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powdery mildew pathogen Podosphaera xanthii in cucurbitaceace against
azoxystrobin active ingredient. With this purpose, 37 samples were collected from

zucchinifields. Based on the morphological characters, all powdery mildew isolates
were identified as Podosphaera xanthii. In order to determine the sensitivity of the
isolates, five different doses of azoxystrobin active ingredient were tested using
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leaf disc method. According to leaf disc results, 11 isolates were resistant to the

recommended level of the active substance azoxystrobin while six isolates were
susceptible. As a result of this study, it was determined that Podosphaera xanthii,
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which causes powdery mildew in cucurbitaceace, has observed a decrease in its

sensitivity to azoxystrobin active substance.

GIRIS

Fungisitlerin etki mekanizmalari ile mikroorganizmalarda
olusturabilecekleri dayaniklilik arasinda o6nemli bir
iliski bulunmaktadir (Brent and Hollomon 1998, Delen
2008). Strobilurin grubu iiyesi olan azoxystrobin tek yer
engelleyici fungisitler arasinda yer almaktadir. Strobilurin
grubu fungisitler cytochrome bcl enzim kompleksine etki
ederek mitokondrial solunumu engellemektedir. Birgok
driinde ¢ok sayida fungal etmeni kontrol edebilmeleri
nedeniyle Diinya genelinde en ¢ok satilan fungisit
gruplarindan birisi olmustur (Ishii 2006).

Yakin

organizmalarda

zamana kadar yapilan c¢aligmalarda fungal

strobilurinlere  kars1  dayanikliligin

saptanmadig1 bildirilmistir. Ancak bu konudaki ilk

bulgu, ¢ok yillik ¢ayir otlarindan toplanmis olan
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elde

grubu fungisitlerin kullanimindan énce 1998 yilinda

Pyricularia  grisea’dan edilmistir. ~ Strobilurin
patates tarlalarindan toplanmis olan Alternaria solani
izolatlarinin azoxystrobin’e in vitro daki duyarliliklarinin,
strobilurin grubu fungisitlerin kullanimindan sonra
2001 yilinda toplananlara gore biraz daha fazla oldugu
goriilmiigtiir (Delen 2008). Ispanya’da (Ortuno et al.
2006) ve Amerika Birlegsik Devletlerinde (McGrath and
Shishkoff 2003) yapilan ¢alismalarda da Kabakgillerde
kiilleme etmeni olan P. xanthiinin azoxystrobin aktif
maddesine karst dayaniklililk kazanmaya bagladig:
belirlenmistir. Japonya’da quinone outside inhibitors
(QolI’s) grubu fungisitler igerisinde yer alan kresoxim-

methyl, azoxystrobin, metominostrobin, famoxadone
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ve trifloxystrobin gibi aktif maddeler 2005 yilinda
ruhsatlandirilmistir. Ozellikle kavun ve hiyar tarlalarinda
yaygin bir sekilde kullanilmaya baglamigtir. Ancak kisa
bir siire sonra kavun ve hiyardaki kiilleme ve mildiy6

etmenlerinde dayaniklilik olusmustur (Ishii 2006).

Ulkemizde de fungal etmenlerin fungisitlere karst
dayaniklilik kazanip kazanmadigi konusunda cesitli
calismalar yapilmigtir. Fungisitlere karsi dayaniklilik
konusunda ilk ¢alisma 1979 yilinda yapilmistir (Nemli
1979). Fungisitlere karsi dayaniklilik ¢aligmalari genel
olarak Botrytis cinerea etmeni tizerinde yogunlagsmigtir.
Sera sebzelerinde benomyl’e (Delen et al. 1984, Delen and
Yildiz 1981); bagda carbendazim’e (Yildiz 1999); domateste
iprodion’a ve pyrimethanil’e (Delen et al. 2004, Koplay
2004) karst B. cinerea izolatlarinin dayaniklilik kazanip
kazanmadigini belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmalarda
izolatlarin dayaniklilik kazandigi ortaya konulmustur
(Delen et al. 2005). Bunun diginda Domateste erken
yaprak yaniklii etmeni Alternaria solani (Benlioglu
1991), Baglarda kiilleme hastalig1 etmeni Erysiphe necator
(Ar1 and Delen 1988) ile de ¢aligmalar yapilmistir. S6z
konusu patojenlere ait izolatlarin bazi fungisitlere kars
duyarliliklarinin azalmaya bagladig: ya da 6nemli 6l¢tide

azaldig1 bu ¢alismalar sonucunda belirlenmistir.

Diinyanin bir¢ok bolgesinde kavun, kabak, hiyar ve karpuz
yetistiriciliginde Onlem almmadig1 takdirde kiilleme
etmenlerinin 6nemli oranlarda triin kayiplarina neden
oldugu genel olarak bilinmektedir. Kabakgillerde kiilleme
hastaligina neden olan etmenler Golovinomyces orontii
(Castagne) V.P. Heluta (syn. Erysiphe cichoracearum) ve
Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun & Shishkoff
(syn. Sphaerotheca fuliginea)'dir. Ureticiler bu hastalik
etmenleri ile miicadelede son donemde ortaya ¢ikmis olan
strobilurin grubu fungisitleri tercih etmektedir. Bildigimiz
kadariyla iilkemizde kabakgillerde kiilleme hastalig
etmeni P. xanthii’nin strobilurin grubu fungisitlere kars:
duyarlilik azaliginin olup olmadigi konusunda ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu caligma, 2015-2016 yillarinda, Ege Bélgesinde Izmir
ili Menderes ve Tire ilgelerinde Kabakgillerde kiilleme
hastalig1 etmeni P. xanthiinin strobilurin grubu tyesi
azoxystrobin’e kars1 duyarlilik azaliginin olup olmadiginin

belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

MATERYAL VE METOT

Kiilleme orneklerinin toplanmasi ve izolatlarin elde edilmesi

Ornek toplama islemi 6zellikle kiilleme hastaliginin ¢iktig:
agustos ve eylil aylarinda yapilmistir. Ege Bolgesinde
[zmir ili Menderes ve Tire ilelerinde daha énceki arazi
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calismalar1 esnasinda dayaniklilik olabilecegi gozlenen
farkli kabak tarlalarindan 37 adet ornek alinmistir.
Kabak tarlalarindan alinan hastalikli yaprak ornekleri
naylon torba igerisinde bulunan kurutma kagitlarinin
arasina konulmustur. Ornekler etiketlendikten sonra buz
kutusu igerisinde laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara
getirilen kiillemeli yapraklar iizerinden alinan konidiler
standart “Karagam” c¢esidi kabak fidelerinin tizerine
inokiile edilmistir. Inokiile edilen kabak fideleri bitki
bityiitme kabininde 24/18 °C sicaklikta (giindiiz/gece) ve 12
saat fotoperiyotta inkube edilerek izolatlarin saf kiiltiirleri
elde edilmistir (Lebeda et al. 2010).

Kiilleme etmeninin morfolojik olarak tamilanmas:

Kabak tarlalarindan toplanan kiillemeli yapraklar tizerinde
bulunan etmenin Golovinomyces orontii veya Podosphaera
xanthii olup olmadigini belirlemek amaciyla mikroskobik
incelemeler ve ol¢iimler yapilmistir. Kabak yapraklar:
tizerinde bulunan kiilleme etmeninin konidiosporlar1 %3
KOH igerisinde mikroskop altinda fibrosin yapilarinin
bulunup bulunmadigi yoniiyle morfolojik olarak

degerlendirilmistir (Lebeda 1983, Lebeda et al. 2009).

Izolatlarin  azoxystrobin  aktif ~ maddesine  karsi

duyarhiliklarinin belirlenmesi

Deneme vyaprak disk metoduna goére yapilmistir. Bu
caligmada, kiilleme etmenlerinin strobilurin grubu tiyesi
azoxystrobin 250 g/l aktif maddesine karsi duyarlilik
azalisinin olup olmadigi belirlenmistir. Denemelerde
azoxystrobin’in 5 farkli konsantrasyonu denenmistir. Bu
konsantrasyonlar birisi ruhsat dozu (75 ml/100 litre su),
ikisi alt doz (37.5 ml/100 litre su ve 18.75 ml/100 litre su),
ikisi tist doz (150 ml/100 litre su ve 300 ml/100 litre su)
olarak belirlenmistir (Lebeda et al. 2010). Kontrolde steril
sukullanilmigtir. Deneme 3 tekerriirlii olarak kurulmustur.
Her tekerriirde 6 adet 15 mm c¢apinda yaprak diskleri
kullanilmistir. Yaprak diskleri belirlenen dozlarda fungisit
soliisyonu bulunan beherler igerisinde 30 dakika siireyle
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda yaprak diskleri igerisine
benzimidazole ilave edilmis su agar bulunan petrilere st
ylizeyleri yukariya gelecek sekilde konulmustur (Ortuno
et al. 2006). Steril bir oda igerisinde petrilerin kapaklar:
acilarak yaprak disklerinin kurumasi saglanmistir. Yaprak
diskleri 24 saat siireyle bekletildikten sonra inokule
edilmistir. Inokulasyon islemikiillemeli yapraklar iizerinde
bulunan 3-4 giinlitk konidiosporlarin yumusak bir resim
firgas: ile yaprak diskleri tizerine siipiiriilmesi seklinde
yapitlmistir. Yaprak diskleri 18-22 °C sicaklikta 12 saat
aydinlik 12 saat karanlikta 14 giin siire ile bekletilmistir.
Degerlendirmeler bu siirenin sonunda kiilleme etmeninin

yaprak diskleri tizerindeki gelisimi dikkate alinarak 0-4
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skalasina gore yapilmigtir. Degerlendirmede kullanilan 0-4
skalasi (0= sporulasyon yok; 1=sporulasyon var misellerin
kapladig1 alan < %25; 2= >%25 - <%50; 3=>%50 - <%75;
4=>%75) seklindedir (Lebeda et al. 2010). Toplam hastalik
siddeti, skala degerlendirmeleri sonucunda elde edilen
degerlerden Townsend and Heuberger (1943) formiiliine

gore hesaplanmistir.
P=Y[(n.v).100/x.N]

n: her bir skala degerindeki disk say1sy; v: skala degeri; x: en
yiiksek skala degeri; N: degerlendirilen toplam disk say1s1

Hesaplanan toplam hastalik siddetine gore hastalik siddeti
%0-10 arasinda olan izolatlar duyarli, hastalik siddeti
%10.1-34.9 arasinda olan izolatlar tolerant ve hastalik
siddeti %35°den biiyiik olan izolatlar dayanikli olarak
belirlenmistir (Sedlakova and Lebeda 2008).

SONUCLAR
Kiilleme etmeninin morfolojik olarak tanmilanmas:

Kabaktarlalarindan toplanan toplam 37 izolataaitkiillemeli
yapraklar iizerinde bulunan etmenin G. orontii veya P.
xanthii olup olmadigin1 belirlemek amacryla mikroskobik
incelemeler yapilmistir. Yapilan incelemelerde konidilerin
icerisinde bulunan ve P. xanthii etmenine 6zgii olan
fibrosin yapilari net olarak gortilmustiir. Konidilerin oval
sekilli olduklar: ve 6l¢iimler sonucunda ortalama olarak
21-33 pm uzunlugunda ve 14-21 pum genisliginde oldugu
belirlenmistir. Chasmothecium biiytikligi 63-95 pm
olarak ol¢lilmiistiir. Chasmothecium igerisinde tek askus
olup, icerisinde sekiz adet askospor oldugu belirlenmistir.
Morfolojik olarak yapilan degerlendirmeler sonucunda bu
dénemde kabak tarlalarinda bulunan etmeninin P. xanthii

oldugu belirlenmistir.

Izolatlarin  azoxystrobin'e  karst  duyarliliklarinin

belirlenmesi

Toplanan kiilleme izolatlarinin azoxystrobin’ e karsi
duyarlilikazaliginin olup olmadig: 5 farklikonsantrasyonda
denenmistir. Denemelerde yaprak diskleri 0-4 skalasina
gore degerlendirilmis ve Towsend-Heuberger formiiliine
de hastalik siddetleri

tipleri olusturulmustur (Cizelge 1). Elde edilen verilere

gore belirlenerek reaksiyon
gore pratikteki Oneri dozuna bakildiginda 11 izolatin
azoxystrobin’e karsi dayanikli, 20 izolatin tolerant ve 6
izolatin ise duyarli reaksiyon gosterdigi belirlenmistir.
Pratikteki uygulama dozunun altindaki dozlar dogal
olarak hastaliga etkili olmadig1 i¢in hastaligin goriilmesi
beklenmektedir. Bu dozlarda beklendigi gibi kiilleme
izolatlar1 azoxystrobin aktif maddesine karsi genelde

dayanikli ve tolerant reaksiyon gostermistir. Pratikteki
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uygulama dozunun tzerindeki iki dozda ise izolatlar

genelde tolerant ve duyarli reaksiyon tipi olusturmuglardir.

TARTISMA VE KANI

Kabak tarlalarinda, kiillemeye neden olan Podosphaera
xanthii ve Golovinomyces orontii etmenlerinin her ikisine
de rastlamak miimkiindiir. Ispanya’da 2010-2012 yillarinda
yapilanbir¢alismadakabakvekavuntarlalarindakiillemeye
neden olan her iki etmenin tretim sezonu boyunca
popiilasyon degisimi incelenmistir. Ispanya’da etmenlerin
teshisi hem morfolojik gozlemlerle hem de multiplex-
PCR ile molekiiler olarak yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda mayis ayindan haziran ay1 sonuna kadar G.
orontii popiilasyonunun baskin oldugu belirlenmistir.
Temmuz ay1 bagindan {iretim sezonu sonuna kadar olan
donemde ise P. xanthii popiilasyonunun daha hakim
oldugu goriilmistiir (Pirondi et al. 2015). Calismamizin
yuriutildugi bolgede genelde kabak tarlalarinda kiilleme
hastaligi agustos ayindan sonra goriilmektedir. Bu
nedenle Orneklemelerde agustos ve eyliil aylarinda
yapilmigtir. Orneklerden elde edilen izolatlarin tiimiiniin
P. xanthii olmasi Ispanya’da yapilan ¢aligma ile paralellik
gostermektedir. Ayrica Cek Cumbhuriyetinde 1995-2000
yillar1 arasinda yiritiilen bir ¢alismada kabakgillerde
bulunan kiilleme etmenlerinin baz: tilkelerdeki cografik
dagilis1 incelenmistir. Yapilan bu ¢alismada Adana’dan
alinan 6rnekte sadece P. xanthii etmeninin tespit edilmesi
de bizim sonuglarimizi desteklemektedir (Kristkova et al.
2009).

Bir¢ok ¢aligmada 151k mikrokobu altinda P. xanthiinin

%3’lik  KOH
fibrosin  yapilar icerdigi belirlenmistir
(Kable and Ballantyne 1963, Kiss 2010). Calismamizda
da izolatlara ait konidilerin incelenmesinde

konidilerinin icerisinde  incelenmesi

sonucunda

fibrosin
yapilar gorilmistiir. P. xanthii ile su ana kadar yapilan
calismalarda konidi biyiikliklerinin genel olarak 25-
37 um boyunda 14-25 pm eninde oldugu belirlenmigtir
(Lebeda 1983). Ayrica P. xanthiinin chasmothecium
icerisinde tek askus mevcut oldugu ve igerisinde sekiz adet
askospor bulundugu da bildirilmektedir (Braun and Cook
2012, Lebeda 1983). Mikroskop altinda yapmis oldugumuz
Olctimler sonucunda konidilerin ortalama olarak 2I-
33 um uzunlugunda ve 14-21 pm genisliginde oldugu
belirlenmistir. Bu veriler literatiir verileri ile benzerlik
gostermektedir. Ayrica ¢aligmamizda elde ettigimiz
izolatlara ait chasmothecium icerisinde tek askus olmasi
ve icerisinde sekiz adet askospor bulunmasi da diger
calismalar ile ortiismektedir. Bu sonuglar ¢aligmamizda

elde edilen izolatlarin P. xanthii oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 1. Yaprak disk metoduna gore Podosphaera xanthii izolatlarinin azoxystrobin’e kars1 gosterdigi reaksiyonlar

Izolat No Azoxystrobin 250 g/l

18.75 ml/100 37.5 ml/100 75 ml/100 150 ml/100 300 ml/100

litre su litre su litre su litre su litre su

1-(I-5) + + + ) )
3-(4-6) + + + ¢ )
4-(1-4) + + + ) )
20-(1-3) + 0 + 0 0
22-(1-7) () + + 0 0
31-(5-7) + + + ) )
39-(3-2) + + + (-) (-)
44-(5-8) + + + (-) (-)
45-(4-5) + + + + )
50-(1-6) + + + ) )
59-(I-8) + + + -) -)
2-(5-4) (-) () () (-) ()
6-(5-10) + ) () () ()
7-(3-4) + + ) )
11-(3-1) + + () )
14-(1-11) + + ) -) )
16-(1-5) (-) (-) (-) (-)
24-(5-3) + () () () ()
25-(1-7) + + ) )
30-(3-4) + + ) )
38-(T-1) () (-) (-)
43-(3-5) + () () ) ()
51-(T-2) ) () () ) )
52-(3-3) + ) (-) )
53-(T-3) ) ) ©)
54-(3-2) + ) ) )
57-(2-5) ) + () )
60-(5-12) + ) )
61-(4-3) + (-) )
63-(2-1) + + (-) )
66-(3-1) ) () ()
9-(2-1) )
12-(2-2) ) )
15-(3-3)
37-(1-1) ) )
48-(2-3) -)
58-(5-1) ) )

-:Duyarli  (-):tolerant +:dayanikli
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Genelde

duyarlilik azaligini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmalar

Cek

Cumbhuriyetinde yaprak disk metoduna gore yapilan bir

kiilleme  etmenlerinin  fungisitlere  kargi

yaprak disk metoduna gore yuritilmektedir.

calismada P. xanthii izolatlarinin %40 nin azoxystrobin’e
karsi duyarli oldugu geri kalan izolatlarin ise tolerant
veya dayanikli oldugu belirlenmistir (Lebeda et al. 2010).
Caligmamizda elde edilen verilere gore izolatlarin yaklagik
%16’s1n1n azoxystrobin’e karsi duyarli oldugu gériilmiistiir.
Yine ¢aliymamizda azoxystrobin’in uygulamadaki 6neri
dozuna karsi 11 izolatta duyarlilik azaliginin basladig:
belirlenmistir. Oneri dozuna kars1 20 izolatin tolerant
olmasi da 6nemlidir. Bu durum ileriki yillarda bu fungisite
kars1 duyarliliklar1 azalmig P. xanthii popiilasyonlarinda
bir artig Cin’de
2006-2007 yillarinda yapilan bir c¢alismada, 97 adet
Pseudoperonospora cubensis (Berk. and Curt.) izolatindan

olabilecegini  dusiindiirmektedir.

57 adedinin azoxystrobin’e karsi dayaniklilik kazandig:
tespit edilmistir (Zhang et al. 2008).

P. xanthii etmeninin strobilurin fungisitlerine kars
dayaniklilik kazanmasi sadece cytochrome b bolgesinde
modifikasyon olusmast ile ilgili degildir. Bunun disinda
alternatif ~mekanizmalarda mevcuttur. Ispanya ve
Japonya’da yapilan calismalarda P. xanthii etmeninin
dayaniklilik  kazanmasi cytochrome b  bdlgesinde
bagka
mekanizmalarinda olabilecegini ortaya koymustur (Ishii
etal. 2001, Ortuno et al. 2008). Bu nedenle ileride yapilacak

olan ¢alismalarin hem daha genis alanlarda hem de

olusan modifikasyonun disinda alternatif

molekiiler ¢alismalar ile birlikte yapilmasi durumu net

olarak ortaya koyacaktir.

Yapilan bu ¢alisma ile, 6rneklemenin yapildigi dénemde
kabak hakim

etmeninin P. xanthii oldugu ortaya konmustur. Bu etmenin

tarlalarinda olan killeme hastalig

azoxystrobin’e karst duyarlilik azaligini  belirlemek

amaciyla yapilan yaprak disk metodunda duyarlilik

azaliginin olugsmaya basladig: da belirlenmistir.

TESEKKUR

Bu c¢alisma Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri destek programi kapsaminda desteklenen BAP-
2016.11.02.409 nolu projenin bir kismin1 icermektedir.

OZET

Bu c¢alisma, Kabakgillerde kiilleme hastalifi etmeni
Podosphaera xanthiinin azoxystrobin’e karsi duyarlilik
azalisinin  olup olmadiginin  belirlenmesi
Bu amagla kabak tarlalarindan 37
Ornekler

amaciyla
ylritilmisgtir.

adet Ornek alinmustir. morfolojik olarak
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degerlendirilerek tiim izolatlarin Podosphaera xanthii

oldugu  belirlenmistir.  Izolatlarin  duyarliliklarini
belirlemek i¢in azoxystrobin’in 5 farkli dozu yaprak disk
metoduna gére denenmistir. Yaprak disk sonuglarina gore
azoxystrobin aktif maddesinin pratikteki 6neri dozuna
kars1 11 izolatin dayaniklilik kazandigi, 20 izolatin tolerant
oldugu ve 6 izolatin ise duyarli oldugu belirlenmistir. Bu
calisma neticesinde, Kabakgillerde kiilleme hastaligina
neden olan Podosphaera xanthii’de azoxystrobin’e karst

duyarlilik azalisinin olusmaya basladig: belirlenmistir.
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