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Aygicegi tilkemizin her bolgesinde yetistirilebilen ve tanelerinde yiiksek
oranda (%40-50) kaliteli yag bulunduran, ekim alani, tiretim miktar1 ve yag tiretimi
bakimindan ilk sirada yer alan Onemli bir yag bitkisidir. Etmeni Plasmopara
halstedii (Farl.) Berl. & de Toni olan aygi¢egi mildiy6sii aygigeginin en onemli
hastaligt olup Onemli verim kayiplarina sebep olmaktadir. Yapilan son
calismalarda etmenin 50 farkli irkinin oldugu tespit edilmistir. Bu caligma ile
Adana ilinin aygicegi alanlarinda mildiyé etmeni Plasmopara halstedii irklarinin
tespit edilmesi amaclanmistir. Bu kapsamda Adana ilinin 4 farkl ilgesinde
(Ceyhan, Imamoglu, Karaisali ve Saricam) iiriin cikisindan itibaren aygicegi
tarlalar1 kontrol edilmis ve mildiy6 simptomu gdsteren aygigegi bitkilerden 20
farkli Plasmopara halstedii izolati elde edilmistir. Calismada uluslararasi irk ayrim
seti kullanilarak Plasmopara halstedii’'nin Ceyhan’da 720, 730 ve 770
Imamoglu’nda 715 ve 750 Karaisali’da 715 Sarcam’da ise 770 ve 773 nolu rrklart
tespit edilmistir. Bu irklardan bir kaginda ITS ve ribozomal RNA’ya ait biiyiik
altbirim gen dizleri elde edilmis ve MegaX ile filogenetik analizleri
olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Biiyiik altbirim, Irk ayrim seti, ITS, Patojenisite, PZR
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Sunflower is an important oil plant that can be grown in every region in
Turkey. It contains high (40-50%) quality oil in its grains and ranks first in terms
of cultivation area, production amount and oil production. Sunflower downy
mildew, the causative agent of which is Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & de
Toni is the most important disease of sunflower and causes significant yield losses.
In recent studies, it has been determined that there are 50 different races of the
pathogen. This study aimed to determine races of Plasmopara halstedii in infected
sunflower fields of Adana province. Sunflower fields were surveyed since from
plant emergence in 4 different districts of Adana province (Ceyhan, imamoglu,
Karaisali and Sarigcam) and 20 different isolates of the pathogen were obtained
from sunflower plants showing mildew symptom. In the study, the races of
Plasmopara halstedii were identified as 720, 730 and 770 in Ceyhan, 715 and 750
in Imamoglu, 715 in Karaisali, and 770 and 773 in Sarigam using the international
differential set. Partial gen sequences of ITS and large subunit of r-RNA were
amplified and phylogenetic tree of these sequences was performed by MegaX.

Anahtar Kelimeler: Differential set, ITS, Large subunit, Patojenisite, PZR



GENISLETILMIiS OZET

Aycicegi tilkemizin her bolgesinde yetistirilen ve tanelerinde yiiksek
oranda (%40-50) kaliteli yag bulunduran, ekim alani, tiretim miktar1 ve yag iiretimi
bakimindan ilk sirada yer alan 6nemli bir yag bitkisidir. Aycicegi iiretiminde
verimliligi dogrudan etkileyen hastalik, zararli ve yabanci otlar bulunmaktadir.
Etmeni Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & de Toni olan aygi¢egi mildiyosi
onemli aycicegi hastaliklarindan biridir. Etmenin epidemiye sebep oldugu yillarda
cok biiyiikk verim kayiplar1 yasanmaktadir. Verim kayiplarinin dnlenmesi igin
saglikli ve temiz tohum kullaniminin yaninda dayanikli ¢esit kullanim1 da 6nem arz
etmektedir. Aycicegi 1slahini ¢alismakta olan arastirmacilarin aycicegi mildiydsiine
dayanikli  cesitleri gelistirebilmeleri i¢in  etmenin 1irklarmin  bilinmesi
gerekmektedir.

Ayni zamanda yabani hardal (Sinapis arvensis), tilkikuyrugu (Alopecurus
agrestis L.), sirken (Chenopodium album L.), semizotu (Portulaca oleracea),
darican (Echinochola crus—galli (L.) P.B), esek marulu (Sonchus oleraceus),
demirdikeni (Tribulus terrestris), diigiin ¢igegi (Ranunculus ficaria), kopek tiziimii
(Solanum nigrum L.), tarla sarmagsig1 (Convolvulus arvensis L.), ballibaba (Lamium
amplexicaule L.), ayrik (Elytrigia repens), siitlegen (Euphorbia helioscopia),
¢obandegnegi (Polygonum aviculare L.), ¢cobangantas1 (Capsella bursa-pastoris),
yabani yulaf (Avena sterilis L.), sahtere (Fumaria officinalis), pitrak (Xanthium
strumarium) gibi bircok yabanci ot tiirleri aygigegi tarlalarinda sorun olmaktadir.
Ancak bu yabanci ot tiirleri tarimsal miicadele yontemleri kullanilarak elemine
edilmektedir. Bu yabanci otlara ilaveten aygicegi tarlalarinda sorun olan en 6nemli
yabanci ot tiiri aygigegi bitkilerinde kok paraziti olan orobans (Orobance
cumana)’dir.

Sclerotinia Kok Cirtikligii (Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary), Aygigegi Pasi
(Puccinia helianthi Schw.), Verticillum Solgunlugu (Verticillium dahliae_Kleb.),

Kok Bogaz Ciirtikligii (Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.), Kursuni Kif
i



(Botrytis cinerea Fr.), ve Septorya Yaprak Lekesi (Septoria  helianthi  Ell.  ve
Kell) gibi baz1 fungal kokenli hastaliklar da ayg¢icegi bitkilerinde ciddi zararlar
olusturmaktadir (Siizer, 2014). Bu hastalik etmenlerine ilaveten aygigceginde ciddi
verim kayiplarina neden olan aygigegi mildiyosti (Plasmopara halstedii) tiim
diinyada ay¢igeginin en dnemli fungal hastalig1 olarak kabul edilmektedir.

Bu calisma ile Adana ilinin aycicegi alanlarinda mildiyd etmeni
Plasmopara halstedii irklarinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda
Adana ilinin 4 farkli ilgesinde (Karaisali, Imamoglu, Sarigam ve Ceyhan) bitki
cikisindan itibaren aygigegi tarlalar1 kontrol edilerek her ilgeden en az 5 farkh
tarlaya ait mildiyo simptomu gosteren 100 bitki alinmigtir. Bu infekteli bitkilerin
her biri bir adet ayg¢igegi mildiyo izolat1 olarak kabul edilerek toplamda 100 farkli
izolat elde edilmistir. Ancak irk belirleme ¢alismalarinda her ilgeyi temsil edecek
sekilde 5°ser adet izolat farkli tarlalardan secilmis ve toplamda 20 izolatin irk
belirleme caligmalar1 yapilmistir. Caligmalar Dogu Akdeniz Tarimsal Aragtirma
Enstitiisti Miidiirliigii biinyesinde yer alan Biyoteknoloji Laboratuvarinda kontrollii
kosullarda gergeklestirilmistir. Adana ili aygicegi yetistirilen alanlarda mildiyo
hastalig1 etmenine ait toplam 6 1rk belirlenmistir. Buna gore Ceyhan ilgesinde 720,
730,770 nolu, Imamoglu ilgesinde 715,750 nolu, Karaisali ilcesinde 715 nolu ve
Sarigam Ilgesinde 770, 773 nolu irklar1 tespit edilmistir.

Elde edilen bu irklarin molekiiler analizlerinde ITS gen bolgesi ve
ribozomal RNA’ya ait biiyiik altbirim (Large subunit) (LS) genin bir kismi
polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmig, gen dizileri NCBI (ABD, Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) veri tabaninda diger iilkelere ait Plasmopara
halstedii patotiplerinin benzer gen dizileri ile karsilastirilmistir. Elde edilen ITS ve
LS gen dizileri Bioedit ile u¢ kisimlar1 temizlendikten sonra 6nce NCBI gen
bankasi veri tabaninda niikleotid karsilastirma (Blastn) programi ile diger ilkelere
ait patotipler ile karsilastirlmis ve ay¢icegi mildiyd etmeninin Plasmopara
halstedii oldugu dogrulanmigtir. Genetik soyagaci i¢in MEGAX yazilhim
programinda, Maximum parsimoni ve Maksimum likelihood filogenetik analiz

programlar1 kullanilmistir.
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1. GIRIS Hacer BURUN

1. GIRIS

Aygicegi, yaglik tohumlu bitkiler igerisinde tanelerinde yiiksek oranda
(%40-50) kaliteli yag icermesi, ekim alani, tretim miktar1 ve yag iretimi
bakimindan ilk sirada yer almaktadir. Aygicegi iilkemizin bitkisel yag iiretiminin
%69’unu, toplam s1v1 yag tiiketiminin yaklagik %84’ linii, toplam yag kullaniminin
ise %32’sini tek basma karsilamaktadir (Giil ve ark., 2016). 2019 yili FAO
verilerine gore diinyada toplam aygigegi tiretim miktar1 56.072.746 ton olup, ekim
alan1 27.368.766 hektardir. (FAO,2021)

Diinya aycicegi iiretiminde 15.379.287 ton iiretimi ile Rusya ilk sirada yer
alirken, bunu 15.254.120 ton iretimi ile Ukrayna ve 3.569.150 ton iiretimiyle
Romanya izlemektedir. Tiirkiye ilk 10 iilke igerisinde ekim alani bakimindan
751.693 hektar alani ile 7. sirada, ay¢icegi tiretimi bakimindan, 2.100.000 ton ile 5.
sirada yer almaktadir (FAO, 2021). 2019 yili verilerine gore iilkemizde 6.759.834
dekar yaglik, 766.484 dekar gerezlik olmak {izere toplam 7.526.318 dekar alanda
aycicegi iretimi yapilmakta olup (Cizelge 1.1) bu iiretim en fazla sirasiyla
Tekirdag, Edirne, Adana, Konya ve Kirklareli, illerinde yapilmaktadir (Cizelge 1.2)
(TUIK, 2020).

Cizelge 1.1. Tirkiye’de 2014 - 2019 yillarinda aygicegi iiretim alanlart (da) ve
miktarlari (Ton)

Ekilen Alan | Ekilen Alan | Uretim Miktari Uretim Miktan
Yillar Yaghk Cerezlik Yaghk Cerezlik
(Dekar) (Dekar) (Ton) (Ton)
2014 5.524.651 1.049.925 1.480.000 157.900
2015 5.689.950 1.163.224 1.500.000 180.700
2016 6.167.800 1.033.281 1.500.000 170.716
2017 6.813.976 982.241 1.800.000 164.385
2018 6.489.344 855.307 1.800.000 149.229
2019 6.759.834 766.484 1.950.000 150.000
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Cizelge 1.2. Tiirkiye’de ilk 10 sirada yer alan illerin 2019 yili yaglik ve cerezlik
aycicegi iiretim alanlan (da)

Ekilen Alan Ekilen Alan Toplam Ekilen
iL ADI (Yaghk) (Cerezlik) Alan

Dekar Dekar (Dekar)
Tekirdag 1.365.350 1.365.350
Edirne 950.498 950.498
Adana 844.022 844.022
Konya 721.495 34.881 756.376
Kirklareli 740.511 740.511
Corum 307.440 13.795 321.235
Balikesir 182.703 182.703
Canakkale 182.350 182.350
Samsun 167.056 167.056
istanbul 166.390 166.390

Aycicegi tretimini sinirlandiran birgok hastalik etmeni ve zararlilar
bulunmaktadir. Bu hatalik etmeni ve zararlilardan aygiceginin Onemli bazi
zararlilar1 danaburnu (Gryllotolpa sp.), cayir tirtili (Loxastege sticticalis), makaslh
bocek (Lethrus brachiicollis Fairm) ve bozkurt (Agrotis sp) bulunmaktadir. Ayni
zamanda yabani hardal (Sinapis arvensis), tilkikuyrugu (Alopecurus agrestis L.),
sirken (Chenopodium album L.), semizotu (Portulaca oleracea), darican
(Echinochola crus—galli (L.) P.B), esek marulu (Sonchus oleraceus), demirdikeni
(Tribulus terrestris), diigiin ¢icegi (Ranunculus ficaria), kopek tiziimii (Solanum
nigrum L.), tarla sarmasigi (Convolvulus arvensis L.), ballibaba (Lamium
amplexicaule L.), ayrik (Elytrigia repens), siitlegen (Euphorbia helioscopia),
cobandegnegi (Polygonum aviculare L.), ¢obangantas1 (Capsella bursa-pastoris),
yabani yulaf (Avena sterilis L.), sahtere (Fumaria officinalis), pitrak (Xanthium
strumarium) gibi bircok yabanci ot tiirleri aygigegi tarlalarinda sorun olmaktadir.
Ancak bu yabanci ot tiirleri tarimsal miicadele yontemleri kullanilarak elemine
edilmektedir. Bu yabanci otlara ilaveten ay¢igegi tarlalarinda sorun olan en 6nemli

parazit yabanci ot tiirii kdk paraziti olan orobans (Orobance cumana)’dir.
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Aygciceginde Mildiyo (Plasmopara halstedii), Sclerotinia Kok Curiikligi
(Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary), Aygicegi Pasi (Puccinia helianthi Schw.),
Verticillum Solgunlugu (Verticillium dahliae_Kleb.), Kok Bogaz1 Cirikligi
(Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.), Kursuni Kiif (Botrytis cinerea Fr.), ve
Septorya Yaprak Lekesi (Septoria  helianthi Ell. ve Kell) gibi baz1 fungal kékenli
hastaliklar onemli iirliin kayiplar1 olusturmaktadir (Siizer, 2014). Bu hastalik
etmenleri igerisinde mildiyo etmeni stirekli yeni irklar olusturmasi nedeniyle tiim
diinyada ay¢igeginin en onemli fungal hastalig1 olarak kabul edilmektedir (Viranyi
ve Spring, 2010; Oksal, 2014; Kilig, 2020). Aygicegi bitkisinde Plasmopara
halstedii ilk kez Amerika’da Indiana, Iowa, Newyork ve Minnesota eyaletlerinde
1920’lerin basinda rapor edilmistir (Young ve Morris 1927). Patojen, énce eski
Yugoslavya’da sonra diger dogu Avrupa illkelerinde 1940°l1 yillardan sonra
goriilmeye baglanmustir (Sacston 1992). Oksal (2014)’1n bildirdigine gore etmenin
Tiirkiye’de varligr ilk kez 1958°de Sakarya’da Karel tarafindan ortaya konmustur.
Ulkemizde aygicegi mildiyd hastalign halk arasinda “Kése” ismiyle bilinmektedir
(Oksal, 2014).

Plasmopara halstedii’nin Taksonomik Siniflandirmasi mikoloji bankasina
gore asagidaki gibidir (http://www.mycobank.org).

Ust alem : Eukaryota

Alem : Chromista
Sube : Oomycota
Smif : Oomycetes
Takim : Peronosporales

Familya : Peronosporaceae
Cins : Plasmopara
Tiir : Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et de Toni
Sinonimi : Peronospora halstedii Farl
Rhysotheca halstedii (Farl.) G.W.Wilson
Plasmopara helianthi Novot. f. Helianthi


http://www.mycobank/
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Aycicegi mildiyosii verimde ciddi kayiplara neden olmasi nedeniyle en
Oonemli aygicegi hastaliklarindan birisidir. Etmen bitkiyi sistemik olarak infekte
ettigi icin aycicegi fidelerinde ¢okerten, bitkilerde cilicelesme (Sekil 1.1), infekteli
bitkilerin yapraklari ana damar boyunca uzanan soluk yesil ve Klorotik lekeler
(Sekil 1.2) olugmaktadir. Nemli kosullar altinda bu yaprak yiizeyindeki klorotik
alanlar genisler yaprak alt yiizeyinde fungusun sporangium ve sporangioforlarindan
olusan beyaz renkli fungal tabaka (Sekil 1.3) meydana gelir. Ayrica infekteli
tablalar ikiz yapraklilik da olusturmaktadir. Sistemik olarak infekteli bitkilerin
generatif ve vejetatif kiitlesinde siddetli bir azalma meydana gelir (Spring ve ark.
1991, Oksal 2014, Sedlovara ve ark. 2013, Sedlovara ve ark. 2016, Kili¢c 2020).

Sekil 1.1. Plasmopara halstedii ile infekte olmus bitkilerde ciicelesme simptomlari

Infekteli aycicegi bitkilerinin tablalar1 kiigiik ve yukariya doniiktiir (Sekil
1.4). Tablada olusan tohum sayist az olmakla birlikte olugan bu tohumlarin canlilik

oranlan disiiktiir. Mildiyolii aygigegi bitkilerinden elde edilen tohumlar az gelismis
4
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ve renksiz, ya da nadiren saglikli goriiniirler. Geg infekte olduklarinda dahi bu tiir
tohumlar diisiik kalitededir. Bu tohumlar ekildiginde ¢imlenme giigleri ortalamanin
altindadir ve normal olmayan fideler olustururlar. Plasmopara halstedii ile sistemik
olarak infekte olan bitkilerin tohumlarinda etmenin miselyumu testa ve perikarpta

bulunmasina ragmen embriyoda bulunmamaktadir (Doken 1989).

Sekil 1.2. Plasmopara halstedii ile infekte olmus bitkilerde klorotik lekeler

Latent infeksiyonlu bitkiler simptom gostermediginden disaridan
bakildiginda diger bitkilerden kolaylikla ayirt edilemezler. Latent infeksiyonlar
vejetatif kisimlarin biiylimesinin bittigi ve ¢igeklenme donemi sirasindaki geg
infeksiyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu sekildeki infeksiyonlar daha ¢ok tohum
kontaminasyonuna neden olmakta ve cigek tablasimin erken olgunlagmasiyla
anlagilmaktadir (Spring 2001).
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altindaki

Sekil 1.3.  Plasmopara halstedii ile infekte olmus bitkilerin yaprak
sporangium ve sporangioforlarindan olusan fungal ortii
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Plasmopara halstedii de aygigegi gibi Kuzey Amerika orijinli olup
aycicegi tarimi yapilan farkli bolgelere dagilmistir. Biitiin kitalarda etmenin varlig
rapor edilmistir. Aycicegi yetistirilen subtropikal bolgelere gore iliman iklimin
hakim oldugu yerlerde daha yaygindir ve daha fazla verimi olumsuz yonde
etkilemektedir. Mildiydye erken donemde yakalanip yok olan bitkilerin bulundugu
bir tarlada, geriye kalan saglikli bitkilerde daha genis tablalar olusturdugu igin
verim kaybr kismen de dengelenmektedir. Infekte olan bitkilerin tohumlar1 daha
acik renkli, hafif, yag oran1 daha diisiik ve daha kiiciik tablaya sahip olmaktadir.
Meydana gelebilecek verim kayiplart dayanikli hibrit cesitlerin kullanilmasi ve
yiksek etkili fungisitlerle tohum ilaglamalarinin yapilmasi ile biiyiik oranda
minimize edilmektedir (Tiilek ve ark., 2017).

Obligat biyotrofik patojen, Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. ve de
Toni’nin neden oldugu mildiyd, 1liman bdlgelerde yetistirilen aygiceginde
ekonomik agidan 6nemli bir fide hastaligidir. Mildiyo olusumundan kaynaklanan
kayiplar, ¢imlenme ve ¢ikis arasindaki serin, nemli hava kosullarina, infekte olmus
bitkilerin orani ile tarladaki yerlerinin kombinasyonuna baglidir (Gascuel ve ark.
2015, Gulya ve ark.2016). Aycicegi mildiyosii hastaligi ile kimyasal savag
miimkiindiir. Diinyada bircok iilkede oncelikle fungisitler tercih
edilmektedir. Plasmopara halstedii’ye kargt en yaygin olarak kullanilan
fungisit Metalaxyl’dir. Tohum ilaglamas1 olarak kullanilmaktadir.
Hastaligin kimyasal miicadelesi olmakla birlikte hastalik etmeninin ¢ok hizli
yeni 1irklar olusturmasindan dolayr pek ¢ok kimyasal madde etkinligini
yitirmigtir. Metalaxyl’e karst dayaniklilik sorunlari ortaya ¢ikmigtir (Delen
ve ark., 1985). Etmenin ¢ok hizli yeni irklar olusturmasma bagli olarak
kimyasal miicadeleye alternatif miicadele yontemleri iizerine calismalar
artmistir ve dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ay¢icegi mildiydsii ile savasta

olumlu sonuglar vermistir.
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Aygcicegi bitkisinde Plasmopara halstedii ilk kez Amerika’da Indiana,
lowa, Newyork ve Minnesota eyaletlerinde 1920’lerin basinda rapor edilmistir
(Young ve Morris 1927). Patojen, 6nce eski Yugoslavya’da sonra diger dogu
Avrupa tlkelerinde 1940’11 yillardan sonra goriilmeye baslanmistir (Sacston 1992,
Oksal 2014).

Oksal (2014)’1in bildirdigine gore etmenin Tiirkiye’de varligr ilk kez
1958°de Sakarya’da Karel tarafindan 1958 yilinda ortaya konmustur. Ulkemizde
aycicegi mildiyd hastaligi halk arasinda “Kose” ismiyle bilinmektedir (Oksal,
2014).

Plasmopara halstedii igerisindeki patojenik formlarin mevcudiyeti ilk
olarak mildiy0ye dayanikli aygicegi c¢esitlerinin kullanimindan sonra ortaya
cikmistir. Baglangigta fungusun 2 farkli patotipi tespit edilmistir. Bunlar; Avrupa
k1 olarak bilinen patotip 1, Kuzey Amerika’nin Red River vadisinden adini alan
red river irki olarak bilinen patotip 2’dir. Kuzey Amerika kitasindan farkli yeni
irklarin rapor edilmesine ragmen 1988 yilina kadar Avrupa’da sadece patotip 1
tespit edilmistir. Su ana kadar ¢esitli {ilkelerden ¢ok sayida patotip rapor edilmistir
(Gulya ve ark. 1991, Molinero-Ruiz ve ark. 2002, Gulya 2007, Oksal 2014, Spring
2019,).

Aygigegi mildiyosi’niin wklarinin tespiti i¢in Gulya ve ark. (1998) ve
Tourvielle ve ark. (2000) tarafindan ortaya konulan 3’lii kod sisteminden Once
cesitli tlkelerdeki arastiricilar farkli irk ayirici hatlar kullanarak Plasmopara
halstedii nin ayni irklarina farkli isimler vermislerdir. Gulya ve ark. (1998) ve
Tourvielle ve ark. (2000) tarafindan yeni patotip sayisindaki artis ve
arastirmacilarin  karsilagtigi sorunlarin ¢oziimiine yonelik olarak daha kesin,
kiyaslanabilir bir yontem olan, patojenin viriilensligini hedef alan ve 3 x 3 irk
ayirict hatlari temel alan 3’1 kod sistemi gelistirilmistir. Plasmopara halstedii’nin
irklarinin cografik dagilimi Gulya tarafindan 2007 yilinda yayimlanmis ve 36
irkinin oldugu belirtilmistir. 2020 yilinda yapilan c¢aligmalarla mildiyoniin 50 1rki

oldugu bildirilmektedir (Spring, 2019).
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Ulkemizde aygicegi mildiyd 1rk calismalart 2014 yilinda Oksal taarfindan
Trakya Bolgesi olarak Edirne’den, Bati Karadeniz Bélgesi olarak Samsun’dan, i¢
Anadolu Bolgesi’nden Ankara, Kirklareli, Yozgat illerinden ve Dogu Akdeniz
Bolgesi olarak sadece Adana’dan bir 6rnek alinarak irk ¢alismasi yapilmustir.
Adana Ceyhan ilgesinden alinan bir 6rnegin 100 nolu 1tk oldugu saptanmustir.
Mildiy6 etmenleri her yil yeni 1rklar gelistirdikleri i¢in 2014 yilindan 2021 yilia
kadar gecen surede yeni irklar gelisebileceginden Adana ilini kapsayacak sekilde 4
farkli bolgeden hastalikla infekteli bitkiler toplanarak olasi diger wrklarinin
saptanmasi bu calismanin temel amacini olusturmaktadir. Diger taraftan aycicegi
mildiy6 etmenlerinin molekiiler analizi konusunda Tiirkiye’de hi¢bir c¢alisma
olmamasi da ikinci bir hedef olarak bu tez ¢alismasinin konusu olmustur.

Bu amagla;

— Adana ili aycicegi iiretim alanlarini kapsayacak sekilde 4 farkli yon
ve il¢celerde survey calismasi

— Mildiyo6lii yaprak 6rneklerinden izolatlarin saflastirilmasi ve tek spor
kiiltiirlerinin yapilmasi

— Toplam 20 mildiy6 izolatinin aygigegi irk ayirim seti iizerinde 1rk
belirleme c¢alismalarinin yapilmasi

— Belirlenen 1rklarda molekiiler tanilama analizlerinin yapilmasi bu tez

kapsaminda caligilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Diinyada Plasmopara halstedii (Farlow) Berl. Et de Toni Uzerine Yapilan
Cahismalar

Farlow isimli arastirict 1883 yilinda Peronospora halstedii’yi Eupatorium
purpureum, Bidens frondosa, Ambrosia artemisiifolia, Rudbeckia laciniata,
Silphium terebinthaceum ve c¢ok yillik Helianthus tiirleri olan Helianthus
strumosus, H.tuberosus ve H. doronicoides (H. mollis x H. giganteus) tizerinde
tanimlamustir. Halsted 1876’da Eupatorium purpureumda Bussey enstitisiiniin
yakininda buldugu ornek ile H. tuberosus (farlow herbaryum no:79107)’da
bulunan 6rnegin ayni oldugunu bildirmistir.

Schroter (1886) Plasmopara ile Peronospora’nin  farkinin - zoospor
cimlenmesinde ¢im tiipleri yerinin farkli yerlerde olusturdugunu bulmustur. Daha
sonra Berlese ve De Toni (1888) bu etmeni Plasmopara halstedii (farl.) Berlese et
de Toni ad1 altinda yeni bir tiir olarak Plasmopara igine transfer etmislerdir. Tim
Compositae iiyesi bitkilerde Plasmopara halstedii nin oldugu varsayilmaktadir
(Nishimura, 1922).

Young ve Morris (1927), aygicegi bitkisinde Plasmopara halstedii yi ilk
kez Amerika’da Indiana, Towa, Newyork ve Minnesota eyaletlerinde rapor
etmislerdir. Aygigegi mildiyosiine Plasmopara halstedii’nin neden oldugunu, fide
asamasinda infekte olan bitkilerin bodurlastigini ve yapraklarin asagi dogru
kivrilarak alt yiizeyinde beyaz renkli konidialarin gelistigini bildirmislerdir.

Cohen and Sackston (1974), tarlada dogal olarak Plasmopara halstedii ile
infekte olmus aygigeklerinin tohumlarinda etmenin oosporlarin1 gézlemlediklerini
ve bu tohumlardan elde edilen bitkilerin simptom gostermedigini bildirmislerdir.
Infekteli tohumlar ekilip 20°C’de yetistirildiginde bitkilerin  %14-89 oranminda
infeksiyon meydana getirdigini tespit etmislerdir.

Gulya ve ark. (1991a,), Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika'da aygicegi

mildiyd patojeninin (Plasmopara halstedii ) yeni irklari iizerine yapmis olduklart
11
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caligmalarinda Plasmopara halstedii’nin Arjantin’de irk 3 ve irk 7’nin, Fransa,
Macaristan ve Bulgaristan’da, irk 4’lin, Kanada ve Fransa’da, wk 6’nin
bulundugunu bildirmiglerdir. Ayrica 11 ilkeden toplam 33 ticari hibritte
gergeklestirdikleri g¢esit reaksiyonunda test sonucuna gore 33 ticari hibridin %
70’nin 1k 2’ye kars1 dayanikli, % 27’sinin ise itk 6’ya kars1 dayanikli oldugunu
bulmuslardir. Ancak test edilen cesitlerin irk 4’e karsi dayanikli olmadigini
bildirmislerdir.

Mouzeyar ve ark. (1993), aycicegi mildiyosii etmeni Plasmopara
halstedii’nin aycicegi fidelerinin infeksiyonu tizerinde histopatolojik galigmalar
yapmiglardir. Arastiricilar  hassas ve dayaniklt hatlar {izerinde yaptiklar
aragtirmada koklerden ve hipokotilden fungusun penetrasyon yaptigini
gozlemlemiglerdir. Hassas aygicegi hatlarinda parazit fungusun hiflerinin
interselliiler, haustorium’unun ise intraselliiler gelisme gostererek bitkiyi sistemik
olarak istila ettigini, dayanikli bitkilerin ise etmeni parankima dokusunda
sinirlandirarak  hipersensitif reaksiyon ve nekrotik bdlgeler olusturdugunu
bildirmislerdir.

Rashid (1993), Manitoba ve Saskatchewan'da Plasmopara
halstedii 'nin aycicegi tarlalarinda goriilme sikligi 1988'de % 6' ken 1990 ve
1991'de % 20' den daha fazla oldugunu tespit etmistir. Tarla basina hastalikli bitki
oran1 1988'de % 1’den az iken 1990'da % 30'a yiikselmistir. 1988'den 6nce irk 1
ve 2’nin baskin oldugu 1988 ve 1989 yillarinda 5 kiiltiirde sadece irk 3 ve ik 4
saptanmustir. 1990-1991'de kiiltiirlerin % 35 ile % 45'inde 1rk 3 ve 1rk 4'{in oldugu,
ayrica bu yerlerde 1tk 1, 2, 6 ve 7’nin varlig1 da bildirmistir.

Cachinero ve ark. (1996), kitinaz ve |, 3-glukanaz aktivitelerini mildiyoye
karsi dayanikli ve hassas olan aycicegi cesitlerinin kok, hipokotil ve
kotiledonlarinda test etmislerdir. Aygicegi c¢esitlerinin Plasmopara halstedii ile
inokiile edilmesi, hem kitinaz hem de 1,3-glukanaz aktivitelerinde belirgin bir artig
ile sonuglanmistir. En yiiksek |, 3-glukanaz aktivitesinin kdoklerde, Kitinaz

aktivitesinin ise hipokotillerde oldugunu tespit etmislerdir.
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Gulya ve ark. (1991), birkag Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika
tilkelerinden Plasmopara halstedii koleksiyonlari, irklar1 belirlemek iizere bir dizi
aycicegi hattin1 inokulasyon yapmak i¢in kullanmiglardir. Arjantin’de 1rk 3, Fransa,
Macaristan ve Bulgaristan'da irk 4, Kanada ve Fransa'da irk 6 belirlenmistir. Bu
calisma, Gliney Amerika'daki irk 3’iin, Avrupa'da itk 4’iin ilk raporu ve ayni
zamanda 1tk 6 ve 7’nin ilk tespitidir. Bu ¢alismada 11 {ilkeden toplam 33 ticari
hibrit aycicegi test edilmis olup, bunlardan % 70'nin ik 2’ye karsi dayanikli, %
27'sinin 1rk 6’ya kars1 dayanikli oldugunu ancak 1rk 4’e karsi higbirinin dayanikli
olmadigin1 tespit etmislerdir. Plasmopara halstedii ’ye dayanikli hibritlerin
tiretiminde tim 7 mildiy6 irkina dayanikli USDA (United States Department of
Agriculture) hatlart HA-335, HA-336, HA-337, HA-338, HA-339, RHA-340, HA-
R4 ve HA-R5'in kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Gulya ve ark. (1998), Plasmopara halstedii irklarmin farkliliklarini
tanimlamak i¢in USDA (United States Department of Agriculture) ve INRA
(Institut national de la recherche agronomique) tarafindan gelistirilen dokuz hattan
olusan aygcicegi setinin kullanilmasi Onerilmektedir. Buna ilaveten kisa ve
kullanim1 kolay bir ii¢lii kod kullanan bir isimlendirme sistemi de sunulmustur.
Irklarin net bir sekilde adlandirilmasi birlestirilmis {i¢lii kodlama sisteminin ve
dokuz hattan olusan setin tiim diinyada kullanilmasi ile miimkiin olacagini
bildirmislerdir.

Meliala ve ark. (2000), Plasmopara halstedii 'nin sekonder infeksiyonunu
kontrollii kosullar altinda ve tarla kosullarinda aygiceginin ¢esitli biiyiime
evrelerinde incelemislerdir. Sekonder infeksiyonun, yaprak dokularinda veya ¢igek
tomurcugu lizerinde olusabildigini, 28 ve 42 giinliikk bitkilerde yapay infeksiyon
sonrasi simptomlarin, ¢igek agmada dogal olarak istila edilmis ay¢igeginde goriilen
belirtilere tekabiil ettigini belirtmislerdir. Ayrica Plasmopara halstedii ile bitkilerin
sekonder infeksiyonu ile ilgili olarak 7-14 giin yaslar1 arasinda infekte olursa bitki

kayb1 olacagini, 28 giinliik yasta infekte olursa bitkilerin tohum olusturmayacagini,
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35 veya 42 giinliik yasta infekte olursada bitkilerin az miktarda kontamine tohum
iiretebilecegini bildirmislerdir.

Tourvieille ve ark. (2000), alt1 iilkedeki patologlar tarafindan aygicegi
mildiyosii (Plasmopara halstedii ) irklarini tanimlamak tizere dokuz hattan olusan
standart bir set i¢in bir 6neride bulunmuslardir. Buna ilaveten kisa ve kullanimi
kolay bir tugli kod kullanan bir isimlendirme sunmuslardir. Daha &nce
kullanilanlarin yerine yeni isimlendirme kullanilmigtir (ABD Sistemi: 1, 2,3
Fransiz Sistemi: A, B,.... irklar1). Patojenin Avrupa ve red river irki olmak tizere
iki tipi bulunmaktadir. Uglii kod sistemi eger hat duyarl ise sayisal olarak bir deger
atamaktadir. Uglii bir grubun ilk hatti duyarli ise, "1" degerini; Ikinci hat duyarl: ise
"2" degerini ve eger lciincll hat duyarl ise, “4” degerini vermektedir. izolatin "irk
ad1", ¢ basamakli kod, hattin her ii¢ setinden bir basamak igerecek sekilde
olusturulmaktadir. Yani irk numarasinin yiizler basamagin set 1, onlar basamagin
set 2, birler basamagini ise set 3 olusturmaktadir. Su anda 10 ik (100, 300, 310,
330, 700, 703, 710,711, 730 ve 770) ii¢clii kod sistemine gére tanimlanmustir.

Cizelge 2.1. Uglii kod sistemi ile 1rk belirleme (Tourvieille ve ark, 2000)

g
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Molinero-Ruiz ve ark. (2002), 1994 yilindan 2000 yilma kadar Ispanya'da
infekteli aycigegi tarlalarindan toplanan bitkilerden elde ettikleri izolatlarda
Plasmopara halstedii min 9 farkli wrkimi tespit etmislerdir. Irk 1’in merkezi
Ispanya'da bulunan en yaygin irk oldugunu, 1tk 4, 6 ve 7’nin giiney Ispanya'da
yaygin olan 1rklar oldugunu bildirmislerdir.

Molinero-Ruiz ve ark. (2003), Plasmopara halstedii'nin neden oldugu
aycicegi mildiyosiiniin liretimde % 80'den fazla iiriin kaybina neden olabilecegini
ve fungusun Ispanya'da 100, 300, 310, 330, 710, 703, 730 ve 770 wrklarin tespit
ettiklerini bildirmislerdir. 310 ki iilkenin giineydeki ana aygicegi yetistirme
bolgesinde goriiliiyor iken 1k 703°tn yiiksek virulensligi kuzeydogusunda
goriildiiglinii tespit etmislerdir.

Tosi ve Beccari (2007), patojenin dagilimini ve irk degisimini izlemek igin
Italya’nin orta kesimlerinde 92 hektarlik alanda 2006 yilinda yaptiklar1 aycicegdi
mildiyosii  siirveylerinde on iki tarladan sadece 5 tanesinde infeksiyona
rastladiklarini ve infeksiyonun goriildiigii tarlalardaki aygicegi bitkilerinde yaprak
klorozu, ciicelik ve yaprak alt yiizeylerinde sporulasyon oldugunu tespit
etmislerdir. izolasyon sonucunda elde ettikleri 3 izolatin 1rk tespitini yapmuslar ve
bu izolatlarin Plasmopara halstedii ’nin 700 ve 704 nolu irklar oldugunu
bildirmiglerdir. Tespit ettikleri irklar ile yaptiklar1 deneme sonucunda fungisit
(Metalaxyl-M) uygulamasi yapilmayan tohumlar1 kullandiklarinda infeksiyon
oraninin % 84-89, fungisit uygulanan tohumlarda infeksiyon oraninin % 8-17
oraninda oldugunu belirtmiglerdir.

Heller- Dohmen ve ark. (2008), aygigegi mildiyo etmeninin patojenitesi
tizerinde virion olusumunu ve potansiyel viral etkiyi arastirmak i¢in Plasmopara
halstedii 'nin sekiz adet patotipinde g¢alismislardir. Avrupa, Kuzey ve Giiney
Amerika'daki sekiz iilkeden elde ettikleri 26 Plasmopara halstedii izolatindaki 23
tanesinde etmeni transmisyon elektron mikroskobu ile tespit etmislerdir.
Aragstiricilar  ayn1  zamanda Plasmopara halstedii izolatlarinin  viryonlarini

morfolojik ve biyokimyasal olarak karakterize ederek birbirleriyle de karsilastirma
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yapmislardir. Konukgularimin patotipleri, izolatin cografi orijini ve metalaxyl
fungisitine kars1 duyarliligi ne olursa olsun, elde edilen viral karakterlerin ayni
oldugunu bildirmislerdir.

Spring (2008), Plasmopara halstedii ile sekonder olarak aygigeginin
sistemik infeksiyonu ve patojenin epidemiyolojisi {lizerine yapmis oldugu
caligmada daha Once aygigeginin yetistirilmedigi toprakta siis amagli yetistirilen bir
aycicegi tarlasinda Plasmopara halstedii ile dogal infeksiyonlu aygiceklerini tespit
etmistir. Nisan ve Temmuz aylar1 arasinda ardisik 5 tarla parselinde farkli gelisim
asamalarindaki bitkilerde lokal ve sistemik infeksiyonlari goézlemlemistir.
Infeksiyonun havadan zoosporangiumlar ile kaynaklandigmi, tarla gegmisi,
patojenik simptomlar, infeksiyonun zaman siireci ve govdedeki miselyum
dagiliminin mikroskobik incelemesinden cikarttigini bildirmistir. Sonug¢ olarak
Orta Avrupa'daki tipik hava kosullarinda siis aygicegi yetistiriciliginde, lokal
infeksiyondan sistemik infeksiyona ge¢is i¢in yiiksek bir potansiyel bulundugunu,
ekonomik ve epidemiyolojik olarak ay¢igegi mildiydsiiniin yalnizca toprak kdkenli
infeksiyonlarindan kaynaklanmadigini, hava kaynakli ikincil infeksiyonlarin
bitkinin tiim gelisim agamalarinda ve tiim organlarinda meydana gelebildikleri igin
geg sistemik infeksiyona sebeb olarak patojeni gelecek mevsime tasiyan kontamine
tohumlarin iiretiminde rol oynayabilecegini bildirmistir.

Nandeeshkumar ve ark. (2009), ay¢iceginde Plasmopara halstedii 'nin
neden oldugu mildiydye kars1 dayaniklilik gelisimi, -amino biitirik asit (BABA)
ile islem sonrasi incelemislerdir. Aycicegi tohumlarinin 50 mM BABA ile islem
gormesi hastalik siddetinin azalmasina ve serada % 47, arazi kosullarinda ise % 50
koruma sagladigini tespit etmislerdir. BABA tarafindan Plasmopara halstedii 'ye
kars1 direng olusturulmasi, duyarl aycicegi fidelerinde cesitli konuk¢uda savunma
ile ilgili enzimlerin birikimi ile birlikte olmustur. BABA ile islem gormiis
tohumlardan yetistirilen aycgigegi fidelerinin sirasiyla 6 saat, 9 saat, 12 saat

inokiilasyonu sonrasinda, katalaz aktivasyonu, fenilalanin amonya-liyaz (PAL),
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kitinaz (P3), peroksidaz (POX) ve polifenol oksidaz (PPO) miktarinda artis
gozlemlediklerini bildirmislerdir.

Mounira ve ark. (2011), Beja’da 2010 yili ilkbaharinda yapmis olduklari
surveylerde aygiceginin yetistirildigi bircok bolgenin aycicegi mildiyd patojeni
olan Plasmopara halstedii ile bulasik oldugunu izlemislerdir. Daha sonra 2010
yilinda Plasmopara halstedii etmenini infeksiyonlu aygigcegi tohumlarindan elde
ederek Metalaxyl, %64Mancozeb+%4Metalaxyl-M, %80 Fosetyl-Al, ve
Mancozeb (800g/kg) (WP) olmak {izere dort fungisit reaksiyonunun patojenin
viriilensligini nasil etkiledigini arastirmislardir. Yapmis olduklar1 ¢alismada bu
fungisitlerin, kontrol grubuna kiyasla funguslarin koloni gelisimini 6nemli 6lgiide
azalttigini, Metalaxyl, Mancozebe 800g/kg (WP) ve %80 Fosetyl-Al ile miselyal
biiylimesinde belirgin azalma elde ettiklerini bildirmislerdir.

Sakr (2010), morfolojik ve genetik degiskenliklerin yani sira patojenite
degisikliklerine iliskin ¢aligmalar1 Plasmopara halstedii’nin ¢esitli irklarina ait
izolatlar1 ile gergeklestirmistir. Calismada yiiksek seviyede kantitatif direng
gosteren bir aygicegi hattim patopjenin saldirganlik diizeyini belirlemede
kullanilmigtir. Patojen izolatlar1 arasinda genetik iliskiler 12 EST markori
kullanilarak tespit edilmistir. Saldirganlik kriterleri i¢in patojen izolatlar1 arasinda
onemli farkliliklar bulunmustur. Plasmopara halstedii'nin kullanilan aygicegi
hattina kars1 viriilans ve saldirganlik reaksiyonuna dayanarak, 100 ve 3xx irklariin
daha agresif ve daha az viriilant izolatlar, 7xx wrklarinin daha az agresif ve daha
virtilant izolatlar1 olmak tizere iki grup oldugunu belirtmistir. Irk 714, 704 ve
314’in genetik pozisyonu irk 100 ve ik 710 arasinda tespit edilmistir. Ayrica,
Plasmopara halstedii‘de saldirganlik ile oval zoosporangium canliligi arasinda
iliski oldugu sonucuna varilmistir. Patojenite Ozellikleri ile EST genotipleri
arasinda herhangi bir korelasyon tespit edilmemistir.

Radwan ve ark. (2011), konukgu-patotip kombinasyonuna bagli olarak tip
1 dayaniklilik ve tip 2 dayaniklilik olmak iizere aygigegi-Plasmopara halstedii

uyumsuzluk reaksiyonu tanimlanmustir. Tip 1 dayaniklilig bitkinin hipokotillerinin
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bazal bolgesinde patojenin biiylimesini sinirlayabilmigtir. Tip 2 dayanikliligt
patojenin bitkinin kotiledon yapraklarina ulagsmasina izin vererek hipokotillerin
biliyiik bir kisminin patojen tarafindan istila edilmesine ve asir1 duyarhilik
reaksiyonu gostermesine neden olmustur. Yar1 kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile (PZR) Tip 1 dayanikliligina sahip bitkilerin kotiledonlarinda
patojen tespit edilmemis olmasina ragmen Tip 2 dayanikliligina sahip bitkilerin
kotiledonlarinda patojen tespit edilmistir. infeksiyondan 6 ve 12 giin sonra duyarl
bitkilerin kotiledonlarinda bol miktarda patojen gelismistir. Bu, patojen
bliylimesinin konuk¢u-patojen kombinasyonuna gore farklilik gosterdigini
gostermektedir. Arastiricilar ¢alismalarinda aycicegi dayaniklilik genleri hakkinda
daha fazla bilgi almak i¢cin PIARG geni (Tip 1 dayaniklilik) ve P114 geni (Tip 2
dayaniklilik) ile ayrilan RGC151 ve RGC203'iin tam uzunluktaki cDNA'lari
klonlanmig ve niikleotid dizilimi belirlenmistir. Sekans analizleri, RGC151'in
Toll/interlokin-1 reseptor (TIR) niikleotid baglanma sahasi lusin bakimindan
zengin tekrar (NBS-LRR) simnifina ait oldugunu, RGC203'in ise sarmal (CC) -
NBS-LRR sinifina ait oldugunu ortaya c¢ikarmustir. Calisma sonucunda tip 1
dayanikliligini  kontrol edebilen TIR-NBS-LRR genleri yerine tip |l
dayanikliliginin Plasmopara halstedii tarafindan infeksiyon tizerine gelistirilmis
CC-NBS-LRR gen transkriptleri tarafindan kontrol edilebilecegini bildirmiglerdir.
Sakr (2011), Plasmopara halstedii 'nin yedi ( 100, 300, 304, 314, 704, 710
ve 714 ) irkinda virtilenslik diizeylerini incelemistir. Yiizde infeksiyon orani, latent
doénem, sporulasyon yogunlugu ve hipokotil uzunlugunun azalmasi (ciicelik) gibi
saldirganlik kriterleri, yiiksek seviyede kantitatif dayaniklilik gosteren bir aycicegi
kendilenmis soyunda analiz edilerek 12 EST markort ile patotipler arasindaki
genetik iliskiler tespit edilmistir. Irklar arasinda, 100, 300, 304 ve 314 irklarinin
710, 704 ve 714 irklarma gore daha kisa latent donem gegirdigi ve daha yiiksek
sporiilasyon yogunluguna sahip oldugu tespit edilmstir. 314 disindaki tiim irklarda
fide uzunlugunda biiyiik bir azalmaya neden olmustur. Irk 714, 704 ve 314’{in
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genetik pozisyonu 1k 100 ile irk 710 arasinda tespit edilmistir. Arastiric
agressiflik ile genotipler arasinda hi¢bir korrelasyonun olmadigini bildirmistir.

Sakr (2013), Plasmopara halstedii'nin farkli irklarinda 35 adet izolati
patojenisite, morfolojik ve genetik varyasyon agisindan incelemistir. Calismada
etkili Plgen tasiyan aycicegi hibritlerinde viriilens spektrumu analiz edilmistir.
Yiiksek seviyede kantitatif dayaniklilik gosteren bir aycicegi hattin1 kullanilmistir.
Izolatlarin viriilens spektrumunda farkliliklar saptanmistir. Herbir izolat igin
saldirganlik indeksi hesaplanmig; 100 ve 3xx irklarinin daha agresif izolatlar ve
7xx wklarinin daha az agresif izolatlar olarak iki grup ortaya cikarmistir.
Zoosporangium ve sporangifor morfolojisinde 6nemli morfolojik farkliliklar
bulmustur. Patojen izolatlar1 arasinda genetik iligki 12 EST markérii kullanilarak
tespit edilmis ve 35 adet Plasmopara halstedii izolati arasinda 5 multilokus
genotipi  (MLG) belirlenmistir. Ancak morfolojik, genetik karakterler ve
saldirganliklar1 arasinda higbir korrelasyon saptanmamustir.

Sedlafova ve ark. (2013), 2007-2012 yillar1 arasinda Cek Cumhuriyeti’nin
128 bolgesinde Plasmopara halstedii’nin dagilimi ve siddetine iliskin ilk ayrintili
caligmalar yapmuglardir. Calismalarinin sonucunda {ilkenin giineydogusundaki
(Orta ve Giiney Moravya) ve orta kisimlarindaki (Dogu ve Orta Bohemya) yedi
bolgeden sadece dort bolgede patojeni kayit altina almiglardir. Plasmopara
halstedii’nin goriilme sikligini deneysel tarla alanlarinda % 87, ticari alanlarda % 4
ve 0zel hobi bahgelerinde % 1 oraninda tespit etmislerdir.

Viranyi ve ark. (2015), aygicegi mildiy6 etmeni Plasmopara halstedii *nin
zamanla yeni patojenik irklar liretme yetenegine sahip oldugunu bildirmislerdir.
Plasmopara halstedii irk kompozisyonundaki degisiklikler ilk kez 2007'de gézden
gecirilmis olsa da, o zamandan beri patojen viriilens karakterini dramatik bir
sekilde degistirmeye devam etmistir. Bu nedenle, Kuzey ve Giiney Amerika ve
Avrupa'daki patojen populasyonlarindaki zamansal ve mekansal degisiklikleri
hesaba katarak Plasmopara halstedii nin patojenik cesitliligi hakkindaki bilgilerin
giincellenmesi icin 2007 ve 2013 yillarnn arasinda giincel yayinlara ve kisisel

iletisimlere dayanarak bir ¢aligma yapilmistir. Makale konferans sunumu ve
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raporlarin yani sira aygigegi lireten lilkelerin ¢ogundan aygicegi patologlari ile

kisisel iletigimlere dayanarak, Avrupa'da en az 24 Plasmopara halstedii irki ve

Amerika'da 40 1rk son 7 y1l iginde tespit edilmistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Plasmopara halstedii nin Diinya’daki Dagilimi1 (Viranyi ve ark.2015)

IRK | ARJ. | KAN. | ABD | BUL. | CEK | FR. [ ALM. | MAC. | ITA. | ROM. | RUS. | SIR. [ ISP.| TUR. | TOTAL
100 Y XY [X KXy (XY | X XY XY XY [ XY 10+8
120 Y 0+1
300 | XY (XY [ XY [ XY X (XY | X X XY | XY XY | X 1248
304 XY 1+1
307 XY 1+1
310 X Xy Y XY XY 4+4
314 Y XY 142
320 Y Y 0+2
N Y 0+1
323 X 1+0
330 | XY X Xy XY XY XY | XY XY | X 9+7
N Y 0+1
333 X 140
334 Y Y XY 1+3
500

502

560

563

700 XY [ XY [ XY |Y X XY | XY XY XY XY XY | X 11+10
702 Y 1+1
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Cizelge 2.2’in devami

IRK [ARJ. |KAN. |ABD |Ml09( FR. |ALM lm lll‘k Im |RU& R (18P [TOR. | TOTAL
03 XY | x XY XY XY[ X | eed
™ Y Y [ XY Y | ¥ 15
[ XY 1+1
™o XY X XY Y XY XY | XY Y | XY XY| X 99
T3 Y X 1+1
714 Y Y | XY Y 1od
LAl XY 1+
0 Y 0+1
T Y Oe1
T22 XY 1+1
728 XY 1+1
™ XY XY XY Y IXY| XY | XY XY | XY | XY | XY] X 11+11
™ X Y 1+1
732 LY | XY 92
3] XY | XY 292
T4 Y 0+
736 ¥ 0«1
L£14 Y 0e1
T4 LY 1+1
743 X 1«0
760 Y 01
T84 Y 01
LLL XY XY | XY YIY | XY Y X 57
mm XY | XY 242
Lk ¥ X {+1
T4 Y Y 2
TOTAL | 55 | 1718 [12621| 405 [006| 7| 700 | &7 |03 | o7 [ 707 | 303 [ 2| 000

"X 2007 yhedan ece, Y 2007 ydndan S0n st odilon anlamina qaimektodr

ARLAufarkin; KANLanad: ABD. Amenka Bidegik Dovicted BUL Sugautstn CEXLak Cumhutyel, FR.- Frarga: ALM..

Almarya; MAC - Macard st dTA Sy AOM Romany R RUS. Ry SR Sl IsP Lpanya TUR Tiklye
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Bu c¢aligmada toplam 14 {ilke arastirilmistir ve bunlardan sadece iigii
(Arjantin, Rusya ve Ispanya) iki zaman periyodu arasinda, yani 2007'ye kadar ve
sonrasinda 1k kompozisyonunun c¢ok az degisiklik gosterdigi veya hig
gostermedigi yer almaktadir. Diger iilkelerde de bazi irklarin ortadan kayboldugu
veya bu iki ¢alisma donemi arasinda yenileri ortaya ¢ikmustir. Bununla birlikte,
daha once Cek Cumhuriyetinden veya 2007'den sonra Tiirkiye'den elde edilen
higbir verinin olmadig1 goriilmistiir. (Cizelge 2.2). Bu belgede yer alan iilkeler
arasinda kaydedilen en yiiksek patojenik cesitlilik, 2007-2013 dénemi i¢in sirasiyla
18, 21 ve 13 belgelenmis irkla Kanada, ABD ve Fransa'da bulunmaktadir.

Sakr (2015), fenotipik varyasyon (morfolojik ve patojenik karakterler) ve
genetik degiskenligi Plasmopara halstedii *nin yedi tane irkinin (100, 300, 314,
710, 704 ve 714) 50 izolati iizerinde g¢aligmustir. Patojen izolatlarinda 6nemli
morfolojik, saldirganlik ve genetik farkliliklar oldugunu ancak, zoosporangimlarin
morfolojisi, sporangiofor ve ¢alismada kullanilan irklarin patojenik ve genetik
ozellikleri arasinda bir iligski olmadigini bildirmistir.

Sedlafova ve ark. (2016), 2014 yilinin baglarinda Cek Cumhuriyeti'nde tek
bir alandan (Podivin, Giiney-Dogu Moravya) topladiklar1 aycicegi bitkilerinden
Plasmopara halstedii 'nin 705 ve 715 irklarimi izole etmislerdir. Plasmopara
halstedii patojen karmasikliginin artmasinin bes basamakli bir kodla yeni bir irk
tanimlamasina yol a¢tigin1 bunun neticesinde Cek Cumbhuriyeti'nde kaydedilen iki
Plasmopara halstedii irkin1 705 71 ve 715 71 olarak kayit altina aldiklarimni
bildimislerdir. Ayni zamanda arastiricilar simdiye kadar diinya capinda tespit
edilen ve rapor edilen en az 42 Plasmopara halstedii irk1 oldugunu ve kendi tespit
ettikleri irklar ile bu sayinin artarak 44’¢ yiikseldiginin bildirmislerdir.

Gilley ve ark. (2016), ¢alismanin amaci 1k degisikliklerini ve direng
genlerinin etkinligini goérerek Kuzey Dakota ve Giiney Dakota'daki mildiyoniin
hem yayginligini hem de sikligini belirlemektir. Calismada 30 Haziran - 10
Temmuz 2014 ve 8-24 Temmuz 2015 tarihleri arasinda Kuzey Dakota ve Giiney

Dakota'da sirastyla 105 ve 76 tarlada survey yapilarak 436 izolat toplanmistir. Bu
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izolatlara ek olarak USDA-ARS tohum sirketi personeli tarafindan Kuzey Dakota,
Giliney Dakota, Minnesota ve Nebraska'dan 126 numune gondermistir. Patojen,
diferansiyel sette ve bazi tamamlayici diferansiyel hatlarda (RHA 340 (P18), RH
419 (PIArg), HA 458 (PI17), HA DM-1(PI18), RHA 468 (?), TX16R*(?), RHA
428*(?), RNID (PI15) gozlenmistir. P116 (% 1) ve PI13 (% 1) genlerini igeren
hatlarda virtilenslik minimum oranda bulunmustur. P16 geni igeren hatta virtilenslik
% 47 olarak tespit edilmistir. Hem PI6 hem de PI8 genlerinde hicbir izolat
oldiriicii olmamustir. PlArg, P115, P117, P118 ve bilinmeyen direng genlerine sahip
diger iki hatt1 igeren alti tamamlayici hatta higbir virtilenslik bulunmamustir. 2014
ve 2015 yillarinda Kuzey Dakota, Giiney Dakota, Minnesota ve Nebraska'dan
alinan 6rneklerde 304, 314, 700, 700+, 704, 707, 710, 710+, 714, 717, 730, 734,
770, 774 nolu 1rk olmak iizere toplam 11 irk bulunmustur. Su anki baslica mildiy6
irklart 714, 710 ve 700'diir. Bu irklardan 304, 707 ve 717 ABD igin yeni oldugunu
bildirmislerdir.

Spring (2019), makalesinde Avrupa, Giiney Amerika, Asya ve Afrika'ya
yayilan Kuzey Amerika kokenli aycicegi mildiyOsiiniin rotalarii izlemeyi ve
patotiplerin diinya capindaki ¢esitliliginin giincellenmesini hedeflemistir. Caligma
sonucunda patotip sayisinin 2006'da 35 (Gulya 2007), 2014'te 41 (Viranyi ve ark.
2015) ve 2018'de 50'ye (Cizelge 2.3) yiikseldigini bildirmistir.
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Cizelge 2.3. Plasmopara halstedii *nin Diinya’daki Dagilimi (Spring 2019)

FPlasmopara halstean (Farlow) berlese & de lonr'nin Literatur raporlarina gore
Diinya capinda patotip cesitliligi [x - Gulya (2007)], [y - Viranyi ve ark (2015)], 2015'ten sonra yeni
raporlar (z) (Sprinz 2019)
Kuzey | Giney
Amerika [ Amerika| Afrika Asya Avrupa
Ik|Ca|US| Ar |[Mo(SA|{Ch|In|Ir|Bg|Cz|Fr|{Ge|Hu| It |[Ro[Ru|Sp|Se|Tu
100 ¥ (XY XIX[X|X[X]|X X|X([XY]X XV XY | XY
1200 Y
00(XY|XV[ XY [X|X|X[X XY X|X X XY [ XY X
304 XY
307 XY
(X XY XY | XY
34 Y XY
320 Y ¥
| Y
WX
330 X[ XY |X|X XY | XY X|Y X
B Y
33X
R R XY /
34 Z
500 X
302 X
560( X
363 X
700 ( XY | XY X XY[Y|X[X|XY|XY XY[XY|XY| X
702| XY
103XV | X X XY | (%) XY XY[X|X
104 ) § V[ XY VXY
705 Z
107 XY
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Cizelge 2.3’lin devam

Paswopara halstedii (Farlow) Berlese & de Toni'nin Literatir raporlariun gore
Diinya capinda patotip cesitlilizi [x~ Gulya (2007)], v~ Viranyi ve ark (2015)], 2015'ten soura veai raporlar (1)
(Spring 2019)
Kuey | Giney | Afrika Asya Avrupa
Ik [Ca| US| Ar [Mo[SA|Ch|In|Ir|[Bg|Cr|Fr|Ge|Hu[It|Ro[Ru|Sp|Se|Tu
0] X [XY| XY X Y[ XY XY XY LIXY[X | X
113 Y Z X]X
714 Y Y [ XY
7§ Z
N7 XY
0] Y Y
1l Y
122] XY
13| XY X
™ Z
0IXY XY XY | XX XY |XY|XY|XY XY XY XY X
131 X
132] XY | XY
133| XY | XY Z
It Y z
733 Y
wl [y
40 XY
43| X
750 Y X
734 Y
0| XY XY XY X YYD @Y X
T XY | XY
773 Y X
774 Y Y
* Aimanya'daki patotip durumunda paranter ierisinde belirtien X ve XY Spring'e ait kisisel gozkemdir,
"¢ 2015'tan sonraki patotiple iigifi ilk rapor koyu renkle yazsdmegte,
*** Macaristan ve bspanya'daki | Virdnyi ve digerk 2015) saha zokatiarmdan tespil edimamigtir.
'Y Ca- Kanada; ABD - Amurika Birkey i Denetleri; Ang - Arjanting Mo - Fas; SA - Gliney Afrika; Ch - Cin; In-Hindistan; ke - kran; Bg -
Bulgaristan; Cz - Cek Cumhuriyeti; Fr - Fransa; Ge - Aimanya; Hu - Macaristan;
It - halya; Ro - Romanya; Ru - Rusya; Sp - bspanya; Se - Srbistan; Tu - Tarkye'yi ifade tmektedir,
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2.2. Tiirkiye’de Plasmopara halstedii (Farlow) Berl. Et de Toni Uzerine
Yapilan Cahsmalar

Maden (1982)’nin aygcicegi mildiyosi ile ilgili yaptigi bu c¢alismada,
Ridomil 25 W.P fungisitinin hem tohum ilaglamas1 (300 g/100 kg tohum) hem de
yaprak ilaglamast (200 g/100 It. su) yapilarak, hastaligin basarili sekilde
onlendigini bildirmistir.

Delen ve ark (1985), Ege ve Karadeniz bolgelerindeki topraklardan ¢ikan
P. halstedi'nin 6 izolatin1 fungisitlere duyarlilik bakimindan incelemisler ve 6 farkli
izolatin  duyarlilik  agisindan  farklilik  gosterdigini  tespit  etmislerdir.
Aragtirmalarinda 100 g aycicegi tohumuna 21 ve 28 pg metalaxyl uygulamasi
yaptiklarinda infeksiyonun engellendigini, 70 pg metalaxyl uygulamasi
yaptiklarinda infeksiyonun engellenemedigini bildirmiglerdir.

Doken (1987), Erzurum ve gevresinde ilk olarak 1981 yili Temmuz ay1
sonlarinda, Pasinler Ovasinda Zirai Arastirma Enstitiisii denemelerinde dikkati
¢eken hastaligin aycicegi mildiyosii oldugunu belirlemistir. O yil sadece
Trakya’dan getirtilen aygicek tohumlarindan olusan bazi bitkilerde ortaya ¢ikan
hastaligin, 1982 yilinda ¢evredeki giftcilerin aygigek ekim alanlarina da yayildigini
ve yorede ayciceklerinde sadece primer sistemik infeksiyonlara neden olan
fungusun sekonder infeksiyonlarinin olusmadigini bildirmistir.

Onan (1988), 1984-1987 yillar1 arasinda yiiriitmiis oldugu ¢aligmasinda 72
aycicegi cesidi ve hattinin kontrollii kosullarda mildiyoye karsi reaksiyonunu
belirlemistir. Daha sonra dayanikli olarak nitelendirilen cesitler {izerinde bu
reaksiyonu anlamaya yonelik gozlem ve testler yapmustir. Ayrica etmenin
konuk¢udaki gelisimi makroskopik ve mikroskopik olarak inceleyerek hastalik
olusumuna etkili faktorleri aragtirmistir. Calismasinda Trakya, Marmara, Ege ve
Karadeniz Bolgelerinin ayc¢icegi mildiyosii ile bulagik alanlarindan alinan toprak
orneklerinden izole edilen izolatlar, 72 aygicegi ¢esidi ve hatt1 ile makro besin
elementleri (N,P,K) uygulanmustir. inokulum, Vniimk-8931 fideleri iizerinde

korunmustur. Hastalik siddeti degerlendirilmesi, bitkinin kotiledon ve dort
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yaprakli oldugu evrelerde yapilmistir. Daha sonra ortalama hastalik indeksini
hesaplamistir. Denemesinde izolatlarin yiiksek virulense sahip oldugunu ve
izolatlar arasinda bazi farkliliklarin = oldugunu tespit etmistir. Cesit
reaksiyonlarinin belirlenmesinde, ¢imlendirilen tohumlar1 10° sporangium/ml
stispansiyonu ile inokule etmesi sonucunda 72 gesitten 17 adedinin (Elia, Floram
305, Floram 60, Hyb.219/79/Gi, Hyb.I13/80, Mirasol, TTS-H-15, NS-H-17, NS-H-
27, Primasol, Rodeo, Romsun-59, Romsun-90, Start, H-1, IS-7775 S ve 1S-7116 )
dayanikli gruba girdigini bildirmistir. Dayanikli olarak tespit ettigi bitkilerin
hipokotil govde gec¢is bolgesinin fungal yayilmaya karsi mekanik bir engel
olusturdugunu belirtmistir.

Doken (1989), Plasmopara halstedii (Farl.) Berl et de Toni tarafindan
sistemik infekte edilen bitkilerden toplanan tohumlarin nadiren sistemik mildiyo
belirtileri gosterdigini tespit etmistir. Bu bitkilerden elde edilen olgunlasmis
tohumlar arasindaki infekteli tohum oranmmi % 28 bulmustur. Hilum bdlgesinin
gelistigi dokulardan yumurtaliklara ilerleyen hiflerin tohum infeksiyonuna neden
oldugunu ve infekte olmus olgun tohumlarda miselyumun, testa ve perikarpin i¢
tabakasinda bulunup embriyoda bulunmadigini bildirmistir.

Onan ve ark. (1992), 1991 yilinda Balikesir ve Canakkale illerinde
yaptiklar1 aragtirmalarda aygigeginde Onem sirasina gore Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum ve Plasmopara halstedii , Alternaria sp.,
Puccinia helianthi, Verticillium dahliae, Rhizopus sp. ve Botrytis olmak {izere 8
fungal patojen tespit etmislerdir.

Gore (2009), 2007 ve 2008 yilmin ilkbaharinda, Trakya'daki ticari
alanlarda yetistirilen aygicegi bitkilerinin V4 (dort gergek yaprak) gelisim
evresinde Plasmopara halstedii 'nin ciddi bir mildiyé olusumuna neden oldugunu,
baz1 bolgelerde diisiik sicaklik ve yogun yagislarin etkisiyle hastaligin artarak
tirlinlerde yaklasik % 85 oraminda verim kaybina neden oldugunu bildirmistir.
Ayrica arastirict etmenin IAPSC (Interafrican Phytosanitary Council) tarafindan

Al karantina zararlist olarak listelendigini, Avustralya’da biiyikk bir karantina
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zararlis1 olarak degerlendirildigini ve EPPO (European and Mediterranean Plant
Protection Organization)’nun halen karantina durumunu inceledigini belirtmistir.

Evci ve ark. (2011), c¢alismalarinda, Trakya bélgesinde aygigeginde
mildiyoniin durumunu belirlemek amaciyla, farkli alanlardan hastalikli bitkilerden
yaprak Ornekleri toplayarak Trakya’da tiim mildiyé irklarimin bir karisimini
olusturmuslardir. Mildiy6 spor soliisyonu hazirlanarak HA-460, RHA-419, RHA-
340, RHA-436, RHA-437, 6626-A, HA-89, K3-R-SN-3, K3-R-SN-4 ve K3-R-SN-
9 aycicegi hatlarinin tohumlarina spor soliisyonu vasitast ile hastalik
bulastirilmistir. Calisma sonunda HA-89 ve 6626-A hatlar hastaliga karsi hassas,
RHA-419, RHA-436, RHA-437, RHA-340 ve HA-460 hatlarinin ise dayanikli
oldugunu bildirmislerdir.

Oksal (2014), aygigegi mildiyosii etmeni Plasmopara halstedii  (Farl.)
Berl. & De Toni’nin Tiirkiye’deki irklarinin tespiti ve bazi ticari aygicegi
cesitlerinin  bu 1rklara karsi reaksiyonlarinin belirlenmesi iizerine ¢alisma
yapmistir. Caligmasinda Tiirkiye’nin yogun aycicegi tarimi yapilan Tekirdag,
Edirne, Kirklareli, Ankara, Kirsehir, Kirikkale, Eskisehir, Bursa, Samsun, Tokat ve
Adana illerinde 2010 yilinda siirveyler yaparak 65 adet Plasmopara halstedii
izolatt elde etmis ve saflagtirmigtir. Irk ayirict set kullanilarak Plasmopara
halstedii izolatlarinin 1rk tespitleri yapilmis ve iilkemizde etmenin 9 fakli irkini
(100, 102, 110, 300, 500, 502, 510, 702, 712) tespit etmistir (Cizelge 2.4). Tespit
etmis oldugu wrklarin hepsinin Tirkiye i¢in ilk kayit niteliginde oldugunu 102, 712,
510 ve 110 wklarinin ise diinya i¢in yeni kayit niteli§inde oldugunu bildirmistir.
Ulkemizdeki bazi ticari aygicegi esitlerinin Plasmopara halstedii *nin irklarma
karsi durumlarinin belirlenmesi amaciyla da irk tespiti yapilan ve farkli irklart
temsil eden P. halstedi izolatlar1 kullanarak ekimi yaygin olarak yapilan (LG 5400
HO, LG 5550, LG 5650 CL, LG 5580, SANAY MR, SANBRO MR, SANBRO,
OLEKO, ALHAJA, TRANSOL, BISER CL, SIRENA, COMFETA, ARMADA
CL, ES PRIMUS, ES AMIRA ve AITANA) ticari aygicegi cesitlerinin

reaksiyonlarin1 tespit etmistir. Ticari c¢esitlerin etmenin 9 farkli irkina da
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dayaniklilik gdstermedigini ancak LG540HO, LG5580, Sanbro MR, Sanay MR,
Sanbro ve Comfeta cesitlerinin sirasiyla 2, 4, 3, 3, 1 ve 2’ser irka kars1 dayaniklilik

reaksiyonu gosterdigini bildirmistir.

Cizelge 2.4. Tiurkiye’de tespit edilen Plasmopara halstedii Irklarinin Dagilimi
(Oksal 2014)

IRKLAR/ALLER | ADANA | ANKARA [BURSA [EDIRNE| KIRKLARELI | SAMSUN | TEKIRDAG | TOKAT
100 X X X | X X X X X
102 X
110 X
300 X X X
500 X X X
502 X
510 X
102 X
112 X

Akatlar ( 2016), bazi aycigegi ¢esit ve hatlarinin aygicegi mildiydsiine
(Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni.) reaksiyonlarinin belirlenmesi ile
ilgili bir calisma yapmistir. Calismasinda PR64G46, Sanbro MR aygigegi cesitleri
ve HA-460 hattinin ay¢igegi mildiyosii (Plasmopara halstedii )“niin 703 ve 710
nolu wrklarina karst dayanikliliginin tiim, mildiy6 irklarina hassas (duyarli) HA-89
hatt1 ile karsilagtirirarak belirlenmesini amaglamistir. Calismasinda Sanbro MR,
PR64G46, aycicegi cesitleri ve HA-460 hattin1 kullanmigtir. Viranyi ve Bartha’nin
gelistirdigi hastalik siddeti degerlendirme skalasina gore hastalik siddeti
degerlendirmesini yapmustir. Uyguladigi yapay inokulasyon testlerinden sonra,
hastalik siddetini belirtilen skalaya gore hesapladigini bunun sonucu olarak HA-89
hattinin 703 no“lu mildiyé rkina % 47,57 ve 710 nolu mildiyd irkina % 51,06
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oraninda duyarli, HA-460 hattinin 703 nolu mildiy6 irkina % 73,06 ve 710 nou
mildiy6 irkina % 78,02 oraninda ¢ok dayanikli, PR64G46 ¢esidinin 703 nolu
mildiy6 irkina % 92,15 ve 710 nolu mildiyd 1rkina % 88,35 oraninda ¢ok
dayanikli, Sanbro MR ¢esidinin ise 703 nolu mildiy6 irkina % 98,04 oraninda ve
710 nolu mildiy6 irkina % 92,15 oraninda ¢ok dayanikli oldugunu tespit ettigini
bildirmistir.

Hazarhun (2016), aygicegi mildiyosii hastaliginin (Plasmopara halstedii )
antagonist funguslarla kontrol olanaklar1 tizerine yapmis oldugu ¢alismasinda
yemeklik soganda siyah kiif hastaligini onleyen AS3 (aflatoksin {iretmeyen
Aspergillus flavus Link), TRIC7 ve TRIC8 (Trichoderma harzianum Rifai)
izolatlar1, ve ticari bir mikorrhiza preparati (MycoZoom-bitki gelismesini tesvik
edici), ayciceginde bitki gelisimi ve Plasmopara halstedii (Farl.) Berlese et de
Toni tarafindan olusturulan mildiyé hastaligina karsi etkilerini incelemistir.
Potansiyel  antagonistlerle  tohum  uygulamasinda  tohumlarin  yiizey
sterilizasyonunu yaparak tohumlar1 1 saat boyunca antagonistlerin konidi
siispansiyonlar1 (1X 10" konidi/ml) iginde ¢alkalama islemini gerceklestirmistir.
Mycorrhiza ile tohum uygulamasinin ise firma tarafindan onerilen doz ve siirede
(0.075 g/100 ml su ve 1 saat) gerceklestirdigini belirtmistir. Ayrica hastaligin
kontrolii testlerinde antagonistlerle 6 saat siireli tohum uygulamasi da yapmustir.
Caligmalarinin sonucunda tiim uygulamalarin tohum ¢imlenmesini tegvik ettigini,
uygulamalar arasinda TRICS8 bitki boyu, yaprak genisligi, yaprak uzunlugu, yaprak
indeksi ve sayis1 yoniinden en yiiksek degerleri aldigin1 tespit etmistir. Kisa siireli
yapilan tohum uygulamalarinin ise hastalig1 diisiik oranda engelledigini (<5 0%),
ancak uzun siireli tohum uygulamalarinda TRICS ve TRIC7 hastalig1 engellemede
strasiyla % 72.22 ve 65.55 oranlarinda etkili bulundugu bildirmistir.

Er (2018), Aygicegi mildiyosii (Plasmopara halstedii )’ne kars1 bazi ugucu
yaglarin antifungal etkilerinin belirlenmesi amaciyla act elma (Salvia triloba),
biberiye (Rosmarinus officinalis), ¢orek otu (Nigella sativa), defne (Laurus

nobilis), hardal (Sinapis alba), isirgan (Urtica dioica), kantaron (Hypericum
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perforatum), karabas (Lavandula stoechas), kekik (Thymus vulgaris), keten (Linum
usitatissimum), limon (Citrus limon), pelesenk (Lignum dalbergine), sarimsak
(Allium sativum), iiziim (Vitis vinifera) ve zencefil (Zingiber officinale) bitkilerinin
farkli kisimlarindan elde edilen ticari ugucu yaglarn % 0.6, % 0.8 ve % 1
konsantrasyonlarim1 08-TR-003 aygigegi ¢esidinde fitotoksik etkileri agisindan
incelemistir. Fitotoksite denemeleri sonucunda aci elma, ¢orek otu, defne, hardal,
kantaron, karabas, sarimsak, iiziim ve zencefil ugucu yaglarmin fitotoksik ac¢idan
aycicegi bitkisinde onemli bir yan etki gostermedigini bildirmistir. Yine aymni
calisma igerisinde belirtilen ticari ugucu yaglarin % 0.2 , % 0.4, % 0.6, % 0.8 ve
% 1 konsantrasyonlarda Plasmopara halstedii ‘nin 771 ve 773 wklarina karsi
yaprak diskleri iizerinde, antifungal etkileri bakimindan incelemistir. Zencefil
bitkisinin %1 konsantrasyonun da onemli 6l¢iide antifungal etki gosterdigini ve
her iki irka karsi da en etkili ugucu yag oldugunu tespit ettigini bildirmistir. Yaprak
disklerinde yapilan denemeler sonucunda antifungal aktiviteye sahip ugucu yaglar
olarak belirledikleri ¢érek otu, hardal, kantaron, sarimsak, tiziim ve zencefili in
vivo denemeler igin kullanmistir. In vivo denemelerinde ugucu yaglarin % 0.2, %
0.4 ve % 0.6 konsantrasyonlar1 ile tohum uygulamasi, yaprak uygulamasi ve
tohum+yaprak  uygulamasi  yapmustir.  Calismasmmin ~ sonucunda  yaprak
uygulamasinin artan konsantrasyonlarda fitotoksik etkisinin oldugu, sadece tohum
uygulamasinin kullanilabilir ve pratige aktarilabilir oldugu bildirmistir. Uziim
ucucu yagmin % 0.6 konsantrasyonda yapilan tohum uygulamasinin her iki irka
kars1 da % 90 ve lizeri antifungal etki gosterdigini tespit etmistir.

Kilig¢ (2020), Plasmopara halstedii *ye karsi farkli ay¢igegi 1slah hatlarinda
ortaya ¢ikan dayaniklilk mekanizmalariin  morfolojik ve biyokimyasal
karakterizasyonu tizerine ¢alismalar yapmustir. Calismasinda simptomatolojik
testler ve dayaniklilik genlerinin yokluguna veya varligina bagli olarak 9’u
dayanikli (CL 217 R, HAR-5, RHA- 419, RHA- 437, RHA - 443, RHA- 447, K5
R SN-11/2014, K9 R SN: 3/2014, YDRH-SN:7/2014) 3’i hassas (HA 89, 2517,

9661) toplam oniki farkli aygicegi 1slah hattin1 kullanmistir. Dayanikli ve hassas
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hatlara ait 12 farkli bitkiden alinan yaprak diskleri iizerinde stoma en, boy ve stoma
acikligr Olglimleri yapmustir. Caligmasinin sonucunda stomlarin en ve boy
degerlerinde 6nemli bir farklilik goriilmedigini, RHA 419, K9 R SN: 3/2014, K5 R
SN-11/2014 ve CL 217 R dayanikli hatlarinin stoma agikligi degerleri bakimindan
diger hatlara gore olduk¢a kiigiik oldugu belirlemistir. Bunun sonucu olarak
etmenin soz konusu hatlarda stomalardan bitkiye girisini giiclestirdigini ve bu
nedenle hastalik gelisiminin engellenmis olabilecegi bildirmistir.

Kilig’m 2020 yilinda yapmis oldugu ayni ¢aligmada 12 farkli hatti
(dayanikli, hassas) yaprak inokulasyonuna tabi tutarak sekonder infeksiyon
oranlar1 da degerlendirmistir. Sekonder infeksiyon degerlendirmesinde floresan
mikroskop goriintiilerini inceleyerek stomalardan giris yapan etmenin gozle
goriilemeyen infeksiyon gelisimi de gozlemlemistir. Bu asamada HARS, RHA419,
RHA437, RHA447 dayanikli hatlarinda sporulasyon olmadigni tespit etmistir.
Buna ilaveten stoma olgiimleri ile sporulasyon arasinda iligki olup olmadigini
belirlemek amaciyla korelasyon analizi yaptigini ve aralarindaki iligkinin 6nemli

olmadigin bildirmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu c¢alisma 2017-2021 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Bo6liimii Biyoteknoloji Laboratuvari ile Dogu Akdeniz
Tarimsal Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigii’niin Modern Bitki Islah1 ve Generasyon
Atlatma Merkezi biinyesinde yer alan Biyoteknoloji Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Fungus Materyali

Plasmopara halstedii fungus izolatlari Adana ilinin yogun aygicegi
yetistiriciligi yapilan dort farkli ilgesinde (Ceyhan, Imamoglu, Karaisali ve
Sarigam) bulunan ayg¢igegi tarlalarindan toplanan hastalik etmeni ile infekteli bitki

yapraklarindan saglanmaistir.

3.1.2. Bitki Materyali

Saf patojen kiiltiiri ve tek sporlarin elde edilmesinde HA89 ayc¢icegi hatti,
fungus rklarmin belirlenmesinde uluslararasi kullanilan 1rk ayiric1 bitki hatlari seti
kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Plasmopara halstedii ’ nin uluslararasi irk ayrim seti

Tammmlama  Orijinal ismi Soyagaci Dayvamkhlik kaynag

D-1 Ha-89 (USDA) - Yok

D-2 Rha-265 (USDA) Penidovik/933-102 953-102 (Kanada)

D-3 Rha-274 (USDA) HA-115HA-62 553-88 (Kanada)

D-4 DM-2 (INRA) selection of PMI-3 Novinka (Rusya)

e PMI-17 PL 406022 ? (fran)

D-6 803-1 (USDA) H. tuberosus H. tuberosus

D-7 HAR-4 (USDA) Saenz-Pena 74-1-2 7 (Arjantin)

D-8 HAR-3 USDA QHP-1 (INRA) Guayacan INRA (Arjantin)
D-9 HA-335 (USDA) HA-89 x H. annuus Yabani A anmnuus
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3.2. Metod
3.2.1. Arazi Cahsmalan

Caligma kapsaminda 2019 yili igerisinde Adana ilinin 4 farkl ilgesindeki
(Karaisali, imamoglu, Saricam ve Ceyhan) aygicegi tarlalar1 bitki cikisindan
itibaren kontrol edilerek her bir ilgenin merkez ve/veya koylerinde bulunan 20
farkli tarladaki mildiyo simptomu gosteren bitkilerden toplam 100 infekteli bitki
ornegi alinmistir (Cizelge 3.2). Alinan 6rnekler etiketlenip, kese kagidi igerisinde
buz kutusunda laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen 6rnekler daha

sonra kullanilmak iizere -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.2. Adana ili aygicegi ekili alanlardaki Plasmopara halstedii
orneklerinin toplandigi ilceler ve izolat numaralari

CEYHAN | iZOLAT NO | iIMAMOGLU | iZOLAT NO | SARICAM | iZOLAT NO [ KARAISALI | iZOLAT NO

Gimrdali |  ACPh1 Danacll AIPhA | Buruk-Toki | ASPh1 |Ségat/Tamek| AKPh1

Gimigdoven| ACPR2 | Mentes | APh2 | DU | asph2 | Kocaveler | AKPH2
: ? Cihadiye
Cihadiye

Gumisgdaven| ACPh3  [Merkez Mah.[  AIPh.3 Toplama ASPh3 Altinova AKPh3
Kampl arkas

Gimisgdaven| ACPhd4  |Merkez Mah.| AIPh.4 | Hasanbeyli [ ASPh4 Giiveng AKPh4

Gimigddven| ACPh5  |Merkez Mah.| AIPh.5 | Hasanbeyli [ ASPh5 Karahan AKPh5
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3.2.2. Laboratuvar Calismalar:
3.2.2.1. Plasmopara halstedii saf kiiltiirlerinin elde edilmesi

Oncelikle saf patojen kiiltiirii ve tek sporlarin elde edilmesinde kullanilan
hat ve fungus irklarinin belirlenmesinde uluslararasi kullanilan ik ayirict bitki
hatlarina ait tohumlar az sayida oldugu i¢in dncelikle tohum ¢ogaltma islemine tabi
tutulmustur (Sekil 3.1).

Plasmopara halstedii saf kiiltiirlerinin elde edilmesinde Spring ve ark
(1997, 1998)’nin gelistirdigi metod kullanilmistir. Spring ve ark (1997, 1998)’na
gore; -80 °C derin dondurucuda saklanan mildiyo ile infekteli aygicegi
yapraklariin alt kisminda yer alan sporangiofor ve sporangium’larindan olusan
fungal ortii (Sekil 3.2) bir biistri yardimiyla icerisinde 2 ml steril saf su iceren cam

petrilere hafifge kazinarak inokulum soliisyonu hazirlanmustir (Sekil 3.3).
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En; Triple Camera

Sekil 3.1. Irk ayirici bitki hatlarinda tohum g¢ogaltma islemi A) Tohumlarin ekimi
B) Tohumlarin ¢imlenme asamasi C) Cimlenmis bitkinin yildiz tabla
donemi D) Bitkinin ¢igek donemi
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Sekil 3.2. Infekteli aycicegi yapraklarmin alt kisminda yer alan sporangifor ve
sporangiumlarindan olusan fungal Ortii (A), mildiyd izolatlarmin
depolanmasi igin infekteli yaparak drneklerinin hazirlanmasi (B)

Sekil 3.3. inokulum soliisyonunun hazirlama asamasi

Fungus spor siispansiyonundan 100 pl alinarak 2ml’lik santriifiij tiiplerine
aktarilmig ve iizerine daha 6nceden hazirlanmis olan %1 lik tuz soliisyonundan (1

litre i¢in 1 g agar, 10 pg/ml rifampicin, 0.5 mM KH,PO,, 0.5 mM, K,HPO,, 0.5
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mM (NH4),PO4, 0.5 mM CaCl,, 0.5 mM MgCl,,) 1 ml ilave edilerek hafifce
calkalanmig ve 5-6 cm c¢apindaki steril plastik petrilere dokiilmiistiir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Fungus spor siispansiyonu ve tuz soliisyonu

Fungal inokulumdan petrideki siviya gecen sporangiumlar bir pastor pipet
yardimu ile alinarak igerisinde 200 pl %1°lik tuz soliisyonu igeren ELISA pleyti
kuyucuklarina aktarilmigtir. Daha sonra her bir kuyucuga iklim odasinda
yetistirilen, yiizey sterilizasyonu uygulanmis HA 89 hattina ait aycicegi yaprak
veya kotiledonlarindan mantar delici ile yaprak diskleri ¢ikartilarak yerlestirilmistir
(Sekil3. 5).

ELISA pleyti stre¢ film ile kapatilarak 14 saat 18°C’de 151k altinda iklim
odasinda inkiibe edilmistir. Iklim odasindaki ELISA pleyti hergiin sporulasyon
acisindan takip edilerek, Ortalama 5-10 giin igerisinde tiizerinde sporulasyon
meydana gelen diskler, zoospore aktivitesini arttirmak amaciyla 50 ml steril saf su
icerisine 25 pg/ml riboflavin ve 2 g/ glikoz eklenmis 100 ml’lik beherlere transfer
edilmistir. Gelisen bu sporlardan Tek spor tuzaklama amaci ile yiizey
sterilizasyonu uygulanmis aygicegi tohumlar1 plastik bardaklara ekilerek 25-

27°C’de 2-3 giin karanlik kosullarda ¢imlendirilmistir (Sekil 3.6).

38



3. MATERYAL VE METOD Hacer BURUN

/11
Sekil 3.5. Hassas aygicegi
aktarilma islemi

Sekil 3.6. Hassas ay¢igegi (HA89) tohumlarinin ¢imlenme agamasi

Cimlenen aygicegi bitkileri plastik petri kaplar1 igerisinde hazirlanan
zoospor soliisyonuna fide daldirma yontemiyle 18 °C de 4 saat karanlikta
birakilarak inokule edilmistir. Bu siire sonunda inokule edilmis fideler steril
perlit/kum (2/3, v/v) igeren 9 cm ¢apl plastik bardaklara 5’er adet olacak sekilde
ekilerek (Sekil 3.7) 20-24°C ve 12 saat foto periyot igeren bitki yetistirme
odasinda ilk gercek yapraklar gelisinceye kadar (yaklasik 10-12 giin)
yetistirilmistir (Sekil 3.8). Ik gercek yapraklar farekulag: biiyiikliigiine ulastiktan
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sonra bitkiler 24-48 saat % 100 nispi nemde 18 °C ve karanlik periyotta
inkiibasyona birakilmistir (Molinero-Ruiz ve ark. 2002).

Sekil 3.7. Aygigegi fidelerinin patojen ile inokulasyonu ve plastik bardaklara
dikim agamasi

\ 4 p 1 A
O ) ( {

Sekil 3.8. Bitki yetistirme odasinda yetistirilen ay¢icegi fideleri

Nispi nemi saglamak ve ayni zamanda nemlendirmek i¢in bardaklarin igi
bir piset yardimiyla steril saf su ile sulanarak bardaklarin {izeri seffaf plastik poset

ile kapatilmigtir (Sekil 3.9). Sporulasyonun gergeklestigi  yapraklar ve
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kotiledonlarda bulunan zoosporangioforlar bir biistri yardimiyla kazinmis ve fungal
inokulum elde edilmistir (Sekil 3.10). Elde edilen inokulum saf kiiltiir olarak kabul

edilerek, izolatlara ait fungal inokulumun kulanilmayan kismi1 1,5 ml’lik eppendorf

tiiplerde -80 °C’lik derin dondurucuda saklanmustir.

Sekil 3.10. Patojenin saf kiiltiirtinii elde etmek igin sporulasyon olan yapraklardan
spor kazima iglemi

Irk ayirici bitki hatlarinin Plasmopara halstedii ile inokule edilmesi igin en

az 20 izolattan tek spor kiiltiirii yukarida bahsedildigi sekilde hazirlanmustir. Irk

ayrict 9 bitki hatt1 her izolatin tek spor kiiltiirii ile inokiile edilmistir. Caligsma

sonunda 1 izolat i¢in (9 bitki hatt1 x 3 tekerriir) 27 bitki test edilmistir. 20 izolat
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icin x 27= 540 adet bitki kullanilmigtir. Deneme iki kez tekrar edilerek toplam

1080 bitkinin testlemesi yapilmistir.

3.2.2.2. Plasmopara halstedii wrklarinin belirlenmesi i¢in Irk Ayiricr Bitki
Hatlarimin Plasmopara halstedii ile inokulasyonu

Plasmopara halstedii irklarimi belirlemek i¢in Tourvieille ve ark. (2000 )
tarafindan bildirilen uluslararasi irk ayirim seti kullanilmistir(Cizelge 3.1).

Aycicegi mildiydsii 1rklarina hassas aygicegi hattt (HA 89) iizerinde
¢ogaltilan Plasmopara halstedii ’nin farkli izolatlarna ait sporangium
konsantrasyonlari thoma laminda belirlenmis olup 3x10* sporangium/ml olacak
sekilde ayarlanmistir. Inokulum siispansiyonunun igerisine zoospor aktivitesini
arttirmak i¢in 25 pg/ml riboflavin ve 2 g/l glikoz eklenmistir. Irk ayiric1 bitki
hatlarinin inokulasyonu Molinero-Ruiz ve ark. (2002)’na gore yapilmistir. Bu
kapsamda denemede kullanilan 1rk ayirici hatlara ait aygigegi tohumlart yiizeysel
sterilizasyon i¢in % 1’lik sodyum hipokloritte (NaOCI) 3 dakika bekletildikten
sonra steril destile su ile en az 3-4 kez yikanmistir. Bu islemi takiben her 1rk ayirici
bitki hattindan 5 adet tohum igerisinde torf - perlit bulunan seffaf plastik bardaklara
ekimi yapilarak 24 °C, % 60 nem igeren karanlik kosullarda bulunan iklim
kabininde ¢imlendirilmeleri saglanmigtir. Cimlenen bitki koklerini torf- perlit
karisimindan uzaklagtirmak amaci ile plastik bardaklar yandan kesilerek bitki
kokleri zarar gormeden ¢ikarilmig ve saf su ile yikama iglemine tabi tutulmuslardir.
Torf- perlit karigimindan uzaklastirilan 1rk ayiricr bitki hatlarina ait bitkiler plastik
petrilere konularak {izerine, hazirlanan spor siispansiyonundan ilave edilmis ve 16
°C de 4 saat karanlik kosullarda iklim odasinda bekletilmistir. Bu siire sonunda
patojen ile inokiile edilen bitkiler, igerisinde torf: kum: perlit bulunan yeni seffaf
bardaklara transfer edilmistir. Dikimi gerceklestirilen bitki fideleri 24 °C de % 60
nemde 12 saat karanlik /12 saat aydinlik ortamda ilk yesil renkli gercek yapraklari
olugsuncaya kadar iklim odasinda bekletilmis ve her giin ortamin nemi kontrol

edilerek ihtiya¢ duyulmasi halinde piset yardimu ile bitkilere steril su verilmistir.
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Bu siire sonunda ortamin nemini artirmak ve sporulasyon olusumunu saglamak
amaciyla bitki bardaklarimin bulundugu karton kutularin {izerine seffaf poset
gegirilerek 2 giin boyunca yiiksek nem kontrollii iklim odasinda bekletilmistir. Bu
sekilde yetistirilen 1k ayirici bitkilerden patojen sporulasyonu olusturanlar
mildiyoye hassas (H) (Sekil 3.11) olusturmayanlar ise dayanikli (D) (Sekil 3.12)
olarak kabul edilmistir (Cizelge 3.3) (Tourvieille ve ark. 2000).

Sekil 3.11. Mildiyoye hassas (H) Sekil 3.12. Mildiydye dayanikli (D)
bitki bitki

Deneme iki tekerriir olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. izolatlarm 1k ayrrim
Tourvieille ve ark (2000), tarafindan bildirilen tgli smiflandirmaya gore
yapilmstir. Uglii kod sisteminde eger hat duyarli ise sayisal olarak bir deger
almaktadir. Uglii bir grubun ilk hatt1 duyarl ise, "1" degerini; ikinci hat duyarli ise
"2" degerini ve eger ii¢lincii hat duyarh ise, “4” degerini almaktadir. izolatin "irk
ad1", li¢ basamakli kod, hattin her ii¢ setinden bir basamak igerecek sekilde
olusturulmaktadir. Yani irk numarasinin yiizler basamagini set 1, onlar basamagini

set 2, birler basamagini ise set 3 olusturmaktadir (Cizelge 3.3).

43



3. MATERYAL VE METOD Hacer BURUN

Cizelge 3.3. Tourvieille ve ark (2000), tarafindan bildirilen tiglii kod sistemi ile
1tk belirleme

g
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H: Hassas, D: Davanikli

3.2.2.3. Plasmopara halstedii izolatlarinin Molekiiler Analizi
3.2.2.3.(1). DNA izolasyonu

Genomik DNA aycicegi yaprak alt kisimlarinda yogun olarak bulunan
sporangium ve sporangioforlardan olusan saf fungus kiitlesi ependorf tiiplere 50-
100 mg olacak sekilde aktarilmis ve Once sivi azot igerisinde mavi ¢ubuklarla
ezilerek toz haline getilmistir. DNA izolasyonu, Cenis (1992), tarafindan
gelistirilen  protokol  dikkate alinarak  kiiglik  degisiklikler  yapilarak

gergeklestirilmistir. Bu amagla;

1. Yapraklardan kazinarak elde edilen fungus miseli ortalama 100 mg
tartilarak 1.5 ml’lik steril santrifijj tiip icerisine yerlestirilmis ve bir gece -
80°C’de bekletilmistir. Ertesi giin santriifiijdeki misel mavi renkli steril

plastik bir ¢cubuk ile ezilmis ve tizerine 500 pl ekstraksiyon ¢ozeltisinden
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[200 mM Tris HCI; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA,; % 2 SDS (Sodyum
dodecyl sulfate); pH 8.5] ilave edilmistir.

2. Daha sonra fungal misele 150 ul 3M sodyum asetat (pH 5.2) eklenerek 10
dakika -20°C’de inkube edilmistir.

3. Inkube edilen tiipler 10 dakika santrifiij (12.000 rpm) edilerek {istte kalan
s1v1 kisim yeni bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilmistir.

4. Santrifij tiipiine alman st sivinin miktarina esit hacimde isopropanol
eklenerek 10 dakika 0°C inkiibe edilmis ve bu siire icerisinde tiipler nazik
bir sekilde ortalama 5 kez yukari-asag1 hareket edilerek karistirilmstir.

5. Daha sonra genomik DNA’nin ¢okelmesi i¢in 10 dakika 12.000 rpm’de
santrifiij edilmigtir.

6. Mikrosantrifiij tiipliniin dibinde krem tortu seklinde ¢okelen genomik
DNA’ya dikkat edilerek mikrosantrifiij tlipiinden iist sivi kisim
uzaklastirilmig ve iizerine 1 ml % 70’lik etanol eklenerek DNA ¢okeltisi
yikanmigtir. Etanol tlipten uzaklastirildiktan sonra, DNA c¢dokeltisi
iizerindeki alkoliin tamamen ugmasi igin tiipler agzi1 agik olacak sekilde
laminar air flow igerisinde 20 dak. bekletilmistir.

7. Tortu seklindeki genomik DNA’nin ¢6ziilmesi ve uzun siireli depolanmast
icin her bir DNA 0rnegi igeren tiiplere 50’ser mikrolitre TE soliisyonu
ilave edilmis ve 65°C sicak su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir.

8. TE soliisyonunda ¢oziinen genomik DNA, molekiiler c¢aligmalarda

kullanilmak iizere -20°C derin donduruncuda muhafaza edilmistir.

3.2.2.3.(2). Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Agaroz Jel Elekroforezi ve PZR
Uriinlerinin Saflastirilmasi

Aycicegi mildiyd etmeni Plasmopara halstedii patojen izolatlarin
molekiiler tanisinda rDNA’nin ITS bolgelerinin (ITS1, ITS2 ve 5.8S) (1212bg) ve
ribozomal RNA’nin biiyiik altbirim (1280bg¢) (LS) genlerinin bir pargasinin PZR

ile cogaltmak i¢in kullanmilan primerler Cizelge 3.1'de verilmistir.
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Cizelge 3.1. PZR Calismalarinda Kullanilan Primerler
Hedef Gen Primer Primer Baz Dizisi

ITSS F 5" GGAAGTAAAGTCGTAACAAGG 3'

ITS4R 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3
Nuklear rDNA ITS-O 5’ cggAAGGATCATTACCAC-3

LR-O 5 GCTTAAGTTCAGCGGGT-3
Buyuk alt birim PHAL-F 5'- TATCTCTAAGTTGCTTATAC-3'

Nuklear rDNA

PHAL-R 5'- AGCATATACAGCACATACG-3'
PH-f1 5-TGTAGGTGTACCTGCAGAAGG-3'
Buyuk alt birim PHr-1030 5'-TAAACTATCGGCAATAACATTTATG-3’

PH-1031 5 TAAATCTATGAATCGTAGTTATGAG-3
PHr2080 5 AGTTTATTAATAAGCCGAAACTTATAA-3'

PZR analizi her bir 6rnek igin toplam 100 ul hacimde olacak sekilde
gergeklestirilmis olup PZR kokteyli; 10X tampon ¢ozelti 10 pl, 25 mM MgCl,’den
10 pL, 2mM dNTP (Fermantas)’den 10 pl, 10uM primer konsantrasyonlarindan
her bir primer ¢iftinden (Sentromer oligoniikleotid sentezi) (ITS4/ITS5, PHAL-
F/PHAL-R, PH-f1/PH-r ve PHf-1030/PHr-2080, PHr-1031) 2 ul, fungal patojen
DNA'sindan 8,0 pl, SU/1ul Taqg DNA polimeraz enziminden (Fermantas) 2 pl ve
steril miliQ sudan 14 pl alinarak hazirlanmistir (Cizelge 3.2).

ITS (1212 bg), ve ribozomal RNA biiyik altbirim (LS) (1260 bg)
genlerinin PZR dongiisii; baslangic denatiirasyon sicakligi 95 °C'de 2 dk ve sonraki
40 dongii i¢in 95 °C'de 30 sn, 55-47 °C'de 45 sn, 72 °C'de 90 sn ve son bitis
dongiisii 72 °C'de 6 dak. olarak ayarlanmistir (Cizelge 3.2).

Polimeraz Zincir Reaksiyon ile ¢ogaltilan {iriinler birbirinden ayirt etmek
icin TAE tampon ¢ozeltide hazirlanmis %1 agaroz jel elekroforez kullanilmustir.
Etidyum bromid (0,5 pg/ml ) ile boyanan PZR iiriinleri bir UV transillimiinator
iizerinde goriilebilir duruma getirilerek PZR {iriinlerinin ¢ogaltimlar1 kontrol

edilmisgtir.
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Cizelge 3.2. PZR Kokteylinin Hazirlanist

PZR Kokteyli 25 ul 100 pl hacim igin
10 x PZR tampon ¢ozelti 2.5 10

MgCl, (25 mM) 25 10

dNTP (2 mM) 25 10

ileri Primer (10 uM) 0.5 2

Geri Primer (10 yM) 0.5 2

Taq polimeraz (1 U/ 1 pl) 0.5 2

DNA (patojen) 2.0 8

sQH,0 14 56

Toplam 25 100

Cogaltilan PZR iiriinleri QIAquick® PZR Purifikasyon kiti (QIAGEN,

U.S.A) ile firmanin 6nerdigi protokol dikkate alinarak asagida belirtildigi gibi

saflagtirilmustir.

PZR o6rneginin 1 hacmine 5 hacim tampon PB eklenen ependorf
tiipler yavas bir sekilde karistirilmastir.

Karigim sar1 renkte ise i¢lincli asamaya gecilmis, fakat karigimin
rengi turuncu ya da menekse ise karisima 10 pL 3 M sodyum asetat
(pH 5,0) eklenip nazikge ters diiz edilerek karistirilmis ve karigimin
rengi sartya doniistlirilmiistiir.

Bir mikrosantriftij (2,0 ml) tiip icerisine QIAquick spin kolonu
yerlestirilmis ve bu kolonlarin igerisine hazirlanan karisimdan yeteri
kadar eklenerek 13.000 rpm’de 30-60 sn. santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda mikrosantrifiij tlip igerisine gegen sivi atik
olarak bosaltilmis ve geri kalan karisim i¢in, ii¢lincii asama ayni
mikrosantrifiij ve QIAquick spin kolonu kullanilarak tekrarlanmaigtir.
QIAquick spin kolonunun filtresinde absorbe edilen PZR iiriinlerini
temizlemek i¢in 750 pl PE tampon ¢6zelti kolon igerisine eklenmis

ve 13.000 rpm’de 30-60 sn. santrifiij edilmis ve sonra mikrosantrifiij
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tiip icerisine gegen sivi atik olarak bosaltilmistir.

6. Daha sonra ayni mikrosantrifiij tiip icerisine bos olarak alinan
QIAquick spin kolonu 1dak. 13.000 rpm’de santrifiij edilmis ve bu
santrifiij sonrasinda alta bulunan mikrosantrifiij tiipii atilarak yerine,
1.5 ml hacimli yeni bir mikrosantrifiij tiipii konulmustur.

7. QIAquick spin kolonunun filtrelerinde absorbe edilen PZR
iirlinlerini ¢ikarmak i¢in, bu kolon filtresinin tam ortasina 50 uLL EB
tampon ¢ozelti eklenerek 1 dak. oda kosullarinda inkube edilmis ve
sonra 13.000 rpm’de 1 dak. santriflij yapilmistir. Bu islem sonunda
kolon filtresindeki PZR f{iriinleri alta bulunan mikrosantrifiij tiip
icerisine gegisi saglanmis ve -20 °C sicaklikta daha sonraki

caligmalar i¢in stoklanmugtir.

3.2.2.3.(3). Filogenetik Analiz

Filogenetik iligkiyi incelemek i¢in PZR ile elde edilen ITS ve ribozomal
RNA’nin biiyiik alt birimine ait genlerin (LS) baz dizilimleri ¢ift yonlii (5°-3" ve
3’-5") olmak tizere Genoks (Ankara, Tiirkiye) firmasina sentez ettirilmistir.
Buradan elde edilen izolatlara ait her primer i¢in baz dizilerinin pik noktalari
dikkate alinarak, sorunlu bolgeler, BioEdit programu ile belirlenmis ve bdylece ileri
ve geri primerlere ait sorunsuz bolgeler ClustalW programu ile hizalanmustir.
NCBI sitesindeki gen verileri ile Blastn programi kullanilarak diger Plasmopara
halstedii izolatlarinin, ITS ve LS genlerine ait baz dizileri ile karsilastirilmis ve 4
farkli ilceden toplanan izolatlar tiir diizeyinde tanilanmistir. Ayrica Aygicegi
mildiyd izolatlarinin akrabalik iliskilerinin belirlenmek icin MEGAX filogenetik
analiz programi kullanilmustir. Izolatlara ait tiim baz dizileri her gen icin ayr1 ve
kombinasyon olusturularak maksimum parsimoni ve maksimum likelihood ile
izolatlarin genetik soy agaclart olusturulmustur. Diatrypella verruciformis ve
Neofusicoccum parvum fungus tirleri, tiim analizler i¢in dis grup olarak

kullanilmustr.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Plasmopara halstedii izolatlarimin Toplanmasi ve Tanisi

Calisma kapsaminda 2019 yili icerisinde, Adana ili Ceyhan, Imamoglu,
Saricam ve Karaisali il¢elerinde bulunan aygigegi tarlalarinda giidiimli siirveyler
yapilmistir. Yapilan siirveyler sonucunda mildiyo etmeni Plasmopara halstedii ile
infekteli olan bitkiler tespit edilmistir. Infeksiyonun goriildiigii tarlalardaki infekteli
bitkilerin diger saglikli bitkilere gore bogum aralarinin kisalarak bodur kaldigi,
yapraklarinin ana damar boyunca uzanan agik yesil ve klorotik alanlarla
kaplandig1, nemli kosullar altinda bu yaprak yiizeyindeki klorotik alanlarin
genisleyerek yaprak alt yiizeyinde fungusun sporangium ve sporangifor’larindan

olusan beyaz renkli fungal tabaka meydana getirdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Aygigegi bitkilerinin Plasmopara halstedii ile infeksiyonu sonucu
bitkilerdeki bodurlasma, renk degisimi ve misel olusumu
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Adana Ilinin Ceyhan, Imamoglu, Saricam ve Karaisali ilcelerindeki
Plasmopara halstedii ile infekteli oldugu simptomotolojik olarak tespit edilen
Plasmopara halstedii izolatlar1 (Cizelge 4.1) laboratuvar kosullarinda tanisi
yapilmak iizere laboratuvara getirilerek — 80 °C’lik derin dondurucuda muhafazaya

alinmis olup ayrica morfolojik yapilart mikroskop altinda incelenmistir (Sekil 4.2).

goruntimiul

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi Ceyhan 5, Imamoglu 5, Sarigam 5, Karaisali
5 olmak tizere toplam 20 adet patojenik Plasmopara halstedii izolat1 elde

edilmistir.
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Cizelge 4.1. Adana ili aygicegi ekili alanlardaki Plasmopara halstedii izolatlarinin
alindig1 yerler ve izolat numaralari

CEYHAN | iZOLAT NO | iIMAMOGLU | iZOLAT NO | SARICAM | iZOLAT NO | KARAISALI | iZOLAT NO
Gumardala ACPh1 Danacili AlPh.1 Buruk-Toki ASPh1 Sogut/Tumek| AKPh1
B Buruk- :
Gimuigdoven ACPh2 Mentes AlPh.2 St ASPh2 Kocaveliler AKPh2
3 Cihadiye
Cihadiye
Giumiigdaven ACPh3  |Merkez Mah. AIPh.3 Toplama ASPh3 Altinova AKPh3
Kampi arkasi
Gimiisddven ACPh4  |Merkez Mah. AIPh.4 Hasanbeyli ASPh4 Giveng AKPh4
Gumugdoven ACPh5  |Merkez Mah AIPh.5 Hasanbeyli ASPh5 Karahan AKPh5

4.2. Adana ilindeki Plasmopara halstedii irklari

Adana ilinin Ceyhan, Imamoglu, Saricam, Karaisali ilgelerinde Cizelge
4.1°de belirtilen aygicegi tarlalarindan elde edilen ve saflastirilan Plasmopara
halstedii izolatlarinin 1rklarini  belirlemek tizere uluslararasi irk ayirim seti
kullanilmistir (Tourvieille ve ark, 2000). Irk ayirim seti ile yapilan galigmalar
sonucunda tespit edilen irklar ve irk setinde bulunan hatlarin gostermis olduklari
reaksiyonlar Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’ deki gibi gézlemlenmistir. Olusan reaksiyonlar

sonucu elde edilen degerler Cizelge 4.2 de belirtilmistir.
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Sekil 4.3. Aygicegi mildiyosii (Plasmopara halstedii) irk ayrim setinde bulunan
hatlarin patojene kars1 duyarlilik (H) reaksiyonu

Sekil 4.4. Ayg¢igegi mildiyosi (Plasmopara halstedii) irk ayrim setinde bulunan
hatlarin patojene kars1 Dayaniklilik (D) reaksiyonu
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Adana ilinin Ceyhan, imamoglu, Saricam, Karaisali ilcelerinde bulunan
aycicegi ekili alanlarindaki mildiyo etmeni ile infekteli aygicegi bitkilerinden
elde edilen toplam 20 adet Plasmopara halstedii izolatlar1 iizerinde yapilan bu
calismada etmenin Cizelge 4.2°de belirtildigi gibi Tourvieille ve ark (2000),
bildirdigi t¢li kod sistemine gore Plasmopara halstedii *nin Adana ili Ceyhan,
Imamoglu, Karaisali ve Saricam ilgesindeki irklar1 tespit edilmistir. Calisma
sonucunda etmenin Ceyhan Ilgesinde 720, 730 ve 770 nolu, Imamoglu ilgesinde
715 ve 750 nolu, Karaisali ilgesinde 715 nolu ve Sarigam ilgesinde 770 ve 773

nolu irklart tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Adana Ili Aycicegi Alanlarindan Elde Edilen Plasmopara halstedii izolatlarmin Reaksiyon Degerleri ve Irk

Numaralari
1.38T 2 SET 3.3ET
e EZ%I:T HASS o - T‘;’f‘r" DM-2 PMI-1T B3-1 Tg"f‘r" HAR-4 HAR-S HA 335 Tgf‘" Ao
25 7
CEYHAN | ACPh.1 1 2 4 7 1 2 4 7 0 0 0 0 770
CEYHAN ACPh.2 1 2 - 7 1 2 < 7 0 0 0 0 770
CEYHAN | ACPh2 1 2 4 3 1 2 4 7 0 0 0 0 770
CEYHAN | ACPh.4 1 2 4 7 1 2 0 3 0 0 0 0 730
CEYHAN ACPh.5 1 2 B 7 0 2 0 2 0 0 0 0 720
IMAMOGLU | AIPh.1 1 2 4 7 1 0 4 5 0 0 0 0 750
IMAMOGLU AlPh.2 1 2 - 7 1 0 - 5 0 0 0 0 750
iIMAMOGLU AlPh.2 1 2 4 7 1 o 0 1 1 0 < 5 715
IMAMOGLU | AIPh.4 1 2 4 7 1 0 4 5 0 0 0 0 750
iIMAMOGLU AlPh.5 1 2 B 7 1 0 B 5 0 0 0 0 750
SARICAM ASPh.1 1 2 4 7 1 2 - 7 0 0 0 0 770
SARICAM | ASPh.2 1 2 4 7 1 2 4 7 0 0 0 0 770
SARICAM ASPh.2 1 2 - 7 1 2 < 7 0 0 0 0 770
SARICAM ASPh.4 1 2 4 7 1 2 B 7 1 2 0 3 773
SARICAM | ASPh.5 1 2 4 7 1 2 4 7 0 0 0 0 770
KARAISALI | AKPh.1 1 2 4 7 1 0 0 1 1 0 4 5 715
KARAISALI AKPh.2 1 2 B 4 1 0 0 1 1 0 - 5 715
KARAISALI | AKPh.2 1 2 4 7 1 0 0 1 1 0 4 5 715
KARAISALI AKPh.4 1 4 7 1 0 0 1 1 0 4 5 715
KARAISALI AKPh.4 1 < 7 1 0 0 1 1 0 4 5 715
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Calisma kapsaminda 2019 yili igerisinde Adana ilinin Ceyhan, imamoglu,
Sarigam ve Karaisali ilgelerinde bulunan aygicegi tarlalarinda siirveyler yapilmustir.
Yapilan siirveyler sonucunda mildiyé etmeni Plasmopara halstedii ile infekteli
olan bitkiler tespit edilmis olup, toplam 20 farkli tarladan hastalikli aycicegi yaprak
ornekleri toplanmugtir.

Yapilan surveylerde infeksiyonun gorildiigi tarlalardaki infekteli bitkilerin
diger saglikl bitkilere goére bogum aralarinin kisalarak bodur kaldigi, yapraklarinin
ana damar boyunca uzanan agik yesil ve klorotik alanlarla kaplandigi, nemli
kosullar altinda bu yaprak ylizeyindeki klorotik alanlarin genisleyerek yaprak alt
yiizeyinde fungusun sporangium ve sporangifor’larindan olusan beyaz renkli
fungal tabaka meydana getirdigi gézlemlenmistir. Yapilan gozlemlerdeki mildiyo
simptomlarmnin daha 6nceki arastirmalarda bildirilen mildiyé simptomlari ile ayni
oldugu goriilmiistiir (Young ve Morris, 1927; Meliala ve ark., 2000; Spring, 2008;
Gore, 2009; Evci ve ark, 2014;0ksal, 2014).

Ulkemizde Plasmopara halstedii ’nin ilk tespiti Sakarya ilinde Karel
tarafindan 1958 yilinda yapilmigtir. Daha sonraki yillarda etmenin Erzurum,
Balikesir, Canakkale, Trakya bolgesi, Bursa, Edirne, Kirklareli, Tekirdag Samsun,
Adana, Tokat ve Ankara illerinde tespit edildigine dair bilgiler bulunmaktadir
(Do6ken,1987, Onan ve ark, 1992, Evci ve ark, 2011, Oksal, 2014).

Oksal (2014), yapmis oldugu ¢alismada Adana ilinde Plasmopara halstedii
'nin 100 nolu wrkini tespit ettigini bildirmistir. Calismammzda Adana ilinde
Plasmopara halstedii ’nin 100 nolu irkindan farkli olarak 715, 720, 750, 730,770
ve 773 nolu irklar1 tespit edilmistir.

Viranyi ve ark. (2015), Plasmopara halstedii 'nin patojenik cesitliligi
hakkindaki bilgilerin giincellenmesi i¢in 2007 ve 2013 yillar1 arasinda giincel
yayinlara ve Kkisisel iletisimlere dayanarak yapmus olduklari bir caligmada
Avrupa'da en az 24 Plasmopara halstedii irki ve Amerika'da 40 adet Plasmopara
halstedii 1rkinin son 7 y1l i¢inde tespit edildigini bildirmislerdir. Sedlafova ve ark

(2016), simdiye kadar diinya ¢apinda tespit edilen ve rapor edilen en az 42
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Plasmopara halstedii irki oldugunu ve kendi tespit ettikleri irklar ile bu saymin
artarak 44 yiikseldiginin bildirmislerdir. Spring (2019), Arastirict makalesi ile
Avrupa, Giliney Amerika, Asya ve Afrika'ya yayilan Kuzey Amerika kokenli
aycicegi mildiyOsiiniin rotalarin1 izlemeyi ve patotiplerin diinya capindaki
cesitliliginin giincellenmesi ile ilgili yapmis oldugu calisma sonucunda patotip
sayisinin 2006'da 5 (Gulya 2007), 2014'te 41 (Viranyi ve ark. 2015) ve 2018'de
50'ye yiikseldigini bildirmistir.

Viranyi ve ark (2015), Sedlafova ve ark (2016) ile Spring (2019),
tarafindan bildirilen Tiirkiye’de tespit edilmis olan 300, 330, 700, 703, 710, 713,
730, 750, 770 ve 773 nolu Plasmopara halstedii irklarindan yapmis oldugumuz
caligma ile Plasmopara halstedii ’nin 730, 750, 770 ve 773 nolu irklar1 tespit
edilmis olup, bahsi gegen arastirmalarin sonucu ile benzerlik gostermektedir.
Ayrica daha 6nce Diinya’da tespit edilerek bildirilen Plasmopara halstedii *nin 715
ve 720 nolu 1rklart da yapmis oldugumuz ¢alismada tespit edilmistir.

Tourvieille ve ark (2000)’nin bildirdigine gore aycicegi mildiydsi
(Plasmopara halstedii ) irklarin1 tanimlamak tizere dokuz hattan olusan standart bir
setin aycicegi mildiyosiine karsi reaksiyon durumuna gore belirlenmektedir.

Bu ¢alismada Adana ilinde Plasmopara halstedii’nin Ceyhan, Imamoglu,
Karaisali ve Sarigam ilgesindeki irklari tespit edilmistir. Calisma sonucunda
etmenin Ceyhan ilgesinde 720, 730 ve 770 nolu, Imamoglu ilgesinde 715 ve 750
nolu, Karaisali ilcesinde 715 nolu ve Sarigam il¢esinde 770 ve 773 nolu irklar
tespit edilmistir.

Irk 715, Cek Cumhuriyeti’nde tespit edilmistir (Spring 2019). Irk 715,
Tiirkiye i¢in ilk kayit niteligindedir. Etmenin 720 nolu ki, 2007 yilindan 6nce
Almanya’da, 2007 yilindan sonra Kanada ve Almanya’da tespit edilmistir. Irk 730,
2007 yilindan 6nce Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Arjantin, Fas, Gliney
Afrika, Bulgaristan, Almanya, Macaristan, Rusya, ispanya, Sirbistan ve
Tiirkiye’de, 2007 yilindan sonra ise Kanada, Amerika Birlesik Devletleri,

Arjantin, Cek Cumhuriyeti, Fransa, Almanya, Macaristan, Rusya, Ispanya ve
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Sirbistan’da tespit edilmigtir. Irk 750, 2007 yilindan once Sirbistan’da, 2007
yilindan sonra ise Almanya’da tespit edilmistir. Irk 770, 2007 yilindan &nce
Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Arjantin, Giliney Afrika, Almanya,
Macaristan, Rusya, Ispanya ve Tiirkiye’de, 2007 yilindan sonra Kanada, Amerika
Birlesik Devletleri, Arjantin, Cek Cumbhuriyeti, Fransa, Almanya ve Ispanya’da
tespit edilmistir. Irk 750, Tirkiye igin ilk kayit niteligindedir. Irk 773, 2007
yilindan 6nce Tiirkiye’de, 2007 yilindan sonra Amerika Birlesik Devletleri’nde

tespit edilmistir ( Gulya 2007, Viranyi ve ark. 2015, Spring 2019).

4.3. Plasmopara halstedii irklarimin PZR ve filogenetik analizleri

White ve ark (1990)’nin ITS gen boélgeleri i¢in funguslar i¢in gelistirdigi
ITS5 /ITS4 primerleri Plasmopara halstedii irk ve izolatlarinin PZR reaksiyonunda
hi¢bir DNA fragmenti elde edilememistir. Bu primerler daha 6nce birgok fungal
patojenin ITS bolgelerinin gen dizisini belirlemede kullanilmis ve sonuglar
alimmustir (Endes ve Kayim, 2016a, 2016b; Lynch ve ark, 2016; Kayim ve ark,
2018; Endes, 2017; Yones ve Kayim 2021). Endes ve Kayim (2016a ve 2016b)
tarafindan Phytophthora citrophthora, Phytopythium ve Pythium sp. tiirlerinin ITS
bolgeleri yaklagik 1000bg olarak sentezlenirken, Alternaria alternata (Kayim ve
ark, 2018), Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum, N. vitisiformae,
Lasiodiplodia theobramae, L. pseudotheobromae, Fusicoccum aesculi (Endes,
2017), Botrytis cinerea, B. fabae (Yones ve Kayim, 2021) ve Phoma tracheiphila
gibi tiirlerde yaklasik 600 bg, Trichoderma spp. tiirlerinde yaklasik 700 bg¢ (Yones
ve Kayim, 2021), Phytophthora, Phytopythium ve Pythium tiirlerinde 1000-1100
be biiylikliigiinde ribosomal RNA’ya ait ITS bolgelerinden gen sentezi yapilmistir
(Endes ve Kayim(a,b), 2016). Aycicegi mildiyé etmeni Plasmopara halstedii ITS
gen bolgesinin PZR ile c¢ogaltilmasi i¢in kullanilan evrensel ITS primerlerinin
sonu¢ vermemesi bu patojenin siirekli irk gelistirmesi nedeni ile bu bolgelerin diger
fungal patojenler gore gen diziliminin farklilik gdstermesi ve bu evrensel ITS

primerlerinin bu patojenin ribozomal RNA bolgesinde baglanma noktalarinin
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olmamasindan kaynaklanmis olabilecegidir. Bu nedenle mevcut sekanslardan ve
Spring ve ark (2006) ITS gen bélgesi igin kullandiklar1 primer dizaynlarindan
tekrar yeni primer sentezi olusturularak ITS gen bdlgesi i¢in iki farkli primer seti
(ITS-0 ve LR-0) PZR ¢alismalarinda tekrar kullanilmis ve toplam 1600 bg olan ITS
gen bolgesinin 1212 bg’lik gen tirinii PZR ile elde edilmistir. Elde edilen gen
dizileri filogenetik analizde kullanilmigtir (Sekil 4.5).

¢ Turkiye (ACPR)ITS

o0 ¢ Turkive (AKPRITS

¢ Turkive (ASPHITS

T USA(KUZ32270) TS

- MZ288824 Neofus icoccum parvumil TS)

Sekil 4.5. Plasmopara halstedii ’nin Adana ili Ceyhan, Karaisali ve Sarigam
ilcelerine ait 715, 720 ve 770 nolu wklarmm ITS gen dizilerinin
Maksimum likelihood Soy Agaglarmin ABD  (USA) izolat1 ile
karsilagtirilmast. N. parvum dis grup olarak kullanilmig, dallanma
noktalarindaki bootstrap degerleri 1000 tekrar igermektedir.
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Sekil 4.5’de goriildiigli lizere Adana ili Karaisali, Ceyhan ve Sarigcam
ilgelerinden elde edilen, 715 (AKPh), 720 (ACPh) ve 770 (ASPh) nolu irklarin ITS
gen dizileri % 100 niikleotid homojenitesi gostermis olup, filogenetik olarak ABD
izolat1 (KU232270) ve biribiri ile uyumlu ayni grupta yer almis, ancak farkli bir tiir
olan N. parvum (MZ268624) ile ayr1 dallanma gostermistir.

Plasmopara halstedii irklarinin biiyiik alt birim gen dizisi yaklasik 2600 bg
uzunlugundadir. Bu uzunlukta gen dizisini temiz olarak elde edebilmek igin bir
vektore klonlanmasi gerekmektedir. Klonlama calismalarinda DNA fragment
uzunlugunun 2000 bg¢ ge¢mesi durumunda klonlama caligmalar1 da iki asamali
gergeklestirileceginden bu ¢alismalar son derece pahali olmaktadir. Bu nedenle
ribozomal RNA’ya ait biiyilik alt birim gen dizleri parcali olarak iki farkli DNA
fragmenti seklinde PZR ile cogaltilmistir. Toplamda bu biiyiik alt birim bu
calismada 1600 b¢ uzunlugunda biiyiik alt birimin kismi gen pargast elde
edilmistir. Sekans dizileri elde edildikten sonra Bioedit programi ile temizlenmis
ve MEGAX programinda birlestirilmistir. Elde edilen gen dizisi 770 nolu irka ait
DNA sablonundan ¢ogaltilmis olup, Kore, ispanya ve ABD izolatlar1 ile genetik
olarak karsilastirilmistir. Graphium euwallaceae fungus tiiriine ait birgok gen dizisi
mevcut oldugu i¢in (Lynch ve ark, 2016) bu fungus dis grup olarak secilmistir
(Sekil 4.6).

Sekil 4.6’da goriildiigii tizere Tirkiye izolatt 770 nolu ik Kore ve ABD
irklar1 ile ayni grup iginde yer alirken Ispanyol izolati genetik olarak biraz daha
farklilik gostermis, ABD’lerine ait diger bir irk (KX096708) ise genetik olarak ¢cok
daha fazla farkhilik goOstermistir. Aycicegi mildiyd etmeni irklarinda bu tip
varyasyonlarin oldukca fazla oldugu Spring ve ark (2006) tarafindan ITS genleri
iizerinde de saptanmistir. Bu tip genler normalde tiirlerde sabittir. Ancak siirekli
yeni irklar gelistiren fungus tiirlerinde son derece farkli varyasyonlarin oldugu

goriilmektedir.
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F JE38471 Kore(L S)

— HKRO2B9BB USA[LS)

Turkiye{L 5)

MHK234561 lspany a(L 5)

KX09E708 USAILS)

MT252037 Graphium suwallaceas

Sekil 4.6. Plasmopara halstedii *nin Adana ili Sarigam ilgesine ait 770 nolu wrkin
Biiyiik altbirim gen dizilerinin Maksimum Parsimoni’ye gore Kore,
Ispanya ve ABD (USA) izolatlar1 ile karsilastirilmasi. Graphium
euwallaceae dis grup olarak kullanilmig, dallanma noktalarindaki
bootstrap degerleri 1000 tekrar igermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Aycicegi llkemizin her bolgesinde ekim alani, tretim miktar1 ve yag
iiretimi bakimindan ilk sirada yer alan 6nemli bir yag bitkisidir.

Sclerotinia Kok Ciriikligii (Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary),
Aygicegi Pasit (Puccinia helianthi Schw.), Verticillum Solgunlugu (Verticillium
dahliae Kleb.), Kok Bogaz1 Ciriikliigii (Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.),
Kursuni Kiif (Botrytis cinerea Fr.), ve Septorya Yaprak Lekesi (Septoria
helianthi Ell. ve Kell) gibi baz1 fungal kokenli hastaliklar da aygicegi bitkilerinde
ciddi zararlar olusturmaktadir. Ayrica aygiceginde ciddi verim kayiplarina neden
olan aygicegi mildiyosii (Plasmopara halstedii ) tim diinyada aygigeginin en
onemli fungal hastalifi olarak kabul edilmektedir. Diinya’da birgok arastirici
Plasmopara halstedii 'nin rklarini belirlemek tizere yapmis olduklari ¢alismalarda
Plasmopara halstedii’'nin farkli irklarim tespit etmislerdir.

Plasmopara halstedii oospore’lar1 toprakta bir 6nceki yildan kalan bulagik
yaprak, govde veya kok kisimlarinda bulunmaktadir. Oospore’lar toprakta uzun
stire canliligim siirdiirebilmektedir. Etmen canlililigini uzun siire koruyabilme
ozelligi sayesinde ¢evre kosullarininda uygun hale gelmesi ile ¢ok ciddi verim
kayiplarina neden olabilmektedir. Meydana gelebilecek verim kayiplart yiliksek
etkili fungisitlerle tohum ilaglamalarinin yapilmasi ve dayanikli hibrit ¢esitlerin
kullanilmast ile biiyiik oranda minimize edilmektedir.

Diinyada birgok tilkede 6ncelikle fungisitler tercih edilmektedir. Plasmopara
halstedii’ye karst en yaygin olarak kullamilan fungisit Metalaxyl’dir. Tohum
ilaglamasi olarak kullanilmaktadir. Hastaligin kimyasal miicadelesi olmakla
birlikte hastalik etmeninin ¢ok hizli yeni irklar olusturmasindan dolay1 pek ¢ok
kimyasal madde etkinligini yitirmistir. Metalaxyl’e karsi dayaniklilik sorunlari
ortaya ¢cikmistir (Delen ve ark., 1985). Etmenin ¢ok hizli yeni irklar olusturmasina
bagli olarak kimyasal miicadeleye alternatif miicadele yoOntemleri {izerine

calismalar artmistir ve dayanikli gesitlerin gelistirilmesi ayg¢icegi mildiyosii ile
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savagta olumlu sonuglar vermistir. Dayanikli ¢esitlerin  gelistirilmesinde
kullanilmak iizere {ilkemizdeki aycicegi mildiydsii irklarmin diizenli olarak
saptanmas1 gerekmektedir. Bu amagcla yapmis oldugumuz ¢alisma ile Adana Ilinin
Ceyhan, Imamoglu, Saricam, Karaisali ilgelerinde bulunan aycicegi -ekili
alanlarindaki mildiy6 etmeni ile infekteli aygicegi bitkilerinden elde edilen
izolatlardan Plasmopara halstedii’nin 715, 720, 730, 750,770 ve 773 irklar1 tespit
edilmistir.
Ulkemizdeki aycicegi mildiydsii’niin 1rklarmi belirlemek igin Gulya
(2007), Viranyi ve ark. (2015) ve Oksal (2014) tarafindan irk belirleme ¢alismalari
yapilmigtir. Yapilan bu ¢aligmalar neticesinde iilkemizde etmenin 100, 102, 110,
300, 330, 500, 502, 510, 700, 702, 703, 710, 712, 713, 730, 770, 773 nolu rklarimn
tespit etmislerdir. Ulkemizdeki 1rk degisimini takip etmek ve giincel tutabilmek
icin 1rk belirleme ¢aligmalarina diizenli olarak devam edilmesi gerekmektedir.
Plasmopara halstedii 'nin etkisini en aza indirebilmek i¢in 6ncelikle temiz ve
dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi, son ii¢ ile dort yil iginde mildiyd oldugu bilinen
alanlara yeniden ekim yapilmamasi, drenaji zayif olan alanlara ekim yapmaktan
kaginilmasi, tohumlarin hizla ¢imlenmesi ve infeksiyondan kacabilmesi i¢in erken

degil daha ge¢ ekim yapilmasi tavsiye edilmektedir.
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