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OZET

Doktora Tezi
AYCICEGI MILDIYOSU (Plasmopara halstedii (Farlow) Berl. Et de Toni) 'NE KARSI
DAYANIKLILIK MEKANIZMASININ INCELENMESI UZERINE CALISMALAR
Tugba Hilal KILIC
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisti
Bitki Koruma Anabilim Dah

Danmsman: Prof. Dr. Nuray OZER

Plasmopara halstedii [(Farlow) Berl. Et de Toni] tarafindan olusturulan mildiyd aygigeginin
en tahrip edici hastalklarmdan biridir. Etmen kullanlan fungisitlere karsi dayankliik
kazandigindan,  giiniimiizde  hastaligm  kontrolinde  dayankh ¢esit  kullanmm  halen
gecerliligini  korumaktadr. Bu c¢aliymanin amaci P. halstedii’ye karsi farkli aycicegi islah
hatlarmda  ortaya ¢ikan dayankhik  mekanizmalarmin  morfolojik  ve  biyokimyasal
karakterizasyonudur. Calsmada, simptomatolojik testler ve dayankhlik genlerinin varhg
veya yokluguna bagh olarak 9’u dayankl, 3’1 hassas toplam oniki farkh aygicegi wslah hatti
kullanimistir. Islah hatlarma ait yapraklarda morfolojik 6zellikler (stoma eni, boyu ve agiklk
biyiikligii) ile birlikte, yaprak inokulasyonu ile sekonder enfeksiyon sonrasmda sporangium
sayist  incelenmigti.  Ayrica kok inokulasyonu yontemi ile inokulasyon siiresince ve
inokulasyon sonrasmda elde edilen ekstraktlarm Ince Tabaka Kromatografisinde (TLC)
analizleri ile ortaya ¢ikan fraksiyonlarm anti-oomycete etkileri incelenmistir. Sporangium
bosalmasmi >50% engelleyen bitki ekstraktlarmm ugucu bilesik icerigi Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi (GC/MS), ugucu olmayan veya kolayca bozulabilen bilesik icerigi ise
Svi  Kromatografi-Kiitle  Spektrometresi (LC-MS/MS)  analizi ile tespit edilmistir.
Degerlendirmeler sonucunda, incelenen hatlar arasmda CL 217 R, HAR 5, K5 R SN:11/2014
ve K-9 R-SN:3/2014 dayankh slah hatlarmn sekonder enfeksiyon (disik sporangium
sayss)), morfolojik (dar stoma agikhg) ve biyokimyasal (sporangium bosalmasi engelleyen
cok sayida fraksiyona ve yilkksek miktarda fenolik bilesiklere sahip olma) mekanizmalar
yoniinden Onemli dayankhlk gostergelerine sahip oldugu belirlenmistir. Hem inokulasyon
siresince ve hem de inokulasyon sonrasinda tespit edilen 2-ethyl-2-methyl-tridecanol (alkol);
nonanal  (aldehit), 2,6,10,15-tetramethylheptadecane  (alkan);  2-(1-ethoxy-ethoxy)-1,1,1-
trifluoro-4-iodobutane (alkil halojeniir); 9-octadecenoic acid (2)- (yag asidi); 2-hydroxy-3-
[(1-oxooctadecyl)oxy]propyl ester (ester)’in sadece dayanikh hatlarda bulunan anti-oomycete
etkinlige sahip fraksiyonlar oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar aygicegi mildiydsiine
kars1 bitki dayankhik mekanizmalarmm karakterize edildigi ik kayt olup, bu sonuglarm
alternatif miicadele yontemlerine Onemli derecede katki saglayacagi disiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Aycicegi mildiyosii, Plasmopara halsitedii, morfolojik dayanikhik,
biyokimyasal dayaniklilik, anti-oomycete bilesikler, slah hattt
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

INVESTIGATIONS ON RESISTANCE MECHANISM OF SUNFLOWER
AGAINST TO DOWNY MILDEW (Plasmopara halstedii (FARLOW) BERL. ET DE
TONI)

Tugba Hilal KILIC
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Plant Protection

Supervisor: Prof Dr. Nuray OZER

Downy mildew caused by Plasmopara halstedii (Farlow) Berl. Et de Toni) is one of the most
destructive disease of sunflower (Helianthus annuus L.).The use of resistant varieties in the
control of disease is still in high demand today due to resistance problem of the pathogen to
the fungicides used. The aim of this study is to characterize the morphological and
biochemical resistance mechanism occured in different sunflower inbred-lines against the
disease agent. Twelve inbred-lines (9 resistant and 3 sensitive of them to the pathogen based
on symptomatic observations and presence or absence of the resistance genes) were used
throughout the study. Sporangium numbers after secondary infection by leaf inoculation in
addition to morphological characteristics (width and length of stomata and aperture size) of
the lines were determined. Moreover, anti-oomycete effects of the fractions raised after Thin
Layer Chromatography (TLC) analysis of the extracts obtained during and after root
inoculation were investigated. The content of volatile compounds in fractions representing
inhibition of >50% for sporangial discharge were detected by Gas Chromatography — Mass
Spectrometry (GC/MS), whereas the content of the non-volatile or easily degradable
compounds in the same fractions were detected by Liquid Chromatography — Mass
Spectrometry (LC-MS/MS). As a result, among the all lines tested, the resistant lines CL 217
R, HAR 5, K5 R SN:11/2014 and K-9 R-SN:3/2014 had the important resistance indications
for secondary infection (low sporangium number), morphological (narrow stomatal aperture)
and biochemical mechanism (having the fractions with anti-oomycete effects on sporangia
and phenolic compounds at high amount. It was determined that 2-ethyl-2-methyl-tridecanol
(an alcohol); nonanal (an aldehyde), 2,6,10,15-tetramethylheptadecane (an alkane); 2-(1-
Ethoxy-ethoxy)-1,1,1-trifluoro-4-iodobutane (an alkyl halide); 9-octadecenoic acid (2)- (a
fatty acid); 2-hydroxy-3-[(1-oxooctadecyl)oxy]propyl ester (an ester) were present in anti-
oomycete fractions obtained from resistance lines only, both during and after inoculation of
the pathogen. This study is the first report for the examination of resistance mechanism for
sunflower downy mildew disease and it was thought that the obtained results would notably
contribute to alternative control methods against this disease.

Key words: Sunflower downy mildew, Plasmopara halsitedii, morphological resistance,
biochemical resistance, anti-oomycete compounds, inbred lines
2020, 76 pages
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1. GIRIS

Aycicegi (Helianthus annuus L.) tim dinyada ve iilkemizde yaglk, ¢erezlk ve
yiyecek sektoliriinde kullanlmak amaciyla yetistirilen Onemli bir endiistri bitkisidir (Sekil
1.1.). Aycicegi tohumu % 40-55 oraninda yag igermektedir. Yiksek oranda yag icermesi
birim alandan elde edien yag miktarmn da yiksek olmasmi, yag maliyetinin ise disik
olmasmi saglamaktadr. Aycicek yagmmn yemeklik kalitesi de yikksek oldugundan tiiketimini
arttrmaktadr. Bitkisel yag {retimimizin %69’u, toplam sw yag tiketimimizin yaklagik
%841, toplam yag kullanmmmn ise %32’si aygiceginden karslanmaktadr (Ziraat
Miihendisleri Odas1 [ZMO], 2019). 2018 yih FAO verilerine gore diinyada toplam aygicegi
ekim alan1 26.668.101 ha ve iretim miktar1 da 51.954.777 ton’dur. Rusya aycicegi ekili alan
yoniinden 7.953.338 ha ile ik swrada yer alrken, verim agisindan ise Ukrayna 14.165.170 ton
le one c¢ikmaktadr. Tirkiye'de ise aycicegi ekim alam 734.190 ha ve iretim miktart
1.949.229 ton olup, iilkemiz diinya aygicegi ckilis alani bakimndan 9. swrada yer alrken
verim agismdan ise 6. sradadr (Food and Agriculture Organization. [FAO], 2019).

Sekil 1.1. Aygicegi bitkisi



Ukemizde  aygigegi  tarmm  agwhkh  olarak  Trakya-Marmara  Bolgesi'nde
yapimaktadr. Uretim miktarlar1 illere gore incelendiginde ise; Tekirdag (347. 502 ton) ilk
srada yer alrken, onu swasiyla Konya, Edirme, Kiklareli ve Adana illeri takip etmektedir
(Tirkiye Istatistk Kurumu [TUIK], 2019).

Ayciceginin en Onemli hastalklarmdan biri, epidemiye neden oldugu yillarda c¢ok
biiyiikk ekonomik kayiplara neden olabilen aygigegi mildiyosidiir (Sekil 1.6). Hastalk etmeni
Plasmopara halstedii (Farl.) Berlese et de Toni’dir. Etmen Chromista alemi, Oomycetes
smifi, Peronosporaceae familyasmda yer alan toprak kokenli obligat bir oomycete olup kisi
toprakta bitki artiklarmda oospor formunda gecirir. Eseyli bir spor tipi olan oosporlar uzun

yillar toprakta canhligini koruma potansiyeline sahiptir.

Halsted tarafindan yapilan arastrmada, 1876 tarihinde Eupatorium purpureum
tizerinde bulunan bir 6rnek ile Helianthus tuberosus’da bulunan 6rnegin aym patojen oldugu
rapor edilmistir (Onan, 1988). Oomycetes smifina ait patojen ik toplayan kisi Halsted’e atif
yapilarak Farlow tarafindan 1882’de Peronospora halstedii ismini almistr. Peronospora
cinsinin diizenlenmesinden sonra 1888’de etmen Plasmopara halstedii (Berlese et De Toni)
olarak yeniden adlandrilmis olup diinya literatiiriinde bu isimle yer almaktadir (Sakr, 2015).

Aycicegi mildiydsti aygicegi tarmu yapilan tim {lkelerde goriilmekte ve ekonomik
olarak kaymplara neden olmaktadwr. Etmenin 2006 yihna kadar 35, 2014 yina kadar 41 wki
tespit edildigi belirtiirken giintimiizde 50 adet wkmm bulindugu bildirilmektedir (Gulya,
2007; Spring, 2019; Viranyi, Gulya ve Tourvielle, 2015). Uzun mesafede dagiimu etmenle
bulagik tohumlarm degisimi ile gerceklesmektedir (Cohen ve Sackston, 1974; Spring, 2001).
Daha yiksek verim elde etmeyi hedefleyen ¢iftciler tarafindan yeni cesitler veya gen
havuzlarmi ~ genisletmek isteyen slahgilar tarafindan ithal edilen tohumlarm kullanmm
hastalign tiim diinyaya yaylmasmda etken olmustur. Ozellkle hibrit cesit gelistirilme
asamasmda iki generasyon atlatmak icin yl icerisinde kuzeyden giineye lokasyon
degistiriimesi alandan alana bulasmayr O6nemli Olglide hizlandwmustr. Bu nedenle, hastahgn
yaylmas1 daha ziyade kiiresel pazarlarm gelismesiyle birlikte gergeklesmistir (Delmotte vd.,
2008).

Plasmopara halstedii iilkemizde ik olarak 1958’de Adapazar’nda goriilmis (Karel,
1958), sonralari Trakya - Marmara Bolgesi'nde yaygmn oldugu bildiriimis, ayrica Ege Bolgesi
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ve Erzurum'da da tespit edilmistir (Doken, 1982; Doken, 1986; Onan, Cimen ve Karcioglu,
1992; Yiicer ve Karaca, 1978). Hastalk etmeni yagmurly, nispi nemin yilkksek ve hava
sicakhgmn 20°C’nin altmda oldugu iklim kosullarmda yogun bir sekilde goriilmektedir.
Trakya Tarmsal Arastrma Enstitiisii tarafindan 2007 ve 2008 yillarmda bolgede yapilan
tespit c¢aligmalarnda, aycigegi tretim alanlarmda % 80-90’lara varan midiyo epidemisi
olustugu belirlenmistir (Evci, Akm, Kaya, Pekcan ve Yimaz, 2011).

Hastahgin epidemisinde rol oynayan Onemlh faktorler; yagmur suyunun tasidiklart
oosporlar veya zoosporlar, yabani aygigegi tiirleri veya yakmn tarlalardan riizgarla gelen
zoosporlar, bir Onceki yildan kalan enfekteli bitki kalntilarmda olusan toprak kaynakh
mokulumlardir (Zazzerini, 1978).

Etmenin yasam ¢emberi diploid karakterli ve kaln hiicre duvarh yapiya sahip bir
dinlenme sporu olan oospor ile baslar (Sekil 1.2). Oosporlar bir zoosporangium meydana
getirirler ve zoosporangiumun igerisinde birbirinden bagmmsiz serbest halde hareket edebilen
cift kamcih zoosporlar meydana gelir. Aygicegi kokleri ile temas eden zoosporlar kamgiarm
kaybederler, ¢imlenirler ve koke penetrasyon srasmda ¢im tiiplinden apressorium ve
penetrasyonu takiben konuk¢u dokusu icerisinde interseliler alanda bolmesiz hif olustururlar.
Etmenin koklerden gerceklestirdigi primer enfeksiyonlar sistemik karakterdedir, ¢ikis Oncesi
ve ¢ikis sonrasi ciicelesmeye ve hatta Olime neden olarak ekonomik kayiplara yol agmaktadir
(Tilek, Hekimhan ve Akm, 2014). Sistemik enfeksiyonlar sonucu etmen govdedeki
hiicrelerde  haustorum  olusturarak ilerlemekte, sap ve hipokotil araciigyla yapraklara
ulasmakta daha sonra yaprak ana damarlar boyunca gelismesine devam etmektedir.
Yapraklarm alt yiizeyindeki stoma bosluklarmda sporangioforlar ve sporangiumlarmdan
olusan (Sekil 1.3) fungal ortii (Sekil 1.4) meydana getirmektedir ve bitki bodur (Sekil 1.5)
kalmaktadrr (Doken, 1986). Etmenin yapraktan stomalar araciigiyla giris yaparak c¢igeklenme
doneminde yapraklarda olusan lokal karakterdeki sekonder enfeksiyonlar (Sekil 1.6)
ekonomik zarara neden olmamakla birlikte tohumla tasmma ag¢ismdan Onem tasmaktadir
(Spring, 2009). Ancak, bitkiler sekonder enfeksiyonlara daha uzun siire maruz kalmalari
durumunda, uygun iklim kosullarmda sistemik enfeksiyonlara nazaran daha fazla hassasiyet

gosterebilmektedirler.
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Sekil 1.2. Plasmopara halsitedii’nin yasam dongiisii (Molinero-Ruiz, 2020)

Sekil 1.3. Plasmopara halstedii’nin sporangiofor ve sporangiumlari



Sekil 1.4. Arazide midiyo etmeli ile enfekteli yakalanmig bitkiler ve yaprak altlarmda
sporangiumlardan olusan fungal ortii

Sekil 1.5. Sistemik (primer) enfeksiyon sonucu bodur kalmis aygicegi bitkileri



Sekil 1.6. Yapraklarda sekonder enfensiyondan kaynaklanan lokal lezyonlar

Ulkemizde hastah@n yayihs, etmenin wklart yapay inokulasyonu, hastalk iizerine
sicakligm ve tohum ilaglamalarmmn etkisine yonelik cahsmalar bulunmaktadr (Maden, 1982;
Oksal, 2014; Onan ve Onogur, 1990; Onan, Cimen Ve Karciogly, 1992). Hastalk etmeninin
kullanilan ~ fungisitlere  karst  dayankllik  kazanmasmdan dolayr  alternatif —miicadele
yontemlerine gereksinimler artmustr. Bu baglamda baz bitki aktivatorlermin  ve biyolojik
ajanlarm hastaligi genellikle fide kosullarmda %50-75 arasmda engelledigi bildirimektedir
(Hazarhun ve Ozer, 2016; Korosi, Lazar ve Viranyi, 2009; Nagaraju, Murali, Sudisha,
Amruthesh ve Mahadeva 2012; Nagaraju, Sudisha, Mahadeva ve Ito 2012; Nandeeshkumar,
Ramachandrakini, Prakash, Niranjana ve Shekar, 2008 a,b; Tosi, Giovannetti, Zazzerini ve
Sbrana, 1993; Tosi, Luigetti ve Zazzerini 1998; Tosi, Luigetti ve Zazzerini, 1999; Tosi ve
Zazzerini  2000). Bununla birlkte hastaligm miicadelesine yonelk ¢ahsmalar Gzellikle
dayankli ¢esit elde etme yolunda olmustur (Evci vd, 2011) ve halen devam etmektedir.



Hastaliklara karsi dayankhhk ¢ahsmalarmda daha zyade dayaniklhlk genlerine
yonelik incelemeler yapimaktadr. Ancak bitkilerde patojenlere karst savunma mekanizmasi
oldukca komplekstir. Bitkilerde gozlenen bu dayaniklllk, onceden var olan dayamkllik
(pasif) ve enfeksiyonun tesvik ettifi dayamkhik (aktif) olarak iki gruba ayrimaktadir
(Dickinson wve Lucas, 1982; Soylu, 2008). Enfcksiyon Oncesi bulunan yapisal (pasif)
dayanikhilikta, bitkinin morfolojik ve kimyasal ozellikleri Oonemli rol oynamaktadwr. Fiziksel
bariyerler olarak yapisal karakterler, patojenin girisine engel olmaktadwr. Patojen ve konukcu
bitki arasindaki ik iliski, cogu zaman kutikula tabakasmnda smirlanmaktadr. Epidermal hiicre
duvarlarmi 6rten bu mumsu tabaka, belirli patojenlere karst bitkinin dayaniklihignda Sneml
bir faktordiir. Ayrica aygicegi mildiyosii gibi stomalardan giris yapan patojenlerde stomalarm
biiyiikligli, a¢k ya da kapali olusu etmenin girisinde dolayisiyla dayanikhlikta Onem
tagmmaktadrr (Onogur, 1996). Pasif biyokimyasal savunma mekanizmasi cercevesinde bitki
hiicrelerinde bulunan toksik bilesikler, enzim inaktivatorleri bazi besin elementleri, pH gibi
bircok faktor, inhibitér olarak dayaniklkta rol oynamaktadr (Dickinson ve Lucas, 1982).
Bazi bitkilerin yapraklarmdaki fungitoksik eksudatlar funguslarm spor ¢imlenmesini inhibe
edecek konsantrasyonda bulunabilmektedir. Pasif savunmadaki kimyasal faktorler arasmnda
fenoller, saponinler, alkoloidler, glukosmnolatlar ve doymamus laktonlar siralanabilir. Fenolik
bilesiklere kmrmizi sogan kabugunda catechol, domateste tomatin, yulafta avenacn, lale
sogannda tulipozid 6rnek verilebilir (Bennett ve Wallsgrove, 1994; Isaac, 1992).

Enfekteli  bitkilerde  gerceklesen biyokimyasal —degisiklerin  (Aktif savunma) en
onemlilerinden Dbiri fenilalanin’den cinnamic acid, benzoic acid (BTH), en son salisilik acid
(SA) ve fenolik bilesiklerin biyosentezidir (Nicholson ve Hammerschmidt, 1992). Fenolik bir
bilesik olan ve bitkide dogal olarak bulunan SA, bitki savunma mekanizmasmda SAR
(Sistemik Uyarillmis  Dayanikhhk) mekanizmasm uyarmada Onemhl bir smnyal molekiilii
olarak gorev yapmaktadr. (Hammerschmidt ve Smith-Becker, 1999; Klessig ve Malamy
1994; Ramussen Hammerschmidt ve Zook, 1991; Raskin, 1992). Giiniimiizde bitki savunma
aktivatorii olarak adlandmilan baz sentetk bilesiklerin ticari preparatlart hazrlanmig  ve
pratikte  kullanma sunulmustur. Orne@in  ticari bir preparat olan Actigard SOWG
[(acibenzolar-S-methyl;, ASM), Benzo (1,2,3) thiadiazole-7-carbothioic acid S-methyl ester;
Novartis Crop Protection, Inc., Basel Switzerland)]’nin fungal, bakteriyel ve viral kokenli
birgok hastalk etmenine karsi sistemik dayankhhg tesvik eden gen aktivasyonunda rol
oynadig bildirimistir (Gorlach vd., 1996; Kessmann vd., 1994; Louws vd., 2001; Soylu,
Baysal ve Soylu, 2003; Tally, Oostendorp, Lawton, Staub ve Bassi, 1999). Yapi olarak SA’ya
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benzemeyen bu sentetk bilesigin, bitki savunma mekanizmasmda SA gbi gorev yaptig
bildirilmistir (Friedrich vd., 1996; Gorlach vd., 1996; Lawton vd., 1996). Daha sonra bu

preparatm % 50 metalaxyl iceren formu “Bion” ismi ile piyasaya sunulmustur.

Konukgu-patojen etkilesimi  konuk¢unun bir patojeni engelleyebiime yetenegine ve
patojenin  konukgusundan yararlanabime yetenegine baghdwr. Ancak dayankhlk ve
duyarhk kaltsal niteliklerdir. Bu nedenle dayanikh bitki islahi ¢ahsmalarmda konukgunun
genetifl, patojenle etkilesimi, etmenin neden oldugu hastahgn gelisim siireci kritk Onem
tasmaktadr. Bu kompleks sistemde, bitkilerdeki morfolojik ve biyokimyasal savunma
mekanizmasmmn  aydmlatimas1  dayanikhhk islahi  ¢ahsmalarma farkh bir bakis agisi
getirecektir. Dis  lilkelerde muz, feslegen, bugday ve Arabidopsis bitkilerinde kok
patojenlerine karsi biyokimyasal savunma mekanizmasnmn belirlenmesine yonelikk c¢ahsmalar
bulunmaktadr (Bais, Walker, Schweizer, ve Vivanco, 2002; Bais, Park, Weir, Callaway ve
Vivanco, 2004; Bais, Prithiviraj, Jha, Ausubel ve Vivanco, 2005; Buxton, 1962; Lanoue vd,
2009; Walker, Bais, Halligan, Stermitz ve Vivanco, 2003). Aygiceginde herhangi bir hastalik
etmeni dikkate alnmaksizm yaprak ve govde ekstraktlarmm ayrica bitki kalntdarmm fenolik
madde igerigi incelenmistir (Alsaadawi, Sarbout ve Al-Shamma, 2012; Ghafar, Saleem, Ul
Hag, Jamil ve Qureshi, 2001). Ulkemizde daha onceki yillarda yapilan bir g¢ahsmada
biyokimyasal icerik belirlenmeksizin, hassas ve dayanikh gruptan bier adet bitkinn kok
ekstraklarmm sporangium ¢imlenmesine etkisi incelenmis ve aralarmda farkhik olmadig
rapor ediimistir (Onan ve Onogur, 1991).

Bu tez cahsmasinda aygicegi bitkisnin stomadan giris yaparak sekonder enfeksiyona,
koklerinden giris yaparak sistemik enfeksiyona neden olan, iilkemizde ve diinyada ekonomik
kayplara yol agan ve aygiceginin en Onemli fungal patojeni olan aygicegi mildiydsiine karsi
morfolojik ve biyokimyasal dayamkhik mekanizmasmm belirlenmesi amaglanmustr.  Bu
amagla mildiyd etmenine karsi farkh dayanikllik genlerine sahip oldugu bilinen hatlar ile
herhangi bir dayaniklhlk geni icermeyen hassas hatlarda morfolojk dayanikhilik kapsammnda
stomalarm  biiylkligiinin ~ 6nemi  dikkate almmig, sekonder enfeksiyonlarm — durumu
yapraklara inokulasyon yapilarak belirlenmistir. Biyokimyasal dayanikhk kapsaminda ise
hem iokulasyon siiresince kok akmtilarmda ve inokulasyon sonrasmda koklerde meydana
gelen biyokimyasal degisiklkler incelenmistr. Elde edilen bilgller 1518nda kimyasal
miicadeleye  alternatif olabilecek  ¢oziimler iiretimesi ve dayankhik mekanizmasmn
aydmlatilarak genetik ¢algmalara katki saglanmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERi

Kok akmtlarn bitkilerde hastalklara karsi dayankhlkta rol oynayan Onemli
biyokimyasal faktorleden birisidir (Buxton, 1962). Kok akmtilarmda bulunan bilesikler,
organkk ve morganikk maddelerle etkilesime girmektedir. Sadece toprak ortammndaki biyo-
yararlhgi degl aym zamanda tasmmasmu da diizenler. Ayrica rizosfer mikroflorasmm tiir
kompozisyonunu, besin durumunu, organk maddelerin ayrismasmi, mineralizasyonunu ve
toprakta organik madde olusumunu etkilemektedir (Hodge ve Millard, 1998). Uretilen k&k
akmtilarmm miktar, bitki tiiriine, ¢esidine, yasma ve stres faktorlerine gore degiskenlik
gostermektedir (Uren, 2000). Kokler ayrica diisiik molekiiler agwhkh organik bilesik icerigi
bakimmndan ¢esitllik gostermektedir. Bunlar arasmda sekerler ve basit polisakkaritler
(arabinoz, fruktoz, glikoz, maltoz, mannoz, oligosakkaritler), amino asitler (arginin, asparagin
gibi, aspartik, sistein, sistin, glutamin), organik asitler (asetik, askorbik, benzoik, ferulik,
malik asitler) ve fenolik bilesikler yer almaktadr. Bu bilesiklerin bazlari, o6zellikle fenolik
bilesikler, c¢evredeki bitkilerm biiylimesini, gelisimini ve topragmn mikroorganizma igerigni
etkilemektedir. Ayrica, flavonoidler gibi daha yikksek molekiiler agwlkh bilesikler, enzimler,
yag asitleri biiyiime diizenleyicileri, niikleotidler, tanenler, karbonhidratlar, steroidler,
terpenoidler, alkaloidler, poliasetilenler ve vitaminler biiylik miktarlarda salnmaktadr (Fan
Lane, Pedler, Crowley ve Higashi, 1997; Hale, Moore, ve Griffin,1978; Rovira, 1969; Uren,
2000). Amino asit icerigindeki artis gesiti Dbitki-patojen sistemlerinde bagisikhik ile
iliskilendirilmistir. Amino asitler fitoaleksinlerin  sentezinde rol oynamaktadwlar (Cui Alois,
Oscar, Clint, 2000).

Ulkemizde yapilan bir ¢alsmada Onan ve Onogur (1991) 72 aygicedi ¢esit ve hattmmn
etmene Karsi reaksiyonunu belirlemisler, ayrica hassas ve dayankh gruba giren 2 gesitte kok
ekstraktlarmm zoosporangum c¢imlenmesine etkisini tespit etmislerdir. Arastrmaciar kok
mnokulasyonu yontemini kullanarak dayanikh ve hassas cesit/hatlar1 gruplamislardr. Hassas
ve dayanikh birer ¢eside ait kiiclik kokleri mokulasyondan sonra derin dondurucuda muhafaza
etmigler, daha sonra parcalayarak fosfat buffer (Sorensen PO4) i¢ine almuslar, fitrasyondan
sonra 30 dakika siire ile buzdolabmda tutmuslardr. Bu siire sonunda elde edilen ekstrakt
icinde zoosporangiumlart 8 saat siire ile tutarak sporangumlarm ¢imlenme oranm
belirlemislerdir. Arastrmacilar her ne kadar dayanikh bitkiden elde edilen kok akmtilarmda
sporangum ¢imlenme oram diisiik olsa da dayankh ve hassas bitki arasmda farklilik
olmadigini rapor etmiglerdir.



Bitki tiirlerinin  koklerden biyolojik aktiviteye sahip bitki metabolitlerini salgilamasi ve
bu bilesiklerin rizosfere transferi i¢n ya belirleyici bir davrams ya da sadece toprak
patojenleri tarafindan uyariima kapasitesine baghdwr. Kok tiirevli antimikrobiyal bilesikler
terpenoidler, benzoxazmone, flavonoidler, izoflavonoidler ve fenolikk bilesikler olarak

adlandiridmaktadirlar (Dixon, 2001).

Aycicegi bitkisinin yaprak ve govde ekstraktlarmda chlorogenic acid, ferulic acid,
syringic acid ve vanillic acid icerdigi belirlenmistir (Ghafar vd., 2001). Yine farkh aygicegi
cesitlerme  ait kalmtlarm tarla  kosullarmda topraga karstrilmasmin ardindan  bugday
yetistirildifinde yabanci ot populasyonunun azaldid, bugdayda basak sayisi, basaktaki tane
sayis,, 1000 dane agmrhg ve bitki veriminin baz aycicegi cesitlerinin kalntilari ile yiiksek
oranda artti@ tespit edimistir (Alsaadawi vd., 2012). Aym aragtrmacilar bitki gelisimini
tesvik eden aycicegi ¢esitlerine ait kalntilardan yaptiklar1 ekstraktlarm fenolik maddelerden
chlorogenic acid, caffeic acid, catechol, ferulic acid, gallic acid, hydroxybenzoic acid, p-
coumaric acid, protocathequic acid, sinapic acid, syringic acid, vanillic acidi diger gesitlere

gore daha yiiksek oranda icerdigini bildirmislerdir.

Bitkiler toprakta bulunan patojenler tarafindan saldwriya ugradiklarmda bu saldiriara
karsi Onceden engelleme veya dogal bagisikhk gibi cesith savunma  sistemleri
gelistirmektedirler  (Thordal-Christensen, 2003). Yapilan son c¢algmalar kokten salgilanan
dogal maddelerin bitki savunma stratejisinin bir parcasi oldugunu gostermektedir ancak bu tiir
mekanizmalarm  etkilesimleri tam olarak  bilinmemektedir. Bitkiler bu dogal {iriinlerin
salgilanmasiyla topraktaki mikrobiyal kompozisyonu veya miktar1 etkileyebilir (Bais vd.,
2004; Bonkowski, 2004) ya da bunun aksine mikrobiyal triinler bitki kok akmtilarm tesvik
edebilir ~ (Phillips, Fox, King, Bhuvaneswari ve Teuber, 2004). Ote yandan kok salgilars
topraktaki bir dizi saldrgana karsi antimikrobiyal, fitotoksik, nematisid veya insektisit etki
yapabilmektedir (Bais vd., 2006).

Kokler, bitki Ozelliklerinin yarisim temsil etmektedir bu yiizden rizosferdeki kimyasal
sinyalleri alglamak i¢in stirekli yontemler gelistirilmektedir. Analitk kimyada ileri teknikler
kok akmtilarmm analizine yeni bakis agis1 saglamustr (Sato vd., 2003; Seal, Pratley, Haig ve
An, 2004; Steeghs vd., 2004; Walker vd., 2003). Kok akmtilarmmn ¢ogunun fonksiyonlarmm
tam olarak belirlenmemesine ragmen baz  Ornekler bu akmtilarm bitki savunma

mekanizmasmda  onemli rol oynadigm gdstermektedir. Ornegin; feslegenin  (Ocimum
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basilicum) sacak koklerinin  sadece patojenik fungus Pythium ultimum tarafindan
uyarildigmda kacgmict  Ozellige sahip bir kok akmtisi olan rosmarink asit salgladig
belirtilmektedir (Bais vd., 2002). Arabidopsis kok akmtilarmda antimikrobial ozellikte fenolik
maddelerin  olustugu tespit edimistir (Bais wvd., 2005). Arpada yapian bir ¢ahsmada,
Fusarium kok ciiriikligiine karsi savunma reaksiyonu olarak, kok akmtilarmda, vanillic acid,
syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, miktarlarmm artis gosterdigi t-cinnamic acidin ise
yeni bir bilesik olarak olustugu tespit edimistir (Lanoue vd., 2009).

Mahmoud (2010), yapmis oldugu cahsmada, 41 aygicedi cesidinin komiir ¢lirikligi
(Macrophomina phaseolina) hastahg enfeksiyonuna reaksiyonunu Olgmiistiir. Sonuglar, baz
aycicegi cesitlerinin - kok bogazi hastaligma direncli oldugunu, ancak ¢esitlerin  biiyiik
cogunlugunun hastahfa duyarh oldugunu gostermist. Kok salglart ile aycicegnin dip
clirtimesi/cokerten ve kok bogazi hastalklarma direng mekanizmasi arasmda bir baglanti

oldugu saptanmustir.

Aycicegi bitkisinin  saplarmdan elde edilen ekstraktlarm tablalardan elde edilen
ekstraktlara gore bugday, arpa, aycice§i ve mercimek bitkilerinin ¢imlenme ve fide gelisimi
tizerine daha az engelleyici etkisi oldugu tespit edimistr (Kaya wvd., 2013). Baska bir
calismada yaprak ve siirgiin ekstraktlarmm bugday ve musr bitkisnin tohum ¢imlenmesi ve
gelisimini  azaltmasma ragmen, taze kok ekstraktlarmm bugdayda sadece %0.22 orannda
tohum c¢imlenmesini azalttif, muswrda herhangi bir azalma olmadig, her iki bitkinin plumula
ve kok uznluigunda 0.22-0.62 cm’lk bir azalma oldugu belirlenmistr (Muhammad ve
Majeed, 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Trakya Tarmsal Arastrma Enstitiisii (TTAE) aycicegi islah programmnda kullanilan
farkli dayankllk genlerine sahip baz islah hatlar ile dayanikhik geni bulunmayan hatlar,
aycicegi mildiyosii etmeni Plasmopara halstedii’nin Trakya-Marmara Bolgesi'nden toplanan
izolatlar1 (dogal popiilasyon halinde), LC-MS/MS standartlar1 ¢alismann ana materyalini
olusturmugtur. Calgmada vyer alan hatlar ve baz teknolojik Ozellikleri Cizelge 1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemelerde kullanilan aygicegi hatlar1 ve teknolojik ozellikleri

NO Hatlar Dayamkhhk Geni Kaynak
1 CL217R Pl 6 TTAE*
2 HAR 5 PI 13 USDA
3 K5 R SN:11/2014 Pl 6+PI 2 TTAE
4 K9 R SN:3/2014 PIg TTAE
5 RHA 419 Pl Arg USDA
6 RHA 437 PIg USDA
7 RHA 443 Pl 4 USDA
8 RHA 447 PI2 USDA
9 YDRH SN:7/2014 Mutant MR TTAE
10 HA 89 g:ﬁ‘;ﬁi‘fe d%fm TTAE
11 2517 Dayamklilikc geni TTAE
icermemek tedir
12 9661 Eﬁﬁ?ﬁiﬁ B TTAE

*TTAE Trakya Tarimsal Arastrma Enstitiisii; USDA United States Department of Agriculture
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3.2. Yontem

3.2.1. inokulumun Hazrlanmasi1 ve Cogaltilmasi

Mildiyd hastalk etmeninin izolatlar, 2016 yih Mayss aymda Tekirdag, Kiklareli,
Edirne illerine bagh koylerinde yetistirilen aygigegi bitkilerinden elde edilmistir. Enfekteli
yapraklar 3-4 giin golgede kurutulduktan sonra inokulasyon asamasmnda kullanimak iizere
etiketlenerek -80 °C’de buzdolabmda muhafaza edimistir. Kullanimdan hemen once her
lokasyondan esit miktarlarda yaprak Ornegi almarak karigim hazrlanmis ve hazrlanan
hastalikl bitki yaprak popiilasyonundan saf su igerisme fungal ortlide bulunan sporangumlar
firga ile siipliriilmiistir. Daha sonra karigik izolatlarm sporangimlarmmn yogunlugu mikroskop
ve thoma lamu yardmuyla 1x10° sporangium/ ml olacak sekilde ayarlanmig ve dayaniklik
mekanizmalarmn  belirlenmesi  ¢aligmalarmda  kullanimak  {izere ¢ogaltimistr (Gulya, Miler,
Viranyi ve Sackston, 1991; Gulya vd.,1998; Viranyi, 1977; Viranyi 2007).

Oncelikle test edilecek aygicegi materyaline ait tohumlarm yiizeyi % 1’k NaOCI
kullanilarak steril edilmis ve saf su ile durulanmustr. Sonra iglerinde steril su ile slatdms 3
kath steril kurutma kagtlart bulunan petri kaplarma yerlestirilerek, c¢imlendirmek iizere oda
isismda karanhk bir ortamda 24-48 saat bekletimistr ve ¢imlenen tohumlarm kokgiiklerinin
uzuniugu 0,5-1 cm olmasi saglanmistr. Her petriye 10 tohum gelecek sekilde 10 petri (tekrar)
hazirlanmistr.  Cimlenen tohumlar, etmeni inokule etmek amaciyla petriler igerisindeki
yukarida belirtilen konsantrasyonda hazrlanan sporangium siispansiyonuna yerlestirilmis Ve
16°C’de 4-5 saat bekletimistir. Bu silire sonunda fidecikler i¢inde steril edimis kum + perlit
karsm (1/3 perlit+2/3 kum) bulunan saksilara ekilerek ortam sicakhg 24°C’ye ayarlanmus,
12 saat aydmhk ve 12 saat karanhk olacak sekilde iklim odasmnda kontrolli sartlarda
biiyiimeye brakimistr. inokule edilmis bu bitkilerin ik gercek yapraklarn 2-3 mm
biiyiikligiine ulastiginda, saksilarm dolaysiyla bitkilerin lizeri hava gecirmeyecek sekilde,
seffaf naylon poset ile kapatimistr. Kapatma islemi bitki biliyime ortammnda %100 nem
olusmast amaciyla yapimaktadr. Bu sekilde kapatilan bitkiler 16°C’de 24-48 saat
inkiibasyona brakimistr (Gulya vd., 1991, 1998; Vranyi, 1977). Elde edilen inokulum
izleyen denemelerde kullanilmustir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Hassas aycigegi hatlarmda patojen inokulum kaynagmm g¢ogaltimasi ve kotiledon
yapraklardaki yogun sporulasyon

3.2.2. inokulum Kansimmmn Ozellikleri

Inokulum karsmmma ait wklarm beliflenmesi amaciyla uluslararast rk aymici  set
kullanimistr  (Cizelge 3.2.) (Tourvieille vd. 2000). Aygicegi mildiyosii wklarma hassas
aycicegi hattt tlizerinde c¢ogaltlan P. halstedii’nin farkh izolatlarma ait sporangum
konsantrasyonlart thoma lammnda belirlenerek aymict hatlara ait aygiceklerinin  inokulasyonu
3.2.1°de belirtildigi gibi gergeklestrilmistir.

Cizelge 3.2. Tourvieille vd. (2000) tarafindan bildirilen Plasmopara halstedii uluslararasi wrk

aymrm seti
Kod Setl Dayamkhhk Dayamkhlik kaynag:
geni
Setl D-1 HA 89 - -
D-2 RHA 265 Pl; 953-102 (Kanada)
D-3 RHA 274 Pl, /Pl 953-88 (Kanada)
Set2 D-4 DM 2 Plomis Novinka (Rusya)
D-5 PM 17 Pls ? (Iran)
D-6 803-1 Pls. H. tuberosus
Set3 D-7 HAR 4 P|14/P|15 ? (Arjantin)
D-8 HAR 5 Plis Guayacan INRA (Arjantin)
D-9 HA 335 Ple Yabani H. annuus
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Hastallk  degerlendirmesinde

ilk gercek yapraklar veya

kotiledonlar

tizerindeki

sporulasyon olusumu gorillen bitkiler hassas (H), sporulasyon olusumu goriilmeyen bitkiler
ise dayankl (D) olarak degerlendirilmistir. izolatlarm wk ayrmm ise Tourvieille vd. (2000)
tarafindan bildirilen t¢li smiflandirmaya (Cizelge 3.3) gore yapimustir.

Cizelge 3.3. Tourvieille vd., (2000) tarafindan bildirilen {ighi kod sistemi ile wk belirleme

1 2 3 Uclii kod
Irk aymmci D-1D-2D-3 D-4 D-5D-6 D-7 D-8 D-9
hatlar
Deger 1 2 4 1 2 4 1 2 4
H D D D D D D D D
Avrupa ki 1+0+ 0=1 0+0+ 0=0 0 +0+ 0=0 100
H H D D D D D D D
Red River irki 1+2+ 0=3 0 +0+ 0=0 0 +0+ 0=0 300
H H H H D H D H D
Irk? xyz 142+ 4=7 1 +0+ 4=5 0 +2+ 0=2 752
X Y Z XYZ

3.2.3. Morfolojik Dayamkhhk

Morfolojik dayanikhik kapsammnda, test edilecek hatlara ait bitki yapraklarma

ait

stomalarm en, boy ve stoma ag¢klklklart Olgiilmistir. Dayanikh ve hassas gesitlere ait

yapraklarda (her ¢esitten 5 yaprak ve aym zamanda almmug) stoma en boy ve stoma

agikhgmm biiyiikliigii belirlenmistir. Bu amagla 1 cm?’lik yaprak diskleri ethanolacetic acid

(3:1 v/v) karisiminda klorofil giderilene kadar (48 saat) bekletimis ve daha sonra saf su

icinde 4 saat tutulmustur (Sekil 3.2 A ve B). Yaprak diskleri daha sonra laktik asit, gliserol ve

su (1:1;1 viV) karismma aktarimis, yaprak disklerinin her birinde 50 adet stomann en boy
ve agiklk Olglimleri (um) yapimustir (Sekil 3.3.) (Zhang ve Dickinson, 2001).
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Sekil 3.2. Ethanolacetic acid (3:1 v/v) karisiminda bekletilen yapraklar (A) ve klorofili
kaybolmus yapraklar (B)
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Sekil 3.3. Stoma en, boy ve acikhk Olgtimleri

3.2.4. Sekonder Enfeksiyonlarin Belirlenmesi

Sekonder  enfeksiyonlar1  belirlemek  amaciyla, modifiye edimis ve soguk
sterilizasyona tabi tutulmus MS (Mineral salt solution) ortamma [180 mg D-glucose, 1.3 mg
L-asparagine, 5.3 mg (NH4)2S04, 2.4 mg MgSO4.7H20, 1.1 mg CaCk, 3.1 mg K2HPO4, 1.6
mg KH2PO4, 1.7 mg thiamine HCL/)] ) (Nelson ve Hsu, 1994) etmene ait popiilasyonun
cogaltimas: ile elde edilen inokulum (3.2.1) aktariip hafifce calkalannus, 10° sporangiun/ml
sporangium siispansiyonu hazirlanmistr.  Sporangum iceren MS ortammndan alman 50
Sporangium igcermeyen MS ortamndan alman 450 pl ile karistrilarak (toplam 500 ) , 9
cm’lik steril petri kaplarmda bulunan steril saat camlarma aktariustr. Karigim {izerine
mantar delici dle 1 cm ¢apmnda hazirlanmis yaprak diskleri yaprak alt yiizeyi swviya degecek
sekilde yerlestirilmigtir  (Sekil 3.4). Patojen gelisiminin  gergeklesmesi i¢in - yeterli nemi
saglamak amactyla petri kaplarmmn kapaklarma steril su piskiirtiildikten sonra parafim ile
kapatilan petriler 16°C’de 10 giin inkiibasyona bwrakimis (Sekil 3.5), inkiibbasyondan sonra
sporulasyon olusumu g6zlenmis ve sporangium saymu yapimustr. Deneme her bir hat i¢in 10
tekerriirlii olarak yiiriitiilmiis, her tekerriirde 2 yaprak diski kullanilmigtur.
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Sekil 3.4. Yaprak disklerinin petrilere yerlestirilmesi

Sekil 3.5. Hazirlanan 6rneklerin inkiibasyona birakilmas1
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Inokulasyondan 10 giin sonra simptomatolojik olarak gozlenen ve sporulasyon olusan
10 adet yaprak diski tizerine 1 ml fizyolojik su (9 g NaCl + 1 | destile su) ilave edildikten
sonra elle calkalanmis, zoosporlarm ¢ikist durdurulmustur (Sakr vd., 2008). Bir dakika siire
lle calkalandiktan sonra Thoma laminda sporangium saymlar1 gerceklestirilerek ml’deki
sporangium sayist belirlenmistir (Kim Khiook vd., 2013; Zyprian vd., 2016). Saymlar her bir
genotip icin 10 yaprak diskinde gergeklestirilmistir.

Sekonder  enfeksiyonlarm  belirlenmesi  bolimiinde  herhangi  bir  sporulasyon
olusmayan hatlara ait yaprak disklerindeki enfeksiyondan emin olabiilmek i¢in her tekrardan 1
yaprak diski (Toplam 10 yaprak) boyanarak stoma enfeksiyonlar1 kontrol edilmistir. Bu
amagla yaprak diskleri lizerme 1 M Potasyum hidroksit (KOH)'den 1.5 ml konulmus 24 saat
sonra i¢cindeki KOH alnarak, aym miktar KOH eklenmis ve rengi agilana kadar islem
tekrarlannmustr. Rengi agilan yaprak diskleri 0.067 M dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4)
icinde % 0.05 aniline blue iceren boya ile 5 dakika inkiibe edimistir. Daha sonra saf su i¢inde
5 dakika sire ile 2 kez ykanmustr (Godard, Slacanin, Viret ve Gindro, 2009; Jurges,
Kassemeyer ve Diirrenberger, 2009; Liu vd. 2015). Hazrlanan preparatlar yaprak alt yiizeyi
ustte kalacak sekilde lam {izerine yerlestirilip fluoresan mikroskopta (LEICA DM 2500,

Germany) incelenmistir.

3.2.5. Biyokimyasal Dayamkhhk M ekanizmasi

Dayanikh ve hassas hatlarda biyokimyasal dayamkhik mekanizmasmmn mncelenmesi
icin yapilan c¢ahsmalar inokulasyon siiresince olusan kok akmtilarmda ve inokulasyondan
sonra koklerde meydana gelen anti-oomycete bilesiklerin belirflenmesi olmak tizere iki farkh
asamada tamamlanmustr. Elde edilen ekstraktlar ince tabaka kromatografisinde (TLC)
fraksiyonlarma ayrimustr. TLC plakalarmda ortaya ¢ikan fraksiyonlar gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresi (GC/MS)’nde icerdigi ugucu bilesikler acismdan incelenmisti. Ugucu
olmayan bilesikleri belirlemek i¢in ise yikksek basmgh svi kromatografisi (LC-MS/MS)
analizleri yapimustir.
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3.2.5.1. inokulasyon siiresince meydana gelen kék akintilanmn ekstraksiyonu

Bu amacgla 6nce tohumlar 5 ml steril su i¢inde ¢imlenmeye birakimis, daha sonra

3.2.1’de belirtilen sekilde cogaltimis nokulumdan hazrlanan sporangium siispansiiyonundan
1 ml ilave edilerek 16°C’de 12 saat (Sekil 3.6) bekletimisti. Her bir hat i¢in 5 petri kabi
kullanimis olup, her petriye 5 tohum yerlestirilmistir. Kontrol petrilere aym miktarda su ilave
edilerek c¢imlenmis tohumlar yerlestirilmistir.

Sekil 3.6. Inokulasyon sonrasi inkiibasyona birakilan &rnekler

12 saat sonra petrilerde bulunan swilar toplanarak 10 ml'si analizlerde kullamhstir.
Elde edilen svi (10 ml) 0.22 um steril filtreden siizilerek pH 2 olacak sekilde pH’s1
ayarlanmistr. Hazirlanan siviya 2:1 orannda etil asetat eklenerek karanhkta 24 saat
bekletildikten sonra ayrma hunisinde su uzaklagtwimustr (Sekil 3.7) ve elde edilen ekstrakt
¢eker ocakta ugurulmustur (Lanoue vd,. 2009).
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Sekil 3.7. Elde edilen ekstraktin ayrma hunisinde ayrma islemi

3.2.5.2. inokulasyon sonrasinda koklerden ekstraksiyon

Cabsmamizda ele alman hatlarda inokulasyon 3.2.1 boliiminde belirtilen sekilde
gerceklestirildikten sonra bitkiler, aym bolimde belirtildigi gibi inkiibasyona birakinustr. Bu
stire sonunda Dbitkilerin koklerinden 0.1 g tartlarak derin dondurucuda saklanmugtir.
Ekstraksiyon swrasmda ise 100 mg kok iizerine 400 pl ethanol konularak 24 saat siire ile
karanhkta bekletiimis, bu siire sonunda 0.22 mm lik steril filtrelerden gecirilerek analizlerde
kullanil mistir.

3.2.5.3. Ince tabaka kromotografi (TLC) analizi

Inokulasyon siiresince olusan ekstraktlarda kurutulmus organk faz iizerine 1 ml
ethanol damlatiimis ve organik fazin ¢6ziinmesi beklenmistir. Cozinme gergeklestikten sonra
ekstraktan 80 pl silika jel plakasi (TLC plates 60 F2s4, Merck, Darmstadt, Germany), ilizerine
damlatinustr. Aymict ¢oziicii olarak chloroformimethanol (10:1) kullandmustr. Testler i¢in 2
plaka hazrlannmustr. Bu plakalardan biri fraksiyonlarm sporangium bosalmasma  etkisini
belirlemek amach, digeri GC/MS analizleri i¢in kullamimistr. Fraksiyonlar, uzun (365nm) ve
kisa (254nm) dalga boylu fluoresan lambalar altnda karanlkta isaretlenmistir ve her bir
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fraksiyonun Retention factor (Rf) degerleri (Tutunma faktorii (Rf); bilesigin TLC plakalar
tizerinde kat ettigi mesafenin, ¢oziictintin kat ettigi mesafeye béliinmesi elde edilen deger)
kayit edimistir. Olusan fraksiyonlar bistiiri ile kazmarak plakadan ayrimug, 0.5 ml ethanol ile
12000 g de 20 dakika siire ile ekstrakte edilmig, Ustte kalan svi almnmustr. Bilesik iceren
fraksiyonlarm sporangium ¢imlenmesi lizerine anti-oomycete etkisini belirlemek amaciyla
TLC plakalarmdan ayrilmis ve ethanolde ¢Oziilmiis olan fraksiyonlar steril kabin altinda
kurumaya brrakimustr. Daha sonra iizerine 500 pl steril su ilave edilmis, her bir fraksiyon
spor siispansiiyonu-fraksiyon karigimmm %75 mi igerecek sekilde steril tiipler i¢cine
yerlestirilerek 17°C’de 12 saat siire ile inkiibasyona brakimstr. Bu siire sonunda
zoosporlarmi bosaltmis olan sporangiumlar belirflenmistir.  Kontrol tliplere sadece su ilavesi
yapimustr.  Inokulasyon sonrasi koklerde oluisan ucucu bilesikleri belilemek amaciyla,
3.2.5.2 boliminde belirtildigi sekilde hazirlanan ekstraktlarla bu bdélimde anlatilan testler
gerceklestirimistir.  Testler 4 tekrarh olarak yiiritiilmiis olup, her tekrarda 100 sporangium
saymu gerceklestirilmis ve fraksiyonlarm sporangium bosalmasma etkileri (%) Abbot
formiiline gore belirlenmistir [%Etki: Kontrolde zoosporunu bosaltan sporangium sayisi (A)
— fraksiyon uygulamasinda bosalan sporangum sayisi (B)/A X100].

3.2.5.4. GC/MS ve LC-MS/MS Analizleri icin 6rneklerin hazirlanmasi

GC/MS analizlerinde gerek inokulasyon siiresince gerekse inokulasyon sonrasmda
elde edlen ekstraktlarm TLC de fraksiyonlarma ayrimasmdan sonra, sporangium bosalmasmi

%350’nn iizerinde engelleyen fraksiyonlar kullanilmistir.

LC-MS/MS analizlerinde standart bilesikler olarak daha once yapilan ¢alismalarda
bitki gelisimmni tesvik eden ve aygicegi cesitlerine ait kalntilardan yaptiklart ekstraktlarda
bulunan fenolik maddelerden chlorogenic acid, caffeic acid, catechol, ferulic acid, gallic acid,
dihydrobenzoic acid, p-coumaric acid, sinapic acid, syringic acid, vanillic acid (Alsaadawi ve
ark. 2012) kullaninmstr. Once bu bilesiklerin sporangiumdan zoospor bosalmasma etkileri
belirlenmistir. Bu amagla su igcinde 10 mM stok solusyon hazrlanmugtr. 500 pl steril su igcine
100, 10, 1 ve 0.1 pM konsantrasyonlarda seyreltimisti. Her bir tiip 10° sporangiunvml
konsantrasyonunda sporangium siispansiiyonu ile inokule edilmisti. Kontrol tiiplere aym
oranda su ilavesi yapimustr. 16°C’de 12 saat inkiibasyon periyodundan sonra zoospor
bosalmas1 gerceklesmis sporangiumlar sayilmistr ve sporangium bosalmasm %50’ nin
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lizerinde engelleyen (3.2.5.3’de  belirtilen formiille  hesaplanmistir)  bilesikler LS/MS
analizlerinde standart olarak kullanilmigtir.

Ekstraksiyon siiresince kok akmtilarmda ugucu olmayan bilesikleri tespit etmek
amaciyla etil asetat ile hazrlanan ekstraksiyondan sonra elde edilen kurutulmus organik faz
tizerme 100 pl methanol ilave edilerek yukarida belirtilen testler sonucunda secilen
bilesiklerin  varhg agismdan LC-MS/MS’de oOlgtimler  yapimustr  (Lanoue vd., 2009).
Inokulasyon sonrast koklerde ugucu olmayan bilesikleri tespit etmek amaciyla 6400 pl
methanolsu (80:220, v/v) karismu ilave edilerek 1200 rpm de 30 dakika sallanmustr. Daha
sonra 12 677 rpm’de 5 dakika santiflj edilerek, istte kalan sividan 50 pl almnmug ve LC-
MS/MS analizleri i¢in kullanilmistir.

3.2.5.5. GC/MS Kosullan

GC/MS analizlerinde Shimadzu QP-2010 Ulra mass segici detektorii bulunan
Shimadzu QP-2010-Ultra model gaz kromatografi (Shimadzu, Kyoto, Japan) kullanimistir.
Ormnekler Teknokroma TRB-5MS kolon (30 m 0.25 mm id. 0.25 pm fim kalnhg, Sant
Cugat del Vallés, Spain) kullanidlarak analiz edilmistir. Sicaklk once 70°C’de 2 dakika sonra
150°C’ye (25°C/da) yikseltiimis ve 150°C’de 10 dakika tutulmustur. Daha sonra 260°C’ye
(25°C/da) yiikseltilerek 40 dakika tutulmustur. Kolonda tasiyict gaz olarak Imlda akis hizma
sahip helyum gazi kullanlmustr (Hemlal ve Ravi, 2012). Mass spektrofotometre 35-500m/z
genigliginde tarama yapan 70eV elektron carpma modunda islem yapmakta olup iyon kaynag
sicakhgt 220°C’dir. Bilesiklerin tanimlanmast NIST27, NIST107, NIST147 ve WILEY7 veri
tabanlar1 kullanilmigtir.

3.2.5.6. LC-MS/MS Kosullan

Fenolik bilesiklerin miktar tayininde cok yiiksek hassasiyet ve segicilige sahip giichi
bir teknik olan LC-MS/MS sistemi kullanimustr. Bu  sistem sivi kromatografi sistemi
(Eksigent marka, UPLC- Ultra pressure liquid chromatography) ve sral kiitle dedektoriinden
(ABSciex 3200 Q Trap marka, MS/MS) olusmaktadr. Analitlerin birbirinden ayriimasi igin
UPLC kolonu olarak 3.0*100 mm*2,7 mikron boyutlarmda Agient marka Poroshell 120 SB-
C8 model kromatografik kolon kullanmistr. UPLC sistemi ¢ift pompa, degazer, otomatik
ornekleyici ve kolon firmmndan olusmaktadwr. Bu sistemde hareketli faz olarak A hattmda
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%0.2 formik asit iceren ultrasaf su ve B hattnda ise %0,2 formik asit iceren asetonitril
kullanibmustr.  Analitlerin  kolonda birbirinden ayriimasi igin gradient akis metodu (baslangic
ve 1. dakika icin %20 buffer B, 3. ve 5. dakika icin %80 buffer B ve 8. dakika i¢cin %20
Buffer B) kullamitmistr. Hareketl faz akis hizn 0,3 ml/dk, enjeksiyon hacmi 20 pl ve analiz
stiresi 8 dk olarak belirflenmistir. Kolon sicakh@ 40 °C’de tutulmustur. Kiitle spektrometresi,
otomatik modda kiitle/ yik degeri 100-1000 araligmdaki tam tarama modunda c¢ahstmrimuistr.
MS iyonlagsmasi, Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile hem pozitif hem negatif modda elde
edimistir. Perdeleyici gaz olarak (CUR Gas-curtain gas) azot gazi kullanilmis ve bu deger 30
psi ayarlanmustir. Iyon sprey voltaji (IS) 4500 volt, Gaz 1: 60 psi ve Gaz 2: 40 psi degerine
ayarlanmstrr. Iyon kaynag sicakhgi (TEM) 500°C olarak belirlenmistir.

Fenolk bilesiklerin kantitatif tayni icin MRM (Multiple Reaction Monitoring) c¢iftleri
kullanimustr.  Olusan iyonlara iliskin kiitle/yiik ana iyon (Precursor ion,Q1), yavru iyon
(Product ion, Q3) degerleri otomatik olarak Analyst 1.6.2 yazlmm tarafindan belirlenmistir.
Calgmada kullanlan ve sporangium bosalmasm %350’nin iizerinde engelleyen fenolik
bilesiklere ait saf standartlarm (Ek Sekil 1 - 5) herbiri ile 1000 ppm konsantrasyonundaki stok
coOzeltiler hazrlanmistr. Her bir stok c¢ozeltiden 100°er pl. almarak 10 ml hacminde 10 ppm
konsantrasyonunda mix ¢oOzelti elde edimistir. Bu karigim ¢ozeltinin de uygun oranlarda
seyreltiimesi ile elde edilen 0,125-0,25-0,5 ve 1 ppm konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler
kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Kalibrasyon egrisindeki bu konsantrasyon
aralg cihazm bu bilesikleri tayin edebilecegi en diisik konsantrasyondan baglanacak sekilde
belirlenmistir. Her numunede regresyon katsayist 0.997°den yiiksek olmustur.

3.2.6. Deneme Deseni ve istatistik Analiz

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore tiriitiimiistiir (Karman, 1971). Her
test sonucunda elde edilen wveriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences, 2001,
version 11.0; Chicago, IL, USA) progranmu kullamlarak varyans analizine tabi tutulmus ve
ortalamalar arasndaki farkhliklar Duncan Coklu Kargilastrma Testine gore (P<0.05)
belirlenmistir. Yiizde olarak e¢lde edilen veriler ag1 degeri alndiktan sonra ilgili testler
yapimustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Plasmopara halstedii Irklarn Belirlenmesi

Cahsmada kullanlmak iizere bdlgeden toplanan izolatlarm, 3.2.1 wve 3.2.2
bolimlerinde belirtildigi sekilde wk tespiti yapimustr. Elde edilen sonuglara gore karisim
halinde kullanilan inokulum kaynagma ait 5 farkh wk oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Denemede kullaninan Plasmopara halsitedii izolatlarina ait wklar

Izolat No il Irk
1 Edirne 704
2 Edirne 705
3 Krklareli 704
4 Kurklareli 715
5 Tekirdag 774
6 Tekirdag 735

4.2. Morfolojik Dayamkhhk M ekanizmasi

Morfolojik dayanikhlik kapsammnda etmenin stomalardan da giris yapmasi nedeniyle,
ele alman hatlarm yapraklarmmn stoma eni, boyu ve agkhg Olclilmistir (Cizelge 4.2).
Cizelge 4.2°de de goriidigi gbi aygicegi mildiydsiine karst dayankllk geni iceren ve
icermeyen hatlarda stoma en ve boyu agisindan ¢ok Onemli farkhlklar bulunmanustr. En
kiigiik stoma enine sahip dayanikh hatlardan K9 R SN:3/2014 dayanikh olmayan 2517 ile ayni
grupta yer almig, HA 89 ve 9661 e gore aralarmdaki farkliik 6nemli bulinmustur. Bununla birlikte
stoma agikligi incelendiginde dayanikh hatlardan RHA 419, K9 R SN:3/2014, K5 R SN:11/2014
ve CL 217 R’nin stoma acikhgmmn hassas hatlara gore Onemli derecede diisik oldugu
goriimiistiir (P<0.05) (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Farkl hatlara ait yapraklarda stoma en, boy ve aciklk biytkligi (pm)

Hat Dayé‘;‘rﬁ""k En* Boy* AcIKIK*
CL 217 R (D) P16 18,72+0,23 abc ** |32,79+0,37 a 2,00+0,09 e
HARS5 (D) P113 17,68+0,28 bcd 29,78+0,36 ab  |2,64+0,15¢c
K5 R SN:11/2014 (D) PI6+P12 [1857+0,27 abc 30,56+056 ab  |2,11+0,13 de
K9 R SN:3/2014 (D) PI8 16,74+0,31d 27,65+1,68 b 2,04+0,03 de
RHA 419 (D) PIArg  [1892+0,35ab 29504080 ab  |1,49+0,03 f
RHA 437 (D) P18 17,86+0,37 abcd [29,61+0,65ab [2,60+0,06 ¢
RHA 443 (D) Pl4 19,04+0,64 a 30,37+1,74ab  [3,81+£0,27 a
RHA 447 (D) P12 18,69+0,26 abc 30,23+1,33ab |2,42+0,08 cd
YDRH SN:7/2014 (D) | Mutant MR {19,06+0,24 a 27,92+0,86 b 2,7240,10 ¢
HA 89 (H) - 18,12+0,45 abc 28,96+1,58 b 2,74+0,09 ¢
2517 (H) - 17,58+0,43 cd 29,30+0,38 ab  [3,21+0,13 b
9661 (H) - 18,55+0,53 abc 28,90+1,21 b 2,85+0,23 bc

*Her bir deger 50 tekkerriiriin ortalamasidir. D: Dayanikli; H: Hassas
**Her bir siitunda yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harflerle gosterilen degerler arasmdaki
farkhibklar Duncan Coklu Karsilastirma testine gére dnemlidir (P<0.05).

4.3. Sekonder Enfeksiyonlar

Aycicegi mildiydsii etmeni P. halstedii ile yaprak enfeksiyonu ve 10 giin (x16 °C)
inkiibbasyon siirecinin sonucundaki degerlendirmelere gore; herhangi bir dayankhik geni
icermeyen HA 89, 2517 ve 9661 hatlarma ait yaprak disklerinin tiimiinde yogun enfeksiyon
olusumu gozlenirken (Sekil 4.1 A), swasiyla P1 13, Pl arg, P1 8 ve Pl 2 dayankhlk genlerine
sahip HARS5, RHA 419, RHA 437, RHA 447 hatlarmda enfeksiyon olusmadidt
gozlemlenmistir (Sekil 4.1 B). Yine farkh dayanikllk genleri bulinan CL 217 R, RHA 443,
K9 R SN:3/2014, YDRH SN:7/2014 hatlarmda ise hassas hatlara oranla disik de olsa
enfeksiyon  olusumu  gOriilmiistiir.
saymlarma gore; RHA 447, RHA 419, RHA 437, HAR 5 dayankh aycicegi hatlarmda

Inokulasyon yapilan yapraklarda yapilan sporangium

sporangium gelisimi  olugsmadigi (Cizelge 4.3.), hassas hatlarm yapraklarmdaki sporangium
yogunlugu ile aralarmdaki farkli@n istatistiki olarak Onemli oldugu goriimistir. Bununla
birlikte sdz konusu hatlar sporulasyon olusan ancak diisiik enfeksiyon oldugu belirlenen diger
dayanikh hatlarla farkh istatistki grupta yer almstr ve bu hatlarm da yapraklarmdaki
sporangium yogunlugunun hassas hatlara gore Onemli derecede diisik oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.1. Enfekteli yaprak diskleri (A) ile gozle goriilir sporulasyon bulunmayan yaprak
diskleri (B)

Sekonder enfeksiyon degerlendirmeleri sonucunda gbzle goriilebilir herhangi bir
sporulasyon goriilmeyen yaprak diskleri metot kisminda belirtilen sekilde anilin blue ile
boyanarak flouresan mikroskopta incelenmistir (Sekil 4.2). HAR 5, RHA 419, RHA 437 ve
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RHA 447 dayankh hatlarmda patojenin stomalardan giris yaptigi kismlar belirlenmistir.
Ancak stomalardan giris yaptig halde stomalarm etrafi incelendiginde patojenin sporangium
ve sporangioforlarmin olusmadigi gdzlenmistir (Sekil 4.3).

Bununla birlikte K9 R SN:3/2014 ve YDRH SN:7/2014 gbi diisik oranda da olsa
enfeksiyon olusumu gozlenen hatlara ait yaprak diskleri boyanarak flouresan mikroskop
altmda incelendiginde ise patojenin stomalar arasinda ilerledigi goriilmistiir (Sekil 4.4).

Cizelge 4.3. Dayanikh ve hassas hatlarm yaprak disklerinde sekonder enfeksiyon sonucu

meydana gelen sporangium yogunlugu

Hat Dayamkhhk geni Sporarg(i;_x(r)r;) sayst
CL217R P16 11,60+0,90 de
HAR 5 PI 13 0,00+0,00 g
K5 R SN:11/2014 Pl 6+PI 2 14,20+0,93 d
K9 R SN:3/2014 PI8 12,40+0,85 d
RHA 419 Pl Arg 0,00+0,00 g
RHA 437 PI8 0,00+0,00 g
RHA 443 Pl 4 8,90+0,36 ef
RHA 447 Pl 2 0,00+0,00 g
YDRH SN:7/2014 Mutant MR 7,10+0,80 f
HA 89 - 32,00£1,34 ¢
2517 - 4530+2,38 b
9661 - 49,80+2,28 a

*Her bir deger 10 tekkerriiriin ortalamasidur.

**Farkl harflerle gosterilen degerler arasindaki farkililiklar Duncan Coklu Karsila stirma testine gore énemlidir

(P<0.05).

28




Sekil 4.2. Hassas hatta (9661) fluoresan mikroskopta sporangioforlarm goriiniimii (A,B).
Enfekteli (C) ve enfekteli olmayan (D) stomalarm fluoresan mikroskopta goriiniimii (stomalar
tizerinde goriinen beyaz renkli alanlar enfeksiyonun oldugunu gostermektedir)

RHA 419

Sekil 4.3. Dayankh RHA 447 (A) ve RHA 419 (B) hatlarma ait yaprak disklerinde etmenin
stomalardan giris yaptigi noktalar (stoma iizerindeki okun gosterdigi beyaz kisimlar etmenin

varhgini gostermektedir.)
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YDRH7 SN:7/14 KSR SN:3/14

Sekil 4.4. Dayanklh YDRH SN:7/2014 (A) ve K9 R SN:3/2014 (B) hatlarma ait yaprak

disklerinde enfeksiyonun gelisimi

4.4. Biyokimyasal Dayamkhhk M ekanizmasi

4.4.1. inokulasyon Siiresince Kok Akmtilanndan TLC fle Tespit Edilen Anti-oomycete
Bilesikler

Farkh aycicegi hatlann kok mokulasyonu yontemi ile mokule edilerek mokulasyon
stresince kok akmtilarmdan elde edilen ekstraktlar TLC plakalarmda fraksiyonlarma
ayrilmistr.  Sporangium bosalmasm  %50’nin  ilizerinde engelleyen 0.06 ile 0.84 arasnda
degisen Rf degerine sahip 5 adet fraksiyon belirlenmistir. Tespit edilen fraksiyonlardan,
HARS5’e ait kok akmtilarmdan elde edilen ekstraktlardaki Fraksiyon III ve IV, RHA 437°den
I, K 5 R SN:11/2014°’den V, K 9 R SN:3/2014’dan I %50’nin iizerinde sporanguum
bosalmasmi engellemisler ve diger hatlara ait kok akmtilarmda tespit edilen aym fraksiyonlara
gore istatistiki olarak 6nemli bulunmuslardr (P<0.05) (Sekil 4.5).
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m HARS (D *) ® RHA 437 (D) = K5R SN:11/2014 (D) = K9 R-SN:3/2014 (D) = HA 89 (H) = 9661(H **)
100
90 +
X
N’ 80 |
:
S 70
g
S 60 -
S0 a ’
S 50 -
£
é 40 7 b
3 30
=3
=
§ 20 1
2
: ;
wg 0 1 1 1 1
1 (0.06) 11 (0.25) 11 (0.56) IV (0.63) V (0.84)
Fraksiyonlar (R;degeri ")

Sekil 4.5. Farkh aygigegi hatlarma ait tohumlarm mildiyd etmeni ile mokulasyon siiresince kok akmtilarmda ortaya ¢ikan fluoresan bilesiklerin
sporangium bosalmasm engelleme oranlart (%). Her bir deger dort tekrarm ortalamasm ve standart hatasmi gostermektedir. Her bir fraksiyon

icinde farkh harflerle gosterilen degerler duncan ¢oklu karsilastrma testine gore (p<0.05) birbirinden 6nemli derecede farkhdw. *D: dayanikli, “"H:
hassas, ““*TLC Gecikme faktérii.
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4.4.2. inokulasyon Sonras1 Koklerde TLC Ile Tespit Edilen Anti-oomycete Bilesikler

Farkh aygicegi hatlarmm P. halstedii ile okule edimis koklerinden elde edilen
ekstraktlar TLC’ de fraksiyonlarma ayrildigmda Rf degerleri 0.09 ile 0.9 arasmda degisen 10
adet fraksiyon elde edilmistir. Bunlar arasmda Fraksiyon II (Rf 0.12), IIT (Rf 0.21), IV (Rf
0.25), V (Rf 0.50) ve VI (Rf 0.63) sadece dayanklh hatlarm koklerinden elde edilen
ekstraktlarda bulunmustur (Sekil 4.6).

Sporangium bosalmasmi en yliksek oranda engelleyen HAR 5 hattmn koklerine ait
ekstraktlarda ortaya cikan IX no’lu fraksiyon olmustur. Bunu aym hattan elde edilen II no’lu,
CL 217 R’den I no’lu, yine HAR 5’den elde edilen X no’lu ve K9 R SN:3/2014 den VII
no’lu fraksiyon izlemisti. S6z konusu 5 fraksiyon da diger hatlardan elde edilen aym
fraksiyonlara gore onemli derecede yiiksek oranda etkili bulunmustur.

En fazla fraksiyonu CL 217 R hattma ait koklerden elde edilen ekstraktlar sergilemis,
bunlardan 6 tanesi %50’nin iizerinde sporanguum bosalmasm engellerken, Fraksiyon IV ve
V’in sadece CL 217 R’ye 0zgii oldugu ve swasiyla 9%60.53 ve %61.59 oraninda etkililik
gosterdigi tespit edilmistir. Sporangium bosalmasmi %60.63 orannda engellyen K9 R SN:
3/2014°nin koklerine ait ekstraktlarda bulunan fraksiyon VIII aym fraksiyonda yer alan RHA
447 ve RHA 443 ile istatistiki olarak benzerlk gostermistir.

Diger fraksiyonlar arasmda RHA 447°nin koklerinden elde edilen Fraksiyon II, RHA
419’dan X, RHA 443’den I ve IX, YDRH SN:7/2014’den III ve VII, K5-R-SN:11/2014’den

VI %50°nin tizerinde sporangium bosalmasini engellemislerdir.

Hassas hatlarm koklerinden elde edilen ekstraktlarda bulunan fraksiyonlarm tiimii
sporangium bosalmasi iizerinde olduke¢a diisiik etki gostermislerdir.
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m HARS5 (D *) mCL217(D) m RHA 447 (D) RHA 419 (D)
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2517 (H **) m HA 89 (H) 9661 (H)
100
&\°« 90 A
) 80 T T -
Eq0] 2 a a
= a a
@ b T b
%360 i . . @ b =b s
b T b b
2 50 - -
£
g
30 A
£
= c
%-020 T -
210 ILC c d ’
d e
O d 1 1 1 1 1 1 1 1 ﬁF 1
1 (0.09) 11(0.12) 111 (0.21) 1V (0.25) V(0.56) VI(0.63) VII(0.67) VII(0.75) 1X(0.84) X (0.90)
Fraksiyonlar (R:degeri ***)

Sekil 4.6. Farkh aygicegi hatlarma ait tohumlarm mildiyo etmeni ile inokulasyonundan sonra koklerde ortaya ¢ikan fluoresan bilesiklerin
sporangium bosalmasm engelleme oranlari (%). Her bir deger ii¢ tekrarm ortalamasm ve standart hatasim gostermektedir. Her bir fraksiyon
icinde farkh harflerle gosterilen degerler duncan c¢oklu karsilastrma testine gore (P<0.05) birbirinden 6nemli derecede farkldw. “D: dayaniki, “*H:

hassas, TLC gecikme faktorii.
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4.4.3. inokulasyon Siiresince Kok Akintilanndan Elde Edilen Anti-oomycete Bilesiklerin
GC/MS ile Tammlanmasi

Farkh aycicegi hatlarmm kok mokulasyonu igleminden sonra iokulasyon siiresince
kok akmtilarmda meydana gelen bilesiklerin kimyasal bilesenlerinin tespit edilmesi amaciyla
GC/MS analizleri yapinustr. Anti-oomycete etki gosteren bilesiklerin igerikleri agismdan
karsilastmlabilmesi  igin  sporangium bosalmasm  (>50%) engelleyenler ile diisik etk
gosterenler segilmistir  (Cizelge 4.4). Bu analizler sonucunda mokulasyon siiresince kok
akmtilarmdan elde edilen anti-oomycete Gzellige sahip bilesikler 15 farkh grupta
smiflandrimustr.  Inokulasyon  siiresince  kok  akmtiarmdan elde edilen  anti-oomycete
Ozellikteki bu bilesikler icerisinde en biliyllkk grubu esterler olusturmustur. Esterleri srasiyla
alkanlar, alkoller, terpenler, aldehitler-ketonlar- silisyumiu bilesikler, amidler - aminler - yag
asitleri, heterosiklik bilesikler, alkil halojeniirler - steroidler, alkenler, kiikiirtli organik
bilesikler takip etmektedir.

Esterler grubuna ait bilesiklerden 20’si dayanikh aycigegi hatlarmda, Es.'?2 kodlu
bilesik yalnizca hassas hatta, Es.21: 46. 51, 132, 133 kodlu bilesikler ise hem dayanikh hem hassas
hatlarda tespit edilmis olup toplam 26 adet farkh bilesik tespit edilmistir.

Toplam 13 adet bilesikle 2. srada yer alan alkanlar grubunda ise Alk.> 16 18. 35, 39, 45, 46,
50, 57, 66 kodlu bilesikler yalizca dayanikh hatlarda tespit edilmisken, Al.10: 19 45 kodlu
bilesikler yalnizca hassas hatlarda AI.%% kodlu bilesik ise hem dayankh hem de hassas
hatlarda tespit edilmistir.

Alkoller grubunda yer alan Alc.13 17, 20, 28, 30, 40 kodlu bilesikler yalnizca dayanikh
hatlarda, Alc.?4 25 yalnizca hassas hatlarda tespit edilmistir.

Terpenler grubunda bulunan Te.!® 21 32 kodlu bilesikler yalnizca dayankh hatlarda,
Te.* 26 yalnizca hassas hatlarda, Te.® 2° kodlu bilesikler ise her ikisinde de tespit edilmistir.
Aldehitler grubuna ait toplam 6 adet bilesikten Ald.l: 6 12 14 17 kodlu bilesikler yalizca
dayankh hatlarda tespit ediliken, Ald.® kodlu bilesik hassas hattan elde edilmistir. Ketonlar
grubuna ait Ke.* % 7 kodlu bilesikler dayankh, Ke.> 14 19 kodlu bilesikler ise hassas hatlarda
ortaya ¢ikmuistir.
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Cizelge 4.4. Inokulasyon siiresince hassas ve dayankh aycicegi hatlarma ait kok akmtiarmdan elde edilen ve %50°nin iizerinde anti-oomycete
etki gosteren fraksiyonlarm GC/MS analizi sonuglart

Hat Fr Bilesik Gruplann ve Numaralan
1 AlC.ZO' 28,40 A|d1 12, 14, 17’ Alk. 17,35,39’ Amd.22‘44, ES.7’8’21‘46' 104,126, 132' Fa_5’ He.75, S.4, Sll 12’ Te.6
HAR 5 IV | Alc.28, Ald.12, Alk. 546.66 AJH.11 Amd.22 44 Es,17.46,51,59,102,105,113136 F35 Te.6.32
RHA 437 I A|C.13’ 17,28’ A|d.12, Alk.57, Alke.9' 10’ Amd.zz, 42v44,Amn.4, ES.21'46'80'84'132, Fa.5, Si.1'2'5*12, Te.6'25
K5 R SN311/2014 V A|C.3O, Alk. 16,45,63’ AlH.z, Amd.zz’ E5.18,21,45,46,51, 107,119,133’ He.85, Ke.5'7, Si.l,z,lz’ St.ﬁ, Te. 6,19,32
K9 R SN: 3/2014 | A|C.28, Ald.6, Alk. 50,63’ Amd.22'33, ES.46'59'71'99'101'135, Ke.4, Si.1'3' 12’ Te.6'21'25
HA 89 I |Alc.1224 Ald.3, Ak. °44 AIH.5, Amd.?2 44 Amn.35, Es,21,46,51,132.133 Hg 6.74 Ke 2 Gj, 2,11 St 10,11 Te 6.25
9661 Il |Alc.2%, AIH.23, Alk. 1863 Amd.22 27,44 Eg5,46,51,122,133 F35 Ke 19 Sjl Te.* 6

Fr: Fraksiyon, Alc: Alkol-- 22 4-Diethyl-1-heptanol; 3(6Z)-3,7-Dimethyl-6,11-dodecadien-1-o0l; 7Z-11,13-Dimethyl-11-tetradecen-1-ol acetate; 2°2-ethyl 2-methyl
tridecanol; 2*1-Hentetracontanol; 282-Hexyl-1-decanol; 3°2-lsopropyl-5-methyl-1-heptanol; “°Oleyl alcohol; Ald: Aldehit-- 12 ,5-Bis[(trimethylsilyl)oxy]benzaldehyde;
3Cetenal; ®10-Heptadecenal; >Nonanal; 1*5-Octadecenal; *’Undecanal AIH: Alkil halojeniir--21-Bromotriacontane; 31-Chlorooctadecane °1,12-Dibromododecane; *'1-
iodotridecane Alk: Alkan-- ®Decane, 5,6-bis(2,2-dimethylpropylidene)-, (E,Z)-; °2,4-Dimethyldocosane; ‘®Dioctadecyloxy-1,1,2,2-Tetradeuterio Ethane; ’Docosane;
BDotriacontane; 351O-Methéylnonadecane; 395.Methyl Octadecane; **Octacosane; “°Octadecane; “61-(Vinyloxy)octadecane; °Propane, 1,3-bis(octadecglloxy)-; 572,6,10,15-
Tetramethylheptadecane; ®Tetratriacontane; %¢Tritriacontane Alke: Alken-- °Squalene; 1°2,2,5,5-Tetramethylhex-3-Ene Amd: Amid-- 22Erucamide; %’3-Methyl-N-(2,2,2-
trifluoro-1-(isopropylamino)-1-(trifluoromethyl)ethyl)butanamide; 33N,N-Di(cyclohexyl)trifluoroacetamide; “*Oleamide Amn: Amin-- “2-Aminoethanethiolsulfuric acid;
35potassiumhexamethyldisilazide Es: Ester-- Bis(2-ethylhexyl) maleate; 82,3-Bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl icosanoate; *’Cyclobutanecarboxylic acid, undec-10-enyl ester;
8pecyl bromoacetate; 2 Diisobutyl phthalate; **Ethyl 7-octenoate; *°Ethyl oleate; “6Ethyl palmitate; 5*Ethyl stearate; 5Heptadecyl hexanoate; "‘Linalyl formate; 8°Methyl 2-
cyclohexyl-2-methylpentanoate; 8Methyl 3-oxotetracosanoate; **Monoolein TMS; 1°'Monostearin; 1°Myristyl oleate; °*Octadecyl chloroacetate; °°9-Octadecenoic acid (Z) -
, 2-hydroxy-3-[(1-oxooctadecyl)oxy]propyl ester; 1°710-Octadecenoic acid, methyl ester; 13Palmitoleyl oleate; 1**Propyl oleate; 1?*Stearic acid, 3-(octadecyloxy) propyl ester;
126Tetradecyl chloroacetate; *2Trimethylsilyl stearate; *3Trimethylsilyl octadecanoate; ***Undecanoic acid, 11-bromo-, undecyl ester; **Vinyl stearate Fa: Yag asidi--
SOleic acid He: Heterosiklik bilesik--°1-Amino-8-methyl-3,6-diazahomoadamantan-9-ol; "*Hexamethyl methylolmelamine; 752-Hydroxyadenosine; 84,7-Methanoazulene,
decahydro-1,4,9,9-tetramethyl- Ke: Keton—- 22-Aminobenzophenone; “Bromperidol; °Butyrylfilicinic acid; “Cyclopentadecanone; #2-N,N-Methylacetylamino-5-
nitrobenophenone; °1,2,3 4-Tetraphenylbutan-1-One S: “3-Mercaptopropyltriethoxysilane Si: Silisyumlu bilesik-- Cyclocarbosilane; ?Diethoxydiphenylsilane; 31,2-
Diphenyltetramethyldisilane; *Nonyltrichlorosilane; Trimethylsilyl-di(timethylsiloxy)-silane; *2Tris(trimethoxysilyl)silane St: ®Beta-Sitosteryl trimethylsilyl ether; 1°7,8-
Epoxylanostan-11-ol, 3-acetoxy-; *'Ergostane-3,6-dione, 25-(acetyloxy)-5-hydroxy-, (5.alpha.)- Te: Terpen-- *Alpha-isomethylionone; ®18.alpha.-Olean-3.beta.-ol, acetate;
Linalool; 2!(-)-Menthone; 2°Olean-12-ene-3,28-diol, (3.beta.)-; 20Olean-18-ene; *?Valeranone, (+)

35



Silisyumlu  bilesikler grubundan 6 adet bilesik mnokulasyon siiresince kok akmtilarmda
ortaya ¢ikmustr. Bunlardan Si3 ® 12 kodlu bilesikler yalnizca dayanikh hatlarda, Si'' hassas
hatlarda, Si.l:2 ise her ikisinde de ortaya ¢ikmustir.

Kok akmtilarmda ortaya ¢ikan amidler grubuna ait 5 adet bilesikten Amd.33 42 kodlu
olanlar yalizca dayankh hatlarda, Amd.?’” kodlu bilesik ise yalnzca hassas hatlardan
9661°de ortaya ¢ikarken, Amd.?? 44 her ikisinde de ortaya ¢iknustir.

Yag asitleri grubuna ait Fa.° kodlu Oleic acid her ikisinde de tespit edilmistir. Kok
akmtilarmda ortaya ¢ikan heterosiklik bilesikler grubuna ait 4 adet He.”® 8 yalnizca dayankh
hatlarda, He.% 7* yalnizca hassas hatlarda ortaya ¢ikmustir.

Alil halojeniirler grubunda 3 bilesikten AIH.> ! kodlu olanlar yalnizca dayanikh
hatlarda, AIH.3? ise hassas hatlarda ortaya ¢ikmustir.

Inokulasyon siiresince kok akmtilarmda ortaya c¢ikan steroid grubuna ait 3 adet
bilesikten St.6 kodlu Beta-Sitosteryl trimethylsilyl ether yalnizca K5 R SN:11/2014 dayankh
hattnda ortaya ¢ikmustr. St.10- 11 kodlu bilesikler ise yalmzca hassas hatta bulunmustur.

Alkenler grubuna ait Alke.> 10 kodlu iki bilesik de RHA 437 yalnizca dayanikh
hattnda, ortaya c¢ikmustir.

Amin grubuna ait Amn.* kodlu bilesik II. fraksiyonda yer alan RHA 437 dayanikh
hattmda, Amn.®®> kodlu bilesik ise 1. fraksiyonda yer alan HA 89 hassas hattmda tespit

edilmistir.

Kiikiirti ~ organkk  bilesikler — grubuna ait S.* kodlu tek bilesk  3-
Mercaptopropyltriethoxysilane Har 5 dayanikh hattnda ortaya cikmustrr.
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4.4.4. inokulasyondan Sonra Koklerden Elde Edilen Anti-oomycete Bilesiklerin GC/MS

ile Tammmlanmasi

Inokule edimis dayankh ve hassas hatlarm koklerinden elde edilen bilesiklerin
kimyasal bilesenlerinin tespit edilmesi amaciyla GC/MS analizleri yapimistr. Anti-oomycete
etki gosteren bilesiklerin icerikleri agisndan karsilastriimast amaciyla  %50°nin  {izerinde
sporangium bosalmasma engel olan bilesikler ile diisik etki gosteren bilesikler secimistir. Bu
analizler sonucunda inokulasyon sonrasi koklerden elde edilen anti-oomycete 6zellige sahip

bilesikler 17 adet farkh grupta smiflandirilmistir.

Inokulasyon sonrast koklerden elde edilen anti-oomycete &zellikteki  bilesikler
icerisinde en biiyik grubu esterler olusturmustur. Esterleri srasiyla heterosiklik bilesikler,
alkanlar, amidler, alkoller, aminler, fenolk bilesikler, terpenler, aldehitler, ketonlar,
steroidler, alkil halojeniirler, alkenler, yag asitleri ile spiro tirevi bilesikler, silisyumlu
bilesikler, kiikiirti organik bilesikler takip etmektedir (Cizelge 4.5). Bu bilesiklerden bazlar
hem dayanikh hem de hassas hatlardan elde edilen koklerde tespit edilirken bazlar1 yalizca
dayanikli bitki koklerinde bulunmustur.

GC/MS analizleri ile inokulasyon sonrasi koklerde tespit edilen 118 adet ile en biiyik
grup olan esterlerden 77 adedi yalnizca dayanikh hatlarda ortaya c¢ikmustr. Yalnizca hassas
hatlarda bulunan ester grubuna ait bilesiklerin sayis1 33 iken Es.5 33, 39, 41, 46, 47, 51, 88 kodly
bilesikler hem dayanikli hem de hassas hatlarda tespit edilmistir.

Esterlerden sonra 2. biliyiik grup 112 adet heterosiklik bilesikten 69’unun yalnizca
dayankh hatlara ait oldugu, 39 adedinin hassas hatlara ait oldugu He.20: 95 115, 133 kodlu 4

bilesik ise hem dayankli hem de hassas hatlarda tespit edilmistir.

57 adet alkandan 24 adedi yalnizca dayankh hatlarda, 11 adedi yalnizca hassas
hatlarda 22 adedi ise hem dayamkh hem de hassas hatlarda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. Inokulasyon sonrasi hassas ve dayanikh aycicegi hatlarma ait koklerden elde edilen ve %50’nin iizerinde anti-oomycete etki

gosteren fraksiyonlarm GC/MS analizi sonuglari

Hat Fr Bilesik Gruplan ve Numaralan
| Alc.l 7,20, Alk. 22,42,61,62, Amd.16!2627,41'42'44'45'51,Amn.7, E5.10,26,27,38,46,47,88,93, Ph.G,S.S, Sp.g, Te.1.28,31
1 Alc. 21’ Alk. 8,10,12,22, 23, 25, 30, 61’ Amd.22, 30,42, 45, 52’ Amn_lS, 38' He.90, 106, 119, ES.Z‘ 6,46, 60, 74, 108,122' Fa.5, Ph.17, S.l, St.14
CL 217 R(D) AV A|C.35’ 36'39'46,Ald.2,Amd.4' 12'44,Amn.4~ 12,21’ ES.20’35'49’79’82’106’ 119, 128, He.12’51’ 92, 135, Ke.13' Si.G, Sp.g, St.Q’Te.12,23
V; Alc.27.29.31 Ald.12, Amd.44, Es.15.57,61,134 g 11,34,38,39,47,54,71,72,73,98, 104,122,125 Ko 11 Tg 14
VI A|d.8, 15’A|k_ 32,40,43,45,54’Amd.22,42,45, 50, 52’ Amn.lO, 18,28,29,34, ES.S‘ 27,39, 46, 47’ He.S, 10, 32, 45, 60, 64, 133’ ph.11,22, Te.19
IX A|C.3' 8,25,381 A|d.11, Amd.161 22,441 ES.42'46'55' 56,77, 94, 114,124’ He.8'24~32~ 33, 35,47, 131’ Te.18'22, Sp_9, St.18
I A|C.2' 4’20’22,A|H.4, Alk. 13, 20, 27, 29, 45, 49, 60, 64, Amd.42'45’51, Amn_22’ ES.24'27'39’46’47’55’58’70'73'112’123, Fa_3,61 Te.2'13'19
X Alc.% 1118 A4 16 AIH5, Alk.L, Amn.?, Es.9 14.46,51,89,100, 103,106, 109, 111,116, 119,120,137 52 Hg 30.36,70,130 Kg 8 Sp.z,
HAR 5(D) St.12, Te.10.14,15,24
A|H8 12’ Alk. 13,34,57’ Amd.41’44’45'52, Amn.17' 25’ ES.27’ 30,38,40,47,51,67,72,97,118’ Fa.6 He.17'29' 102’ ph7 11,13’ Si.9’ St.lS,
X Tel9 19
RHA 419(D) X A|H.10, Alk. 12,23, 28, 30,43, 45,55, Am_10,28,36,44,45,46’ ES.12’29’ 46, 63,73,87,129’ He.9'44, Ke.lZ, ph.S’ 8.2
RHA 437(D) - -
| A|H.6, Alk. 8,10,11,12,17,21, 22, 23,43, 62’ Amd.Z, 31,43,45,51, 52’ He.18, 81, 86, 105' ES.27’ 37,46,92' Fa.5, Ph.ZO' Sp.8’ St.l
RHA 443(D) VI Alk. 8,10,12,17,23, 26,30, 43,45,61 ,Amd.21'45,Amn.3, ES.38’ 41,46, 48, 67’ He.41'49'58'78'142, Sp.S’ St.16, Te.4
IX A|C.5, A|d.8, Alk. 8 10,12,19,23,27,28, 36,38,42,62’Amd.15,19,45, 52’ ES.38'46'105, He.1'21, Ke.lG, ph_le’ St.8, Te.8
RHA 447(D) 1 A|C.6‘ 10, 26, 33, 37’ A|d.9’ A|ke_2, 3,4' Amd.25' 44' Amn.26, Es_16, 27, 35, 51,75,86,88’ He.4' 28, 37,70’ Ke.6, Sp.7, St.”, Te.5' 18,20
VI A|d.5, Alk. 8,15,19,22,23,28,43,45,47,62 ,AIke.5, Amd.42’ 45,47,48,51’ Amn.22, ES.33'39'46'47’125, He.65'84, Ph.16~19,Te.11
}S<§|::\)11/2014(D) VI AIH9, Alk, 12.17,23,38,43,62,65 Alke.l Amd,32 42,4552 Eg 38,46,51 Hg 2,18,76,94,124 pp 1,25
K9 R VII A|C.42’ 45,A|k. 10,17, 23, 30, 31, 58, 59, 62’ Amd.44'45'51,Amn.111 19,23’ ES.39’46’50’ 54,64, 78,91, 96’ He_27, 67, ph_21,22, 24, 30, Si.ll, Te.7
SN:3/2014(D) VI Alk. 2,8,10,45’ Amd.14v17137r42'45,Amn.23, Es.41.46,51,66,73, 90, He.15.81
YDRH 1] Alk. 4,8,11,12,14,22,33,43,55, 56, 62 ,AIke.7, Amd.35' 42,45' ES.46' 76, 77’ He.2°'27' 59, 108’ ph'18’ Sp.G’ Ke.l
SNZ7/2014(D) VII A|C.15, A|H.3, Alk. 12.23,40,43,51,62 ,Amd.45v52,Amn.6v 391 ES.32'39'46'65'117, Fa.l, He_63,82,88, 95,115’ St.7
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Cizelge 4.5. (Devami)

Hat Fr. Bilesik Gruplann ve Numaralan
| Alc.47 Ald.13, AIH.I, Alk, 22414552 Amd .3 13.42.45 Amn. I, Es 46.51,62,68,85,88, 121 g 3,19,20,101, 132,137 pp 2.3,15,16
Si7, Te.2"
HA 89(H) Vil Alc.44 Ald4, Alk. 12,30,52,5562 Amg 5.6.20,45 g 23,28 41,4546,51,115 g 79,121 K 15 Te 16,29
IX Alc.14.32,4T Ak, 3.14,23,28,43,61_ Alke 8 Amd.%2 45 Es 19.25,41,46,51,53,70,98_ g 31,40,136, 141 pp 10,16 Kge.10 Te 19,30
X Alc.19. %5 Ak, 7.10.14,19,23,2830,44,45 A 7.29,42,45,49 A 14.24,27 Eg 11,31,34,46,52,130 Hg 42,101,107 pp 23 Ke 17
Vil Alc.16.43_ Al 10,22,23,42,43 A 11,4553 g 43,46,51,95 | 43,56,61,87,101, 112,120,127, 137,138_p[ 28
2517(H) VI Alc.3% Ald.7- 10, Alk. 23.37.43,535455 Amd 45 Amn.9. 23.36 Eg 1.46,51 Hg 48,52,5357,93 113,115,120 pp 16,29 GjI1 Gt 4.15
IX Alk. 17.23.24,30,43,48,62 Alke.6.7. Amd.9 45 Amn.28. 30.33.37 Eg3.13,22,41,46,5181.83 Hg 7.137 Ke 3 Ph4Si8St3 Te.3
I Alk. 89.23,43 Ap.37,40,42,45 Eg 33,36,39,41,46,47,51,130 g 25,80,118,132,133 pp, 5,12,20, 23,27
VI Ald5, Alk. 6.8.2338,4361 Amq 18.24.45 Amn 8. 9.13,16,20 g 4.5,39,46,51,69 g 7.46,109,117 Kg I Pp9.16,26 Gt 5
9661(H) IX Alc.23. AIH.7. Alk. 8:13.21,43 Amn.2:4,5,31 Eg.39,46,127 Ha 22,50,55,101 ph 14 Te 19
X Alk. 8.17.23,4158,59 A 23,42,45,52,54 A 22,32 Hg 68,95,140 g 39,41,45,46,74,110,130,131 F5 4 Ph8 St2 Te4

Fr: Fraksiyon, Alc: Alkol--'9-Azadecan-1-ol, 11-bromo-O-[5-bromopyridin-2-yl]-; *Batilol; 4 5-Bis(hydroxymethyl)-2,2-dimethylcyclopentanol; “3-Bromo-1,2-propanediol; °2-
Butyl-1-octanol; °2-Chlorocycloheptanol; ‘Cyclobutanol; *Cyclododecanemethanol ; °1,3-Cyclohexanediol; *°Cyclopentane-1,2,3,4-Tetrol; " Decyldiglycol; **2,2-Dimethyl-1-octanol;
152 7-Dimethyl-1-Octanol; '°3,7-Dimethyl-1-Octanol; '®2,6-Dimethyl-1,7-octadiene-3,6-diol; '*1-Eicosanol; *°2-ethyl 2-methyl tridecanol; *'1-(3-Methoxymethyl-2,4,6-
trimethylphenyl)ethanol; ?22-(Pentylamino)ethanol; ®Falcarinol; *°1,7-Heptanediol; *°11-Hexadecen-1-ol, acetate, (Z); *'2,6,10,15,19,23-Hexamethyl-tetracosa-2,10,14,18,22-
pentaene-6,7-diol; **2-(2-hydroxycyclopentyl)sulfanylcyclopentan-1-ol; *(5-Methylcyclopent-1-enyl)methanol; **2-Methyloctan-1-ol; *3-Methyl-1-butanol; *4-Methyl-3-Heptanol;
%2-Monooleoylglycerol trimethylsilyl ether; *1-Nonanol; *'2-cis,cis-9,12-Octadecadienyloxyethanol; *6,9,12-Octadecatrienol; **3-Octyn-2-ol; *'1,2-Oxidolinalool; “*1-(3-
Tributylstannyloxiran-2-yl)pentan-1-ol ; “*1-(2-Aminoethylamino)-2-propanol; “4-Tert-Butyl-1-Methylcyclohexanol; “Tridecanol; “2,5,5-trimethyl-3,6-heptadien-2-ol; “’Vanillyl
alcohol Ald: Aldehit—?2-Butylacrolein; *3-(Dimethylamino)-3-(methylamino)propenal; 5HePtanaI; "Hexanal; ®3-Hydroxy butanal; °2-1sopropyl-5-methyl-hex-2-enal, (22)-; *°
Isovaleraldehyde; ** (32)-2-Methyl-4-(2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-yl)-3-butenal ; *Nonanal; **2-Octadecenal ; *°10-Octadecenal; **Trans-Undec-4-enal AIH: Alkil halojeniir--'1-
Bromo-11-iodoundecane’*1-Chlorooctadecane; “9,10-Dibromopentacosane; °1,12-Dibromododecane; °1,14-Dibromotetradecane; '1,3-Dibromo-2,2-Dimethoxypropane; 1-Hexene,
3-chloro-; *1-lodohexadecane; °1-lodononane; *2, 2-(1-Ethoxy-ethoxy)-1,1,1-trifluoro-4-iodobutane Alk: Alkan-- ‘Butane, 2-(2,2-dichloro-1,3-dimethylcyclopropyl); 5-Butylnonane;
*1-Chlorododecane; *Decane; °5,5-Dibutylnonane; '1,1-Diethoxyethane; ®3,7-Dimethyldecane; °2,4-Dimethyldocosane; *°4,6-Dimethyldodecane; *7,9-Dimethylhexadecane; *3,7-
Dimethylundecane;  '*3,8-Dimethylundecane;  '*4,7-Dimethylundecane;  °4,5-Dimethylnonane;  'Docosane;  Eicosane;  %1-(2-Decylaminoethoxy-2-[2-(2-
trimethylsilyloxyethoxy)ethoxy]ethane; %'6-Ethyl-2-Methyloctane; 3-Ethyl-3-methylheptane; %5-Ethyl-2-Methyloctane; *5-Ethyl-5-Methyldecane; 2°3-Ethyl-6-trifluoroacetoxyoctane;
%Heneicosane; “’Heptacosane; “*Heptadecane; ’Hexacontane; **Hexadecane; 312-Meth¥ld0decane; ¥23-Methylheneicosane; **2-Methylheptadecane; **5-Methyl -5-Propylnonane; 5.
Methylundecane; ¥8-Methylheptadecane; *4-Methyltetradecane; ““Nonacosane; “Nonadecane; “*5-(1-Methylpropyl)nonane; “5-(2-methylpropyl)nonane; “Octacosane;
*Octadecane; “’Pentadecane, 8-hexyl-; “1,3-Bis(methylthio)propane; “Propane, 1,3-bis(3-methoxycarbonylphenyl)-; *2,3 4-Trimethyldecane; *2,3,3-Trimethyloctane; **3,4,5,6-
Tetramethyloctane; *2,3,5,8-Tetramethyldecane; >°2,3,6,7-Tetramethyloctane; *°2,6,10,13-Tetramethylpentadecane; °'2,6,10,15-Tetramethylheptadecane; *°2,6,11,15-
Tetramethylhexadecane; °2,6,11-Trimethyldodecane; ®Tetracontane; “Tetracosane; “Tetradecane: “*Triacontane; “Tricosane Alke: Alken--'3-Chloro-1-hexene; 2Cyclooctene: °1-
Heptene; “3-Methyl-Z,Z-4,6-hexadecadiene; °13-Methyl-Z-14-nonacosene; °4-Methyl-1-undecene; '7-Methyl-1-undecene; ®3-methylthio-1-propene Amd: Amid-- 2Acetamide, 2-(2,4-
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dimethoxybenzylidenehydrazino)-N-ethyl-2-oxo-; *Acetamide, N-(4-bromo-2-chlorophenyl)-; “Acetamide, N-(4-hydroxy-2-cyclohexen-1-yl)-, cis-;*Acetamide, N-[2-(acetyloxy)-2-[3,4-
bis(acetyloxy)phenyl]ethyl]-N-methyl-, (R)-; "4-Acetamido-N,N-diisopropyl-3-nitrobenzamide; *Benzamide, 4-(2,4,6-trimethylbenzoyl)-N-methoxy-; '°3.beta.-Acetoxy-bisnor-5-
cholenamide; **Caproamide; **Carbromal; **2-Chloro-4-(trifluoromethyl)benzamide; **Cyclohexanecarboxamide; **Cyclohexanecarboxamide, N-furfuryl-, *’4-Cyclohexene-1,2-
dicarboximide, N-butyl-, cis-; "*Cyclopentanecarboxylic acid (1-bicyclo[2.2.1]hept-2-yl-ethyl)-amide; *°2,2-dichloro-N-(2-chloropyridin-3-yl) acetamide; °3-Diethylsulfamoyl-N-O-
tolyl-benzamide; *Dodecanamide; *’Erucamide; **Heptanamide, 4-ethyl-5-methyl-; ®Hexaethylphosphoramide; °8-Methyl-6-nonenamide; *1-Methyl-2-pyrrolidone-4-carboxamide;
292-Myristynoyl-glycinamide; **N-(2,4-Dimethylphenyl) Acetamide; *:N-(3,5-dimethylphenyl)-3-Ethoxypropanamide; *N'-(3-Bromobenzylidene)-4-Hydroxybutanohydrazide; *N-
Butylcarbamoyl-4-(Salicylideneamino) Benzenesulfonamide; *N-Butylcarbamoyl-4-(salicylideneamino) benzenesulfonamide; 37N-Cyano-N-[4,6-bis(dimethylaminoz-l,3,5—triazin-2-yl]-
p-toluenesulfonamide; *N-methyl-N-(2-methylpropyl)formamide, “°N-methyl-N-(2-phenylethyl)acetamide; ““N-Methyl nicotinamide TMS; ““Nonadecanamide; “*N-Sec-butyl-3-(2-
hydroxy-3,4-dimethyl-phenyl)-3-phenyl-propionamide; ““Oleamide; “*Oleylacetamide; “Oxiranecarboxamide, 2-ethyl-3-propyl-; “’Propanediamide, N,N"-1,6-hexanediylbis[N'-heptyl-
N'-methyl-; *Propionamide, 3,3'-dithiobis-; “’Pyrazinamide *°1-(3,4-Methylenedioxybenzylidene)semicarbazide; *'Stearamide; **Tetradecanamide Amn: Amin-- ‘N-Acetyl-2,5-
dimethoxy-4-ethylamphetamine; 2N-Acetyl-2-methoxy-4,5-methylenedioxyamphetamine; *N-Acetyl-2-propoxyamphetamine; °3-Amino-4-(methylthio)benzotrifluoride; ®3-Azido-N,N-
dimethyl-4-nitroaniline; " Benzenamine, N,n,4-trimethyl-2-(trimethylsilyl)-; SBis(S-phenyI-propyL)amine; °4-Bromo-2-chloroaniline; °2-Butanamine; "Butanamine, 2,2-dinitro-N-
methyl-; *3-Buten-2-amine, 4-(2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-yl); *Butylmethylnitrosamine; ““2-Carbomethoxy-5,5-dimethoxy quinuclidine; *2-Chloroaniline-5-sulfonic acid;
*Chloroacetylamine, N-[2-n-octyl]-; *"3-Chloro-2,2,3-trifluoro-N-methyl-N-(1-methylethyl)-1-propanamine; **Desipramine; **Desmethyltrimipramine; ZODieth%}lenetrzamzne; 2123,5-
Dimethylpyrazol-1-ylmethyl)(4-methylfurazan-3-yl)amine; *2,5-Dimethoxy-4-Propylamphetamine; *2,6-dimethyl-N-trimethylsilyl-4-trimethylsilyloxyaniline; “Dioctylamine; *1,2-
Ethanediamine, N-(2-aminoethyl)-N"-[2-[(2-aminoethyl)amino]ethyl]-; *°1-Heptanamine, N-heptyl-N-nitro; *’Heptadecanamine; *2-Hydroxydesipramine; °3,3'-Iminobispropylamine;
®Mescaline hydrochloride; 31N-[2,G-Dimethyl-4-[(trimethy|siIyI)oxy]&ohenyI]-1,1,1-trimethylsiIanamine; ¥N-Desmethylclomipramine AC.; *N-octan-2-yloctan-2-amine;
¥Norspermidine; **2-Pyrimidinamine, 5-bromo-4-methoxy-N,N-dimethyl-; ¥’Silanamine, N-[2,6-dimethyl-4-[(trimethylsilyl)oxy]phenyl]-1,1,1-trimethyl-; **Tetradecylamine; *Tris(2-
aminoethyl)amine Es: Ester--*Aceticacid, trifluoro-, 3,7-dimethyloctyl ester; *Aceticacid, (2,4,5-trichlorophenoxy)-, methyl ester; *(Acridin-9-ylamino)-acetic acid methyl ester;
*Azamalonic ester; °Benzeneacetic acid, 3-methoxy-4-[(trimethylsilyl) oxy]-,ethyl ester; °Benzoic acid, 4-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester; *Boric acid (HBO2), cyclohexyl
ester; '°3-Bromobenzoic acid, tridecyl ester; **3-(3-Bromophenyl)propenoicacid, 2-(diethoxyphosphinyl)-, ethyl ester; **Butanoicacid, heptafluoro-, 1-(butoxycarbonyl) propyl ester;
Bcarbamic acid, N-(4-methylphenyl)-, oxiranylmethyl ester; **Chloroaceticacid, 1-cyclopentylethyl ester; **Chloromethyl 3-chlorooctanoate; **Cis-L-Carvyl acetate; **Decyl nitrate;
203-Deoxy-d-mannoic lactone; 22,4-Dichloro-6-iodophenoxyacetic acid ethyl ester; *Dimethyl 2-[fluoro(1H-indol-3-ylsulfanyl)methylene] malonate; *Diethyl phthalate; *3-
(Dimethoxy-phosphoryl)-3-hydroxy-butyricacid ethyl ester; *1,3-Dipalmitin; ?'1,3-Distearin; *Dithiocarbamicacid, N,N-dimethyl-, S-dimethylamino ester; °8,11,14-Docosatrienoic
acid, methyl ester; **Dodecanoic acid, undecylester; *'2,4,6,10-Dodecatetraenoic acid, 3,7,11-trimethyl-, methyl ester; **Eicosane; *Ethanethioicacid, S-[8-(diethylphosphono)octyl]
ester; **Ethyl caproate; *Ethyl cholate; **Ethyl 2-(2-chloroacetamido)-3,3,3-trifluorolactate; *’Ethyl 2-(2-chloroacetamido)-3,3,3-trifluoro-2-(2-fluoroanilino)propionate; **Ethyl
erucate; ®Ethyl9-hexadecenoate; “Ethyl linoleate; “'Ethyl 2-(3-methoxy-4-trimethylsilyloxyphenyl)acetate; “’Ethyl nonadecanoate; “*Ethyl 18-nonadecenoate; “Ethyl oleate; “Ethyl
palmitate; “’Ethyl pentadecanoate; **Ethyl 2-(4-[4-(trifluoromethyl) phenoxy]phenoxy) propanoate; “’Ethyl 3-(2-Propynyloxy)Propanoate; *’Ethyl Piperazine-1-Carboxylate; *'Ethyl
stearate; *’Ethyl tetradecanoate; **Ethyl 2,4,6-trichloro-5-nitronicotinate; >*2-Ethylhexyl decanoate; *°4-Fluoro-1-methyl-5-carboxylic acid, ethyl; *°2-Furancarboxylic acid, octadec-
9-enyl ester; *’Geranyl Isovalerate; **Glycol stearate; ®3-Heptenoic acid, methyl ester, (E)-; *7-Hexadecenoic acid, methyl ester, (Z); ®*3-(Methylthio)hexyl butanoate; **3-
Hydroxyoctanoic acid, di-TMS; *4-Hydroxyphenyl 3-nitrobenzoate; *°(3-Hydroxy-4-methoxyphenyl)ethylene glycol tris(pentafluoropropionate); ®Hydrastininic acid;
’Hydrazinecarboxylic acid, 2-ethyl-, methyl ester; ®1-Imidazolic acid, 5-bromo-4-nitro-, ethyl ester; ®Isopropyl Myristate; Linalyl anthranilate; "“Menthyl
trimethylsilylmethylmalonate; *Methoxyacetic acid, 4-hexadecyl ester; “Methoxyacetic acid, 4-tridecyl ester; *Methyl 11-(2,3-methylene-cyclopentanyl)-undecanoate; "*Methyl
11,14-octadecadiynoate; "Methyl 15-oxohexadecanoate; "®Methyl 16-[(trimethylsilyl)oxy]hexadecanoate; *Methyl 2-bromopropionate; ®Methyl 3-hydroxy-2-
tetradecyloctadecanoate; ®Methyl 3-hydroxyoctadec-9-enoate; **Methyl 3-nonenoate; *Methyl 9,12-epoxystearate; ¥Methyl abscisate; *’Methyl cis-3-[p-anisido]acrylate; ®*Methyl
perfluorobutyrate;; *Methyl trans-9-(2-butylcyclopentyl)nonanoate; **Methyl 16-Oxooctadecanoate; **Methyl 2-(2-methoxy-2-oxoethyl)benzoate; *Methyl oleate ozonide; **Methyl
thiocyanate; “Methyl-2-heptynoate; **1-Methylbutyl docosanoate; *°2-(2-Methylaminoethyl)-4,5-dimethoxyphenylacetic acid,methyl ester; *’Mono(2-ethylhexyl) adipate;
%Monolinolenin TMS; *®1-Monopalmitin; ‘*Nepetalactone; '*9-Octadecenoic acid (Z)-, 2-hydroxy-3-[(1-oxooctadecyl)oxy]propyl ester; *®9-Octadecenoic acid, (2-phenyl-1,3-
dioxolan-4-ylmethylester, cis-; *®®2-octadecoxyethyl octadecanoate; 1*°6-Octenoic acid, 3-ethenyl-3,7-dimethyl-2-methylene-, methyl ester; *'°7-Oxodehydroabietic acid, trimethylsilyl
ester; '10-Oxocyclodec-2-enecarboxylic acid, methyl ester; **Palmitic acid, 2-(trimethylsiloxy)ethyl ester; "“2-Pentenoic acid, 2-methoxy-3-methyl-, methyl ester; *°1-
Phenazinecarboxylicacid, 6-(1-methoxyethyl)-, methyl ester; "*Propanedioic acid, monocyclohexyl ester; *’Propenoic acid, 3-(3-methylphenyl)-2-diethoxyphosphinyl-, ethyl ester;
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18propyl 2-methylvalerate; “**Propyl oleate; **°Prost-13-en-1-oic acid, 9,11,15-trihydroxy-6-oxo-, methyl ester, (9.alpha.,11.alpha.,13E,15S); **Prosta-11,15-dien-1-oic acid, 7,9,13-
tris[(trimethylsilyl)oxy], methyl ester; *Stearic acid, 3-(octadecyloxy)propyl ester; ***Tartaric acid cyclic butaneboronate; ***Terpinyl butyrate; ***Tert-Pentyl Pentanoate;
"Thiosulfuric acid, S-(2-amino-1-phenylpropyl)ester; **Tristearin; **Tricosenoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, methyl ester; **Tridecyl trichloroacetate; ***Trimethylsilyl
bis[(trimethylsilyl)oxy]acetate; ***4,7,7-Trimethyl-3-ox0-2-0xa-bicyclo[2.2.1]heptane-1-carboxylic acid, methoxycarbonylmethyl ester; **'Z,E-7,11-Hexadecadien-1-yl acetate Fa: Yag
asidi-- 'Behenic acid; °3-Heptenoic acid; *Lauroyl peroxide; “Linoleic acid; °Oleic acid; °Stearic acid He: Heterosiklik bilesik- ‘Acetic Acid, 3-cyano-2-cyclohexyl-6-
methyl[1,2]oxazinan-6-ylmethyl ester; *4-Acetyl-2-phenyl-6,7,8,8a-tetrahydro-2h-pyrrolo[1,2-d] [1,2,4]triazin-1-one; *Acridin-1(2H)-one, 3,4-dihydro-3,3-dimethyl-9-propylamino-;
*Alanylhistidin,E *Alloxanic acid; "1-(2-Amino-propyl)-4-benzoyl-3-hydroxy-5-phenyl-1,5-Dihydro-pyrrol-2-on; ®2-Amino-8-[(3R,4S,5R) -3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-
yl]imidazo[1,2-a][1,3,5]triazin-4-one; “2-Amino-1H-imidazole-5-carboxylic acid; *°N-Aminohomopiperidine; “*Argentilactone; **Azacyclodecan-5-ol; **3H-1,4-Benzodiazepine, 3-
Morpholino-5-phenyl-; "2 4-Bis(hydroxylamino)-6-methylpyrimidine; '*4-Bromo-3-(dimethylamino)sydnone; '*5-Bromo-2,4-bis(methylthio)pyrimidine; %5-Bromo-2-
mercaptopyridine-1-oxide; 25-Bromo-4-nitroimidazole-2-[2-thioacetic acid]; *(-)-(5)-Bromouridine; *Carbofuran phenol; %*2-(5-Chloro-2-nitro-phenylsulfanyl)-1-methyl-1h-
imidazole; ?’7-(4-Chlorophenyl)-1,6-diazabicyclo[4.1.0]heptane; *Columbin; Coumaran-5,6-diol-3-one; 2-[4-Hydroxycarbonylbenzylidene] -; **1-Cyanoacetylpiperidine; *6-
Cyanomethoxy-N-methoxymethyl-n',n'-dimethyl-1,3,5-triazine-2,4-Diamine; *Cyclobarbital ; **Cycloheptano [D] imidazolidine; 1,3-Dihydroxy-2-methyl; *Cyclohexanecarboxamide;
N-furfuryl; *1-(3-(Cyclohexylamino) propyl)guanidine; *1-Cyclohexyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidine-5-carbonitrile; *Cytidine, 2'-deoxy-; **2'-Deoxycytiding; *1-[2-Deoxy-
beta.-d-erythro-pentofuranosyl]pyrrole-2,4-dicarboxamide; “Diazepam; *'1,4-Diazapine; 2,3-dihydro-6-(4-nitropyrazol-1-yl)-; “*11H-Dibenzo[B,E][1,4] diazepin-11-one; 5-(3-
Aminopropyl)-5,10-dihydro-; “Dibenzo[B,E]thiepin-11-ol, 2-Chloro-11-ethenyl-; *‘5,5'-Di(Ethoxycarbonyl)-3,3'-dimethyl-4,4'-dipropyl-2,2'-dipyrrylmethane; *1,4-Diethylpiperazine;
**Didecyl 1,4-dihydro-2,6-dimethyl-3,5-pyridinedicarboxylate; “’(3a,10a-Dihydroxy-2,10-dimethyl-3,8-dioxo-3,3a,4,6a,7,8,9,10,10a,10b-decahydrobenzo[e]azulen-5-yl)methyl
acetate; **2,3-Dihydroxy-6-nitroquinoxaline; *’1,4-Dihydro-pyridine-3-carboxylic acid, 5-cyano-6-ethoxy-2-methyl-4-phenyl-; *°2,5-Di-[4-Bromophenyl]-1,3,4-oxadiazole; *'2,5-
Dihydro-1-nitroso-1h-pyrrole; *23-Dimethylamino-2-(4-chlorphenyl)-thioacrylic acid, thiomorpholide; **2-(Dimethylamino)-1,3-dimethyltetrahydro-1,3,2-diazaphosphole 2-oxide;
*N2,06-Dimethylguanine; *°7,8-Dimethoxy-1-methyl-3,5-dihydro-benzo[d][1,2] diazepin-4-one; 563-S3,4-Dimethoxy—phenyl) -7,8-dimethyl-1,5-dihydro-benzo[€] [1,3]dithiepine; 4 5-
Dimethoxy-2-benzofuran-1,3-dione; **2,6-Dimethyl-4-pyrone; *°N-[3,5-Dinitropyridin-2-ylJproline; ’3,5-Diphenyl-4,5-dihydro-1h-pyrazole-1-carbothioamide; *'Ethane, 1-(4,4,4-
trifluoro-1,3-dithiobutyl)-2-(3,3,3-trifluoro-1,2-dithiopropyl)-; *ethyl 1-Benzyl-5-(4-nitrophenyl)-1h-1,2,3-triazole-4-carboxylate; *Ethyl 2-(4-(4-chlorophenyl)thiazol-2-yl)acetate;
%10-Ethyl-3,7-dimethyl-10h-phenotellurazine, ®'1-Fluoropyridinium triflate, ®Fluphenazine, °Furazano[3,4-B]pyrazin-5(4h)-one, 6-(1-pyrrolidinyl), “Guanosine, 2'-Deoxy,
"22(Heptadec-7-ynyloxy)tetrahydropyran; *Hexahydro-benzofuran-2-one; °4-(Hydroxymethyl)-5,7-dimethoxy-6-methyl-1(3h)-isobenzofuranone; “*Imidazole, 2-amino-5-[(2-
carboxy)vinyl]-; *1H-Imidazole-4-ethanamine, n,5-dimethyl-; *°1-Imidazolic acid, 5-bromo-4-nitro-, ethyl ester; *1H-Indole-2,3-dione, 1-(tert-butyldimethylsilyl)-5-chloro-, 3-(o-
ethyloxime); *Isonicotinic acid n'-(piperidine-1-carbothioyl)-hydrazide; %2,5-Methano-2h-thiopyrano[3,2-b] furan, hexahydro; %2-Methyl-6-(5-methyl-2-thiazolin-2-
ylamino)pyridine; ¥2-Methyl-8-nitroisoxazolizidine; ®*2-Methylthio-4,4-diphenyl-5-oxo-2-imidazoline; *°6-Methyl-2-(3-nitrophenyl)imidazo[1,2-a] pyridine; “?6-Methyl-4 5-
tetramethylenetetrahydro-1,3-oxazine-2-thione; *Nitrazepam; *4-Nitro-1H-pyrazole-3-carboxylicacid; **N-Methyl-N-[2-methyl-2-[7-chloro-4-quinolylaminno]ethyl]hydrazine; *1-
(3-Oxobutyl)-3,3-pentamethylenediaziridine; **3-Phenyl-5-[4-[7-dichloro-4-quinolyl]Jamino]butylhydantoin; '%2-Phenylquinoline-4-carboxylic acid n-oxide; **Piperidin-4-one,
1,2 5-trimethyl-, thiosemicarbazone; *®Pteridine-8-oxide, 6-aldoximino-2-amino-4(3h)-oxo-; ***Pyrazolidine-3,5-dione, 4-(4-fluorobenzylidene)-1-phenyl-; *’Pyridine-3-carboxamide,
n-butyl-2,4,6-trichloro-5-nitro-; *®Pyridine-3-carboxylic acid, 1,4-dihydro-5-cyano-2-hydroxy-4-(4-isopropylphenyl)-6-methyl-, ethyl ester; 109Pgridine-:-}-carboxylic acid, 2,4,6-
Trichloro-5-nitro-; ***Pyrido[3,2-D]pyrimidin-4(3h)-one, 3-hydroxy-2-methyl-; ***2,4(1H,3H)-Pyrimidinedione, 6-amino-1,3-di-2-propenyl-; **2H-Pyrrol-2-one, 4-acetyl-5-(2-
fluorophenyl)-1,5-dihydro-3-hydroxy-1-methyl-; **’Quinazolin-4(3H)-one, 2-[2-(2-hydroxy-5-bromophenyl)ethenyl]-3-methyl-; ***4(3H)-Quinazolinone, 2-methyl-3-(2-methylphenyl)-
6-[(trimethylsilyl)oxy]-; ***Quinolin-2-ol, 6-chloro-4-methyl-o-[5-[1-cycloazapropyl]-n-pentyl]; ***Quinoline, 3-pentyl-6,8-dipropyl; ***Quinoline-4-carboxamide, 2-(4-chlorophenyl)-
6-methyl-; *?Quinuclidin-3-one; 2-(2-hydroxybenzyl)-; **Thiazolidin-4-one, 5-(2,3-dimethoxybenzylidene)-2-thioxo-; **5H-Thiazolo[2, 3-A]pyridine-8-carboxamide, 3-(1-
adamanthyl)-7-methyl-5-0x0; ***Thieno[3,2-D]pyrimidin-4(3H)-one, 7-(4-Nitrophenyl)-; *"Thiophene, 2-(methylselenyl)-5-(propylthio)-; **trans-Cis-7,11-Hexadecadienylacetate,
131(8,13,14-Triacetyloxy-9-chloro-1,6-dihydroxy-4,12,12,15-tetramethyl-5-oxo-8 tetracyclo[8.5.0.02,6.011,13] pentadec-3-enyl)methyl acetate; **1,2,4-Triazol-3-amine, 5-(1,3,5-
Trimethyl-4-pyrazolyl)amino-; *1,2,3-Triazole-4,5-dicarboxylic acid; **1,3,5-Triazine-2,4-diamine, 6-Bromo-N,N'-diethyl-; **1,3 5-Triazine-2,4-diamine, 6-Chloro-N-ethyl-,
372R,35-1-[[1,3,4-Trihydroxy-2-butoxy] methyl]cytosine;  **2-(Trimethylsilyl)benzothiazole; '*Uleine; **Uleine N-dimethyl-; **Xanthine, 1,3-dipropyl-8-[4-[[(4
hydroxy)phenylamino]carbonylJmethoxyphenyl]- Ke: Keton-- '4-Acetylstilbene; *2-Amino-5-chlorobenzophenone, trimethylsilyl; °2-Cyclohexen-1-one, 3-(hydroxymethyl)-6-(1-
methylethyl)-; ®4 8-Dimethylnona-3,7-dien-2-one; 1°3-Eicosanone; *'Ethanone, 1-(4-cycloocten-1-yl); *“Ethanone, 2-(2-benzothiazolylthio)-1-(3,5-dimethylpyrazolyl)-; BMethyl
cyclohexyl ketone; **1-(2-trimethylsilyloxyphenyl)propan-1-one; %4-Octanone 177—n-Octadecylmercapto-6-hydroxy-5,8-quinoIinedione Ph: Fenolik bilesik--~Acitretin; “2-Amino-4-
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nitrophenol; *Aramite; “8-Azanonane, 4-cyano-4-(3,4-dimethoxyphenyl)-; *Benzestrol di-TMS derivative; 'Bis(Trimethylsilyl)bisphenola; ®2,6-Bis-Tms-4-T-Butylphenol ; *°Daurisoline;
122 A-di-tert-butyl-6-(Tert-Butylamino)phenol;  **2,6-Dichloranisole;  '°1,4-Dithiin, 2,5-bis(4-bromophenyl)-;  “Notatic  acid; '*Phenol,  2,2'-[(1-methyl-1,2-
ethanediyl)bis(nitrilomethylidyne)]bis-; *Phenoal, 4,4‘-[Thiobis![3-(acety|oxe/)-2-(2-methoxyphenoxy)propylidene]oxy]]bis[2—methoxy—, diacetate; “Phenol, 4-methoxy-2-(7,8-
dimethylbenzo[e]dithiepan-3-yl)-; “*Phenol, 4-tert-butyl, TMS; *Thebenine; *4-t-Butyl-.alpha.,.alpha.-bis[dimethylamino]-2,6-xylenol; *°4-t-Butyl-6-dimethylaminomethyl-2-[4-
dimethylaminophenyl]phenol; #1-Tert-Butyl-4-(2-Ethoxyethoxy)Benzene; **2-Tert-Butyl-4-Methyl-6-(1-Methyl-1-Phenylethyl) Phenol; 2,3,5,6-Tetrabromo-4-Ethylphenol;
®Tetracycline; *Trimethylsilyl-di(timethylsiloxy)-silane; *'3,6,9,12-Tetraoxatetradecan-1-ol, 14-[4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenoxy] -; **Trimethyl-(5-methyl-2-propan-2-
ylphenoxy)silane S: *Bis[2-mesylamidoethyl]disulfide, °4,4-Bis(dichlorofluoromethyl)-1,2-oxathietane-2,2-dioxide, *Thiourea, tetramethyl- Si: Silisyumlu bilesik-- *Silane, [(6-
chlorohexyl)oxy]trimethyl; “Silane, bromomethyltripropyl-; ®Silane, dichloromethyl-; *Tetradecyltrichlorosilane; *Trimethyl(4-tert.-butylphenoxy)silane; “Trimethylsilyl-
di(timethylsiloxy)-silane Sp: Spiro tiirevi bilesik-- *2,2-Dimethyl-1-oxa-spiro[2.4]heptane, °2-Methyl-1,6-dioxaspiro[4.4]nonane, °Perhydro-htx, 1-acetyl-2-depentyl-,
’Spiro(4,5)decan-1-one, ®Spirost-8-en-11-one, 3-hydroxy-, (3.beta.,5.alpha.,14.beta.,20.beta.,22.beta.,25R)-, *2-(Trichloromethyl)-1-oxaspiro[4.5] dec-2-en-4-one St: Steroid-- '17-
(Acetyloxy)-19-hydroxy-4,4-dimethylandrostan-3-yl acetate, 5 alpha-Pregnan-15-One, *1,4,7-Androstatrien-3,17-dione, “Androstane-11,17-dione, 3-hydroxy-, (3.alpha.,5.beta.), °3
beta-(Methoxymethoxy)-5alpha-pregnan-20-one, ‘Colalin, ®3,5-Cyclochol-23-yn-22-ol, 6-methoxy-, (3.beta.,5.alpha.)-, *16-Deoxokryptogenin diacetate, *Ergost-25-ene-3,6-dione,
5,12-dihydroxy-, (5.alpha. 12 beta), BEstrone semicarbazone, “*Pregn-4-en-3-one, 17,20,21-tris[(trimethylsilyl)oxy]-, O-methyloxime, (20R)-, *°2-Pyrrolidinecarboxamide, N-androst-
5-en-17-yl-, (S)-, “*Samanine; *’Secalciferol, ®®Testoserone Te: Terpen-- *Alpha-Cadinol, (+)-.Alpha.-Cyperone, *Alpha-Guaiene *Alpha-Isomethylionone; °5.Alpha.-Pregnan-15-One;
'Aphidicolin Glycinate, ®2.Beta.,4.Beta.,16.Alpha.-Tribromoallopregn-16-Ene-3,20-Dione, *Beta-Bisabolene, “°beta.-Patchoulane, **Camphor, **(+)-2-Carene,4-.Alpha.-Isopropenyl;
Bcarvacrol, *“Citral, ®*Farnesene, *°Friedelanol; **Isopulegol; **Linalool; *°p-Menthan-1,3,3-D3-2-0l; Methoprene; %(-)-Neoclovene-(1), Dihydro; *Neoisolongifolane, Hydroxy-;
“’Pregnane-3,20-Dione, (5.Beta.) *Rubratoxin B; *Scillarenin; *Terpinolene; *Toxaphene.

42



Inokulasyondan sonra koklerden elde edilen anti-oomycete bilesikler arasmda 46
adetle 4. srada yer alan amidlerden 29’unun yalnizca dayanikh hatlara ait oldugu tespit
edilmistir. Yalnizca hassas hatlarda bulunan amid grubuna ait bilesik sayismm 13 adet oldugu
belirlenirken, Amd.?4 37. 42, 45 kodlu 4 bilesik ise hem dayankh hem de hassas hatlarda
belirlenmigtir. Alkol grubuna ait 40 adet bilesikten 29’u yalnizca dayanikh hatlarda tespit
edilirken, 10’u yalnizca hassas hatlarda tespit edimistir. Alc.*® kodlu bilesik ise her ikisinde
de bulunmustur. Amin grubuna ait 35 adet bilesikten 16’s1 sadece dayanikl hatlarda tespit
edimistr. Yine aym gruba ait bilesiklerden 16 bilesik ise yalnizca hassas hatlarda
bulunmustur. Amn.?% 28 38 kodlu 3 adet bilesik ise hem dayanikh hem de hassas hatlarda tespit
edilmistir.

Fenolk bilesikler grubuna ait 28 bilesikten 12 adedi yalizca dayanikh hatlarda, 13
adedi ise hassas hatlarda tespit edilmisti. Hem dayankh hem de hassas hatlarda bulunan
bilesikler ise Ph.® 16 20 kodlu bilesiklerdir. Terpenler grubuna ait 25 bilesikten 18’1 yalizca
dayankl hatlarda, 5°i yalnizca hassas hatlarda, Te.* !° kodlu olan iki bilesik ise her ikisinde
de bulunmustur. Aldehitler grubuna ait 12 bilesikten 7’si yalnizca dayanikh hatlarda 4 adedi
yalmzca hassas hatlarda Ald.°> kodlu bilesik ise her ikisinde de bulunmustur.

Ketonlar grubuna ait 11 adet bilesikten 6 adedi yalizca dayankh hatlarda, 4 adedi
yalnizca hassas hatlarda K.!' kodlu bilesik ise hem dayankh hem de hassas hatlarda
bulunmustur. Spiro tiirevi bilesikler grubuna ait Sp.2 % 6 7. & 9 kodlu bilesiklerin tiimii
dayanikh hatlarda tespit edilmistir. Alkil halojeniir grubuna ait 10 bilesikten AIH.3 4 5 6. 89, 10,
12 kodlu bilesikler yalnizca dayanikh hatlarda, AIH.}7 kodlu bilesikler ise yalnizca hassas
hatlarda tespit edilmistir.

Alkenler grubuna ait 8 bilesikten Alke.l 2 3 4 5 kodlu olanlar yalhwzca dayanikh
hatlarda, Alke.® 8 kodlu olanlar yalizca dayankh hatlarda, Alke’ kodlu bilesik ise her
ikisinde de bulunmustur. Yag asitleri grubuna ait 6 adet bilesikten Fa.l: 2 3. 5 6 kodlu bilesikler
yalnizca dayanikh hatlarda, Fa* kodlu bilesik ise X. fraksiyonda yer alan 9661 hattmda ortaya
ckmustr. Spiro tiirevi bilesikler yalnizca dayanikh hatlarda tespit edilmis olup Sp.2 5 6 7.8 9
kodlu olanlar inokulasyon sonrasi koklerden elde edilen bilesiklerden elde edilmistir.
Silisyumlu bilesikler grubunda yer alan Si® ° kodlu olanlar yalnizca dayanikh hatlarda, Si’- 8
yalnizca hassas hatlarda, Si'! ise hem dayankl hem de hassas hatlarda yer almistir. Kiikiirtlii
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organik bilesikler ise yalmzca dayanikh hatlarda tespit edilmis olup, S.» 2 5 kodlu olanlar
mokulasyon sonrasi koklerden elde edilen bilesikler arasinda yer almistir (Cizelge 4.5).

4.4.5. Inokulasyon Siiresince Kok Akmtilannda ve Sonrasinda Koklerde Ortaya Cikan
Bilesiklerin Ayc¢icegi Mildiyosii Etmeninin Sporangium Bosalmasma Etkisinin Toplu
Analizi

Inokulasyon siiresince ve sonrasmda ortaya c¢ikan bilesikler aycicegi mildiyosii
etmenine  farkh  seviyelerde  sporangum  bosalmasma  etkisi olan  fraksiyonlardaki
mevcudiyetine  dayanarak  birlikte  gruplandmimglardr  (Cizelge  4.6).  Sporangium
bosalmasma yiiksek etki gosteren (>50%) fraksiyonlarda yer alan ve mokulasyon siiresince
sadece dayankh hatlara ait kok akmtilarmdan elde edilen grupta yer alan bilesikler
incelendiginde 6 adet alkol, 5 adet aldehit, 10 adet alkan, 2 adet alken, 2 adet akil halojenir,
2 adet amid, 1 adet amin, 19 adet ester, 2 adet heterosiklik bilesik, 3 adet keton, 1 adet kiikiirt
iceren organik bilesik, 3 adet silisyumlu bilesik, 1 adet steroid, 3 adet terpenoid tespit edildigi
gorlilmektedir (Grup 1a). Sporanguum bosalmasma %50’nin altmda etki eden, nokulasyon
stiresince kok akmtilarmdan elde edilen ve yalnizca hassas hatlara spesifik oldugu tespit
edilen bilesikler ise Grup 1b’de verilmistir.

Yine sporangium bosalmasma yikksek etki gosteren (>50%) fraksiyonlarda yer alan ve
mokulasyondan sonra sadece dayanikh aycigegi hatlarma ait koklerden elde edilen grupta yer
alan bilesikler incelendiginde 29 adet alkol, 7 adet aldehit, 23 adet alkan, 5 adet alken, 8 adet
akil halojeniir, 29 adet amid, 16 adet amin, 76 adet ester, 5 adet yag asidi, 69 adet
heterosiklik bilesik, 6 adet keton, 12 adet fenolik bilesik, 3 adet kiikiirt iceren organik bilesik,
2 adet silisyumlu bilesik, 6 adet spiro tiirevi bilesik, 10 adet steroid, 18 adet terpenoid tespit
edildigi goriimektedir (Grup 2a). Sporangum bosalmasma %350’nin altmda etki eden,
mokulasyon sonras1 koklerden elde edilen ve yalmizca hassas hatlara spesifik oldugu tespit
edilen bilesikler ise Grup 2b’de verilmistir.

Hem inokulasyon siiresince kok akmtilarmdan hem de inokulasyon sonrasi koklerden
elde edilen ve sporangum bosalmasma yiiksek etkili bulunan fraksiyonlarda yer alan
dayankh hatlara ait bilesiklerden bazlar1 her iki grupta da (Grup la ve Grup 2a) tespit
edilmistir. Alkol, (Alc.2?), aldehit (Ald.'?), alkan (Alk.%7), alkil halojeniir (AIH.'?) ve ester
(Es.1%5) grubu bilesiklerden birer adedinin her iki grupta da yer ald@ gdzlenmistir.
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Cizelge 4.6. Inokulasyon siiresince ve sonrasmda ortaya c¢ikan, farkl seviyelerde sporangium bosalmasma etkisi olan fraksiyonlardaki
bilesiklerin gruplandirilmasi

Bilesik Gruplann ve Numaralan *

Grup1
A|C13, 17,20, 28,30,40 Ald 1,6,12,14,17 Alk 5,16, 17, 35,39, 45,46,50,57, 66 A|ke9, 10 A|H2, 12 Amd33, 42 Amn4 Es 7,8,17,18,45,59,71, 80, 84,99, 101, 102,
H H i) H i) H H
a .
105, 107, 113, 119, 126, 135, 136' He75, 85, Ke“" 5, 7’ S4, Si 3,5, 12’ St6, Telg, 21,32
b :
Alc 12, 24’ A|d3, A|k9, 18, 441 A|H3'5, Amd27, Es 122, HeG, 74, KeZ, 14, 19, Slll, Sth, 11’ Te4, 26
Grup 2
Alct 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 15, 18, 20, 21, 22, 25, 26, 27, 29, 31, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 42, 46 A|d2, 8,9,11,12,1516 Akl 2.4,11,15,25,26,27,29,31,32, 33, 34, 36, 40, 47, 49
H 1
,51,56,57,60, 64,65 A|kel* 2,3,4,5 A|H3,4,5,6,8,9, 10,12 Amd2,4, 10,12,14,15,16,17,19, 21, 22, 25, 26, 28, 30,31,32,35,36,39,41,43,44,46,47,48,50, 51, 52 Amn3, 5,
H H H
6,9,10,11, 14,16, 18,19, 21, 25, 26, 35, 39, 40 ESZ' 6,9, 10, 12, 14, 15, 16, 20, 24, 26, 27, 29, 30, 32, 35, 37, 38, 40, 42, 48, 49,50,54,55,56,57,58,60,61, 63, 64, 65,66,67, 72,73, 74,75, 76,
1
a 77,78,79,82,86,87,89,90,91,92,93,94,96,97,100, 103, 105,106, 108, 109, 111, 112,114,116, 117,118,119, 120, 122,123, 124,125,128, 129,134, 137 Fa 1,2,3,5,6 He 1,2,4, 5,8,
1 H

9,10,11,12,15,17,18,21,24,27,28,29,30,32,33,34,35, 36, 37, 38, 39, 41, 44, 45,47 49,51, 54, 58, 59, 60, 63, 64, 65,67, 70,71, 72,73,76,78,84,81,82,86, 88, 90, 92, 94,98, 102, 104, 105,
106,108, 119,122, 124,125,126, 130, 131,135, 142, Ke 6.8,11,12,13, 16, Ph1.7.11, 13,17,18,19,21,22,24,25,30, S1z2 5’ Si6 9’ Sp 2,5,6,7,8, 9, St1.7.8,9,12, 13,14, 16,
17,18 Te 1.2,5,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 18, 20, 23, 24, 28, 31

1

Alcl4.16,19,23,32,34,41,43, 44, 47, Ald? 7. 10, 13’ Alk3:6.7.9, 24,37,41,44,48,52,53' Alkeb: 8’ AlHL 7’ Amd3: 5.6.7,9,11,13, 18,20,29,40,49,53’ Amnt 2,47,
b 8,12,13,15,20,24,27,31,32,33,34,37 Egl,3,4,11,13,19,22,23, 25,28, 31, 34, 36,43, 45,52, 53, 62, 68, 69, 74, 81, 83, 85, 95,98, 110,115,121,127,130, 131 Fg4 He3.7,19,22,25,
i) i) 1
31,40, 42,43,46,48 ,50,52,53,55,56,57,61,68,79,80,87,93,101,107, 109, 112,113,117, 118,120,121, 127,132,136, 137,138,140, 141 K3,10,15,17 pRK2,3,5,9,10, 14,15, 23, 26,
H i)
27, 28, 29' Si’: 8' St2.3.4,5, 15’ Te3. 16,27, 29,30

Grupl Inokulasyon siiresince kok akintilarmdan elde edilen bilesikler

a) %50’nin tizerinde anti-oomycete etki gosteren ve yalnizca dayanikl hatlardan elde edilen bilegikler
b) Yalnizca hassas hatlardan elde edilen ve sporangiumbogalmasma etkili olmayan (<%50) bilesikler
Grup2 Inokulasyon sonras1 kdklerden elde edilen bilesikler

a) %50’nin tizerinde anti-oomycete etki gdsteren ve yalnizca dayanikl hatlardan elde edilen bilegikler
b) Yalnizca hassas hatlardan elde edilen ve sporangium bosalmasina etkili olmayan (<%50) bilesikler
* Bilesiklerin isimleri igin Cizelge 4.4 ve 4.5 e bakiniz.
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4.4.6. LC-MS/MS Analizleri

Kok ekstraktlarmda ugucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin
belirlenmesi LC-MS/MS ile gergeklestiriimistir. Test edilen fenolk maddelerden chlorogenic
acid, dihydrobenzoic acid, vanillic acid, p-coumaric acid ve gallic acid’in sporangium
bosalmasm %50°nin {lizerinde engel oldugu tespit edimistir (Sekil 4.7). S6z konusu bilesikler
LC-MS/MS cihazinda yapilan analizlerde standart olarak kullanilmustir.

4.4.7. inokulasyon Siiresince K6k Akmtilannda Fenolik Maddelerin Uretimi

Kok akmtilarmda ugucu olmayan veya sicaklkla kolayca bozunabilen bilesiklerin
ayrimas1 amaciyla LC-MS/MS analizleri yapimistr. Daha oOnce belirtildigi gibi sporangium
bosalmasma %>50’nin {izerinde engel oldugu tespit edilen standartlar kullandmugtr. Kok
akmtilarmdan elde edilen bilesikler arasmda gallic acid yalizca K5 R SN:11/2014 hattinda
ortaya ¢ikmustr (Ek Sekil 6). Yine aym hatta ait ekstraktlarda sporangium bosalmasma etki
eden tim standart bilesikler belli miktarlarda ortaya ¢ikmustr. RHA 447 dayankh hattma ait
ekstraktlarda vanillic acid miktarmm HA 89 hassas hattma ait olanlardan yiiksek oldugu,
RHA 443 dayankh hattma ait ekstraktlarda 2517 ve HA 89 hattma ait olanlardan yiiksek
oldugu gorilmektedi. HAR 5 (Ek Sekil 7) ve YDRH SN:7/2014 dayankh hatlarma ait
ekstraktlarda ise s6z konusu bilesigin miktarmmn tiim hassas hatlara ait Orneklerdeki
miktarlardan fazla oldugu tespit edilmistir. En yiiksek vanillic acid miktar1 ise 2160 ng/g il
HAR 5 dayankh hattnda ortaya ¢ikmustr. Dihydrobenzoic acid miktari swasiyla RHA 443 ve
K5-R- SN:11/2014, YDRH SN:7/2014, RHA 437, HAR 5 dayanikh hatlarmda 2517 hassas
hattma gore daha yiksektir (Ek Sekil 8). Yalnizca mnokulasyon siiresince kok akmtilarmda
ortaya ¢ikan p- coumaric acid miktar1 en fazla RHA 437 hattnda ortaya ¢ikmustr. S6z konusu
bilesigin HAR 5 ve YDRH SN:7/2014 dayankh hatlarmda da hassas hatlardaki miktarlardan
yiiksek oldugu goriilmektedir. CL 217 R, K5 R SN:11/2014 ve K9 R SN:3/2014 dayanikh
hatlarmdaki p-coumaric acid miktart ise 2517 ve 9661 hassas hatlarmdan yikksektir. K5 R
SN:11/2014 hattma ait chlorogenic acid miktarmmn (Ek Sekil 9) tiim hassas hatlardan daha
yilksek miktarda oldugu gozlenirken swasiyla YDRH SN:7/2014, HAR 5, RHA 443 ve RHA
437, CL 217 R ve RHA 447 hassas hatlar 2517 ve HA 89°da ortaya ¢ikan miktardan yiiksektir
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Standart fenolik bilesiklerin sporangium bosalmasma etkisi. Her bir deger ii¢ tekrarm ortalamasim ve standart hata (+) gostermektedir. Her bir
fenolik bilesik i¢inde farkh harflerle gosterilen degerler Duncan Coklu Karsilastrma Testine gore (P<0.05) birbirinden 6nemli derecede farkhdir
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Sekil 4.8. Inokulasyon siiresince kok akmtilarmdan elde edilen, dayanikli ve hassas hatlarda ortaya ¢ikan fenolik maddeler
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4.4.8. Inokulasyondan Sonra Koklerde Fenolik Maddelerin Uretimi

Kok ekstraktlarmda ugucu olmayan veya sicaklkla kolayca bozunabilen bilesiklerin
ayriimas1 amaciyla LC-MS/MS  analizleri yapimistr. LC-MS/MS  analizlerinde standart
bilesikler olarak fenolik maddelerden sporangum bosalmasma %350’nin lizerinde engel
oldugu tespit edilen chlorogenic acid, dihydrobenzoic acid, vanillic acid, p-coumaric acid ve
gallic acid (Sekil 4.9) kullaninstr. inokulasyondan sonra koklerden elde edilen bilesikler
mcelendiginde; gallic acidin tiim hatlarda ortaya ciktizi gozlenmisti. RHA 447 ve RHA 443
dayanikl hatlarma ait Orneklerinde ortaya cikan gallic acid miktarmm 9661 hassas hattmdan
elde edilen ornekte ortaya cikan bilesik miktarndan yiiksek oldugu gozlenmektedir. Vanillic
acid CL 217 R hattindan elde edilen O6rnekte 690 ng/g miktarmda tespit edilmistir. Ancak
diger bitkilere ait koklerden elde edilen ekstraktlarda vanillic acide rastlanmamistr. Yine
sporangium bosalmasm engelleyen (>50%) bilesiklerden dihydrobenzoic acid HA 89 hasssas
hattt hari¢ tim Orneklerde tespit edimisti. RHA 447, RHA 443, RHA 437, CL 217 R (Ek
Sekil 10), K5 R SN:11/2014 (Ek Sekil 11), YDRH SN:7/2014 ve K9 R SN:3/2014 (Ek Sekil
12) hatlarma ait Orneklerden eclde edilen dihydrobenzoic acid miktarmmn hassas hatlar 2517
(Ek Sekil 13), 9661 ve HA 89’dan elde edilenlere gore yiiksek oldugu goriimektedir. HAR 5
dayanikl hattnda ortaya ¢ikan dihydrobenzoic acid miktarmm HA 89 hassas hattndan fazla
oldugu goriiicken; RHA 419 dayankh hattindaki miktarm ise 2517 hattindan elde edilen
bilesik miktartyla aym oldugu goriilmektedir. Yapilan c¢ahsmada standart bilesiklerden
sporangium bosalmasmi (>50%) engelleyen p-coumaric ve chlorogenic acid bilesiklerine ise
mokule edimis koklerden elde edilen ekstraktlarda rastlanmamustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. inokulasyondan sonra dayankh ve hassas hatlarda ortaya ¢ikan fenolik maddeler
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5. TARTISMA VE SONUC

Aycicegi mildiyosii  iilkemizde ve diinyada aycicegi bitkisinin en Onemh fungal
hastahg olmakla birlkte giinlimiizde bilinen 50 adet wkmnmn bulunmast ve kimyasal
miicadelesinde  etkii maddeye karst olusan direng, hastalkla miicadelede zorluklar
olusturmaktadr. Aygicegi mildiydsii (P. halstedii)’niin ilkemizde ve diinyada bulunan
rklarmm c¢esithiligi ile ilgli yapilan bir caliymada, Tiirkiye’de 2007 yilindan once toplam 9
wrk tespit edildigi (300, 330, 700, 703, 710, 713, 730, 770 ve 774) belitimistir (Viranyi,
Gulya ve Tourvieille, 2015). Ulkemizde yapilan bir ¢alsmada ise 6’s1 farkh olmak {izere 9
farkll rkmm (100, 102, 110, 300, 500, 502, 510, 702 ve 712 ) varhd tespit edilmistir (Oksal,
2014). Bu c¢alsmada ise Edirne, Kiklareli ve Tekirdag illerine ait 2’ser lokasyondan toplanan
ve mokulum kaynag olarak kullamlan Ornekler Gulya vd. (1998) ve Tourvielle vd. (2000)
tarafindan gelistirilen 3°’li kod sistemine gore wk aymici set kullandarak degerlendiriimis olup
5 farkh wk tespit edilmistir (704, 705, 735, 715, 774). Bu ¢alsmada tespit edilen wklar ile
birlkte iilkkemizde toplam 21 wkmn bulundugu belirlenmistir. Calbgmalarimiz  sonucunda
belirlenen wklardan 4’ i (704, 705, 735, 715) likemiz i¢in ik kayit niteligindedir.

Bu patojen ile miicadelede kiiltiirel Onlemlerle birlikte dayankh cesit kullanmm
Onerilmektedir. Dolayisiyla iilkkemizde ve diinyada yiirlitilmekte olan calgmalar g¢ogunlukla
dayankh c¢esit gelistirme {lizerine yogunlasmustr. Ancak aygicegi mildiyosii etmeni P,
halsitedii’nin yeni wklarmm ortaya ¢ikisi dayankl ¢esit gelistrme siireci igerisinde
olabilmekte, bu nedenle de aycicegi mildiydsiiyle miicadelede alternatif yontemlerin
aragtriimasma  ihtiyag  duyulmaktadwr. Bu tez c¢alismasmda aygicegi mildiyosiine karst
dayankhik genlerine sahip oldugu bilenen baz hatlar ile herhangi bir dayanmkhhk geni
icermeyen hassas hatlarm morfolojik ve biyokimyasal oOzelliklerinin  hastahia karsi
dayanikliliktaki rolii incelenmistir.

Pasif dayankhikta rol oynayan morfolojk oOzelliklerden olan stoma biiyiikligii
(Onogur, 1996)’un da belirttigi ilizere aycicegi mildiydsii gbi stomalardan giris  yapan
patojenlerde etmenin girisinde ve dolaysiyla dayanikhikta Onemlidir. Bu amagla dayanikh ve
hassas hatlara ait 12 farkh bitkiden alman yaprak diskleri iizerinde stoma en, boy ve stoma
acikhigr Olgtimleri yapimistr.  Yapilan Slglimler sonucunda en ve boy degerlerinde O6nemli bir
farklilk goriilmezken, dayanikh hatlardan RHA 419, K9 R SN: 3/2014, K5 R SN-11/2014 ve
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CL 217 R stoma agiklhg degerleri bakimindan diger hatlara gore olduk¢a kiiciik oldugu
belirlenmistir. Bu durumun s6z konusu hatlarda etmenin stomalardan bitkiye girisini
gliclestirmis olmasi nedeniyle hastalk gelisiminin engellenmis olabilecegi distiniilmektedir.

Aygicegi mildiyosiiniin neden oldugu biiyik ekonomik kayplar her ne kadar primer
enfeksiyonlar (kok enfeksiyonlarr) nedeniyle olsa da karantinaya tabi olan etmenin sekonder
enfeksiyonlarm  yol acabilecegi tohumla yayima riski gibi problemler de goz ardi
edilememektedir. Bu cahsmada materyal olarak segilen dayankh ve hassas hatlar yaprak
inokulasyonuna tabi tutularak sekonder enfeksiyon oranlart da degerlendirmeye almmustir.
Sekonder enfeksiyon degerlendirmesinde floresan mikroskop goriintiileri de incelenmis,
stomalardan giris yapan etmenin gozle gorilemeyen enfeksiyon gelisimi de incelemistir. Bu
asamada HAR 5, RHA 419, RHA 437, RHA 447 dayankh hatlarmda sporulasyon
gozlenmemisti. Bununla birlikte stoma Olglimleri ile sporulasyon arasinda ilisgki olup
olmadigmi belirlemek amaciyla korelasyon analizi yapimistr ve aralarmdaki iligki 6nemli
bulunmamistrr.

Bu tez cahsmasnda aycicegi mildiyosii etmeni Plasmopara halsitedii ile inokule
edilen bazi dayankh ve hassas aygigegi hatlarmda, nokulasyon siiresince meydana gelen kok
akmtilarmdan ve mokulasyondan sonra koklerde ortaya ¢ikan fraksiyonlar farkh Rf
degerlerinde smiflandrilnustr.  Elde edilen sonuglar dayanikh hatlarda olusan fraksiyonlarm
sporangium bosalmasmi (>50%) engelledigi tespit edilmistir. Bitkilere ait kok ve kok
akmtilarmdan elde edilen bu fraksiyonlarm farkh bilesik icermekte oldugu ve icerikleri
incelendiginde bazlarmmn yikksek anti-oomycete oOzellikte oldugu bazlarmm ise diisik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan analizler (GC/MS) sonucunda kok ve kok
akmtilarma ait toplamda 17 farkh bilesik ortaya ¢iknmustr. Bu bilesikler arasmda heterosiklik
bilesikler toplamda 142 adet ile en biiyilk grubu olustururken onu swastyla esterler, alkanlar,
amidler, alkoller, aminler, terpenler, fenolik bilesikler, ketonlar, aldehitler-steroidler, alkil
halojentirler-silisyumiu ~ bilesikler, alkenler, spiro tiirevi bilesikler, yag asitleri, kiikiirthi
organik bilesikler takip etmisti. Yapilan ¢ahsmalarda alkanlar, yag asitleri ve esterlerin
savunma sinyalizasyonunda oOnemli rol oynadigi One siirilmiistir, Aygicegi mildiydsii gibi
obligat bir patojen olan kiillleme etmeninin konidi ¢imlenmesine karsi anti-oomycete etki
gostedigi ve bag kiillemesi lizerine yapimis bir bagska calismada ¢ogunun dayanikh yaprak ve
meyve mumsu tabakalarmdan elde edildigi gorilmistir. Bununla birlikte anti-oomycete
etkinlk (>%75) gosterdigi de belirtimistr (Batovska vd., 2008; Hansjakob, Bischof,

52



Bringmann, Riederer ve Hildebrandt 2010, Hansjacob, Riedere ve Hildebrandt 2011; Ozer,
Sabudak, Ozer ve Solak 2016; Schnee, 2008; Shah, 2005).

Choi vd., (2010)’nn in vivo kosullarda yapmus olduklar1 ¢alismada yag asitlerinin
metil veya etil esterlerinin (diisik alkil yag asidi esterleri) bes bitki patojenine (Magnaporthe
oryzae, Rhizoctonia solani AG1, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans, B. graminis f. sp.
hordei) anti-oomycete etkilerini incelemislerdir. Arastrmacilar, bunlar igerisinde Methyl
palmitate, Ethyl palmitate, Methyl oleate, Ethyl oleate, Methyl linoleate ve Methyl
linolenate’nin arpa kiilleme hastaligma (Blumeria graminis f. sp. hordei) karsi yiiksek anti-
oomycete etki gosterdigini tespit etmislerdir. Cabsmamizda ise Ethyl oleate (Es.*®)
mnokulasyon siiresince kok akmtlarmdan elde edilen K5 R SN:11/2014 dayankh hattinda
goriilitken, hassas hatlarda  gdriilmemistir. Inokulasyon sonras1 koklerden elde edilen
fraksiyonlarda ise yalnizca HA 89 ve 9661 hassas hatlarmda tespit edilmistir. Ethyl palmitate
(Es.*®) inokulasyon siiresince kok akmtilarmdan elde edilen fraksiyonlarda da inokulasyon
sonrast koklerden elde edilen fraksiyonlarda da hem dayankh hem de hassas hatlarda tespit
edilmistir.

Daha onceki yillarda yapilan ¢ahgmalarda fenolik bilesiklerin, pek ¢ok bitki patojenine
kars1 dayanikhhg tesvik eden gruplardan biri oldugu belirtimektedir (Hunt vd., 1997; Sticher
Mauch-Mani ve Metraux, 1997; Soylu, Bennett ve Mansfield, 2002; Soylu, 2006; Soylu,
2008; Ozer vd., 2016). Aycicedi mildiydsii etmeni ile ilgili yapinis bir cahbsma bulunmasa
da bag kiillemesi etmeni ilizerinde yapilan ¢aligmalar asma yaprak ve meyvelerinde bulunan
fenolk bilesik iceriklermin bagda kiillemeye karst1 dayankhlkta Onemli rol oynadigm
gostermekte olup Ozellikle direncli ¢esitlerde fenolk madde miktarmm da fazla oldugu
belirtiimektedir (Satisha, Doshi ve Adsule, 2008). Ozer vd., (2016)’nin asma yaprak ve
meyvesinde  bulunan mumsu tabakann bag kiillemesine (Erysiphe necator) Kkarsi
dayanikhlktaki roli iizerme yapmuis olduklart c¢ahsmada direngli cesitlerin  yaprak veya
meyve elde edilen fenolik bilesikler mumlarmdan yiiksek anti-oomycete aktivite gosterdigi
belirtimektedir. Bu tez c¢ahsmasmda ise baz aygicegi hatlarmm aygicegi mildiydsii etmeni
(P. halstedii) ile inokulasyonu sonrasi koklerden elde edilen bilesiklerin GS/MS analizi
sonucunda hem dayanikh hem de hassas bitkilerde fenolik bilesikler tespit edilmistir.
Bunlardan yalnizca dayankh hatlarda bulunan Ph. 1. 7. 11, 13, 17,18, 19, 21, 22, 24, 25, 30 kodlu
(srastyla  Acitretin, Bis(Trimethylsilyl) Bisphenol A; 2,4-Di-Tert-Butyl-6- (Tert-Butylamino)
Phenol;  1,3-Diphenoxybenzene;  Phenol,  2,2'-methylenebis[6-(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-;
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Phenol, 4,4'- [thiobis[[3- (acetyloxy)- 2- (2- methoxyphenoxy)propylidene]oxy]]bis[2- methoxy-
diacetate; Phenol, 4-methoxy-2-(7,8-dimethylbenzo[e]dithiepan-3-yl)-; Thebenine; 4-t-Butyl-
.alpha.,.alpha.'-bis[dimethylamino]-2,6-xylenol;  1-Tert-Butyl-4-(2-Ethoxyethoxy)Benzene;  2-
Tert-Butyl-4- Methyl-6-(1-Methyl- 1-Phenylethyl) Phenol; Trimethyisilyl-di(timethylsiloxy)-
silane) fenolik bilesiklerin  sporangium bosalmasm engelledigi  (>50%) tespit edilen
fraksiyonlarda yer aldigi goriilmiistiir.

Inokulasyon siiresince kok akmtlarmda ve inokulasyondan sonra koklerde GC/MS
analizi sonucunda dayanikh hatlardan elde edilen bilesikler toplu olarak degerlendirildiginde;
inokulasyon siiresince kok akmtilarmda ortaya ¢ikan ve yikksek anti-oomycete etki gosteren
fraksiyonlardaki alkol, aldehit, alkan, ester ve terpen grubundaki bilesiklerin sayis1 (Grup la)
diistik anti-oomycete etki gosteren ve hassas hatlardan elde edilen aym gruplarda yer alan
bilesiklerin sayismdan (Grup 1b) fazla bulunmustur. Alken, amin ve kiikiirtli organik bilesik
grubundan bilesikler (Ake.> 10,  Amn#; S.*) yalzca dayankh hatlardan elde edilen ve
yiksek anti-oomycete etki gosteren fraksyionlarda yer alrken (Grup l1a) yalnizca hassas
hatlardan elde edilen ve diisik anti-oomycete etki gosteren fraksiyonlarda (Grup 1b) bu
kimyasal gruplar gorilmemistir (Cizelge 4.6).

Calsmada, GC/MS analizleri sonucunda aygicegi hatlari P. halstedii ile inokule
edildikten sonra yalnizca dayanikh aygicegi hatlarma ait koklerde tespit edilen ve yiiksek anti-
oomycete etki (>50%) gosteren Grup 2a’da yer alan alkol, aldehit, alken, alkil halojeniir,
amid, ester, yag asidi heterosiklk bilesik, keton, steroid ve terpen grubundan bilesiklerin
sayisimn, yalnizca hassas hatlardan elde edilen ve diisik (<50%) anti-oomycete etki gdsteren
Grup 2b’de yer alanlardan daha fazla oldugu gorilmistir. Grup 2a’da yer alan kikiirtlii
organik bilesik grubu (S.125) ve spiro tirevi grubunun (Sp.2°6.7.8.9) valizca dayankh
hatlardan elde edilen koklere ait fraksiyonlarda ortaya ¢iktigi; hassas hatlardan elde edilen ve
diisiik anti-oomycete etki gosteren Grup 2b’de s6z konusu kimyasal gruplarm yer almadigi
goriilmiistiir.

Bazi aycicegi hatlarmmn aygicegi mildiyosii e mnokulasyon siiresince kok akmtilarmda
ve iokulasyondan sonra koklerde meydana gelen, ardindan yapilan GC/MS analizlerinde
tespit edilen bilesiklerden bazilarmmn her iki grupta da yer aldig goriilmiistiir. Bunlardan 2-
ethyl-2-methyl-tridecanol,  (Alc.2°), Nonanal (Ald.1?), 2,6,10,15-Tetramethylheptadecane
(Ak.>7), 2-(1-Ethoxy-ethoxy)-1,1,1-trifluoro-4-iodobutane (AIH.1?), 9-Octadecenoic acid (2),
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2-hydroxy-3-[(1-oxooctadecyl)oxy]propyl ester (Es.1%°)’in sadece dayankh hatlardan elde
elde edilen ve sporangum bosalmasmi engelleyen (>50%) fraksiyonlarda bulundugu tespit
edilmistr. Bu bilesiklerin ticari formlar1 ile etmenin miicadelesine yonelk yapilacak
caligmalarin, hastahga karsi alternatif miicadele yontemlerine 1skk tutacag diistiniilmektedir.

Aycicegi mildiydsii  etmeni  ie  mokule edilen dayankh ve hassas hatlardan
mokulasyon stiresince kok akmtilarmdan ve mokulasyondan sonra koklerde {iretilen fenolik
maddelerin tiretimini tespit edilmesi amaciyla LC-MS/MS analizleri yapimustir. Sporangium
bosalmasma %50’nin iizerinde engel oldugu tespit edilen chlorogenic acid, dihydrobenzoic
acid, vanillic acid, p-coumaric acid ve gallic acid standart bilegikleri kullanimustr ve
degerlendirmeler sonucunda; mokulasyon siiresince kok akmtilarmda tim standart bilesiklerin
tespit edildigi K5 R SN:11/2014 dayankh hattmn 6ne ¢kt gdriilmiistiir. Inokulasyondan
sonra koklerde ise dihydrobenzoic acid, gallic acid ve vanillic acid bulundugu tespit edilen
CL 217 R dayanikli hattmin 6ne ¢iktig1 belirlenmistir.

Sonu¢ olarak bu tez cahsmasmda mcelenmis olan ve bitkiye kokten giris yapan
aycicegi mildiyosti etmeni ile miicadelede dayankhlkta rol oynayan, sporangum
bosalmasma engel olabilecek bilesikler belirlenmisti. Bununla birlikte yalnizca dayanikh
aycicegi hatlarmdan elde edilen ve yiksek anti-oomycete etki gosteren bilesiklerin tespit
edildigi fraksiyonlar1 sergileyen dayankh aygicegi hatlarmm aycicegi mildiyosiine karsi
dayanikh c¢esit gelistrme c¢ahsmalarmda 1slah materyali olarak kullamimasi1 Onerilebilir.
Stoma acgikhg, sekonder enfeksiyon yogunlufu ve biyokimyasal icerikleri agismdan
incelenen tim hatlar arasmda CL 217 R, HAR 5, K5 R SN:11/2014 ve K-9 R-SN:3/2014
dayanikh hatlar1 6ne ¢ikan aygicegi hatlari olmustur. Dolaysiyla bu tez c¢alismasmmn
sonucunda elde edilen verilere gore belirtilen hatlarm biyokimyasal yapisma ait genetik

Ozelliklerinin de ortaya konmasi gerekmektedir.
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W XIC of -WIRM (22 pars} Exp 1, 168.744/125,000 Da 10 Gallc acid from Sampie 28 (15 Kk) of 160418 nuray azer fenchk wif (1050 Spr... Wax. 7424 cps)
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Ek Sekil 6. Inokulasyon siiresince dayankh K5 R SN:11/2014 hattmn kok akmtilarmda tespit
edilen Gallic acid’in LS-MS/MS kromatogrami
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WG of -MRM (22 pars}. Exp 1, 166.850/105. 100 Da ID: vanihc acid from Sample 22 (11 kk) of 1604 18 nLray ozer fenclk wit (Turbo Spr—. Mo 1.324 cps)
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WG of MR [22 pars] Exp 1, 106580/ 108. 100 Da ID; vaniic 30 from Sampie 32 [2TKK) of 160418 rmray ozer fenciik vief [ TUbo 5p... W 56000 op)
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Ek Sekil 7. Inokulasyon siiresince dayanikh HAR 5 (A) ve hassas HA 89 (B) hatlarmda Vanillic
acid’in LS-MS/MS kromatogrami
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[ 39C of MM (22 pars} Exp 1, 152 BG1/108 600 Da ID: 34 dirydroxybenzoic acid from Sampie 26 (15 Kk of 160418 nuray ozer fencik._. Ve, 1.025 ops)
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WG of MR (22 pars}. Exp 1, 152601/106.000 Da ID: 24 difydroxybenzoi acd from Sample 30 (10 kk) of 160410 nuray ozer fenoik_ Mo 2624 cps)
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Ek Sekil 8. Inokulasyon siiresince dayanikli K5 R SN:11/2014 (A) ve hassas 2517 (B) hatlarnda
Dihyrobenzoic acid’in LS-MS/MS kromatogrami

Intenzity, cps
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W C of +MRM (4 pairs). Exp 2. 355,168/ 163.100 Da ID: chiorogenic from Sarnple 25 (15 k) of 160410 nuray czer Tenclik velf [Tubo Spr... Wiax. 2.7¢5 ops)
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WG of +MRM (4 pairs]. Exp 2. 355,168/ 163,100 Da 1D chiorogenc from Sample 34 (23 k) of 150418 nuray zet fencilk vt (Trbo Spr._. W 2425 ops)
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Ek Sekil 9. Inokulasyon siiresince dayaniklh K5 R SN:11/2014 (A) ve hassas 9661 (B) hatlarmda
Chlorogenic acid’in LS-MS/MS kromatogrami
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[ B 30C of MR (22 pars}. Exp 1, 152691/108.900 Da ID: 24 difydrasybenzoic 3cd from Sample 54 (22 azot) of 160418 muray ozer fencl.. Mo 1225 o

1.18e5 21
1.15e5
1.10e5 253
10525
1.00e5
9.50e4
0.00e4
8.50e4
8.00e4
7.50e4
7.00e4
6.50e4
8.00e4
5.50e4
5.00e4
4.50e4
4.00e4
32,5084
2.00e4

2.50e4
2.100e4
1.50e4
1.00e4 .
s000.00f ’
<t r . . . . : : e ; . A
05 10 15 70 75 0 35

0.00 40 45 50 55 60 8.5 70 7.5
Tane, min

Tniensity, ops

Ek Sekil 10. Inokulasyon sonrasmda dayanikh CL 217 R hattmda Dihydrobenzoic acid’in LS-
MS/MS kromatogrami

[B30C of MR (22 pars) Exp 1, 152E21/108.000 Da ID: 34 ditygrasybenzoi 3cd fom Sample 44 (17 caker ocak kunima) of 160410 Mo 3.0e4 cps)
et 257
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Ek Sekil 11. Inokulasyon sonrasmda dayankh K5 R SN:11/2014 hattmda Dihydrobenzoic
acid’in LS-MS/MS kromatogrami
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[ GG of -MRM (22 pars). Exp 1, 152681/106 900 Da ID: 34 dirydronybenzoic acd from Sample B2 (16 azot) of 160418 muray ozer feno.. Mo 5.624 o]
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Ek Sekil 12. Inokulasyon sonrasmda dayaniklh K9 R SN:3/2014 hattmda Dihydrobenzoic acid’in
LS-MS/MS kromatogrami

[ W 3G of MRM (22 pars} Exp 1, 152681/106.000 Da ID: 34 diyarosybenzoic add Fom Sample 5 (18 amot) of 150¢ 18 nuray ozer fencl - e 1324 opd
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Ek Sekil 13. Inokulasyon sonrasmnda hassas 2517 hattnda Dihydrobenzoic acid’in LS-MS/MS
kromatogrami
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Ek Cizelge 1. Negatif iyonlasan fenoliklerin MRM datalar1 (A) Pozitif iyonlasan fenoliklerin
MRM datalar1 (B)

Sconbpe | MAM MRM] v
Peowd Summany
Potuty S Dushore 8000 | i ODelayTme O | toac)
v 18802 | [oec)
@ Negatve Qrche e e —
ounu.nl ounnoul MMI ® ] OF fvolts) I P (velts) l CEP (volts) | CE vos) I CXP tvoltn) I
113000 50 -Coumanc scdl 30,000 250 12000 30000 000 _
9 000 S0 P-Coumanc acd 30000 0500 12000 38000 Joom
125000 50 Ok oo 35000 4000 10000 18000 0000
79000 50 Gl acid 35000 4000 10000 000 0000 |
Tots Scan Teve T 13100 50 edeche 55000 450 16000 40000 000 |
[rechsdes passer) ; | 109.100 50 spcatechn 55000 A0 16000 38,000 0000 |
1108 900 s0 _ T @yorcayben -35.000 4500 14000 2000 oo |
1108 300 's0 T4 drdranyben 35000 4500 6000 30000 0000 |
o o 0 pyrecatecrel 44000 4%0 12000 2200 0om |
#1100 5o pyecatecral 55000 4500 32000 20000 0000
1208 000 0 mragc acd 40000 4500 14000 27000 (=2000 |
163 600 S0 g o0d &) 000 4500 16000 ~28.000 000
100100 50 ik wc 0 000 4500 14000 000 000
151 900 58 vardc wid A0 450 1000 oo 000
150 %00 50 Gumrcesn 65000 EE A 30000 0000
119100 <0 Gusrceen 500 EE] -mm 22000 0o
135000 s0 caftelc o0 35000 4500 42000 22000 0000
134100 50 cafexc a3 35000 A0 12000 3000 000 |
123000 50 sy ecd  S5000 4500 42000 28000 0000 |
1102 000 50 rgcacd 45000 450 42000 00 20 |
P S0 prarzn 0000 4500 24000 18000 2000 |
166 500 50 it 80000 A0 24000 42000 0000 |
Perod Summany B
Polyiy s Oustorr B0 [ punl  OeyTeme 0 | free)
23 A VR | frec)
On Cycles ~ Cychr | Trec
MI-.“IOOM“I MM)I L | OF (vols) | EF (volis) l CEP (voltn) I CE (wolta) l CXP fwolts) I
v |0 A0 50 e acn 3 000 9000 R R 000
Iz 195 007 145200 0 acnFensc scd 36000 3000 14000 27000 400
354 168 163300 30 chiorcgee 95000 400 :om 19000 400
e 355168 89000 50 chirogew 000 000 6000 & 000 a0
Total Scan T — | (onc)
Irchades pauredt

-~

HEEHM

75



OZGECMIS

12.06.1984 yinda Istanbul’da dogdu. Ik, orta ve lise Ogrenimini Istanbul’da
tamamlad. 2003-2007 yillar1 arasmda Trakya Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
bolimiinden mezun oldu. 2008-2011 yillar1 arasma Namik Kemal Universitesi Bitki Koruma
Anabilimdal’'nda yilksek lisans egitimini tamamlayarak 2012 yiinda Trakya Tarmsal
Arastrma Enstitiisiic Miidirligi'ne atandi. 2013 yiinda doktora egitimine basladl. 2014
yiindan 2020 yilma kadar aym kurumda Bitki Saghgn Bolim Baskan olarak gorev yapmus
Olup, 2020 yili Nisan aymda Marmara Ormancilik Arastrma Enstitiisii'ne tayin olmustur.

YAYINLAR

Ciftcigil, T. H., Evci, G., Pekcan, V. , Yimaz, M. i, Kaya, Y. (2014). Determination of
resistance of some sunflower genotypes against downy mildew utilizing from artificial
inoculation. Joint International Congress 14th Mediterranean Phytopathological Union, 25-
29 August 2014, Istanbul-TURKEY. s.150

Yilmaz, M. 1., Pekcan, V., Ewvci, G., Ciftcigil, T. H., Kaya, Y. (2016). Determination of
downy mildew resistance of advanced high oleic restorer lines and the evaluation of their
hybrid's yield traits. 19th International Sunflower Conference 29 May — 3 June, 2016
Edirne, Turkey

Ciftcigil, T. H., Ozer, N., Sabudak, T. (2016). Preliminary study on control of sunflower
downy mildew (Plasmopara halstedii) with culture filtrates of antagonistic fungi. 19th
International Sunflower Conference 29 May — 3 June, 2016 Edine, Turkey

Evci., G, Cifteigil, T. H., Pekcan V. , Yimaz M. 1. (2017). Determination of reactions some
sunflower lines with Pl genes against to downy mildew [Plasmopara halstedii (farl.)
Berlese et de Toni] Agri Balkan Congress, 16-18 May (2017), TURKEY

Ozer, N., Sabudak, T., Ciftcigil, T. H., Evci, G., Yimaz, M. 1. (2017). Induction of potential
antifungal root metabolites by biological control against sunflower downy mildew under

field conditions. International Ecology Symposium, 11-13 May, Kayseri/Turkey

76



