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OZET

EGE BOLGESI’NDE UZUMLERDE Botrytis cinerea
IZOLATLARININ BAZI FUNGISITLERE DAYANIKLILIK
DURUMLARININ BELIRLENMESI VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

SELVI, Ahmet Kaan

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Pervin KINAY TEKSUR
Subat 2015, 59 sayfa

Botrytis cinerea bagin en 6nemli hastalik etmenlerinden biridir. Hastaligin
miicadelesinde cok yogun fungisit kullanim1 patojenin dayaniklilik kazanma
riskini ortaya c¢ikarmaktadir. Calismada Ege Bolgesi’'nde bag alanlarindan
toplanan B. cinerea izolatlarinin en fazla kullanilan fungisitlere (pyrimethanil,
iprodione, fenhexamid, cyprodinil+fludioxonil, boscalid) kars1 in vitro ve in vivo
kosullarda duyarlilik diizeyleri test edilmistir. Bu izolatlarin molekiiler
yontemlerle aralarindaki genetik farklilik ortaya konmustur. EDs degerlerine gore
pyrimethanil ve iprodione miselyal gelisimi engellemede diisiik derecede etkili
bulunurken, fenhexamid ve cyprodinil+fludioxonil yiiksek derecede etkili
fungisitler olarak saptanmistir. Fungisitlerin farkli dozlarinda B.cinerea
izolatlarinin spor ¢imlenmesine bakildigi ¢alismada cyprodinil+fludioxonil’in 3
pg/ml dozunda, tiim izolatlarinin spor ¢imlenmesini engelledigi goriilmiistiir. In
vivo kosullarda, pyrimethanil’in 5-10 pg/ml doz araliginda, B.cinerea izolatlarinin
% 50’sinin, iprodione’nun ise ayni doz araliginda izolatlarin %70’nin miselyal
gelisimini engelleyemedigi goriilmiistiir. Hem in vitro hemde in vivo da
cyprodinil+fludioxonil karigimi miselyal gelisimi en fazla engelleyen etkili madde
olarak bulunmustur. B.cinerea izolatlarinin tiimiinde mutasyon bdolgesi (G143A)
allel spesifik primerlerle (BcCAR-F; 5°-GGC AAA TGT CAC TGT GAG C-3’,
BCcAR-R; 5°-ACC ATC TCC ATC CAC CAT ACC T-3’) tespit edilmistir. Ayrica
izolatlar arasindaki genetik farkliligt belirlemek icin primerler (Boty 442,



viii

Boty_1006, F300, F1500) aracilifiyla molekiiler testler yapilmis ve 7 izolatin

elektroferez jel goriintiisiinde 604 bp uzunlugunda bant elde edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Bag, Botrytis cinerea, fungisitler, molekiiler analizler.



ABSTRACT

THE DETERMINATION OF RESISTANCE LEVELS OF THE
Botrytis cinerea ISOLATES TO SOME FUNGICIDES
AND THEIR MOLECULAR CHARACTERIZATION

ON GRAPES IN AEGEAN REGION

SELVI, Ahmet Kaan

MSc in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Pervin KINAY TEKSUR
February 2015, 59 pages

Botrytis cinerea is the most destructive pathogen on grapes. The usage of
very intensive fungicides to control the disease causes the risk of acquiring the
pathogen resistance. In this study, Botrytis cinerea isolates were collected from
the vineyards in the Aegean Region. Isolates were tested for their sensitivity to
fungicides  (pyrimethanil, iprodione, fenhexamid, cyprodinil+fludioxonil,
boscalid) in vitro and in vivo conditions. Genetic differences between these
isolates by molecular methods were also determined with specific primers.
According to EDsg value of fungicides pyrimethanil and iprodione were found to
low effective while fenhexamid and cyprodinil+fludioxonil were highly effective
against mycelial growth of isolates. The efficacy on spore germination of
B.cinerea isolates was determined at different doses of the fungicides.
Cyprodinil+fludioxonil at the dose of 3 pg/ml inhibited spore germination of all
B.cinerea isolates. It was observed that pyrimethanil did not inhibit mycelia
growth of 50% of B.cinerea isolates and iprodione 70% in the dose range of 5-10
pg/ml. Both in vitro and in vivo conditions it was determined that
cyprodinil+fludioxonil mixture was the most effective active ingredients to inhibit
mycelial growth of isolates. All isolates had a point mutation (G143A). Therefore
it was detected with allel-specific primers (BCAR-F; 5’-GGC AAA TGT CAC
TGT GAG C-3’, BcAR-R; 5’-ACC ATC TCC ATC CAC CAT ACC T-3").

Furthermore, to determine the genetic differences among B.cinerea isolates



molecular analysis was carried out. In seven isolates of B.cinerea were obtained

band 604 bp in gel electrophoresis of PCR products.

Keywords: Vineyard, Botrytis cinerea, fungicide, molecular analysis.
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1. GIRiS

Asma, diinya iizerinde kiiltiirii yapilan en eski bitki tiirlerinden birisidir.
Asmanin tarihi Anadolu uygarliklar1 ile i¢ icedir. M.O. 2000 yillarinda
Anadolu’ya gelerek 600 yillik biiyiik bir uygarlik yaratan Hititlerden, bagciligin
Onemini anlatan cok sayida arkeolojik buluntu gilinlimiize kadar ulagmustir.
Ayrica, bu doneme ait kaya resimleri ve heykellerde, {iziim ve saraba ait figiirlerin
yer almasi, Hitit kanunlarinda baglarin ve iirliniin korunmasina yonelik 6zel
hiikiimlere yer verilmesi, Bogazkdy metinlerinde kuru {iziimden séz edilmesi,
sosyal ve ekonomik agidan Anadolu bagciliginin 6nemini giiniimiize tasiyan diger

belgelerdir.

Arkeolojik buluntulardan Anadolu’da Hititler zamaninda asma ve sarabin
biiyiik 6nem tasidigi, M.O. 1800-1550 yillarinda bagciligin cok gelismis oldugu,
dini merasimlerde ve sosyal yasantida liziim ve sarabin tanrilara adak olarak
sunuldugu kaydedilmektedir. Hititler bag ve bahge gibi varliklarin1 korumak igin
bugiinkii anlayisa uygun tarim yasalarini da uygulamislardir. Yozgat Alisar’da
elde edilen kazilardan M.O. 1800-1600 yillarma ait {iziim salkimi seklinde sarap
ve icki kab1 bulunmustur. Biitiin bunlara ek olarak Corum Alacahoyiik’de kral
mezarlarindan M.O. 2300 yillarina ait altin sarap bardag: ile sarap testisinin
bulunmasi, Ege ve Marmara bolgesinde bagciligin gelistigi yorelerde (Lapseki,
Canakkale, Bergama, Aliaga ve Dikili, Bozcaada, Cesme, Karaburun ve
Seferihisar’da) basilan paralar iizerinde iiziime, sarap kabina ve Amfora yer

verilmis olmasi bagcilia ve saraba verilen onemi gostermektedir (Aksit, 1981).

Asma, diger meyvelerle kiyaslandiginda en fazla ¢eside sahip olan tiirlerden
birisidir. Diinyada 10.000 iizerinde iiziim ¢esidi oldugu tahmin edilmektedir.
Yurdumuz ise asmanin anavatani olmasi nedeniyle 1200°lin {iizerinde {iziim
¢esidine sahiptir. Fakat bunlardan ancak 50-60 kadarinin ekonomik 6nemi olup,

genis capta yetistirilmektedir (Uzun, 1996).

Asma cok yillik bir bitki olup, ekonomik omrii bakim sartlarina gore
degismekle birlikte 40-50 y1l civaridir. Bu derece uzun bir verim yasina sahip olan

bagin tesisinde, yer se¢iminde fidan dikilinceye kadar pek cok konuda oldukc¢a



dikkatli davranmak ve tesisi teknigine uygun olarak olusturmak sarttir. Bu sekilde
yapilan planlamalar sonucu kurulan baglarin verimliligi yiiksek ve ekonomik
omrii de uzun olacaktir. Aksi halde ¢ok defa baglangigta tesis asamasinda yapilan
hatalarin sonradan diizeltilmesi miimkiin olmamakta, kisa 6miirlii ve verimsiz bag
alanlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Bag tesisinde temel sart bolgenin toprak ve iklim

faktorleri ile asmanin ¢ok iyi uyum i¢inde olmasini saglamaktir (Baris, 1983).

Tiirkiye’de 2005-2011 yillar1 arasindaki tiziim iiretim miktarlar1 gizelge
1.1’de verilmistir (Food and Agriculture Organization, 2012). Ege Bolgesi
1.398.018 da iiretim alaninda 2.024.439 tonluk iiretimi ile Tirkiye’nin en fazla
{iziim {ireten bolgesidir. Izmir ili ise 121.565 da iiretim alan1 ile {iziim {iretiminde
Manisa ve Denizli’den sonra iiiincii sirada yer almaktadir. Izmir ilinin Menemen
ilcesinde ise toplam 8.730 da alanda iiretim yapilmaktadir ve 2012 yilinda toplam
11.176 ton liziim tretilmistir (Anonymous, 2012).

Cizelge 1.1 Tiirkiye’de 2005-2011 yillar1 arasinda {iziim tiretim miktarlar

Yil Uretim Alam (Ha) Verim (Kg/Ha) Uretim (ton)
2005 516.000 7461,2 3.850.000
2006 513.830 7784,8 4.000.060
2007 484.610 7455,0 3.612.780
2008 482.789 8116,3 3.918.440
2009 479.024 8902,9 4.264.720
2010 477.786 8905,7 4.255.000
2011 472.545 9091,9 4.296.350

* Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2012
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Sekil 1.1 Tirkiye’de yillara gore tiziim iiretim alan1 (Anonymous, 2012).



Diinyada ise 2011 yilinda 7.086.021 hektar bag alanindan 69.654.925 ton
lizim dretilirken, bu rakam 2012 yilinda 6.969.373 hektar bag alaninda
67.067.128 ton tiziim (Cizelge 1.2) olarak belirtilmistir (Anonymous, 2012b).

Cizelge 1.2 Diinyadaki bag alanlari ve tiziim tiretimi miktar1 (Anonymous, 2012b)

Yillar Alan (ha) | Uretim (ton) (\Iige];cllr:)
2000 7.330.253 64.847.892 884,6
2001 7.397.459 61.431.129 830,4
2002 7.428.581 62.031.831 835,0
2003 7.484.723 63.599.973 849,7
2004 7.399.719 67.713.477 915,0
2005 7.365.382 67.406.424 915,1
2006 7.386.020 67.254.107 910,5
2007 7.289.577 65.450.855 897,8
2008 7.200.934 67.540.915 937,9
2009 7.249.812 68.521.124 945,1
2010 7.104.512 67.116.255 9447
2011 7.086.021 69.654.925 982,9
2012 6.969.373 67.067.128 962,3

Ulkemizde elde edilen tiziimiin %23l sofralik, %37’si kurutmalik, %37’si

pekmez, sucuk, kofter gibi tiriinlere islenerek ve %3 kadari sarap yapilarak

degerlendirilmektedir (Yavas ve Fidan, 1986).
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Sekil 1.2 Diinyadaki yillara gore {izim verim miktarlar1 (kg/da) (Anonymous, 2012b).




Ulkemiz i¢in ekonomik olan {iziim yetistiriciligi sirasinda énemli sorunlarla
karsilagilmaktadir. Bu sorunlarin basinda da fungal kaynakli hastaliklar
gelmektedir. Uziimde sorun olan bir¢ok patojen bulunmasima karsin, ekonomik
yonden biiyiik oranda kayiplara yol acan ve en tehlikeli hastaliklardan birisi
Botrytis cinerea Pers.: Fr’nin neden oldugu kursuni kiiftiir. Kursuni kiif etmeni ile
miicadele B.cinerea’nin saprofitik, genetik ozellikleri, patojen olmasi, 200’lin
iizerinde konukgusun bulunmasi ve degisik ekolojik sartlarda bile hastalik
olusturabilmesi nedeniyle oldukc¢a giictiir (Jarvis, 1992). Uygulanabilirlik
kolaylig1 ve hizli sonu¢ vermesinden dolay1 fungisit kullanim1 en ¢ok tercih edilen

savasim yontemidir.

Artan fungisit kullanim1 beraberinde biiyiikk problemleri de getirmektedir.
Bunlar; cevre kirlenmesi, gidalarin giivenli olmamasi, hastaliklarin pestisitlere
dayaniklilik kazanmasi, tarim driinii dis ticaretimizin etkilenmesi (Anonymous,
2006) olarak oOzetlenebilir. Kursuni kiif etmenine karsi kullanilan fungisitlere

dayaniklilik konusu ¢alismamizin temelini olusturmustur.

Calismada {iziim yetistiriciliginde 6nemli fungal kayiplara neden olan B.
cinerea’nmn farkli izolatlarmin bagda en fazla kullanilan fungisitlere kars
(fenhexamid, pyrimethanil, boscalid, iprodione, cyprodinil+fludioxonil) in vitro
ve in vivo kosullarda duyarlilik diizeyleri belirlenmesi, bu izolatlarin molekdiler

yontemlerle aralarindaki genetik farkliligin ortaya konmasi hedeflenmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Bag alanlarinda uygun kosullar altinda pek ¢ok hastalik etmeni goriilmekte,
bu da iiriinlin kalitesinde ve miktarinda ciddi kayiplara neden olmaktadir. Bag
alanlarinda kursuni kiif etmeni olan Botrytis cinerea, en fazla zarara yol acan
etmenlerden birisidir. Bu kisimda alt basliklar halinde Botrytis cinerea Pers.:
Fr’nin asma yetistiriciligindeki onemine, kimyasal savasimi, secilen fungisitler
hakkinda genel bilgilere ve etmenin fungisitlere dayaniklilik kazanma risklerine

ait onceden yapilan ¢alismalara deginilmistir.

2.1 Kursuni Kiif Etmeni Botrytis cinerea Pers.: Fr> mn Asma

Yetistiriciligindeki Onemi

Botryotinia fuckeliana 'nin anamorfu olan Botrytis cinerea Pers.: Fr ¢esitli
bitkilerin yesil aksaminda hem patojen hem de saprofitik olarak siirekli
bulunabilmektedir. Yilin farkli zamanlarinda bir¢ok kiiltiir bitkisinden ve yabanci

ottan izole edilebilmektedir ve 200’ {in iizerinde konuk¢usu bulunmaktadir (Jarvis,

1992).

B. cinerea konukgusuna gore, degisik tipte hastalik belirtileri ortaya
koymaktadir. Uziim, domates, patlican, biber ve g¢ilek gibi bir¢ok Iiiriinde
yapraklari, saplari, ¢igekleri ve meyveleri hastalandirabilmektedir. Diinyada bag
alanlarinda ise B.cinerea nedeniyle tahmini ortalama kaybin yaklasik yillik 2
milyar dolar oldugu bildirilmektedir (Elad et al., 2004).

Bag alanlarinda B. cinerea, ¢i¢eklenme donemi Oncesinde siirgiin yanikligi
seklinde kendisini gosterir. Cigeklenme doneminin sonununda ise, etmenin
konidiosporlar1 stamen iizerinde geliserek stigmadan igeriye girer. Ozellikle ben
diisme donemine kadar herhangi bir belirti vermeden tane gelisimi ile birlikte
gelismeye devam edebilir. Etmenin olusturdugu bu enfeksiyon tipi latent

enfeksiyon olarak adlandirilir (Coertze and Holz, 2001).

Yapraklarda nekrotik lezyonlara neden olmakta ve uygun kosullarda, kisa

siirede tiim yesil aksami1 yok edebilmektedir. Meyvelerde, saridan yesile ya da



griden kahverengiye doniik diizensiz, yumusak, sulu ve silingerimsi lezyonlar

oOlusturabilmektedir (Giingor N., 2006).

Etmen, kis1 gozlerde miselyum olarak veya bitki artiklar1 {izerinde sclerot
olarak gecirebilmektedir. Miselyum ve sclerot ile bulasik siirglinler, yapraklar,
salkimlar ve latent enfeksiyona ugramis taneler bagda inokulum kaynagidir ve
etmenin konidiosporlar1 buralarda olusarak yayilmaktadir. Botrytis cinerea’nin
yayilip gelisebilmesinde, konidial ve miselyal enfeksiyonlarin rolii biiyiiktiir

(Coertze and Holz, 2001).

¥, Konidioforlar ve konidiumlar
Bk P o W Dagilan konidiumlar
Yaprak tizerindeki
e porlar
- or
‘._‘#'.?!Q

g! !lg

Sporlar cimlenip
penetre eder daha
sonra dokulara
saldirarak

Kis Dongiisii ciiriikliigii baslatrlar
Toprakta sklerot, bitki Hastalikl dokularda kursuni kiifiin
artiklarmda miselyum olarak  gonidioforlan ve konidiumlan
kg1 gecirirler

Sekil 2.1 Botrytis cinerea’nin yasam ¢emberi (Fugelsang and Edwards, 1997).

B. cinerea ile yapilan arastirmalar gostermistir ki, patojen tiim vejetasyon
stiresince bagda bulunabilmektedir. Primer enfeksiyonlar1 baslatan konidiler ise,
giysiler, arag-gerecler, sicrayan sular, nemli hava akimlar tarafindan taginarak
yayilmaktadir. B. cinerea, erken doénemde asmanin ¢igek organlarindaki
(yumurtalik, stamen) dogal acikliklardan girerek, bitki dokusu icinde latent
enfeksiyonlarini olusturmaktadir. Bagda c¢iceklenme ve danelerin olgunluk
donemleri, B. cinerea enfeksiyonlar1 agisindan Onem tagimaktadir. Yaslanan
ciceklerde resviretrol sentezinin diismesi B.cinerea’ya duyarliligi arttirmaktadir.

Daneler ise, olgunlastik¢a patojene duyarli hale gelir. Olgunlasmamis danelerde



stilben, suberin, tanin ve fitoaleksinler gibi antifungal maddeler yogun

bulunmaktadir ve danelere dayaniklilik kazandirmaktadir (Giingor N., 2006).

Kursuni kiif etmeni ¢ok spor verebilen ve bu konidiumlarla ¢ok cabuk
yayilabilen bir patojendir. Bunun yani sira, tiim hiicrelerinde ve 0&zellikle
sporlariin heterokaryotik yapida olmasi yani birden fazla farkli karakterde
cekirdek icermesi, bu fungusun fungisitlere dayaniklilik kazanmasini saglamakta

ve savasimin giiclesmesine yol agmaktadir (Dekker,1982; Gullino, 1992).

— 5405264 I

Sekil 2.2 B.cinerea nin konidium ve konidiofor yapisinin mikroskop altindaki goriintiisii.
2.2 Kimyasal Savasim

B.cinerea ile savasimin basarili olabilmesi igin kullanilan yontemlerin etkili
ve ekonomik olmasi gerekmektedir. Bu nedenle miicadele yontemleri iginde,
kimyasal miicadelenin yiiksek etkililikte ve uygulanabilir bir yontem olmasi
yoniiyle B.cinerea ile savasimda 6nemli bir yere sahiptir. Ulkemizde B.cinerea
etmenine karsi baglarda ruhsath preparatlar asagidaki ¢izelge 2.1°de
gorilmektedir (Yicer, 2012).



Cizelge 2.1 Tiirkiye’de bag alanlarinda B.cinerea etmenine ruhsatli preparatlar (Yiicer, 2012)

Etkili madde ad1 ve miktar: Formiilasyon 1001 suya
preparat
Bacillus subtilis QST 713 irki 13.4 g/l SC 1500 cc/da
Bacillus subtilis MBI 600 0.17 % WP 50 g/da
Boscalid 50 % WG 120 g
Chlorothalonil + Carbendazim 450+100 g/L EC 200 cc
Cyprodinil+ Fludioxonil 37.5+25 % WG 509
gIJD/iEthofencarb+ Carbendazim 250+250 sC 60 cc
Fenhexamid 50 % WP 100 g
Fenhexamid 500g/L SC 100 cc
Folpet 500g/L SC 200 cc
Imazalil 500 g/L EC 30 cc
Iprodione 50 % WP 75 ¢
Triadimenol + Folpet 70+1.5 % WP 200 g
Pyrimethanil 300 g/L SC 100 cc

Bag alanlarinda kimyasal savasimin hasada yakin zamanda baslatilmasi ve
hasada kadar devam etmesi nedeniyle, iiretici yogun ilaglamalar yapmak zorunda
kalabilmektedir. Sonucta, patojen igin iklim kosullarinin uygun oldugunda,
ilaglamalarin sayis1 artmakta ve bu duruma baghh olarak kalinti sorunu
yasanmaktadir. Bu nedenle, ihra¢ edilen iiriinlerde fungisit kalintis1 sorunu
cikabilmektedir (Delen, 2002). B. cinerea ile kimyasal savasimda, ilk ilaglama
danelerin olgunlasma baslangicinda (ben diisme doneminde) yapilmalidir. Ayrica
uygulamalara fungisitlerin etki siireleri dikkate alinarak hasada kadar devam

edilmelidir.

Ekonomik Oneme sahip olan bu iriinde {reticimizin bitki koruma

konusunda yeterli bilgiye sahip olmamasi ve {iriinii kaybetme korkusu nedeniyle,



bilingsiz ve kontrolsiiz kimyasal uygulamalar yogun bir sekilde uygulanmaktadir
(Delen et al., 2004). Bunun sonucu olarak uygulanan fungisitlerin etkililiginde
onemli diistisler goriilmektedir.

2.3 Secilen Fungisitler Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.1 Iprodione

CH(CH
H_ / (CH3)»
N O Cl
//C‘N
N
0 Cl

Sekil 2.3 Iprodione’nun kimyasal yapisi.

Dicarboximide grubu iiyesi olan iprodione’nun sistemik 6zelligi olmayip,
hem spor ¢imlenmesini hem de miselyal gelisimi engellemektedir. Fakat spor
¢imlenmesi, in vitro testlere gore, miselyal gelisime oranla daha az duyarhdir. Sivi

kiiltiirlerde iprodione B.cinerea’nin ¢im borusunda sismelere neden olmaktadir
(Delen, 2008).

2.3.2 Pyrimethanil

|
N N CH;
\( AN
N A
CH,

Sekil 2.4 Pyrimethanil’in kimyasal yapist.
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Anilinopyrimidine  grubu {iyesi olan  pyrimethanil, Ascomycota,
Deuteromycetes tiyelerine ozellesmis bir fungisittir. Hastalik olusumunu ve
sporulasyonu etkilediginden tedavi edici fungisit olarak da

nitelendirilebilmektedir.

Pyrimethanil, yapraklara uygulandiginda, yapraktan yapraga tasinma
bi¢ciminde bir sistemikligi yoktur. Fakat kok sistemine uygulandiginda yiiksek
sistemik 6zelligi gostermektedir (Delen, 2008).

2.3.3 Fenhexamid

Cl

=T

Cl

Q=0

OH

Sekil 2.5 Fenhexamid’in kimyasal yapist.

Fenhexamid, hizla pargalanabilme 6zelliginde, iyi toksikolojik profile sahip,
hydroxyanilide grubunda yer alan bir fungisittir. Cevre ve yararli organizmalar
acisindan onemli bir risk tasimamaktadir. Bu nedenle ABD Cevre Koruma Ajansi
(US EPA) tarafindan, ¢evre acisindan disiik riskli pestisit olarak

siniflandirilmistir.

Fenhexamid, koruyucu ozellikte olup bitkilerin her yanina tasinabilen
sistemikligi yoktur. Ancak, bitki icerisinde ¢ok sinirli hareket edebilmektedir
(Delen, 2008).
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2.3.4 Boscalid

Cl

Sekil 2.6 Boscalid’in kimyasal yapisi.

Pyridine-carboxamide grubu iiyesi olan boscalid, kiiltiir bitkilerinde zarara
yol agan Ascomycota, Basidiomycota ve Deuteromycetes sinifi patojenlere etkili
olmaktadir. Funguslarin mitokondrial elektron zincirindeki enzimleri engelleyerek

etkili olmaktadir (Delen, 2008).

2.3.5 Cyprodinil + Fludioxonil

CH
'U
)
NV\@:GHCHS
¢ 7 D/\Q}CH

Sekil 2.7 Cyprodinil+Fludioxonil’in kimyasal yapisi.

Cyprodinil, anilinopyrimidine grubu iiyesi fungisit iken, fludioxonil,
phenylpyrrole grubu iiyesidir. Sistemik ve kontakt etkiye sahip bir fungisittir.
Cyprodinil, yapraklar ve meyveden hizli bir sekilde bitki biinyesine alinarak
yukariya dogru ve yaprakta da bir yiizeyden diger ylizeye tasmir ve methionin
biyosentezini engellemektedir (Delen, 2008). Fludioxinil ise kontakt etkili olup

konidilerin ¢imlenmesini ve funguslarin bitkiye girisini engellemektedir.
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2.4 Etmenin Fungisitlere Kars1 Dayamkhihik Kazanma Riskleri

Fungisitlerin bilingsiz ve yogun kullanimi, patojenlerin fungisitlere karsi
duyarhliklarinda azaliglara ve dayanikli fungal patojenlerin ortaya g¢ikmasina
neden olur. Kullanilan fungisitlerin etkinliginin azalmasi nedeniyle birgok iiriinde
verim kayiplar1 artar. Bu nedenle, hastaliklarin kontroliinde kullanilan fungisitlere
dayanikli tiirleri molekiiler yontemler araciligiyla tespit etmek ve onlarin mevcut

mekanizmalarini karakterize etmek 6nemlidir.

Fungisitlere duyarlilik azalig1 2 yolla ger¢eklesmektedir.

1. Adaptasyon
2. Dayaniklilik kazanma

Adaptasyon organizmanin genetik yapisinda degisiklik olmaksizin bir
fungiside duyarliliginin azalmasidir. Dayaniklilik, bir organizmanin bir fungisite
ya da fungisit grubuna duyarlilik azalisinin genetik bir mekanizma ile kontrol
edilmesidir. Dayanikliligin temelinde bir mutasyon vardir (Delen et al., 2004).
Dayanikliligin, pratikteki 6nemi dayaniklilik mutasyonla oldugu icin geriye
doniisiimii yoktur. Adaptasyonda ise fungisit ortadan kalktiginda organizma yavas
yavas eski duyarlilik diizeyine doner. Bu nedenle, dayaniklilik adaptasyona oranla

cok daha ciddi bir sorundur, ¢iinkii fungisidin piyasa émriinii etkiler (Delen, 2008)

Bitkileri enfeksiyonlardan korumak amaciyla fungisitler, yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Fungisitlerin etkili olabilmesi ig¢in, bitkinin gelisimi boyunca
yeterli hacimde piskiirtiilmeli ve enfeksiyonlardan o6nce koruyucu olarak

uygulanmalidir.

Funguslarda dayaniklilik sorunu genelde; patojenin sporulasyonu ve
yayilma hizina, dayanikli formlarin rekabet giiciine, ¢cok cekirdekli hiicrelere ve
yiiksek enfeksiyon esigine sahip olup olmamasi gibi 6zelliklerine baghdir. Ayrica
kullanilan fungisitin etki mekanizmasi ve seleksiyon basinci da bu agidan biiyiik

onem tasir (Dekker, 1982; Giingdr N., 2006).
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Bitki hastaliklari ile kimyasal savasimda fungisitlerin etki mekanizmalart ile
organizmalarda olusturabilecekleri dayaniklilik arasinda 6nemli bir iligki vardir.
Uygulama da, patojenlerin bir kimyasal maddeye duyarliliklar1 azaldik¢a
etkililikleri diismektedir. Bu durum karsisinda uygulayicilarin biiyiik bir kisma,
yiiksek etkililigi yeniden elde edebilmek icin doz yiikseltmeye baslamaktadir.
Sonugta patojenin fungisitlere hizla dayaniklilik kazanmasina, sorunun ¢éziimsiiz
hale gelmesine ve kalintinin da giderek yiikselmesine yol agmaktadir (Delen,
2002). Bu amag dogrultusunda yapilan ¢alismalara bakilacak olursa dayaniklilik

sorununun ne kadar 6nemli oldugu anlagilacaktir;

Ulkemizde uzun yillar kullanilan ve yasaklanan fungisitlerden
benzimidazole tiirevi benomyl’e sera sebzelerinden elde edilen B. cinerea
izolatlarinin tiimiine yakininin duyarhiligini kaybettigi goriilmiistiir (Delen and
Yildiz, 1981; Delen et al., 1984). B. cinerea’nin bag izolatlariyla yapilan benzer
bir calismada da patojenin yine benzimidazole grubundan carbendazim’e

duyarliliginin 6nemli 6l¢iide azaldig1 saptanmistir (Yildiz, 1999).

Avrupa’daki baglardan izole edilen B. cinerea izolatlariyla yapilan bir
calismada dicarboximide iiyesi iprodion’ a ve phenylpyrrole iiyesi fludioxonil’e
duyarhilik azalis1 saptanmistir. Dicarboximide’e dayanikli irklarin yalnizca bagda
degil, ilerleyen yillarda oOrtiialtinda yetistirilen domates, ¢ilek ve sebzelerde de

gozlemlendigi bildirilmistir (Lorenz et al., 1994).

Dithiocarbamate grubundaki thiram ve mancozeb’e B. cinerea izolatlarinin
duyarliligini belirlemek amaciyla boliimiimiizde yiiriitiilmiis bir ¢calismada, 1995-
1996 sezonunda seralardan toplanan B. cinerea izolatlarinin, 1984-1986
sezonunda toplanmis izolatlara gore kimi fungisitlere duyarliliklarinin 6nemli
diizeyde azaldigi saptanmustir. Ayrica, bazi klasik fungisitler arasinda capraz
dayaniklilik iliskileri de saptanmis, duyarliligi azalmig kimi izolatlarda duyarlilik
azalis1 kalic1 iken, kimi izolatlarda kalici olmamustir. Sonucgta, thiram’a ve
mancozeb’e duyarlilik azalis1 ile izolatlarin kontroliinde performans azalist

gozlenmistir (Delen ve Tosun, 1996).
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Bagda B. cinerea’ya kars1 fludioxonil ve cyprodinil etkili fungisitlerin
kullanimini ele alan bir ¢alismada B. cinerea’ da dayaniklilik riski, referans dozu
belirleyerek ve birkag yil ¢esitli deneme alanlarinda bu 2 fungisite karsi
duyarhiligimmi izleyerek degerlendirmistir. Bu ¢alismada 5 yil boyunca deneme
alanmin  tiimiinde  fludioxonil’e  duyarlilikta herhangi bir  degisiklik
gozlenmemistir. Diger yandan 4 yil boyunca izlenen cyprodinil’de ise B.
cinerea’nin 482 izolatindan 2’sinde duyarlilik azalmasi saptanmistir. Ayrica,
fludioxonil ve cyprodinil arasinda higbir ¢apraz dayaniklilik gézlenmemistir

(Forster and Staub, 1996).

Duyarlilik azalis1 ile pestisit kullanim bigimi arasindaki iligskiyi en giizel
gosteren Ornek olarak, sebze seralarindan elde edilen B. cinerea izolatlarinin
dayaniklilik olusturma riski ¢ok diisiik olan captan’a, thiram’a ve mancozeb’e de

duyarlilik azaliglar1 verilebilir (Delen et al., 1999; 2000).

Fransa’da bag alanlarinda Anilinopyrimidine {iyesinden pyrimethanil’ in
yogun uygulandig1 baska ¢alismada, bu gruba kars1 B.cinerea’da duyarlilik azalisi
tespit edilmistir (Leroux et al., 2002).

Ulkemizde B.cinerea’ya karsi domateslerde ruhsath fungisitlerin patojenin
seralardan saglanmis domates izolatlarina etkililigi konusunda yapilan ¢alismada,
izolatlarin  dicarboximide grubu iiyesi iprodion’a, anilinopyrimidine’lerden
pyrimethanil’e yildan yila duyarliliginin azaldig1 ve duyarliligi azalmis izolatlarin
s0z konusu fungisitlerin onerilen dozlari ile 6nlenemedigi anlagilmistir (Delen et

al., 2004).

Ispanya’da yapilan bir ¢calismada 307 tane B.cinerea izolat: elde edilmis ve
pyrimethanil i¢in izolatlarin doz araliklar1 sirasiyla EDsp degeri 0,05-0,5 pg/mL
arasinda duyarli, 1-10 png/mL arasinda ise dayanikli olarak bildirilmistir (Moyano

et al.,2004).

Fransa’da yiiriitiilen bir arastirmada B.cinerea tiirlerini genetik farkliligini
saptamada grup Il olarak nitelendirilen transposa kompleksinin, grup | olarak

adlandirilan vacuma kompleksi tasiyan tiirlere nazaran daha fazla konukgu
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dizisinin oldugu ve morfolojik ve fenolojik 6zellik bakimindan (6rnegin; eseysiz

spor sayis1) farkliliklar gosterdigi rapor edilmistir (Fournier et al., 2005).

2004 ve 2005 yillarinda, Tekirdag’daki bag alanlarindan toplanmis olan
B.cinerea izolat1 ile yapilan testlerle, izolatlarin miselyal gelisimleri agisindan,
cyprodinil+fluodioxonil, procymidone ve pyrimethanil’e duyarlilik diizeyleri

saptanmustir (Koyct, 2007).

Sili’nin degisik 13 bolgesindeki baglardan 472 adet B.cinerea izolatlar1 elde
edilmis ve tek spor izolatlariyla yapilan duyarlilik saptamasinda, fenhexamid’e
kars1 izolatlarin % 95,3’1 duyarli, %1°1 duyarliligi azalmis ve %2.8°1 ise yiiksek
dayanikli olarak saptanmistir (Esterio et al., 2007).

Italya’da 10 adet B.cinerea izolatin, fenhexamid duyarlili§i baz almarak
miselyal gelisimi testlenmistir ve fenhexamid’e dayanikli 2 izolat tespit edilmistir.
Bu wrklarin diistik olaninin ECsg degeri 1-10 pg/ ml iken, yiiksek olanda ECsp>
100 pg/ ml olarak bildirilmistir (De Guido et al., 2007).

Cin’de Botrytis cinerea izolatlar1 ile yiiriitiilen bir ¢alismada, iprodione
etkili maddesine kars1 dayanikh tiirler saptanmis ve molekiiler caligmalar (sekans
analizi) araciligryla amino asitte farkli mutasyon bolgeleri tespit edilmistir (Ma et

al., 2007).

Almanya’da 2004 yilinda bag alanlarindan 209 tane B.cinerea izolati
toplanmis ve bu izolatlarin fenhexamid’e % 1.9, fludioxonil’e % 0, carbendazim’e
%3.4, cyprodinil’e 9%3.8 ve tolylfluanid’e % 0 oranlarinda diisiik siklikla
dayaniklilik kazandig1 goriilmiistiir (Kretschmer and Hahn, 2008).

Cin’de 184 adet Botrytis cinerea izolatinin, azoxystrobin etkili maddesine
kars1 dayanikliligi incelenmis ve 7 adet azoxystrobin’e dayanikli izolat elde
edilmistir. Bu izolatlarin ayrica benzimidazole grubundan carbendazim’e ve
dicarboximide grubundan iprodione’a karst da dayaniklilik gosterdigi allel
spesifik primerler (BcAR-F; 5-GGC AAA TGT CAC TGT GAG C-3' ve BCcAR-
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R; 5'-ACC ATC TCC ATC CAC CAT ACC T-3') kullanilarak saptanmigtir (Jiang
et al., 2009).

Hirvatistan’da yapilan g¢alismada sarap alanlarinda B. cinerea’nin yeni
botrytisitlere kars1 dayaniklilik riski arastirilmistir. Arazi denemeleri sonucunda
etki diizeyi, cyprodinil+fludioxonil’de % 90.7, pyrimethanil’de % 84.2 ve
fenhexamid’de % 83.8 olarak saptanmistir. Ayrica dicarboximide’lerden
iprodione’da % 54.3 ve vinclozoline’de % 48.8 olarak belirlenmistir. Her iki yilda
da fungisitlere kars1 yiiksek dayanikli irklar tespit edilmistir (Topolovec- Pintaric,
2009).

Yunanistan’da yiiriitiilen bir denemede, kivi meyvesinden 76 adet B.cinerea
izolat1 elde edilmistir. Izolatlarin boscalid, pyraclostrobin, cyprodinil, fenhexamid,
fludioxonil, iprodione ve carbendazim’e karsi duyarlilik diizeyleri belirlenmistir.
Allel spesifik primerlerle (BcAR-F; 5-GGC AAA TGT CAC TGT GAG C-3' ve
BCAR-R; 5-ACC ATC TCC ATC CAC CAT ACC T-3') testlenen 76 tane izolatin
43’iinde pyraclostrobin’e karsi dayanikli mutantlar tespit edilmistir (Bardas et al.,
2010).

Almanya’nin kuzey bolgelerindeki ¢ilek ve ahududu alanlarindan toplanan
B.cinerea izolatlar1 hydroxyanilide’in grubundan olan fenhexamid’e kars1 yiiksek
derecede dayamklilik kazanmistir. Izolatlardaki Hyd R3 rklarmin sikhig bu
alanlarda ¢esitlilik gosterip, ¢ilek alanlarina nazaran ahududu yetistirilen alanlarda

daha tehlikeli oldugu saptanmistir (Weber, 2010).

Italya’da yapilan c¢alismada boscalid’e dayanikli B.cinerea mutantlar:
spesifik primerler kullanilarak (C69; 5-ATACCTTCCGCATCAACGAC-3' ve
C1042; 5'-CCCAGGCCAGTAGGACATTA-3) elde edilmis ve bu dayanikli
mutantlarin boscalid etkili maddesi i¢in EDsp degeri 0,3—3 pg/ml arasinda, MIC
degeri ise 10-30 pg/ml arasinda oldugu bildirilmistir (Angelini et al., 2010).

Almanya’daki saraplik bag alanlarinda 2006-2010 yillar1 arasinda toplanan
B.cinerea izolatlarinda, fungisit dayanikliligimin sikligi saptanmistir. Bu izolatlar

carbendazim, iprodione ve fenhexamid’e kars1 diisiikk siklikla dayaniklilik
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gosterdigi saptanmistir. Fakat cyprodinil’e kars1 dayanikli izolatlar 2006 yilinda %
5,6 oranindayken 2008 yilinda bu oran % 21,9’a yiikselmistir. Boscalid’e
dayanikli izolatlar ise 2006 yilinda %2 iken 2009 yilinda %26,7 oldugu
belirlenmistir (Leroch et al., 2011).

Sili’nin farkli bolgelerindeki bag alanlarindan 43 adet Botrytis cinerea
izolat1 elde edilmis ve fenhexamid etkili maddesine karsi 15 izolatin yiiksek
dayanikli (ECsq degeri >5 pug/mL), 5 izolat orta dayanikli (EC50 degeri 0.7 - 2.6
pug/mL), 23 izolatin ise duyarh tiirler (ECsp degeri <0.1 ug/mL) oldugu hem in
vitro kosullarda hem de molekiiler diizeydeki saptamalarla ortaya cikarilmistir

(Esterio et al., 2011).

Macaristan’da B.cinerea izolatlarinin genetik farkliligini  belirlemek
amactyla yapilan bir arastirmada cilek ve kolza bitkilerinden toplanan tiim B.c.
izolatlarmin transposa komplexlerinden boty ve flipper elementi tasidigi spesifik
primerler (LTR98; 5-AGCCTGTAGAATCACCAACG-3' , LTR728; 5'-
CGGTATTTCTGGTTGGCA-3' , F300; 5-GCACAAAACCTACAGAAGA-3’
ve F1500; 5'- ATTCGTTTCTTGGACTGTA-3') ile saptanmistir (Fekete et al.,
2012).

Macaristan’da yiiriitilen farkli bir ¢alismada, domates bitkisinden elde
edilen 123 B.cinerea izolatinin 20°sinde transposa kompleksi (Boty ve flipper),
55” inde sadece flipper elementi ve 48’inde ise boty ve flipper elementi tagimayan
vacuma kompleksi bulundugu spesifik primerler araciligiyla tespit edilmistir
(Kuzmanovska et al., 2012).



18

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Calismada kullanilan izolatlar

Calisma materyalini Ege bolgesi bag alanlarindaki hastalikli bitkilerden ve
soguk hava depolarindan toplanilan 10 B.cinerea izolati olusturmaktadir. Teshisi
yapilarak saf kiiltiirleri elde edilen bu izolatlar +4° C’de saklanmus ve tek sporlari

elde edilmistir. S6zi edilen izolatlarla ilgili bilgiler Cizelge 3.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Botrytis cinerea izolatlari

Tek Spor
Izolat No Alindig1 Yer Alindig1 Tarih izolatlarin
Alindig1 Tarih

Be-1 Sarigol 03.07.2013 13.11.2013
Bc-2 Salihli 03.10.2013 24.10.2013
Bc-3 Alagehir 04.10.2013 24.10.2013
Bc-4 Alagehir 04.10.2013 24.10.2013
Bc-5 [zmir 03.07.2013 13.11.2013
Bc-6 Sarig6l/Bahadirlar 07.10.2013 24.10.2013
Bc-7 Sar1g6l/Canake1 22.10.2013 24.10.2013
Bc-8 Manisa/Merkez 22.10.2013 30.10.2013
Bc-9 Sarigdl/Tirazlar 24.10.2013 05.11.2013
Bc-10 Alasehir/Sarilar 29.11.2013 11.12.2013

3.1.2 Calismada kullanilan fungisitler

Proje kapsaminda bag alanlarinda kursuni kiif hastalifina ruhsatli etkili
maddelere ait preparatlarin Botrytis cinerea’ ya etkililigini ortaya koymak i¢in bes
etkili maddeye ait preparatlar calismamizda kullanilmis ve ilgili bilgiler ¢izelge

3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Caligmada kullanilan fungisitler

Etkili Madde Adive | Ticari . Formiilasyon | _unsat
Firmasi . Tarihi ve
Orani (%) Adi Sekli
Numarasi
Fenhexamid, 50 Teldor Bayer SC 5/ 12/7 2604?0 -
Cyprodinil+Fludioxonil . 9/12/1997 -
37 5425 Switch Syngenta WG 3757
Boscalid, 50 Cantus BASF WG 4/30/2004-
4662
Pyrimethanil, 30 Mythos Bayer sC 2l E;/ 5336
iprodione, 50 Rovral Bayer WP 12/ 32%/ 3387'

3.1.3 Cahsmada kullanilan bag yapraklar:

Denemede kullanilan bag yapraklari sultani ¢ekirdeksiz ¢esidi olup, Ege
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri béliimiine ait olan bahgelerden

toplanmistir. Geng siirglinlerdeki yapraklar koparilmamaya 6zen gosterilmistir.
3.1.4 Cahismada kullanilan besiyeri

Calismada B. cinerea izolatlarinin elde edilmesi igin izolasyonlarda besiyeri

olarak PDA (potato dextrose agar) kullanilmstir. 1 litre igin;

v’ Patates suyu 200 ml
v Glikoz 20 g

v’ Agar15g

v

1 It saf su

Laboratuar kosullarinda yiiriitiilen testlerde fungisitlerin miselyal gelisime
etkililiklerinin saptanmasinda ise MM (Minimal Medium: glikoz 20 g, K2HPO4 1
0, MgS04.7H20 0,5 g, FeCI3 0.1 g, asparagin- L 1.5 g, yeast extract 1 g, agar 20
g ve saf su (1000 ml) besiyerinden yararlaniimistir (Delen et al., 1984; Delen and
Ozbek, 1992).
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3.1.5 DNA ekstraksiyonu asamasinda kullanilan materyaller

Soliisyonlar ve g¢ozeltiler, ayarlanabilir mikropipetler ve pipet uglari, Sigma
D37520 marka santrifiij, eppendorf tiipleri, HI 9321 pH metre, manyetik
karistirict, vortex cihazi, MP Fast Prep Machine marka kagitlar.

3.1.6 PCR testlerinde kullanilan materyaller

PCR testlerinde, Thermo marka soliisyonlar ve ¢ozeltiler, ultra saf su,
eppendorf marka PCR tiipleri, ayarlanabilir mikropipetler ve pipet uglari, Kytec
PCR Systems marka thermocycler ve fungal etmene spesifik primerler (Cizelge

3.4) materyal olarak kullanilmistir.

3.1.7 Cogaltilmis PCR iiriinlerinin analizinde kullanilan

materyaller

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

Systems Minibis Pro marka jel goriintiilleme cihazinda ¢ekilmistir.

3.2 Yontem

Calismamiz ii¢ asamadan olusmaktadir. Ilk asamasinda in vitro kosullarda
B.cinerea izolatlarmin fungisitlere duyarlilik ve dayaniklilik diizeylerinin
belirlenmesi, ikinci asamada in vivo kosullarda fungisitlerin etkililiklerinin
saptanmasi, son agamada ise molekiiler yontemlerle izolatlarin genetik farklilik ve

benzerliklerinin ortaya konmasi amaglanmustir.
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3.21 In vitro Kkosullarda B.cinerea izolatlarimin ruhsath
fungisitlere duyarhhk ve dayamikhihk diizeylerinin

belirlenmesi

Fungisitlerin, laboratuar kosullarinda, miselyal gelisimini engelleme
diizeylerinin belirlenmesinde bir sentetik ortam olan MM kullanilmustir.
Fungisitler 121 °C’de 20 dk otoklavlanmis olan besiyerine 0 (kontrol), 0.01, 0.03,
0.1, 0.3 ve 1, 3, 10 ve 30 pg/ml etkili madde yogunluklarinda karistirtlmistir
(Delen et al., 1984; Delen and Ozbek, 1992; Giingér N., 2006).

Istenilen fungisit dozlarim elde edebilmek icin yiiksek dozda hazirlanan stok
soliisyonlardan seyreltmeler yapilmistir. Stok soliisyonlar: elde edebilmek igin
cizelge 3.2°de sozi edilen preparatlarin 1000, 100, 10 ppm’lik e.m dozlar1 igeren
stok soliisyonlar1 hazirlanmigti. Tiim stok soliisyonlarin hazirlanmasinda ve
seyreltmelerde steril saf su kullanilmistir. Stok soliisyonlardan istedigimiz dozu
elde edebilmek amaciyla, yukarida da sdylendigi gibi seyreltmeler yapilmis ve
son seyreltme otoklavda steril edilip, 45-50 °C’ye sogutulmus erlenmayerlerdeki
MM ortamina (Sekil 3.1) fungisit soliisyonu eklenerek elde edilmistir. Sonraki
asamada, istenilen fungisit dozlarini igeren ya da fungisit icermeyen (kontrol)
besiyerleri, steril petri kaplarina esit miktarlarda dokiilmiis ve deneme
petrilerindeki ortam bir siire donmaya birakilmistir. Deneme petrilerine ekimler,
yukarida bahsetmis oldugumuz calismalarda tanisi yapilarak tek sporlardan
cogaltilmis, ii¢ gilinliikk spor icermeyen, miselyallerden olusmus saf kiiltiirlerden
yaptlmistir. Denemeye alinan kiiltiirlere ait kolonilerin kenarlarindan cork-borer
(mantar delici) yardimi ile alinan 4 mm c¢apindaki diskler, fungisit iceren ve
icermeyen (kontrol) petrilere ekilmistir. Ekimler sirasinda, disklerin fungal
gelisim olan yiizeylerinin besiyerine degmesine dikkat edilmis ve her petri kabina
ticer disk konulmustur. Denemeler, ti¢ tekerriirlii olarak kurulmustur. Petriler,
ekim yapildiktan sonra 23 °C’ye ayarlanmus, 1s1ksiz inkubatdrde (Sekil 3.2) dort
giin bekletilmislerdir (Delen et al., 1984).

Yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore, inkubasyondan dort giin
sonra B. cinerea izolatlarinin koloni gelisimleri, ¢ap Ol¢iimi seklinde

degerlendirilmistir. Bu 6l¢lim sonuglar1 temel alinarak, her izolatin her fungisite
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duyarliligi, EDsy (miselyal gelisimi %50 engelleyen doz) degerleri ve
saptanmistir. EDso degerleri, her izolat i¢in kontrole gore fungisit dozlarindaki
yiizde gelisim oranlari bulunarak ve s6z konusu oranlar log-probit kagidina

uygulanarak bulunmustur (Delen et al., 1984).

<
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Sekil 3.1 Hazirlanan PDA” Iar.

Sekil 3.2 Inkiibatér igerisindeki ekim yapilmis olan petriler ve tiipler.
3.2.2 Fungisitlerin miselyal gelisime etkileri

Fungisitlerin miselyal gelisime etkisini saptamak amaciyla B.cinerea
izolatlarina in vitro kosullarda ruhsatli fungisitlere duyarlilik ve dayaniklilik
diizeylerinin belirlenmesi bir dnceki bdliimde agiklanan yontem uygulanmis ve

inkiibasyon siiresi boyunca B.cinerea izolatlarinin miselyal gelisim gosteremedigi
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en disiik yogunluk degeri MIC (Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu) olarak

belirlenmistir.

3.2.3 Fungisitlerin spor ¢imlenmesine etkililikleri

Materyal (3.1.2.) boliimiinde bazi 0Ozellikleri bildirilen fungisitlerin, B.
cinerea izolatlarin spor ¢imlenmesine etkililikleri in  vitro kosullarda
saptanmistir. Denemelerde, 3.2.1°de agiklanan aymi yontem kullanilmis ve bu
yontemle petrilere dokiilen ilagh ve ilagsiz (kontrol) besiyerlerinden
yararlanilmistir. Denenecek fungal izolatlar, 7-10 giin siireyle 1sikta gelistirilerek
sporulasyonlart saglanmistir. Sporulasyona gecen kolonilerden pens yardimiyla
aliman konidioforlardan sporlar, fungisit iceren ve icermeyen (kontrol) petrilere
silkelenmistir. Bir glin inkubatérde bekletilen petrilerde, sporlarin ¢imlenme
durumlart mikroskop altinda c¢imlenen ve ¢imlenmeyen sporlar sayilarak

belirlenmistir.

3.2.4 In vivo kosullarda fungisitlerin etkililiklerini saptanmasi

In vitro’da elde edilen sonuglar 15181nda fungisitlerin etkililikleri yaprak
testleri ile saptanmistir. Elde edilen sonuglara gore en duyarli ve en dayanikli
izolatlara preparatlarin uygulamada 6nerilen ticari dozlar1 temel alinarak testlerde
kullanilmigtir. Daha sonra igerisinde %1’lik sodyumhipoklorit (NaOCI) bulunan
kiivetlerde 5 dakika boyunca bekletilerek sterilize edilen yapraklar, kurumaya
birakilmigtir. Sonraki asamada kuruyan yapraklar, kiivetlerin igerisinde bulunan

viyollere diizgiin bigimde yerlestirilmistir.

Denemede, 6nceki ¢aligmalardan elde edilmis olan belirleyici dozlar ve in
vitro kosullarda saptadigimiz dozlar esas almmustir. Istenilen fungisit dozlarini
iceren ya da fungisit icermeyen (kontrol) doz, yaprak yiizeylerine homojen bir
sekilde piiskiirtiildiikten sonra yapraklar kurumaya birakilmistir. Yaprak yiizeyine
ekimler, tek sporlardan c¢ogaltilmig, {i¢ giinliik spor icermeyen, misellerden
olusmus saf kiiltlirlerden yapilmistir. Denemeye alinan kiiltiirlere ait kolonilerin
kenarlarindan cork-borer (mantar delici) yardimi ile aliman 4 mm c¢apindaki

diskler, fungal gelisim olan yiizeylerinin yapraklara degmesine dikkat edilerek
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konulmustur. Her yapraga iicer disk konulmus ve denemeler ii¢ tekerriirlii olarak
kurulmustur. Yapraklar karanlik ortamda bekletilmistir. Nemi saglamak igin kiivet
tabanlarina yaprak saplar1 degecek bi¢imde su konulmus ve 4 giin boyunca

bekletilmislerdir. Bu siire sonunda yapraklarda ciiriikliik gelisimi izlenmistir.

Inkubasyondan dért giin sonra B. cinerea izolatlarinin koloniyal gelisimleri,
cap Ol¢limii seklinde degerlendirilmistir. Bu 6l¢lim sonuglart temel alinarak, her
izolatin her fungisite duyarliligi, EDsp (miselyal gelisimi %50 engelleyen doz)
degerleri, her izolat i¢in kontrole gore fungisit dozlarindaki yiizde gelisim oranlar1
bulunarak ve s6z konusu oranlar log-probit kagidina uygulanarak bulunmustur

(Delen et al., 1984).

3.2.5 Molekiiler ¢cahismalar

Calismamizda tim B.cinerea izolatlarnin DNA izolasyonlart yapilmustir.
Spesifik primerler kullanilarak PCR’da ¢ogaltilan mutajenik gen bdlgesi ve

izolatlar arasindaki genetik farklilik belirlenmistir.

3.2.5.1 DNA izolasyonu

e Her bir izolat dnce petri kaplar i¢erisinde bulunan PDA ortami lizerinde
kiltiire alarak gelistirilmistir. Daha sonra bu kiiltiirdeki miseller
kazinarak (50 pg) MP Fast Prep Machine adi verilen kagitlara
aktarilmistir.

e Bu kagitlara 500 ul ekstraksiyon buffer (200 mM Tris-HCL[pH 8.5], 25
mM EDTA, 250 mM NaCL, 2% Sodium Dodecyl sulfate) eklenerek
fungal miseller ezilmistir.

e Buislemden sonra elde edilen siv1 (350 pl), eppendort tiiplerine koyulup
icerisine 3 M 150 ul’lik Sodyum Asetat ¢ozeltisi ilave edilmis ve
-20 °C’de yaklasik 10 dakika boyunca bekletilmistir.

e Sonra 10 dakika boyunca 14000 rpm’de santrifiij islemi uygulanip
yogun olan yani ¢oken kisim uzaklastirilip tistte kalan sivi (300 pl) yeni

eppendorf tiiplere aktarilmistir.
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Bu tiiplerin igerisine esit hacimde 300 ul’lik isopropanol koyulup
yaklasik 5 defa ters diiz edilip 0 °C’de 10 dakika boyunca bekletilmistir.
Bekleme asamasi ardindan pellet halindeki DNA 14000 rpm’de 10
dakika boyunca santrifiij islemine tabii tutulmustur.

Ust kistmdaki sivi uzaklastirildiktan sonra % 70’lik Ethonol ile
eppendorf tiipii icerisindeki pelletler yikanmistir. Daha sonra tiipler 10
dakika boyunca kurumaya birakilmis ve igerisine 50 pul TE soliisyonu (
200 mM Tris HCL, 25 mM EDTA ) eklenerek —20°C’de muhafaza
edilmistir.

Elde edilen DNA oOrneklerinin  yogunluklar1 spektrofotometrede
Olgiilerek tespit edilmistir (Cenis, 1992; Abd-Elsalam et al., 2003).

3.2.5.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) hedef DNA’nin uygun kosullarda

cogaltilmas1 amaciyla yapilmaktadir. Kiiltiirlerden elde edilen fungal DNA
kullanilarak PCR yapilmustir.

PCR uygulamasinda ilk asama reaksiyon karigiminin hazirlanmasidir.

Bunun i¢in asagidaki protokol kullanilmistir.

PCR protokolii (Thermo): Her bir 6rnek i¢in toplam 50 ul olacak

reaksiyon karigimi Cizelge 3.3’de verildigi gibi hazirlanmigtir. Kullanilan

primerler Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.3 PCR protokolii

Kimyasallar Miktar

Master mix 25 ul

Forward primer 1l

Reverse primer 1l
Water (H20) 18 ul
DNA 5ul
Toplam 50 pl
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PCR uygulamasmin ikinci agsamasinda hazirlanan reaksiyon karisimini
iceren PCR tiipleri Thermal cycler cihazina yerlestirilmistir. Her bir primer igin

belirtilen amplifikasyon kosullarinda (Cizelge 3.4) PCR islemi yapilmustir.

Cizelge 3.4 Botrytis cinerea i¢in kullanilan primerler ve PCR programlari

Primer PCR programi Referans
95°C’de 3dk
BCcAR-F (5°-GGC AAATGT .
CAC TGT GAG C-3") 95°C’de 40s Jiang et al.,
Botrytis 60°C’de 40s 2009;
cinerea 40dongu Bardas et a|_’
BCAR-R (5°-ACC ATC TCC || 50, 2010
ATC CAC CATACC T-37) || 72°C de 1Ldk
72°C°de 5dk

Boty 442 (5’-ACG GGC .
TATACG AGTACCAAG-3 | 95°C’de 3dk

Boty 1006 (5°-GGT TGG 94°C’de 20s
Botrytis CTCAGAACT GLT CC-3) | | 54°C de 205 Rigotti et al.,

i 34 dongti
cinerea | 300 (5-GCA CAAAAC & 2006

CTACAG AAG A-3") 72°C’de 30s

F1500 (5-ATTCGTTTC | 72°C’de 3dk
TTG GAC T-3")

3.2.5.3 Agaroz jel elektroforez yontemi

PCR uygulamasmin ig¢iincii ve son asamasinda ise elde edilen PCR
driinlerinin elektroforez islemi ve goriintiilenmesi gelmektedir. Agaroz, 1X TAE
tamponu icinde 1sitilarak iyice c¢ozdiiriildiikten sonra sogutulup dokiilmiistiir.
Agaroz donduktan sonra taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikartilarak elektroforez
tankina yerlestirilmistir. Jelin {izerine gelecek sekilde elektroforez tanki 1X TAE
ile tamamlanmistir. Her bir kuyucuga PCR iiriiniinden 10 pl, yiikleme boyasindan
(loading dye) 2 ul olacak sekilde 12 pl yiikkleme yapilmigti. 100 V’ta 60 dk
elektroforez (Sekil 3.3) uygulanmig ve sonra jeller ethidium bromide ile

boyalanarak UV 1sik altinda goriintiilenmistir. Ethidium bromide ile boyanan jel,
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DNR Bio-Imaging marka Jel Dokiimantasyon ve Analiz Sistemi (Sekil 3.4) ile
fotografi ¢ekilerek kayit edilmistir.

Sekil 3.3 Elektroforez jel tank1 (A) ve gii¢ kaynagi ve thermal cycler (B).

Sekil 3.4 Jel gortntiileme cihazi.
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4. SONUCLAR

4.1 Fungisitlerin In vitro Kosullarinda Miselyal Gelisime
Etkililikleri

Bag alanlarindan izole edilmis olan B. cinerea izolatlarina, 5 farkli
fungisitin (fenhexamid, boscalid, pyrimethanil, iprodione, cyprodinil+fludioxonil)
8 farkli dozunun etkililikleri in vitro kosullarda testlenmistir. Bu testler sonucunda
elde edilen fungisitlerin farkli dozlarinda B.cinerea izolatlarinin EDsy degerlerine

(ug/ml) gore sayisal ve oransal dagilimlari (%) cizelge 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli fungisitler ve dozlarinda B.cinerea izolatlarinin EDsgq degerleri (pug/ml)

Izolatlar Pyri. Ipr. Cyp+Flu. Bos. Fenx.
Bcl 0.061 0.623 0.023 0.786 0.870
Bc2 >30 1.066 0.108 3.533 0.088
Bc3 >30 0.293 0.170 1.486 0.203
Bc4 2.986 1.220 0.088 0.613 0.330
Bc5 0.079 0.200 0.104 1.066 0.193
Bc6 6.606 8.033 0.085 5.286 0.236
Bc7 1.790 1.920 0.079 5.220 0.088
Bc8 1.433 7.173 0.057 1.220 0.230
Bc9 1.053 1.226 0.095 1.943 0.190

Bcl0 0.082 0.856 0.106 1.990 0.836

B. cinerea izolatlarinin iprodione etkili maddesine kars1 gosterdigi reaksiyon
acisindan ayirict konsantrasyon olarak 1.0 pg/mL esas alindiginda, etmenin misel
gelisimi engellemesi yoniinden iprodione’a karst 6nemli Olglide dayaniklilik
kazandig1 (Bc2, Bc4, Bc6, Bc7, Be8, Bc9) belirlenmistir. Pyrimethanil i¢in ayirict
konsantrasyon olarak 1-10 pg/mL araligi goz oniine alindiginda; miselyal gelisimi
engellenemeyen 7 B.cinerea izolatinin (Bc2, Bc3, Bc4, Bc6, Bc7, Bc8, Bc9)
fungisite kars1 direng gelistirdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1).
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Pyrimethanil’in 0.3 pg/mL konsantrasyonunda B.cinerea izolatlarinin
ortalama miselyal gelisimi 64.2 mm olmasina ragmen, konsantrasyon 10 kati
arttirildiginda bu gelisim 39.8 mm olarak kaydedilmistir. B.cinerea izolatlarinin
artan pyrimethanil konsantrasyonlarinda ortalama miselyal gelisimlerinin giderek
azalma gosterdigi fakat en yiliksek konsantrasyonda dahi 2 B.cinerea izolatinin

(Bc2, Bc3) miselyal gelisime devam ettigi gozlenmistir.

Fenhexamid etkili maddesinin ayirict konsantrasyonu 2-5 pg/mL aralig
olarak temel alindiginda; biitiin B.cinerea izolatlarin belirlenen EDsy degerinin,

ayirict konsantrasyon araliginin lizerinde olmadig1 saptanmuistir.

Cizelge 4.2 B. cinerea izolatlarimin EDsy degerlerine (ug/ml) gore sayisal ve oransal dagilimlari

(%)

EDsy degerlerine gore izolatlarin sayisal ve
izolat - o
Fungisitler oransal dagilimlari (%)
sayst 0,01- | 0,03- | 0,1- | 0.3- 10-
<0,01 1-3 | 3-10 >30
003 | 01 | 0,3 1 30
) 2 5 3
Fenhexamid 10 0 0 0 0 0 0
%20 | %50 | %30
) 2 5 3
Boscalid 10 0 0 0 0 0 0
%20 | %50 | %30
o 1 [ 5 | 4

Cyprodinil+fludioxonil 10 0 0 0 0 0 0

%10 | %50 | %40
] 2 2 4 2
Iprodione 10 0 0 0 0 0
%20 | %20 | %40 | %20
] . 3 4 1 0 2
Pyrimethanil 10 0 0 0 0
%30 %40 | %10 %20

EDsy degerlerine gore fungisitlerin B. cinerea izolatlarinin miselyal
gelisimine etkileri, oldukga farkli diizeylerde oldugu goriilmiistiir. Pyrimethanil’in
B. cinerea izolatlarinin miselyal gelisimini en yiiksek doz olan >30 pg/ml’de dahi
engelleyemedigi ortaya c¢ikmistir. Cyprodinil + fludioxanil ve fenhexamid
miselyal gelisimi en yiiksek diizeyde engelleyen fungisitler olmustur. 0.1- 0.3
pg/ml doz araliginda izolatlarin cyprodinil+fludioxanil %40’ mi1, fenhexamid’in %

50’sinin, iprodione’nun %?20’sinin miselyal gelisimini engelledigi goriilmektedir.
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Bu oranlara gore, cyprodinil+fludioxonil’in diisiik dozlarda da yiiksek oranda
etkili oldugu saptanmistir. Pyrimethanil, boscalid ve iprodione miselyal gelisimi

diistik seviyede etkileyebilmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2).

In vitro kosullarda farkli fungisitler ve dozlarinda B.cinerea izolatlarinin
MIC degerlerine (ng/ml) gore sayisal ve oransal dagilimlar (%) ¢izelge 4.3 ve

4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.3 Farkli fungisitler ve dozlarinda B. cinerea izolatlarinin MIC degerleri (pg/ml)

Izolatlar Pyri. Ipr. Cyp+Flu. Bos. Fenx.
Bcl >30.0 10.0 3.0 >6.0 3.0
Bc2 >30.0 10.0 3.0 >6.0 3.0
Bc3 >30.0 3.0 3.0 >6.0 3.0
Bc4 10.0 10.0 3.0 >6.0 3.0
BcS >30.0 10.0 3.0 >6.0 10.0
Bc6 10.0 >30.0 10.0 >6.0 10.0
Bc7 10.0 10.0 3.0 >6.0 1.0
Bc8 10.0 >30.0 3.0 >6.0 3.0
Bc9 >30.0 3.0 3.0 >6.0 10.0
Bcl0 10.0 3.0 10.0 >6.0 3.0

MIC degerleri acisindan fungisitler arasinda farkliliklar goriilmistiir.
Pyrimethanil ve iprodione’nun MIC degerleri 30 pg/ml’den biiyiik bulunmus ve
miselyal gelisimlerini engelleyememislerdir. Fenhexamide 1-30 pg/ml arasinda
MIC degerleri saptanmistir. Boscalid izolatlarin tamamui,
Cyprodinil+fludioxonil’in ise %60’1, 3-10 pg/ml degerlerinde miselyal gelisimini
engellemistir. Cyprodinil+fludioxanil EDsg degerlerinde oldugu gibi MIC
degerlerinde de en etkili fungisit olmus ve izolatlarinin 2’si 1-3 pg/ml’de, 6 izolat1

ise 3-10 pg/ml’de miselyal gelisimini engellemistir (Cizelge 4.3 ve 4.4).
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Cizelge 4.4 B. cinerea izolatlarimin MIC degerlerine gore (ng/ml) sayisal ve oransal dagilimlar

(%)
MIC degerlerine gore izolatlarin sayisal
izolat . 0
Fungisitler ve oransal dagilimlar: (%)
sayist 0,01- [ 0,03- | 0,1- 10-
<0,01 0,3-1 | 1-3 3-10 >30
0,03 0,1 0,3 30
) 1 6 3
Fenhexamid 10 0 0 0 0 0 0
%10 | %60 %30
) 10
Boscalid 10 0 0 0 0 0 0 0 0
%100
Cyprodinil+ 2 6 2
] ) 10 0 0 0 0 0 0
fludioxonil %20 %60 %20
. 3 5 2
Iprodione 10 0 0 0 0 0 0
%30 %50 | %20
) ) 5 5
Pyrimethanil 10 0 0 0 0 0 0 0
%50 | %50

& 4

Doz: 10 ppm

Doz: 30 ppm

}4‘0

£

(Kontrol)

Sekil 4.1 Cyprodinil+Fludioxonil’in in vitro kosullarda farkli dozlarda 10 no’lu B.cinerea izolatina

etkisi.
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Pyrimethanil| 6 No' lu izolat

7 - -~

ppm ppm ppm ppm ppm
/ ~ .

/ y P>

Doz: 0.1 [Doz: 0.03 Doz: 0.01 [Doz: 0 ppm
ppm ppm ppm (Kontrol)

Sekil 4.2 Pyrimethanil’in in vitro kosullarda farkli dozlarda 6 no’lu B.cinerea izolatina etkisi.

Iprodione ‘ 8 No' lu izolat

ayr -

D[:);:HOS Doz: 1 ppm [ Doz: 3 ppm |Doz: 10 ppm Doz: 30 ppm
Vi 4 A - 3 ‘

Doz: 0.1 Doz: 0.03 § Doz: 0.01 § Doz: 0 ppm
ppm ppm ppm (Kontrol)

Sekil 4.3 Iprodione’nun in vitro kosullarda farkli dozlarda 8 no’lu B.cinerea izolatina etkisi.
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Fenhexamid |2 No' lu izolat

Doz: 1 ppm@Doz: 3 ppm gDoz: 10 ppmj Doz: 30 ppm
e : 4 . y > v ~ =

4 7 = L~
Doz: 0 ppm § Doz: 0.01 | Doz: 0.03 Doz: 0.1 Doz: 0.3
(Kontrol) ppm ppm ppm ppm

Sekil 4.4 Fenhexamid’in in vitro kosullarda farkli dozlarda 2 no’lu B.cinerea izolatina etkisi.

4.2 Fungisitlerin Spor Cimlenmesine Etkililikleri

B. cinerea izolatlariin spor ¢imlenmesine fungisitlerin etkililikleri, EDsg
(ng/ml) ve ¢imlenmeyi engelleyici en diisiik yogunluk (MIC) degerlerine gore
saptanmigtir. Farkli fungisit ve dozlarinda B.cinerea izolatlarinin spor
cimlenmesinde  farkliliklar oldugu  goriilmektedir.  Fungisitler arasinda
cyprodinil+fludioxonil, spor ¢cimlenmesini en yiiksek diizeyde engelleyen fungisit
olarak bulunmustur. Pyrimethanil’in en yiiksek doz olan >30 ug/ml’de B. cinerea
izolatlarinin spor ¢imlenmesini engelleyemedigi goriilmiistiir. Bunlar1 sirasiyla 1-3
pg/ml doz araliginda iprodione ve 0.3-3 pg/ml doz araliginda fenhexamid

izlemistir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.5 Farkli fungisit ve dozlarinda B.cinerea izolatlarinin spor ¢imlenme etkililiklerine gore
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EDs degerleri (ug/ml)

Izolatlar | Pyrimethanil | Iprodione | Cyp+Flu. | Fenhexamid
Bcl >30 3.34 0-0.3 0.78
Bc2 28.82 2.72 0-0.3 0.62
Bc3 >30 2.28 0-0.3 0.98
Bc4 >30 212 0-0.3 >3
Bc5 19.88 2.08 0-0.3 2.82
Bc6 >30 2.02 0-0.3 2.88
Bc7 22.12 2.03 0-0.3 0.87
Bc8 >30 2.00 0-0.3 >3
Bc9 >30 2.08 0-0.3 0.92

Bcl0 >30 1.98 0-0.3 2.86

Cimlenmeyi engelleyici en diisik yogunluk (MIC) degerlerine gore
incelendiginde, cyprodinil+fludioxonil B.cinerea izolatlarinin spor ¢imlenmesini
en yiksek diizeyde engellemistir (Cizelge 4.6). Iprodione ig¢in en yiikksek doz
olarak belirlenen 10 upg/ml’de, 8 B.cinerea izolatinin spor ¢imlenmesini
engelleyemedigi goriilmiistiir. Pyrimethanil spor ¢imlenmesine etkisi en diisiik

fungisit olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.6 Farkli fungisit ve dozlarinda B.cinerea izolatlarmin spor ¢imlenme etkililiklerine gore

MIC degerleri (ng/ml)

Izolatlar | Pyrimethanil | Iprodione | Cyp+Flu. | Fenhexamid
Bcl >30 >10 >1 >3
Bc2 >30 >10 >1 >3
Bc3 >30 >10 >1 >3
Bc4 >30 >10 >1 >3
Bc5 >30 >10 >0.3 >3
Bcé >30 >10 >1 >3
Bc7 >30 >3 >0.3 >3
Bc8 >30 >10 >1 >3
Bc9 >30 >3 >1 >3

Bc10 >30 >10 >1 >3

Cizelge 4.7 Farkli fungisit ve dozlarinda B.cinerea izolatlarmin spor ¢imlenme oranlari (%)

Doz IZOLAT NO ve CIMLENME ORANI (%)

FUNGISITLER | o) | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10

0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

1 87 78 1955)|975[985| 100 | 98 97 98 | 97

Iprodione 3 555 | 45 | 31 | 12 | 95 | 55 | 65 | 2 | 65 | 4
10 |135|225] 3 | 25 |65 1 | 0 |15 ] 0 | 1
0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
pyrimethanil 3 96 | 935|985 | 97,5 | 995 | 100 | 100 | 99,5 | 100 | 100
10 | 825|855]| 78 | 765 | 89 | 96 | 85 | 89 | 94 | 885
30 | 525| 45 | 60 | 615 | 10 |555| 24 | 835 85 | 76
0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Cyp+Flu. 03 | 95| 11 | 30 | 165 | 115 37 | 65 | 95 | 125] 10
1 25 | 25| 4 | 6 | 0 [55] 0 | 6 | 1 | 3
3 0] o | o] o] olo]o| o] o] o

0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Fenhexamid |03 | 75 | 685 | 72,5| 85 | 8L | 86,5 845 | 81 | 90 | 90,5

1 3951245505 (815|715 | 61 41 80 45 74

3 125 1155] 30 67 | 465|455 |335|535|225| 46

Cyprodinil+fludioxonil’in en yiiksek dozu olarak belirlenen 3 pg/ml’de, tim
B.cinerea izolatlarinin spor ¢imlenmesini engelledigi goriilmiistiir. Ayrica Be5 ve
Bc7 izolatlarmin cyprodinil+fludioxonil’in 1 pg/ml dozunda dahi sporlarin
cimlenmedigi saptanmistir. Pyrimethanil’in en yiiksek dozunda (30 pg/ml), Bc8

ve Bc9 izolatlar1 %80’ in {zerinde spor c¢imlenmesini engellemedigi
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belirlenmistir. Fenhexamid’in 3 pg/ml dozunda, Bc4 ve Bc8 izolatlart %50’nin

izerinde spor ¢imlenmesini engellemedigi goriilmiistiir (Cizelge 4.7).

Mikroskop altinda incelenen konidiosporlarindan bazilarinin ¢imlenme
etkililikleri belirlenirken, ¢im borularinda kontrole goére kalinlagsmalar oldugu
goriilmiistiir. Bu ylizden anormal ¢imlenme gosteren konidiosporlar ¢cimlenmeyen

grupta yer almistir.

Sekil 4.5 Pyrimethanil’in 10 pg/ml dozunda 3 no’lu B.cinerea izolatinin ¢cimlenen konidiosporlar
(A), Pyrimethanil’in 30 pg/ml dozunda 2 no’lu B.cinerea izolatimin anormal ¢imlenen

konidiosporlar: (B).

4.3 In vivo Testler

4.3.1 Fungisitlerin in vivo kosullarinda miselyal gelisime
etkililikleri

Bag yapraklariyla yapilan bu denemede Botrytis cinerea izolatlar1 ayni in
vitro kosullarinda oldugu gibi 5 farkli fungisitin 8 dozunun etkililikleri EDsg
degerleri g6z 6niinde bulundurularak ayr1 ayri karsilagtirilmigtir. Pyrimethanil igin
hesaplanan EDs degerleri Cizelge 4.8’de ve Sekil 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.8 Pyrimethanil fungisitinin farkli dozlarinda B. cinerea izolatlarinin EDsy degerlerinin

(ng/ml) sayisal ve oransal dagilimlari (%)

Izolatlarin EDs; degerlerine

N izolat gore sayisal ve oransal
Fungisitler

sayIst dagilimlar (%0)

<1l 1-5 | 5-10 >10
1 3 5 1
%10 | %30 | %50 %10

Pyrimethanil | 10

In vivo kosullarda pyrimethanil’in B. cinerea izolatlarinin miselyal
gelisimini en yliksek doz olarak belirlenen 10 pg/ml’de dahi engelleyemedigi
gorlilmiigtiir. Pyrimethanil’in 5- 10 pg/ml doz araliginda izolatlarin %50’sinin

miselyal gelisimini engelledigi goriilmektedir (Cizelge 4.8).

- —
Pyrlmethanll 4 No' lu lzolat‘ Pyrimethanil 4 No' lu 1zolat

B

0 ppm 1 ppm

S ppm 10 ppm

Sekil 4.6 Pyrimethanil’in in vivo kosullarda farkli dozlarda 4 no’lu B.cinerea izolatina etkisi.
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Cizelge 4.9 Iprodione fungisitinin farkli dozlarinda B. cinerea izolatlarmin EDsy degerlerinin

(ng/ml) sayisal ve oransal dagilimlari (%)

Izolatlarin EDs, degerlerine
o Izolat gore sayisal ve oransal
Fungisitler 5 0
sayist dagilimlar (%)
<1 1-5 | 5-10 >10
. 0 1 7 2
Iprodione 10
%10 | %70 %20

EDso degeri 5-10 pg/ml arasinda en fazla (%70) olarak saptanmistir. Ayrica
10 pg/ml dizerindeki doz aralifinda 2 izolat saptanmis olup laboratuar

kosullarindaki EDsg degerleriyle uyum gosterdigi anlagilmistir (Cizelge 4.9).

7
Ipmﬁione
¢ N" .,l:

0 ppm

Iprodione 6 No'lu izolat >

Sekil 4.7 Iprodione’nun in vivo kosullarda farkli dozlarda 6 no’lu B.cinerea izolatina etkisi.
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Cizelge 4.10 Cyprodinil+fludioxonil fungisitinin farkli dozlarinda B. cinerea izolatlarinin EDsg

degerlerinin (ug/ml) sayisal ve oransal dagilimlari (%)

Izolatlarin EDs, degerlerine
o Izolat gore sayisal ve oransal
Fungisitler 5 0
sayist dagilimlan (%)
<0,3 | 0,3-1 | 1-10 >10
Cyprodinil+ 10 0 6 4 0
Fludioxonil %60 | %40

Cyprodinil+Fludioxonil i¢in saptanan dozlarda EDsg degeri 0,3-1 pg/ml
(Cizelge 4.10) en yiiksek deger (%60) olarak belirlenmistir. In vitro kosullarinda
en yiksek EDsy degeri 0,03-0,1 pg/ml (%50) arasinda saptanmustir. Her iki
kosulda da belirlenen dozlara bakilacak olursa cyprodinil+fludioxonil karigimi

miselyal gelisimi en fazla engelleyen etkili madde olarak bulunmustur.

— -~ a. 1 1 . s
Cyprodinil + . . Cyprodinil -
Fludioxonil 9 No' lu izolat s B Fludioxonil J° Ne'lu lzolal

e ——

-

0 ppm 0.3 ppm

g ‘ 1 ppm 10 ppm

Sekil 4.8 Cyprodinil+Fludioxonil’in in vivo kosullarda farkli dozlarda 9 no’lu B.cinerea izolatina

etkisi.
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Cizelge 4.11 Fenhexamid fungisitinin farkli dozlarinda B. cinerea izolatlarinin EDsy degerlerinin

(ng/ml) sayisal ve oransal dagilimlari (%)

Izolatlarin EDs, degerlerine

o Izolat gore sayisal ve oransal
Fungisitler

sayIs1 dagilimlan (%)

<2 2-5 | 5-10 >10
1 1 8 0
%10 | %10 | %80

Fenhexamid 10

In vivo kosullar altinda fenhexamid etkili madde ile yapilan denemede 10
izolattan 8’inin EDsp degeri 5-10 pg/ml arasinda bulunmustur. In vitro

kosullarinda ise en yiiksek deger 0,3-1 pg/ml arasinda saptanmustir (Cizelge 4.11).

" Fenhexamid '5 No' lu izolat

Fenhexamid 5 No' lu izolat

Sekil 4.9 Fenhexamid’in in vivo kosullarda farkli dozlarda 5 no’lu B.cinerea izolatina etkisi.
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Cizelge 4.12 Boscalid fungisitinin farkli dozlarinda B. cinerea izolatlarinin EDsy degerlerinin

(ng/ml) sayisal ve oransal dagilimlari (%)

Izolatlarin EDs; degerlerine

izolat gore sayisal ve oransal
Fungisitler 5 0

sayIst dagilimlar (%)

<1 1-3 3-6 >6

2 4 4 0

Boscalid 10
%20 | %40 | %40

Boscalid igin 1-6 ug/ml doz araliginda Botrytis cinerea izolatlari gizelge
4.12° de gosterildigi gibi miselyal gelisimi %40 oraninda engelledigi saptanmaistir.
Ayrica EDsg degeri 1 pg/ml doz araliginin altinda 2 izolat belirlenmistir.

' izolat

Boscalid 9 No' lu izolat

0 ppm

Sekil 4.10 Boscalid’in in vivo kosullarda farkli dozlarda 9 no’lu B.cinerea izolatina etkisi.

Kursuni kiif etmeni B.cinerea’nin etkin kontroliinde genellikle sezon
boyunca tekrarlanan fungisit uygulamalar1 rol oynamaktadir, ancak bu etmenin
hizla ¢evreye uyum sagladig1 ve fungisitlere dayaniklilik kazandig bilinmektedir.
Elde edilen in vitro ve in vivo ¢alismalarda da bu etmenin belirlenen fungisitlere

kars1 dayaniklilik kazandig1 saptanmustir.
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4.3.2 Fungisitlerin in vivo kosullarda Botrytis cinerea izolatlarina

olan etkinligi

Koloni yara c¢aplar1 tizerinden B.cinerea izolatlarinin farkli fungisit
(pyrimethanil, iprodione, fenhexamid, cyprodinil+fludioxonil, boscalid) ve
dozlarma gore hastalik yiizdesi hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore,
pyrimethanil’in farkli dozlarinda B.cinerea izolatlarinin hastalik yiizdesi sekil

4.11°de gosterilmistir.

Pyrimethanil
100 -+
__ 80 H Doz 0 pg/ml
S
= 60 - E Doz 1 pg/ml
2 40 - L1Doz 5 pg/ml
©
T 20 - ¥ Doz 10 pg/ml
0
Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B.cinerea izolatlar:

Sekil 4.11 Pyrimethanil’in farkli dozlarinda B.cinerea izolatlarimin hastalik yiizdesi (%).

Pyrimethanil’in farkli dozlarinda (1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml), B.cinerea
izolatlarin yara caplar1 1.66 ve 24.66 mm arasinda degisen oranlarda 6l¢iilmiis,
izolatlarin yaprak iizerinde lezyon olusturdugu gdzlenmistir. Izolatlarin giiriikliik
gelisimi yiizdeleri ise %26.54 ve %100 degerler arasinda bulunmustur. Bc2 ve
Bc3 izolatlarimin 10 pg/ml dozunda sirasiyla %65.65 ve %61.75 oranla gelisme
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.11).
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Iprodione

100 +

80 -

Hastalik (%)

20 A

Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

B.cinerea izolatlar:

H Doz 0 pg/ml
Doz 1 pg/ml
L1Doz 5 pg/ml
Doz 10 pg/ml

Sekil 4.12 Iprodione’nun farkli dozlarinda B.cinerea izolatlarinin hastalik yiizdesi (%).

Dicarboximide grubu iiyesi olan iprodione’nun farkli dozlarinda (1 pg/ml, 5
ug/ml, 10 pg/ml), B.cinerea izolatlarin yara caplar1 0.66 ve 22.33 mm arasinda
degisen oranlarda &l¢iilmiistiir. izolatlarin ¢iiriikliik gelisimi yiizdeleri ise %19.09
ve %100 degerler arasinda bulunmustur. Bc2, Bc3, Bc6 ve Bc8 izolatlarmin 10
ug/ml dozunda sirastyla %950.06, %55.33, %69.24 ve %67.63 oranla gelisme

gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.12).

Cyprodinil+fludioxonil

100 -
80 -
S
= 60 -
T
2 40 -
I
20 -
0

Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

B.cinerea izolatlar:

H Doz 0 ug/ml
E Doz 0.3 pg/ml
L1Doz 1 ug/ml
# Doz 10 pg/ml

Sekil 4.13 Cyprodinil+fludioxonil’ in farkli dozlarinda B.cinerea izolatlarinin hastalik yiizdesi

(%).
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Cyprodinil+fludioxonil’in farkli dozlarinda (0.3 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml),
B.cinerea izolatlarin yara caplart 0.33 ve 6.66 mm arasinda degisen oranlarda
bulunmustur. izolatlarin ¢iiriikliik gelisimi yiizdeleri ise %10.55 ve %100 degerler
arasinda bulunmustur. B¢c2 ve Bc3 izolatlarinin en yiliksek doz olarak belirlenen 10
pug/ml’de sirasiyla %11.71 ve %10.55 oranla gelisme gosterirken, Bc7, Be8 ve
Bc9 izolatlarinin en diisiik doz olarak belirlenen 0.3 pg/ml’de sirastyla %58.73,
%61.15, %60.04 oranla gelisme gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.13).

Fenhexamid
100 -~
- 80 - H Doz 0 pg/ml
X
=~ 60 - E Doz 2 pg/ml
=
§ 40 - L1Doz 5 ug/ml
= ¥ Doz 10 pg/ml
20
0
Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B.cinerea izolatlar:

Sekil 4.14 Fenhexamid’in farkli dozlarinda B.cinerea izolatlarinin hastalik yiizdesi (%).

Fenhexamid’in farkli dozlarinda (2 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml), B.cinerea
izolatlarin yara ¢aplar1 2.33 ve 14.66 mm arasinda degisen oranlarda dl¢tilmiistiir.
Izolatlarin iiriikliik gelisimi yiizdeleri ise %26.66 ve %100 degerler arasinda
bulunmustur. Bc2 ve Bc7 izolatlarinin en diisiik doz olarak belirlenen 2 pg/ml’de

sirastyla %52.81 ve %43.44 oranla gelisme gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Boscalid

100 ~

80 -
g E Doz 0 pug/ml
~ 60 - H Doz 1 pg/ml
% 40 - Li1Doz 3 pg/ml
* 20 - M Doz 6 pg/ml

0 [ 4

Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc Bc
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

B.cinerea izolatlar:

Sekil 4.15 Boscalid’in farkli dozlarinda B.cinerea izolatlarimin hastalik ytizdesi (%).

Boscalid’in farkli dozlarinda (1 pg/ml, 3 pg/ml, 6 pg/ml), B.cinerea
izolatlarin yara gaplar1 2.33 ve 13.33 mm arasinda degisen oranlarda tespit
edilmistir. izolatlarin ciiriikliik gelisimi yiizdeleri ise %7.08 ve %100 degerler
arasinda bulunmustur. Bcl, Bc5 ve Bcl0 izolatlarmin en yiiksek doz olarak
belirlenen 6 pg/ml’de sirasiyla %9.59, %11.05 ve %7.08 oranla gelisme
gostermistir (Sekil 4.15).

4.4 Botrytis cinerea Izolatlarimn Molekiiler Karakterizasyonu

Molekiiler yontemlerle B.cinerea izolatlar1 arasindaki dayaniklilikla iligkili
olarak genetik benzerlik ve farkliligin ortaya konmasini hedefleyen c¢alismanin bu
boliimii iki asamadan olusmaktadir. Ilk asamada spesifik primerler (BCAR-F,
BCAR-R) ile B.cinerea’nin mutajenik gen bolgesinin tespiti yapilirken, ikinci
asamada B.cinerea izolatlar1 arasindaki genetik farklilik belirlenen primerlerle
(Boty 442, Boty 1006, F300, F1500) testlenmistir.

4.4.1 Mutajenik bolgenin (G143A) tespiti

Botrytis cinerea izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu Jiang et al. (2009)
ve Bardas et al.’na (2010) gore cizelge 3.4°de gosterilen BcAR-F (5°-GGC AAA
TGT CAC TGT GAG C-3’), BcAR-R (5’-ACC ATC TCC ATC CAC CAT ACC
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T-3”) allel-spesifik primerler ve PCR programlariyla yapilmigtir. Uygulanan PCR
sonucunda, elektroferez-jel goriintiisinde 260 bp uzunlugunda bant elde
edilmistir. Elde edilen elektroferez-jel goriintiisii sekil 4.16’da verilmistir. Bu
sekilde, 1-10 no’lu 6rnekler Botrytis cinerea izolatlarini, negatif kontrol ise 11

no’lu drnegi gostermektedir.

Sekil 4.16 BCAR-F ve BCAR-R primerleri ile testlenen B.cinerea izolatlarimin PCR elektroferez-jel

goriintiisii (L: 100 bp’lik ladder, 1-10: Botrytis cinerea izolatlari, 11: (-) Kontrol).

Sekil 4.16’dan da anlasilacagi gibi spesifik primerlerle testlenen biitiin
izolatlarda mutajenik bdlgenin (G143A) varligi tespit edilmistir. Allel spesifik
primerler (BcAR-F, BCAR-R) araciligiyla hem duyarli hem de dayanikli
izolatlarda (Bcl, Bc2, Bc3, Bc4, Be5, Bce6, Be7, Be8, Bc9, Bcl10) mutajenik bolge
varliginin belirlenmesi nedeniyle bir organizmanin farkli gruplardan bilesiklere
tek mekanizma araciligiyla dayamiklilhik kazanmasi anlamima gelen c¢oklu

dayanikliliktan bahsetmek s6z konusu degildir.

4.4.2 Botrytis cinerea izolatlar1 arasindaki genetik farklhihiginin

tespiti

B.cinerea izolatlar1 arasindaki genetik farklilik c¢izelge 3.4’de verilen
Boty_442 (5°-ACG GGC TAT ACG AGT ACC AAG-3’), Boty_1006 (5’-GGT
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TGG CTC AGAACT GCT CC-3’) ve F300 (5’-GCA CAAAAC CTA CAG AAG
A-3”) , F1500 (5’-ATT CGT TTC TTG GAC T-3’) primerleri ve PCR programlari
ile yapilmistir. Uygulanan PCR sonucunda elektroferez-jel goriintiisiinde 604 bp
uzunlugunda bant elde edilmistir. Elde edilen elektroferez-jel goriintiisii sekil
4.17°de verilmistir. Bu sekilde, ilk kisimda Boty primerleri kullanilirken, diger
kisim Flipper primerleri kullanilmigtir. Ayrica 1-10 no’lu 6rnekler Botrytis cinerea

izolatlarini, negatif kontrol ise 11 no’lu 6rnegi géstermektedir.

L 123 4 56 7 8 91011 L12 3 4567 8 91011

Sekil 4.17 Boty 442 ve Boty 1006 primerleri ile testlenen B.cinerea izolatlarimin PCR
elektroferez-jel goriintiisii (A), F300 ve F1500 primerleriyle testlenen B.cinerea
izolatlarinin elektroferez-jel goriintiisic (B) (L: 100 bp’lik ladder, 1-10: Botrytis
cinerea izolatlari, 11: (-) Kontrol).

Boty 442, Boty 1006 ve F300, F1500 primerleriyle testlenen galismamizda
Bcel, Be5, Be6, Be7, Be8, Be9, Bel0 no’lu Botrytis cinerea izolatlarinda boty
elementinin varhigr sekil 4.17°de goriildigii gibi tespit edilmistir. Flipper

elementinin varli§ina yapilan ¢alismada rastlanmamustir.

Elde edilen bulgular neticesinde, Bc2, Bc3 ve Bc4 no’lu izolatlarin vacuma

kompleksleri tasidigi belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Ulkemiz ekonomisinde ekonomik degeri yiiksek olan iiziimiin yetistiriciligi
sirasinda onemli sorunlarla karsilagilmaktadir. Bu sorunlarin basinda da fungal
kaynakli patojenler gelmektedir. Uziimde sorun olan birgok patojen bulunmasina
karsin, ekonomik yonden biiyiik oranda kayiplara yol acan ve en tehlikeli
hastaliklardan birisi Botrytis cinerea’nin neden oldugu kursuni kiif hastaligidir
(Delen et al., 2004; Elad et al., 2004).

Kimyasal miicadele bu hastaliin yonetimi i¢in en 6nemli yaklasimlardan
biridir. Ancak fungisit dayanikliliginin gelismesi bu miicadele yontemini olumsuz
bigimde etkilemektedir. Ustelik Botrytis cinerea fungisit dayaniklilig1 agisindan
yiiksek riskli patojen oldugu i¢in hemen hemen tiim botrytisitlere direng gdsterme

egilimdedir (Jiang et al., 2009).

[lk asamada {iziim meyvelerinden elde edilmis B. cinerea izolatlarina in
vitro kosullarda boscalid, pyrimethanil, iprodione, cyprodinil+fludioxonil,
fenhexamid olmak tizere 5 etkili maddeye ait fungisitlerin etkililikleri
belirlenmistir. Ikinci asamada alinan sonuglara gore bu fungisitlerin belirli dozlari
in vivo kosullarda yaprak testleri ile etkililikleri incelenmistir. Son asamada ise
Botrytis cinerea izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu spesifik primerlerle

testlenerek tespit edilmistir.

Yapilan deneme sonucunda anilinopyrimidine iiyesi pyrimethanil’in EDsy
degerleri 0,03 pg/mL ile >30 ug/mL doz araliginda saptanmustir. 2 izolatin >30
pug/mL {izerinde oldugu ve MIC degerleri 30 pg/mL’den biyiikk 5 izolat
bulunmugtur. Belirlenen biitiin  B.cinerea izolatlarinin miselyal geligsimi
engelleyemeyen pyrimethanil’ e karsi dayaniklilik kazandigi anlasilmaktadir ve
daha onceki literatiir bilgileriyle de paralellik gostermektedir (Moyano et al.,2004;
Leroux et al., 2002).

B.cinerea izolatlar1 ile in vitro kosullarda yapilan ¢aligmalar sonucunda,
denemeye alman fungisitlerden cyprodinil+fludioxanil ve fenhexamid, B.

cinerea’nin miselyal gelisiminin engellenmesinde en etkili fungisitler olmustur.
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Phenylpyrrolle’ler grubunda olan fludioxanil, funguslarda seker ve amino asit
almmmi {izerine etkili olmaktadir. Anilinopyrimidine’ler grubunda yer alan
cyprodinil ise, methionin biyosentezini ve hidrolitik enzimlerin salgilanmasini
engelleyerek fungisit etki géstermektedir. Hydroxyanilide grubuna ait fenhexamid
ise; ¢im tiiplinlin gelisimini, appressorium penetrasyonunu, miselyal gelisimi ve

fungal kolonizasyonu engellemektedir (Delen, 2008).

Cyprodinil+fludioxonil’in in vitro kosullarda EDsy degerleri 0.01-0.3 mg/ml
doz araliginda oldugu saptanmistir. Trakya’da baglarda yapilan bagka bir
caligmada B. cinerea izolatlarinin cyprodinil+fludioxonil karisimina duyarli
olduklart bulunmus ve EDsp degeri 0.3 pg/ml belirlenmistir (Kdycii, 2007). Bu
sonuglar, B. cinerea’ya karsi cyprodinil’in fludioxanil ile birlikte kullanilmasi

durumunda sinerjistik etki oldugunu gostermektedir.

Fenhexamid aktif maddesinin B.cinerea iizerindeki etkisine bakilacak
olursa; izolatlarin % 20’sinin EDsg degeri 0.03-0.1 pg/ml, %50’sinin EDsp degeri
0.1-0.3 pg/ml ve %30’unun EDsg degeri 0.3-1 pg/ml araliginda belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Aymi sekilde, baglarda yapilan diger bir ¢alismada B. cinerea’ya
tilkemizde ruhsatli olan fenhexamid’in salkim g¢iiriikliikleriyle savasimda oldukga
onemli bir fungisit oldugu bulunmustur. B. cinerea’nin miselyal gelisimine
fenhexamid yiiksek etkililik gostermis ve EDsp degeri <0.01-1 pg/ml doz
araliginda saptanmistir (Delen et al., 2004). Benzer sekilde, yapilan farkli bir
calismada 472 adet B.cinerea izolatinin fenhexamid’e karsi %95,3’i duyarli
olarak saptanmistir (Esterio et al., 2007). Fakat calismamizda ii¢ izolatin MIC
degerlerininin 10 ile 30 pg/ml doz araliginda bulunmus olmasi, fenhexamid’e

kars1 duyarlilik azalisinin ilerde s6z konusu olabilecegini gostermistir.

Iprodione’nun B. cinerea izolatlarinin en yiiksek miselyal geligimini
engelleyen doz araligi 3-10 pg/ml’dir. Bu aralikta Bc6 ve Bce8 no’lu izolatlar
bulunmaktadir. Verilen literatlir bilgilerine gore bu izolatlar iprodione karsi
dayaniklilik kazanmistir. Ancak molekiiler diizeyde BcAR-F (5°-GGC AAATGT
CAC TGT GAG C-3”) ve BcAR-R (5’-ACC ATC TCC ATC CAC CATACC T-37)
primerleriyle testlenen hem duyarli hem de dayanikli izolatlarda bant goriintiisti

elde edilmis ve mutajenik bolge (G143A) tespit edilmistir. Jiang et al. (2009)
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tarafindan yapilan ¢aligmada sadece dayanikli izolatlarda G143 A mutasyonuna
bakilmis ve tiim dayanikli izolatlarda mutasyonun varligi goézlenmistir. Diger bir
caligmada ise aym primerlerle 76 izolatin hepsinde G143A  mutasyonu
arastirtlmis ve sadece Praclostrobin’e dayanikli 43 tane izolatin bant verdigi

saptanmistir (Bardas et al., 2010).

Italya’da yapilan bir calismada boscalid’e dayanikli B.cinerea mutantlar:
elde edilmis ve bu dayanikli mutantlarin boscalid etkili maddesi i¢in EDsy degeri
0,3-3 pg/ml arasinda, MIC degeri ise 10-30 pg/ml arasinda oldugu bildirilmistir
(Angelini et al., 2010). Calismamizda ise Boscalid’in B. cinerea izolatlarinin
miselyal gelisimini engelleyen doz araligi 0,3-10 pg/ml olup, MIC degeri ise 3-10
ug/ml arasinda belirlenmistir (Cizelge 4.1). Veriler kiyaslandiginda tiim B.cinerea

izolatlarinin dayanikli mutant olma 6zelligi tasidig: diistiniilmektedir.

2006-2010 yillarinda Almanya’daki saraplik bag alanlarinda toplanan
B.cinerea izolatlarindaki, fungisit dayanikliliginin yogunlugu saptanmis ve bu
izolatlar carbendazim, iprodione ve fenhexamid’e kars1 diisiik siklikla dayaniklilik
gosterdigi bildirilmistir. Ancak cyprodinil’e kars1 dayanikli izolatlar 2006 yilinda
% 5,6 oranindayken 2008 yilinda bu oran % 21,9’ a yiikselmistir. Boscalid’e
dayaniklt izolatlar ise 2006 yilinda %2 iken 2009 yilinda 9%26,7 oldugu
saptanmistir (Leroch et al., 2011). Verilen literatiir ile yaptigimiz ¢alisma (Cizelge
4.1) arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Bu da filogenetik agidan farkli B.cinerea

irklarimin varligindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Filogenetik caligmalarda Botrytis cinerea’nin iki kardes tiiriinii belirlemede
transposa ve vacuma kompleksleri onem tasir. Bu kardes tiirlerin genetik olarak
ayrimi transposa kompleksinde bulunan boty ve flipper elementlerinin
bulunmasiyla iliskilidir. Vacuma kompleksinde ise bu elementler bulunmaz
(Rigotti et al., 2006). Boty 442, Boty 1006 ve F300, F1500 primerleriyle
(Cizelge 3.4) yiiriitiilen ¢alismamizda Bel, Be5, Be6, Be7, Be8, Be9, Be10 no’lu
Botrytis cinerea izolatlarinda boty elementinin varligi sekil 4.11°de goriildiigi gibi
tespit edilmistir. Bu nedenle izolatlar arasindaki farklilik molekiiler diizeyde

yapilan ¢alismamizla desteklenmistir.



o1

Fransa’da yiiriitiilen bir arastirmada B.cinerea tiirlerini genetik farkliligini
saptamada grup Il olarak nitelendirilen transposa kompleksinin, grup | olarak
adlandirilan vacuma kompleksi tasiyan tiirlere nazaran daha fazla konukgu
dizisinin oldugu ve morfolojik ve fenolojik 6zellik bakimindan (6rnegin; eseysiz
spor sayist) farkliliklar gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica grup | iginde bulunan
B.cinerea tiirleri yiliksek dayanikli ve orta dayanikli tiirler olarak belirlenirken,
grup Il i¢inde bulunan B.cinerea tiirleri diisik dayanikli ve duyarh tiirler
igerisinde oldugu bildirilmistir (Fournier et al., 2005). Elde ettigimiz bulgulara
gore Bc2, Bc3, Bc4d izolatlarinda morfolojik 6zellikleri bakimindan farkliliklar

gbzlemlenmistir.

2013 ve 2014 yillart arasinda yiiriitiilen bu c¢alismanin kursuni kiif etmeni
olan B.cinerea’a kars1 fungisit dayanikliligin1 engelleyici stratejiler olusturmak ve
bu arastirma sonuglarinin gelecekte yapilacak olan calismalara 1sik tutacagi

distiniilmektedir.
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6. ONERILER

Tez ¢alismasindan elde edilen sonuglara gore bag alanlarinda B. cinerea ile
savasimda etmenin fungisitlere dayaniklilik olusumunun engellemesi i¢in dikkat

edilmesi gereken noktalar agagida agiklanmistir.

> B.cinerea ile savasimda basariya ulasabilmek i¢in bag alanlarinda ilk
olarak kiiltiirel yontemlerin tam ve Ozenli bir sekilde uygulanmasi
gereklidir. Bag alani igerisinde hava sirkiilasyonu saglamak amaciyla
yapraklar seyreltilmelidir. Asir1 azotlu giibrelerden ve {iziim meyvesinin
olgunluk doneminde asir1 sulamasindan kaginilmalidir. Sklerotlarin
topraga karigsmasini dnlemek amaciyla bitki artiklar toplanmali ve {iziim
hasad1 geciktirilmemelidir.

» Bag alanlarinda Salkim giivesi (Lobesia botrana), B. cinerea’nin
gelisimi agisindan 6nemli oldugundan etkili insektisit uygulamalar
yapilmalidir. B.cinerea agilan yaralardan giris yapabildigi i¢in sekonder
zararlilar1 kontrol altina almak gerekmektedir.

» Kursuni kiif etmeni B. cinerea ile savagima biitiin diinyada oldugu gibi
tilkemizde de c¢iceklenme doneminde baslanmalidir. Calismamizda B.
cinerea izolatlarinin bazilarinda, iprodione, pyrimethanil ve boscalid’e
dayaniklilik tespit edilmesi nedeniyle, bu fungisitlerin sezon boyunca bir
uygulama ile sinirlandirilmast dayaniklilik olusumunu erteleyecektir.

» Cyprodinil+Fludioxonil karisim1 yiiksek etkililikte bulunmasindan
dolayr bagda kursuni kiif hastaligina kars1 kullanimi tavsiye
edilmektedir.

» Fungisit uygulamalari, son ilaglama ile hasat arasindaki siire goz Oniine
almarak ge¢ donemde kullanilmamalidir. Molekiiler ¢alismalarla da
kanitlanan dayaniklilik probleminin ¢6ziimiinde, fungisitlerin se¢imi
etkin rol oynamaktadir. Etki mekanizmasi farkli olan fungisitlerin
kullanim1 dayanikliligin meydana gelmesini geciktirecektir.

» Son yillarda fungal etmenlerin dayanikliligini tespit etmek amaciyla
gerceklestirilen, c¢alismamizda da yer alan molekiiler diizeydeki
caligmalar giivenilir, etkili, gecerliligi olan bir uygulama oldugu i¢in

arttirtlmalidir.
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