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YUKSEK LiSANS TEZi

UC KURUTAN HASTALIGI ETMENI [Phoma tracheiphila (Petri) KANC.
& GHIK.’NE KARSI BAZI FUNGISITLERIN ETKINLIGININ
ARASTIRILMASI

Merve Sultan YESIL

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTITUSU
BIiTKi KORUMA ANABILIiM DALI

Danisman : Prof. Dr. Mukaddes KAYIM
Y1l : 2020, Sayfa:69

Juri : Prof. Dr. Mukaddes KAYIM
: Dog. Dr. B. Kemal CAGLAR
: Dr. Ogr. Uye. Ali ENDES

Bu ¢alismada bir ruhsatli olmak tizere 12 farkli fungisitin in vitro kosullarda
Phoma tracehiphila’nin en virulent izolatlarimin (E9 ve E10) miselyal gelisimi
tizerine etkileri aragtirilmustir. In vitro kosullarda patojenin miselyal gelisimini
engellemede Cyprodinil (375 g/kg)+ Fludioxonil (250 g/kg) kombinasyonunun 5
ppm> , Fluxapyroxad (75 g/L) + Difenoconazole (50 g/L) fungisit kombinasyonunun
100 ppm> uygulama dozlar1 %100 etki ederek en etkili fungisitler olmustur. Bu
fungisit kombinasyonlarinin ECs, degerleri sirasiyla 0.124 ve 1.228 ppm olarak
hesaplanmustir. Azoxystrobin, Dithianon ve Pyraclostrobin gibi etkili maddeli
fungisitler P. tracheiphila’nin miselyal gelisimini engellemede kayda deger bir etki
gOstermemistir. Sera denemelerinde ise Cyprodinil (375 g/kg)+ Fludioxonil (250 g/kg)
ve Fluxapyroxad (75 g/L) + Difenoconazole (50 g/L) fungisit kombinasyonlarinin
normal dozlar1 hastalik siddetini engellemede c¢ok etkili degilken, uygulama dozunun
iki kat1 kullanildiginda hastalik sirasiyla %62.6 ile %45.3 diizeyinde engellenmis,
ruhsatl fungisit, bakirhidroksit ise hastaligi en fazla % 9.8 oraninda engellemistir.

Anahtar Kelimeler: Fungisit, Limon, Patojenisite, PCR, Plenodomus tracheiphilus.



ABSTRACT

MSC THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF SOME FUNGICIDES
AGAINST MALSECCO DISEASE [Phoma tracheiphila (Petri) KANC. &
GHIK ]

Merve Sultan YESIL

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

Supervisor : Prof. Dr. Mukaddes KAYIM
Year : 2020, Pages:69
Jury : Prof. Dr. Mukaddes KAYIM

: Assoc. Prof.Dr. B. Kemal CAGLAR
: Asst. Prof. Dr. Ali ENDES

In this study, 14 different concentrations of 12 fungicides, one licensed were
tested to supress radial growth of P. tracheiphila mycel in vitro condition. 5.0 ppm
and above concentrations of Cyprodinil (375g/Kg) + Fludioxonil (250g/Kg)
combination was found to be the most effective on radial growth inhibition.
Fluxapyroxad (75¢g/L) + Difenoconazole (50g/L) combination was the second
effective fungicides to inhibit the radial mycel growth at 100ppm and above
concentrations. ECs, values of these fungicides were calculated respectively as 0.124
and 1.228 ppm. Fungicides with active substances such as Azoxystrobin, Dithianon
and Pyraclostrobin did not show any significant effect in preventing mycelial
development of P. tracheiphila. In greenhouse trials, the normal doses of Cyprodinil
(375 g/ kg) + Fludioxonil (250 g / kg) and Fluxapyroxad (75 g / L) + Difenoconazole
(50 g / L) fungicide have not been very effective in preventing disease severity.
However, when using twice the application dose, the disease was prevented at 62.6%
and 45.3%, respectively, and the licensed fungicide copper hydroxide prevented the
disease at most 9.8%.

Key Words: Fungicide, Lemon, Pathogenicity, PCR, Plenodomus tracheiphilus.



GENISLETILMIS OZET

Adana ili ve gevresinde limon yetistirilen bahgelerde biyiik dl¢lide {iriin
kayiplarina ve toplu aga¢ 6limlerine fungal hastalik etmeni Phoma tracheiphila’nin
neden oldugu bilinmektedir. Bélgede patojen gelisimini engellemek icin kiltirel ve
bakirli fungisitlerle yapilan entegre micadele ¢alismalar1 yeterli olmayip, alternatif
kimyasal mucadele yoéntemleri ve biyolojik mucadeleye yonelik etkin antagonist
mikroorganizmalar bir ¢ok arastirici tarafindan arastirilmaktadir.

Bu caligmada P. tracheiphila’nin kimyasal mucadelesine yonelik, patojenin
biyolojisi ve hastalik dongiisii gbz Oniine alinarak farkli etki mekanizmasina sahip
sistemik ve koruyucu etkili fungisitlerin patojen gelisimini engellemede etkinligi
lizerine arastirmalar yapilmistir. Calismalar C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki koruma
Boliimi Uygulama Seralarinda, Bitki Koruma Biyoteknoloji Labaratuvarlarinda ve
Abdioglu Ciftliginde yiriitilmistiir. Adana ili ve g¢evresinde limon yetistiriciligi
yapilan bahgelerden alinan Eureka ve Kiitdiken limonlarin hastalikli dal dokularindan
elde edilen 15 adet izolatin Abdioglu Ciftliginde Kiitdiken limon fidanlari tizerinde
yapilan  patojenisite caligmalartyla viriilenslik diizeyleri belirlenmistir. Farkl
besiyerlerinde (HA, MEA, YUA) P. tracheiphila’mn miselyal gelisimi ve spor
yogunlugu arastirtlmistir. Yapilan calismalar sonucunda HA besiyerinde kullanilan
diger besiyerlerine gore miselyal gelisimin daha fazla ve spor yogunlugunun % 70
oldugu hesaplanmustir.

C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bélumii Biyoteknoloji Labaratuvarlarinda
patojenin tanisinda klasik morfolojiye dayali teshisin yani sira, etmenin genomik
DNA'’lar izole edilerek rDNA’nin transkripsiyon olmayan ITS bdlgelerinin DNAs1
cogaltilmis ve niikleotid dizilerinin NCBI gen bakasi veri tabaninda diger tilkelere ait
olan P. tracheiphila izolatlar1 ile karsilagtirmalar1 yapilmistir. Koloni morfolojisi, spor
yapist ve fialakonidilerin olusumuna gore etmenin P. tracheiphila oldugu tespit
edilmistir. Ayrica etmenin molekiiler olarak da tanisi 534 bp’lik rDNA’da ITS

bolgelerine ait niikleotid dizileri ile de ispatlanmig ve Eureka izolatlaridan E9 ve E10
i



icin NCBI gen erisim kayit numaras1 (MT012189 ve MT012190) alinmistir. NCBI
veri tabaninda niikleotid eslestirmede (nBLAST) P. tracheiphila izolatlarinin ITS
niikleotid dizileri % 100 eslesmis niikleotid eksikligi ve fazlalig1 goriilmemistir.
MEGAX yazilim programi kullanilarak Maksimum likelihood analizi ile olusturulan
soy agacinda 1000 tekrar sonucunda olusturulan Bootstrap degerleri baglanti
noktalarinda %86 ve %93 olarak elde edilmistir. Tiirkiye izolatlar1 italyan izolatlarla
%100 eslesmis ve ayn1 dendogramda yer almis ve bootstrap deger %93 tiir. Israil,
Tunus ve baz Italya izolatlar: ise farkli bir dallanma gdstermis ve bootstrap degeri
%86’dur.

C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Biyoteknoloji Labaratuvarlarinda in vitro
kosullarda farkli etkili maddeli koruyucu ve sistemik 12 adet fungisitin, patojenin
miselyal gelisimini engellemede Cyprodinil (375g/kg )+ Fludioxonil (250 g/kg) ve
Fluxapyroxad (75¢/l )+ Difenoconazole (50 g/l) fungisit kombinasyanlar1 en yiksek
etkiyi gostermistir. In vitro ortamda kullanilan 12 adet fungisitin patojeni %50
engelleme oranlarina (ECs) gore dozlarina bakildiginda; en diisiik dozda (375g/kg )+
Fludioxonil (250 g/kg) fungisit kombinasyonunun 0.124 ppm ve Fluxapyroxad
(75g/l)+ Difenoconazole (50 g/lI) fungisit kombinasyonunun 1.228 ppm dozlari
patojen populasyonunun %50 sini engelleme etkisi gosterirken, ruhsatli fungisit % 35
metalik bakira esdeger Bakir Hidroksit’in oldukca yuksek dozu, 186.844 ppm ile
engelleme etkisi gostermistir.

C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki koruma Béliimii Uygulama Seralarinda, Cyprodinil
(3759/kg) + Fludioxonil (250 g/kg), Fluxapyroxad (75g/l )+ Difenoconazole (50 g/l)
fungisitleri ve patojene ruhsatli Bakir Hidroksit (% 35 metalik bakira esdeger) ile
virtllent E9 ve E10 izolatlarinindan elde edilen spor siispansiyonu inokulasyondan bir
hafta Once ve inokiilasyondan 2-4 hafta sonra olmak Uzere 3 kez fungisit
uygulamalar1 yapilmistir. Fungisitlerin etkilerini belirlemek icin, fidanlara fungisit
uygulandiktan 6 hafta sonra gévde nekroz Ol¢timleri, fungisitlerin hastalik siddeti
lzerine etkisi ve yuzde engelleme oranlar1 hesaplanmistir. Cyprodinil (375g/kg) +

Fludioxonil (250 g/kg) fungisit kombinasyonunun en ylksek dozunda (100 ppm)
v



govde iletim demetinde patojen gelisimi 20.3 mm, Fluxapyroxad (75g/1 )+
Difenoconazole (50 g/l) fungisit kombinasyonunun 100ppm dozunda patojen geligimi
29.7 mm ve Bakir Hidroksit (% 35 metalik bakira esdeger)’in 100 ppm dozunda ise
49 mm uzunlugunda patojenin iletim demetinde gelistigi 6l¢tilmiistiir.

Fungisitlerin % engelleme oranlarina bakildiginda ise Cyprodinil (375g/kg) +
Fludioxonil (250 g/kg) etkili madde uygulamasi P. tracheiphila miseliyal gelisimini
% 16.6 -% 62.6 araliginda, Fluxapyroxad (75g/l )+ Difenoconazole (50 g/l) % 5.2 -%
45.3 araliginda Bakir Hidroksit (%35 metalik bakira esdeger) % 1.98 -% 9.8
arasindaki degerlerde engelleyici etki sergilemislerdir. Bu sonuclara paralel olarak
hastalik olusumu siddetinin de dogal olarak en diisiik seviyede olmasi beklenen
fungisit kombinasyonu Cyprodinil (375g/kg) + Fludioxonil (250 g/kg)’in 100 ppm
dozunda %13 olarak elde edilmistir. Fluxapyroxad (75g/l )+ Difenoconazole (50 g/l)
fungisit kombinasyonunu 100ppm dozunda hastalik siddeti % 26, Tarim Bakanligi
tarafindan ruhsathi Bakir Hidroksit’in 100 ppm dozunda ise hastalik siddeti % 40’a
kadar ¢ikmustir.

Yapilan bu ¢aligmada in vitro ve sera denemelerinde sistemik ve kontakt etkili
fungisit Cyprodinil (375g/kg) + Fludioxonil (250 g/kg) Phoma tracheiphila miselyal
gelisimini engelleme de basarili oldugu tespit edilmistir.

Bu tez calismasinda elde edilen veriler patojenin miselyal gelisimini
engellemeye yonelik iyi sonuclar vermekle birlikte sera deneylerinden elde edilen
veriler ¢ok bagarili bulunmamistir. Sera kosullarinda fidanlarda patojenin fialokonidi
ve piknidiosporlari ile yapay infeksiyonlarda % 100 basar1 saglanmistir. Bu nedenle
sera kosullarinda fungisit deneylerinde de basarili sonuglar alinmis, ancak bu sonuglar,
acik alan limon bahgelerinde kullanilacak kadar yeterli veri igermemektedir. Bu
fungisitlerin ayni dozlarinin bahge kosullarinda dogal ortamlarda da deneysel olarak

tekrar edilmesi gerekmektedir.
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PDA besiyerlerinde gelisen funguslarin miselyal gelisiminin

milimetrik bir cetvel ile olgiilmii (A); Olgiimii yapilan

funguslarin haftalik ¢izelge takibi icin listelenmesi (B) .................
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1.GIRIS

Turunggiller diinyada ve iilkemizde ekonomik agidan Onemli bir gelir
kaynag1 olup, gerek i¢ tiikketim gerekse dis ticarette giinden giine artan bir Gneme
sahiptir. Dlnya turuncgil Uretiminde yaklasik 38 milyon ton iiretim ile Cin ilk
sirada yer alirken bunu yaklasik olarak 20 milyon ton iiretimi ile Brezilya ve 12
milyon ton dretimiyle Hindistan izlemektedir. Tlrkiye ilk 10 tlke igerisinde
yaklasik olarak 4.9 milyon ton turuncgil Gretimi ile 7. sirada yer almaktadir (FAO,
2018).

Turkiye’de turunggil Uretiminin tiirlere gore dagiliminda; portakal yaklagik
1.90 milyon ton iretim miktart ile ilk sirada, mandarin 1.65 milyon ton Gretim
miktart ile 2. sirada ve 1.1 milyon ton ile limon Gretimde 3. sirada yer almaktadir
(TUIK, 2018). Ulkemiz limon tiretimiyle Akdeniz tlkeleri icerisinde, ispanya’dan
sonra 2. sirada yer almaktadir (FAO, 2018). Turkiye’de limon Uretimin illere gore
dagiliminda Mersin, %57°1ik tretim pay1 ile ilk sirada, %18’lik pay ile Adana
ikinci sirada yer almaktadir. Dolayisi ile Tirkiye limon dretiminin %75’lik kismini
bu iki ilimiz karsilamaktadir (TUIK, 2018). Tirkiye limon (retiminde, fiyat: ve
uzun siire muhafaza edilebilme 6zelligi, Ureticilerin turunggil pazari i¢in aradigi
sartlarin basinda yer almaktadir.

Ulkemizde yetistirilen limonlar; eksi, tatli ve limon benzerleri olmak (izere
ti¢ simfa ayrilmaktadir. Dogu Akdeniz Bolgesinde ticari olarak tercih edilerek
genis capta yetistiriciligi yapilan Eureka, Kutdiken, Enterdonat, Yediveren ve
Lizbon ¢esitleri eksi limon grubundandir. Akdeniz iilkelerinde eksi limon grubu
tim limon c¢esitleri U¢ kurutan hastaligi etmeni [Phoma tracheiphila (Petri) Kan.
and Gik. (Phoma tracheiphila (Petri) Gruyt Aveskamp & Verkley)] "ne son derece
duyarl olup, bu tip agaglarda ciddi kayiplar yasanmaktadir. Nitekim Adana ili ve
merkez ilgelerinde eksi limonlar grubundan olan Eureka, Kiitdiken, Enterdonat ve

Yediveren cesidi limon bahgelerinde yapilan survey c¢alismalarinda da agacglarin
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cogunlugunun Uckurutan (P. tracheiphila) hastalik belirtileri gosterdigi ve ciddi
agac oliimleri oldugu tespit edilmistir (Survey gozlemleri).

P. tracheiphila Funguslar alemi igerisinde, Ascomycota subesinde,
Pleosporales takiminda yer alan Phoma cinsi bir patojendir. DNA’nin kesfi ile
birlikte molekiiler biyoloji alaninda sinirlart zorlayan gelismeler sayesinde
patojenlerin genetik yapisinin taksonomi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Phoma
tracheiphila etmeni de Plenodomus tracheiphilus (Petri) Gruyter, Aveskamp &
Verkley olarak; de Gruyter ve ark., (2013) tarafindan tekrar siniflandirtlmigtir.

Turuncgillerde P. tracheiphila hastalik etmeninin neden oldugu Ugkurutan
Hastalig1 diinyada ilk kez 1894 yilinda Yunan adalari olan Kios ve Poros’da
goriilmiistiir (Sarejanni 1935, 1939; Ziadi ve ark., 2013). Ancak Uckurutan
hastaligi etmeni olan fungus 1929 yilinda Petri tarafindan kesfedilmis
Deuterophoma tracheiphila Petri (Petri, 1929; 1930) ve Bakerophoma tracheiphila
(Petri) Cif. (Petri, 1929) olarak adlandirilmistir. S6z konusu Uckurutan hastaligi
etmeni turunggil yetistiriciligi yapilan Akdeniz ve Karadeniz havzasindaki
ilkelerde, italya, Ispanya, Fransa, Irak, Israil, Fas, Tunus, Libya, Arnavutluk,
Portekiz, Yunanistan, Turkiye, Cezayir, Kibris, Malta, Ege adalari, Kolombiya,
Uganda, Avustralya da rapor edilmistir (EFSA Journal 2014).

Ugkurutan Hastaligi etmeni P. tracheiphila konukgulari, Rutaceae
familyas1 igerisinde yer alan Poncirus trifoliata, Fortunella spp., Severinia
buxifolia ve tlm turunggil gesitlerinde infeksiyona neden oldugu bilinmektedir. Bu
tirler arasindan hastaliga en duyarli olan turuncgiller ve akraba tarleri; limon, eksi
turunggil tirleri (aga¢ kavunu, turung vb.), bergamot, bazi mandarin cesitleri,
tanjelo ve tangor ¢esitleri, yuvarlak limon ve lime gosterilmektedir.

P. tracheiphila’nmin optimum gelisme sicakliginin 20-23°C oldugu ayrica
30°C gibi yiiksek sicakliklarda sporlarinin 5 glinden sonra ¢imlenme kabiliyetlerini
kaybettikleri bu sebeple yazin infeksiyon olusturmadigi bilinmektedir (Kurt, 2013

). Patojen sporlarinin Adana bolgelesinde Eylul-Mayis aylari arasinda bitkiyi
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infekte ettigi ve en ¢ok hastalik infeksiyonunun bu bolgede sonbahar mevsiminin
ozellikle de Ekim ayinda oldugu bildirilmistir (Erkili¢ ve Cinar, 1989).

Uckurutan Hastaligina neden olan fungal etmen P. tracheiphila ’nin
piknidleri bir yillik infekteli kurumus siirgiinler {izerinde, epidermisin hemen
altinda yer almaktadir. Infeksiyon, riizgar, dolu veya don hasar1 gibi iklimsel
olaylar, toprak isleme, yabanci ot kontrolii ve budama gibi kulttrel uygulamalar
infekteli surgunlerdeki piknidiumlardan agiga c¢ikan piknidiosporlar; turuncgil
agacglarmin yaprak, siirgiin, dal, govde ve toprak ylizeyine ¢ikmus Kkilcal
koklerindeki yarali dokularindan veya dogal acikliklarindan bitki dokusuna giris
yaparak hastalik olusturmaktadir (Nachmias ve ark, 1980; Baydar, 2010).
Hastaligin bilinen tasiyici belli bir vektorii yoktur ancak geng bitkiler dzellikle
etmenin infeksiyonuna karsi hassastir. P. tracheiphila bitki biinyesine girdikten
sonra rettigi sellilotik ve pektolitik enzimler; hiicreleri birbirine baglayan orta
lamellerin, daha sonra da hiicre duvar yapilarinin bozulmasina sebep olmaktadir.
Miselyal gelisim sirasinda trettigi “Mal seccin” adi verilen fitotoksik bir
glikopeptit toksini iletim demetleri icerisinde su ge¢isi ile bitkinin tist kisimlarina
tagindigi belirtilmistir. “Mal seccin” ayn1 zamanda plasmalemma, kloroplast ve
sitoplazmanin yapisinin ve seklinin degismesine, iletim demetlerinin zamk benzeri
bir madde ile tikanmasina ve su transferinin engellemesine sebep olmaktadir.
(Pacetto ve Davino, 1976; Bashi ve ark, 1980; Erkili¢ 1988). Bitkinin dokularinda
gerceklesen hasarlarin ardindan hastaligin  karakteristik simptomlari sirasiyla
meydana gelmektedir; u¢ yapraklarda kloroz olusumu ve yaprak sapi siirgiinde
kalacak sekilde bolgesel yaprak dokulmeleri, strglnlerde kurumalar ilerleyerek

dallarin kurumasi daha sonra tlim bitkinin 6liimii ile sonuglanmaktadir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Ugkurutan etmeni (Phoma tracheiphila) ile infekteli Eureka Limon

agaclarinda hastalik belirtisi. (A); Uckurutan nedeni ile yapragi
dokiilen dallar, (B); Ugkurutandan dolayr tamamen kuruma belirtisi
gosteren agag, (C); bir yillik dallarin enine kesitinde etmenin iletim
demetinde olusturdugu renklenme, (D): Ug¢ kurutandan zarar gérmiis
infekteli kurumus ince dal iizerinde etmeninin piknidiumlart ve
yukarisinda saglikli ince dal 6rnegi

P. tracheiphila etmeninin bitkide meydana getirdigi diger karakteristik
simptomlarindan “Mal fulminante’” (ani 6lim) ve “Mal nero” olarak adlandirilan
iki formu da bulunmaktadir. Mal fulminante, patojen bitkinin kdklerindeki
yaralardan giris yaptiginda simptomlar heniiz bitkinin bir kismin1 hastalandirmig
gorinmektedir. Fakat hastalik o kadar ani ve hizli bitkide ilerlemektedir ki
yapraklar dallarda kurur ve aga¢ oliir. “Mal nero” simptomlari ise infekte ettigi
agacin odun dokusunun kararmasina neden olan siddetli bir hastalik simptomudur.

Patojen bitkiye girerek agacin ksilemine ulasana kadar herhangi bir dis simptom
4
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olusturmadan hastalik gelisim gostermektedir (Perrotta ve Graniti 1988).
Infeksiyon ilerledikge stirgtinlerin, dallarin ve en icteki odun dokusunun rengi
kahverengi bir hal aldig1 gozlemlenir. Koyulasan bitki odun dokusundan ise
ilerleyen zamanda ¢iirtimiis kavun kokusu yayilmaktadir (Nigro et al. 2011).

Ugkurutan hastaligit micadelesinde; kultirel 6énlemler olarak bahceye
dikilecek fidanlarin etmene dayanikli ve sertifikali olmasi, siirekli agaglarin kontrol
edilip hastalikli olanlarmm sokultp imha edilmesi, agaclarin obur dallarinin
dizenli temizlenmesi, bitkide yara ag¢ilmamasma dikkat edimesi, hastalikli
stirgiinlerin budanarak imha edilmesi 0Ozellikle budamalarin patojenin inaktif
oldugu yiiksek sicakliklarda yapilmasi tavsiye edilmektedir. Ayrica farkli
antagonist mikroorganizma tlrlerinin biyolojik miicadelede kullanilmasi ile
patojenin miselyal gelisimini engellemede basarili sonuglar elde edilebilmektedir.
Bununla birlikte Ugkurutan hastaligi etmeni P. tracheiphila’nin miicadelesinde
diizenli araliklarla ruhsath fungisitlerin uygulanmasi Onerilmektedir. Ancak
Uckurutan etmenine karsi ruhsath fungisitler bakirli fungisitler olup koruyucu
fungisit olarak patojenin bitki yuzeyinde cimlenmesini 6nlemeye yoneliktir.
Infekteli agaclarin bu fungisitlerle tedavi edilmesi miimkiin degildir.

Bu calismanin amaci limon bahgelerinde sorun olusturan Ugkurutan
Hastaligi ile kimyasal miicadele kapsaminda, sistemik ve koruyucu etkili
fungisitlerin yer aldig1 farkli etki mekanizmasina sahip bazi fungisitlerin in vitro ve
sera kosullarinda P. tracheiphila’min gelisimini engelleme iizerindeki etkilerinin

arastirilmasidir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Diinyada Uckurutan Hastah@ Uzerine Yapilan Cahsmalar

Solel ve Oren (1975), yaptig1 arastirmalarinda P. tracheiphila etmeninin
Rutaceae familyasi igerisinden Citrus tirlerinden daha fazla limonu, sonra ise agac
kavunu ve bazi mandarin ¢esitlerinde hastalik olugturdugunu tespit etmislerdir.

Solel ve ark. (1977), Israil’de yaptiklar1 Ugkurutan hastalig: ile kimyasal
miicadele caligmalarinda en etkili uygulamay1 yapraktan uygulanan koruyucu
fungisit Captofol uygulmasi ile belirlemislerdir. Hastalikli bitkilere govdeden
Benzimidazol uygulamasiin diisiik etki gosterdigini belirtmislerdir.

Salerno ve Cutuli (1977), italya’da hastaligm infeksiyon dénemi 6ncesi
zaman araliginda koruyucu fungisitlerle kimyasal miicadele yapilabilinecegini ve
sistemik fungisitlerden Benomyl’in Eyliil ayinda kullanilmasinin etmene karsi
micadelede etkili oldugunu, bu fungisitin stirekli kullaniminda ise P.
tracheiphila’nin dayaniklilik kazandigini tespit etmislerdir.

Perrotta ve ark. (1980), yaptiklar1 ¢alismalarda Italya’da yetistirilen limon
cesitlerinden Mal secco’ya en duyarli ¢esidin “Feminello”, en tolerant gesidin ise
“Monachello”oldugunu ifade etmislerdir.

Thanassoulopolos  (1990), Yunanistan bahcelerinden alinan limon
cesitlerinden seleksiyon yontemiyle iretilen limon ¢esidi “Ermioni’nin P.
tracheiphila’ya tolerant ve yapraklardan yapilan protein analizi ¢alismalarinda ise
Italya’da dretilen tolarent limon cesidi “Monachello” ile benzerlikleri oldugunu
bildirmistir.

Gentile, Tribulato ve ark. (1992), bazi turunggil ¢esitlerinin patojen-toksin
iliskisini incelemek ve P. tracheiphila’nin “Mal seccin” toksinine farkli duyarlilik
gosterdigi lizerine arastirma yapmuslardir. “Tarocco” ve “Feminello” hicre

hatlarindan yapilan enzim tahlilleri sonucunda kontrollii ortamlardaki Kitinaz ve
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glukonaz varligi ile bu hiicre hatlarinin P. tracheiphila toksinine karsi dayaniklilig:
arasinda pozitif bir iligki oldugunu agiklamislardir.

Burgio ve Rosciglione (1994), turunggillerde hastaliga neden olan “Mal
secco” hastaliginin etmeni P. tracheiphila’nin in vitro kosullarda pektolitik enzim
irettigini bunlarin poligalakturonaz (PG), polimetilgalakturonaz (PMG), pektin
liyaz (PGL), pektat liyaz (PL) ve pektinetil esteraz (PME) oldugunu belirtmislerdir
(Graniti, 1969; Evola et al.,, 1973; Pacetto and Grasso, 1974; Burgio ve
Rosciglione, 1994). Calismalarinda P. tracheiphila tiirlerinin farkli viriilenslikte
olma durumunun frettikleri pektolitik enzim yapisi ve seviyesi ile iligkisini
arastirmiglardir. Bu sebeple UV radyasyon uygulamasi ile elde edilen en ylksek
virtlent 3 adet izolat (PTN83, PT1 and PT20) ve ¢ok diisiik viriilense sahip bir
izolat (PTM503) kullanmislardir. Yapilan analizlerde en viriilent 3 izolatin PG,
PMG ve PL enzim aktivitesi sabit sekilde stirekli artip 20. glinde maksimum
seviyeye ulastigini, ¢ok diisiik viriilansa sahip izolatta (PTM503) bu U¢ enzimin
aktivitesinin oldukgca diisiik oldugunu, PGL enzim aktivitesinin ise tim izolatlarda
onemli bir atis gostermedigini bildirmiglerdir. Bundan yola ¢ikarak yiksek diizeyde
bir PG enzim aktivitesinin olmasi patojenin viriilensligini yiikseltmekte ancak bu
tek basma yeterli olmamaktadir. Bunun sonucunda P. tracheiphila'da her bir
enzimin sentezinin farkli bir sekilde kontrol edilme olasiligi oldugunu, patojenin
virtilensliginin kontroliinde enzimin aktivitesinden ziyade enzim 0retiminin
kontroliiniin yapilmasi gerektigini aciklamiglardir.

Solel ve ark. (1994), “Mal secco” etmeni P. tracheiphila’ya duyarh
turunggil cesitlerinden aga¢ kavunu ve rangpur laymina exocortis viroidi (CEVd)
infekte edilmistir. Bir y1l inkiibe edilen ¢esitlerde viroid sistemik olarak yerlesmis;
agac kavunu yapraklarinda kivrilma ve kisa boguma neden olurken, rangpur
layminda bu simptomlara rastlanmamistir. CEVd’li ¢esitlere daha sonra yapraktan
inokile edilen P. tracheiphila her iki ¢esitte de hastalik olusturmustur. Fakat
onceden CEVd ile infekte edilen bitkilerin, CEVd ile infekteli olmayan bitkilere

gore yapraklarda olusan simptomlarinin ve hastalik siddetinin daha az
2
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goriildiigiinii, bu nedenle patojene sistemik dayanikliligr arttirmak icin CEVd ile ilk
inokiilasyon yapilabilecegini rapor etmislerdir.

Gentile ve ark. (2006), calismalarinda patojenlere karsi genetik hastalik
direnci olusturmak amaciyla antifungal genleri mikroorganizmalar araciligiyla
cesitli bitkilerin genomuna yerlestirmislerdir. Trichoderma harzianum’un Chit42
genini (antifungal protein endokitinazin kodlanmasi), fungal hastaliklara tolerant
transgenik bitkileri yeniden Uretmek ic¢in “Femminello siracusano™ limonuna
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla aktarmislardir. Sonug¢ olarak in vitro
kosullarda transgenik yaprak proteinlerinin P. tracheiphila’nin fungal gelisimini ve
konidi ¢imlenmesini engellendigini, limonda 6nemli dl¢lide diisiik oranda lezyon
gelisimi gorillmistiir. Antifungal endokitinaz enziminin bitkiye aktarimi, turunggil
cesitlerinde hastalik kontrolii i¢in bir yontem teskil edebilecegini bildirmislerdir.

Ezra ve Kroitor (2007), Akdeniz Bdlgesi’nin yikict hastaligi “Mal secco”
etmeni P. tracheiphila’nin 6zellikle turunggillerden limon, turung, laym ve eksi
turunggil ¢esitlerinin duyarli oldugunu bildirmiglerdir. Mal secco’nun tipik
simptomlariin bahgelerde kolaylikla teshis edildigini fakat bunun hastaligin ileri
safhalarda oldugunun anlasildigi, erken teshis i¢in PCR yontemiyle patojeni teshis
etme c¢alismalar1 yapmuslardir. Bu c¢alismalar neticesinde Israil’de farkli
bolgelerdeki farkli turunggil ¢esitlerinden alinan izolatlarda ©nemli genetik
farkliliklar olmadigini belirtmislerdir.

Kalai ve ark. (2010), P. tracheiphila izolatlarinin genetik ¢esitliligi {izerine
caligmalar yapmak amaciyla Tunus’daki farki meyve bahgelerinden etmenin farkli
konukgularindan aldiklar1 6rneklerin molekiler teshisini yapmislardir. ITS-RFLP
markirlari ile yapilan ¢alismada 4 adedi Italya’dan olan 58 adet P. tracheiphila
izolatinin Tunus’dan alman izolatlarla genetik ve tir Ozelliklerinin benzer
olduklarini bildirmislerdir. Patojenin turung iletim demetlerinden gegisi viriilent bir
izolatin sayesinde molekiiler olarak gozlemlenebilmistir. Patojenin  bitki
biinyesinde hizli ilermesi ile birlikte karakteristik simptomlar gelistikten sonra

teshis edildigini ve bu durumun patojen mucadelesi i¢in ge¢ kalindigini ortaya
3
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koymustur. Bu sorunu ¢ozmek i¢in simptomlarin ortaya ¢ikmasindan Once
patojenin bitki biinyesinde teshisi ve molekiiler ¢alismalarin yapilmasinin gerekli
oldugunu belirtmislerdir.

Ziadi ve ark. (2013), P. tracheiphila’nin gografi dagilimi ile patotipik
mesafe arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla altt Akdeniz Glkesinin turuncgil
bahcelerinden alinan farkli viriilens diizeyinde 51 adet izolat kullanilmiglardir. Bu
izolatlar icerisinden alt grup olusturulan 20 patotipin farkli virtlenslik seviyesine
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Calisma sonucunda viriilenslik ile ¢ografi
dagilim arasinda 6nemli bir iligki bulunamadigini, patojenin dagilimmin diizensiz
ve kademesiz oldugunu agiklamiglardir.

Ezra ve ark. (2013), konukgu-patojen arasinda etkilesime neden olan
genleri tammlamak igin P. tracheiphila izolatimin fialokonidisini Agrobacterium
tumefaciens aracihigi ile kaba limon fidelerine aktarmiglardir. Konukgu (zerinde
diisiik virtilenslik gosteren mutant izolatlar1 Agrobacterium tumefaciens ile
belirlediklerini bildirmislerdir.

Kalai ve ark. (2014), turunggil ¢esitlerinden (Citrus limon, Citrus sinensis,
Citrus reticulata), Medicago truncatula, Laurus nobilis) izole ettikleri 200 adet
bakteri izolat1 icerisinden in vitro testler sonucunda, 28 adet izolatinin vaskiiler
patojen olan P. tracheiphila ve Verticilium albo-atrum gelisimini engelledigi
gOriilmiistiir. 28 adet bakteri izolat1 hidrolitik aktivitelerine gore lipopeptit
biyosentezinden sorumlu bitki gelisimini tesvik eden bakteriler (PGPB), ribozom
dis1 peptit enzim salgilayan (NRPS) olarak gruplandirmiglardir. 16 adet bakteri
izolatinin hidrolitik aktiviteye pozitif sonug¢ verdigini ve bu izolatlardan en az 2
adedi PGPB, 1 adedi NRPS olarak bulmuslardir. Bu 16 adet bakteri izolati
icerisinden rastgele secilenlerin sekanslari sonucunda 9 izolatin Bacillus velezensis,
4 izolatin Bacillus methyltrophicus,1 izolatin Bacillus amyloliquefaciens ve 2

izolatin Bacillus mojavensis oldugunu tespit etmislerdir.
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Karkouch ve ark. (2015), aragtirmalarinda lipopeptit dreten Bacillus
metiltrophicus TEB1 tirQ, P. tracheiphila 'ya karsi giiclii bir antifungal aktivite
sergiledigini, lipopeptit Uretiminin P. tracheiphila miselyal biytmesini ve konidi
cimlenmesini 6nemli 6l¢iide engelledigini agiklamiglardir. Bacillus metiltrophicus
TEB1 turuniin lipopeptit miktarinin arttirilmasimin konidilerin pargalanmasina
neden oldugunu, yapilan analizlerinde P. tracheiphila karsi lipopeptit aktif
bilesigin C15 iturin A ve bu bilesigin ilerde biyolojik kontrol amaciyla, giiniimizde

kullanilan insektisitlerin yerini alabilecegini bildirmislerdir.

2.2. Tiirkiye’de Uckurutan Hastalig1 Uzerine Yapilan Calismalar

Atalay ve Aksdz (1977-78), in vitro kosullarda “Mal secco” hastalik
etmeni P. tracheiphila’nin sivi ve kati besiyerlerinde morfolojik ve fizyolojik
Ozellikleri iizerine ¢alismalar yapmuslardir. Patojenin gelisimi i¢in en az 5 gilinliik
bir inkiibasyon surenin ge¢mesi gerektigini agiklamiglardir. Fungusun optimum
gelismesi igin sicakhigin 20-25°C, pH’sinin ise 5.5-6.0 arasinda oldugunu
bildirmislerdir. In vitro kosullarda sitokrom inhibitdrleri, antifungal antibiyotikler,
EDTA ve metal tuzlarinin, fungusun blylmesi Uzerine etkileri sonucunda; Cu ve
Zn mikro elementi ile nistatin, grisefulvin ve siklohekzimin gibi antibiyotiklerin
Ugkurutan  hastaligi  etmeni P. tracheiphila’yt  kontrol edebilecegini
savunmusglardir.

Ding ve ark. (1979), kimyasal miicadele Uzerine yapilan c¢aligmalarinda
Turunggillerde Ugkurutan hastaligina (Deuterophoma tracheiphila (Petri) Kanc. et
Ghik) kars1 etkili bir yontem tespit etmislerdir. Bu yonteme gére budama iglemleri
fungusun durgun oldugu agustos ayinda yapilmasini, agaclarin ekim, aralik ve mart
aylarinda yesil aksam ilaglamasi olarak 3 kez ilaglanmasini, ilaglamalarda Benomyl
etkili maddeli ilaglarin % 1.5 dozunda beyaz yag ile karistirilarak kullaniminin
hastalik tizerinde etkili oldugunu 6nermislerdir. Sistemik etkili benomyl fungisiti

bitkide kalint1 olusturmasi nedeniyle giiniimiizde kullanimi yasaklanmistir.
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Akteke, 1979 yilinda Mersin ilinde yetistiriciligi yapilan Kiitdiken, Lamas,
Enterdonata, Italyan Memeli, Yediveren ve Kibris limon gesitlerinin Uckurutan
hastaligina yakalanma oranlarini sirasiyla % 58.1 , % 51.4 , % 30.3, % 33.0, %
23.9 ve % 11.1 olarak saptamistir. Buna ilaveten, iilkemizde yapilan ¢alismalarda
P. tracheiphila’nin bir yara paraziti oldugunu, patojenin; toprak icindeki yarali
kokten % 40, yarali govdeden %100, ayasi koparilmis yaprak sapindan %100,
yapragin ist yiizeyinden % 40, yapragmn alt yiizeyinden ise % 20 oraninda
bulasabildigini bildirmistir.

Akteke (1979), konuk¢u yasi-patojen infeksiyonu arasinda ters orantili bir
iliski oldugunu, fidanlarin gen¢ doneminde hastalik siddetinin daha fazla
goruldiigiinii bildirmistir. Limon cesitlerinden Kiitdiken ve Lamas (1-5), Italyan ve
Kibris (6-10), Yediveren (11-19), Enterdonato (20-40) yaslari arasinda hastalik
siddetinin yuksek oldugunu agiklamustir.

Dogrul (1987), Mersin’de Uckurutan hastaliginin arazi sartlarinda
infeksiyon zamanlarin1 saptama calismasinda Kiitdiken limon c¢esidi ve turung
fidanlarinda  simptom  olusumunu  gbzlemlemistir. Calisma  sonucunda
infeksiyonlarin Eyliill ayinda basladigini en yiiksek hastalik bulasma zamaninn;
sirastyla Kasim, Aralik ve Ocak aylarinda oldugunu bu aylardan sonra ise
hastaligin bulagmasinda azalma oldugunu bildirmistir.

Erkilig  (1988), bitki  organlar1  {izerinde  bulunun  saprofit
mikroorganizmalarin  baz1  bitki fungal patojenlerine karst1  kontrolde
kullanilabilecegini bildirmistir. Bundan yola ¢ikarak limon agaclarinda ciddi bir
sorun olan P. tracheiphila’nin koloni gelisimini engellemede saprofit
mikroorganizmalarin antagonistik etkileri (zerine calismalar yapmustir. Tespit
edilen saprofit mikrofloranin ¢ogunlugunu beyaz ve pembe mayalar olarak
tanilanan Cryptococcus ve Sporobolomyces turleri ile Cladosporium tirlerinin ve
diger fungus tiirlerinin yer aldigini saptamistir. Yapilan in vitro caligmalarda
Aspergillus, Epicoccum ve Trichoderma turlerine ait izolatlarin P. tracheiphila’nin

gelisimini engelledigi gorilirken yapilan sera denemelerinde ise kullanilan
6
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Aspergillus, Epicoccum, Trichoderma ve Cladosporium spp. izolatlarinin patojen
ile birlikte veya patojen verildikten sonra verilen patojenlerin P. tracheiphila’nin
gelisimini tamamen kontrol altina alamadigin tespit etmistir.

Tuzcu ve ark.(1992), P. tracheiphila’ya duyarli Kiitdiken limon ¢esidi
Antalya Yerli Yuvarlak, Finike Yerli Yuvarlak, Monachello, Enterdonato, Mollo
Memed, Kibris, Santa Teresa, Zagara Bianca ve Aklimon gesitleri ile melezleme
calismalar1 yapmuglardir. Gelistirilen melez ¢esitlerden Tuzcu-8941 ve Tuzcu -
895L P. tracheiphila ile yapilan yapay inokiilasyon c¢alismalari sonucunda
dayanikli olarak tespit edilmistir. Ancak gelistirilen bu melez hatlarn ticari olarak
kullanimu ile ilgili higbir veriye rastlanmamuisgtir.

Cimen (1994), Uckurutan hastaligi etmenine karsi kimyasal micadele
calismalarinda turung tizerine asili Kiitdiken limonunda sistemik etkili inhibitor
Paclobutrazol’iin in vitro, sera ve arazi kosullarinda farkli uygulamalarin etkisi
tizerine arastirmalar yapmustir. Elde edilen verilere gére Paclobutrazol’un toprak ve
yaprak uygulama denemeleri ile P. tracheiphila’nin gelisimini 6nemli 6l¢ude
engellendigi gbzlemlenmistir. Paclobutrazol’iin, Kitdiken limonunda siirgiin ve
bogum arasi kisalma, obur dal olusumu ve gelismesinin engellenmesi, strgtnlerde
yaprak kalinhigi-boyu oraninda artmasi gibi etkilerin patojenin bitkiye girisine
engel olusturdugunu agiklamislardir.

Atacan ve Yal¢in (2004), limon agaglarinda hastaliga neden olan patojen P.
tracheiphila’yr baskilayan Etkin Mikroorganizmalarin [(EM) (baslica laktik asit
bakterileri, fotosentez bakterileri, maya, aktinomisetler ve belirli baz1 mantarlardan
olugsmaktadir)] etkisini test etmek amaciyla daha Once Uckurutan nedeniyle
terkedilmis bir limon bahgesi iginde ¢alismalar yapmislardir. EM (Etkin
Mikroorganizmalar)  bilesigi, Japonya’nin Okinawa kentinde, Ryukyus
Universitesi'nden Profesér Dr. Teruo Higa tarafindan gelistirilmis asilayici bir
mikroorganizma karigimidir. Belirli sayidaki agaclara iki farki konsantrasyonda
EM FPE (EM ile fermente olmus bitki 6zii) ve EM5 karigimu ile tek konsantrasyon

ve yalnizca bazi agaclara EM aktif (EMa) uygulanmistir. EM’nin, toprak
7
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kalitesinin iyilestirilmesinde, bitkilerin biiyiimesi ve iiriin kalitesinin artirilmasinda
etkili oldugu, meyve vermeyi ve olgunlagmasimni tesvik ettigi ayrica bitkileri
patojenlerin zararli etkilerinden korudugu bildirilmistir (Teruo Higa 1993).
Uygulamadan yalnizca bir hafta sonra EM’nin 6énemli derecede iyilestirici etkisi
gbzlenmistir. Yaptiklar1 ¢alismalarin elde edilen sonuglarinda EM’nin, Uckurutan
hastaliginin tedavisinde yararli ve etkin bir yontem olabilecegini tespit etmislerdir.
Hastaligin geriledigini ve hastalikli agacglarin kesilmesi yerine bir slre sonra
tamamen iyilesmis, normal gelisme gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Bas ve Kog (2006) ¢alismalarinda, P. tracheiphila'ya duyarli embriyogenik
Kitdiken limon kallusunu, P. tracheiphila'nin toksinine karst etkilerini
aragtirmiglardir. P. tracheiphila, Penicillium italicum, P. digitatum, Geotrichum
candidum ile kiiltiir ¢alismalar1 yapilmigtir. Bir direngli kallus kiitlesi secilmistir
(Kltdiken limonu 20b). P. tracheiphila'nin gelisimi, secilen alt kdltir
caligmalarinda inhibe edilebilmistir. Caligmalar sonucunda fungus gelisimini
engelleyici mekanizmanin, fungus igin toksik olan sekonder metabolitlerin
olabilecegi bildirilmistir.

Uzun ve ark. (2009), P. tracheiphila etmenine tolerant limon ¢esitlerinin
gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda bulunmuslardir. Dért yillik arastirmalarin
sonucunda “Finike Yerli Yuvarlak” ve “Kutdiken” limon ¢esitleri melez hibritleri
olan ‘Tuzcu 894°, ‘Kiitdiken’ limon ¢esidine gore yiiksek verim, meyve kalitesi,
meyve suyu ve diisiik tohum sayisi ile umut verici oldugu bildirilmistir. “Tuzcu
8911 hibridi yiiksek verimli ve sik dikime elverigli bulunmustur. Bununla birlikte
umut veren bu iki genotip yapay ve dogal P. tracheiphila infeksiyonlarina, sert kig
kosullarina dayanikli olmasi nedeniyle endiistride ilgi c¢ekmistir. Molekiiler
analizde (ISSR) primerleri ile ‘Tuzcu 09 Aklimon’ ve seleksiyonlarinin ‘Tuzcu
896°, “Tuzcu 897°, “Tuzcu 898 diger genotiplerden farklilik gdsterip benzerlik
degerinin 0.82 oldugunu bildirmislerdir. Diger genotiplerin ise arasindaki genetik

farkliligin diisiik, baz1 genotiplerin benzer oldugunu agiklamislardir. Tarimsal
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karakterler arasmdaki farkliligin temelde mutasyona bagli oldugu sonucuna
varmiglardir.

Baydar, 2010 yilinda Uckurutan Hastaligt etmeni P. tracheiphila’nin
koloni gelisiminde fenolik bilesiklerden hesperidin ve limoninin etkilerini
aragtirmigtir. Bu c¢alisma igin belirlenen limon gesitlerine (Meyer, Kitdiken,
Enterdonato, Yediveren, Tatli limon ve Eureka) hastalik etmeni P. tracheiphila
inokule edilmistir. Hastalikli  dokularda HPLC (High Pressure Liquid
Chromotography) teknigi ile infeksiyon sonrasi hesperidin ve limonin miktarlarinin
arttigr gézlemlenmistir. Bunun sonucunda dayanikli ve orta dayanikli gesitlerde
(Tath limon, Meyer ve Enterdonato) hesperdin ve limoninin veya her ikisinin ya da
bir tanesinin duyarli ¢esitlere (Euroka, Yediveren, Kiitdiken) oranla daha yiiksek
oldugu saptanmustir. In vitro kosullarda ise hesperidin ve limonin farkli
konsantrasyonlarim  P.tracheiphila gelisimi iizerine engelleyicilik yiizdeleri
arastirilmis ve her iki fenolik bilesiginde konsantrasyonlarn arttikca P.
tracheiphila’nin gelisimini engelledigi belirlenmistir. Ayrica fungus gelisiminde
limoninin etkisinin hesperidinden daha fazla oldugunu belirlemistir.

Uzun ve ark.(2012), turuncgillerde buylk zararlara neden olan fungal
hastalik Mal secco etmeni P. tracheiphila’ya dayanikli ve duyarli farkli turunggil
¢esitlerinin; Cleopatra mandarin (C. reshni Tan.), turung (C. aurantium L.), Kaba
limon (C. jambhiri Lush.), Volkameriana (C. volkameriana Tan. and Pasqg.),
Carrizo citrange (Poncirus trifoliata L. Raf. X C. sinensis L. Osbeck) ve Ug
yaprakli potakal (P. trifoliata) agaclarmin kok boélgesindeki antioksidant enzim
aktivitesini aragtirmiglardir. Cesitler arasindan Kleopatra mandarinin Mal Secco’ya
direngli oldugu; Kaba limon, turung ve Ug yaprakli portakalin ¢ok duyarli
oldugunu tespit etmislerdir. Toplam peroksidaz (TPX; EC: 1.11.1.7) aktivitesi,
Anatoptan peroksidaz (APX; EC: 1.11.1.11) aktivitesi artmistir. Cesitlerin ¢ogunda
Uckurutan hastaliginin askorbat peroksidaz (APX; EC: 1.11.1.11) aktivitesini
arttirdigini ve katalaz (CAT; EC: 1.11.1.6) aktivitesi ile Mal secco’ya dayaniklilik

arasinda iliski oldugu ifade edilmistir.
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Avct (2018), yeni kurulan turunggil bahgelerinde fungal patojenlerin
belirlenmesi ve turunggil cesitlerinin duyarliliklarinin aragtirilmas: amaci ile 24
adet turunggil cesidinin turunggil bahgelerinde liretimini kisitlayan Alternaria
alternata f.sp. citri, Phytophthora citrophthora ve Phoma tracheiphila gibi
patojenlerin turunggil ¢esitlerine etkileri arastirilmistir. Bahge kosullarinda Phoma
tracheiphila’ya en duyarli tiriin limon hemen ardindan ise altintop ¢esidinin
oldugu gozlemlenirken mandarin ve portakal gesitlerinin ise diger cesitlere gore
hastaliga daha dayanikli oldugunu bildirmistir.

Ozdemir (2019), ¢alismasinda limon agaglarinda P. tracheiphila’nin neden
oldugu Uckurutan hastaligina karsi, Salisilik asit (SA), DL-B-amino-n-butirik asit
(BABA), Acibenzolar -S- methyl (ASM) ve Fosetyl-Al dayaniklilik tesvik edici
kimyasallar ile Glomus caledonium, Glomus clarium, Glomus etunicatum, Glomus
fasciculatum, Glomus intraradices ve Glomus mosseae mikorizal funguslarin
hastalik olusumu ve bitkideki fenolik bilesikler iizerine etkilerini arastirmustir.
Dayaniklilik tesvik edici kimyasallardan Fosetyl-Al, in vitro ve in vivo kosullarda
patojenin miseliyal gelisimini tamamen engelleyerek diger kimyasallara gore en
etkili kimyasal oldugu, fenolik bilesik hesperidin miktarini etkilidigini bulmustur.
Ayrica ASM kimyasalinin da patojen varliginda tiim fenolikler tizerinde en etkili
kimyasal oldugu tespit edilmistir. Mikorizal funguslardan en etkili bulunan Glomus
fasciculatum uygulamasinin limon fidanlar1 {izerinde hastalik olusumunu
engelledigi ve patojen varliginda uygulamasinin ise tiim fenolik bilesiklerin
miktarinda en yiiksek artisa neden oldugu kaydedilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda
dayaniklilik tesvik edici kimyasallar ve mikorizal fungus uygulamalart ile
yapilacak caligmalar Uckurutan hastaligi ile miicadele de umut verici sonuglar

olusturabilecegini bildirmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

Bu ¢alisma 2017-2019 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiltesi Bitki Koruma Bo6limi Biyoteknoloji labaratuvar: ile Bitki Koruma

BolumU’nin uygulama arazisinde gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Patojen Izolasyon Materyali

Adana ili, Yiregir ilgesi, Misis Mahallesi, Abdioglu beldesinde Ugkurutan
hastalik etmeni P. tracheiphila ile infekteli oldugu simptomatolojik olarak tespit
edilmis, tesadufi olarak secilen toplam 20 adet “Eureka” ve “Kitdiken” limon
agaclarinin bir yillik infekteli dallari, patojen izolasyonlarinin gerceklestirilmesi

icin kullanilmstir.

3.1.2. In vitro Calismalarda Kullanilan Besiyerleri

P. tracheiphila saf izolatlarinin elde edilmesi ve in vitro fungisit deneme
caligmalarinda besiyeri olarak PDA (potato dextrose agar) kullanilmistir. Buna ek
olarak farkli ortamlarda P. tracheiphila’un miselyal gelisimi, piknidium ve spor
yogunlugunu belirlemek amaciyla Yulaf Unu Agar (YUA), Malt Exract Agar
(MEA) ve Havug Agar (HA) besiyerleri ile in vitro denemeler kurulmustur.

PDA 1 litre igin; 200g patates, 20g glikoz, 15 g agar ve 1 litre saf su
YUA 1 litre icin ; 30g yulaf unu, 15g agar ve 1 litre saf su
HA 1litre icin; 200g havug, 15g agar ve 1 litre saf su

AN NN

MEA 1 litre igin; 20g malt ekstract, 1g pepton, 20g glikoz, 20g agar ve 1
litre saf su

11
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3.1.3. Patojenisite Calismalarinda Kullamlan Bitki Materyali

En virllent patojen izolati belirlemek amaciyla yapilan patojenisite
caligmalarinda; her bir izolat igin 3 tekerrur olmak lizere 15 adet izolat icin 45 adet
ve 3 adet negative control olacak sekilde toplam 48 adet saglikli iki yasinda
“Kutdiken” limon fidanlar1 patojenisite testi i¢in kullanilmustir. Patojenisite testi,
Adana ili, Yiiregir ilgesi, Misis Mahallesi, Abdioglu beldesi, Ozler Tarim ¢iftligi
plastik seralarinda gergeklestirilmistir.

Sera Kosullarinda Fungisit Denemelerinde bitki materyali olarak 1 yasinda
Kitdiken limon cesitinden toplam 45 adet fidan 3 farkli fungisit deneyi i¢in
kullanilmistir. Her fungisit igin (3 tekerriir fidan1 x 4 doz + 3 negatif kontol fidan)
15 adet fidan kullanilmustir. Fungisit denemeleri Cukurova Universitesi Ziraat
Fakuiltesi Bitki Koruma Bolimd’nun uygulama arazisindeki seralarinda

yiirtitilmistiir.

3.1.4. Calismalarda Kullanlan izolatlar

3.1.1.’de beliritilen hastalikla infekteli agaglardan elde edilen 15 adet patojen
izolatlarindan 3.1.3°de belirtildigi sekilde patojenisite ¢alismalari sonucunda elde
edilen en virililent E9 ve E10 izolatlar1 in vitro ve sera denemelerinde fungal

patojen izolat materyalleri olarak kullanilmisgtir.

3.1.5. Cahismada Kullamlan Fungisitler

In vitro kosullarda fungisit denemelerinde 8 farkli etkili madde grubuna
(Bakirli fungisitler, Strobilurin, Quinone, Carboximide, Primidine, Pyrrol,
Pyrazole, Triazole) ait toplam 12 adet fungisit i¢erisinden, bir adedi ruhsatli olmak
Uizere 2 adet bakirl fungisit kullanilmistir. In vitro fungisit denemelerinde basarili
oldugu saptanan en etkili 2 adet fungisit ve 1 adet ruhsatli bakirli fungisit sera
calismalarindaki denemelerde kullanilmistir. Denemede kullanilan fungisitler ve

etkili maddelerin bagli oldugu gruplar Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada Kullanilan Fungisitler ve Etkili Madde Grubu

Etkili Madde Adi

ve Miktan

Etkili
Madde Grubu

Etki Mekanizmasi

Boscalid (%25.2)

Azoxystrobin (250 gr/L) | Strobilurinler a: Mitokondriyal membranda
stokrom b'den sitokrom cl'e
elektronlarin tasinmasini
engellemek

Dithianon (%12) Quinone, Bitkide savunma mekanizmasini

Pyraclostrobin (% 4) Strobilurinler uyarma+ a

Pyraclostrobin(%12.8)+ | Strobilurinler, a + Suksinat dehidrogenaz

Carboximide

inhibitorii (SDHI)

Cyprodinil(375g/kg)+ Pyrimidine, Metionin biyosentezini engelleme

Fludioxonil (250g/kg) Pyrrol + Ozmotik sinyal Uretiminde MAP
Histidin Kinaz enzimi

Fluxapyroxad  (75g/I Pyrazole-4 SDHI + b: Funguslarda sterol

Difenoconazole (50 g/l) Carboxamide (ergesterol) biyosentezini
Triazoller engelleme
Propiconazole(150g/l)+ | Triazoller b
Difenoconazole 150g/l)
Metconazole (60g/1) Triazoller b
Tebuconazole (%25) Triazoller b
Fenbuconazole (50g/l) Triazoller b
Cyflufenamid(%3.4)+ Phenyl Hedef noktasi bilinmiyor
Triflumizole (%15) acetamide + | +Db
imidazole
Bakir Oksiklorir (%25 | Bakirh c: Enzim islevini, enerji transferi
metalik bakira esdeger) | fungisitler ve membran butlinligini bozma,
spor ¢cimlenmesini engelleme
Bakir Hidroksit (%35 | Bakirh c
metalik bakira esdeger) | fungisitler
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3.1.6. P. tracheiphila’min Molekiiler Tamisinda Kullamlan Materyaller

P. tracheiphila etmenine ait 15 farkli izolatin PDA besi ortaminda
geligtirilen miselleri ~ genomik DNA izolasyonu i¢in kullamilmistir. DNA
izolasyonunda Qiagen Plant DNeasy Kkiti, su banyosu (Nive, nb9), masa Usti
santrifiij (Niive, NF048) kullanilmustir. P. tracheiphila tir tanisimi ispatlamak ve
soy agacint olusturmak i¢in rDNA’nin ITS bolgelerini (ITS1, 5,8S ve ITS2) (Sekil
3.1) ¢ogaltmak igin ITSS5/ITS4 oligoniikleotid primerleri (ITS5: ileri primer: 5’
GGAAG TAAAGTCGTAACAAGG-3* ve ITS4:Geri primer:  5’-
TCCTCCGCTTATTGAT
ATGC-3’) (White ve ark, 1990)] (Sekil 3.1), Tag polymerase enzimi, dinikleotid
trifosfatlar (ANTP), tampon ¢ozelti, termal dongii cihazi (Applied Biosystems,

ProFlex™ Base) kullamlmustur.

Niiklear rDNA Gens

White et al. 1990

Sekil 3.1.  ITS5/ITS4 primerlerinin 18S rDNA, ITS1, 5.8S rDNA, ITS 2 ve 28S
rDNA bolgelerini igeren Niiklear rDNA’daki yerinin semasi

PCR ile g¢ogaltilan iriinlerin elekroforezinde gli¢ kaynagi (Biorad,
PowerPac™ Basic), farkli modellerde elekroforez tanki (Biorad, Mini-Sub® Cell
GT Cell, Wide Mini-Sub Cell GT Cell ve Sub-Cell® GT Cell), IXTAE tampon
cozelti ile hazirlanan %1 agaroz (Sigma, A6013) jel, etidyum bromid (Sigma,
E1510) ve UV transillimunatoru (Sigma, Z641359) kullanilmistir. Phoma
izolatlarinin baz dizilerini elde etmek icin, PCR purtfikasyon kiti (Qiagen, 28106)
kullanilmis ve baz dizi analizleri i¢in Genoks (Ankara) firmasindan hizmet alimi

yapilmistir.
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3.2. Metod
3.2.1. P. tracheiphila izolatlarinin Elde Edilmesi
3.1.1°de belirtildigi sekilde hastalik belirtisi gosteren Eureka ve Kutdiken

limon gesitlerin infekteli bir yillik dallarin  doku &rneklerinden patojen
izolasyonlar1 standart yontemler kullanilarak Cukurova Universitesi Ziraat
Fakdltesi Bitki Koruma Bo6limu, Biyoteknoloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
Laboratuvara getirilen, hastalik etmeni ile bulasik 1 yasindaki dal érnekleri bahce
makas1 ile 6nce enine 1-2 ¢cm uzunlugunda parcalara kesilmis, sonra kabuk
dokular: soyulmustur. Infekteli doku 6rnekleri yiizey sterilizasyonu igin, % 70’lik
etil alkolde 30 sn bekletildikten sonra steril su ile yikanmus ve alkol dokudan
uzaklastirildiktan sonra % 1’lik ticari sodyum hipokloritte 3 dakika bekletilerek
sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Yizeysel olarak sterilize edilen doku pargalar
3-4 kez steril saf su ile yikandiktan sonra steril kabin icerisinde, otoklav edilmis
kaba filtre kagitlar1 tizerinde kurutulmustur (Sekil 3.2). Tamamen kuruyan bitki
doku pargalart 0.5 cm uzunlugunda kesilerek her petriye 5-6 adet parca olacak
sekilde 100mg/L tetrasiklin iceren PDA ortamina yerlestirilmistir.

Bitki dokular yerlestirilen petriler karanlik kosullarda, 20 — 23°C sicaklikta
7-10 giin inkiibasyona birakilmistir. Petrilerde gelisen koloniler tekrar alt kiltire
alinarak ayni kosullarda 1 ay boyunca tam koloni gelisimleri saglanmstir. P.
tracheiphila’nin tek spor kiiltiirii piknidumlardan elde edilen piknidiosporlarin alt
kiiltiire alinmasi ile saglanmistir. Patojen tanist i¢in once koloni ve mikroskobik
morfolojik yapilar incelenmistir. Etmenin molekiiler yontemlerle tanisinda ise PCR
ile ¢ogaltilan ITS gen (White ve ark., 1990) dizilerinin NCBI’da referans gen
dizileri ile karsilagtirmalarina gore % 99 homojeniteye gore yapilmistir. Saflastirlan
P. tracheiphila izolatlar1 daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere gliserol

iceren Eppendorf tiiplere konularak -80°C’ de depolanmustir.
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Sekil 3.2.  Hastalik belirtisi gosteren infekteli dal érneklerinden (A) kesilen bitki
doku orneklerinin sterilizasyonu i¢in parcalara ayrilmast ve
sterilizasyon islemi yapilmis dokularn steril kabin icerisinde kaba
filtre kagitlarinda kurutulmasi islemi (B)

3.2.2. P. tracheiphila izolatlarimn Viriilenslik Diizeylerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin viriilenslik seviyelerini belirlemek amaci ile 2
yasinda “Ktdiken” limon fidanlari kullanilmistir. Bu amagla 15 adet bir izolat ve
kontrol icin 3 tekerrir olmak (zere, toplam 48 adet Kitdiken limon fidanlart
kullanilmustir. P. tracheiphila izolatlarinin 3.2.1°de belirtildigi sekilde elde edilen
saf kiiltiirlerinde gelisen miselyal koloniden 6 mm ¢apli mantar delici ile ¢ikartilan
misel diskler ayni1 ¢apli mantar delici ile fidan govdesinden ¢ikartilan kabuk ve
odun dokuda agilan yaralara yerlestirilmistir (Sekil 3.3).

Fidanlar 20+3°C hava sicakliginda sera kosullarinda 6 hafta inklbe
edilmistir. Virtilenslik seviyelerinin belirlenmesinde Spiegel-Roy ve ark. (1978) ile
Tusa ve ark. (2000), tarafindan belirtilen 0-5 skalast kullanilmustir.
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0-5 Skalasi asagida verilmistir.

0: Infeksiyon yok

1: Yapraklarda klorotik renklenme-lokal sararma

2: Yapraklarin tamamin sararmasi ve/veya dokiilmesi
3: Bir veya birkag siirgiinde uctan kuruma baglamasi

4: Tepeden ag1 noktasina kadar ilerleyen kuruma

5: Bitkinin tamamen kurumasi

Sekil 3.3.  Her bir izolat icin 3 fidan olmak Uzere, kontrol ile birlikte toplam 48
adet Kiitdiken limon fidalar1 (A), P. tracheiphila izolatlarinin saf
kulttrlerinden hazirlanan miselyal disk yerlestirilmis fidanlar (B)

Degerlendirme sonucu elde edilen skala degerleri iizerinden, Tawsend-
Heuberger formiiline gore hastalik siddeti hesaplanmistir. Degerlendirme
sonucunda en yliksek hastalik siddeti gdsteren izolat viriilenslik seviyesinin en
yiiksek oldugu P. tracheiphila izolati olarak belirlenmis olup, ¢aligmanin diger

asamalarinda kullanilmstir.
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3.2.3. In vitro Kosullarda Farkl Besiyerlerinin Fungal Gelisime Etkisi

3.1.2’de belirtilen 4 farkli besi ortami hazirlandiktan sonra 100 ml’lik steril
cam siselere aktarilarak otoklav edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besi ortamlarinin
sicakliklar1 su banyosunda 55°C’ye diistiriilerek, steril kabinde 10 mg tetrasiklin
antibiyotigi ilave edilerek karistirilmis ve 9 ¢cm ¢apli steril plastik Petri kutularina
20 ml olacak sekilde dokilmistiir. Besi ortamlar1 katilastiktan sonra Petri kaplari
ters cevrilerek Uzerine bir cetvel ile X ve y eksenleri ¢izilmistir. Silindirik mantar
delici ile 10 gunlik saf P. tracheiphila’nin E9 ve E10 izolat karisimi olan fungal
koloniden alinan 6 mI’lik diskler eksenlerin tam ortasina yerlestirilmistir. Patojenin
misel diskleri inkiibasyon igin karanlik ortamda 23°C’ye ayarlanmig iklim odasinda
inkiibe edilmistir. Haftalik miselyal gelisimi takip edilerek besiyerleri arasindaki

farklar kaydedilmistir.

3.2.4. Fungisitlerin PDA Besi Ortamlarinda Hazirlanmasi

100 mlI’lik cam siselerin her birine 60 ml PDA ortami hazirlanarak otoklav
edilmistir. Oncelikle denemelerde kullamlmasi planlanan fungisitlerin steril su
icerisine farkli dozlarda (0.0, 0.05, 0.01, 0.5, 0.1, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve
1000 ppm) stok soliisyonlart hazirlanmustir. Her bir ticari preparatin stok
soliisyonlarindan ppm olarak hesaplanan fungisitler PDA ortamlarma eklenerek
homojen karistirildiktan sonra fungisit igeren besi ortamlari 9 cm’lik plastik steril
Petri kaplarina dokiilmiistiir (Sekil 3.4).

Steril kabin igerisinde ortamlarin katilagsmasini takiben P. tracheiphila’nin
PDA ortamindaki 10 giinltik saf kiiltiirlerinden alinan 6 mm’lik diskler fungisitli
besi ortamlarina aktarilmigtir. Fungus yerlestirilen ortamlar parafilm ile kapatilarak
15 litrelik seffaf, plastik saklama kaplar1 igerisine yerlestirilmis, karanlikta 23 °C
iklim odasinda 4 hafta inkiibe edilmistir. Bu siirede haftalik olarak petrilerde
gelisen funguslarin miselyal gelisimi milimetrik bir cetvel ile dik kesisen

eksenlerden (x,y) Ol¢timler yapilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.4.

Steril su igerisine denemelerde kullanilan fungisitlerin farkli dozlarda
(0.0, 0.05, 0.01, 0.5, 0.1, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 ppm)
stok soliisyonlarinin hazirlanmasi (A), (B); Stok fungisit soliisyonlari
iceren PDA’nin steril petrilere dokilmesi (C); steril kabin icinde PDA
besiyerinde gelisen funguslarin miselyal ¢aplarini hesaplamak igin
“X” ve “y” eksenin ¢izimi (D)

Sekil 3.5.  PDA  besiyerlerinde gelisen funguslarin  miselyal gelisiminin
milimetrik bir cetvel ile 6lgulmii (A); Olgiimii yapilan funguslarin
haftalik cizelge takibi icin listelenmesi (B)
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3.2.5. In Vitro Kosullarda Fungisitlerin P. tracheiphila Izolatlar1 Uzerine
Etkisinin Degerlendirilmesi

Caligma, tesaduf parselleri deneme desenine gore her izolat igin 3
tekerrirlii olarak kurulmus, her petri bir tekerriir varsayilmistir. Elde edilen
degerlere varyans analizi yapilarak, ortalamalar arasindaki farklar LSD (a = 0.05)
testine gore degerlendirilmistir. Fungisitlerin engelleme oranlar1 Abbott (1925),
formalline gore asagida belirtildigi sekilde hesaplanmustir.
Yizde etki = (flagsizda koloni gelisimi - ilaghida koloni gelisimi) / (ilagsizda
koloni gelisimi) x100

3.2.6. Sera Cahismalarinda Kullamlan Fungisit Dozlarinin Hazirlanmasi
Deneme, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma Bolimii
uygulama arazisinde bulunan seralarda Kitdiken limon fidanlar1 {izerinde
yuritillmustir. Denemeler tesadlf parselleri deneme desenine goére 3 tekerrurli
olarak 2 kez kurulmus, her fidan bir tekerriir kabul edilmistir. Sera ¢alismalarinda
fungisit etkinligini saptamak amaci ile /n vitro calismalar sonucunda belirlenen en
etkili 2 adet fungisit ve pozitif kontrol olarak ruhsatli 1 adet bakirli fungisit
secilmistir. Bu fungisitlerin ve bakirli bilesigin 4 dozu {(X;: Normal Doz; X, =
[X1-(X1 X #)]; X3 = [X1+ (Xy X ¥)]; X4 = [2 Xy ]} saf su (Negatif Kontrol) ile

homojen karisimi hazirlanarak kullanilmigtir.

3.2.7. P. tracheiphila Spor Siispansiyonunun Limon Fidanlarina inokulasyonu

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma Bolimii uygulama
arazisindeki seralarda bulunan ve 1 hafta 6nce fungisit uygulanms fidanlara
patojen inokulasyonu igin 2 nolu bocek ignesi ile yapay kii¢iik yaralar a¢ilmis ve
spor siispansiyonu bu yaralara dogru sprey ile uygulanmstir. inokulasyondan bir
hafta Once ve inokilasyondan 2-4 hafta sonra olmak Uzere 3 kez fungisit

uygulamalar1 yapilmistir.
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3.28. P. tracheiphila ile infekteli Limon Fidanlarina Fungisitlerin
Uygulanmasi ve Degerlendirilmesi

3.2.7°de belirtildigi sekilde dort farkli dozda (X1, X2, X3 ve X4)
hazirlanan fungisit karisimlar1 bir el spreyi plskirtme yodntemiyle fidanin tiim
kisimlarina gelecek sekilde uygulamasi, 15 giinde bir kez olmak Uzere toplamda 3
kez ilaglama yapilmistir. Denemelerin degerlendirilmesi ilk fungusit uygulamasini
takip eden 45. giinde yapilmistir. Fungusit uygulamalarinin degerlendirilmesinde
Spiegel-Roy ve ark. (1978) ile Tusa ve ark (2000) nin tabloda belirtilen 0-5 skalasi
kullanilmgtir.

Elde edilen skala degerleri kullanilarak asagidaki Tawsend-Heuberger
form0li ile hastalik siddeti hesaplanmigtir. Hesaplanan hastalik siddet degerleri ag1
transformasyonuna tabi tutulduktan sonra elde edilen degerlere varyans analizi
yapilarak, ortalamalar arasindaki farklar LSD (a0 = 0.05) testine gore

degerlendirilmistir.

Y(Skala degeri X Skalaya Giren Fidan Say1s1)
Hastalik giddeti = ======n==mmmmmmmmmmm e em oo e oo oo e e e X 100
En Yuksek Skala Degeri X Toplam Birey sayisi

3.2.9. P. tracheiphila’un Molekiler Analizi
3.2.9.1. DNA izolasyonu

Total genomik DNA piknidiumdan elde edilen sporlarin misellerinden elde
edilmistir. DNA izolasyonu Qiagen Plant DNeasy kiti ve protokolleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Materyal olarak bitki dokusu yerine 100 mg misel
kullanilmistir (Kayim ve ark., 2004).
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3.2.9.2. Polimeraz Zincir Reaksiyon, Agaroz Jel Elekroforez ve PCR
Uriinlerinin Saflagtirllmasi

PCR analizi her bir 6rnek i¢in toplam 100 pL hacimde olacak sekilde
gerceklestirilmis olup PCR kokteyli Cizelge 3.2.

Cizelge 3.2. PCR Kokteylinin Hazirlanisi

PCR Kokteyli 25puL ve 100 pl hacim igin
10 x PCR Buffer 2.5uL 10

MgCl, (25 mM) 2.5puL 10

dNTP (2 mM) 2.5puL 10

ileri Primer (10 uM) 0.5 uL 2

Geri Primer (10 pM) 0.5 pL 2

Taq polimeraz (1 U/ 1 pl) 0.5 pL 2

DNA (patojen) 2.0 yL 8

sQH,0 14.0 uL 56

Toplam 25 uL 100

PCR dongiisii; baslangi¢c denatiirasyon sicakligi 96 °C'de 2 dk ve sonraki
40 dongii igin 95 °C'de 30 sn, 55 °C'de 45 sn, 72 °C'de 90 sn ve son bitis dongiisii
72 °C'de 5 dk olarak ayarlanmstir.

Polimeraz Zincir Reaksiyon ile cogaltilip iiriinleri birbirinden ayirt etmek
icin TAE tampon ¢ozeltide hazirlanip %1 agaroz jel elekroforez kullanilmisgtir.
Daha sonra jel 0.5 pg/ml etidyum bromid ile boyanan PCR drinleri bir UV
transillimunator Gzerinde goriilebilir duruma getirilip, dijital fotografi ¢ekilmistir.
Cogaltilan PCR firiinleri baz dizi analizlerinin yapilabilmesi i¢in Qiagen PCR
saflastirma kiti kullanilarak PCR (riinleri dizi analizi i¢in hazir duruma

getirilmistir.
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3.2.9.3. P. tracheiphila Izolatlarimin ITS Gen Dizi Analizi

P. tracheiphila tlrleri arasindaki fiogenetik iliskiyi incelemek, morfolojik
ozellikler kullanilarak yapilan patojenlerin tanisi desteklemek yada morfolojik
olarak ayirt edilemeyen tiirlerin tanisini yapabilmek icin PCR ile elde edilen ITS
genlerinin baz dizilimlerinden yararlanilmistir. Bunun i¢in elde edilen PCR
drnleri c¢ift yonli (5-3° ve 3°-5") olmak Uzere baz dizilimi icin Genoks
firmasindan hizmet alimi yapilmistir. Buradan elde edilen baz dizileri, NCBI
(National Center of Biotechnology Information) sitesindeki gen verileri ile Blastn
programi kullanilarak diinyadaki diger P. tracheiphila izolatlarinin ITS genine ait
DNA dizileri ile karsilagtirilarak tiir diizeyinde tanilari ispatlanmaistir.

Buradan elde edilen izolatlara ait her primer icin baz dizilerinin pik
noktalar1 dikkate alinarak, sorunlu bolgeler, BioEdit programi ile belirlenmis ve
boylece ileri ve geri primerlere ait sorunsuz bdélgeler ClustalW programi ile
hizalanmistir.  NCBI sitesindeki gen verileri ile Blastn programi kullanilarak
diinyadaki diger P. tracheiphila izolatlarinin, ITS genine ait baz dizileri ile
karsilagtirilmis ve izolatlar tiir diizeyinde tanilanmistir. Ayrica Phoma izolatlarinin
akrabalik iliskilerinin belirlenmek icin MEGAX filogenetik analiz programi
kullanilmustir. izolatlara ait tiim baz dizileri, ITS geni icin maksimum likelihood ile

genetik soy agaglar1 olusturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. P. tracheiphila’min Tamis1 ve Patojenisitesi

Adana ili Misis-Abdioglu beldesinde Eureka limon ¢esitleri ile kurulmus
bahgeler ve Kozan ilgesinde Kiitdiken limon agaglarindan olusan bahgelerin
tamaminda yogun olarak Uckurutan hastali§1 gézlenmlenmistir. Infeksiyonun yeni
basladigi agaclarda ta¢ kisminda seyreklesme, obur dallarda yaprak sapi dal
tizerinde kalacak sekilde yaprak dokilmeleri gozlenirken, hastaligin biraz ilerledigi
agaclarda bir yonde dal demetlerinden olusan obur dallarla birlikte ugtan geriye
dogru kuruma (Sekil 4.1A), hastaligin tamamen ilerdigi agaglarda ise tepe
kisimlarinda kuruma ve daha sonra tiim agagta kuruma ile sonuglanan Gliimler

gbzlemlenmistir (Sekil 4.1B).

Uckurutan hastalik belirtisi gosteren Eureka limon agaglari (A, B) ve
patojenin obur dalda kabuk altinda iletim demetlerinde turuncu ve
somon rengi goriinimii (C) ve PDA besi ortaminda olusturdugu
koloni deseni

Sekil 4.1.
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Uckurutan hastalik etmeni tek yillik dallarin iletim demetlerinde ¢iplak
gozle goriilebilir somon rengi toksin iiretmekte (Sekil 4.1C) ve PDA besi
ortaminda baslangicta kremsi sonra turuncu-grimsi koloni olusturmaktadir (Sekil
4.1D). Nitekim Tiirkiye ve diger Akdeniz iilkelerinde bir ¢ok arastirict tarafindan
da hastalik belirtilerinin ayn1 sekilde gbzlemlendigi, uckurutan ile ilgili bir ¢ok
arastirmada vurgulanmustir (Salerno ve Perrotta, 1966; Akteke, 1976: Erkilig,1988,
Kog ve ark., 1999; Kalai ve ark., 2010; Kozak, 2019).

Adana ili ve c¢evresinde P. tracheiphila ile infekteli oldugu
simptomotolojik olarak tespit edilen Kitdiken ve Eureka limon ¢esitlerinden alinan
dokulardan izole edilen 15 adet P. tracheiphila izolati (Cizelge 4.1), laboratuvar
kosullarinda tanis1 yapilmak tizere PDA ortamlarinda gelistirilmis ve morfolojik

yapilar1 mikroskop altinda incelenmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. P. tracheiphila ile infekteli Eureka ve Kiitdiken limon agaglarindan
elde edilen izolatlar

Yer izolat No Yer izolat No Yer izolat Ad
Abdioglu E1l Abdioglu E6 Kozan K1
Abdioglu E2 Abdioglu E7 Kozan K2
Abdioglu E3 Abdioglu E8 Kozan K3
Abdioglu E4 Abdioglu E9 Kozan K4
Abdioglu E5 Abdioglu E10 Kozan K5

Cizelge 4.1°de goruldugi gibi 10 adet Eureka ve 5 adet Kitdiken limon
agaclarindan olmak ftizere toplam 15 patojenik P. tracheiphila izolat1 elde
edilmistir. Phoma izolatlarinin tanisi koloni morfolojisi, rengi, piknidyumlarin
sertligi, miselyum yapisi, piknidiosporlarin sekline, biiyiikliigiine, fialitler ucunda
olusan fialakonidilerin varlig1 gibi 6zellikler temel alinarak yapilmistir. (Sekil 4.2)
(Barnett ve Hunter, 1972; Baydar, 2010). Klasik tanida dikkate alinan morfolojik
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ozellikler bu ¢alismada da gozlenmistir. P. tracheiphila petride ¢ok yavas ve siki
bir miselyal gelisme gostermistir. Miselyal koloni rengi baslangigta kirli beyaz,
sonrasinda acik kahverengi-yesil ve turuncu tonlarda gelismeye devam etmistir.
Elde edilen bazi izolatlarda kolonin alti tamamen turuncu-kirmizi renkle kaplandig
gozlemlenmigtir. PDA besi ortaminda gelisen miselyal kolonilerde piknidiumlar
yesilimsi-gri siyaha kadar degisen renklerde ve farkli biiyiikliiklerde ve sertlikte

gelismistir (Burada resimleri verilmemistir).

°

Sekil 4.2.  P. tracheiphila’nin konidi yapismin sterio 11tk mikroskop altinda
goriinimii (A); ¢imlenen sporlarin yapisi (B) (100 x blyultme)

Sekil 4.2’de PDA besi ortaminda gelistirilen P. tracheiphila’nin jelimsi
yap1 gosteren piknidiumlarindan alinan sivi igerinde piknidiosporlarin yapist Sekil
4.2A’da goriildigi gibi iki ucu koyu hiyalin renkli hafif silindirik ve kiguk, biytk
yuvarlak konidiler (Sekil 4.2B) seklinde goézlenmistir. Sekil 4.2B’de kuiguk
yuvarlak fialakonidiler ¢im borusu olusturmadan once siserek biiyiik spor sekline
doniismiistiir. Burada ¢im borusu olusturmus yapilari gézlenmektedir. Isik
mikroskobunda fialakonidilerin varligi 100x blyultme ile gorilebilinmektedir.

Morfolojik tanmiy1r desteklemek amaci ile patojenlerin molekiiler tanmisinda
ITS bolgesi 3.2.9.2°de belirtildigi sekilde PCR ile ¢ogaltilmis ve agaroz jel
elektroforez ile goriintiilenmistir (Sekil 4.3).
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100bp E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI10 K1 K2 K3 K4 K5

3000b

570bp ‘a----d.-eﬂ--.,-.—-‘ﬂ
Sekil 4.3.  P. tracheiphila izolatlarinin genomik DNA’larindan PCR ile
cogaltilan ITS1, 5,8S rDNA ve ITS2 ile 18S rDNA’nin kiigiik bir
parcasini igeren 600bp DNA’nin %1 agaroz jel elektroforezde 80 Volt
1 saat yiiriitiildiikten sonra EtBr ile boyandiktan sonra gérinimd

Sekil 4.3’de goriildiigi gibi P. tracheiphila’nin tim izolatlarindan 570 bp
biiytikliiglinde DNA ¢ogaltilmistir. Bu izolatlara ait PCR Urunleri saflastirilarak
Genoks firmasina sekans analizi i¢in gonderilmis ve ITS niikleotid dizilerinin ABI
grafikleri ve niikleotid dizinimi verileri elde edilmistir. Sekans verileri ABI ile
karsilastirilarak 5° ve 3’ terminal uglarindaki karmasik niikleotidler Bioedit
programi kullanilarak kesilmis ve geriye kalan 534 bp niikleotid NCBI gen bankasi
veri tabaminda karsilagtirmasi yapilmig (nBlast) ve diger P. tracheiphila
izolatlarinin nlikleotidleri ile % 100 homojenisite gostermistir. E9 ve E10 izolatlar
icin sirasiyla MTO012189 ve MT012190 gen erisim numaras1 alinmig ve diger
Akdeniz iilkeleri ile karsilastirmalar yapilmistir (Sekil 4.4).
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DY 94941 Isidll

EF589892 USA

DQ792928 Israil
86%

AF272552 ltalya

KJ828813 Tunus

KJ828820 Tunus

AY531666 ltalya

AY531665 ltalya

AY531681 ltalya

B
0.0010

Sekil 4.4.

93%

MT012189 534bpTurkiye

MT012190 Turkiye

Eurecka limon c¢esidi ile infekteli agaglardan izole edilen P.
tracheiphila patojenine ait E9 ve E10 izolatlarinin ITS gen dizileri
kullanilarak Maksimum likelihood analiz programi ile olusturulan soy
agaci. 1000 tekrar sonucunda Bootstrap degerleri (%) baglanti
noktalarinda gosterilmistir
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Sekil 4.4’de goriildiigii gibi P. tracheiphila ITS bolgelerine gore ulkeler
arasinda 2 grup olusturmustur. Bu gruplardan Tiirkiye’ye ait 2 adet izolat ve
Italya’min 3 adet izolat1 %93 bootstrap degeri verirken, Israil, Tunus, italya’nm bir
izolat1 ile ABD’de deve dikeni gibi yabanci otlarda endofit Plenodomus
tracheiphilus izolatlar1 ile ayr1 bir grup olusturmustur. Tiirkiye izolatlar Italya
izolatlar1 ile ¢cok yakin akrabalik iliskisi gdsterirken, Tunus ve Israil izolatlar: ile
daha uzak akrabalik iliskisi gostermektedir. ABD, fsrail, Tunus ve bir adet Italya
izolati %86 bootstrap degeri vermistir. Bu sonuglar Tiirkiye izolatlarinin italya
orijinli olabilecegi, ozellikle italya’dan Italyan Memeli, Zagara Bianca, Santa
Terasa gbi bir ¢ok limon ¢esitlerinin Ugkurutan hastalik etmeni ile bulagik olarak
iilkeye girmis olabilecegi sonucuna varilmaktadir.

Infekteli dokulardan saflastirilmis olan 15 adet izolat, 2 yillik Kiitdiken
limon fidanlarmin govde kabuk dokusu altina asilanarak yapay olarak inokule
edilmis ve en virulent izolatlar saptanmustir (Sekil 4.5).

Hastalikli fidanlarin, Spiegel-Roy ve ark. (1978) ile Tusa ve ark. (2000)’nin
0-5 skalasi’na gore degerlendirmeleri yapilmis (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da sonuclar
verilmistir. Izolatlarin viriilenslik diizeylerini belirlemek amaciyla yiiriitiilen
patojenisite ¢aligmalar1 sonucunda degerlendirmeye alinan 15 adet izolatin her biri
farkli seviyelerde hastalik siddeti degerleri vermistir. Bu izolatlar arasinda Eureka
limon agaglarindan saflagtirilan E9 ve E10 izolatlar1 sirastyla % 78.6 ve % 84.1
gibi en yiksek hastalik siddeti olusturmustur. Bu izolatlar1 % 69.5 ile Kitdiken
agacindan saflastirilan K3 izolati ve % 60.8 ile E4 izolatlar takip etmistir (Sekil
4.6).
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Sekil 4.5.  Kutdiken limon fidanlarimin ~ patojenisite calismalarinda
degerlendirilen Spiegel-Roy ve ark. (1978) ile Tusa ve ark. (2000) nin
0-5 skalasina gore pozitif kontrol (A); skala degeri 1 nolu fidan (B);
skala degeri 2 nolu fidan (C); skala degeri 3 nolu fidan (D); skala
degeri 4 nolu fidan (E); skala degeri 5 nolu fidan (F)
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Hastalik Siddeti %

84,1
78,6
69,5
60,8
52,4 51,8
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41,3
38,6 38,1 35.9
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Sekil 4.6. P. tracheiphila izolatlarinin % hastalik siddeti degerleri

Kozak (2019), tarafindan ucgkurutan hastaligi ile infekteli agaglarin
bulundugu iki farkli ilin farkli bolgelerinden alinan ve hastalikli bitki dokularindan
saflastirilan izolatlarin hastalik siddetini belirleme calismasinda da 15 adet farkli
izolatin hepsinde farkli hastalik siddeti degerleri verdigini gostermistir. Arastirict
Kitdiken limonu (zerinde yiiriittiigii ¢alismasinda izolatlarin en yiiksek % 86.7 ve
en diisik % 6.7 hastalik siddetine sahip oldugunu belirtmistir. Nitekim bizim
calismamizda da benzer sonuglar elde edilmistir. Bu calismada en diisiik hastalik
siddeti (%10.4) K2 izolatindan elde edilmistir.

Bu durumda Turkiye’de bulunan P. tracheiphila izolatlarinin farkli
patotipleri olabilecegi fikrini vermektedir. Lietartiirlerde bildirilen “Mal nero”
irkinin da var olabilecegi siiphesini uyandirmaktadir. Nitekim bakimsiz bahgelerin
yanisira bakimli bahgelerde de ¢ok ciddi ve hizli bir gekilde aga¢ oOliimleri

gozlenmektedir.
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4.2. P. tracheiphila’nin Farkh Besiyerlerinde Miselyal Gelisimi

Farkli besi ortamlarinda P. tracheiphila’nin misel ve piknidium gelisimi ile
spor yogunlugunu belirlemek amaciyla Yulaf Unu Agar (YUA), Malt Exract Agar
(MEA) ve Havug Agar (HA) ortamlarinda kiiltiire alinan patojenin misel diski dort
haftalik radyal miselyal gelisimi 6lgiilmiis (Sekil 4.7) ve 1s1k mikroskobu altinda
Thoma lami ile spor yogunlugu hesaplanmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.7.  MEA, HA ve YUA besiyerinde P. tracheiphila’un 7 (A), 14 (B) ve 21
(C) giinliik miselyal gelisimi (soldan saga dogru)
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Sekil 4.7.’de goriildiigii tizere misel gelisimi denemeye alinan tiim besi
ortamlarinda ilk hafta yaklasik 2 cm capa ulasirken 2. hafta fungal misel gelisimi
tiim besi ortamlarinda hizlanmis ve 3. haftaya ulasildiginda misel ¢aplar en az 6
cm’ye ulagmistir. YUA besi ortaminda misel ¢ap1 7 cm’ye kadar ulagmistir. Ancak
MEA ortaminda miselller havai gelisim gosterirken diger besi ortamlarinda Phoma
miselleri daha zayif gelisim gostermistir. Diger taraftan her besi ortamindan hasat
edilen fialakonidi spor yogunluguna bakildiginda ise en iyi spor yogunlugu veren

besi ortaminin HA oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8).

SPOR YOGUNLUGU %
80%

70%
60%
50% 45%

70%

40%
30%
20%
10%

0%

30%

Malt Exract Agar (MEA)  Yulaf Unu Agar (YUA) Havug Agar (HA)

Sekil 4.8. Farkl1 besi ortamlarinin % spor yogunlugu (izerine etkisi

Sekil 4.8’deki grafige bakildiginda en az spor yogunlugunun %30 ile MEA
besi ortaminda olustugu, bunu % 45 ile YUA izledigi, en iyi spor yogunlugunun ise
%70 ile HA besi ortamindan hasat edildigi saptanmustir. Sporilizasyonun tesvigi
acgisindan organik maddelerden elde edilen agar (Yulaf ve Havug) ortamlarinda
daha fazla spor elde edilmistir. Bu ortamlarin, MEA besi ortamina gore P.
tracheiphila’nin sporilizasyonu ve misel gelisimi i¢in daha zayif icerige sahip
olmas1 nedeniyle stres altindaki patojen daha fazla spor olusturmustur. P.
tracheiphila’nin patojenisite ya da diger spor kaynakli ¢aligmalarinda, PDA, YUA
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ve MEA besi ortamlar1 yerine HA besi ortami iizerinde kiiltiire alinmasinin

caligsmalar1 daha da kolaylastiracagi bu ¢aligma ile saptanmustir.

4.3. Fungisitlerin In vitro kosullarda P. tracheiphila’min Miselyal Gelisimi
Uzerine Etkileri

Acik alan veya sera kosullarinda bitkilerde hastalik olusturan patojenlere
kars1 kimyasal miicadele kapsaminda kullanilacak fungisitlerin oncelikle in vitro
kosullarda test edilerek en uygun fungisit konsantrasyonlarinin saptanmasi
gerekmektedir. Bu tip kiigiik ¢apta laboratuvar sartlarinda yapilan testler kontrollii
kosullar olup, kiigiik alanda fazla sayida tekerriir yapabilme olanagi saglamasi, ve
bu nedenle ekonomik olmasi, fungistlerin olas1 olumsuz yan etkilerini engelleme,
hizli sonug alma vb. bir ¢ok avantajlar saglamaktadir.

Bu tez galismasinda, tepe sirgiinleri 20 cm kadar Kesilerek yesil aksama
uygulanan fungisitlerin P. tracheiphila (E9 ve E10 izolat karisimi)’nin miselyal
gelisimine olan etkileri incelenmistir. Denemeye alinan 12 farkli fungisitin 0,01-
1000 ppm arasinda degisen konsatrasyonlarda PDA ortamina ilave edilmesiyle, doz
artisgina baglh olarak patojenin miselyal gelisiminde farkli seviyelerde azalmalar
olmustur. Calismada kullanilan 12 fungisitin patojenin koloni gelismesi iizerine
etkileri genel olarak incelendiginde, fungisit konsantrasyonlar1 arttikca fungal
miselyal gelismede azalma oldugu goriilmiistir. Fungisitlerin her biri bireysel ve
ikili kombinasyon seklinde degerlendirilmistir.

Funguslarda ergosterol biyosentezi inhibitori olan Strobulirin grubu
fungisitlerden Azoxystrobin etkili maddeli fungisitin 1 ppm iizerindeki dozlari
fungal misel gelisimi engellemeye baslamig, 250 ppm iizerindeki uygulama
dozlarinda ise gozle goriilebilir derecede misel gelisiminde engelleme
olusturmustur (Sekil 4.9A, B). 1000 ppm konsantrasyonunda P. tracheiphila’nin
miselyal gelisimini % 70.71 oraninda engellemistir (Sekil 4.9 C).
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Sekil 4.9.  In vitro kosullarda 250 g/ Azoxystrobin fungisitin farkli dozlarinin
P. tracheiphila miselyal gelisimi Uzerine etkisi (A, B) ve engelleme
oran1 (% etkisi) (C)

Funguslarda ergesterol biyosentez inhibitdri Strobilurin ve bitkilerde savunma
mekanizmasint uyaran koruyucu etkiye sahip Quinone kombinasyonu olan %12
Dithianon + % 4 Pyraclostrobin fungisit kombinasyonunun 14 farkli dozunun etkisine
bakildiginda, Azoxystrobinde oldugu gibi 1 ppm iizerindeki konsantrasyonlarda
fungal gelisimi engellemeye baslamis (Sekil 4.10A, B), 250-1000 ppm araligindaki
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konstrasyonlarda fungal miselyal gelisimi %61,69’dan % 72.66’a kadar oranda
engellemistir (Sekil 4.10C).

B Miselyal Gelisim (mm)
€
3
S
5 I I I l ATr
= 0 0.01 005 0.1 100 250 500 1000
c| 80 5 66,66 72,62
60 )
a1,66 *77°
— 40 33,33
X
i 2142 23,80
<o 20 10;33-14.28
© 238 523
0 ’
. — an @ I =
0,01 0,05 0,1 05 1.0 5.0 50 100 250 500 1000
Doz (ppm)

Sekil 4.10. In vitro kosullarda % 4 Pyraclostrobin + % 12 Dithianon fungisit
kombinasyonunun farkli dozlarmin P. tracheiphila miselyal gelisimi
iizerine etkisi (A, B) ve engelleme orani (% etkisi) (C)

Strobilurin ve Carboximide kombinasyonu olan % 12.8 Pyraclostrobin +
%25.2 Boscalid fungisit konsantrasyonlarinin hepsi fungal miselyal gelisimi
engellemeye baslamistir. Ancak gozle goriilebilir diizeyde engelleme 25 ppm ve

Uzerindeki uygulama dozlarinda goézlenmistir (Sekil 4.11A,B). Bu fungisitlerin en
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yuksek uygulama dozunda (1000 ppm) miselyal gelisim %2100 oraninda engellenmistir

(Sekil 4.11C).
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3
E
§ 23 2 20 5
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Sekil 4.11. In vitro kosullarda % 12.8 Pyraclostrobin + %25.2 Boscalid fungisit
kombinasyonunun farkli dozlarinin P. tracheiphila miselyal gelisimi
Uzerine etkisi (A, B) ve engelleme orani (% etkisi) (C)

Funguslarda metionin biyosentezini engelleyen Pyrimidine ve bitkide
ozmotik sinyal dretiminde MAP histidin kinaz enzimini tesvik eden koruyucu

etkiye sahip Pyrrol kombiasyonu olan 375 g/kg Cyprodinil+ 250 g/kg Fludioxonil
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fungisit kombinasyonu, denenen fungisitler igerisinde en etkili bulunmus olup,
5ppm ve Uzerindeki uygulama konsantrasyonlarinda fungal miselyal gelisimi %
100 engellenmistir (Sekil 4.12A, B, C).
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Sekil 4.12. In vitro kosullarda 375 g/kg Cyprodinil+ 250 g/kg Fludioxonil fungisit
kombinasyonunun farkli dozlarmin P. tracheiphila miselyal gelisimi
Uzerine etkisi (A, B) ve engelleme orani (% etkisi) (C)
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SDHI etkili Pyrazole-4 Carboxamide ve Triazol kombiasyonu olan 75 g/L
Fluxapyroxad ve 50 g¢g/L Difenoconazole fungisit kombinasyonunun 14 farkl
dozunun etkisine bakildiginda, 5 ppm Uzerindeki konsantrasyonlarda fungal
gelisimi engellemeye baglamis (Sekil 4.13 A, B), 250-1000 ppm araligindaki

konstrasyonlarda fungal miselyal gelisimi % 100 engellemistir (Sekil 4.13 C).
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Sekil 4.13. In vitro kosullarda 75 g/L Fluxapyroxad ve 50 g/L Difenoconazole
fungisit kombinasyonunun farkli dozlarmn P. tracheiphila miselyal
gelisimi tizerine etkisi (A, B) ve engelleme orani (% etkisi) (C)
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Iki adet Triazol etkili madde grubu iceren 150g/L Propiconazole +
150g/L Difenoconazole fungisit kombinasyonunun 14 farkli uygulama dozunun
etkisine bakildiginda, 0.01 ppm Uzerindeki konsantrasyonlarda fungal miselyal
gelisim engellenmeye baslanmis (Sekil 4.14 A, B), 100-1000 ppm araligindaki
konstrasyonlarda miselyal gelisim % 69.04’den % 100’e kadar degisen aralikta
engellenmistir (Sekil 4.14 C).
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Sekil 4.14. In vitro kosullarda 150g/L Propiconazole + 150g/L Difenoconazole
fungisit kombinasyonunun farkli dozlarmin P. tracheiphila miselyal
gelisimi tizerine etkisi (A, B) ve engelleme orani (% etkisi) (C)
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Triazol grubu olan 50 g/L Fenbuconazole fungisitinin 14 farkli dozunun

etkisine bakildiginda, diger triazol gruplarinda oldugu gibi 10 ppm Uzerindeki

konsantrasyonlarda fungal miselyal gelisim engellenmeye baslamis (Sekil 4.15A,

B), 250 -1000 ppm araligindaki konstrasyonlarda ise engelleme etkisi 76,19°dan %
100’e kadar degismistir (Sekil 4.15C).
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Sekil 4.15. In vitro kosullarda 50 g/L Fenbuconazole fungisitinin farkli dozlariin

P. tracheiphila miselyal gelisimi Uzerine etkisi (A, B) ve engelleme
orani (% etkisi) (C)
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Triazol grubu olan 60 gr/lt Metconazole fungisitinin 14 farkli uygulama

dozunun

etkisine bakildiginda, diger triazol gruplarinda oldugu gibi 10 ppm

Uzerindeki konsantrasyonlarda fungal miselyal gelisim engellenmeye baslamistir
(Sekil 4.1
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Sekil 4.16. In vitro kosullarda 60 gr / It Metconazole fungisiti farkli dozlarinin P.

tracheiphila miselyal gelisimi {izerine etkisi (A, B) ve engelleme orant
(% etkisi) (C)
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250 -1000 ppm araligindaki konstrasyonlarda fungal miselyal gelisim
%71.42’den % 90.47’e kadar engellenebilmistir (Sekil 4.16 C). Bu fungisit ile %

100 miselyal gelisim engelenememistir.
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Sekil 4.17. In vitro kosullarda %25 Tebuconazole fungisiti farkli dozlarinin P.
tracheiphila miselyal geligimi iizerine etkisi (A, B) ve engelleme orani
(% etkisi) (C)

Sekil 4.17°de gorildiigi tizere triazol grubu olan %25 Tebuconazole

fungisitinin 14 farkli dozunun etkisine bakildiginda, diger triazol gruplarinda oldugu
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gibi 10 ppm Uzerindeki konsantrasyonlarda fungal miselyal gelisim fark edilebir
oranda engellenmeye baslamig (Sekil 4.17 A,B), 500-1000 ppm araligindaki
konsantrasyonlarda ise % 100 olmustur (Sekil 4.17C).

Imidazole grubu %3.4 Cyflufenamid +%15 Triflumizole fungisit

kombinasyonunun 14 farkli uygulama dozunun etkisine bakildiginda, sadece 500 ve

1000 ppm uygulama dozlarinda fungal miselyal gelisim % 100 engellenmistir (Sekil
4.18A, B, C).
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Sekil 4.18. In vitro kosullarda % 3.4 Cyflufenamid + %15 Triflumizole fungisit
kombinasyonunun farkli dozlarinin P. tracheiphila miselyal gelisimi
uzerine etkisi (A, B) ve engelleme orani (% etkisi) (C)
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Bakirli fungisitler grubundan olan %35 metalik bakira esdeger Bakir
Hidroksit fungisitinin 14 farkli dozunun etkisine bakildiginda, gozle fark edilebilir
fungal miselyal gelisimin baskilandigi sadece 250 ppm iizerindeki uygulama
dozlarinda gortilmektedir (Sekil 4.19 A, B), Bununla birlikte en yuksek uygulama

dozunda bile miselyal gelisimi engelleme ancak % 59.52 olmustur (Sekil 4.19 C).
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Sekil 4.19. In vitro kosullarda %35 Metalik Bakira Esdeger Bakir Hidroksit
fungisiti farkli dozlarinin P. tracheiphila miselyal gelisimi Uzerine
etkisi (A, B) ve engelleme orani (% etkisi) (C)
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Koruyucu fungisit 6zelliginde diger bir bakirli fungisit olan % 25 metalik
bakira esdeger Bakir Oksikloriir fungisitinin 14 farkli konsantrasyonunun etkisine
bakildiginda, hi¢bir uygulama dozunda ciddi bir seviyede miselyal gelisim
engellenememistir (Sekil 4.20 A, B). 500 ve 1000 ppm konsantrasyonlarinda %3
ve %7 gibi olduk¢a diisiik oranda fungal miselyal gelisim engellenmistir (Sekil
4.20 C).
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Sekil 4.20. In vitro kosullarda % 25 metalik bakira esdeger Bakir Oksikloriir
fungisiti farkli dozlarmin P. tracheiphila miselyal gelisimi Uzerine
etkisi (A, B) ve engelleme oran1 (% etkisi) (C)
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Miselyal gelisimi i¢in ECs, degerleri incelendiginde, bakir
oksikloriir’iin 204.313 pg.ml™ konsantrasyon ile en yiiksek ECs, degerine sahip
fungisit olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. In vitro kosullardaki denemelerde kullanilan fungisitlerin % 50
engelleme orani (ppm)

Fungisitler %50 Engelleme Orani

(ppm)

% 25 metalik bakira esdeger Bakir Oksiklorir 204.313

%35 Metalik Bakira Esdeger 186.844

Bakir Hidroksit

250 g/L Azoxystrobin 195.967

%212 Dithianon+ % 4 Pyraclostrobin 103.653

60 g/l Metconazole 27.089

50 g/l Fenbuconazole 27.020

% 25 Tebuconazole 18.313
% 25.2 Boscalid+% 12.8 Pyraclostrobin 9.577
150 g/l Propiconazole+150 g/l Difenoconazole 8.974
% 3,4 Cyflufenamid + %15 Triflumizole 2.367
75 g/l Fluxapyroxad+50 g/l Difenoconazole 1.228
375 g/kg Cyprodinil+ 250 g/kg Fludioxonil 0.124

250g/L Azoxystrobin, %35 Metalik Bakira Esdeger
Bakir Hidroksit ve %12 Dithianon+ % 4 Pyraclostrobin fungisit
kombinasyonunun ECs, degerleri incelendiginde, 250 g/L Azoxystrobin en
yuksek (195.967) oldugu bunu, 186.844 ile ruhsathi fungisit olan bakir
hidroksitin takip ettigi ve 103.653 pgml® ile %12 Dithianon+ % 4
Pyraclostrobin fungisit kombinasyonunun izledigi gorilmektedir. Bu (¢
fungisit ve kombinasyonun ECs, degerlerinin yiiksek oldugu dolayisi ile en az

etkiye sahip fungistler olarak belirlenmistir. Diger taraftan ¢ok daha diisiik
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dozlarda fungal miselyal gelisimi baskilayan 60 g/| Metconazole (27.089) ve 50
g/l Fenbuconazole (27.020)’un ECs, degerlerinin biribirine oldukca yakin olup,
P. tracheiphila icin bu iki fungisitin benzer etkiye sahip oldugu saptanmustir.
Tebuconazole fungusitinin yukarida sdzkonusu edilen iki fungiste gore daha
etkili oldugu ECs, degerinin 18.313 pg.ml™ konsantrasyonunda saptanmustir.
Cyprodinil (375g/kg )+ Fludioxonil (250 g/kg) fungisitinin ECs, degeri 0.124
ppm’lik doz kullanimiyla denemede c¢alisilan diger fungisitler igerisinde en
diisiik konsantrasyonda en etkili sonu¢ veren fungisit oldugu ve patojenin bu
fungisite ¢ok duyarli oldugu saptanmustir. Bununla birlikte bu tip fungistlerin
stirekli kullanimi sonucunda patojenlerde direng gelisimine neden olmaktadir.
Bu nedenle farkli etki mekanizasina sahip fungisitlerin doniisiimlii olarak
kullanilmasi ve diger miicadele yontemleri ile entegre olmasi gerekmektedir.
Kilturel uygulamalar, biyolojik preparatlar, fiziksel miicadele ve kimyasal
uygulamalardan en 2 ve 3’lii kombinasyon seklinde olup, kimyasal preparatlar
en son tercih edilmesi gereken uygulama seklinde diistiniilmelidir.

Fungal miselyal gelisimi baskilamada tiim uygulama dozlar1 goz
oniinde bulunduruldugunda en diisiik etkiye sahip fungisitlerin ruhsath
koruyucu fungistlerden bakirli fungisitlerin oldugu goriilmektedir. Bunun
nedeni bakirli fungisitler fungal sporun ¢imlenmesini ve bitkiye girisini
engellemektedir. Ancak fungus miseline etkisi olmamaktadir. Bununla birlikte
bu tip fungisitlerin kullanilmasi kiiltiirel 6nlemlerle birlikte dogada dayanikli
spor yataklarinin olusumunu engelleme potansiyeline sahiptir. Diger taraftan
kimyasal preparatlarin yetersiz ¢ok diisiik dozlar1 uygulandiginda ise patojenin
dayanikli spor yataklari olan piknidiumlarin gelisimini tesvik etmektedir.
Ozellikle bu tip piknidiumlarin gelisimi in vitro kosullarda burada yapilan
fungisit deneme sonuglarmnda gozlenmistir. Ozellikle bakirli koruyucu
fungisitlerin  diisik dozlarinda ¢ok ciddi miktarlarda P. tracheiphila

piknidiumlar1 geligmistir (sayilar ve resimleri burada verilmemistir).
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4.4. Fungisitlerin Sera Kosullarinda P. tracheiphila’ya Kars1 Etkisi

C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimi uygulama arazisi seralarinda
Kiitdiken limon fidanlari iizerinde /n vitro calismalar sonucunda belirlenen en etkili
2 adet fungisit Cyprodinil (375¢g/kg )+ Fludioxonil (250 g/kg) ve 75 g/l
Fluxapyroxad+50 g/l Difenoconazole kombinasyonlari ile pozitif kontrol olarak
ruhsathi %35 Metalik Bakira Esdeger Bakir Hidroksit segilmistir. Bu fungisitlerin
ve bakirli fungisitin 4 dozu {(X1: Normal Doz; X, = [X1 -(X1 X %)]; X5 = [X; +
(X1 X ¥)]; X4 =[2X1 ]} saf su (Negatif Kontrol) ile homojen karisimi hazirlanarak
kullanilmustir.

En viriilent izolatlarin (E9-E10) spor slispansiyonu (4x10°-7x10° spor/ml)
fidanlara el spreyi ile puskiirtiilmiistiir. Patojenle inokilasyondan hemen dnce
fidanlarda 2 nolu bocek ignesi yaprak sapi, yaprak orta damarlari ve gévdelerine
batirilmak suretiyle kiiciik yaralar agilmis ve spor suspansiyonu bu yaralara sprey
ile uygulanmistir. Inokulasyondan bir hafta énce ve inokiilasyondan 2 ve 4 hafta
sonra olmak tizere 3 kez fungisit uygulamalar1 yapilmistir. 20-23 °C sicaklik ve
nemli ortamda 6 hafta bekletilen limon fidanlarinin gdvde nekroz uzunluklart
(Sekil 4.21, 4.22, Cizelge 4.3), uygulanan dozlarin % engelleme orani (Cizelge 4.4)
ve infekteli dokularin re-izalosyonlari gergeklestirmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.21 ve 4.22’de yapay inokillasyon yontemi ile P. tracheiphila ile
Kiitdiken limon fidanlarinin inokiilasyonundan 1, 2 ve 4 hafta sonra olmak iizere 3
kez ilaglama yapilmustir. Uckurutan etmeni ile inokulasyonda 6 hafta sonra,
fungisitlerin etkinligini 6lgmek amaci ile dallar tepeden 50 c¢cm uzunlugunda
kesilmis ve govde kabuk dokusu kaldirilmis ve etmenin varligini gosteren iletim

demetinde olusan turuncu renklenmenin uzunlugu dl¢iilmiistiir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.21. Sera kosullarinda 1 yasindaki Kiitdiken limon fidanlarina patojen

Sekil 4 22.

inokiile edilmis ancak fungisit uygulanmamis hastalik gelisimi
gozlenen pozitif kontrol (A) ve yapay inokiilasyon yapilmamis ancak
fungisit uygulanmis negatif kontrol (B)

P. tracheiphila ile yapay olarak inokiile edilmis Kiitdiken limon
fidanlarinda fungistlerin en yiiksek dozlarimin etkisi (A: Cyprodinil
(375g/kg )+ Fludioxonil (250 g/kg), (B: 75 g/L Fluxapyroxad + 50 g/L
Difenoconazole) ve (C: %35 Metalik Bakira Esdeger Bakir Hidroksit)
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Cizelge 4.3. Sera kosullarinda P. tracheiphila ile yapay olarak inokile edilen
Kitdiken limon fidanlarna 3 farkli fungisitin 4 farkli dozunun
uygulandigr  Kiitdiken limon fidalarinin dallarinda patojenin
olusturdugu nekroz uzunluklari

Fungisitler Uygulama Dozlar (ppm)
0 25 50 75 100
Nekroz Uzunlugu (mm)
Cyprodinil 543 | 453 a 36 a 31 a 20.3 a
(375g/kg)+Fludioxonil
(250 g/kg)
75 g/l 543 | 515b 46 b 36.5a 29.7b

Fluxapyroxad+50 g/I
Difenoconazole
%35 Metalik Bakira 54.3 | 53.3¢c 52.5b 51.3b 49 c
Esdeger
Bakir Hidroksit

Cizelge 4.3’de goriildiigl gibi fungisit uygulanmamis Uckurutan etmeni ile
infeksiyondan sadece 6 hafta sonra Kutdiken limonu dallarinda P. tracheiphila
etmeni tepeden asagi dogru 54.3 mm uzunlugunda iletim demetlerinde ilerlemistir
(Sekil 4.21A). Diger taraftan in vitro kosullarda ECsy degeri en diisiik, en etkili
fungisit kombinasyonunun Cyprodinil (375g/kg) + Fludioxonil (250g/kg)
uygulandigi fidanlarda nekroz uzunlugu aymi siire igerisinde 20.3 mm kadar
tepeden asagi dogru ilerlemistir (Sekil 4.22A). In vitro kosullarda fungal etmen
gelisimini % 100 engellemesine ragmen sera kosullarinda fungal etmen
inokiilasyonundan 6nce fungisit uygulandigi halde patojen lokal sistemik tekiye
sahip fungisit igermesine ragmen patojen etmen bitki dokusunda yine ilerleme
gostermistir. ECgy degeri diisiik ikinci en etkili fungisit kombinasyonu (75 g/l
Fluxapyroxad+50 g/l Difenoconazole)’nun en yiiksek dozunun uygulandigi
fidanlarda nekroz uzunlugu ise 29.7 mm olarak gelismistir (Sekil 4.22B). %35
Metalik Bakira Esdeger Bakir Hidroksit’in en yiiksek dozunun uygulandigi
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fidanlarda nekroz uzunlugu ise 49 mm (Sekil 4.22C, Cizelge 4.3) olup, neredeyse
hi¢ fungisit uygulanmamis (Sekil 4.21A) pozitif kontrole yakin nekroz
olusturmustur.

Sera kosullarinda fungisit uygulamalarindan in vitro kosullarinda elde
edilen verilerlerden ¢ok daha uzak veriler elde edilmistir. Bu durum patojenin
endofit olup, fungisitle dogrudan temas edememesinden kaynaklanmaktadir.
Nitekim bu tip fungal etmenlere karsi gegmis yillarda benomyl etkili sistemik
fungisitlerin ekim, aralik ve mart aylarinda yesil aksam ilaglamasi olarak %1.5
dozunda beyaz yag ile karistirilarak kullanimini aylarinda kullanilmasi Ding ve ark.
(1979), tarafindan Onerilmistir. Ancak sistemik etkili benomyl fungisiti bitkide
kalint1 olusturmasi nedeniyle giiniimiizde kullanimi yasaklandigindan bu patojenle
miicadelede sadece bakirli preparatlar koruyucu fungisit olarak kullanilmaktadir.
Diger tarftan bu fungus ile micadelede etkili bir sistemik fungisit olmamakla
birlikte daha direngli 1rklar1 gelistirebilecegi varsayildigindan bu tip fungisitlerin
tek basma kullanimi da onerilmemektedir.

Aymi fungisitlerin hastaligi engelleme ylizdelerine baktigimizda dogal
olarak en diisiik nekrozun gelistigi fungisit kombinasyonu uygulmasi % etki
bakimindan en etkili olarak saptanmustir. Buna gore Cyprodinil (375g/kg )+
Fludioxonil (250 g/kg) kombinasyonunun 100 ppm dozu fungusu % 62.6 oraninda
engellemistir (Cizelge 4.4). Bunu sirasiyla 75 g/ Fluxapyroxad ve 50 g/L
Difenoconazole fungisit kombinasyonu % 45.3 ile %35 Metalik Bakira Esdeger

Bakir Hidroksit ise %9.8 engelleme orami ile takip etmistir.
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Cizelge 4.4. Sera denemelerinde fidanlara uygulanan fungisitlerin farkli dozlarin
patojeni % engelleme oram

Uygulama Dozlar (ppm)

Fungisit 0 25 50 75 100
Engelleme Orani (%)
Cyprodinil
(375g/kg)+Fludioxonil - 16.6 33.7 42.9 62.6
(250 g/kg)
75 g/L Fluxapyroxad
ve 50 g/L - 5.2 15.3 32.8 45.3
Difenoconazole
%35 Metalik Bakira
Esdeger Bakir - 1.8 3.3 55 9.8

Hidroksit

Fungisitlerin normal dozlar1 uygulandiginda ise hastalik engelleme oranlari
Sirasiyla %33.7, %15.3 ve %3.3 olarak saptanmustir. Fungal gelisimi baskilamada
hicbir fungisist % 100 etki olamamistir. Fungisit uygulamis fidanlardan tekrar
patojen izolasyonu gergeklestirirlmistir (Sekil 4.23). Sera kosullarinda fungisit
uygulamalarmin patojenin bitkide gelisimini durduramadigi gosterilmistir. Bu
durumda limon ireticilerinin temmuz ve agustos aylarinda agaclarda cok iyi
temizlik, budama ve koruyucu fungisitlerle entegre miicadele programi ve bunlarin
arasina biyolojik preparatlar1 da girdirerek toprak yapisini iyilestirme ve bitkinin
savunma mekanizmasin1 tesvik edici uygulamalarla miicadele programlarim

desteklemeleri gerekmektedir.
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e apet B [58 C N

Sekil 4.23. Sera kosullarinda patojenin yapay olarak inokiile edildigi Kutdiken
limon fidanlarma fungisit uygulandiktan 6 hafta sonra re-
izolasyonlari. Fungisit uygulanmamus pozitif kontrol (A); 25ppm %35
Metalik Bakira Esdeger Bakir Hidroksit uygulanmis (B); 25ppm 75
g/l Fluxapyroxad+50 g/l Difenoconazole uygulanmis (C)

Bu patojene kars sistemik fungisitler onerilmedigi i¢in limon agaclarinda
faydali endofit mikrtoorganizmalarinda saptanmasi, saflastirilarak Uckurutan ile
miicadeleye dahil edilmesi saglanmalidir.

Sera kosullarda fungisit uygulama sonuglarina gore, Cyprodinil (375g/kg )+
Fludioxonil (250 g/kg) etkili madde uygulamasi P. tracheiphila ‘nin miseliyal
gelisimini %16.6 ve %62.6 arasinda farkli degerlerde engelleyici etki sergilemistir.
Farkl1 etkili maddeli fungisitlerde uygulama dozlar1 arasinda istatistiksel farklar
tespit edilmistir. Genel degerlendirme yapildiginda ise bu azaltici etkinin artan

dozlarla alakali oldugu agiklanabilir (Cizelge 4.4).
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Hastalik siddeti
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Sekil 4.24. Sera kosullarinda P. tarcheiphila ile yapay olarak inokile edilen
Kiitdiken limon fidanlarina uygulanan 3  farkli  fungisit
kombinasyonunun farkli dozlarinin hastalik siddetine % etkisi

Yapilan denemeler sonucunda hastalik siddeti hesaplamalarinda elde edilen
verilere gore; Cyprodinil (375g/kg )+ Fludioxonil (250 g/kg) fungisitinin etki orani
% 33-13, Fluxapyroxad (75g/l)+ Difenoconazole (50g/l) % 40-26, ruhsatli Bakir
Hidroksit (% 35 metalik bakira esdeger) ise % 47-40 arasinda en disiik etkiyi

gostermistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulke ekonomisinde ticari degeri yiiksek olan limon yetistiriciligi sirasinda
tarimsal faaliyetler, iklimsel olaylar, bitki hastalik ve zararlilar1 gibi genis kapsamli
sorunlarla karsilasiimaktadir. Bu sorunlarin basinda o6zellikle Akdeniz iilkelerinde
limonlarda fungal kékenli Ugkurutan Hastalig: ilk sirada yer almaktadir. Etmeni
Phoma tracheiphila olan patojen Adana ve Mersin illerini kapsayan Cukurova
Bolgesi’nde “Meyer” haric “Kiitdiken”, “Eureka”, “Italyan Memeli” ve
“Enterdonat” gibi limon ¢esitlerinde ciddi agag¢ 6liimlerine neden olmaktadir. Her
ne kadar kiiltiirel onlemler bu hastalik etmeni ile miicadelede ¢ok Gnemli olsa da
tek bagina yeterli olmamaktadir. Bu nedenle kimyasal miicadele bu hastaligin
yonetimi igin alternatif yaklasimlardan biridir.

Yapilan ¢aligmalarda, Adana ile gevresinde yaygin goriilen ve biiylik zarar
olusturan Ugkurutan Hastaligi etmeni P.tracheiphila’ya kars1 farkli etki
mekanizmasina sahip sistemik ve koruyucu etkili fungisitlerin etmenin gelisimini
engelleme durumlar arastirilmistir.

Caligsmalar sonucunda elde edilen veriler agagida 6zetlenmistir;

1. Adana ili ve cevresinde Uckurutan Hastaligi simptomlar1 gosteren
Kiitdiken ve Eureka limon cesitlerinden alinan doku érneklerinden 15 adet
P. tracheiphila patojen izolatlar1 saflastirilmig ve izolatlarin patojenisite
caligmalari i¢in P. tracheiphila miselyal diskleri Kiitdiken limon gesidine
yapay olarak inokule edilmistir. Yapay inokulasyon sonucunda fidanlarda
hastalik gelisimiyle birlikte hastalik siddeti takip edilmistir. Yapilan
denemeler sonucunda 15 adet izolattan, E9 ve E10 izolatinda simptomlarin
diger izolatlarin olusturdugu hastalik yogunluguna gore daha siddetli
oldugu 0-5 skalasi kullanilarak saptanmugtir.

2. P. tracheiphila’nin en iyi miselyal gelisim gosterdigi ve en yuksek spor

yogunlugu olusturdugu ortamlart belirlemek amaciyla in vitro kosullarda
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HA, PDA, MEA ve YUA besi yerleri testlenmistir. Radyal misel gelisimde
besi ortamlari arasida ciddi bir fark goézlenmezken ayni slre igerisinde
YUA ortaminda misel gelisimi diger ortamlara gore 1 cm daha hizh
olmustur. Bununla birlikte PDA besi ortaminda misel kiitlesi daha yogun
ve havai geligsmistir. Fialakonidi olusumunda ise HA besi ortami diger besi
ortamlarina gore ciddi fark yaratmis olup, spor yogulugu %70 oraninda
elde edilmistir.

3. In vitro kosullarda farkli etkili maddeli koruyucu ve sistemik 12 adet
fungisitin patojenin miselyal gelisimini engelleme iizerine yapilan
denemeleri sonucunda Cyprodinil (375g/kg )+ Fludioxonil (250 g/kg) ve
Fluxapyroxad (75g/1)+ Difenoconazole (50g/1) fungisitleri en yiiksek etkiyi
gostermistir. In vitro kosullarda kullanilan 12 adet fungisitin patojenin %
50 engelleme oranlarima gore dozlarina bakildiginda; en diisiik dozda
Cyprodinil (375g/kg)+Fludioxonil (250 g/kg) fungisit kombinasyonunun
0.124 ppm doz ile patojeni engelleme etkisi gosterirken, en yiksek dozda
% 25 metalik bakira esdeger Bakir Oksiklorir 204.313 ppm doz ile
patojeni engelleme etkisi gostermistir.

4.  Cyprodinil (375g/kg)+ Fludioxonil (250 g/kg), Fluxapyroxad (75g¢/1 )+
Difenoconazole (50g/l) ve Bakir Hidrosit (%35 metalik bakira esdeger)
fungisitlerinin P. tracheiphila’ya karsi etkinliklerini saptamak amaciyla
yapilan sera denemelerinde 6 haftalik sonuglar degerlendirilmistir. Fungisit
ile hastalik etmeninin miicadelesinde; govde nekroz dlgumleri, fungisitlerin
hastalik siddeti ve yiizde engelleme oranlari hesaplanmistir. Cyprodinil
(375g/kg) + Fludioxonil (250 g/kg) govde nekroz uzunlugu uygulanan en
yiksek dozda 20.3 mm, Fluxapyroxad (75g/l )+ Difenoconazole (50 g/l)
fungisiti 29.7 mm ve patojene ruhsatli Bakir Hidroksit (%35 metalik bakira
esdeger) 49 mm’lik gelisim gostermistir.

5. Fungisitlerin % engelleme oranlarma bakildiginda ise Cyprodinil

(3759/kg)+ Fludioxonil (250 g/kg) etkili madde  uygulamasi P.
58



5. SONUC VE ONERILER Merve Sultan YESIL

tracheiphila miselyal gelisimini %16.6- %62.6 , Fluxapyroxad (75g/ )+
Difenoconazole (50 g/l) kombinasyonu % 5.2- % 45.3 Bakir Hidroksit (%
35 metalik bakira esdeger) bilesigi ise % 1.98- % 9.8 arasindaki degerlerde
engelleyici etki sergilemislerdir. Hastalik olusum siddeti ise Cyprodinil
(375g/kg) + Fludioxonil (250 g/kg) fungisitinin en yiksek dozunda
(100ppm) %13, Fluxapyroxad (75¢/l )+ Difenoconazole (50 g/l) fungisit
kombinasyonunda % 26 ve Bakir Hidroksit (% 35 metalik bakira
esdeger)’de % 40 diizeyinde gelismistir.

6. Sonug olarak; Fungisitlerin patojenin miselyal gelisimi {izerine etkileri
incelendiginde; patojenin miselyal koloni gelismesini en iyi baskilayan
fungisitler; Cyprodinil  (375g/kg)+ Fludioxonil (250 g/kg) ile
Fluxapyroxad (75g/l )+ Difenoconazole (50 g/l) kombinasyonlari olmustur;
ancak 250 gr Azoxystrobin, % 12 Dithianon ve % 4 Pyraclostrobin’in
miselyal gelisme tizerinde kayda deger etkilerinin olmadigi saptanmustir.
Cyprodinil (375g/kg)+ Fludioxonil (250 g/kg), Fluxapyroxad (75g/l )+
Difenoconazole (50 g/lI) her ne kadar hastaligin kontroliinde basarili
olsalarda sera denemelerinde tek basina % yuz etki gosterememislerdir.
fleri donemlerde yapilacak c¢alismalarda; Cyprodinil, Fludioxonil,
Fluxapyroxad ve Difenoconazole etkili maddeli fungisitlerinin de yeraldigi
kimyasal miicadele programlarinin diizenlenmesi P. tracheiphila miselyal
gelisimi engellemede etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

7. Bu tip hastalik etmenleri ile miicadelede bir diger sorun da lokal sistemik
veya tam sistemik fungisitler siirekli kullamldiginda bu patojenler
fungisitlere daha direngli yeni rklar gelistirebilmektedir. P. tarcheiphila’ya
kars1 miicadelede sadece fungisit degil antogonist Trichoderma turleri,
bakteriler, mayalar ve mikorizal funguslarin da miicadele programlarina
alinmas1 i¢in daha genis kapsamli alanlarda denemelerin kurulmasi

gerekmektedir.
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