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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

DAYANIKLILIGI TESViK EDiCi BAZI KIMYASALLARIN BAGDA
PHOMOPSIS VITICOLA (OLU KOL) UZERINE ETKILERININ
BELIRLENMESI

Can AMAC

Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Hiillya OZGONEN OZKAYA

Bu tez ¢alismasinda, dayaniklilig1 tesvik edici kimyasallardan DL-B-amino-n-biitirik
asit (BABA), Gamma amino-biitrik asit (GABA), Mono-potasyum fosfat (MKP),
Salisilik asit (SA); koruyucu ve sistemik fungisitlerden bakir hidroksit (CuOH) ve
azoxystrobin+propineb (AZS)’in farkli konsantrasyonlarinin in vitro ve in vivo’da
Phomopsis viticola iizerine etkilerinin belirlenmesi amac¢lanmistir. AZS ve CuOH
konsantrasyon artigiyla birlikte in vitro’da P. viticola’nin misel gelisimini azaltmis ve
sirastyla 300 ve 600 ppm konsantrasyonlarda tamamen inhibe etmistir. Dayaniklilig
tesvik edici kimyasallar arasinda SA, konsantrasyon artisiyla P. viticola’nin misel
gelisimini azaltmis ve 600 ppm’de tamamen durdurmustur. BABA, GABA ve MKP
artan konsantrasyonlarda P. viticola’nin misel gelisimini azaltmis ve Kimyasallarin
1000 ppm konsantrasyonu sirasiyla %51.6; %41.8 ve %54.7 oranlarinda
engellemistir.

In vivo testlerde, CuOH ve AZS, P. viticola’nin hastalik siddetine sirasiyla %96,8 ve
%91,9 etkili olurken lezyon uzunlugunda da Onemli Ol¢lide azalmaya sebep
olmustur. Test edilen dayanikliligi tesvik edici kimyasallar doz artisiyla birlikte
patojenin hastalik siddeti ve lezyon uzunlugunda onemli diizeyde azalmalara sebep
olmustur. SA’in 600 ppm dozu P. viticola’nin hastalik siddeti ve lezyon uzunlugu
lizerine sirasiyla %87,1 ve %95.4 oraninda etkili olmustur. BABA, GABA ve
MKP’m en yiiksek doz olan 1000 ppm konsantrasyonu in vivo’da hastalik siddetini
sirastyla %85,5; %83,9 ve %75,8 oranlarinda azaltmistir.

Dayanikliligi tesvik edici kimyasallar in vitro ve in vivo’da P. viticola’nin
miicadelesinde timitvar sonuglar vermis ve kimyasal miicadele programlarinda
basariyla uygulanabilecekleri ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Bag, Phomopsis viticola, dayanikliligin tesviki, hastalik siddeti

2019, 41 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE EFFECTS OF SOME CHEMICAL INDUCERS OF RESISTANCE ON
PHOMOPSIS VITICOLA (PHOMOPSIS CANE AND LEAF SPOT) OF
VINEYARD

Can AMAC

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Plant Protection

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiillya OZGONEN OZKAYA

In this thesis, determination of in vitro and in vivo effects of different concentrations
of resistance chemical inducer including DL-B-amino-n-butyric acid (BABA),
Gamma amino-butyric acid (GABA), Mono-potassium phosphate (MKP), Salicylic
acid (SA); protective copper hydroxide (CuOH) and systemic azoxystrobin +
propineb (AZS) fungicides on Phomopsis viticola were aimed. AZS and CuOH
decreased the myecelial growth of P. viticola in vitro with increasing concentrations
and completely inhibited at 300 and 600 ppm, respectively. Among the resistance
chemical inducer, SA reduced the mycelial development of P. viticola with
increasing concentrations and inhibited at 600 ppm. BABA, GABA and MKP
decreased mycelial development of P. viticola at increasing concentrations;
chemicals reduced the mycelial development by 51.6%; 41.8% and 54.7% at 1000
ppm, respectively.

In vivo tests, the effect of CUOH and AZS reduced the disease severity of P. viticola
by 96.8% and 91.9%, respectively, besides the lesion length was significantly
reduced. Chemical inducers tested resulted in a significant decrease in the disease
severity and lesion length of the pathogen by increasing doses. SA reduced the
disease severity and lesion length of P. viticola by 87.1% and 95.4%, respectively at
600 ppm. The highest doses of BABA, GABA, and MKP at1000 ppm, reduced the
disease severity in vivo, by 85.5%; 83.9% and 75.8%, respectively.

Chemical inducers have shown promising results in the control of P. viticola in vitro
and in vivo, and have been shown to be successful in chemical control programs.

Keywords: Vine, Phomopsis viticola, induced resistance, disease severity

2019, 41 pages
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1. GIRIS

Yeryliziiniin en eski kiiltiir bitkilerinden biri olan asma (Vitis vinifera L.), iliman
kusak bitkisi olup, Anadolu’nun da i¢inde yer aldigi, 30° kuzey ve 50° giiney
enlemleri arasinda yer alan birgok tilkede yetistirilmektedir (Sahan, 2013).

Yaklagik olarak 7000 yillik bir gegmise sahip olan asmanin anavatani bir¢ok
arastirictya gore Anadolu olarak bilinmektedir (Giiciiyen, 2007). Asmanin ilk kiiltiire
alindig1 yerlerden biri olan iilkemiz, bagcilik i¢in en elverigli yerlerin basinda
gelmektedir. Ancak son zamanlarda bag alanlarinin biiyiik bir kismi filoksera (Viteus
vitifolii Fitch.) zararlisiyla bulagik durumda oldugundan yerli bagcilik yapilamaz hale
gelmis durumdadir. Bunun icin bu zararliya dayanikli Amerikan asma anaclar
kullanilmaktadir (ilter vd., 1984; Celik vd., 1998; Celik, 2007; Al¢o vd., 2015;
Turanli, 2017). Bu sayede iilkemiz tariminda ¢ok Onemli bir yer teskil eden
bagciliktan gegimini saglayan énemli sayida iiretici meveuttur. Uziim hem diinyada
hem de iilkemizde iiretimi yapilan meyve tiirlerinin basinda gelmektedir. Insan
beslenmesinde biiyilk 6neme sahip olan {iziim, bir¢ok degerlendirme avantajina da
sahip iiriin olarak bilinmektedir (Topuz ve Akin, 2015). Diinyada 6nemli bir yeri
olan asmanin, iilkemizde 1200’iin lizerinde sofralik, kurutmalik, saraplik ve siralik

cesitleri bulunmaktadir (Alsancak Sirli vd., 2015).

Uziim, diinyada yaklasik 7.1 milyon hektar alanda yaklasik 77.5 milyon ton iiretim
miktarryla en fazla iiretilen meyve gruplarindan birisidir. Uziim {iretim alanlarinin
920 bin hektar1 Ispanya’da, 843 bin hektar1 Cin’de, 757 bin hektar1 Fransa’da, 668
bin hektar1 Italya’da, 435 bin hektar1 Tiirkiye’de, 410 bin hektar1 ABD’de, 224 bin
hektar1 Arjantin’de, 207 bin hektar1 Iran’da, 203 bin hektar1 Sili’de ve 175 bin
hektar1 Romanya’da yer almaktadir (FAO, 2018). Diinyadaki bag alanlarinin yiizde
6.1’ine sahip olan Tiirkiye, siralamada besinci durumdadir. Uziim iiretiminde, 14.8
milyon tonluk iiretimiyle Cin ilk sirada yer almaktadir. Uretimde Cin’i 8.2 milyon
tonla Italya, 7.1 milyon tonla ABD, 6.2 milyon tonla Fransa, 5.9 milyon tonla
Ispanya, 4 milyon tonla Tiirkiye, 2.6 milyon tonla Hindistan, 2.5 milyon tonla Sili,
2.4 milyon tonla Iran ve 2 milyon tonla Giiney Afrika izlemektedir (FAO, 2018).
Uziim iiretiminde diinyada altinc sirada yer alan Tiirkiye, diinya iiretiminin yiizde

5.2’sini karsilamaktadir. Diinyada 9 milyar dolarlik tiziim ihracati yapilmakta olup,



Tiirkiye 531 milyon dolarlik {iziim ihracati ile Sili, ABD, Italya Cin, Peru ve
Hollanda’nin ardindan Giiney Afrika ile birlikte yedinci sirada yer almaktadir (FAO,
2018). Ihracatin %80’i kurutulmus sultani iiziim, %19.7’si ise taze sofralik iiziimden

olusmaktadir (TUIK, 2018).

Ulkemizde, yetistiriciligi yapilan bag alanlarinda ekonomik kayba neden olan bir¢ok
hastalik bulunmaktadir. Bu hastalik etmenleri igerisinde ekonomik kayba neden
olanlarin basinda 6lii kol (Phomopsis viticola), bag mildiyosti (Plasmapora viticola)
ve bag kiillemesi (Erysiphe necator) gelmektedir (Glingér Savas, 2016). Asmada 6lii
kol hastaligina neden olan P. viticola tim diinyada ve iilkemizde baglarda yaygin
olan ve en cok bilinen fungal hastaliklardan birisidir (Kozar ve Bereveskoja, 1980;
Cavanni vd., 1987; Hewitt ve Pearson, 1988; Simon, 1993; Merrin vd., 1995;
Scheper vd., 1997; Erincik 2002; Madden vd., 2007). Ulkemizde hastalik ilk olarak
Marmara Bolgesi’'nde Karaca ve Eroglu (1967) tarafindan 1967 yilinda siirgiin
kurumasi (Dead-arm) olarak tanimlanmistir. Dogu Amerika, Avusturalya, Fransa vb.
ilkelerde hastalik 1907 yillinda tanilanmis ve miicadelesi arastirilmistir (Kaskaloglu
vd., 1975). Hastalik ana govde disinda asmanin tiim toprak istii kisimlarinda
goriilmektedir. Uziim bahgelerinde bitkiler uyku halindeyken, ¢iceklenme
déneminde, taneler nohut biiyiikliigline ulastiginda, tanelere ben diistigli zaman ve
hasat esnasinda 6lii kol hastalig1 gozlenebilmektedir. Bitki gelisme donemi boyunca
genc yapraklarda ve siirglinlerde siyah lezyonlar meydana gelmektedir. Hasatta
salkim iskeletlerinde ve iiziim tanelerinde yogun olarak piknitler olusabilir, kurumus

salkimlarda nekrotik lekeler olusur (Emmett vd., 1994; Savocchia vd., 2007).

Son yillarda, 6nemli tarimsal iriinlerde fungal hastaliklarla miicadelede yasal,
kiiltirel, fiziksel, biyolojik, kimyasal ve entegre miicadele gibi metodlari i¢ine alan
geneneksel miicadele yoOntemlerine alternatif veya destekleyici miicadele
yaklagimlari iizerinde durulmaktadir. Bu alternatif yaklasimlar igerisinde en yogun
caligilan konulardan birisi de biyotik ve abiyotik uyaricilar kullanilarak bitkide
dayanikliligin tesviki ile hastaliklar1 kontrol alina alinmasidir. Abiyotik uyaricilar
arasinda salisilik asit, butirik asit izomerleri, metil jasmonat, sodyum ve potasyum
tuzlar gibi cesitli kimyasallar tercih edilmekte ve farkli bitki patojen sistemlerinde
hastalig1 engelleyici veya azaltict yonde etkili olmaktadirlar. Hastalik {izerine asil

etkiler hastalik bitkiye girmeden once dayaniklilik mekanizmalarinin uyarilmasi



esasimna dayanmaktadir. Kimyasallar piiskiirtme, topraga sulama suyu, tohuma
uygulama gibi farkli yontemlerle uygulandiktan sonra bitkide morfolojik veya
biyokimyasal dayaniklilik mekanizmalar1 tesvik edilmekte ve hastaliklara karsi etkili
olmaktadirlar. Biyotik ve abiyotik tesvik edicicilerin uygulanmasi sonrasi bitkide
sistemik kazanilmis dayaniklilik ve tesvik edilmis sistemik dayaniklilik sonucu
hastaliklar1 dolayli olarak higbir genetik 6zelligi degistirmeden kontrol altina
alinabilmektedir (Oostendorp vd., 2001; Aziz vd., 2006; Choudhary vd., 2007;
Borges ve Sandalio, 2015). Salisilik asit biitirik asit izomerleri sodyum ve potasyum
tuzlar gibi dayaniklilig1 tesvik edici bazi uygulamalarin hastaliklar1 azaltict etkileri,
sebzeler ve diger bazi tarimsal iirlinlerde ortaya konulmustur (Louws vd., 2001;

Karamanli vd., 2004; Ozgénen ve Erkilig, 2007; Ozgonen ve Karatas, 2013).

Baglarda olii kola kars1 miicadele yapilmadigi takdirde ciddi ekonomik kayiplar
meydana gelmektedir. Bu amagla hastalik etmenine kars1 dayanikliligi tesvik edici
kimyasallardan salisilik asit, DL-f-amino-n-biitirik asit, Gamma amino-biitirik asit,
mono-potasyum fosfat (KH,PO,)’1n asmada 6lii kol lizerine etkilerinin in vitro ve in

vivo’da belirlenmesi amaclanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Abo Rehab vd. (2013), Misir’in dort farkli lokasyonunda baglarda asinin basarisizligi
ile iliskili hastaliklar hastaliklar1 arastirmistir. Calismada, Phomopsis viticola ve
Botryodiplodia theobromae’nin tiim lokasyonlarda asilanmis fidanlarda en yaygin
patojenler oldugu ortaya konulmustur. Diger hastalik sebepleri arasinda, Phoma sp.,
Fusarium solani ve Alternaria solani tanmlanmistir. Onemli hastaliklarin
miicadelesinde kimyasal ve biyolojik metodlar kullanilmistir. Kimyasal miicadelede,
Thiophanate-methyl etken maddeli Topsin M 70% (WP) ve Carbendazim etken
maddeli Kemazed 50% (WP) iyi sonucu verirken; Boscalid, Pyraclostrobin etken
maddeli Billis 38% (WG), Triforine etken maddeli Saprol 19% (DC), Dodina etken
maddeli Syllit 40% (SC) ve Penconazole etken maddeli Conazol 10% (EC)’un da
belirli  diizeylerde hastaliklar1 azalttigi  belirlenmistir. ~ Alternatif ~ kontrol
metodlarindan, Bio-Zied (Trichoderma album), Rhizo-in (Bacillus subtilis) ve Bio-
Arc (Bacillus megaterium) hastalik siddetini sirasiyla %40.06, %26.92 ve %25.18

oranlarinda azaltmistir.

Bagda bazi hastaliklara karst biyolojik miicadele etmenleri kullanilarak
dayanikliligin tesvik edilmesi ile ilgili Palmieri vd. (2012), tarafindan yapilan bir
caligmada, Trichoderma harzianum (T39 irki) ile onceden inokulasyon yapilmis
bitkilerde yapraklarda hiicresel diizeyde hastalia kars1 dayamiklilik tepkileri

olusturuldugu bildirilmistir.

Son yillarda bitkilerde dayanikliligin tesviki ile bitki hastaliklarin kontrolii ile ilgili
yapilan calismalar artmistir. Biyotik ve abiyotik uyaricilar ile dayanikliligin tesviki
bitki hastaliklariin kontroliinde popiiler uygulamalar olarak glindeme gelmis ve
halen bu konuda arastirmalar siirmektedir. Ozellikle sistemik kazanilmis dayaniklilik
(SAR) ve tesvik edilmis sistemik dayaniklilik (ISR) tesviki icin farkli ticari
kimyasallar gelistirilmesi yoniinde caligmalar hiz kazanmis ve bu konuda
gelistirilmis iirlinler piyasaya arz edilmistir. Dayaniklilig1 tesvik edici 6zellige sahip
ve ticari olarak gelistirilmis bazi iiriinler Actigard TM (Novartis), Messenger TM
(Eden Bioscience), Acibenzolar—-S—Methyl, Humiforte (Inagrosa), Crop-Set



(Improcrop) ve ISR 2000 (Improcrop) sayilabilir. Bu kimyasallara bitki aktivatorii de
denmektedir. (Yiicer, 2007).

Bagda kitosan uygulamasmin bitki savunma reaksiyonlarini tesvik etmede yeterli
oldugu ortaya konulmustur. Dayaniklilik mekanizmalarindan fitoaleksin birikimi,
trans- ve cis-resveratrol ve bunlarin tiirevleri olan e-viniferin ve piceid asma
yapraklarinda yiiksek oranda bulunmustur. En yiiksek fitoaleksin iiretimi 48 saat
sonra 200 pg/ml kitin uygulanmis bitki kisimlarinda goézlenmistir. Asma
yapraklarinin yiiksek oranda kitin uygulanmasi sonrasinda kitinaz ve 3-1,3-glukanaz
aktivitelerinde artis gozlenmistir. Kitinin ve bakir siilfatin birlikte uygulanmasi
sonucu giiclii bir sekilde fitoaleksin birikimi gerceklesmistir. Bakir siilfatin diisiik
konsantrasyonlarda bile tek basmma uygulanmasi ile asma yapraklarinda yiiksek
miktarda fitoaleksin birikimi olmustur. Sonug olarak kitin ve bakir siilfatin tek veya
kombinasyon halinde uygulanmas1 Botrytis cinerea ve Plasmopara viticola’ya karsi

basariyla kullanilabilecegi ortaya konulmustur (Aziz vd., 2006).

Nita vd. (2006), Ohio’da fungisitlerin tedavi edici etkisini belirlemek amaciyla bitki
stirgiin ve yapraklarina virtilensi yiiksek P. viticola asilanmadan 6nce ve sonra
puiskiirtme yoluyla uygulanan azoxystrobin ve mancozeb etkili maddelerinin hastalik

gelisimini durdurmadig fakat koruyucu etkiye sahip oldugu belirtilmistir.

Hamiduzzaman (2005), Plasmopara viticola’nin duyarli Chasselas ve dayanikli
Solaris asma ¢esidinde B-amino-butirik asitin (BABA), Jasmonik asit (JA),
Benzathiadiazole (BTH) ve absisik asit (ABA)’nin sporulasyonu ve bitkide
dayaniklilik mekanizmast iizerine etkilerini arastirmistir. BABA uygulanmis
dayanikli ve hassas cesitlerde P. viticola’nin sporulasyonu azaltilmis; BTH ve
ABA’nin hastalik {izerine herhangi bir etkisi olmamistir. BABA uygulanmis

bitkilerde fenolik bilesiklerin miktarinda artiglar meydana gelmistir.

Klasik pestisitlerin aksine dayanikliligi tesvik edici kimyasallar veya bitki
aktivatorleri dogrudan hastalik etmeni iizerine etkili olmayip bitkilerde morfolojik
veya biyokimyasal dayaniklilik faktorlerini aktive ederek etki ederler. Bitki
aktivatorlerinin bir¢ok bitki ve liriinde dayanimu arttirict yonde etkili oldugu ve bunu

da uygulanan bitkideki dayanimi aktive eden genleri uyararak gerceklestirdigi



belirlenmistir. Bu yeni sistemle hem bitki koruma hem de bitki yetistiriciligi

konularinda yeni bir donem agilmistir (Vallad ve Goodman, 2004).

Bitki aktivatorlerinin tarim {riinlerinin ihracatinda pestisit kalintilar1 nedeniyle
yagsanan olumsuzluklarin en aza indirilmesinde Onemli bir rol {istlenecegi ve
tireticiler arasinda geleneksel kimyasal kontrol metotlarmma alternatif veya

destekleyici olarak daha ¢ok tercih edilecegi diisiiniilmektedir (Anonim, 2002).

Patojenite ile ilgili proteinlerden farkli olarak fitoaleksinler gibi antifungal savunma
mekanizmalarinin bag hastaliklarina karst bitki direncini arttirmada énemli oldugu
bildirilmistir. Bunlardan stileben’ler savunma mekanizmalarinda rol oynayan ve iyi
karakterize edilmis maddelerdir. Bu maddelerin {iretimi anahtar role sahip olan
major fitoaleksin olan trans-resveratrol iireten stilbene synthase enzimine baglhdir.
Bu diphenol asmada diger fitoaleksinlere metabolize olur. Resveratrol funguslarin
kolonizasyonuna kars1 iyi biyolojik aktiviteye sahip bir fitoaleksindir. Bu fitoaleksin
yapraklarda ve meyve kabuklarinda fungal enfeksiyonlar, UV radyasyon ve
kimyasallara tepki olarak sentezlenir. Resveratrol 6zellikle B. cinerea, Plasmopara
viticola ve Phomopsis viticola enfeksiyonlarina karsi sentezlenmektedir (Jeandet vd.,
2002).

Mostert (2000), Giiney Afrika’daki bag alanlarinda Phomopsis viticola’nin
karakterizasyonu ve miicadelesi iizerinde bir g¢alisma yiiriitmiistir. Bolgede P.
viticola Taxon 1 ve 2 izole edilmis ve karakterizayonu yapilmistir. Yine P.
viticola’ya kars1 9 fungisitin (azoxystrobin, flusilazole, folpet, fosetyl Al+mancozeb,
kresoxim-methyl, mancozeb, penconazole, spiroxamine ve trifloxystrobin) in
vitro’da misel gelisimi ve spor ¢imlenmesi {izerine etkileri test edilmis ve calisma
sonucunda; strobilurin grubu fungisitlerin P. viticola’nin misel gelisimini ve spor

¢imlenmesini inhibe ettigi ortaya konulmustur.

Napier ve Oosthuyse (1999), pek ¢ok iiriin bitkisindeki (elma, bag, seftali, nektarin,
hiyar, giil, kavun ve mango) kiilleme tiirlerine (Oidium mangifera, Podosphaera
leucotricha, Sphaerotheca pannosa, S. fuliginea, Uncinula necator ve digerleri) karsi
monopotasyum fosfat’in etkinligini bitkinin iist aksamina piiskiirtme seklinde ve

diger konvensiyonel fungisitlerle ilaglama programi dahilinde uygulamis ve



sonuglar1 degerlendirmislerdir. MKP’m tek veya diger fungisitlerle ilaglama
programlar1 icerisinde uygulandiklarinda kiilleme etmenlerini basariyla kontrol
ettikleri gozlenmistir.  Hazirlanan ilaglama programi ile hastalik orant %50
azaltilmistir. MKP’1n pek ¢ok iiriin bitkisinde uyumlu fungisitlerle uygulanabilecegi
ve hastaliklar1 kontrol altinda tutabilecegi kanisina varilmistir. Ancak etkinligin
dogal olarak bitkinin bulundugu ortam kosullar1 ve hastalik baskisiyla dogrudan
iliskili oldugu bildirilmistir. Bunun yan1 sira IPM dahilinde diisiik maliyet ve kalinti

problemi olmadan miicadele yapilabilecegi ifade edilmistir.

Cohen vd. (1999), tarafindan yapilan bir ¢alismada, BABA (DL-3-aminobutirik
asit)’in bagda mildiyé (Plasmopara viticola)’ya karsi lokal ve sistemik etkisini
calismislardir. Calisma sonucunda bir protein olmayan aminoasit olan BABA nin
0,25 mM konsantrasyonunun histokimyasal analizlerle fungusun doku
kolonizasyonunun engelledigi ortaya konulmustur. Aminobutirik’in diger izomerleri
(L-2-aminbutirik asit, 2-aminobutirik asit, DL-2-aminobutirik asit (AABA), DL-3-
aminobutirik asit, 4-aminobutirik asit (GABA) nin mildiyoye karsi etkili olmadig:

gozlenmistir.

Salisilik asit bitkilerde dayaniklilig: tesvik edici kimyasallardan birisi olup in vitro ve
in vivo’da hastaliklarin gelisimini azalttigi bildirilmistir. Bitkinin yapraklarina
disaridan salisilik asit uygulandiginda, yapraklarin hiicreleraras1 bosluklarinda

salisilik asit-B-glukozidaz aktivitesinin ortaya ¢iktig1 saptanmistir (Davies, 1995).

Yildirim vd. (1995), oxadixyl+mancozeb, cymoxanil+mancozeb, mancozeb, metiram
complex ve bakir hidroksit i¢eren preparatlarin P. viticola’nin PDA iizerinde koloni
gelisimi  ve sporulasyonuna etkileri ile dogada siirglin iizerinde olusmus
piknidiumlarin aktivitelerini arastirmislardir. 100pg/ml dozunda oxadixyl+mancozeb
ve cymoxanil+mancozeb’de koloni gelisimi olmamistir. Ayrica bakir hidroksit harig
diger fungisitler koloni gelisimini 3ppm dozundan itibaren etkilemistir.
Oxadixyl+mancozeb’in piknidial aktiviteyi azaltmada basarili oldugu ve kis
miicadelesinde onerilen bordo bulamacinin etki formu olan bakir hidroksit’in

piknidial aktiviteye etkisinin az oldugu saptanmaistir.



Hoos ve Blaich (1990), tarafindan yapilan bir arastirmada, resveratrol igeren kat1 besi
ortamina Botrytis inokulasyonu sonrasi fungusun ¢imlenen sporlarinda bozulmalar
ve Olimler gozlenmistir. Benzer sekilde 50 ppm ve iizeri konsantrasyonda
resveratrolun Botrytis ve Phomopsis Kkolonilerinin  gelisimini  durdurdugu
gbzlenmistir. Resveratrolun 500 ppm konsantrasyonu, fungal kolonilerin kenarinda

kahverengi pigmentasyona neden olmustur.

Bitki aktivatorleri biyotik ve abiyotik kaynakli olmalarina gore genelde bitkilerde
sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR) ve uyarilmis sistemik dayamiklilik (ISR)
mekanizmalarini uyararak hastaliklara karsi dayaniklilik gostermelerini saglarlar.
SAR mekanizmasinda patojen, bitkiyi hormon (salisilik asit ve jasmonik asit) ve PR
proteini iiretmesi i¢in uyarir. ISR mekanizmasinda; patojen olmayan bir uyarici,
bitkiyi patojenleri etkisiz hale getirmek i¢in fitoaleksin, bitki hiicre giiclendiricileri

vs. liretimi konusunda uyarir (Sequeira, 1983).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini Phomopsis viticola ile bulasik bitki materyali, hastaliga
kars1 etkinligi denenecek dayanikliligi tesvik edici kimyasallar DL-B-amino-n-biitirik
asit (BABA), Gamma amino-biitirik asit (GABA), Mono-potasyum fosfat-MKP
(KH,PQ,), Salisilik asit (SA); standart ilag olarak bir koruyucu ve bir sistemik
fungisit olan sirasiyla bakir hidroksit (CUOH) ve azoxystrobin+propineb (AZS)
olusturmaktadir (Cizelge 3.1).

Calismada kullanilan Phomopsis viticola izolatlari, Manisa ilinin farkli ilgelerinden
toplanan hastalikli bitki orneklerinden izole edilmistir (Sekil 3.1). Elde edilen
izolatlar arasindan patojenite testleri sonucunda viriilensi en yiiksek olan izolat,
calismanin daha sonraki asamalarinda kullanmilmistir. Bitki denemelerinde Sultani

¢ekirdeksiz tiziim ¢esidinin fidanlar1 kullanilmistir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Denemelerde kullanilan kimyasallar ve dozlar1

Doz (ppm)
Kimyasallar Ticari adi Etki sekli
In vitro In vivo
AzoXystrobin Quadris 0-300 80ml/100Lsu  Sistemik
+Propineb
Bakir Hidroksit Kocide 0-600 400 g/ 100Lsu Koruyucu
. MP
pamno-n- Biomedicals,  0-1000 100-500-1000 B.A
541-48-0
Y-amino- Merck 0-1000 100-500-1000 B.A
butirik asit
Merck,
Salisilik asit 54404331 0-1000 100-300-600 B.A
548
Monopotasyum Merck,
fosfat AM1089673 0-1000 100-500-1000 B.A
644

B.A: Bitki Aktivatori



Sekil 3.1. Phomopsis viticola ile bulasik bitki materyali (solda), Sultani ¢ekirdeksiz
iizlim fidani (sagda)

3.2. Yontem

3.2.1. izolasyon ve patojenite ¢cahsmalari

Asmada 6lii kol hastaligina sebep olan Phomopsis viticola izolatlari, Manisa ilinin
Akhisar, Saruhanli, Sehzadeler, Turgutlu ve Yunusemre il¢elerinden alinmis olan

hastalikl1 bitki 6rneklerinden izole edilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Phomopsis viticola ile bulasik hastalikli bitkilerin toplandigi ilgeler

Bag dikim Alinan 6rnek

lge alani1 (da) sayisi (adet)
Akhisar 18600 2
Saruhanli 90700 9
Sehzadeler 71500 7
Turgutlu 77500 8
Yunusemre 22000 2
TOPLAM 280300 28

Hastalikli bitki ornekleri toplanarak laboratuvara getirilmis ve rutin izolasyon
yontemi ile P. viticola izolatlar1 elde edilmistir (Sekil 3.2). Hastalikli siirgiinlerdeki
tomurcuk, yaprak ve govdede piknid gozlenen koyu renkli lezyonlarin bulundugu
dokulardan kiigiik pargalar kesilmis ve %1°lik sodyumhipoklorit solusyonunda 1 dk
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stireyle ylizeysel dezenfeksiyon iglemi yapildiktan sonra 2 kez steril distile su ile

yikanmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.3. Kiiltiire alinmis bitki dokulari

Yikanan pargalar fazla neminin giderilmesi amaciyla steril kurutma kagidi tizerinde
15-20 dk bekletilmistir. izolasyonlar Patates Dekstroz Agar (PDA)’da yapilmis ve
Petri kaplar1 25°C’de 7 giin siireyle inkiibe edilmistir (Sekil 3.3). Phomopsis viticola
izolatlar1 konidilerin tipik morfolojik karakterine gore tanilanmistir. Gelisen

kolonilerden patates dekstroz agar lizerinde kiiltiire alinmis ve benzer kosullarda
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inkiibe edilmistir. Patojenite testi calismalari Sultani ¢ekirdeksiz iiziim g¢esidi
stirgiinlerinde yiiriitiilmiistiir. Bitkinin 30 cm uzunlugundaki siirgiinleri patojenite
testinde kullanilmistir (Sekil 3.4). Patojenite testinde her bir izolat i¢in 5 fidan
kullanilmis her fidanda 3 siirgiin degerlendirilmistir (TAGEM, 2019).

Siirgiin %1°lik sodyum hipoklorit solusyonu ile 2 dk. ylizeysel olarak dezenfekte
edilmis ve distile su ile yikanmigtir. Siirgiinlerin 5 farkli noktasmna 10 puL miktarda
1x10° konidi mL™ ile inokule edilmistir. Kontrole aym miktarda steril distile su
damlatilmigtir. Bitki materyalleri nemli toprak igeren plastik kiivetlere dikilmis ve
23°C’de 14 giin siireyle inkiibe edilmistir (Sekil 3.5). Patojenite testi sonucunda
viriilensi en yliksek izolat calismanin daha sonraki asamalarinda kullanilmistir.
Hastalik degerlendirmesinde kullanilan 0-4 skalasi asagidaki gibidir (TAGEM,
2017).

0: Enfeksiyon yok; siirgiinler tamamen temiz

1:Hafif enfeksiyon; siirgiinde lezyonlarin kapladig: alan %10°a kadar
2:Orta enfeksiyon; siirgiinde lezyonlarin kapladigi alan %11- %25
3:Onemli enfeksiyon; siirgiinde lezyonlarm kapladig: alan %26 - %40

4:Agir enfeksiyon; siirglinde lezyonlarin kapladigi alan %40°dan fazla

Sekil 3.4. Patojenite testinde kullanilan 30 cm siirgiin uzunlugana sahip asma
fidanlar
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3.2.2. Dayamklihg tesvik edici kimyasallarin in vitro’da Phomopsis viticola’nin

misel gelisimi iizerine etkileri

Dayaniklilig1 tesvik edici kimyasallarin Phomopsis viticola’nin misel gelisimine olan
etkisinin saptanmasi amaciyla kimyasallarin 0-1000 ppm arasit konsantrasyonlari
denenmistir. Dayaniklilig1 tesvik edici kimyasallarin konsantrasyonlarin1 hazirlamak
amaciyla 150 ml’lik erlenmayerler icerisine 100 ml’lik Patetes Dekstroz Agar ortami

hazirlanmis ve otoklav edildikten sonra su banyosunda 48°C’ye sogutulmustur.

Icerisine yukarida sozii edilen kimyasallar farkli konsantrasyonlarda ilave edilmistir.
Kimyasal ilave edilmis olan ortamlar Petri kaplarina esit bir sekilde dokiilmiistiir.

Deneme bir doz ve izolat i¢in 8 tekerriirlii olacak sekilde kurulmustur (Sekil 3.5).

Patojenin 5 giinliik kiiltiirinden 6 mm c¢apli bir misel diskleri alinarak petriler
inokule edilmis ve 24°C’de inkiibe edilmistir. Kontrol petrilerdeki fungus petriyi
kaplamadan Oncesine kadar petrilerdeki patojenin gelisimine izin verilmis ve daha
sonra koloni caplart Olglilmiistiir. Koloni ¢api Olglimleri sonucunda elde edilen
degerlere varyans analizi ve Tukey c¢oklu karsilastirma testleri uygulanarak
uygulamalarin  birbirlerinden farkliliklar1 ortaya konulmustur. Kimyasallarin
patojenin misel gelisimine olan % etkileri ise Abbott formiilii ile hesaplanmigstir
(Karman, 1971).

Sekil 3.5. In vitro denemelerin kurulmasi asamasi

13



3.2.3. Dayanikhihg tesvik edici kimyasallarin Phomopsis viticola’nin asma

fidanlarinda hastalik olusturmasi iizerine etkileri

Bir yasinda olan asma fidanlar1 24°C sicaklik, 8000 liix 1s1k siddeti ve 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik kosullarin saglandigi iklimlendirme kabininde siirgiin

gelisimine tegvik edilmistir (Sekil 3.6).

Kimyasallarin in vitro sonuglarina gére en etkili 3 doz belirlenmistir. Uygulamalarda
hicbir sey uygulanmamis negatif kontrol ve sadece patojen uygulamasi yapilan
pozitif kontrol yer almistir. Viriilensi yiiksek olarak bulunan Phomopsis viticola
izolatinin Patates Dekstroz Agar ilizerinde gelistirilmis 10 giinliik kiiltiiriiniin tizerine
steril distile su dokiilerek spatiil ile kazinmig ve bdylece sporlarin suya gegmesi
saglanmistir. Bu siispansiyon 2 kat tiilbentten gecirilmis ve miselyum kalintilari

siispansiyondan uzaklastirilmistir.

Sekil 3.6. iklimlendirme kabininde bulunan bir yasindaki asma fidanlar

Thoma laminda sayilarak konsantrasyonu 1x10° spor ml™

ye ayarlanmis spor
siispansiyonu, dayaniklilig tesvik edici kimyasallarin uygulamasindan 1 giin sonra el

spreyi ile fidanlara piiskiirtiilmistiir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Dayaniklilig1 tesvik edici kimyasallarin el spreyi ile asma fidanlarina
puiskiirtiilmesi

Yiiksek nem kosullarinin saglanmasi icin, 48 saat siireyle fidanlar seffaf polietilen
torbalar icerisinde tutulmustur. Deneme 3 tekerriirlii olarak kurulmustur.
Degerlendirme, hastalik skalas1 kullanilarak yapilmistir (TAGEM, 2017). Hastalik
siddeti inokulasyondan 15 giin sonra degerlendirilmistir. Yiizde etkiler ise Abbott

formiilii ile hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Phomopsis viticola izolasyonu ve Patojenite Calismalar

Manisa’nin Akhisar, Saruhanli, Sehzadeler, Turgutlu, Yunusemre il¢elerinden alinan
hastalikl1 bitki orneklerinden yapilan izolasyonlar sonucunda toplam 28 adet P.

viticola izolati elde edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Phomopsis viticola izolatlarinin hastalik indeksi ve hastalik siddeti

Ilce Izolat Sayisi Izolat No Hastalik indeksi Hastalz(l;();hddeu
. Pv-Al 3,4 85,0
g khisdy 2 Pv-A2 3.2 80,0
Pv-S1 2,6 65,0
Pv-S2 2,73 68,3
Pv-S3 2,67 66,7
Pv-S4 2,8 70,0
Saruhanli 9 Pv-S5 2,0 50,0
Pv-S6 2,27 56,7
Pv-S7 1,87 46,7
Pv-S8 2,3 58,3
Pv-S9 2,67 66,7
Pv-S1 3.8 95,0
PV-S2 3,47 86,7
Pv-S3 2,93 73,3
Sehzadeler 7 Pv-S4 3,4 85,0
Pv-S5 3,07 76,7
PV-S6 32 80,0
PV-S7 28 70,0
Pv-T1 3,47 86,7
Pv-T2 3,67 91,7
Pv-T3 3,3 83,3
Pv-T4 3,73 93,3
Turgutlu 8 PV-T5 267 66,7
Pv-T6 3,13 78,3
Pv-T7 2,87 71,7
Pv-T8 34 85,0
Pv-Y1 3,6 90,0
Yunusemre 2

Pv-Y2 3,27 81,7

Toplam 28
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Yapilan patojenite testleri sonucunda izolatlar arasinda degisen oranlarda hastalik
siddeti (%) elde edilmistir. Calismanin daha sonraki asamalarinda %95 hastalik
siddeti degerine sahip olan Sehzadeler ilgesinden elde edilen Pv-S1 nolu izolat
kullanilmustir (Sekil 4.1; Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Phomopsis viticola’nin asma yapragi ve siirgiindeki belirtisi.

Sekil 4.2. Phomopsis viticola’nin geng siirgiindeki belirtisi.
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Akgul vd. (2015), son yillarda Ege Bélgesi’nin Manisa ve Izmir illerinde bag
alanlarinda 6zellikle Sultana c¢esidinde fungal govde hastaliklarinin 6nemini
vurgulamiglardir.  Govde hastaliklar1 kompleksi igerisinde O6zellikle Diaporthe
(Phomopsis) ampelina’nin yaygin olarak bulundugu ve elde edilen izolatlarn
patojenite testi sonucunda da govde lizerinde 34.6 mm lezyon uzunlugu meydana

getirdigi bildirilmistir.

4.2. Dayamkhihg: Tesvik Edici Kimyasallarin in vitro’da Phomopsis viticola’min
Misel Gelisimine Etkileri

In vitro denemelerde azoxystrobin, bakir hidroksit, f-amino biitirik asit (BABA), y-
amino biitirik asit (GABA), monopotasyum fosfat (MKP), salisilik asit (SA)’in in

vitro’da Phomopsis viticola’nin misel gelisimine etkileri belirlenmistir.

Azoxystrobin’in 0-300 ppm konsantrasyonlarinin Phomopsis viticola’nin in vitro’da
misel gelisimine etkileri denenmis ve sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.
Azoxystrobin artan konsatrasyonlarda P. viticola’nin misel gelisimini azaltmistir. En
yiiksek konsantrasyon olan 300 ppm’de misel gelisimini tamamen inhibe etmistir
(Sekil 4.3).

Cizelge 4.2. Azoxystrobin’in Phomopsis viticola’nin in vitro’da misel gelisimi
iizerine etkileri

Konsantrasyon (ppm) Koloni ¢gap1 (mm)*  Etki (%)

Kontrol 86.1e -

1 59.1d 31.4
10 53.8d 37.5
50 13.0 bc 84.9
100 105b 87.8
200 9.8b 88.6
300 0.00a 100.0

* Ayni siitun igerisinde farkli harf igeren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistiksel olarak
farklidir.

Mostert vd. (2000), in vitro’da P. viticola’nin misel gelisimi ve spor ¢imlenmesi
lizerine azoxystrobin’in de ic¢inde bulundugu dokuz farkli etken maddeye sahip

fungisitlerin etkilerini inceledikleri ¢alismada, misel gelisimi {izerine flusilazole,
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penconazole ve trifloxystrobin diisikk konsantrasyonlarda bile en iyi sonugu verdigi
ortaya konulmustur. Bizim g¢alismamamizin tam aksine azoxystrobin hem misel
gelisimine hem de spor ¢imlenmesine diger fungisitlere oranla daha diisiik diizeyde
etki gostermistir. Bu sonuglardaki farkliliklar P. viticola’nin izolatlar1 arasindaki
farkliliklarindan kaynaklanmisg olabilir. Diger yandan, Gajbhiye vd, (2011) tarafindan
yapilan baska bir calismada, hastalik kontroliinde uygulanan azoxystrobin’in MRL
degerinin diisiik oldugunu saptamiglardir. Yapilan in vitro denemeler sonucunda,
azoxystrobin’in 0-200 ppm arasindaki dozlar1 patojenin misel gelisiminde azalma
sonuglamig, c¢alismamiza benzer sekilde 300 ppm konsantrasyonda ise misel

gelisimini tamamen durdurdugu gézlenmistir.

Sekil 4.3. Azoxystrobin’in in vitro’da P. viticola’nin misel gelisimine etkileri

Bakir hidroksitin 0-600 ppm konsantrasyonlarmin P. viticola’nin misel gelisimine
etkileri denenmis ve sonuglar Cizelge 4.3’de verilmistir. Bakir hidroksit artan
konsantrasyonlarda P. viticola’nin misel gelisimini azaltmis ve 600 ppm

konsantrasyonda tamamen durdurmustur (Sekil 4.4).
Diinya’da yaygin olarak kullanilan bakir iyonlari, genellikle Cu I ve Cu II

oksidasyonu  arasindaki  de8isime egiliminden ve sonunda  dogadaki

detoksifikasyonundan dolayi toksik etki yapmaktadir (Kaur vd., 2017).

19



Cizelge 4.3. Bakir hidroksitin Phomopsis viticola’nin in vitro’da misel gelisimi
tizerine etkileri

Konsantrasyon (ppm) Koloni ¢apt (mm)*  Etki (%)

Kontrol 86.19g -
100 68.7 f 20.2
200 538e 37.9
300 43.9d 49.0
400 30.0c 65.2
500 11.3b 86.9
600 0.00a 100.0

* Ayni siitun igerisinde farkli harf igeren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistiksel olarak
farklidir.

BAKIR HIDROKSIT
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Sekil 4.4. Bakir hidroksit’in in vitro’da P. viticola’nin misel gelisimine etkileri

Zimowska, (2006), bakir hidroksit igeren fungisitlerin Seimatosporium hypericinum
hastalik etmenine kars1 oldukga etkili oldugunu ve misel gelismesini durdurdugunu
bildirmistir. EI-Habbaa vd. (2016), Kocide 2000 ticari isimli bakir hidroksit igeren
fungisitin in vitro’da 0-1000 pg/ml konsantrasyonlariin etkisi denenmis, 600 ug/ml
ve lizeri dozlarinda hastalik etmenini misel gelisimini tamamen durdurdugu
bildirilmigtir. Bakir hidroksit igeren fungisitlerin 6lii kol etmenine karsi etkileri
lizerine yapilan ¢alismalarin sonuclari, yaptigimiz ¢alismanin sonuclarin1 destekler

niteliktedir.
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BABA, 0-1000 ppm konsantrasyonlarinin in vitro’da P. viticola’nin misel gelisimine
etkileri belirlenmistir (Cizelge 4.4). BABA artan konsantrasyonlarda misel geligimini
kontrole kiyasla azaltmis ancak tamamen durduramamistir. S6z konusu kimyasal
1000 ppm konsantrasyonda bile P. viticola’nin misel gelisimini %51.6 oraninda
azaltabilmistir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.4. DL-B-amino-n-biitirik asit Phomopsis viticola’nin in vitro’da misel
gelisimi tizerine etkileri

Konsantrasyon (ppm) Koloni gapt (mm)*  Etki (%)

Kontrol 86.1¢
100 69.4 d 19.4
200 68.1d 20.9
300 68.6 cd 20.3
400 65.6 C 23.8
500 62.1c 27.9
600 61.9¢c 28.1
700 60.1c 30.2
800 51.0ab 40.8
900 49.1a 43.0
1000 41.7 a 51.6

* Ay siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistiksel olarak
farklidir.

DL-BETA-AMINO-N-BUTIRIK ASIT!

Sekil 4.5. BABA’in in vitro’da P. viticola’nin misel gelisimine etkileri
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Protein yapisinda olmayan bir amino asit olan B-amino biitirik asit, asmada P.
viticola’ya kars1 uyarilmis dayaniklilik mekanizmalari araciligiyla kullanilmaktadir.
Aziz vd. (2003), Botrytis cinerea ve P. viticola’ya kars1 p-1,3-glucan laminarin’in
savunma mekanizmasinda gii¢lii etkileri oldugunu bildirmistir. DL-B-amino biitirik
asit, c¢esitli Dbitkilerdeki mikrobiyal patojenlere karst savunma genlerini
kuvvetlendiren bir yapiya sahiptir. Bu madde toprak ve yaprak kokenli hastaliklara
kars1t bitkilerin savunma aktivitesini etkin hale getirmektedir (Cohen, 2000).
BABA’in bagda diger hastaliklara karsi etkisi de ortaya konulmustur. Nitekim,
Hamiduzzaman (2005), DL-B-amino biitirik asit’in Plasmopara viticola’nin yaprak
belirtileri ve sporangium olusumunu kontrolle kiyaslandiginda azalttigini ancak yine
de nekrotik lekelenmelerin meydana geldigini bildirmistir. Yapilan arastirmalar
incelendiginde, B-amino biitirik asit’in  hastaligi azalttigim1 ancak tamamen

engellemedigini ortaya koymaktadir.

Butirik asit izomerlerinden, GABA ise in vitro’da 0-1000 arasi denenen tiim
konsantrasyonlarinda P. viticola’nin misel gelismesini azaltmistir. GABA’nin 1000
ppm konsantrasyonu patojenin misel gelismesini %41.8 oraninda azaltmistir (Cizelge
4.5; Sekil 4.6).

Cizelge 4.5. y-amino biitirik asitin Phomopsis viticola’nin in vitro’da misel gelisimi
tizerine etkileri

Konsantrasyon (ppm) Koloni ¢gap1 (mm)*  Etki (%)

Kontrol 86.1d
100 76.1¢c 11.6
200 75.1c 12.8
300 68.9b 20.0
400 65.6 b 23.8
500 64.4 Db 25.2
600 62.8 b 27.1
700 59.2 ab 31.2
800 55.0 a 36.1
900 50.9 a 40.9
1000 50.1a 41.8

* Ay siitun igerisinde farkli harf igeren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistiksel olarak
farklidir.
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Sekil 4.6. GABA’in in vitro’da P. viticola’nin misel gelisimine etkileri

Kadioglu (2013), yaptigl calismada, GABA’nin 1-1000 ug/ml
konsantrasyonlarindaki P. capsici misel gelismeleri kontrole gore 6nemli oranda
farkli bulunmamistir. GABA konsantrasyon artisiyla misel gelismesini azaltsa da

tamamen engellememistir.

MKP’m 0-1000 ppm konsantrasyonlarinin P. viticola’nin in vitro’da misel

gelisimine etkileri Cizelge 4.6°da verilmistir.

Cizelge 4.6. Monopotasyum fosfatin Phomopsis viticola’nin in vitro’da misel
gelisimi lizerine etkileri

Konsantrasyon (ppm) Koloni ¢gap1 (mm)*  Etki (%)

Kontrol 86.1¢e
100 71.4d 17.1
200 69.0d 19.9
300 68.8 cd 20.1
400 65.0 c 24.5
500 59.5¢ 30.9
600 58.4 ¢ 32.2
700 53.6Db 37.7
800 49.5 ab 425
900 49.3a 42.7
1000 39.0a 54.7

* Ayni siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistiksel olarak
farklidir.
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MKP’m 0-1000 ppm konsantrasyonlarinin P. viticola’nin in vitro’da misel
gelisimine etkileri Cizelge 4.6’da verilmistir. MKP konsantrasyon artisiyla birlikte
misel gelisiminde azalma sonug¢lamis ancak en yiiksek konsantrasyon olan 1000

ppm’de bile ancak %54.7 oraninda etki gdsterdigi belirlenmistir (Sekil 4.7).

MONOPOTASYUM FOSFAT
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Sekil 4.7. MKP’1n in vitro’da P. viticola’nin misel geligsimine etkileri

Calismamizda monopotasyum fosfatin yiiksek konsantrasyonlarinda P. viticola’nin
misel gelisimini ancak %54.7 oraninda azaltabilmistir. Bunun tam aksine Aslan
(2015) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, bazi1 patojen funguslara kars1 sentetik
fungisitlere alternatif olarak monopotasyum fosfat (KH,PO4) ve dipotasyum fosfat
(KzHPO4)’1in in vitro antifungal aktivitesini belirlemek amaciyla bir caligma
yiirtitmistiir. Mono ve dipotasyum fosfat patojenlerin misel gelismesini sirasiyla %0-
52.2 ve %0-100 oranlarinda engellemistir. Spor ¢imlenmesini ve ¢im tlipli uzamasini
her iki kimyasal igin 0-100% oraninda engellemistir. Toprak testinde dipotasyum
fosfatin %2 konsantrasyonu Sclerotinia sclerotiorum’un misel gelisimini tamamen

inhibe etmistir.

SA’in 0-600 ppm arasi konsantrasyonlarmin denendigi ¢alismada, konsantrasyon

artisiyla dogru orantili olarak P. viticola’nin in vitro’da misel gelisimini azalttig
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belirlenmigtir. SA en yiiksek konsantrasyonu olan 600 ppm’de patojenin misel

gelisimini tamamen inhibe etmistir (Cizelge 4.7; Sekil 4.8).

Cizelge 4.7. Salisilik asitin Phomopsis viticola’nin in vitro’da misel gelisimi iizerine
etkileri

Konsantrasyon (ppm) Koloni ¢apt (mm)* Etki (%)

Kontrol 86.1e
100 52.4d 39.1
200 51.1d 40.7
300 389¢c 54.8
400 325¢ 62.3
500 21.0b 75.6
600 0.00a 100.0

* Ayni siitun icerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistiksel olarak
farklidir.
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Sekil 4.8. SA’in in vitro’da P. viticola’nin misel gelisimine etkileri

Salisilik asit, C¢H4(OH)CO,H kimyasal formiillii bir beta hidroksi asittir. Bu organik
asit renksiz kristal yapida olup, genellikle bitkisel hormon olarak kullanilir. BitKi
patojen saldirisina maruz kaldiginda salisilik asit seviyesi yiikselirken, disaridan
salisilik asit uygulamasi yapildiginda da hastaliklara kars1 diren¢ artmaktadir (Rylas
vd., 1996; Imriz vd., 2015). Roh vd., (2005), asmada mildiyd ve antraknoza kars
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savunma sistemlerini arastirdiklar1 ¢caligmada, salisilik asitin farkli konsantrasyonlari
enfeksiyonlu bitki yapraklarinda kullanilmis ve yiliksek oranda bitkinin savunma
mekanizmalar1 aktive edilmistir. Calismamizda elde edilen sonuclar literatiir
sonuglari ile kiyaslandiginda salisilik asitin hastalik etmenlerine kars1 etkili bir beta

hidroksi asidi oldugunu kanitlar niteligindedir.

4.3. Dayamklihg Tesvik Edici Kimyasallarin in vivo’da Phomopsis viticola’nin
Hastalik Gelisimine Etkileri

In vivo denemelerde, B-amino biitirik asit (BABA), y-amino biitirik asit (GABA),
monopotasyum fosfat (MKP), salisilik asit (SA)’in 3 farkli dozu ve karsilastirma
amaciyla kullanilan azoxystrobin ile bakir hidroksit etken maddelerinin tavsiye

edilen dozlar1 kullanilmistir.

Patojen uygulanmis kontrol bitkilerde lezyon uzunlugu 61.5 mm’ye ulasmistir (Sekil
4.9). Koruyucu etkiye sahip olan bakir hidroksit ile sistemik etkiye sahip olan
azoxystobin P. viticola’nin hastalik siddetini sirasiyla %96,8 ve %91,9 oraninda
azaltmistir. Benzer sekilde, her iki kimyasal hastaligin lezyon uzunlugunu sirasiyla

%97.7 ve %96.4 oraninda azaltmistir (Sekil 4.10).

BABA artan dozlarda hastalik siddetini ve lezyon uzunlugunu azaltmistir (Cizelge
4.8). BABA’in en yiiksek dozu patojenin hastalik siddetini ve lezyon uzunlugunu

sirasiyla 85.5 ve %93.8 oraninda azaltmustir.

Cizelge 4.8. BABA’in in vivo’da Phomopsis viticola’nin hastalik siddeti lezyon
uzunlugu iizerine etkileri

Lezyon
Hastalik ~ Hastalik . Lezyon -
Uygulama i deksix  siddeti %) °EK wzunlugu* nomeE
Patojen 3.4d 86.1 - 61.5e -

BABA 100 ppm  2.3¢ 56.9 33.9 17.4d 71.7
BABA 500 ppm 1.1Db 27.8 67.7 95¢c 84.6
BABA 1000 ppm  05a 125 85.5 38D 93.8
CuOH 0.1la 2.8 96.8 l4a 97.7
AZS 0.3a 6.9 91.9 2.2a 96.4

* Ay siitun igerisinde farkli harf igeren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistiksel olarak
farklidir.
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Nita vd. (2006), viriilensi yiiksek P. viticola asilanmadan 6nce ve sonra piiskiirtme
yoluyla uygulanan azoxystrobin ve mancozeb etkili maddelerinin hastalik gelisimini
durdurmadigini bildirmislerdir. Calismamizda kullanilan izolatin viriilensi yiiksek
olmasina ragmen AZS ve CuOH hastaliga yiiksek oranda etkili olmustur. EI-Habbaa
vd. (2016), Kocide 2000 ticari isimli bakir hidroksit iceren fungisiti ortii alti asma
yetistiriciliginde o6lii kol hastalifina karst uygulamislardir. Calismada bakir
hidroksitin 600 ug/ml ve iizeri dozlarinda hastalik etmenini in vivo’da tamamen
engelledigi bildirilmistir. Bakir hidroksit igeren fungisitlerin 6lii kol etmenine karsi
etkileri iizerine yapilan g¢aligmalarin sonuglari, yaptigimiz c¢aligmanin sonuglarini

destekler niteliktedir.

-amino biitirik asit, aminobiitirik asidin iki izomerinden birisidir. Hayvanlarin yani
sira bitkilerde bulunan bu madde, esansiyel olmayan amino asit yapidadir. BABA,
bitkilerde hem fiziksel hem de biyokimyasal yollarla savunma tepkileri agiga ¢ikaran
bir kimyasaldir. Biber bitkilerinde Phytophthora capsici Leonian’a kars1 dayaniklilik
olusumunu saglamak amaciyla DL amino-n-biitirik asit (BABA) uygulamasinin 100-
500 pg/ml konsantrasyonunda %26-30 oraninda korunma saglarken, 1000-2000
ng/ml konsantrasyonunda ise %100 oraninda korunma saglamistir. Ayrica biberin 8
yaprakli doneminde BABA uygulanmasinin etkisi %90 olarak belirtilmistir (Sunwoo
vd., 1996). Ozgonen ve Erkili¢ (2007), biberde kok-kdk bogazi ¢iiriikliigiine neden
olan Phytophthora capsici Leonian etmenine karsi f-amino biitirik asit’in hastaliga
dayaniklilik mekanizmasi iizerine yaptiklari ¢caligmada, saks1 denemelerinde toprak
ve yaprak uygulamalarmin hastalik siddetini sirasiyla %60.1-84.3 ve %83.6-97.2
oraninda azalttig1 bildirilmistir. Sera ve tarla denemelerinde ise, 1 g/m2 toprak
uygulamasinda sirasiyla %70.5 ve %49.0 oranlarinda azaltirken, 500 ppm ve 2000
ppm yaprak uygulamalarinda sirasiyla %63.4 ve %46.4 oranlarinda azalttig
anlagilmistir.  Giinlimiize kadar yiiriitiilen arastirmalarda BABA’in bitki direncini
arttirarak hastalik siddetini azalttig1 ve 6nemli derece etki ettigi sonucuna varilmistir.
GABA’nin denenen tiim konsantrasyonlar1 belirli diizeyde hastalik siddetini ve

lezyon uzunlugunu azaltmstir.

GABA’nin en diisiik konsantrasyonu hastalik iizerine diislik bir etkiye sahip olsa da
en yiisek konsantrasyonu hastalik siddeti ve lezyon uzunlugunu sirasiyla %83.9 ve

%87.3 oraninda azaltmistir (Cizelge 4.9).
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Y-amino biitirik asit (GABA) engelleyici norotransmiter olarak aktif rol oynayan
kimyasal bir maddedir. Lopez vd. (2010), biberde P. capsici’ye kars1 %29.2 Gamma
amino butirik asit (GABA)+%29.2 L-glutamik asit uygulamasinin hastalik siddetini

%21 oraninda azalttig1 bildirilmistir.

Cizelge 4.9. GABA’in in vivo’da Phomopsis viticola’nin hastalik siddeti ve lezyon
uzunlugu iizerine etkileri

Lezyon
Uygulama ﬂgsétgi H?jg;ltllk % Etki ulefrflilqul* uzunlugu
; g %EtKi
Patojen 3.4d 86.1 - 615e -

GABA 100 ppm 29¢c 73.6 14.5 25.1d 59.2
GABA 500 ppm 1.4b 36.1 58.1 118 ¢ 80.8
GABA 1000 ppm 0.6a 13.9 83.9 7.8b 87.3
CuOH 0.1la 2.8 96.8 14a 97.7
AZS 0.3a 6.9 91.9 2.2a 96.4

*Ayni siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistiksel olarak
farklidir.

MKP’m ¢ farkli dozunun Phomopsis viticola’nin in vivo’da hastalik siddeti ve

lezyon uzunlugu iizerine etkileri Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. MKP’m in vivo’da Phomopsis viticola’nin hastalik siddeti ve lezyon
uzunlugu iizerine etkileri

Lezyon
Hastalik Hastalik . Lezyon <
Uygulama indeksi* siddeti % Etki uzunlugu* uﬁzrélti%u
Patojen 34c 86.1 - 61.5d -

MKP 100 ppm 2.7b 66.7 22.6 27.1c 55.9
MKP 500 ppm 1.7 ab 43.1 50.0 26.2 ¢C 57.4
MKP 1000 ppm 0.8a 20.8 75.8 9.3b 84.9
CuCOH 0.la 2.8 96.8 l4a 97.7
AZS 0.3a 6.9 91.9 2.2a 96.4

*Aym siitun igerisinde farkli harf igeren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistiksel olarak

farklidir.
MKP’1n test edilen dozlar1 patojenin hastalik siddeti lizerine %22,6-%75.8 arasinda

etki gostermistir. MKP’1n en yiiksek dozu hastaligin siirglindeki lezyon uzunlugunu

%84.9 oraninda azaltmistir.
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Monopotasyum fosfat (MKP), suda tamamen ¢oziilebilen formda olup, bitki
tarafindan alinimi yiiksek olan bir giibredir. Monopotasyum fosfat halk arasinda
MKP (0-52-34) olarak bilinen giibre cesididir. Igeriginde formiilasyonundan da
anlagilacagi lizere azot igermemesinden dolayi, azot verilmesinden kaginilan
donemlerde bitkiler i¢in en uygun potasyum ve fosfor kaynagi olarak bilinmektedir.
Huber ve Graham (1999), iyi bir giibreleme programi ile bitkilerde meydana gelen
hastaliklarin siddetinin aasaltilabilecegini bildirmislerdir. Reuveni ve Reuveni
(1998), musir bitkisinde fosfatin yapraktan uygulanmasmin hem misir pasina
(Puccinia sorgi), hem de kuzey yaprak yanikligima (Exserohilum turcicum) karsi
koruma sagladigin1 bildirmislerdir. Mitchell ve Walters (2004), arpalarda ilk
yapraklarda uygulanan fosfatin (K3PO,) ikinci yapraklarda kiilleme hastaliginin %89
oraninda azalttigin1 bildirmislerdir. Reuveni ve Reuveni (2002), meyve agaglarinda
ve bag alanlarinda meydana gelen kiilleme etmenlerine karsi uyguladiklar
monopotasyum fosfat uygulamasinin hastalik etmenine karsi etkili oldugunu, fungisit
uygulamalarint %50 oraninda azalttigim1 bildirmislerdir. Ayrica bitki iizerinde
herhangi bir toksik etkisinin olmadigini ve hastalik etmenine karsi entegre miicadele
programlarina dahil edilebilecegini vurgulamislardir. Yapilan bu c¢alisma sonuglari
ile yaptigimiz calisma sonuglar kiyaslandiginda bir benzerlik oldugu, asma da 6l
kol hastalig1 tizerine de yaklasik %75 oraninda etki gosterdigi anlagilmakta ve yogun
olmayan bolgelerde uygulanabilecegi disiiniilmektedir. Dogru ve yerinde
giibrelemenin hastalik etmenlerini baskiladigi saptanmistir. Ancak dengesiz ve
yetersiz glibreleme, asir1 giibreleme gibi durumlarda da bitki savunmasiz hale
diismekte ve hastaliklara karsi da hassaslagsmaktadir. Ote yandan farkli fitopatojenik
funguslara karst mono ve dipotasyumun etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yuritiilmiis saksi ¢alismalari da bulunmaktadir (Aslan, 2015). Koruyucu uygulama
seklinde inokulasyon oOncesi uygulanan KH,PO4 ve Ky;HPOsm %0.25
konsantrasyonu hari¢ daha {istii konsantrasyonlari pas funguslarini (Puccinia triticina
ve Uromyces appendiculatus) kontrol etmede basarili olmustur. KH,PO, un %1 gibi
yiiksek konsatrasyonunun yapraklara uygulanmasi sonucu pas hastaliklarma karsi
sirastyla %66.1-72.0 ve %70.3-80.2 oranlarinda etkili olmustur. Ayni
konsantrasyonda K;HPO,4 un yaprak uygulamasi da pas funguslarini sirasiyla %64.0-
70.8 ve %67.1-73.6 oranlarinda kontrol etmistir. Ancak inokulasyon sonrasi tedavi
edicilerinin ortaya konulmasi i¢in yapilan ¢aligmada bu kimyasallar pas

hastaliklarina kars1 etkisiz olmustur. Calisma sonucunda dayaniklilig tesvik edilmesi
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amaciyla bu kimyasallarin hastaligin bitkiye girmeden oncesinde uygulanmasinin

daha faydali olacagi ortaya konulmustur.

SA P. viticola’nin hastalik siddeti tizerine etkileri %67.7-%87.1 arasinda degismistir.
SA’in en yiliksek dozu patojenin siirgiindeki lezyon uzunlugunu %95.4 oraninda

azaltmistir.

SA’nin test edilen ii¢ dozu P. viticola’nin in vivo’da hastalik siddeti ve lezyon

uzunlugu iizerine etkileri yiiksek oranlarda olmustur (Cizelge 4.11 Sekil 4.11).

Cizelge 4.11. SA’in in vivo’da Phomopsis viticola’nin hastalik siddeti lezyon
uzunlugu tizerine etkileri

Lezyon
d £ %Etki
Patojen 34c 86.1 - 61.5c -

SA 100 ppm 1.1ab 27.8 67.7 9.7b 84.2
SA 300 ppm 0.7 a 18.1 79.03 8.3b 86.5
SA 600 ppm 0.4a 11.1 87.1 2.8a 95.4
CuOH 0.la 2.8 96.8 14a 97.7
AZS 0.3a 6.9 91.9 2.2a 96.4

*Ayni siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistiksel olarak
farklidir.

Daha once farkli bitki patojen sistemlerinde yapilan ¢alismalar incelendiginde, SA’1
arasinda bitki diren¢ mekanizmasini harekete gecirdigi ve hastalik etmenlerine karsi
basartyla kullanilabilecegi oraya konulmustur. Bitki her hangi bir hastalik etmeni ile
kars1 karsiya kaldiginda biinyesinde bulunan salisilik asit miktarinda artma
goriilmektedir. Ozgonen ve Erkilig (2007), biberde kok-kok bogazi ciiriikliigiine
neden olan P. capsici Leonian etmenine karsi salisilik asit’in hastaliga dayaniklilik
mekanizmasi lizerine yaptiklar1 ¢alismada, saksi denemelerinde, toprak ve yaprak
uygulamalar1 P. capsici’nin hastalik siddetini sirasiyla %75.1-92.2 ve %87.2-95.0
oranlarinda azalttigi, sera ve tarla kosullarinda ise P. capsici iizerine etkisi 1g/m2
dozda toprak uygulamasinda sirasiyla %68.9 ve 62.0 oraninda iken, 500ppm ve
1000ppm yaprak uygulamalarinda sirasiyla %61.6 ve %50.2 oraninda oldugu
bildirilmistir. Giilser vd. (2014), salisilik asidin Fusarium solgunluguna (Fusarium

oxysporum f.sp. lycopersici) kars1 hastalik siddetini azalttigin1 saptamislardr.
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Sekil 4.9. In vivo’da patojen inokule edilmis bitki govdesindeki lezyon

Sekil 4.10. Bakir hidroksitin gévde lezyonlar tizerine etkisi
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Sekil 4.11. SA’in govde lezyonu iizerine etkisi
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, dayanikliligi tesvik edici kimyasallardan DL-B-amino-n-biitirik
asit (BABA), Gamma amino-biitirik asit (GABA), Mono potasyum fosfat (MKP),
Salisilik asit (SA); koruyucu ve sistemik fungisitlerden bakir hidroksit (CuOH) ve
azoxystrobin+propineb (AZS)’in farkli konsantrasyonlarinin in vitro ve in vivo’da

Phomopsis viticola tizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

In vitro testlerde tiim kimyasallar konsantrasyon artisiyla P. viticola’nin misel
gelisimini azaltmis ancak bunlardan AZS 300 ppm, CuOH ve SA ise 600 ppm
konsantrasyonda patojenin misel gelisimini tamamen durdurmustur. BABA, GABA
ve MKP artan konsantrasyonlarda fungusun misel gelisiminde azalmaya neden

olmustur.

In vivo testlerde, CUOH ve AZS P. viticola’nin hastalik siddeti ve lezyon uzunlugunu
yiiksek oranlarda azaltmistir. Test edilen dayanikliligi tesvik edici kimyasallar doz
artistyla birlikte patojenin hastalik siddeti ve lezyon uzunlugunda onemli diizeyde
azalmalara sebep olmustur. Kimyasallar arasinda en belirgin etkiye sahip olan SA

olmus ancak digerleri de belirli diizeylerde hastalik {izerine etki gostermistir.

Dayaniklilig1 tesvik edici kimyasallar arasinda BABA, GABA ve MKP in vitro’da P.
viticola’nin misel gelisiminde azalmalara sebep olurken tamamen engellemedigi
gozlense de in vivo denemelerde hastalik siddetini ve lezyon uzunlugunu basariyla
azaltmigtir. Nitekim bazi dayanikliligi tesvik edici kimyasallarin in vitro’da etkili
olmadig1 ya da belirli diizeyde etki gosterdigi literatiirde vurgulanmis kontrollii
sartlarda daha ytiksek etkiler elde edilmistir. Bu kimyasallarin dolayl: etkileri oldugu,
yani bitkide dayaniklilik mekanizmalarin1 aktive ederek hastaliklara karsi etkili
olduklart bilinmektedir. Bag-P. viticola bitki patojen sisteminde de bdyle bir durum

gozlenmistir.

Dayanikliligi tesvik edici kimyasallar in vitro ve in vivo’da P. viticola’nin
miicadelesinde limitvar sonuglar vermis ve kimyasal miicadele programlarinda
basartyla uygulanabilecekleri ortaya konulmustur. Caligmamizda in vivo testler iklim

odas1 sartlarinda yiiriitiilmiistir. Ancak daha sonraki planlanacak c¢alismalarla
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sozkonusu etkilerin bag alanlarinda arazi denemeleriyle desteklenmesi ve arazi
sartlarinda hastalik baskilama 6zelliklerinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Ayrica
sozkonusu kimyasallarin bitkide uygulandiktan sonra dayaniklilik mekanizmasinda
onemli olan parametrelerin de ortaya konulmasi faydali olacaktir. Bunun yan1 sira
bag alanlarindaki kimyasal miicadele programlarinda koruyucu ve sistemik

fungisitlerle uyumluluklari da ¢alisma konular1 arasindadir.
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