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OZET

YEREL, YABANI VE TICARI KABAKGILLERDE KULLEME HASTALIK
ETMENLERI, Podosphaera xanthii (=Sphaerotheca fuliginea pollachi) VE
Golovinomyces cichoracearum (=Erysiphe cichoracearum D.C)’NIN
BELIRLENMESI, TANILANMASI VE BU PATOJENLERE KARSI
DAYANIKLI GENOTIPLERIN ARASTIRILMASI

Mustafa YUCESON

Yuksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Dog. Dr. Ozer CALIS
Agustos 2017, 58 sayfa

Kabakgiller Turkiye’de ve Dilnya’da ¢ok miktarda Uretilen 6énemli bir sebze
grubu olup iiretimi sinirlayan hastaliklar bulunmaktadir. Kiilleme hastaliklar1 iiretimde
ekonomik kayiplara neden olan hastaliklarin baginda gelmektedir. Obligat patojen olan
kabakgil kulleme etmenleri; Podosphaera xanthii ve Golovinomyces cichoracearum
tiirlerine karst dayanikli kabakgiller bilinmemektedir. Bu c¢aligmanin amaci Bati
Akdeniz ile Dogu Akdeniz arasinda yetigen yerel, yabani ve ticari su kabagi, acur,
kavun, karpuz, hiyar, sakiz kabagi, bal kabagi gibi cesitli kabakgillerin genetik
dayanikliligim1 ortaya koymaktir. Caligmada kabakgillerde ekonomik olarak verim
kaybina neden olan, kiilleme hastalik etmenleri Podosphaera xanthii ve Golovinomyces
cichoracearum tirleri hassas hiyar c¢esidi (Baccara) iizerinde kiiltiire alinmigtir. Kiiltiire
aliman kiilleme izolatlar1 bu kabakgillere hava akimi olmayan bir alanda inokule
edilerek patojenisite testleri uygulanmustir.

Saf olarak kiiltiire alinan kiilleme etmeni {izerinde yapilan morfolojik ve
mikroskobik g¢alismalar sonucunda patojenin Podosphaera xanthii oldugu bulunmustur.
Bu hastalik etmeni kiilleme patojeniyle gergeklestirilen molekiiler analizler sonucunda
patojenin %99 oraninda Podosphaera xanthii oldugu kanitlanmistir.

Hastalik etmeni P. xanthi ile inokule edilen toplam 34 yerel, yabani ve ticari
kabakgil ¢esidi inokulasyondan sonraki ilk 3 giin boyunca mikroskopta trypan blue,
diamino benzidine ve 3,3'-dihexyloxacarbocynin iodide (DiIOC6) boyama yontemleriyle
incelenmistir. Sonraki 7., 14. ve 21.giinlerde bitkiler iizerindeki hastalik gelisimleri
skorlanarak dayanikli ve hassas kabakgiller bulunmustur. Yapilan patojeniste testleri
sonucunda VT18, Meltem F1, Poyraz F1 ve 348 ticari hiyar ¢esitleri ile Adana kabak,
Kaledran hiyar 1 ve Kaledran hiyar 2 yerel cesitleri en dayanikli kabakgiller olarak
bulunmustur. Calismada Kaledran kavun 2 yerel ¢esidi P. xanthii’ye karsi en hassas
bitki olarak bulunmustur.

Calismalarda, kulleme etmeni P. xanthii’ye kars1 dayanikli olarak bulunan yerel,
yabani ve ticari genotipler gelecekte yapilacak g¢alismalar i¢in dayaniklilik kaynagi
olarak kullanilabilecektir. Hali hazirda kiilleme hastaliklarina kars1 dayanikli kabakgil
bitkilerinin olmayis1 hastaliklarin kontroliinde ¢ok miktarda kimyasal kullanimina
neden olmaktadir.
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DETERMINATION AND IDENTIFICATION OF Podosphaera xanthii (=
Sphaerotheca fuliginea Pollachi) AND Golovinomyces cichoracearum (=Erysiphe
cichoracearum D.C) CAUSAL AGENTS OF POWDERY MILDEWS ON
DOMESTIC, WILD AND COMMERCIAL CUCURBITS AND SEARCHING
RESISTANT CUCURBIT GENOTYPES AGAINST THESE PATHOGENS

Mustafa YUCESON

M.Sc. Thesis in Plant Protection
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ozer CALIS
August 2017,58 Pages

Cucurbits are very important vegetable group significantly produced in Turkey
and in the world. There are diseases that limit the production of these vegetables.
Powdery mildew diseases are leading to cause economic losses in the production. The
obligate fungal pathogens, Podosphaera xanthii and Golovinomyces cichoracearum are
destructive for cucurbits. There is no resistant cucurbit variety against to powdery
mildew disease known yet. The aim of this study is to identify genetically resistant
plants from landraces, wild and commercial cucurbits such as pumpkin, melon,
watermelon, cucumber collected between west and east Mediterranean regions.
Powdery mildew inoculated and maintained on a susceptible cucumber variety
(baccara). Inoculations were conducted by using the powdery mildew conidiophores
and spores with spreading on to the cucurbit leaves in air-tight place.

The single spore produced powdery mildew was identified as Podosphaera
xanthii according to morphological and microscopic studies. Furthermore, the powdery
mildew pathogen was verified to be Podosphaera xanthii by 99% of the pathogen as
results of conducted molecular analysis.

A total of 34 local, wild and commercial cucurbit species inoculated with P.
xanthi. The inoculated cucurbit plants were examined by trypan blue, diamino benzidine
and 3,3'-dihexyloxacarbocynin iodide (DiOC6) staining methods during the first 3 days
post inoculation. On the next 7", 14" and 21% days post inoculation, disease
development on the inoculated plants was scored according disease scale and resistant
and susceptible cucurbits genotypes were found. The pathogenicity test results revealed
that VT18, Meltem F1, Poyraz F1 and 348 commercial cucumber varieties and Adana
courgette, Kaledran cucumber 1 and Kaledran cucumber 2 landraces were the most
resistant cucurbit genotypes. However, these pathogenicity tests have also resulted
Kaledran melon 2 was the most susceptible landrace genotype against the P. xanthii.

In future studies, these resistant local, wild, and commercial genotypes will be
able to use against destructive powdery mildew pathogen, P. xanthii as sources of
resistance. Currently, there are no genetically resistant plant varieties in cucurbits
allowing applications of chemical pesticides for controlling the powdery mildews.

KEYWORDS: Cucurbits, Powdery mildew diseases, Podosphaera xanthii,
Golovinomyces cichoracearum, Resistance
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ONSOZ

Bu calismada kabakgillerde 6nemli Olclide ekonomik kayiplara neden olan
Podosphaera xanthii ve Golovinomyces cichoracearum kiilleme hastalik etmenlerine
kars1 yerel, yabani ve ticari kabakgillerde dayamiklilik testleri gergeklestirilmistir.
Testlemelerde Trypan blue boyama, 3,3'- dihexyloxacarbocynin iodide (DiOC6) ve

Diamino benzidin (DAB) boyama yontemleri kullanilmistir.

Bu calisma Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii
Molekiiler Mikoloji Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda
kullanilan tiim teknikleri ve gerekli donanimi saglayan degerli hocam Yrd. Dog. Dr.

Ozer CALIS a desteklerinden dolay: tesekkiir ederim.

Bu calismada projeyi destekleyen Akdeniz Universitesi Arastirma Fonu’na,
calisma imkanlar1 sunan Akdeniz Universitesi Bitki Koruma Béliimii Baskanligina,
ticari hiyar cesitlerini temin eden Ziraat Yiiksek Miihendisi Ahmet Fikret FIRAT a,
caligmalarimda yardimlarini esirgemeyen biitiin boliim arkadaslarima ve bana yiiksek
lisans doneminde her tirli maddi ve manevi destegi esirgemeyen degerli aileme

yaptiklari tiim fedakarliklardan dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi borg biliyorum.
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1. GIRIS

Cucurbitaceae familyast Amerika’dan Arjantin’e dogal bir yayilim gosteren,
iliman, tropikal ve subtropikal bolgelerde onemli bir gida bitkisi olan kabakgilleri
kapsamaktadir. Kabak, ilk kiiltiire alindiginda zehirli ve ac1 meyveleri i¢in degil, daha
cok besleyici ve daha az aci olan tohumlar i¢in yetistirilmistir (Paris 2001, Robinson
2005).

Orijinal hiyar tiirii Hindistan'mn kuzeyindeki Himalaya daglarinda yabani olarak
bulunmaktadir (Molen 2007). Hiyar, Hindistan'da 3000 yildan fazla siredir
yetistirilmektedir ve 17. ylizyilin baslarinda Akdeniz ve Misir ¢evresindeki bélgelere
getirilmistir (Bjelland 1988). Daha sonra hiyar 19 ve 20. yiizyillarda Hollanda ve
Ingiltere’de seralarda yetistirilmeye baslanmistir (Molen 2007). Kabakagillerin
giiniimiizde 6nemi her gegen giin artmaktadir. Bu 6nemli familyanin bilimsel olarak
sinifandirilmasi Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Cizelge 1.1. Kabakgillerin Bilimsel Siniflandirmasi (Plant Database)

Cucurbitaceae

ALEM: Plantae (Bitkiler)

BOLUM: Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)
SINIF: Magnoliopsi (iki Cenekliler)

TAKIM: Cucurbitales

FAMILYA: Cucurbitaceae (Kabakgiller)

Kabakgiller, diinya ¢apinda yetistiriciligi yapilan Cucurbitacea familyasina ait
119 cins ve 825 tiirden olusmaktadir (Jeffrey 2005). Bu familyada yer alan Cucurbita
cinsi i¢inde en fazla kiltiri yapilan tiirler kabaklardir (Cizelge 1.2.). Kabaklar
icerisinde yer alan yazlik kabaklar (Cucurbita pepo L.), kislik kestane kabaklari
(Cucurbita maxima Duch.) ve bal kabaklari (Cucurbita moschata Pour) ticari olarak
cok miktarda Uretilmektedir. Bu kabaklar gerek sus bitkisi olarak gerekse lifli besin
kaynagi olarak tiiketilmektedir (Paris 2001).
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Cizelge 1.2. Yazlik kabaklar olarak adlandirilan Cucurbita pepo L., meyve sekli
yonunden sekiz gruba ayrilmaktadir (Saade ve Hernandez 1994).

Tanimi Sekilsel Gortiniimii

Yuvarlak, yumurtamsi ve basik (pumpkin)

Diiz, disk seklinde (scallop)

Konik, ters yumurtamsi ¢izgili (acorn)
Uzun ince boyunlu, sigilli (crookneck)
Diiz ve kalin boyunlu, sar1 ve yesil meyve
rengine sahip, sigilli (straightneck)

Sebzelik kabak (vegetable marrow)

Uzun silindirik (cocozelle)

Duzgun silindirik (zucchini)

— c:ﬂDCﬂw@@O

1.1 Kabakagillerin Ekolojik Istekleri

Bitkinin buyumesi, kabakgil yetistiriciliginin 6nemli bir parcasidir (Molen
2007). Bitkinin saglikli gelismesi ve biiylimesi igin saglikli ve aktif bir kok sistemine
ihtiya¢ bulunmaktadir. Kabakgillerin optimum kosullarda hastaliklara karsi dayanikli
bir yapis1 vardir. Asirt soguklarda verim kayb1 ve donma belirtileri ortaya ¢ikmaktadir.
Yiiksek sicakliklarda ise bitkilerde fungal hastaliklarin ve terlemenin arttigi
gorilmektedir (Molen 2007).

Kabakgil bitkileri, biiyiimesi sirasinda yiiksek sicaklik istemektedir (Bjelland,
1988). Bitki gelisiminin olumsuz etkilenmemesi i¢in 151k periyotlar1 ve sicaklik arasinda
dogru dengeye sahip olmasi da énemlidir (Molen 2007). Sicaklik bitkinin gelisimini,
Ozellikle de gigek ve yumurtaliklarin gelisimini etkilemektedir. Bitki gelismesini 15 °C’
nin tizerindeki sicakliklarda stirdiirmektedir. Yetistirme sicakligi gece optimum 15-18
°C olmakla beraber gunduz ise 20-25 °C dir. Sicakligin 25 °C’nin (zerinde olmasi
durumunda bitki boyu, bogum aralari uzamakta ve birim alana alinan verim
azalmaktadir. Bunun nedeni meyvelerin bogumlardan alinmasidir. Sicaklik 30 °C’nin
tizerine ¢ikinca bitkilerde gegici solgunluklar baglamakta, 40 °C’nin Uzerinde ise
yapraklarda gilines yanikliklar1 baslamakta ve bitki 6lmektedir. Kok ve yaprak
sicakliklari ile hava nemi arasindaki iliski bitki blytmesini de etkileyebilmektedir (Taiz
ve Zeiger, 2006).
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Seralarda  karbondioksit miktarinin  yliksek olmasi meyve verimini
arttirmaktadir. Ciinkii ilave karbon dioksit fotosentezi arttirmakta ve fotorespirasyonu
engellemektedir. Bu ayn1 zamanda daha kalin yapraklar ve daha iyi bitki saglig1 ile bitki
blyumesi demektir (Molen 2007). Hiyar bitkisinin 151k istegi kavun, karpuza gore daha
az olup 6000-8000 liiks 1s1k siddeti bu bitki icin yeterlidir. Kabakgiller nem bakimindan
pek segici degildir. %90’a kadar olan nem kosullarinda rahatlikla gelisir. Nedeni de
kabakgillerin kokleri yiizlek, genis yaprakli oldugundan, topraktan alinan su terleme ile
kaybolan suya esit olmamasidir (Molen 2007). Su ve besin maddeleri bitki i¢in komple
bir besleyici solisyon iceren sulama yoluyla verilebilir (Bjelland 1988). Kabakgillerin
yiiksek nemlerde yetistirilebilmesi onlarin sera igerisinde kolayca iiretimini saglar iken
hastaliklar bakimindan yliksek nem bir problem olusturmaktadir (Agrios 2005).

Kabakgiller toprak istegi bakimindan secicidir. Nemli topraklarda iyi
yetismektedir. Toprak yapisinin tinli-kumlu, kumlu-tinli biinyeye sahip olmasi, tuz
igeriginin ¢ok yiiksek olmamasi, pH s1 hafif asidik (5,5-7,5) olmasi istenmektedir.
Kabakagiller, derin (40-50 cm), gevsek biinyeli, fazla kire¢ igermeyen, organik madde
icerigi en az %5 olan topraklardan hoslanmaktadir. Kabakgillerin agir biinyeli
topraklarda iyi gelismesi bu bitkilerin farkli amaglarla kullanilmasina izin vermektedir.
Nitekim cok hassas bir kok sistemine sahip olan karpuz bitkilerinin yerine nemli
topraklar gelisebilen kabaklar {izerine karpuz asilanarak ticari karpuz {retimi
giiniimiizde artmistir. (Anonim 2008)

1.2 Ulkemizde ve Diinyada Kabakgil Yetistiriciligi

Turkiye’de kabakgil Gretimi 6nemli bir yere sahiptir. A¢ikta ve seralarda yapilan
basta kabak, hiyar, kavun ve karpuz iiretimleri ticari olarak her yil artarak devam
etmektedir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiiti’ne (FAO) gore Turkiye
yukaridaki istatistiki bilgilerden anlasilacagi gibi kabakgil {liriinlerinin iiretiminde yillara
gore degismekle birlikte tiretimde ilk 5 iilke igerisinde yer almaktadir.

Cizelge 1.3 Diinya’da ve Tirkiye’de Kabakgil Uretimi (FAO 2014)

Oriin _ Dinya Turkiye Uretimi Uretimdeki
Uretimi(ton) (ton) Payimmiz(%)
Karpuz 111.009.149 3.885.617 4
Kavun 29.626.335 1.707.302 6
Hiyar 74.975.625 1.845.749 2

Kabakgillerin tilkemizde iiretimi ¢ok eskiye dayanmakta olup bazi illerde iiretim
yapilan kabakgille gore ticari 6nemi zaman igerisinde artmistir. Nitekim Diyarbakir
karpuzu, Ankara kavunu, Kirkaga¢ kavunu bilenen en iinlii kabakgil c¢esitleri
arasindadir. Paralel olarak hiyarin iilkemizde yetistirilmesi ¢ok eskilere dayanir Ki bu
nedenle Cengelkdy hiyar1 gibi kendine has tadi ve aromasi olan tiirler yetistirilmektedir.
Her yorede lretimi yapilmakla birlikte toplam iiretimin %44'1i Akdeniz bolgesinden
elde edilir. Bu bolgeyi sirasiyla %11 Ege, %9,8 Marmara, %9 Orta Anadolu ve Kuzey
Anadolu bélgeleri izlemektedir. Kabakgiller toplam sebze Gretimimiz icerisinde %5’lik
bir paya sahiptir (Sekil 1.1.). Ozellikle seralarda turfanda olarak yetistirilen hiyar,
pazarda oldukca yiksek fiyat bulabilmektedir (Anonim 2007). Tiirkiye hiyar iiretiminde
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diinyada tiglincii sirada bulunmaktadir. Yapilan bu ticari iiretimlerle paralel olarak
kabakgillerde Gretimi tehdit eden ¢ok sayida 6nemli hastalik goriilmektedir (Agrios
2005).

= Akdeniz =Ege =Marmara = Diger bolgeler

Sekil 1.1. Ulkemizde bolgelere gore hryar iiretimi

Goriildiigii gibi Tiirkiye’de kabakgil tiretimi ve bu iirlinler {izerinde meydana
gelebilecek hastaliklar ¢ok biiytik iiriin kayiplarina neden olabilmektedir. En basit ifade
ile hastaliktan dolay1r meydana gelecek %10’luk bir iirlin kayb1 tonlarca iirliniin heba
olmasina ve milyonlarca liranin ¢épe gitmesine neden olacaktir.

TUIK verilerine gore iilkemizde toplamda 27.578.234 ton sebze
yetistirilmektedir. Bu sebzelerin 7.773.737 tonluk kismin1 hiyar, kavun, karpuz, kabak
olusturmaktadir. Yetistirilen ve istatistiki verileri tutulan 7.773.737 ton kabakgilde
iiretim kayb1 206.559 ton olarak kayitlara gegmistir (TUIK 2016)
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1.3 Kabakgillerde Kiilleme Hastahgi

Kabakgil familyasi bitkilerinde fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenleri son
derece yikict sonuglara neden olmaktadir. Bunlar igerisinde fungal hastaliklarindan olan
kiillemeler kabakgillerin oldukga yikici hastaliklarindan bir tanesidir (Robinson ve
Deckers Walters 1997). Kullemeler, bitki hastaliklar1 igerisinde en yaygin olan grubu
olusturmaktadir. Kiilleme hastaliklar1 650 monokotiledon ve 9000 dikotiledon tiiriinde
hastalik olusturmaktadir (Shulze-Lefert ve Vogel 2000)

Cucurbitaceae ailesinde, kiilleme hastaligina iki ana tiir sebep olmaktadir;
Golovinomyces cichoracearum var. Cichoracearum (D.C.) V.P. Heluta (synth Erysiphe
cichoracearum D.C.) ve Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun ve N. Shishkoff
(6nceden Sphaeroteca fusca Blumer olarak bilinen synpha Sphaerotheca fuliginea)
(Sitterly 1978, Miazzi vd 2011).

Simptomlar beyazimsi, pudra benzeri yapilar seklinde olup yaprak yiizeyi,
yaprak sap1 ve govde iizerinde, nadiren de meyvede kiilleme gelisimi gézlenmektedir
(Zitter vd 1996). Kiilleme hastaligindan sorumlu olan iki farkli etmenden biri olan
Podosphaera xanthii daha yaygindir ve diger etmene gore daha saldirgandir. Bu
hastalik etmeni sicak ve nemli havalarda ortaya ¢ikmaktadir. Tarla sartlarinda her iki
etmene de rastlamak mimkindir. Golovinomyces cichoracearum hastalik etmeni serin
bahar ve erken yaz aylarinda ortaya ciktigindan dolayi, daha diisiik sicaklik istegine
sahiptir (Blancard vd 1989).

Bu etmenler konukgu bitkilerin yiizeyinde olusan beyaz miselleri ve mevsim
sonunda meydana gelen siyah kigik noktalar halindeki cleistotheciumlari ile taninir.
Golovinomyces cinsinin cleistotheciumlar1 biyiikligi 90-130 pm’dir. Cok sayidaki
tutunuculan kisa ve dallanmamis olup hafif kahverengidir. Bunlarda olusan askus 10—
25 adet olup, 65-85 pm uzunlugunda ve 25-50 um genisligindedi r. Her bir askus iki
veya Ui¢ askospor igerir. Konidiosporlari zincir seklinde birbirine bagli olup oval sekilli
10x35 pm uzunluk ve 15-23 um genisliktedir. Podosphaera’nin cleistotheciumlari
konukcu ytzeyinde meydana gelir. Cleistotheciumlar1 biiytikliigii 80-112 um olup tek
askus igerir, askuslar1 62—80 pm, askosporlar 48x31 um buyukliktedir (Anonim 2007-

a).
1.4 Etmenin Simptomlari

Kiilleme hastaligmin ilk belirtileri genellikle yash yapraklarda ve alt yapraklarda
baslar. Yaprak iizerinde beyaz kiil benzeri sporlar kolaylikla goriilebilir. Once kiigiik
beyaz koloniler seklinde beliren hastalik zamanla tiim yaprak ylizeyini kaplar ve
yapraklar tamamen beyaz bir goriiniim alarak lmeye baglarlar. Obligat bir patojen olan
killeme etmeni, bitkinin hicrelerini 6ldirmeden haustorium (emeg) ile bitki besinlerini
almaya baglar. Bitki besinlerinin somiiriilmesi nedeniyle 6nce gelisme durur, fotosentez
yapilan alan diiser ve bitkide ¢okiis baslar. Fide gibi gen¢ donemde hastalikla enfekte
olan bitkilerde %100 iiriin kayb1 gerceklesir (Agrios 2005).
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Kiilleme sporlar1 pudramsi bir sekilde, kabakgillerin biiyiik kisminda goriilebilir,
ancak yapraklarin iist yuzeyinde daha yaygindir. (Agrios 2005). Kok ve gevresinde
bulasict degildir ve meyvelerde enfeksiyon gorulebilir. (Sitterly 1978). Enfeksiyondaki
ilk bulgular, yapragin hem {ist hem de alt yiizeylerinde dairesel beyaz lekelerdir
(Robinson ve Decker Walters 1997). Beyaz lezyonlar, yaprak yizeylerini ve govdeleri
kaplayana kadar sayilar1 artabilmektedir (Sitterly 1978). Ciddi sekilde etkilenen
yapraklar kahverengilesmekte ve kiiciilmektedir. Geng yapraklarin enfekte edilmesi
kloroz ile sonuglanabilir.

Sekil 1.2. Calismamiza ait enfekteli hiyar (Baccara) bitkisinde Podosphaera xanthii
kolonileri.

Kosullar ideal oldugunda, kiilleme biitiin yapragi kaplamakta, yapraklar
oldirmekte ve bu da erken yaprak dokiilmesine neden olamaktadir. Kullemeler,
meyvelerde kigulmeler, sekil bozukluguna ve diisiik verime de neden olabilmektedir
(Sitterly 1978). Hastalik etmeni ile enfekteli hiicrelerin daha uzun yasayabilmesi igin bir
takim biliylime diizenleyici kimyasallar salgilayarak bitki hiicrelerinin uzun siire
yasamasini saglamaktadir. CUnkU kabakgil hiicrelerinin uzun yasamasiyla kendi
varliginin devam ettirmesi dogru orantildir. Bu nedenle kiillemeler konukgu
hiicrelerinin yasamlarini devam ettirmeleri i¢in metabolizmalar1 sonucunda {iretikleri
maddeleri vermektedirler (Shulze-Lefert ve VVogel 2000).
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1.5 Etmenin Epidemiyolojisi

Kllemeler, ¢igek olusturmayanlar (gymnosperm) disindaki her tiirli bitkiyi
etkiler ve en yaygin bitki hastaliklarindan biridir (Agrios 2005). Kullemelere neden olan
funguslar biyotrof yani canli hiicreler iizerinde yasayan parazitlerdir, bu da yapay
ortamlarda kiiltiire alinamadig1 anlamina gelmektedir (Agrios 2005).

Hastalik, 1lik ve kuru iklimlerde daha sik goriiliir (Agrios 2005). Pek ¢ok tlkede
Podosphaera xanthii baskindir ve iliman bolgelerde Golovinomyces cichoracearum sik
goralur (Bardin vd 1999). Kuru iklim sporlarin dagilmasindan yana iken nemli iklim
sporlar1 ¢cimlenmeye tesvik etmektedir (Agrios 2005).

Bagil nem yiiksek oldugu siirece, sporlar bitki ylizeyinde nem Yyoksa bile
tutunabilir, ¢imlenebilir ve enfeksiyona neden olabilir (Agrios 2005). Kullemeler
genellikle konukgularmi Oldiirmezler. Bununla birlikte, bitki besin elementlerini
tikettigi igin fotosentezde, solunumda, terlemede ve bitki gelisiminde bozukluklara
neden olur. Bu durum %20 ile %100 e varan verim kayiplarina neden olabilir.
Genellikle kullemeler sadece kuru atmosfer sartlari ve toprak kosullari tarafindan tesvik
edilmezler. Orta sicaklik, azalan 151k yogunlugu, verimli topraklar ve etli bitki dokulari
da hastaligin gelismesini tesvik etmektedir (Sitterly 1978). Kiillemeler ayni zamanda
go6lgede tam 1s1ktan daha iyi gelismektedirler. Ciinkii gélgede havadaki nem orani 1s1kli
alana gore daha fazladir (Agrios 2005).

Killeme miselleri tamamen yiizeyseldir ve yalnizca bitki dokularinin yiizeyinde
gelisirler. Yalnizca yapraklara haustorium (emec) girmektedir (Robinson ve Decker-
Walters 1997, Agrios 2005). Harici miselyumdan dolayr bu funguslar, riizgar ve siddetli
yagmur gibi gevresel faktorlere hassastir (Agrios 2005). Bu nedenle, hastalik gelisimi
sicak ve kuru hava tarafindan tercih edilmektedir (Agrios 2005).

Bitki yilizeyinde fungus miselyumu kisa konidiosporlari iireten konidiforlar Uretir
ve her konidiforun ucunda konidiosporlar zincirler seklinde bulunmaktadir (Agrios,
2005). Konidi yuvarlak, ovoid veya dikdoértgen seklinde olabilir. Killemeler, cevresel
kosullar olumsuzlastiginda veya besin eksikligi oldugunda, eseyli lireyerek askosporlari
iceren askuslar ve onlar1 gevreleyen yuvarlak sekilli cleistotheciumlart Gretebilir.
Cleistotheciumlari baglangicta beyazdir, ancak daha sonra sari-kahverengiye doniisiir ve
sonunda siyah olur (Agrios 2005). Killemeye neden olan hastalik etmenleri kisi
hastalikl1 bitki artiklarinda ve yabanci otlarda gegirirler (Seebold 2010).
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1.6 Etmenin Hayat Dongusu

Kabakgil kiillemesi yasam dongiisiine konidi veya askospor formunda baslar
(Sitterly 1978). Cimlenme esnasinda diisiik 151k siddeti, sicaklik 22 ile 31 °C arasinda ve
patojen sporlar1 konukguyla temas ettiginde nem yoklugu ile baslayabilir. ilk germ tiipii
genelde kisa ve kivrik bir appressorium olusturur. Penetrasyon tiipii, hiicre limeninin
merkezine dogru biiyiir. Bir haustorium kurulur ve ayni spordan birden fazla germ tipu
olusur. Birincil appressorium hifleri yaprak yuzeyi boyunca gonderilir. Appressorium,
ilk hortum tlpii olusumundan sonra tiim hif yapisi (zerinde yanal olarak olusur.
Konidiyosporlar enfeksiyondan dort gin sonra olusmaya baglar. Cleistothecium
olusursa, enfeksiyondan birka¢ hafta sonra ortaya cikar (Sitterly 1978). Normal bir
yasam dongiisii bes ila alt1 giin surer (Sitterly 1978).

Kiilleme etmenleri kist hastalikli yapraklar iizerinde kislama formu olan
cleistotheciumlar halinde gecirir. Ertesi yil bunlarin ¢atlamasi ile etrafa yayilan
askosporlar primer enfeksiyonlar1 olusturur. Yaz boyunca olusan konidiosporlar, tarla
sartlarinda riizgar ile seralarda ise konidiosporlarin hava akimi ile dagilmasi sonucu
sekonder enfeksiyonlar1 olustururlar. Enfeksiyon i¢in optimum sicaklik 20-27 °C’dir.
Etmenin inkibasyon siresi 3-7 giindiir. Etmenin yayilis gosterdigi alanlarda iki farkli
tir, Podosphaera xanthii ve Golovinomyces cichoracearum tespit edilmistir. Avrupa’da
ilk olarak P. xanthii yayilis gostermis iken daha sonra her iki tiiriinde gortldiigi rapor
edilmigtir. (Epinat vd 1993, Kristkova vd 2004, Sowell 1982, Cohen vd 1993,
McCreight vd 1987). Tarla kosullarinda enfeksiyonun gelisimi 38 °C’nin (zerinde

durmaktadir.
Bol Militarda Konidiyofor

Ve Misel Olusumu

Zt Cinsiyetten iki Hifin
Ortava Cikmasmdan
Sonra Cleistothecium

Uretimi

F.reysiz

Eseyli Ureme

Konidiyval Gelisim
ve Hifsel Gelisim

o

Riizgir Tarafindan Yayilan
Kolonilerin Konidyal

k//k

Hassas Konukcuda Sekiz Ascuspores ile Bir
Konidiyal gelisim Ascus Gergeklestiren
Cleistothecium

Sekil 1.3. Podosphaera xanthii'nin hayat donguisu
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1.7 Podosphaera xanthii'nin Morfolojisi

Konidiyal safhada morfolojik olarak kabakgil kiillemesine neden olan funguslar
tanimlamak i¢in {i¢ kriter bulunmaktadir. Bunlar:

)} Konidyoforlarin tipi
I Iyi gelismis fibrosin cisimlerinin bulunup bulunmadig
1)  Konservatif germ tlplnln rezerve appressoria ile morfolojisi (Sitterly 1978).

Her bir tur iginde konidinin sekli farklidir. Sekil 1.4. de konidi sekli gosterilmektedir.

Sekil 1.4 Isik mikroskobunda Podosphaera xanthii sporlarinin morfolojik géruntmleri.
Bar: 10 pm.
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Konidial evre mevcut oldugunda, bu hastaligin en ¢ok aseksiiel (eseysiz ilireme)
faz1 yetistiriciler tarafindan bilinir. Golovinomyces cichoracearum ve Podosphaera
xanthii'nin morfolojik 6zellikleri Cizelge 1.4.'de listelenmistir.

Cizelgel.4. Golovinomyces cichoracearum ve Podosphaera xanthii'nin morfolojik
Ozellikleri (Sitterly 1978, Boesewinkel 1980, Kapoor 1998, Liberato vd
2006, Chen vd 2007, Miazzi vd 2011).

Karakteristik yapt ~ Golovinomyces cichoracearum Podosphaera xanthii
Konidiofor Uzun (32-)80-100 x 10-13 pm
75-130(-230) pm
Taban hiicre yapist ~ Diiz Hafif siskin
Hafif siskin 12.5 um genis tabanl
55-80 x10-13 pm
Konidi Silindirik Oval, Fi¢1 seklinde Oval
32-40 x 15-18 pm 28-31 x 15-18 um
Cimlenme tipl Diz veya ipliksi Uzun veya kisa
Genis
Catalli
Fibrosin bodies Yok Var
Misel Gorlnar Yogun
Yogun Amphigenous
Amphigenous Beyaz gri sar1
Hyaline koyu kahve Esnek hifler
Konukgeu bitki Asteraceae Asteraceae
Familyalari Cucurbitaceae Brassicaceae
Solanaceae Cistaceae

Coriariaceae
Cucurbitaceae
Dipsaceae
Fabaceae
Gesneriaceae
Malvaceae
Plantaginaceae
Scrophulariaceae
Solanaceae

10
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1.8 Kabakagil Uretiminde Kiillemelere Kars1 Miicadele Yontemleri
1.8.1 Kultarel Onlemler

Sera ortaminda yetistirilen bitkiler, zararlilar ve hastaliklar i¢in uygun
konukgulardir (Jonsson 2001). Sera uretiminde hijyen, sanitasyon ve iyi yapilmis bir
plan, hastaliktan ari kabakgil tiretiminde oldukca 6nemlidir. Kabakgillerdeki killeme
hastaliklarindan korunmak i¢in hijyen ve Kdltirel yontemler hastaligin miktarini
azaltacaktir (Akesson ve Jansson 2011).

Kiilleme enfeksiyonunu oOnlemenin ilk adimi, hastaligimn yogun oldugu
zamanlarda kapi ve pencere havalandirmalarina dikkat edilmeli, gerekmedikce kapali
tutulmalidir. iklim, gece ve giindiiz arasindaki sicaklik farki, kiilleme enfeksiyonlarma
katkida bulunmaktadir. Enfeksiyonlar genellikle kapilarin  ve havalandirma
pencerelerinine yakin bitkilerde baslar. Kuru iklim, Killeme sporlarmin dagilmasini
destekler ve nemli iklim sporeal/konidiyal ¢cimlenme i¢in uygundur. (Molen 2007).

Bir serada temizlik ve hijyen onlemleri bes basamakta &zetlenebilir. Ik adim
killeme ile enfekteli bitkileri bulmak, ortaya ¢ikma zamanini not etmek ve bunlari
onlemeye yonelik yontemleri bulmaktir. Ikinci adim, hastalikli bitkilerin seradan
uzaklastirilmasidir.  Uciincii adim, enfekte olmus bitkileri kontrol ederek ve
enfeksiyonun sera igerisinde yayilmasini dnlemektir. Yabanci otlar, farkli zararlilara ve
hastaliklara ev sahipligi yapabildikleri i¢in, sera ¢evresinin yabanci otlardan ari olmasi
onemlidir. Dordiincii adim dezenfeksiyon yontemlerini segmektir. Dogru dezenfektani
secmektense makul bir dezenfeksiyon plani yapmak daha onemlidir. Besinci ve son
adim, ekim zamani sirasinda ortaya ¢ikabilecek farkli durumlar i¢in dezenfeksiyon igin
bir zamanlama yapmaktir (Akesson ve Jansson 2011).

11
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1.8.2 Kimyasal Muicadele
Killemelerle kimyasal miicadelede kullanilan ve Tiirkiye Cumhuriyeti Tarim ve
K&y Isleri Bakanlhiginca ruhsatli etkili maddeler ve formiilasyonlar1 Cizelge 1.5 de

verilmistir.

Cizelgel.5 Kiillemeye kars1 etkili maddeler ve dozlari

Etken Madde Formulasyon Doz
Dinocap EC 50ml
Kiikirt%80 WP/WG 400gr
Penconazole EC 50ml
Triadimenol+Folpet WP 200gr
Bupirimate EC 40ml
Azokxystrobin SC 75ml
Diniconazole EC 30ml
Carbendazim WP 509
Triadimenol EC 20ml
Triadimenol+Folpet WP 200g
Thiophanate-methyl WP 409
Myclobutanil EC 30ml
Fenbuconazole EC 100ml
Kresoxim methyl WG 25gr
Trifloxystrobin WG 15gr
Triflumizole+cyflufenamid WG 15gr
Iminoctadine tris albesilate WP 45gr
Tetraconazole EC 50ml

Kiillemeler gibi fungal hastaliklarin miicadelesinde ¢ok miktarda kimyasal
uygulamalar yapilmakta, bu uygulamalar nemi ve hastalik gelisimini onleyici kiiltiirel
onlemlerle kombine edilerek hastaliklarin kontrolii yapilmaktadir. Cevre dostu alternatif
miicadele yontemlerinin kabakgillerde devreye sokulmasi gerekmektedir. Hali hazirda
kiillleme hastaliklarina karsi genetik olarak dayanikli ticari kabakgil gesitleri piyasada
bulunmamaktadir. Genetik olarak kiilleme hastaliklarina dayanikli  gesitlerin
kullanilmasiyla bu fungal hastaligin kontrolii miimkiindjir.

Kimyasal miicadelenin yetersiz kaldigi, kiiltiirel uygulamalarin tamamen
kiillemeleri kontrol altina alamadigi durumlarda bu obligat patojenlerin miicadelesinde
dayanikli g¢esitler kullanmak gerekmektedir. Ancak Tiirkiye tohum piyasasi
arastirildiginda Golovinomyces cichoracearum ve Podosphaera xanthii patojenlerine
kars1 genetik olarak dayanikli kabakgillerin bulunmadig1 anlagilmaktadir.

12
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Planlanan bu ¢alisma ile Bat1 Akdeniz bolgesinde yer alan Antalya ve ilgeleri ile
Dogu Akdeniz bolgesinde yer alan Hatay ili ve ilgeleri arasinda kalan bolgeden toplanan
cesitli yabani, yerel ve kultlr kabakgilleri ile yogun kabak, hiyar iiretimi yapilan bu
bolgedeki seralardan izole edilen kiillemeye karsi genetik olarak dayanikli bitkilerin
varligi arastirma konusudur. Virulent kiilleme etmeni hassas hiyar bitkilerinde saf
olarak kiiltiire alinarak, toplanan kabakgil genotiplerinin testlenmesiyle konukgu-
patojen arasindaki iligkiler ortaya konmaya ¢alisilmistir. Akdeniz’de yetistirilen ¢esitli
yerel, yabani ve ticari kabakgillerin tanimlanan kiilleme hastalik etmenine Kkarsi
fenotipik reaksiyonlar1 ortaya konmustur. BOylece yerel, yabani ve ticari kabakgiller
gelecekte yapilacak ¢alismalar i¢in dayaniklilik kaynagi olarak kullanilabilecektir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Kabakgiller, diinya ¢apinda yetistiriciligi yapilan Cucurbitacea familyasina ait
119 cins ve 825 tiirden olusmaktadir (Jeffrey 2005). Bu familyada yer alan Cucurbita
cinsi i¢inde en fazla kiiltiiri yapilan tiirler kabaklardir. Bu kabaklar gerek siis bitkisi
olarak gerekse lifli besin kaynagi olarak tiiketilmektedir (Paris 2001).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gére; diinyada 57,2
milyon hektar alanda, 1,1 milyar ton yas sebze tiretimi yapilmistir. Domates yaklasik
162 milyon tonluk iiretimi ile diinyada en ¢ok yetistirilen yas sebzedir. Domatesi
sirastyla karpuz (105 milyon ton), kuru sogan (83 milyon ton), lahana (70 milyon ton),
hiyar ve kornison (65 milyon ton) izlemektedir (FAO 2014).

Tiirkiye’de 38.265.000 hektar tarim alani bulunmaktadir. Bu alanin 15.574.000
hertarlik kismi ekilmekte ve bu ekilen alanin 804.000 hektarlik kismini sebze bahgeleri
olusturmaktadir. Bu alanlarda 27.575.234 ton sebze iiretimi gergeklestirilmistir. 790.521
ton sebze iiretim kaybi olarak rapor edilmistir. Kabakgiller (kavun, karpuz, hiyar ve
kabak) toplam sebze Ulretiminde %33’lik bir paya sahiptir. Turkiye’de kabakgiller
onemli sebze tiirlerinden biridir (Balkaya vd 2010). Ulkemizde 2016 yilinda 351.550
ton sakiz kabagi, 96.268 ton bal kabagi, 42.181 ton kabak, 1.854.356 ton kavun,
3.928.892 ton karpuz, 1.811.681 ton hiyar, 36.006 ton acur liretimi gergeklestirilmistir
(TUIK 2016).

Kabakgil bitkileri, biiyiimesi sirasinda yiiksek sicaklik istemektedir (Bjelland,
1988). Bitki gelisiminin olumsuz etkilenmemesi i¢in 151k periyotlar1 ve sicaklik arasinda
dogru dengeye sahip olmasi da onemlidir (Molen 2007). Kabakgiller toprak istegi
bakimindan segicidir. Nemli topraklarda iyi yetismektedir. Toprak yapisinin tinli-
kumlu, kumlu-tinli biinyeye sahip olmasi, tuz igeriginin ¢ok yiiksek olmamasi, pH si
hafif asidik (5,5-7,5) olmasi istenmektedir. Kabakgiller, derin (40-50 cm), gevsek
biinyeli, fazla kire¢ igermeyen, organik madde icerigi en az %5 olan topraklardan
hoslanmaktadir (Anonim 2008).

Toprak biomasinin ¢ogunlugunu olusturan funguslar, organik materyalin
parcalanmasi, bitkilere besin saglanmasi ve ekosistemin dengesi icin indikatdr olup
insan yasaminda ve ekosistemde kompleks ve farkli roller oynarlar. Ziraatte funguslar,
tarim Urtnlerini harap etmesinin yani sira, zararli otlarin ve diger baz1 funguslarin
kontroliinde de biyoteknolojik olarak kullanilabilirler. Biyoteknoloji alaninda funguslar
degerli agrokimyasallarin ve farmakolojik 6zelliklere sahip sekonder metabolitlerin
tiretiminde kullanilabilirler (Borneman J ve Hartin J.R, 2000).

Kiillemeler kabakgillerin oldukc¢a yikic1 hastaliklarindan bir tanesidir (Robinson
ve Deckers Walters, 1997). Kiillemeler oldukga genis bir konukgu araligina sahiptir. Bu
hastalik kabakgillerden, kavun, karpuz, kabak, su kabagi, balkabagi, lif kabagi, acur ve
hiyarda goriiliir. Cucurbitaceae ailesinde, kiilleme hastaligina iki ana tiir sebep
olmaktadir; Golovinomyces cichoracearum var. (D.C.) V.P. Heluta (synth Erysiphe
cichoracearum D.C.) ve Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun ve N. Shishkoff
(6bnceden Sphaeroteca fusca Blumer olarak bilinen synpha Sphaerotheca fuliginea)
(Sitterly 1978, Miazzi vd 2011).
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Fungal hastaliklar kabakgil tiretimi yapilan arazilerde %10 ile %100 oranlarinda
tiretim kaybina neden olabilmektedir. Killeme hastalik etmenin yayilis gosterdigi
alanlarda iki farkl tir, [Podosphaera xanthii (6nceden Sphaerotheca fuliginea Schlech
ex Fr. Poll.) ve Golovinomyces cichoracearum (6nceden Erysiphe cichoracearum DC
ex Merat)] tespit edilmistir. Avrupa’da ilk olarak P. xanthii yayilis géstermis iken daha
sonra her iki tariin de goriildiigii rapor edilmistir. (Epinat vd 1993, Kristkova vd 2004,
Sowell 1982, Cohen vd 1993, McCreight vd 1987). Eskiden killemeler guinuimuzdeki
kadar 6nemli bir hastalik degilken, gectigimiz son 5 yilda kiillemeler oldukc¢a saldirgan
ve yikici bir hal almistir (Roberts ve Kucharek 2005).

Killemeler bitki blnyesinde bozulmalara neden olurlar. Bitki binyesinde
fotosenteze engel olmasinin yani sira bitki besin elementleri hiicreler araciligi ile
tiikettigi i¢in bliyiime geriligi ve erken yesillik kaybina neden olur. Bu nedenle verim ve
kalitede ciddi bir azalma meydana gelir (Mossler ve Nesheim 2005). Ornegin hiyarlarda
kiillemelere bagli bir sorun s6z konusu oldugunda kiillemeler ve verim kaybi arasinda
dogru oranti vardir. Eger hastalik erken donemde kontrol edilmezse bitki olebilir,
ilerleyen donemlerde hastalanan bitkilerin yash yapraklarinda 6liimler, verimde kayiplar
gozlenebilir (Dik ve Albajes, 1999).

Kiilleme hastaligindan sorumlu olan iki farkli etmenden biri olan Podosphaera
xanthii daha yaygmdir ve diger etmene gore daha saldirgandir (Jahn vd 2002). Bu
hastalik etmeni sicak ve nemli havalarda ortaya ¢ikmaktadir. Golovinomyces
cichoracearum hastalik etmeni serin bahar ve erken yaz aylarinda ortaya ¢iktigindan
dolay1, daha diisiik sicaklik istegine sahiptir. Kiilleme etmenleri kis1 hastalikli yapraklar
tizerinde kislama formu olan cleistotheciumlar halinde gegirir. Ertesi yil bunlarin
catlamasi ile etrafa yayilan askosporlar primer enfeksiyonlar1 olusturur. Yaz boyunca
olusan konidiosporlar, tarla sartlarinda riizgar ile seralarda ise konidiosporlarin hava
akimi ile dagilmasi sonucu sekonder enfeksiyonlari olustururlar. Enfeksiyon igin
optimum sicaklik 20-27 °C’dir. Her iki hastalik etmeninin konidiosporlarini ve
cleistotheciumlarini ayirt etmek olduk¢a zordur. Bu sebepten dolayr bu iki fungus
birbiriyle karistirilabilmektedir. Kiilleme hastaliklarina karsi en ¢ok calisma bag
killemelerinin  kontroli i¢in yapilmistir. Daha sonrasinda kabakgil kiillemeleri
konusunda ¢alismalar yer almaktadir (Agrios 2005).

Kiilleme hastaliginin ilk belirtileri genellikle yash yapraklarda ve alt yapraklarda
baglar. Kok ve c¢evresinde bulasici degildir ve meyvelerde enfeksiyon gorulebilir.
(Sitterly 1978). Enfeksiyondaki ilk bulgular, yapragin hem iist hem de alt ylizeylerinde
dairesel beyaz lekelerdir (Robinson ve Decker Walters 1997). Beyaz lezyonlar, yaprak
yiizeylerini ve govdeleri kaplayana kadar sayilar1 artabilmektedir. Ciddi sekilde
etkilenen yapraklar kahverengilesmekte ve kiigiilmektedir (Sitterly 1978).

Kabakgillerde goriilen kiilleme hastaliklarina karst basar1 kazanmis etkili
biyolojik micadele ajanlarinin  bulunmamasi bu obligat hastaligin  biyolojik
miicadelesini mimkiin kilmamaktadir (Whipps vd 1998). Ozellikle 1s1l islem gérmeden
tiikketilen hiyar, kavun ve kapuz gibi kabakgillerde goriilen kiillemelere karsi yapilan
kimyasal uygulamalar sikga tekrar gerektirmektedir. Insanlarin direkt tiikettigi bu
sebzelerdeki kimyasal kalintilar insan sagligin1 kronik ve akut olarak tehdit etmektedir
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(Agrios 2005). Diger taraftan kabakgillerdeki killemelerin, kullanilan fungisitlere karsi
hizli bir sekilde direng gelistirmeleri nedeniyle hastaligin kontroliinde kullanilan bazi
Kimyasallar yetersiz kalmaktadir (Labeda vd 2008). Ozellikle bu durum, seralarda
onemli olan kabakgil hastaliklarinin kontroliinde biiyiik sikintilarin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir (Lebeda vd 2008).

Funguslar hakkinda pek c¢ok bilgi birikimi olmasina ragmen, hala bu
organizmalarin ¢ogu karakterize edilememistir. Diinya iizerinde 1,5 milyon fungus
oldugu tahmin edilmesine ragmen ancak 70.000 tiir tespit edilebilmistir, bu da hala
yasayan tlrlerin %95’ inin tanmimlanamadigini gostermektedir. Bunun nedeni;
habitatlarinin yeterli arastirilmamasi, kiiltiirlerinin zor olmasi veya yapilamamasi ve
kataloglanmig Orneklerin tanilanmalarinin dogru olmamasindan kaynaklanmaktadir
(Borneman ve Hartin 2000).

Kabakgillerde en yaygin goriilen kiilleme patojeni Podosphaera xanthii’dir
(Braun vd 2001, Shishkoff 2000). Kabakgil yetistiriciliginde Podosphaera xanthii’nin
cok sayida komplex irklari tespit edilmistir. Podosphaera xanthii’nin diinya ¢apinda 28
irk1 oldugu rapor edilmistir (McCreight 2006). Podosphaera xanthii’nin fizyolojik
irklar1 ¢ok farklilik gdstermektedir (Cohen vd 2004, McCreight 2006) Podosphaera
xanthii’ nin 8 k1 Amerika, Afrika, Avrupa ve Akdeniz kiyilarinda, 4 yeni irkini ise
Japonya’da, kavun yetistirilen sera alanlarinda tespit edilmis (Cohen vd 2004).

P. xanthii kabakgil kullemesinin ana etmenidir ve diinya kabakgil Gretimini
siirlandiran en 6nemli faktorlerden birisidir. Bu hastaligin kontroliiniin arastirilmasinda
blyUlk caba sarf edilmesine ragmen hala daha bu etmenin biyolojisinin temel 6zellikleri
bilinmemektedir. Hastaligin kontrolinde yeni fungusitler gelistirilmesine ragmen
ureticiler icin gecici bir ¢oziim olarak kalmaktadir. Ayrica Hastalikla kimyasal
micadele yapilabilmesine ragmen, bu hem zaman almakta hem de pahaliya mal
olmaktadir. Etmenin kimyasal kontrolinde gevreye verilen zararin yaninda uygulamalar
sonucunda meyvelerin dis yiizeyinde hasara yol acabilmekte, bu durum Grinin
kalitesini olumsuz etkilemektedir. Ayrica hastaligin bazi irklarinin dayaniklilik
kazandig1 bilinmektedir. Bu nedenlerle hastaligin kontroliinde kimyasal micadelenin
yaninda dayanikli ¢esitler kullanmak en iyi ¢ozim olarak gorulmektedir (Garcia vd
2002).

Mikoloji alaninda ilk PCR (Polymerase Chain Reaction) uygulamasi 1990
yilinda White ve ark. tarafindan funguslarin taksonomik ve filogenetik akrabaliklarini
gostermek icin rRNA (ribozomal ribonikleik asit)> nin direkt dizi analizi ve
amplifikasyonu ile yapilmistir. rRNA dizileri yasayan tiim hiicrelerde bulundugundan
ve ayni gorevi istlendiginden taksonomik ve filogenetik caligmalar i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Bu dizilerin evollisyonunun tim genomun evoliisyonunu yansittig
sOylenebildigi gibi aym zamanda farklilk gosteren ve korunmus bolgelerde
icermektedirler. Bu sayede farkli taksonomik gruplarda bulunan organizmalarin
karsilastirma ve ayrimlarinda kullanilmaktadir. Funguslarda nuklear rDNA((ribozomal
deoksiribontkleik asit) arka arkaya tekrar eden rDNA alt birimleri olarak organize
olmusglardir. Birinci alt birim kii¢iik nuklear 18S rRNA, 5,8S rRNA ve biiyiik niiklear
28S rRNA genlerini icermektedir. Birinci alt birimde genler ITS1 (internal transcribed
spacer) ve ITS2 ile ayrilmistir ve iki alt birim IGS (intergenic spacer) ile ayrilmistir.
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Son rRNA geni (5S) fungal taksona bagh olarak, tekrarlanmig alt birimler ile birlikte
olabilir veya olmayabilir. 18S rDNA nispeten yavas evrim gegirir ve uzak akraba
organizmalarin karsilastirilmasinda kullanilmaktadir (White vd 1990).

Cizelge 2.1. Golovinomyces cichoracearum’un bilimsel siniflandirilmasi

Golovinomyces cichoracearum

Alem: Fungi

B6lim: Ascomycota

Sinif. Leotiomycetes

Takim: Erysiphales

Familya: Erysiphaceae

Cins: Golovinomyces

Tir: Golovinomyces cichoracearum

Cizelge 2.2. Podosphaera xanthii’nin bilimsel siniflandirilmasi

Podosphaera xanthii

Alem: Fungi

B6lim: Ascomycota
Sinif: Leotiomycetes
Takim: Erysiphales
Familya: Erysiphaceae
Cins: Podosphaera

Tir: Podosphaera xanthii

Kiillemeler, genis bir konukgu araligina sahiptir ve bitkilerin yaprak, sap, meyve
ve ¢igek yiizeyinde zorunlu parazit olarak yasayan 6nemli bitki patojenleridir. Bitkiler
aleminde 169 familya 1.617 cins 9.838 tirde hastalik olusturmaktadir.

Kodlama yapmayan (ITS ve IGS) bolgeleri daha hizli evrim gecirir ve bir
genustaki fungal tlirlerin veya bir tlirdeki suslarin karsilastirilmasi i¢in kullanilmaktadir.
28S rDNA’ nin bazi bolgeleri tiirler arasinda farklilik gostermektedir (Edel 1998).
Tanisal PCR’1n spesifikliginde amplifikasyon icin uygun hedef dizinin belirlenmesi
gerekmektedir. Spesifiklik, farkli genuslar veya tiirlerin DNA dizileri ile hedef dizi
arasindaki homolojinin derecesi ile belirlenmektedir. Ornegin, enfeksiyonun bakteriyel
veya fungal kokenli olup olmadigini anlamak i¢in tiim funguslarda genel olarak bulunan
yiiksek oranda korunmus bir gen bolgesi uygun hedef dizi olacaktir (Hugnes vd 1998)

Funguslar yillardan beri morfolojik olarak smiflandirilmaktadirlar. Ekolojik
tiirler ¢ogu zaman 6zel bir nise uyumuna gore veya bitki patolojisinde bazi tiirler
konukgu hastalik simptomlarina gore ve konak ile baglantili olarak tanilanmustir.
Morfolojik, ekolojik ve patolojik tiirler fonksiyonel ve yapisal yetenekleri ile ilgili
fenotipik karakteristiklerine gore tanilanmigtir (Borneman ve Hartin 2000).
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PCR molekiiler biyolojide genis uygulama alani ile gii¢lii bir yontemdir. Bu
enzimatik reaksiyon invitroda karistk DNA Orneklerinden spesifik DNA dizilerinin
amplifikasyonunu (¢ogaltilmasini) saglamis ve hedef DNA’ nin pg miktarlarini
olusturmustur. PCR ile her bir DNA dizisi klonlanabilir, analiz edilebilir veya modifiye
edilebilir ve hatta nadir diziler bile saptanabilir. 1985 yilinda bu teknolojinin
bulunusundan beri spesifikligi, hassasiyeti ve hiz1 sayesinde ¢ogu biyolojik aragtirma
alan1 i¢in ve tiim organizma simiflar1 i¢in bircok metodun gelismesine yol agmustir.
PCR’in fungal genetik, sistematik, ekoloji ve toprak mikrobiyolojisi, bitki patolojisi,
medikal mikoloji, fungal biyoteknoloji vb. gibi mikolojinin bir¢cok alaninda genis
uygulamalar1 yapilmaktadir (Edel 1998). PCR amplifikasyonu DNA dizisine dayali
bilgi saglamaktadir ve bu sayede de bugiine kadar fenotipik olarak tanimlanmus tiirlerin
dogrulanmasini saglamaktadir (Bridge ve Arora 1998).

Ribozomal RNA (rRNA) genlerinin nlkleotid dizilerinin karsilastirma
caligmalari, genis bir yelpazedeki taksonomik seviyelerde filogenetik iliskileri analiz
etmek igin bir aractir (Woese ve Olsen 1986, Medlin vd 1988). rDNA sekanslar1 (16S-
benzeri) kiiltire alinamayan bakterilerin molekiiler tanilanmasinda ve funguslar
icerisinde uzaktan akrabalarini incelemek igin kullanishidir. Halbuki mitokondriyal
rRNA genlerini kullanilmas1 daha hizli gelisen ve ailelerin sekanslarinin analizlerinde
daha faydali olabilmektedir. Niikleer rRNA tekrar birimlerinin dahili olarak kopyalanan
bosluk bolgeleri ve intergenik ara pargasi giiniimiizde sekanslamada kullanilan en hizlh
karsilagtirma sistemidir. Bu mukayeseler bir cins veya popiilasyonlar arasindaki tiirler
arasinda farkliliklar1 agikga gosterebilir. Bircok rRNA gen dizisi 6ncelikle bireysel
klonlanmig genlerin izole edilmesi ve sekanslanmasiyla elde edilmistir (Medlin vd
1988). Dogrudan rRNA dizilemesi (Lane vd 1985) ayn1 zamanda seri olarak veri elde
etmek icin kullanilmistir. Bununla birlikte, bu yontem ¢ok miktarda RNA gerektirir ve
yalnizca bir iplik¢ik dizilendiginden hatalara yatkindir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve dogrudan dizilim, klonlama ve dogrudan rRNA dizilimi iizerinde birgok
avantaj sunmaktadir.

NS1'den NS8'e kadar olan primerler, Saccharomyces cerevisiae, Dictyostelium
discoideum ve Stylonicha pustulata’dan (Dams vd 1988) 18S rRNA genlerinden
korunmus niikleotid dizilerine dayanmaktadir. NS1 ve NS2 primerleri, genis bir fungus,
protist ve kirmizi ve yesil algler IDNA'sindan amplifiye edilmistir. NS3- NS6 test edilen
tim fungal DNA'lar1 ¢ogaltir. NS7 ve NS8 aymi zamanda bazi bitki ve omurgali
rDNA'lar1 ¢ogaltir.  NS1 ve NS8 primerleri, primer sekanslarin alanlar1 harig
tutuldugunda genellikle rRNA geninin ¢ogaltilmasina izin verir. NS2 ve NS3, NS4 ve
NS5 ve NS6 ve NS7 tamamlayicidir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (Mullis ve Faloona 1987), spesifik sekanslari
cogaltmas1 ile fungal yapilar1 karakterize etme firsati sunar. Bu simbiyonlarin
tanimlanmasi, PCR ile c¢ogaltilmis tiriinlerin RFLP, sekanslama veya oligoniikleotid
problanmasi ile analiz edilmesiyle elde edilebilir (Gardes vd 1991). Bununla birlikte, bu
analizlerin ¢ogunun yapilabilmesi i¢in fungus DNA's1 cogunlukla bitki ve fungus
DNA'larmin karigimlariyla zenginlestirilmelidir.
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Internal Transcribed Spacers (ITS) bolgesi, korunmus kiiglik alt birim olan 5 BS
ve TRNA genleri arasinda rDNA’nin tekrarlamast sonucu i¢ ice gecmis iki degisken
kodlanmis bolge igerir. Fungal yapilarin tanilanmast i¢in birgok 6zel bdlge uygun hale
getirilir. Tim ITS bolgesi genelde 600 ila 800 bp arasindadir ve tRNA genleri igindeki
dizilere tamamlayici olan evrensel primerlerle kolaylikla ¢cogaltilabilir (White vd 1990).
ITS bolgesini fungal yapilar1 tanimlamak i¢in kullanmak mevcut ITS primerlerinin
fungus, bitki, protist ve hayvanda dahil olmak iizere genis bir yelpazede organizmalarin
tanimlanmasi i¢in tasarlanmistir. Birgok dogal durumda, fungal DNA, bitki konuk¢usu
DNA'ya kiyasla nadir olabilir ve bu nedenle fungus DNA'sinin spesifik veya tercihli
amplifikasyonu istenebilir (White vd 1990).

PCR’ da ilk basamak kalip DNA’ nin hazirlanmasidir. Funguslarda niikleik asit
izolasyonu ile ilgili bircok protokol bulunmustur. Bunlarin bir¢ogu molekiiler
uygulamalarda kullanilabilecek pg miktarlarinda saf genomik DNA’nin izolasyonunu
saglayabilmektedir. Tek kopyali genlerin amplifikasyonu i¢in 1pg DNA kullanilabilir,
cok kopyali genleri amplifikasyonu i¢in ise daha az miktar DNA yeterli olmaktadir.
Yapilan bir c¢alismada rDNA dizilerinin amplifikasyonu i¢in  Neurospora
tetrasperma’nin tek bir sporunun yeterli oldugu belirtilmistir. Yapilan bir baska
caligmada adli tip 6rneklerinden PCR i¢in DNA izolasyon yontemi belirtilmistir. Bu
yontem hizli ve basit olup, organik solvent ve c¢ok sayida tiip kullanimim
gerektirmemektedir.  Arastiricilar  bu  yontemi obligat parazit olan kiilleme
funguslarindan DNA izolasyonunda da kullanmiglardir. PCR amplifikasyonu i¢in ¢ok
az miktar DNA gerektigi icin; DNA toprak, bitki ve klinik 6rnekler gibi kompleks
materyallerden de izole edilebilir. Bu nedenle spesifik primerler kullanilarak karisik
DNA oOrneklerinden fungal DNA’nin direkt amplifikasyonu saglanabilmektedir. Bu
teknikler funguslarin kiiltiire alinmadan farkli 6rneklerden belirlenmesi ve 6zel ekolojik
caligmalar i¢in kullanislidir (Takamatsu 1998).

Hassas, spesifik ve giivenilir PCR temelli tan1 testleri uygulamak icin PCR
inhibitorlerini igermeyen saf DNA izolasyonunu saglayacak, hizli ve uygulanmasi kolay
DNA izolasyon protokolleri gereklidir. Fungal hiicrelerden DNA izolasyon protokolleri
hem zaman alici, hem de insan hiicreleri veya viriislerden izolasyon ile kiyaslandiginda
daha az oranda DNA elde edilebilmektedir. Diger bazi protokoller; mekanik islemler,
sonifikasyon, fenol-kloroform veya guanidin-tiyosiyanat benzeri toksik kimyasallarin
kullanimi gibi ilave basamaklara ihtiya¢ duymaktadir. Hicreleri sferoplast haline
getirmede kullanilan Zimolaz (B-1,3 glukan laminaripenta hydrolaz), Candida,
Torulopsis ve Saccharomyces i¢in kullanilabilir. Aspergillus niger gibi filamentli
funguslardan DNA izolasyonu icin cam boncuklar ile mekanik parcalama, likit nitrojen
ile dondurma-eritme veya sicak alkali ile muamele gibi baska lizis basamaklari
gereklidir ve bu DNA izolasyon metodlar1 basar1 ile uygulanmaktadir. (Loeffler vd
1997)
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Enfekteli dokulardan direkt olarak patojenik fungusun saptanmasi ¢ok dnemlidir.
Ayn1 zamanda PCR, mikorizal simbiyontlarin gozlenmesi ve topraktan patojenin direkt
saptanmasi i¢in de kullanilmaktadir. PCR i¢in farkli birkag¢ dizi olmasina ragmen, rRNA
genleri tim DNA’lar1 ¢ogaltabilen yiiksek oranda korunmus bdlgeleri ve tiir diizeyinde
tanimlamay1 saglayan korunmus bdlgeler icerdikleri i¢cin en uygun hedef bolgelerdir.
Diger bir avantaji rRNA genlerinin PCR’1n hassasiyetini artiran yiiksek kopya sayisinin
olmasidir (Hugnes vd 1998). Bu nedenle PCR isleminde tek kopyali1 genlere gore ¢ok
kopyali genlerin kullanimi daha hassastir. Tek kopyali genler de tiire spesifik olabilir
fakat nested-PCR uygulanmasini gerektirir. Bu PCR islemi ise ¢apraz kontaminasyon
riski tagimaktadir. Bunlara ilaveten ITS bolgesi korunmus bir rRNA alt birimidir ve tiir
diizeyinde tanilamayi kolaylastirmaktadir (Ahmad vd 2002). Bu nedenle bu bolge hedef
alinarak dizayn edilen primerler ile yapilan PCR denemesinin duyarlilig1 da artmaktadir.
Hedef organizma i¢in spesifik olan diziler de primer dizayni igin kullanilabilmektedir.
Spesifik primerler klonlanmis genomik DNA dizileri veya PCR ile ¢ogaltilmis spesifik
diziler sayesinde dizayn edilmektedir. Nested multipleks PCR uygulamalari ¢am
koklerinde curimeye sebep olan Cylindrocarpon destructans ve C. floridum’ u
saptamak i¢in kullanilmigtir. Cogu rDNA dizilerine dayanan bu PCR yontemleri ile
O0lmiis miselyum ile enfekteli doku pozitif test sonucu verebilir, ¢iinkii DNA halen
amplifiye edilebilir durumdadir.

Mikoloji alaninda revers-transkriptaz PCR  mikotoksijenik funguslarin
arastirtlmasinda kullanilmaktadir. PCR her zaman ilgilenilen strainin mikotoksin
iiretmedigi anlamma gelmez. Ornek olarak primerlerin baglanma bdlgesinde meydana
gelen mutasyon proteinin ekspresyonunu etkilemeyebilir, bu durumda PCR negatif
sonug verebilir. Ayrica beklenen PCR firiinlerinin olusumu da analiz edilen strainin
mikotoksin olusturdugunu gostermez, ¢iinkii PCR iiriinii ilgilenilen genin ekspresyon
yapip yapmadigii gostermez. Bu durumda mRNA’nin varligi veya yoklugu strainin
mikotoksin olusturup olusturmadigini anlamamizi saglamaktadir (Konietzny ve Greiner
2003).

Takson spesifik primerler RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)
veya PCR ile elde edilen fragmentlerin klonlanmas1 ve dizi analizlerinin yapilmasi ile
dizayn edilmistir. Ornegin Fusarium tiirlerinin saptanmasi icin kullanilan primerler
RAPD bantlarinin dizilerinin karakterize edilmesi ile gelistirilmistir (Edel vd 1998).
Manian ve ark. 2001 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada endo ve ekzomikorizal
funguslardan PCR i¢in basit ve hizli DNA izolasyon yontemi gelistirmislerdir ve izole
edilen DNA’ y1 hem diisiik kopyali hem de yiiksek kopyali genlerin amplifikasyonunu
saglayan PCR denemelerinde basarili bir sekilde kullanmiglardir. Fungal tanida
kullanilan hedef gen bélgelerini su sekilde siniflayabiliriz: -Universal Fungal Genler:
rDNA genleri; 18S, ITS1 ve 2, 5,8S, 28S, 5S, IGS -Tek Kopyali Genler: Aktin genleri,
Alkalin-proteaz (ALP), Citin Sentaz, GP43, Lanosterol-a-demetilaz (L1A1), URADS,
SAP, B glukan sentaz (FKS), cins veya tiire Ozgﬁ Primerler: 18S, ITS1 ve 2, 28S rDNA,
mitokondriyal DNA, Histon genleri Tiim bitkilerde oldugu gibi kabakgillerde de pek
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¢ok hastalik etmeni bulunmaktadir. Bu hastalik etmenlerinin molekiiler olarak
tanilanmasinda en temel ve en etkin yontem Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) dur.
Mikoloji alaninda ilk PCR uygulamasi 1990 yilinda White ve ark. tarafindan
funguslarin taksonomik ve filogenetik akrabaliklarin1 géstermek i¢in rRNA’ nin direkt
dizi analizi ve amplifikasyonu ile yapilmistir. PCR ile her bir DNA dizisi klonlanabilir,
analiz edilebilir veya modifiye edilebilir ve hatta nadir diziler bile saptanabilir. 1985
yilinda bu teknolojinin bulunusundan beri spesifikligi, hassasiyeti ve hizi sayesinde
cogu biyolojik arastirma alani i¢in ve tiim organizma siniflar1 i¢in birgok metodun
gelismesine yol agmistir. PCR’in fungal genetik, sistematik, ekoloji ve toprak
mikrobiyolojisi, bitki patolojisi, medikal mikoloji, fungal biyoteknoloji vb. gibi
mikolojinin bir¢cok alaninda genis uygulamalar1 yapilmaktadir (Edel 1998) PCR
amplifikasyonu DNA dizisine dayal1 bilgi saglamaktadir ve bu sayede de bugiine kadar
fenotipik olarak tanimlanmis tiirlerin dogrulanmasini saglamaktadir. Patojenlerin tan1 ve
tespitinde PCR metodu hizl1 ve giivenilir olmasinda 6tiirii sik tercih edilmektedir (Edel
1998).

Bilinen bitki tiirlerinin ¢ogunlugu, ¢esitli bakteriyel, fungal ve viral patojenler
icin potansiyel barindirir. Patojenle bitki temast sonucunda her zaman bir hastalik
meydana gelmez (Agrios 1997). Bitkiler ve patojenler arasindaki ¢ogu etkilesim,
patojenin belirli bir bitkide patojenik olmadigi "non-host" tipindedir. Tim
patojen/konukcu etkilesimleri hastalikla sonu¢lanmaz. Ev sahibi igindeki belirli bir
patojene karsi savunma yanitlarinin ifadesi patojen genotipine baglidir. Patojenlerin,
bitkiler tarafindan molekiiler olarak taninmasi, 'gen i¢in gen' etkilesimi olarak bilinir
(Flor 1971). Bu gen icin gen-etkilesiminde bir bitki direnci (R) geni bir reseptor gorevi
gbrmesi ve patojendeki ilgili avirllens (Avr) geninin bir triiniinii tanidigr R Grindni
kodlar ve savunma yanitlarin1 indiikler (De Wit 1992, Hammond-Kosack ve Jones
1996, Hammond-Kosack ve Jones 1997).
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Gegtigimiz 20 yil igerisinde model bitki Arabidopsis thaliana (Fare kulagi
teresi) lizerinde yapilan calismalar bu model bitkinin Moskova ekotipinde genetik
olarak kiilleme etmenlerine dayanikliligin oldugunu ortaya koymustur (Adam ve
Somerville 1996, Xiao vd 1997, Adam vd 1999). Nitekim 18’den fazla killeme
hastaligina genetik olarak dayaniklilik saglayan RPW8 geni karekterize edilmis olup bu
genin RPW8.1 ve RPW8.2 adli iki gen tarafindan dayanikliligi sagladigi bu genlerin
genis spektrumlu sinerjistik olarak kabakgillerdeki ve Solanaceae bitkilerindeki
kiilleme hastaliklarin1 kontrol ettigi bulunmustur (Xiao vd 2001). Genis spektrumlu
RPW8 dayaniklilik genin Coiled coil-Trans Membran (CC-TM) protein motiflerini
iceren bir protein kodladig1 ve bilinen genlerden farkli yeni bir gen (atipik) oldugu
ortaya konmustur (Xiao vd 2001). Dayaniklilig1 saglayan RPW8 geni adeta bir orkestra
sefi gibi savunma mekanizmasini en iistiinde yardimer genler olan EDS1, PAD4 EDSS
genleriyle birlikte salisilik asiti kullanarak tiim bitkilerde sistemik kazanilmis

dayaniklilik olusturarak kiilleme etmenlerine kars1 dayanikliligi saglamaktadir (Xiao vd
2001).

Dayaniklilik mekanizmasinda siiper oksitlerin olusumu, hiicre igerisinde
pathogenesis Related Proteinlerin (PR1, PR2, PR3) olusumu ve hipersensitif hiicre
olimi sonucunda kiilleme patojenin gelisimi tamamen sonlandirilmaktadir (Xiao vd
2001). Son yillarda yapilan dayaniklilik caligmalarda RPW8 geni tarafindan kontrol
edilen dayaniklilikta rol olan diger komponentleri ortaya konmus olup bu konuda
detyal1 galismalar devam etmektedir (Zhang vd 2015)

Ancak model bitki disinda kabakgillerde karakterize edilen dayaniklilik genleri
iizerine yapilan ¢aligsmalar kisitlidir. Bunda kabakgil bitkilerinin ¢ok biiylik genoma
sahip olmalari, farkli ¢esit, tiir ve kiiltlire alinmig bitkilerin bulunmasi etkili olabilir. Bu
calisma yerel, yabani ve ticari kabakgillerde kiilleme hastalik etmenleri (=Sphaerotheca
fuliginea Pollachi) ve Golovinomyces cichoracearum (=Erysiphe cichoracearum
D.C)’nin belirlenmesi, tanilanmasi ve bu patojenlere karsi dayanikli genotiplerin
belirlenmesi yonuyle ilkleri icermektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Bitki Materyali

Projede kullanilan yerel ve yabani kabakgiller toplanirken, Antalya ve Hatay
arasinda kalan bolgede Ureticiler ile bizzat goristilmistir. Ticari hiyar gesitleri
VATAN Tohum A.S (Antalya, Turkiye) den temin edilmistir. Temin edilen tim
tohumlar Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bo6limiinde bulunan
Laboratuvarimiza getirilerek tek tek etiketlenmistir. Etketlenen tohumlar +4 °C’ deki
buzdolabina yerlestirilmis ve ihtiya¢ duyulduk¢a buradan c¢ikarilarak ekilmiglerdir.
Calismada kullanilan Tohumlar Cizelge 3.1’de verilmistir.

Bu c¢alismada hastalik igermeyen yerel, yabani ve ticari gesitler kullanilmistir.
Calismalarda kullemeye hassas ¢esit olarak Baccara hiyar ¢esidi, Nunhems
Tohumculuk A.S. (Serik, Antalya) den temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Kabakgil tohumlarinin temin edildigi yer ve tohumlarin 6zellikleri

Taru Tohumun toplandig1 Tohum Ozelligi
yer veya kaynagi

Hiyar Vatan Tohum -Bahar F1 Ticari
Hiyar Vatan Tohum.-Sahin F1 Ticari
Hiyar Vatan Tohum.-Meltem F1 Ticari
Hiyar Vatan Tohum -VT 18 Ticari
Hiyar Vatan Tohum-Poyraz F1 Ticari
Hiyar Vatan Tohum AS.-348 Ticari
Hiyar Vatan Tohum AS.-284 Ticari
Hiyar Vatan Tohum AS.-80 Ticari
Hiyar Vatan Tohum AS.-303 Ticari
Hiyar Vatan Tohum AS.-81 Ticari
Hiyar G./Camlica yerli hiyar Yerel
Hiyar G./Kaledran yerli hryar Yerel
Hiyar G./Kaledran, yerli hiyar 2 Yerel
Hiyar Adana yerli hiyar Yerel
Kavun G./Kaledran Koyii, Eskisehir kavunu Yerel
Kavun Gazipasa/Camlica, Gdden Kavun Yabani
Kavun Gazipasa/Kaledran Kd&yti, Kavun Yerel
Kavun Gazipasa/Kaledran, Dilimli Kavun Yerel
Kavun Gazipasa/Kaledran, Ankara Kavunu Yerel
Kavun Gazipasa/Kaledran K&y, Kavun 2 Yerel
Kavun Gazipasa/Camlica Koyii, Kavun Yerel
Kavun Adana, Kavun Yerel
Karpuz Gazipasa/Kaledran Koyii, Karpuz Yerel
Karpuz Gazipasa/Kaledran, Kara Karpuz Yerel
Karpuz Adana, Karpuz 1 Yerel
Karpuz Adana, Karpuz 2 Yerel
Karpuz Adana, Karpuz 3 Yerel
Su Kabag Gazipasa/Camlica Koyii, Su Kabag: 1 Yerel
Su Kabag: Gazipasa/Camlica Koyii, Su Kabag: 2 Yerel
Su Kabagi Gazipasa/Camlica, Goden Kabak Yabani
Bal Kabagi Gazipasa/Camlica, Bal Kabag 1 Yerel
Bal Kabagi Gazipasa/Camlica, Bal Kabagi 2 Yerel
Sakiz Kabagi Gazipasa/Camlica, Sakiz Kabagi Yerel
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3.2.Bitkilerin Yetistirilmesi

Temin edilen tim tohumlar, icerisinde Classman, potground marka torf bulunan
5 cm ¢apindaki viyollere ekilmistir. Bitkilerin ¢cimlenmesi igin Ziraat Fakultesi Bitki
Koruma binasi igerisinde bulunan 3 no’lu iklimlendirme odasina yerlestirilmistir.
Bitkiler ¢imlendirilmesi i¢in iklimlendirme odasi 23+3 °C’ de olan 12 saat 1siklandirma
ve 12 saat gece periyodunda, %50 oraninda nispi nem ayarlanmistir. Cimlenen bitkiler,
icerisinde torf bulunan saksilara almarak Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi Bitki
Koruma binas1 oniinde bulunan polietilen seralarda yetistirilmistir (Sekil 1.5). Sera
sicakligi ilkbahar donemi igin ortalama 26+6 °C olarak kayit edilmistir. Bitkilere rutin
sulama islemleri gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1. Polietilen plastik serada kabakgillerin yetistirilmesi. Bar: 30 mm
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3.3.Kiilleme izolatlarimin Toplanmasi ve Kiiltiire Alinmasi

Calismada kullanilan kiilleme izolatt Nisan ayinda Antalya ili Gazipasa
ilcesinden temin edilmistir. Ozellikle bahar aylarindan yaz aylarma gectigimiz
donemlerde kiillemeler oldukga yikict olmaktadir. Kiilleme izolat1 kabakgil Gretiminin
yapildigi seralardan temin edilmistir.

Killemeler obligat patojen oldugu igin yapay besi ortamina alinamamaktadir.
Bu sebepten hastalik etmeninin kiiltiire alinabilmesi igin, hassas Baccara (Nunhems:
Bayer Group, Antalya) c¢esidi kullamilmistir. Bitki yapraklarina kiilleme
inokulasyondan 6nce 1/30 oraninda seyreltilen Civa Il klorir (Sigma, Almanya) ile
yuzey sterilizasyonu kotiledon yapraklar tizerinde gergeklestirilmistir (Sekil 1.5). Steril
edilen kotiledon yapraklari Uzerine bir kas kili yardimi ile steril ortamda kiilleme
kolonisinden alinan tek bir spor birakilmistir. BOylelikle steril bitki zerinde tek
spordan iiretilmis saf kiilleme kolonisi tiretilmistir.

-

Ny
%' >
\{ /(]

Sekil 3.2. Seyreltilmis Civa II Kloriir sollisyonuyla yaprak yizeyinin dezenfeksiyonu
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Saf olarak kotiledon yapraklar tizerinde gelistirilen tek spor kolonisinden (single
spor produced) yine tek bir spor kullanilarak hassas Baccara bitkileri kotiledon
yapraklarina kiilleme sporu birakilmistir. Béylece ayni genetik yapiya sahip sporlar ile
killeme etmeni kiiltiire alinmistir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Tek spordan iiretilmis Podosphaera xanthii’nin faz kontras mikroskobundaki
goruntdsd. Bar : 10 um

Killeme sporlari hem eseyli hem de eseysiz lireme yetenegine sahiptir. Bu
sebepten kiilleme sporlar1 kendi aralarinda bile kiiglik genetik varyasyonlara sahiptir.
Tek bir spordan kulleme kolonisi Uretilirken, genetik farkliliklar olugsmamasi igin
Baccara hiyar c¢esidi diger bitkilerden farkli olarak laboratuvar kosullarinda
yetistirilmistir.

3.4. Podosphaera xanthii’nin Inokulasyonu
Hassas ¢esit Baccara iizerinde tek koloni olarak gelistirilen kiillemeler, samur
uclu firga yardimi ile testlenecek olan kabakgil bitkilerinin Kotiledon ve gercek

yapraklarina hava akiminin olmadig1 bir ortamda bitki yapraginin 5-10 cm (zerinden
stpdrdlerek kiilleme sporlari ile inokule edilmistir.
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Sekil 3.4. Hassas hiyar ¢esiti Baccara’da Podosphaera xanthii’nin gelisimi

3.5. Genotiplerin Duyarhlik Seviyelerinin Belirlenmesi

Genotiplerin skorlanmasinda asagidaki 0-4 hastalik skalas1 kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Kabakgillerde hastalik fenotiplerini skorlamak i¢in kullanilan hastalik
reaksiyon skalas1 (Adam ve Somerville 1996)

Hastalik reaksiyon katagorisi

Hastahikh bitki fenotipi

Hi¢ ya da ¢ok sinirlt sporulasyon, fungus
ve konidiospor ¢iplak gozle goriilemez ve
genellikle nekrotik lezyonlarla (HR) ile
birlikte gortilmektedir.

Diisiik sporulasyon ile birlikte cok az
miktarda killeme yaprak kenarinda
gorulebilir. Bazen de HR gozlenebilir
Orta derece ya da gecikmis sporulasyon,
yaprak yizeyinin %10-30 u kulleme ile
kaplanmistir. HR goriilmez.

Yogun sporulasyon ile birlikte yaprak
yiizeyinin %30 dan fazlasi kiilleme ile
kaplanmistir. HR yoktur.

Neredeyse tim yaprak ylzeyi kiilleme ile
kaplanmistir. Bitkiler asir1 hassaslik
gostermektedir.
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Enfekteli Bitkilerin Skorlanmasi

Kiilleme ile inokule edilmis kabakgil bitkileri inokulasyondan sonra 7., 14. ve
21. giinlerde hastalik gelisimleri Cizelge 3.2. de belirtilen hastalik skalasina gore
skorlanmistir. 10 tekerriirden olusan kiilleme etmeni ile enfekteli bitkiler 7., 14. ve 21.
giinlerdeki hastalik gelisimine gore skorlandiktan sonra aritmetik ortalamalari alinmigtir

(Cizelge 3.3.).

Patojeniste testlerinde her bitki tizerindeki hastalik gelisimi ayr1 ayr1 skorlanarak
elde edilen hastalik skorlarinin toplami skorlanan toplam hastalikli bitki sayisina
boliinerek degerlerin skorlandigi giindeki hastalik miktarlar1 bulunmustur (Cizelge 3.3.).
Skorlamalarin yapildig1 giinlerdeki hastalik miktarlarinin toplaminin toplam skorlama
sayisina boliinmesi ile her bir bitki i¢in kiilleme hastalik etmeni Podosphaera xanthi’nin
olusturdugu hastalik ortalamas1 bulunmustur (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. Enfekteli bitkilerin 0-4 hastalik skalsina gore degerlendirilmesi.

Ad1 7.Gun 14. Gun 21. Gin Ortalamasi
VT 18 0,75 1 1.25 1
Meltem F1 0.66 0.66 0.66 0.66
Camlica Kavun 2 0.66 1.33 1.33
Adana Hiyar 1.66 15 25 1.86
Adana Karpuz 2 3 3 2.66
Kaledran Karpuz 1.66 2 2 1.88
Kaledran Kavun 2 2.5 3 4 3.16
K. Kara Karpuz 2 0.75 15 1.41
Kaledran Karpuz 1 2.75 1.25 2 2
VT80 2.75 0.75 1.75 1.75
Camlica Bal Kabagr  2.25 25 2.75 2.5
C.Gbden Kavun 2 1.25 15 1.58
Camlica Balkabag12 2 1.25 15 1.58
Sahin 2 0.25 1.25 1.16
Bahar 1.25 15 1.75 15
Adana Karpuz2 2.5 0.5 2 1.66
Kaledran Kavun 1.75 1.75 2 1.83
Adana Kavun 1.75 2.25 25 2.16
C. Goden Kabak 2 0.5 15 1.33
Yerli Acur 1.25 2 1.75 1.66
Ankara Kavun 1.75 1.25 2 1.66
Eskisehir Kavun 1.75 2 2.25 2
303 0 1.5 1.5 1
Poyraz F1 0.75 0.75 1 0.83
Siis Kabagi 1 15 2 1.5
Adana Kabak 1 0.5 1 0.83
348 0.75 0.5 1 0.75
K. Dilimli Kavun 3 2.75 3 291
Kaledran hiyarl 0.75 0.5 0.75 0.66
Kaledran hiyar2 05 0.75 1 0.75
Camlica Hiyar 3 2.25 3 2.75
C. Sakiz Kabagi 1.66 2 2.66 2.11
Adana Karpuz 3 1 1 3 1.66
248 1.33 1.33 2 1.55
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Patojenisite Testlerine Gore Bitki Genotiplerinin Belirlenmesi

Killeme ile enfekte edilen bitkiler 0-4 hastalik skalasina gére inokulasyondan 7.,
14. ve 21. giinlerde hastalik miktarlarina gore bitkiler degerlendirildiginde hastalik
sklasina gore ortalamalart 1 ve daha asagida bulunan kabakgillerin genotipleri
dayanikli, 1 ve 2 arasinda olanlar inetmediate (orta dayanikli) ve 2’den biiyiik hastalik
degerine sahip olan genotipler hassas olarak kabul edilmistir (Cizelge 3.4.). Ozellikle
hastalik degerinin 3 ve iizeri olan genotipler ¢ok hassas olarak belirlenmistir (Cizelge
3.4.).

Cizelge 3.4. Kiilleme hastalik gelisimi skalasina gore kabakgillerin genotiplerini

gruplandirilmasi
Dayamkh Intermediate Dayamkh Hassas
Hastalik skoru: 0-1 Hastalik skoru: 1-2 Hastalik skoru: 2-3 Hastalik skoru: 3-4
VT18 248 C. sakiz kabagi Kaledran kavun 2
Meltem F1 Adana karpuz 3 C. Hiyar
Poyraz F1 Siis kabag1 K. dilimli kavun
Adana kabak Ankara kavun Adana kavun

Kaledran hiyar 1
Kaledran hiyar 2
348

Yerli acur
C. Goden kabak
Camlica kavun

Adana hiyar

C.bal kabag1
Adana karpuz
Eskisehir kavun

Kaledran karpuz 1

Kaledran karpuz
K. kara karpu
VT80

C. Goden kavun
C. Bal kabagi2
Sahin

Bahar

Adana karpuz 2
Kaledran kavun

303
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3.6. Patojenisite Testleri
Trypan Blue Boyama:

Fungal spor ve yapilarmi goriintiileyebilmek igin 250 pg ml?t trypan blue
tartilarak laktik asit: gliserol: su (1 volim (v): 1 v: 1 v) igeren solisyonda ¢oziilmiistiir.
Bitki yapraklardan klorofili temizleyebilmek i¢in %96 lik etanol kullanilmistir. Cam bir
zemin (zerine yerlestirilen whatman kagitlar1 temizleme solUsyona daldirilarak adeta
bir fitil gibi kullanilmigtir. Bu kagitlar iizerine yerlestirilen yaprak orneklerindeki
klorofil, kimyasal soliisyon tarafindan alinrak yapraklar saydam hale getirilmistir.
Klorofilden temizlenen yaprak ornekleri Uzerine trypan blue damlatilarak 3 dk
bekletildikten sonra faz kontrast 1sik mikroskobunda incelenmistir (Thordal-
Christensen vd 1997).

Diamino Benzidin (DAB) Boyama

Bitki hiicrelerinde olusan superoksit kararsiz bilesiklerini in vivo ortaminda
goruntileyebilmek icin bir baska kararsiz bilesik olan DAB metodu ile Thordal-
Christensen vd (1997) de belirtildigi gibi boyama yapilmistir. Trypan blue boyama ile
fungus sporlarin1 ve fungal yapilar1 boyarken, bitki hiicresi ve igerigi DAB ile
boyandig1 i¢in penetre olan spor ile bitki hiicresinde olusan siiperoksit olusumlari
birlikte kombine edilerek ortaya konulmustur. DAB sollisyonu hazirlanirken 0,1 gram
3’,3’ Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate (Sigma-Aldrich, Almanya) tatilarak
100 ml dsH20 igerisinde ¢6ziilmiis ve pH:3,0-3,5 olacak sekilde ¢ozelti hazirlanmistir
(Thordal-Christensen vd 1997).
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Yapraklarin DAB ¢ozeltisinde 12 saat bekletilmesi

Killeme ile enfekteli her bir kabakgilden bir yaprak koparilarak dikkatlice 15 ml
lik falkon tiiplerin igerisine koyulmustur. Uzerine 5 ml DAB ¢ozeltisinden eklenmistir.
Cozelti icerisinde yapraklar 12 saat bekletilmistir. Her 12 saatte bir bitkiden 1 yaprak
koparilarak DAB ¢6zeltisi igerisinde 12 saat bekletildikten sonra temizleme sollisyonu
ile klorofilin parcalanmast saglanmistir. Bodylece yapraklarla yapilan zaman
calismasiyla sporlarin yapraklar tizerindeki gelisimleri izlenmistir.

Sekil 3.6. Hazirlanan DAB ¢ozeltisinde 12 saat bekletilen kabakgil yapraklari

Temizleme Soliisyonunun Hazirlamsi

Temizleme soliisyonu hazirlarken: 100 ml etanol, 100 ml asetik asit, 50 ml
gliserol homojen bir sekilde karigtirllmasiyla hazirlanmistir. Tam olarak saydam hale
getirilemeyen yapraklar %80’lik etil alkolde kaynatilarak klorofilin tamamen
uzaklastirilmasi saglanir.

Temizleme soliisyonu kiilleme ile enfekte olmus yapraklarda meydana gelen
Hypersensitive reactions (HR) mikroskop altinda gormemizi saglar ve bu da bitkinin
dayanikliligi hakkinda bilgi verir. Kararsiz Superoksitlerin DAB soliisyonu ile
reaksiyona girmesi sonucunda kararli hale gelmesiyle kirmizidan kahverengiye kadar
degisen renk reaksiyonlar1 goriintiilenebilmektedir. Bitki hicrelerindeki kirmizi-
kahverengi stiperoksitlerin olusumunu goézlemleyebilmek icin hicrelerden klorofilin
uzaklastirilarak yapraklarin saydam hale gegirilmesi gerekmektedir. Bitki hiicrelerinden
klorofilin uzaklastirilmasi ile bitki hiicrelerinde kirmiz-kahverengi renkte boyanmalar
gorindr hale gelir. Bitki hiicrelerindeki bu reaksiyonlar trypan blue ile 6l dokularin ve
sporlarin boyanmasiyla kombine edilir. DAB-trypan blue boyama sisteminde kiilleme
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sporlart ve ¢im tiipleri mavi-lacivert renklerde goriiliirken bu sporlarin penetre oldugu
hiicrelerde olusan siiperoksitler ile iligkilendirilir (Thordal-Christensen vd 1997).

Sekil 3.7. Temizleme solisyonunda 12 saat bekletilerek saydam hale getirilen kabakgil
yapraklar
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Floresan Boyama

3,3'- Dihexyloxacarbocynin iodide (DiOC6) %96’lik saf etil alkol (Merck,
Almanya) icinde 0,5 mg ml? olacak sekilde stok soliisyonu hazirlandi. Duckett ve
Read (1991) tarafindan belirtildigi gibi hazirlanan bu stok -20 °C'de saklanmistir. Stok
soliisyonu dsH20 igerinde 10 defa seyreltilerek hazirlanan ¢alisma konsantrasyonunda
Ornekler 1-2 dakika bekletilmistir (Duckett ve Read 1991). Mikroskopta incelemek
tzere enfekteli yapraklardan preparat hazirlandi. Fungal hifler ve conidiosporlar parlak
sar1 renkte gorindr, preparatlar DiOCG6 ¢Ozeltisiyle maruz kalma siiresine bagl olarak,
parlak yesil ve sar1 renge boyandi. Saglikli bitki hiicreleri kloroplastlarin otofloresansi
nedeniyle derin kirmizi bir renk sergilerken, hipersensitif hiicre 6liimii gdsteren bitki
hiicrelerinin tamamen koyu siyah renkte 1sima gostermedikleri goriilmektedir. Faz
kontrast mikroskopa ilistirilmis ultraviyole 151k kaynagina ilistirilmis B2A (450-490 nm
excitation filtresi) ve 520 nm bariyer filtreler ile epiflorasan mikroskobi ¢aligmalar
gerceklestirilmistir. (Thordal-Christensen vd 1997).

Sekil 3.8. 3,3'- Dihexyloxacarbocynin iodide (DiOC6) ile boyanmis ¢imlenmis kiilleme
sporlarinin UV 1s1k altindaki goriiniimleri. Konidiosporlar sari, yesil ve
bu renkler arasi tonda goriiliirken saglikli klorofil iceren bitki hiicreleri
kirmizi renkte goriilmektedir. Bar: 20 pum.

Kiilleme Yapilarinin Olgiilmesi

Calismada kiilleme yapilarinin 6l¢iilmesi i¢in obejektife eye piece graticul
(EPQG) yerlestirilmis olup burada 6l¢iilen kiilleme yapisi biiylitme degistirilmeden altina
yerlestirilen mikrometre ile karsilastilmistir. Olgiilen EPG unitesinin mikrometreye
cevrilmesiyle kiilleme yapilarinin eni-boyu ol¢lilmiistiir.
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3.7.Kulleme Etmeninin Molekiler Karakterizasyonu

Kiiltiire alinan kiilleme etmeni klasik mikroskobi teknikleri ile tanimlanmistir.
Ayrica kiilleme hastalik etmeni molekiiler olarak tanilanmistir. Bunun igin kiilleme
etmenlerinin ribozom alt iinitelerindeki korunmus DNA bilgileri ve bunlar arasinda her
bir tlre gore degiskenlik gosteren Internal Transcribed Sequence (ITS) bélgeleri olan
ITS1 ve ITS2 DNA siralamalarini ortaya koyan ITS1/ITS4 ve IT2/ITS5 primer setleri
kullanilmigtir.  Bu primer setleri (Cizelge 3.3) kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonunda (Polymerase Chain Reaction: PCR) hedef dizilimler ¢cogaltilmistir

Cizelge 3.5. primerlerin baz dizilimi (White 1990)

Primer Baz dizilimi Annealing sicakhigi
ITS1 TCCGTAGGSTGAACCTGCGG 61
IT2 CCTCCGCTTATTGATATGCTTAGG 59
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 55
ITS5 CTTGGTCATTTAGAGGA 57

Molekuler Analizler

Tek spordan Baccara hiyar ¢esidi iizerinde ¢ok miktarda iiretilen kiilleme sporlar1 bir
samur fir¢a yardimi ile 1,5 ml lik tupiin icerisine toplanmistir. Yaklasik 0,4-0,5 ml kadar
spor ve misel 1,5 ml lik tiip igerisine toplandiktan sonra asagida belirtilen DNA
izolasyon protokulli uygulanmistir (Doyle ve Doyle, 1990).

CTAB (Setiltrimetil amonyum bromur ) 500 ml buffer hazirlanist:
1.50 ml 1 M Tris (HCI) (pH :8)

-15.76 g Tris100mlH  , O

2.140 ml 5 M NaCl

-146.1 gr NaCl 450+50 mIH  , O

3.20ml 0.5 M EDTA

-18.6 gr EDTA100mIH ., O

4.10 gr CTAB
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CTAB DNA izolasyon Protokolii

1. Toplanan sporlar ve miseller 1.5 ml lik mikrosantrifuj tlpine koyulur.

2. %3’lik CTAB solisyonundan 100 pl tlpdn igerisine eklenir.

3. Sporlar ve misellerden olusan materyal, tiipun igerisine sokulan pestle ile homojen bir
sekilde ezilir. Bu asmada gerek duyulursa sivi azot (-189 °C) kullanilir.

4. Uzerine 500 pl %3’liik CTAB soliisyonu eklenir. Giizelce karismasi igin vorteks
yapilir.

5. 65 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilir.

6. 600 pl Chloroform eklenir ve 12 dakika 13.000 rpm de santrif(j edilir.

7. Pipet ile iistte kalan supernatant (sulu kisim) alinarak yeni 1.5 ml lik mikrosantrifij
tpine koyulur.

8. 1 ml isopropanol tiiplere eklenerek vorteks yapilir.

9. -18 °C’de bir gece bekletilir.

10. Ertesi gun 15 dk 13.000 rpm de santriftj edilir.

11. Tiipteki tiim s1v1 dikkatlice uzaklastirilir.

12. 1 ml soguk %70’lik EtOH tuplere eklenir.

13. 2 dk 13.000 rpm de santrifuj edilir.

14. Tiim EtOH dikkatlice uzaklastirilik.

15. DNA’nin EtOH dan iyice uzaklasmasi i¢in 30 dk pelet kurumaya birakilir.

16. DNA’nin miktarina bagl olarak 100 ul ya da 50 pl su eklenerek DNA sulandirilir.

Polymerase Chain Reaction Protokolu

Polymerase chain reaction (PCR) yontemi molekuler bir yéntem olup bu
yontemde kromozom uzerindeki bir DNA pargas:t farkli sicakliklar ve zincirleme
enzimatik reaksiyonlar ile suni bir ortamda c¢ogaltilir. Zincirleme reaksiyonlarla
polimeraz enzimi binlerce kopya DNA parcasi iiretir ve bunlar agaroz jel iizerinde
goruntdlenir.

PCR Cozelti Karistimlarinin Hazirlanis:

Asagida maddeler halinde verilen driinler belirtilen Olgilerde 1,5 ml’lik
mikrosantriflij tiiplerine koyularak hazirlanir. Her bir primer seti i¢in ayri1 karisim
hazirlanir. 200 pl’lik PCR tlplerine toplamda 50 pl PCR karisim ¢ozeltisi olacak
sekilde dagitilir.

37,5 pl steril distile su

5,0 ul 10X Taq reaction buffer

4,0 pl dNTP mix

1,0 pl ITS-1 primeri /1 pl ITS-4 primeri
1,0 ul IT-2 primeri /1 pl ITS-5 primeri
1,0 ul DNA template

0,5 ul Tag polymerase icermektedir.
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Cizelge 3.6. PCR Thermal Cycler protokoli

Asama Sicaklik (°C) Sure (dk) Dongii Sayisi
Baslangic Denaturasyonu 94 B 1
Denaturasyonu 94 1

Baglanma 59 1 40

Uzama 72 1

Son uzama 72 10 10

50X TAE Hazirlanis::

1.Tris free base 242 g

2. Disodium EDTA 18.61 g

3. Glacial Acetic Acid 57.1 ml
4.DsH > O 1000 ml

Tris ve EDTA ya 700 ml distile steril (ds) H solligrdrrgozininceye
kadar karistirilir. Acetic Acid eklenir ve hacim 1000 ml’ye tamamlanarak soliisyon
hazirlanir.

%1,5 Agaroz Jel Hazirlamisi ve Elektroforez

Agaroz jel hazirlamak i¢in 0.675 gr agaroz (Sigma) 250 ml’lik erlenmayer
icerisine koyulur. 980 ml su 20 ml 50X TAE karigindan elde edilen 1X TAE 45 ml
erlenmayere eklenir. Karisim mikro dalga firininda tamamen eritilir. Yeterince
sogudugu zaman igerisine 1.5 pl Ethidium bromide (C21H20BrNs) eklenir. Jel tanki
elektroforeze sizdirma yapmayacak sekilde yerlestirilir. Hazirlanan karisim jel tankina
dikkatlice dokualdr. Jel, tankta donmadan 6nce jel yuzeyindeki baloncuklar uzaklastirilir
ve jelde kuyucuklart olusturan taraklar jel icerisine yerlestirilir. Katilasmasi i¢in 15-20
dk beklenir. Jel donduktan sonra alinir ve jel 1X TAE soliisyonu igerisine yerlestirilir.
Jel Uzerindeki tarak ileri geri itilerek yerinden g¢ikirilir. Olusan kuyucuklar1 gorebilmek
icin jelin altina koyu renkli bir serit yerlestirilerek jel kuyucuklarma o6rneklerin
yiikkelenmesi i¢in hazir hale getirilir.

Jel katilagtiktan sonra elektrotlar PCR Urlnlerinin kosturulmasi i¢in elektronlarin
geldigi negatif (-) Kutuptan pozitif (+) kutuba dogru yerlestirilir. Uzeri 1X TAE ile
tamamen dolana kadar TAE solisyonu eklenir. Taraklar dikkatlice yuvalarindan
cikarilir. En bastaki ve sondaki kuyucuklara 6 pl 100 Bp DNA Ladder ve 4 pl su
karistmi 10 pl olacak sekilde yiiklenir. Diger kuyucuklara 6rnek sirasina gore 10 pl
PCR iirtinii 1 ul DNA loading buffer karisimi dikkatlice yiiklenir. Yiikleme isleminin
tamamlanmasinin ardindan 80 V’luk akim ile yiiriitme islemi gergeklestirilir. Jel
gortintiileme islemi Vilber Lourmat SR 12575 transilliminator ve BioCapt Version
11.02 programi kullanilarak yapilir.
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4, BULGULAR
4.1 Kiilleme Etmeninin Molekiiler Olarak Tanilanmasi

Hassas Baccara ¢esidi {izerinde gelistirilen kiilleme sporlarindan Materyal ve
Metot’da belirtildigi gibi toplam DNA izolasyonlar1 gergeklestirildi. DNA’da
Ribozomal DNA (rDNA) nin alt birimleri arasinda olan Internal Transcried Spaces
(ITS) bolgelerini iceren ITS1-1TS4 ve IT2-ITS5 primerleri kullanilarak PCR islemleri
gerceklestirildi (Sekil 4.1.).

ITS1 ve ITS4 primerlerinin coBalttiklan DMA bilgesi

ITs1 \
185 5 E5 755
—
| 1 | ITS4
| : | |
1ITS1 | 1 ITs2
I
|T5§' I : :
I B
185 5 B85 755
- —
1 IITE

I

IT55ve IT2 primerlerinin coZaltoiklan DNA bilgesi

Sekil 4.1. ITS1/ITS4 ve ITS5/IT2 primer setleri ile Podosphaera xanthii’nin PCR
amplifkasyonu sonucunda c¢ogaltilan Internal Transcribe Spacer (ITS)
bolgelerinin sematik gosterimi.

Elde edilen PCR drunleri %1,5’lik agaroz jelde gorintilendi. 1TS1-1TS4
primerleri ile gergeklestirilen PCR iglemleri sonucunda ITS1/ITS4 primer seti 550 bp
biiytikligiinde bant vermistir. Diger IT2-ITS5 primer seti PCR analizleri sonunda 300
bp Uydklikte bir amplikon Ureterek bant vermistir (Sekil 4.2.).
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IE; ITS ITS
1/4

1000
300
800
700
600
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400
300
200
100

Sekil 4.2. Podosphaera xanthii’ye ait ITS bolgesinin ITS1/1TS4 ve ITS5/1T2 primerleri
ile cogaltilmasi

Primerler ile ¢ogaltilan ve icerisinde ribozomal DNA alt (nitesini (5.8 S) iceren
ITS bolgelerinin biiylikleri elde edilen PCR f{iriinleriyle ayni bulunmustur. PCR ile
cogaltilan ITS1 ve ITS2 bolgelerindeki niikleik asit dizilimleri kiilleme tlrleri arasinda
farklilik gosterir iken bu ribozomal alt {initelerdeki niikeleik asit siralamalari
korunmustur. Dolayisiyla PCR ile elde edilen bu bantlardaki niikleik asit siralarin
bulabilmek i¢in elde elden PCR firiinleri ayn1 ITS1-1TS4 ve IT2-1TS5 primerleri ile
birlikte DNA dizileme analizine gonderilmistir. IONTEK firmasi tarafindan yapilan
DNA dizileme analiz sonuglar1 tiim canlilarin genetik bilgilerinin depolandigi National
Center for Biotechnology Information (NCBI) sistemi igerisindeki diger organizmalarin
niikleik asit siralariyla karsilagtirtlmistir (Sekil 4.3). Bu niikleik asit siralarininNCBI
veri sistemindeki karsilagtirlmalar1 sonucunda izole edilen kulleme fungusunun ITS
DNA dizisi %99 oraninda Podosphaera xanthii olarak bulunmustur (Sekil 4.4).
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Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences
Color key for alignment scores
W <40 W 20-50 [ 50-80 B 50-200 B >=200
Query
1 100 200 200 400 500

Sekil 4.3. Podosphaera xanthii’nin NCBI analiz sonuglari
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Max Total Query

Description

Score  score

Podosphaera xanthii isolate TZ1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal trans 961

Podosphaera xanthii isolate CP1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed s; 950

Podosphaera xanthii isolate NH1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: internal tran. 948

Podosphaera xanthii isolate Nan2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal trar 948

| Podosphaera xanthii isolate Huang4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internalt 948

Podosphaera xanthii isolate MC2 18S ribosomal RNA gene, parfial sequence; internal franscribed s 946

Podosphaera xanthii genes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, [TS2, 28S rRNA, partial and complete . 946

Podosphaera xanthii strain 18 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transer 944

Podosphaera xanthii voucher KUS-F27525 1883 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal trar 944

| Podosphaera xanthii isolate SD1 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed s}

Podosphaera xanthii isolate MC1 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed s

£ % £

Podosphaera xanthii isolate CS2 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed s

961
950
948
948
948
946
946

944
944
944

cover
1%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%

E
value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Accession

KX371258.1
KM260728 1
KX371257.1
KX371256.1
KX371256.1
KM260716.1
AB462800.1
KX369541.1
KX061106.1
KM260737.1
KM260715.1

KM260705.1

Sekil 4.4. Podosphaera xanthii’nin National Center for Biotechnology Information

sisteminin veri tabanindaki BLAST analiz sonuglar1

Kiilleme izolatinin ITS bolgelerini igeren DNA’sinin NCBI sistemindeki mevcut
olan diger kiilleme DNA siralamalariyla karsilastirilmas: (Alignment) sonucunda
projemizde izole edilen kiilleme etmeni ile NCBI sisteminde tanimlanmis olan kiilleme
DNA (540 bp’lik bolgedeki nukleotid) siralamasi arasinda sadece 3 niikleoitidin farkl
oldugu bulunmustur. BLAST edildiginde kiilleme patojeninin

Podosphaera xanthii oldugu kanitlanmistir (Sekil 4.5.).
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Graphics

GenBank
Expect
0.0

Range 1: 2 to 536

Strand

Identities

Score

Gaps

Plus/Minus

2/536{0%)

531/536(99%)

961 bits{520)

sbj

424
119

[LLLELLLLTT]
AGGTCGAGCLCG

AGATCGAGCCCG

CGGC
1]
CGGC

\GC
Ll
\GC

Sekil 4.5. Izole ettigimiz kiilleme (Query) etmeninin DNA niikelotid siralamalariyla

KM260727.1 Podosphaera xanthii isolate SA2
KM260726.1 Podosphaera xanthii isolate SA1
KRT7T79869.1 Podosphaera xanthii isolate Ot2

ABTT4158 1 Podosphaera xanthii strain: PM2

D84386.1 Podosphaera xanthii

Podosphaera xanthii-Gazipasa-Antalya (In this study)

KM260742.1 Podosphaera xanthii isolate ET1
KM260715.1 Podosphaera xanthii isolate MCH
KM260719.1 Podosphaera xanthii isolate HA1
KM260729.1 Podosphaera xanthii isolate CP2
KM260737.1 Podosphaera xanthii isolate SD1

EF592611.1 Erysiphe cruciferarum

NCBI veri sisteminde eslesen Podosphaera xanthii’nin nukleotid dizilerinin

(Sbjct) karsilastirmasi.

qq | KM260741.1 Podosphaera xanthii isolate JG1

MR 1474121 Podosphaera photiniae MUMH 248

01

Sekil 4.6. National Centre for Biotechnology Information sisteminde bulunan

DNA dizileriyle ¢alismada kullandigimiz

Podosphaera xanthii’nin DNA dizilerinin karsilastirilmasiyla olusturulmus

Podosphaera xanthii’nin
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4.2. Etmenin Mikroskobik Olarak Tanilanmasi ve Patojenisite Testleri

Killeme etmenleri Antalya ili Gazipasa ilgesinden basta hiyar olmak {izere
kabakgil bitkilerinin yetistirildigi seralardan alinan hastalikli yapraklardan elde
edilmistir. Kiillemeye hassas olarak bilinen Baccara (Nunhems, Bayer Group, Antalya)
cesidi lizerinde laboratuvarimiza getirilen kiilleme 6rnekleri direkt hassas ¢esit iizerine
degdirilerek ve lizerlerindeki sporlar ile inokule edilerek gelistirildi. Tek spordan koloni
iiretebilmek i¢in Baccara ¢esidi tizerinde gelistirilen kiilleme sporlarindan bir kas kili
yardimi ile almarak yilizey dezenfeksiyonu yapilan baccara bitkisinin kotiledon
yapraklarina birakildi. Boylece kotiledon yapraklar iizerinde tek spordan olusan genetik
yapist ayni saf koloni iiretimi gelistirildi.

Uretilen genetik olarak ayni tek spor kolonilerinden hazirlanan preparatlar 151k
mikroskobu altinda incelenmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda sporun
morfolojik yapisinin ovoid olmasi, hiicre duvarinin kalin yapida bulunmasi ve
hiyalinlerin spor icerisinde goriiniir durumda olmasi nedeniyle izole edilen kiilleme
etmeninin Podosphaera xanthii oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. Tek spordan iiretilmis, Podosphaera xanthii konidiosporlar: (Bar 10 pm).

Calismalarda Podosphaera xanthi olarak teshis edilen kiilleme etmeninin
Baccara hassas ¢esidinde kitle iiretimi sonucunda toplanan yerel, yabani ve kultlr
kabakgillerine inokulasyonu saglanmistir. Calismada toplanan 14 hiyar, 8 kavun, 4
karpuz, 3 su kabagi ve 1 sakiz kabagindan olusan kabakgil bitkilerinin kotiledon ve
gercek yapraklarina konidiosporlar ile inokulasyonlar yapilmistir. Inokulasyondan
sonraki ilk 3 gun igerisinde hastalik etmenin gelisimini ve hicresel seviyede olusan
reaksiyonlart goézlemleyebilmek i¢in diamino benzidine (DAB), trypan blue ve
epiflurosan boya DIOCS6 ile boyamalar yapilarak incelenmistir. Inokulasyondan sonraki
7., 14., 21., ve 28. giinlerde hastalik gelisimi fenolojik olarak 0 ile 4 skalasina gore
degerlendirilmistir.
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Trypan Blue Boyama

Trypan blue boyasi ile 6l hiicre dokulari ve konidiospor yapilar1 bitki
dokusunda mavi bir renk alarak 1s1k mikroskobunda gorinur hale gelmistir. Bu sayede
bitki dokusunda ¢imlenmis veya ¢imlenmemis killeme spor yapilari mikroskop altinda
kolayca gozlemlenebilmistir (Sekil 4.8.).

Sekil 4.8. Trypan Blue ile boyanmis Podosphaera xanthii konidiosporlar1 Bar 20 pm
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Diamino Benzidin (DAB) Boyama

Diamino Benzidin boyasi1 dayanikli bitki hiicrelerinde olusan kararsiz bilesikler
olan silperoksitler, 6rnegin H2O>", HO", O°, NO gibi, ile reaksiyona girerek kararli
bilesikleri olusturlar ve bunlar mikroskop altinda koyu kirmizi veya kahverengi bir renk
ortaya koyarlar. DAB ve trypan blue boyamasinin birlikte kullanilmasiyla bitki
hiicrelerindeki kararsiz stliproksitlerin olusumlar1 ile kiilleme yapilarinin maviye
boyanmasi iliskilendirilmistir. Hazirlanan preparatlar oncelikle DAB boyas: ile daha
sonra trypan blue boyasi ile boyandiktan sonra ¢imlenmeyen, ¢imlenen ve penetre olan
konidiosporlar mikroskopta incelenerek hastaligin inokulasyondan sonraki 3 giinliik
gelisimleri arastirilmistir (Sekil 4.9.).

Sekil 4.9. DAB boyasi ve trypan blue ile boyanmis siiperoksit olusturan bitki hlcreleri
ve Uzerinde mavi renkli gortlen Podosphaera xanthii konidiosporlari. Her iki
ornek VT 18 bitkisinde inokulasyondan sonra 3. giinde ¢ekilmistir. Bar :20

um.

Patojenisite testleri sonucunda ilk 3 giin igerisinde yaprak yiizeyindeki sporlarin
cimlenip gelismeye basladigi bulunmstur. Cimlenen ve penetre olan kiilleme sporlari ile
konukcu hticrelerde siiperoksitlerin olusumu mikroskopta incelenmistir (Sekil 4.9.).
Mikroskobi ¢alismalarinda sporlarin ¢imlenme, penetre olma ve superoksitleri
olusturma durumlar1 inokule edilen her bitki i¢in arastirilmistir. Patojeniste testleri
yerel, yabani ve ticari kabakgiller arasindaki genetik farkliliklarin ortaya ¢ikmasina,
kiilleme etmenlerine kars1 farkli reaksiyonlarin bulunmasina imkan saglamistir (Cizelge
4.1))

Calismada Trypan Blue ve DAB boyamasina gore HR gdzlemlenen bitkiler
dayanikli kabul edilmistir. HR gozlemlenmeyen bitkiler ise hassas olarak kabul
edilmistir. Bu bilgi dogrultusunda Cizelge 4.1. de isaret edilen bitkiler dayanikli, diger
bitkiler ise hassas olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.1. Diaminobenzidine ve trypan blue boyama ydntemleri kullanilarak P. xanthi
inokule edilmis bitkilerde hiicre reaksiyonlar1 ve konidia sporlarin
durumlari.(D:Dayanikli, H:Hassas)

1. Gun 2.Gln 3.Gin
- - - - - - - " - Duyarlilik
Adi Cimlenen Superoksit  Cimlenen Slperoksit Cimlenen Slperoksit Durumu
Spor Olusumu Spor Olusumu Spor Olusumu
VT 18 Yok Yok Var Var Var Var D
Meltem F1 Var Yok Var Yok Var Yok H
Camlica Kavun Var Yok Var Yok Var Yok H
Adana Hiyar Var Yok Var Yok Var Yok H
Adana Karpuz Var Yok Var Yok Var Yok H
Kaledran Karpuz Var Yok Var Yok Var Yok H
Kaledran Kavun 2 Var Yok Var Yok Var Yok H
K. Kara Karpuz Var Yok Var Yok Var Yok H
Kaledran Karpuz 1 Var Yok Var Yok Var Yok H
VT80 Var Yok Var Var Var Var D
Camlica Bal Kabag: Var Yok Var Yok Var Yok H
C.Goden Kavun Var Yok Var Yok Var Yok H
Camlica Balkabagi 2 Var Yok Var Yok Var Yok H
Sahin Var Yok Var Yok Var Yok H
Bahar Var Yok Var Yok Var Yok H
Adana Karpuz2 Var Yok Var Yok Var Yok H
Kaledran Kavun Var Yok Var Yok Var Yok H
Adana Kavun Var Yok Var Yok Var Yok H
C. Goden Kabak Var Yok Var Yok Var Yok H
Yerli Acur Var Yok Var Yok Var Yok H
Ankara Kavun Var Yok Var Yok Var Yok H
Eskigehir Kavun Var Yok Var Yok Var Yok H
303 Var Yok Var Yok Var Yok H
Poyraz F1 Var Yok Var Yok Var Yok H
Siis Kabagi Var Yok Var Yok Var Yok H
Adana Kabak Var Yok Var Yok Var Yok H
348 Var Yok Var Yok Var Yok H
K. Dilimli Kavun Var Yok Var Yok Var Yok H
Kaledran hiyarl Var Yok Var Yok Var Yok H
Kaledran hiyar2 Var Yok Var Yok Var Yok H
Camlica Hiyar Var Yok Var Yok Var Yok H
C. Sakiz Kabagi Var Yok Var Yok Var Yok H
Adana Karpuz 3 Var Yok Var Yok Var Yok H
248 Var Yok Var Yok Var Yok H
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Floresan Boyama

Bu boyama yonteminde 3,3- dihexyloxacarbocynin iodide (DiOC6) bitki
blnyesindeki hipersensitif reaksiyonlar1 (HR) ortaya koyan spor yapilarin1 Ultraviole
(UV) 1sik altinda, parlak sar1 veya yesil renk gosteren bir boyama yontemidir (Sekil
4.10). Bu boyama yOnteminde saglikli klorofil igeren bitki hiicreleri kirmizi ve
tonlarinda goriiliirken dayaniklilik reaksiyonu olan hipersentif hiicre 6liimii gergeklesen
bitki hiicreleri karanlik (siyah olarak) mikroskopta goriilmektedir. Mikroskopta DiOC6
ile boyanan ve inokulasyondan sonra 7., 14. ve 21. giinlerde HR olusturma durumlarina
gore kabakgil genotipleri gizelge 4.2. de verilmistir.

Sekil 4.10. 3,3" dihexyloxacarbocynin iodide (DiOC6) ile boyanmuis kiilleme sporlar1 ve
misellerinin inokulasyondan 14 gun sonraki gérunimu. Bar: 20 pm.

DIiOC6 boyama yontemiyle tum kabakgil genotipleri incelendiginde VT303 hiyar

genotipinin mikroskopta HR olusturdugu bulunmustur (Cizelge 4.2.). Diger kabakgil
genotiplerinde bu sekilde HR olusumuna rastlanmamustir.
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5. TARTISMA

Cucurbitaceae familyast Amerika’dan Arjantin’e dogal bir yayilim gosteren,
iliman, tropikal ve subtropikal bolgelerde onemli bir gida bitkisi olan kabakgilleri
kapsamaktadir. Kabakgiller, diinya ¢apinda yetistiriciligi yapilan Cucurbitacea
familyasina ait 119 cins ve 825 tiirden olusmaktadir (Jeffrey 2005).

Ulkemizde basta hiyar olmak {izere kavun, karpuz, bal kabag1 gibi kabakgiller
besin degeri ve ekonomik degeri bakimindan en fazla tretilen ve tiketilen turlerdir.
Turkiye 168.978 ha alanda 1.699.550 ton Gretim ile diunya genelinde kavun-karpuz
uretiminde 6nemli bir paya sahiptir. Ayrica Tiirkiye 278.669 ha alanda 1.754.613 ton
hiyar tiretimi ile diinyanin en 6nemli hiyar iireticisi iilkelerinden birisidir (FAO 2014).

Ulkemizde yiizyillardir yerel ve yabani cesitler yetistirilmektedir. Bunlara hiyar,
kavun, karpuz, lif kabagi, sakiz kabagi, bal kabagi ve siis kabagini ornek olarak
verebiliriz. Bu bitkiler, bizim cografyamizda bulunan hastalik etmenleri ile gliniimiize
kadar basarili bir sekilde bas etmislerdir. Yerel ve yabani gesitler verim ve kalite
bakimindan ticari gesitlere kiyasla tercih edilmeyebilir. Ancak, genetik yapisinda bizim
cografyamizdaki hastaliklara karsi dayaniklilik mevcuttur. Projede kullanilan yerel ve
yabani ¢esitler incelendiginde ‘Kaledran Hiyar 1’ olarak adlandirdigimiz hiyar cesidi
kiillemeye karsi dayanikli bulunmustur (Cizelge 3.4.). Bu projede sadece 23 adet yerel,
2 adet yabani ¢esit testlenmis olup 6rneklerin toplandigi alanda ylizlerce yabani ve yerel
cesit hala iretilmektedir. Bu yabani ve yerel cesitlerdeki dayaniklilik o6zellikleri
arastirilip kabakgillerdeki hastaliklara kars1 genetik havuz zenginlestirilmelidir.

Projede patojenisite testlerinin sonuglar: incelendiginde 9 ticari ¢esidin yerel ve
yabani kabakgillere kiyasla kiillemelere karsi daha dayanikli oldugu goriilmiistlr
(Cizelge 3.4). Bunun nedeni ise tohum firmalarinin 1slah programlarinda, verim, cicek
yapisi, meyve Kalitesi gibi kiterlerin yanisira kiillemelere dayaniklilik kriterini g6z
oniinde tutmalarindan ileri geldi diisiiniilmektedir. Ozellikle 1slah programlarinda
genetik havuzu zenginlestirmek igin Hindistan’dan getirilen dayanikli ¢esitlerin
kullanilmasi, hastalik ve zararlilara karsi bu cesitlerin dayaniklilik 6zelliklerinin 1slah
programlarina dahil edilmesinden kaynaklanmaktadir. Ticari gesitler yerel ve yabani
cesitlere kiyasla verimi yiiksek olup hastalik ve zararlilara karst daha dayaniklidir. Bu
noktada islahgilarin basaris1 gozardi edilmemelidir.

. Kabakgillerde verim ve kalite kaybmna neden olan en Onemli patojenler
funguslardir. Ozellikle Gegtigimiz son 5 yilda kiillemeler oldukga saldirgan ve yikici bir
hal almistir (Roberts ve Kucharek, 2005). Killemelerin kabakgillerin yikici hastaliklari
olarak kargimiza ¢ikmasindaki en temel nedenler diinya ¢apindaki iklim degisiklikleri
ile bu patojenlerin eseyli ve eseysiz {lreyerek genetik yapilarim kolayca
degistirmesinden kaynaklanmaktadir. Ozellikle ¢alismanin yapildigi Akdeniz sahil
seridinde her y1l piyasaya yeni kabakgiller ¢cikmakta, uygun cevre sartlar ile kiillemeler
sonbahar ve ilkbahar donemlerinde seralarda c¢ok biiyiik iriin kayiplarina neden
olmaktadirlar. Kiilleme hastalik etmenlerinin biyotrof olusu, hizli bir sekilde genetik
yapilarm1  degistirmeleri nedeniyle Tirkiye’de ve Dinya’da kabakgillerde bu
hastaliklara kars1 yapilan ¢aligmalar sinirlidir
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Hastalik etmenin yayilis gosterdigi alanlarda iki farkli tir, Podosphaera xanthii
ve Golovinomyces cichoracearum bulunmaktadir. Kabakgillerde en yaygin goriilen
killeme patojeni Podosphaera xanthii’dir (Braun vd 2001, Shishkoff 2000).
Kabakgillerdeki kiilleme hastaliklar1 ile bitkilerdeki verim kaybi arasinda dogru oranti
vardir. Eger hastalik erken donemde kontrol altina alinmazsa bitki Olebilir, ilerleyen
donemlerde hastalanan bitkilerde yasli yapraklarda Oliimler, verimde kayiplar
gozlenebilir (Dik ve Albajes 1999). Ozellikle calismada tanimlanan Podosphaera
xanthii genellikle sicak ve 1liman havalarda gelisim gostermektedir Seralarda ve agikta
yapilan tiim kabakgil tiretimlerini tehdit emektedir.

Calismada kullanilan kiilleme etmeni Antalya ili Gazipasa ilgesinden izole
edilmistir. Kiilleme patojeni saf olarak tek spordan tiretimi gergeklestirildikten sonra,
mikroskobik ve molekuler olarak tanist ve tespiti yapilmistir. Hastalik etmeninin
cleistothecium ile eseyli tiremesi ve tiretmis oldugu milyonlarca eseysiz konidiosporla
ekonomik iiriin kayiplarina neden olmaktadir.

Mikroskobik c¢alisma yapilirken tek spordan iiretilmis kiilleme kolonisinden
alinan 6rneklerden preparatlar hazirlandi. Hazirlanan preparatlarin Leica ve Nikon 1s1k
mikroskobunda incelenmesi sonucunda kiilleme sporlarinin ovoid seklinde olmasi,
hiicre duvarmin kalin olmasi gibi morfolojik farkliliklar géz 6niinde bulundurularak
etmenin Podosphaera xanthii oldugu kanisina varilmustir.

Ancak mikroskobik incelemeler yeteri kadar giivenilir bir yontem degildir.
Clnkd  mikroskobik incelemelerde Podosphaera xanthii  ve Golovinomyces
cichoracearum kiilleme patojenlerini ayirtetmek oldukga zordur. Bunun nedeni her iki
spor yapisinin birbirine ¢ok benzemesidir. Podosphaera xanthii daha ovoid yumurta
seklinde, daha tombul bir yapiya sahiptir. Golovinomyces cichoracearum ise daha uzun,
daha kalin, fi¢g1 seklinde bir yapis1 vardir. Aradaki bu kiigiik fark:i ayirt etmek dikkatli
gozlemler ve uzmanlik gerektirmektedir.

Kiillemeler zorunlu bitki parazitleridir. Bitkilere genellikle hava akimlari ile
ucusan sporlari ile bulasirlar. Kis1 genellikle konukgu bitki bulamadigi zaman yabanci
otlarda veya diger kiiltiir bitkilerinde gegirirler. Seralarda genellikle havalandirma
pencerelerine ve kapilarina yakin bitkilerde ilk hastalik siptomlar1 gozlenir. Bunun
sebebide hastaligin hava akimlar1 ile yayilis gostermesidir. Hastalik ilk goriilmeye
basladiginda havanin nemli olmasi patojenin ¢imlenmesini ve iiremesini
hizlandirmaktadir. Nemli havalar1 takip eden kuru ve riizgarli havalar ise patojenin
yayilmasinda biiyiik rol oynamaktadir. Yaprak yiizeyi ile temas eden spor havadaki
nemle ¢imlenmeye baslar. Penetrasyon ¢ivisi adin1 verdigimiz yapi ile bitki hiicre
duvarin1 mekanik olarak delerek hticre icerisine girer. Haustorium ile hicre igerisindeki
besinleri tiiketerek bitkinin zayif diismesine neden olur. Yapraklar yeterli fotosentezi
yapamadig i¢in bitkide verim ve kalite kayib1 meydana gelir. Kiillemeler kabakgillerde
genellikle yapragin st yliziinde gelisirler ancak ilerleyen safhalarda killeme meyve,
sap, govde ve hatta cicege kadar yayilabilir.
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Molekiiler tanilamada giiniimiiz teknolojisinin en guvenilir yéntemi PCR
islemidir. PCR’1in kesfedilmesinden bugiine kadar ¢ok sayida farkli PCR metodu
gelistirilmistir. Calismada kullanilan klasik PCR oldukga basarili ve giivenilir olmasinin
yanisira birtakim dezavantajlar1 bulunmaktir. Bu dezavantajlardan bazilari;; PCR
isleminde kullanilan cihaz ve kimyasallarin oldukg¢a pahali olmasi, PCR isleminin
birden fazla basamaktan olusmasi, hata kaldirmamasi ve son olarakta zaman alic1 bir
islen olmasi klasik PCR’1n dezavantajlar1 olarak sayilabilir. Calismada kullanilan PCR
tag polimeraz enziminin hata miktar1 fazla oldugu icin yapilan DNA dizleme
analizlerinde %99 oraninda NCBI sisteminde benzerlik bulunmustur. Bu ¢alismada
kullanilan PCR polimeraz enziminden ileri gelebilecegi gibi DNA dizileme islemini
satin aldigimiz firmadan da kaynaklanabilmektedir. Daha kaliteli ancak daha az hata
yapan polimeraz enzimlerinin kullanilmasiyla bu benzerlik %100’ ¢ikarilabilecektir.

NCBI (National Center for Biotechnology Information) sisteminde organizma
genomlarinin daha o6nceden dogrulugu kamitlanmis verileri icermektedir. Burada
bulunan veriler bizlere dogrulugu %100 e varan sonuglar sunmaktadir. Bu giivenilirligi
ile DNA dizileme ve sekans analizleri ¢alismalarda tistiin basar1 ve sonug saglamaktadir.
Bu sonuglar ise calismada izole edilen kiilleme hastalik etmeninin siipheye yer
birakmaksizin tanilanmasina olanak saglamaktadir.

Bitki hastaliklar1 ile miicadelede ilk adim dayanikli bitkilerin tercih edilmesidir.
Dayaniklilik mekanizmasinda siiper oksitlerin olusumu, hiicre igerisinde pathogenesis
related proteinlerin (PR1, PR2, PR3) olusumu ve hipersensitif hiicre 6liimii sonucunda
kiilleme patojenin gelisimi tamamen sonlandirmaktadir (Xiao vd 2001). Ancak bu
dayaniklilik mekanizmas1 model bitki olan Arabidopsis thaliana (Fare kulagi Teresi)
iizerinde yapilan caligmalar da genetik olarak kiilleme etmenlerine dayanikliligin
oldugunu ortaya koymustur (Adam ve Somerville 1996, Xiao vd 1997, Adam vd 1999).
Nitekim 18’den fazla kiilleme hastaligina genetik olarak dayaniklilik saglayan RPW8
geni karekterize edilmis olup bu genin RPW8.1 ve RPW8.2 adli iki gen tarafindan
dayaniklilig1 sagladigi bu genlerin genis spektrumlu sinerjistik olarak kabakgillerdeki ve
Solanacea bitkilerindeki kiilleme hastaliklarini kontrol ettigi bulunmustur (Xiao vd
2001). Bu calisma ile yerel, yabani ve bazi ticari kabakgillerdeki dayaniklilik durumlari
izole ettigimiz P. xanthii patojenine karsi tanimlanmistir. Boylece hastalik etmenine
kars1 kullanilabilecek dayanikli ve hassas bitkiler ortaya konmustur (Cizelge 3.3.).

Bitkilerde dayaniklilik reaksiyonlarmin belirlenmesinde Diamino Benzidin
(DAB) boyama yontemi ve Traypan Blue boyama yontemi olduk¢a basarili ve giivenilir
sonuglar vermektedir. Ozellikle bu boyama yontemlerinin kolay uygulanabilir olmasi,
diisiik maliyetli olmas1 ve hizli sonuca varmada son derece etkili yontemlerdir. Fungal
yapilarin goriinmesinde Trypan Blue oldukg¢a basarili bir boyama yoéntemdir. Bu
yontemle birlikte DAB boyama yontemi kombine edilerek bitki hiicrelerinde meydana
gelen superoksit olusumlar iliskilendirilmistir. Stiper oksitler dayanikli kabakgillerin
olusturmus oldugu kararsiz bilesikler olup bitkide hipersensitif hiicre 6liimiinde 6nemli
rolleri bulunmaktadir (Thordal-Christensen vd 1997). Bu boyama yontemleriyle
caligmalarimizda kullanilan yerel, yabani ve ticari ¢esitlerdeki siiper oksit olusumlari
boyanarak mikroskopda incelenmistir ve dayaniklilik reaksiyonlar1 ortaya konmustur.
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Tiim bu avantajlarinin yanisira boyama yontemlerinin dez avantajlarida
mevcuttur. Gunumiz teknolojisinde dayanikliligin tespit edilmesinde boyama
yontemlerinden daha giivenilir bir yontem olan PCR c¢ok tercih edilmesinin yanisira
%100 guvenilir bir gontemdir.

Calismada kullanilan 0-4 hastalik skalasi, uzun yillardan beri 1slahgilarin ve
tarimsal alanda ¢alisan bilim insanlarin ¢ok sik kullandigi bir yontemdir. Bu yontemde
hastaliklarin gelisimi 0-4 skalasina gore yapilmakta olup her bir bitki tekerriir olarak
kabul edilmektedir. Ancak 0-4 skalasinin avantajlarinin  yanisira  birtakim
dezavantajlarida  bulunmaktadir. Bu dezavantajlar; gozlemlerin kisiden kisiye
degiskenlik gostermesi, hastaligi gelisimini etkileyen cevresel faktorlerin (i1sik, nem,
riizgar vb) degiskenlik gostermesidir. Bitki gelisimindeki diizensizlikler ve diger
faktorler, hastalikli bitkide skorlama yaparken yanilmalara ve hatalara sebebiyet
verebilir.

Bilinen en eski canlilar bitkilerdir. Bitkiler antik caglardan gilinlimiize kadar
gelebilen ender canlilardandir. Bitkiler pek ¢ok hastaliga konukculuk etmekmedir. Bu
kadar ¢ok hastalik etmenine sahip olamlarina ragmen bitkiler giiniimiize kadar basar ile
gelmislerdir. Gegen bu siiregte bitkiler hastaliklarla miicadelede bir takim dayaniklilik
mekanizmalar1  gelistirmiglerdir. Yukarida bahsi gecen tiim bilgiler 1s181inda
calismamizda kullanilan bitki materyalleri degerlendirildigi zaman, 6zellikle ticari
cesitlerin yerel ve yabani ¢esitlere kiyasla kiillemelere kars1 daha dayanikli oldugunu
sOyleyebiliriz. Bunun en 6nemli nedeni ise 1slahg¢ilar tarafindan bilinen, Kiillemeye
kars1 dayanikli veya direngli ¢esitlerin 1slah programlarinda kullanilmasidir.

Projede; dayanikli ¢esitlerin bulunmamasi nedeniyle ‘yerel, yabani ve ticari’
cesitleri kiilleme hastaligina karsi testlenmesi amag¢ olarak alinmis olup kiilleme
etmenlerinin eseyli ve eseysiz olarak ¢gogalmalar Tiirkiye de agikta ve serada ¢ok sayida
kiilleme etmeninin bulunmasi, kiilleme etmenlerinin genetik degisim gegirmesi
nedeniyle gelecekte bu patojenler i¢in herhangi bir ¢alisma planlanmamustir. Fakat
tireticilerin sorunlarin1 ¢ézmeye yonelik olarak yerel, yabani ve ticari g¢esitleri
kullanarak elde edilen dayanikli bitkiler ile hastaliga kars1 genetik kontrol yapilabilmesi
hedeflenmistir.
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6. SONUC

Diinyada yetistiricilik yapilan alanlarin, smirlarinin zorlanmis olmasi ve bu
alanlardan elde edilen iirlin miktarinin insan beslenmesi icin yetersiz kalmasi bilim
cevrelerini harekete gegirmis ve birim alandan daha fazla iirlin alma ugras1 baglamistir.
Kabakgiller ulkemiz ve bdlgemiz agisindan olduk¢a buyik bir 6neme sahiptir.
Kabakgillerde ¢ok biiyiik verim kayiplarina neden olan kiilleme hastalik etmenleri
Podosphaera xanthii  (=Sphaerotheca fuliginea Pollachi) ve Golovinomyces
cichoracearum (=Erysiphe cichoracearum D.C) bu ¢alismada ele alinmis, Trypan blue
boyama ve Diamino benzidin (DAB) boyama yontemleri ile morfolojik olarak
dayaniklilik testlemesi yapilmustir.

Testlemeler sonucunda ticari kabakgillerin yerel ve yabani tiirlere kiyasla daha
dayanikli olduklar1 sonucuna varilmistir. Bu dayanikliligin nedeni tohum firmalarinin
1slah programlarinda kiillemeye kars1 dayanikli genotiplere yer vermeleridir. Calismada
testlenen yerel ve yabani cesitler arasinda en dayanikli olan1 ‘Kaledran Hiyar 1’ olarak
adlandirdigimiz hiyar ¢esidi oldugu sonucuna varilmistir. Yerel ve yabani ¢esitler
arasinda en hassas ¢esit ‘Kaledran Kavun 2’ olmustur. Genel olarak kavunlarin diger
kabakgillerden daha hassas oldugu sonucu bulunmustur. Karpuz ve kabaklarin ise
kavuna gore nispeten kiillemelere karsi daha toleransli oldugu belirlenmistir.

Calismada kullanilan kiilleme etmeni NCBI da BLAST ile analiz edilmistir.
Bizim izole ettigimiz ve calismalarda kullandigimiz hastalik etmeni kiilleme patojeni bu
sistemdeki mevcut DNA dizileri ile karsilastirildiginda %99 oraninda Podosphaera
xanthii oldugu sonucu bulunmustur. Kiilleme etmeni NCBI’in veri tabaninda bulunan
diger Podosphaera xanthii tiirleri ile karsilastinlmistir ve akrabalik iligkileri
incelenmistir. Calismada kullanilan Podosphaera xanthii ile diger Podosphaera xanthii
tirlerinin benzerliklikleri ve farkliliklar1 flogenetik aga¢ altinda toplanmustir (Sekil
4.6.).
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