstir.

Yontem

Domates Bitkisine Ait Orneklerin
Elde Edilmesi ve Yetistirilmesi

Calismada  kullanilan 50  domates
cesidine ait tiim yerli tohumlar, 1:1 oranindaki
perlit ve torf karisimi hazirlandiktan sonra
9x5’lik plastik viyollere ekilmistir. Bitkiler
tohum ekiminden 20-21 giin sonra 8-10 cm
uzunluga ulasinca, her bitkiden 2-3 gram
yaprak oOrnegi almip buz kutulann igindeki
plastik torbalarda Cukurova Universitesi Bitki
Koruma  Bolimii  Turunggil  Viriisleri
Laboratuvarina getirilmigtir. Tohumlarin ekim
asamalar1 ve cesitli diger tiim bakim islemleri
caligma tamamlanincaya kadar Cukurova
Universitesi Bahce Bitkileri Béliimiine ait
plastik seralarda yiiriitiilmiistiir.

Adana, Mersin ve Antalya ile diger
baz1 illerdeki tohum firmalar1 aracilifiyla
ve dogrudan satin alim yapilarak temin
edilen 100 cesit ticari domates tohum Ornegi,
kurutma kagitlarn ve cam petri kaplan
gibi  materyaller kullanilarak ¢imlendirme
kabinlerinde ¢imlendirilmis ve bu bitkiler
9-10 giin sonra 5-6 cm uzunluga ulaginca
1:1 oraninda hazirlanmis perlit:torf karigimi
iceren viyollere sasirtilmistir.

Sasirtma isleminden sonra 12-14 cm
uzunluga ulasan bitkilerin farkli kisimlarindan
birer gram Ornek alinarak ekstraksiyon
asamalarinda kullanilmustir.

Caligmada kullanilmak iizere toplanilan
domates bitkisine ait fide ve yaprak 6rnekleri,
Adana ve Mersin illerindeki ticari iiretim yapan
fide {iretim tesisleri ile tretici seralarindan
toplam 250 adet 6rnek icerecek sekilde elde
edilmistir.

Fide Ornekleri, arastirilan viroidlerin
karakteristik bazi hastalik belirtilerini sergileme
durumlarina gore glidiimlii 6rnekleme yontemi
ile toplanmistir (Bora ve Karaca, 1970).

Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu
Cahismalan
CTAB temelli total niikleik asit

ekstraksiyonu i¢in, Murray ve Thompson’un
(1980) tanimladigt yontem kullanilmistir.
Domates bitkisine ait Orneklerin kullanildig
total niikleik asit ekstraksiyonu c¢aligmalari,
Cukurova  Universitesi ~ Bitki ~ Koruma
Bolimi Turunggil Viriisleri Laboratuvarinda
yiiriitilmiistiir.

RT-PCR ve Elektroforez Calismalar:
RT-PCR calismalar1 Onelge (1997)’e

gore iki asamada gergeklestirilmistir. ilk
asamada viroid RNA’s1 tamamlayict DNA’ya
cevrilmis daha sonra PCR ¢alismasina
alinmustir.

Gergeklestirilen tiim PCR calismalarinda
pozitif kontrol ve negatif kontrol kullanilmugtir.
RT-PCR c¢aligmalarinda kullanilan etmenlere
0zgii primerler Cizelge 1’de verilmistir.

Elektroforez calismalarinda cDNA’larin
(viroid bandlar1) gorintiilenmesi %2’lik agaroz
jel  kullanilarak  gergeklestirilmigtir.  Bu
yontemin cesitli bazi asamalar1 ise Onelge
(1997)’e gore modifiye edilmistir.
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Cizelge 1. Arastirnllan viroid etmenlerini
belirlemede kullanilan ¢esitli primer ¢iftleri
(Onelge, 1997; Verhoeven ve ark., 2004).

. Sekans Bagl: Cogaltil:
(P;g‘l’:rrl Dizilimi sz:gat;:; Bilge
5-3) ¢o) (bp)
Pospil-FW GGGATCCCCGGGGAAAC 59-62°C | 86-102 bp
Pospil-RE | AGCTTCAGTTGT(T/A)TCCACCGGGT | 59-62°C | 261-283 bp
Vid-FW TTCCTCGGAACTAAACTCGTG 58-60°C 16-355 bp
Vid-RE CCAACTGCGGTTCCAAGGG 58-60 °C | 336-354 bp
CEVd-FW GTGCTCACCTGACCCTGCAGG 58°C 371 bp
CEVd-RE ACCACAGGAACCTCAAGAAAG 58°C 371 bp
Sekans  Analizleri ve  Verilerin
Karsilastirilmasi
RT-PCR ve agaroz jel elektroforezi
sonucunda bulasik  bulunan ornekler,
saflastirma  ve  niikleotid  dizilimlerinin
belirlenmesi amaci ile  Adana ilindeki
“’Molgentek’” firmasina génderilmistir.
Sekanslama islemleri tamamlanan
bulasik domates oOrneklerinin  mevcut baz
dizilimleri “Finch TV’ programi

araciligiyla goriintiilenip, NCBI gen
bankasinda yer alan bazi verilerle “BLAST”’
yonteminde karsilastirilmigtir.

Yapilan filogenetik analiz ¢aligmalarinda
ise bulasik domates Orneklerine ait DNA

dizileri, “Mega 6’ programi ile
“’Neighbour Joining”’ yonteminde
siniflandirilmigtir.

Bulgular ve Tartisma

Domates Tohum
Testlenmesi

50 gesidi iceren yerli ve 100 ¢esidi igeren
ticari domates tohum Orneklerinin tamami
PSTVd, CEVd, TASVd ve TCDVd etmenleri
acisindan  Pospil-FW/RE ve Vid-FW/RE
primer ¢iftleri (Verhoeven ve ark., 2004)
ile RT-PCR yo6ntemi kullanilarak testlenmistir.

Orneklerinin
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Sonugta bu calisma amaci dogrultusunda
testlenen domates tohum 6rneklerinin tiimiiniin
arastirilan viroid etmenleri agisindan saglikli
olduklart goriilmiistiir.

Testlenen domates tohumu orneklerinde
arastirilan viroid etmenlerinin tespit edilmemesi
olumlu bir sonu¢tur ama bu durum iilkemizdeki
domates bitkilerine ait tohumluk materyalin
tiimiiyle temiz oldugu anlamini tagimamaktadir.
Cok daha fazla sayida tohum Orneginin rutin
olacak sekilde testlenmesinin siirdiirdiilmesi
ile daha belirgin bazi sonuglarin elde edilecegi
ongorilmektedir.

Domates Fide ve Yaprak Orneklerinin

Testlenmesi

Yerli ve ticari gesitleri igeren 250 adet
domates  bitkisine ait fide ve yaprak
orneklerinin tamamu PSTVd, CEVd,

TASVd ve TCDVd
FW/RE ve Vid-FW/RE
(Verhoeven ve ark., 2004)
yontemi kullanilarak testlenmistir.

Sonugta testlenen 248 ornekte arastirilan
viroid etmenleri acisindan bir bulasiklik
durumu tespit edilmemis ancak saksili bir
sekilde temin edilen “’Ceri’’ ¢esidi iki domates

acisindan Pospil-
primer giftleri
ile RT-PCR

Orneginde ise CEVd etmeni ile bulasiklik
saptanmuistir.

2015 yilinda yiiriitiilen ¢esitli sorveyler
ile  Adana ilinin  Yiregir ilgesinde

bulunan ticari bir isletmeden temin edilen
bitkilerden Nisan ayinda alman bitki Ornek-1,
Haziran ayinda alinan bitki ise Ornek-2 olarak
isimlendirilmistir.

“Ceri”” ¢esidi domates Orneklerinde
kiiciik boyutta ve kivrik yaprak yapilarimin
goriilmesi, bitkilerin 6zellikle tepe kisimlarinda
kiimelesme olusumlar1 ve bogum aralarinin
kisalmast simptomlar1 ile bitkilerdeki genel
gelisim geriligi ve bodurluk gibi belirtilerin
(Sekil 1) gozlemlenmesi mevcut domates
orneklerinin CEVd etmeni ile bulasik durumda
olabilecegini diistindiirmiistiir.
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Simptomolojik baz1 gézlemlerin ardindan
yapilan RT-PCR ¢alismasinda CEVd etmenine
6zgii CEVA-FW/RE primer cifti (Onelge, 1997)
kullanilarak, Ornek-1 ve Ornek-2 domates
bitkilerinin CEVd etmeni ile bulagik oldugu
tespit edilmistir. PCR diizeninin CEVd-FW/RE

Calismada CEVd etmeni ile bulasik olan
orneklerin olusturdugu bant uzunluklarinin,
pozitif kontrol ornekleri ile ayni seviyelerde
oldugu da goriilmiistiir.

primer ¢iftinin uygun baglanma sicakligi olan
58 ° C sicaklik kosullarina gére modifiye
edildigi  calismalarda, mevcut  domates
orneklerine ait 371 bp’lik DNA bantlar1 agaroz
jel tizerinde (Sekil 2) goriintiilenmistir.

M a b c d e f M

1000 bp

600 bp

300 bp 371bp

100 bp

Sekil 1. Ornek-1 bitkisinde gelisim geriligi,
bogum aralariin kisaligi ve bitkinin bodur bir
yapiya sahip olmasi

Ornek-1 izolat1 ile NCBI veri tabaninda
yuriitiilen caligmalara gore karsilagtirilan ilk
100 CEVd izolati iginde Ornek-1 izolats,
NCBI veri tabaninda kayithh CEVd izolatlarina
%91°den %98’e varan cesitli oranlarda sekans
benzerligi gostermistir. Veriler incelendiginde
Ornek-1 izolatina sekans benzerligi gdsteren
birgok CEVd izolatinin *’Citrus’’ cinsine dahil
bazi tiirlerden bildirildigi goriilmiistiir.

Ornek-1’e en yiiksek oranda sekans
benzerligi gosteren ve mevcut bu benzerlik

Sekil 2. RT-PCR ile testlenen Ornek-1 domates
bitkisine ait %2’lik agaroz jel goriintiisii.

M: 100 bp’lik DNA markér, a: Negatif kontrol
(Steril su), d: Ornek-1, f: Pozitif kontrol
(CEVd)

oraninin da %97 ile %98 oldugu ilk bes CEVd
izolatinin mandarin (C. reticulata), portakal (C.
sinensis) ve greyfurt (C. paradisi) tiirlerinden
bildirildigi gortlmiistir. Domates bitkilerinde
bazi dogal enfeksiyonlara sebep olduklari
bildirilen CEVd izolatlar1 ise Ornek-1 izolatina
%89-92 arasinda degisen oranlarda sekans
benzerligi sergilemistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Ornek-1 ile CEVd varyantlarmin NCBI veri tabaninda karsilastiriimast

Varyant Erisim Konuk¢u Bildirilen Bi;‘i::;lllk
Adr Numarasi Bitki Tiirii Ulke (%)
CEVd-tun/cl4 AF540963.1 Mandarin (C. reticulata) Tunus %98
EK4-CEVd JX885867.1 Portakal (C. sinensis) ‘Yunanistan %97
BSE EF186991.1 Turung (C. aurantium) fran %96
CEVd-225 U21126.1 Greyfurt (C. paradisi) fsrail %96
LMPE3 EF186989.1 Ug Yaprak (P. trifoliata) fran %96
Variant KA AB054598.1 Agag Kavunu (C. medica) Japonya %95
ISA8-NA-1 DQ400342.1 Limon (C. limon) talya %94
CEVd-i-20 EF488049.1 Bakla (Vicia faba) Ispanya %94
Hn-G1 GU592444.1 Asma (Vitis vinifera) Cin %94
CEVdg-S AF298177.1 Mor Kadife Cigegi (G. aurantiaca) ABD %93
CEVd 2 KJ956802.1 Kamkat (C. japonica) Cin %93
8900808 AY372390.1 Domates (L. esculentum) Hollanda %92
89002600 AY372393.1 Domates (L. esculentum) Hollanda %92
89002594 AY372391.1 Domates (L. esculentum) Hollanda %91
CEVd-t X53716.1 Domates (L. esculentum) Hindistan %89

Sekil 3’teki soyagacinda Ornek-1 izolatt 92 arasinda degisen ¢esitli baz1 oranlarla sekans

kendisine %96-98 arasinda degisen oranlarda
sekans benzerlikleri sergileyen AF540963,
X885867, U21126, EF186989 ve EF986991
izolatlart ile ayni grupta yer almistir. Bu grup
cesitli turunggil tiirlerinden bildirilen izolatlar
olmakla birlikte Tunus, Yunanistan, Israil ve
Iran izolatlarindan olusmustur. Ornek-1’e %89-

benzerligi sergileyen ve domates bitkilerinden
bildirilmis  olan  Hollanda  (AY372390,
AY372391, AY372393) ile  Hindistan
(X53716) izolatlart ise ayni grupta ve farkl
dallarda yer almstir.
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Sekil 3. Ornek-1 izolati ile CEVd varyantlarinin filogenetik

yakinliklarim1 gosteren soyagaci

(Kimura 2-Parametre Modeli, Bootstrap Degeri: 1000 Tekrar)
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Sonuclar

Yiriitilen bu c¢alismanin  sonucunda
CEVd etmeni ile bulasik olduklar1 belirlenen
domates bitkilerinde, CEVd’inin 371 niikleotid
uzunluguna sahip oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen bu sonu¢, CEVd etmeninin saptanan
niikleotid uzunlugu bakimindan  mevcut
literatiir  bilgileri ve diinyada yapilmis cesitli
calismalarla uygunluk icerisinde oldugunu
gostermektedir.

CEVd ile bulasik domates orneklerinin
alindig: ticari isletmede siis bitkileri, baz1 sebze
fideleri ve gesitli meyve fidanlarinin da satist
gerceklestirilmektedir.
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Ozet

Laktik asit bakterileri diger bakteriler gibi gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda iireme ve gelisme
siireglerinde birgok stres faktorii ile karsilasirlar. Bunlardan biri de oksidatif strestir. Oksidatif stres laktik asit
bakterilerinin mikrobiyal gelisimi ve metabolit liretme yeteneklerini olumsuz etkiler. Katalaz negatif 6zellikli
laktik asit bakterilerinin oksijene karsi hassasiyetlerinin azaltilmasinda bugiine kadar gesitli molekiiler
calismalar yapilmustir. Ote yandan, iiretici susun genetik dogasinda herhangi bir degisiklik yapmadan kiiltiir
ortamina hemin ilavesi ile de oksidatif stres ortadan kaldirilabilinir. Bu derlemede; laktik asit bakterilerinde
goriilen oksidatif stresin hiicre tarafindan elemine edilmesinde etkili olan hemin ve hemin ilavesinin
hiicredeki etki mekanizmasi iizerinde durulmustur.
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Influence Of Hemin Addition On Oxidative Stress In Lactic Acid Bacteria

Abstract

Lactic acid bacteria as much as other bacteria are faced to many stress factors during their growth and
development process in vitro and in vivo conditions. Oxidative stress represents one of these stress factors.
Oxidative stress negatively affects microbial growth and metabolite production of lactic acid bacteria. Many
molecular studies have been done on the reduction of oxygen sensitivity of lactic acid bacteria which have
catalase negative property. However, addition of hemin into the fermentation medium can prevent the
oxidative stress of lactic acid bacteria without doing any genetic modification. In this review, hemin structure
and addition of hemin for the elimination of oxidative stress by the cell occurring in lactic acid bacteria were
discussed.
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Giris

Mikroorganizmalarin gelisme ve
iiremesini olumsuz ydnde etkileyen herhangi
zararli bir faktore/ortama stres adi verilir
(Dikici, 2009). Herhangi mikroorganizma her
tirli strese karst farkli direng gosterebilir.
Laktik asit bakterilerinin (LAB) de gosterdigi
direng farklidir ve hiicre iizerine etkisi gelisim
iizerinde meydana gelen degismeler incelenerek
belirlenmektedir. Is1 soku, diisiik sicaklik,

disik pH, besin yetersizligi, ultraviyole
radyasyon, ortamdaki ¢Oziinmiis oksijen
miktari,  mikrobiyal = metabolit  miktari,

yarigmact flora gibi ¢evresel stres faktorleri
LAB’nin fermentasyon verimine etki eder.
Fermentasyon verimini azaltici bu stres
faktorlerini ortadan kaldirmak i¢in genetik yolla
rekombinant mikroorganizmalar {iretimi, {iretici
hiicrenin metabolik yolunda modifikasyonlar
yapilmast ve fermentasyon kosullarinin
optimize edilmesi gibi yollarla verim artirimi
tizerine calisilmistir (Abriouel ve ark. 2004;
Wardani ve ark. 2006; Simsek ve ark. 2009;
Papagianni ve Avramidis 2012; Kordikanlioglu
ve ark. 2015).

Oksijen her ne kadar bircok canlinin
yasamsal faaliyeti i¢in enerji iiretiminde énemli
olsa da anaerobik mikroorganizmalar igin
toksik etki gosterir. Serbest oksijenin toksisitesi
olusturdugu cesitli hidroksil radikal
gruplarindan kaynaklanir. S6z konusu bu
mikroorganizmalarin  metabolik ddngiilerine
serbest oksijenin dahil olmasi ile hiicre
sitoplazmas1t ve membraninda farkli tiirlerde
reaktif  oksijen  bilesenleri  olusur. Bu
bilesenlerin olusumunu ise elektron transfer
zincirinden kurtularak serbest kalan elektronlar
katalizler. Siiperoksit (Oy), hidroksil radikali
(OH) ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktif
oksijen tiirleri lipid, protein, niikleik asit,
karbonhidrat ve enzim gibi hiicrelerin 6nemli
bilesiklerine etki ederek ortamda toksik etki
yaratirlar. H,0, dogrudan protein yapil
bilesiklerin sistein baglarim1 okside ederek
onemli enzimlerin inaktif olmasina neden olur.
Ote yandan reaktif oksijen bilesenleri ortamdaki
Fe*? ve Cu™ gibi katyonlar ile de fenton
tepkimeleri gergeklestirerek hidroksil
radikallerini  olusturur. Hidroksil radikali
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hiicrenin tiim organik bilesikleri etkileyebilen
oksidatif bir ajandir. Siiperoksit radikali (O,)
ve hidroksil radikali (OH) ise sitoplazma,
mitokondri, ¢ekirdek ve endoplazmik retikulum
membranlarinda lipid  peroksidasyonunu
baglatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu
meydana gelmesi ile de membran gecirgenligi
artar.  Serbest  radikallerin  etkisi ile
proteinlerdeki sistein siilfidril gruplar1 ve diger
aminoasit kalintilar1 okside olarak yikilir
(Miyoshi ve ark. 2003).

Birgok mikroorganizmada oldugu gibi
fakiiltatif anaerobik olan LAB’nin gelisme
ortaminda da yiliksek miktarda ¢Oziinmiis
oksijenin olmasi hiicreleri oksidatif strese sokar.
Bu stres bakteri hiicresinin metabolik iz
yolunda degisim ve gen bolgelerinde mutasyon
gibi hem molekiiler hem metabolik diizeyde
bircok hasara yol agar (Guchte ve ark. 2002;
Pedersen ve ark. 2012). LAB’nde oksijenin
metabolik dongiiye girmesi ile gergeklesen
enzimatik reaksiyonlar ve bu reaksiyonlar
katalizleyen enzimler Cizelge 1’de detayh
sekilde verilmistir. Oksidatif stres olustugunda
LAB’nde laktat dehidrogenaz (LDH) enzim
aktivitesi baskilanir ve NADH oksidaz ve
NADH peroksidaz enzim aktivitesi artar.

Cizelge 1. LAB’ nde serbest oksijenin
metabolik dongliye girmesi ile gerceklesen
enzimatik reaksiyonlar ve kullanilan katalitik
enzimler (Pedersen ve ark. 2012).

Enzimatik Katalitik Enzimler
Reaksiyonlar

NADH + H" + O,
2NADH + 2H" + O,
Pirtivat + fosfat + O,
a- gliserolfosfat + O,
2H" +2 0,

NADH + H" + H,0,

NADH: H,0, oksidaz
NADH: H,0 oksidaz
Piriivat oksidaz
a-gliserol fosfat oksidaz
Siiperoksit dismutaz
NADH peroksidaz

Glikolitik dongiide meydana gelen bu
degisim LAB’nin gelisimi ve bilylimesini
baskilayan hatta hiicre Oliimlerine sebep
olabilen H,0,’nin olusmasina neden olur.
H,O, nin atimikrobiyal etkisinin arastirildig bir
calismada ortamda 0.2mM miktarinda H,O,
bulunmasi durumunda bakteri gelisiminin %50
oraninda azaldigi, 1.15 mM ‘1 asan miktarlarda
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ise hiicre Olimiine neden
bildirmislerdir (Duwat ve ark. 2001).
Oksidatif Stres Diren¢c Mekanizmalari
LAB genetik dogalarinda oksidatif stres
ile miicadelede cesitli savunma sistemlerine
sahiptir. Bunlardan en Onemlileri; NADH
oksidaz, NADH  peroksidaz, siliperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, recA geni ve
sitokrom oksidaz sistemleridir (Pedersen ve ark.

oldugunu

2012).

Anaerobik kosullarda LAB
homofermantatif yolu kullanir ve laktat
dehidrogenaz ~ (LDH) enzimi araciligr ile

glukozu laktik asite indirger. Ortamda oksijen
varliginda ise oksidatif strese karst korunma
amaci ile NADH oksidaz aktivitesini artirir. Bu
enzim aktivitesindeki artis ile birlikte hiicre
icerisinde glikolitik dongiide diizenlemeye
gidilir ve metabolik iz yol olarak bu sefer
heterofermentatif dongli takip edilir. Hiicre
icindeki serbest O, direng mekanizmasi bileseni
olan NADH oksidaz enzimi araciligiyla
NADH’1 NAD’a indirgemek i¢in kullanilir ve
ara uriin olarak H,O, olusturulur. Bir diger
savunma eleman1 olan NADH peroksidaz
enzimi de H,O,’yi suya indirgeyerek H,O, nin
neden olabilecegi toksik etkinin olusumunu
engeller. Bu anlamda ortamdaki NADH/NAD
orani hiicre tarafindan izlenecek olan glikolitik
dongiiniin yeniden diizenlenmesinde onemlidir
(Pedersen ve ark. 2012).

Oksidatif stres aninda aktiflesen diger

onemli savunma bilesenleri; stiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim
aktiviteleridir. Siiperoksit dismutaz enzimi;

stiperoksit serbest radikalinin (O, ") hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiinii
katalizleyen antioksidan yapili bir enzimdir.
LAB’nde siiperoksit dismutaz aktivitesi oksijen
varliginda artig gosterir. Glutatyon peroksidaz
enzimi de ortamdaki hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumlu olan tetramerik
yapidaki bir enzim olup proteinlerdeki (-SH)
gruplarim1 rediikte halde tutar ve bu gruplar
okside olmaktan korur (Miyoshi ve ark. 2003).
LAB yaninda, Escherichia coli de dahil
olmak {izere bircok bakteri hiicresinde
kodlanmig olan recA geni, oksijen varliginda
aktiflesir. Normal sartlar altinda lexA geni ile

baskilanan recA geni, hem oksidatif streste
kullanilan savunma sisteminin hem de hiicrenin
SOS diizenleme sisteminin 6nemli  bir
elemanidir.  Herhangi bir DNA  hasan
olustugunda aktifleserek daha fazla mutagenez
gortilmesini engeller.

Oksidatif stresin tolere edilmesinde
LAB’nin sahip oldugu direng¢ mekanizmalari
arasinda en etkili olani sitokrom d oksidaz
tarafindan kodlanmig cydA genidir. S6z konusu
bu gen, LAB’nin  aerobik  solunum
yapabilmesinde etkili olan en 6nemli bilesendir.
Birgok LAB sahip oldugu bu gen varlig
sayesinde serbest oksijeni metabolik
dongilisiinde  aktif olarak kullanabilir ve
oksidatif stresin neden olabilecegi hasarlar
azaltabilir. cydA geni, elektron transfer
sisteminde aktif rol alarak son elektron
alicisinin oksijen olmasimi saglayarak oksijenin
toksik bir bilesen olmasini 6nler.

LAB cydA geninin kodlanmasi igin
hemine ihtiya¢ duyarlar. Bakteri hiicresinde
sitokrom d oksidazin aktiflesmesini saglamak
i¢in hemin zorunlu bir kofaktordiir. LAB hemin
biyosentezini  gerceklestirecek  enzimlerden
yoksun olduklarindan, solunum yapabilmeleri
icin ortama disaridan hemin ilavesi gerekir
(Yamamoto ve ark. 2005; Rezaiki ve ark. 2008;
Lechardeur ve ark. 2011).

LAB’nin Solunum
Yetenegi

Aerobik solunum yapabilen hiicrelerde
solunum enzimleri diger bir deyisle elektron
transfer sistemi (ETS) elemanlarinin bulunmasi
gerekir.

Yapabilme

e

NADH dehidrogenaz

Sekil 1. Solunuma Tesvik Edilmis LAB’nde
Elektron Tagima Sisteminin Sematik Gosterimi
(Pedersen ve ark. 2012).

Prokaryotlarda ETS Sekil 1’de goriildiigi
gibi  hiicre zarinda, mezozomda veya
sitoplazmada bulunan bir dizi molekiilden
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olusur. Bunlardan ilki elektron vericisi olarak
gorev yapan NADH dehidrogenazlar, ikincisi
aktarilan bu elektronu dehidrogenazlardan son
elektron alicisi olan oksijene tagimakla gorevli
olan kinonlardir. Ugiincii ETS eleman: ise
prostetik grubunda ‘hem’ proteini iceren son
elektron alicis1 olarak gdrev yapan sitokrom
oksidazdir.  Sitokrom  oksidaz,  substrat
molekiillerinin dehidrojenazlarca oksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan elektronlarin son alici olan
serbest oksijene tasinmasindan sorumludur.
Mikrozomlar da dahil oksijen kullanabilen
canlilarm  hepsi  biyolojik  oksidasyon
katalizorleri  olarak  sitokromlara  sahiptir
(Rezaiki ve ark. 2004). Fermentatif karakteri
ile bilinen Lactococcus lactis, hemin iceren

aerobik ortamlarda sahip oldugu bu genin
varlig1 sayesinde solunum yapabilir. Solunum
boyunca cydA geni, elektron transfer
sisteminde aktif rol alir ve son elektron
alicisinin  oksijen olmasin1 saglayarak ATP
uretimi  gerceklestirir.  Lactococcus lactis,
Enterococcus  faecalis ve  Leuconostoc
mesenteroides gibi LAB hemin diginda tiim
solunum zinciri elemanlarina sahiptir (Duwat
ve ark. 2001; Rezaiki ve ark. 2004).Cizelge
2’de de belirtildigi gibi bazi LAB ise
menakinonlar1 sentezleyemediklerinden hemine
ek olarak menakinona ilavesine de ihtiyag
duyarlar (Huycke ve ark. 2001; Brooijmans ve
ark. 2009).

Cizelge 2. Laktik asit bakterilerinin solunum yapabilme yeteneklerine gore siniflandirilmasi

(Pedersen ve ark. 2012).

Solunum yapabilmek icin
sadece hemine ihtiyag
duyanlar

Solunum yapabilmek icin
hemin ve menakinona
birlikte ihtiya¢ duyanlar

Solunum yapabilme yetenegi
olmayanlar

Enterococcus casseliflavus
Enterococcus faecalis
Enterococcus gallinarum
Enterococcus italicus
Lactococcus lactis
Lactococcus garvieae
Leuconostoc argentinum
Leuconostoc citreum
Leuconostoc fallax
Leuconostoc gasicomitatum
Leuconostoc kimchii
Leuconostoc mesenteroides
Weissella cibaria

Weissella paramesenteroides

Oenococcus oenii
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus parauberis
Streptococcus uberis

Lactobacillus antri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus casei
Lactobacillus coryniformis
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus oris
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus ultunensis
Lactobacillus vaginalis

Enterococcus faecium
Streptococcus gallolyticus
Streptococcus gordonii
Streptococcus infantis
Streptococcus mutans
Streptococcus parasanguinis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus thermophilus

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus iners
Lactobacillus sakei
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Bunlar menFDXBEC genlerinden de
yoksundur.  Gelisme  ortamina  eklenen
menakinonlar lipofilik yapida olduklarindan
hiicre duvarlarindaki membranlardan kolayca
hiicre igine gecer ve solunum zincirine dahil
edilirler. Hemin bulunan kiiltiir ortaminda hiicre
sitokromlarinin aktiflestigi ve elektron transfer
sisteminin  yapilandirildign  1970’lerde  baz1
laktokok ve enterokoklarda Dbelirlenmistir
(Bryan-Jones ve Whittenbury, 1969; Sijpestejn,
1970; Lan ve ark. 2006; Zhao ve ark. 2013).
Bugiine dek yapilan caligmalar sonunda c¢ogu
LAB’nin (Lactococcus lactis, Enterococcus
faecalis, Streptococcus species, Leuconostoc
mesenteriodes) sadece hemin veya hemin-
menakinonun gelisme ortaminda
bulundugunda, ETS’lerini olusturdugu ve
glikolitik dongii olarak heterofermantatif yolu
tercih ederek aerobik solunum yaptiklar
belirlenmistir (Lan ve ark. 2006; Zhao ve ark.
2013).

Heminin Kimyasal Yapisi ve Islevi

Hemin; 1853 yilinda  Teichmann
tarafindan ~ hemoglobinin  asit  hidrolizi
sonucunda  kristal formda  bulunmustur

(Warburg, 2010). Sitokromlar sahip oldugu
demir atomunu ferik oksidasyon durumundan
(Fe*) ferrous oksidasyon durumuna (Fe*?)
geciren bir hem grubu igerir. S6z konusu hem
grubu, Sekil 2’de goriildiigii gibi bir karenin
koselerinden tutturulmus dort azot atomu ve
merkezinde bir demir atomundan olusmus bir
porfirin halkasidir.

Sekil 2. Hem Grubunun Kimyasal Yapis1

Hemin solunum mekanizmasinda redoks
tepkimelerinin  diizenlenmesinde  6nemlidir
(Mayfield, 2011). Heminin olmadig1 oksijenli
ortamlarda menakinonlar tarafindan ortama
salinan elektronlarin kullanilmasi ile Cu*? ‘nin
Cu™e yiikseltgenmesi kolaylasmakta ve bu

elementlerin hiicre igerisine girisi
hizlanmaktadir.  Benzer  sekilde  serbest
oksijenin (0y), stiperoksit (0,)e
yiikseltgenmesi ile de istenmeyen reaktif
oksijen bilesenleri olusabilir. Bu noktada
solunum zincirinde menakinonlarin redoks

aktivitesindeki Onemi fark edilmekte ve
heminin riskli radikal gruplarm olusumundaki
engelleyici etkisi dikkat cekmektedir. Hemin;
oksijenli ortamlarda ve sayisiz enzimatik
reaksiyonda elzem bir bilesen olmasina ragmen
serbest formda iken hiicreler i¢in toksik 6zellik
gosterebilir. Hiicreler bu toksik etkilerden
korunabilmek igin kendi metabolizmalarinda
hemin homeostasisini olusturan sistemler
olusturur (Pedersen ve ark. 2012).

Heminin Hiicre icerisinde Kullanim

LAB’nde solunum; heminin sitokrom bd
oksidazlara baglanmasi1 ve hiicre igerisinde
heminin kullanilmasinin  koordinasyonu ile
gerceklesir. Hemini sentezleyebilme
kabiliyetinden yoksun olan LAB hemini hiicre
igerisine alabilme ve kullanabilme
mekanizmasina  sahiptirler. Hiicre i¢i bu
diizenleme Lactococcus lactis’ de fbuDBAR
operon bolgesinin varligr ile gergeklestirilir
(Warburg. 2010).

Heminin sitokrom oksidazlarin
membranlarindan  gecebilmesi  ise  stres
kosullarinda sentezlenen saperon proteinler

yardimiyla gerceklesir (Saarikangas ve Barral,
2016). Normal fizyolojik kosullarda bu
proteinlerin  gbrevi; proteinlerin  ¢okmesini
onlemek, yeni sentezlenen proteinlerin {igiinciil
yapilarmi  kazanmasini  saglamak, yanlig
katlanmis ve c¢Okmiis proteinleri birbirinden
ayirmak veya dogru katlanmasini saglamak, ya
da ribozomdan gerekli yerlere tasimaktir.
Oksijen varliginda ortamda olusan oksidatif
strese tepki olarak hiicre hemini yikima ugratma
yoluna gidebilir. Bunu 6nlemek amaci ile bir
saperon protein olan AhpC, hemine baglanarak
hemini yikimlanmaktan korur. Bir bagka
saperon protein ise CycCD kompleksidir. Bu
protein kompleksi de sitokrom oksidazdan
(CydAB) gecerek, CydAB-hemin
interaksiyonlarin1 kolaylastiririr (Pedersen ve
ark. 2012). Sitoplazma igerisinde heminin
parcalanmamasi i¢in baska bir saperon
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proteine  baglanmis sekilde bulunmasi
gerekir. Lactococcus lactis’de hemin akigini
diizenleyen HrtRBA olarak kodlanmis gen
bolgesi mevcuttur (Sawai ve ark. 2012). Bu
gen bolgesi, hiicre icerisindeki hemin
trafigini diizene sokarak fazla heminin
hiicre igerisinde birikmesini engeller.

Heminin Hiicre = Metabolizmasina
Etkisi

LAB’nin  fermentasyon kosullarinda
homofermentatif dongii sonucu olusturdugu
laktat, ortamin asitligini ylikseltmesinden otiirii
hiicre {izerinde giiclii inhibitor etki gosterir.
Homofermentatif dongti ile iiretilen enerjinin
bliyik  kismu  ortamin  alkalizasyonunda
kullanildigindan mikrobiyal {iremede yliksek
biyokiitle agirligi elde edilemez. Diger yandan
hemin varliginda aerobik ortamda yapilan
fermentasyon ile L. lactis ortamda laktik asitle
beraber asetat, asetoin gibi yan friinler de
olusturur. Buna paralel olarak da hiicre
iizerindeki geri inhibisyon etkisi minimize
edilmis olunur ve biyokiitle gelisiminde avantaj
elde edilir. Bu durum hemin ve oksijenin varligi
ile metabolik dongiiniin  heterofermentatif
olarak tekrardan yapilandirilmasi ile ilgilidir
(Nagayasu ve ark. 2007).

Cogu laktik asit bakterisi hemin igeren
kiiltir =~ ortamlarinda  geleneksel  kiiltlir
ortamlarina kiyasla daha fazla ATP ireterek
daha fazla biyokiitle miktarma ulasir. Artan
biyokiitle agirligi ile Lactoccoccus lactis
tarafindan iiretilen 6nemli bir bakteriyosin olan
nisinin de {iretim veriminin artirilabilinmesi
mimkiin olmustur (Kordikanlioglu ve ark.
2015). Ayrica heminin varligi ile hiicrelerin
fenotip Ozelliklerinde de gelismeler
gbzlenmistir (Arioli ve ark. 2013; Watanabe ve
ark. 2012). Hemin takviyesi yapilmis aerobik
kosullarda gelistirilen Lactobacillus plantarum
suslarmin starter ve probiyotik kiiltiir iiretim
safhalarinda karsilagilabilinen termal sok, ani
basing degisikligi gibi stres faktorlerine karsi
daha dayanikli olduklar1 bildirilmistir. Hemin
ile gelistirilen hiicrelerde adaptasyon fazinda
gozlemlenen kisalma dikkati ¢eken bir bagka
noktadir (Mayfield ve ark. 2011).
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Sonu¢

Endiistriyel gida iiretiminde yaygin
kullanilan ~ LAB’nin  iretim  esnasinda
kargilagtiklart streslere karsi direncli hale

getirilmeleri 6nemli bir ¢caligma konusudur. S6z
konusu organizmalarin solunum yapabilme
kabiliyetlerinin dogal yollarla gelistirilmesi ile
siklikla karsilagilan oksidatif stres tolere
edilebilmektedir. Herhangi bir molekiiler
modifikasyon gerceklestirilmeden suslarda
gozlemlenen yiiksek enerji iiretimine paralel
olarak biyokiitlede elde edilen artislar soz
konusu bu bakterilerin daha efektif olarak
kullanimin1  saglayacaktir. Bununla birlikte
hiicreler tarafindan  iretilen tat, aroma
bilesikleri, depolama ve islemler esnasinda
gosterilen stabilite ve bakteriyosin gibi 6nemli
metabolitlerin iiretim kinetiginde gelismeler
saglanilmis olunacaktir.
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Salih AKSAY?

Abstract

Myrtle (Myrtus communis L.) leaves and berries are consumed in therapeutic diet mainly in
Mediterranean basin. In this study effect of water (W), hot water (W60), boiling water (W100) ethanol (E),
methanol (M), ethanol/water (EW) and methanol/water (MW) mixture on the extraction of total phenolic
content (TPC) and ferric reducing antioxidant power (FRAP) of myrtle berries were determined. The highest
phenolic content was extracted by EW solvent mixture with 41370 mg/kg on dry basis while the highest
ferric reducing antioxidant power was measured on M extract. Fresh or processed myrtle berries can be
recommended for diet because of its high phenolic content and ferric reducing antioxidant.

Keywords: Myrtle, Myrtus communis L., Total phenolic content (TPC), Ferric reducing antioxidant power
(FRAP)

Murt (Myrtus communis L.) Meyvesinin Farkli Ekstraktlarimin Toplam Fenolik
Madde Miktar: ve Antioksidan Ozellikleri

Ozet

Murt (Myrtus communis L.) meyvesi ve yapragi Akdeniz havzasi iginde terapétik diyette
tilketilmektedir. Bu ¢aligmada, iizerine su (W), sicak suW(60), kaynar su (W100), etanol (E), metanol (M),
etanol/su (EW), ve methanol/su (MW) ¢6zgenlerinin demir indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) ve
toplam fenolik madde (TPC) ekstraksiyonu iizerine etkisi incelenmistir. En yiliksek toplam fenolik madde
ekstraksiyonu 41370 mg/kg kuru madde olarak EW ¢ozgen karisiminda elde edilirken, en yiiksek demir
indirgeme antioksidan kapasitesi methanol ektraktinda gozlenmistir. Yiiksek fenolik madde igerigi ve
antioksidan kapasitesine sahip oldugundan murt meyvelerinin taze veya islenmis olarak tiiketilmesi dnerilir.

Anahtar kelimeler: Murt, , Myrtus communis L., Toplam fenolik madde (TPC), Demir indirgeme
antioksidan kapasite (FRAP)

Introduction

Myrtle (Myrtus communis L.) is an
aromatic medicinal and evergreen shrub
belonging to the family of Myrtaceae and is
distributed in Mediterranean basin, Asia and and
America (Karamanoglu, (1977): Baytop, T.
(1999); Ozek et al. (2000); Wannes et al. (2010)).
It grows spontaneously throughout the

Mediterranean area. Myrtle is an annual endemic
plant in the Mediterranean basin and has been
used for medicinal purposes and as food and
spice since ancient times (Mimica-Duki¢ et al.
(2010); Ghnaya et al. (2013); Yildirim et al.
(2013)). Myrtle is known as “Mersin” or “Murt”
or “Hambeles” in Mediterranean Region of
Turkey (Aydin ve Ozcan, (2007)). The plant is
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traditionally used for treatment of some
infections, digestive and bronchial problems,
sinusitis, and dry coughs. The leaves have good
aromatic, balsamic, hemostatic and tonic
properties and are used for flavoring in preparing
some foods. The fruit is carminative and is used
in the treatment of dysentery, diarrhea,
hemorrhoids, internal ulceration, and rheumatism
and also to flavor sauces, syrups, etc (Amensour
et al. (2009)).

In literature, many studies have indicated
that myrtle plant could be used as a source of
antioxidant and antibacterial properties. Ghnaya
et al. (2013) has reported myrtle was also used
as raw material for the cosmetic,
pharmaceutical and food industries. Generally,
these studies were mainly focused on the
Myrtle leaves extracts (Ozek et al. (2000);
Hayder et al. (2004); Wannes et al. (2010)). The
leaves contain tannins, flavonoids such as
quercetin, catechin and myricetin derivatives
and volatile oils. Myrtle berries are mostly
composed of volatile oils, tannins,
carbohydrates, flavonoids and organic acids
such as citric cid and malic acid. Recently there
is a great interest about myrtle fruit in various
scientific field (Cakir, (2004); Aydin and
Ozcan, (2007); Tuberoso, et al. (2010)).

A considerable feature of medicinal and
aromatic plants is excellent sources of phenolic
compounds. The presence of phenolic
compounds (phenolic acids, polyphenols and
flavonoids) in plants, besides essential oils, is
gaining increasing attention because of their
antioxidant activity in food products and in
therapeutic treatments (Chryssavgi et al. (2008)).
Phenolic compounds might act as reducing
substances, blocking free radicals, chelating
metal ions, inhibitors of oxidation reaction,
inhibitors of the activity of enzymes contributing
to free radical creation. In addition, they may
reduce reactive oxygen species to more stable
forms (Kobus-Cisowska et al. (2013)). Thus
antioxidant components like phenolic compounds
can delay or inhibit oxidation reaction (Giingdr
ve Sengiil (2008); Thabti et al. (2011)). and
extend the shelf-life of food products.
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In recent years, the increasing interest for
human health, nutrition and the prevention from
disease has driven the demand of the consumer
to foods and quality raw material with high
nutraceutical value (Contessa et al. (2013)). In
epidemiological studies, diets rich in fruits and
vegetables were correlated positively with
reduced risk of heart disease, cancer and other
chronic diseases (Koca (2008); Wang and Hu
(2011)). It is generally believed that
physiological function of fruits may be partly
attributed to their antioxidant activity of
phenolic compounds.

Antioxidant rich components of foods play
a vital role in both food systems as well as in the
human body to reduce stress-related diseases
such as cancer and cardiovascular diseases. In
food systems, retarding lipid peroxidation and
formation of secondary lipid peroxidation
product can be prevented by the use of nutritional
antioxidants thereby helping to maintain flavour,
texture, and the colour of the food product during
storage. Use of dietary antioxidants has been
recognized as potentially effective to promote
human health. Dietary antioxidant supplements
and functional foods containing antioxidants like
a-tocopherol, vitamin C, or plant derived
phytochemicals such as phenolics, lycopene,
lutein, isoflavones, green tea extract, and grape
seed extracts find a huge demand in the current
marketplace (Sindhi (2013)).

In the extraction of phenolic compounds
that contribute to antioxidant potential ethanol,
methanol, aceton, ethyl acetate, water and various
combination of these solvents have been used. To
increase extraction yield sonication, enzymation,
acidification and heating processes have been
used. Extraction of phenolic compounds is also
influenced by solvent polarity, extraction
temperature, extraction time, sample/solvent ratio
and sample particle size (Naczk and Shahidi
(2006)).
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Recent researches are generally focused on
chemical composition, antioxidative properties of
extracts from Myrtus communis leaves (Ozek et
al. (2000); Hayder et al. (2004); Wannes et al.
(2010)). However, there is a few number of
reports available on the antioxidant properties of
myrtle berries antioxidant activity and total
phenolic content (Timen (2012); Yadegarinia
(2006)). The aim of this research was to evaluate
the antioxidant activity and total phenolic content
of different extracts (methanol, ethanol, water,
methanol/water, ethanol/water) of Myrtus
communis L. berries as potential sources of
natural antioxidants.

Materials and Methods

Chemicals
All solvents used in the experiments (ethanol and
methanol with highest available purity) were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
Gallic acid, ferrous sulphate, 2,4,6-tripyridyl- S-
triazine (TPTZ) and Folin-Ciocalteau’s reactive
was obtained from Sigma-Aldrich, Fluka (Milan,
Italy). Glacial acetic acid, sodium carbonate,
ferric chloride, sodium acetate and HCI were
supplied by Carlo Erba (Milan, Italy). All
chemicals and reagents used in this research were
analytical grade.

Myrtle Fruits and Samples Preparation

White myrtle berries were purchased from
local market in Mersin, Turkey. The berries were
carried to the laboratory and cleaned manually
from impurities and dried by a freeze drier
(Telstar Crydos -50, Terresa, Spain) at -50 °C
condenser temperature for 24 hours and then the
berries of myrtle were separated and ground in a
grinder.
Dried powders of myrtle berries were extracted
with methanol (M), ethanol (E), water(W) and
solvent mixtures methanol:water (MW, 50:50
volume ratio), ethanol:water (EW, 50:50 volume
ratio). To determine effect of temperature on
phenolic extraction, 2 g of dried sample was
extracted by 100 ml of hot water at 60 °C (W60)
and by 100 mL of boiling water (W100) by using
a hot plate. For all extraction, an aliquot (2 g) of
dried powder sample was extracted using 100 ml
of solvent or solvent mixture (fruits:solvent ratio
was 1:50) for 2 hours. All extractions were

replicated two times. At the end of extraction
time, extracts were filtered through a filter paper
Whatman No. 1 and were stored at 4 °C in the
dark until use.

Total Phenolic Content

Total phenolic content was measured
according to Velioglu et al. (1998), a method
based on a colorimetric oxidation/reduction
reaction. Folin-Ciocalteu reagent was used as an
oxidizing agent. A 0.2 ml of extract, 1.5 ml of
Folin-Ciocalteu reagent (diluted 10 times with
water) was added. After 5 min, 1.5 ml of Na,CO;
(60 g/L) were added. The sample was incubated
for 90 min at room temperature. After incubation
period the absorbance was read at 725 nm against
a blank. For a control sample, 0.2 ml of solvents
were used. For quantitative measurements
standard calibration curve of gallic acid in
methanol was prepared. The mean results of
samples analysed were expressed as mg/kg of
gallic acid equivalents (GAE) in dry matter.

Ferric reducing antioxidant power

The ferric reducing antioxidant power
activity was conducted according to Benzie and
Strain (1996) method. Acetate buffer (0.3M, pH
3.6) was prepared by dissolving 40.8 g
C,H3;0,Na3H,0 in 1 L of distilled water and pH
was adjusted 3.6 by acetic acid. 23.4 mg of TPTZ
(2,4,6-tripyridyl-S-triazine) was dissolved in 7.5
ml of 40 mM HCI for preparing triazine solution.
Ferric solution (20 mM) was prepared using
FeCl;6H,0. Acetate buffer, TPTZ and ferric
solutions at a ratio of 10:1:1 were used for final
FRAP reagent. FRAP reagent was prepared
freshly and was warmed to 37 °C before use in a
water bath. 200 pL of each extract and 1.8 ml of
FRAP reagent were mixed and incubated at 37 °C
for 10 minutes before measuring the absorbance
of the reaction mixture at 593 nm. Aqueous
standard solutions of FeSO,7H,O (0-100 ppm)
were used for the calibration curve. The results
were expressed as ppm FeSO,7H,0.
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Results and Discussions

Total Phenolic Content
Figure 1 shows the total phenolic contents
of myrtle berries as gallic acid equivalent.
Extraction of total phenolic from myrtle berries is
depended of solvent type and extraction
temperature. EW extraction has higher in
50000

40000

o 30000

<
O

20000

10000

Total phenolic content (ppm

0

w W60  W100

phenolic content with 41370+2906 mg/kg than
the others while the lowest phenolic content was
obtained by water extraction with 17763+3064
and 18174+2422 mg/kg dry basis at 60 °C and
ambient temperature, respectively. While M and
MW extracts have similar phenolic content about
38000 mg/Kkg.

M MW E EW

Figure 1. Total phenolic content of myrtle extracts (W:Water, W60: Water at 60 °C, W100:Boiling water,
M:Methanol, MW:Methanol/Water E:Ethanol, EW:Etahnol/Water).

Tuberoso et al. (2010). reported that the
highest dry matter content (99 g/L) and total
phenolic obtained by ethanol extract compare to
water and ethyl acetate. Amensour et al. (2009)
has found that berry extracts had been showed
higher phenolic content in
methanol>ethanol>water  extracts.  Phenolic
content of While MW and EW solvent mixtures
had similar phenolic content EW was slightly
higher than MW. EW can be recommended for
extraction of phenolic substances from myrtle
berries.
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EW extract have higher phenolic content
than the phenolic content of myrtle leaf methanol
extract with 33670 mg/kg dry leaves (Wannes et
al. 2010). Phenolic content of EW extract of
myrtle berries on dry basis is pretty much with
compare to berry fruits like blackberry (4170-
5550 mg/kg) and chocoberry (6625-6900 mg/kg)
(Szajdek and Borowsk (2008)) and some
astringent fruits like pomegranate (Tezcan et al.
(2009)) and persimmon (Akyildiz et al. (2008))
with 2602-10086 mg/L and 467-7332 mg/kg
phenolic content respectively.



Total Phenolic Content and Antioxidant Properties of Various Extracts of Myrtle (Myrtus

communis L.) Berries

Ferric Reducing Antioxidant Power

Ferric reducing antioxidant power of
different myrtle extracts are shown in Figure 2.
The highest antioxidant potentials were obtained
M, MW and EW extracts of myrtle about

250000
200000
150000
100000

50000

FRAP (ppm FeSO,.7H,0)

0

W W60

W100

175x10° mg/kg. The lowest antioxidant potential

was obtained by W60 extract and W at ambient

temperature. W100 extract had higher ferric
reducing power than W and W60 but lower than
E, EW, M and MW extracts.

M MW E EW

Figure 2. Ferric reducing antioxidant power of myrtle extracts (W:Water, W60: Water at 60 °C, W100:Boiling
water, M:Methanol, MW:Methanol/Water E:Ethanol, EW:Etahnol/Water).

Figure 3. shows that there was a good
correlation (R2, 0,826) between phenolic content
and antioxidant activity. While the highest
phenolic content was obtained by EW extract, the
highest antioxidant potential was extracted by M
extract. Amensour et al. (2009) has reported
similar results that methanol extracts of myrtle
leaf had higher antioxidant activity than water
and ethanol extracts. The ferric reducing power is

250000

7H20)

. 200000

150000

100000

FRAP (ppm FeSO,

50000

0

strongly contributed to the structure of phenolic
constituents  such as condenced tannins,
anthocyanins and flavonoids (Juranic and Zizak
(2005)). It is recommended to measure
antioxidant potential by two or more methods
such as free radical scavenging (DPPH) or Trolox
equivalent  antioxidant  capacity (TEAC)

additional to ferric reducing antioxidant power
(FRAP).

0 10000
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30000 40000 50000

Phenolic content (ppm GAE)
Figure 3. Correlation between total phenolic content and ferric reducing antioxidant power of myrtle extracts.
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Conclusion

Myrtle berries are good source of phenolic
compounds with reasonable ferric reducing
antioxidant power compare to other berry fruits
and stringent fruits. The highest phenolic content
was obtained by solvent mixture of ethanol and
water while the highest ferric reducing
antioxidant power was measured in methanol
extract of myrtle berries. Total phenolic content
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Turunggil Sar1 Damar Acilmasi Viriis (TSDAV) Hastahiginin Farklh Turuncgil
Tiirlerinde Molekiiler Olarak Tanilanmas1™
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Ozet

Bu ¢alismada Turunggil sar1 damar agilmasi virlis (TSDAV) hastaligi; hastalik simptomlarinin
gozlenebildigi limon ve turung tiirleri ile simptomlarin goriilmedigi portakal, mandarin ve altintop tiirlerinden
alinan bitki dokularinin, molekiiler yéntemle (RT-PCR) varligi arastirilmig; TSDAV hastaligi simptomlarini
gostermeyen portakal, mandarin ve altintop tiirlerinden alinan bitki dokulari ile, turung bitkisine biyolojik
indeksleme yapilarak hastaligin bu tiirlerdeki belirtileri ortaya konmaya galisilmis ayrica etmenin limon
ve turung meyve kabuklari ile ¢igeklerinde varligi arastirilmis; elde edilen PCR iiriiniiniin niikleotid dizilimi
belirlenerek etmenin filogenetik olarak diger viriislerle akrabaligi belirlenmeye ¢alisilmistir. RT-PCR islemi
sonucunda limon, turung, portakal, mandarin ve altintop tiirlerine ait yaprak ve siirgiin 6rneklerinin tiimiinde
ve meyve kabugu ile cicek Orneklerinin timiinde pozitif sonuglar elde edilmistir. Tohum o&rneklerinin
timiinde negatif sonuclar elde edilmistir. Niikleotid dizilim analizleri ve yapilan filogenetik caligmalar
sonucunda farkli turunggil tiirlerinden alinan 6rneklerin Pakistan, Cin Halk Cumhuriyeti ve iilkemizde daha
once limon drneklerinden yapilan etmen analizleri ile %97’ nin iizerinde bir benzerlik gosterdigi belirlenmis
ayrica farkli turunggil tiirlerinin birbirileri ile olan benzerliginin %98’in {izerinde oldugu ortaya konmus ve
etmenin Mandarivirus cinsi i¢inde yer aldig1 belirlenmistir. Biyolojik indeksleme g¢alismalar1 sonucunda
astlamalarinin yapildigi tiim turung indikator bitkilerinde TSDAV hastaliginin karakteristik simptomlari
gdzlenmistir.

Anahtar kelimeler: Turunggil, TSDAV hastaligi, CYYCV, RT-PCR, indikator bitki, Mandarivirus.

Identification of Citrus Yellow Clearing Virus Disease Virus (CYVCV) by
Molecularly on Different Citrus Species

Abstract

In this study, the Citrus yellow vein clearing virus (CYVCV) disease, first observed in Pakistan
and India and then in our country is researched among the species of Citrus such as orange, mandarin
and grapefruit which don’t show the characteristic symtoms of the disease. Also, the CYVCV found in the
fruit and flower of lemon and sour orange is researched in this study. In the researched of the CYVCV,
molecular RT-PCR method and biological indexing method to justify the obtained findings are used. As a
result of the study, in all of the examples of leaves and exile belonging to the species of lemon, sour orange,
orange, mandarin and grapefruit, the existence of the virus on these species are identified by obtaining a band
in the length of 479 bp and 921 bp. The existance of the disease on the species of orange, mandarin and
grapefruit is first determined in this study. In the studies done by rind of fruit and flower tissue the existance
of the virus on these tissues is determined. In all examples of seed it is identified as molecular that the disease
factor of negative result doesn’t exist in seed. As a result of the nucleotid analyses and phylogenetic studies
it is identified that the examples taken from different Citrus species and analyses done previously on lemon
examples showed up 97% similarly in Pakistan, China and in our country. During biological index studies,
leaf deformations, pocket image of inward and outward on leaf tissues, recess in the shape of V in the edge
of leaf, banding and yellow color fading on the main and edge veins of the leaf, gondol leaf, shape of wet
water on the back side of the leaves are identified.

Keywords: Citrus, TSDAV disease, CYYCV, RT-PCR, indicator plant, Mandarivirus.
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Turuncgil Sar1 Damar Acilmasi Viriis (TSDAYV) Hastali@imin Farkli Turuncgil Tiirlerinde Molekiiler

Olarak Tanilanmasi

Giris

Diinyada turunggil {iretimi yapilan
bolgelerin tiimiinde, virlis, viroid ve virlis
benzeri hastaliklar yaygin olarak
bulunmaktadir. Viriis hastaliklari; agaclarda
biliylimenin yavaglamasina, verim ve meyve
kalitesinde biiyiik oOl¢iide diislise, agaclarda
ekonomik Omriin azalmasina yol agmakta ve
siddetli hastalik durumlarinda da agaclarin
O0lmesine neden olmaktadir. Diinyada su ana
kadar turuncgiller ile ilgili yaklagik 70 farkli
virlis, viroid ve virlis benzeri hastalik etmeni
tespit edilmistir. Cinar ve arkadaslarinin (1993)
yapmis olduklar1 ¢alismaya gore {ilkemiz
turunggil  yetistiriciliginde ~ 6nemli  {irlin
kayiplarina neden olan toplam 16 adet viriis,
viroid ve viriis benzeri hastalik etmeni
bulunmaktadir.

TSDAV hastaligi diinyada ilk kez
Pakistan’da tespit edildikten (Catara ve ark.,
1988) sonra,  Hindistan’da  (Ahlawat,
1997), Tiirkiye’de (Onelge, 2003) ve son
olarak da Cin’de (Zhao ve ark., 2014)
turunggil  yetistiriciligi  yapilan  alanlarda
limon ve Etrog citron’da rapor edilmistir.

TSDAV etmeni Tymovirales takimu,
Alphaflexiviridae  familyasi, = Mandarivirus
cinsine dahil olan bir viriistir. Etmen 7.529
niikleotid uzunlugunda, esnek-ipliksi yapida,
tek sarmal +RNA genomuna sahiptir
(Loconsole ve ark., 2013).

TSDAV  hastalig1 genel olarak
limon (C. limon) agaglarinda gozlenmektedir.
Bitkide belirtiler; yapraklarda burusukluk,
sar1 renklenmeler, ana ve yan damarlarda
uzunlamasina renk agilmalari, yaprakta
ve kenarlarinda degisen siddette kivrilmalar,
yapragin alt kisminda damarlar boyunca hafif
kahverengilesme ve  yaprak  boyutunda
kiiciilme, meyve biyiikliigiinde %50 oraninda
kiigiilme seklindedir (Onelge, 2003). Bu
duruma benzer belirtiler turung (C. aurantium)
bitkilerinde de gozlenmektedir (Onelge ve
ark., 2007).

TSDAV hastaligimmin  varhigr elektron
mikroskobu, dsRNA  analizi, RT-PCR
analizi, Western blot analizi ve biyolojik
indeksleme yontemleri ile ortaya konulmustur.
RT-PCR yontemi ise hastalifin rutin tanisinda
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kullanilan  bir yOntem haline
(Loconsole ve ark., 2013).

Bu c¢alismada, diinyada ilk kez Pakistan
ve Hindistan’da, ardindan iilkemizde Cukurova
Universitesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi
turunggil parselinde, limon ve turunglarda
gozlenen TSDAV hastaligi etmeninin, hastalik
simptomlarinin goézlenebildigi limon ve turung
tiirleri ile simptomlarin goriilmedigi portakal,
mandarin ve altintop tiirlerindeki varlig,
RT-PCR yontemi ile arastirilmigtir. TSDAV
hastali§i simptomlarini gostermeyen portakal,
mandarin ve altintop tiirlerinden alinan
bitki dokular1 ile turung bitkisine biyolojik
indeksleme yapilarak hastaligin bu tiirlerdeki
belirtileri  ortaya  konulmaya  ¢alisilmus;
ayrica etmenin limon ve turung meyve
kabuklar ile ¢iceklerinde varlig1 aragtirilmastir.
Simptom gosteren ve gostermeyen turuncgil
tirlerinden RT-PCR yontemi sonucunda elde
edilen cDNA’lardan niikleotid dizilim analizleri
gerceklestirilerek etmen molekiiler olarak da
arastirilmistir. Niikleotid dizilimleri NCBI veri
tabanindan elde edilen verilerle karsilastirilarak
etmenin farkli turunggil tiirlerindeki soy agaci
belirlenmeye caligilmustir.

Materyal ve Yontem

gelmistir

Materyal

Bitkisel Materyaller

Arastirma,  Cukurova  Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama

Ciftligi turunggil koleksiyonu parsellerinde,
Bitki Koruma Bo6liimii Turunggil Viriisleri
Laboratuvari, boliime ait arastirma seralari
ve iklimlendirme odasinda yiiriitilmistiir.
Aragtirmalar i¢in kullanilan  bitkiler
Ziraat Fakdiltesi Aragtirma ve Uygulama Ciftligi
turunggil parsellerinden toplanan portakal,
mandarin, altintop, limon ve turung bitkilerine
ait ornekler olmustur. TSDAV hastaligi limon
ve turung bitkilerinde simptom gostermekte,
portakal, altintop ve mandarin bitkilerinde
ise bir simptom olusumu gostermemektedir.
Arastirma  parselinde  bulunan,  simptom
gosteren 10’ar adet limon ve turung agaclari ile
simptom  goOstermeyen ancak  hastaligin
varligindan siiphelenilen 10’ar adet portakal,
altintop  ve mandarin agaclarindan toplanan
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yaprak, geng siirgiin, ¢icek ve meyve Ornekleri
toplandiktan sonra numaralandirilarak buz

kutusu icinde bolim laboratuvarina
getirilmistir.
Biyolojik Tam Calismalarinda

Kullanilan Materyaller

Araziden limon, turung, portakal, altintop
ve mandarin tlirlerinden 3’er adet agagtan
bitki 6rnekleri alinmis, her bir agacin 6rnegi
tohumdan yetistirilmis olan 3’er adet turung
indikator bitkisine asilanarak aktarilmistir.
Asilama igleminde bitki dokularinin ¢ikarilmasi
icin sterilize edilmis bisturi ve as1 bigagi
kullanilmugtir.

Total RNA
Kullanilan Materyaller

TSDAV hastaliginin molekiiler diizeyde
aragtirilmas1 amactyla Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Ciftligi turuncgil parsellerinden alinan limon,
turung, portakal, altintop ve mandarin
bitkilerine ait yaprak, genc slirgiin, ¢igek
ve meyve Ornekleri RNA ekstraksiyonunun
materyalini olusturmustur.

Ekstraksiyonunda

Yontem
Biyolojik Tan1 Calismalar:
Biyolojik indeksleme ¢aligmalarinda

goz ve kabuk dokularindan yararlanilmistir.
Belirlenen her turunggil tiiriinden 3’er Grnegin
asilandigi, her tiir i¢in toplam 9 turung fidani
asilama isleminden sonra tekrar sera kosullarina
alinarak simptom gelisimleri takip edilmistir.
3 adet turung fidani ise bir islem yapilmaksizin
negatif kontrol olarak birakilmustir.

Biyolojik  indeksleme calismalarinda
etmenin bulasik agaclarda olusturdugu damar
bantlagsmasi simptomu, yaprak deformasyonlart,
yapragin alt yilizeylerinde su emgisi seklinde
beliren lekeler, hastalik etmeni belirtisi olarak

degerlendirilmistir.

Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu
Calismalar

CTAB temelli total niikleik asit

ekstraksiyonu i¢in Murray ve Thompson’un

(1980) tamimladigr yontem kullanilmistir.
Calismalar ~ Cukurova  Universitesi  Bitki
KorumA  Bolimii  Turunggil  Virisleri

Laboratuvarinda yiiriitilmistur.

RT-PCR Cahsmalar:

RT-PCR; total RNA calismasi sonucunda

elde edilen viriis niikleik asidi iizerindeki
belirli bolgelerin, spesifik primerler kullanarak

uygun kosullarda ¢ogaltilmasi, bdylelikle
TSDAV’nin  molekiiller tanist amaci ile
yapilmistir.

Bu ¢alismada Loconsole ve ark. (2013)
tarafindan belirlenen primerler kullanilmustir.
Kullanilan primer dizileri ve tanilama bolgeleri
ise Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. TSDAYV icin RT-PCR ¢alismalarinda

Primer PCR
Uriin
Boyu (bp)

Genom Siralama
7081fw ACCTCACGATGGACCACGTT 479
7560rev CAGAAAATGGAAACTGAAAGCCTG

Algilama
1fw GAAAAGCAAACAGTAACAAACACACCC
92 1rev GGGCAAGAGCATTTGGGTATCT 92
391f CGAATCCGCTGCGAGCTA
‘W 59
o GGGAGTGCTTGGACAGGAGAT
kullanilan primerler.
Sekans  Analizleri ve  Verilerin
Karsilastirilmasi
RT-PCR ve agaroz jel elektroforezi
sonucunda  bulasik  bulunan ornekler,
saflasgtirma ~ ve  niikleotid  dizilimlerinin
belirlenmesi amaci ile  Adana ilindeki
“’Molgentek’’ firmasina gonderilmistir.
Sekanslama  iglemleri ~ tamamlanan

bulasik 6rneklerin baz dizilimleri “’Finch TV”’
programi aracilifiyla goriintiilenip, NCBI gen
bankasinda yer alan bazi verilerle "BLAST”’
yonteminde karsilastirilmigtir.

Yapilan filogenetik analiz ¢alismalarinda
bulasik orneklere ait DNA dizileri, “°Mega 6’
programi ile “’Neighbour Joining’’ yonteminde
simiflandirilmistir.
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Bulgular ve Tartisma

TSDAV Hastaliginin Biyolojik
indeksleme Yéntemi ile Tamlanmasma Ait
Bulgular

Goz dokusu ve kabuk dokusu olarak
gerceklestirilen asilama caligsmalarinin yapildigi
biitiin turun¢ indikat6ér bitkilerinde, TSDAV
hastaliginin ~ karakteristik simptomlar1 olan
yaprak kenarlarinda kivrilmalar seklinde gelisen
diizensiz deformasyonlar (Sekil 1) ile yaprak
ana ve yan damarlarinda, hastaligin ismini
aldigit  ¢izgi halindeki sar1 renk agilmalar
gozlemlenmistir.
Bu renk agilmalarinin tim damar boyunca
uzunlamasina ilerledigi (Sekil 2) ve bazen de
yapraklarda kesik kesik bantlagsma gelistigi
gozlemlenmistir. Yapraklarda disa ve ige dogru
cep olusumu, gondol seklinde yaprak olusumu
gibi yaprak deformasyonlarini tum turuncgil
cesitlerinden alinan Ornekler gelistirmistir.
Yaprak kenarlarinda “’V’’ seklinde girinti
olusumu ve yaprak arka damarlarinda su emgisi

seklinde  1slak  goriinim,  indekslenme
sonucunda gbzlenen bazi  simptomlardan
olmustur. Kontrol bitkileri olan tohumdan
yetismis  saglikli  turung fidanlarinda ise

herhangi bir TSDAV hastalik simptomuna
rastlaniimamustir.

Sekil 1. TSDAV

hastaligi
biyolojik indeksleme sonucunda turung yaprak
kenarlarinda olusturdugu kivrilmalar seklinde
gelisen diizensiz deformasyonlar.

etmeninin,
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Sekil 2.
biyolojik
bitkisinin yapraklarinda ana ve yan damarlarda
olusturdugu ¢izgi halinde sar1 renk agilmalari.

TSDAV  hastaligt  etmeninin,
indeksleme  sonucunda  turung

TSDAV hastaligt etmeninin turung
coglrlerinde  gelistirdigi bazi  simptomlar,
boélgemizde yaygin olarak bulunan Turuncgil
klorotik  clicelesme virtisi  (TKCV) ile
benzerdir. Her iki hastalik da turung
yapraklarinda yaprak deformasyonlarina neden
olmakta ancak TSDAV hastaligi damarlar
tizerinde sart renkli bantlagsma gelistirirken
TKCV hastalig1 turung yapraklarinda 6zellikle
orta damar ¢evresinde, diizensiz klorotik lekeler
ve beneklemeler gelistirmektedir. Her iki
hastalikta turung yapraklarinda “’V’’ seklinde
girintiler ve yaprak arka damarinda su emgisi
seklinde gelisen lekelenmeler gelistirmektedir.
Gondol yaprak olusumu her iki hastalik i¢inde
karakteristiktir. ~ Hastalik  belirtileri  arazi
sartlarinda zaman zaman karismakla birlikte,
yapilan g¢alismalarda (Korkmaz, 1997) TKCV
hastaliginin portakal, altintop ve mandarin
agaclarinda da belirti olusturdugu bu ¢alismada
ortaya kondugu gibi, TSDAV hastaliginin bu
cesitlerde latent kaldigi ancak turung gibi
duyarl bir indikator bitkiye aktarildiginda
simptom gelistirebildigi belirlenmistir.
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RT-PCR Cahgsmalari ile ilgili Bulgular

RT-PCR ¢aligmalarinda 7081fw/7560rev
primer ¢ifti ile c¢ogaltilan tiim Orneklerde
479 Dbp’lik bant olusumu goézlemlenmistir.
391fw/449rev primer cifti ile ¢ogaltilan tiim
orneklerde 59 bp’lik bant olusumu gozlenirken
1fw/921rev  primer ¢ifti ile 921 bp
bliyiikliiglinde bantlar elde edilmistir. Her iig¢
primer ciftiyle ¢ogaltilan tiim 6rneklerde bant
olusumu pozitif olarak degerlendirilmis ve
ornekler TSDAV ile bulasik olarak kabul

edilmistir (Cizelge 2).
Primer Cifti
Izolat,
Xe 7081fw/ 391fw/ 1fw/
Say1 7560rev 449rev 921rev
(479 bp) (59 bp) (921 bp)
Limon (10) + + +
Turung (10) + - +
Portakal (10) + + +
Mandarin (10) + + +
Altintop (10) + + +
Cicek (5) + + +
Meyve Kabugu (5) + - +
Tohum (5) -
Negatif Kontrol (5)

Cizelge 2. RT-PCR calismalari ile elde edilen
cDNA’larin, agaroz jel elektroforez islemi
sonucu olusan goriintiilerdeki bant olusumu.

RT-PCR ¢aligmalar1 sonucunda TSDAV
hastaliginin  farkli turunggil tiirlerinden elde
edilen jel gorintiileri Sekil 3°te yer almaktadir.

Bu calismada, C.U. turunggil parselinden
yapraklarinda simptom bulunan limon ve turung
agaclarindan alman bitki 6rnekleri ile yapilan
RT-PCR c¢aligmalarinda, 6rnek alinan agaglarin
tamaminin TSDAV etmeni ile bulasik oldugu
belirlenmistir. Herhangi bir yaprak simptomu
gozlemlenmeyen portakal, mandarin ve altintop
agaclarindan alinan Orneklerle gerceklestirilen
RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda da, ornek
alman agaglarin TSDAV etmeni ile bulasik
oldugu ve 479 bp’da viriis bantlarinin mevcut
oldugu belirlenmistir.

M 12 3 45 6789 10 1M1213K +K

——> 479bp

- i

M 14 15 16 17 1819 20 2122 23

o § == 9210
skl

Sekil 3. Altintop ve limon o6rneklerine ait jel
gorlintlisi. %1,5’luk agar jelde 479 bp ve 921
bp primerleri ile altintop ve limon 6rneklerinde
TSDAV’ne ait bant olusumlart. 1-10 portakal
ornekleri, 14-22 altintop drnekleri, M: Markér.

Calisma sonucunda TSDAV’niin limon
ve turung agaglarinda simptom olusturdugu,
ancak  portakal, mandarin ve altintop
agaclarinda latent olarak bulundugu ortaya
konulmustur.

Loconsole ve ark. (2013) yapmus
olduklar1 ¢caligmada, etmenin molekiiler yapisini
tamamen ortaya koymus ve RT-PCR ile farkli
primerler  kullanarak  etmenin  tanisini
gerceklestirmistir. Primer ¢iftleri ile yiiriitiilen
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bu ¢alisma da Loconsole ve ark.’nin. sonuglari
ile uyumludur. Her iki calismada kullanilan
primer ciftleri ile, viriistin manto protein yapisi
molekiiler olarak tanilanmustir. Cin’de Zhao ve
ark. (2014) tarafindan, yiiriitillen ¢aligmada da
bu ¢alismaya benzer sonuglar elde edilmis ve
TSDAYV hastaligi RT-PCR calismalar1 ile ayni
primer ¢iftleri kullanilip molekiiler olarak
tanilanmustir.

Bu calismada TSDAYV ile enfekteli limon
ve turun¢ agaclarindan alinan meyve kabugu
ve ¢icek ornekleri de RT-PCR yontemi ile viriis
acisindan arastirillmigtir.  Calisma sonucunda
(Sekil 4) enfekteli limon ve turung agaclarindan
alman meyve kabugu ve c¢icek oOrneklerinin,
virlis etmeni tanis1 bakimindan kullanilabilecegi
ve bu dokularin TSDAYV ile enfekteli oldugu
elirlenmigtir. Bu dokulardaki virlis varligi

ilk olarak bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.
RT-PCR c¢alismalarinda kullanilan {i¢ primer
cifti de pozitif sonu¢ vermistir. Ancak bu
primer ciftlerinden 59 bp olan ¢ift, jel lizerinde
primer kalintist gibi goriintli olusturmustur. Bu
nedenle 479 bp ve 921 bp primer giftlerinin
daha ayirici 6zellikte oldugu belirlenmistir.

Sekil 4. Limon ve turung bitkisine ait meyve
kabugu ve ¢igek doku Ornekleri ile yapilan
RT-PCR sonucu elde edilmis 479 bp DNA’larin
jel goriintiisii. M: Markoér, LK: Limon meyvesi
kabugu, TK: Turung meyvesi kabugu,
LC: Limon ¢igegi, TC: Turung c¢icegi,
-K: Negatif kontrol, +K: Pozitif kontrol.

Yiriitilen bu ¢alismada tohum ve negatif
kontrol 6rnekleri, her {i¢ primer ¢iftinde de bant
olusumu gostermemistir. Daha oOnce Gok
(2010) tarafindan  yapilan caligsmada,
TSDAV’iinin  tohum ile  tasmmadig
belirlenmistir. Tohum Orneklerinin bir bant
Olusumu gostermemesi, TSDAV etmeninin
tohuma gegmemesinden kaynaklanmaktadir.
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Niikleotid Dizilimi ve
Analiz ile Tlgili Bulgular

Niikleotid dizilim analizleri ve yapilan
filogenetik  calismalar ~ sonucunda  farkli
turunggil tiirlerinden alinan 6rneklerin Pakistan,
Cin Halk Cumhuriyeti ve lilkemizde daha 6nce
limon orneklerinden yapilan etmen analizleri
ile %97’inin iizerinde bir benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 5).

Filogenetik

Sekil 5. Nikleotid dizilim analizleri
ve yapilan filogenetik calismalar sonucunda
farkli turunggil tiirlerinden alinan &rneklerin
Pakistan, Cin Halk Cumhuriyeti ve tilkemizde
daha o6nce limon Orneklerinden yapilan etmen
analizleri ile kiyaslanmasi.

Calismada farkli turunggil tiirlerinin
birbirleriyle olan benzerliginin %98’in tizerinde
oldugu da ortaya konulmustur (Sekil 6).

0014

0.007
—'I 0,014
KP313241.1 izolat PK (Pakistan)
'—|0'007 0014

Cukurova izolat

6.JX040635 izolat 1¥1 (Tiirkiye)

KP313240.1izolat CO (Cin)

0005

Sekil 6. Niikleotid dizilim analizleri
ve yapilan filogenetik calismalar sonucunda
farkl1 turunggil tiirlerinden alinan O6rneklerin
birbirleriyle karsilastiriimasi.

Bu calismada elde edilen sonuglar,
Loconsole ve ark. (2013) tarafindan bildirilen
sonuclar ile uyum igerisindedir. Arastiricilar
saflastirilmis viral RNA’lar1 ve
7081fw/7560rev primer cifti ile 391fw/449rev
primer ¢iftini kullanarak yaptiklar1t RT-PCR
calismasinda, TSDAV etmeninin varhigm
saptamuslar ve sirasiyla 479 bp’lik ve
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59 bp’lik bantlart gdézlemlemislerdir. Yine bu
calismada yapilan niikleotid dizilimi ve
filogenetik analizler ile ilgili sonuglar,
ayni aragtirmacilarin sonuglar1 ile paralellik
gostermis ve TSDAV etmeninin, ICRSV
(Indian citrus ring spot mandarivirus)
ile filogenetik olarak ayni subede yer aldigini
belirlemisgtir.

Bu calismada elde edilen sonuglar
ayrica Zhen ve ark. (2015) tarafindan bildirilen
aragtirma sonuglari ile benzerlik
gostermektedir.

Arastiricilar  saflastirilmus  olan  viral
RNA’lart  ve spesifik CY27SF/CY25TR
primer ¢iftini kullanarak yapmig olduklari
RT-PCR islemi sonucunda TSDAV iniin
varligin1 saptamislar ve yapilan filogenetik
analiz calismas1 sonucunda da Orneklerinin,
Tirkiye kaynakli bir irk olan CYVCV-Y1
ki ile %97.1 oranmda benzerlik gosterdigini
belirlemislerdir.

Sonuclar

Farkli turunggil tiirlerinden g6z dokusu
ve kabuk dokusu olarak gergeklestirilen agilama
caligmalarinin yapildig1 tiim turung indikatdr
bitkilerinde, TSDAV hastaliginin karakteristik
simptomlar1 belirlenmistir.

Yapilan bu c¢alisma arazi kosullarinda
herhangi bir hastalik belirtisi gdstermeyen,
limon ve turun¢ agaglarinda goriillen yaprak
damarlarinin  bantlasmasi, yaprak yapisinin
deformasyonu gibi simptomlar olusturmayan
portakal, mandarin ve altintop agaglarindan
turung ¢ogiirlerinde gelistirdigi hastalik etmeni
belirtileri, bu agacglarin hastaligin simptomsuz
(latent) tasiyicist oldugunu bir kez daha
ortaya koymustur.

TSDAV hastalik etmenini molekiiler
olarak tanilama calismalarinda mevcut etmen
limon, turung, mandarin, portakal, altintop
agacglarindan izole edilmis ve RT-PCR
yontemi ile bu agaglarin bulasik oldugu ortaya
konulmustur.

Limon ve turung meyve kabuklarindan
ve ¢igeklerinden yapilan tanilamalarda pozitif
sonuglar elde edilmis, etmenin bu kisimlardaki
varlig1 da ortaya konmustur.

Niikleotid dizilim analizleri ve yapilan
filogenetik  calismalar  sonucunda  farkli
turunggil  tirlerinden  alinan  Grneklerin,
Pakistan, Cin Halk Cumhuriyeti ve {ilkemizde
daha o6nce limon Orneklerinden yapilan etmen
analizleri ile %97’inin {izerinde bir benzerlik
gosterdigi  belirlenmistir. Calismada ayrica
farkli turunggil tiirlerinin birbirileri ile olan
benzerliklerinin  %98’in iizerinde oldugu da
ortaya konulmustur.
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Cukurova Bolgesi’nde Kayis1 Agaclarinda Solgunluk ve Govde
Ciiriikliigii Etmeni Phytopythium vexans’in Tamlanmasi

Ali ENDES @ Mukaddes KAYIM @

Ozet
Adana, Mersin illerinde yetistiriciligi yapilan kayisi agaclarinda hastaliga neden olan

Phytopythium  tiirlerinin = morfolojik ve kiiltirel ~ 6zelliklerinin  yan1  sira  molekiiler
karakterizasyonlarini saptamak amaci ile 2010-2012 yillar1 arasinda farkli bdlgelerden
Phytopythium spp. ile infekteli oldugundan siiphe edilen bitki 6rnekleri toplanmigtir. Bu ¢aligmada
kullanilan izolatlarin tamamu ITS gen dizisine gére Phytopythium vexans (de Bary) Abad, de Cock,
Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque 2014 olarak saptanmustir. Izolatlarin koloni deseni ve radiyal
gelisimi farkli ortamlarda galisilmis ve mikroskobik yapilart belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda
Phytopythium vexans’in kayisi agaglarinda solgunluk, kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii olusturdugu,
kayist bahgelerinde ekonomik zarar olusturabilecegi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: ITS bolgesi, Patojenisite, PCR, Phytopythium spp., Radyal Gelisim

Identification of Phytopythium vexans Causing Wilting and Trunk Rot of
Apricot Trees in Cukurova Region

Abstract
Suspicious plant materials with infected Phytopythium spp. were collected from apricot

trees causing disease in different countrysides and locations of Adana and Mersin provinces for
morphological and cultural features as well as molecular characterization of Phytopythium species
during 2010-2012. All five isolates used throughout this study were identified as Phytopythium
vexans (de Bary) Abad, de Cock, Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque 2014 based on ITS gen
sequences. Colony patterns and radial growth study of isolates were performed on different media
and subsequently their microscobic structures were identified. It was determined that
Phytopythium vexans could cause wilting canopy, rotting of root and crown of apricot trees, which
was the reason for economic damage in apricot orchards.

Keywords: ITS Region, Pathogenicity, PCR, Phytopythium spp. Radial Growth
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Giris

Bodur ve yar1  bodur meyve
yetistiriciliginin Tiirkiye genelinde artmasi,
Cukurova  Bolgesi'nde  erkenci  meyve
yetistiriciligini 6n plana getirmistir. 2015
yilinda iiretimi yapilan kayisi meyvelerinin
toplam iiretim miktari, Adana ve Mersin
illerinde sirasiyla 5001 ve 107922 ton (Anonim,
2016) olup, bu illerde nisbi nem oraninin
yiksek olmas1 ve sert c¢ekirdekli meyve
yetistiriciligindeki kiiltiirel uygulama hatalar
fungal hastaliklarin zararimi1 ekonomik boyuta
ulagtirmaktadir. Bu hastalik etmenlerinden
Phytophthora ve  Phytopythium  cinsleri
Chromista alemi igerisinde ¢ift kamgiya sahip

heterekont  gruplari  kapsayan = Oomycota
subesinin, Oomycetes smifi Peronosporales
takimi,  Pythiaceae  familyas1  igerisine

yerlestirilmistir (de Cock ve ark., 2015). Toprak
kokenli bu hastalik etmenleri, meyve agaclari,
turunggil, orman, park ve sebze tiirlerini
kapsayan diinya genelinde genis bir konukcu
dizinine sahiptir (Hendrix ve Campbell, 1973;
Erwin ve Riberio, 1996; Tewoldemedhin ve
ark., 2011). Bu cinslerin viriilent tiirleri tarimsal
iretim alanlarinda ciddi ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Duncan ve Cooke, 2002;
Hendrix ve Campbell, 1973).

de Cock ve ark. (2015) Phytopythium
cinsini Phytophtora ve Pythium arasinda yeni
bir cins olarak tanilamiglardir. Bu cinsin tiirleri
genelde hif tizerinde sporangioforsuz terminal,
interkalari ve yanal olarak olusan ve internal
olarak ¢ogalan papillali oval, elips ya da limon
sekilli sporangiumlar olusturmaktadir
(Uzuhashi ve ark., 2010; de Cock ve ark.,
2015). Phytopythium tiirlerinin  olusturdugu
ozellikle papillalt ve oval ya da limon sekilli
sporangiumlar Phytophtora cinsinde goriilen
sporangiumlar ile olduk¢a benzerdir. Fakat
Phytophtora cinsinde hi¢bir zaman internal
¢ogalan sporangium belirlenmemistir (de Cock
ve ark., 2015). Phytopythium’un Phytophtora
ile bir diger farki zoosporlar sporangiumlardan
Pythium benzeri zoospor ¢ikisi yapmaktadir.
Phytopythium’un 6zgiin karakterlerden biri de
tirlerin ince wuzun, silindirik anteridium
olusturmalaridir. Ornegin Phytopythium vexans
(Basionym: Pythium vexans de Bary)’in
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anteridiumlar1 genelde oogoniumlar iizerine
genis bir lop seklinde yapismaktadir. internal
olarak g¢ogalan papillali sporangium olusturan
Pythium  cinsi  funguslar  bulunmaktadir
(Lévesque ve Cock, 2004; Mcleod ve ark.,
2009; Uzuhashi ve ark., 2010). de Cock ve ark.,
(2015) P. helicandrum, P. marsipium ve P.
grandisporangium  hari¢  diger  Pythium
tiirlerinin ince uzun, silindirik ve lob sekilli
antredium olusturmadiklarimi bildirmis ve bu ti¢
tirden ilki olan P.  helicandrum’un
Phytopythium  tiirlerinden  daha  biiyiik
sporangiumlara ve desenli oogonumlara sahip
oldugunu; P. marsipium, Phytopythium vexans
gibi can sekilli antrediumlara sahip olmasina
ragmen oval sporangium yerine sise sekilli
sporangiumlar olusturdugu ve tliglincii tiir olan
P. grandisporangium’un ise lop sekilli
anteridium olusturdugu fakat bu tiiriin genelde
sucul habitatlarda yasadigi ve papilla yerine
giderek daralan boyuna sahip oldukg¢a biiyiik
sporangium olusturdugunu bildirmiglerdir.
Yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve
agaclarinda  toprak  kokenli  etmenlerden
Phytophthora ve Fusarium tiirleri ilk siralarda
yer almalarma ragmen Phytopythium tirleri
fideliklerde ¢ikis Oncesi veya ¢ikis sonrasi, tek
yillik  otsu  Dbitkilerde ¢Okertene neden
olmaktadir. Son yillarda meyve bahgelerinde
yapilan ¢aligmalar, baz1 Phytopythium tiirlerinin
¢ok wyillik odunsu bitkilerde de patojen
olduklarmi gostermistir (Nakova, 2010; Spies
ve ark., 2011; Tewoldemedhin ve ark., 2011).
Phytopythium tiirlerinin ¢ogu rizosfer ve sucul
ortamlarda saprofit ya da fakiiltatif patojen
olarak, elma ve seftali meyve agaglarinda fidan
yetistiriciliginde ciddi sorunlar yaratmaktadir
(Mircetich, 1970; Souli ve ark., 2011; Yang ve
ark., 2012). Bitki patojeni Phytopythium
tirlerinin ¢ogu belirli bir konukg¢u dizinine
sahip olmadig1 gibi tipik hastalik belirtileri de
olusturmamaktadir (Hendrix ve Campbell,
1973). Kaynaklara gore Pythiaceae tiirlerinin
olusturdugu simptomlar gelismede gerileme,
solma, geriye 6liim, kuruma, zamklanma, kok
ve kok bogaz ¢liriikliigii olarak bilinmektedir.
(Hendrix ve Campbell, 1973; Mazzola ve ark.,
2002; Nakova, 2010; Souli ve ark., 2011). Bu
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simptomlar diger toprak kokenli bitki patojeni
funguslar ve abiyotik (asfeksi) faktorlerin neden
oldugu simptomlar ile benzerlik gosterdiginden
Phytopythium  tiirlerinin  neden  oldugu
hastaliklar cogunlukla gbzden kagmaktadir.
Hastaligin kontrol altina alinmasi ve
uygun miicadele stratejilerinin olusturulmasi
icin eski ve yeni kurulan meyve bahgelerindeki
agaclardan ve topraktan patojenin dogru olarak
tanilanmas1 son derece Onem arz etmektedir.
Geleneksel yontemlerle Phytopythium
cinslerine ait tiirlerin tanilanmast morfolojik
karakterlerin mikroskobik gdzlemine, secici
agar ortaminda patojenin izolasyonuna ve
fiziksel 6zelliklerine gore yapilmaktadir. Ancak
baz1 tiirlerde giivenilir morfolojik belirtilerin
yetersiz olmasi, Onemli oranda morfolojik
yapida sekil degisimi, sekillerin  stabil
olmamasi, genelde yanlig tanilamaya neden
olmaktadir (Lévesque ve Cock, 2004; Mcleod
ve ark., 2009; Uzuhashi ve ark.,, 2010;
Schroeder ve ark., 2013). Giliniimiizde bu tiir
olumsuzluklar1 agmada taniy1r desteklemek icin
molekiiler biyolojiye dayali PCR-temelli
yontemler kullanilmaktadir. Phytopythium cinsi
de dahil olmak tizere dkaryotlarda sirastyla 18S,
5.8S ve 28S ribozomal DNA (rDNA) kodlayan
genlerde tandem denilen ¢ok sayida tekrar eden
niikleotid birimleri, diger bir ifade ile
transkripsiyonu yapilmayan ITS bdlgeleri

bulunmaktadir (White ve ark., 1990). Bu
nedenle, Phytopythium tirlerinin morfolojik
karakterlerine gore yapilan tiir tanisin

desteklemek icin rDNA'nin ITS bolgelerine ait
baz dizilimlerinden yararlanilmaktadir (Paul |,
2000; Lévesque ve de Cock, 2004; Zeng ve
ark., 2005; Mcleod ve ark., 2009; Tao ve ark.,
2011; Dervis ve ark., 2014). ITS bolgelerine ait
baz dizileri ¢ok yakin akraba tiirlerde son
derece degisken oldugu icin, Phytopythium
tirlerini ayirt etmede veya siniflandirilmasinda
olduk¢a kullanigh ve giivenilir markdrler
sunmaktadir. (Lévesque ve Cock, 2004; Mcleod
ve ark. 2009; Uzuhashi ve ark. 2010).

Solgunluk ve Govde Ciiriikliigii Etmeni

Bu ¢alisma, Cukurova bolgesinde kayisi
meyve yetistiriciligi yapilan bolgelerde, kayisi
agaclarinda kok ve kok bogazi ¢iiriikliigiline
bazi  Phytopythium tiirlerinin de neden
olabilecegini gostermek amaci ile yapilmstir.

Materyal Ve Yontem

Orneklerin Toplanmas1 ve izolasyon
Calismalan

2010-2012 yillar1 arasinda ilkbahar ve
sonbahar aylarinda, Adana’nin Seyhan, Yiregir
ve Pozanti, Mersin’nin Tarsus ve Akdeniz
ilgelerinde kayis1 meyve bahgelerinden 6rnekler
toplanmistir. Her bdlge igin bes meyve
bahgesinde sbérvey c¢alismast  yapilmustir.
Gelismede gerileme, solma, kuruma, kok ve
kok bogazi cliriikliigli gosteren meyve
agacglarinin kok ve kok bogazindan infekteli
bitki doku 6rnekleri toplanmig ve laboratuvara
getirilmistir. Infekteli dokulardan yarali ve
saglikli kisim bir arada olacak sekilde 5-8mm
uzunlugunda pargalar kesilmistir. Bu infekteli
parcalar % 70 etil alkol igerisinde 10-15 sn.
bekletildikten sonra iki kez steril sudan
gecirilmis  ve  filtre kagitlart  {izerinde
kurulanmustir. Kiiciik infekteli doku pargalar1 %
0.01 streptomisin igeren patates dekstroz agar
(PDA, Merck; 1.10130) ortanmu T{izerinde
24+2°C’de karanlikta 3-4 giin inkiibe edilmistir.
Ayrica, infekteli bitki drneklerinin yiizeyindeki
kaba artiklar1 temizlendikten sonra, yiizey
dezenfeksiyon yapilmadan,17g/L Misir Unu
Agar (MUA) (Sigma; C1176) kullanilarak
hazirlanan PARB (10 pg pimaricin, 10 pg
rifampicin ve 250 pg ampicillin, 100 pg PCNB,
10 pg benomyl) ortami {izerinde yukarida
belirtilen inkiibasyon kosullarinda patojen
izolasyonlari i¢in de kiiltiire alinmistir (Jeffers
ve Martin, 1986;). izolatlarin saf kiiltiirleri,
kolonilerin  kenar  uglarindan  miselyum
pargalarinin PDA ortamina aktarilmasiyla elde
edilmistir. izolasyon c¢alismalarinda PDA ve
PARB,; morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerin
belirlenmesi i¢in musir unu agar (MUA),
kenevir tohumu agar (KTA), havug agar (HA)
ve yulaf unu agar (YUA) kullanilmistir. KTA
ortami, Paul (2000); diger tiim agar ortamlari
Erwin ve Ribeiro (1996) tarafindan belirtilen
ozellikler dikkate alinarak hazirlanmigtir.
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DNA izolasyonu, PCR Cogaltimi ve
Sekans Analizi

Genomik DNA, PDA ortaminda 10
giinlik kiiltiirlerin taze misellerden izole
edilmistir. DNA izolasyonu DNeasy Plant Kit’i
(Qiagen, U.S.A)) ile firmanin 6nerdigi protokol
dikkate alinarak yapilmistir. FElde edilen
genomik DNA’lar ITS primerleri ITS4 (5-TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC-3) ve ITS5 (5-
GGA AGT AAA GTC GTA ACA AGG-3)
kullanilarak, rDNA’nin ITSI, 5.8S ve ITSII gen
bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmistir (White ve ark,
1990). Polimeraz zincir reaksiyonu her bir
ornek i¢in toplam 25ul hacimde gerceklesen
PCR kokteyli: 10X PCR bafirdan 2,5plL,
25mM’lik MgCly’den 2uLl, 2mM’lik dNTP
(Fermantas)’den 2,5uL, 10uM’lik ileri (ITS5)
ve geri (ITS4) primerlerden 0,5uL, 1U’luk
(1U/1uL) Taq polimeraz (Fermantas)’dan
0.25uL, 1-2pL. patojen DNA'st ve 25ul’ye
tamamlayacak kadar sQH,O i¢ermektedir. PCR
sentez Urlinii i¢in baslangigta 96 °C’de 2 dak.,
ve sonraki 35 dongii i¢in 94 °C’de 1 dak., 55
°C’de 1 dak., 72 °C’de 2 dak. ve son bitis
dongiisii 72 °C’de 10 dak. olarak ayarlanmuistir.
PCR ile ¢ogaltilan DNA fragmentleri, TAE
(Tris glasiyal asetik asit, Etilen diamin tetra
asetik asit) tampon ¢ozeltisi ile %]1,5 agaroz
(Tipl, Sigma) jelde 50 Voltta 3 saat
elektroforez yapilmistir. Jeller 0,5pg/mL’lik
etidyum bromidle boyanarak uv
transillimiinator (BioRAD-VERSADOC
4000MP)  iizerinde  goriilebilir ~ duruma
getirilmistir. Agaroz jelden ITS bolgelerine ait
DNA fragmenti QIAquik Gel Extraction Kit’i
(Qiagen, USA.) ile firmanin onerdigi protokol
dikkate alinarak saflagtirilmistir. Saf PCR
triinlerinin  sekans analizleri Institute for
Integrative Genome Biology, University of
California, Riverside’ da gerceklestirilmistir.
Elde edilen ITS baz dizileri Blastn programi
kullanilarak NCBI (National Center of
Biotechnology Information) sitesindeki diger
Phytopythium izolatlarinin ITS genine ait baz

dizileri ile Kkarsilastirilarak  tlir  tanilar
yapilmustir.

izolatlarin Tanillamas:

Patojenik izolatlar, sporangium,

ogonium, oospore, klamidiospor ve koloni
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morfolojisi ve rDNA’nin bazi dizi analizleri
temel alinarak tamilanmistir. Izolatlarm besi
ortamlarinda olusturdugu sporangium,
oogonium, oospor ve anteridium igeren
karakteristik ~ Ozellikler  belirlenmis ve
morfolojiye dayali tanilama c¢aligmalarinin
tamaminda, her bir izolat icin kullanilan
karakterlerin her biri i¢in 50 konidi 6l¢limiin
ortalama  degeri  hesaplanmistir.  Farklh
ortamlarda koloni  desenlerini  belirlemeye
yonelik ve daha sonraki ¢aligmalar i¢in 5 izolat
(PvAsk1, PvAykK1, PvApK1, PvMtk1,
PvMakk1) kullanilmustir. Bu izolatlarin, PDA
ortaminda 25+1°C’de karanlikta 10 giin
gelistirilen kiiltiirlerinden, 4 mm c¢apindaki
miselyum diskleri, PDA, MUA, KTA, HA ve
YUA ortamlar iizerine aktarilmistir. Izolatlar
28+1°C’de karanlikta bir ay inkiibe edilerek,
izolatlarin 48 saat igerisindeki misalyal
gelisimleri capraz kesisen dogru yontemi ile
belirlenmis ve izolatlarin olusturduklart koloni
desenleri bu siire icerisinde belirlenmistir (Paul,
2000; Zeng ve ark., 2005; Tao ve ark., 2011;
Souli ve ark., 2011).

Patojenisite testi

Kayis1  agaclarinin  infekteli  bitki
dokularindan izole edilen P. vexans izolatlarinin
patojenisite  testinde Myrabolan 29C ve
Tyrinthe sirasiyla Kayist anag ve gesiti
kullanilmis ve inokulasyon ¢alismalari icin bes
Phytopythium vexans izolat: (PvAskl, PvAyK1,
PvApkl, PvMtkl, PvMakkl) segilmistir.
Tesadiif deneme desenine gore 5 tekerriir (her
tekiirriir 1 fidan)’li deneme dizayn edilmistir.
Anaglar k6k bogazmmin 10 cm; kalemler asi
noktasimin 15 cm st kismindan kabuk dokusu
4mm ¢aplh mantar delici ile ¢ikarilmistir. Bu
bolgelere, PDA ortaminda 5 gilinlik izolat
kiiltiirlerinden aym biiytikliikte miselyal diskler
yerlestirilerek izolatlarin odun dokusuyla direk
temasit saglanmigtir. Daha sonra inokulasyon
alanina birka¢ damla steril su damlatilmig ve
parafilm ile tamamen kaplanmistir. Klima
odasinda 25+1°C derecede, ilk 24 saat igin
steril su plskiirtiilmiis, seffaf plastik torbalar
icerisinde daha sonraki giinler igin plastik
torbalar kullanilmadan fidanlar 60 giin
bekletilmistir. Kontrol olarak her meyve tiirii
i¢cin 5 fidan kullanilmistir. Anaglar ve kalemler
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icin yukarida agiklanan yontem takip edilmis
ancak 4mm capli misel diskleri yerine sadece
PDA ortami yerlestirilmistir.

Istatistik analiz

Izolatlarin patojenite ve radyal misel
gelisim denemelerinde elde edilen verilere
normalik  testi i¢in  Shapiro-Wilk testi
uygulanmustir, Radyal misel gelisim
denemesinde ve patojenisite verileri normal
dagilim gostermistir. Daha sonra, patojenisite
ve radyal misel gelisim denemelerinde
varyanslarin homojenlik testi Levene’s testi ile
yapilmis ve verilerin varyanslari arasinda
heterojenlik bulunmamistir (anag ve ¢esit
patojenisite i¢in sirasiyla; P= 0.310 ve P= 0.20;
radyal misel gelisimi i¢in P= 0.777 ). Veriler
varyans analizi i¢in SAS 9.0 ve SPSS 20.0
istatistik yazilim programlar1 kullanilmstir.
Verilerin ortalamalart %5 Onem seviyesinde
Fisher'm En Kiiciik Onemli Fark [LSD (a =
0.05)] testi ile karsilagtirilmustir.

Bulgular ve Tartisma

Phytopythium Spp.’nin Hastahk
Belirtileri ve Meyve Bahcelerinden
izolasyonu

Hastalik belirtileri, ilkbahar
baglangicinda, gen¢ meyve fidanlarimin
habitusunda ve agaclarin geng siirgiin uglarinda
solgunluk olarak goriilmiistiir. Hastaligin
ilerleyen evrelerinde, fidan ve gen¢ agaclar
apoplektik bir sekilde solgunluk ve ani ¢okiis
gostermistir. Hasta agaclar kiigiik ve porslimiis
meyveler ile kok bogazinin kabuk dokusunda
catlak ve sulu siyahimsi1 kahverengi renkte
bolgeler olusturmustur. Bu bolgelerin kabuk
dokusu kaldirildiginda, Odun dokularinda, koyu
kahverengi ve kirmizimsi renkte nekrotik
bolgeler gorilmustir. Odun dokusunda bu
infekteli ve saglikli dokular bir birlerinden
keskin bir sinir ile ayrilmistir. Nitekim, Nakova
(2010) yilinda yapmis oldugu caligmada,
Phytophthora ve Phytopythium tiirlerinin bazi
meyve agaclarinin ta¢ ve kok bogazinda neden
oldugu hastalik belirtileri ile bizim bulgularimiz
olduk¢a benzer bulunmustur. Ayrica, 2011
yilinda Souli ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, P. indigoferae ve P. irregulare
tirleri elma agaclarinin tag ve kok bogazinda

Solgunluk ve Govde Ciiriikliigii Etmeni

yukarida bahsedilen hastalik  belirtilerini
olusturduklarini bildirmislerdir.

Phytopythium spp. Adana (Seyhan,
Yiiregir, Pozant1) ve Mersin (Tarsus, Akdeniz)
illerinde sorveylenen 25 kayisi bahgesinden
elde edilmistir. Bu bahgelerden, Adana ve
Mersin igin sirasiyla 38 ve 19 izolat olmak
tizere toplam 57  Phytopythium spp. izole
edilmistir. Izolatlar, morfolojik ve kiiltiirel
ozelliklerine gore Phytopythium cinsi olarak
tanilanmisgtir.

izolatlarin Morfolojik ve Molekiiler
Tanilanmasi
Farkli Phytopythium izolatlarinin PDA,
MHA, KTA, YUA ve MUA ortamlarinda
olusturduklar1  koloni desenlerinin ve
28+1°C’de 2 gilin inkiibasyon periyotu
sonunda  radyal misel gelisimleri
belirlenmistir. YUA ortamin diger agar
ortamlarla (F (4-100, 0_05):24.4, P<00001),
PvAskl izolatin diger izolatlarla (F (s-100,
005=84.4, P<0.0001) ve ortam X izolat
etkilesimi (F(16-100’ 0.05):4.5, P<00001)
istatistiksel olarak anlamli 6lgtide farklilik
gostermistir. Cizelge 1’de PVAsk1 izolati
hari¢ diger izolatlar YUA ortaminda
iizerinde istatistiksel olarak en 1iyi radyal
misel olusturdugu goriilmektedir. Cizelge
1’de goriildiigii tizere, PvMtK1 izolat1 diger
izolatlara gore istatistiksel olarak ti¢ farkli
smif olusturmus ve en iyi radyal misel
gelisimi YUA ortami iizerinde 61.6 mm
olarak gerceklesmistir.  Ortam X izolat
arasindaki etkilesim sonucu en iyi radyal
misel gelisimi PDA ortami1 {izerinde
PvAsk1 izolat1 gostermistir (Cizelge 1).

Phytopythium vexans (de Bary) Abad,
de Cock, Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque
2014: izolatlar ortamlarda krem ya da beyaz
renkli krizantemi koloni desenini PDA, YUA
ve HA; homojen Kkoloni desenini MUA ve
KTA,; pamuksu koloni desenini PDA ve YUA
ortamlari iizerinde olusturmustur. Fakat, Tao ve
ark. (2011) Phytopythium vexans izolatlarinin
PDA ortami iizerinde pamuksu koloni deseninin
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yani sira giil koloni desenini de olusturdugunu
bildirmistir. Hifler 5+0.8 pm genisliginde
olciilmiistiir. Izolatlar HA ve YUA ortamlarinda
bol miktarda sporangium olusturmustur (Sekil
2). Sporangiumlar kiiresel, oval ve papillasiz
olup, hif uclarinda ve arasinda (Sekil 2A)
sporangiofordan kopmus (Sekil 2B) ya da ¢ok
kisa pedisellere (Sekil 2C) sahip olarak
olusmustur. Oysa Zeng ve ark. (2005)
Phytopythium  vexans izolatlarinin  agar
ortamlarinda sporangium olusturmadiklarini
bildirmistir. Diger baz1 ¢alismalarda PDA
ortami hari¢ diger ortamlarda Phytopythium
vexans izolatlarinin sporangium olusturduklari
bildirilmistir (Erwin ve Riberio 1996; Paul,
2000; Dervis ve ark. 2014). Sporangiumlarin
cap1 ortalama 20.4+3.2um olarak olgtilmiistiir.
HA ortami diger agar ortamlarina gore daha
fazla miktarda izolatlarin oogonium ve oospor
olusturmasini tesvik etmistir. Kiiresel, piiriizsiiz

ve terminal formda olusan oogoniumlar
ortalama 19.9+1.3 pm c¢apinda Olclilmistiir.
Oosporlar genelde kiiresel ve aplerotik formda
olup 15.8+1.5um c¢apindadir (Sekil 2D-F).
Paragynous o0zellik gosteren anteridiumlar;
genelde her bir oogonium igin 1 adet
olusmustur.

Morfolojik tanilamalar, molekiiler
calismalar ile desteklenmistir. Molekiiler
calismalar icin segilen izolatlarin ITS gen
bolgesinin baz dizileri, Gen bankasindaki diger
Phytopythium izolatlarinin baz dizileri Blastn
analizi ile karsilastirilmistir. Blastn analizi
sonucunda Phytopythium vexans izolatlari, yeni
adlandirmaya gore Phytopythium vexans (de
Bary) Abad, de Cock, Bala, Robideau, Lodhi &

Lévesque 2014 olarak LM651012.1 ve
LM651011.1 izolatlann ile %99 benzerlik
gostermistir.

Cizelge 1. Farkli kiiltir ortamlarinda sabit sicaklik (28+1°C) ve karanlikta Phytopythium
izolatlarinin iki giin inkiibasyon periyodu sonunda olusturdugu radyal misel gelisimi

Radyal Misel Gelisimi (mm=S. H.?)

Ortam* izolat

PvAskl PvAyk1l PvApkl PvMtkl PvMakk1

PDA 70.2+1.1a° 514+13a 524+1.6ab  54.6+1.6b 61.0£2.3 a
MUA 62.8+1.2b 44.8+t1.4b 47623 b 47.0+1.2 ¢ 502423 b
YUA 642+1.0b 50.8t1.0a 56.8+1.1a 61.6x13a 60.8+0.8 a
KTA 64.4+12b 488+l4a 548+1.7a 474+1.5¢ 48.6+1.3b
HA 65.6£1.2b 43.4+12b 522+2.0ab 56.6£1.9D 56.6£19 a

LSD(0.05) 3.5 3.9 5.3 4.6 54

! PDA= Patates Dekstroz Agar; MUA= Misir Unu Agar; YUA= Yulaf Unu Agar; KTA= Kenevir Tohumu

Agar; HA= Havug Agar
? S.H.= Standart Hata

® Degerler denemeden elde edilen verilerin ortalamasidir. Siitunlarda farkli harf igeren degerler Fisher’in En
Kiiciik Onemli Fark (LSD) testine gore istatistiksel olarak farklidur.
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Seki 1. Phytopythium vexans’in morfolojik karakterleri. (A) interkalari, (B) kiiresel, (C) oval
sporangium. (D-F) a: oogonium, b: paragynous anteridium, c: oospor

Patojenisite testi

Phytopythium vexans izolatlarinin
patojenisite  caligmalar1  iklim  odalarinda
yapilmis  ve  viriilenslikleri  arasindaki

farkliliklar varyans analizi ile karsilastirilmstir.
Tyrinthe [F(5_24' 0.05)= 17.7; P<00001] ve
Myrabolan 29C [Fs.24, 005= 77.0; P<0.0001]
kontrollerine gore istatistiksel olarak Onemli
derecede farkli bulunmustur. Cizelge 2’de
Phytopythium vexans izolatlarinin kayisi anact
olarak kullanilan Myrabolan 29C’nin odun
dokusunda olusturdugu lezyonlar bakimindan

birbirleriyle benzer ozellikte oldugu
goriilmektedir. Fakat Phytopythium vexans
izolatlart Tyrinthe kay1st cesitinde
viriilenslikleri arasinda birbirlerinden farkli

oldugu ve en viriilent izolatin PvMakkl olup,
bu izolatin istatistiksel olarak PVAskl ve
PVAykl izolatlart ile ayni Onem seviyesine
sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 2).
Nitekim, Hendrix ve Campbell 1973’te
odunsu ve otsu bitkilerin  besleyici
koklerindeki  ¢iiriimelere ~ Phytopythium
tirlerinin neden oldugunu bildirmistir.
Dahasi son yillardaki caligmalar, 6zellikle
elma gibi odunsu bitkilerde, virulens
Phytopythium tiirleri odunsu bitkilerin kok

-

ve kok bogazinin yani sira besleciyi
koklerinde olusturdugu infeksiyonlardan
dolayr bahgelerdeki aga¢ kayiplarin
nedeni olarak gosterilmistir. (Mcleod ve
ark., 2009; Nakova, 2010). Myrabolan
29C’nin  odun dokusunda olusan lezyon
uzunlugu, Tyrinthe’nin odun dokusunda olusan
lezyon uzunlugundan daha kisa olarak
olugmustur. Lezyon alanlart sorvey
caligmalarinda Kayis1 bahgelerinde belirlenen
hastalik belirtileri ile benzer olarak odun
dokularinda kahverengi ve kirmizimsi renkte
nekrotik bolgeler seklinde olusmustur. Bu
infekteli  alanlarindan  gergeklestirilen  re-
izolasyon calismalarinda izolatlarin tamami
tekrar elde edilmistir. Kontrollerde lezyon veya
herhangi bir hastalik belirtisi olusmamustir.
Calisma sonunda, Koch postiilatlar1 tamamen
gergeklesmis olmasindan dolayi; Phytopythium
vexans’in kayist agaglarinda patojen oldugu
belirlenmis ve diinya genelinde, tarimsal iiretim
alanlarinda Phytopythium tiirlerinin elmada
(Mazzola ve ark., 2002; Tewoldemedhin ve
ark., 2011; Souli ve ark., 2011), kauguk
agacinda (Zeng ve ark. 2005), seftalide
(Mircetich, 1970; Yang ve ark., 2012),
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bagda (Spies ve ark. 2011), orkide (Tao ve
ark. 2011) ve Golevez (Devis ve ark. 2014)

bitkilerinde hastaliklara neden oldugu

bildirilmistir.

Cizelge 2. Phytopythium vexans izolatlarinin iki yasindaki kayisi ¢esiti (Tyrinthe) ve anag
(Myrabolan 29C) odun dokuda olusturdugu lezyon uzunlugu

izolat Tyrinthe (mm4S.H.") Myrabolan 29C (mm#S.H."

PvMakk1 70.0+1.7 a° 20.6+1.2 a

PvAskl 68.8+0.7 a 24.2+2.0 a

PvAyk1l 63.243.1 ab 23.0+1.6a

PvMtk1 60.0+£2.8 b 21.8+14a

PvApkl 57.6£4.4 b 21.0+£1.3a

Kontrol 7.6£1.2 ¢ 7.8£0.8 b
LSD (0.05) 7.8 4.1

! S.H.= Standart Hata

2 Degerler denemeden elde edilen verilerin ortalamasidir. Siitunlarda farkli harf i¢eren degerler Fisher’in En
Kiigiik Onemli Fark (LSD) testine gore istatistiksel olarak farklidir.

Sonuclar

Bu c¢alisma sonuglart genel olarak
degerlendirildiginde izolatlarin agar ortamlari
iizerinde olusturdugu koloni desenleri oldukga
degisken olmasindan dolayr herhangi bir agar
ortaminda Phytopythium vexans’a ait belirgin
bir koloni deseni saptanmamustir. Ayrica
izolatlarin aseksiiel ve seksiiel yapilari oldukca
degisken olarak belirlenmistir. Bu nedenden
dolayi, tanilama ¢aligmalar1 morfolojik ve
kiiltirel ~ 6zelliklerin  yam1  sira  molekiiler
yontemler temel alinarak gergeklestirilmelidir.
Ayrica bu ¢alisma Phytopythium vexans’in
kayist agaclarinda solgunluk, kok ve kok
bogaz1  c¢iriikligii  olusturarak, kayisi
bahgelerinde aga¢ kayiplarmim nedensel
etmenleri arasinda oldugunu ve uygun
kosullarda Phytophthora, Fusarium ve
Verticillium spp. gibi etmenlerle birlikte
meyve bahgelerinde ekonomik  zarar
Olusturabileceklerini gostermektedir.
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Cukurova Bolgesi’nde Elma ve Seftali Agac¢larinda Solgunluk ve Kok
Bogaz Ciiriikliigii Etmeni Pythium nodosum’un Tamlanmasi ve
Patojenisitesi

Ali ENDES Mukaddes KAYIM @
Ozet

Adana ve Mersin meyve bahgelerinde elma ve seftali agaglarinda hastalik etmeni Pythium
tiirlerinin morfolojik, kiiltiirel ve molekiiler karakterizasyonlarin: belirlemek amaci ile 2010-2012
yillar1 arasinda farkli bolgelerden Pythium spp. ile infekteli oldugundan siiphe edilen bitki
ornekleri toplanmugtir. Bu ¢alismada kullanilan izolatlarin tamami ITS gen dizisine gore Pythium
nodosum voucher olarak saptanmistir. Izolatlarin koloni deseni ve radiyal gelisimi bes farkli agar
ortamlarinda ¢alisilmis ve mikroskobik yapilart belirlenmistir. Izolatlar genel olarak agar
ortamlarinda krizantemi koloni deseni olusturmus ve en iyi radyal misel gelisimi kenevir tohumu
ve patates dekstroz agar ortamlarinda gozlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda Pythium nodosum’un
meyve bahgelerinde ekonomik diizeyde elma ve seftali agaclarinda solgunluk, kdk ve kok bogazi
cliriikliigii olusturabilecegi saptanmustir.
Anahtar Kelimeler: Besi Ortamlari, ITS bolgesi, Patojenisite, PCR, Radyal Gelisim

Identification and Pathogenicity of Pythium nodosum Causing Wilting and Crown Rot of
Apple and Peach Trees in Cukurova Region

Abstract

Plant materials infected with Pythium spp. were collected from apple and peach trees causing
disease in different countrysides and locations of Adana and Mersin provinces for morphological
and cultural features, and molecular characterization of Pythium species during 2010-2012. All
five isolates used throughout this study were identified as Pythium nodosum based on ITS gen
sequences. Colony patterns and radial growth study of isolates were performed on different media
and subsequently their microscobic structures were identified. Isolates were generally formed
chrysanthemum colony pattern on agar media and developed the best radial mycelial growth on
hemp seed and potatoes dextrose agar media. It was determined that Pythium nodosum could cause
wilting canopy, rotting of root and crown of apple and peach trees, which was the reason for
economic damage in fruit orchards.
Keywords: Culture media, ITS Region, Pathogenicity, PCR, Radial Growth

Giris
Bodur ve yart  bodur meyve

Phytophthora ve Pythium cinsleri Chromista

yetistiriciliginin Tiirkiye genelinde artmasi,
Cukurova  Bolgesi’'nde  erkenci  meyve
yetistiriciligini 6n plana getirmistir. Elma ve
seftali meyvelerinin 2015 yilinda toplam iiretim
miktar1, Adana igin sirasiyla 29.667 ve 41.849
ton, Mersin i¢in sirasiyla 42.869 ve 53.162 ton
(Anonim, 2016) olup, bu illerde nisbi nem
oraninin yiiksek olmasi ve sert ¢ekirdekli
meyve yetistiriciligindeki kiiltiirel uygulama
hatalar1 fungal hastaliklarin infeksiyonlarini
arttirmaktadir. Bu hastalik  etmenlerinden

alemi igerisinde ¢ift kamgiya sahip heterekont
gruplar1  kapsayan = Oomycota  subesinin
(Oomycetes)  Pythiales  takimi  igerisine
yerlestirilmistir (Cooke ve ark., 2000; Webster
ve Weber, 2007; Tewoldemedhin ve ark.,
2011). Toprak kokenli bu hastalik etmenleri,
meyve agaclari, turunggil, orman, park ve sebze
tirlerini kapsayan diinya genelinde genis bir
konukgu dizinine sahiptir (Hendrix ve
Campbell, 1973; Erwin ve Riberio, 1996;). Bu
cinslerin viriilent tlirleri tarimsal {iretim

Yayin Kuruluna Gelis Tarihi: 06.12.2016
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alanlarinda ciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Duncan ve Cooke, 2002; Hendrix
ve Campbell, 1973).

Yumusak ve sert cekirdekli meyve
agaclarinda  toprak  kokenli  etmenlerden
Phytophthora ve Fusarium tiirleri ilk siralarda
yer almalarma ragmen Pythium tiirleri
fideliklerde ¢ikis Oncesi veya ¢ikis sonrasi, tek
yillik  otsu bitkilerde ¢okertene  neden
olmaktadir. Son yillarda meyve bahgelerinde
yapilan g¢aligmalar, baz1 Pythium tiirlerinin gok
yillik odunsu bitkilerde de patojen olduklarim
gostermistir (Nakova, 2010; Souli ve ark, 2011;
Spies ve ark., 2011; Tewoldemedhin ve ark.,
2011). Pythium tiirlerinin ¢ogu rizosfer ve
sucul ortamlarda saprofit ya da fakiiltatif parazit
olarak, elma ve seftali meyve agaglarinda fidan
yetistiriciliginde ciddi sorunlar yaratmaktadir
(Mircetich, 1970; Souli ve ark., 2011; Yang ve
ark., 2012; Schroeder ve ark, 2013). Bitki
patojeni Pythium tiirlerinin ¢ogu belirli bir
konuk¢u dizinine sahip olmadigi gibi tipik
hastalik  belirtileri de olusturmamaktadir
(Hendrix ve Campbell, 1973; Mcleod ve ark.,
2009; Yang ve ark, 2012). Kaynaklara gore

Pythiaceae tiirlerinin olusturdugu simptomlar
gelismede gerileme, solma, geriye Oliim,
kuruma, zamklanma, kok ve kok bogazi

clrikliigii olarak bilinmektedir. (Hendrix ve
Campbell, 1973; Mircetich, 1970; Erwin ve
Riberio, 1996; Mazzola ve ark., 2002; Nakova,
2010; Souli ve ark., 2011; ). Bu simptomlar
diger toprak kokenli bitki patojeni funguslar ve
abiyotik (asfeksi) faktorlerin neden oldugu
simptomlar ile benzerlik gosterdiginden
Pythium tiirlerinin neden oldugu hastaliklar
cogunlukla gbzden kagmaktadir (Mircetich,
1970).

Hastaligin kontrol altina alinmasi ve
uygun miicadele stratejilerinin olusturulmasi
i¢in eski ve yeni kurulan meyve bahgelerindeki
agaclardan ve topraktan patojenin dogru olarak
tanilanmas1 son derece Onem arz etmektedir.
Geleneksel yontemlerle Pythium cinslerine ait
tirlerin tanilanmas1 morfolojik karakterlerin
mikroskobik gozlemine, secici agar ortaminda
patojenin izolasyonuna ve fiziksel 6zelliklerine
gore yapilmaktadir. Ancak bazi tiirlerde
giivenilir morfolojik belirtilerin yetersiz olmasi,

70

onemli oranda morfolojik yapida sekil degisimi,
sekillerin stabil olmamasi, genelde yanlis
tanilamaya neden olmaktadir (Lévesque ve
Cock, 2004; Mcleod ve ark., 2009; Uzuhashi ve
ark., 2010; Schroeder ve ark., 2013).
Giinlimiizde bu tir olumsuzluklar1 asmada
tanty1 desteklemek icin molekiiler biyolojiye
dayali PCR-temelli yontemler kullanilmaktadir.
Pythium cinsi de dahil olmak fiizere
Okaryotlarda sirasiyla 18S, 5.8S ve 28S
ribozomal DNA (rDNA) kodlayan genlerde
tandem denilen ¢ok sayida tekrar eden
niikleotid birimleri, diger bir ifade ile
transkripsiyonu yapilmayan ITS bolgeleri
bulunmaktadir (White ve ark., 1990). Bu
nedenle, Pythium tirlerinin ~ morfolojik
karakterlerine gore yapilan tir tanisini
desteklemek icin rDNA'nin ITS bdlgelerine ait
baz dizilimlerinden yararlanilmaktadir (Chen,
1992; Paul , 2000; Lévesque ve Cock, 2004;
Zeng ve ark., 2005; Mcleod ve ark., 2009;
Uzuhashi ve ark. 2010; Tao ve ark., 2011;
Dervis ve ark., 2014; de Cock ve ark., 2015).
ITS bolgelerine ait baz dizileri cok yakin akraba
tirlerde son derece degisken oldugu igin,
Pythium  tirlerini  ayirt etmede  veya
siniflandirilmasinda  olduk¢a  kullanmigh  ve
giivenilir markorler sunmaktadir. (Lévesque ve
Cock, 2004; Villa ve ark., 2006; Mcleod ve
ark. 2009; Uzuhashi ve ark. 2010).

Bu ¢alisma, Cukurova bolgesinde elma
ve seftali meyve yetistiriciligi  yapilan
bolgelerde, elma ve seftali agaclarinda kok ve
kok bogazi ¢liriikliigiine bazi Pythium tiirlerinin
de neden olabilecegini gostermek amaci ile
yapilmisgtir.

Materyal Ve Yontem

Orneklerin Toplanmas1 ve Izolasyon
Calismalan

2010-2012 wyillar1 arasinda ilk ve
sonbahar aylarinda, Adana ili Seyhan, Yiiregir
ve Pozanti, Mersin ili Tarsus ve Akdeniz
ilcelerinde elma ve seftali meyve bahgelerinden
ornekler toplanmistir. Her bolge icin bes meyve

bahgesinde sorvey ¢alismasi  yapilmustir.
Gelismede gerileme, solma, kuruma, kok ve
kok bogazi cliriikliigli gosteren meyve

agaclarmin kdk ve kok bogazindan infekteli
bitki doku 6rnekleri toplanmig ve laboratuvara
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getirilmistir. Infekteli dokulardan yarali ve
saglikli kisim bir arada olacak sekilde 5-8mm
uzunlugunda parcalar kesilmistir. Bu infekteli
parcalar % 70 etil alkol igerisinde 10-15 sn
bekletildikten sonra iki kez steril sudan
gecirilmis  ve  filtre kagitlar1  {izerinde
kurulanmustir. Kiigiik infekteli doku parcalar1 %
0.01 streptomisin iceren patates dekstroz agar
(PDA, Merck; 1.10130) ortami iizerinde
24+2°C’de karanlikta 3-4 giin inkiibe edilmistir.
Ayrica, infekteli bitki 6rneklerinin ylizeyindeki
kaba artiklar1 temizlendikten sonra, yiizey
dezenfeksiyon yapilmadan, 17g/L Misir Unu
Agar (MUA) (Sigma; C1176) kullanilarak
hazirlanan PARB (10 pg pimaricin, 10 pg
rifampicin ve 250 pg ampicillin, 100 pg PCNB,
10 pg benomyl) ortami iizerinde yukarida
belirtilen inkiibasyon kosullarinda patojen
izolasyonlari i¢in de kiiltiire alinmstir (Jeffers
ve Martin, 1986; Erwin ve Ribeiro, 1996).
Izolatlarin saf kiiltiirleri, kolonilerin kenar
uclarindan  miselyum  parcalarinin = PDA
ortamina  aktarilmasiyla elde edilmistir.
Izolasyon c¢alismalarinda PDA ve PARB;
morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerin belirlenmesi
icin musir unu agar (MUA), kenevir tohumu
agar (KTA), havug agar (HA) ve yulaf unu agar
(YUA) kullamlmistir. KTA ortami, Paul
(2000); diger tiim agar ortamlari Erwin ve
Ribeiro (1996) tarafindan belirtilen ozellikler
dikkate alinarak hazirlanmistir.

DNA izolasyonu, PCR Cogaltim ve
Sekans Analizi

Genomik DNA, PDA ortaminda 10
ginlik kiltirlerin  taze misellerden izole
edilmistir. DNA izolasyonu DNeasy Plant Kit’i
(Qiagen, U.S.A)) ile firmanin 6nerdigi protokol
dikkate alinarak yapilmistir. Elde edilen
genomik DNA’lar ITS primerleri ITS4 (5-TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC-3) ve ITS5 (5-
GGA AGT AAA GTC GTA ACA AGG-3)
kullanilarak, rDNA’nin ITSI, 5.8S ve ITSII gen
bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmistir (White ve ark,
1990). Polimeraz zincir reaksiyonu her bir
ornek i¢in toplam 25ul. hacimde gerceklesen
PCR kokteyli: 10xPCR tampondan 2,5uL,
25mM’lik MgCl2’den 2pL, 2mM’lik dNTP
(Fermantas)’den 2,5uL, 10uM’lik ileri (ITSS)
ve geri (ITS4) primerlerden 0,5uL, 1U’luk

(1U/1puL) Taq polimeraz (Fermantas)’dan
0.25uL, 1-2puL. patojen DNA'st ve 25ul’ye
tamamlayacak kadar sQH,O icermektedir. PCR
sentez Uriinii i¢in baslangigta 96 °C’de 2 dk ve
sonraki 35 dongii i¢in 94 °C’de 1 dak., 55 °C’de
1 dak., 72 °C’de 2 dak. ve son bitis dongiisii 72
°C’de 10 dak. olarak ayarlanmistir (Ristaino ve
ark, 1998). PCR ile ¢ogalilan DNA
fragmentleri, TAE (Tris glasiyal asetik asit,
Etilen diamin tetra asetik asit) tampon ¢ozeltisi
ile %1,5 agaroz (Tipl, Sigma) jelde 50 Voltta 3
saat elektroforez yapilmustir. Jeller
0,5pg/mL’lik etidyum bromidle boyanarak UV
transillimiinator (BioRAD-VERSADOC
4000MP)  iizerinde  goriilebilir  duruma
getirilmistir. Agaroz jelden ITS bélgelerine ait
DNA fragmenti QIAquik Gel Extraction Kit’i
(Qiagen, USA.) ile firmanin 6nerdigi protokol
dikkate alinarak saflastirilmistir. Saf PCR
irlinlerinin  sekans analizleri Institute for
Integrative Genome Biology, University of
California, Riverside’ da gerceklestirilmistir.
Elde edilen ITS baz dizileri Blastn programi
kullanilarak NCBI  (National Center of
Biotechnology Information) sitesindeki diger
Pythium izolatlarinin ITS genine ait baz dizileri
ile kargilagtirilarak tiir tanilar1 yapilmstir.

izolatlarin Tamlamasi

Patojenik izolatlar, sporangium,
ogonium, oospore, klamidiospor ve koloni
morfolojisi ve rDNA’nin bazi dizi analizleri
temel almarak tamlanmstir. Izolatlarin besi
ortamlarinda olusturdugu sporangium,
oogonium, oospor ve antheridium iceren
karakteristik ~ Ozellikler  belirlenmis  ve
morfolojiye dayali tanilama caligmalarinin
tamaminda, her bir izolat i¢in kullanilan
karakterlerin her biri igin 50 konidi 6l¢limiin
ortalama  degeri  hesaplanmistir.  Farkli
ortamlarda morfolojik ve Kkiiltlirel 6zellikleri
belirlemeye yonelik 6 izolat kullanilmistir. Bu
izolatlarm, PDA  ortaminda  25+1°C’de
karanlikta 10 giin gelistirilen kiiltiirlerinden, 4
mm capindaki miselyum diskleri, PDA, MUA,
KTA, HA ve YUA ortamlann {izerine
aktarilmistir. Izolatlar 28+1°C’de karanlikta bir
ay inkiibe edilerek, izolatlarin 48 saat
igerisindeki misalyal gelisimleri ¢apraz kesisen
dogru yontemi ile belirlenmis ve izolatlarin
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olusturduklari  koloni desenleri bu siire
igerisinde belirlenmistir (Paul ve ark., 1998;
Paul, 2001; Zeng ve ark., 2005; Tao ve ark.,
2011; Souli ve ark., 2011).

Patojenisite testi

Elma ve seftali agaclarinin infekteli bitki
dokularindan izole edilen Pythium nodosum
izolatlarinin patojenisite testinde MM 106 , GF-
677 anag; Gala (elma) ve Honey Blush (peach)
cesitleri kullanilmig ve inokulasyon galigmalari
igin alt1 Pythium nodosum izolat1 secilmistir.
Tesadiif deneme desenine gore 5 tekerriir (her
tekiirriir 1 fidan)’lii deneme dizayn edilmistir.
Anaglar kok bogazinin 10 cm; kalemler ast
noktasinin 15 cm iist kismidan kabuk dokusu
4mm c¢apli mantar delici ile ¢ikarilmistir. Bu
bolgelere, PDA ortaminda 5 giin inkiibasyon
periyodu sonunda gelisen izolat kiiltlirlerinden
ayn1 biiyiiklitkte miselyal diskler yerlestirilerek
izolatlarin  odun dokusuyla direk temasi
saglanmigtir. Daha sonra inokulasyon alanina
birka¢ damla steril su damlatilmis ve parafilm
ile tamamen kaplanmigtir. Klima odasinda
25+1°C derecede, ilk 24 saat igin steril su
puskiirtiilmiis, seffaf plastik torbalar igerisinde
daha sonraki gilinler igin plastik torbalar
kullanilmadan fidanlar 60 giin bekletilmistir.
Kontrol olarak her meyve tiirii i¢in 5 fidan
kullanilmigtir.  Anaglar ve kalemler igin
yukarida acgiklanan yontem takip edilmis ancak
4mm capli misel diskleri yerine sadece PDA
ortami yerlestirilmistir.

Istatistik analiz

Izolatlarm patojenisite ve radyal misel
gelisim denemelerinde elde edilen verilere
normalik  testi i¢in  Shapiro-Wilk testi
uygulanmustir. Radyal misel gelisim
denemesinde ve patojenisite verileri normal
dagilim gostermistir. Daha sonra, patojenisite
ve radyal misel gelisim denemelerinde
varyanslarm homojenlik testi Levene’s testi ile
yapilmis ve verlerin varyanslart arasinda
heterojenlik bulunmamistir (Radyal gelisim ve
patojenisite i¢in sirastyla; P= 0.468 ve P= 0.200
). Veriler varyans analizi i¢in SAS 9.0 istatistik
yazilim programi kullanilmustir.  Verilerin
ortalamalar1 %5 6nem seviyesinde Fisher'm En
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Kiiciik Onemli Fark [LSD (a = 0.05)] testi ile
karsilastirilmistir

Bulgular ve Tartisma
Pythium spp.’nin Hastalik Belirtileri ve
Meyve Bahgelerinden izolasyonu

Hastalik belirtileri, ilkbahar
baslangicinda, geng¢ meyve fidanlarinin
habitusunda ve agaclarin geng siirgiin uglarinda
solgunluk olarak goriilmistir. Hastaligin
ilerleyen evrelerinde, fidan ve gen¢ agaglar
apoplektik bir sekilde solgunluk ve ani ¢okiis
gostermistir (Sekil 1A). Hasta agaclar kiiclik ve
porsiimiis meyveler ile kok bogazinin kabuk
dokusunda ¢atlak ve sulu siyahimsi kahverengi
renkte bolgeler olusturmustur. Bu bolgelerin
kabuk dokusu kaldirildiginda, odun
dokularinda, koyu kahverengi ve kirmizimsi
renkte nekrotik bolgeler gorilmiistir (Sekil
1B). Odun dokusunda infekteli ve saglikl
dokular bir birlerinden keskin bir smir ile
ayrilmistir.  Nitekim, Nakova (2010) yilinda
yapmis oldugu c¢alismada, Phytophthora ve
Pythium tiirlerinin baz1 meyve agaglarinin tag
ve kok bogazinda neden oldugu hastalik
belirtileri ile bizim bulgularimiz olduk¢a benzer
bulunmustur. Ayrica, 2011 yilinda Souli ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada, P. indigoferae
ve P. irregulare tiirleri elma agaglarinin tag ve
kok bogazinda yukarida bahsedilen hastalik
belirtilerini olusturduklarimi bildirmislerdir.

Pythium spp. Adana (Seyhan, Yiiregir,
Pozant1) ve Mersin (Tarsus, Akdeniz) illerinde
sorvey yapilan toplam 50 meyve bahgesinden,
Adana ve Mersin igin sirasiyla 42 ve 21 izolat
olmak tizere toplam 63 Pythium spp. izole
edilmistir. Izolatlar, morfolojik ve kiiltiirel
ozelliklerine gore Pythium cinsi  olarak
tanilanmustir.

izolatlarim Morfolojik ve Molekiiler
Tanillanmasi

Pythium sp. izolatlar1 PDA, MHA, KTA,
YUA ve MUA ortamlarinda olusturduklar
koloni desenlerinin ve 28+1°C’de 2 giin
inkiibasyon periyodu sonunda radyal misel
gelisimleri belirlenmistir. KTA ve PDA ortamin
diger agar ortamlartyla istatistiksel olarak
anlaml Ol¢iide farkli bulunurken (F (4-120,
0.05)=13.0, P<0.0001), izolat (F (5-120,
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Bogaz1 Ciiriikliigii Etmeni

Sekil 1. Pythium nodosum’un elma agacinda olusturdugu apoplektik simptom (A) ve seftali

agacinin kdk bogazinda olusturdugu karakteristik simptom (B)
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Lottt 8 066688006 66808006600800668080066008006608800668880666888066684 10/ a

Radyal Misel Uzunlugu (mm)

L] ]
%‘ MHA | 65.1+0.8b
=
g ]
o

YUA 64.710.8b

MUA 62.7+1.0b

T T T T T T 1
58 60 62 64 66 68 70 72

Sekil 2. Pytihum nodosum’un 28+1°C’de 2 giin inkiibasyon periyodu sonunda KTA, PDA, MHA,

YUA ve MUA’da gelistirdigi radyal misel gelisimi (mm)

*Degerler denemeden elde edilen, her bir ortamda 6 izolatin olusturdugu radyal misel uzunluk ortalamasidir.

Siitunlarda farkli harf iceren degerler Fisher’n En Kiiciik Onemli Fark
istatistiksel olarak farklidir.

[LSD (%5) = 2.6] testine gore
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0.05)=0.09, P>0.05), ortam x izolat (F (20-120,
0.05)=0.15, P>0.05) etkilesimi istatistiksel
olarak anlamli 6l¢iide farklilik gostermemistir.
Sekil 2’de gorildiigii gibi agar ortamlart
istatistiksel olarak iki farkli sinif ve Pythium sp.
izolatlar1 en iyi radyal misel gelisimini 70.3 ve
69.8 mm olarak sirasiyla KTA ve PDA
ortamlari iizerinde olusturmustur. Pythium
tiirlerinin morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerini
belirlemeye  yonelik  onceki  calismalar
degerlendirildiginde, Ribeiro (1978), Pythium
tirlerinin ¢im bitkileri ile elde edilen agar
ortamlarinda daha iyi morfolojik ve kiiltiirel
karakter olusturduklarim1 bildirmistir. Fakat,
Paul ve ark. (1998)’nin yapmis oldugu c¢alisma
Pythium tiirlerinin KTA agar ortamlari iizerinde
daha yogun miselyumun yani sira sporangium
olusturdugunu bildirmislerdir.

Pythium nodosum: Izolatlar ortamlarda
krem (suda 1slatilmig gibi) ve krizantemi koloni
desenlerini HA, YUA, KTA ve PDA; beyaz
renkli pamuksu krizantemi koloni desenlerini
PDA ve MUA ortamlarinda olusturmustur.
Hifler, girintili ¢ikintili mercanimsi gibi gelisim
gostermis ve 5.9+0.8 um genisliginde ol¢iilmiis
olmasinin yami sira yasl hiflerde bolmeler
goriilmiistiir. Sporangiumlar HA ve YUA
ortamlarinda kolaylikla olugmustur.
Sporangiumlar ¢ogu kez hif uglarinda (Sekil
3A) ve arasinda (Sekil 3B) kiiresel sekilde
olusmustur. Izolatlar 19.844.6 pum caph
sporangium ve kist seklinde  zoospor
olusturmustur (Sekil 3C). Eseyli iireme organi
olan oogonium ve oospor kiiresel, diiz duvarh
ve hif uglarinda sirastyla 20.9+4.7 ve 16.14£3.6
pum ¢apinda olusmustur (Sekil 3D-F). Oosporlar
aplerotik bicimde olusmustur. Antheridiumlar
genelde belirgin  bir bicimde oogonium
ylizeyine genisleyerek temas etmistir. Cogu kez
bu  sekilde genisleyen  antheridiumlar,
antheridium ¢esidinin belirlenmesini
zorlagtirmistir. Doéllenmeden sonra
anteridiumlar ¢an-seklinde oogonium yiizeyine
temas da bulundugu goriilmiistir.

Morfolojik tanilamalar molekiiler
caligmalar ile desteklenmistir. Molekiiler
caligmalar icin segilen izolatlarin ITS gen
bolgesinin baz dizileri, Gen bankasindaki diger
Pythium izolatlarinin baz dizileri Blast analizi
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ile kargilagtirnllmigtir. Blast analizi sonucunda

Pythium nodosum izolatlari, Pythium nodosum

izolatlari, HQ643709.1 ve HQ643708.1

izolatlar1 ile %100 benzerlik gostermistir.
Patojenisite testi

Pythium nodosum izolatlarinin
patojenisite  ¢alismalar1  iklim  odalarinda
yapilmis ve  virlilenslikleri arasindaki

farkliliklar varyans analizi ile karsilastirilmistir.
Izolalarin viriilenslikleri arasinda herhangi bir
farklilik  bulunamamigtir ~ (P>0.05). Fakat
izolatlar kontrollere gore (F(6-112,
0.05)=267.2; P<0.0001), fidanlarin hem anag
hem de ¢esitleri (F(3-112, 0.05)=280.2;
P<0.0001) ve fidan x izolat etkilesimi (F(18-
112, 0.05)=8.0; P<0.0001) istatistiksel olarak
anlamli olgtide farkli bulunmustur. Sekil 4'de
gorildiigii gibi 60 giin inkiibasyon periyodu
sonunda Pythium nodosum izolatlarinin elma ve
seftali meyve fidanlarinin anag¢ ve cesitlerinde
olusan lezyon uzunluklari i¢inde en uzun lezyon
uzunlugu MM106 (53.7 mm) elma anacinda
olustugu saptanmistir. Bunu elma c¢esiti olan
Gala (44.1 mm) izlemistir. Nitekim yapilan
sorveylerde ve ciftgiler tarafindan getirilen
infekteli  bitki dokularinda  gozlemlenen
simptomlarda bu sonucu dogrular niteliktedir.
Fakat Pythium tiirlerinin toprak kaynakli
patojen grubu icerisinde yer almasi, toprak alti
organini olusturan anaclarinin, govdeyi
olusturan kalemlere gore daha dayanikli olarak
secilmelerini gerektirmektedir. Bu genel yargi
ve elde ettigimiz sonug¢ bir biriyle tam olarak
uyusmamaktadir. Bu nedenle konu ile ilgili
onceki galigmalar daha detayli incelendiginde,
Souli ve ark. (2011), Pythium tiirlerine karsi
Anna ve Meski elma c¢esitlerinin MM106
anacina gore daha tolerant oldugunu
belirlemistir. Diger taraftan seftali anaci ve
cesiti olan sirasiyla GF-677 ve H.Blush, elma
anaci ve ¢esitinde belirlenenin aksine, GF-677
(26.5 mm) anac1 H. Blush (36.0 mm) ¢esidine
gore daha tolerant oldugu saptanmigtir (Sekil
4). Nitekim, Hendrix ve Campbell 1973’te
odunsu ve otsu bitkilerin besleyici koklerindeki
ciirimelere Pythium tiirlerinin neden oldugunu
bildirmistir. Son yillardaki ¢aligmalar, 6zellikle
elma ve seftali gibi odunsu bitkilerde, virulens
Pythium tiirleri odunsu bitkilerin kok ve kok
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bogaz1 ve besleciyi koklerinde olusturdugu kayiplarinin nedeni olarak gosterilmistir
infeksiyonlardan dolayi bahgelerdeki agac

Sekil 3. Pythium nodosum’un morfolojik karakterleri. (A) terminal ve (B) interkalari sporangium,
(C) kist seklinde zoospor. (D-F) a: oogonium, b: ¢an sekilli antheridium, c¢: oospor
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Sekil 4. Patojenisite testinde Pythium nodosum’un anag ve gesitlerde olusturdugu ortalama lezyon

uzunlugu.

*Degerler denemeden elde edilen, her bir ana¢ ve gesit i¢in 6 izolatin odun dokusunda olusturdugu lezyon
uzunluklarinin ortalamasidir. Siitunlarda farkli harf igeren degerler Fisher’in En Kiigiik Onemli Fark [LSD
(%5) = 1.9] testine gore istatistiksel olarak farklidir.
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(Mircetich, 1970; Mcleod ve ark., 2009;
Nakova, 2010). Lezyon alanlar1 sorvey
caligmalarinda elma ve seftali bahgelerinde
belirlenen hastalik belirtileri ile benzer olarak
odun dokularinda kahverengi ve kirmizimsi
nekrotik bolgeler seklinde olusmustur. Bu
infekteli  alanlardan  gergeklestirilen  re-
izolasyon calismalarinda izolatlarin tamami
tekrar elde edilmistir. Kontrollerde lezyon veya
herhangi bir hastalik belirtisi olusmamustir.
Calisma sonunda, Koch postiilatlar1 tamamen
gerceklesmis  olmasindan  dolayi;  Pythium
nodosum’un elma ve seftali agaclarinda patojen
oldugu belirlenmis ve diinya genelinde, tarimsal
iiretim alanlarinda Pythium tiirlerinin elma
(Mazzola ve ark., 2002; Tewoldemedhin ve
ark., 2011 Souli ve ark., 2011), kauguk agact
(Zeng ve ark. 2005), seftali (Mircetich, 1970;
Yang ve ark., 2012), bag (Spies ve ark. 2011),
orkide (Tao ve ark. 2011) ve G6levez (Devis ve
ark. 2014) bitkilerinde hastaliklara neden
oldugu bildirilmistir.

Sonuclar

Bu c¢alisma sonuglart genel olarak
degerlendirildiginde izolatlarin agar ortamlar
tizerinde olusturdugu koloni desenleri oldukca
degisken olmasindan dolayir herhangi bir agar
ortaminda Pythium nodosum’a ait belirgin bir
koloni deseni saptanmamugtir. Ayrica izolatlarin
aseksiiel ve seksiiel yapilar1 oldukca degisken
olarak belirlenmistir. Bu nedenle tanilama
caligmalari patojen etmeni tir diizeyinde
morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerine gore
saptamak son derece zor olup, yanilmalara
neden olmaktadir. Molekiiler yontemler bu tip
patojenleri tiir diizeyinde tanilamada biiyilik
avantaj saglamaktadir. Etmenin herhangi bir
aseksuel somatik yapisina ait DNA, molekiiler
teshis i¢in  yeterli bir gen kaynag
olusturmaktadir. Ayrica bu ¢alisma Pythium
nodosum’un elma ve seftali agaglarinda
solgunluk, kok ve kok bogaz1 ciriikligi
olusturarak  meyve  bahgelerinde  agac
kayiplarinin nedenleri arasinda oldugunu ve
uygun kosullarda Phytophthora, Fusarium ve
Verticillium spp. gibi etmenlerle birlikte meyve
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