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OZET

ORTU ALTI YETIiSTIRICiLIGINDE KURSUNi KUF HASTALIGI
ETMENI BOTRYTIS CINEREA FR. iZOLATLARININ MOLEKULER
YONTEMLERLE GENETIK VE FENOTIPIK AKRABALIKLARI iLE

FUNGISITLERE OLAN DUYARLILIK DUZEYLERININ
BELIiRLENMESI

AGHDAM, Mobasher Aida

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Pervin KINAY TEKSUR
Ekim 2017, 104 sayfa

Botrytis cinerea ortiialt1 yetistiricikte en 6nemli hastalik etmenlerinden
biridir. Kursuni kiif hastaligi ile savasimda c¢esitli yontemler olmasina ragmen
kimyasal miicadele en ¢ok bagvurulan yontemdir. Bu durum B. cinerea etmeninin
kimyasallara karst dayaniklilik sorununu da ortaya c¢ikarmaktadir. Calismada
Antalya, Mugla, ve Izmir illerinden toplanan B.cinerea izolatlarmin en fazla
kullanilan fungisitlere (pyrimethanil, iprodione, fenhexamid,
boscaid+pyraclostrobin, pyrimethanil+fluopyram, fludioxonil) kars1 in vitro ve in
vivo kosullarda duyarlilik diizeyleri test edilmistir. Bu izolatlarin molekiiler
yontemlerle aralarindaki genetik farklilik ortaya konmustur. EDsg degerlerine gore
fungisitlerin B. cinerea izolatlarinin miselyal gelisimine etkileri, olduk¢a farkli
diizeylerde oldugu gorilmiistiir. Pyrimethanil’in B. cinerea izolatlarmin miselyal
gelisimini yiiksek doz olan 10-30 pg/ml’de dahi engelleyemedigi ortaya ¢ikmustir.
Fenhexamid, Fludioxonil, Boscalid +Pyraclostrobin ve Fluopyram +Pyrimethanil
fungisitlerinin etmeni diisik doz olan 0.03-0.1 pg/ml’de engelledikleri
goriilmektedir. In vivo sonuglara bakildiginda Fenhexamid ve Fludioxonilin in

vivo kosullarda meyveler iizerinde daha etkili olduklar1 goriilmektedir.

Morfolojik ozellikleri g6z Oniine alinarak on tanist yapilmis ve her grubun
tiyesi olarak segilen Botrytis cinerea izolatlarinin tanis1 ITS1-ITS4 primerleri ile

yapilmistir. Sekans analizleri de hepsinin B.cinerea oldugu gostermistir. Ayni
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zamanda B.cinerea izolatlarinin biiyiik kisminda mutagenik bolgesi (G143A) allel
spesifik primerlerle (BCAR-F) tespit edilmistir. Ayrica izolatlar arasindaki genetik
farklihigr belirlemek i¢in primerler (Boty 442, Boty 1006, F300, F1500)
araciligiyla molekiiler testler yapilmis ve izolatlarin biiyiik kisminda 604 bp ve

1250bp uzunlugunda band elde edilmistir.

Anahtar Soézciikler: Domates, ortii altt Botrytis cinerea, fungisitler,

molekiler analizler.



ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC AND PHENOTYPIC
RELATIONSHIPS AND SENSITIVITY LEVELS TO SOME FUNGICIDES
OF BOTRYTIS CINEREA FR. ISOLATES IN GREENHOUSES

AGHDAM, Mobasher Aida

PhD in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Pervin KINAY TEKSUR
October 2017, 104 pages

Botrytis cinerea is as an important disease in greenhouse conditions.
Although there are several methods in the control gray mold disease, the chemical
control is the most common applied method. This situation also causes the
resistance problem of B. cinerea to chemicals. In this study, sensitivity levels of
B. cinerea isolates collected from Antalya, Mugla and Izmir against the most
commonly used fungicides (pyrimethanil, iprodione, fenhexamid, boscalid +
pyraclostrobin, pyrimethanil + fluopyram, fludioxonil) were tested in in vitro and
in vivo studies. Also genetic differences between these isolates were determined
with molecular methods. The effect of fungicides on the mycelial growth of B.
cinerea isolates were found at different levels according to their ED50 values. It
has been shown that pyrimethanil can not inhibit the mycelial growth of B.
cinerea isolates even at high doses of 10-30 pg/ml. Fenhexamid, fludioxonil,
boscalid+pyraclostrobin and fluopyram + pyrimethanil inhibited the pathogen
growth at low doses of 0.03-0.1 pg/ml. In vivo results showed that fenhexamid

and fludioxonil appear to be more effective decay develoment on fruit tests.

Botrytis cinerea isolates which were prelimarily diagnosed in consideration
of their morphological characteristics and selected as members of each group were
diagnosed with ITS1-1TS4 primers. Sequence analysis also showed that all of
them were B.cinerea. At the same time, the mutagenic region (G143A) of the B.

cinerea isolates was detected with allel-specific primers (BCAR-F). In addition,



molecular tests were performed through primers (Boty 442, Boty 1006, F300,
F1500) to determine the genetic difference between the isolates and 604 bp and

1250 bp long bands were obtained in the most of the isolates.

Keywords: Tomato, Greenhouse crops, Botrytis cinerea, fungicide, molecular
analysis
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1. GIRiS

Diinya ve Tiirkiye ekonomisinde Onemli bir yeri olan ve mutfaklarimizin
vazgecilmez 0gesi sebzeler, yetistiriciligi yapilan bolgelerde ciftgilerin 6nemli gelir
kaynaklarindan birisini olusturmaktadir. Diinya ekonomisine bakildiginda sebze
tiretimi olarak lider iilkeler Cin, Hindistan ve ABD’ dir. Bu ii¢ iilkeyi Tiirkiye
izlemektedir. Tiirkiye’de yillik sebze tiretim miktar1 28 bin ton civarindadir. Bu
tiretimin 12 bin tonu domatese aittir (Anonymous, 2017). Diinya ortii alti sebze

iiretiminde ilk sirada domates ve ikinci sirada hiyar yer almaktadir (TUIK, 2016).

Cizelge 1. 1 Diinyadaki 2016 yil &rtiialti alanlar ve iiretim miktar1 (TUIK,2016)

Uriin Alan Uretim
Domates 3.209.569 54.415.046
Hiyar 1.840.646 51.863.566
Pathcan 2.674.354 35.434.629
Biber 500.448 613.397

Uretimin biiyiik élgiide eski sistemlerle yapilmasina ragmen Tiirkiye, kmz’ye ve
niifus basia sebze iiretimi bakimindan diinyada ilk sirada yer almakta ve pek ¢ok
sebze tliriiniin Uretiminde diinyada ilk 5 iilke arasina girmektedir. Tiirkiye’de en
yiiksek verim, iklim kosullarinin uygunlugu ve seracilik yapilabilir olmasinin dogal
sonucu olarak Akdeniz Bolgesi’nde almmaktadir. I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve
Gilineydogu Anadolu bolgelerinde ise birim alandan alinan verim olduk¢a diisiiktiir,
ayrica son yillarda artan ortdalti sebze iretimi, yetistiricilik agisindan biyiik

potansiyele sahiptir (Tlremis, 2015).

Cizelge 1. 2 Tiirkiye’deki 2016 y1l ortiialt1 alanlart ve iiretim miktar (TUIK,2016)

Ortii Alt1 Ekilen Alan(Dekar) Uretim(Ton)
Yiiksek Tiinel 96.145 707.795
Cam Sera 101.507 1.287855
Alcak Tiinel 165.189 997.124
Plastik Sera 312.332 3.750311

Toplam 675.173 6.743085



Tiirkiye ortii alt1 yetistiriciligi 6nemli bir gelisme siireci i¢indedir ve sebzeler
bunlar i¢inde ¢ok biiyiik bir paya sahiptir. Ortiialt1 yetistiriciliginin pekgok hastalik ve
zararlhlar acisindan sorunlari bulunmaktadir. Bunlarin basinda nerdeyse ortiialtinda
yetistirilen biitiin sebzeleri konukc¢u olarak tercih eden kursuni kiif hastalig
gelmektedir. Bu kiiltiir bitkilerinin uzun yillar ayni seralarda yetistirilmesi, sera
kosullarinin iyi olmamasi, yeterli havalandirma yapilmamasi, sera igerisinde sicaklik
ve nemin iyi ayarlanamamasi, solarizasyon yapilmamasi, dayanikli ¢esitlerin tercih
edilmemesi, asir1 giibreleme yapilmasi, kiiltiirel Onlemleri uygulamada titizlik
gosterilmemesi, bilingsizce ve yanlis yapilan kimyasal miicadele sonucu seralarda
kursuni kif hastaligima neden olan Botrytis cinerea Pers.:Fr. etmeni en 6nemli

problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Cizelge 1. 3 Tiirkiye’deki 2016 yil ortiialt domates yapilan alanlari ve iiretim miktar1 (TUIK,2016)

Grup Adi Yil Ekilen Uretim
) Alan(Dekar) (Ton)
Ortii Alt1 (Plastik Sera) 2016 188.984 2.593.298
Ortii Alt1 (Algak Tiinel) 2016 15.500 92.696
Ortii Alt1 (Yiiksek Tiinel) 2016 15.535 191.233
Ortii Alti (Cam Sera) 2016 53.209 737.245
Domates Toplam 2016 273.228 3.614.472

Uretim Miktari (Ton)
4000000
3500000 AN
3000000 2852863
2500000
2023888
2000000
1500000 1375103
1000000 873878
- .
0
Yil 1995 Yil 2000 Yil 2005 Yil 2010 Yil 2015

Sekil 1.1 Ortiialtt Domates Uretim Miktarinin (ton) Yillara Gore Degisimi(TUIK, 2015)



Botrytis cinerea Pers. Fr. Ascomycota subesi Leotiomycetes sinifi Helotiales
takimi ve Sclerotiniaceae familyasi tiyesi bir fungal patojendir. Ekonomik zarar
acisindan en 6nemli tiirler B. eliptica, B. tulipae ve B. gladiolorum'dur. Bunlarin her
biri % 60'a kadar ulasan verim kayiplarina sebebiyet vermektedir. Diinya ¢apinda,
hasat Oncesi ve hasat sonrast olmak iizere 200'den fazla {iriin ¢esidinde ciddi

kayiplara neden olmaktadir.

B. cinerea’nin kontrol altina alinmasinda kiiltiirel 6nlemler olduk¢a 6nemlidir.
Hasat sirasindaki islemlerle ve mekanik zararlanmalarla olusabilecek yaralar
minimize edilmektedir. Meyveler olgunlastikga kursuni kiif hastaligina karsi daha
duyarli hale geleceginden hasat uygun zamanda yapilmalidir. Hasat edilen {irtinler
tasima ve depolama boyunca uygun sicaklik ve nemde muhafaza edilmektedir. Bu
uygulamalar inokulum yogunlugunu azaltarak, hasat sonrasinda kursuni kif

hasatligi'nin yayilmasini 6nemli Olciide engellemektedir. Ancak meyve yilizeyinde

yogun bulagsmalarla gelen inokulumun engellenmesi i¢in fungisit uygulamalar1 daha

¢ok kullanilmaktadir (Williamson et al., 2007).

Sekil 1.3 Sera bitkilerinde kursuni kiif etmeni Botrytis cinerea'nin belirtileri



Son yillarda, B. cinerea 6nemli bir nekrotrofik patojen olarak diinya ¢apinda
Oonemi ve tiim genom dizilimi gibi, molekiiler modeller iizerinde c¢alisilmasi bu
patojeni onemli haline getirmektedir. Bu nedenle, B. cinerea diinyada bilimsel ve
ekonomik kayip agisindan en onemli fungal bitki patojenlerindendir (Asadollahi et

al., 2013).

Bu c¢alismada, ortii alti sebze yetistiriciliginde sorun olan kursuni kiif etmeni
Botrytis cinerea izolatlarmin fungisitlere olan duyarlilik diizeylerinin belirlenmesi,

izolatlar arasindaki genetik ve fenotipik farkliliklarin ortaya konmasi amag¢lanmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Fungal patojenlerin ¢ogu sinirli konukgu dizisine sahipken, Botrytis cinerea
Fr.(teleomorph: Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) ise pek ¢ok iiriinde
kursuni kiif hastaligina sebep olup kok, yaprak, ¢icek, meyve gibi bitki kisimlarinda
yaygin olarak bulunmaktadir. Yapilan son galigmalar B. cinerea’nin 586 bitki

genusunda hastalik olusturdugunu gésermektedir (Elad et al., 2016).

B. cinerea’dan kaynaklanan en biiylik zarar, hasattan sonra olgunlagsmis meyve
dokularinda meydana gelmektedir. Elma, patates, domates, kiraz, cilek, sogan, seftali,
limon, kivi, patlican, hiyar, brokoli, havug, marul, lahana, erik, bezelye, iizim gibi
sebze ve meyveler hasat sonrasinda kursuni kiif hastaligina ¢ok duyarlidir. B. cinerea
0°C tizerindeki sicakliklarda etkili bir sekilde gelisme yeteneginde olmasi, soguk hava
depolarinda ve taginma sonrasinda {rlinler i¢in Onemli sorunlar meydana
getirmektedir. Infeksiyonun sekli ve zamam bitki tiirlerine ve etkilenen bitki
kisimlarina bagl olarak degisebilmektedir. B. cinerea konukgusuna gore degisik tipte
hastalik belirtileri ortaya koymaktadir. Genellikle, griden kahve rengiye renk
degisimi, yumusak, sulu ve siingerimsi lezyonlar olusturabilmektedir. Hasta doku ve
lezyonlar iizerinde beyazimsi griden siyaha dogru degisen fungal (miselyum ve
konidi) bir ortii gelismektedir. Hasat sonrasinda B. cinerea; ¢igek enfeksiyonlart,
hasat sirasinda olusan yaralar, catlaklar, dogal acikliklar ve bdcekler yoluyla

meyveleri enfekte etmektedir .

Botrytis cinerea adi dogrudan fungus morfolojisinden tiiretilmistir. **Botrytis"
Yunanca “‘bunch of grape=iiziim salkimi' kelimesinden gelmektedir.
Konidioforlarn iiziim benzeri morfolojisini ve "'cinerea’ Sporiilasyonun gri rengini

ifade etmektedir .

Botrytis cinsi ilk olarak 1729'da Pier Antonio Micheli tarafindan tanimlanmis ve
"Nova Plantarum Genera® adlandirilmistir. Tiirlerin ¢ogu sonunda Hennebert

tarafindan tercih edilmistir (Hennebert, 1973; Groves and Loveland 1953; Beever and



Weeds 2004). Teleomorf veya eseyli formu B. cinerea'nin Botryotinia fuckeliana

olarak adlandirilmaktadir. (de Bary) Whetzel (Whetzel et al.,1945).

2.1 Kursuni Kiif Etmeni Botrytis cinerea Pers.: Fr’ min ortii alti

Yetistiriciligindeki Onemi

Kursuni kiif hastalig1 her bitkide birbirinden farkli belirtilere neden olmaktadir.
Hastalik govde ve meyvelerde zarar meydana getirmektedir. Lekeler onceleri toplu
igne bas1 biiylikligiinde olup bitkinin i¢ kisminda geliserek genisler ve dokulara
kadar ilerlemektedir. Bitki dokusu c¢atlar ve konuk¢unun su kaybina neden
olmaktadir. Govde ve meyve sapt lekeleri nedeniyle meyve dokiimii ortaya
cikmaktadir. Konuk¢unun ¢igek zamaninda ta¢ yapraklari hastaliga ¢ok duyarl
oldugu icin, hastalik etmeni bu kisimlardan girerek meyveye ge¢gmekte ve meyve
¢iiriikliigiine neden olmaktadir. Hastaligin gelismesi i¢in en uygun kosullar 20-25 °C

sicaklik ve %95-98 orantili nemdir (Anonymous, 2011).

Botrytis cinerea, nekrotrofik bir yasam stiline sahip olan besin segigiligi
olmayan bir fungus olup besinlerini 6lii hiicrelerden elde eder, ancak ayn1 zamanda
saprofitik bir yasam tarzina da sahiptir. Yabani bitkiler ve ¢ok kiiltiire alinan bitkiler
olmak iizere cogunlukla dikotiledon tiirler iceren 280'den fazla bitki tiirii olmak {izere
cok genis bir konuk¢u dizinine sahiptir. Etmen hem tropik ve suptropik bolgelerde
gelisebilmektedir. Bu bitkilerin ¢ogu 6nemli protein, yag, lif ve siis bitkilerini iceren
Ayn1 zamanda fasulye, lahana ve marul gibi sebzeler ve bogiirtlen, iztim ve ¢ilek gibi
kiiciik meyveleri de hastalandirmaktadir (Williamson et al., 2007). En son yapilan
caligmalar B.cinerea tiiriiniin 586 bitki genusunda hastalik yaptigin1 gostermektedir
(Elad et al., 2016)

Heterokaryotik yapida olmasi ve hizli sporulasyon giicii nedeniyle, etmen

fungisitlere ¢ok hizl1 dayaniklilik kazanabilme yetenegine sahiptir (Dekker, 1982).

Son galismalar heteroploidinin (andploidi dahil) de 6nemli olabilecegini ortaya
koymaktadir (Wang et al., 2016). Buna ek olarak, B. cinerea ¢ok miktarda konidyum



tiretir; bu da cilek gibi hassas bitkiler i¢in ciddi bir tehdit olusturdugu gibi, ayni
zamanda dogaya yiiksek uyum kabiliyetine katkida bulunabilmektedir (Elad et al.,
2007).

Makedonya’ da yapilan caligmada ortiialti domates yetistiriciliginde kursuni kiif
hastaliginin neden oldugu {irlin kayiplarinin  %70’e ulastigi rapor edilmistir
(Chardonet et al., 2000). Bu etmenin yapilan g¢alismalarda fenotipik ve genetik
cesitlilik gosterdigi bildirilmistir. Fenotipik ¢esitlilik; koloni morfolojisi, misel
gelisimi, sporulasyon yogunlugu, virulenslik ve fungisit dayanikliligi iizerinde

farklilik gostermektedir (Kuzmanovska et al., 2012).

B. cinerea’nin kontrol altina alinmasinda kiiltiirel 6nlemler oldukg¢a 6nemlidir.
Hasat sirasindaki islemlerle ve mekanik zararlanmalarla olusabilecek yaralar
minimize edilmektedir. Meyveler olgunlastik¢a kursuni kiif hastalifina karsi1 daha
duyarli hale geleceginden, hasat uygun zamanda yapilmalidir. Hasat edilen tirlinler
tasima ve depolama boyunca uygun sicaklik ve nemde muhafaza edilmelidir. Bu
uygulamalar inokulum yogunlugunu azaltarak, hasat sonrasinda kursuni kif
hastaliginin yayilmasini 6nemli 6l¢iide engellemektedir. Ancak meyve yilizeyinde
yogun bulasmalarla gelen inokulumun engellenmesi i¢in fungisit uygulamalar1 daha

cok kullanilmaktadir (Williamson et al., 2007).

2.2 Biolojik Savasim

Botrytis cinerea birgok bitki tiirlinde hastaliga neden olan nekrotrofik fungal bir
patojendir ve ekonomik olarak &nemli {iriin kaybina neden olur. Simdiye kadar,
fungisitler, bu patojeni kontrol etmek i¢in yaygin sekilde kullanilmistir. Bununla
birlikte, ¢evre lizerindeki zararl etkileri ve insan sagligina yonelik potansiyel risklere
ilaveten, fungisitler B. cinerea popiilasyonunda dayaniklilik gostermektedir. Hastaligi
azaltmak ic¢in mikrobiyal organizmalarin uygulanmasi olan biyolojik kontrol,

fungisitlere alternatif veya tamamlayici bir yaklasim olarak 6nem kazanmuistir.



Arjantin 'da yapilan ¢alismada Botrytis cinereanin domates iizerinde neden
oldugu kursuni kiif hasat sonrasi meyve ¢ilirimesine karsi etkili saprofit funguslar
farkli bitkilere ait yapraklardan, meyvelerden ve g¢igeklerden izole edilmistir. B.
cinerea'nin inhibisyonu igin taranan 300 izolattan 12 izolat, patojenin miselyal
biiylimesini  engellemistir. Antagonistler arasinda bir Epicoccum  nigrum,
Trichoderma harzianum'dan dort ve Fusarium spp'den dort izolat izole edilmis ve %
30 ila % 70 arasinda B. cinerea'nin spor ¢imlenmesinin azaldigi tespit edilmistir. Bu
izolatlarin, hasat sonrasi kursuni kif 'e karst biyo-kontrol etkinliklerini
degerlendirmek i¢cin domates meyveleri iizerinde c¢alisma yapilmistir. Spor
cimlenmesi testlerinde, bir Epicoccum nigrum , iki Fusarium equiseti ve iKi
Trichoderma harzianum, meyve lezyonlarinin ¢apint % 50-90 oraninda azaltmig ve
domates bitkilerinde daha ileri biyolojik kontrol denemeleri i¢in segilmistir (Monaco
et al., 2009).

Suriye Arap Cumbhuriyetinde yapilan bir ¢aligmada yararli bakterilerin bitki
hastaliklarinin biyolojik kontroliinde rolii, 6zellikle de nekrotrofik fungusu Botrytis
cinerea, laboratuvar ve tarla kosullarinda birgok bakteri test edilerek arastirilmastir.
Bakteriler bitkileri B. cinerea'ya kars1 biyokontrol fatorleri ile bu patojen arasindaki
direkt antagonistik etkilesimlerin yani sira konuk¢u dayaniklilgi indiiklenmesi
yoluyla dolayli etkiler yoluyla koruyabilmektedirler. Bu c¢alisma B. cinerea'nin
biyolojik kontrol maddeleri (BCA'leri) olarak islev goren bakteriler ve bunlarin
mekanizmalari iizerinde odaklanmistir. Etki modlar1 arasinda izolatlar bulunmaktadir:
1) antibiyotikler, hiicre duvarini parcalayan enzimler ve ugucu organik bilesikler
(VOC) gibi anti-fungal metabolitlerin sentezi; ii) besinler / veya nis i¢in rekabet; ve
ii1)) konukcu dayanikliligi dahil etmistir. BCA'larin gelistirilmesindeki zorluk,
verimliligin degiskenligini azaltmak ve ¢ok cesitli kosullar altinda kaliciligi
ispatlamistir. Gelecekteki uygulamalari i¢in Bakanliklarin avantaj ve dezavantajlarini
tartisirmaktadir ve bakterileri ve hasat sonrasi depolamay1 ve daha diizenli bir etkinlik

elde etmek i¢in bir strateji olarak farkli MOA'larin kombinasyonunu igermektedir

(Haidar, 2016).



2.3 Kimyasal Savasim

Kursuni kiif hastalig1 ile savasimda c¢esitli yontemler olmasina ragmen kimyasal
miicadele en ¢ok basvurulan yontemdir. Kiiltiirel, biyolojik ve fiziksel yontemlere
yeterince onem verilmemektedir. Bunun sonucu olarak kimyasal savasim kaginilmaz
hale gelmektedir. Ureticiler aym1 fungisit veya fungisit grubu ilaglar
kullanmaktadirlar. Bu durum kursuni kiif hastaligina neden olan B. cinerea etmenine
kars1 dayaniklilik sorununu da ortaya c¢ikarmaktadir. Kimyasal miicadelede arzu

edilen basar1 da saglanmamaktadir (Yigit ve Boyraz, 2003).

Kimyasal kontrol kursuni kiif kontroliinde en etkin yontem olmaya devam
etmektedir. Ozellikle B. cinerea' y1 hedefleyen fungisitlerin yilda 540 milyon avroya

mal oldugu ve diinya fungisit pazarin % 10'unu temsil ettigi tahmin edilmektedir (Dean

etal., 2012).

Kursuni kiif hastaliginin kontrolii igin gesitli fungisitler kullanilmaktadir.
Captan ve thiram gibi ¢cok yer engelleyici fungisitler patojendeki solunumda yer alan
cesitli thiol iceren enzimleri inhibe ederek konidium ¢imlenmesini baskilar, ancak
misel biiylimesine karsi ¢ok az etki gostermektedirler. Cok yer engelleyici fungisitler
genellikle kontakt etkilidirler; yalmizca bitki yiizeyinde koruyucu tabaka gibi
davranirlar ve bu nedenle yiiksek dozlarda sik uygulanirlar. Bu fungisitlere karsi
dayaniklilik genellikle diisiiktiir ve dayaniklilik gelisimine dayali basarisizlik nadiren
bildirilmektedir (Leroux et al., 2004 and Williamson et al., 2007).

Son on yilda, arastirmacilar tarafindan B. cinerea'ya karsi daha giiclii etki
gosteren ve Onemli Olgiide daha diisiik dozlarda uygulanan bir seri fungisit
gelistirilmektedirler. Bir¢cogu, Amerika Birlesik Devletleri’'nde "disiik riskli"
fungisitler olarak insan saglig1 iizerindeki disiik etkisi, hedef olmayan organizmalara
(kuslar, baliklar ve bitkiler) diistik toksisitesi, yeralt1 sular1 kirliligi i¢in diisiik
potansiyel, diisiik kullanim oranlar1, disiik riskli direng¢ potansiyeli ve uyumlulugu
nedeniyle Cevre Koruma Kurumu (EPA) tarafindan Entegre Zararli Yonetimi ile

birlikte Onerilmektedir.
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"Azaltilmig riskli" ile fungisitler arasinda anilinopyriminler (AP),
hidroxianilidler (HAs), methyl benzimidazol carbamatlar (MBCs), phenylpyroller
(PPs), quinon dis inhibitorler (Qols) ve succinate dehidrogenase inhibitérleri (SDHI'
ler) (Schnabel vd., 2012) yer amaktadir. Bu alti kimyasal fungisit smifi,
Dicarboximidler (DC), Amerika Birlesik Devletleri giiney dogusundaki eyaletlerde
kursuni kiif kontrolii i¢in gliniimiizde mevcut olan alanine 6zel, yedi 6nemli kimyasal

sinifl temsil etmektedir.

Bu fungisitler gruplar1 ayrica, kendi smiflarina gore smiflandirilabilir: (1)
fungal solunum inhibitorleri, (ii) anti-mikrotiibiil toksik maddeler, (iii) Osmoregiilator
inhibitorler, (iv) sterol biyosentez inhibitorleri ve (v) methyonin biyosentez
inhibitorleri (Delen, 2016).

Bununla birlikte, bu fungisitlerin diisiik toksisitesinin ve yiiksek etkililiginin
avantajlari, bolgeye 6zgii etki tarzlarindan dolayr dayaniklilik gelismesine karsi yiiksek
savunmasizlik maliyetiyle birlikte gelmektedir. Aslinda dayaniklilik, bu kimyasal

gruplarin ortaya ¢ikmasindan kisa siire sonra ortaya ¢ikmustir (Thind et al., 2012).

2.5 Botrytis cinerea 'min fungisitlere duyarhhk azahs ile ilgili yapilan

calismalar

Kimyasal savasim fungal patojenlerin kontroliinde tiim diinyada en sik
basvurulan ydntemdir. Ortii alt1 yetistiriciliginde bir énceki béliimde verildigi gibi
B.cinerea kontrolii i¢in kullanilan pek ¢ok klasik ve modern fungisitler
bulunmaktadir. Ancak fungisitlerin yogun ve bilingsiz kullanimi sonucunda

fungistlere kars1 patojenlerde duyarlilik azaliglar1 gériilmektedir.

Benzimidazole grup iiyelerinin yiiksek etkililik gosterdigi B. cinerea kisa bir
stire i¢inde benzimidazole’lerden etkilenmemeye baslamistir. Bu konuda ilk rapor,
benzimidazole’lerin kullanima girmesinden iki yil sonra sklamen yetistirilen

Hollanda seralarindan gelmistir (Bollen ve Scholten, 1971). Benzer durum,
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benzimidazole’lerin kullanima girmesinden yalnizca 3-4 sezon sonra, Avrupa

baglarinda da yagsanmaya baslanmistir (Leroux and Clerjeau, 1985; Smith, 1988).

Tirkiye’de ruhsathi fungisitlerden benzimidazole tiirevi benomyl’e sera
sebzelerinden elde edilen B. cinerea izolatlariin tiimiine yakininin duyarliligini

kaybettigi gorilmiistiir (Delen ve ark., 1984).

Dicarboximide’lerin ilk {iyesi olarak 1983’de vinclozolin’in tiirkiyede
ruhsatlanmasindan hemen sonra, Akdeniz ve Ege Bolgeleri sebze seralarindan
dayanikli izolatlar elde edilmeye baslanmistir. 1983 yilinda Ege ve Akdeniz Bolgeleri
sebze seralarindan izole edilen 27 B. cinerea izolat1 arasinda bir tanesinin EDsgg
(miselyal gelismeyi % 50 engelleyen doz) degerinin 1 pg/ml’nin iizerinde (>10
png/ml) oldugu saptanmistir. Bir yil sonra yine ayni bolgelerden toplanan 6rneklerden

iki yliksek dayanikli izolat elde edilmistir (Delen ve ark., 1984; 1985).

Ege ve Akdeniz Bolgeleri seralarindan izole edilmis B. cinerea izolatlarinin bir
boliimiiniin thiram’a ve mancozeb’e duyarliliklarinin azalmis oldugu yapilan testler
sonucu saptanmistir (Delen ve ark., 1984; 1986). Daha da 6nemlisi, gerek thiram’a ve
gerekse mancozeb’e B. cinerea izolatlarmin duyarlilik azalisinin zaman iginde
giderek artis gosterdigi de ortaya konmus ve duyarliligi azalmis izolatlarin séz
konusu fungisitlerin uygulamada 6nerilen dozlariyla 6nlenemedigi deneysel olarak

anlasilmistir (Delen ve ark., 1986; 1989; 1999; 2000; 2004).

Yunanistan’da yiiriitiilen bir arastirmada, seralardan elde edilen 52 ve
baglardan elde edilen 13 B. cinerea’nin tek spor izolati dichlofluanid’e duyarlilik
acisindan testlenmistir. Testler sonucuna gore; izolatlar, en duyarlidan (EDsp= 2
pg/ml) dayanikliya dogru (EDsp=20 pg/ml), 4 farkli smifa ayrilmiglardir. 12 kez
fungisit icermeyen PDA ortamina transferleri yapisan duyarliligi azalmis izolatlarin,
12 transfer sonrasi duyarlilik azaliglarimin degismedigi goriilmiistiir. Duyarlilig
azalmis izolatlar, in vitro kosullarda, duyarlilar kadar hizli gelismis ve sporlari

duyarlilarla ayni oranda ¢imlenmislerdir (Malathrakis, 1989).
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Akdeniz ve Ege Bolgeleri seralarindan elde edilen B. cinerea izolatlariyla
yapilan ¢alismalarda, 1984 yilinda incelenen 40 izolata gore, 1999 yilinda incelenen
88 izolatin ortalama EDsp degeri 8,75 £ 0,93 pg/ml’den, 16,98 + 1,6 pg/ml’ye
yiikselmistir (Delen ve ark., 1999). 2000 yilinda, yine ayn1 ydrelerden toplanan 46
izolatin ortalama EDsy degerleri yiikselis egilimini siirdiirerek, 20,5 + 2,55 pg/ml’ye
ulagmistir. 2000 yilinda test edilen 46 izolattan %47,82’sinin EDsp degerleri 10-30
pg/ml; %23,91°inin EDsp degeri 30-100 pg/ml arasinda saptanmistir (Delen ve ark.,
2004). Captan’a duyarlilik azalis1 izolatlarin 6nemli bir boliimiinde kalici olmug ve
sporlarindaki duyarlilik azalist miselyuma oranla daha diisik diizeyde ortaya

cikmistir (Delen ve ark., 1999; 2000).

Baglardan elde edilen B. cinerea izolatlarinin iprodione, procymidone,
imazalil, myclobutanil ve carbendazim’in etkililikleri arastirilmistir. Elde edilen
sonucglara gore, izolatlarin sirastyla imazalil, myclobutanil, iprodione ve
procymidone’a olduk¢a duyarli olduklari saptanmistir. B. cinerea izolatlarinin
imazalil ve myclobutanil i¢in saptanan EDsy degerleri 1 pg/ml’ den kiiglik iken,
iprodione’ da izolatlarin % 88.2’sinin 1 pg/ml’den kiiciik, % 11.8’nin ise 1-3 pg/ml,
procymidone igin ise 0-30 pg/ml arasinda bulunmustur. izolatlarin az bir béliimii (%
11.8) carbendazim’e duyarli iken, izolatlarin biiyiik bir bolimiiniin (%82.3) EDs
degerlerinin 100 mg/ml’nin iizerinde oldugu saptanmistir. Bu sonug, B. cinerea’nin
carbendazim’e duyarlilifinin diger fungisitlere gore azaldigin1 gostermektedir.
Ayrica, fungisitlerin iiztimler iizerindeki etkililikleri incelendiginde procymidone,
iprodione, imazalil ve myclobutanil B.cinerea izolatlarina karst 6nerilen ti¢ dozun da

carbendazim’ e oranla daha etkili oldugu tespit edilmistir (Burcak, 1998).

Ege Bolgesi’nde B. cinerea’ya karst in vitro kosullarda 5 farkli fungisitin
etkililigi arastirilmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda, B. cinerea izolatlarma karsi
fenhexamid ¢ok yiiksek, iprodione, imazalil ve tebucanozole yiiksek etkilik
gostermis, daha diistik etkilikte olan myclobutanil’in ise diisiik inokulum kosullarinda
baski altinda tutabilecegi anlasilmistir. Ayrica fungisitlerin B. cinerea izolatlarmin
spor ¢imlenmesine etkilikleri de testlenmis, yapilan bu testlerde fenhexamid, imazalil

ve tebucanozole B.cinerea’min spor ¢imlenmesini en iyi engelleyen fungisitler
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olmustur. Bu fungisitleri iprodione ve myclobutanil izlemistir (Delen ve Koplay,
2002).

Isvigre’de yapilan bir arastirmada B. cinerea izolatlarmin phenylpyrrole,
anilinopyrimidine ve hydroxyanilide grubu fungisitlere dayanmiklilik diizeyleri
incelenmistir. Anilinopyrimidine’ler methionin biyosentezini ve hidrolitik enzimlerin
salgilanmasini engelleyerek fungisit etki gostermektedir. Hydroxyanilide grubuna ait
fenhexamid ¢im tiipiiniin gelisimini, appresorium penetrasyonunu, miselyal gelisimi
ve fungal kolonizasyonu engellemektedir. Fludioxonil ise phenylpyrrole grubu
icerisinde yer almaktadir ve ¢im tiipli gelisimini yok etmektedir. Calisma sonucunda
cyprodinil ve fenhexamid fungisitlere dayanikli B. cinerea izolatinin yaygin oldugu
ve bu oranin % 54 ve % 100 oldugu belirtilmektedir. Ayrica fludioxonil’e karsi
dayanikli bir izolata rastlanmistir (Baraffio, 2003).

Yunanistan’da yapilan bir ¢aligmada ise, domates yetistirilen seralarda B.
cinerea’nin diisiik diizeyde dayaniklilik kazanmis izolatlarinin pyrimethanil’in

etkililigini azalttig1 gosterilmistir (Petsikos-Panayotarou et al., 2003).

2004 ve 2006 yillar1 arasinda, Cin'deki iki bolgedeki Botrytis cinerea'nin 228
izolati, elektron nakil zincirinde succinate ubiquinone reductase ile etkilesime giren
yeni bir aktif bilesen olan boscalid'e karsi temel duyarhilik agisindan karakterize
edilmistir. izolatlar, yillar ve bolgelerde benzer duyarlilik gostermislerdir. Temel
duyarliliklar sirasiyla, misel artis1 ve konidial ¢imlenmeyi inhibe etmek i¢in ortalama
EC50 degerleri 1. 07 (£ 0,11) ve 0,42 (£ 0,05 ) pg/ml “olan tek modlu egriler halinde
dagitilmigtir. Laboratuvar ¢alismalari, boscalide dayaniklilik gelisme riskini
degerlendirmek i¢in yiiriitiilmiistiir. Boscalide dayanikli funguslar diisiik frekanslarda
UV ile test edilerek ve pyrimetanile dayanikli mutantlardan daha kiigiik dayaniklilik
faktorleri ile elde edilmistir. Tiim boscalide dayanikli funguslar, ayni zamanda,
yabani tipli ebeveynlerine gére Qo inhibitérlerine karsi daha duyarli bulunmuslardir.
Bu izolatlarda in vitroda sporulasyonun azaldigi ve patlican yapraklarinda yapilan
patojenite testlerinde de virulensliklerinin azalmis oldugunu goriilmiistiir. Sonuglar

izolatlarmn boscalide dayaniklik gelistirme riskinin pyrimetanilden daha disiik
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oldugunu diisiindiirmiistiir. Bununla birlikte, B. cinerea yiiksek riskli bir patojendir ve
dayaniklilik gelisimine karsi uygun tedbirler alinmalidir. Boscalid ile kresoxim-

methyl aktivitesi arasindaki sinerji gozlenmistir (Zhang et al., 2007).

Trakya Bolgesi’nde sofralik ve saraplik liziimlerde yapilan calismada, B.
cinerea izolatlarin dicarboximide (procymidone), aniliopyrimidine (cyprodinil,
pyrimethanil), imidazole (imazalil), phenylpyrrole (fludioxonil), pthalimide (captan),
triazole (hexaconazole, tebuconazole, triadimenol, myclobutanil) duyarlilik diizeyleri
MM besi yerinde, fungisitlerin patojene etkililikleri ise {iziim ve yapraklar {izerinde
incelenmistir. izolatlarin %100, %94.28 ve %82.85’1 sirastyla,
cyprodinil+fludioxonil, procymidone ve pyrimethanil’e duyarli olmakla birlikte, %
100’4 captan, myclobutanil ve triadimenol’e dayaniklilik gdstermislerdir.
Cyprodinil+fludioxonil’in (Switch %62.5) ticari dozu yaprak ve tane testlerinde
fungisite duyarl ve dayanikli izolatlar tizerinde en etkili fungisit olarak belirlenmistir.
Tebuconazole, procymidone ve pyrimethanil ise sadece inokule edilmis taneler
tizerinde etkili bulunmugtur. Fungisitlere dayanikli izolatlarin dogaya uyumlar1 petri
kaplarinda miselyal gelisme hizlari, sporulasyon ve yaprak iizerinde viriilensliklerine
gore tespit edilmistir. Dogaya uyumda dayanikli izolatlarin bazilarinin duyarl

izolatlar kadar dogaya iyi uyum sagladiklar: belirlenmistir (Koycii, 2007).

Domatesten elde edilen B.cinerea izolatlarinin pyrimethanil, cyprodinil,
fenhexamid, iprodione, fludioxonil ve carbendazime karsi duyarlilik diizeyleri test
edilmistir. Yapilan calisma sonucunda, izolatlarin %49.1°1 cyprodinil’e ve %57.4’u
pyrimethanil’e dayanikli oldugu saptanmistir. Buna ek olarak, fenhexamide’e karsi
bir izolat dayanikli  bulunurken, fludioxonil’e karsi dayanikli izolat tespit
edilmemistir. 55 izolat arasindan 13’u carbendazim’e ve 3’u iprodione’a dayanikli

oldugu belirlenmistir (Myresiotis et al., 2007).

Sili’de ¢ileklerde kursuni kiif hastaligina kars1 hasat oncesi ve hasat sonrasinda
fungisit uygulamalarinin etkileri incelenmistir. Bu calismada, cyprodinil ve
fludioxonil in vitro kosullarda B. cinerea’nin miselyal gelisimini en iyi engelleyen

fungisitler olmustur. Bu fungisitleri boscalid, fenhexamid ve pyraclostrobin
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izlemistir. B. cinerea izolatlariin fungisitler i¢in saptanan EDsq degerleri; cyprodinil
0.3pg/ml, fludioxonil 0.4 pg/ml, boscalid 0.5 pg/ml, fenhexamid 0.7 pg/ml,
pyraclostrobin 1.0 pg/ml ve iprodione 2.0 pg/ml bulunmustur. Ayrica, boscalid (600-
700 mg/ml) ve cyprodinil+fludioxonil (371+250 mg/ml) hasat sonrasi donemde
daldirma seklinde uygulandiginda, kursuni kiif'e karsi yiiksek etkililik gdstermistir.
Cileklerde yapilan bu hasat sonrast uygulamalar, 20 °C ve 5 °C’de depolanan
meyvelerde ciirtikliik gelisimine karsi sirasiyla 5 ve 15 giin siireyle muhafaza
saglamustir (Sallato et al., 2007).

2010 yetistirme sezonunda, Kuzey Almanya’dan ¢ilek, ahududu, yaban
mersini bitkilerinden elde edilen Botrytis cinerea’ nin 353 izolati, benzimidazole
tirevi thiophanate-methyl ve dicarboximid iprodione'a kars1 duyarliligin yani sira
kursuni kiif etmenine kars1 kullanilan 5 fungisit acgisindan incelenmistir. Tiim
izolatlarin % 40.5'i thiophanate-methyl, % 64.0 iprodione, % 45.0 fenhexamid, %
76.8 trifloxystrobin, % 21.5 boscalid ve % 14.7 cyprodinil'e dayanikli olmustur.
Fludioxonil'e yiiksek dayaniklilhik gdzlenmezken, cyprodinil'e orta dayaniklilik
kaydedilmistir (sirasiyla, tiim izolatlarin % 41.1'i ve % 27.2'si). Toplamda 63 izolat
halihazirda ruhsatli olan 5 botrysitten her birine karsi duyarli iken, bazi izolatlar
fungisitlere orta derecede ya da ¢ok dayanikli olmustur. Bu sonuglar, spesifik ve tek
yer engelleyici etki sekillerine sahip fungisitlere dayanan mevcut kursuni kiif kontrol

stratejisinin siirdiiriilebilirligini sorgulamistir (Weber et al., 2011).

Yunanistan'da 6 ayr1 bolgede toplanmis 790 izolat marul ve diger sebze
tirlerinden toplanmis ve 9 farkli kimyasal gruptan 11 fungisit lizerine duyarliliklar
test edilmistir. Azoxystrobin ve pyraclostrobin (Qol'ler), boscalid (SDHI'ler),
cyprodinil ve pyrimetanil (anilinopyrimidinler), fludioxonil (phenylpyrroller),
carbendazim (benzimidazoller) ve iprodione (dicarboximidler) igin ¢oklu dayaniklilik
gosteren 44 izolat belirlenmistir. Fenhexamid, pyraclostrobin, boscalid, cyprodinil ve
fludioxonil i¢in misel gelisimi i¢in ortalama dayanikli faktorii (RF) sirasiyla 40, 1000,
100, 700 ve 50' nin {izerinde oldugu ispatlanmistir. Anilinopirimidinlere (% 14) kars1
yiiksek dayanikli ya da fludioxonile orta derecede (% 7) sahip bazi izolatlar, bu

fungisitlerin Yunanistan'da ticari olarak kullanilmasindan once sebzelerde de tespit
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edilmistir. Yunanistan'da fludioxonil orta dayanikli ve fenhexamid'e yiiksek dayanikli
izolatlar ilk kez tespit edilmistir. Fluazinam (Phenylpyridinaminler) ve

chlorothalonile dayanikli izolatlar bulunmamstir (Chatzidimopoulos et al., 2013).

Ispanya, Kanarya Adalari'ndaki domates seralari, Botrytis cinereanin
benzimidazoller, dicarboximidler, anilinopyrimidinler ve N-phenylcarbamatlara kars1
dayaniklilik durumunu ortaya koymak igin inceleme yapmuglardir. Carbendazim,
iprodione, pyrimethanil ve diethofencarb'a kars1 dayaniklilik sirasiyla izolatlarin %
74.2, % 86.4, % 28.8 ve % 31.8'inde bulunmustur. Benzimidazole ve anilinopyrimide
grubu fungisitlere karst dayanikli izolatlar, 500 mg/ml carbendazim'in tizerinde ECsg
degerleri ve sirasiyla 28.42 mg/ml pyrimetanil'in ortalama EC50 degeri gosteren,
oldukca dayanikli bulunmustur. Aksine, dicarboximide dayanikli izolatlar arasinda
diisiik bir dayaniklilik seviyesi (ortalama ECsy degeri 1.81 pg/ml iprodione)
gozlemlenmistir. Carbendazim ve iprodione' a karsi cift dayanikli fenotipler ve
carbendazim, iprodione ve pyrimetanile ti¢lii dayanikli en sik izolatlarin % 36.4'linde
ve % 28.8'inde gerceklestirilmistir. Buna ek olarak, yar1 kontrollii sera kosullarinda
domates bitkilerinde B. cinerea'va karsi, maya Candida sake CPA-l'i
uygulandiklarinda  kursuni  kiif Onemli derecede azaltabilecek  sekilde
degerlendirimistir. Benzer bir sekilde C. sake, hasat edilen domates meyvelerinde B.
cinerea'ya karsi etkili olmustur; maya uygulanan domatesler, sirasiyla 20 ve 9 °C'de
10 giinliik depolamadan sonra, olusan lezyonlarin ¢aplarinda %70.66 ve % 30.31'lik

bir azalma gostermistir (Rodriguez et al., 2014).

Yapilan diger bir calismada fludioxonil'e karsi duyarlilik seviyesi, Cin'de
Henan eyaletindeki farkli yerlerden toplanan 274 B. cinerea izolatinda miselyum
gelisiminin engellenme seviyesine gore degerlendirilmistir. Fludioxonil i¢in ECsg
degerleri 0.0033 ila 0.0415 pg/ml arasinda degismis ve ortalama ECsy degerleri
0.0156 = 0.0078 pg/ml olmustur. Capraz dayaniklilik analizi i¢in yapilan testler,
fludioxonil ve procymidone arasinda pozitif ¢apraz dayaniklilik ortaya koymustur,
ancak pyrimethanil, boscalid ve trifloxystrobin ile ¢apraz dayaniklilik gostermemistir.

Fludioxonile dayanikli izolatlar ile duyarli yabani tipli ebeveyn izolatlar1 arasinda
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misel artisi, konidi tretimi, hifsel kuru agirlik ve patojenisite 6nemli oOlgiide

farkliliklar bulunmustur (Shengming et al., 2016).

2.6. Botrytis cinerea 'mim molekiiler yontemlerle tamilama

calismalari

Kursuni kiif hastaligina neden olan B. cinerea morfolojik 6zelliklere gore klasik
olarak ve molekiiler yontemlerle tanilanmaktadir. Klasik tanilama; koloni
morfolojisine, spor biiyiikliigiine, miselyal gelisme, sporulasyon yogunluguna gore
belirlenmektedir. Klasik tanilama yontemleri fungusun ayirt edilmesinde tek basina
yeterli olmamakta, molekiiler yontemler kullanilarak daha hizli ve giivenilir tanilama

yapilmaktadir (Kuzmanovska et al., 2012).

Molekiiler markerler, yiiksek seviyelerde rekombinasyona isaret eder ve
muhtemelen heterokaryozdan c¢ok eseyli rekombinasyon oldugunu ve eseyli
rekombinasyonun eskiden bilinenden daha o6nemli bir rol oynayabilmektedir.
Cogunlukla c¢ift sarmalli ve birka¢ tek sarmalli RNA viriislerinden olusan
mycoviriisleri gibi Botry ve Flipper adinda iki transpoze edilebilir element de B.
cinerea'da sik¢a bulunmaktadir. Bu transpoze edilebilir elementler ve myco viriisleri,

genetik cesitlilige katkida bulunabilmektedirler (Asadollahi et al., 2013).

Ortiialt1 yetistiriciligi yapilan alanlarda gergeklestirilen bir ¢alismada farkli
Botrytis cinerea izolatlarinda alt tiirler arasinda ve alt tiirler igerisinde genetik
cesitlilik belirlenmistir. Alt tiirler arasinda genetik ¢esitlilik goriilmiis, fakat tiirler
arasinda goriilmemistir. Tirler i¢erisinde %98 genetik ¢esitlilik oldugu halde, tiirler
arasinda %2 genetik cesitlilik ortaya ¢ikmistir. Bu analizler markerler aracigi ile

ortaya konulmustur (Alfonso et al., 2000).

Cilekden ve diger konukgulardan elde edilen Botrytis cinerea izolatlari
tizerinde RAPD analizi polimorfizmi bulmak caligamalar yapilmistir. Kullanilan 26
tane primerden 10 tanesinde 750 bp biiyiikligiinde bant biitiin Botytis cinerea

izolatlarinda goriilmistiir, ancak diger Botrytis tiirlerinde goriilmemistir. Botrytis



18

cinerea nin farkli konukgulardan elde edilen 13 izolatinda 0.7 bp biiyiikliigiinde bant
gortilmistiir. Fasulyeden elde edilen Botrytis cinerea izolatinda 0.6 bp biiyiikliigunde
bant bulunmustur, bu bant ve 0.7 bp biiyiikliigunde olan bant arasinda %98 akrabalik
ortaya konulmustur (Rigotti et al., 2002).

Tiirkiye’ de sofralik sultani tiziimlerde fungal patojenlerin saptanmasi ve in
vitro kosullarda etkili fungisitlerle Onlenmesi {izerine incelemeler yapilmistir.
Incelemeler sonucunda B. cinerea patojeni cok yaygin bulunmustur. Ayrica, in vitro
caligmalar sonucunda B. cinerea’nin miselyal gelisimine ve spor ¢imlenmesine
pyrimethanil, fenhexamid ve triforine yiliksek etkililik gostermis, iprodione,
mancozeb, captan, hexaconozole, myclobutanil, diniconazole, tebuconazole ve

imazalil ise diisiik etkililikte bulunmustur (Koplay, 2004).

Kaliforniya’da yapilan bir ¢alismada Botrytis cinerea'nin popiilasyon yapisi,
incir, liztim, kivi, bezelye,kabaktan toplanan 234 izolat i¢in transpose elementler,
Multiplex - PCR (MP-PCR) ile iiretilen DNA parmak izi alma ve hidroxianilid
fungisit fenhexamid duyarliligi kullanilarak arastirilmistir. Test edilen 234 izolat
arasinda 195, Boty ve Flipper (transposa tipi) olmak {izere iki transpose edilebilir
element, 38 izolatta sadece Boty elementi (Boty tipi) oldugu belirlenmis ve biri de bu
elementlerden higbirine sahip olmadig1 (vacuma tipi) goriilmistiir. 234 izolattan 4'i
fenhexamid'e dayanikli bulunmugtur. MP-PCR markerlerina dayali olarak olusturulan
bir phenogram, izolatlarin konukgulara veya transpose edilebilir elementlerin
varligina gore kiimelenmedigini gostermistir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA),
Kearney Tarim Merkezi'nde iiziim, kivi, bezelye ve kabaktan toplanan izolatlar

arasinda 6nemli bir genetik farkliligin olmadigini gostermistir (Ma et al, 2005).

Ortii alt1 yetistiriciginde yapilmis bir calismada Botrytis cinerea izolatlari
tizerinde RAPD analizi izolatlarin konukgusu ve toplandiklari yerlere gore yapilmistir
ve goriilen bantlara gore B.cinerea izolatlarinda 3 ayri grup belirlenmistir (Calpas et
al., 2006).
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Botrytis cinerea'nin anilinopyrimidine dayanikli izolatlarin, 2005 yil1 boyunca
Yunanistan'daki sebzelerden toplanan duyarli izolatlar1 ile kiyaslamak amaciyla
incelenmistir. Anilinopyrimidin fungisitlerine kars1 dayaniklilik kararliligini fungal
izolatlarin fungisitsiz PDA’da 16 kiiltiir dongiisli boyunca ardisik olarak aktarildiktan
sonra veya 8 hastalik dongiisii i¢in fungisit ile uygulanmamis hiyar fidelerinde tespit
edilmistir. Sonuglar, in vitro veya in vivo olarak cyprodinile duyarliliin, test edilen
tim izolatlarin  baglangigctaki  duyarhiligma kiyasla belirgin  bir sekilde
degismediginden izolatlarin ardisik transferlerinden sonra, genetik olarak kontrollii
stabil bir &zellik oldugunu diisiindiirmektedir. Olgiilen uyum parametreleri, hem
yapay besiyeri ortaminda hem de hiyar fide lizerinde, miselyum biiylimesi, in vitro
spor tretimi, ozmotik duyarlilik, in vivo spor tiretimi, spor ¢imlenmesinin yiizdesi ve
dayanikli izolatlarin duyarl izolatlara gore 4 ¢ifte rekabet yetenegine sahip olan izolat
bulunmustur. Izolat ciftlerinden ikisinde, 5 kiiltiir veya hastalik dongiisiinden sonra
dayaniklilik frekansi 6nemli 6lgiide azalirken , geriye kalan iki ciftte dayaniklilik
sikligi 5 hastalik dongiisiinden sonra 6nemli oranda artmis veya yapay besi ortam

tizerinde 5 kiiltiir dongiisiinden sonra bir ¢ift stabil kalmistir (Bardas et al., 2008).

Almanya’da yapilan bir ¢caligmada tek bir bagda genetik ¢esitliligi ve kursuni
kiif popiilasyonunda degisiklik olasiligini degerlendirmek igin 2004 yil1 ilkbahar ve
sonbaharinda {iziim baglarindan toplam 209 Botrytis cinerea izolati toplanmistir.
Izolatlar fenhexamid (% 1.9), fludioxonil (% 0), carbendazim (% 3.4), cyprodinil (%
3.8)’¢ kars1 diisiik frekanslarda dayaniklilik ortaya koymuslardir. Fenhexamid'e
dayanikli iki B. cinerea izolatinin test edilen tiim fungisitlere karsi duyarliliklarinin
azaldig1 ve ¢oklu ilag dayaniklik mekanizmasi gosterdikleri belirlenmistir. Izolatlarin
cogunlugunun (% 62.7) boty ve flipper (transposa grubu) transpoze elementleri
barmdirirken, daha kiiciik popiilasyonlarda sadece boty (% 23.5) veya ne boty ne
flipper (% 14.4; vacuma grubu) bulundurmadig: belirlenmistir. Ilkbahar ve sonbahar
popiilasyonlar1 farkli olmus, ancak fungisit dayaniklili§i ve transposa ve vacuma
izolatlarmin dagiliminda onemli farkliliklar gosterilmistir (Kretschemer and Hahn,
2008).
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Isvigre’de  yapilan diger bir calismada 26 B.cinerea izolati farklh
konukgulardan 2008 yilinda toplanmistir. B.cinerea'y: tespit etmek lizere tasarlanan
ve yaygin olarak kullanilan C729 +/- primerleri standart kosullar altinda 0.73 kb
DNA fragmentini ¢ogaltmazken, daha kisa bir DNA pargasini (0.60 kb) daha diisiik
bir baglanma sicakliginda (50° C) g¢ogaltilmistir. Bu fragmenti sekanslanmis ve iki
yeni i¢ primer tasarlanmistir (BC108 ve BC563). Bu yeni primerler, yirmi alt1 B.
cinerea izolatinin C729 +/- primerleri ile g¢ogaltilamayan 0.48 kb'lik bir DNA
pargasini ¢ogaltmak i¢in kullanilmigtir. Tiim izolatlar transpose edilebilir Boty ve
Flipper elementlerinin varligimi veya yoklugunu tespit etmek ic¢in cogaltilmistir
(Rigotti et al, 2006).

Cin’de yapilan bir ¢alismada Botrytis cinerea 184 izolatinin Qo inhibit6rii
(Qol) fungisit olan azoxystrobine duyarliligi belirlenmistir. 184 izolat arasinda, 7'si
azoxystrobine dayaniklilik gostermistir. Tiim bu azoxystrobine dayanikli olan (AR) 7
izolat ayn1 zamanda bir benzimidazole grubu fungisitlerden carbendazim ve
dicarboximidlerden iprodione'a da dayanikli oldugu goriilmiistiir. B. cinerea'nin AR
izolatlarinda azoxystrobin ve carboximide fungisiti boscalid arasindaki negatif ¢capraz
dayaniklilik gézlemlenmistir. B. cinerea’ dan kismi cytochrome b (cyt b) geninin
analiz yapisi, 184 izolattan 79'u cyt b geninin 143 kodonundan hemen sonra eklenen
bir 1204 bp intronunun tespit edildigini ve bu intronu olan tiim izolatlarin duyarli
oldugunu gostermistir. Azoxytrobin'e bu intron herhangi bir AR izolatindan tespit
edilmemistir. Kismi cyt b geninin dizi analizi, tiim izolatlarin 143 kodonunda bir
nokta mutasyonu oldugunu gostermistir; bu kodon pozisyonunda glysin alanine
(G143A) degismesine neden olmustur. Nokta mutasyonuna dayanarak, B. cinerea'nin
AR izolatlarinin hizli tespiti igin bir alel-spesifik PCR assay gelistirilmistir (Jiang et
al., 2009).

Sirbistan'da yapilmis bir ¢alismada toplanmis Botrytis cinerea izolatlari'min
tek sporlart elde edilmistir. Bogiirtlen, ahududu, ¢ilek ve asma kokenli 26 izolatta,
transpose edilebilir elementler, morfolojik karakterizasyon ve fungisitlere duyarlilik
ile birlikte arastirilmistir. Flipper ve Boty, hem konukgulardaki izolatlar arasinda,

hem transpose edilebilir elementler'de tespit edilmistir. Sirbistan'da Sympatry
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alaninda vacuma (transpoze edilebilir elementler olmadan) ve yedi transposa (her iki
elementi de iceren) izolatlarin bulundugu tespit edilmistir. Ayrica sadece Boty
elementi igeren izolatlar tespit edilmistir. B. cinerea'nin fenotipik degiskenliginin
teyid edildigi PDA ve MM ortami iizerindeki sekiz morfolojik koloni tiiri
gozlenmistir. Fungisitlere karsi duyarlilik, hem fungisit hem izolata bagli olarak

cesitlilik gostermistir (Tanovic et al., 2009).

2003 yilindan 2006 yilina kadar, Cin'de sera sebzelerinden toplanan 426 B.
cinerea izolat1 benzimidazole fungisitlerine ve dietophencarb'a kars1 dayanikli olarak
karakterize edilmistir. Benzimidazollere ve dietofencarba karsi ¢ift dayaniklilik
gozlenmistir. Benzimidazole dayanikli izolatlarin 3 tiirii Ben R1, Ben R2 ve Ben R3
tespit edilmistir. Benzimidazol fungisitlere kars1 diisitk dayanmiklilik gosteren ve
dietofencarba dayaniklilik gosteren yeni bir fenotip olan Ben R3, 2003 ile 2006 yillar
arasinda sirasiyla % 6.8, % 10.0, % 13.2 ve % 12.4 oraninda tespit edilmistir. Daha
ileri ¢alismalar, Ben R3'lin glutamic asitten valine degisime neden olacagi tahmin
edilen B-tubulin geninde 198 kodonunda GTG'ye duyarli (S) izolatlarda GAG'dan
bir nokta mutasyonuyla neden oldugunu gostermistir. Ben R3 izolatlari, diger
fenotiplerin izolatlar1 kadar benzer biiylime, sporulasyon ve patojenisite
potansiyeline sahip olmus, ancak diisiik sicakliklarda daha duyarli olduklari tespit
edilmistir (Zhang et al., 2010).

Yunanistan'da yapilmis bir c¢alismada Botrytis cinerea izolatlarinin
zoxamide'ye karsi duyarlilik profilleri ve benzamidler, benzimidazoller ve N-
phenylcarbamatlar arasindaki ¢apraz dayaniklilik iliskisine dahil olan dayaniklilik
mekanizmasinin  molekiiler temeli incelenmistir. Giliney, orta ve kuzey
Yunanistan'dan toplanan B. cinerea izolatlari, zoxamid, benzimidazole carbendazim
ve N-phenylenilcarbamat dietofencarba duyarliliklarina dayanarak karakterize
edilmistir. Carbendazim ve zoxamid'e temel duyarlilik gésteren, ancak dietofencarb'a
duyarlilik gostermeyen izolatlar, yabani tip (S fenotipi) olarak kabul edilmistir.
Izolatlarin % 33'iinde duyarlilik artmistir (HS fenotipi) ve zoxamid ve dietofencarb'a
kars1 etkili olmus ve carbendazime karsi yiiksek derecede dayanikli oldugu

ispatlanmistir. Orneklerin % 8'i incelenen tiim anti-tubulin etkenlere kars1 oldukga
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dayanikli (HR fenotipi) olmustur. izolatlarin geri kalani, zoxamide (MR fenotipi) i¢in
orta diizeyde dayanikli olmus ve S fenotipinin izolatlarina kiyasla benzimidazoller ve
N-phenyenilcarbamatlara karsi da aynmi derecede duyarli oldugu gozlenmistir. B.
cinerea b-tubulin geninin DNA dizi analizi, daha 6nce tarif edilen iki benzimidazol
dayanikliligi kazandiran mutasyonlart ortaya ¢ikarmistir. Birincisi, tiim HS
izolatlarinda tanimlanan 198 (E198A) pozisyonundaki alanin (GCG) degisimine kars1
glutamik asit (GAG) olmustur. Ikinci mutasyon (E198K), tiim B cinerea izolatlarinda
glutamic asitin lysine ile degistirilmesine neden olan bir GAG-AAG ikamesinin, ¢
fungisitin anti-tubulin sinifina kars1 son derece dayanikli olmasi soz konusu olmustur.
Orta derecede zoxamide dayanikli fenotipinde b-tubulin geninin  diger

konumlaridaki bir dizi mutasyon saptanmistir (Malandrakis et al., 2011).

Uc yil boyunca (2008-2010) kuzey Yunanistan'da bulunan ¢ilek alanlarindan
toplanan Botrytis cinerea izolatlar1 succinate dehidrogenase inhibitorii boscalid'e
duyarhliklar1 agisindan test edilmistir. SdhB geninin dizi analizi, ilimh olarak
dayanikli ve boscalid'e kars1 olduk¢a dayanikli izolatlarda SdhB altbiriminde amino
asit ikamesine yol agan 5 mutasyon ortaya konulmustur. Orta derecede dayanikli 3
izolat, kodon 230'da A'dan T'ye niikleotid degisikligi gostermis ve bunun sonucunda
bir asparagin isoleucine (N230I) ikame edilmistir. Birka¢ orta derecede dayanikli
izolat, kodon 272'de C'den T'ye niikleotid degisikligi gostermistir; bunun sonucu
olarak, histidin ile arginin arasinda bir ikameye (H272R) neden olurken, baska bir
izolat grubunda, A'dan G'ye niikleotid degisimi ayn1 kodonda bulunmus; Histidin'den
tirozine (H272Y) bir ikame bulunmustur. Birine karst dayanikli bir izolat, kodon
272'de A'dan T'ye niikleotid degisikligi yaparken histidin ile losin'e (H272L) bir
ikame getirirken, diger iigiine kars1 dayanikli izolatlarda kodon 225'de CC'den TT'ye
cift niikleotit degisikligi gozlenmistir. Sonugta prolin phenylalanine (P225F) bir
ikame ile sonuglanmistir. Boscalid dayanikli'yla iligkili bu mutasyonlarin hizli bir
sekilde tespit edilmesini kolaylastirmak ig¢in, bir primer ile verilen PCR-RFLP
gelistirilmistir. Yontem orta dereceli ve yiiksek oranda dayanikli alt popiilasyonlara

basariyla uygulanmig ve 2008, 2009 ve 2010 yillarinda H272R mutasyonunun
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sirastyla % 28,5, 37,5 ve 30 nispi frekanslar1 ile baskin oldugunu gostermistir
(Veloukas et al., 2011)

Almanya’da ¢ilek tarlalarindaki B.cinerea izolatlari, botryticitlere karsi
duyarhiliklarini belirlemek i¢in analiz edilmistir. Birgok izolat birden fazla fungiside
dayanikliliga sahipken, fungisit dayanmiklili§i yaygin olarak gdzlenmistir. MDR1h
olarak adlandirilan, daha 6nce tarif edilen ¢oklu fungisit dayanikliligi (MDR) fenotip
MDR1'in daha giiclii bir varyantinin yaygin olarak dagildigi ve iki Onemli
botryticitlere (cyprodinil ve fludioxonil) kismi dayaniklilik artist sagladigi
bulunmustur. Bir transkripsiyon faktorii kodlayan gen MRRL'de 3 bp'lik bir silme
mutasyonunun MDR1h ile korelasyonlu oldugu bulunmustur. Tim MDR 1h izolatlar1
ve c¢oklu fungisitlere dayaniklilig1 gosteren izolatlarin ¢ogunlugunun genetik olarak
farkli oldugu bulunmustur. Coklu gen dizilmesi, B. cinerea ve konukguya 6zgii B.
fabae ile yakindan iligkili olan Botrytis grubu S diye adlandirilan yeni bir clade ait
olduklarmi dogrulanmistir. Botrytis grup S genotiplerinin izolatlarinin, tiim g¢ilek
yetistirme bolgelerinde yaygin oldugu ancak tiziimde neredeyse olmadigi tespit

edilmistir (Leorch et al., 2012).

Yapilan bir ¢alismada Florida'dan toplanan 392 B.cinerea izolatt SDHL olan
boscalide duyarliliklart nedeniyle 2010 ile 2012 yillar1 arasinda ¢ilek tarlalarinda
pyraclostrobine, boscalid+pyraclostrobin (Pristine); fenhexamid, pyrimetanil ve
cyprodinil, fludioxonil, fludioxonil+cyprodinile (Switch) test edilmistir. Boscalid,
pyraclostrobin, pristine, fenhexamid, cyprodinil ve pyrimetanil i¢in ilgili dayaniklilik
frekanslar1 sirasiyla %85.4, 86.5, 86.0, 44.4, 52.7 ve 59.5 olmustur. Genel olarak,
izolatlarin sirasiyla % 17.8 ve 19.8'1 fludioxonil ve Switch'e kars1 duyarliligin
azaldigin1 gosterilmistir. Cilek meyvelerinde 0&nleyici olarak kullanilan tiim
fungisitler, fludioxonil ve Switch diginda, her bir funguside kars1 yiiksek dayaniklik
gosteren izolatlar1 kontrol edememistir. Florida'daki B. cinerea popiilasyonlarinda
coklu fungisit dayanikliligt (MFR) olan 4 fenotip tespit edilmistir. Tek bir fungus
Onleyicisine (FR1) dayanikli izolatlar, ikisi (MFR2), iic (MFR3) ve dort (MFR4)
fungisit, toplam dayanikli popiilasyonun sirasiyla %5.9, 28.6, 41.8 ve % 23.7'sini
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temsil etmigtir. MFR3 izolatlar1 baskin oldugu ve iki alt popiilasyon icerdigi
belirlenmistir (Amiri et al., 2013).

Fungus solunumuna etki eden succinate dehidrogenase inhibitorleri
(SDHT'ler), orta ila yiiksek dayanikli riski altinda fungisit olarak diisiiniilmektedir.
Boscalid, Botrytis cinerea'nin kontrolii i¢in kullanilan SDHI'lere dayaniklilik ilk kez
molekiil olarak tanmimlanmistir. Fungusun tarla popiilasyonlarinda boscalid
dayanikliligina yol acan bir dizi farkli hedef mutasyonlar bulunmustur. Degisik
mutasyon tipleri, yakin zamanda piyasaya siiriilen fungisit fluopyram gibi yeni
SDHI'lere kars1 farkli ¢apraz dayaniklilik profilleri kazandirmaktadir. Italya'da
yapilan Dbir caligmada, ¢apraz dayaniklilik profillerinin  belirlenmesini ve
mutasyonlarin hizli molekiiler tespiti i¢in yOntemlerin olusturulmasini bir araya
getirmektedir. In vitro testlerle, bir seri SdhB mutasyonu, boscalid ve fluopyram
dayaniklilik seviyeleri i¢in karakterize edilmistir. Bu c¢alismada gelistirilen PCR
testleri, bahge popiilasyonlarini hizli bir sekilde izlemek ve fluopyram girisini takiben
poplilasyon kompozisyonunda olas1 degisiklikleri gozlemlemek i¢in 6dnemli bir veri

saglamaktadir; (Angelini et al., 2013).

Yapilan bir ¢alismada Hindistan ve Nepal'in farkli yerlerinden farkli konukg¢u
bitkilerden toplanan Botrytis cinereanin 79 izolati morfolojik &zelliklere gore B.
cinerea olarak tamimlanmig ve B. cinerea'ya 6zel primerler kullanilarak teyit
edilmistir. Genetik degiskenlik, RAPD analizi, transposonlarin varlig1 veya yoklugu
ve ciftlesme tiirli genler kullanilarak karakterize edilmistir. Tiim izolatlar, nohut
bitkilerine karsi degisken reaksiyonlarina dayanarak farkli patojen gruplara
ayrilmistir. Daha yiiksek oxalic asit konsantrasyonuna ve daha biiyiik lytic enzim
aktivitesine sahip izolatlarin genellikle daha patojenik oldugu ispatlanmistir.
Patojenisitenin transposonlarla da baglantili oldugu ispatlanmistir. Transposa grubu
iceren izolatlar patojenik davranis ile yakin korelasyon gdstermistir (Kumari et al.,

2014).

Amerika Birlesik Devletleri'ndeki 10 eyalette 189 tarlalardan 1890 B. cinerea

izolat1 arastiran bolge capinda dayaniklilik izleme programi kapsaminda 4 farklh
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eyalette 5 konumdan yedi izolat tespit ettimistir (% 0.4). 7 Fungisit dayaniklilig
Eylem Komitesi (FRAC), kursuni kiif kontrolii i¢in Amerika Birlesik Devletleri'nde
kayith olan FRAC 1, 2, 7, 9, 11, 12 ve 17'i igeren tek tarla faaliyetleri ile
kodlmaktadir. Tiyofanat-methyl, iprodione, boscalid, pyraclostrobin ve fenhexamidin
dayanikliligi, B-tubulin'de E198A ve F200Y, Bosl'de 1365N / S, SdhB'de H272R /'Y,
Cytb'de G143A ve T631 ve F412S'yi kazandiran hedef gen mutasyonlarina Erg27'de
dayaniyildig1 ispatlanmustir. izolatlar, fludioxonile duyarliliga ve mrrl transkripsiyon
faktoriindeki  varyasyonlara dayanarak MDR1 ve MDR1h fenotiplerine
gruplandirilmistir. MDR 1h izolatlari, mrrl'de 497 pozisyonunda daha once tarif edilen
3 bp silme ozelligine sahiptir. ABC tasiyict atrB'min ekspresyonu, MDRI
izolatlarinda artarken MDR 1h izolatlarinda en yiiksek olmustur. 7 tek dayanikli (SR)
izolatlardan higbiri, hedef genlerde ayn1 niikleotid varyasyonlarina sahip olduklar1 ve
bagimsiz olarak ortaya ¢iktiklarini gostermistir. Coklu fungisite dayanikli fenotipleri,
bu ¢aligmada kullanilan parametreler i¢in 6nemli uygunluk vermemis, ancak MDR 1h
izolatlar1 diisiik sicakliklarda daha fazla sklerot iiretmis ve tuz stresi i¢in artmis
duyarhilik sergilemistir. Bu ¢aligmada, mevcut dayaniklilik yonetimi stratejilerinin,
Amerika Birlesik Devletleri'nde kursuni kiif kontrolii i¢in halihazirda tescilli 7
bolgeye 0zel fungisitlere cografi olarak bagimsiz dayaniklik gdstermesini
engelleyemedigini ve Kuzey Amerika'da MDRI1h varligin1  belgeledigini
gostermektedir ( Fernandez-Ortuno et al., 2015).

Botrytis cinerea’ nin misir popiilasyonu ile yapilan bir ¢alismada, bu tiirlerin
TE genotiplerinden olustugu gosterilmektedir: Transposa, vacuma, boty ve flipper
tiirleri, transpoze edilebilir elementler kullanilarak ve hydroxyanilide fungisit,
fenhexamide duyarlilk gdstermektedir. izolatlar, B. cinerea &rneklerinin
poplilasyonlarinda transposanin baskin izolat tiirii (% 63.6) oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte, 4 izolat tiirii konum, ev sahibi bitki ve bitki organi, konumdan
bagimsiz olarak fenhexamide duyarli oldugu ispatlanmistir. Ayrica, konukcu
bitkilerden toplanan B.cinerea izolatlari, marul tizerinde yapay enfeksiyon testi
kullanilarak herhangi bir konukgu tercihi gostermemektedir. lIzoltlarn tip ve

agresiflik arasinda herhangi bir iliski bulunmamistir ve farkli yerlerden toplanan
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izolatlar arasinda bir ayrisma olayr meydana gelmemistir. Sonuglar, 6rneklenen
bitkilerde B. cinerea'nin konukgu ayirimini bulunmadigini ortaya koymaktadir
(Wahab et al., 2015).

Yunanistan'n 5 cografi bolgede cilek ve domatesden elde edilen 1169
B.cinerea izolati, duyarhiliklart agisindan test edilmistir. Cilek izolatlarinda
carbendazim, cyprodinil, pyraclostrobin ve boscalid'e karsi dayanikliligi yiiksek
izolatlar bulunmustur. Domates izolatlarinda carbendazim ve cyprodinil'e kars1 cift
dayanikli, Preveza bolgesindeki carbendazim'e karst tek dayanikli ve Kipris
bolgesinde hassas izolatlarin dayanikliligi oldugu ispatlanmistir. Test edilen
izolatlarin hi¢ birinin fludioxonile dayanikli oldugu bulunmamistir. Cilek
izolatlarinda boscalide dayanikli fenotiplerin yiiksek frekanslar1 gézlenirken, domates
izolatlarinda boscalide dayamiklilik sikhigi daha diisiik gosterilmistir. Orneklenmis
izolatlarin tamaminda, boscalide dayaniklilig ile iligkili baskin olan sdhB mutasyonu
H272R olmus, diger sdhB mutasyonlar1 ise diisiik frekanslarda bulunmustur. B.
cinerea grubu S, transkripsiyon faktorii mrrl geninde bir 21-bp'lik eklemenin varligi
ile tanimlanmakta, {i¢ bolgeden elde edilen domates izolatlar1 i¢cinde frekanslar % 62-
75 arasinda degisen oranlarda baskin oldugu belirlenmistir; Cilek izolatlar1 i¢inde B.
cinerea baski olup, sikligi % 75 ila % 95 arasindadir. Izolat genotipi ve fungisit
dayaniklilik profili arasindaki korelasyonlar, B. cinerea sensu stricto'nun ¢ilek
alanlarinda boscalid dayanikliligin gelismesine agiklayabilme yetenegi Botrytis S
grubu izolatlarina gére daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Konstantinou et al., 2015).

Almanya’da yapilan bir ¢calismada 2010-2015 yillar1 arasinda ¢ilek, liziim sert
cekridekliler ve siis bitkilerinden toplanan B.cinerea izolatlarinin fungisitlere
dayanikliliklar1 incelenmistir. Tim bitkilerden elde edilen izolatlarda yiiksek

dayaniklilig1 siklig1 goriilmiistiir (Ruppo et al., 2016).

Yapilan bir ¢alismada Botrytis cinerea izolatlarinin Kaliforniya’da yaban
mersini tarlasinda 5 farkli fungisit smifin1 temsil eden boscalid, cyprodinil,
fenhexamid, fludioxonil ve pyraclostrobin duyarliliklar1 incelenmistir. Kaliforniya ve

Washington'da sirasiyla 7 ve 17 fungisite dayanikli fenotip tespit edilmis: izolatlarin
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% 66 ve % 49'u boscalid, % 20 ve % 29'u cyprodinil'e karsi orta derecede
dayanikli,% 29 ve % 29 fenhexamide dayanikli ve %66 ve % 55'i pyraclostrobine
dayanikli oldugu belirlenmistir. Sonuglar Kaliforniya'daki tiim izolatlarin fludioxonile
duyarli oldugu, Washington'daki izolatlarin % 70'nin fludioxonile duyarliliginin
azaldigin1 gostermistir. Qol fungisitlere karsi dayaniklilik gelisme riski, gen sitb'de
Bcbi-143/144 intron varliginin bulunmasiyla degerlendirilmistir. Intron, California ve
Washington'daki izolatlarin sirasiyla % 11.8 ve % 40'imda tespit edilmis ve
Californiya'da Qol dayanikliligin Washington'a gore daha yiiksek oldugunu
ispatlamigtir. Farkli fungisite dayanikli fenotip sergileyen 11 izolat ile bulastiriimis
mavi yaban mersini meyvelerinde ¢ogu fungisit ilgili dayanikli fenotiplerle kursuni
kiif kontroliinde basarisiz olmustur, ancak cyprodinil ve fludioxonil karigimi, test

edilen tiim fungisite dayanikli fenotiplere kars1 etkili olmustur( Saito et al., 2016).

Cin’de yapilan bir calismada Botrytis cinereanmin 221 izolati Hubei
Eyaletindeki 8 bolgedeki domates seralarindan 2012 ve 2013 yilinin yaz aylarinda
toplanmig ve carbendazim, diethophencarb, boscalid, fludioxanil ve cyprodinil
fungisitlerine duyarliliklar1 degerlendirilmistir. Sonuglar carbendazim ve cyprodinile
dayanikliligin  yaygin oldugunu, carbendazim ve diethophencarbe dayanikli
izolarlatin sadece 2 bolgede bulundugunu ortaya koymustur. Boscalid ve fludioxanile
dayanikli izolat olmadigi goriilmiistir. Dort dayanikli fenotip belirlenmistir.
(CarRDieSCypS, CarRDieRCypS, CarRDieSCypR ve CarRDieRCypR). Bunlarin
arasinda CarRDieSCypS ve CarRDieSCypR yaygin olarak dagilmistir ve her bir
yerde baskin bir dayanikli fenotip oldugu belirlenmistir. Carbendazim, dietofencarb
ve cyprodinile kars1 dayaniklilik degerlendirilmis ve dayanikliligin sabit kaldigi
goriilmiistiir. Dogaya uyum testleri, bir grup olarak carbendazim'e dayanikli izolatlarin
duyarli izolatlardan anlamli olarak farkli olmadigini gosterilmistir. Bununla birlikte
carbendazim, diethofencarb ve cyprodinil {i¢lii dayanikli grubun misel artis1 ve
viriilensliklerinin duyarli gruba gore anlamli derecede diisiik oldugu ve tiglii dayanikli
izolatlarin konukgular1 kolonize etme yeteneklerinin de diisiikk oldugu ortaya

konmustur (Fan Fe et al., 2016)
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Yapilan bir ¢alismada Brezilya'daki farkli gilek iireten bolgelerden toplanan
Botrytis cinerea izolatlarinin kontroliinde kullanilan fungisitlere karsi dayaniklilig:
degerlendirilmistir. Ilk olarak, gliseraldehit-3- phosphate dehydrogenase (G3PDH)
geni icin spesifik primerler kullanilarak toplam 183 izolat tanimlanmustir. Izolatlarin
yaklasik % 25,7'si iprodione'a dayanikli, % 53,0'u prosimidon'a dayanikli ve %
93.0"iniin thiophanate-methyl’e dayanikli oldugu belirlenmistir. izolatlarda capraz
dayaniklilik ve ¢oklu dayaniklilik dogrulanmis, izolatlarin % 19.7'si ayn1 anda 3
fungisite dayanikli oldugu belirlenmistir (Lopes et al., 2017).

B. cinereanin pyrimetanile duyarliigit ve dayaniklilik riski, Cin'de
arastirilmistir. Hasta salatalik yapraklarindan toplam 169 B. cinerea izoti toplanmis
ve pyrimetanile duyarlilik testleri yapilmistir. Pyrimetanil i¢in EC50 degerleri 0.09 ila
12.26 pg / ml (ortalama = 3.19 pg / ml, SD = 0.95) arasinda degismektedir. 29 ytliksek
dayanikli izolatin EC50 degerleri >9.17 ng / ml olmustur. Pyrimetanil dayanikli
izolatlarin bir dogaya uyum c¢alismasi, dayanikli izolatlarin tiimiiniin, duyarl
izolatlara benzer sporulasyon ve patojenisite sergiledigini, ancak misel biiyiime ve
spor ¢imlenme oranlarmin daha diisiik oldugunu ve rekabet yetenegini daha diisiik
oldugunu goéstermistir. Dayanikli izolatlarin dogaya uyumu duyarl izolatlarinkinden

diisiik bulunmustur (Ren lu et al., 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada kullanilan fungal izolatlar

B.cinerea izolatlar1 ortiialt1 yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi Antalya,
Mugla ve Izmir illerinden domates, biber, kabak, patlican, kivi, marul, hiyar ve ¢ilek
bitkilerinden 2015 yilinda toplanmistir. Toplam 55 adet izolat ¢alismanin ana
materyalini olusturmustur. B.cinerea izolatlarina ait bilgiler Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Farkli bolgelerden toplanan B.cinerea izolatlarinin izole edildikleri bitkiler ve yerler

Izolat No Alndig Bitki Alndig Ilce Alindig1 Sehir
D1 Domates Yurtpinar Antalya
D2 Domates Yurtpimar Antalya
D3 Domates Yurtpmar Antalya
D4 Domates Yurtpmar Antalya
D5 Domates Yurtpiar Antalya
D7 Domates Yurtpmar Antalya
D10 Domates Yurtpmar Antalya
D11 Domates Yurtpimar Antalya
D12 Domates Yurtpiar Antalya
D16 Domates Demre Antalya
D17 Domates Demre Antalya
D18 Domates Demre Antalya
D19 Domates Demre Antalya
D23 Domates Demre Antalya
D27 Domates Hac1 Aliler Antalya
D28 Domates Hac1 Aliler Antalya
D29 Domates Hac1 Aliler Antalya
D30 Domates Hac1 Aliler Antalya
D31 Domates Hac1 Aliler Antalya
D33 Domates Hac1 Aliler Antalya

D36 Domates Hac1 Aliler Antalya
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Cizelge3.1. Farkli bolgelerden toplanan B.cinerea izolatlarini izole edildikleri bitkiler ve yerler

(devami)

Izolat No Alindig Bitki Alindig Ilce Alindig1 Sehir
D38 Domates Hac1 Aliler Antalya
D40 Domates Kabaklar Mahallesi Antalya
D41 Domates Kabaklar Mahallesi Antalya
D42 Meyve Domates Alayli Antalya
D42 Govde Domates Alayh Antalya
D43 Domates Alayh Antalya
D46 Domates Hac1 Aliler Antalya
D48 Domates Hac1 Aliler Antalya
D49 Domates Hac1 Allier Antalya
D50 Domates Hac1 Aliler Antalya
D51 Domates Ortaca Mugla
D52 Domates Asag1 Mahallesi Antalya
D53 Domates Gazi Paga Antalya
D54 Domates Yiiksel Tohumculuk Antalya
D55 Domates Asag1 Mahallesi Antalya
B6 Biber Hac1 Aliler Antalya
B8 Biber Haci Aliler Antalya
B9 Biber Asag1 Mahallesi Antalya
B22 Biber Asagi1 Mahallesi Antalya
B26 Biber Demre Antalya
B44 Biber Demre Antalya
B45 Biber Demre Antalya
P13 Patlican Allayli Antalya
P34 Patlican Hac1 Aliler Antalya
P35 Patlican Gazi Paga Antalya
P39 Meyve Patlican Yurtpinar Antalya
P39 Govde Patlican Yurtpiar Antalya
K14 Kabak Hac1 Aliler Antalya
K20 Kabak Hac1 Aliler Antalya
K47 Kabak Hac1 Aliler Antalya
Kivi Kivi Merkez Izmir
M1 Marul Fethiye Mugla
C1 Cilek Merkez Izmir

S15 Salatalik Haci Aliler Antalya
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3.1.2 Cahsmada kullanilan besiyerleri

Botrytis cinerea izolasyonunda, tek spor kiiltiirii eldesinde, saklanmasinda,
gelistirilmesinde ve fungisit testlerinde kullanilan besi yerleri Patates Dekstroz Agar
ve Minimal Medium olmustur. Botrytis cinerea izolatlarinin morfolojik olarak

tanilama c¢alismalarinda da bu iki ortam kullanilmistir.

Patates Destroz Agar (PDA): 1 litr i¢in; patates suyu 200 ml, glikoz 20g, agar

15 g ve 1 litre saf su.

Minimal Medium (MM): Glikoz 20 g, K;HPO,4 1 g, MgSO,. 7H,0 0,5 g,
FeCl; 0.1 g, asparagin- L 1.5 g, yeast extract 1 g, agar 20 g ve 1 It saf su.

3.1.3 Calismada kullanilan fungisitler

Ortii alt1 yetistiriciliginde kursuni kiif hastalig1 etmeni B. cinerea’ ya 6 ruhsath
preparat calismamizda kullanilmistir. Calismada kullanilan etkili maddelere ait

bilgiler Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2.Denemede kullanilan fungisitler

Etkili Madde Adive = Formiilasyon Ticari Ruhsath Firmasi Uygulama
Oram (%) Tipi Adi oldugu iiriin Dozu
Fenhexamid 50 WP Teldor Bag-Domates- Bayer 100g/100I su
Cilek

Pyrimethanl 300g/I SC Mythos® Bag-Domates Bayer 100-125g/100 su
125 g/L Fluopyram + SC Luna Domates Bayer 759/100 | su
375 g/L Pyrimethanil tranquility
Boscalid26,7 %+6,7 WG Signum Domates-Cilek BASF 1509/100 | su
% Pyraclostrobin
Iprodione%650 WP Herodion Bag-Domates Hektas 75¢/100 | su

Fludioxonil 230 WG Scholar Bag-Domates Syngenta 300ml/100 I su
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3.1.4 DNA ekstraksiyonunda kullanilan materyaller

Soliisyonlar ve ¢ozeltiler, ayarlanabilir mikropipetler ve pipet uglari, Sigma
D37520 marka santrifiij, eppendorf tiipleri, HI 9321 pH metre, manyetik karistirici,

vortex cihazi bu asamada kullanilmustir.

3.1.5 PCR testlerinde kullanilan materyaller

PCR testlerinde, NORGEN (Norgen Biotek. Copr, Kanada) DNA izolasyon
kiti, ¢cozeltiler, ultra saf su, eppendorf marka PCR tiipleri, ayarlanabilir mikropipetler
ve pipet uglari, PCR Systems marka eppendorf ve fungal etmene spesifik primerler

materyal olarak kullanilmistir.

3.1.6 Cogaltilmis PCR iiriinlerinin analizinde kullanilan materyaller

Jel elektroforez diizenegi, Orneklerin ve jellerin hazirlanmasinda ve
boyanmasinda kullanilan kimyasallar, ¢ozeltiler, giic kaynagi, DNA ladder ve 6x
loading buffer materyal olarak kullanilmisg, tiim jel fotograflart DNR Bio-Imaging

Systems Minibis Pro marka jel gériintiileme cihazinda ¢ekilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Botrytis cinerea izolatlarimin izolasyonu

B.cinerea izolatlart Antalya ve Mugla illerinden ortii altinda yetistirilen
domates, biber, kabak, hiyar, marul ve patlican bitkilerinden; Izmir de ¢ilek ve Kivi
bitkilerinden elde edilmistir. Laboratuvara getirilen hastalik belirtisi gosteren bitki
orneklerinden (meyve ve govde) steril bir bistiiri yardimiyla 3-4 mm’lik parcalar
kesilmigtir. Kesilen parcalar, % 0,5’lik sodyum hipoklorit (NaOCI) i¢inde 1,5-2
dakika yiizeysel dezenfeksiyona tabi tutulmustur. iki kez steril saf suda yikanmis ve
kurutma kagidi tizerinde kurutulduktan sonra PDA ortaminda ekimleri yapilmistir.

23°C’de karanlik ortamda inkiibatorde birakilmistir. 5-7 giin sonra gelisen kolonilerin
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u¢ kisimlarindan alinan miselyum tekrar yeni besiyerine aktarilarak saflastirilmistir.
Saflastirilan B.cinerea izolatlarindan tek spor izolatlari elde edilmistir. izolatlarin saf
kiltiirleri tiiplere aktarilarak daha sonraki c¢alismalarda kullanmak tizere 4°C’de ve

ayni zamanda silika jel igerisinde -20 °C’de saklanmistir.

3.2.2 Botrytis cinerea izolatlarinmin Patojenisite testleri ve Farkh

Konuk¢ularda Patojenisite Calismalari

Calismada izole edilen B.cinerea izolatlarinin patojenisiteleri domates ve biber
meyveleri lizerinde ¢apraz olarak farkli konukgular iizerinde test edilmistir. Testler,
meyvelere %10’luk sodyum hipoklorit ile yiizey dezenfeksiyonu igleminden sonra
gerceklestirilmistir. izolatlar MM ortamma ekilmistir Ve gelisimlerinin saglanmasi

i¢in inkiibatorde 20°C sicaklikta 7-10 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Steril domates ve biber meyveleri iizerinde, 1 mm eninde ve 2 mm
uzunlugundaki demir ¢ubuk alkol ile steril edildikten sonra meyveler {izerinde 2 adet
yara acilmistir. Agcilan yaralara, gelisen kolonilerin kenarlarindan corc-borer
yardimiyla alman 4 mm c¢apinda diskler yerlestirilerek meyveler, 7 giin siireyle
bekletilmistir. Bu silire sonunda meyveler iizerinde gelisen lezyon ¢aplar1 l¢tilmiistiir.
Her bir izolat igin, 3 tekerriirlii olacak sekilde her tekerriirde 6 meyve kullanilmustir.
Meyveler hastalik gelisimin izlenmesi i¢in 23°C sicaklikta %95 nemde iklim
odasinda 7 giin siireyle bekletilmistir. Bu siire sonunda meyvelerin, lezyon ¢aplari

Ol¢tilmiistiir (Kinay ve Yildiz, 2008; Tanovic et al., 2014).

3.2.3 Izolatlarin baz1 fungisitlere olan duyarhhk diizeylerinin

belirlenmesi

Laboratuvar kosullarinda yiiriitilen bu testlerde, fenhexamid, fluidioxonil,
pyrimethanil, boscalid+pyraclostrobin, iprodione ve pyrimethanil+fluopyram’nin
B.cinerea izolatlarina olan etkililigi ve duyarlilik diizeyinin belirlenmesinde MM
besiyerinden yararlanilmistir. Fenhexamid, fluidioxonil, pyrimethanil,

boscalid+pyraclostrobin, iprodione ve pyrimethanil+fluopyram preparatlarinin 0
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(kontrol), 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 ug/ml etkili madde (e.m.) dozlar
kullanilmistir. Ayrica fungisitlerin ayirict doz serileri kullanilarak calisma 2. kez

tekrarlanmistir. Ayirict dozlara ait bilgiler ¢izelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3 Duyarlilik diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan fungisitler ve ayiric1 dozlar

Fungisitler Ayiricl Dozlar (ng/ml)
Fenhexamid 0 (kontrol) 0.01 0.1 0.3 1
Fludioxonil 0 (kontrol) 0.01 0.1 0.3 1
Pyraclostrobin+Boscalid | 0 (kontrol) 0.01 0.1 1 10
Pyrimethanil+ 0 (kontrol) 0.01 0.1 3 10

Fluopyram

Pyrimethanil 0 (kontrol) 0.03 0.1 3 30
Iprodione 0 (kontrol) 0.01 0.1 10 30

Istenilen fungisit dozlarmi elde edebilmek icin yiiksek dozda hazirlanmis stok
sollisyonlarindan seyreltmeler yapilmistir. Stok soliisyonlar 10000, 1000, 100
ppm’lik e.m. dozlar1 elde edilebilecek sekilde hazirlanmistir ve seyreltmelerde steril
saf su kullanilmigtir. Daha sonra istenilen fungisit dozlarini i¢eren yada igermeyen
(kontrol) besiyerleri, steril petri kaplarma esit miktarda dokiilmiis ve bir siire
donmaya birakilmistir. Deneme petrilerine ekimler, 23 °C’de ve karanlikta gelistirilen
B.cinerea izolatlarmna ait i¢ giinlik spor igermeyen, miselyumdan olusmus
kiiltiirlerden yapilmistir. Denemede kullanilan kiiltiirlere ait kolonilerin kenarlarindan
corc-borer (mantar delici) yardimi ile alinan 4 mm c¢apindaki diskler, fungisit igeren
ve igermeyen petrilere ekilmistir. Ekimler sirasinda, disklerin fungal gelisim olan
yiizeylerinin besiyerine gelecek sekilde ters olarak ve her petri kabina {iger disk
konulmustur. Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii
olarak kurulmustur. Petriler ekim yapildiktan sonra 23°C’de 3 giin karanlikta inkiibe
edilmistir. Bu siire sonunda izolatlara ait koloni ¢aplar1 dlgiilerek kaydedilmistir. Her
izolat i¢in miselyal gelisimi %50 engelleyen doz EDS50degerleri ve ¢imlenmeyi
engelleyici en diisikk yogunluk (MIC) degerlerine gore fungisitin etkililigi ortaya
konmustur. EDsp degerleri, kontrole gore yilizde gelisim degerlerinin log-probit
kagida uygulanmasi ile bulunmustur (Georgopulos and Dekker, 1982; Beevere et al.,
1989).



35

3.2.4 Dayanikh B.cinerea izolatlarinin dogaya uyum yetenekleri

In vitro ¢alismalar sonucunda her fungisite dayaniklilik kazanmis izolatlarin
dogaya uyum yetenekleri en duyarli izolatlarla karsilastirilmistir. Bu amagla fungisit
icermeyen kosullarda en dayanikli izolatlarin en duyarlilara gore spor verimleri,

miselyal gelisme hizlar1 ve virulenslikleri test edilmistir (Dekker, 1982).

3. 2.4.1 Dayanikh izolatlarin spor verimleri

Duyarlilik testleri sonucunda her fungisite dayanikliligi en yiiksek bulunan
izolatlarm en duyarli B.cinerea izolatlari ile karsilastirmali olarak spor verimleri
fungisit icermeyen besi yerinde tespit edilmistir. B.cinerea izolatlar1 MM besi
ortaminda 7-10 giin siireyle 23 °C’de sporiilasyonu tesvik etmek amaciyla 12 saat 151k
ve 12 saat karanlikta gelistirilmistir. Petri kabinin rastgele farkli u¢ bolgesinden
mantar delici ile 1 cm ¢apinda diskler alinarak igerisinde %0.01 oraninda Tween 20
ile hazirlanmis saf su bulunan eppendorflara konularak 12000 rpm’de 5 dakika
santrifuj edilmistir. Santifuj isleminden sonra her izolatin sporlari ayrn ayri 3
tekerrlirlii thoma kan sayim lami (hemocytometre) ile mikroskop altinda sayilmistir.
Sayimlar sonunda her izolatin mililitredeki spor sayisi tespit edilmistir (Latorre,
2002).

3.2.4.2 Dayanikh izolatlarin miselyal gelisme (biiyiime) hiz1

Duyarlilik testleri sonucunda her fungisite en dayanikli izolatlarin miselyal
gelisme hizlan fungisit icermeyen besi yerinde en duyarli olarak belirlenen izolatlarla
karsilastirmali olarak tespit edilmistir. Bu amacla MM besi ortaminda 23°C’de
tamamen karanlikta gelistirilen kolonilerin kenar kisimlarindan mantar delici ile 1 cm
capinda diskler almarak her petri kabina birer adet disk yerlestirilmistir. Bu petri
kaplart 23 °C’de karanlikta inkubasyona birakilarak dayanikli ve duyarli izolatlarin
giinliik koloni caplar1 dl¢iilmiistiir. Izolatlarin ortalama koloni ¢aplar1 mm/giin olarak
tespit edilerek istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Deneme 3 tekerriirlii olarak

tesadiif parselleri deneme desenine gore yiirtitiilmiistiir (Latorre, 2002).
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3.2.5 In vivo kosullarda meyve testleri

Fungisitlerin in vitro ¢alismalar sonucunda segilen B. cinerea’nin en dayanikl
ve en duyarli izolatlarina karsi etkinlikleri in vivo kosullarda domates meyveleri
iizerinde testlenmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii
olarak kurulmus, her tekerrirde 5 meyve kullamlmistir. Meyvelere yiizey
dezenfeksiyonu yapildiktan sonra fungisitlerin onerilen doz, yarim doz ve bir buguk
kat doz dozlarinda piiskiirtme seklinde uygulanmistir. Kontrol meyvelere steril saf su
piiskiirtiilmiistiir. Fungisit uygulanan meyveler 2 saat oda sicakhiginda (20-22 °C)
kurumaya birakilmistir. Fungisit uygulanan meyvelere inokulasyon islemi, 7-10
giinliikk sporulasyona gegmis kiiltiirlerden hazirlanan spor siispansiyonu ile
yapilmistir. Bu amagla kiiltiirlerin bulundugu petrilere %1°lik Triton X- 100
eklenerek baget yardimiyla sporlarin suya ge¢cmesi saglamistir. Misel pargalarindan
ayirmak amaciyla ¢ift kath tiilbent yardimiyla steril behere siiziilmiis ve Thoma kan
sayim lami (hemocytometre) ile spor yogunlugu mikroskop altinda sayilmistir. Daha
sonra seyreltme yoluyla istenilen inokulum yogunlugu 1x 108 spor/ml elde edilmistir.
Inokulasyon, 1 mm eninde ve 2 mm uzunlugunda demir gubugun hazirlanan
inokuluma daldirildiktan sonra meyve {lizerine 3 adet yara acgilmasi seklinde
yapilmistir. Inokulasyon yapilmis meyveler gelisimin izlenmesi i¢in 23 °C sicaklikta
%95 nemde iklim odasinda 7 giin siireyle bekletilmistir. Bu siire sonunda meyvelerin
hem ciiriikliik sayimlar1 hem de lezyon caplar1 Slciilmiistiir. Olgiilen yara ¢aplar1 her
izolat i¢in kontrollere gore fungisitlerin yiizde etkilikleri Abbott formiilii yardimi ile
ayr1 ayr1 saptanmistir ve elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir

(Dekker, 1982).
3.2.6 Dayamikl izolatlarin virulenslik diizeylerinin belirlenmesi

Duyarlilik testleri sonucunda her fungisite en dayanikli izolatlarin virulensligi
en duyarhlarla karsilastirmali olarak meyve testleri ile fungisitsiz kosullarda
belirlenmistir. Bu amagla B.cinerea izolatlar MM ortamina ekilmis ve gelisimin
saglanmasi i¢in inkiibatorde 23 °C sicaklikta 7-10 giin inkiibasyona birakilmistir.
Gelisen koloniler tizerine %]1°lik TritonX- 100 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
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iceren steril saf sudan 5 ml ilave edilmistir. Steril cam baget yardimiyla sporlarin
suya ge¢mesi saglanamistir. Elde edilen siispansiyon ¢ift kat tiilbent gegirilerek steril
beherlere alinmistir. Spor siispansiyonlart THOMA kan sayim lam1 (hemocytometre)
yardimiyla 1x10° spor/ml yogunlukta spor siispansiyonlar1 hazirlanmistir.
Inokulasyon, 1 mm eninde ve 2 mm uzunlugunda demir ¢ubugun hazirlanan
inokuluma daldirildiktan sonra meyve tlizerine 3 adet yara acilmasi seklinde
yapilmistir. Her bir izolat i¢in, 3 tekerriirlii olacak sekilde her tekeriirde 5 meyve
kullanilmigtir. Meyveler ¢iirtiklik gelisiminin izlenmesi i¢in 23 °C sicaklikta %95
nemde iklim odasinda 6 giin siireyle inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon periyodu

sonunda meyveler lizerinde olusan lezyon ¢aplar1 6lgtilmustur (Vallejo, 2003).
3.2.7 Izolatlarin fenotipik farkhliklarin belirlenmesi

Farkli lokasyon ve farkli bitkilerden izole edilerek, PDA ve MA ortamlarinda
tek sporlar1 gelistirilen izolatlarin makroskobik (koloni gelisimi, rengi ve sklerot) ve
mikroskobik (konidi biiytikliikleri) olarak morfolojik 6zelliklerine gére Martinez et al
(2003) tarafindan belirtilen kriterlerden yararlanilarak karsilastirilmalart  ve

siniflandirilmalar1 yapilmigtir.

3.2.8 Molekiiler calismalar

Calismamizda tiim B.cinerea izolatlarinin DNA izolasyonlari yapilmigtir. Morfolojik
Ozellikleri g6z Oniine alinarak on tanist yapilmis izolatlardan secilen B.cinerea
izolatlarinin ITS primerler kullanilarak PCR' da tanilamasi yapilmistir. Ayrica
spesifik primerler kullanilarak PCR ile fungisitlere dayanikliliklar1 ile mutajenik gen
bolgeler arasindaki iliskiye dayali olarak izolatlar arasindaki genetik farklilik

belirlenmistir. Kullanilan primerler Cizelge 3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.4 Botrytis cinerea igin kullanilan primerler ve PCR programlari

ETMEN PRIMER PCR PROGRAMI REFERANS
Botrytis BcAR-F (5°-GGC AAA TGT 95°C’de 3dk Jiang et al., 2009;
cinerea CAC TGT GAG C-3”) Bardas et al., 2010
95°C’de 40s
BCAR-R (5’-ACC ATC TCC ATC | 60°C’de 40s 40déngii
CAC CAT ACC T-3”) 72°C’de 1,5dk
72°C’de 5dk
Botrytis Boty_442 (5’-ACG GGC TAT 95°C’de 3dk Rigotti et al., 2006
cinerea ACG AGT ACC AAG-3
94°C’de 20s
Boty 1006 (5’-GGT TGG CTC 54°C’de 20s
AGA ACT GCT CC-3?) 34 dongi
72°C’de 30s
F300 (5’-GCA CAA AAC CTA
CAG AAG A-3’) 72°C’de 3dk
F1500 (5>-ATT CGT TTCTTG
GAC T-3%)
Botrytis ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA 95°C’de 2dk Staats et al., 2005
cinerea CCT GCG G)
95°C’de 20s
ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT 55°C’de 30s
TGA TAT GC) 35 dongii
72°C’de 45s
72°C’de 5dk

3.2.8.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Norgen Biotek firmanin NORGEN kitindeki protokeoliin
madifiye edilmis haline gore yapilmistir. 7-10 giinliik fungal kiltiirler steril biistiri ile
kazinmig, yaklasik 100 mg fungal 6rnek eppondarf tiiplere alinmistir. Uzerlerine 550
mikro litre Lyzis buffer L ve 1 pul RNAse A eklenip, 20 saniye vorteks islemi
yapilmistir. 65 C’de 15 dk inkiibasyona birakilmistir. 2000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmis, supernatant temiz eppendorf tiipe alimmistir. 100 pl Binding Buffer I
eklenip, 5 dk buzda bekletilmistir. Lysate mikro pipet ile aliip toplama tiipii ile
birlestirilen filtre tiiplere (clearO-ring) aktarilmistir. 14 000 rpm’de 2 dk santrifiij
islemi yapilmustir. Ustteki filtre atilip, alttaki supernatant iizerine 150 pl %70’lik etil
alkol (%96-100 ethanol) eklenmis, mikro pipet ile karistirilmigtir. Daha sonra
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supernatantin hepsi filtre tiipe (GreyO-ring) aktarilmistir. 10000 rpm de 1 dk santrifiij
islemi yapilmistir. Alttaki sivi dokiillip, ayni filtreye 500 pl Solution WN eklenmistir,
14 000 rpm de 1 dk santifiij islemi yapilmistir. Alttaki sivi atilmig, aynm filtreye 500
ul Wash Solution A eklenmistir, 14 000 rpm de 1 dk santrifiij islemi yapilmistir.
Daha sonra filtre temiz toplama tiibiine koyulmustur. 14 000 rpm de 1 dk bos
santrifiij islemi yapilmistir. Filtre 1,5 ml’lik temiz eppendorf tiipe yerlestirilmis ve
tizerine 50 pl Elution Buffer eklenmistir. 14 000 rpm de 1dk sanrifiij yapilmistir.
DNA izolasyonu yapildiktan sonra Ornekler eppondorf tiip icerisinde -20°C’de

saklanmistir.

3.2.8.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Yedi giinliik PDA ortaminda gelistirilen B.cinerea izolatlarindan kiiltiirlerden
elde edilen fungal DNA kullanilarak PCR yapilmistir. PCR uygulamasinda reaksiyon

karistminin hazirlanmasinda igin Cizelge 3.4' deki protokol kullanilmistir.

PCR protokolii (Norgen): Her bir 6rnek i¢in toplam 20 pl olacak reaksiyon karigimi
Cizelge 3.4’de verildigi gibi hazirlanmistir.

Cizelge 3.5 PCR protokolii(Norogen)

Kimyasallar Miktar
Norgen 2x Master mix 10 ul
Forward primer 1l
Reverse primer 1l
Water (H20) 3ul
DNA 5l
Toplam 20l

PCR uygulamasinin ikinci asamasinda hazirlanan reaksiyon karigimini igeren
PCR tiipleri termal cycler cihazina yerlestirilmistir. Her bir primer i¢in Cizelge 3.4’de

belirtilen amplifikasyon kosullarinda PCR islemi yapilmastir.
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3.2.8.3 Agaroz jel elektroforez yontemi

PCR uygulamasinin ii¢ilincii ve son asamasinda ise elde edilen PCR f{iriinlerinin
elektroforez islemi ve goriintiilenmesi gelmektedir. Agaroz, 1X TAE tamponu i¢inde
1sitilarak iyice ¢ozdiiriildiikten sonar sogutulup dokiilmiistiir. Agaroz donduktan sonra
taraklar dikkatli bir sekilde c¢ikartilarak elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jelin
iizerine gelecek sekilde elektroforez tanki 1X TAE ile tamamlanmistir. Her bir
kuyucuga PCR fiiriiniinden 10 pl, yiikleme boyasindan (loading dye) 2 ul olacak
sekilde 12 pl yiikleme yapilmistir. 100 V’ta 60 dk elektroforez (Sekil 3.1) uygulanmis
ve sonra jeller ethidium bromide ile boyalanarak UV 151k altinda goriintiilenmistir.
Ethidium bromide ile boyanan jel , DNR Bio-Imaging marka Jel Dokiimantasyon ve

Analiz Sistemi (Sekil 3.1) ile fotografi ¢ekilerek kayit edilmistir.

Sekil 3.1 Elektroforez jel tanki (a), Eppendorf Marka PCR Systemi (b) ve Jel goriintiileme cihazi (c)



41

4. SONUCLAR

4.1 Fungisitlerin In vitro Kosullarinda Miselyal Gelisime Etkililikleri

4.1.1 izolasyon sonuclar

Kursuni kif hastaligi etmeni B.cinerea'nin Ortiialt1 yetistiriciliginde Sebze
tiretimi yapilan alanlardan 2015 yilinda 3 ilden 6rnekler 6rnekler toplanmistir. Farkli
sebze ve meyveleden toplam 55 izolat elde edilmistir. Ornekleme yapilan yerler ve

elde edilen 6rnek sayilar1 Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1 Botrytis cinerea izolatlarina ait 6rnekleme yerleri ve 6rnek sayilari

Ornek Ornek alinan kéy ~ Ornekleme Ornek alinan izolatlarin Ornek
alinan I1- Adi Yillh numalari sayisi
Iice
Antalya Yurt pinar 2015 D1, D2, D3, D4, D5, D7, D10, D11, D12, 11
P39M, P39G
Demre 2015 D16, D17, D18, D19, D23, B26, B44, B45 8
Haci Aliler 2015 D27, D28, D29, D30, D31, D33, D36, D38, 19
D46G, D48, D49, D50, S15, K47, K20, K14,
B6, B8, P34
Kabaklar mahalllesi 2015 D40, D41 2
Alaylt 2015 D42M, D42G, D43, P13 4
Asag1 mahallesi 2015 B9, B22, D52, D55 3
Gazi pasa 2015 D53, P35 3
Yiiksel tohumculuk 2015 D54 1
lzmir Merkez 2015 Kivi, Cilek 2
Mugla Ortaca 2015 D51 1
Fethiye 2015 M1 1
Toplam 55

Cizelge 4.1'de goriildigi gibi ortiialti yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi
Antalya ve Mugla ve Izmir illerinden domates, biber, kabak, kivi, patlican, marul,

cilek ve hiyar bitkilerinden, 2015 yilinda 55 adet izolat toplanmustir.
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Sekil 4.1 Ziyaret edilen seralarda kursuni kiif etmeni Botrytis cinerea' nin bitkilerde olusturdugu
belirtilerden goriintiimler
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4.2 Botrytis cinerea izolatlarimin Patojenisite Testleri ve Farkh

Konukgularda Patojenisite Calismalarimin sonuclari

Cizelge 4.2 Kabak, kivi, marul, salatalik, cilek ve biber meyvelerinden izole edilen B.cinerea

izolatlarinin domates meyveleri iizerinde olusturduklari lezyon ¢aplari (mm)

Izolat No Lezyon Caplan Izolat No Lezyon Caplan
(mm) (mm)
Kabak14 22,50 Kivi 30,60
Kabak47 18,60 Marul 21,60
Kabak20 26,30 Cilek 27,80
Biber 8 25,30 Salatahk 15 23,30
Biber 26 20,00 Biber 22 20,08
Biber 6 29,50 Biber 44 22,50
Biber 9 21,10 Biber 45 25,00

Cizelge 4.2 1’ de goriildiigl lizere, patojenisite testinde izolatlarin yara ¢aplari
18,6 ve 30,6 mm arasinda degisen oranlarda 6l¢iilmiis, izolatlarin tamaminin meyve
tizerinde lezyon olusturdugu gozlenmistir. Patojenisite testlerinde biitiin izolatlarin
patojen oldugu gozlenmis, biber 6 ve kivi izolatlariin ise diger izolatlara gore

virlilensliklerinin daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Cizelge 4. 3 Domates ve patlican meyvelerinden izole edilen B.cinerea izolatlarimin biber

meyveleri lizerinde olusturdugu lezyon ¢aplari (mm)

izolat No Lezyon Caplar: (mm)
D1 19,00
D2 20,00
D3 22,33
D4 19,00
D5 19,00
D7 14.30
D10 11.30
D11 22,00

D12 17.70
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Cizelge 4. 3 Domates ve patlican meyvelerinden izole edilen B.cinerea izolatlarinin biber

meyveleri tizerinde olusturdugu lezyon ¢aplari (mm) (devam)

izolat No Lezyon Caplar1 (mm)
D16 22.1
D17 15,00
D18 14,50
D19 20,00
D23 13.10
D 27 20,80
D28 20,30
D29 14,00
D30 9.20
D31 11.50
D33 14.20
D36 22.10
D38 24,10
D 40 14,00
D41 14.75

D42G 17,00
D42M 19,00
D43 2391
D 46G 23,60
D53 12,60
D54 16.50
D55 22.60
P34 8,00
P13 16,60
P35 15,58
P39M 8,50
P39G 8,50

Cizelge 4.3’ de goriildiigii lizere, patojenisite testinde izolatlarin yara caplar 8,5
ve 24,1 mm arasinda degisen oranlarda Ol¢ililmiis, izolatlarin meyve iizerinde lezyon
olusturdugu gézlenmistir. Patojenisite testlerinde biitiin izolatlarin patojen oldugu ve
toplamda 10 izolatin 20 mm ve iizerinde yara c¢api olusturdugu goézlenmistir.
Domatesten izole edilen D38, 43 ve 46 nolu izolatlarin ise diger izolatlara gore

viriilensliklerinin yiiksek oldugu saptanmaistir.
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Patlican 35 Izolati Patlican 34 Izolati

Biber 6 I1zolat: Kabak 20 Izolat:

Sekil 4.2 Capraz patojenisite testlerinde farkli konukgulardan elde edilen izolatlarin biber ve

domates meyvelerinde olusturduklari lezyonlarin gelisimi

4.3 Botrytis cinerea izolatlarnin baz1 fungisitlere olan duyarhhk

diizeylerinin belirlenmesi

B. cinerea’nin farkli liriinlerden izole edilen 55 izolatinin, 6 farkli fungisitin 8
farkli dozunun etkililikleri ve izolatlarin duyarlilik diizeyleri acisindan in vitro

kosullarda testlenmistir. Bu testler sonucunda elde edilen fungisitlerin farkh
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dozlarinda B.cinerea izolatlarmin EDsy; ve MIC degerleri (ng/ml) asagidaki

cizelgelerde verilmistir.

Cizelge 4.4 Farkli iriinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarmin fenhexamid'e karsi

ED50degerleri
Izolat ED50
No (ng/ml)
D1 0.03
D2 0.12
D3 0.04
D4 0.03
D5 0.03
B 6 0.01
D7 0.02
B8 0.06
B9 0.05
D10 0.01
D11 0.07
D12 0.35
P13 0.03
K14 0.03

Biber 6 izolati duyarli ve D12 izolat1 dayanikli izolat olarak belirlenmistir.

Izolat
No

D18
D19
K20
B22
D23
B26
D27
D28
D29
D30
D31
D33
P34
D36

ED50

(ng/ml)
0.03

0.03
0.31
0.04
0.11
0.12
0.09
0.05
0.03
0.08
0.04
0.02
0.03
0.03

Izolat
No

D40
D41
D42G
D42M
D43
B44
B45
D46
K47
D48
D49
D50
D51
D55

ED50

(pg/ml)
0.04

0.03
0.01
0.02
0.11
0.02
0.15
0.03
0.05
0.08
0.03
0.04
0.02
0.31

Izolat
No

D16
D17
Kivi
Cilek
Marul
P39 M
P39 M
D53
D 54
D38
S15

P 35
D 52

ED50

(pg/ml)
0.34

0.02
0.28
0.09
0,08
0.06
0,04
0.03
0.09
0.12
0,04
0,05
0.07

EDsq degerlerine gore toplam Botrytis cinera’nin 55 izolatindan 6rnek olarak
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Cizelge 4.5 Farkli driinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarimin fenhexamid'e kars

cimlenmeyi engelleyici en diigiik yogunluk (MIC) degerleri

izolat
No

D1
D2
D3
D4
D5
B6
D7
D33
P34
D36
D38
D40
D41
D42G
D42M

MIC Izolat MIC Izolat
degeri No degeri No
(ng/ml) (ng/ml)
0.1 B8 1 S15
1 B9 0.3 D16
0.3 D10 1 D17
1 D11 1 D18
1 D12 3 D19
1 P13 0.3 K20
0.3 K14 0.3 B22
0.3 D43 1 D53
0.1 B44 1 D52
0.3 B45 0.3 D51
1 D46G 1 D54
1 D48 1 Kivi
0.1 D49 1 Marul
0.1 D50 1 Cilek
1 D55 10 P39G

PR R R PR RE R

o
wr—\w

0.3

Izolat
No

D23
B26
D27
D28
D29
D30
D31
P39M
K47
P35

MIC degerlerine gore 55 izolattan 35 izolat 1 dozundan, 11 izolat 0.3 dozundan

ve 3 izolat 0.1 dozundan baslayarak duyarlilik gostermemislerdir.

Cizelge 4.6 Farkli iriinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarmin fluidioxonil'e karsi

ED50degerleri
lIzolat No = ED50
(pg/ml)

D1 0.3
D2 0.3
D3 0.1
D4 0.1
D5 0.1
B6 0.1
D7 1

B8 0.1
B9 0.1
D10 0.3
D11 0.3
D12 0.3
P13 0.3

K14

0.3

Izolat No

D18
D19
K20
B22
D23
B26
D27
D28
D29
D30
D31
D33
P34
D36

ED50

(ng/ml)
10

0.3
0.1
10

0.3
0.1
0.1
0.3
10
10
10
0.3

Izolat No

D40
D41
D42G
D42M
D43
B44
B45
D46G
K47
D48
D49
D50
D51
D 55

ED50

(pg/ml)
0.1

0.1
0.1
0.1
0.1

0.3
0.1
0.3
0.1
0.3
0.3
0.1

Izolat
No
D16

D17
Kivi
Cilek
Marul
P39M
P39G
D 53
D 54
D38
S15
P35
D 52

ED50

(pg/ml)
0.3

0.3
10

0.1
0.1

0.1
0.1

0.1

0.3
0.1
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Botrytis cinerea’ nin genelde domates seralarindan elde edilen 6 izolatin 10

pg/ml ED50 degerine sahip oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.7 Farkh iriinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarmmin fluidioxonil'e karsi

¢imlenmeyi engelleyici en diisiik yogunluk (MIC) degerleri

izolat MIC
No degeri
(pg/ml)
D1 0.1
D2 1
D3 0.1
D4 1
D5 0.1
B6 0.1
D7 1
D33 10
P34 10
D36 0.1
D38 0.1
D40 0.1
D41 0.1
D42G 0.1
D42M 0.1

55 izolattan 37’sinin 0.1 pg/ml

l1zolat
No

B8
B9
D10
D11
D12
P13
K14
D43
B44
B45
D46G
D48
D49
D50
D55

MIC Izolat MIC
degeri No degeri
(pg/ml) (ng/ml)
0.1 S15 1
0.1 D16 0.1
0.1 D17 0.1
0.1 D18 10
0.1 D19 10
0.1 K20 0.1
0.1 B22 0.1
0.1 D53 0.1
3 D52 0.1
0.3 D51 0.3
0.1 D(54 3
0.1 Kivi 3
0.1 Marul 0.1
0.1 Cilek 0.1
3 P39G 0.1

5 izolatin 1 pg/ml , 3 izolatin 10 pg/m, 5

izolatin 3 pg/ml ve 2 izolat1 ise 0.3 pug/ml MIC degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4. 8 Farkl iiriinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarimin pyrimethanil 'e karst ED50

degerleri

1zolat No ED50
(ng/ml)

D1 0.03

D2 3

D3 1

D4 1

D5 0.1

B 6 0.1

D7 1

B8 0.1

B9 30

D10 30

D11 10

D12 30

P13 0.03

K14 30

Izolat No

D18
D19
K20
B22
D23
B26
D27
D28
D29
D30
D31
D33
P34
D36

ED50

(ng/ml)
30

10
30
30
10
1
1
3
10
3
10
0.03

Izolat No

D40
D41
D42G
D42M
D43
B44
B45
D46G
K47
D48
D49
D50
D51
D 55

ED50

(pg/ml)
1

0.01
30
10
30
10
0.3
30
10

Izolat No

D16
D17
Kivi
Cilek
Marul
P39M
P39G
D53
D 54
D38
S15
P35
D52

ED50

(ng/ml)
0.3

1
1
10
0.1
3
3
10
10
30
3
10
10
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Pyrimethanile kars1 Botrytis cinerea’ nin toplam 55 izolatindan 11 izolatin 30

png/ml, 13 izolatin da 10 pg/ml ED50 degerinde oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.9 Farkli iriinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarinin pyrimethanil 'e karsi

¢imlenmeyi engelleyici en diisiik yogunluk (MIC) degerleri

izolat No MIC Izolat No MIC Izolat No MIC Izolat No MIC
degeri degeri degeri degeri
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

D1 30 B8 10 S15 30 D23 10

D2 10 B9 30 D16 1 B26 1

D3 1 D10 30 D17 10 D27 30

D4 10 D11 30 D18 30 D28 30

D5 10 D12 10 D19 1 D29 10

B6 10 P13 10 K20 1 D30 10

D7 30 K14 0.3 B22 30 D31 10

D33 30 D43 30 D53 10 P39M 30

P34 10 B44 10 D52 10 K47 10

D36 30 B45 0.1 D51 10 P35 10

D38 30 D46G 30 D54 10

D40 30 D48 1 kivi 30

D41 30 D49 10 Marul 0.1

D42G 30 D50 10 Cilek 30

D42M 10 D55 10 P39G 30

MIC degerlerine gore 55 izolattan 22°si 30 pg/ml dozundan, 6 izolat 1 pg/ml
dozundan , 24 izolat 10 pg/ml dozundan, 2 izolat 0.1 pg/ml dozundan ve 1 izolati ise

0.3 pg/ml dozundan baslayarak gelisim gdstermemislerdir.

Cizelge 4.10 Farkli iirinlerden alinmig B.cinerea izolatlarinin boscalid+pyraclostrobin etkili

maddelerine kars1 ED50 degerleri

Izolat No ED50 Izolat No ED50 Izolat No ED50 Izolat No ED50
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
D1 10 D18 10 D40 10 D16 3
D2 1 D19 3 D41 0.03 D17 3
D3 3 K20 1 D42G 0.01 Kivi 1
D4 10 B22 3 D42M 0.01 Cilek 1
D5 10 D23 10 D43 0.01 Marul 1
B6 1 B26 0.01 B44 3 P39M 30
D7 0.01 D27 3 B45 3 P39G 1
B8 0.01 D28 1 D46G 0.01 D (53 1
B9 1 D29 3 K47 3 D (54) 1
D10 0.01 D30 0.01 D48 3 D38 1
D11 1 D31 0.01 D49 0.01 S15 3
D12 1 D33 0.01 D50 3 P35 3
P13 0.03 P34 0.03 D51 0.01 D 52 3

K14 1 D36 3 D 55 0.01
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Boscalid+pyraclostrobin karigiminda 6 izolat 10 pg/ml ED50 degerlerine
sahipken bir izolat 30 pg/ml ED50 degerlerine sahip olmustur.

Cizelge 4.11 Farkli iiriinlerden alinnmig B.cinerea izolatlarmin boscalid+pyraclostrobin etkili

maddelerine kars1 ¢imlenmeyi engelleyici en diigiik yogunluk (MIC) degerleri

izolat MIC degeri 1zolat MIC 1zolat No MIC 1zolat No MIC
No (pg/ml) No degeri degeri degeri
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
D1 30 B8 30 S15 10 D23 30
D2 30 B9 10 D16 10 B26 10
D3 10 D10 3 D17 10 D27 10
D4 30 D11 3 D18 30 D28 30
D5 30 D12 10 D19 30 D29 10
B6 30 P13 10 K20 3 D30 10
D7 30 K14 3 B22 10 D31 10
D33 3 D43 10 D53 10 P39M 30
P34 10 B44 10 D52 30 K47 10
D36 30 B45 10 D51 10 P35 30
D38 3 D46G 30 D54 10
D40 30 D48 10 Kivi 10
D41 30 D49 10 Marul 3
D42G 30 D50 10 Cilek 30
D42M 3 D55 3 P39G 3

MIC degerlerine gore 55 izolattan 25’1 10 pg/ml dozundan, 20 izolat 30 pg/ml

dozundan , 10 izolat 3 pg/ml dozundan baslayarak gelisim gostermemislerdir.

Cizelge 4.12 Farkli tiriinlerden alinmig B.cinerea izolatlarinin iprodione'a kargt ED50 degerleri

Izolat No ED50 | lIzolat No ED50 | Izolat No ED50 Izolat No ED50

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
D1 3 D18 3 D40 1 D16 0.01
D2 10 D19 3 D41 0.03 D17 3
D3 0.01 K20 3 D42G 0.01 Kivi 1
D4 0.01 | B22 3 D42M 3 Cilek 1
D5 3 D23 3 D43 1 Marul 1
B6 3 B26 0.01 | B44 1 P39M 10
D7 0.01 D27 0.01 B45 3] P39G 3
B8 0.01 D28 3 D46G 0.01 D53 3
B9 0.01 D29 0.01 K47 3] D 54 3
D10 0.01 D30 0.01 D48 0.01 D38 3
D11 3 D31 1 D49 3] S15 0.01
D12 3 D33 0.01 D50 1 P35 30
P13 1 P34 3 D51 3 D 52 3
K14 1 D36 1 D 55 0.01
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Iprodione'a kars1 21 izolat 3 pg/ml, 2 izolat 10 pg/ml ve bir izolatta 30 pg/ml
EDS50 degerlerine sahip olmustur.

Cizelge 4.13 Farkl tiriinlerden alinmig olan B.cinerea izolatlarinin iprodione'a karsi ¢imlenmeyi
engelleyici en diisiik yogunluk (MIC) degerleri
izolat MIC degeri izolat MIC degeri = izolat MIC degeri izolat = MIC degeri

No (ng/ml) No (ng/ml) No (ng/ml) No  (ng/ml)
D1 10 B8 10 S15 3 D23 10
D2 10 B9 10 D16 10 B26 10
D3 3 D10 10 D17 10 D27 10
D4 10 D11 30 D18 10 D28 10
D5 10 D12 10 D19 10 D29 10
B6 10 P13 10 K20 10 D30 10
D7 10 K14 10 B22 10 D31 10
D33 3 D43 10 D53 10 P39M 10
P34 10 B44 10 D52 10 K47 10
D36 30 B45 10 D51 10 P35 30
D38 30 D46G 30 D54 10
D40 10 D48 10 Kivi 30
D41 10 D49 10 Marul 10
D42G 10 D50 10 Cilek 3
D42M 10 D55 10 P39G 10

MIC degerlerine gore 55 izolattan 45’1 10 pg/ml dozundan, 4 izolat 3 pg/ml
dozundan, 6 izolat 30 pg/ml dozundan dozundan baglayarak gelisim

gostermemislerdir.

Cizelge 4.14 Farkli iriinlerden alinmis B.cinerea izolatlarimin pyrimethanil+fluopyram etkili
maddelerine kars1 ED50 degerleri

Izolat ED50 Izolat ED50 Izolat No ED50 Izolat No ED50
No (pg/ml) No (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
D1 10 D18 3 D40 0.03 D16 3
D2 1 D19 3 D41 0.03 D17 3
D3 0.01 K 20 0.01 D42 (govde) 0.01 Kivi 1
D4 0.01 B 22 0.01 D42 0.01 Cilek 1
D5 10 D23 3 D43 3 Marul 3
B 6 0.01 B 26 0.01 B44 3 P39M 3
D7 0.01 D 27 0.01 B45 3 P39G 3
B8 0.01 D28 1 D46 0.01 D53 3
B9 0.01 D 29 0.01 K47 3 D 54 3
D10 0.01 D 30 0.01 D48 0.01 D38 3
D11 1 D31 1 D49 0.01 S 15 1
D12 1 D33 0.01 D50 0.01 P35 3
P13 1 P 34 3 DO 0.01 D52 3

K14 0.01 D 36 3 D 55 0.01
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Pyrimethanil+fluopyram etkili madde karisimina karst 21 izolat 3 pg/ml, 2
izolat 10 pg/ml ve bir izolatta 30 ng/ml ED50 degerlerine sahip olmustur.

Cizelge 4.15 Farkli {iriinlerden alinmig B.cinerea izolatlarinm pyrimethanil+fluopyram etkili
maddelerine karst minumum engelleyici konsantrasyon (MIC pg/ml) degerleri

izolat No MIC izolat No MIC izolat No MIC izolat No MIC
degeri degeri degeri degeri
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (png/ml)

D1 10 B8 10 S15 1 D23 10

D2 30 B9 10 D16 30 B26 10

D3 1 D10 3 D17 10 D27 10

D4 1 D11 10 D18 10 D28 10

D5 10 D12 10 D19 10 D29 3

B6 10 P13 10 K20 10 D30 3

D7 1 K14 30 B22 10 D31 10

D33 10 D43 10 D53 10 P39M 1

P34 10 B44 10 D52 3] K47 10

D36 30 B45 30 D51 10 P35 30

D38 3 D46G 30 D54 10

D40 10 D48 10 kivi 3

D41 10 D49 3 Marul 10

D42G 10 D50 10 Cilek 3

D42M 10 D55 10 P39G 30

MIC degerlerine gore 55 izolattan 33’1 10 pg/ml dozundan, 5 izolat 1 pg/ml
dozundan, 8 izolat 30 ug/ml dozundan, 8 izolat 3 pg/ml dozundan baslayarak gelisim

gostermemiglerdir.

EDso degerlerine gore fungisitlerin B. cinerea izolatlarinin miselyal gelisimine
etkileri, oldukga farkli diizeylerde oldugu goriilmiistiir. Pyrimethanil’in B. cinerea
izolatlarinin  miselyal gelisimini yiiksek doz olan 10-30 pg/ml’de dahi
engelleyemedigi ortaya ¢ikmistir. Onu sirayla iprodione, boscalid+ pyraclostrobin ve
fluopyram+ pyrimethanil izlemistir. Fenhexamid, boscalid +pyraclostrobin ve
fluopyram +pyrimethanil diisik doz olan 0.03-0.1 pg/ml’de fungusun gelisimini
engelledikleri goriilmektedir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.16 B. cinerea izolatlarinin ED50 degerlerine (ng/ml) gore sayisal ve oransal dagilimlari (%)

Fungisitler

Fludioxonil
Pyrimethanil
Iprodione
Boscalid+
Pyraclostrobin

Fenhexamid

Fluopyram+
Pyrimethanil

55

55

55

55

55

55

Izolat
sayisl1

<0,01
0

0,01-0,03
0

18
%32.72

17
%30.90

24
%43.63

25
%45.45

ED50 degerlerine gore izolatlarin sayisal ve oransal dagilimlar (%)

0,03-0,1 0,1-0,3 0,3-1 1-3 3-10
0 38 23 8 0
%69.09 %41.81 %14.54
6 0 13 20 22

%10.90 %23.63 %36.36 %40
1 0 0 34 25
%1.81 %61.81 %45.45
17 0 0 31 22

%30.90 %56.36 %40
24 5 4 0 0
%43.63 99.09 %7.27
9 0 0 28 20
%16.36 %50.90 %36.36

10-30

3
%5.45

23
%41.81

2
%3.63

5
%9.09

0

%3.63

>30
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4.4 Ayiricr dozlarla Botrytis cinerea izolatlarin bazi fungisitlere olan

duyarhlik diizeylerinin sonuclari

B.cinerea izolatlarinin fungisitlere karsi olan duyarlilik azaliglarini belirlemek
icin ikinci bir caligma da ayrici dozlarla yapilmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 da

asagidaki ¢izelgelerde verilmistir.

Cizelge 4.17 Farkli iiriinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarimin fludioxonil ‘e kars1 ayiric1 dozlarla

belirlenen ED50 degerleri

Izolat No ED50 Izolat No ED50 Izolat No ED50 Izolat No ED50
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
D1 01 D18 10 D40 1 D16 0.3
D2 1 D19 0.3 D41 0.3 D17 0.3
D3 0.1 K20 0.3 D42G 1 Kivi 0.3
D4 0.3 B22 0.3 D42M 0.3 Cilek 0.3
D5 0.3 D23 0.3 D43 0.3 Marul 0.1
B6 0.3 B26 0.3 B44 0.3 P39M
D7 0.3 D27 0.3 B45 0.3 P39G
B8 1 D28 0.3 D46G 0.3 D53 0.1
B9 0.3 D29 0.1 K47 0.1 D 54 1
D10 01 D30 0.3 D48 0.3 D38 0.1
D11 1 D31 1 D49 0.3 S15 1
D12 0.3 D33 1 D50 0.3 P 35 0.3
P13 0.3 P34 0.3 D51 1 D52 0.3
K14 1 D36 1 D 55 0.3

ED50 degerlerine gore toplam Botrytis cinerea’ nin 55 izolatindan 6rnek olarak D18,
B8, P39M ve D 54 dayanikli izolat D10, K47, D29 ve D52 duyarli izolat olarak

belirlenmigtir.
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Cizelge 4.18 Farkl tiriinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarinin fenhexamid ‘e karsi ayirici

dozlarla belirlenen EDsq degerleri

Izolat ED50 Izolat ED50 Izolat ED50 Izolat ED50
No (pg/ml) No (ng/ml) = No (pg/ml) No (ng/ml)
D1 0.3 D18 0.3 D40 0.3 D16 0.3
D2 0.3 D19 0.3 D41 0.3 D17 0.3
D3 0.3 K20 0.3 D42G 0.3 Kivi 1

D4 0.1 B22 0.3 D42M 0.1 Cilek 0.3
D5 0.3 D23 0.3 D43 0.1 Marul 0.3

B 6 0.3 B26 0.3 B44 0.3 P39M 0.3
D7 0.3 D27 0.1 B45 0.3 P39G 0.3
B8 0.3 D28 0.1 D46G 0.3 D 53 1

B9 1 D29 0.1 K47 0.3 D 54 0.3
D10 0.1 D30 1 D48 0.3 D38 0.3
D11 0.3 D31 0.3 D49 0.3 S15 0.3
D12 1 D33 0.3 D50 1 P 35 0.3
P13 0.3 P34 0.1 D51 0.3 D 52 1
K14 0.3 D36 0.3 D55 0.3

EDsp degerlerine gore toplam 7 Botrytis cinerea izolatinin fenhexamidin 1

ng/ml dozunda gelisebildigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.19 Farkli iiriinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarinin pyrimethanil 'e karsi ayiric

dozlarla belirlenen EDs, degerleri

1zolat ED50 1zolat ED50 1zolat ED50 I1zolat ED50
No (ng/ml) No (ng/ml) | No (ng/ml) No (ng/ml)
D1 30 D18 30 D40 3 D16 30
D2 30 D19 30 D41 30 D17 30
D3 0.1 K20 30 D42G 30 Kivi 0.1
D4 3 B22 3 D42M 0.1 Cilek 30
D5 30 D23 30 D43 30 Marul 0.1

B 6 0.1 B26 3 B44 30 P39M 3

D7 30 D27 30 B45 0.1 P39G 3

B8 3 D28 30 D46G 30 D 53 30
B9 3 D29 10 K47 3 D 54 30
D10 30 D30 3 D48 0.1 D38 30
D11 30 D31 3] D49 3 S15 3
D12 3 D33 0.1 D50 3 P 35 30
P13 3 P34 30 D51 30 D52 3
K14 30 D36 0.1 D 55 0.1

EDso degerlerine gore toplam 25 Botrytis cinerea izolatinin pyrimethanil’in 30

pg/ml dozunda gelisebildigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.20 Farkli iriinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarinin iprodione'a karsi ayirici

dozlarla belirlenen EDsq degerleri

Izolat ED50 Izolat ED50 Izolat ED50 Izolat ED50
No (ng/ml)  No (ng/ml)  No (ng/ml) | No (ng/ml)
D1 0.1 D18 3 D40 10 D16 0.1
D2 10 D19 3 D41 0.1 D17 0.1
D3 0.1 K20 0.1 D42G 0.1 Kivi 0.1
D4 0.1 B22 0.1 D42M 10 Cilek 1
D5 0.1 D23 0.1 D43 30 Marul 0.1
B 6 10 B26 0.1 B44 0.1 P39M 30
D7 0.1 D27 0.1 B45 0.1 P39G 10
B8 0.1 D28 0.1 D46G 0.1 D53 0.1
B9 0.1 D29 0.1 K47 0.1 D 54l 30
D10 0.1 D30 10 D48 10 D38 0.1
D11 10 D31 0.1 D49 0.1 S15 0.1
D12 30 D33 30 D50 0.1 P 35 30
P13 30 P34 0.1 D51 0.1 D 52 0.1
K14 0.1 D36 0.1 D 55 10

EDsy degerlerine gére toplam 9 Botrytis cinerea izolatinin iprodione’nun 10

ug/ml dozunda ve 7 izolatinda da 30 ng/ml dozunda gelisebildigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.21 Farkli iriinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarinin boscalid+pyraclostrobin

etkili maddelerine karsi ayirici dozlarla belirlenen EDsy degerleri

Izolat ED50 Izolat ED50 Izolat ED50 Izolat ED50
No (ng/ml) No (ng/ml) No (ng/ml) No (ng/ml)

D1 10 D18 1 D40 10 D16 3
D2 10 D19 1 D41 1 D17 1
D3 1 K20 1 D42G 10 Kivi 0.1
D4 1 B22 1 D42M 1 Cilek 1
D5 1 D23 1 D43 1 Marul 1
B 6 1 B26 1 B44 1 P39M 10
D7 1 D27 1 B45 1 P39G 10
B8 0.1 D28 1 D46G 1 D 53 1
B9 1 D29 3 K47 1 D 54 1
D10 1 D30 3 D48 1 D38 1
D11 1 D31 0.1 D49 1 S15 1
D12 1 D33 3 D50 1 P 35 1
P13 10 P34 10 D51 1 D 52 1
K14 10 D36 1 D 55 1

EDsy  degerlerine  gore toplam 9  Botrytis cinerea  izolatinin
boscalid+pyraclostrobin’nin 10 pg/ml dozunda gelisebildigi gorilmiistiir.
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Cizelge 4.22 Farkh firiinlerden izole edilen B.cinerea izolatlarinin pyrimethanil+fluopyram

etkili maddelerine kars1 ayirict dozlarla belirlenen EDsy degerleri

Izolat ED50 1zolat ED50 I1zolat ED50 1zolat ED50
No (ng/ml) No (ng/ml) No (ng/ml) No (ng/ml)

D1 10 D18 3 D40 3 D16 10
D2 3 D19 3 D41 3 D17 3
D3 0.1 K20 3 D42 (govde) 3 Kivi 3
D4 3 B 22 3 D42 (meyve) 3 Cilek 1
D5 3 D 23 3 D43 0.1 Marul 3
B6 3 B 26 3 B44 3 P39 (meyve) 3
D7 3 D 27 3 B45 0.1 P39 (govde) 3
B8 0.1 D 28 3 D46G 3 D53 3
B9 3 D 29 0.1 K47 0.1 D54 3
D 10 3 D 30 0.1 D48 10 D38 3
D11 3 D31 0.1 D49 3 S15 0.1
D12 3 D 33 0.1 D50 3 P35 3
P13 3 P 34 3 D51 3 D 52
K 14 3 D 36 3 D55 10

EDsy  degerlerine  gore toplam 4  Botrytis cinerea izolatinin

pyrimethanil+fluopyram’in 10 pg/ml dozunda gelisebildigi goriilmiistiir.

EDsy degerlerine gore fungisitlerin B. cinerea izolatlarmin miselyal gelisimine
etkileri, oldukg¢a farkli diizeylerde oldugu goriilmiistiir. Pyrimethanil’in B. cinerea
izolatlarinin miselyal gelisimini yliksek doz olan 10-30 pg/ml’de dahi
engelleyemedigi ortaya cikmistir.Onu sirayla Iprodione, Fluopyram+ Pyrimethanil
Bocalid+  Pyraclostrobin  izlemistir.Fenhexamid, Fludioxonil, = Boscalid
+Pyraclostrobin ve Fluopyram +Pyrimethanil diisik doz olan 03-0.1 pg/ml’de

engelledikleri goriilmektedir.
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Cizelge 4.23 B. cinerea izolatlarinin ayirici dozlarla belirlenen ED50 degerlerine (ng/ml) gore sayisal ve oransal dagilimlari (%)

Fungisitler

Fludioxonil

Pyrimethanil

iprodione

Boscalid+
Pyraclostrobin

Fenhexamid

Fluopyram+
Pyrimethanil

Izolat sayis1

55

55

55

55

55

55)

<0,01

ED50 degerlerine gore izolatlarin sayisal ve oransal dagilhimlari (%)

0,01- 0,03- 0,1- 0,3- 1-3 3-10
0,03 0,1 0,3 1
0 0 40 46 14 0
%72.72 %83.63 %25.45
0 8 0 0 17 18
%014.54 9%30.90 %032.72
0 36 0 1 3 10
%065.45 %01.81 905.45 9%018.18
0 0 3 0 43 13
%5.45 %78.18 9623.63
0 0 48 46 7 0
%87.27 2%83.63  %12.72
0 0 10 1 41 43
9%18.18 %01.81 %74.54 %78.18

10-
30

28
%050.90

16
%029.09

9
%016.36

%7.27

>30
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Boscalid+ Pyradostrobin 0.1 pz/mal Pyrimethanil+ Fluopyram 01 pgm

Iprodione 0.1 ug/ml Pyrimethanil 30 pg/ml

Sekil 4.3 Ayirict dozlarla fungisitlerin Botrytis cinerea izolatlarinin miselyal gelisimine etkileri
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Fludioxonil ve fenhexamide disiik dozda (0.3 pg/ml) B.cinerea izolatlarinin miseyal
gelisimini etkilemistir. Boscalid+ Pyraclostrobin ve Pyrimethanil+ Fluopyram yiiksek dozda
(1 ug/ml ) B.cinerea izolatlarmin miseyal gelisimini etkilemistir. Iprodione diisiik dozda (0.1
pg/ml) da B.cinerea izolatlarinmin  miseyal gelisiminine etkile iken pyrimethanil yiiksek
dozda dahi (30 pg/ml) cok fazla etkili olmadig1 gorilmiistiir.

4.5 In vivo kosullarda meyve testleri sonuclari

Fungisitlerin in vitro c¢alismalar sonucunda B cinerea’nin genel olarak
fungisitlere en dayanikli ve en duyarl izolatlar1 se¢ilmis ve bu izolatlarla meyveler
iizerinde testler yiiriitiilmiistiir. /n vivo kosullarda domates meyveleri iizerinde
testlenen fungisitlerin 6nerilen dozlar1 (tam doz), 6nerilen dozun yarist ve 1.5 kati
olarak uygulanmistir. Denemede kullanilan fungsitler ve dozlan c¢izelge 4.24’de

verilmistir.

Cizelge 4.24 Denemede kullanilan fungisitler ve dozlari

Fungisitler 1/2doz Tam doz 1.5 kat doz
(Oneri dozu)
Fenhexamid 50 100 ml/100 I su 150
Pyrimethanil 62,5 125 g/100 su 187,5
Pyrimethanil+Fluopyram 37,5 759/100 I su 112,5
Boscalid+pyraclostrobin 75 150g/100 I su 225
Iprodione 37,5 75 g/100I su 1125

Fludioxonil 150 300 g/100I su 450
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B.cinerea izolatlarinin ¢iiriiklik gelisimi tizerindeki etkileri(%)

Fungisitler

Pyrimethanil+Fluopyram

Fungisitler

Pyrimethanil

Fungisitler

Iprodione

Dozlar

Tam **

Yarim**

1.5 Kat**

Kontrol

Dozlar

Tam

Yarim

1.5 Kat

Kontrol

Dozlar

Tam

Yarim

1.5 Kat

Kontrol

*li¢ tekerriiriin ortalamasi . **0nerilen dozun tami

dozun 1.5 kat1

Ciiriikliik gelisimi %
D16(Dayanikli) D3Duyarl)
7500 b 66,67 a
66,67 b 75,00 ab
75,00 b 8333 b
100 b 100 b

Ciiriikliik gelisimi %

P35(Dayanikli) Marul(Duyarh)
100,00 b 66,67 a
100,00 b 83,33 ab
100,00 b 9167 ab
100 b 100 b

Ciirikliik gelisimi %
S15(Dayamkli) K14(Duyarh)
75,00 b 83,33 a
100,00 b 91,67 a
8334 b 58,33 b
100 b 100 b

**dnerilen dozun yarisi

**Gnerilen



64

Cizelge 4.25 Domates meyveleri lizerinde farkli fungisitlerin varlifinda dayanikli ve duyarl

B.cinerea izolatlarinin ¢iiriikliik gelisimi tizerindeki etkileri(%) (devami)

Fungisitler Dozlar Ciiriikliik gelisimi %
Kivi (Dayamkl) D28 (Duyarl)
Tam 66,67 a 46,67 a
Yarim 66,67 ab 66,67 a
Fenhexamid
1.5 Kat 60,00 ab 50 a
Kontrol 100 b 100 b
Fungisitler Dozlar Curiikliik gelisimi %
D18 (Dayamkli) K47 (Duyarh)
Tam 50,00 a 41,67 a
Fludioxonil Yarim 91,67 a 58,33 a
1.5 Kat 16,67 a 33,33 a
Kontrol 100 b 100 b
Fungisitler Dozlar Curiikliik gelisimi %
P13 (Dayamkh) B8 (Duyarh)
Tam 100,00 b 75,00 b
Boscalid+Pyraclostrobin Yarm 9167 b 100,00 b
1.5 Kat 100,00 b 100,00 b
Kontrol 100 b 100 b
*{i¢ tekerriirlin ortalamasi . **6nerilen dozun tami **gnerilen dozun yarisi **gnerilen

dozun 1.5 kat1
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Fenhexamide fungisit uygulamasinda kullanilan 3 dozda D28 duyarli izolatta
clriikliik gelisimi %46.66 ve %66.67 arasinda ve kividen izole edilen dayanikli
izolatta %60.67 ve % 66.67 arasinda kontrola gore engelledigi belirlenmistir.
Fludioxonil uygulamasinda kullanilan 3 dozda K47 duyarl izolatta ¢iiriikliikk gelisimi
%33.33 ve %41.67 arasinda ve D18 dayanikli izolatta 9%16.67 ve %91.67 arasinda

kontrola gore belirlenmistir.

Signum (boscalid+pyraclostrobin) uygulamasinda kullanilan 3 dozda P13
duyarli izolatta ¢iirikliik gelisiminin %91.67 ve %100 arasinda ve B8 dayanikli
izolatta %75 ve %100 arasinda oldugu belirlenmistir. Luna (pyrimethanil+fluopyram)
uygulamasinda kullanilan 3 dozda D16 duyarli izolatta ¢iiriiklikk gelisimi %66.67 ve
%75 arasinda ve D3 dayanikli izolatta %66.67 ve %83.33 arasinda kontrole gore
belirlenmistir. Pyrimethanil fungisit uygulamasinda kullanilan 3 dozda P35 duyarh
izolatda ciiriiklik gelisimi 100 ve Marul dayanikli izolatta %66.67 ve %91.67
arasinda kontrole gore belirlenmistir. Iprodione fungisit uygulamasinda kullanilan 3
dozda K14 duyarli izolatta ¢iirtikliik gelisimi %58.33 ve %91.67 arasinda ve S15
dayanikli izolatta %75 ve %100 arasinda kontrola gore belirlenmistir. Elde edilen
bulgulara bakildiginda fenhexamid ve fludioxonilin invivo kosullarda meyveler
tizerinde daha etkili olduklar1 goriilmektedir, onlar1 pyrimethanil +fluopyram,

iprodione ve pyraclostrobin +boscalid izlemektedir.
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Pyrimethanil+Fluopyram Fludioxonil

D16 (Dayamkl) K47 (Duyarh)

Yarim Doz 1.5kat Doz
Fenhexamid Bocalid+Pyraclostrobin
D28 (Duyarh) P13(Dayanikh)

Tam Doz Kontrol Yarim Doz 1.5 kat

Sekil 4.4. Farkli fungisit uygulamalarinin 3 farkli dozunun Botrytis cinerea 'nin dayanikli ve

duyarli izolatlarimin meyve {izerindeki ¢iiriikliik gelisimine etkileri
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Iprodione Pyrimethanil

K14(Dayanikl) P35(Dayanikl)

Kontrol Tam Doz 1.5 kat Doz Yarim Doz

Sekil 4.5 Iprodione ve pyrimethanil fungisitlerinin 3 farkli dozunun Botrytis cinerea’nin

dayanikli ve duyarli izolatlarinin meyve iizerindeki ¢iiriikliik gelisimine etkileri
4.6 Dayamikh izolatlarin spor verimleri sonug¢lari

In vitro testlerde herbir fungisit icin secilen dayanikli ve duyarl izolatlarin spor

verimlerine bakilmistir. Bu testlerin sonuglari asagidaki ¢izelge 4.26° da verilmistir.

Dayanikli ve duyarli izolatlarin spor verimlerine bakildiginda g¢ogunlukla
dayanikli izolatlarin spor verimi duyarli izolatlara gore daha yiiksektir ve bu bulgu

fungisitlerin duyarlilar {izerine daha etkili olduguna gostermistir.
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Cizelge 4.26 Dayanikli ve duyarl izolatlarin spor verimlerinin karsilastiriimasi

Fungisitler

Fludioxonil

Fenhexamid

Pyrimethanil

Iprodione

Boscalid+
Pyraclostrobin

Pyrimethanil+
Fluopyram

Dayanikh izolatlar

D18
P39m
B8
D51

Dayanikh izolatlar

B9

D30
D52
D50
Kivi

Dayanikh izolatlar

D1

K14
D18
P35

Dayanikh izolatlar

D2
P13
K14
P39m

Dayanikh
Izolatlar
D1
P13
K14
P34
P399

Dayamkl
Izolatlar
D1
D16
D48
K14

*li¢ tekerriirin ortalamasi

Spor
Verimi(spor/ml)*

1,8 x10°
5x10°
2x10°
5,5 x10°

Spor
Verimi(spor/ml)*

5
3 x10
6,5 x10°

5
5 x10

5
6x10

5
1 %10

Spor
Verimi(spor/ml)*

1,05 x10
5
9,5x10
1,8 x10°
1,5 x10°

Spor

Verimi(spor/ml)*
ol

1,5 x10

3.5x10°

9,5x10°

5%10°

Spor Verimi
(spor/ml)*
6
1,1 x10
5
3,5 x10
9,5 x10"
1,5 x10°
3,5%10°

Spor
Verimi(spor/ml)*
6
1,1 x10
5
1,5 x10
3,0 x10°
9,5 x10°

Duyarh izolatlar

D10
D29
K47
D53

Duyarh izolatlar

D10
D28
D42m
P34
B22

Duyarh izolatlar

D3

B6
D42m
Marul

Duyarh izolatlar

S15
Marul
Kivi
B44

Duyarh izolatlar

Kivi
B8

D31
D54
B45

Duyarh Izolatlar

S15
B45
D43
D3

Spor Verimi(spor/ml)

4,0x10°
3,5¢10°
3,0x10°
24%10°

Spor Verimi(spor/ml)

5
4,0x10

5
1,5¢10
6,5%10°

5
1,5%10
0,0

Spor Verimi(spor/ml)

5
6,0 <10
5
7,5 x10
6,5x10°
3,5%10°

Spor Verimi

4510
3,5%10°
1,0 x10°
40 x10°

Spor Verimi (spor/ml)

1,0 x10°
2,0 x10°
3,5%10°
00

5
1x10

Spor Verimi(spor/ml)

5
45 x10
6
11x10
5
2,0x10
2.5%10°



69
4.7 Dayanikh izolatlarin miselyal gelisme (bilyiime) hiz1 sonuclar:

In vitro testlerde herbir fungisit i¢in secilen dayanikli ve duyarli izolatlarin

miselyal gelisme hizlarina bakilmistir. Bu testlerin sonuglar1 asagidaki ¢izelge 4.27°

da verilmistir.

Cizelge 4.27 Dayanikli ve duyarli izolatlarin miseyal gelisme hiz1 karsilastirmasi

Boscalid+ Dayamkh Ortalama Duyarh izolatlar Ortalama Cap(mm)
Pyraclostrobin izolatlar Cap(mm)*
D1 53 Kivi 34
P13 46.9 B8 53.6
K14 51.3 D31 57
P34 49.1 D54 55.4
P399 53.6 B45 46.2
Pyrimethanil+ Dayamkh Ortalama Duyarh izolatlar Ortalama Cap(mm)
Fluopyram izolatlar Cap(mm)*
D1 53 S15 49.2
D16 51.4 B45 55.4
D48 48.2 D43 51.4
K14 51.3 D3 43
Fludioxonil Dayamkh Ortalama Duyarh izolatlar Ortalama Cap(mm)
izolatlar Cap(mm)*
D18 55.4 D10 48.7
P398m 52.1 D29 45.8
B8 53.6 K47 48.9
D51 47.1 D53 48
Fenhexamid Dayamkh Ortalama Duyarh izolatlar Ortalama Cap(mm)
izolatlar Cap(mm)*
B9 56.2 D10 48.7
D30 34.9 D28 51.2
D52 52 D42m 54.4
D50 54.6 P34 49.1
Kivi 34 B22 41.4

*Ui¢ tekerriiriin ortalamasi
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Cizelge 4.27 Dayanikli ve duyarli izolatlarin miseyal gelisme hizi karsilastirmasi (devamu)

iprodione Dayamkh izolatlar Ortalama Duyarh izolatlar Ortalama Cap(mm)
Cap(mm)*
D2 52.1 S15 49.2
P13 46.9 Marul 47.4
K14 51.3 Kivi 34
P39m 52.1 B44 57.6
Pyrimethanil Dayanmkh izolatlar Ortalama Duyarh izolatlar Ortalama Cap(mm)
Cap(mm)*
D1 53 D3 43
K14 51.3 B6 54.8
D18 55.4 D42m 54.4
P35 49.6 Marul 47.4

*li¢ tekerriirlin ortalamasi
Dayanikli ve duyarli izolatlarin miselyal gelisme hizina bakildiginda genel
olarak dayanikli izolatlarin ortalama ¢aplar1 duyarlilara gére daha yiiksektir ve bu

bulgu fungisitlerin duyarlilar {izerine daha etkili olduguna ispatlanmustir.

4.8 Dayanikl izolatlarin virulenslik sonuglari

Cizelge 4.28 Domates meyveleri lizerinde farkli fungisitlerin varliginda dayanikli ve duyarlt

B.cinerea izolatlarinin yara ¢ap1 tizerindeki etkileri

Fungisitler Dozlar Yara Capi (mm)*
Kivi (Dayanikli) D28(Duyarl)
Fenhexamid Tam ** 11,46 9,57
Yarim** 14,9 12,29
1.5 Kat** 9,57 7,08
Kontrol 20,99 20
*{i¢ tekerriiriin ortalamasi **6nerilen dozun tami **Onerilen dozun yarisi **dnerilen dozun

1.5 kat1
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Cizelge 4.28 Domates meyveleri iizerinde farkli fungisitlerin varliginda dayanikli ve duyarh

B.cinerea izolatla rinin yara gapi tizerindeki etkileri(devami)

Fungisitler Dozlar Yara Capi (mm)*
D18(Dayanikl) K47(Duyarh)
Fludioxonil Tam** 4,16 6,65
Yarim** 8,33 8,11
1.5 Kat** 3.3 54
Kontrol 21,16 19,99
Fungisitler Dozlar Yara Cap1 (mm)*
B8(Duyarlr)
P13(Dayamikl)
Tam ** 13,74 17,28
Yarim** 14,37 17,54
Boscalid+Pyraclostrobin
1.5 Kat** 11,06 14,91
Kontrol 18,99 17,32
Fungisitler Dozlar Yara Capi (mm)*
D16(Dayanikli) D3(Duyarly)
Pyrimethanil+Fluopyram Tam ** 14,37 13,11
Yarim** 15,22 16,25
1.5 Kat** 9 9,76
Kontrol 11,16 16,36
Fungisitler Dozlar Yara Cap1 (mm)*
P35 (Dayamkli)
Marul (Duyarlr)
Tam ** 19,16 13,12
Pyrimethanil Yarim** 19,58 13,95
1.5 Kat** 15,40 7,91
kontrol 20,16 16,33
Fungisitler Dozlar Yara Cap1 (mm)**
S15(Dayamikli) K14(Duyarl)
Tam ** 14,58 12,07
_ Yarim** 21,87 18,57
Iprodione
1.5 Kat** 13,74 8,95
kontrol 21 19,99
*{i¢ tekerriiriin ortalamasi **6nerilen dozun tami **Onerilen dozun yarisi **Onerilen dozun

1.5 kat1
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Dayanikli ve duyarli izolatlarinin fungisit uygulamasinda yara ¢aplar1 iizerinde
etklilerine bakildiginda dayanikli izolatlarin ortalam yara g¢aplar1 duyarlilara gore
daha yiiksektir ve bu sonug¢ fungisitlerin duyarhlar iizerinde daha etkili olduguna

isaret etmektedir.

4.9 Botrytis cinerea izolatlarin fenotipik farklihiklari sonuclar:

Botrytis cinerea izolatlari genel olarak MM besi yerinde yiizeye yapisik
gelisirken, PDA besi yerinde havai gelismektedir. Sklerot ulusumuna bakildiginda
PDA besi yerinde bol miktarda olusum goriilitken MM besi yerinde daha az
goriilmektedir. Botrytis cinerea izolatlarinin makroskobik ve mikroskopik

ozelliklerine gore bakildiginda 10 morfolojik tiir oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.29 PDA ve MM ortamlarinda tek sporlar1 gelistirilen izolatlarin makroskobik (koloni gelisimi, rengi ve sklerot) ve mikroskobik (konidi

biiyiikliikleri) olarak morfolojik 6zelliklerinin karsilastiriimast

izolat No MM PDA
Koloni Rengi  Koloni = Sporulasiyon = Sklero Koloni Koloni Sporulasiyon Sklerot
Gelisimi t Rengi Gelisimi
D1 Koyu Gri Havai Hizli + Koyu Gri Havai Hizli +
D2 Acik Gri Havai Hizli + Koyu Gri Havai Hizli +
D3 Acik Gri Havai Yavag - Koyu Gri Havai Hizli +
D4 Acik Gri Yapisik Hizli + Koyu Gri Havai Hizlt +
D5 Acik Gri Yapisik Hizli - Koyu Gri Havai Yavas +
B6 Acik Gri Yapisik Hizli + Koyu Gri Yapisik Yavag +
D7 Koyu Gri Yapisik Yavag - Koyu Gri Yapisik Yavas +
B8 Acik Gri Yapisik Yavag + Koyu Gri Havai Yavas +
B9 Acik Gri Yapisik Yavas + Acik Gri Yapisik Yavag _
D10 Acik Gri Yapisik Yavas + Acik Gri Yapisik Yavas +
D11 Acik Gri Yapisik Yavag - Koyu Gri Havai Hizli +
D12 Acik Gri Yapisik Yavag - Koyu Gri Havai Yavas +
P13 Acik Gri Havai Hizli - Acik Gri Havai Yavas +
K14 Acik Gri Havai Yavag - Koyu Gri Havai Hizli +
S15 Aciik Gri Yapisik Hizli + Acik Gri Havai Yavas +
D16 Acik Gri Yapisik Hizli - Koyu Gri Havai Yavas +
D17 Koyu Gri Havai Hizli + Koyu Gri Havai Hizli +
D18 Acik Gri Yapisik Yavag + Koyu Gri Havai Yavas +
D19 Acik Gri Yapisik Hizli - Koyu Gri Havai Yavas +
K20 Acik Gri Yapisik Yavag - Koyu Gri Havai Hizli +
D53 Acik Gri Yapisik Yavag - Koyu Giri Yapisik Hizli -
D52 Acik Gri Havai Yavag - Acik Gri Havai Hizli -
D51 Acik Gri Yapisik Hizli - Koyu Gri Havai Yavas +
D55 Acik Gri Yapisik Yavas - Koyu Gri Havai Hizli +
B22 Koyu Gri Havai Hizli + Koyu Gri Havai Yavas +
D23 Koyu Gri Havai Hizli - Koyu Gri Havai Yavas +



74

Cizelge 4.29 PDA ve MM ortamlarinda tek sporlar1 gelistirilen izolatlarin makroskobik (koloni gelisimi, rengi ve sklerot) ve mikroskobik (konidi

biiyiikliikleri) olarak morfolojik 6zelliklerinin karsilastirilmasi (Devami)

izolat No MM PDA
Koloni Rengi ~ Koloni = Sporulasiyon = Sklero Koloni Koloni Sporulasiyon Sklerot
Gelisimi t Rengi Gelisimi
B26 Acik Gri Yapisik Hizlt - Koyu Gri Havai Hizli +
D27 Acik Gri Havai Hizlt + Koyu Gri Havai Yavas -
D28 Agik Gri Yapigik Hizli + Koyu Gri Havai Yavag +
D29 Acik Gri Yapisik Yavas + Koyu Gri Havai Yavas +
D30 Koyu Gri Havai Hizli + Koyu Gri Havai Yavas +
D31 Acik Gri Yapisik Yavag + Koyu Gri Havai Yavas +
D33 Acik Gri Yapisik Yavas - Koyu Gri Havai Hizli +
P34 Koyu Gri Havai Hizlh - Koyu Gri Havai Hizli -
D36 Acik Gri Yapisik Hizlh - Koyu Gri Havai Hizli -
D38 Acik Gri Yapisik Yavas - Koyu Gri Havai Hizli +
D40 Acik Gri Yapisik Hizlh - Koyu Gri Havai Hizli +
D41 Acik Gri Havai Hizlt + Acik Gri Havai Hizli +
D42G Acik Gri Yapigik Hizli - Koyu Gri Havai Yavas +
D42M Acik Gri Yapisik Yavas - Koyu Gri Havai Hizli +
D43 Acik Gri Yapisik Yavasg + Koyu Gri Havai Yavasg +
B44 Acik Gri Yapisik Yavas + Koyu Gri Yapisik Yavas -
B45 Acik Gri Yapisik Yavas - Koyu Gri Havai Hizli +
D46G Koyu Gri Havai Yavas - Koyu Gri havai Hizli +
K47 Koyu Gri Yapisik Yavasg + Koyu Gri Havai Hizli +
D48 Acik Gri Yapisik Hizlh i3 Koyu Gri Havai Hizli +
D49 Acik Gri Yapisik Yavas - Koyu Gri Havai Hizli +
D50 Acik Gri Yapisik Yavag - Koyu Gri Havai Yavag +
D54 Acik Gri Yapisik Yavag + Koyu Gri Havai Yavas +
Kivi Koyu Gri Yapisik Yavasg + Koyu Gri Havai Hizli +
Marul Acik Gri Yapisik Yavasg - Acik Gri Yapisik Hizli -
Cilek Koyu Gri Havai Hizli - Koyu Gri Havai Hizlh +
P39m Acik Gri Yapisik Yavas - Koyu Gri Havai Hizh +
P39g Acik Gri Yapisik Yavas - Koyu Gri Havai Hizli T
P35 Koyu Gri Havai Hiz1 - Koyu Gri Havai Yavas +
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Cizelge 4.30 PDA ve MM ortamlarinda tek sporlari gelistirilen izolatlarin makroskobik (koloni gelisimi, rengi ve sklerot) olarak smiflandirilmasi

Makroskobik ozelellikelr MM PDA

Koyu gri ,havai, hizh ,+ D1, D17, B22, D30 D1, D2, D3, D4, D11, K14, D17, K20, D55, B26, D33, D38, D40, D42M, B45, D46G,
K47, D48, D49, Kivi, Cilek, p39m, p39g

Acik gri, yapisik ,yavas ,- D11,D12, K20, D53,D52, D55, D50, D33, B9
D38, D49,B45,P34,P39M, P39G,Marul

Koyu gri, yapisik, yavas ,+ K47, Kivi B6, D7, D51
Acik gri, havai, hizl, + D2, D27, D41 D41
Koyu gri, havai, yavas ,+ D5, B8, D12, D16, D18, D19, D51, B22, D23, D27, D28, D29, D30, D31, D42G, D50,
D45, P35
Agik gri ,yapisik, hizl, - D5, D16, D19, D51, B26 D52
Koyu gri ,yapisik, yavas ,- D7 B44
Acik gri yapisik hizli + D4,B6, S15, D48
Koyu gri, havai, hizh,- D23,P34, Cilek, P35 P34

Agik gri ,yapisik ,yavas ,+ B9, D10, D18, D29, D43, B44, D54, Kivi D10



Cizelge 4.31.Botrytis cinerea zolatlarinin spor boyu ve en durumu

izolat No = Spor

D1
D2
D3
D4
D5
B6

D7

B8

B9

D10
D11
D12
P13
K14
S15
D16

Boyu(w)
3.7
3.6
4.2
4.1
4.4
4.1

3.9

3.8
4.3
3.6
3.7
4.4
41
3.7
4.4
4.8

Spor
Eni(p)
3.4

3

3.9
3.3

4

3.6

3.2

3.1
3.2
3

3.2
3.6
3.6
3.2
4

3.9

izolat No Spor
Boyu(w)

D23 3.6
B26 4.5
D27 4.5
D28 3.4
D29 4.1
D30 4.4
D31 4
D33 3.7
P34 3.8
D36 4.7
D38 3.9
P39M 4.2
P39G 4.5
D40 4
D41 4.1
D42M 3.9

Spor
Eni(w)
3

4.4
3.6
3.3
3.6

3

3.5

3.3
3.1
3
3
4
4.2
4
4.1
3.3

izolat

No
B22

D46G

K47
D48
D49
D50
D55
D53
D52
D51
D54

Marul

Kivi
Cilek
D18
D19
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Spor
Boyu(w)
3.7

4

3.7

35

4.7

3.6

4.5

4.2
3.6
4.3
4.3
3.3
3.7
3.6
4.5
4

Spor izolat Spor Spor
Eni(w) No Boyu(n) = Eni(n)
3.7 B44 3.7 3
3.9 B45 4.3 3.7
3.1 K20 4.1 3.6
3.2 D43 3.6 3.1
3.6 P35 3.3 3.3
3 D17 3.7 3
3.8 D42G 3.9 3.3
3.4

3.3

3.3

3.4

3

3.4

3

4

35

Cizelge 4.32 Botrytis cinerea zolatlari'nin spor boyu ve en durumuna gére siniflandirilmasi

Spor Boyu(p)

33-4

4,1-48

izolat No

D1, D2,D7, D10, D11, K14, B8,
B22, D19, B44, D46G, D52, D50,

P35, D42G, K47, Marul, D43,

Cilek

D3, D4, D5, B6, B9, D12, P13,
S15, D16, D49, D55, D53, D51,

D54, D18, K20, B45

Spor Eni(u)

3-3,5

3,6-4

izolat No

D1, D2, D4, D7, B8, B9, D10, D11, K14, K47,
D48, D50, D53, D52, D51, D54, D19, B44, D43,
P35, D17, D42G, Marul, Kivi, Cilek

D3, B6, D12, P13, D16, B22, D46G, D49, D55,
B45, K20
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MM D28 PDA D28

MM B6 PDA B6

Sekil 4.6 Botrytis cinerea izolatlarinin MM ve PDA besi yerinde gelisim farkliliklari
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4.10 Botrytis cinerea izolatlar1'nin molekiiler tanimlamasi

Morfolojik 6zellikleri g6z Guniine alinarak 6n tanisi yapilmis ve her grubun
iyesi olarak segilen B.cinerea izolatlar1 arasindaki genetik farklilik ¢izelge 3.5°de
verilen ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G) ve ITS4 (5°-TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC) primerleri ve PCR programlar ile yapilmistir. Elde edilen

elektroferez-jel goriintiisii sekil 4. 9’de verilmistir.

Sekil 4.7 ITS1 ve 1TS4ve primeri ile testlenen B.cinerea izolatlarinin PCR elektroferez-jel
goriinttisii (L: 100 bp’lik ladder ,1-12 (P13, P39M, B8, D1, D10, D17, D41, K47, P34, Kivi):
Botrytis cinerea izolatlar1,0: (-) Kontrol)

Uygulanan PCR sonucunda elektroferez-jel goriintiisinde 550 bp uzunlugunda
band elde edilmistir. Morfolojik olarak farklilik gdsteren izolatlar ayn1 bandlar
vermislerdir. Yapilan ITS1-4 sekans sonuglar1 da bu sonucu dogrular niteliktedir.

Hepsinde %100 oraninda B.cinera olarak belirlenmistir.

4.11 Botrytis cinerea’min dayanikh ve duyarh izolatlarimin arasindaki

genetik farkhihig@inmin tespiti

B.cinerea izolatlar1 arasindaki genetik farklilik c¢izelge 3.5’de verilen
Boty 442 (5-ACG GGC TAT ACG AGT ACC AAG-3’), Boty 1006 (5°-
GGTTGG CTC AGA ACT GCT CC-3’) ve F300 (5°-GCA CAA AAC CTA CAG
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AAGA-3’) , FI1500 (5-ATT CGT TTC TTG GAC T-3°) primerleri ve PCR
programlar ile yapilmistir. Uygulanan PCR sonucunda elektroferez-jel
goriintiisiinde 604 bp ve 1250 bp uzunlugunda bant elde edilmistir. Elde edilen
elektroferez-jel goriintiisii sekil 4. 8, 4.9, 4.10, 4.11 ,4.12°de verilmistir.

n L0012 3456 780101112

l -ausl 4 8 N

Sekil 4.8 Boty_442 ve Boty_1006 primerleri ile testlenen B.cinerea izolatlarinin PCR
elektroferez-jel goriintiisii (A), (BcAR-F, BcAR-R) testlenen B.cinerea izolatlarmin elektroferez-jel
goriintiisit (B) F300 ve F1500 primerleriyle (C)(L: 100 bp’lik ladder, 1-12(P13, P39M, B6, B8,
B9, B45, D7, D10, D18, D53, K14, S15): Botrytis cinerea izolatlar1,0: (-) Kontrol)
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7 8 9101112

4 56 7 8 9101112

L 01 2 3 4 5 6 7 8 91011 12

Sekil 4.9 Boty_442 ve Boty_1006 primerleri ile testlenen B.cinerea izolatlarinin PCR elektroferez-
jel gortintiisii (A), (BCAR-F, BCAR-R) testlenen B.cinerea izolatlarinin elektroferez-jel goriintiisii
(B) F300 ve F1500 primerleriyle (C)(L: 100 bp’lik ladder, 1-12(D2, D3, D42G, D19, D29, D50,
D52, D54, P35, P39G, K47, Marul): Botrytis cinerea izolatlar1,0: (-) Kontrol)



81

L 01 2 3 4 5 6 7 8 91011

604bp

L 01 2 3 4 5 6 7 8 91011

N

1250bp

01 2 3 4 5 6 7 8 91011

260bp

Sekil 4.10 Boty 442 ve Boty_1006 primerleri ile testlenen B.cinerea izolatlarinin PCR
elektroferez-jel goriintiisii (A), F300 ve F1500 testlenen B.cinerea izolatlarmin elektroferez-jel
gorlintiisit (B) BcAR-F, BcAR-R) testlenen B.cinerea izolatlarimin elektroferez-jel goriintiisii (c)
primerleriyle.(L: 100 bp’lik ladder, 1-11(D5, D12, D16, D23, D27, D30, D33, D38, D42M, P39M,
B22): Botrytis cinerea izolatlar1,0: (-) Kontrol)
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6 7 8 910111213

L 14151617181920210 -

1250
bo

L14151617181920210

6 7 8 910111213

L14151617181920210

Sekil 4.11 Boty 442 ve Boty 1006 primerleri ile testlenen B.cinerea izolatlarinin PCR
elektroferez-jel goriintiisii (A), F300 ve F1500 testlenen B.cinerea izolatlarinin elektroferez-jel
goriintiisii (B) Ve(BCAR-F, BCAR-R) testlenen B.cinerea izolatlarinin elektroferez-jel gériintiisii
(c) primerleriyle.(L: 100 bp’lik ladder, 1-22(D1, D4 ,D11, D17, D28, D31, D36, D40, D41, D42G,
D43, D46g, D48, D49, D51, D55, B26, B44, P34, Cilek, K20, Kivi): Botrytis cinerea izolatlar1,0:
(-) Kontrol)
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260bp

Sekil 4.12 ( BCAR-F, BCAR-R) testlenen B.cinerea izolatlarinin elektroferez-jel goriintiisii , (L:
100 bp’lik ladder,1-5(D38 ,D42M ,P39M ,B22)

Boty 442, Boty 1006 ve F300, F1500 primerleriyle testlenen caligmamizda
Botrytis cinerea izolatlarinda Boty elementinin varhigi P13, P39M, B6, B8, B9,
D7, D18, K14 ,S15, D2, D3, D19, D29, D50, D52, D54, P35, P39G, K47, Marul,
D5, D16, D23, D27, D30, D33, D38, D42M, B22, D1, D4, D11, D17, D36, D40,
D41, D42G, D43, , D51:: D55, , B44, P34, Cilek, K20' de ve flipper elementinin
varligi P13, B6, B8, B9, D7, D18, D2, D50, D52, P35, P39G, K47, D16, D27,
D30, D33, D38, D42M, P39M, B22, D40, D41, D42G, D43, D55 'de sekil 4. 8 ,4.
9,4.10, 4. 11°de goriildiigi gibi tespit edilemistir.

Sekil 4. 8, 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12°e bakildiginda Bc primerlerin aracilig: ile
yapilan mutagenik bolgenin tespiti ve varligi P13, P39M, B6, D2, D54, P35,
P39G, K47, D5, D12, D16, D27, D30, D33, D38, D42M, B22, D17, D40, D42G,
D51, P34 ve Cilek'te tespit edilmistir.

Sonuglara bakildiginda toplam 55 izolattan 44 izolatta boty elementi 25 izolatta
flipper elementi ve 24 izolatta hem boty hem flipper elementinin varligi tespit

edilmistir.

Elde edilen bulgular sonucunda izolatlarin %80’inde boty ve %45,45’inde
flipper, ayrica izolatlarin %43,63'inde hem boty hem flipper elementinin varlig
belirlenmistir. Bu bulgular neticesinde izolatlarin %80 dayanikli oldugu

ispatlanmig ve %41,81'inde mutagenik bolgenin (G143a) oldugu belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Son yillarda artan sera sebzeciligi, yetistiricilik agisindan biiyiik potansiyele
sahiptir. Ulke ekonomisinde c¢ok onemli ve mutfaklarin vazgecilmezi olan
sebzeler, yetistiriciligi yapilan bolgelerde ¢iftcilerin 6nemli gelir kaynaklarindan

birisini olusturmaktadir (Ozay ve Askin, 2006).

Tirkiye ortii alti yetistiriciligi onemli bir gelisme siireci i¢indedir ve
sebzeler bunlar i¢inde ¢ok biiyiik bir paya sahiptir. Ancak bu kiiltiir bitkilerinin
uzun yillar ayni seralarda yetistirilmesi, sera kosullarinin iyi olmamasi, yeterli
havalandirma yapilmamast ve kiiltiirel Onlemleri uygulamada titizlik
gosterilmemesi, bilingsizce ve yanlis yapilan kimyasal miicadele sonucu seralarda
kursuni kif hastaligina neden olan Botrytis cinerea Pers.:Fr. etmeni 6nemli bir

sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Kursuni kiif hastaligi her bitkide birbirinden farkli belirtilere neden
olmaktadir. Hastalik gévde ve meyvelerde zarar meydana getirmektedir. Fungal
patojenlerin ¢ogu smirli konukgu dizisine sahipken, B. cinerea pek c¢ok iirlinde
kursuni kiif hastaligina sebep olup kok, yaprak, cicek, meyve gibi bitki
kisimlarinda yaygin olarak bulunmaktadir. B. cinerea 0°C iizerindeki sicakliklarda
etkili bir sekilde gelisme yeteneginde olmasi, soguk hava depolarinda ve taginma
sonrasinda fiiriinler igin énemli sorunlar meydana getirmektedir. Infeksiyonun
sekli ve zamani bitki tiirlerine ve etkilenen bitki kisimlarina bagli olarak

degisebilmektedir (Droby and Litcher, 2004).

Calismamizin ilk boliimiinde Ortlialt1  yetistiriciliginin - yaygin olarak
yapildigi Antalya, Mugla ve Izmir illerinden domates, biber, kabak, kivi, marul,
hiyar, cilek, ve patlican bitkilerinden toplanmistir. Toplam 55 Botrytis cinerea
izolatt bu denemede kullanilmistir. Elde edilen izolatlarin patojenisite testleri,
fungisit se¢imi, fungisitlerin izolatlara etkililik diizeyleri ayr1 ayri saptanmuistir.
Calismamizda patojenisite testlerr yapmak amaciyla domates ve biber meyveleri
kullanilmigtir ve bdylelikle farkli konukgulardan izole edilen izolatlar ¢apraz
olarak farkli konukcular {izerinde teslenmistir ve elde ettigimiz sonuclara gore bu
calismada da B.cinerea izolatlari'nin hepsinin patojen oldugu gorilmistir.

Sirbistanda 2009 yilinda yapilmis bir ¢alismada toplanmig Botrytis cinerea'nin
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bogiirtlen, ahududu, ¢ilek ve asma kokenli izolatlari'nin patojenisite test1 yapilmis

ve 26 izolatin hepsinin patojen oldugu ispatlanmistir (Tanovic et al., 2009).

Ayrica B.cinerea izolatlarina in vitro kosullarda fludioxonil, pyrimethanil,
iprodione, boscalid +pyraclostrobin  floupyram+pyrimethanil ve fenhexamid
olmak tizere 6 etkili maddeye ait fungisitlerin etkililikler belirlenmistir.
Miselyumun duyarlilik diizeylerin belirlemek amaciyla testlenen 55 B.cinerea
izolati'min, miselyal gelismini %350 engeleyen doz EDS0 degerlerine gore

fenhexamid, fludioxonil, iprodione'a kars1 duyarli olduklar1 goriilmektedir.

Yapilan deneme sonucunda anilinopyrimidine {iyesi pyrimethanil’in EDso
degerleri 0,03 pg/ml ile >30 ug/ml doz araliginda saptanmustir. 8 izolatin 0.01-
0.03 pg/mL araliginda oldugu, 35 izolatin 1-10 pg/ml doz araliginda oldugu ve 28
izolatin 10-30 pg/ml doz araliginda oldugu bulunmustur. Belirlenen biitiin
B.cinerea izolatlarinin miselyal gelisimi engelleyemeyen pyrimethanil’ e karsi
dayaniklilik kazandigi anlasilmaktadir. Bu sonug¢ daha onceki literatiir bilgileriyle

de paralellik gostermektedir (Bardas et al.,2008).

B.cinerea izolatlar1 ile in vitro kosullarda yapilan ¢aligmalar sonucunda,
denemeye almman fungisitlerden fludioxonil ve fenhexamid, B. cinerea’nin
miselyal gelisiminin  engellenmesinde en etkili fungisitler olmustur.
Phenylpyrrolle’ler grubunda olan fludioxonil, funguslarda seker ve amino asit
alinimu tizerine etkili olmaktadir. Hydroxyanilide grubuna ait fenhexamid ise; ¢im
tiipliniin gelisimini, appresSorium penetrasyonunu, miselyal gelisimi ve fungal

kolonizasyonu engellemektedir (Delen, 2016).

Fludioxonil’in in vitro kosullarda EDso degerleri 0.1-0.3 pg /ml doz
araliginda oldugu saptanmistir. Toplam 46 izolatin 0.1-0.3 pg /ml doz raliginda
oldugu saptanmistir. Ancak 14 izolatin 1-3 pg /ml doz araliginda oldugu igin bu
fungiside karsi duyarliligin azaldigi goriilmiistiir. Kaliforniya'da bir ¢alismada da
fungisite kars1 duyarliligin azaldig: belirlenmistir (Amiri et al., 2013).

Fenhexamid aktif maddesinin B.cinerea iizerindeki etkisine bakildiginda;

izolatlarin %87,27’sinin EDso degerinin 0.1-0.3 pg /ml doz araliginda oldugu
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saptanmistir. Ancak diger yandan fludioxonil fungisitene EDso degerinin benzer
sekilde %12,72’sinin 1-3 pg/ml doz araliginda oldugu goriilmiistiir. Bu fungisite
kars1 da duyarliligin azaldigi  ve ileride sorun olarak karsimiza ¢ikacagi
goriilmektedir. Kaliforniya'da bir ¢alismada da fungisite karsi duyarliligin azaldigi
belirlenmistir.(Amiri et al., 2013).

Isvigre’de yapilan bir arastirmada B. cinerea izolatlarinin phenylpyrrole, ve
hydroxyanilide grubu fungisitlere dayamiklilik diizeyleri incelenmistir.
Hydroxyanilide grubuna ait fenhexamid ¢im tiipiiniin gelisimini, appressorium
penetrasyonunu, miselyal gelisimi ve fungal kolonizasyonu engellemektedir.
Fludioxonil ise phenylpyrrole grubu igerisinde yer almaktadir ve ¢im tiipii
gelisimini yok etmektedir. Calisma sonucunda fenhexamid fungisitlere dayanikli
B. cinerea izolatinin yaygin oldugu ve bu oranin % 54 ve % 100 oldugu
belirtilmektedir. Ayrica fludioxonil’e karst dayanikli bir izolata rastlanmistir

(Baraffio, 2003).

Yunanistan 'da yapilan bir ¢alismada SDH 'ler ve Qol 'ler grupu fungisitler
marul ve diger sebze bitkilerinden toplana B.cinerea izolatlar iizerinde
teslenmistir ve izolatlarin buyuk kisminda boscaid + pyraclostrobin'e dayaniklik
geligsmesi ispatlanmigtir (Chatzidimopoulos et al., 2013).

Ispanyada yapilan bir ¢alismada boscaid + pyraclostrobin karisimina karsi
EDso degeri 0.01 -0.4 pg/ml doz araliginda oldugu saptanmistir (Rodrigeuz et al.,
2014). Ancak bizim c¢alismamizda da boscalid+pyraclostrobin  karigimi
kullandigimizda bu karisima kars1 toplam 43 izolatin 1-3 pg/ml doz araliginda
oldugu ve 13 izolatin 3 -10 pg/ml doz araliginda oldugu saptanmustir. Verilen
literatiir ile yaptigimiz ¢alisma (Cizelge 4.23) arasinda farkliliklar bulunmaktadir.
Bu da filogenetik agidan farkli B.cinerea irklarinin varligindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Rodriguez et al., 2014).

Fluopyram+pyrimethanil karisimi  fungisitin in vitro kosullarda EDso
degerlerine bakildiginda, toplam 41 izolatin 1-3 pg/ml doz araliginda oldugu ve 4
izolatin 3-10 pg/ml doz araliginda oldugu goriilmiistiir. Yine aym sekilde

B.cinerea izolatlarinin dayanikli mutant olma 6zelligi tasidigi diistiniilmektedir.
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Iprodione’nun B. cinerea izolatlariin en yiiksek miselyal gelisimini
engelleyen doz araligi 10-30 pg/ml ve en digiik 0.03- 0.1 pg/ml’dir. Sonuglara
bakildiginda izolatlarin 29%.09' unda dayanikligin ortaya ¢ikmasi s6z konusu
olmaktadir. Kuzey Almanya' da yapilan bir ¢alismada dicarboxomide grubu
fungisit iiyesi iprodione'a karsi test edilen kursuni kiif etmenini izolatlarinin
duyarhiliklarinin %64 civarinda oldugu gortlmiistiir (Weber et al., 2011). Veriler

kiyaslandiginda bu ¢alisma bizim ¢alismamizin sonuglariya ortiismektedir.

Calismamizin ikinci boliimiinde Botrytis cineara izolatlarinin morfolojik
Ozelliklerine gore Martinez et al (2003) tarafindan belirtilen kriterlerden

yararlanilarak karsilagtirilmalar1 ve siniflandirilmalart yapilmistir.

Yapilan bir ¢aligmada Hindistan ve Nepal'in farkli yerlerinden toplanan
Botrytis cinerea'nin 79 izolatinin morfolojik 6zelliklere dayali olarak B. cinerea
olarak tanimlanmistir ve B. cinerea'ya 6zel primerler kullanilarak teyit edilmistir.
Izolatlar arasindaki farklilasma morfolojik, genetik ve biyokimyasal yaklasimlar
kullanilarak degerlendirilmistir. Morfolojik degiskenligi analiz etmek i¢in, koloni
boyutlarinda farkliliklar, sklerot varligi veya yoklugu ve diizenleri gézlenmistir

(Kumari et al.,2014).

Boty 442, Boty 1006 ve F300, F1500 primerleriyle testlenen ¢alismamizda
Botrytis cinerea izolatlarinda Boty elementinin varligi P13, P39M, B6, B8, B9,
D7, D18, K14 ,S15, D2, D3, D19, D29, D50, D52, D54, P35, P39G, K47, Marul,
D5, D16, D23, D27, D30, D33, D38, D42M, B22, D1, D4, D11, D17, D36, D40,
D41, D42G, D43, , D51:: D55, , B44, P34, Cilek, K20' de ve flipper elementinin
varligr P13, B6, B8, B9, D7, D18, D2, D50, D52, P35, P39G, K47, D16, D27,
D30, D33, D38, D42M, P39M, B22, D40, D41, D42G, D43, D55 ve P13, B6, B8,
B9, D7, D18, D2, D50, D52, P35, P39M, P39G, K47, D27, D30, D33, D38,
D42M, D40, D41, D42G, D43, D55 no'lu Botrytis cinerea izolatlarinda hem Boty
hem Flipper elementinin varlig: sekil 4,8, 4.9, 4.10, 4.11,’de goriildiigii gibi tespit
edilemistir. Bu nedenle izolatlar arasindaki farklilik molkiiler diizeyde yapilan

calismamizla desteklenmistir.
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Bc primerlerin araciligi ile yapilan mutagenik bdlgenin tespiti ve varligi
Sekil 4. 8, 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12 'de P13, P39M, B6, D2, D54, P35, P39G, K47,
D5, D12, D16, D27, D30, D33, D38, D42M, B22, D17, D40, D42G, D51, P34 ve
cilekde tespit edilmistir. Elde ettigimiz bulgulara gore toplam 55 B.cinerea

izolatinin 24' iinde mutagenik bdlgenin oldugu belirlenmistir.

Sonuglara bakildiginda izolatlarin %41,81'i transposa grupuna yani grup 2'e
ait oldugu, %23,63 'si grup l'e ait oldugu ve %80 ' ninde sadece Boty

elementininin varligi, %45,45 'da sadece Fipper elementinin varlig1 ispatlanmustir.

Sirbistanda yapilmis bir ¢alismada toplanmis Botrytis cinerea'nin bogiirtlen,
ahududu, cilek ve asma kokenli izolatlarinin, morfolojik karakterizasyon
arastirimistir. B. cinerea'nin fenotipik degiskenliginin teyid edildigi PDA ve MM
ortami tizerindeki sekiz morfolojik koloni tiirti gdzlenmistir (Tanovic et al., 2009).
Calismamizda da aymi yontemle 10 farkli morfolojik tiir ayrilmistir. Ancak

molekiiler calismalarla benzerlik olusmamaistir.

Botrytis cinerea’nin iki kardes tiiriinii belirlemede yapilan filogenetik
calismalarda transposa ve vacuma kompleksleri onemlidir. Bu kardes tiirlerin
genetik olarak ayriminda fransposa kompleksinde boty ve flipper elementleri
bulunurken, vacuma kompleksinde ise bu elementler bulunmaz (Rigotti et al.,

2006).

Cogunlukla cift sarmalli ve birka¢ tek sarmalli RNA viriislerinden olusan
myco viriisleri gibi Botry ve Flipper adinda iki transpoze edilebilir element de B.
cinerea'da sik¢a bulunmaktadir. Bu transpoze edilebilir elementler ve myco
viriisleri, genetik ¢esitlilige katkida bulunabilmektedirler (Diolez et al., 1995;
Levis et al, 1997).

Flipper Genom basina en fazla 20 kopyaya kadar bulunmaktadir. Boty uzun
terminal tekrariyla karakterize edilir (LTR), genomun farkli bolgelerinde birden
fazla kopya bulunmaktadir (Diolez et al., 1995; Giraud et al., 1999).

Bu elementlerin varliga veya yokluga dayali olarak ilk iki tiir tantmlanmistir

(Diolez et al., 1995; Giraud et al., 1999; Levis et al., 1997): transposan tiirleri hem
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boty hem de flipper tasir, buna karsilik bu iki element de vacuma tiirleriinde
olmadiklar1 ispatlanmastir. Boty ve Flipper, B. cinerea'yr karakterize etmek igin
siklikla kullanilmistir. Filogenetik tiirler grup I ve grup II'de iki farkli grup
ayrildigini ortaya koymaktadir (Albertini et al., 2002; Fournier et al., 2003, 2005).

Sirbistan'da yapilmis bir ¢alismada toplanmis Botrytis cinerea izolatlari'nin
tek sporlari elde edilmistir. Bogiirtlen, ahududu, ¢ilek ve asma kokenli 26 izolatta,
transpose edilebilir elementler, morfolojik karakterizasyon ve fungisitlere
duyarlilik ile birlikte arastirllmistir. Flipper ve Boty, hem konukgulardaki izolatlar
arasinda, hem transpose edilebilir elementlerde tespit edilmistir. Sirbistan'da
sympatry alaninda alt1 vacuma (transpoze edilebilir elementler olmadan) ve yedi
transposa (her iki elementi de igeren) izolatlarin bulundugu tespit edilmistir.
Ayrica sadece Boty elementi igeren izolatlar tespit edilmistir (Tanovic et al.,
2009).Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular karsilastirdigimizda yapilan bu

calisma ile ortiismektedir.

Almanya’da yapilan ¢alismada 209 Botrytis cinerea izolati fenhexamid (%
1.9), fludioxonil (% 0), carbendazim (% 3.4), cyprodinil (% 3.8) ve tolilfluanid (%
0) ile uygulanmasinda diisiik frekanslara sahip olduklarimi ortaya ¢ikmustir. iki
izolat, genetik olarak izole edilmis, fenhexamid’e dayanikli B. cinerea izolatlari
grup I'e ait oldugu ispatlanmustir. Iki diger izolat, test edilen tiim fungisitlere kars
duyarliligi azalmis ve ¢oklu ilag dayaniklik mekanizmasimi goéstermistir. Daha
kiiclik popiilasyonlarda sadece boty (% 23.5) veya boty veya flipper (% 14.4;
vacuma grubu) bulunurken, izolatlarin ¢ogunlugu (% 62.7) boty ve flipper
(transposa grubu) tasiyabilen elementleri barindirmistir. Farkli molekiiler
markerlerle izolatlarin genotipik karakterizasyonu ¢esitliliginin yiiksek oldugunu
ortaya konulmustur. Transposa ve vacuma izolatlarinin dagilimimda &nemli
farkliliklar gosterilmistir. Birlikte ele alindiginda, bu ¢alisma, kimyasal olarak test
edilmis bu bagda genotiplerin ¢esitliligini ortaya konulmustur (Kretschemer et al.,
2008). Elde ettigimiz sonuglara gore fenhexamid ve fludioxonil'e dayanikli
izolatlarin % 40'nin grup 2' ye ait oldugu tespit edilmistir. Verilere bakildiginda
bizim c¢alismamizda da izolatlarin genotipik karakterizasyonu ¢esitliliginin yiiksek

oldugunu ortaya ¢ikmustir.
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6. ONERILER

Tez ¢alismasindan elde edilen sonuglara gore oOrtii alt1 yetistiriciliginde B. cinerea
ile savasimda etmenin fungisitlere dayaniklilik olusumunun engellemesi i¢in ayni
zamanda fungal etmenin teshisi ve filogenetik farkliliklarin ortaya konulmasi igin

dikkat edilmesi gereken noktalar asagida agiklanmuistir.

» B.cinerea ile savasimda basariya ulasabilmek i¢in seralarda ilk olarak
kiiltiirel yontemlerin tam ve Ozenli bir sekilde uygulanmasi gereklidir.
Kiltir bitkilerinin uzun yillar ayn1 seralarda yetistirilmemesi, sera
kosullarinin iyi olmasi, yeterli havalandirma yapilmasi, sera igerisinde
sicaklik ve nemin iyi ayarlanmasi, solarizasyon yapilmasi, dayanikli
cesitlerin tercih edilmesi, asir1 glibreleme yapilmasmasi, salma sulama
yapilmamasi, kiiltlirel Onlemleri uygulamada titizlik gdsterilmesi

Onerilmelidir.

» Calismamizda B. cinerea izolatlarmin biiyiik kisminda, pyrimethanil’e
kars1 dayaniklilik tespit edilmesi nedeniyle, bu fungisitin sezon boyunca

bir uygulama ile sinirlandirilmasi dayaniklilik olusumunu erteleyecektir.

» Fludioxonil, fenhexamide ilk sirada daha sonra Boscalid+Pyraclostrobin,
Pyrimethanil+Fluopyram karisimi yiiksek etkililikte bulunmasindan dolay1

orttialt1 kursuni kiif hastaligina kars1 kullanimi tavsiye edilmektedir.

» Fungisit karisim1 kullaniminda ¢apraz dayaniklilik olusumunu engellemesi

icin karigim etki mekanizmalarina dikket ederek se¢ilmelidir.

» Etki yerine Ozellesmis fungisitler etki yerlerinin tek ya da oOzelleimis
olmasi, bu grup fungisitlerin dayaniklilik risklerini etkilemektedir .Bu
neden le etki yerine 6zellesmis fungisitler dayaniklilik risklerini yiiksek
ortaya da diislik olarak nitelendirilir, diger biir yandan dayaniklik kazanmis
bireylerin dogoya uyumlar: ve duyarlila la rikabet edebilme gucleri de

iizerinde durulmasi gereken biir konudur.
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» Fungisit uygulamalari, son ilaglama ile hasat arasindaki siire gbz Oniine
almarak ge¢ donemde kullanilmamalidir. Molekiiler c¢alismalarla da
kanitlanan dayaniklilik probleminin ¢6ziimiinde, fungisitlerin se¢imi etkin
rol oynamaktadir. Etki mekanizmasi farkli olan fungisitlerin kullanimi

dayanikliligin meydana gelmesini geciktirecektir.

» Morfolojik 6zellikler fungal etmein teshisinde 6nemli bir kriter olmakta
ancak tek basina yeterli olamadiklar1 i¢in molekiiler diizeyde olan
caligmalar fungal etmenin filogenetik farkliliklarin1 ortaya koymasinda

Onem tagimkatadir.

» Son yillarda fungal etmenlerin dayamikliligini tespit etmek amaciyla
gerceklestirilen, ¢calismamizda da yer alan molekiiler diizeydeki ¢alismalar

giivenilir, etkili, gegerliligi olan bir uygulama oldugu i¢in artirilmalidir.
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