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OZET
Doktora Tezi

AYCICEGI MILDIYOSU ETMENI Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni’nin
TURKIYE’DEKI IRKLARININ TESPITI VE BAZI TICARI AYCICEGI
CESITLERININ BU IRKLARA KARSI REAKSIYONLARININ BELIRLENMESI

Er¢in OKSAL

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Salih MADEN

Aygicegi (Helianthus annuus) iilkemizin en 6nemli yag bitkisi olup, tohumunda ihtiva
ettigi % 45°lik yag orani ile yag sanayinin ana hammaddesi sayilmaktadir. Etmeni
Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & de Toni olan Aygicegi mildiydsi tiim diinyada
ayciceginin en Onemli hastaligidir. Simdiye kadar etmenin diinyada 36 1rki tespit
edilmistir. Bu ¢alismada iilkemizdeki aygigegi ekim alanlarindaki P. halstedii’nin
mevcut rklariin tespiti ve bu irklara karsi baz ticari aygicegi cesitlerinin reaksiyonlar
belirlenmistir. Caligma kapsaminda 2010 yilinda Tiirkiye’nin yogun aygicegi tarimi
yapilan Tekirdag, Edirne, Kirklareli, Ankara, Kirsehir, Kirikkale, Eskisehir, Bursa,
Samsun, Tokat ve Adana illerinde siirveyler yapilmistir. Siirveyler sonucunda 65 adet
P. halstedii izolat1 elde edilmis ve saflastirilmistir. Izolatlarin tamamina PCR yapilarak
310 bp lik tiire spesifik bant elde edilmis ve sekans analizi yapilarak tam
dogrulanmistir. Teshis ¢alismalar1 sonucunda P. halstedii tiirii tespit edilmistir. Irk
ayirict set kullanilarak P. halstedii izolatlarinin irk tespitleri yapilmis ve iilkemizde
etmenin 9 fakli ki (100, 102, 110, 300, 500, 502, 510, 702, 712) tespit edilmistir.
Tespit edilen rklarin hepsi Tirkiye i¢in ilk kayit niteligindeyken 1tk 102, 712, 510 ve
110 ise diinya i¢in yeni kayit niteligindedir. Mildiyd wrklarinin %69,2°si irk 100 olarak
belirlenmistir. Ulkemizdeki baz1 ticari aygicegi cesitlerinin P. halstedii’nin irklarma
kars1 durumlarinin belirlenmesi amaciyla 1rk tespiti yapilan ve farkl irklar temsil eden
P. halstedi izolatlar1 kullanilarak yaygin olarak ekimi yapilan 20 adet ticari aygicegi
cesidinin reaksiyonlar: tespit edilmistir. Hicbir ticari ¢esit etmenin 9 farkli irkina da
dayaniklilik gostermemistir. LG540HO, LG5580, Sanbro MR, Sanay MR, Sanbro ve
Comfeta cesitleri sirasiyla 2, 4, 3, 3, 1 ve 2’ser irka karsi dayanikli reaksiyonlar
gozlenmistir.

Ekim 2014, 77 sayfa

Anahtar Kelimeler: Plasmopara halstedii, 1rk, ¢esit reaksiyonu, ay¢icegi



ABSTRACT
Ph. D Thesis

DETERMINATION OF THE RACES OF Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De
Toni, THE CAUSAL AGENT OF SUNFLOWER DOWNY MILDEW IN TURKEY
AND REACTIONS OF SOME COMMERCIAL SUNFLOWER VARIETIES
AGAINST THESE RACES

Er¢in OKSAL

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Salih MADEN

Including 45 % of oil in its seed, sunflower (Helianthus annuus) is the most important
oil crop plant of Turkey as well as being the the main raw material of the oil industry.
Downy mildew of sunflower caused by Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & de Toni, is
the most important disease of sunflower throughout the world. Thirty six races of the
disease have been detected until now. This study is to determine the present races of P.
halstedii and the the reactions of some commercial sunflower varieties against these
races. Within the scope of the study, surveys were performed in Tekirdag, Edirne,
Kirklareli, Ankara, Kirsehir, Kirikkale, Eskisehir, Bursa, Samsun, Tokat and Adana
provinces where sunflower is widely grown in 2010. During the surveys, 65 P. halstedii
isolates were obtained and purified. PCR was performed to all of the isolates, a band of
310 bp spesific to the species is obtained and were validated by sequence analysis.
Plasmopara halstedii was detected according to the identification studies. Using the
race differential set, the races of P. halstedii were determined and nine different races of
the pathogen (100, 102, 110, 300, 500, 502, 510, 702, 712) were detected. All the races
detected are first records for Turkey, wheras the races 102, 712, 510, 110 are the first
record for the world. Sixty nine percent of the downy mildew races was determined as
race 100. The reaction of 20 commercial sunflower varieties against P. halstedii was
determined by using isolates representing different races of downy mildew. None of the
commercial sunflower varieties showed resistance against all the pathotypes of downy
mildew at the same time. The cultivars; LG540HO, LG5580, Sanbro MR, Sanay MR,
Sanbro and Comfeta were found resistant against 2, 4, 3, 3, 1 and 2 races respectively.

October 2014, 77 pages
Key Words: Plasmopara halstedii, race, reaction of varieties, sunflower



TESEKKUR

Ulkemizdeki aygicegi ekim alanlarindaki Plasmopara halstedii’nin mevcut irklarinin
tespiti ve bu irklara kars1 bazi ticari aygigegi ¢esitlerinin reaksiyonlarinin belirlenmesini
amaclayan bu ¢alisma sirasinda oneri ve yardimlarini esirgemeyerek akademik ortamda
oldugu kadar beseri iliskilerde de engin fikirleriyle yetisme ve gelismeme katkida
bulunan danisman hocam Sayin Prof. Dr. Salih MADEN’e, Tez izleme Komitesi
iiyeleri olan Prof. Dr. Y. Zekai KATIRCIOGLU (Ankara Universitesi Fen bilimleri
Enstitiisii Bitki Koruma ABD) ve Prof. Dr. Ozer KOLSARICI’ya (Ankara Universitesi
Fen bilimleri Enstitlisii Tarla Bitkileri ABD), siirveylerdeki yardimlart i¢in Dog. Dr.
Harun BAYRAKTAR (Ankara Universitesi Fen bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma
ABD) ve Dr. Adnan TULEK e (Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii), 1rk ayirict tohum
setini gonderen Dr. Thomas GULYA (United States Department of Agriculture)’ya,
Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii idaresi ve teknik personeline, tez boyunca
her konuda yardimlarini ve desteklerini esirgemeyen Zir. Yiik. Mith. Emre EVLICE
(Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii), Dr. F. Dolunay ERDOGUS (Zirai
Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii) ve Yrd. Dog. Dr. Goksel OZER’e (Abant Izzet
Baysal Universitesi), tiim ilgi, yardim, fedakarlik ve hi¢ eksilmeyen destekleri igin esim
Yrd. Dog. Dr. H. Digdem OKSAL’a (Inénii Universitesi Ziraat Fakiiltesi), aileme ve
cocuklarima en derin duygularla tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismasi, <’Aycicegi Mildiyosii (Plasmapora halstedii (farl) Berl& de Toni)’niin
Patojenik ve Genetik Farkliliklar1 ile Cesit Reaksiyonlarinin Belirlenmesi ve Molekiiler
Tespit Yontemlerinin Kullanim Olanaklarinin Arastirilmast’ isimli Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii projesi
tarafindan desteklenmistir.

Er¢in OKSAL
Ankara, Ekim 2014
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SIMGELER DIiZIiNi
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1. GIRIS

Aygicegi (Helianthus annuus L.) iilkemizin en 6nemli yag bitkisi olup, tohumunda

ithtiva ettigi % 45°lik yag orani ile yag sanayinin ana hammaddesi sayilmaktadir.

2013 y1l1 verilerine gore lilkemizde 6,097,839 da alanda aygicegi ekimi yapilmakta olup
bunun 5,202,600 dekar1 yaglik, 895,239 dekar1 ise gerezliktir (Cizelgel.1). En fazla

aycicegi ekim alami 925,469 da ile Tekirdag ilinde yer almaktadir (Cizelge 1.2)

(Anonim 2013).

Cizelge 1.1 Tiirkiye’de 2007-2013 yillarinda yaglik ve cerezlik aycigegi iiretim alanlar

(da)

Yillar
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013

Toplam
5,546,778
5,800,000
5,840,000
6,414,000
6,557,000
6,046,000
6,097,839

Yaghk

4,857,000
5,100,000
5,150,000
5,514,000
5,560,000
5,046,160
5,202,600

Cerezlik
689,778
700,000
690,000
900,000
997,000

1,000,000
895,239

Cizelge 1.2 Tirkiye’de il bazinda 2013 y1l1 yaglik ve cerezlik ayc¢icegi liretim alanlari

(da)
Yaghk/Cerezlik ILLER
Edirne Kirklareli Tekirdag Ankara Eskisehir = Bursa
Yaglik 775,385 593,194 925469 63,217 107,018 80,885
Cerezlik - - - 217,900 25,053 29,022
Kirsehir Kirikkale Adana Samsun Tokat
Yaglik 38,173 9,790 345,087 115,649 177,694
Cerezlik 52,550 113,923 - - -




Aygigegi iilkemizde ve diinyada, genellikle yaglik olarak {iretilmekte olup Onemli
oranda da cerezlik, siis bitkisi, hayvan ve kusyemi olarak da iiretimi yapilmaktadir.
Yaglik aygigegi tiretimi Marmara bolgesinde yogunlasirken, cerezlik aycicegi iiretimi

ise Orta ve Dogu Anadolu ile gegit bolgelerinde yapilmaktadir (Onan 1988).

Aygigeginde verim kayiplarina neden olan hastalik etmenlerinin iyi bilinmesi ve bunlara
kars1 bilingli bir zirai miicadelenin yapilmasi verim kayiplarinin engellenmesi agisindan
oldukca onemlidir. Bu hastalik etmenlerinin biiylik bir kismi tohumla tasinmaktadir.
Verim kayiplarinin 6nlenmesi her seyden once, saglikli ve temiz tohumluk kullanimiyla
olmaktadir. Bundan dolayr da tohumla taginan hastalik etmenleri 6nemlidir. Bu
etmenler tohumu bulastirmakla kalmayip, hastaligin tarlaya taginmasina, yayilmasina ve

zaman zaman epidemiler olusmasina neden olmaktadir.

Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi, aycicegi bitkisinde de fungal hastaliklarla
karsilagilmaktadir. Pas (Puccinia helianthi  Schw.), Verticillium solgunlugu
(Verticillium dahliae Kleb.), Mildiyo (Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & de Toni),
Sclerotina solgunlugu ve ¢iirtikligii (Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary), kok bogazi
cuiriikliigi (Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.), Kursuni kiif (Botrytis cinerea Fr.)
ve Yaprak lekelerine (Septoria helianthi EIll. ve Kell., Alternaria zinnia Pape,
A. helianthi (Hansf.) Tubaki ve Nishihara) yol acan hastaliklar bunlar arasinda
sayilabilir (Yiicer ve Karaca 1978, Sacston 1981).

Etmeni Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & de Toni olan Aygigegi mildiydsii tim

Diinyada ayg¢iceginin en ciddi hastaligidir (Viranyi ve Spring 2011).

Aycicegi mildiyosii Avrupa’da 1940’lara kadar bilinmemekteydi. P. halstedii 6nce eski
Yugoslavya’da sonra diger dogu Avrupa iilkelerinde goriilmeye baslandi (Sacston
1992). P. halstedii aycicegi bitkisinde ilk kez Amerika’da Indiana, lowa ve Minnesota
eyaletlerinde 1920’lerin basinda rapor edilmistir (Young ve Morris 1927, Bisby 1938).
Bu Avrupa’daki yabani Asteraceae’lerden (6rn: Xantium strumarium) kiiltiire alinmis

aycicegine konukgu gecisi oldugunu ve Sacston (1992)’nin aygigegi mildiydsii’niin



Kuzey Amerika orjinli oldugu teorisini desteklemektedir. Fark edilmeden kontamine

olmus tohumlar aygicegi mildiydsiiniin tiim Diinyaya dagilmasina neden olmustur

(Meliala vd. 2000, loos vd. 2007).

Aycicegi mildiydsiiniin Turkiye’de varligi ilk kez 1958°de Sakarya’da ortaya konmustur
(Karel 1958). Ulkemizde Aycicegi mildiydsii ile ilgili 1970-1980°li yillarda hastalik
olusumu, buna etki eden faktorler, hastaligin biyolojisi, savasim olanaklari ve sistemik
enfeksiyonun yapisini belirlemeye yonelik ¢alismalar yapilmistir (Yiicer vd. 1976,
Maden 1982, Ozkutlu vd. 1982, Onan 1988, Doken 1989). Hastalik iilkemizde halk

arasinda “Kose” ismiyle bilinmektedir.

Etmenin bilimsel adi: Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni

Taksonomik yeri (Voglmayr ve Constantinescu, 2008)

Ust alem : Eukaryota

Alem : Chromista

Sube : Oomycota

Smif : Oomycetes

Takim : Peronosporales

Familya : Peronosporaceae

Diger bilimsel isimleri Peronospora halstedii Farl

Rhysotheca halstedii (Farl.) G. W. Wilson

Plasmopara helianthi Novot. f. helianthi

Farlow (1883) Peronospora halstedii’yi Eupatorium purpureum, Ambrosia
artemisiifolia, Bidens frondosa, Rudbeckia laciniata, Silphium terebinthaceum ve ¢ok
yillik  Helianthus tiirleri  olan  Helianthus  strumosus, H. tuberosus ve
H. doronicoides (H. mollis x H. giganteus) iizerinde tanimlamistir. Halsted isimli
aragtirict 1876’da Bussey enstitisiiniin yakininda Eupatorium purpureum da buldugu bir
ornek ile H. tuberosus (farlow herbaryum no:79107) da bulunan bu O6rnegin ayni

oldugunu bildirmistir (Onan 1988). Schréter (1886) Plasmopara ile Peronospora’nin



farkinin ¢im tiipleri yerine zoospor ¢imlenmesi olusturdugunu bulmustur. Daha sonra
Berlese ve De Toni (1888) bu etmeni Plasmopara halstedii (farl.) Berlese et de Toni ad1
altinda yeni bir tiir olarak Plasmopara igine transfer etmislerdir. Tanimlarinda konukgu
dizisinin 7 cinsten olustugunu bunlarin arasinda 4 tane ¢ok yillik Heliantus tiirii

oldugunu fakat tek yillik Helianthus tiirii olmadigini tespit etmislerdir.

Wilson (1907) morfolojik farkliliklarina dayanarak Plasmopara halstedii’ninde iginde
bulundugu Rhysotheca cinsini tanimlamis fakat bu yeni cins kabul gérmemistir. Bunu
takip eden yillarda Kuzey Amerika’da Asteraceae cinsleri tizerinde pek cok mildiyo
tespit edilmis, bunlar sporangiophore ve sporangiumlarinin morfolojik O6zelliklerine
bagl olarak Plasmopara halstedii olarak siniflandirmistir. Fakat daha sonra biiyiikliik

ve sekillerinde yiiksek derecede ¢esitlilik oldugu tespit edilmistir (Stevens 1913).

Aygicegi lizerindeki mildiyoniin ilk olarak bulunusu 1890’lara dayanir ve 1920’lerde
mildiyd ABD’nin birgok eyalatinde ciddi bir hastalik haline gelmistir (Henrry ve Gilbert
1924, Young ve Morris 1927).

Plasmopara halstedii‘nin tim Compositae iiyesi bitkilerde oldugu varsayilmaktadir
(Nishimura 1922). Ancak Gaumann (1923) bu etmenin konukgu dizisinin oldukga dar
oldugunu bildirmistir. P. halstedii’nin bir tiir kompleksi oldugu disiiniilmiistiir (Leppik
1966). Farlow tarafindan kiiltiire alinmig H. annuus tizerinde tanimladig:i patojenin
giinlimiizde tek tiir olduguna dair kesin kanitlar ise hala yoktur (Viranyi ve Spring
2011).

Dogu Avrupa da 20.yy’in ortalarinda Aycicegi mildiyosii ¢ok onemli bir tehdit haline
gelmistir.  Yaglik aygigeginden elde edilen patojen inokulumuyla yogun c¢apraz
enfeksiyon calismalar1 yapilmis ve patojenin konukcu dizisi ortaya konulmaya

calisilmistir (Novotel’nova 1966).

Tiir ismi olan Plasmopara helianthi Novot. su an taksonomik olarak gegersizdir, ¢linkii

Novotel’nova’nin isimlendirmesi International Code of Botanical Nomenclature’un



kurallarma uygun degildir (Gulya vd. 1997). Etmen giiniimiizde Plasmopara halstedii
(Farl.) Berl. & De Toni olarak bilinmektedir (Viranyi ve Spring 2011).

P. halstedii tarafindan aygigegi bitkisinde olusturulan simptomlar bitki dokusunun
yasina, inokulum yogunluguna, bitki c¢esidine ve g¢evre kosullarina (nem ve sicaklik)
bagh olarak degiskenlik gostermektedir. Ug enfeksiyon tipi vardir bunlar sistemik,

latent ve lokal enfeksiyonlardir (Spring 2001).

Sistemik olarak enfekteli bitkiler clice kalir (Sekil 1.1). Etkilenen bitkilerin yapraklari
ana damar boyunca uzanan soluk yesil, ya da klorotik lekelere sahiptir. Sistemik
enfekteli bitkilerin generatif ve vejetatif kiitlesinde siddetli bir azalma s6z konusudur
(Spring vd. 1991). Siddetli etkilenen bitkilerin gen¢ yapraklari tamamen klorotik
alanlarla kaplanir, agagiya dogru kivrik, sert ve kalindir. Nemli kosullar altinda bu
yaprak yiizeyindeki klorotik alanlar genigler yaprak alt ylizeyinde fungusun sporangium
ve sporangiophore’larindan olusan beyaz renkli fungal tabaka (Sekil 1.1) meydana gelir.

Bogumlar aras1 kisaldigindan mildiydlii bitki lahana benzeri bir hal almaktadir.

Sekil 1.1 Plasmopara halstedii'nin aygigegi bitkisinde olusturdugu ciicelik ve
yapraklarda klorotik beneklenme a. ve yaprak alt yiizeyinde olusturdugu
Kirli beyaz sporulasyon b.

Enfekteli aycicegi bitkilerinin baslar1 kiiciik ve gdvdeye diktir. Basta olusan tohum
sayist azdir ve canlilik oranmi diisiiktiir. Mildiyolii aygicegi bitkilerinden elde edilen

tohumlar az gelismis ve renksiz, ya da nadiren saglikli goriintirler. Geg¢ enfekte olsalar



dahi bu tiir tohumlar diigiik kalitededir. Bu tohumlar ekildiginde ¢imlenme giicleri

ortalamanin altindadir ve normal olmayan fideler olustururlar (Doken 1989).

Hekimhan ve Tiilek (2008), Sistemik olarak enfekte olan ve hayatta kalan bitkilerin P.
halstedii’nin ¢ok karakteristik bir O6zelligi olarak tabla yiizlerini yukariya dogru
cevirdigini, bu sekildeki bitkilerden elde edilen tohumlarin daha agik renkli ve hafif, yag

oraninin daha diisiik ve daha kiigiik tablaya sahip oldugunu bildirmistir.

Sackston (1981), Mildiy6lii bitkilerin kok sistemi gelisimi normalin altindadir ve
sekonder kok olusumu 6nemli derecede azaldigini, enfekteli bitkilerin kok yiizeyleri
koyu kahverengi bir hal aldigin1 bildirmistir. Ayrica sistemik enfekteli bitkilerdeki diger
simptomlarin: Dip ur olusumu ve ikiz yapraklilik, fidelerde ¢okerten, govdelerde 6zde
renk degisimi ve diizensiz ¢i¢ceklenme oldugunuda bildirmistir. Bunun disinda sistemik
aycicegi mildiyosii enfeksiyonu cesitli kosullar altinda bazi konukc¢u patojen
interaksiyonlar1 ile govdenin asagi kisimlarinda (kotiledon veya hipokotilde sinirl
enfeksiyon) ve kokte lokalize olabilmektedir (Ljubich ve Gulya 1988, Viranyi ve Gulya
1995a,b).

Cogu zaman yapraklarda lokal enfeksiyon meydana gelebilir ama ¢ok dikkat gekici
degildir. Kiigiik diizensiz sekilli soluk yesil lekeler yaprak iizerinde bu damarlarla
sinirlidir.  Yiiksek nispi nemli kosullarda bu lekelerin alt yiizeyinde mildiy6
sporangiophore ve sporangium’lart olusur. Sonraki dénemde konukgu dokusu 6liir ve
yaprak lezyonlar1 kahverengiye doner. Bu lokal lezyonlu bitkilerde fungus gévde i¢inde
petiole dogru geliserek sistemik enfeksiyon meydana getirebilmektedir (Sackston 1981).
Macaristan’da lokal lezyonlar uygun hava kosullarinin da etkisiyle bazi aygicegi
cesitlerinde yiiksek oranda enfeksiyon yaptigi bildirilmistir (Vida 1996). Almanya’da
1999 yilinda yapilan gozlemlerde %8’e kadar lokal enfeksiyon tespit edilmis ve bu
bitkiler incelendiginde petiollerinin istila edildigi tespit edilmistir (Spring 2001).



Latent enfeksiyonlu bitkiler simptomsuzdur ve digsaridan bakildiginda diger bitkilerden
kolaylikla ayirt edilemezler. Latent enfeksiyonlar vejetatif kisimlarin biiylimesinin
bittigi ve dolayisiyla simptomlarin goriilmedigi cigeklenme donemi sirasindaki geg
enfeksiyonlardan kaynaklanabilir. Bu sekildeki enfeksiyonlar daha ¢ok tohum
kontaminasyonuna neden olur ve ¢igek tablasinin erken yaslanmasiyla
anlasilabilmektedir (Spring 2001). P. halstedii canli kalmakta ve hayat ¢emberini

oospore olusturarak tamamlamaktadir (Heller vd. 1997).

Ulkemiz ve Diinya aygicegi yetistiriciliginde karsilasilan en dnemli problemlerden birisi
olan P. halstedii’nin neden oldugu ayg¢icegi mildiyosii hastaligina karsi etkili miicadele
yontemleri olarak tohum ilaglamasi, temiz tohum ve dayanikli ¢esit kullanimi
onerilmektedir. Temiz tohum kullanimi bulasik alanlarda etkili olmamakta, tohum
ilaclamalar1 ile de az da olsa bir ¢evre kirliligine ve kullanici agisindan toksisiteye yol
acmaktadir. Bu olumsuzluklar nedeniyle dayanikli ¢esit kullanimi tavsiye edilmektedir.
Ancak aycicegi mildiydsiiniin ¢ok sayida irklarmin bulunmasi bu secenegin de tam
olarak yeterli olmasini engellemektedir. Bu uygulamanin verimli olarak kullanimi igin,
tilkemizdeki ay¢icegi mildiy6sii irklariin, dagilimlarinin ve 6nemli ticari gesitlerin bu
wrklara karsi reaksiyonlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu calismada bu hususlar ele

alinmistir.

Mildiyoniin bazi irklarina dayanikli oldugu bildirilen ve tescil i¢in getirilen cesitler
(Sanay MR, Sanbro MR, Tunca MR vbh.) gerekli altyap1 ve bilgi birikimi olmadigindan
test edilememis ve gecici ruhsat ile liretimlerine devam etmektedir. Calisma ile bu
ac1gin kapatilarak gerekli bilgi birikimi ve alt yapinin saglanmas1 hedeflenmistir. Ayrica
yurtdisindaki irklara karst dayanikli olarak islahi yapilan MR (Mildiy6 resistant)

cesitlerin iilkemiz 1rklarina reaksiyonlarinin belirlenmesi de amaglanmustir.

Calismada aycigi ekimi onemli olan 11 ildeki {iretim alanlar1 gezilmis, mildiydli
ornekler toplanmis, etmenin irklar1 ve 6nemli gesitlerin bu irklara karsi reaksiyonlari
yapay inokiilasyonlarla, kontrollii kosullarda belirlenmistir. Ciinkii {ilkemizde bu

konuda yapilmis bir ¢alisma yoktur. Kald1 ki ay¢icegi cok genis alanlarda iiretilmekte



ve tohum ilaglamalar1 yapilmak zorundadir. Bunun da tam olarak yapilmadigi 2007
yilinda, Trakya bolgesinde bu hastalik yogun bir sekilde primer enfeksiyon yapmasiyla
(Gore 2009 ve Adnan TULEK sahsi goriisme) ortaya ¢ikmustir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1 Plasmopara halstedii’nin Biyolojisi ve Epidemiyoloji Tle Tlgili Yapilan
Cahismalar

P. halstedii’nin yasam ¢emberi diploid karakterli ve kalin hiicre duvarli yapiya sahip bir
dinlenme sporu olan oospore ile baslar (Nishimura 1922, Novotel’nova 1966, Hall
1989). Oospore’lar uzunca yuvarlak sekilli olup 3678 x 29-46 um olgiisiindedir ve
oospore’lar yapraklarin icerisinde iken yuvarlaga daha yakin sekilli olup belirtilen
Olgiilerin yaris1 kadardir. P. halstedii’nin oospore’larinin optimum ¢imlenme sartlari
tespit edilememis olmakla beraber, tahminen P.viticola (bag mildiydsii) i¢in gerekli
sartlara benzer olup, birka¢ ay ¢ok soguk iklime gereksinim duyar. Oospore’lar bir
zoosporangium meydana getirirler ve zoosporangium’un igerisinde birbirinden bagimsiz
serbest halde kendiliginden hareket edebilen iki kamgili zoospore’lar meydana gelir. Bu,
fungal yasam ¢emberinin haploit fazinin baslangicidir. Su oldugu zaman zoospore’lar
saatler boyunca hareketli kalir; kok, hipokotil gibi enfeksiyon bolgelerine hareket etme
egilimi gosterir. Aygigegi kokleri ile temas eden zoospore’lar kamgilarini kaybeder ve
encyst olurlar. Cim tiipii uzamasini takiben fungus penetrasyon ¢ivisi olusturarak direkt
penetrasyon yapar. Kokle penetrasyonda ¢im tiipiinden appressorium olusturur ve 620
um capinda renksiz interseliller bolmesiz hif {retirler. Deneysel kosullar altinda
¢imlenme tiipiiniin suda appressorium olusturmadigi, fakat konukgu hiicrelerinde
olusturdugu gosterilmistir (Gray vd. 1985). P. halstedii haustorium’lar1 (emegleri)
araciligt ile konukc¢u hiicre duvarlarinin igerisinden besinlerini elde eder.
Penetrasyondan sonra fungus hiicre i¢i ve hiicreler arasinda biiyiir ve uygun hassas bir
konukc¢u buldugunda tiim bitkiyi sistemik olarak enfekte etmeye baslar. Daha ¢ok kok

uclarimi tercih eder.

Mouzeyar vd. (1993), Hem hassas hem de dayanikli aycicegi hatlar {izerinde yaptiklar
histopatolojik arastirmada koklerden ve hipokotilden aygigegi mildiydsiiniin
penetrasyonunu gozlemlemislerdir. Hassas genotipli aygicegi hatlarinda parazit
fungusun hifleri interselliiler, haustorium’u ise intraselliiler gelisme gostermis ve

sistemik istila gerceklesmistir. Dayanikli bitkilerde ise kolonizasyon olur olmaz



parankima dokusunda hipersensitiv reaksiyon benzeri belirtiler meydana gelmis ve
nekrotik bolgelerin olustugunu belirtmislerdir (Mouzeyar vd. 1993). Serin iklim
kosullar1 ve yiiksek nem durumunda genellikle yapragin alt yiizeyinde aseksiiel

sporulasyon meydana gelir.

Sporangiophore’lar mildiyoniin farkli cinslerinin tespitinde kullanilan 6zelliklerden
birisidir. Plasmopara cinsinde sporangiophore’lar karakteristik olarak uzun ve ince
sekillidir, dallanma dik a¢ili olur ve zoosporangium bunlarin ucunda olusur.
Sporangium’larin yasamlar1 kisa, kuraklik ve direkt giin 1s18ina hassas olduklari i¢in
canli kalmalar1 o anki hava durumuna baglidir. P. halstedii’nin zoosporangium’u eliptik
yumurta seklinde, 18-30 x 14—um’dir. Kokler tizerinde olusan sporangium’larin sekli
ayni Dbitkinin yapraklarinda olusanlardan farklidir (Novotel’nova 1966). Her bir
zoosporangium bobrek sekilli birkag diizine iki kamgili zoospore’lart meydana getirir.

Boylece yasam ¢emberinin aseksiiel faz1 tamamlanir.

Erkek organlar (antheridium) ve disi organlar (oogonium) hif uglari tizerinde olusur ve
oospore’lart meydana getirirler, bu P. halstedii’nin seksiiel sathasidir (Nishimura 1926).
Oospore’lar yuvarlak, seffaftan agik kahverengiye kadar degisen renkte, kalin duvarli ve
gecici olarak oogonium parcalartyla c¢evrilmislerdir (Hall 1989). Ancak tohumlarda

olusmaz, ¢iinkii tohumlar dinlenici sporlardan aridir (Sackston 1981, Viranyi 1988).

P. halstedii toprak kokenli bir patojendir ve birincil inokulum kaynagi topraktir
(Zimmer ve Hoes 1978). P. halstedii zoospore’lar1 geng aycicegi fidelerinin toprak alti
kisimlarini enfekte ederek birincil enfeksiyonu olusturmaktadir. Patojen ayni zamanda
hava kokenlidir de, boylece yapraklarda ve ci¢ek sapinda sekonder enfeksiyonlarini
olusturmaktadir. Fungusun diger bir inokulum kaynagida tohumdur. Patojen tohumda
misel olarak taginir. P. halstedii oospore’lari toprakta bir dnceki yildan kalan bulagik
yaprak, govde veya kok kisimlarinda bulunmaktadir. Oospore’lar toprakta 6-8 yil gibi
uzun siire canliligini siirdiirebilmektedir (Sackston 1981, Viranyi 1988). P. halstedii
oospore’lar kigladiktan sonra uygun sicaklik ve 1slak kosullar1 buldugunda kolaylikla

cimlenebilmektedir. Ekstrem sicaklik distisleri, susuzluk ve konukgu bitkinin
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olmayisimin ¢imlenme siirecini artirict etkide bulundugu rapor edilmistir (Delanoe
1972). Spring ve Zipper (2000) uygun olmayan sicaklik kosullarinda oospore

¢imlenmesinin 10-30 giin i¢inde %1-17 arasinda arttigini rapor etmislerdir.

Novotel'nova (1966), dogal olarak enfekteli tohumlarin biiylik bir kisminda etmenin
bulundugunu bildirmistir. Sackston (1981), tohum enfeksiyonunun yapay olarak
yapilabilecegini bildirmistir. Enfekteli tohumlar ekildikleri zaman bu tohumlardan
gelisen bitkiler sporulasyon ig¢in uygun kosullar bulunmadigi takdirde simptom
gostermeyebilirler. Ancak boyle bitkilerin toprak alti aksamlarinda sporulasyon
gozlenebilir. Spring (2001), simptomsuz ya da sistemik olmayan enfeksiyonlarin

patojenin dagilmasinda ¢ok dnemli bir rolii oldugunu bildirmistir.

P. halstedii’nin hava kokenli sporangium’lart uygun hava kosullar1 altinda sekonder
enfeksiyonlar meydana getirebilmektedir. Bu da patojenin bulasik olmayan alanlara
ulasmasinda Onemli bir faktordiir. Macaristan’da 1995 ve 1996 yillarin da hava
kosullarmin uygun olmasi ile birlikte patojenin zoospore’lart yogun sekonder
enfeksiyonlara sebep oldugu bildirilmistir (Vida 1996). Sackston (1981) ve Spring
(2001), P. hasltedii ile latent enfekteli tohumlarmn kullanilmasinin sekonder

enfeksiyonlar i¢in inokulum kaynagi olusturdugunu bildirmektedir.

Aycicegi mildiyosii i¢in hava kosullarinin (nispi nem ve sicaklik); enfeksiyon yeri
(dokunun yas1), hastaligin ¢ikisi, siddeti ve hastaligin enfeksiyon siirecini belirlemede
cesit secimi kadar onemli oldugu bildirilmistir (Sacston 1992). Ayrica degerlendirme
zamani, enfeksiyon siddetinin derecesini tahmin etmede kritiktir. Ornegin Gulya 2005-
2006 yillarinda kuzey Dakota’da yaptigi bir ¢aligmada tarla gozlemlerine dayanarak
sonbahar siirveylerinin mildiydden etkilenen bitkilerin bir kisminin erken 6lmesi
nedeniyle degerlendirilemeyecegini bu nedenle mildiyoniin erken sezondaki

degerlendirmesinin dogru olacagini bildirmistir (Viranyi ve Spring 2011).

P. halstedii hareketli zoospore’lar olusturan bir oomycetes’tir ve hayat dongiisiini

tamamlamasi i¢in serbest suyun varligina ihtiya¢ duyar. Konukc¢u gelisiminde en hassas
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donem, ¢imlenme ve ¢ikig arasindaki donemdir (Meliala vd. 2000). Kuzey Dakota
tarlalarinda ciddi mildiyo ¢ikislar1 2005 yilinda haziran ay1 boyunca ekimi takiben ¢ok
fazla yagis olduktan sonra olmustur (Gulya 2006). Tourvielle (2008a, 2008b) ilkbahar
yagmurlarinin aygigeginde mildiyd ataklarinda 6nemli oldugunu bildirmistir. Ekimden
sonraki ilk 2 haftalik donemde yeterli miktarda yagmur veya sulamanin topraktan
birincil enfeksiyonu arttirdig1 cesitli c¢aligmalarla gosterilmistir. Bununla birlikte
kosullar uygun ve cesit hassas olsa bile bitki yasinin enfeksiyonda belirleyici bir faktor
oldugu bildirilmistir (Sackston 1981). Baldini vd. (2006) bir tahmin modeli gelistirmeye
calisarak yiiksek oleik asit icerikli-aygiceginde mildiyoniin yayilimini ve gelisimini
etkileyen iklim faktorlerini saptamistir. Farkli ekim tarihi kosullarindaki toplam yagis
ve ortalama sicakliklar1 hesaplayarak toplam yagisla hastalik yiizdesi arasinda bir iligki
saptayamamistir. Tam aksine hava sicakligr hastalik yiizdesini direkt olarak etkiler.

Hastalik i¢in en uygun ortalama hava sicakligi ekimden 5 giin sonra 10-18°C’dir.

Molekiiler yontemler oomycetes’lerin genetik yapisinin  daha detayli olarak
belirlenmesini ve tiim taksonomik seviyelerde siniflandirmanin degismesini saglamistir.
(Spring ve Thines 2004, Voglmayr 2008). Ayrica filogenetik ¢alismalara dayanarak
giivenilirlik i¢in yeni fenotipik karakterler arastirilmis ve gelistirilmistir (Spring ve
Thines 2004, Thines 2006). Schroter (1886) Plasmopara’y: bir filogenetik baslik olarak
acmis daha sonra VVoglmayer ve Constantinescu (2008), Plasmopara’y: P. halstedii’yi
de igeren bir ana cinse ve pek ¢ok yeni tiire ayirmistir. Asteracea familyasi iizerindeki
mildiydlerin molekiiler genetigi hakkinda ¢ok fazla bilgi yoktur ¢iinkii herbaryum
koleksiyonlarindaki kurutulmus materyalden DNA sekanslar1 elde etmek miimkiin
olmamistir. Fakat boyle sinirlamalarin iistesinden gelebilecek yeni metodlar gelistirilme
asamasindadir (Telle ve Thines 2008). Herbaryumda bulunan mildiy6 ile enfekteli
Asteraceae Ornekneklerinden elde edilen ilk veri Farlow’un Tubiluflora tizerindeki
P. halstedii’nin, Ligulifora iizerindeki P. ganglioliformis (=Bremia lactucae)’den ayri

oldugu tezini agikca ispat etmektedir.

Son zamanlardaki filogenetik sonuglar asteraceae iizerindeki biiyiik mildiyd
kompleksini ¢ozmiis ve bunlar1 farkli genetik bagsliklar altinda (6rn., Bremia,

Novotelnova, Paraperonospora, Plasmopara, Protobremia) ve tiir diizeyinde ayrildigini
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dogrulamistir (Voglmayr ve Constantinescu 2008). Flaveria bidentis iizerinde tespit
edilen Novotelnova scorzonerae, Paraperonospora leptosperma, Plasmopara
angustiterminalis veya Plasmopara gibi dar tir kavrami, ortaya konulan yeni
Ozelliklerle dogrulanmustir (Spring vd. 2003, Thines 2006, Komjati vd. 2007,
Voglmayer ve Constantinescu 2008). Bu baglamda Macaristan’daki Xanthium
strumarium mildiyosii (Komjati vd. 2007) ve Helianthus x Laetiflorus g¢ok yillik
aycicegi hibridi iizerindeki dogal populasyonun ilk adi gecen etmenin dogru olarak
Plasmopara angustiterminalis Novotel’nova olarak dogru siniflandirildigin1 ancak 2.
etmenin tek yillik yaglik ayciceginden elde edilen mildiyo Orneklerinden c¢ok farkli
oldugunu ortaya koymustur.

P. halstedii’nin genis konuk¢u dizisi ilizerindeki varsayimlar Asteraceae lizerinde
bulunan mildiyd patojenlerinin morfolojik benzerliklerine dayanmaktaydi (Farlow
1883, Nishimura 1922, Leppik 1966). Dogu Avrupali bilim insanlari tarafindan aygicegi
mildiydsii inolukumuyla yapilan enfeksiyon ¢aligsmalari bu patojenin konukgu dizisinin
cok dar oldugunu ortaya koymustur (Novotel’'nova 1966). Tarla kosullarinda ve yapay
kosullarda 70°den fazla konukguyla yapilan testlerde; Sadece tek yillik Helianthus
lentiklaris (yabani H. annuus’un bati varyetesi) ve H. debilis ve ¢ok yillik aygigegi
tirlerinden H. maximiliani, H. grossesserratur ve H. tomentosus (synonim: H.
tuberosos) ve Helianthus x Multiflorus hibriti hassas ¢ikmistir (Christova ve Mitov
1960; Pustovoit 1964, Novotel’nova 1966). P. halstedii Asteraceae cinsinin kiiltiire
alinmig veya yabani tiirlerini, tek yillik ve ¢ok yillik Helianthus’larini da igeren 100’iin
tizerinde tiirde rapor edilmistir (Berlese et Toni 1888, Leppik 1966, Novotel'nova 1966).
P. halstedii laboratuar kosullar1 altinda Helianthus’un en az 6 tiiriiniin (H. annuus, H.
argophyllus, H. debilis, H. divaricatus, H. grosseseratus ve H. petiolaris) ve
composite familyasindan  Artemisia vulgaris’in  kotiledonlarinda  sporulasyon
olusturmaktadir (Viranyi 1984). Asteraceae cinsleri disindaki tiirlerin enfeksiyonu

glinlimiize kadar basarilamamaistir.

Daha onceki enfeksiyon testlerinin daha ¢ok kiiltiir ayciceginden elde edilmis
inokulumdan yapildigr gozoniinde bulundurulmalidir. Kiiltire alinmig H. annuus‘un

diger Asteraceae bitkilerinden elde edilen inokulumla hassasiyetinin test edilmesi daha
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az calisilmigtir. Bunun sebebi boyle denemelerde taze inokulum kullanilmasi gerekliligi
ve yabani tiirlerden patojen strainlerini elde edilmesinin orijinal konuk¢udan elde
edilmesinden daha zor olmasidir. Almanya’daki ¢ok yillik bir konukgu olan Helianthus
X Laetiflorus’un iizerinde bulunan dogal koloniden elde edilen zoosporangiumlarla
H. annuus’u enfekte etmek miimkiin olmustur (Spring vd. 2003). Patojen, bu
konukgusunun rhizomunda yasayarak siirgiin ve yapraklarin her yil sistemik olarak

enfekte olmasina neden olmustur.

Novotel'nova (1966), P. halstedii’nin oospore ve miselyumunun dogal olarak enfekte
olmus tohumlarda bulundugunu rapor etmistir. Cohen ve Sackston (1973), yaptiklar
yapay inokulasyon ¢alismalariyla ayciceklerini enfekte etmisler, sistemik olarak enfekte
olan ayciceklerinden enfekteli tohum elde etmislerdir. Tarla kosullarinda dogal olarak
enfekteli bitkilerde ve yapay inokuleli bitki tohumlarinda oospore gézlemlenmistir. Iran
(Zad 1978), Tiirkiye (Doken 1989) ve Almanya’da da (Spring 2001) benzer ¢alismalar
yapilmistir. Fungus kolaylikla perikarpt ve ovaryumu istila eder ama embriyoda
gelisemez (Novotel’'nova 1966, Doken 1989). Eger sistemik enfekteli bitkiler
ciceklenmeye kadar canliliklarimi siirdiirebilirlerse bu bitkilerden diizensiz enfekteli
tohumlar meydana gelir. Bu gibi durumlarda siklikla embriyo gelisimi durur. Dahasi
sistemik enfekteli bitkiler ciice kalir ve ¢ogunlukla hasat edilemezler. Bu durumdaki
bitkiler tarlada oospore yogunlugunu arttirlar ama patojenin uzun mesafelere

tasinmasinda geg enfekte olmus simptomsuz bitkiler kadar dnemli degillerdir (Spring
2001).

Enfeksiyonun ge¢ olmasi ¢igeklenme siirecindeki hava kosullarina son derece baghdir.
Kurak yillarda patojenle enfekteli tohum miktart son derece azdir hatta % 0,1
seviyelerindedir ama temmuz haziran aylarinda yagis ve serin bir donem varsa
enfeksiyon artar. Spring (2001) Almanya’da uygun olmayan kosullarda tohum
enfeksiyon oranini1 %10 bulmus ayni tarlada uygun kosullarda bu oran %28 ¢ kadar

cikmustir.
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Etmenin toprakla tasinan inokulumun bitkide sistemik enfeksiyona yol agmasinin
haricinde arada sirada bazi alanlarda havayla tasinan inokulum yapraklar {izerinde lokal
lezyonlara sebep olabilir (Spring ve Zipper 2000). Zimmer (1972), ABD de 1970’lerin
baslarinda sekonder enfeksiyonlarin ¢ok siddetli goriildiigiinii, aksine Avrupa’da ise
sekonder enfeksiyonlarin ve lokal lezyonlarin 1990 sonlarina kadar giicliikle goriilmekte
oldugunu rapor etmistir. Viranyi (yayinlanmamis) tarafindan yapraktaki hif ve petiol
arasinda karsilikli  bir ilgilesim tespit edilmistir. Patojenin sekonder sistemik
yayllmasmin farkli ay¢icegi cesitlerinde ekstrem hava kosullarinda (1slak ve soguk)
daha yaygin oldugunu belirtmislerdir. Spring (2009) tarafindan Macaristan’dakine
benzer olarak Almanya’da da lokal sistemik enfeksiyonlarin yiiksek oranda
gerceklestigi tespit edilmistir. Lokal lezyonlar aygicegi iiretiminde ekonomik bir 6neme
sahip olmamakla birlikte etmenin tohumla muhtelif yerlere taginabildigi bildirilmistir
(Spring 2009).

Cohen and Sackston (1974), latent olarak enfekteli simptomsuz bitkilerin enfekteli
tohumlar olusturdugunu rapor etmislerdir. Enfekteli tohumlar ekilip 20°C’de
yetistirildiginde %14-89 enfeksiyon meydana getirirler. Enfekteli bitki artiklariyla
bulasik toprakta yetistirilen ayciceklerinde latent enfeksiyon daha yaygindir. Tohumla
tasinmada simptom goOstermeyen latent enfekteli tohumlarin kullanilmasi 6zellikle
onemlidir (Doken 1989). Latent enfeksiyon, tarlada hastalik ¢ikisindan sonraki 1 veya 2
jenerasyonda siklikla olugmaktadir (Sackston 1981).

P. halstedii toprak kokenli bir patojendir. Oospore’lar1 geng ay¢igegi fidelerinin toprak
alt1 dokulart i¢in primer inokulum durumundadir. Patojen ayn1 zamanda hava kokenlidir
ve bitkinin ¢i¢eklenme doneminde ve/veya yapraklarinda sekonder enfeksiyonlara yol
acar. Sackston (1981) ve Viranyi (1988), oospore’larin mildiyolii bitkilerin toprak alti
govdesinde, koklerinde veya toprakta kalan bulasik bitki artiklarinda meydana geldigini
ve toprakta 6-8 yil canliliklarini siirdiirebildigini bildirmislerdir.

Morfolojik, kimyasal ve genetik karakterlerine dayanarak Helianthus x Laetiflorus
hibritinden elde edilen patojenin tek yillik kiiltiir aycigeginden elde edilen mildiyo

strainlerinden farkli oldugu ortaya konmustur. ilging olarak aygicegi ayirici hatlar
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tizerindeki enfeksiyon davranisi bunun patotiplere ayrilmasina izin vermemistir. Ciinkii
bu ayirict hatlar (Tourvielle vd. 2000) sporulasyon olusumundan once g¢okertenden
Olmiistiir. Bu bize patojenin yerel aycicegi tarlalarinda yayilmaktan c¢ok, ¢ok yillik

konukgular1 tercih ettigini gostermektedir.

Mildiyd patojenlerinin diger Asteraceae cinslerinden Helianthus annuus’a gectigi rapor
edilmistir; Ornegin Macaristan’da Ambrosia artemisifolia (Walcz vd. 2000) ve
Xanthium strumarium’dan (Viranyi 1984, Komjati vd. 2007) ve ABD de Iva
xantifolia’dan (Gulya 2002a). Her 3 durumda da yabani konukg¢udan elde edilen
zoosporangium’larla aygigegi fidelerinin inokulasyonunun laboratuvar kosullarinda
basarildig1 bildirilmektedir (Cohen ve Sacskton 1973). Bununla birlikte kiiltiir
ayciceginin sporangium’lariyla yabani Asteraracea konukgu tiirlerinin tarla kosullarinda
dogal enfeksiyonu gergeklesmemektedir. Molekiiler genetik, diger ozellikleriyle bu
patojenin filogenetik olarak P. halstedii’ye yakin olan (Voglmayr vd. 2004)
P. angustiterminalis novot oldugunu gostermistir (Komjati vd. 2007, 2008). Boyle
molekiiler genetik arastirmalar1 Ambroisa ve /va’da bulunan patojenler icin yoktur fakat

herbaryum 6rnekleri kullanilarak giiniimiizde yapilabilir.

Diger oomycetes’lerde oldugu gibi Plasmopara’nin iki tiiriiniin potansiyel olarak ayni
konukcuyu enfekte etmelerinin hibridizasyon olasilig1 sagladig: bildirilmistir (Adhikari
vd. 2003, Schardl ve Craven 2003, Spring ve Zipper 2006, Ersek ve Nagy 2008).

Daha 6nce Sacston (1981) tarafindan belirtildigi gibi Helianthus annuus Diinya’da en
yaygin cografik dagilimi olan Helianthus tiiridiir ve aygicegi mildiydsiiniin orijini
Kuzey Amerika’dir (Heiser 1969, Rogers vd. 1982). Yabani aygi¢eginde mildiyod
enfeksiyonu ¢ok nadir gortiliir (ABD ulusal fungus koleksiyonu BPI, 49 tiirden olusan
bu cinsin, mildiy6 enfekteli 11 Helianthus tiiriine ait 6rnegini saklamaktadir) ve yabani

populasyonlar tizerinde hi¢bir epidemi rapor edilmemistir.

Aygicegi mildiyosii ile bulasik belirgin sistemik belirtili bitkiler zaman zaman bol
tohum olustururlar (Zimmer 1972). Ancak bu tohumlarin daha kii¢iik, daha hafif, kabuk
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yiizdesi daha yiiksek ve yag iceriginin daha diisiik oldugu saptanmistir (Zimmer ve
Zimmerman 1972). Boyle bitkilerden alinan tohumlar fungusu tasirlar, ancak nadiren
sistemik belirtili bitkilere neden olurlar (Delanoe 1972, Cohen ve Sackston 1973).
Bitkilerin  belirgin sistemik belirti gostermemelerine karsin, enfekteli tohum
olusturduklart ve patojeni yaydiklart bildirilmektedir (Cohen ve Sackston 1973).
Yapilan calismalar, fungusun tohumda miselyum ve oospore seklinde bulundugunu
ortaya koymustur (Delanoe 1971, Iliescu ve Stoica 1973, Cohen ve Sackston 1974,
Zazzerini ve Raggi 1974, Zad 1978).

Hastaligin kimyasal savasimini ele alan c¢alismalardan 1970°1i yillarin sonuna kadar
timitvar sonuglar alimamamistir. 1977 yilinda acylalanine grubu fungisitler piyasaya
ciktiktan sonra metalaxyl etkili maddeli bir preparattan olumlu sonuglar alinabilmistir.
1978 yilindan sonra yapilan c¢alismalar, metalaxyl’in bu hastaliga kars1 oldukca etkili
oldugunu ortaya koymustur (Vernescu ve lliescu 1978, Nikolov 1981, Plotnikov 1981,
Tikhonow ve Piven 1981, Melero-vara vd. 1982).

2.2 Plasmopara halstedii’nin Patojenik Cesitliligi ile Tlgili Yapilan Calismalar

P. halstedii igerisindeki patojenik formlarm mevcudiyeti ilk olarak mildiydye dayanikli
aycicegi cesitlerinin kullanimindan sonra ortaya ¢ikmistir. Baslangicta fungusun 2 farkl
patotipi tespit edilmistir. Bunlar; Avrupa ki olarak bilinen patotip 1, Kuzey
Amerika’nin Red River vadisinden adin1 alan red river irki olarak bilinen patotip 2’dir.
Kuzey Amerika kitasindan farkli yeni irklarin rapor edilmesine ragmen 1988 yilina
kadar Avrupa’da sadece patotip 1 tespit edilmistir. Su ana kadar ¢esitli iilkelerden gok
sayida patotip rapor edilmistir (Gulya vd. 1991a, Molinero-Ruiz vd. 2002, Gulya 2007).
Kuzey Amerika (Gulya vd. 1991a, Rashid 1993, Gulya 1995a, 1995b) ve Avrupa’da
patotip 1-10 (Melero-Vara vd. 1982, Spring vd. 1994, Viranyi ve Gulya 1995a, Viranyi
ve Gulya 1995b, Melero-Vara vd. 1996, Lafon vd. 1996, Molinero-Ruiz vd. 2002),
Giiney Amerika’da patotip 2, 3 ve 7 (Henning ve Franca Neto 1985, Gulya vd. 1996),
Hindistan’da patotip 1 (Gulya vd. 1996), Afrika’da patotip 1, 4, 8 ve 9 (Masirevic 1992,
Gulya vd. 1996) rapor edilmistir.
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Aycicegi mildiyosti'niin irklarimi ayirmak i¢in Gulya vd. (1998) ve Tourvielle vd.
(2000) tarafindan ortaya konulan 3’1i kod sistemi kullanilmadan 6nce ¢esitli iilkelerdeki
arastiricilar farkli irk ayirici hatlar kullanarak P. halstedii nin ayni irklarina farkl
isimler vermislerdir. Ornegin Yeni siniflandirmaya gére 1rk 300 olan patotip Amerika
Birlesik Devletlerinde “race2” (Tourvielle vd. 2000) ve “red river race” (Carson 1981)
olarak, Avrupa iilkelerinde “European race” (Sacston 1980), Fransa’da “patotip d”
(Tourvielle vd. 2000) olarak isimlendirilmistir. Gulya vd. (1998) ve Tourvielle vd.
(2000) tarafindan yeni patotip sayisindaki artig ve aragtirmacilarin karsilastigi sorunlarin
cozlimiine yonelik olarak daha kesin, kiyaslanabilir bir ydntem olan, patojenin
viriilensligini hedef alan ve 3 X 3 wrk aymrict hatlar1 temel alan 3’lii kod sistemi
gelistirilmistir. Bu yeni patotip smiflama sistemi diinyanin cesitli yerlerinde P.
halstedii‘nin patotiplerinin gbézlemlenmesinde ve tanimlanmasinda farkli arastiricilar
arasinda bir birliktelik saglamistir. P. halstedii’nin irklarinin cografik dagilimina
(Cizelge 1.3) dair son durum Gulya (2007) tarafindan yayimlanmis ve 36 irkinin oldugu

(viriilans fenotipleri) belirtilmistir.

Shindrova (2005), yeni 1k simiflandirmasina goére 2000-2003 yillart arasindaki
Bulgaristan’daki aygicegi iiretim alanlarinda goriilen P. halstedii’nin dagilimmi ve
irklarin  kompozisyonunu belirlemeyi amacglamig. Elliyedi P. halstedii izolatinin
incelendigi stirecte Aygicegi mildiyosti’niin 3 1rkint (100, 300, 700) tespit etmistir.
Incelenen 57 izolattan % 3,5’ ik 100, % 36,8’i 1rk 300, % 59,7’si ise 1tk 700 olarak
tespit edilmistir. Molinero-Ruiz vd. (2002), Ispanya’da P. halstedii’nin 9 farkli irkinin
bulundugunu ve 1k 100’iin Ispanya genelinde en yaygin irk oldugunu bildirmislerdir.
Ayni arastiricilar klasik irk tespiti i¢in farkli ayirici gesitlere ihtiya¢ oldugunu ve P.
halstedii’nin izolatlar1 arasinda goriilen farklilikta fungal genomundaki mutasyon ve
rekombinasyonun oldukga etkili oldugunu bildirmislerdir. Su anda Fransa’da farkli bir
simiflandirma da kullanilmakla birlikte bu siiflandirmanin uluslararasi kiyaslamasi

zordur (Lafon vd. 1996).

Delmotte vd. (2008) tarafindan yeni viriilent formlarin goriilmesinin ¢ok ¢esitli agiklamalar
oldugu fakat son 10 yilda irk sayisindaki artisin en 6nemli nedenin, farkli genetik soy
agaclan olan yeni ¢esitlerin gelistirilmesi ve 6zellikle Avrupa’da yogun iiretim oldugu

bildirilmistir.
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Cizelge 1.3 Plasmopara halstedii irklarinin cografik dagilimi (Gulya 2007)
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Ardi sira pek ¢ok irkin ortaya c¢ikmasinin sebebi, dogal populasyonlardan bagimsiz
kazanim, diinyanin farkli cografik bolgelerindeki yeni aygigegi 1slahlar1 ve yeni 1slah
edilen ¢esitlere uyumlu patojen genotiplerinin seleksiyonudur. Diger taraftan patojenin
populasyon artis1 diinyada farkli bolgelerde cok sayida irk olugsmasina neden olmustur.
Bu konuda detayli molekiiler ¢aligmalar olmamakla birlikte Fransiz izolatlarindan 14
irkla yapilan yeni bir arastirmada farkli irklarin ¢oklu girisinin konukgu dayaniklilik
genlerinin yaptig1 seleksiyon baskisiyla birlikte Fransa’daki irk ¢esitliligin gelismesini

hizlandirdig tespit edilmistir (Delmotte vd. 2008).

Aygicegi mildiyosiinden elde edilen bir RNA mikovirisiiniin kismi sekansinin ortaya
konulmasiyla 3 kitadaki 8 iilke orjinli 8 Plasmopara halstedii patotipinin niikleotid
sekanslar1 benzer ¢ikmistir (Heller-Dohmen vd. 2008). Bu durumun mildiyd patojeninin
tim diinyaya dagilmadan ve patojenik farkliliklar meydana gelmeden Once viriisle

bulasik oldugunu ortaya koydugunu bildirmislerdir.

Ayni tarlada patojenin farkli irklarinin beraber bulunmasi 1k tespitinde zorluk
yaratmaktadir. Mildiyoniin populasyon olarak ayirici hatlarda testlenmesi yanlis
sonuglar meydana getirmektedir. Bu nedenle Spring vd. (1998), tarafindan tek spor veya
tek sporangium metodu gelistirilmistir. Cesitli molekiiler tekniklerle de P. halstedii
genotipleri karakterize edilmeye ¢alisilmistir (Borovkova vd. 1992, Borovkov ve
McClean 1993, Roeckel-Drevet vd. 1997 Intelmann ve Spring, 2002). Bununla birlikte
bu tekniklerin higbiri test edilen strainlerle bir korrelasyon gostermemis ve patotip
belirleme caligmalarinda molekiiler tekniklerin kullanimini engellemistir. Aycicegi
mildiyosii’niin 1rk siniflandirmasi i¢in tek pratik test hala ayirici hatlarin kullanilmasidir

(Viranyi ve Spring 2011).

Cevresel kosullarin yaninda virulensi yiiksek patojen populasyonu da hastalik
yogunlugunu etkilemektedir. Fransiz arastiricilar P. halstedii’nin bu 6nemli 6zelligini
kantitatif dayaniklilik seviyeleri farkli olan 2 aygigegi hattinda patotip 100 ve 710’u
kullanarak olgmislerdir (Sakr vd. 2009). Latent periyot ve sporulasyon yogunlugu

kriterlerine dayanarak bu 2 patojen strainlerinin viriilensliklerini ayirmiglardir.
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Gulya vd. (1991a, 1997), P. halstedii’nin Arjantin’de irk 3 ve irk 7’nin, Fransa,
Macaristan ve Bulgaristan’da, irk 4’tin, Kanada ve Fransa’da, irk 6’nin bulundugunu
bildirmislerdir. Ayrica gerceklestirilen ¢esit reaksiyonunda test edilen 33 ticari hibridin
% 70’nin 1tk 2’ye kars1 dayanikli, % 27’sinin ise ik 6’ya kars1 dayanikli oldugunu
bulmuslardir. Ancak test edilen ¢esitlerin 1rk 4’e kars1 dayanikli olmadigr goriilmiistiir.
Ayrica bu hastalifa en etkili kontrol metodunun metalaxyl ile tohum ilaglamasinin

oldugunu bildirmislerdir.

Mouzeyar vd. (1993), Aycicegi mildiyosii etmeni P. halstedii’nin aygicegi fidelerini
enfeksiyonu {izerine histopatolojik c¢alismalar yapmislardir. Arastiricilar hem hassas
hem de dayanikli hatlar ilizerinde yaptiklar1 arastirmada koklerden ve hipokotilden
fungusun penetrasyonunu goézlemlemislerdir. Hassas genotipli ayg¢igegi hatlarinda
parazit fungusun hifleri interselliiler, haustorium’u ise intraselliiler gelisme gostermis ve
sistemik istila gerceklesmistir. Dayanikli bitkilerde ise kolonizasyon olur olmaz
parankima dokusunda hipersensitiv reaksiyon benzeri belirtiler meydana gelmis ve

nekrotik bolgeler olusmustur.

Viranyi ve Gulya (1995a, 1995b, 1996), Macaristan’daki aygigegi {iretim alanlarindan
elde edilen 82 adet P. halstedii izolati ile gergeklestirdikleri patojenisite testi ile etmenin

6 rkani tespit etmisler, irk 1 ve 1tk 3’lin en yaygin irklar olduklarini bildirmislerdir.

Roeckel-Drevet vd. (1997), Fransa’da P. halstedii’nin 2 yeni irkin1 bulmus ve irk a’nin
bazi izolatlarinin fungisitlere karsi dayaniklilik gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica
yapilan RAPD analizinde Fransa’daki P. halstedii izolatlar1 arasinda diisiik bir genetik
varyasyon bulundugunu tespit etmislerdir. Elde ettikleri dendogram’a gore 1rk c ile 1k
b’nin, 1tk d ile itk 1 arasinda yakin bir genetik iliski tespit edilmistir. Ayn1 arastiricilar,
bitki dokularindan P. halstedii’nin tespiti igin SCAR (Sequence characterized amplified
region ) analizinden yararlanmislardir. Bu amagla OPJ15 primerinden elde edilen
spesifik bir bant klonlanip sekanslanarak spesifik bir primer (8MREV, 8MFW)
hazirlanmistir. Bu primer ile tiim P. halstedii izolatlarindan 1038 bp’lik bir fragmenti

amplifiye ettiklerini bildirmislerdir (Roeckel-Drevet vd. 1999).
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Fransa’da P. halstedii izolatlarinin metalaxyl’e karsi fizyolojik bir dayaniklilik
olusturduklart ilk kez Albourie vd. (1998) tarafindan bildirilmistir. Benzer sekilde farkli
ilaglarin, metalaxyle kars1 dayaniklilik olusturan P. halstedii izolatlarina kars1 etkilerini
belirleyen Gulya (2002a, 2002b), sera ve tarla denemelerinde arastirilan 30 fungisitten
sadece azoxystrobin ve fenamidone’un tohum uygulamasii tarla kosullarinda etkili
olarak bulmustur. Ancak bu ilaglarin higbiri tarla kosullarinda metalaxyl kadar etkili
bulunmamistir. Ayrica bu ilaglarin fungisidal etkiden ¢ok fungustatik etki gosterdigi

belirlenmistir.

Molinero-Ruiz vd. (2002), Ispanya’da P. halstedii’nin 9 farkli irkinin bulundugunu ve
irk 1’in Ispanya genelinde en yaygim ik oldugunu, itk 4, 6 ve 7’nin ise Ispanya’nin
giineyinde bulundugunu bildirmislerdir. Ayn1 arastiricilar klasik irk tespiti ig¢in farklh
ayirict gesitlere ihtiyag oldugunu ve P. halstedii izolatlar1 arasinda goriilen farklilikta
fungal genomundaki mutasyon ve rekombinasyonun olduk¢a etkili oldugunu
bildirmislerdir. Yine ayni arastiricilar Aygigegi mildiydsii’ne neden olan P. halstedii’nin
Ispanya’daki aycicegi iiretim alanlarinda % 80°den fazla iiriin kaybina neden oldugunu

bildirmislerdir (Molinero-Ruiz vd. 2003).

Roeckel-Drevet vd. (2003), 4 farkli kitadan 20 {ilkeden toplanmis 77 P.halstedii izolati
tizerinde 21 primer ile RAPD (Random amplified polymorphic DNA) polimorfizmi

calismiglar ve izolatlar arasinda % 89-100 benzerlik saptamiglardir.

Spring ve Zipper (2006), Farkli patotip ve cografik bolgelere ait P. halstedii
izolatlarmin ITS (Internal transcribed spacer ) bolgeleri arasindaki sekans farkliliklarini
incelemisglerdir. ITS-1 ve ITS 2’nin 5.8S bolgelerinde herhangi bir sekans farklilig:
bulamazken, ITS-2’nin 810 bp biiyiikliigiinde olan bir bolgesinde patotiplere gore

sekans farkliliklariin oldugunu bildirmislerdir.

Hastalikli aycicegi tohumlarindan P. halstedii’nin direkt olarak tespiti ig¢in bir PCR
metodu gelistiren Ioos vd. (2007) bu amagla ribozomal LSU (Large sub unit)

bolgesindeki polimorfizmlerden yararlanmistir. Elde edilen PHAL-F/R primerleri tim
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P. halstedii izolatlarindan spesifik olarak 310 bp’lik bir fragmenti amplifiye etmistir.
Aragtiricilar bu PCR metodunun ¢ok diisik miktarlarda bile (3 pikogram) P.
halstedii’nin tespitini miimkiin kildig1 ve diger test edilen Oomycetes’lerden ayrilmasini

sagladigini bildirmislerdir.

Tosi ve Beccari (2007), italya’nin orta kesimlerinde 92 hektarlik alanda 2006 yilinda
yaptiklari aygigegi mildiyosii siirveylerinde 5 tarlada enfeksiyona rastlamiglardir. Tespit
ettikleri tarlalarda kloroz, ciicelik ve yaprak alt vyiizeylerinde sporulasyon
gbzlemislerdir. Izolasyon sonucunda elde ettikleri 3 P. halstedii izolatinin 1rk tespitni
yapmiglar ve bu izolatlarin 700 ve 704 nolu irklar oldugunu saptamislardir. Bu rklari
kullanarak yaptiklar1 denemelerde fungisit uygulamasi yapmadiklari tohumlari
kullandiklarinda enfeksiyon oraninin %84-89, fungisit uyguladiklari tohumlarda ise %8-

17 oldugunu bildirmislerdir.

loos ve lancu (2008), Phytophthora ramorum, P. fragaria / P. rubi, Plasmopara
halstedii ve Monilinia fructicola tespit yontemlerinin gegerliligini belirlemek i¢in bir
cok tilkede farkli laboratuvarlarda gergeklestirilen arastirmalarda kullanilan ve her
patojen igin farkli bir primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR ile spesifik tespit

protokollerinin 4 patojen i¢in de uygun oldugunu bildirmislerdir.

Spring (2008), Almanya’da Aygigegi mildiydsiiniin daha 6nceden iiretim alanlarinda
rapor edildigini, ancak ilk defa tohumluk alanlarinda saptandigini bildirmislerdir.
Wiirttemberg bolgesinde P. halstedii’nin irk 1 ve 4’iin bulundugunu tespit etmislerdir.
Daha sonra Baden yakinlarindaki tohumluk {iiretimi yapilan bir tarlada irk 5°1 tespit
etmislerdir. Arastiricilar Almanya‘da iiretimi yapilan gesitlerin hemen hemen hepsini 1rk

1’e kars1 dayanikli bulurken 1tk 4 ve irk 5°e dayanikli ¢esit olmadigini bildirmislerdir.

Sakr (2010, 2011a), P. halstedii’nin 100, 300, 304, 314, 704, 710 ve 714 irklarinin
agresiflik kriterleri ve agresiflik diizeyleri lizerinde ¢alismistir. Aragtirmact bu ¢alismay1
etmenin 1irklarinin tek zoosporangium’larini kullanarak gergeklestirmistir. Agresiflik

kriterleri olarak; ciicelik, hipokotil uzunlugunda azalma ve ylizde enfeksiyon baz
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almmistir (Sakr vd. 2010). Kullanilan izolatlardan sadece irk 314 fide boyunda
azalmaya sebep olmus, digerlerinde istatistiksel bir fark gozlenmemistir. Arastiricilar
agresifligi belirlemede hipokotil uzunlugu ve hastalik yiizdesinin kullanilabilir géziikse
de tek baslarina kesin bir ayiric1 6l¢iit olmadigi, agresiflikte sinirli bir rol oynadiklari
kanisina varmislardir. Ayni arastirict (Sakr 2011Db), 100, 300, 304,314, 704, 710 ve 714
irklarint kullanmis bu sefer agresiflik kriterlerine latent donem ve kotiledondaki spor
yogunlugunu da eklemis ve bunu 12 adet EST (Expressed sequence tags ) markerini
kullanarak genetik yapilariyla karsilastirmastir. Irklar 100, 300, 304 ve 314 rk 710, 704
ve 714 gore daha kisa bir latent periyot gecirmis ve daha yiiksek spor yogunlugu
olusturmustur. Irk 314 hari¢ diger izolatlarin olusturdugu ciicelik kabul edilebilir
boyutta bulunmugstur. Irk 714, 704 ve 314’lin genetik pozisyonu irk 100 ve 1tk 710
arasinda tespit edilmistir. Arastiric1 agresiflik ile genotipler arasinda hicbir korrelasyon

saptamamistir.

Shindrova (2010), Bulgaristan’da aygigegi mildiyosiinin sinirli dagiliminin  ana
sebebinin dayanikli ¢esit kullanimi ve son yillardaki iklim degisiklikleri oldugunu
bildirmistir. Hastaligin sadece belli alanlarda ve %10 civarinda olustugunu belirtmistir.
Arastirmalar1 sonucunda patojenin 1988-2000 yillar1 arasinda Bulgaristan’da 2 irkinin
tanimlandigini ancak su anda irk 300, 330, 700, 721 ve 731 no’lu wrklarmi da tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Irk 700°in Bulgaristan’in kuzey bolgelerinde var oldugunu ve
toplam mildiyd populasyonunun %45,5’ini olusturdugunu belirtmislerdir. Irk 721 ve
731’1 ise 2008-2009 yillarinda tespit etmislerdir. Her bir irk toplam popiilasyonun
%19,5’ine tekabiil etmistir. Irk 721’1 lilkenin giiney dogusunda 1rk 731’1 ise Dobroudja
Enstitiisii tarlasinda tespit etmislerdir. Irk 330’un populasyonun %13,6’simm1 ve 1rk

300’lin populasyonun %9,1’ini olusturdugunu bildirmislerdir.

Sedlarova vd. (2013), 2007-2012 wyillarinda Cek Cumhuriyetinin 128 bdlgesinde
surveyler yapmiglar; 7 bolgede etmeni tespit etmisler ve kayit altina almiglardir.
Aldiklar1 232 6rnekten 18 adet izolat elde etmislerdir. Alt1 yillik donemde elde edilen
izolatlarin %87’si iiretim alanlarindan, %41 ticari iiretim alanlarindan ve %1°1 ise hobi
bahgelerinden elde etmislerdir. Elde ettikleri izolatlarin 1k ayirimini  ise

yapmamuslardir.
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Shapouran (2013), iran’da 1tk 100’e kars1 9 adet ticari aycicegi cesidinin reaksiyonlarini

arastirmig ve 7 cesiti hassas 2 ¢esiti ise dayanikli olarak degerlendirmistir.

Sakr (2013), P. halstedii’nin 35 farkli irkina ait izolatin patojenik, morfolojik ve genetik
varyasyonlarini belirlemek i¢in yliksek seviyede kantitatif dayaniklilik gosteren bir
aycicegi hattr kullanmistir. izolatlarmn viriilens spektrumunda farkliliklar saptanmistir.
Herbir izolatin agresiflik indeksi hesaplanmis; 1k 100 ve 300°1i irklarin daha agresif,
700’ iklarin  ise daha az agresif oldugu belirtilmistir. Zoosporangium ve
sporangiophore’larin morfolojisinde énemli fakliliklar bulunmustur. 12 EST marker ile
yapilan ¢alismada patojen izolatlar1 arasinda genetik iliski tespit edilmis ve bu 5
multilokus genotip olarak belirtilmistir. Ancak morfolojik, genetik karakteristikler ve

agresiflikleri arasinda hicbir korrelasyon saptanmamastir.

2.3 Ulkemizde Yapilan Calismalar

1981 yilinda iilkemizde yapilan bir calismada; hem tohum ilaglamasi hem de yesil
aksam ilaglamalar1 seklinde uygulanan Ridomil Aygigegi mildiyosii'nii basarilt bir
sekilde Onlemistir (Maden 1982). 1982 yilinda ise ilk metalaxyl igeren preparat
hastaliga karsit ruhsatlandirilmistir (Karasu 1982, Ozkutlu vd. 1982, Onan ve
Karcilioglu 1988).

Onan (1988), P. halstedii’nin Trakya, Marmara, Ege ve Karadeniz bolgelerinden
aycicegi mildiyosii goriilen tarlalardan aldiklar1 bulasik topraklara mildiyoye hassas
Vniimk-8931 tohumu ekerek 13 adet izolat elde etmistir. Izolatlar arasmndan 0-5
skalasin1 kullanarak viriilensi en yiiksek olan Ege Bolgesinden elde edilen 5 no’lu
izolat1 secerek iklim odasinda yapay inolulasyon uygulayarak 72 aycicegi ¢esidi/hatti
izerine reaksiyon calismalart yapmistir. Reaksiyon calismalar1 sonucunda 72 adet
aygcicegi ¢esidi/hattindan 17 adedini Viranyi ve Bartha (1981) da belirtilen skalaya gore
dayanikli olarak tespit etmistir. Dayanikli olarak tespit ettikleri bitkilerin hipokotil-
govde gecis bolgesinin fungal yayilmaya karst mekanik bir engel olusturdugunu

belirtmistir.
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Doken (1989), P. halstedii ile sistemik olarak enfekte edilmis bitkilerden elde edilen
tohumlarin % 28’inin enfekteli oldugunu belirlemistir. Enfekteli tohumlarda
miselyumun, testa ve pericarpta bulundugunu ancak embriyoda bulunmadigi
bildirilmistir.

Gore (2009), Aygicegi mildiyosii’niin Trakya ve Marmara Bolgesinde 2007 ve 2008
yillarinda ay¢iceginin 4 yaprakli doneminde epidemi yaptigini ve % 85’lere varan iirtin
kayiplariin oldugunu bildirmistir. Arastirict ayrica etmenin IAPSC (Interafrican
Phytosanitary Council)’nin Al karantina listesinde, Avusturalya’da ana karantina
zararlisi durumunda bulundugunu ve EPPO (European and Mediterranean Plant

Protection Organization)’nun karantina listesinde oldugunu da belirtmistir.

Evci vd. (2011), Trakya’nin farkli lokasyonlarindaki hastalikli bitkilerden P. halstedii
ile bulasik bitki numuneleri toplamislardir. Topladiklar1 hastalikli bitki numunelerindeki
P. halstedii sporlarini1 toplamiglar ve pagal haline getirmislerdir. Pagal olarak hazirlanan
mildiy6 spor siispansiyonuna HA-460, RHA-419, RHA-340, RHA-436, RHA-437,
6626-A, HA-89, K3-R-SN-3, K3-R-SN-4 ve K3-R-SN-9 aycicegi hatlarinin tohumlarini
Molinero-Ruiz vd. (2002)’ye gore inokule etmisler ve reaksiyonlari incelemislerdir.
RHA-419, HA-460, RHA-340, RHA-436, RHA-437 aycicegi hatlarinin aygcicegi

mildiydsiine dayanikli olduklarini bildirmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismanin ana materyalini aygigcegi tarlalarindan toplanan hastalikli bitki 6rnekleri
olusturmustur. Ayrica iklim odasi, iklim dolabi, petri kaplar1 ve saksilar, toprak, irk
belirleme calismalarinda kullanilacak aygigegi hatlarina ait tohumlar, -80°C’lik derin
dondurucu, -20°C’lik derin dondurucu, inkiibator, santrifiij, homojenizator, sivi azot
tanki1, thermalcycler, UV transilliiminator, elektroforez aleti ve gii¢ kaynagi, jel
goriintiileme sistemi, GPS, cesitli tampon ¢ozeltiler, primerler, buzdolabi, mikropipet

seti, ¢esitli kimyasal maddeler ¢alismada kullanilan diger materyali olusturmustur.

3.1 Yontem

3.1.1 Arazi ¢alismalar:

Calisma kapsaminda segilen illerde (Tekirdag, Edirne, Kirklareli, Bursa, Ankara,
Kirsehir, Kirikkale, Eskisehir) aygicegi yetistiriciligi yapilan tarlalar dan 5-10 km’de bir
durularak mildiy6 Ssimptomu gosteren bitkilerden yaprak ornekleri alinmistir. Ayrica
Tokat, Samsun ve Adana illerinden de mildiyélii bitkiler 11 Gida Tarim ve Hayvancilik
miidirlikleri vasitasiyla gonderilmistir. Alinan 6rnekler etiketlenip, kese kagidi iginde
buz kutusunda laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen Ornekler tabaninda
CaCl, bulunan desikatérde 24 sa. kurutulmustur. Ornekler daha sonra -80°C’de derin

dondurucuda saklanmastir.

3.1.2 Laboratuvar ¢alismalar:

3.1.2.1 Plasmopara halstedii saf Kkiiltiirlerinin elde edilmesi ve devamhiliginin
saglanmasi

P. halstedii saf kiiltiirlerinin eldesi Spring vd. (1997, 1998) ve Mounira vd. (2011)’e

gore yapilmustir.
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Spring vd. (1997, 1998)’e gore; kurutulan enfekteli aygicegi yapraklar alt yiizeyinde
bulunan sporangiophore ve sporangium’larindan olusan fungal ortii (Sekil 3.1) sert bir
firca yardimiyla hafif¢e kazinmistir. Fungal inokulumdan bir miktar1 %1°lik DS (Dilute
salt solution) ortamima (1 g agar, 10 pg/ml rifampicin, 0.5 mM KH,;PO4, 0.5 mM,
K2HPOy, 0.5 mM (NHg4)2PO4, 0.5 mM CaCl, 0,5mM MgCl,, 1 litre i¢in) aktarilmis ve
hafifce calkalanarak petrilere dokiilmistir. DS ortami {izerinde tek diisen
sporangium’lar mikropipet veya pastor pipeti vasitasiyla kuyucuklarinda 200 pl DS
ortami bulunan ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) tabakalarin-herbirine
aktarilmistir. Daha sonra iizerine 25°C sicaklikta serada yetistirilen HA89 hattina ait
aycicegi bitkilerinin kotiledon ve yapraklarindan 5 mm’lik mantar delici ile alinmis ve
steril saf su kullanilarak yikanmig yaprak diskleri yerlestirilmistir. ELISA tabakalar
parafilm veya stre¢ film kullanilarak kapatilmig ve 14 saat fotoperyotta 18°C’de
inkiibatérde inkubasyona birakilmistir. Inkiibatordeki tabakalar hergiin sporulasyon
acisindan takip edilmistir. Ortalama 5-10 giin igerisinde {izerinde sporulasyon meydana
gelen diskler (Sekil 3.2), zoospore aktivitesini arttirmak amaciyla 50 ml steril saf su
icerisine 25 pg/ml riboflavin ve 2 g/l glikoz eklenmis 100 ml’lik beherlere transfer
edilmistir. Denemede kullanilacak ay¢icegi tohumlar yiizeysel dezenfeksiyon icin %
I’lik sodyum hipokloritte (NaOCl) 3 dakika tutulmus ve bunu takiben steril suda
durulanmigtir. Daha sonra tohumlar nemli hiicreye alinarak kokgiikler 2-5 mm uzunluga

eriginceye kadar 24-28 °C’de 2-3 giin karanlikta ¢imlenmeye birakilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.1 Plasmopara halstedii’nin yaprak altinda olusturdugu sporulasyon
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Sekil 3.2 Plasmopara halstedii’'nin ELISA tabakalarda yaprak diskleri iizerinde
olusturdugu sporulasyon

Sekil 3.3 Inkiibatérde nemli hiicre yapilarak ¢imlendirilen aygicegi tohumlari

Cimlenen ayg¢icegi bitkileri hazirlanan beherin igerisinde 18 °C de 4 saat karanlikta
birakilarak inokule edilmistir. inokuleli fideler steril perlit/kum (2/3, v/v) igeren 9 cm
caplh plastik bardaklara 5’er adet olacak sekilde ekilerek 20 °C ve 12 sa. foto periyot
iceren bitki yetistirme odasinda ilk gercek yapraklar ¢ikana kadar (yaklasik 10—12 giin)
yetistirilmistir (Sekil 3.4). ilk gercek yapraklar fare kulag: biiyiikliigiine (Sekil 3.5)
ulastiktan sonra bitkiler 24-48 saat % 100 nispi nemde 18 °C ve karanlik periyotta
inkubasyona birakilmigtir (Molinero-Ruiz vd. 2002). Nispi nemi saglamak igin
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bardaklarin kenarina vazelin siiriilmiis, bitkilerin iizeri ve bardaklarin igi steril saf su ile
nemlendirilmistir. Sporulasyon olan yapraklar ve kotiledonlar toplanmis, kurutulmus ve
fungal inokulum elde edilmistir. Elde edilen inokulum saf kiiltiir olarak kabul edilmis,
izolatlara ait fungal inokulum 1,5 mI’lik eppendorf tiiplerde (Eppendorf, Germany) ve
50 ml’lik (Greiner bio-one, Germany) tiiplerde -80°C’lik derin dondurucuda

saklanmistir.

Sekil 3.5 Aycicegi bitkilerinin ilk gercek yapraklari fare kulagi doneminde

30



Diger saflagtirma yontemi ise Mounira vd. (2011)’e gore gerceklestirilmistir. Buna
gore; Kurutulan enfekteli aygigegi yapraklar: alt ylizeyinde bulunan sporangiophore ve
sporangium’larindan olusan fungal ortii sert bir firga yardimiyla hafifce kazinmistir.
Fungal inokulumdan bir miktar1 PARPH (corn meal agar 17g/l, 5 mg/l pimaricin, 250
mg/l ampicilin, 10 mg/l rifampicin, 100 mg/l PCNB ve 10 mg/l hymexazol) + (10 mg/I
bromophenolblue) ortami igeren 9 cm’lik petrilerin {lizerine serpilmistir. Petriler 24°C+2
sicaklikta karanlik peryotta 48 sa. inkiibe edilmistir. Boya niifuz etmis olan
sporangiumlar mikropipet veya pastor pipeti vasitasiyla toplanmistir. Daha sonra Spring
vd. (1997, 1998) belirtildigi sekilde ELISA plate ve yaprak diskleri kullanilarak tek spor
yapilmis ve Molinero-ruiz vd. (2002)’de belirtildigi tizere HA89 aycicegi fideleri
enfekte edilerek takibinde saf kiiltiirler elde edilmistir. Izolatlara ait fungal inokulum

daha once belirtildigi sekilde saklanmistir.

3.1.2.2 Morfolojik ve molekiiler teshis

Plasmopara halstedii izolatlarinin morfolojik teshisi Hall (1989), Spring ve Zipper
(2000)’e gore yapilmistir. Etmenin tohumdan o6zellikle latent enfeksiyonlarinin
tespitinde hassas olan PCR yoOnteminin tiim izolatlarda ¢alisip calismadigini kontrol

etmek i¢in tiim izolatlarda PCR uygulanmistir.

Farkli bolgelerden elde edilen ve saflastirilan P. halstedii izolatlarinin genomik
DNA’sinin eldesi, klasik ekstraksiyon yontemi ve ekstraksiyon kiti kullanilarak
yapilmustir. Kit kullanilarak yapilan ektraksiyon ve klasik ektraksiyon kullanim

kolayligi, maliyet ve elde edilen DNA miktarlarini karsilastirmak amaciyla yapilmistir.

Kit kullanilarak DNA ekstraksiyvonu

Farkli bolgelerden elde edilen ve saflagtirilan P. halstedii izolatlarinin genomik
DNA’sinin eldesi ektraksiyon Kiti (Qiagen DNeasy blood ve tissue kit, Germany)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagla mildiydye hassas aygigegi kotiledonlarinda

cogaltilan P. halstedii sporangium’lar1 sert bir firga yardimiyla toplanarak eppendorf
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tiiplere aktarilmistir. Qiagen firmasinin asagida belirtilen protokolii kullanilarak DNA

izole edilmistir.

10

11

12

Sporangiumlar (10 mg) 1,5 ml eppendorf tiipiine konulmustur

Herbir eppendorfa 180 ul tampon ATL konulmus ve mini havaneli yardimiyla
ezilmistir

Uzerine 20 pl Proteinaz K eklenmis ve 15 sn. vorteks yapilmistir. En az 1 sa.
siireyle 56 °C’de inkiibe edilmistir

Ornekler tamamen parcalandiktan sonra iizerine 200 ul tampon ATL eklenmis
ve 15 sn. vorteks yapilmistir

Uzerine 200 pl %100’liik ethanol eklenerek 15 sn. vorteks yapilmis ve
eppendorf i¢indeki karigimin tamami mikropipetle ¢ekilerek kolona yiiklenmistir
Kolon santrifiije yerlestirilip 8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir

Alt tiipii atilarak temizi yerlestirilen kolona 500 pul AW1 eklenmis ve 8000
rpm’de 1 dk santrifiij yapilmigtir

Alt tiipli atilarak temizi yerlestirilen kolona 500 pul AW2 eklenmis ve 14000
rpm’de 3 dk santrifiij yapilmistir

Alt tiipli atilarak temizi yerlestirilen kolon 14000 rpm’de 1 dk daha santrifiij
yapilmisgtir

Kolonun altindaki tiip atilarak kolon eppendorfa yerlestirilmis ve {izerine 100 pl
tampon AE eklenmis ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmigtir

Kolon atilmis ve eppendorftaki DNA etiketlenerek c¢aligmalarda kullanilmak

lizere -20°C’deki derin dondurucuya kaldirilmistir

Klasik DNA ektraksiyonu

Sporangiumlar (10 mg) 1.5 ml’ lik eppendorf tiiplere aktarilmistir. Sonra her tiipe 500
ul ekstraksiyon tamponu (200 mM Tris-HCI pH:8.5, 25 mM NaCl, 25 mM EDTA, %

0.5 SDS) konularak silispanse oluncaya kadar karistirilmistir. Daha sonra elde edilen

ekstrakt niikleik asitleri pargalamak amaciyla 65°C’de 1 sa. inkiibasyona birakilmistir.

Bu inkiibasyon periyodundan sonra eppendorf tiiplere esit hacimde fenol : kloroform
(25:24 v/v, AppliChem Darmstadt, Germany) eklenerek 13.000 g’de 1 sa.
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santrifiigasyona (Sigma 3K30) birakilmistir. Ustte toplanan sivinmn 400 pl’ si yeni
eppendorf tiiplere aktarilarak iizerine 25 pl RNase A (10 mg/ml, AppliChem Darmstadt,
Germany) ilave edilmistir. 37°C’de yarim saat inkiibasyondan sonra 250 pl kloroform :
isoamilalkol (24:1 v/v, AppliChem Darmstadt, Germany) eklenerek 15 dk santrifiij
edilmistir. Ustte toplanan sivi yeniden temiz eppendorf tiiplere alinarak iizerine esit
hacim isopropanol eklenmistir. Bir saat veya tiim gece -20°C’de inkiibasyondan sonra 5
dk santrifiij uygulanarak tiipiin dip kisminda toplanan DNA pelleti 100 ul % 70’lik

ethanol ile yikanarak ortam kosullarinda kurutulmustur (Reader ve Broda 1985).

PCR iglemi oOncesi, DNA ekstraksiyonu yapilan 65 izolata ait ekstraksiyonlarin
dogrulanmast1 ve DNA miktarlarinin belirlenmesi amaciyla Nanodrop (Thermo
NanoDrop 2000) kullanilmistir. Bu amacla kor dl¢liimii yapilan NanoDrop’a her izolata
ait DNA ekstraksiyonunu igeren eppendorfdan 1,5 pl alinip isleme tabi tutularak
orneklere ait DNA miktarlar1 ve safliklar1 belirlenmistir. Daha sonra elde edilen DNA
25-50 pl steril bi-destile (d2H20) su ile siispanse edilerek -20°C’de saklanmustir.

3.1.2.2.1 Plasmopara halstedii izolatlarimin PCR ile spesifik tespiti

P. halstedii izolatlarmin PCR ile spesifik tespiti loos vd. (2007)’e gore
gerceklestirilmistir. Bu amagla fungusun ITS bolgesine spesifik olarak hazirlanan ve
310 bp amplifikasyon urtinii olusturan spesifik PHAL-F (5'-
TATCTCTAAGTTGCTTATAC-3") ve PHAL-R (5-AGCATATACAGCACATACG-

3') oligoniikleotid primerleri kullanilmigtir.

PCR reaksiyonlart Ioos vd. (2007)’ye gore 10x PCR Buffer, 2 mM MgCl,, 0.15 mM
dNTP (Fermentas), 0.45 uM primer PHAL-F ve PHAL-R, 0.8 pg pl™' Bovine Serum
Albumin (BSA), 0.5 U Taq DNA polimeraz (Dream Green tag, Fermentas) iceren 25
ul’lik hacimlerde gergeklestirilmistir.
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PCR amplifikasyonlari ise;

95°C  ——p 5dk

94°C =——>  205sn.
58°C = 30 sn. 35 dongii

72°C = 60sn.

72°C — 10dk

olacak sekilde programlanan thermalcyler’da (Techne TG-5000) gergeklestirilmistir.
Agaroz jelin hazirlanmasinda (%1,7°lik) ve elektroforez tankinda tampon ¢ozeltisi
olarak 1XTAE (40 mM Tris-acetate, ImM EDTA) kullanilmistir (Sambrook vd. 1989).
Elde edilen bantlarin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde marker olarak Gelpilot 100
bp DNA Ladder (Qiagen, Germany), DNA’larin boyamasinda pronasafe (Condalab,
Spain) (5 ul/100 ml) kullanilmistir. DNA’lar elektroforezde 100 V’ da 2 sa.
kosturulmus ve jel gorintileme sisteminde (Vilber Quantum St4 1000)

gbzlemlenmistir.

3.1.2.2.2 Plasmopara halstedii izolatlarimin sekans analizi

Sekans analizinde kullanilmak {izere White vd. (1990) tarafindan bildirilen ITS 5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) ve ITS 4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC)
primerleri  kullanilarak  bolim 3.1.2.4.2°’de  belirtildigi  sekilde PCR islemi
gerceklestirilmistir. PCR firtinleri elektroforezde dogrulandiktan GENOKS (Molekiiler
Biyoloji ve Biyoteknoloji laboratuvar) firmasma gonderilerek sekans iglemi
gerceklestirilmistir. Cift yonlii sekans sonucu elde edilen diziler The National Center for
Biotechnology Information (NCBI)’in web sayfasindaki BLAST analizi ile veri
bankasinda mevcut diger dizilerle karsilastirilmis ve izolatlarin molekiiler tanilanmasi

yapilmistir.
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3.1.2.3 Plasmopara halstedii‘nin irklarinin belirlenmesi

Irklarin belirlenmesi amaciyla uluslararast irk ayirim seti kullanilmistir (Cizelge 3.1)
(Tourvieille vd. 2000). Aygicegi mildiyosii irklarina hassas aygigegi hatti tizerinde
cogaltilan P. halstedii’nin farkli izolatlarina ait sporangium konsantrasyonlart thoma
laminda belirlenerek 30,000 sporangium/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Zoospore
aktivitesini arttirmak ig¢in inokulum siispansiyonu igine 25 ug/ml riboflavin ve 2 g/l
glikoz eklenmistir. Ay¢iceklerinin inokulasyonu 3.1.2.1°de belirtildigi gibi Molinero-
Ruiz vd. (2002)’ye gore gerceklestrilmistir. Bu amacla denemede kullanilacak ayirict
hatlara ait ay¢icegi tohumlari yiizeysel dezenfeksiyon igin % 1’lik sodyum hipokloritte
(NaOCl) 3 dakika tutulmus ve bunu takiben steril suda durulanmistir. Daha sonra
tohumlar nemli hiicreye alinarak kokgiikler 2-5 mm uzunluga erisinceye kadar 24-
28°C’de 2-3 giin karanlikta ¢imlenmeye birakilmistir. Cimlenen aygigegi bitkileri
hazirlanan sporangium siispansiyonu igerisinde 18°C de 4 saat karanlikta birakilarak

inokule edilmistir.

Cizelge 3.1 Tourvieille vd. (2000) tarafindan bildirilen Plasmopara halstedii
uluslararasi irk ayirim seti

Tanimlama Orijinal ismi Soyagaci Dayanikhihk kaynag

D-1 Ha-89 (USDA) - Yok

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

D-3 Rha-274 (USDA) HA-119/HA-62 953-88 (Kanada)

D-4 DM-2 (INRA) selection of PMI-3 Novinka (Rusya)
PMI-17 :

- 2

D-5 (USDA/Dahlgren) P1 406022 ? (Iran)

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

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

D-8 HAR-5 USDA OHP-1 (INRA) Guayacan INRA

(Arjantin)
D-9 HA-335 (USDA) HA-89 x H. annuus Yabani H. annuus
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Tourvieille vd. (2000) tarafindan bildirilen Plasmopara halstedii uluslararasi irk ayirim
seti Dr. Thomas GULYA tarafindan gonderilmistir. Denemeler 3 tekerriir halinde

yuritilmistir.

Hastalik degerlendirmesinde ilk ger¢ek yapraklar veya kotiledonlar iizerindeki
sporulasyon olusumu goriilen bitkiler hassas (H), sporulasyon olusumu goriilmeyen
bitkiler ise dayamkli (D) olarak degerlendirilmistir. izolatlarm 1k ayirimi ise
Tourvieille vd. (2000) tarafindan bildirilen ii¢lii siniflandirmaya (Cizelge 3.2) gore
yapilmustir.

Cizelge 3.2 Tourvieille vd. (2000) tarafindan bildirilen {iglii kod sistemi ile irk belirleme

1 2 3 Uglii
kod
Irk ayirici D-1 D-2 D-3 D-4 D-5 D-6 D-7 D-8 D-9
hatlar
Degeri 1 2 4 1 2 4 1 2 4
Avrupa irki H D D D D D D D D
1+ 0+ 0=1 0+ 0+ 0=0 0+ 0+ 0=0 100
Red River irki H H D D D D D D D
1+ 2+ 0=3 0+ 0+ 0=0 0+ 0 + 0=0 300
Irk ?xyz? H H H H D H D H D
1 + 2+ 4=7 1+ 0+ 45 0+ 2 +0=2 752
X Y z XYZ

H; hassas, D; dayanikli

3.1.2.4 Bazi ticari aygicegi c¢esitlerinin Plasmopara halstedii wrklarina karsi
reaksiyonlarinin belirlenmesi

Ulkemizdeki bazi ticari aycicegi cesitlerinin Plasmopara halstedii’nin irklarma karsi
durumlarinin belirlenmesi amaciyla ik tespiti yapilan ve farkli irklar1 temsil eden
P. halstedi izolatlar1 kullanilarak yaygin olarak ekimi yapilan ticari aygigegi ¢esitlerinin

reaksiyonlar1 tespit edilmistir. Cesit reaksiyonunda kullanilacak irklara ait izolatlarin
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kendi i¢glerinde viriilenslikleri arasinda fark olmadigindan her irki temsilen birer izolat
tesadiifi olarak secilmistir. Her irki temsil eden birer izolatin 20 adet ticari aygicegi
cesidindeki (Cizelge 3.3) reaksiyonlar1 3.1.2.1’de Molinero-Ruiz vd. (2002)’de
belirtilen yonteme gore tespit edilmistir. Irklara karsi reaksiyonlari belirlenen ticari
aycicegi cesitlerinden Comfeta cesiti cerezlik, diger 19 c¢esit ise yaglik aycicegi
cesitleridir. Degerlendirme Tourvieille vd. (2000)’e gore yapilmistir. Denemeler en az 2

farkli zamanda tekrarlanmastir.

Cizelge 3.3 Tiirkiye’de saptanan Plasmopara halstedii irklarina karsi reaksiyonlari
arastirilan aygicegi cesitleri ve tiretici firmalart.

LIMAGRAIN SYNGENTA MAY TOHUM TAT TOHUMCULUK

LG 5400 HO  SANAY MR BISER CL ES PRIMUS
LG 5550 SANBRO MR  SIRENA ES AMIRA
LG 5650 CL SANBRO COMFETA AITANA
LG 5580 OLEKO ARMADA CL

ALHAJA

TRANSOL

DKF 2525

BOSFORA

DKF 3518
4 gesit 9 ¢esit 4 cesit 3 ¢esit
Toplam 20 cesit
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Tzolatlarin Toplandig iller ve Ornek Sayilari

Calisma kapsaminda secilen illerde (Tekirdag, Edirne, Kirklareli, Ankara, Kirsehir,
Kirikkale, Eskisehir, Bursa) aycicegi yetistiriciligi yapilan tarlalar 5-10 km’de bir
durularak mildiy6 simptomu gosteren bitkilerden (Sekil 4.1) yaprak 6rnekleri alinmistir.
Ayrica Tokat, Samsun ve Adana illerinden de mildiydlii bitkiler Il Gida Tarim ve
Hayvancilik miidiirliikleri vasitasiyla elde edilmistir. 2010 Yilinda yapilan siirveyler ve
i1 Gida Tarim ve Hayvancilik miidiirliikleri tarafindan génderilen 6rnek sayilar ¢izelge

4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 Tarla kosullarinda mildiy6 simptomu gosteren aygigegi bitkileri
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Cizelge 4.1 Aygigegi orneklerinin toplandigi iller, illerdeki ekilis alanlar1 ve yaglik ve
cerezlik cesitlerden alinan 6rnek sayilart™

ILLER Ekilis alam Ornek Sayisi
Yaghk Cerezlik
Edirne 775,385 9 -
Kirklareli 593,194 24 -
Tekirdag 925,469 13 -
Bursa 109,907 9 -
Ankara 281,117 - 2
Eskisehir** 132,071 - -
Kirikkale** 123,713 - -
Kirsehir** 90,723 - -
Samsun 115,649 2 _
Tokat 177,694 3 -
Adana 345,087 3 -
Toplam 3,670,009 63 2

* 2009 Yilinda alan dagilimma gore ornek toplanmig, ancak orneklerin derin dondurucuda bozulmasi
sonucu 2010 yilinda tekrar 6rnek toplanmis olmasi nedeniyle 6rnek sayisi dagilimi ekilis alanlar ile
orantilt olmamustir.

** Belirtilen illerde hastalik bulunmamustir.

4.2 Laboratuvar Calismalar:

4.2.1 Plasmopara halstedii saf Kkiiltiirlerinin elde edilmesi ve devamliligimin
saglanmasi

Plasmopara halstedii saf kiiltiirlerinin eldesi 3.1.2.1°de agiklandig1 sekilde Spring vd.
(1997, 1998) ve Mounira vd. (2011)’e gore yapilmistir. Her iki yontem kullanilarak elde
edilen izolatlar inokulumu artirmak amaciyla 3.1.2.4’de belirtildigi gibi P. halstedii’nin
tiim 1rklarina kars1 hassas olan ay¢igegi fidesine (HA89) inokule edilerek ¢ogaltilmistir.
Seraya enfekteli ve saglikli bitkiler kendi i¢inde tesadiifi olarak yerlestirilmis ve saksilar

deneme siiresince diizenli olarak takip edilerek su verilmistir.
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Denemeler boyunca sera i¢i sicaklik ve nem degerleri HOBO (Onset U10 data logger)

kullanilarak kaydedilmistir. Denemeler siiresince sera sicakligi 16.76-39.67 °C (25.04
°C £4.18) sera nemi ise %23.40-72.60 (9%30.14+10.12) olarak hesaplanmistir. Molinero-

ruiz vd. (2002) de belirtildigi sekilde elde edilen fungal inokulum kullanilincaya kadar

-80°C’lik derin dondurucuda saklanmistir. Elde edilen 65 izolata ait il ve mevkii

kayitlarida ¢izelge 4.2°de belirtilmistir.

Cizelge 4.2 Caligmada kullanilan izolat numaralari, toplandigr iller ve mevkii’leri*

iZOLAT |[iL MEVKI iZOLAT [iL MEVKI
NO NO
SEHITLER- A
1 BURSA INEGOL 10 KIRKLARELI{ [URUNLU
MARMARACIK-
2 BURSA 'YENISEHIR 11 KIRKLARELIi HASKOY
BURSA YOLU
KOYUNHISAR- . [KULELI-
3 BURSA BURSA 12 KIRKLARELI BABAESKI
4 BURSA IMENTESE 13 KIRKLARELI [PANCARKOY
" . [KARAMESUTLU
5 BURSA KARAKOY 14 KIRKLARELI | 5 & AESK]
6 BURSA KARACAAHMET (15 KIRKLARELI |ALPULLU
. LULEBURGAZ-
7 BURSA HAMZABEY 16 KIRKLARELI |¢ it
ESKI EDIRNE
3 BURSA ALANYURT 17 KIRKLARELI |[KIRKLARELI
'YOLU-
¢ BURSA HAMZABEY 30 TEKIRDAG |[KARAKAVAK

* Orneklerin farkli zamanlarda toplanmasi nedeniyle ayni ildeki izolat numaralar1 birbirini izlememistir.
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Cizelge 4.2 Izolat numaralari, il ve mevkii kayitlar1 (devam)

iZOLAT |[iL MEVKI iZOLAT |[iL MEVKI
NO NO
46 KIRKLARELIi [KARABEYLI 25 EDIiRNE SAZLIMALKOC
47 KIRKLARELI [KAVAKLI 26 EDIRNE KIRCASALIH
. . .. [LAHANAKOYU-
48 KIRKLARELI [SOFULAR 27 TEKIRDAG HAYRABOLU
49 KIRKLARELIi HACIFAKLI 28 TEKIRDAG |[HAYRABOLU
50 KIRKLARELI [PEHLIVANKOY [29 TEKIiRDAG [TEMREZLI
51 KIRKLARELi [KOYUNBABA |30 TEKIRDAG |KARAKAVAK
52 KIRKLARELI [DOLHAN 31 TEKIiRDAG |HEDEYLI
53 KIRKLARELIi [YOGUNTAS 32 TEKIRDAG [KADRIYE
] ] . [KESAN-
54 KIRKLARELI [TASTEPE 33 TEKIRDAG |MALKARA
YOI L
55 KIRKLARELI [KARAMESUTLU (34 TEKiRDAG [GUVENCLI
18 EDIRNE UZUNKOPRU 35 TEKIiRDAG |[MAHRANLI
' . . _ |AHIEVREN
19 EDIRNE KIRCASALIH 36 TEKIRDAG [KOYU-
MALKARA
. ] _ HAYRABOLU-
20 EDIRNE HAFSA 40 TEKIRDAG [TEKIRDAG
YOLU
21 EDIRNE HAFSA 41 TEKIRDAG  [SINANLI
_ EDIRNE- . 5
22 EDIRNE KIRKLARELI 42 TEKIRDAG YILANLI
YOI U
. SOGUTLUDERE-
23 EDIiRNE HASKOY Z1 TOKAT ZILE
. HAVSA-
24 EDIiRNE BABAESKI YOLU z2 TOKAT ERBAA
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Cizelge 4.2 izolat numaralari, il ve mevkii kayitlart

iZOLAT iL MEVKI
NO

Z3 TOKAT ZILE
KALECIK-

H1 ANKARA KIRIKLALE-
CANKIRI YOLU
KALECIK-

H2 ANKARA ANKARA-
CANKIRI YOI U

Al ADANA IMAMOGLU

A2 ADANA IMAMOGLU

A3 ADANA IMAMOGLU

S1 SAMSUN VEZIRKOPRU

S2 SAMSUN VEZIRKOPRU

4.2.2 Morfolojik ve molekiiler teshis

Izolatlarin morfolojik &zellikleri Hall (1989), Spring ve Zipper (2000)’de verilen

Plasmopara halstedii tanima uymaktadir. P. halstedii’nin sporangiumlar1 sekil 4.2’de

belirtilmistir.

Sekil 4.2 Plasmopara halstedii’nin sporangiumlari
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Etmenin tohumdan o6zellikle latent enfeksiyonlarmin tespitinde hassas olan PCR
yonteminin tiim izolatlarda ¢alisip ¢alismadigini kontrol etmek i¢in tiim izolatlarda PCR

uygulanmustir.

DNA ekstraksiyonu

Saflastirilan P. halstedii izolatlarinin genomik DNA’smin eldesi klasik yolla ve
ektraksiyon Kiti kullanilarak yapilmistir. 65 P. halstedii izolatindan sadece 12 adedinin
DNA’s1 klasik yontemle ekstrakte edilmis daha sonra biitlin izolatlarin
ekstraksiyonunda daha hizli ve giivenli olan ektraksiyon kiti kullanilmistir. Elde edilen
DNA konsantrasyonlar1 agisindan ektraksiyon yontemleri arasinda belirgin bir fark
gozlenmemistir. Daha sonra DNA’lar steril bi-d2H20 ile 25-50 ng / ul olacak sekilde

seyreltilerek derin dondurucuda saklanmaistir.

4.2.3.1 Plasmopara halstedii izolatlariin PCR ile spesifik tespiti

DNA marker TAE buffer ile hazirlanmis % 1,7’lik agaroze jel de 100 V da 2 sa.
elektroforezde kosturulan P. halstedii izolatlarina ait PCR firiinleri jel goriintiileme
sisteminde gozlemlenmistir. Marker olarak Qiagen firmasmin 600 bp’e kadar acilan
DNA ladder’1 kullanilmustir. Izolatlarin tamami 310 bp’de P. halstedii’ye spesifik bant
olusturmus ve pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.3).
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7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 SK

310 bp
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

310 bp

38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 21

310 bp

M Z2 Z3 S1 S2 S3 H1 H2 A1 A2

310 bp

Sekil 4.3 Plasmopara halstedii izolatlarnin PHAL-F ve PHAL-R primerleriyle
cogaltilmasi sonucu elde edilen jel goriintiisii

4.2.3.2 Plasmopara halstedii izolatlarimin sekans analizi

Izolatlarin ITS 4/5 primerleriyle amplifikasyonu sonucunda tiim izaolatlardan 660
bp’lik bant elde edilmistir (Sekil 4.4). Daha sonra elde edilen PCR firiinleri aym
primerler kullanilarak GENOKS firmasi tarafindan sekans islemine tabii tutulmustur.
Elde edilen 65 izolatin sekanslart ayri ayr1 BLAST analizi yapilarak Genbank’taki
izolatlarin ITS bolgesinin sekans dizileriyle karsilagtirilmistir. Yapilan BLAST

sonucunda izolatlarin tamami Genbank’daki diger izolatlarla % 100 genetik benzerlik
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gosterdigi tespit edilmistir. Plasmopara halstedii izolatlarinin ITS bolgesinin sekans

dizisi sekil 4.5’te belirtilmistir.

Sekil 4.4 Plasmopara halstedii izolatlarinin ITS 4 ve ITS 5 primerleriyle ¢ogaltilmasi
sonucu elde edilen jel goriintiisii

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
6ol

tagtaacggc
ggcgaattgt
aaggacagca
ttttctttga
agctaaatat
ctttgaaaat
tgtctataat
gccttttggt
gggacgtcaa
cttgcgtttg
caacgtgctt

gagtgaagcg
agtctataga
tggagagstega
gtcgecgttgt
tggtgcgaga
agagttaaag
ccgtggtata
tacgctcgge
ggtcagttcg
tctgttatat

ttgagtggec

ggatgagctc
agcgtggtca
tactcccgtt
ttgagaatgc
ccgatagcaa
agtacctgaa
tcacatcggce
gtatgtgctg
tatgctgegg
cttggtagac
ttgggtcttc

aagcttaaaa
gtgtaggcac
tatctctaag
agcgcaaagt
acaagtaccg
actgctgaaa
gagcgtgtgce
tatatgcttg
gaaatgacta
gagtagtcgc
gtgtgcgeceg

tctccataca

ttggggtaag
ttgcttatac
aggtggtaaa
tgagggaaag
gggaaccaaa
gtgtgtgtgc
ctggtgccct
ccaaggaggt

ggttgggact
tgtgcggata

atttttgtat
ttccttggaa
gtacgacccg
ttccatctaa
atgaaaagaa
tcgtttccag
tgttgtagtg
gtactgcggt
agggcttacg
gaggtgccta
gcttgctatg

Sekil 4.5 Plasmopara halstedii izolatlarinin ITS bdlgesinin sekans dizisi
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4.2.3 Plasmopara halstedii’nin iilkemizdeki irklari

P. halstedii’nin Tiirkiye deki irklarinin belirlenmesi amaciyla uluslararasi irk ayirim seti
kullanilmigtir (Tourvieille vd. 2000). Irk aymrim seti kullanilarak yapilan testler

sonucunda tespit edilen 1rklar ve sette olusan reaksiyonlara gore elde edilen degerler

(Sekil 4.6) ¢gizelge 4.4°de belirtilmistir.

Sekil 4.6 Plasmopara halstedii’nin aygicegi fidesinin kotiledon ve ger¢ek yapraklarinda
olusturdugu sporulasyon

Cizelge 4.3 Plasmopara halstedii izolatlarina ait izolat numaralari, ili, irk ayirict
hatlarindaki reaksiyon degerleri ve irklar

IZOLATNO (iL D1-D2-D3 |D4-D5-D6 [D7-D8-D9  |[IRK
1 BURSA 1+0+0=1  |0+0+0=0  |0+0+0=0 100
2 BURSA 1+0+0=1 |0+0+0=0 [0+0+0=0 100
3 BURSA 1+0+0=1 |0+0+0=0 |0+0+0=0 100
4 BURSA 1+0+4=5 [0+0+0=0  [0+0+0=0 500
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Cizelge 4.3 Plasmopara halstedii izolatlarina ait izolat numaralari, ili, irk ayirici
hatlardaki reaksiyon degerleri ve irklar (devam)

IZOLATNO [iL D1-D2-D3 |D4-D5-D6 |D7-D8-D9 IRK
5 BURSA 1+0+0=1  [0+0+0=0  [0+0+0=0 |10
6 BURSA 1+0+0=1 [0+0+0=0  0+2+0=2 |1
7 BURSA 1+0+0=1  [0+0+0=0 [0+0+0=0  |;no
8 BURSA 1+0+0=1 |0+0+0=0 |0+0+0=0 100
9 BURSA 1+0+0=1  [0+0+0=0  [0+0+0=0 |10
10 KIRKLARELI [1+2+4=7 [0+0+0=0 [0+2+0=2  [7g
11 KIRKLARELI [1+0+0=1 [0+0+0=0 |0+0+0=0 100
12 KIRKLARELI [1+0+4=5 [0+0+0=0 [0+0+0=0  [5q
13 KIRKLARELI [1+0+4=5 [0+0+0=0 |0+0+0=0 500
14 KIRKLARELI [1+0+4=5 [0+0+0=0 [0+2+0=2 |5
15 KIRKLARELI [1+0+0=1 [0+0+0=0 |0+0+0=0 100
16 KIRKLARELI [1+0+4=5 [0+0+0=0 [0+0+0=0  [gq
17 KIRKLARELI [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
37 KIRKLARELI [1+0+0=1 |0+0+0=0 [0+0+0=0 100
38 KIRKLARELI [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
39 KIRKLARELI [1+0+4=5 [1+0+0=1 [0+0+0=0 510
43 KIRKLARELI [+2+4=7 [1+0+0=1 |0+2+0=2 712
44 KIRKLAREL[ [1+2+0=3 [0+0+0=0 [0+0+0=0 300
45 KIRKLARELI [1+0+4=5 [0+0+0=0 [0+0+0=0 500
46 KIRKLARELI [1+0+4=5 [0+0+0=0 [0+0+0=0 500
47 KIRKLARELI [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
48 KIRKLARELI [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
49 KIRKLAREL[ [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0  |;ng
50 KIRKLAREL[ [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0  |;ng
51 KIRKLAREL[ [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
52 KIRKLAREL[ [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
53 KIRKLAREL[ [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0  |;ng
54 KIRKLAREL[ [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
55 KIRKLARELI [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
18 EDIRNE 1+0+0=1 [1+0+0=1 |0+0+0=0 110
19 EDIRNE 1+0+4=5  |0+0+0=0 |0+0+0=0 500
20 EDIRNE 1+2+0=3 0+0+0=0 [0+0+0=0 300
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Cizelge 4.3 Plasmopara halstedii izolatlarina ait izolat numaralari, ili, irk ayirici
hatlardaki reaksiyon degerleri ve irklar (devam)

IZOLATNO |iL D1-D2-D3 |D4-D5-D6 |D7-D8-D9  [IRK
21 EDIRNE 1+0+0=1 0+0+0=0 [0+0+0=0 100
22 EDIRNE 1+0+0=1 |0+0+0=0 |0+0+0=0 100
23 EDIRNE 1+0+4=5 0+0+0=0 [(0+0+0=0 500
24 EDIRNE 1+2+0=3  0+0+0=0 [0+0+0=0 300
25 EDIRNE 1+0+0=1 0+0+0=0 [0+0+0=0 100
26 EDIRNE 1+0+4=5 |0+0+0=0 |0+0+0=0 500
27 TEKIRDAG  [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
28 TEKIRDAG  [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
29 TEKIRDAG  [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
30 TEKIRDAG  [1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
31 TEKIRDAG 1+0+0=1  |0+0+0=0 |0+0+0=0 100
32 TEKIRDAG 1+0+0=1  |0+0+0=0  |0+0+0=0 100
33 TEKIRDAG 1+2+0=3  |0+0+0=0  |0+0+0=0 300
34 TEKIRDAG 1+0+0=1 |0+0+0=0 |0+0+0=0 100
35 TEKIRDAG 1+0+0=1  |0+0+0=0 |0+0+0=0 100
36 TEKIRDAG 1+0+0=1 0+0+0=0  0+0+0=0 100
40 TEKIRDAG 1+0+4=5 0+0+0=0 0+0+0=0 500
41 TEKIRDAG 1+0+0=1  |0+0+0=0 |0+0+0=0 100
42 TEKIRDAG 1+0+0=1  |0+0+0=0 |0+0+0=0 100
z1 TOKAT 1+0+0=1  0+0+0=0 [0+0+0=0 100
z2 TOKAT 1+0+0=1  0+0+0=0 [0+0+0=0 100
Z3 TOKAT 1+0+0=1 0+0+0=0  [0+0+0=0 100
S1 SAMSUN 1+0+0=1 0+0+0=0  [0+0+0=0 100
S2 SAMSUN 1+0+0=1  0+0+0=0 [0+0+0=0 100
H1 ANKARA 1+0+0=1  0+0+0=0 [0+0+0=0 100
H2 ANKARA 1+0+0=1  0+0+0=0  [0+0+0=0 100
Al ADANA 1+0+0=1 0+0+0=0  [0+0+0=0 100
A2 ADANA 1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
A3 ADANA 1+0+0=1 [0+0+0=0 [0+0+0=0 100
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Su ana kadar 8 il ve 4 farkli cografik bdlgeden toplanan 65 izolat iizerinde yapilan
caligmada wrk 100, 102, 110, 300, 500, 502, 510, 702 ve 712 olmak iizere 9 adet
P. halstedii ki tespit edilmistir. Tespit edilen irklarin hepsi Tirkiye igin ilk kayit
niteligindedir. 102, 110, 510 ve 712 no’lu wrklar ise Diinya i¢in yeni kayit niteligindedir.

izolat sayilarinin illere gore ik dagilimu cizelge 4.4°de belirtilmistir

Cizelge 4.4 Tespit edilen Plasmopara halstedii irklarinin sayisal dagilimi.

iller/Irklar | 100 102 110 300 500 502 510 702 712

Edirne 3 1 2

Tekirdag 11 1

Kirklareli 14 1

| g k| W

Bursa

Ankara

Adana

Samsun

W N W NN

Tokat

Cizelge 4.5de goriildiigii gibi; Bursa ilinde 100, 102 ve 500 no’lu irklar; Edirne ilinde
100, 110, 300 ve 500 no’lu wrklar; Kirklareli ilinde 100, 300, 500, 502, 510, 702 ve 712
no’lu wrklar; Tekirdag ilinde 100, 300 ve 500 no’lu irklar; Samsun, Adana, Tokat ve
Ankara illerinde ise 100 no’lu wrk saptanmigtir. Kirklareli ilinde tespit edilen 9 farkli

irkin 7 tanesi bulunmaktadir.

P.halstedii’nin 65 izolat1 i¢inde en fazla ik 100 (45 izolat %69,2) tespit edilmistir. Irk
100’1 10 izolat ile 1rk 500 (%15,3), 4 izolatla irk 300 (%6,1), birer izolat ile de ik 102-
110-712-702-510-502 (%1,5) takip etmistir.

Bursa, Edirne, Kirklareli, Tekirdag ve Ankara illerinden toplanilarak saflagtirilan ve irk
tespitleri yapilan izolatlarin 1irklarin illere gore dagilimi GIS (Global Positioning
System) kullanilarak haritalandirilmigtir (Sekil 4.7-4.11).
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Sekil 4. 9 Kirklareli ilinden elde edilen mildiyd irklarinin dagilima.
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Sekil 4. 10 Bursa ilinden elde edilen mildiy6 irklarmin dagilimai.
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Sekil 4. 11 Ankara ilinden elde edilen mildiyd irklarinin dagilimi.



424 Bazi ticari aygicegi cesitlerinin Plasmopara halstedii’nin iilkemizdeki
irklarina karsi reaksiyonlari

Ulkemizdeki bazi ticari aycicegi cesitlerinin Plasmopara halstedii’nin irklaria karsi
reaksiyonlariin belirlenmesi amaciyla 1rk tespiti yapilan ve farkl irklari temsil eden 9
adet P. halstedi izolati kullanilarak 20 ticari aygicegi ¢esidine karst denenmistir (Sekil
4.12). Denemeler en az 2 farkli zamanda tekrarlanmistir. Sonuglar ¢izelge 4.6’da

belirtilmistir.

Sekil 4.12 Plasmopara halstedii’ye hassas aygicegi fidesinin kotiledon ve gercek
yapraklarindaki sporulasyon
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Cizelge 4.5 Ticari ayg¢igegi gesitlerinin Plasmopara halstedii irklarina reaksiyonu

Plasmopara halstedii Irklar:
Ayeicegi Cesitleri | 100 | 102 | 110 | 300 | 500 | 502 | 510 | 702 | 712
LG 5400 HO DIH|H|D|H|H|H|H|H
LG550 HIH|H|H|H|H|H|H|H
LG 5650 CL HIH|H|H|H|H|H|H|H
LG 5580 D/H|H|D|D|D|H|H|H
SANAY MR DIH|H|D|D|H|H|H|H
SANBRO MR DIH|H|D|D|H|H|H|H
SANBRO DIH|H|H|H|H|H|H|H
OLEKO HIH|H|H|H|H|H|H|H
ALHAJA HIH|H|H|H|H|H|H|H
TRANSOL HIH|H|H|H|H|H|H|H
DKF 2525 HIH|H|H|H|H|H|H|H
BOSFORA HIH|H|H|H|H|H|H|H
DKF 3518 HIH|H|H|H|H|H|H|H
BISER CL H|{H|H|H|H|H|H|H|H
SIRENA HIH|H|H|H|H|H|H|H
COMFETA DIH|H|D|H|H|H|H|H
ES PRIMUS HIH|H|H|H|H|H|H|H
ES AMIRA H|{H|H|H|H|H|H|H|H
AITANA H|{H|H|H|H|H|H|H|H
ARMADA CL HIH|H|H|H|H|H|H|H

H: Hassas, D: Dayanikl

Ticari aygiceklerinin P.halstedii’nin 9 irkina karsi reaksiyonlarini belirlemek igin
yapilan denemelerin sonucunda LG540HO, LG5580, Sanbro MR, Sanay MR, Sanbro
ve Comfeta gesitlerinde dayanikli reaksiyonlar gozlenmistir. Buna gore; Limagrain
firmasina ait yiiksek oleik asit igerikli bir yaglik ¢esit olan LG540HO P.halstedii’nin

100 ve 300 no’lu wklarina karst dayanikli reaksiyon gozlenmistir. Yine Limagrain
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firmasina ait yaglik bir ¢esit olan LG5580 de mildiyoniin 100, 300, 500 ve 502 no’lu
wrklarina kars1 dayanikli reaksiyon vermistir. Syngenta firmasina ait yaglik cesitler olan
Sanbro, Sanbro MR ve Sanay MR ¢esitleride dayanikli reaksiyon gdstermistir. Sanbro
cesiti irk 100°e; Sanbro MR ¢esiti irk 100, 300 ve 500°e; Sanay MR ¢esiti ise 1rk 100,
300 ve 500’e dayanikli reaksiyon gostermistir. May Tohuma ait ¢erezlik bir ¢esit olan
Comfeta gesiti ise P. halstedii’nin 100 ve 300 no’lu irklarina dayanikli reaksiyon
gostermistir. Denemeye alinan 20 gesitten 14 adedi P.halstedii’nin higbir irkina karsi

dayanikli reaksiyon vermemistir.
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5. TARTISMA

Calisma kapsaminda ayg¢icegi iiretimi yapilan illerden Kirklareli 24, Tekirdag 13, Edirne
9, Bursa 9, Adana 3, Tokat 3, Samsun ve Ankara’dan 2’ser olmak iizere toplam 65
lokasyondan hastalikli aygigegi yapraklart toplanmistir. Hastalikli yapraklardan elde
edilen izolatlarin morfolojik karakterleri ile molekiiler yontemlerin birarada
kullanilmasiyla Plasmopara halstedii olduklar1 tespit edilmistir. Calismada kullanilan
molekiiler ve klasik teshis yontemleri EPPO tarafindan P. halstedii 'nin tohumdan tespiti
icin hazirlanan protokolde yer almaktadir (Anonymous 2014). loos vd. (2007)
tarafindan bildirilen PHAL-F ve PHAL-R primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu
literatiirde P.halstedii i¢in bildirilen 310 bp uzunlugunda DNA bandi elde edilmistir.
Ayni primer setinin kullanildigi (loos vd. 2012) farkli calismalarda da benzer sonuglar
elde edilmistir. Universal ITS 4 ve ITS 5 primerleri (White vd. 1990) kullanilarak
yapilan PCR sonucu 660 bp uzunlugunda DNA bandi elde edilmis, elde edilen PCR
trtinleri ayn1 primerler kullanilarak GENOKS firmasi tarafindan sekans iglemine tabii
tutulmustur. Elde edilen 65 izolatin sekanslart ayri ayr1 BLAST analizi yapilarak
Genbank’taki izolatlarin ITS bolgesinin sekans dizileriyle karsilastirilmistir. Yapilan
BLAST sonucunda izolatlarin tamami Genbank’daki diger P.halstedii izolatlariyla %

100 genetik benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

P. halstedii’nin tilkemizdeki ilk kaydi Karel (1958) tarafindan Sakarya ilinde yapilmig
olup etmenle ilgili arastirmalara 1976 yilinda baslanmistir. Etmenin Sakarya ilinde
tespitinden sonra Edirne, Kirklareli, Balikesir, Tekirdag, Canakkale, Mugla, Erzurum ve
Samsun illerinde tespit edildigine dair kayitlar bulunmaktadir (Onan 1988). Bu illerin
haricinde calisjmamizda Adana, Bursa, Tokat ve Ankara illerinde de etmen tespit
edilmistir. Aycicegi mildiyosii'niin 2007 ve 2008 yillarinda Trakya ve Marmara
Bolgesinde epidemi yaptigi ve % 85’lere varan iiriin kayiplarinin oldugu Gore (2009)
tarafindan bildirmistir. Aycigcegi mildiyosii’niin tespit edildigi illerin iilkemiz ayg¢icegi
tiretim alanlarinin %59.13 ve toplam {iretiminin %68.85’ini olusturmasi (Anonim 2013),
miicadele edilmediginde ve/veya etmen i¢in uygun sartlar olustugunda %100’e varan

iriin kayiplarinin olabilmesi durumun vehametini daha iyi ortaya koymaktadir.
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Gulya (2007) tarafindan P. halstedii’nin irk ayirici set kullanilarak tespit edilmis 36 1rki
oldugu, bunlarin morfolojik ve molekiiler olarak birbirinden ayirt edilemedigi
bildirilmistir. Irklarin ayrimi 1k ayirici  hatlardaki reaksiyon durumuna gore
yapilmaktadir (Tourvieille vd. 2000). Calisma kapsaminda izolatlarin irk ayirict hatlar
tizerindeki reaksiyon durumlart belirlenerek P. halstedii’nin irk durumu arastirilmistir.
Gulya vd. (1998) ve Tourvielle vd. (2000) tarafindan yeni patotip sayisindaki artis ve
arastirmacilarin  karsilagtigi  sorunlarin  ¢oziimiine yonelik olarak daha kesin,
kiyaslanabilir bir yontem olarak, patojenin viriilensligini hedef alan 3’1i kod sistemi
geligtirilmistir. Bu yeni patotip siniflama sistemi diinyanin g¢esitli yerlerinde
P. halstedii‘nin patotiplerinin gézlemlenmesinde ve tanilanmasinda farkli arastiricilar
arasinda bir birliktelik saglamistir. Irk ayirict setteki hatlarin reaksiyon durumlari
kotiledon yapraklarinda sporulasyon var hassas (H), sporulasyon yok dayanikli (D)
seklinde degerlendirilmistir. Calismamiz sonucunda irk ayirict hatlar tizerinde reaksiyon
durumlarina goére 65 izolatin tamaminin irklari belirlenmistir. Gulya vd. (1998) ve
Tourvielle vd. (2000) tarafindan bildirilen ve P. halstedii‘nin irk ayiriminda kullanilan
yontemin kullanilabilirligi ve giivenligi bircok arastirmacinin yaptigr caligsmalar ile
kanitlanmig (Molinero-Ruiz vd. 2002, Gulya 2007, Grasse vd. 2013); P. halstedii‘nin
patotiplerinin gdzlemlenmesinde ve tanimlanmasinda farkli arasgtiricilar arasinda bir

birliktelik saglamistir.

Calismamizda Tiirkiye’de P. halstedii’nin 9 farkli irkinin (100, 102, 110, 300, 500, 502,
510, 702 ve 712 ) varlig1 tespit edilmis olup, tespit edilen irklarin tamamu {ilkemiz igin
yeni kayittir. Irk 100 Amerika Birlesik Devletleri, Almanya, Fransa, italya, Ispanya,
Macaristan, Bulgaristan, Sirbistan, Rusya, Fas, Giiney Afrika, Hindistan ve Cin’de
tespit edilmistir. Irk 300 ABD, Almanya, Fransa, Italya, Ispanya, Arjantin, Kanada,
Bulgaristan, Rusya, Fas, Giiney Afrika, Hindistan ve Cin’de tespit edilmistir. Irk 500
Giliney Afrika’da; Irk 502 ve 702, Kanada’da daha onceden tespit edilmistir (Gulya
2007). Irk 102, 110, 712 ve 510 ise Diinya i¢in yeni kayittir. Benzer bir arastirmada
Shindrova (2010), patojenin 1988-2000 yillar1 arasinda Bulgaristan’da 2 1rkinin
belirlendigini ancak su anda irk 300, 330, 700, 721 ve 731 no’lu wrklarin1 da tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Irk 721 ve 731’1 ise 2009-2010 yillarinda tespit etmislerdir.
Delmotte vd. (2008), ardi1 sira pek c¢ok irkin ortaya c¢ikmasinin sebebinin, dogal
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populasyonlardan bagimsiz kazanim, diinyanin farkli cografik bolgelerindeki yeni
aycicegi 1slahlar1 ve yeni 1slah edilen cesitlere uyumlu patojen genotiplerinin
seleksiyonu oldugunu bildirmistir. Ulkemizde daha dnceden aycicegi mildiydsii’niin
irklar1 tespit edilmediginden 1958’de hastaligin tespitinden ¢alismamiza kadar olan
zaman diliminde iilkemizdeki 1k degisimi hakkinda bilgi sahibi olunamamuistir.
Ulkemizde heryil yeni gesitlerin tescili sonrasi ik sayisinda artis olacag: kesindir.

Gergek 1rk sayisinin belirlenmesi i¢in daha ¢ok sayida 6rnege ihtiyag vardir.

P. halstedii’nin aygigegi ¢esitlerindeki reaksiyon durumunu belirlemek i¢in iilkemizde
tretimi yapilan 20 ticari aygice8i ¢esidi (19 adet yaglik ve 1 adet cerezlik cesit)
kontrollii kosullarda (iklim kontrollii sera, iklim odasi ve iklim dolabinda) aygicegi
mildiyosii’nlin ¢alismamizda tespit edilen 9 farkli irkina karsi denemeye alinmistir.
Benzer ¢aligmalarda (Gulya vd. 1991a, Spring vd. 1994, Viranyi ve Gulya 19953,
Viranyi ve Gulya 1995b, Melero-Vara vd. 1996) oldugu iizere dayanikli/hassas ayirimi
kotiledonlardaki sporulasyon olusumu agisindan degerlendirilmistir. P. halstedii’nin
wklarina karsi gesitlerin reaksiyonlarini belirlemeye yonelik bir arastirmada Gulya
(2006), Amerika Birlesik Devletlerinde 71 adet hibrit ay¢igegini P. halstedii’nin 730 ve
777 (rk 304, 733 ve 770) wklarina karsi testlemistir. Bu arastirma sonucunda 71
cesitten 30’u 1rk 730’a dayanikli 41 adedi hassas olarak belirlenirken, 71 hibritten
sadece 15 adedi wrk 777’ye dayanmikli, 56 adedi ise hassas olarak belirlenmistir. P.
halstedii’nin 730 ve 777 no’lu irklarina kars1 dayanikli olarak tespit edilen bu 15 hibrit
7 farkl sirket tarafindan mildiyoniin ¢oklu irklarina dayanikli olarak 2006 yilinda lanse
edilmistir. Bizim ¢alismamizda da ticari aygicegi ¢esitlerinin P. halstedii’nin 9 irkina
kars1 reaksiyonlarimi belirlemek icin yapilan denemelerin sonucunda LGS540HO,
LG5580, Sanbro MR, Sanay MR, Sanbro ve Comfeta ¢esitlerinde dayanikli
reaksiyonlar gézlenmistir. Testlenen 20 cesitten higbiri tespit edilen 9 irkin tamamina da
dayaniklilik gostermemis, 20 ¢esitten 14 adedi (LG 5550, LG 5650 CL, Oleko, Alhaja,
Transol, Dkf 2525, Bosfora, Dkf 3518, Biser Cl, Sirena, Armada CI, Es Primus, Es
Amira, Aitana) ise P.halstedii’nin hicbir irkina karsi dayanikli reaksiyon vermemistir.
P. halstedii irklarina karsi reaksiyonlarini belirledigimiz ticari gesitlerle ilgili bagka bir

akademik caligmaya rastlanmamastir.
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P. halstedii’nin neden oldugu aygicegi mildiydsii hastaligina karsi etkili miicadele
yontemleri olarak tohum ilaglamasi, temiz tohum ve dayanikli ¢esit kullanimi
Onerilmektedir. Temiz tohum kullanimi bulasik alanlarda etkili olmamakta, tohum
ilaglamalar1 ile de az da olsa bir ¢gevre kirliligine ve kullanici agisindan toksisiteye yol
acmaktadir. Bu olumsuzluklar nedeniyle dayanikli ¢esit kullanim1 tavsiye edilmektedir.
Calismamiz ile tespit edilen irklar ve daha sonra ¢ikmasit muhtemel yeni irklar aygicegi

mildiydsii’ne dayanikli ¢esit 1slahi ¢calismalarina kaynak olarak kullanilabilecektir.

Mildiyoniin bazi irklarina dayanikli oldugu ithalat¢i firmalar tarafindan bildirilerek ithal
edilen bazi aygicegi ¢esitleri (Sanbro MR, Sanay MR, Tunca MR vb.) gegici ruhsat ile
tiretimlerine devam etmektedir. Calismamiz yapilana kadar Tirkiye’deki aygcicegi
mildiy6sii 1rklart bilinmediginden ithalatci firmalar tahmini olarak etmenin birkag farkl
irkina dayanikl cesitleri ithal etmekteydiler. Calismamizda bu MR (Mildiy0 resistant)
cesitlerin bile tespit ettigimiz irklarin tamamina dayanikli olmadigini ortaya koymustur.
Surveylerimiz sirasinda MR c¢esitlerin ekili oldugu alanlarda da etmenin goriilmesi
nedeniyle aycicegi mildiyosiine dayanikli oldugu bildirilen ¢esitlerin MR etiketini
alabilmesi i¢in en azindan c¢esitlerin lilkemizde yaygin olarak tespit edilen irklar
tarafindan testlenerek ruhsatlandirilmasinin uygun olacagi diisiiniilmektedir. Ayrica
tilkemizde P. halstedii’nin irklarinin belirlenmesi ve belirlenen irklara karsi aygigegi
cesit/hat reaksiyon c¢aligmalarmin rutin olarak yapilmasi mildiydden kaynakli iriin

kayiplarinin 6niine gegilmesi agisindan dnemlidir.

Aygicegi mildiyosii etmeni P. halstedii tohumla taginan bir fungustur ve 1992’den beri
Avrupa Birligi karantina yonetmeliginde (Directive 92/103/CEE) ve iilkemiz Zirai
Karantina Yonetmeliginde (EK II) bulunan bir organizmadir. Etmenin aygigegi
yetistirilen tiim {lkelerde bulunmasi, aygicegi tohumu ithalati yapan bir {ilke
konumunda olmamiz ve bu iilkelerde lilkemizde olmayan irklarin tespit edilmesi dig
karantinay1 ¢cok daha 6nemli kilmaktadir. Ulkemizde karantina analizleri hali hazirda
pek c¢ok laboratuvarda klasik yontemlerle yapilmaktadir. Etmenin blotter yapilarak
tespiti ¢ok zor, hatta imkansizdir. Tohumlarin ISTA (International Seed Testing
Association)’nin tavsiye ettigi yikama testi, boyama testi, yetistirme testi ve serolojik

yontemler ile testlenmesi son derece zor, zaman alic1 ve en dnemliside tespit olasiliginin
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diisiikligiidir. Zaten etmenin Amerika kitasinda tespitinden sonra P. halstedii’nin
Diinyanin biitiin aycicegi yetistiren iilkelerinde goriilmesi ve bu iilkelerdeki c¢evresel
faktorlerin yamisira farkli genotipteki c¢esitlerin de etkisiyle ¢ok sayida farkli irk
olusturmasi karantina Onlemlerinin yetersizligindendir. Bu dogrultuda aygigegi
mildiydsii’nlin tohumdan tespiti i¢in molekiiler teshis yontemlerinin (PCR, Real Time
PCR vb.) karantina analizlerinde klasik yontemin yaninda standart bir yontem olarak
kullanilmasi gerektigi diistiniilmektedir. P. halstedii oospore’larinin toprakta 6-8 yil gibi
uzun siire canliligmi siirdiirebildigi (Sackston 1981, Viranyi 1988) ve farkli irklarin
coklu girisinin konuk¢u dayaniklilik genlerinin yaptig1 seleksiyon baskisiyla birlikte 1rk
cesitliligin gelismesini hizlandirdig tespit edildigi (Delmotte vd. 2008) gbz Oniine

alindiginda konunun 6nemi artmaktadir.

Yapmis oldugumuz bu arastirma, ilkemiz kosullarinda gerceklestirilen ve
P. halstedii’nin wrklar1 ve bazi ticari aygigeklerinin reaksiyonlar1 {izerine yapilan ilk

caligmadir.
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