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OZET

Yiiksek Lisans
BAZI ASMA GENOTIPLERINDE MILDiYO HASTALIGI ENFEKSIYON SEYRI VE
ONEMLI STILBENLERIN BIRIKIMI UZERINE ARASTIRMALAR
Mehmet Fatih KUMASOGLU
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Nuray OZER

Bu calismada 6 farkli asma genotipinin [lokal saraplik Karasakiz, lokal sofralik Miiskiile, melez
sofralik Tekirdag Sultani (ItaliaXSuperior Seedless), salamuralik melezler 119, 154 ve 200
(NarinceXRegent)] Plasmopara viticola tarafindan olusturulan mildiyé hastaligina karst
dayanikliliklar1 detayli olarak incelenmistir. Denemeler siiresince koparilmis yapraklarin alt yiizeyine
etmenin sporangium siispansiiyonunun damlatilmasi seklinde inokulasyon yapilmistir. Oncelikle
inokulasyondan bir hafta sonra etmenin yapraklarda olusturdugu sporulasyon alani (mm?)
stereomikroskopta 6l¢lilmiis, sporulasyon alanina gore, 200 son derece dayanikli (ER), Miiskiile ve
154 yiiksek diizeyde dayanikli (HR), 119 dayanikli (R), Karasakiz hassas (S) ve Tekirdag Sultani
yiiksek derecede hassas (HS) olarak degerlendirilmistir. Lezyonlar iizerinde bulunan sporangium
sayist ile sporulasyon alani arasinda Onemli derecede pozitif bir iligki bulunmustur. Fluoresan
mikroskopta yapilan gozlemlerde inokulasyondan 48 saat sonra en diisiik enfekteli stoma sayis1 200
no’lu genotipte belirlenmis, bunu Miiskiile ve 154 takip etmistir. Etmenin vesikiilii inokulasyondan 24
saat sonra tlim genotiplerin yapraklarinda ¢imlenmis ve primer hif olugturmustur, bununla birlikte 200
nolu genotipte inokulasyondan 48 saat sonra vesikiilin ¢im borusundan uzayan hifi mezofilin
hiicrelerarasi bosluklarina yayilmamustir. Miiskiile, 119 ve 154°de ayn siirede bu yayilma gergeklesse
de inokulasyondan 72 saat sonra etmenin gelisimi kisitlanmigtir. Hassas genotiplerde ise
inokulasyondan 72 saat sonra uzun dallanmis hiflere sahip patojen miselyum olusturmus ve damarlar
arast bosluklart doldurmustur. Yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC)’de 6l¢timii yapilan iig stilben
grubu bilesigin (resveratrol, e-viniferin ve pterostilben) miktar1 inokulasyondan sonra artan zaman
dilimlerinde dayanikli genotiplerde 6nemli derecede artis gostermistir. Resveratroliin miktar1 degisen
diizeylerde dayanikli bulunan genotiplerde inokulasyondan 72 saat sonra yiiksek miktarda bulunurken,
bu siirede en yiiksek e-viniferin miktar1 200 (ER) nolu genotipte tespit edilmistir. Miiskiile (HR) ve
154 (HR) ise diger dayanikli genotiplere gore daha yiiksek miktarda pterostilben igermistir. Bu
calisma P. viticola’ya kars1 dayanikliliklari ilk kez test edilen Miiskiile, 119, 154 ve 200’de patojenin
enfeksiyonu siiresince hastaligin ilerlemesini sinirlayan savunma mekanizmasinin tesvik edildigini
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Plasmopara viticola, asma yapragi, dayamklilik, resveratrol, viniferin,
pterostilben
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ABSTRACT

MSc. Thesis
RESEARCHES ON INFECTION PROCESS OF DOWNY MILDEW DISEASE AND
ACCUMULATION OF IMPORTANT STILBENES IN SOME GRAPEVINE GENOTYPES
Mehmet Fatih KUMASOGLU
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Nuray OZER

In this study, the resistance of 6 different grapevine genotypes [local wine grape Karasakiz, local table
grape Miiskiile, cross table grape Tekirdag Sultani (ItaliaXSuperior Seedless), brined crosses 119, 154
and 200 (NarinceXRegent)] to mildew disease caused by Plasmopara viticola was investigated in
detail. During the experiments, inoculation was performed by dropping the sporangium suspension of
the pathogen to the abaxial surface of detached leaves. The sporulation area (mm?) on leaves at a week
after inoculation was first measured under a stereomicroscope, 200 was found as extremely resistant
(ER), Miigkiile and 154 as highly resistant (HR), 119 as resistant (R), Karasakiz as sensitive (S) and
Tekirdag Sultani as highly sensitive (HS). A significant positive correlation was determined between
the number of sporangium on the lesion and sporulation area. In the observation with a fluorescent
microscope, the lowest number of infected stomata by pathogen at 48 hours after inoculation was
determined in the genotype 200, Miiskiile and 154 followed it. The vesicle of the pathogen germinated
and developed primary hypha in the leaves of all genotypes at 24 hours after inoculation, however, in
genotype 200, the primary hypha of vesicle did not spread into the intercellular spaces of the
mesophyll at 48 hours after inoculation. Although this spread occurred at this process in Miiskiile, 119
and 154, the development of the pathogen was restricted at 72 hours after inoculation. Pathogen with
long branched hypha having many haustoria developed mycelia and covered the intercostal field in
sensitive genotypes at 72 hours after inoculation. The amount of three3 stilbene compound
(resveratrol, e-viniferin and pterostilbene), which was measured in high pressure liquid
chromatography (HPLC), significantly increased in resistant genotypes at increasing time periods after
inoculation. The amount of resveratrol was found to be high in 72 hours after inoculation in genotypes
which are resistant to pathogen at different level, while the highest amount of e-viniferin was
determined in genotype 200 (ER) during this period. Miiskiile (HR) and 154 (HR) contained higher
amounts of pterostilbene than that of other resistant genotypes. This study shows that the defense
mechanism that limits the progression of the disease during the infection of the pathogen was induced
in Miskiile, 119, 154 and 200 whose resistance against P. viticola was tested for the first time.

Key words: Plasmopara viticola, grapevine leave, resistance, resveratrol, viniferin, pterostilben
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1. GIRIS

Asmanin veya lziimiin milyonlarca yillik ge¢misinin var oldugu bilinmektedir.
Milattan 6nce 3500 yillarinda bagin yeryiiziinde olusu yapilan arastirmalar ve arkeolojik
calismalardan elde edilen fosiller ve taglar iizerine yapilan kabartma iiziim resimlerinden
anlasilmaktadir (Kumral, 2010). Asmanin anavatani Hazar Denizi’nin gilineyi, Kafkasya ve
Kuzey Dogu Anadolu yoreleri olarak bilinmektedir. Yapilan arastirmalara gore milyonlarca

yi1l 6nce asma diinyanin birgok yoresinde yetismektedir (Calkan Saglam ve Saglam, 2018).

Bagcilik diinyada tarimin en temel faaliyet kollarindan birisi olup, iiziim taneleri
sofralik, saraplik ve kurutmalik olarak, yapraklar1 ise salamuralik olarak
degerlendirilmektedir. Ulkemizle birlikte Orta Dogu ve Balkan iilkelerinde yaygin olan
salamuralik genotiplerin yapraklari {ilkemizde de sevilen dolma yapiminda kullanilmaktadir
(Dogan vd., 2015). Hem taze hem de salamura seklinde kullanilan asma yapragi diisiik
kalorili, yiiksek miktarda diyet lif, kalsiyum, fosfor, fenolik bilesik, A, K1 ve C vitamini
acisindan olduk¢a zengindir. (El Nehir, Kavas ve Karakaya, 1997). Narince, Sultani
Cekirdeksiz, Yapincak ve Emir {iziim ¢esitleri Salamura asma yapragi iiretimi i¢in daha
uygundur. Tiirkiye’de son yillarda salamura asma yapragi lretimi ve tiiketimi stirekli
artmaktadir. Hazir gida sektorii ve bat1 iilkelerinde son yillarda yaprak dolmasina olan talep
artmaktadir (Cang: ve Yagci, 2017). Ulkemizde ayrica iiziim suyu, papara, koruk suyu,
pelverde, pekmez, kome, kofter, dilme, bastik, ¢cek ¢cek, raki, konserve, sirke, tursu, tarhana,
pestil, vb. gibi hi¢ bir iilkede goriilemeyecek kadar farkl: sekillerde de degerlendirilmektedir
(Adinir, 2011)

Uziim igeriginde yiiksek oranda seker bulunmasi nedeniyle kalori degeri yiiksek bir
besin maddesidir. Ayrica, kalsiyum, potasyum, sodyum ve demir gibi mineral maddeler
yoniinden zengin oldugu gibi, baz1 vitaminler (A, B1, B2, Niasin ve C vitaminleri) yoniinden
de Onemli bir kaynak olarak kabul edilmektedir (Celik, Agaoglu, Fidan, Marasali ve
Soylemezoglu, 1998).

Uziim ve iiziimden elde edilen gidalar saglikli ve dengeli beslenmeye, ozellikle
biiyiime cagindaki cocuk ve gengler i¢in igerigindeki zengin bilesimleriyle katki saglarlar.

Son yillarda analiz tekniklerinde olan gelismeler ile birlikte {iziim ve {liziimden elde edilen



tirtinlerin bilesiminde saglik agisindan ¢ok yararli ve bazi rahatsizliklar engelleyebilen yeni
maddeler kesfedilmistir. Bunlardan en 6nemlisi gii¢lii bir antioksidan olan fenol bilesikleridir
ve oOzellikle siyah iiziim kabugunda ve gekirdeklerde bulunur. Bu bilesiklerin kalp-damar
rahatsizliklarin1 6nledigi, kotii kolesterolii diisiirdiigii ve hatta fiziksel ve zihinsel yaslanmay1

geciktirdigi, yazili ve gorsel basindaki yaymlarda 6n plana ¢ikmaktadir (Cabaroglu ve
Yilmaztekin, 2006).

Diinyada bag iiretimi yapan iilkeler arasinda iilkemiz, 417.041 ha alan ile 4. sirada,
3.933.000 ton iiziim iiretimi ile 6. sirada yer almaktadir (Food and Agriculture Organization.
[FAQ], 2018). Ulkemizde Dogu Anadolu Bélgesi’nin yiiksek kisimlari ve Dogu Karadeniz
Bolgesi’nin sahil kismi hari¢ diger bolgelerde bagcilik yapilmaktadir. Ege Bolgesi’nde
cekirdeksiz sofralik {iziim, Ic Anadolu Bélgesi ile Trakya Bolgesi’nde genellikle saraplik
lizim, Marmara Bolgesi’nin diger boliimlerinde sofralik iiziim yetistirilmektedir (Celik,
1998). Tekirdag ilinde saraplik tiziim iiretim alani1 25.167 dekar, {iretim miktar1 26.594 ton,
sofralik {izim iiretim alani ise 12.800 dekar, iiretim miktar1 ise 12.964 ton’dur (Tiirkiye

Istatistik Kurumu [TUIK], 2019).

Bagcilik icin elverigli bir iklimi ve konumu bulunan iilkemiz, zengin bir gen
potansiyeline sahiptir. Ulkemizde, bagcilik igin iklim kosullarinin uygun olmasi ¢ok genis
gesit ve tip zenginligini ortaya ¢ikarmustir. Uziimlerde ¢ekirdeksizlik, erkencilik, gegcilik,
verim ve kalite yiiksekligi ¢ok Onemli genetik karakterler olup, bu karakterler ilk defa
Anadolu’nun lokal cesitlerinde ortaya cikmis ve yayilmistir. Tarim ve Koy Isleri
Bakanligi’nca yapilan ¢esit belirleme calismalarinda iilkemizde 1200’1 askin iiziim cesidi

veya tipinin mevcut oldugu belirtilmektedir (Alsancak Sirli vd., 2015)

Bagcilik 6nemli hastaliklar ile kars1 karsiyadir. Bu hastaliklardan en fazla ekonomik
kayba yol acan kiilleme, kursuni kiif, odun hastaliklar1 gibi diinyada da liziimlerde yaygin
olarak goriilen, Plasmopara viticola (Berk. & Curtis Berl. & De Toni tarafindan olusturulan

mildiy6 hastaligidir (Lafon ve Clerjeau 1988; Gessler, Pertot ve Perazzoli, 2011).

Obligat bir etmen olan Plasmopara viticola, Chromista alemi, Oomycota subesi
Oomycetes siifi, Peronosporales takiminin Peronosporaceae familyasinda Plasmopara
cinsine ait bir tiirdiir (Anonim, 2020a). P. viticola tarafindan olusturulan mildiyd hastaligi

ozellikle nemli iklim kosullarinin oldugu yillarda siddetli epidemilere ve Onemli verim

2



kayiplarina neden olmaktadir. Patojen obligat bir parazit olup, sporangiumlarindan g¢ikan
zoosporlart yapraklardaki stomalarin yakinina dogru hareket etmekte, ¢imlenmekte ve
20°C’de 3 saat i¢inde stomalardan giris yapmaktadir (Gessler vd., 2011). Uygun iklim

kosullarinda salkimlara da gegerek ¢igek ve salkim kurumalarina neden olmaktadir.

Mildiyd tiim yesil aksamda goriiliir. Ilk belirtiler etmenin enfeksiyonundan 5-7 giin
sonra meydana gelir. Etmen yapraklarin iist yiizeyinde yag lekesi benzeri lekeler olusturur
(Sekil 1.1 a), yapraklarin alt yiizeyinde etmenin sporangium ve sporangioforlarindan olusan
kegemsi beyaz bir ortii goriilir (Ash, 2000) (Sekil 1.1 b). Cigeklerde enfeksiyon gelistiginde
cigekler kisa zamanda kurur ve dokiiliirler. Salkimlar seyrek taneli olurlar. Taneler kii¢iikken
hastaliga kars1 hassastir ve erken donemde sporulasyon olusabilir (Sekil 1.1 ¢), olgunlastik¢a
hastaliga kars1 dayanikliliklarr artar. Hastalikli taneler su kaybederek burusurlar. Burusan
taneler beyaz taneli asma cesitlerinde koyu renge, renkli gesitlerde ise lacivertimsi renge

doner. Hastalik yaprak dokiilmesi ile birlikte, tiziimlerde kalite kaybi ve {irlinlin tamamen yok

olmast ve geng¢ siirgiinlerde zayiflama ve Olime kadar giden belirtilere de neden
olabilmektedir (Selim, 2013).

Sekil 1.1. Mildiy6 hastaliginin yapraklar tizerinde olusturdugu belirtiler (a), yaprak altindaki

sporulasyon (b) ve taneler tizerindeki sporulasyon (c)

Hastaligin nemli iklim kosullarina sahip bolgelerde hemen her yil goriilmekte ve
kontroliinde yogun olarak fungisitler kullanilmaktadir. Kullanilan fungisitler arasinda

phenylamide, strobilurin, cymoxanil, phosphonate ve dithiocarbamate etkili maddeler



bulunmakla birlikte, etmen birgok fungisite karsi dayananiklilik kazanmis durumdadir (Blum,
Waldner ve Gisi, 2010; Chen vd., 2007; Gisi, 2002; Matasci, Gobbin, Sharer, Tomm ve
Gessler, 2008) ki bu da etmenin kimyasal kontroliinii 6nemli derecede kisitlamaktadir. Ayrica
fungisitlerin bilingsizce kullanimi sonucu ortaya ¢ikan kalint1 problemi de insan saglhigi i¢in
onemli bir tehlike olusturmaktadir. Bu nedenle ¢ok sayida fungal hastalifin kontroliinde
oldugu gibi bagda mildiyé hastaligina kars1 alternatif miicadele olarak dayanikli genotiplerin
kullanim1 biiylik 6nem tagimaktadir. S6z konusu hastaliga karsi dayanikliligin belirlenmesi
uzun yillardir etmenin yapraklara suni inokulasyonu yoluyla belirlenmekte, patojenin gelisimi
i¢in optimum kosullari saglamasi ve pratik olmasi agisindan daha ziyade koparilmis yapraklar
kullanilmakta ve bu testlerle elde edilen sonuglarin sera ve tarladan elde edilen sonuglarla son
derece uyumlu oldugu bildirilmektedir (Bellin vd., 2009; Boso, Martinez, Unger ve
Kassemeyer, 2006; Boso, Alonso-Villaverde, Gago, Santiago ve Martinez, 2014; Caddle-
Davidson, 2008; Calonnec vd., 2013; Gaforio, Cabello, F. ve Muifioz Organero, 2015;
Marchive vd., 2013; Projongiai, Poolsawat, Pornbungkerd, Wongkaew ve Tantasawatt, 2014;
Zyprian vd., 2016). Bu c¢alismalarda hastalik degerlendirilmelerinde farkli skalalar
kullanilmis, sporangium sayimlar1 yapilmis ya da enfekteli yaprak alani yiizdesi
belirlenmistir. Son yillarda ise 6zellikle skala ile degerlendirmelerin goézlemciye bagli olarak
degisebildigi ve boylelikle farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden oldugu igin sporulasyon
alan1 yazilim programi kullanilarak mm? olarak &lgiilmektedir (Bove, Baveresco, Caffi ve

Rossi, 2019; Bove ve Rossi, 2020).

Islah programlar1 cercevesinde elde edilen genotiplerin mildiyd hastalifina karsi
reaksiyonlarinin belirlenmesinde sporulasyon diizeyinin yani sira konukcu patojen iligkileri
dikkate alinarak yapilan degerlendirmeler dayaniklilik diizeyinin daha detayli olarak ortaya
c¢ikarilmasini saglamaktadir. Bu baglamda hastalik etmeninin stomalardan giris yapmasindan

itibaren gelisim asamalar1 ve stilben gurubu fitoaleksinlerin olusum diizeyi 6nemli kriterlerdir.

Hastalik etmeni hassas genotipin yapraklariin stomalarindan giris yaptiktan 2-4 saat
sonra enfeksiyon baslamakta, 72 saat sonra haustoryumlar, 96 saat sonra sporangiforlar
olugmakta, dayanikli genotipte ise inokulasyondan 24 saat sonra ¢im tlipli olusmakta ancak
stomalarin kapanmasi nedeniyle sporulasyon durmaktadir (Alonso-Villaverde, Voinesco,
Viret, Spring ve Gindro, 2011; Gindro, Pezet ve Viret, 2003).



Asma yapraklarindaki stoma sayis1 ¢evre kosullarina ve genotiplere gore degismekle
birlikte (Rogiers, Hardie ve Smith, 2011), stoma sayisi ile mildiyé enfeksiyonu arasinda
pozitif bir iligki oldugu ve etmenin stomalardaki gelisme evrelerinin belirlenmesinin
dayaniklilikta 6nemli bir kriter oldugu bildirilmektedir (Gindro vd., 2003; Gindro, Spring,
Pezet, Richter ve Viret, 2006; Gomez-Zeledon, Kaiser, M. ve Spring, O., 2017; Kortekamp,
Wind ve Zyprian, 1998; Paolocci, Muganu, Alonso-Villaverde ve Gindro, 2014; van
Leeuwen, Roby, Alonso-Villaverde ve Gindro, 2013).

Asmada mildiydye karsi dayaniklilikta biomarker olarak nitelendirilen stilben gurubu
fitoaleksinler, Vitaceae familyasinda bulunan bitkilerde biotik ve abiyotik streslere karsi
savunma bilesikleri olarak gérev yapmaktadirlar (Langcake, 1981). Stilbenler P. viticola’nin
miselyum gelisimini, sporangiumdan zoospor ¢ikisini baski altina almakta ve bu bilesiklerin
birikimi dayanikli olanlarda hizli bir sekilde olurken hassas genotiplerde gecikmektedir
(Pezet, Gindro, Viret ve Richter, 2004a, Pezet, Gindro, Viret ve Spring, 2004b). Stilbenler
arasinda ilk 6nce tanimlanan bilesik resveratrol’diir (Bounassisi vd., 2017). Bununla birlikte
Avrupa kokenli asma genotiplerinde yapilan ¢aligsmalar resveratrol ve diger stilben grubu
bilesik olan piceid’in hassas genotiplerde artis gosterdigini dayanikli olanlarda resveratroliin
viniferinlere ve pterostilbene donistiigiini (Alonso-Villaverde vd., 2011; Gindro vd., 2006;
Paolocci vd., 2014; Pezet vd., 2004a), viniferinler ve pterostilbenin miktar1 ile hastalik siddeti
arasinda negatif bir iliski oldugunu (Bellow, Latouche, Brown, Poutaraud ve Cerovic, 2012;
Malacarne vd., 2011; van Leeuwen vd., 2013) gostermistir. Bu nedenle stilben grubu
bilesiklerin belirlenmesine yonelik ¢alismalarda daha ziyade viniferinler ve pterostilbenin
varligi tizerinde durulmustur. Son yillarda yapilan bir ¢alismada e-viniferinin & viniferinden
daha once kendisini gosterdigi tespit edilmis (Chitarrini vd., 2017), baz1 arastirmacilar (Wang,
Wu, Zhang ve Lu, 2018) e-viniferin ve pterostilben iizerinde durmustur. Nitekim
resveratrol’iin  e-viniferine dimerizasyonunda, dayaniklilikta rol oynayan peroksidaz
enziminin (Frobel, Dudenhoffer, Topfer ve Zyprian, 2019), pterostilbene doniisiimiinde ise

kinazlarin (Vezzuli vd., 2019) rol oynadigin bildirilmektedir.

Ulkemizde bulunan bazi {iziim genotiplerinin mildiyd hastaligina kars1 dayanikliligina
yonelik caligmalar bulunmakla birlikte (Atak 2017, Atak vd. 2017a, Mermer-Dogu, 2019;
Yildirim, Atak ve Akkurt, 2019) etmenin farkli genotiplerde gosterdigi enfeksiyon siirecine
iligkin bir arastirma ile karsilagilmamistir. Yine mildiyé enfeksiyonundan sonra yapraklarda

baz1 fenolik bilesiklerin (gallik asit, rutin hidrat ve klorogenik asit) tespiti ile ilgili az sayida
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calisma bulunmakta (Atak, Goksel ve Celik 2017b; Atak ve Goksel, 2019) olup, etmenin
enfeksiyon asamalarinin ve Onemli stilbenlerin (e-viniferin ve pterostilben) asma

genotiplerinde belirlenmesine yonelik bir ¢alisma ile karsilasilamamustir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, bazi lokal (Karasakiz ve Miiskiile) genotipler ile birlikte
melez (Tekirdag Sultani, 119, 154 ve 200 no’lu) genotiplerin P. viticola’ya kars1 dayaniklilik
diizeylerini belirlemektir. Calismada ayrica genotiplerin dayaniklilik diizeyleri ile etmenin
belirli zaman araliklarinda gelisim siireci Ve savunmada 6nemli rol oynayan bazi stilben grubu

bilesiklerin birikiminin ortaya konmasi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bagda farkli skalalarin kullanimi, sporangium sayimi, enfekteli alan yiizdesinin
belirlenmesi ya da sporulasyon alanimin Ol¢iilmesi gibi kriterler dikkate alinip, etmenin
yapraklara inokulasyonundan 6-9 giin sonra, P. viticola’ya dayanikliligin belirlenmesine
yonelik ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir (Bellin vd., 2009; Boso vd., 2006; Boso vd., 2014;
Bove vd., 2009; Bove ve Rossi, 2020; Caddle-Davidson, 2008; Calonnec vd., 2013; Gaforio
vd., 2015; Marchive vd., 2013; Projongiai vd., 2014; Zyprian vd., 2016). Bununla birlikte
calismamizda etmenin enfeksiyon siireci ve 6nemli stilbenlerin olusumu dikkate alindigindan,
kaynak 6zetlerinde rutin dayaniklilik ¢aligmalarindan ziyade tez konusu ile ilgili kaynaklar

kronolojik siraya gore agiklanmustir.

Pezet vd. (2003), hassas tiziim ¢esidi Chasselas yapraklarina mildiyd etmeni P.
viticola’ nin inkolasyonundan bir hafta sonra alinan yaprak drneklerinde, trans &-viniferinin
en yiiksek miktarda (155.68 ng/g taze agirlik-bundan sonra TA olarak verilecektir)
bulundugunu bunu trans e-viniferin (86.61 ug/g TA)’in izledigini bildirmektedirler.

Pezet vd. (2004a), resveratrol, viniferinler ve pterostilbenin zoospor ¢imlenmesi hassas
Chasselas ve dayanikli Solaris genotiplerinde hastalik olusumu iizerine etkisi konusunda
gerceklestirdikleri calismalarinda, zoospor ¢imlenmesine en yiliksek oranda toksik etki
gosteren Dbilesikler siralandiginda ilk sirayr é-viniferinin aldigini bunu pterostilben ve e-
Viniferinin izledigini, resveratroliin ¢ok diisiik toksik etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir.
Hastalik olusumunu engelleme yoniinden ise, pterostilben ilk sirayr almis, 5-viniferin ve e-
viniferinin sirasiyla ikinci ve ligiincii sirada yer almistir. Hassas ve dayanikli genotiplerin
yapraklarinda s6z konusu bilesiklerin konsantrasyonu incelendiginde, dayanikli genotipte
ozellikle inokulasyondan 24, 48 ve 72 saat sonra tiim stilben grubu bilesiklerin miktari
(saatler igin sirasiyla resveratrol: 10.39, 762.92, 407.42 umol/TA; e-viniferin: 0.41,61.75,
268.86 umol/TA; pterostilben: 0, 0, 0.177 umol/TA) hassas genotipe gore yiiksek -olmus,

hassas genotipte pterostilben tespit edilmemistir.

Pezet vd. (2004b), 9 adet asma genotipine ait yaprak disklerine P. viticola’ y1
puiskiirtme yoluyla inokulasyon yaparak 6 giin sonra sporangium sayimi yapilmis, yine tiim
yapraga damlatma yoluyla inokulasyon yaparak, inokulasyondan 4, 7, 24 ve 48 saat sonra

onemli stilbenlerin varligim1 belirlemislerdir. Arastirmacilar dayanikli genotipler olan
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Bronner, Solaris, ve IRAC 2091°de sporulasyonun olusmadigini, hassas genotiplerden
Chasselas, Gamay, Gamaret’de yogun sporulasyon meydana geldigini ve Pinot Noir, Seyval
Blanc ve Johanniter’de orta diizeyde sporulasyon olustugunu bildirmektedirler. Calismada,
inokulasyondan 4, 7 saat sonra resveratroliin hassas ve dayanikli genotiplerde bulunabildigi,
viniferinlerin az miktarda olustugu, 24 saat sonra hassas genotiplerin yiiksek miktarda piceide
icerdigi, bununla birlikte dayanikli genotiplerde yiiksek miktarda e-viniferin ve 8-viniferinin
olustugu, 48 saat sonra hassas genotipler olan Chasselas ve Gamay’da yiiksek miktarlarda
piecide ve diisiik konsantrasyonda viniferinlerin olustugu, dayanikli olanlarda ise 6zellikle -
viniferinin yiiksek miktarda oldugu (230 umol/TA) tespit edilmistir. Yine daha az hassas olan
Seyval Blanc ve Johanniter genotiplerinde yiiksek diizeyde hassas genotiplere gore daha fazla

miktarda viniferinlerin olustugu ileri siiriilmektedir.

Gindro vd. (2006), 42 asma c¢esidinin, P.viticola’ ya karsi dayanikliligini, patojenin
sporangium siispansiyonunu gesitlere ait yaprak disklerine piiskiirtme yoluyla inokule ettikten
6 glin sonra sporangium yogunlugu, 48 saat sonra stomada kalloz birikimi, 8-viniferin ve &-
viniferinin diizeyini tespit ederek test etmislerdir. Arastirmacilar 42 g¢esidi Sporangium
yogunluguna goére ¢ok dayanikli, dayanikli, az hassas, hassas ve ¢ok hassas olarak
gruplamislardir. Sonug olarak ¢alismada ¢ok dayanikli ¢esitlerde stomada kalloz birikiminin
ve g-Viniferinin miktarinin olduk¢a yiiksek oldugunu (>100 pmol/mg TA) bunu é-viniferinin
izledigini (>80 umol/mg TA) bildirilmekte ve bu tiir testlerin 1slah ¢aligmalarinda siirenin

azalmasina katkida bulunacagi ileri stiriilmektedir.

Jirges, Kassemeyer ve Diirrenberger (2009), Avrupa’ya ait Vitis vinifera Miiller-
Thurgau, Vitis sylvstris Ketsch (yabani), Asya’ya ait Vitis amurensis (Sibirya), Vitis
coignetiae (Kore), Vitis ficifolia (Japonya), Vitis quinquangularis (Cin Cumbhuriyeti), Vitis
jacquemontri (Pakistan) ve Kuzey Amerika tiirlerinden Vitis ruperstris, Vitis riparia, Vitis
californira ayrica Vitis vinifera melezlerinden Merzling ve Vitis viniferaXAmerikan
tiirlerinden olusan melezleri kullanarak Vitis tiirleri ile P. viticola arasindaki konuk¢u patojen
iligkilerini incelemislerdir. Calismada patojene ait inokulum hassas genotip Miiller-
Thurgau‘da ¢ogaltilmis diger Vitis tiirlerinin yapraklarindan yaprak diski alinarak, piiskiirtme
yoluyla inokulasyon gerceklestirilmis, aniline blue ile boyama yapilarak mezofil dokusunun
kolonizasyonu floresan mikroskopta, acridine orange ile boyama yapilarak elektron
mikroskobunda stoma bekg¢i hiicrelerinin morfolojisi incelenmistir. Arastirmacilar Kuzey

Amerika ve Sibirya’ya ait tlirlerde fungus gelisiminin engellendigini, Avrupa’ya ait tiirlerde
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etmen tarafindan kolonizasyonun yiiksek oldugu Miiller-Thurgau ve yabani Avrupa Vitis
sylvstris (Ketsch) hari¢ diger yabani tiirlerde miselyumun bekg¢i hiicreleri boyunca stomaya
giris yapamadigimi bununda bu tiirlerde Ki savunma genlerinin etkisiyle ortaya c¢iktigini

belirtmektedirler.

Unger, Bueche, Boso ve Kassemeyer (2007), dayanikliligin belirlenmesinde enfekteli
stoma sayisinin 6énemli oldugunu bildirmekte ve inokulasyondan sonra patojenin gelisim
stirecinin  dayanikli ve hassas genotiplerde farklilik gosterdigini belirtmektedirler.
Aragtirmacilar hassas genotiplerde patojenin gelisim siirecinin 6 farkli donemde oldugunu
tespit etmislerdir ve bunlardan S1’de inokulasyondan 6 saat sonra hif olusumu olmadan
vesikiil olustugunu, S2’de vesikiilden hizli bir sekilde ¢imlenip hif olustugunu (bu dénemde
inokulasyondan 6 saat sonra olusmaktadir), S3’de inokulasyondan 24-30 saat sonra
vesikiilden uzayan hifin mezofil tabakasinin hiicreler arasi bosluklarina ulastigini, S4’de
inokulasyondan 42-48 saat sonra dallanan ve hiicreler arasi bosluklara yayilan ve ¢ok sayida
haustoryumu olan hifin olustugunu, S5°de 72 saat sonra hiflerden miselyumun olustugunu,
S6’da 96 saat sonra damarlar arasi alanlarin miselyum ile doldugunu belirtmislerdir.
Calismada dayanikli genotiplerde donemler arasi gecisin yavas seyrettigi S5 doneminin de
daha az yogun goriildigi ileri siirilmektedir. Godard, Siacanin, Viret ve Gindro (2009),
Unger vd. (2007)’nin metodunu kullanarak gergeklestirdikleri ¢alismalarinda, hassas
genotiplerde yukarida adi gecen dénemlerden S1’in inokulasyondan 15 saat sonra, S2’nin 24
saat, S3’lin 48 saat sonra S4 ve S5 donemlerinin 72 saat sonra olustugunu 7 giin sonra ise

yapragin alt yiizeyinde gozle goriilebilir sporulasyon meydana geldiginin bildirmektedirler.

Alonso-Villaverde vd. (2011) bir adet hassas (Chasselas), iki adet dayanikli (Solaris:
Merzang x (Asperavi severneyiXMuscat Ottanel), IRAC 2091: GamaretXBronner) V. vinifera
gesidi ve P. viticola’ ya total dayaniklilik gosteren Muscadina rotundifolia’da hiicresel
diizeyde enfeksiyonun ilerlemesini ve stilben grubu fitoaleksinlerin birikimini incelemislerdir.
Caligmada etmenin sporangium siispansiyonu koparilmis yapraklara piiskiirtme yoluyla
inokule edilerek, inokulasyondan 6 giin sonra sporangium sayimlart yapilmistir. Stilben grubu
fitoaleksinlerin tespiti ve elektron mikroskop incelemeleri i¢in koparilmis yapraklara
sporangium siispansiyonunu damlatma yoluyla inokulasyon ger¢eklestirilmis, inokulasyondan
24 ve 72 saat sonra elektron mikroskobunda incelemeler yapilmis, 24, 48 ve 72 saat sonra
stilben grubu fitoaleksinlerin miktari belirlenmistir. Arastirmacilar hassas ¢esit Chasselas’da

enfeksiyon siirecinin hizli bir sekilde tamamlandigini, dayanikli cesitlerde vesikiilde sekil
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bozuklugu, az sayida haustoryum olusumu veya haustoryumda bozulma seklinde patojen
enfeksiyonunu kisitlayan durumlarin ortaya c¢iktigini, M. rotundifolia’da ise vesikiil
olusumunun dahi goriilmedigini bidirmektedirler. Calismada dayanikli ¢esit Solaris’te
resveratrol, d-viniferin ve g-viniferinin tesvik edildigi ancak, e-viniferinin en yiiksek miktarda
(200 umol/mg TA) iiretildigi, IRAC 2091°de ise 72 saat sonra pterostilbenin en yiiksek
miktara ulastigi (120 pmol/mg TA), M. rotundifolia’da ise tiim fitoaleksinlerin dayanikli
cesitlerde bulunandan 22-32 kez yiiksek oldugu bildirilmektedir.

Malacarne vd. (2011), Merzling (V. vinifera X V. rupestris ve V. lincecumii) X V.
vinifera cv. Teroldego melezlemesinden olusan 106 genotipi sera kosullarinda P. viticola ile
inokule ettikten 10 giin sonra % sporulasyon alanini belirleyerek ve OIV (The International
Organization of Vine and Wine) 452 (Anonim, 2009) skalasini kullanarak gruplara ayirmislar,
inokulasyondan 6 giin sonra HPLC-DAD-MS*‘de stilben grubu bilesiklerin miktarini tespit
etmiglerdir. Arastirmacilar 106 genotipten 18’inin yiiksek diizeyde, 66’sinin diisiik diizeyde
stilben grubu bilesikler iirettigini, 22’sinin ise s6z konusu bilesikleri iiretmediklerini
bildirmektedirler. Yiiksek diizeyde stilben grubu bilesikleri iiretenlerde (en disiik siddette
sporulasyon gosterenler) resveratrol, e-viniferin ve pterostilben miktar1 sirasiyla 3.18-27,93
ng/g TA (13.92-122.27 umol/mg TA), 1.50-14.1 pg/g (3.30-30.83 pmol/mg TA) ve 0.10—
4.29 pg/g (0.39-16.74 pmol/mg TA) arasinda degismistir. Diisiik diizeyde stilben grubu
bilesik treten (yiiksek sporulasyonlu) genotiplerde sadece resveratrol [1.50-14.1 pg/g TA,
(3.30-30.83 umol/mg TA)] tiretimi goriilmiis digerlerine rastlanmamustir.

Vrhovsek vd. (2012), Malacarne vd. (2011) in kullandig1 genotiplerden igiinii (F1
genotip 21/122, F1 genotip 21/123, Merzling) secerek sera kosullarinda inokulasyondan 48
saat ve 6 giin sonra farkli stilben grubu bilesikleri belirlemislerdir. Arastirmacilar, HPLC ve
DAD-MS de yaptiklart olgtimlerde dayanikli genotiplerde 48 saat sonra resveratrol, e-
viniferin ve pterostilbenin sirasiyla 1.7 pg/g (7.44 pmol/mg TA), 11.1 ng/g TA (24.42
umol/mg TA) ve 0.9 pg/g (3.51 pumol/mg TA) miktarlarinda bulundugunu, hassas

genotiplerde ii¢ bilesiginde bulunmadigini bulundugunu bildirmislerdir.

Van Leeuwen vd. (2013), 10 adet mildiydye dayanikli Cabernet Frank klonlarinin
koparilmig yapraklarina patojenin sporangium siispansiyonunu damlatma yoluyla inokulasyon
yaparak 72 saat sonra stilben grubu bilesiklerin tayinini yaprak disklerine piiskiirtme yoluyla

inokulasyon yaparak 7 giin sonra sporangium sayisini belirlemislerdir. Arastirmacilar
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sporulasyonun en diisiik oldugu klonda &-viniferinin en yiliksek miktarda (13.4 pg/Q)
oldugunu bunu e-viniferin [11.8 pg/g TA (25.96 pmol/mg TA)]’in izledigini

bildirmektedirler.

Paolocci vd. (2014), 5 asma genotipine (Aleatiro, Canaido nero, Romanesco,
Trebbiana giallo ve Terebbiano toscano) ait koparilmig yapraklar iizerine patojenin
sporangium siispansiyonunu piiskiirtme yoluyla inokulasyon yaparak 7 giin sonra sporulasyon
alan1 yiizdesini, damlatma yoluyla inokulasyon yaparak 24, 48 ve 72 saat sonra enfekteli
stoma sayisini ve 72 saat sonra stilben grubu bilesiklerin miktarini belirlemislerdir. Calismada
en disiik enfekteli alan ylizdesi, enfekteli stoma sayisi Trebbiana giallo’da belirlenmistir.
Aragtirmacilar inokulasyondan 48 saat sonra patojenin Trebbiana giallo hari¢ tim
genotiplerde benzer gelisme gosterdigini, 72 saat sonra Trebbiana giallo ve Romanesco’ da
gelisimin olduk¢a yavasladigini ancak &-viniferin ve e-viniferinin diisik miktarda
goriildiigiinii pterostilbenin ise sadece Romanesco’da ancak yine diisiik miktarda oldugunu

bildirmektedirler.

Chitarrini vd. (2017), mildiydye dayanikli Bianca genotipinde, dayaniklilik
belirleyicisi olan bilesik epid (LC-MS/MS ile), fenol (LC-MS/M ile) primer bilesikler ve
ugucu bilesiklerin (GC-MS ile) varligmi incelemislerdir. Arastirmacilar, patojeni yaprak
disklerine damlatma yoluyla inokule etmisler ve 12, 24, 48 ve 96 saat sonra sozii edilen
bilesik gruplarinin varligim1 belirlemislerdir. Calismada test edilen e-viniferinin miktarinin
inokulasyondan 12, 24, 48 ve 96 saat sonra artis gostererek [sirasiyla 0.50 pg/g TA (1.10
umol/mg TA), 1.06 pg/g TA (2.33 umol/mg TA), 3.63 pg/g TA (7.98 umol/mg TA), 4.48
ug/g TA (9.85 pumol/mg TA)] biriktigi, yine resveratroliin 6zellikle 96 saat sonra artis
gosterdigi [sirasiyla 1,67 pg/g TA (7.31 umol/mg TA), 0.65 pg/g TA (2.85 pmol/mg TA) ,
0.86 png/g TA (3.76 umol/mg TA), 2.04 ng/g TA (8.92 pumol/mg TA)] belirtilmektedir
ug/g TA (25.96 umol/mg TA).

Wang vd. (2018) mildiyoye hassas, V. vinifera, Thompson Seedless ve bagisik
Muscadinia rotundifolia Noble genotiplerinin yapraklarina patojeni piiskiirtme yoluyla
inokulasyondan 2, 12, 24, 72 saat 5 ve 8 giin sonra bazi stilben gurubu bilesiklerin varligin
UPLC-ES/MS/MS* de belirlemiglerdir. Arastirmacilar resveratrol’iin bagisik M. rotundifolia
Noble’da 12 saat sonra en yiiksek diizeye [1.45 pg/g TA (6.35 pmol/mg TA)] ulastigini
sonraki giinlerde biraz azaldigini, pterostilbenin 5 giin sonra en yiiksek diizeye [0.018 ng/g
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TA, 0.07 pumol/mg TA)], e-viniferinin 8. giinde en yiiksek diizeye [0.080 ng/g TA(0.18
umol/mg TA)] ulastigini, hassas Thompson Seedless’de ise ii¢ bilesiginde ¢ok daha diisiik
miktarda oldugunu bildirmektedirler. Calismada ayrica Noble’da salisilik asit, metil jasmonat
ve absisik asit gibi fitohormonlarin miktarinin arttigi, stilben birikiminin fitohormonlar

tarafindan diizenlendigi ileri siiriilmektedir.

Vezzuli vd. (2019), dayanikli genotiplerde stilben tiretimi ile ilgili genlerin varligini
incelemislerdir. Arastirmacilar mildiyoye dayaniklilik diizeyi ve stilben birikimindeki farklilik
gosteren Rpv3-3 +/- genotiplerindeki 11 genin analizi ile stilben biyosentezinin genetik

kontroliiniin miimkiin olabilecegini ileri siirmektedirler.

Ulkemizde bazi farkli genotiplerin mildiyd hastahigma karsi reaksiyonlarinin
degerlendirilmesine yonelik az ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan tigiinde (Atak, 2017; Atak
vd., 2017 a; Yildinm vd., 2019) serada bulunan bitkilerin yaprak altlarina etmenin
sporangium siispansiiyonu 5-6 giin araliklarla iki kez piiskiirtiilmiis, degerlendirmeler gorsel
skalaya gore yapilmig, V. labrusca’ya ait genotiplerin etmene karsi dayaniklilik gosterdigi
bildirilmigtir. Digerinde ise koparilmig yapraklara ve yaprak disklerine sporangium
siispansiiyonunu damlatma yoluyla inokulasyon yapilmis (Mermer-Dogu, 2019), yine gorsel
skala kullanilarak degerlendirmeler gergeklestirilmis, Cavus ve Isabella genotipleri son derece

dayanikli bulunmustur.

Mildiyoye kars1 dayaniklilikta fenolik maddelerin rolii ile ilgili az sayida arastirma
bulunmaktadir. Atak vd. (2017b), yilinda yaptiklari c¢aligmada 21 farkli genotipi sera
kosullarinda inokule ederek, 45 giin sonra yapraklara fenolik maddelerden gallik asit ve rutin
hidratin miktarin1 belirlemislerdir. Arastirmacilar en yiiksek gallik asit ve rutin hidrat
miktarininin etmene kars1 dayaniklilik gosteren, sirasiyla Vitis rotundifolia (Supargate) ve
Vitis vinifera (Red Globe)’da belirlendigini dayaniklilik ile fenolik madde miktar1 arasinda
pozitif bir iliski oldugunu bildirmektedirler. Ayn1 arastirmacilar daha sonraki yilda yaptiklar
caligmalarinda (Atak ve Goksel, 2019) 2 adet V. labrusca, 11 adet V.vinifera genotipini sera
kosullarinda mildiy6 ile inokule ettikten 1 ay sonra yapraklarda fenolik maddelerden
chlorogenic asit ve rutin hidratin miktarini belirlemislerdir. Calismada Fx1-1 genotipinin hem
mildiyoye dayanikli hem de her iki fenolik maddeyi en yiiksek oranda igerdigi
bildirilmektedir.

12



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Asma Genotipleri

Bu c¢alismada Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii'nde bulunan biri saraplik
(Karasakiz), ikisi sofralik (Miiskiile ve Tekirdag Sultani) genotipleriyle birlikte TUBITAK
1120226 nolu projeden elde edilen 119, 154 ve 200 nolu (RegentXNarince) salamuralik

genotipler kullanilmistir.

Calismamizda kullanilan lokal asma genotiplerinden saraplik Karasakiz, siyah renkli,
yuvarlak taneli, ortalama ¢ekirdek sayis1 2-3, kalin kabuklu, tatli aromali ve sik salkimli bir
tiztimdiir. Canakkale Bolgesi’nde yetistirilmekte ve genellikle agik kirmizi sarap, rose sarap,
kanyak yapiminda kullanilmaktadir (Sekil 3.1 a). Sofralik olarak tiiketilen lokal genotip
Miskiile beyaz renkli, elipsoidal taneli, ortalama g¢ekirdek sayisi 1-3, kalin kabuklu, tath
aromal1 ve orta siklikta bir salkima (Sekil 3.1 b) sahiptir. Bu genotip Iznik, Geyve civarinda
yetistirilmektedir (Boz vd., 2012). Diger melez sofralik genotip olan Tekirdag Sultani
(ItaliaXSuperior Seedless) sari-yesil renkli, yuvarlak taneli, salkim siklig1 orta (Sekil 3.1 c) ve
misket aromasima sahiptir (Anonim, 2020 b). Salamuralik 3 genotip ise (119, 154, 200)
Regent X Narince melezidir. Regent mildiyé hastaligina yiiksek derecede dayanikli olup,
Rpvl, Ren 3 ve Ren 9 dayaniklilik genlerini igermektedir (Eibach, Zyprian, Welter ve Topfer,
2007; VIVC 2020). Narince Tokat yoresinde yetistirilen ve yapraklari 6zellikle salamuralik
olarak kullanilan lokal bir asma genotipidir. S6z konusu genotiplerden, Karasakiz, Miiskiile
ve Tekirdag Sultani genotiplerinden alinan c¢elikler igerisinde torf, kum ve perlit bulunan
(1:1:1 hacim/hacim) saksilarda (23X21,5 cm, c¢apXyiikseklik) serada cogaltilmistir.
Salamuralik genotiplere ait yapraklar ise, yukarida adi gecen proje ¢er¢evesinde Antalya’dan

temin edilmistir.

3.1.2. izolat

Testlerde mildiydye karsi hassas olan Cabernet Sauvignon (Delmas et al. 2016;
Delmotte et al. 2014) genotipinin yapraklarindaki tek bir lezyondan elde edilen izolat

kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Denemede kullanilan iiziim genotiplerinden 6rnekler. a: Karasakiz (Anonim 2020

¢), b: Miiskiile (Anonim, 2020 d), c: Tekirdag sultani (Anonim, 2020 e)

3.2. Yontem

3.2.1. inokulum Cogaltilmasi

Denemeler siiresince ilk once -80°C’de saklanan inokulum Cabernet Sauvignon
genotipinde ¢ogaltilarak taze inokulum hazirlanmistir. Bu amagla s6z konusu genotipin geng
yapraklar1 koparilip (listten 3. ve 4.), %70’lik alkol ile dezenfekte edilmis (Sekil 3.2 a) ve
steril su ile durulandiktan (Sekil 3.2 b) sonra steril kurutma kagitlari tizerine yerlestirilmistir
(Sekil 3.2 ¢). Dezenfekte edilen yapraklar daha sonra i¢inde steril saf su ile 1slatilmis kurutma
kagidi bulunan kiivetlere (26X18X3 cm, uzunluk, genislik ve yiikseklik) yerlestirilmistir.
Yapraklar {izerine derin dondurucudan alinmis ve iizerine saf su ilave edilerek 2 saat siire ile
zoospor ¢ikist icin orbital sallayicida (Biosan) (Sekil 3.2 d) sallanarak 4x10° sporangium/ml
konsantrasyonuna (Alonso-Villaverde vd., 2011; Boso vd., 2006) ayarlanmig sporangium
slispansiiyonu el spreyi ile puskiirtiilmiistiir (Sekil 3.2 €). Ayrica kiivetlerin kapaklari da saf su
ile 1slatilarak aliminyum folyo ile kapatilmis ve 24 saat siire ile 22°C’de karanlikta (Liu vd.
2015) bekletilip (Sekil 3.2 f) daha sonra polietilen torbalara yerlestirilerek ayn1 sicaklikta 10
giin siire ile 16 saat 151k 8 saat karanlik diizeninde inkiibe edilmistir (Sekil 3.2 g) ve
sporulasyon saglanmistir (Sekil 3.2 h). Yapraklari igeren kiivetler polietilen torbalara
yerlestirilirken, patojenin direkt olarak 15181 maruz kalmasini onlemek ic¢in her bir kiivetin
tizerine kendi boyutunda tek kat nemlendirilmis kurutma kagidi iceren bos bir kiivet

yerlestirilmistir.
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Sekil 3. 2. Inokulumun g¢ogaltilmas1 islemleri, a ve b: Yaprak dezenfeksiyonu islemi, c:
Dezenfekte edilmis yapraklarin kurutulmasi, d: inokulumun orbital sallayicida hazirlanmasi,
e: Inokulumun yapraklar {izerine piiskiirtiilmesi, f: Karanlikta 24 saat siire ile bekletilen

kiivetler, g: 24 saat sonra polietilen torbalara yerlestirilen kiivetler, h: Sporulasyon
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3.2.2. Dayamkhlk Testleri

Serada ¢eliklerden iiretilmis genotiplerin siirgiin ucundan itibaren 3. ve 4. yapraklar
koparilarak (Sekil 3.3 a) ve inokulumun g¢ogaltilmasi bdéliimiinde belirtildigi sekilde
dezenfekte edildikten sonra ig¢inde %0.8’lik su agar1 (Oxoid) bulunan steril petri kaplarina
yaprak altlar1 {ist kisma gelecek sekilde yerlestirilmistir. Cogaltilan inokulumdan vakum
pompasi (KIF Lab) ile toplanan (Gindro vd. 2006; Gindro vd. 2012) (Sekil 3.3 b) ve
inokulumun c¢ogaltilmas: boliimiindeki gibi hazirlanan sporangium sporulasyonundan bir
yaprak {izerine on adet sporangium siispansiyonu damlatilip (20 pl) (Sekil 3.3. c¢) ve benzer
sekilde (inokulasyon yapilmis petrilerin lizerine nemli kurutma kagidi bulunan bos petri
yerlestirilmistir) yedi giin siire ile inkiibasyona birakilmistir. Her genotip i¢in on damla

damlatilan bir yaprak iceren ti¢ petri kullanilmistir.

4
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Sekil 3.3. Dayaniklilik testleri a: Serada iiretilen genotipler, b: Cabernet sauvignon iizerinde
cogaltilan inokulumun vakum pompasi ile toplanmasi, c: Steril petrilerdeki su agari {izerine

yerlestirilmis yapraklarin alt kismina inokulamun damlatilmasi

3.2.3. Sporulasyonun Belirlenmesi

Inokulasyondan 7 giin sonra her bir damladaki sporulasyon, fotograf makinesi
atagmanl stereo mikroskopda (LEICA ES6D) goriintiilenmis ve yazilim programi (LAS
Software) kullanilarak sporulasyon alan1 (mm?) 6l¢iilmiistiir (Bove vd. 2019; Bove ve Rossi,
2020). Genotiplerin dayaniklilik diizeyleri Ozer, Uzun, Akkurt, Ozer ve Aydm (2018)
tarafindan olusturulan skalaya gére belirlenmistir (Son derece dayamikli-ER: 0-0.05 mm?,
yiiksek derecede dayanikli-HR: 0.1-1 mm?, dayanikli-R: 1.1-2 mm?, hassas-S: 2.1-10 mm?,
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yiiksek derecede hassas-HS: 10.1-15 mm?, son derecede hassas-ES: >15.1 mm?). Ayrica her
bir tekrardan 5 adet sporulasyonlu alan kesilerek iizerine 1 ml fizyolojik su (9 g NaCl 1 1
destile su) ilave edilmis, boylelikle sporangiumlarin saglikli bir bir sekilde sayilabilmesi i¢in
zoosporlarin serbest kalmasi engellenmistir (Sakr vd., 2008). 1 da siire ile elle ¢alkalandiktan

sonra Thoma laminda sporangium sayimlari gerceklestirilmis ve mm?®’deki sporangium sayisi

belirlenmistir (Kim Khiook vd., 2013; Zyprian vd., 2016).

3.2.4. Mikroskobik Gozlemler

Etmenin enfeksiyon seyrini belirlemek amaciyla inokulasyondan 15, 24, 48 ve 72 saat
sonra her tekrardan 2 adet 0,5 cm?’lik yaprak diskleri alinarak ependorflara yerlestirilmis
tizerine 1 ml 1 M KOH solusyonu eklenerek, 60°C’de su banyosunda 15 da siire ile
bekletilmis, igerisindeki KOH alinarak yeniden 1 M KOH solusyonu eklenmistir. KOH
solusyononun degistirilmesi islemi yapraktan klorofil kaybolana dek (3 giin) tekrarlanmistir
(Sekil 3.4 a). Ug giin sonra yapraklar destile su 15 dakika siire ile 3 kez durulanmustir. Yaprak
ornekleri lam tizerine alinarak kurulanmis ve tizerine %0.05 oraninda aniline blue (Sigma)

iceren 0.067 M K2HPO4 (pH 8) ile boyanarak (Sekil 3.4. b) fluoresan mikroskopta Leica DM

1000) incelenmistir (kullanilan filtre A (UV) excitation 340 nm, emission 380 nm ve stop
filter LP 425 nm) (Godard et al. 2009; Gindro vd., 2003).

Sekil 3.4. Boyama islemleri, a: KOH uygulamasindan sonra renkleri agilmis yaprak pargas,

b: Aniline blue ile boyanmis yapraklar
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3.2.5. Onemli Stilbenlerin Belirlenmesi

Inokulasyondan 24, 48 ve 72 saat sonra yapraklardaki inokule edilmis alanlardan (her
tekrardan 1 adet) alinarak tartilmistir ve ependorf tiiplere (1,5 ml) yerlestirilerek tizerine 100
ul methanol ilave edilmistir. Kapali tiipler daha sonra 60°C’de 10 da sallayicili su banyosunda
(Niive) galkalanmis, daha sonra 5 da siire ile buz {izerinde sogutulmustur (Godard vd. 2009;
Pezet vd., 2003). Metanolik ekstraktlar (40 ul) resveratrol, e-viniferin ve pterostilbenin varlig:
acisindan Namik Kemal Universitesi NABILTEM laboratuarinda Yiiksek basingli sivi
kromatografi (HPLC)’de analizi yapilmistir (Godard vd., 2009).

Stilben grubu bilesiklerin analizinde Shimadzu (Kyoto, Japonya) Prominence LC
20AT HPLC sistemi, SPD-M20A photodiode array detector ile kullanilmistir. Sistem,
otomatik numune 6rnekleyici (SIL-20 ACHT), pompa iinitesi (LC-20 AD), degazer (DGU-
20A5R), kolon firmi (CTO10ASVP) iinitelerini igermektedir. Resveratrol, viniferin ve
ptreostilben Inertsil ODS-3 (5 um, 250 x 4.6 mm i.d.) kolonla, gradient sistemde 289 nm
DAD dedektor ile tespit edilmistir. Mobil faz olarak, asetonitril (HPLC safliginda, Sigma) ve
ultra saf su (60:40) kullanilmistir. Coziicliler HPLC cihazina yerlestirilmeden once, 0.45
pum’lik goézenek capli membran filtreden (Macherey Nagel, Diiren, Almanya) gegcirilerek
sliziilmiis ve akabinde ultrasonic su banyosunda 10-15 dk. bekletilerek ¢6ziinmiis gazlardan
arindirilmistir. Mobil faz akis hiz1 1,5 mL/dk, kolon firini sicakligi 30°C’de analiz siiresi 22
dk’ya ayarlanmistir. Ornekler, 0.45 um’lik PTFE siringa filtreden (Chromafil Xtra, Macherey
Nagel, Diiren, Almanya) siiziilerek, amber renk viallere alindiktan sonra, otomatik numune
ornekleyicisine (SIL-20 AC HT) yerlestirilerek 40 pL enjeksiyon yapilmistir. Sonuglar
umol/mg TA (Cihazdan elde edilen ng/mg TA degerinin bilesigin molekiil agirligina bolinip
1000 ile ¢arpilmasi ile elde edilmektedir) olarak verilmistir.

3.3. Deneme Deseni ve istatistik Analiz

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekrarli olarak yiiriitilmiistiir
(Karman, 1971). Deneme sonucunda elde edilen veriler, SPSS programi kullanilarak varyans
analizine tabii tutulmustur ve ortalamalar arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma
testi ile belirlenmistir (p<0.05). Sporulasyon alami ile sporangium sayist arasindaki iliski

Pearson korelasyon katsayisi kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. P. viticola’nin Yapraklarda Olusturdugu Sporulasyon Alani ve Sporangium Sayisi

P. viticola farkli genotiplerin yapraklarina inokule edildikten 7 giin sonra olusturdugu
sporulasyon alan1 mm? olarak dlgiilmiis, ayrica lezyon iizerinde olusan sporangium sayilari
belirlenmistir. Etmen en genis sporulasyon alanim1 Tekirdag Sultani genotipinde olusturmus
(Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 a), bunu Karasakiz genotipi izlemistir. Her iki ¢esitin yapraklarinda
olusan sporulasyon alani arasinda istatistiki olarak Onemli derecede farklilik oldugu
belirlenmistir. Miiskiile ve 200 no’lu genotipte ise tekrarlarin ¢gogunda sporulasyon olmamis
(Sekil 4.1 b, birkag lezyonda 6nemli derecede dar bir sporulasyon alani meydana gelmistir
(Sekil 4.1 ¢). S6z konusu genotipler sporulasyon alanina gére reaksiyon gruplarina ayrilmis
Tekirdag Sultani genotipi yiiksek derecede hassas (HS), Karasakiz hassas (S), 119 dayanikli
(R), 154 ve Miiskiile yiiksek derecede dayanikli (HR), 200 no’ lu genotip ise son derecede
dayanikli (ER) olarak gruplandirilmistir. Sporangium sayilari dikkate alindiginda yine en
yiiksek sporangium sayist Tekirdag Sultani genotipinde meydana gelmis ve bunu Karasakiz
genotipi izlemistir. Etmen 200 no’ lu genotipte diger genotiplere gore dnemli derecede diisiik
miktarda sporangium tretmistir. Sporulasyon alani ile sporangium sayisi arasinda onemli

derecede (r= +0.99, p<0.01) korelasyon oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Farkli tiziim genotiplerinde inokulasyondan 7 giin sonra tespit edilen sporulasyon

alan1 ve lezyondaki sporangium sayisi (+ Standart Hata)

Genotip Sporulasyon Alam Sporangium Sayisi/mm?3*
(mm?) *
Karasakiz 8.036+0.08 b** 49.19+1.19b
Miiskiile 0.089+0.00 e 4.15+0.59 d
Tekirdag Sultani 14.770+£0.12 a 117.93t1.57 a
119 1.478+0.02 c 12.44+1.03 ¢
154 0.919+0.01d 5.75+0.01 d
200 0.004+0.00 e 1.17+0.00 e

*Her bir deger 3 tekkerriiriin ortalamasidir.
**Her bir siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliliklar Duncan Coklu
Karsilastirma testine goére énemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.1. Tekirdag Sultani (a) ve 200 no’lu [b (sporulasyon olugsmamis) ve C (¢ok dar

sporulasyon)] genotiplere ait yapraklarda olusan sporulasyon alanlari

4.2. Plasmopara viticola’min Yapraklardaki Enfeksiyon Siireci

Calismamizda sporulasyon alani dikkate alinarak dayaniklilik diizeyleri belirlenmis
genotiplerde P. viticola nin olusturdugu enfeksiyon siireci incelenmistir. Enfeksiyon siiresinin
belirlenmesinde inokulasyonda 15, 24, 48 saat sonra yapraklardaki enfekteli stoma sayisi
(Sekil 4.2) ve yine 15, 24, 48, 72 saat sonra etmenin yaprak lizerinde gelisme donemleri

dikkate alinmistir.

_100pm

Sekil 4. 2. Enfekteli (Sol) ve saglam (Sag) stomalar (Stoma tizerindeki okun gosterdigi parlak

kisimlar etmenin varligin1 gostermektedir)

20



4.2.1. Enfekteli Stoma Sayisi

Alt1 farkli asma genotipinin koparilmig yapraklaria patojenin inokulasnundan 15 sa
sonra en Yyiiksek enfekteli stoma sayisi Karasakiz genotipinde goriilmiis bunu Tekirdag
Sultani izlemistir (Cizelge 4.2). Bu siirecte enefekteli stoma sayis1 ise Miiskiile, 119, 154, 200
nolu genotiplerde dnemli derecede diisiik olmustur. Inokulasyondan 24 saat sonra ise en
yiiksek enfekteli stoma sayis1 Karasakiz’da belirlenmistir.119 ve Tekirdag Sultani genotipleri
sirastyla 2. ve 3. sirada yer almakla birlikte ayni istatiktiki grupta bulunmuslardir. Bu siire
icinde yine Miigkiile, 154 ve 200 nolu genotiplerin yapraklarinda digerlerine gore onemli
derecede diisiik sayida enfekteli stoma gozlenmis en az sayida enfekteli stoma 200 no’ lu
genotipte belirlenmistir. Inokulasyondan 48 saat sonra en fazla sayida enfekteli stoma

Tekirdag Sultani genotipinde gozlenmis bunu Karasakiz takip etmistir.

Cizelge 4.2. Etmenin inokulasyonundan sonraki farkli zaman araliklarinda farkli genotiplerin

yapraklarindaki enfekteli stoma sayis1 (= Standart Hata)

Genotip Siire (saat) Enfekteli Stoma Sayisi*
Karasakiz 15 121.67+0.88 de**

24 134.33+1.20 c

48 141.00+£1.53 b
Miiskiile 15 98.33+0.88 j

24 109.00+1.73 h

48 119.67+0.33 e
Tekirdag Sultani 15 110.33£1.45 gh

24 121.33£1.76 de

48 147.67+0.88 a
119 15 101.33£2.03 i

24 122.67+0.88 de

48 133.33£1.86 ¢
154 15 98.33+1.20 j

24 114.00+2.08 fg

48 124.67+0.33 d
200 15 93.67+0.88 k

24 97.00+1.52 jk

48 114.67+0.67 f

*Her bir deger 3 tekkerriiriin ortalamasidir.
**Birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma
testine gore onemlidir (p<0.05).
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Karasakiz ve Tekirdag Sultani genotiplerine gore daha diisiik olmakla birlikte, diger
genotiplere gore onemli derecede daha yiiksek enfekteli stoma sayist 119 no’ lu genotipte

tespit edilmistir. Bu siirede en az sayida enfekteli stoma 200 no’lu genotipte belirlenmistir.

4.2.2. P.viticola’nin Yapraklarda Gelisme Donemleri

Arastirmamizda, farkli genotiplerin yapraklarina patojenin inokulasyonundan 15, 24,
48 ve 72 saat sonra gelisim donemleri tespit edilmistir. Patojenin inokulasyonundan 15 saat
sonra tiim genotiplerde vesikiil (S1) olusumu (patojenin iiremesinin basladigin1 gdsteren
kamgisini kaybetmis zoospor tipi) gdzlenmistir (Sekil 4.3 a ve Cizelge 4.3). inokulasyondan
24 saat sonra vesikiiliin tim genotiplerde ¢imlendigi (S2) belirlenmistir (Sekil 4.3 b).
Inokulasyonu takip eden 48 saat sonra ise 200 no’lu genotip hari¢ diger tiim genotiplerde
vesikiilden uzayan hifin yaprak mezofil hiicreleri arasinda yayildigi (S3) gozlenmistir (Sekil
4.3 ¢, Cizelge 4.3). Karasakiz ve Tekirdag Sultani genotiplerinde, inokulasyondan 72 saat
sonra dallanan ve hiicreler arasi bosluklarda yayilan hifin fazla sayida haustoryum
olusturdugu (S4) (Sekil 4.3 d ve e) ve hiften miselyumun olusarak damarlar arasi bosluklari
doldurdugu (S5) (Sekil 4.3. f) belirlenmistir. Miiskiile, 119 ve 154 no’lu genotiplerinin

yapraklarinda ise etmen S4 ve S5 dénemlerine ulasamamustir (Cizelge 4.3).

4.3. P. viticola’min Enfeksiyonu Siiresinde Yapraklarda Olusan Stilben Grubu Bilesikler

Calismada P. viticola’nin yapraklara inokulasyonundan 24, 48, 72 saat sonra, onemli
stilben grubu bilesiklerinden resveratrol, g-viniferin ve pterostilbenin iiretimi (umol/mg TA)
Sekil 4.4°de goriilmektedir (Ilgili degerlerin pg/mg TA karsihigi Ek Cizelge 1°de verilmistir).
Sekil 4.4’de de goriildiigii gibi inokulasyondan 24 saat sonra en yiiksek resveratrol miktari.
Karasakiz genotipinin yapraklarinda bulunmakla birlikte inokulasyondan 48 ve 72 saat sonra
azalma gosterdigi belirlenmistir. Tekirdag Sultani genotipinde her ii¢ siiregte olduke¢a diisiik
resveratrol miktarinin olustugu goriilmiis inokulasyondan 72 saat sonra en diisiik resveratrol
miktart bu genotipte tespit edilmistir. Miiskiile, 119, 154, 200 no’ lu genotiplerde inokulasyon
24, 48 ,72 saat sonra resveratrol miktarinda artis gbzlenmis, bununla birlikte 154 no’ lu
genotipte 48 ve 72 saat sonra olusan resveratrol miktarlar1 istatistiki olarak farklilik
gostermemistir. 72 saat sonra en yiiksek resveratrol miktar1 119 no’ lu genotipte belirlenmis

bunu Miiskiile, 154 ve 200 no’lu genotipler izlemistir.
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200 pm

Sekil 4.3. P. viticola’nin stomadan giris yaptiktan sonraki gelisme donemleri, a: Vesikil (S1), b:
Cimlenmis vesikiil (S2), c: Cimlenmis vesikiilden uzayan hif (S3), d ve e: Haustoryum olusturan hif
(S4), f: Damarlar arasi bosluklar1 dolduran hif (S5), v: Vesikiil, h: Haustoryum
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Cizelge 4.3. Etmenin inokulasyonundan sonraki farkli zaman araliklarinda farkli genotiplerin

yapraklarinda gelisim donemlerinin varligi

Genotip Siire Doénemler

(saat) S1 S2 S3 S4 S5
Karasakiz 15 + +

24 +

48 +

72 + +
Miiskiile 15 +

24 +

48 +

72 + +
Tekirdag 15 + +
Sultani 24 +

48 +

72 + +
119 15 +

24 +

48 +

72 +
154 15 +

24 +

48 +

72 +
200 15 +

24 +

48 +

72 +

24




Resveratrol

20 r m24 m48 w72

numol/mg TA

Karasakiz Miiskiile Tekirdag Sultani 119 154 200

&-Viniferin

3 m24 m48 =72
18 |

16 F
14 [

12 F

umol/mg TA

Karasakiz Miiskiile Tekirdag Sultani 119 154 200

Pterostilben
20

m24 m48 n72
18
16
14
12

10

nmol/mg TA

L B N N R NSRS EE RN EEEEEEEsEEm ]

Karasakiz Miiskiile Tekirdag Sultani 119 154 200

Sekil 4.4. Etmenin inokulasyonundan sonraki farkli zaman araliklarinda farkli genotiplerin
yapraklarinda belirlenen stilben grubu bilesikler. Siitunlar {izerinde farkli harflerle gosterilen
degerler arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore 6nemlidir (P<0.05)
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Etmenin gelisimi siiresince farkli genotiplerin yapraklarindaki e-viniferin iretimi
incelendiginde Karasakiz genotipinde inokulasyondan 48 saat sonra s6z konusu stilbenin
miktarinin azaldigi, 72 saat sonra ise inokulasyondan 24 saat sonra olusan diizeye yakin bir
degere ulastigi belirlenmistir (Sekil 4.4). Sofralik Tekirdag Sultani g¢esidinde ise
inokulasyondan 24, 48 ve 72 saat sonra 6nemli derecede bir azalma belirlenmis, 72 saat sonra
en diisiik e-viniferin bu genotipin yapraklarinda tretilmistir. Miskiile, 119 ve 200 no’ Iu
genotiplerde inokulasyondan sonraki siirelerde artis gozlenmis, 154 no’ lu genotipte
inokulasyondan 48 saat sonra biraz azalma meydana gelsede 72 saat sonra baslangi¢takinden
daha fazla miktarda e-viniferin olustugu gériilmiistiir. Inokulasyondan 48 ve 72 saat sonra en

yiiksek e-viniferin miktar1 200 no’ Iu genotipte belirlenmistir.

Etmenin enfeksiyon siiresince, patojene tepki olarak farkli genotiplerin yapraklarinda
olusan pterostilben miktarina bakildiginda inokulasyondan 72 saat sonra en diisiik miktar
Tekirdag Sultani genotipinde tespit edilmistir (Sekil 4.4). Bu evrede en yiiksek pterostilben
miktar1 ise 54 no’lu genotipte tespit edilmis bunu Miiskiile, 119 ve 200 no’ lu genotipler
izlemigtir. Karasakiz genotipinde pterostilben miktarinda inokulasyondan sonra azalma
meydana gelmis, 72 saat sonra artis gostermis ancak 24 ve 48 saat sonra olusan miktarlar ile

arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir. (P<0.05)
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5. TARTISMA

Bagda mildiyé hastaligina neden olan P. viticola’ nin kontroliinde dayanikli gesit
kullanimi1 biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu amagla gerek dis tlilkelerde gerekse iilkemizde 1slah
calismalar yiritilmekte, elde edilen melez bitkiler ve her iilkeye ait lokal genotipler test
edilmektedir. Calismamizda daha 6nce s6z konusu patojene karsi dayanikliligr bilinmeyen bir
saraplik (Karasakiz), birisi lokal (Miiskiile), digeri melez olan (Tekirdag Sultani) iki sofralik,
ticli melez salamuralik (119, 154, 200) olmak tizere 6 genotip kullanilmistir. Genotiplerin
yapraklarina patojenin sporangium siispansiyonu damlatilarak 7 giinliik inkiibasyon
periyodundan sonra Bove vd., 2019 ve Bove ve Rossi (2020) tarafindan Onerildigi gibi

2 olarak olciilmiis ve Ozer vd. (2016) tarafindan olusturulan skala

sporulasyon alani mm
kullanilarak dayaniklilik diizeyleri belirlenmistir. Ayrica lezyonlar {izerindeki sporangium
sayimlart yapilmistir. Calisma sonucunda sofralik iiziimlerden Miigkiile yiiksek derecede
dayanikli (HR), salamuralik genotiplerden, 154 HR ve 200 son derece dayanikli olarak (ER)
degerlendirilmistir. Sporangium sayimlari dikkate alindiginda Miiskiile ve salamuralik
genotip 154’ de benzer sayida sporangium belirlenmis, 200 no’ lu genotipte ise oldukea diisiik
miktarda sporangium sayis1 (11.6 sporangium/mm?®) tespit edilmistir. Sporangium alani ile
lezyon {lizerindeki sporangium sayisi arasinda pozitif ve oOnemli derecede korelasyon
belirlenmistir. Daha 6nceki yillarda yapilan ¢alismalarda, orta diizeyde sporulasyon meydana

gelen genotiplerde 27.66 — 87.66 sporangium/mm? bulundugu bildirilmektedir (Pezet vd.,
2004b).

Dayanikliligin belirlenmesinde, sporulasyon alani yada sporulasyon yogunlugu kadar,
enfeksiyon siirecindeki enfekteli stoma sayisi, etmenin gelisimi ve stilben grubu bilesiklerin

birikiminin belirlenmeside oldukg¢a 6nemlidir.

Daha onceki yillarda yapilan ¢alismalarda diisiik enfeksiyon alan yiizdesine sahip
genotiplerde inokulasyondan 24 saat sonra enekteli stoma sayisinin hassas olanlara gére daha
az sayida oldugu belirtilmektedir (Paolocci vd., 2014). Calismamizda da 24 ve 48 saat sonra
en az enfekteli stoma sayist son derece dayaniklt 200 no’ lu genotipte goriilmekle birlikte,
degisen diizeylerde dayaniklilik gosteren Miiskiile, 119 ve 154 no’ lu genotiplerde enfekteli

stoma sayis1 hassas genotiplere gore oldukca diisiik olmustur.
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Arastirmamizda hastalik etmeninin dayanikli ve hassas genotiplerde enfeksiyon
stirecini izlemek i¢in inokulasyondan 24, 48 ve 72 saat sonra fluoresan mikroskopta gézlemler
yapilmistir. Yapilan gozlemler sonucunda Godard vd. (2009)‘un da belirttigi gibi hassas
genotipler Karasakiz ve Tekirdag Sultani’ de inokulasyondan 15 saat sonra vesikiil olusumu
(S1), 24 saat sonra ¢imlenmis vesikiiller (S2), 48 saat sonra mezofil tabakasinin hiicreler arasi
bosluklara uzayan hifler (S3), 72 saat sonra hiicreler arasi boslukara uzanan haustoryum
olusturan hifler (S4) ve hiflerden miselyum olusumu (S5) ve 7 giin sonra ise genis bir alana
sahip sporulasyon gozlenmistir. Son derece dayanikli genotip olarak belirlenen 200’ de 72
saat sonra sadece S2 doneminin, yiiksek derecede dayaniklt Miiskiile ve 154’ de, dayanikli
119’ da bu siiregte S3 donemine kadar olan déonemlerin bulundugu belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar daha once yapilan galismalarda elde edilen sonuglarla uyum igerisindedir (Alonso-
Villaverde vd., 2011; Gindro et al. 2003 Goémez-Zeledon vd., 2017; Jiirges vd., 2009; Liu vd.,
2015; Kortekamp vd., 1998; Unger vd., 2007).

Daha once bag mildiyosii etmenine karst dayaniklilik mekanizmasi cergevesinde
onemli rol oynayan stilben grubu bilesiklere yonelik yapilan calismalarda, dayanikli
genotiplerde resveratroliin oxidize olmus tiirevlerinin (¢ ve 6 viniferin, pterostilben),
enfeksiyon bolgelerinde hizli bir sekilde biriktigi ancak hassas genotiplerde resveratroliin de
bulunabildigi hatta piecid’e doniisebildigi ve her iki stilbenin toksik etkiye sahip olmadigi, €
ve § viniferin ve pterostilbenin etmene karsi son derece toksik oldugu bildirilmektedir (Pezet
vd., 2003, Pezet vd., 2004 a ve b). Daha sonraki yillarda yapilan calismalarda da,
resveratroliin hem mildiyoye dayanikli, hem de hassas genotiplerde bulunabildigi ancak
dayanikli genotiplerde, inokulasyondan sonraki saatlerde e-viniferin daha yiiksek miktarda
biriktigi ileri siirilmiistir (Alonso-Villaverde vd., 2011; Gindro vd., 2006; Malacarne vd.,
2011; Paolocci vd., 2014; Van Leuwen vd., 2013). Baz1 arastirmacilar ise bazi dayanikli
genotiplerde pterostilbenin 6n plana ¢iktigin1 bildirmektedirler (Alonso-Villaverde vd., 2011;
Paolocci vd., 2014). Bazilar1 hassas genotiplerde inokulasyondan 48 saat sonra her iig
bilesigin de bulunmadigini (Vrhovsek vd., 2012), bazilar1 ise e-viniferin ve resveratroliin
(Chitarrini vd., 2017) veya tii¢ bilesigin de (Wang vd., 2018) inokulasyondan sonra artis
gosterdigini belirtmektedir. Calismamizda ise stilben grubu bilesiklerden resveratrol hassas ve
dayanikli genotiplerin tiimiinde tespit edilmis, bununla birlikte hassas genotiplerde 6zellikle
Tekirdag Sultani’de onemli derecede azalma gdstermistir. Son derece dayanikli genotip olan
200’de, yliksek derecede dayanikli Miiskiile, 154 ve dayanikli 119°dan daha diisiik diizeyde

resveratrol liretimi oldugu goriilmistiir. Bununla birlikte e-viniferin miktar1 en fazla miktarda
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200 (ER)’de tespit edilmistir. Sofralik tiziimlerden Miiskiile’de ise inokulasyondan 72 saat
sonra Tekirdag Sultani’ye gore dnemli derecede yiiksek miktarda birikmistir. Arastirmamizda
pterostilben, 72 saat sonra salamuralik genotip 154 (HR)’de sofralik genotiplerden Miiskiile'
de en yiiksek miktarda birikmistir.

Mildiyoye karst dayaniklilik yoniinden enfeksiyon siiresince olusan stilben grubu
bilesiklerin miktari, kullanilan yontem ve genotiplere gore farklilik gosterebilmektedir.
Stilbenlerin dayanikli ¢esitlerde birikimi ¢ogunlukla inokulasyondan 48 ve 72 saat sonra
belirlenmistir. 48 saat sonra dayanikli genotiplerde yapilan dl¢iimlerde resveratrol miktarinin
3.76-762.92 pumol/mg TA, e-viniferin miktarimin 7.98-500 umol/mg TA, pterostilben
miktarinin ise 0-10 umol/mg TA arasinda degistigi bildirilmektedir (Chitarrini vd., 2017,
Gindro vd., 2006, Pezet vd., 2004a ve b, Vrhovsek vd., 2012). inokulasyondan 72 saat sonra
ise dayanikli genotiplerde resveratrol miktarinin 5.03-407.97 umol/mg TA, e-viniferinin 0.9-
268.86 pumol/mg TA, pterostilben miktarinin 0.012-119 pumol/mg TA arasinda oldugu
belirtilmektedir (Alonso-Villaverde vd., 2011, Pezet vd., 2004a, Van Leuwen vd., 2012,
Wang vd., 2018). Calismamizda dayanikli genotiplerde gerek inokulasyondan 48 saat sonra
gerekse 72 saat sonra tespit edilen resveratrol, e-viniferin ve pterostilben miktarlar1 daha 6nce
elde edilen verilerle uyum igerisinde olmus, hatta yurt disinda calisilan bazi genotiplerden

daha yiiksek veriler elde edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bagda mildiyé hastaliginin kontroliinde kullanilan genotiplere karsi etmenin
dayaniklilik kazanmasi nedeniyle, dayanikli genotiplerin kullanimi alternatif miicadele
yontemleri i¢inde dnemli bir yer tutmaktadir. Dayanikli genotiplerin belirlenmesinde pratik
olmasi agisindan yaprak testleri ger¢ek sonuglar vermektedir. Bu testlerde genotiplerin
reaksiyonlari, genellikle ¢esitli skalalar kullanilarak yapilmaktadir. Ancak etmenin enfeksiyon
siirecinin izlenmesi ve dayaniklilikta Onemli rol oynayan stilben grubu bilesiklerin
belirlenmesi sonuglarin daha giivenilir olmasini saglamaktadir. Yurt disinda bu tiir ¢aligmalar
yapilmis olmakla birlikte iilkemizde yetistirilen baz1 lokal ve melez genotiplerin bu kapsamda

mildiyd etmenine kars1 reaksiyonlari ilk kez bu calisma ile belirlenmistir.

Calismamizda en yiiksek sporulasyon alant melez sofralik genotip olan Tekirdag
Sultani’de tespit edilerek yiiksek derecede hassas grubunda siiflandirilmistir. Miiskiile, 119,
154 ve 200 no’lu genotipler degisen diizeylerde dayaniklilik [sirasiyla yiiksek derecede
dayanikli (HR), dayanikli (R) ve son derece dayanikli (ER)] gostermislerdir. Daha sonraki
asamada yine inokulasyondan 7 giin sonra yapraklardaki sporulasyon alanlarinda bulunan
sporangium sayimlart yapilmis ve sporulasyon alani ile 6nemli derecede pozitif ilisikili

oldugu belirlenmistir.

Floresan mikroskopta yapilan incelemeler sonucunda 48 saat sonra en diigiik enfekteli
stoma sayist 200°de belirlenmis, etmen bu genotipte vesikiil olusturup ¢imlendikten sonra
ilerleyememistir. Yine, sporulasyon alanmma gore degisen diizeylerde dayanikli bulunan
genotiplerden Miiskiile, 119 ve 154’de inokulasyondan 48 saat sonra enfekteli stoma sayisi
hassas genotiplere gore 6nemli derecede bulunmus, etmenin bu genotiplerde az sayida
vesikiilden uzayan hiflerinin mezofil hiicrelerine yayildig1 ancak haustoryum iceren hiflerini

ve damarlar arasi bosluklara yayilan miselyumunu olusturamadigi goriilmiistiir.

Calismamizda, dayaniklilikta ©nemli rol oynayan stilben grubu bilesiklerden
resveratrol, e-viniferin ve pterostilbenin inokulasyondan 24, 48, 72 saat sonra birikimi
belirlenmistir. HPLC’de yapilan dlgtimlerde her {i¢ bilesigin dayanikli bireylerde artan zaman
stiresince daha fazla biriktigi, hassas genotiplerde ise azaldig1 belirlenmistir. 72 saat sonunda

en yiiksek resveratrol miktar1 sofralik genotiplerden Miiskiile (yiiksek derecede dayanikli)’de
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salamuralik genotiplerden 119 (dayanikli)’da tespit edilmistir. e-viniferinin salamuralik
genotip 200 (son derece dayanikli)’de en yiiksek miktarda biriktigi goriilmiistiir. Pterostilben
ise salamuralik genotip 154 (yliksek derece dayanikli)’de en yiliksek miktarda birikmis bunu
sofralik Miigkiile (yliksek derece dayanikli) izlemistir.

Dayaniklilikta rol oynayan stilbenlerin birikim miktar1 genotiplere gore farklilik
gosterse de dayanikli genotiplerde artan diizeyde birikmektedir. Calismamizda farkhi
diizeylerde dayaniklilik gosteren genotiplerde test edilen resveratrol, e-viniferin ve
pterostilben inokulasyondan sonraki artan zaman dilimlerinde artis gosterse de zoospor
¢imlenmesini 6nemli derecede engelledigi bilinen g-viniferinin son derece dayanikli genotipte
en yiiksek miktarda ve yine aym Ozellige sahip pterostilbenin yiiksek derecede dayanikli
genotiplerde diger genotiplere gore daha yiiksek miktarda bulundugu belirlenmistir.

Calisma sonucunda, test edilen genotiplerden farkli derecelerde dayanikli bulunan
Miiskiile (sofralik), 119,154 ve 200 (salamuralik)’de dayaniklilik mekanizmasinin da tesvik
edildigi belirlenmistir. Bu baglamda, yeni 1slah edilen salamuralik genotiplerden 6zellikle 200
no’lu genotip iimitvar bulunmustur. Ayrica kullanilan degerlendirmelerin iilkemizde yapilan
1slah g¢aligmalart siiresi azaltmasi agisindan fide donemi testleri olarak kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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8. EKLER

Ek Cizelge 1. Etmenin inokulasyonundan sonraki farkli zaman araliklarinda farkl
genotiplerin yapraklarinda belirlenen stilbene grubu bilesikler (ug/g TA)

Genotipler Inokulasyondan Bilesikler (ug/g TA)*
Sonraki Siire (saat) | Resveratrol g-Viniferin Pterostilbene
Karasakiz 24 2.57+0.09 d** | 1.22+0.07 jk 1.5240.03 ghi
48 2.26+£0.03 ¢ 0.98+0.05 1 1.38+0.00 j
72 2.25+0.02 ¢ 1.18+0.01 k 1.46+0.01 ij
Miiskiile 24 1.73+0.09 g 1.03+0.05 1 1.61+0.02 f
48 3.31+0.08 b 1.34+0.03 ij 1.48+0.04 ij
72 3.72+0.03 a 1.54+0.01 h 1.98+0.00 ¢
Tekirdag Sultani 24 1.78+0.06 g 1.40+0.01 i 2.23+0.07 b
48 1.22+0.09 h 1.23+0.08 jk 1.54+0.03 fgh
72 0.97+0.08 i 0.73+£0.01 m 1.14+0.02 k
119 24 2.01+0.06 f 1.20+0.13 k 1.60+0.04 fgh
48 2.49+0.06 d 1.43+0.02 hi 1.77£0.04 ¢
72 3.74+0.08 a 1.86+£0.08 g 1.90+0.05 d
154 24 2.23+0.06 ¢ 2.25+0.08 e 1.48+0.04 hi
48 2.82+0.08 ¢ 2.13+£0.00 £ 2.32+0.01 b
72 2.99+0.00 ¢ 2.43+0.09 d 2.53+£0.03 a
200 24 2.26+0.05 ¢ 2.78+0.04 c 1.57+0.05 fg
48 2.40+0.04 de 3.14+0.08 b 1.77£0.00 e
72 2.96+0.05 ¢ 3.76+£0.05 a 1.87+0.02 d

*Her bir deger 3 tekkerriiriin ortalamasidir.
**Her bir siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliliklar Duncan Coklu
Karsilagtirma testine gore onemlidir (p<0.05).
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