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Phytophthora infestans’in neden oldugu ge¢ yaniklik hastaligi patatesin en
onemli ve yikici hastaliklarindan birisidir. Onemli patates iiretim alanlarindan biri
olan Bolu ilinde yiiriitiilen bu ¢alismada, patojenin oospor olusturma potansiyeli
farkli kosullarda incelenmistir. Bu amagla sorvey programi kapsaminda yer alan
iretim alanlarindan 46 P. infestans izolat1 elde edilmistir. Her iki eslesme tipi
molekiiler yontemlerle S1-a/S1-b ile W16-1/W16-2 primer seti kullanilarak ve
sonrasinda W16 amplifikasyon iirtiniiniin Haelll enzimiyle kesilmesi sonrasinda
belirlenmistir. Analizler tiim izolatlarm A2 eslesme tipinde oldugunu ortaya
koymustur. Izolatlarin fenotipik karakterlerinin belirlenmesinde kullanilan
parametrelerden biri olan metalaxyl’e duyarlilik testleri; 19 izolatin preparata karsi
orta dayanikli, 27 izolatn ise dayanikli oldugunu ortaya koymustur. In-vitro ve
yarl-in-vivo kosullarda izolatlarin oospor olusturma yetenekleri metalaxyl
uygulanmis ve uygulanmamis Pea agar ortamlarinda ve 6-8 haftalik bitkilerin
yapraklarindan alman disklerde test edilmistir. Bunun yaninda patojenin tarla
kosullarinda hastalikli yaprak kalintilarinda ve bulagik yumrularda oospor
olusturabilme yetenekleri de arastirilmistir. Arastirma sonuglar1 patojenin in-Vvitro
ve vyari-in-vivo kosullarda rahatlikla oospor olusturabildigini, ancak tarla
kosullarinda oospor olusturamadigini géstermistir.

Sonug olarak ¢alisma, hastalik yonetim stratejileri icerisinde metalaxyl'den
baska etkili maddeye sahip fungisitlere ve karigimlarma yer verilmesini 6nemli
bulmus ve patojenin Bolu sartlarinda eseyli lireme yeteneginin bulunmadigini
ortaya koymustur.

ANAHTAR KELIMELER: P. infestans, patates ge¢ yanikligi, eslesme tipi,
fungisit dayaniklilig1, oospor olusumu



ABSTRACT

OOSPORE PRODUCTION OF Phytophthora infestans POTATO LEAVES
MSC THESIS
TOLGA YAMAN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF
NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: PROF. DR. MEHMET ERHAN GORE )

BOLU, AUGUST 2019

Late blight caused by Phytophthora infestans is one of the most important
and destructive diseases of potato. In this study carried out in the province of Bolu
which is one of the important potato production areas, oospor formation potential
of the pathogen was investigated under different conditions. For this purpose, 46 P.
infestans isolates were obtained from the cultivation areas within the survey
program. Both mating types were determined by molecular methods using the
primer set Sl-a / S1-b and W16-1 / W16-2, followed by cutting of the W16
amplification product with Haelll enzyme. Analysis revealed that all isolates were
A2 mating type. Metalaxyl susceptibility tests, one of the parameters used to
determine the phenotypic characteristics of the isolates, revealed that 19 isolates
were moderately resistant to fungicide and 27 isolates were resistant. The in-vitro
and semi-in-vivo conditions of the isolates were tested for oospore-forming ability
in metalaxyl-treated and untreated pea agar medium, and on discs from the leaves
of 6-8-week-old plants. In addition, the pathogen's ability to form oospores in
diseased leaves and inoculated tubers under field conditions was investigated. The
results of the research showed that the pathogen could easily produce oospores in
in-vitro and semi-in-vivo conditions, but not oospores in the field conditions.

As a result, the study found that it is important to include fungicides and
mixtures with active ingredients other than metalaxyl in the disease management
strategies and showed that the pathogen does not have sexual reproduction ability
under Bolu conditions.

KEYWORDS: P. infestans, potato late blight, mating type, fungicide resistance,
oospore formation
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1. GIRIS

Patates (Solanum tuberosum) bitkisi, Solanacae (Patlicangiller) familyasina ait
tek yillik bir kiltlir bitkisi olup orijini ve kiiltiire alindig1 bdlge Giiney Amerika
Kitasi’'ndaki And daglarinin yiiksek kesimleri oldugu bildirilmektedir. Solanum
cinsinin kiiltlir patatesini de i¢ine alan 2000 kadar tiirii bulunmakla birlikte bunlarin
yaklasik 180 kadar1 yumru olusturma 6zelligine sahiptir. Solanum cinsinin sekiz tiirii
insan beslenmesinde gida kaynagi olarak kullanilmaktadir. Solanum tuberosum
yaklagik 8.000 yildir bilinmektedir ve diinyada yaygin yetistiriciligi yapilmaktadir
(Rowe, 1993).

Patates diinya niifusunun beslenmesi noktasinda 6nemli bir nigasta kaynagi
olup temel besinlerden birisidir ve yapisinda ortalama %15-25 kuru madde icermekle
birlikte karbonhidratin yani sira, protein, vitamin (Folate, pantothenic acid, C, K, B1,
B3 ve B6) ve mineral maddeler (K, Mg, P, Mn, Fe ve Cu) bulundurmaktadir (Caliskan
vd., 2010). Global bitkisel iiretim bakimindan ise diinyada piring, bugday ve misirdan
sonra dordiincii sirada gelmektedir (FAOSTAT, 2018). Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan icerdigi zengin icerikten dolay1 “gizli hazine” olarak
tanimlanan patates bitkisi az gelismis iilkelerde 6nemli besin kaynagidir. Fiyati, birim
alandan alman verimin yiiksek olusu, sindirim kolayligi, besin degeri, kullanim
alaninin genigligi ve hemen hemen her iklim bolgesinde yetismesi agisindan,

neredeyse biitiin diinya iilkeleri tarafindan iiretilmekte ve tiiketilmektedir.

FAO’nun son istatiksel verilerine gore 2017 yilinda diinya genelinde yaklasik
19,3 milyon hektarda ekilisine karsiik 388 milyon ton patates iiretim
gerceklestirilmistir. Ulkeler icerisinde Cin, diinya patates iiretiminin yaklasik
%25,5’1n1 gerceklestirmekte olup bunu Hindistan %12,5 ve Rusya %7,6’lik degerle
takip etmektedir (Cizelge 1.1). Tiirkiye ise 142.851 hektar alanda 4,8 milyon ton

tiretim ile lilkeler siralamasinda 16. sirada yer almaktadir.



Cizelge 1.1 FAO 2017 yili istatistiksel verilerine gére diinyada patates tiretim
verileri

Sira Ulkeler  Ekilis Alam Uretim Verim
(ha) (ton) (ton/ha)

Cin 5.765.144  99.147.000 17,2
Hindistan 2.179.000 48.605.000 22,3
Rusya 1.889.208 29.589.976 15,7
Ukrayna  1.323.200 22.208.220 16,8
5 ABD 415.010 20.017.350 48,2

16 Tiirkiye 142.851 4.800.000 33,6
17 Kanada 342.218 4.410.829 12,9
Toplam  Diinya  19.302.642 388.190.674 20,1

Tiirkiye’de ise Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)’nun son 10 yillik verileri

EEN O RN O R )

incelendiginde patates iiretiminin yaklasik 4,5 milyon ton oldugu goriilmektedir
(Cizelge 1.2). Ekilis alanlarinda, ekonomik getirinin az olmasi sebebiyle 2013 yilinda
2012 yilina gore yaklasik %18’lik bir diisiis goriilmiistiir ve bunun sonucunda 3,9
milyon ton patates iiretimi gergeklestirilmistir. Ulkemizde Nigde, Konya,
Afyonkarahisar, Kayseri, Izmir, Adana, Nevsehir, Sivas, Aksaray ve Bolu illeri patates
iiretiminde 6n plana ¢ikmistir ve bu iller lilkemiz patates iiretiminin biiyiik bolimiinii
karsilamaktadir (Cizelge 1.3). Arastirmamizi gergeklestirdigimiz Bolu ilinde 2012-
2016 yillar1 patates ekim alanlar1 ortalamasi1 88.059 dekar (da) iken son yillarda
iirtinden istenilen oranda kazang elde edilememesi, tarim arazilerinin imara agilmasi
ve son 10 yilda yem bitkisi iiretiminde yasanan 34.964 dekarlik artis sonucunda son
iki yilda tliretim alanlar1 ortalama 57.192 dekara gerilemistir. Bunun sonucunda ise

iiretimde 5’inci olan Bolu ili 10’uncu siraya gerilemistir.

Cizelge 1.2 TUIK 2018 yili istatistiksel verilerine gore Tiirkiye’de son on yillik
patates iiretim verileri

Ekilis Alan1  Uretim Miktar1 Verim

Yillar (da) (ton) (ton/da)
2009 1.428.738 4.397.711 3.082
2010 1.388.660 4.513.453 3.251
2011 1.429.849 4.613.071 3.260
2012 1.720.867 4.795.122 2.814
2013 1.250.297 3.948.000 3.160
2014 1.297.032 4.166.000 3.245
2015 1.538.787 4.760.000 3.095
2016 1.448.572 4.750.000 3.283
2017 1.428.835 4.800.000 3.360
2018 1.359.373 4.550.000 3.348
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Cizelge 1.3 TUIK 2018 y1l1 istatistiksel verilerine gore en ¢ok ekilis yapilan 10
il

Ekilis Alan1  Uretim Miktar1 Verim

Iller (da) (ton) (ton/da)
Nigde 202.990 732.188 3607
Konya 148.333 611.957 4126
Afyonkarahisar 129.925 455.352 3505
Kayseri 100.028 385.913 3858
[zmir 93.804 330.143 3519
Adana 64.033 219.076 3421
Nevsehir 62.118 269.620 4340
Sivas 59.202 169.737 2867
Aksaray 55.300 202.371 3660
Bolu 54.508 150.327 2760

Patates bitkisi olduk¢a yiiksek verim potansiyeline sahip olmakla birlikte
iretim asamasindaki bircok biyotik ve abiyotik stres faktorii istenilen verim
degerlerine ulagsmay1 engellemektedir. Bitkinin tiretimini tehdit eden 100°{in {izerinde
hastalik bulunmaktadir ve bunlar igerisinde en dikkat c¢ekenlerden biriside
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary’nin sebep oldugu ge¢ yaniklik hastaligidir
(Pule vd., 2013; Stevenson vd., 2001).

P. infestans ger¢ek bir fungus olmayip Chromista alemi Oomycota subesi
icerisinde yer almaktadir ve ilk defa 1845 yilinda Montegne de Bary tarafindan
isimlendirilmistir. Sporangioforlar iizerinde olusan sporangiumlar etmenin eseysiz
olarak ¢ogalmasindan sorumlu olup sekonder belirtilerin olusumundan ve hastaligin
yayilisindan da sorumludurlar. Sporangiumlardan serin hava kosullarinda ¢ift kamg¢ihi
zoosporlar serbest kalirken daha sicak havalarda sporangiumlar dogrudan ¢imlenme
egilimindedir. Etmen heterotalliktir, eseyli donemin olusabilmesi icin A1 ve A2 olarak
isimlendirilen eslesme tiplerine ihtiyac duyar. Farkli eslesme tiplerine ait erkek gamet
(antheridium) ve disi gametin (oogonium) bir araya gelmesi ile etmenin eseyli spor
yapist olan oospor meydana gelir. Patojenin eseyli doneminin olugsmasi 6zellikle
hastalandirma yetenegi, fungisitlere dayaniklilk ve ¢evre Ozelliklerine karsi
reaksiyonu farkli yeni bireyleri olusturma potansiyeli agisindan olduk¢a Onem

tasimaktadir.

Eslesme tiplerinin bir arada bulunmas1 patojenin eseyli olarak iliremesine ve
sonu¢ olarak toprakta uzun siire hayatta kalabilen oosporlar olusturmasma izin

verebilmektedir (Drenth vd., 1995). Seksiiel rekombinasyon, patojene, genetik
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cesitliligin artmasiyla evrimsel bir avantaj saglar. Oosporlar toprakta birincil inokulum
kaynagmi olusturabilir ve patojenin olumsuz kosullara daha dayanikli olmasini
saglarlar. Ayrica, eseyli lireme hastalik yonetimine yaklasma seklini de degistirir,
bununla birlikte, P. infestans hayatta kalmasini1 saglamak i¢in farkli iklim kosullarina
iyi uyum saglar (Yuen ve Andersson, 2013). Etmen 150 yil 6nce neden oldugu
kitliktan sonra diinya genelinde son yillarda tekrar epidemik boyutta siklikla
goriilmeye baslamis ve yapilan ¢alismalar bundan etmenin yeni genotiplerinin sorumlu
oldugunu ortaya koymustur. Yeni genotipler eski mevcut Al klonal popiilasyonlarinin
yerini ¢evreye uyum yeteneklerinin yiiksek olmasi (Chmielarz vd., 2014; Day vd.,
2002), genis Ol¢iide phenylamide grubu fungisitlere dayanikli olmalarmin bir sonucu
olarak hizli bir sekilde almistir (Drenth vd., 1994). Bu girisin belkide en 6nemli sonucu
enfekteli bitkilerde oospor olusumu ve etmenin eseyli iireme potansiyeline
kavusmasidir. Evrim teorisinde belirtildigi gibi (Barton ve Charlesworth, 1998) mayoz
dongiisiinde iki eseyden gelen allellerin yeniden sekillenmesi ve yogrulmasi
sonrasinda c¢evreye adaptasyon yetenegi daha yiiksek olan bireyler ortaya
cikabilmektedir. Bu tiir genetik sonuglara ek olarak, bitki dokularinda yiiksek oranda
oospor liretiminin epidemiyolojik etkileri de bulunmaktadir (Hanson ve Shattock,
1998). Bu nedenle bir iiretim bolgesindeki etmen popiilasyonlarmnin igerisindeki
eslesme tiplerinin varhi@i ve bu eslesme tiplerinin oospor iiretme kabiliyetlerinin

izlenmesi hastaliga kars1 miicadele stratejisini belirlemek adina kilit 6neme sahiptir.

Yiiriitiilen bu tez ¢aligmasinda iilkemizin 6nemli patates iiretim alanlarindan
olan Bolu ilinden elde edilen P. infestans izolatlarinin eslesme tipi karakterizasyonu
molekiiler yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir. Farkli eslesme tiplerinin ilagli
(RIDOMIL GOLD 480) ve ilagsiz ortamda in vitro, yari in vivo ve tarla kosullarinda
oospor olusturma yetenekleri incelendi. Ayrica elde edilen izolatlarin fenotipik test
kriterlerinden olan metalaxyl etken maddesine karsi dayaniklilik durumlari da

arastirilmustir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

2.1 P. infestans’in Taksonomideki Yeri

Etmeni ilk olarak 1845 yilinda Fungi alemi Dikarya alt aleminde oldugu
diistiniilerek Montagne de Bary tarafindan smiflandirilmig. Sonraki yillarda yapilan
calismalarla etmenin gercek funguslarin aksine hiicre duvarinin kitin igermedigi bunun
yerine seliiloz ve ¢esitli glukanlardan olustugu tespit edilmistir. Bunun sonucunda
etmenin siiflandirmasi 1852 yilinda de Bary tarafindan Chromista alemi Oomycota
subesi olarak degistirilmis ve Peronospora infestans olarak isimlendirilmistir. Etmen
1876 yilinda yine de Bary tarafindan sube ve smifinda degisiklik yapilmadan
Peronosporales takimi igerisinde cins ismi Phytophthora olarak degistirilmis,
Phytophthora infestans olarak isimlendirilmistir (Cizelge 2.1.1). Giiniimiize kadar
smiflanmasinda ya da isimlendirmesinde bir degisiklik yapilmamistir (Phytophthora

infestans (Mont.) de Bary, Journal of the Royal Agricultural Society of England).

Cizelge 2.1.1 P. infestans’in ge¢misten gliniimiize siiflandirmasi

Alem Fungi Protista Protista

Alt Alem  Dikarya Chromista Chromista

Sube Ascomycota Oomycota Oomycota

Alt Sube  Pezizomycotina

Smif Leotiomycetes Oomycetes Oomycetes

Alt Smif  Leotiomycetidae

Takim Helotiales Peronosporales Peronosporales
Familya Sclerotiniaceae Peronosporaceaea

Cins Botrytis Peronospora Phytophthora

Tiir Botrytis infestans  Peronospora infestans  Phytophthora infestans




2.2 Etmenin Ekolojisi ve Epidemiyolojisi

Fungus, karakteristik limon seklinde, sap1 yaprak stomalarindan ¢ikabilen,
hiyalin sporlartyla tanimlanir. Sporlar dogrudan ya da serin hava kosullar1 altinda
zoospor treterek ¢imlenir (Sekil 2.3.1). Yeni enfeksiyonlar1 baslatacak her bir zoospor
yaprak yiizeyindeki su tabakasinda iki kamg¢isi ile ylizerek ilerleyebilir. Etmenin Al
ve A2 olarak adlandirilan iki eslesme tipi bulunmaktadir. Eslesme tiplerinin bir arada
oldugu popiilasyonlar etmenin eseyli liremesine olanak saglar. Uygun sartlarda
antheridium ve oogonium birleserek kalin duvarli, olumsuz ¢evre kosullarina daha
dayanikli ve toprakta daha uzun siire hayatta kalabilen oosporlar1 iiretir. Patojen
patates tarlalar1 arasinda ki gegcisini riizgar, bitkiler arasinda ki gegisini riizgar ya da
yagmur damlalariin sporangiumlari sicratmasi yoluyla yapabilmektedir. Yildan yila
gecisini ise kisin ¢cok sert gegmedigi iklimlerde hastalikli yamru ya da bitki artiklarinda
misel veya sporangium olarak yaparken, daha sert kislarin yasandig: iklimlerde sadece
oospor olarak yildan yila gec¢isini saglayabilmektedir. Serin geceler ve 1lik bulutlu
giinler, ge¢ yaniklik gelisimi icin idealdir. Fungus sporlart %91-100 orantili nem ve
10-26  C  sicakliklar1  arasinda  gelisimlerini  rahathikla  slirdiirmektedir.
Sporangiumlardan zoospor olusumu i¢in 15 C'nin altinda ki sicakliklar gerekirken,
15 ‘Cnin lzerinde ki sicakliklarda sporangium direkt cimlenerek enfeksiyon
olusturabilmektedir. 30 C'nin lizerindeki sicakliklar ge¢ yaniklik gelisime uygun
olmamakta, hava kosullar1 uygun oldugunda enfeksiyon hizli bir sekilde yayilarak
yakindaki bitkileri etkileyebilmektedir (Schumann vd., 2000; Akhtar vd., 2012).

Etmenin toprak iistii yesil aksamda neden oldugu siddetli yaniklik belirtileri,
toprak altinda ise Ozellikle yumrularda neden oldugu ciiriikliikler 6nemli verim
kayiplarina neden olmaktadir. Tarla ciiriikliikkleri depo kosullarinda da verim
kayiplarina hatta tiim iriliniin elden ¢ikmasmi neden olabilmektedir. Ayrica latent
enfeksiyona sahip yumrularin {iretim materyali olarak kullanilma olasiliklari, etmenin
her an yeni bir liretim alanina bulagsma ihtimalini de beraberinde getirebilmektedir.
Geg¢ yaniklik hastaliginin ilk belirtileri tarlada enfeksiyondan 3-5 giin sonra ortaya
cikan kiigiik, siyahimsi, dairesel ya da belirli sekli olmayan lezyonlardir. Bunlar
genellikle ilk olarak mikro klimanin daha nemli oldugu alt yapraklarda goriiliir. Ancak
bu belirtiler hava kosullarinin uygun olmasi ve patojenin hava akimiyla tarlaya

tasinmas1 durumunda iist yapraklarda da goriilebilmektedir. Lezyonlar genellikle



bilesik yapraklarin petiole baglanma noktasinda ya da nemin daha uzun siire kaldig1
yaprak kenarlarindan baslama egilimindedir. Serin ve nemli havalarda ¢ok hizli bir
sekilde genisleyen lezyonlar koyu kahverengi veya siyah olarak tipik yaprak
belirtilerini ortaya ¢ikarmakta ve bunlarin etrafi genellikle saridan agik yesile degisen
bir hale ile kusatilmistir. Lezyonlar yaprak damarlartyla sinirli olmayip geng
yapraklarda sekil deformasyonlarina neden olabilmektedir. Bitkinin bu yapraklari
iizerinde yeni enfeksiyonlarin olusmasi ile birlikte mevcut lezyonlarin genisleyerek
birlesmeleri birkag giin gibi kisa bir siire icerisinde tiim yaprak alanimin elden ¢ikmasi
ile sonuglanabilmektedir. Govde lezyonlar1 genellikle yapraklarin gévdeye baglandig:
ya da govdeye temas ettigi noktalarda ki nemin yogunlastigi alanlarda yaprak
enfeksiyonlarmin hemen ardindan ortaya cikmaktadwr. Bu lezyonlar tiim govde
boyunca gelismesini siirdiirmekte ve sicak ve kuru havalarda bile aktif kalabilmektedir

(Livd., 2013; Stevenson vd., 2001).

Hastalikla miicadelede 06zellikle nemli bolgelerde fungisit uygulamalari
olduk¢a 6nemlidir. Kontakt etkili fungisitlerin kullanimi koruyucu 6zelligi ile birlikte
etmen girigini takiben hastali§1 kontrolde etkisiz kalmaktadir. Bununla birlikte bu giine
kadar yaygin olarak koruyucu fungisitlere kars1 etmenin dayaniklilik kazandigina dair
herhangi bir rapor bulunmamaktadir. Sistemik fungisitlerin kullanim1 hem koruyucu
0zelligi hem de hastalik olusumundan sonra da hastalig1 kontrolde etkinliginden dolay1
son zamanlarda oldukga artis gostermektedir. Bununla birlikte etmenin sistemik etkili
fungisitlere karsi dayanikli popiilasyonlarinin olusumu olduk¢a yaygin bir sekilde
rapor edilmekte ve yeni miicadele stratejilerinin ortaya konmasini gerekli kilmaktadir.
Bu nedenle bir bolgede yaygin olarak kullanilan preparatlarin bolgedeki etmen

popiilasyonlarma karsi dayaniklilik durumlarinin izlenmesi 6nem arz etmektedir (Aav

vd., 2015)

Enfekte olmus yapraklardan yagmur veya siddetli ¢ig ile yikanan sporlar toprak
altinda yumrularda da enfeksiyona neden olabilmektedirler. Patojen ¢ok hizli sekilde
ireyebildiginden ve genetik esnekligi yiliksek oldugundan, patates iiretiminde ciddi
hasara neden olabilmektedir. Patojenin epidemi potansiyeli hizli iireme yeteneginden
kaynaklanir ve hava kosullar1 uygunsa inkiibasyon periyodu 4 giine iner, ayni zamanda
sporangiumlar riizgarin etkisiyle patates tarlalar1 arasinda kilometrelerce uzaklara
yayilabilir ve bu tiim alanlarin birkag giin i¢inde elden ¢ikmasini miimkiin kilar. Geg

yaniklik Diinya genelinde patatesin en yikici hastaliklarindan biridir. Ciftcilerin



fungisitleri rahatlikla satin alamayacaklar1 gelismekte olan iilkelerde, hastalik bitkileri
tamamen tahrip edebilmektedir. Etmenin diinya genelinde her yi1l neden oldugu %10-

15°1ik tirlin kaybinin parasal karsilig1 5 milyar dolar seviyelerindedir (Fry, 2008).

P. infestans’in epidemileri daha ¢ok vejetasyon donemi boyunca hava
hareketleriyle yayilan sporangiumlar yardimiyla gergeklesmektedir. Bu eseysiz
sporlar dogrudan ¢imlenip enfeksiyon hiflerini meydana getirebilecegi gibi, zoospor
da verebilir. Etmenin yasam ¢emberinde eseysiz dongiiniin diinya genelinde hala daha
hakim oldugu sdylenebilir. Bu baglamda etmen hastalikli kalintilarda ve yumrularda
misel ya da sporangium seklinde kislamaktadir. Bu durumun 1990 yilina kadar
Amerika’da, 1980 yila kadar da Avrupada hakim oldugu bilinmektedir. Ancak bu
yillardan sonra etmenin birgok {ilke sinirlari icerisinde eseyli olarak da tireyebildigi,
diger bir degisle Meksika disinda da oospor olusturdugu tespit edilmistir (Ristaino,
2002).

Birgok ¢alisma ge¢ yaniklik etmeni P. infestans’in domates ve patatesi
hastalandiran popiilasyonlarinin ayrildigini, etmende konukcuya 6zellesme oldugunu
bildirmektedir. Yapilan incelemelerde domates ve patates koleksiyonlarinda mevcut
genotiplerin frekansi belirgin bir sekilde farkli bulunmustur. Patates izolatlar1 son
derece kompleks virulens spektrumlu rklarla temsil edilirken, domatesten elde edilen
izolatlarin virulensligi dar bir aralikta degismistir. Izolatlarin patojenik yeteneklerinin
izole edildikleri konuk¢uda daha yiiksek oldugu ve 6zellikle patatesten elde edilen
izolatlarin domateste virulensliklerinin 6nemli 6lgiide diistiigii saptanmustir (Gisi vd.,
2011). Chen vd. (2009)’in yiiriittiigi diger bir ¢alismada 1997 6ncesinde domatesten
elde edilen izolatlar domateste agresif, patateste agresif bulunmamis, 1998 sonrasi elde
edilen izolatlarm biiyiik boliimii ise her iki konuk¢uda agresif bulunmustur. Bu veriler
simirh bir gen akisi gézlenmesine ragmen, patates ve domateste P. infestans

popiilasyonlarinin genis dl¢lide ayrildigini kanitlamaktadir.



2.3  Etmenin Yasam Cemberi
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Sekil 2.3.1 P. infestans’in yasam ¢emberi

2.3.1 Eseysiz Cogalma

Etmenin epidemilerinden sorumlu olan sporangiumlar ¢im tiipii olusturarak
dogrudan ¢imlenebildigi gibi hava sicakligi ve orantili neme bagli olarak zoospor
olusturarak da ¢imlenebilmektedir. Hastaligin ana dagilimindan sorumlu olan riizgar
sporangiumlar1 Kilometrelerce uzaklara tagiyabilmektedir. Hava kosullar1 ve patates
yetistirme doénemi hastaligin yayilmasinda biiyiik éneme sahiptir. Ozellikle yaprak
yiizeyindeki serbest nem patojen i¢in ¢ok dnemlidir, ¢ilinkii zoosporlar bitki dokusunu
istila etmeden Once yaprak yiizeyindeki suda hareket ederek daha cok alanda

enfeksiyon olusturabilmektedirler. (Fry, 2007).



2.3.2 Eseyli Ureme

Etmenin yeni genotiplerinin olugsmasindan sorumlu olan eseyli lireme igin,
patojenin Al ve A2 eslesme tiplerine ihtiyaci vardir, bundan sonra antheridium ve
oogonium birleserek kalin duvarli, olumsuz ¢evre kosullarina daha dayanikli ve
toprakta daha uzun siire hayatta kalabilen oosporlar1 iiretir. Uygun kosullarda ilk

enfeksiyon oosporlarin ¢imlenip gelismesiyle olusabilmektedir (Turkensteen vd.,
2000).

Hastaligin yavas ilerlemesi ve uzun epidemik siire¢ bitki dokusunu tamamen
yok edilmedigi i¢in oospor olusumu i¢in 1yi kosullar yaratirken, hizli gelisen epidemik
stirecte bitki dokularmin tahribati yliksek oldugundan etmenin ihtiyact olan canh
dokular azaldig1 icin ¢ok az veya hi¢ oospor iiretilmemesi ile sonuglanabilmektedir.
Bu nedenle iiretim arazisinde bulunan patojenin virulensligi biiyiik 6nem tasimaktadir
(Romero Montes, 2008). Montarry ve arkadaslari, (2007), orta derecede virulent
izolatlarm hayatta kalma ihtimalinin daha yiiksek oldugunu, ¢iinkii agresif izolatlarin

yaptig1 gibi filizlenmeden once tiim enfekte yumru ve kokleri 61diirmediklerini belirtir.

Eseyli iireme, Avrupa popiilasyonlarinda, 1970'lerden Once yalnizca bir
eslesme tipi (Al) bulundugundan olusamamustir (Spielman vd., 1991). Ancak
giinlimiizde, kuzey Avrupa’da eseyli iiremenin gergeklestigine (Yuen ve Andersson,
2013) ve kuzeydogu Avrupa popiilasyonlarindaki bireylerin eseyli iiremenin
sonucunda olustuguna dair kanitlar bulunmustur (Lehtinen vd., 2007, 2008; Runno-
Paurson vd., 2009).

Patojenin eseysiz popiilasyonu, enfekteli yumru ve bitki artiklarinda misel
olarak kis1 gecirirken; konukgular1 patates bitkilerinin yan1 swra diger yumrulu
Solanum tiirleri olabilir. Ayrica kisin, hasat sirasinda toprakta kalan yumrularda ya da
depolamada, bulagik toprak veya yumrularin depoya alinmasiyla hayatta kalabilirler.
Tarlada toprak altinda kalan yumrular, gelecek sezon kendiliginden c¢imlenip
biiyliyerek hastalikli bitkiler olarak ¢ikis yapabilir (Fry vd., 1993). Patojen toprakta
kalan bulagik yumrulari igeren toprak tabakasinin donmadan kaldig: iilkelerde
yumrularda kis boyunca canli kalir. Sicaklik topragi dondurmak igin yeterince
diisiikse, P. infestans'm eseysiz sporlarmin hayatta kalmas: smirlandirilmis olur

(Lehtinen ve Hannukkala, 2004). Ornegin, Fransa’da bulunan popiilasyonlarda P.
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infestans’in, topraktaki patates yumrularinda veya patates tarlalarinin yakinindaki bitki

artiklarinda misel olarak kis1 gecirdigi diisiiniilmektedir (Montarry vd., 2007).

Enfekteli yumru ya da bitki dokularinda olusan oosporlar bir siire konuk¢u
bitkiye ihtiya¢ duymazlar. Yaklasik 3-4 yilla smirli olan bu donem sonrasinda yeni
ekilen patateslerde ilk enfeksiyonlar1 gergeklestirebilir ve bu da hastaligin erken
epidemilerine neden olabilir (Lehtinen ve Hannukkala, 2004; Bedker vd., 2006;
Brylinska vd., 2016).

Oosporlar, 6zellikle kis mevsimindeki sicakliklarin 0 °C'nin altina diistiigl ve
topragin dondugu Iskandinav ikliminde patojenin hayatta kalmasinda énemli bir role
sahiptir, ¢iinkii aseksiiel patojen popiilasyonu donmus ortamlarda ve yumrularda bu
sekilde hayatta kalamaz. Oosporlar, Iskandinavya ve Hollanda ¢evre kosullarindaki
caligmalara gore 3-4 yil boyunca hayatta kalabilmektedir (Drenth vd., 1995;
Turkensteen vd., 2000; Cooke vd., 2011).

2.4  Ulkemizde P. infestans Cahsmalar

Ulkemizde yapilan ¢alismalarm diger iilkelere kiyasla daha az oldugu, biiyiik
cogunlugunun domates bitkisinde yapildigi goriilmektedir ve yapilan arastirmalarin
biri harig digerleri sadece etmenin saptanmasina yoneliktir. Taskin ve Yikilmazsoy’un
(2014) yaptig1 calismada Ege Bolgesinin Mugla, Balikesir, Denizli, Manisa ve Izmir
illerinin sebze ekilis alanlarindan hastalik belirtileri goriilen bitkilerin yaprak, gévde
ve koklerinden 6rnekler toplanmis ve domates iiretim alanlarinda ge¢ yaniklik etmeni
P. infestans saptanmustir. Basim ve Basim’in (2014) Antalya ili sera domatesi {iretim
alanlarmda yapmis oldugu calismada Korkuteli ve Elmali ilgelerinden topladiklar1 160
hastalikli 6rnekte yapmis olduklar1 analizler sonucunda Korkuteli ilgesinde patojen
varligina rastlanamamistir. Ancak Elmali ilgesinden elde ettikleri drneklerde patojen
biiyiik oranda tespit edilmistir. Etmen Van patates ekilis alanlarinda yaygin olarak
saptanmis, ancak Erzurum patates ekilis alanlarinda fungal etmenlerin belirlenmesine
doniik yiirttillen ¢aligmalarda tespit edilememistir (Demir vd., 2001; Demirci ve
Doken, 1989).

Etmen {izerinde yliriitillen calismalarin bir boliimii ise alternatif savasim

yontemleri tizerine odaklidir. Bunlardan Soylu vd.’in (2006) yaptig1 caligmada
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domateste ge¢ yaniklik etmeni P. infestans’a karsi i¢lerinde kekik, lavanta, biberiye,
rezene ve defnenin yer aldig1 bitkilerin ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktivitelerinin
test edildigi goriilmektedir. Calismada ugucu yaglarin gaz formlarinin, temas etmeye
oranla daha etkili oldugu saptanmis ve en etkili ugucu yaglarin kekige ait oldugu
bulunmustur. Yanar vd. (2011) 'min in vitro kosullarda etmene karsi 26 bitki
ekstraktinin antifungal aktivitelerini test ettigi arastrmada; Xanthium strumarium,
Lauris nobilis, Salvia officinalis ve Styrax officinalis patojeni kontrol yetenekleri
acisindan umut var bulunmustur. Bir bagka ¢alismada ise Xanthium strumarium’dan
elde edilen bitki ekstraktinin diisiik dozlarda dahi patojene karsi etkili oldugu
bildirilmektedir. Patojenin entegre miicadelesini konu alan bir bagka calismada
biyolojik savas ajaniyla bazi kimyasal ve pestisit karisimlar1 ikili kombinasyonlar
halinde etmene karsi testlenmis, en iyi sonug Bacillus subtilis+Mancozeb+Metalaxyl

kombinasyonundan elde edilmistir (Yigit ve Baysal, 2011).

Etmenin saptanmasinin  yani swa eslesme tiplerinin, metalaxyl
dayanikliliklarmin belirlenmesinin  konu alindig1 ilk ¢alismaya 2002 yilinda
rastlanmaktadir (Tosun vd., 2002). Marmara Bolgesi sanayi domatesi yetistiriciligi
ekilis alanlarinda yiiriitiilen bu ¢alismada 160 izolattan %63,1 nin A2, %36,9’unun Al
eslesme tipi oldugu ve izolatlarin %13,8’sinin metalxyl’e dayanikli, %65 inin orta
dayanikli ve %21,2’sinin ise duyarli oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligma P. infestans’in

A2 eslesme tipinin iilkemizde bulunduguna dair ilk kayit olmas1 agisindan 6nemlidir.

2.5  Yurt Disinda P. infestans Cahismalar:

1840’lardan beri etmenin varligina dair raporlarm Amerika’da oldugu
bilinmektedir. 1840 yilindan sonra ise Amerika’dan Avrupa’ya yapilan patates tohumu
sevkiyatlartyla etmenin tagindigi diisiiniilmektedir. 1845°te yasanan Irlanda patates
kitig1 ise etmenin Onemini ortaya koymustur. Etmenin bu Onemli epidemileri
sonrasinda Amerika ve Avrupa’da etmen hakkinda yapilan aragtirmalar hiz
kazanmistir. Konumuzla ilgili olan eslesme tipi, metalaxyl duyarliligi, konukcu
dokuda oospor olusumu ve ilag uygulamalariim oospor olusumuna etkileri hakkinda

yapilan baglica caligsmalar alt basliklarda incelenmistir.
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2.5.1 Eslesme tipi

Etmenin popiilasyon yapisini incelemek icin yapilmas: gereken ilk calisma
eslesme tipinin belirlenmesidir. Eslesme tipinin belirlenmesi hastalikla miicadelede
biiyiik dneme sahiptir. Danies vd. (2014) Kuzey Amerika’da 19. Yiizyilin ortalarindan
bu yana varhigi bilinen P. infestans’in New York eyaletindeki popiilasyonunu
incelemis, eseyli ireme i¢in uygun sartlarm oldugunu ve bu bdlgenin genis bir klonal
popiilasyona ev sahipligi yaptigini tespit etmiglerdir. 2010 ve 2011 yillarinda izole
edilmis olan P. infestans izolatlar1 incelendiginde 20 farkli genotip tespit edilmis ve
elde edilen izolatlarin eslesme tipleri oraninin birbirine yakin oldugu bulunmustur.
Popiilasyon dengesinden ve ¢evre kosullarmin oospor olusumuna elverisli olmasindan
yola c¢ikarak farkli genotiplerin fazlaliginin eseyli iiremenin bir sonucu oldugu

kanisina varmiglardir.

Israil’de yapilan diger bir ¢alismada Grinberger vd. (1989) 1983-1988 yillar1
arasinda patates tarlalarindan Ornekler almiglar ve 38 P. infestans izolat1 elde
etmislerdir. izolatlarm eslesme tipleri belirlendiginde bir izolat disinda hepsinin A2
eslesme tipine ait oldugu saptanmustir. Bu izolatlarin metalaxyl duyarliligi
incelendiginde ise 17 izolat duyarli bulunurken 21 izolatin dayanikli oldugu tespit
edilmistir. A1 ve A2 eslesme tipindeki izolatlarin sporangiumlarinin karigimlari
patates bitkilerine inokiile edilmis ve enfekte olan bitkiler incelendiginde yapraklar
iizerinde oospor olusumu gozlenmistir. A2 eslesme tipinin yogun olarak tespit
edilmesi ve Al eslesme tipinin nadiren bulunmasi patojenin iilkede eseyli liremesinin

smirli olabilecegini diislindiirmiistiir.

2007-2008 yillarinda Cek Cumhuriyeti’nin ¢esitli bdlgelerinden toplanan
izolatlarin eslesme tipi tayininde klasik yontemle birlikte molekiiler yontemlerde
kullanilmistir. CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) primeri W16-1 (5'-
AAC ACGC ACA AGG CAT ATA AAT GTA-3) ve W16-2 (5-GCG TAA TGT
AGC GTA ACA GCT CTC-3") ve SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)
primeri S1-a (5-AGG ATT TCA ACA A-3') ve S1-b (5-TGC TTC CTA AGG-3))
kullanilmigtir. W-16 primeri PCR reaksiyonundan sonra enzim kesimi islemine
alinmaktadir. Enzim kesiminden sonra W16 primeri jelde goriintiilendiginde Al
eslesme tipinde karakteristik {i¢ bant (557bp, 457bp ve 100bp) vermektedir. A2
eslesme tipinde ise karakteristik iki bant (457bp ve 100bp) vermektedir. S1 primeri ise
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Al eslesme tipinde 1250 bp uzunlugunda tek bant vermektedir, A2 eslesme tipinde ise
bant vermemektedir. 195 izolatta yapilan analizler sonucunda 54 izolat A1, 141 izolat
ise A2 eslesme tipinde bulunmustur. Molekiiler yontemle eslesme tipi tayini besi
yerine inokulasyon ve bekleme siirecini kisaltmasi daha hizli sonug alinmasini
sagladig1 icin avantajlidir. Ustelik ydntemin giivenilirligi yiiksek ve uygulama
kolaylig1 da bulunmaktadir (Mazéakova vd., 2009). Benzer bir molekiiler caligma 2018
yilinda Polonya’da 146 P. infestans izolat1 tizerinde yapilmis ve eslesme tipi belirleme
calismalarinda klasik yonteme ek olarak CAPS primeri W16 ve SCAR primeri S1
kullanilmistir. 94 izolatin Al ve 52 izolatin A2 eslesme tipinde oldugu saptanmistir.
Secilen CAPS ve SCAR primerlerinin birbirini dogrulamasi hata paymi da
azaltmaktadir. Ayrica klasik yontemde kullanilan besi yeri igerigindeki substratlarin
ve kiiltlirdeki izolatlarin yaslihigmin sonuglar1 etkilemesi de molekiiler yontemi daha

giiclii kilmaktadir (Brylinska vd., 2018).

2.5.2 QOospor Olusumu

Hastalikla miicadele stratejileri gelistirmede etmen popiilasyonunun eseyli
iireme potansiyeli biiyiik 6neme sahiptir. Bu sebeple yapilan bir¢ok arastirmada
etmenin oospor olusturma yetenegi ve bolgenin oospor olusumuna elverislilik durumu
incelenmistir. Patates tiretiminde 6nemli bir yere sahip olan Hollanda’da 2000 yilinda
Turkensteen vd. (2000) P. infestans’m oospor olusumunu; tarla kosullarinda domates
ve patates bitkilerinde, laboratuvarda test bitkilerinde ve patojene kars1 farkli direng
seviyelerindeki patates c¢esitlerinin yaprak disklerinde incelenmistir. Tarla ve
laboratuvarda test edilen tiim bitkilerde oospor olusumunun oldugu gézlemlenmistir.
En yiiksek oospor sayis1t duyarli Bintje ve Pimpernel ¢esidinde gozlemlenirken en
diisiik oospor sayisi orta direngli Nicola ¢esidinde bulunmustur. Oosporlar, kil kaplar
icerisinde kumlu ve hafif killi topraklar kullanilarak canli kalma siireleri
arastirildiginda ise kumlu toprakta 48 ay hayatta kalabilen oosporlar hafif killi toprakta
34 ay boyunca hayatta kalabilmistir. Bu siireler sonunda oosporlarin enfeksiyon

yeteneklerini yitirdikleri gdzlemlenmistir.

Avrupa’da yiiriitiilen diger bir calismada 1998 ve 2000 yillarinda Viyana’da P.
infestans’in patates yumru dokusunda oospor iretme kabiliyeti Levin vd. (2001)

tarafindan, tarlada ve laboratuvar kosullarinda farkli kimyasallara maruz birakilarak

14



incelenmistir. Tarla denemelerinde Alfa ve Mondial patates c¢esitlerinin tohumluk
yumrularma patojenin Al ve A2 eslesme tipinin sporangiumlari inokule edilmis ve
enfekteli yaumrular oospor varligi agisindan incelenmistir. 1998 yilinda enfekte olmus
90 yumrunun sadece 2’sinde oospor tespit edilmis ve 2000 yilinda incelenen 90
yumrunun higbirinde oospor bulunamamistir. Laboratuvar testlerinde ise hasat edilen
yumrular Al ve A2 sporangiumlariyla inokule edildikten sonra 12 hafta depoda
tutulmus ve sonrasinda incelendiginde yumrularda oospor varligina rastlanamamaistir.
Yumru diskleri inokulasyondan Once casein hydrolysate, [-sitosterol veya
chloroethylphosphonic asit gibi kimyasallarin biri ya da bir kagiyla muamele
edildiginde oospor olusumu oldugu gézlemlenmistir. Bununla birlikte, disklerin
inkiibe edildigi petri kabinda ki hava akiminin azligi oospor konsantrasyonunu
azaltmistir. Yumru dokusunda iiretilen oospor sayisi, yaprak dokusunda iiretilen
oospor sayilartyla karsilastirildiginda yumru dokusundaki saymin daha az oldugu
goriilmiistiir. Bu veriler goz Oniine alindiginda oospor tliretme kabiliyetinin yumru
dokusunda smirh oldugu ve yumru yaslanmasi ile oospor iiretme kabiliyetinin daha da

azaldig1 sonucuna varilmstir.

2003 yilinda Hindistan’da P. infestans’in oospor olusturabilme olanaklarinin
arastirildig bir calismada konukgu dokunun yiliksek nem igerigi ve %50 orantili nem
kosullarinda patojenin oospor olusturabildigi gézlemlenmistir. Oosporlari olusumu
14-16 giin siirmiis ve konuk¢u dokunun nem miktar1 diismeye baslayana kadar artis
gostermistir. %80°den fazla ortam neminin oldugu kontrollii sartlarda ise oospor
olusumu goézlemlenememistir. Oospor olusumu tarlada farkli patates gesitlerinde
denenmis oospor olusumu cesitlere bagli olarak 8-13 giin arasinda degiskenlik
gostermistir ve cesitlere bagli olarak oospor sayilarinda da farkliliklar oldugu
saptanmistir. Oosporlarm kis1 gecirme yetenekleri liman bolgelerde test edilmis ve
oosporlarin bir sonraki sezonda yetisme alaninda ki bitkilerde enfeksiyon olusturdugu
gozlenmistir. Ayrica kis1 gegiren oosporlarin ¢imlenme yilizdeleri ortalama %47
seviyelerinde bulunmustur. Calisma sonuclarina gore eseyli iiremenin tarla
kosullarinda olmast durumunda bir sonraki iiretim sezonunda ilk infeksiyon

kaynaginin oosporlar olabilecegi Singh vd. (2003) tarafindan saptanmustir.

Flier vd’lerinin (2001) Orta Meksika’nin daglik bolgelerinden elde ettikleri P.
infestans izolatlarmin oospor iiretimi ve ekolojisi incelenmistir. Elde edilen izolatlar

Al ve A2 eslesme tipleri karsilikli olacak sekilde rastgele eslestirilmis, eslesmeler
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sonucunda oospor olustugu ancak oospor olusturma kapasitelerinin farlilik gosterdigi
bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore oospor olusturma yeteneginin secilen
izolatlara ve bu izolatlarm soylarina bagli oldugu tespit edilmistir. Uretilen oosporlarin
plazmoliz yontemiyle canliliklar1 tespit edildiginde ortalama canliligm %14 oldugu
bulunmustur. Ayni eslesmelerle izolatlarm Solanum demissium yapraklarina

inokiilasyonunda ise yapraklarin ¢cogunda oospor olustugu gozlenmistir.

Hammi vd. (2001) 1997-2000 yillar1 arasinda Fas’m orta ve kuzeyindeki
patates ve domates yetistiriciligi alanlarindan 108 elde edilen P. infestans izolatlarmnin
eslesme tipleri belirlemis ve oospor olusturma yetenekleri incelemistir. Izolatlarin
eslesme tiirleri belirlendiginde %60’ min A2, %40’mm Al oldugu saptanmistir. 10
giin, 20 °C’de, 16 saatlik fotoperiyotta gergeklestirilen inkiibasyon sonrasi; invitro
ortamda patates topragi ekstrakti igerisinde {iretilen oosporlarin %25’inde, patates
koki ekstrakti icerisinde liretilen oosporlarin %18’ inde ¢imlenme oldugu saptanmustir.
Duyarli patates c¢esitlerinin yapraklarinda oospor {iretiminin yiiksek oldugu
gbzlemlenmistir. Bu sonuglar, Fas iklim kosullarinda oospor iiretebilen uyumlu
eslesme tiirlerinin varligini ortaya koymaktadir. Toprakta konukgu bitki yoklugunda
da uzun siire hayatta kalabilen oosporlarin iiretilmesinin, kontrol edilmesi zor olan yeni
virulens izolatlarin olusmasina katki saglamasindan dolayi {iretim arazilerinde tehdit

oldugu diisiiniilmektedir.

2.5.3 Oospor Olusumunu Etkileyen Faktorler

Eslesme tipi kombinasyonunun, g¢evre kosullarinin ve konuk¢u dokunun
oospor olusumunu nasil etkiledigini arastiran Cohen vd. (1997) patates bitkisi
yapraklari tizerine Al ve A2 eslesme tipindeki izolatlar1 farkli kombinasyonlar olacak
sekilde inkiibe etmislerdir. izolatlarin birlesme noktalarinda oospor olustugu goriilmiis
ve yapraklar seffaflasmasi i¢in alkolde kaynatilmistir. Seffaflasan yapraklar
mikroskop altinda incelenerek oospor sayilar1 8lgiilmiistiir. Olgiimler sonucunda bazi
kombinasyonlarin ¢ok sayida oospor iirettigi gdzlemlenirken bazi kombinasyonlarda
oospor sayilarmin az sayida oldugu tespit edilmistir. Sporangium siispansiyonu
karigim oranlarinin oospor olusumunu etkilemedigi bulunmustur. Eseyli liremenin
sicaklikla iligkisine bakildiginda en verimli sicakligin testlenen izolatlar i¢in 23 °C

oldugu gdzlenmistir. Ik enfeksiyonlar olustugunda 151810 etkisine bakildiginda 151310
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oospor olusumu i¢in etkililiginin olmadig1 ancak nemin oospor olusumu i¢in dnemli
oldugu tespit edilmistir. En yiliksek oospor olusumunun su iizerinde testlenen
koparilmig yapraklarda oldugu ve optimum kosullarda milimetrekarede 100 oospor

olustugu gdézlemlenmistir.

Oospor tiretimine ¢ok yiiksek ve ¢ok diisiik sicakliklarin etkisi arastiran Fay ve
Fry (1997) ABD P. infestans izolatlarmi kullanarak yaptiklar1 ¢alismada test
sicakliklarma maruz birakilan oosporlarin in vitro ortamda ¢imlenme yilizdeleri ve
canliliklarim1 degerlendirmislerdir. 35 eslestirme yapilmis ve bunlardan sadece 5°1
testlerde kullanilacak sayida oospor tiretebilmistir. 46 °C’de 2 saat ve 40 °C’de 12 saat
bekletilen oosporlarda bu siireler sonunda ¢imlenme gozlenememis ayrica -80 °C’ye
maruz birakilan oosporlarda da ¢imlenme gerceklesmemistir. Calisma sonucunda ¢ok
yiikksek ve ¢ok diisiik sicaklik degerlerinin oosporlarda benzer etkisinin oldugu

gbzlemlenmistir.

Oospor olusumuna ve c¢imlenmesine metalaxylin etkisinin arastirildig:
calismada; iki duyarh iki dayanikli A1 ve A2 eslesme tipinden olusan izolatlar, tiim
kombinasyonlar denenecek sekilde eslestirilmistir (Hanson ve Shattock, 1998).
Eslesmeler patates yaprak disklerine inokiile edilmisler ve sonrasinda metalaxyl
¢oOzeltisi lizerine alinmislardir. Yaprak diskleri fungisit bulunmayan ¢ozeltiden 0-7-14
ve 21. giinde fungisit bulunan ¢ézeltiye alinmistir. Asilamadan hemen sonra (0. giin)
metalaxyl bulunan ¢ozeltiye alinan eslesmelerde oospor iiretimi gozlenmemistir ancak
7-14 ve 21. giinde metalaxyl bulunan ¢6zeltiye alinan disklerde oospor olusumu
gbzlenmistir. Elde edilen oosporlar 21 giin sonra su agar bulunan besi yerine alinarak
cimlenmeleri degerlendirilmis ve ¢imlenme oranlar1 eslesmelere baglh olarak %6-30
arasinda bulunmustur. Metalaxyl ¢ozeltisine alinma sirasina gore ¢imlenmede artis
oldugu goriilmiistiir. Izolatlarm eslesmelerinden elde edilen oosporlarin ¢imlenme
oranlarinin genel olarak diisiik oldugu, ortalama ¢imlenmenin %§8,5 oranini
gecemedigi bildirilmistir.

Groves ve Ristaino (2000) ise ticari fungisit formiilasyonlarini P. infestans’ m
spesifik izolatlarinin eseyli iremesi lizerine etkilerini in vitro sartlarda incelemislerdir.
Calismada US-1, US-6, US-7 ve US-8 klonal soylar1 kullanilmustir. Izolatlarn 2 ila 4

hafta sonunda 11 ticari fungisit formiilasyonunun 9’unda oospor olusturabildigi

gozlenmistir. Petri kabinda ortalama 450 oosporla en yiiksek sayida oospor Ridomil
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2E (metalaxyl) ve Ridomil Gold EC (mefenoxam) formiilasyonlarinda goriiliirken,
maneb, manzate (mancozeb), Curzate (cymoxanil + mancozeb), ve Acrobat MZ
(dimethomorph + mancozeb) iceren formiilasyonlarda oospor sayisi ortalama 200
kadar bulunmustur. Bravo (chlorothalonil) ve Tattoo C (chlorothalonil + propamocarb
HCI) formiilasyonlarinda oospor olusumu goézlemlenmezken ayni zamanda petri

kabinda patojen gelisimini de sinirlandirdig: tespit edilmistir.

Yagmurlama sulamanm P. infestans’in oospor olusumu iizerindeki etkisini
arastiran Cohen vd. (2000) bununla ilgili bir deneme yapmuslardir. Izolatlar 8 ¢ift (A1-
A2) olacak sekilde eslestirilmis, tarlada 4x2 metre alanda yetisen patates bitkileri
iizerine puskiirtiilmiistiir. Deney sonucunda alman o6rneklerde yapraklarin yaklasik
%8’inde, govde dokusunun %10’unda oospor olusumu goézlemlenmis ancak
yumrularda oospor olusumuna rastlanmamistir. Hem oospor i¢eren yapraklarin orani
hem de yaprak basma oospor sayisi inokulasyondan sonra zamanla artmistir. Ancak
oospor sayisi yagis rejimine, yapraklarin bitki tizerindeki pozisyonuna ve izolat ¢ifti
kombinasyonuna bagli olarak degiskenlik gostermistir. Yagis miktarmin artmasinin
yapraklarda oospor iiretimini Onemli Olc¢lide artirdigr gozlemlenmistir. Calisma
sonucunda yagmurlama sulamanin yaprak yiizeyindeki nemliligi artirmasi agisindan

oospor liretimini ve hastalik gelisimini artiracagi tespit edilmistir.

2.5.4 Qosporlarin Kis1 Ge¢irmesi, Cimlenme ve Enfeksiyon Yetenegi

Meksika’da P. infestans’la bulasik topraklarda oosporlarm canlilik siiresinin
ve enfeksiyon yeteneginin arastirildigi bir ¢alismada topraklar yikanip kurutularak
sporangiumlardan armdirilmistir. Oospor konsantrasyonu, canliligi ve enfektivitesi,
farkli bolgelerden toplanan Ornekler arasinda farkliliklar gostermistir. Nadasa
birakilmig topraklarda etmenin 2 yil konukgu bitki yoklugunda oospor formunda
canliligimn1 korudugu ve enfeksiyon yeteneginde kiiglik bir diisiis oldugu tespit
edilmistir. Calisma sonucunda oosporlarin 6zellikle zorlu kis kosullarinda hayatta
kalabildigi ve primer inokulum kaynagi olarak rol istlendikleri gézlemlenmistir

(Fernandez-Pavia vd., 2014).

Medina ve Platt (1999), Prens Edward Adas1 ve New Brunswick’te bulunan

patates tarlalarinda P. infestans’in oosporlarinin kigi gegirebilme yeteneklerini,
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yagayabilirligini, ¢imlenmesini ve enfeksiyon yeteneklerini aragtirmislardir. Oospor
canliligin1 belirlemek i¢in plazmoliz ve tetrazolium bromide testlerini kullanmiglardir.
Tarlalarda gomiilii olan oosporlar kis kosullarina maruz kaldiktan 7 ay sonra ¢ikarilmis
ve canliliklari test edildiginde canliliklarinin %13 ile %44 arasinda degisen ytlizdelerde
oldugu saptanmistir. Ayrica oosporlar gomiildiikten 12 ay sonra canliliklarina
bakildiginda %5 ile %15 arasinda oldugu saptanmistir. Laboratuvar ¢alismalarinda ise
90 giine kadar -20 ve -50 °C sicakliklara maruz kalan oosporlar %50’den daha fazla
canliliga sahipken, 0-4 ve 15 °C sicakliklara maruz kalanlarin %23 ile %36 arasinda
canlilia sahip oldugu bulunmustur. En diisiik canliligin ise %22’yle 36 °C’de oldugu
saptanmustir. OQosporlarin ¢imlenme yiizdelerinin ise %6 ile %19 arasinda degistigi
g6zlenmistir. Bununla birlikte bu yiizdelere sahip oosporlarin énemli bir inokulum
kaynag olarak rol iistlenebilecekleri diisiiniilmektedir. Ozellikle kis sonrasinda primer

inokulum kaynagi olarak rollerinin dnemli oldugu goriilmektedir.

Birlesik Krallik ‘ta ki arazilerden elde edilen A1 ve A2 P. infestans izolatlarinin
oospor canliligi, ¢imlenmesi, enfeksiyon potansiyelleri arastirilmistir. Eslesmelerin
cogundan oospor elde edilmis, olusan oosporlarin ¢imlenme oranlar1 ortalama %13
bulunmustur. Uygulanan canlilik testinde steril su da inokule edilen oosporlar 5-7 ay
canli kalirken tarla topraginda gémiilii olan oosporlar 8 aya kadar canli kalabilmistir.
Oosporlarin  yaprak ve govde dokusunda iiretildigi ancak yumru dokusunda

olusamadig1 gézlenmistir (Pittis ve Shattock, 1994).

2010-2011 willarinda Cin’de yiiriitiilen bir c¢alismada P. infestans’m
oosporlarinin hayatta kalma ve ¢gimlenme durumlari arastirilmigtir. P. infestans’in A1l
- A2 eslesme tipindeki izolatlar1 Rye-A agar besiyerinde eslestirilmis ve eslesmeler
sonucunda kiiltiirlerde bolca oospor iirettigi tespit edilmistir. Tarla sartlarinda
oosporlarin kis1 gegirebilirligine bakildiginda hayatta kalma oranlarmnin %19 ile %24
arasinda degistigi, ¢imlenme oranlarmin ise %#4 ile %8 arasinda oldugu bulunmustur.
Calismada kullanilan toprak ekstrakti suyunun saf suya oranla oospor ¢imlenmesi

testinde daha basarili oldugu bulunmustur (Jiping vd., 2011).

Patateste ge¢ yaniklik hastaliginda 1990’lardan itibaren, oospor kaynakl ilk
infeksiyonlarin olduguna dair bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Buna dayanarak
Lehtinen ve Hannukkala (2004) Finlandiya’da oospor kaynakli ilk infeksiyonlarin

olup olmadigmi aragtrmuslardir. Ilk infeksiyonlarin oospor kaynakli oldugunu
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diisiindiikleri 20 nokta belirlemisler. Onceki 4 yiln en az birinde ge¢ yaniklik
hastaliginin goriildiigii alanlar secilmistir. Bu odak noktalarindaki ilk belirtilerin, her
zaman yere yakin veya temas eden yapraklarda meydana geldigi gozlenmistir. Son 10
yilda ¢ogu zaman ciddi salginlarin oldugu iki deney alani isaretlenmis ve alinan toprak
ornekleri laboratuvarda test edildiginde enfeksiyonlarm toprak kaynakli oldugu
saptanmistir. Yine yapilan testlerle deney alanina Al ve A2 eslesme tipindeki
izolatlarin her ikisine de rastlanmisg ve ilkbaharda alinan G6rneklerinde enfeksiyon
olusturabildigi gozlemlenmistir. Bulunan sonuglara gore oospor kaynakl ilk

enfeksiyonlarin Finlandiya’da ger¢eklestigi sonucuna ulasilmistir.

2.6  Fungisitlere Dayamkhhk

Meksika’dan 1970’11 yillarda etmenin A2 eslesme tipi ve yeni allozim
tiplerinin go¢ii yaklasik ayni yillarin sonunda Avrupa’da ve bundan birkag¢ yi1l sonra
da Kuzey Amerika’y: etkilemis ve bunun sonucunda da patojen popiilasyonlarinda
phenylamides fungisitlere dayanikliliklar saptanmistir. Ancak Avrupa’da gog¢
sonrasinda yerlesik etmen popiilasyonlarindaki degisimin farkina yaklasik 10 yil sonra
varilabilmistir. 1984 yilina gelindiginde etmenin A2 eslesme tipi ilk kez Avrupa’da
saptanmustir. Etmenin bu yeni genotiplerinin 1976 ve 1977 yillarinda Meksika’dan
Avrupa’ya 25.000 ton patates ihra¢ edilmesi sirasinda tasindigi diistiniilmektedir.
Etmenin A2 eslesme tipi ve yeni allozimleri 1980°li yillarin basinda Hollanda,
Almanya, Polonya ve Isvigre’de saptanmis, 1990’11 yillarin basma kadar da tiim
Avrupa, Ortadogu ve Giiney Amerika’ya yayildigi yapilan caligmalarla ortaya
konmustur. Bu yillarda etmenin Polonya ve Hollanda’da tarla kosullarinda eseyli
olarak tiredigi de belirlenmistir (Chmielarz vd., 2014; Goodwin, 1997).

Etmenin popiilasyon yapisindaki bu degisiklik, daha Once etmene karsi
dayanikli olan patates cesitlerinde, siddetli enfeksiyonlarin siklikla yasanmasini
beraberinde getirmistir. Bu durum hastaligin bitkisel tiretim alanindaki kontroliini
zorlastirmakta ve oldukga sik bir sekilde fungisit uygulamalarini ve tarlada hastaligin
yakindan takibini gerektirmektedir (Shattock, 2002).

Phenylamide fungisitlere dayaniklilikla ilgili yiiriitiilen caligmalarda siklikla
gozlenen, ¢alisilan popiilasyonun her gecen giin daha dayanikli bireylerden olustugu

bulgusudur (Deahl vd., 2002; Garry vd., 2005; Gisi vd., 2011; Hu vd., 2012 ). Ancak
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baz1 ¢alismalarda ilging sonuclar da almmustir. Bunlardan Ingiltere’de yiiriitiilen bir
caligmada 1993 ve 1995 yillar1 arasinda toplanan duyarli, orta duyarli ve dayanikli
izolatlarin ~ saldirganliklar1  karsilastirildiginda  en  dayanikli  izolatlarin
virulensliklerinin duyarli ve orta diizeyde duyarli olanlara goére daha diisiik oldugu
saptanmistir. Bu phenylamide fungisitlerin ilaglama programlarindan ¢ikarilmasi
sonrasinda dayanikli izolatlarin popiilasyonunun toplam popiilasyon igerisinde
azalmas1 gozlemini desteklemektedir (Shattock, 2002). Nitekim 1993-1998 wyillar1
arasinda Ingiliz izolatlarinin 2/3’ii yiiksek ya da orta diizeyde phenylamide fungisitlere
dayanikli iken 1997-1998 de orta diizeyde dayanikli olanlar artmig dayanikli olanlarin
orani diismiistiir. Bir grup diger ¢alismada 19 iilkede ve 4 kitada yayilisi bulunan US-
1 (mtDNA haplotip Ib) klonal soyunda phenylamides fungisitlere kars1 dayaniklilik
Avrupa’da yaygin olarak saptanirken, ilging olarak Kuzey Amerika’da izolatlarin
hepsi duyarli bulunmustur (Shattock, 2002). Bu durum son c¢aligmalarda da
degismemis Kuzey Amerikada en yaygm genotip olan US-23 ve diger 6nemli
genotipler US-22 ve US-24 metalaxyl’e duyarli bulunmustur (Danies vd., 2014; Hu
vd., 2012; Seidl ve Gevens, 2013). Phenylamideler tek yer engelleyici fungisitlerdir.
Okaryotlarda 3 farkli RNA polimeraz bulunmaktadir. Bunlardan ribozomal RNA
sentezini gerceklestiren RNA polimeraz I’i etkilemektedirler. RNA polimeraz I1 ve I11
iizerine phenylamidelerin bir etkisi bulunmamaktadir. Etmene kars1 kullanilan diger
fungisitler: dimethomorph, fluazinam ve propamocarb hydrochloride olarak
sayilabilir. Bu etken maddelerin etki mekanizmalar1 farkli farklidir. Mefenoxam
metalaxyl’e gére daha etkili ve ¢evre dostu bir fungisittir. Bunda etkili madde oranmin
preparatta diisiik olmasi ve topraktaki parcalanma yeteneginin daha hizli olmasi rol
oynamaktadir. Diger phenylamide fungisitler benalaxyl + mancozeb, oxadixyl +
cymoxanil ve oxadixyl + mancozeb yaygin olarak kullanilmaktadir (Shattock, 2002).

Eslesme tiplerinin yani sira metalaxyl’e dayanikliliginda bir ¢ok {ilkede
arastirildigr goriilmektedir (Tooley vd., 1993; Bradshaw ve Vaughan, 1996; Gisi ve
Cohen, 1996). Bu tiir ¢alismalar etkili fungisit kullanimia yardimc1 olmas1 agisindan
biiyiik 6neme sahiptirler.

Son yillarda yiiriitiilen ¢aligmalar etmenin eseyli ireme potansiyelini daha net
bir sekilde ortaya koymakta ve bunun diisiik olasilikta gergeklesebilecegini
bildirmektedir. Bu ¢alismalarda ulasilan ortak kani, A1 (US-11, US-23, US-24) ve A2
(US-8, US-22) eslesme tiplerine ait genotiplerin birbirinden farkli cografik alanlarda
yayilig gostermeleri ve metalaxyl’e duyarl olmalar1 (US-22, US-23, US-24) nedeniyle
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tarla  kosullarindaki  fungisit uygulamalarindan yiliksek oranda etkilenme

potansiyellerinin bulunmasidir (Hu vd., 2012; Kalischuk vd., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Test Patojeni

Aragtirmamizin konukgu dokuda, ilagli ortamda, tarla kosullarinda toprakta ve
yumruda oospor olusumu denemeleri kisminda test patojeni olarak ilimizde
yiriittiigiimiiz arazi ¢ikislariyla elde edilen A2 eslesme tipine ait P. infestans izolatlar1
ve onceki caligmalarimizda Tiirkiye’nin farkli illerinden elde edilmis Al eslesme
tipine ait izolatlar kullanilmistir (Cizelge 3.1.1.1). Klonal soylar1 bilinen US-6 (Al),
US-7(A2), US-8(A2) ve US-11(Al) referans izolatlar1 ise molekiiler yontemlerle

eslesme tiplerinin belirlenmesi isleminde referans olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.1.1.1 Test patojenlerine ait izolat numarasi, lokasyon ve eslesme

tipi bilgileri
Izolat Lokasyon ~ Eslesme Izolat Lokasyon Eslesme

Numarasi Tipi Numarasi Tipi
Bolu A2 B-66 Bursa Al

Bolu A2 B-67 Bursa Al

16 Bolu A2 A-87 Afyonkarahisar Al
21 Bolu A2 A-94 Afyonkarahisar Al
28 Bolu A2 Trb-118 Trabzon Al
32 Bolu A2 T-189 Tokat Al
35 Bolu A2 Nev-263 Nevsehir Al
39 Bolu A2 Nev-265 Nevsehir Al
44 Bolu A2 Nev-304 Nevsehir Al
46 Bolu A2 N-340 Nigde Al
us-7 A2 uUs-6 Al
uUs-8 A2 uUs-11 Al
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3.1.2 Test bitkileri

Aragtirmamizin izolasyon ve saflastirma asamalarinda patojen sporulasyonu

icin Bintje patates ¢esidi kullanilmistir. Konuk¢u dokuda ve tarla kosullarinda oospor

olusum testlerinde ise Bolu patates ekilis alanlarinda yaygin olarak yetistirilen ve

hastaliga duyarli oldugu bilinen Agria ¢esidi yer almistir.

3.1.3 Kaullanilan Besiyerleri

Arazi ¢ikislariyla elde edilen hastalikli bitki dokularinin laboratuvarda

sporulasyonu i¢in %2’lik su agar kullanilmistir. Patojenin izolasyonunda ve

inokulumunun artirilmasinda Rye A Agar ortami, bol spor vermesi gereken

durumlarda Rye B Agar ortamindan yararlanilmistir. Metalaxyl duyarliligi testlerinde

ise Pea Agar ortami kullanilmistir (Cizelge 3.1.3.1).

Cizelge 3.1.3.1 Kullanilan besi yerlerinin igerikleri

Rye A Agar Rye B Agar PeaAgar %2 lik Su
Agar

200 ml kaynatilmis | 200 ml kaynatilmis | Otoklavlanmis | 20 gr Agar

Rye suyu Rye suyu Peasuyu 1ltsafsu

20 g sakaroz 20 g sakaroz 2 g CaCOs

15 g Bacto- agar

100 pg/L nystatin
50 pg/L rifampisin
Saf e 1

su It’ye

tamamlanir.

15 g Bacto- agar
0.050 g/L PB-sitosterol
¢Ozeltisi

100 pg/L nystatin

50 pg/L rifampisin
Saf su ile 1 It’ye

tamamlanir.

15 g Bacto-agar
Safsuile 1 It’ye

tamamlanir.

24



3.1.4 Metalaxyl Duyarhhk Testleri

Patojenle miicadelede kullanilan metalaxyl etken maddeli fungisitlerin
patojenin gelisimi ve oospor olusturmasina etkileri asagidaki ¢izelgede verilen

fungisitle test edilmistir.

Cizelge 3.1.4.1 Patojene etkisi arastirilan fungisitler

Preparat Adi Etkili Aktif  Madde | Formiilasyon | Firma
Madde Orani (%)
Ridomil Gold 480 | Metalaxyl 48 EC Syngenta

3.1.5 DNA izolasyonu

Cizelge 3.1.5.1 DaRT protokoliine gore Fresh Buffer hazirlanisi

Kimyasallar 50 ml i¢in
Tris HCI pH 8.0 6,25 ml
EDTA pH 8.0 2,29 ml
5M NaCl 8,33 ml
Sorbitol 1,339
CTAB (en son)* 0,429
Sarcosyl (en sondan 6nce)* 0,429
PVP-40 1,00 g
Sodiumdisulfite 0,259

Su ile 50 mI’ye tamamlanur.

“Kullanilan kimyasallarin deterjan iceriklerinden dolayr kdpiirme 6zelligi oldugundan karisima en son
eklenirler.

Kullanilan diger kimyasallar chloroform: isoamyl alkol (24: 1), isopropanol ve %70

etil alkol izolasyon asamasinda kullanilmaktadir.
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3.2 Yontem

3.2.1 1lzolasyon ve koleksiyon olusturma

P. infestans izolat koleksiyonu 2017, 2018 iiretim sezonunda Bolu ilinde
hastaligin siklikla goriildiigii ilgelerin patates iiretim alanlarini temsil edecek sekilde
olusturulmustur. Ornek sayilarmin ilgelere dagiliminda secilen ilgelerin toplam sorvey
alanma katilim paylar1 dikkate alinmustir. Ilgelerdeki kdylerin seciminde ise kdy ekilis
alaninin biiytikliigi, koylerin ilgeye gore farkli yonlerde olmasi g6z Oniinde
bulundurulmustur. Etmenin farkl iwrklarini yakalayabilmek ic¢in, Ornekler belirti
goriinlimiinde farklilik gdsteren bitkilerin gévde ve yapraklarindan almmustir.
Patojenin karisik enfeksiyonlarini, yani enfekteli dokuda birden fazla genotipinin
bulunma olasiligini en diisiik seviyeye indirmek amaciyla, enfekteli dokunun tek bir
lezyondan olusmasi ve bu lezyonun miimkiin oldugunca gen¢ olmasina 6zen
gosterilmistir. Bu tipte belirti sergileyen yaprak ve govde ornekleri kese kagidina ve
sonrasinda kiigiik plastik torbalara etiketlenerek yerlestirilmis ve buz kutularinda

laboratuvara getirilmistir.

Bu ornekler laboratuvarda igerisinde 10 ml, %2’lik su agar bulunan petrilerin
ters g¢evrilmesi sonrasinda kapak kismina yerlestirilmis (su agar kismi petrinin
istliinde) ve 3 kat parafilmlenerek 24-48 saat siireyle sporlanmaya birakilmistir,
sonrasinda sporlanan yaprak yada gévde dokularma sera yada kontrollii kosullarda
yetistirilen Bitnje patates ¢esidinin steril suyla islatilmis yapraklari temas ettirilerek
ayni kosullarda su agar petrilerinde sporlanmaya (su agar iistte, yaprak petrinin kapak

kisminda ve 3 kat parafilmlenmis) birakilmustir.

Daha sonra 3 mm? boyutlarindaki agar diskleriyle sporlanan yaprak
kisimlarindan sporangiumlar stereo mikroskop altinda alinarak icerisinde 100 pg/L
ampicillin, 100 pg/L nystatin ve 50 pg/L rifampisin bulunan Rye A Agar besiyerine
transfer edilmigtir. Petriler 20 °C’de 5-7 giin gelismeye birakilmis ardindan gelisen
patojen kiiltlirlerinden 5 mm ¢apindaki mantar diskleri koloninin en u¢ noktasindan
alinarak antibiyotiksiz Rye A Agar ortamina aktarilmis ve burada etmenin gelisimi ve
sporulasyonu izlenmistir. Daha sonra elde edilen her izolatin saf kiiltiirii icerisinde

Rye A Agar bulunan siselere aktarilmis ve etmenin gelismesi sonrasinda kiiltiirler
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mineral yag icerisinde (Sigma Diagnostic Inc, St Louis, MO, USA) 15 °C’de 6 ay
slireyle saklamaya alinmistir (Danies vd., 2014; Deahl vd., 2002).

3.2.2 Kaullanilan Besiyerleri

3.2.2.1Rye A Agar

120 gr Rye tartilarak bir kaba almip, iizerine 150 ml saf su eklenir ve agzi
kapatilmigtir. 24 saat boyunca karanlkta bekletilmistir. 24 saat sonunda kapta
¢imlenmis olan ¢avdarlar erlenmayere alinip ve iizerine ¢avdarlari 1-2 cm gegecek
kadar saf su eklenmistir. Yaklasik 1 saat elektrikli ocakta kaynatilmistir. Kaynatilmis
cavdar suyu tiilbent yardimiyla siiziilip ve otoklav sisesi igerisine eklenmistir
(yaklasik 200 ml). Siseye 20 g sakkaroz, 15 g Bacto- agar eklenmis ve saf su ile 1
litreye tamamlanmistir. 121 °C’de 20 dk otoklavlanmis ve 45-50 °C’ye sogutulup

istenilen kalinlikta petrilere dokiilmiistur.

3.2.2.2 Rye B Agar

Rye A Agar besi yeri hazirlanmasi i¢in gegerli olan protokoller bu besi yerinde
de uygulanmistir. Bu ortamu farkli kilan tek nokta otoklav 6ncesinde 0.050 g/L B-
sitosterol eklenmesidir. B-sitosterol patojenin sporlanmasini artirdigi i¢in bol spor

eldesi gereken durumlarda bu besi yeri kullanilir.

3.2.2.3 Pea Agar

120 gr dondurulmus bezelye tartilip bir siseye alinmustir. Saf su ile 1 litreye
tamamlanip 121 °C’de 20 dk otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilip tiilbent yardimiyla
stiziilerek suyu baska bir siseye aktarilmistir. Siseye 2 g CaCOz ve 15 g Bacto-agar
eklenir saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. 121 °C’de 20 dk otoklavlanip 45-50 °C’ye

sogutulup Vve istenilen kalinlikta petrilere dokiilmiistiir.
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3.2.3 DNA izolayonu:

DArT DNA izolasyon protokolii 2 mI’lik ependorf tiip i¢in;

1 ml fresh buffer kuru blok 1siticida 65 °C’ye 1sitilmistir. Petri kabinda gelismis
olan etmenin miselleri bistiiri ile kazinip alinarak 65 °C’ye 1sitilmis fresh buffer
icerisine aktarilmistir. Ependorf tiip vorteksle iyice karistirilip daha sonra kuru blok
1siticida 30-60 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda misel y1gmim ¢dzeltide daha
iyl karismasi i¢in homojenizator yardimiyla parcalanmistir. Tip oda sicakligina
sogutulup 1 ml chloroform: isoamyl alkol (24: 1) karisimi ilave edilmistir. Ependorf
tip 30 dk homojen bir goriintii elde edene kadar karistirilmistir. 20 dk 10.000 g’ de
santriflij yapilmistir. Sanriflij sonrasi listte olusan berrak sivi bagka bir ependorf tiipe
aktarilmustir. Aktarilan sivi kadar {izerine soguk isopropanol eklenip ve 10 dk kadar
ters diiz edilerek karistirilmistir. Karistirma sonrasinda 30 dk 10.000 g’ de santrifiij
yapilmistir. Santrifiij sonunda DNA’y1 i¢eren pellet ependorf tiipiin alt kisminda
toplanmustir. Ust sivi dokiiliip pellet ve ependorf tiipiin i¢ yiizii %70 etil alkol ile
yikanmistir. Kurutulduktan sonra pellet iizerine eklenen 250 pl su igerisinde
¢cOziindiiriilmiistiir. Elde edilen DNA miktar1 ve kalitesi spektrofotometre kullanilarak

tespit edilmistir (Sekil 3.2.3.1).

28



Sekil 3.2.3.1 DNA izolasyonu islemlerinde kullanilan bazi cihazlar (a. Kuru
blok 1sitic1 b. Spektrofotometre c. Vortex d. Santrifiij)
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3.2.4 PCR kosullar ve Eslesme Tipi (Mating Type) Belirleme

PCR reaksiyonlar1 15 pl final reaksiyon hacminde BIO-RAD T-100 model
thermal cycler ile gerceklestirilmistir. Her bir reaksiyon 2 ul (55 ng) sablon DNA, 2
ul 10xPCR buffer (20mM MgCl: iceren Thermo Scientific 10x Dream Taq buffer), 2
pul ANTP’ler (herbiri 2 mM), her bir oligoniikleotid primerdan 0.8 ul, 0.2 ul Taqg DNA
Polimeraz (Thermo Scientific dream Taq Polimeraz; 5 U/ul) ve 7,2 ul steril sudan
olugsmustur. DNA amplifikasyonu asagida belirtilen PCR kosullarinda yiirtitiilmiistiir.
94°C’de 90 s 6n denatiirasyondan sonra 35 dongii 94°C’de 40 s, 35°C (primer Sla ve
S1b) ya da 53°C’de (primer W16-1 ve W16-2) 60 s, 72°C’de 90 s ve son uzatma
72°C’de 10 dk S1 primeri PCR isleminden sonra jelde yiiriitiilirken W16 primeri i¢in
amplifikasyonu yapilan her bir DNA’nm 10 ul’kismu igerisinde 1 pl (50 U pl?)
restriksiyon enzimi Haelll, 3 pl 10x restriksiyon buffer ve 16 pl steril su bulunan ana
karisimla karistirilmis ve sonrasinda restriksiyon enzimlerinin aktivite géstermesi i¢in
37°C’de bir gece inkube edilmistir. Inkiibasyon sonunda jel elektroforezi islemine

gecilmistir.

3.2.5 Agaroz Jelin Hazirlanmasi

%1’lik agaroz jel haziwrlamak igin jel kaseti yerine yerlestirilmistir.
Erlenmayere 0,5 gr agaroz tartilarak eklenmistir. Uzerine 50 ml TBE tampon
eklenmistir. Mikrodalga firinda (yaklasik 160 °C’ ta) agaroz homojen bir sekilde
eriyene kadar isitilmistir. Homojen bir goriim elde edildiginde mikrodalga firindan
alinarak 45-50°C’ ta kadar sogutulup ve jel kasetine dokiilmiistiir. Uygun taraklar
takilip ve jelin donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra taraklar g¢ikarilip, jel
elektroforez tankina yerlestirilip ve 6rnekler yiiklenmistir.

TBE tamponu (5x)(500ml) i¢in 1,21 gr Trizma base, 28,6 gr Borik Asit, 50 gr EDTA
(0,5 M)
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3.2.6 Jel Elektroforezi

DNA oOrneklerine 1 pl 6x yiikleme boyast eklenip, boyanin orneklerle
karigmas1 saglanip ve birka¢ saniye santriflij yapilarak karisimin tiipiin alt kismmna
toplanmas1 saglanmistir. Boya sukroz icerdigi i¢in DNA Orneklerinin TBE
tamponundan agir olmasini saglar ve bu sayede oOrnekler agilan kuyucuklarda
kalmistir. Ayrica boyanin Bromfenol mavisi i¢ermesi elektroforez iglemi siiresince
orneklerin jel iizerindeki hareketinin goriilmesinide saglamaktadir. DNA ornekleri
kuyucuklara yiiklenirken bant uzunluklarmi 6lgmek i¢in ilk siraya bir DNA ladder
yiklenmistir. DNA ladder yiiklendikten sonra sirasiyla Ornekler birbirine
karismamasima 6zen gosterilerek dikkatli bir sekilde mikro pipetle kuyucuklara 15 pl
yliklenmistir. Jel tanki kapatilip ve elektrotlar gii¢ kaynagina baglanmistir. Giig
kaynagi yaklasik olarak 100 voltta 1 saat kadar calistrilip bu durum jele ve
goriintiilenmek istenen iriine gore degisiklik gostermektedir. Jel tizerindeki boya
istenilen noktaya geldiginde giic kaynagi kapatilmistir. Jel dikkatlice cikariip ve
icerisinde 50 pl/L %1 BioChemica Ethidium Bromide (AppliChem, Darmstadt,
Germany) bulunan bir kaba alinarak 30 dk boyunca boyamaya birakilmistir. Jel ¢ok
dikkatli bir sekilde Ethidium Bromide ’den alinip ve UV transilluminatorde fotografi
cekilmistir (Sekil 3.2.6.1).

31



Sekil 3.2.6.1 Jel Elektroforezi asamalar1 (a. Elektroforez islemi bitmis olan
jelde Orneklerin goriiniimii b. Gii¢ kaynagi c. Elektroforez tanki d.
Ethidium Bromide ile boyama e. UV Transilluminator’e
yerlestirilmesi)
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3.2.7 Metalaxyl Duyarhhg:

izolatlarin reaksiyonlar1 PeaAgar besiyerine 0, 5, 100 mg L konsantrasyonda
metalaxyl (Ridomil Gold EC %48, Syngenta) eklenmesiyle 6l¢tilmiistiir (Peters vd.,
2014; Therrien vd., 1993). Bu amagcla patojen izolatlarin iki haftalik kiiltiirlerinden
alinan 8 mm ¢apindaki diskler icerisinde 0, 5, 100 mg Lt metalaxyl bulunan PeaAgar
petrilerine 5 tekerriirlii olarak ekilmis ve iki hafta siireyle karanlikta, 16 °C’de inkiibe
edilmislerdir. Denemede izolatm 5 ve 100 mg L™ ’de 6lgiilen gelisimi (mm) negatif
kontrolde &lgiilen degerin %40’ indan kiiciik, Duyarly; izolatmm 5 mg L™de dlgiilen
gelisimi negatif kontrolde 6lgiilen gelisimin %40°’ndan biiyiik, ancak 100 mg L™’ de
Olgiilen gelisimi ise %40°dan kiiciik, Orta Derecede Duyarli; izolatin 5 ve 100 mg L
1 de 6lciilen gelisimleri negatif kontrolde dlgiilen degerin %40’ indan biiyiik, Dayanikli
olarak degerlendirilmistir (Bakonyi vd., 2002; Garry vd., 2005).

3.2.8 Konukcu Dokuda Oospor Olusumu:

Saptanan Al ya da A2 eslesme tipleri kendi aralarinda oospor olusturma
yetenekleri bakimindan testlenmistir. Testlerde iklim odasinda yetistirilen 6 haftalik
bitkilerin (Agria ¢esidi) yapraklarindan alinan 10 mm ¢apindaki diskler kullanilmistir.
Bunlar igerisinde su agar bulunan 9 cm ¢apindaki petri kaplarina 9 disk gelecek sekilde
yerlestirilmis ve her bir disk 20 ul A1:A2 (1:1 oraninda) sporangium karigimiyla
inokiile edilmistir. Petri kaplar1 15 °C'de 10 giin silireyle 12 saat aydinlik/karanlik
periyotta inkiibe edilmistir ve daha sonra oospor olusumunun degerlendirilmesi i¢in

diskler etanolde kaynatilarak sayimlar gerceklestirilmistir (Cohen vd., 1997).

3.2.9 Metalaxyl’in Oospor Olusumuna EtKkisi

Icerisinde 100 ppm konsantrasyonda metalaxyl bulunan Rye A Agar besiyerine
izolatlar 8 mm ¢apindaki diskler aralarinda 2 cm bulunacak sekilde 5 tekerriirlii olarak
ekilmigtir. Karanlikta 2 hafta siiresince inkiibasyona birakilan petrilerde gelisen
izolatlarin birlesme noktalar1 mikroskop altinda incelenmis ve petrilerin 5 farkli

noktasindan 10 x objektifin goriis alaninda bulunan oosporlar sayilmistir.
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3.2.10 Tarla Kosullarinda Qospor Olusumu

3.2.10.1 Oosporlu yaprak-toprak karisim

Al ve A2 eslesme tipinin verildigi cm?*sinde ortalama 100 oospor bulunan 30
patates yaprag1 500 cm® kum ve toprak (1:2 w/w) karisimiyla bir kiivette karistirilip
saksiya yerlestirilmistir. Denemeler ii¢ tekerriirlii olarak yiritiilmiistiir. Saksilar
Kasim ayinda topragi 20 cm derinligine gomiilmiis ve Nisan ayma kadar bu derinlikte
dogal tarla kosullarinda bekletilmistir. 11 Nisan 2018°de c¢ikarillan topraktaki
sporangium ve miselleri elimine etmek i¢in 24 saat boyunca derin dondurucuda (-20
°C) bekletilmistir. Dondurucudan ¢ikarilan toprak ¢oziindiikten sonra seffaf plastik bir
kaba alinmis ve toprak seviyesini 1 cm gececek kadar musluk suyu eklenmis ve
15 °C’de iki gilin inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 16 saatlik fotoperiyotta
yetistirilmis Bintje ¢esidinin yapraklar1 su iizerine alt kisimlar yukariya bakacak
sekilde yerlestirilmistir ve iki hafta siireyle inkiibe edilmistir. Yapraklar iki hafta
boyunca enfeksiyon olusumu igin kontrol edilmis enfeksiyon olusumu durumunda

yapraklarin tizerine patates yumru dilimleri konulmasi planlanmustir.

3.2.10.2 Yumruda oospor olusumu

Al ve A2 eslesme tiplerinin sporangiumlar1 bir ependorf tiip icerisinde
karigtirilmig ve 20-50-100 pl’lik miktarlarda yumrulara inokiile edilmistir. Bu islem
icin Agria cesidinin yumrular1 kullanilmistir. Yumrularin 2 cm derinligine enjekte
edilen spor siispansiyonu enjeksiyon isleminden sonra kapatilmis ve ti¢ kat parafilmle
kaplanmistir. Plastik kaplara konularak Kasim ayinda topraga gomiilmiis ve yine 11
Nisan 2018’de topraktan c¢ikarilmistir. Bu islem {i¢ tekerriirli olarak
gerceklestirilmistir. Spor silispansiyonunun verildigi etmenin gelisim gosterdigi
kisimlardan 1-2 mm’lik ince kesitler alinarak mikroskop altinda incelenmis oospor

olusumu degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bulgular

4.1.1 1izolat Koleksiyonu

Hastalik gelisimi i¢in uygun hava sartlarmin oldugu donemlerde patates

tarlalarma yapilan arazi ¢ikislarinda 46 P. infestans izolati elde edilmistir. Bu

izolatlarla ilgili bilgiler Cizelge 4.1.1.1°da verilmistir.

Cizelge 4.1.1.1 Elde edilen izolatlarin lokasyon, koordinat, eslesme tipi ve
metalaxyl dayaniklilig1 bilgileri

Izolat . Eslesme Metalaxyl
Numarasi Lokasyon Koordinat $Ti|$3i Duyarhh)g/'y
1 Bolu-Merkez-Karakoy 4042 31/313227 A2 Orta Dayanikl
2 Bolu-Merkez-Karakdy 404235/313231 A2 Orta Dayanikli
3 Bolu-Merkez-Karakdy 404236/313235 A2 Orta Dayanikli
4 Bolu-Merkez-Karakdy 4042187313221 A2 Orta Dayanikli
5 Bolu-Merkez-Karakdy 404217/313230 A2 Orta Dayanikli
6 Bolu-Merkez-Karakdy 404223/313232 A2 Orta Dayanikli
7 Bolu-Merkez-Doganct 404136/313234 A2 Dayanikli
8 Bolu-Merkez-Doganct 404133/313224 A2 Dayanikli
9 Bolu-Merkez-Doganct 404119/313223 A2 Dayanikli
10 Bolu-Merkez-Doganct 404143/313238 A2 Orta Dayanikli
11 Bolu-Merkez-Doganct 404139/313254 A2 Orta Dayanikli
12 Bolu-Merkez-Doganci 404137/313246 A2 Dayanikli
13 Bolu-Merkez-Doganci 404140/313240 A2 Dayanikli
14 Bolu-Merkez-Doganci 404150/313409 A2 Dayanikli
15 Bolu-Merkez-Sultanbey 404149/313416 A2 Dayanikli
16 Bolu-Merkez-Sultanbey 404138/313437 A2 Dayanikli
17 Bolu-Merkez-Sultanbey 404141/313413 A2 Orta Dayaniklh
18 Bolu-Merkez-Doganci 404155/313341 A2 Dayanikli
19 Bolu-Merkez-Doganci 404151/313338 A2 Dayanikli
20 Bolu-Merkez-Doganci 404149/313327 A2 Orta Dayaniklh
21 Bolu-Merkez-Doganci 404153/313402 A2 Dayanikli
22 Bolu-Merkez-Doganci 4041547313419 A2 Dayanikli
23 Bolu-Merkez-Doganc1 404152/313425 A2 Dayanikli
24 Bolu-Merkez-Doganc1 4042 07/3134 24 A2 Dayanikli
25 Bolu-Merkez-Sultanbey 404143/313420 A2 Orta Dayanikli
26 Bolu-Merkez-Sultanbey 404120/313442 A2 Dayanikli

35



Cizelge 4.1.1.1’in devami

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

Bolu-Merkez-Sultanbey
Bolu-Merkez-Kopriiciiler
Bolu-Merkez-Berk
Bolu-Merkez-Berk
Bolu-Merkez-Berk
Bolu-Merkez-Berk
Bolu-Merkez-Berk
Bolu-Merkez-Berk
Bolu-Dortdivan-Merkez
Bolu-Dortdivan-Merkez
Bolu-Dortdivan-Deveciler
Bolu-Dortdivan-Deveciler
Bolu-Dortdivan-Adakinik
Bolu-Dortdivan-Adakinik
Bolu-Dortdivan-Asagisayik
Bolu-Doértdivan-Asagisayik
Bolu-Dortdivan-Asagisayik
Bolu-Dortdivan-Asagisayik
Bolu-Merkez-Okgular
Bolu-Merkez-Okgular

404114/3134 36
404138/313516
4042 15/3136 03
404222/ 31 3556
404229/313610
4042 34/3136 36
4042 27/3136 24
4042 16/3136 29
4043 46/3204 08
404338/320404
404310/ 3205 05
4043 04/320508
404242320410
4042 46/3204 23
4042 09/32 0257
4042 10/3203 07
404159/3203 32
404155/3203 29
4042 471313756
4042 31/313752

A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2

Dayanikl
Orta Dayanikli
Dayanikl
Dayanikl
Dayanikl
Dayanikl
Dayanikl
Orta Dayanikl
Orta Dayanikl
Orta Dayanikl
Orta Dayanikl
Orta Dayanikl
Orta Dayanikhi
Orta Dayanikli
Dayanikli
Dayanikhi
Dayanikli
Dayanikhi
Dayanikli
Dayanikli

Sekil 4.1.1.1 Yaprakta ilk enfeksiyonun goriiniimii
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Sekil 4.1.1.2 Laboratuvara getirilen 6rneklerden etmenin izolasyonuna doniik
calismalar

Sekil 4.1.1.3 Enfekteli yapraklarin su-agar’da 24-48 saat sonraki sporulasyonu
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Sekil 4.1.1.4 Sporulasyonlu yapraklara 1slatilarak temas ettirilen Bintje patates
cesidine ait yapraklarda 5-7 giin sonra olusan yeni sporulasyonlar

Sekil 4.1.1.5 Bintje patates ¢esidine ait yapraklarda sporangium demetlerinin
mikroskop altindaki goriintiisii
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Sekil 4.1.1.6 -135 °C’de saklanmak ftizere stok kiiltiire eklenen P. infestans
izolatlar1

Sekil 4.1.1.7 15°C’de saklanmak tizere stok kiiltiire eklenen P. infestans izolat1
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Sekil 4.1.1.8 Etmenin Rye A agar ortaminda geligimi

4.1.2 DNA lzolasyonu

Izolatlarn DArT DNA izolasyon protokolii uygulanarak elde edilen DNA

miktarlar1 ve bunlara ait 6l¢tim grafikleri temiz bir DNA elde edildigini gdstermektedir

(Sekil 4.1.2.1; Cizelge 4.1.2.1).
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Nl dsDNA RUN REPORT  GRAPH (l) GENERAL ACCOUNT &

1.

Microvolume

Blank Measure ———

2,06
260/230

260/280

Optimized baseline

Sekil 4.1.2.1 Spektrofotometre ile DNA miktari 6l¢iilen izolat 6rnegi
Cizelge 4.1.2.1 Elde edilen tiim DNA’larin 6l¢iim degerleri

Izolat DNA miktar1 Izolat DNA miktar1 Izolat DNA miktari

No (ng/ul) No (ng/ul) No (ng/ul)
1 290,25 21 251,3| 41 361
2 321,47 22 147,8| 42 293,68
3 157 23 135,5| 43 145,99
4 225,63 24 157| 44 120
5 322,12 25 220| 45 98,69
6 458 26 256 | 46 173,24
7 85,64 27 193

8 200 28 176,23

9 137,67 29 192

10 332,85 30 360

11 295,55 31 205,2

12 225 32 149,39

13 239 33 173,26

14 139,1 34 195,41

15 419,6 35 168,45

16 169 36 285,71

17 246 37 163,01

18 109,61 38 429

19 275 39 537,12

20 359 40 264,61
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4.1.3 PCR Reaksiyonu ve Jel Elektroforezi ile Eslesme Tiplerinin

Belirlenmesi

Sorvey alanindan elde edilen izolatlarin tiimii A2 eslesme tipinde bulunmustur
(Sekil 4.1.3.1, Sekil 4.1.3.2). izolatlarn eslesme tipi molekiiler yontemler kullanilarak

tespit edilmistir.

e R L L L E L L L X b ¢ ¢ X I ¢ X

e L L

Sekil 4.1.3.1 W16 primeriyle elde edilen 6rnek jel goriintiisii(ilk srada DNA
ladder ve baz uzunluklari, 1-5 Ornekler Al eslesme tipindeki
izolatlar ve karakteristik 557bp, 457bp ve 100bp uzunlugunda ki
bantlar1, 6-18 6rnekler A2 eslesme tipindeki izolatlar ve karakteristik
457bp ve 100bp uzunlugunda ki bantlar1)
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Sekil 4.1.3.2 S1 primeriyle elde edilen drnek jel goriintiisii (Ilk srrada DNA
ladder ve baz uzunluklari, 1-5 6rnekler Al eslesme tipindeki izolatlar
ve S1 primerinin 1250 bp. uzunlugunda ki karakteristik bandi, 1-15
ornekler A2 eslesme tipindeki izolatlar)

4.1.4 Metalaxyl Duyarhhg

Calismamizda izolatlarin timi bu teste tabi tutulmus ve yapilan Olgiimler
sonrasinda 19 izolat orta dayanikli bulunurken 27 izolat ise dayanikli bulunmustur

(Cizelge 4.1.1.1).
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Sekil 4.1.4.1 Metalaxyl’e orta dayanikli bulunan 1 numarali izolatin kontrol
(A) ve 100 ppm ilagh ortamda gelisimi (B)

Sekil 4.1.4.2 Metalaxyl’e dayanikli bulunan 21 numarali izolatin kontrol (C)
ve 100 ppm ilagh ortamda gelisimi (D)

4.1.5 Konukcu Dokuda Oospor Olusumu

Sorvey alanini temsil eden 10 izolat laboratuvar kiiltiir stoklarimizda bulunan
Tirkiye’nin farkl illerinden daha once elde edilmis Al eslesme tipindeki izolatlarla
rastgele olarak eslestirilmistir. Sporangium karisiminin verildigi nokta ve ¢evresinde
oospor olusumu goézlenmistir. 10x objektifin goriis alaninda bulunan tiim oosporlar

mikroskop altinda sayilmistir (Cizelge 4.1.5.1).
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Sekil 4.1.5.2 40x objektifle goriintiilenmis oospor
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Sekil 4.1.5.3 10x objektifle goriintiilenmis oosporlar

Cizelge 4.1.5.1 Farkli eslesme tipi kombinasyonlarmm verdikleri oospor
sayilar1, oospor saptanan disk sayis1 ve yayginlik orani

Toplam Yaprak

Eslesme Tipi Ortalama yagrak Oospor disklzrinde
oospor - saptanan
Al x A2 sayis! diski disk sayist yaygmlik orani
sayisl (%)

1/B-66 179 ,2 24 24 100
7/B-67 172 2 24 21 87 .5
16/A-87 159 ,6 23 19 82,6
21/A-94 166 ,8 22 14 63,63
28/Trb-118 154 .8 24 5 20,83
32/T-189 187 4 20 17 85
35/Nev-263 177 .8 21 16 76,19
39/Nev-265 187 ,2 24 22 91,66
44/Nev-304 167 ,2 24 20 83,33
46/N-340 165 ,6 22 15 68,18
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4.1.6 Ticari Fungisit Formiilasyonlarinin oospor Olusumuna Etkileri

Ridomil Gold 48 EC kullanilarak gerceklestirilen testlerde ortamda fungisit
bulunmasi oospor olusumunu %75-90 oraninda azaltmistir. Elde edilen veriler Cizelge

4.1.6.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1.6.1 Fungisit bulunan-bulunmayan ortamda oospor sayilar1 ve

etkililik orani (%)
Eslesme tipi Ortalama oospor sayist %

Al x A2 Kontrol () }:OO ppm Etkililik

ungisit

1/B-66 7,6 0,6 92,11
7/B-67 8 1,4 82,50
16/A-87 7,8 1,6 79,49
21/A-94 8,2 2 75,61
28/Trb-118 8 1,2 85,00
32/T-189 9,2 1,4 84,78
35/Nev-263 6,8 1,6 76,47
39/Nev-265 8,2 1 87,80
44/Nev-304 7,4 1,2 83,78
46/N-340 5,8 1,4 75,86

4.1.7 Tarla Kosullarinda Oospor Olusumu

Tarla kosullarinda sporangiumlu yapraklarin karistirildigi toprakta oospor
kaynakl1 bir enfeksiyon kiivetlere yerlestirilmis yapraklarda gerceklesmemistir (Sekil
4.1.7.1, Sekil 4.1.7.2).
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Sekil 4.1.7.1 Oospor enfeksiyonu i¢in hazirlanan kiivet

Sekil 4.1.7.2 Oospor enjeksiyonu igin inkiibasyona birakilmis Agria g¢esidine ait
yapraklar

Tarla kosullarinda hastalikli yumruda oospor olusumu testinde yumrularda
spor siispansiyonunun verildigi bdlgeler ve ¢evrelerinden kesitler alinmistir. Kesitler
mikroskop altinda incelendiginde oospor olusumuna rastlanamamistir. Ancak
yumrulardan alman kesitlerde bol miktarda sporangium ve misel olusumuna
rastlanmigtir. Birkag giin inkiibasyondan sonra kesitlerde belirgin olarak sporangial
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kitle artist olmustur. Kesitler icerisinde su agar bulunan petrilerin kapak kismina
yerlestirilmistir.

Sekil 4.1.7.3 Hastalikli yumrular (inokiilasyondan 6 ay sonra)

Sekil 4.1.7.4 Hastalikli yumruda enine kesit (inokiilasyondan 6 ay sonra)
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Sekil 4.1.7.5 Farkli dozlarda spor siispansiyonu verilen 5-7 mm kalinligindaki
kesitlerde olusan sporangial kitle

4.2 Tartisma

Ulkemizde patates yetistirilen alanlarda bitkinin gelisim dénemlerinde yagis
olmasi1 ve 1liman bir bolgede olmamiz sebebiyle hava sartlarinin patojenin gelisimine
uygun olmasi patojeni siklikla {iretim alaninda bir sorun olarak karsimiza
cikarmaktadir. Yagislarm yogun oldugu donemlerde ilaglama faaliyetlerinin
gergeklestirilememesi tiretim alanlarmin  biiyiik driin eksilislerini  beraberinde
getirmektedir (Stevenson vd., 2001). Etmenin epidemik karakteri ve bolgenin iklim
kosullar1 diistiniildiigiinde iiretim alanlarinda ge¢ yaniklik hastaligi biiyiik bir tehdit
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Turkensteen vd’leri (2005) etmenin epidemik
karakterinden eseysiz sporlarin sorumlu oldugunu belirtmislerdir. Sérvey alaninda
bitki yetistirme donemlerinde yagislarin olmasi ve siklikla riizgarlarm goriilmesi
etmenin eseysiz sporlarmin yayilmasmi kolaylastirmaktadir. Bolgede Karadeniz
ikliminin hakim olmasi, gece giindiiz sicaklik farklarmin yiiksek olmasmi ve ¢ig
olusumunu da beraberinde getirmektedir. Yaprak ylizeyinin bu islaklig1 etmeni
hareketinin kolaylagtirmakta ve sporulasyon yetenegini artirmaktadir (Cohen vd.,
2000).

Etmenin izolasyonunun, laboratuvar sartlarinda canliligini korumanin, patojeni
gelistirmek icin gereken besiyerlerinin hazirlanmasmim zor olmasi ve besiyerlerinin
yapilan islemlerden kolay etkilenerek etmenin gelisimini smirlandirmasi etmenle
calismay1 zorlastirmaktadir. Besiyeri hazirlanmasinda izlenen tiim siireglerde
islemlerin uygulama siirelerine ve kaynatma igsleminde uygulanan sicakliklara dikkat

etmek gerekmektedir. Tiim bu islemlerinin yapilmas: besiyeri hazirlanmas1 ve
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izolasyon islemleri wuzmanlk gerektirdiginden siklikla c¢alismalara konu

olamamaktadir (D. Andrivon, 1995; Deahl vd., 2002).

Brylinska vd.’leri (2016) etmenin DNA izolasyonunu gerceklestirmek icin
GenElute™ (Bitki Genomik DNA Miniprep Kiti, Sigma-Aldrich) kiti kullanmiglardir.
Bitki DNA ekstraksiyonu igin gelistirilmis olan kit etmenin izolasyonunda basarili
bulunmustur. Tez ¢alismamizda kullanilan DArT DNA izolasyon protokolii bitki
DNA’s1 izolasyonu i¢in gelistirilmis bir metoddur. Alinan sonuglara bakildiginda
yontemin etmenin DNA’smin izolasyonunda basarili ve uygulanabilir oldugu

goriilmektedir.

Eslesme tipinin belirlenmesinde klasik yontemin yerine molekiiler yontemlerin
tercih edilmistir. Klasik yOntemin tercih edilmemesinin nedeni bu ydntemde
besiyerine karsilikli olarak inokiile edilen patojenlerin birlesme noktalarinda
olusturduklar1 oosporlarin baz alinmasidir. Besiyerlerinde etmenin hifsel gelisiminin
devam etmesi ve besi yerinin kalinlig1 oosporlarin goriilmesini gii¢lestirmektedir.
Bunun yaninda eslesmelerde kullanilan besi yeri igeriginde ki substratin, kiiltiiriin
yasinin, besiyerleri hazirlama islemlerinin ve eslesmelerde kullanilan izolatlarin
oospor olusturma potansiyellerinin farklilik gdstermesi bu yontemle eslesme tiplerinin
belirlenmesini zorlastirmaktadir. Diger taraftan molekiiler yontemlerle eslesme tipinin
belirlenmesi yiiksek dogruluk orani, farkli primerlerle sonu¢ konfirmasyonu
saglamasi, hizli ve kesin sonuglar elde edilmesi bakimindan tercih edilmektedir
(Mazakova vd., 2009; Brylinska vd., 2018).

Patojenin  fungisitlere  kars1  duyarlilifin  miicadele  stratejilerinin
gelistirilmesinde biiyiik bir neme sahiptir. Metalaxyl hala etmene karsi ruhsatl bir
fungisit olmakla birlikte fenotipik karakterlerin belirlenmesinde bir kriter olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle etmene ait izolatlarin metalaxyl duyarlilig1 tiim
izolatlar i¢in arastirilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda bolgedeki etmen
popiilasyonunun orta dayanikli ve dayanikli oldugu goriildii. Yapilan ¢aligmalarda
dayanikli ve orta dayanikli izolatlar siklikla tespit edilmis duyarli izolatlara ise
rastlanamamistir (Chmielarz vd., 2014; Goodwin, 1997; Grinberger vd., 1989).
Izolatlarm c¢ogunlukla daynikli ya da orta dayanikli bulunmasi metalaxyl etkili

maddeli fungisitlerin yaygin kullanimmin bir sonucu olabilir. Bu durum etkili
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maddeye hastalikla miicadelede farkli etkili maddeye sahip fungisitlerin kullanimini

zorunlu kilmaktadir.

[zolatlarin oospor olusumu testlerinde Al eslesme tipinde oldugu bilinen ve
Tiirkiye’nin farkli illerinden elde edilen izolatlar kullanilmistir. Eslesmeler sonucunda
laboratuvar kosullarinda konuk¢u dokuda ve besi yerlerinde 00Spor olusumu oldugu
gozlenmigstir. Tirkiye’den elde edilen izolatlar kullanilmasinin nedeni bdlgeler
arasinda gergeklestirilen tohumluk materyal aligverislerinde etmenin bdlgeler arasinda
tagmabilmesi ve bu bolgelerde oospor olusturabilme potansiyeli nedeniyledir. Tarla
sartlarinda toprakta uzun siire hayatta kalabilen oosporlarin olusmasi ve oospor
kaynakli enfeksiyonlarin gerceklesmesi bu yolla miimkiin olabilmektedir. Ayrica
fungisitlere ve ¢evre kosullara daha dayanikli yeni klonal soylarin ortaya ¢ikmasi da
bu yolla gergeklesebileceginden oospor olusumu biiyiik 6neme sahiptir (Turkensteen
vd., 2000).

Elde edilen oospor sayilarina bakildiginda eslesmeler arasinda farkliliklar
oldugu goriilmektedir. Bu farkliliklar incelendiginde oranlarin birbirine yakin oldugu
goriilmiistiir. Eslesmelerde olusan oospor sayilar1 eslestirilen izolatlar ve besi yeri

subtratlar1 gibi etkenlere bagh olarak degiskenlik gostermistir (Flier vd., 2000)

Denemelerde dayanikli izolatlarin yani sira bolgesel lokasyonlarin tamamini
aragtirmamizda kullanmak amaciyla orta dayanikli izolatlarda kullanilmistir. Ticari
fungisit formiilasyonlarmin Rye A Agar ortaminda oospor olusumuna etkileri
incelendiginde oospor olusumunda kontrole oranla ilaghh ortamda azalma oldugu
goriilmiistiir. Ancak bu etki sadece oospor olusturma yetenekleri iizerinedir. Dayanikl
izolatlarn miseliyal gelisiminde herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Orta
dayanikli izolatlarin fungisitten etkilenmesi dayanikli izolatlara gore daha yiiksek
olmustur. Bu da orta dayanikli izolatlarda olusan oospor sayismnin daha disiik
gerceklesmesine neden olmustur. Ayni zamanda miseliyal gelisme orta dayanikli
izolatlarda daha zayif gergeklesmistir. Eslesmelerin besiyerinde olusturdugu oospor
sayilar1 yaprak disklerinde elde edilen oospor sayilarindan cok diisiik olarak
gerceklesmistir. Bu durum patojenin bitki dokularinda dogal karakteristigini daha iyi
sergilemesiyle iliskilidir (Shattock, 2002; Groves ve Ristaino, 2000)

Bolu ilinde tarla kosullarinda toprakta oospor olusumu ic¢in Kurulan

denemelerde oospor kaynakli bir enfeksiyon saptanamamistir. Benzer durum tarla
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kosullarinda yumruda oospor olusumu testlerinde de goézlenmistir. Oospor
olusturmamasina ragmen yumrularda sporangium ve misel olarak etmenin kisi
gecirebildigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar gostermektedir ki oospor kaynakli ilk
enfeksiyonlarm Bolu kosullarinda gergeklesme olasiligi ¢ok diisiiktiir. Etmen
hastalikli yumru ve bitki artiklarinda misel ya da sporangium seklinde kis1 gegirerek
kolaylikla hayatta kalabilmektedir. Kis aylarinin soguk gegctigi bolgelerde sporangium
ve misellerle etmenin hayatta kalmasi zor olmaktadir. Ancak toprak altinda ve
yumrunun i¢ kisimlarinda soguga daha az maruz kalarak canliliklarini koruyabildikleri
birgok c¢alismadan elde edilen genel bir kamidir (Fernandez-Pavia vd., 2002
;Turkensteen vd., 2000; Fry vd., 1993; Lehtinen ve Hannukkala, 2004; Gisi vd., 2001).

53



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bolu iilkemizin 6nemli patates iiretim alanlarindan biridir. Son yillarda iiretim
bir 6l¢lide azalmis olmasina ragmen patates treticileri i¢in nemli gelir kapisidir. Bolu
ili patates ekilis alanlarindan 46 P. infestans izolat1 elde edilmis ve izolasyonu
gerceklestirilen Orneklerin tiimiiniin A2 eslesme tipinde oldugu, bunlarin 19’unun
Metalaxyl’e orta dayanikli, 27 izolatin ise dayanikli oldugu saptanmustir. izolatlarmn
eslesme tiplerinin tamaminin A2 olmasi mevcut sartlarda etmenin bolgede eseyli
iremesinin olmayacagini gostermektedir. Sorvey alaninda Al eslesme tipine ait
izolatlar elde edilememistir. Ancak Tirkiye’nin farkli illerinden elde edilen Al
eslesme tipi denemelerimizde kullanilmistir. Petri kosullarinda Rye A agar ortaminda
gergeklestirilen oospor olusum testlerinin tiim eslesmelerinde oospor olusumu diisiik
sayillarda da olsa gergeklesmistir. Laboratuvar kosullarinda yaprak disklerinde
eslestirilen izolatlarin oospor olusturma potansiyelleri ise yiiksek bulunmustur. Tarla
kosullarinda etmenin Oospor olusturamadigi bu ¢alismanin diger bir sonucudur ve

etmen kis1 hastalikli kalintilarda sporangium ya da misel olarak ge¢irmektedir.

Etmen popiilasyonunun biiylik boliimiiniin metalaxyle dayanikli bulunmasi
metalaxyl etken maddeli fungisitlerin tek baslarina tavsiye edilmemesini
gerektirmektedir. Etmenin epidemik karakteri ilaglama faaliyetlerinin zamaninda
yapilmasini gerektirmektedir. Arastirmada etmenin misel ve sporangiumlariyla kisi
gecirdigi ve enfeksiyon yetenegini devam ettirdigi saptanmustir. Buna dayanarak
tarimsal iiretim agisindan oldukca Onemli olan patatesin yetistirme alanlarmda
hastalikli yumru ya da bitki artiklarinin tarladan uzaklastirilmas: biiyiik 6nem
tagimaktadir. Ekim nobetlerine uyulmasi ve hastaliktan ari tohumluk materyal

kullanim aligkanligi tireticilere kazandirilmalidir.
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