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Dogu Akdeniz Bolgesi’nde Fusarium solgunluk hastaligi (Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp.
melongenae Matuo and Ishigami), patlican yetistiriciligi yapilan alanlarda ekonomik kayiplara neden
olan en 6nemli patojenlerden biridir. Bu calismada, Mersin ve Adana ili ve yorelerinde 2002 yili
Nisan-Eyliil aylar1 arasinda, Fusarium solgunluk hastaligina neden olan patojenin yayginlik orani ve
hastalik siddeti arastirilmistir. Mersin ilinde sera ve tiinellerde hastalik yayginlig1 ve siddeti sirasiyla
% 42.1 ve % 18.5, agik alanlarda ise, % 33.5 ve % 15.1 olarak saptanmistir. Agikta yetistiriciligin
yaygin oldugu Adana ilinde ise hastalik yayginlik oran1 ve hastalik siddeti sirasiyla % 33.2 ve % 16.4
olarak saptanmustir.

Patlicanda Fusarium solgunluguna karsi dayanikliligin uyarilmasi c¢aligmalarinda ise,
Acibenzolar-S-methyl (ASM) ve patlicanda patojen olmayan Fusarium tiriinin (FOM) hastalik
gelisimine etkinlikleri saksi denemeleriyle belirlenmistir. FOM uygulandiktan 72 saat sonra patojen
uygulamasimin, kontrole gore hastalik olusumunu onlemede % 75.47, ASM uygulamasinin ise,
% 67.60 oraninda etki gosterdigi saptanmistir. ASM ve FOM uygulanan bu bitkilerde, lignifikasyonun
yogunlugunda ve dagiliminda da farkliliklar belirlenmistir. Patojene karst bitki hiicre duvarini
giiclendiren lignin, Hipersensitif Reaksiyon (HR) gostererek 6lmiis hiicreler ile bu hiicrelerin etrafinda
bulunan ksilem demetlerinde karakteristik olarak gozlenmistir. Arazi denemelerinde, FOM
uygulamasi hastaligin 6nlenmesinde % 50.61, ASM uygulamasi ise % 37.65 oraninda etkili olmustur.
FOM uygulamasinin hastaligin baskilanmasinda ASM uygulamasindan daha etkin oldugu, hem saks1
hem de arazi denemeleriyle belirlenmistir.

Fusarium oxysporum f. sp. melongenae izolatlarmin genetik yakinliklari, RAPD-PCR yo6ntemi
ile belirlenmistir. Amplifikasyon {iriinleri agaroz jelde toplam 168 bant pozisyonu vermis ve
bunlardan 14 bandm polimorfik oldugu gdzlenmistir. Popogene (versiyon 1.32) populasyon genetik
analiz programiyla olusturulan dendrogramda 4 farkli RAPD grubu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Survey, Fusarium Solgunlugu, Dayanikliligin Uyarilmasi, RAPD-PCR
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Fusarium Wilt disease (Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. melongenae Matuo and Ishigami)
is one of the major pathogens causing economical losses in eggplant production fields in Eastern
Mediterranean region of Turkey. In this study, disease prevalence and severity of the pathogen have
been investigated in Adana and Mersin provinces, between April-September 2002. Disease prevalence
and severity in Mersin were determined as 42.1 % and 18.5 % in greenhouses; 33.5 % and 15.1 % in
field, respectively. In Adana where field production is more common, disease prevalence and severity
were determined as 33.2 % and 16.4 %, respectively.

The effect of Acibenzolar-S-methyl (ASM) and non-pathogenic Fusarium species (FOM) on
disease development were determined with pot experiments in order to induce resistance against
Fusarium wilt on eggplants. FOM and ASM applications after 72 hours of pathogen inoculation were
found effective on prevention of disease occurrence at a rate of 75.47 % and 67.60 % respectively,
compared to control plants. Differences were determined also in density and distribution of
lignification, on the plants treated with ASM and FOM. Characteristic lignin formations which
strengthen the cell wall against pathogens were observed in the cells die from hypersensitive reactions
(HR), and xylem bundles around these cells. FOM applications have shown an effect of 50.61 % and
ASM 37.65 %, in field experiments. FOM applications were found more effective than ASM on
suppression of the disease in both pot and field experiments.

Genetic distances of Fusarium oxysporum f.sp. melongenae isolates were determined with
RAPD-PCR method. Amplification products have given a total of 168 band positions in agarose gel,
and 14 of these bands were found polymorphic. Four different RAPD groups were determined by
dendrogram analysis created with Popgene (version 1.32) software.
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ONSOZ

Ulkemiz sahip oldugu ekolojik &zellikleri nedeniyle, o6zellikle sebze
iiretiminde diinyadaki 6énemli iilkelerden biri durumundadir. Ulkemizde en 6nemli
sektorlerden biri tarim sektorii olup, bu sektorde sebze iiretimi biiylik bir paya
sahiptir. Sebze Tlretiminde ilk siralarda yer alan Dogu Akdeniz Boélgesinde,
ekonomik anlamda yetistiriciligi yapilan sebzelerden biri de patlican bitkisidir. Bu
tirtinde goriilen fungal hastaliklardan en 6nemlisi solgunluk hastalig1 olup, biiyiik
oranda verim kayiplarina neden olmaktadir. Patlicanda Fusarium solgunluk hastalig
etmeni olan F. oxysporum f.sp. melongenae’nin varligr 1958 yilindan bu yana
bilinmektedir. Ulkemizde de 1982 yilinda, Akdeniz ve Ege Bolgesi’nde patlicanda
Fusarium sp. bildirilmistir.

Toprakta uzun siire canli kalabilen bu etmen i¢in kimyasal kontrol tek basina
basarisiz olmaktadir. Diinyada ve iilkemizde metil bromid kullanimina getirilen
sinirlamalar gdz 6niinde bulunduruldugunda, toprak kokenli patojenlerle savasimda
kimyasal savasa alternatif kontrol yOntemlerinin arastirilmasi kag¢inilmaz
goriilmektedir. Bu diislince 15181 altinda planlanan bu doktora tezinde, oncelikle
Dogu Akdeniz Bolgesi’nde Fusarium solgunluk hastaliginin % hastalik orami ve
siddeti saptanmistir. Survey c¢alismalart sonucunda, Adana ve Mersin illeri ve
cevresinde patlican tariminin yapildig1 alanlarda Fusarium solgunluk hastaliginin
yaygin oldugu ve ekonomik kayiplara neden oldugu ortaya konulmustur.
Calismanin sonraki asamalarinda, surveyler sirasinda elde edilen, 47 adet Fusarium
oxysporum f.sp. melongenae izolatinin patojenitesi belirlenmistir. Bitkide
dayaniklilik uyarici abiyotik (Acibenzolar-S-methyl; ASM) ve biyotik (patojen
olmayan Fusarium) iki faktoriin Fusarium solgunluk hastaliginin gelisimine olan
etkisi arastirilmis ve her iki dayaniklilik uyaricinin da hastaligin baskilanmasinda
etkin oldugu belirlenmistir. Ayrica, genetik karakterizasyonu heniiz yapilmamis bu
etmenin, bolge izolatlar1 arasindaki genetik varyasyon, RAPD-PCR (Randomly
Amplified Polymorphic DNA-PCR) yontemiyle belirlenmis ve 4 farkli RAPD grubu
saptanmistir.

Benzer konularda calisan kisilere ve gelecekte yapilacak c¢aligmalara, bu

tezden elde edilen bulgularin yararli olmasini dilerim.
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TESEKKUR

Doktora egitimime basladigim andan itibaren, basta tez konumun
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1. GIRIS Hacer Handan ALTINOK

1. GIRIS

Tiirkiye sahip oldugu ekolojik 6zellikleri nedeniyle, tarimsal iiretim agisindan
diinyadaki onemli iilkelerden biri durumundadir. Ulkemizde tahillar 63.000.000
tonluk tiretimle en fazla tiretimi yapilan tarim tirtinlerini olusturmaktadir. Tahillardan
sonra ikinci sirada yer alan sebze iiretimi ise, yaklasik 800.000 ha alanda yapilmakta
olup, bu alandan toplam 22.000.0000 ton iiretim elde edilmektedir (Anonymous,
2001).

Uretim agisindan patlican (Solanum melongenae L.) Solanaceae familyasi
igerisinde patates ve domatesten sonra diinyada iigiincli sirada yer alan 6nemli bir
sebzedir (Anonymous, 2000). Patlican bitkisi, ilk olarak eski diinya {ilkelerinden
Cin, Hindistan ve Tayland’da kiiltiire alinmistir. Diinya patlican tiretimi yaklagik 30
milyon ton olup, Tirkiye yillik ortalama 970.000 ton patlican iiretimiyle Cin ve
Hindistan’dan sonra ii¢ilincii sirada yer almaktadir (Anonymous, 2000). Bu iiretimin
yaklagik 200.000 tonu Dogu Akdeniz Boélgesi’nden elde edilmektedir (Anonymous,
2001). Bu Bolgede, Mersin ilinde yaklasik 1.800 ha alanda 58.000 ton iiretim,
Adana ilinde ise, yaklasik 600 ha alanda 11.000 ton iiretim gerceklestirilmektedir.
Yaygin olarak bolgede yetistiriciligi yapilan ¢esitler ortii altinda Faselis F;, Avan F,
ve Karatay, acikta ise Adana Topag1 ve Pala cesitleridir.

Patlican yetistiriciligini sinirlayan en Onemli fungal hastaliklar arasinda
Solgunluk hastaligi, Sclerotinia ¢iiriikliigii ve ileri donemde Kiilleme gelmektedir.
Patlicanda solgunluk hastaligina Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. melongenae
Matuo and Ishigami ve Verticillium dahliae Kleb. funguslar1t neden olmaktadir
(Booth 1971; Nelson ve ark., 1983; Melouk, 1992; Windels, 1992; Haris ve ark.,
1993; Summerel ve ark., 2001; Pegg ve Brady, 2002). Her iki etmen tarafindan
neden olunan solgunluk hastaligi simptomlari1 olduk¢a benzer olup, etmenler bazen
ayn1 alanda ve hatta ayn bitkide birlikte bulunabilmektedir (Snyder ve Smith, 1981).
Fusarium ve Verticillium solgunluk hastaliklarinin her ikisi de ilk olarak bitkide
genel bir solgunluk sergilemekte ve siddetli infeksiyonlar hastaligin ilerleyen
donemlerinde bitkiyi oldiirebilmektedir. Bu iki patojen icin iletim demeti

simptomlar1 daha karakteristiktir. infekteli bitki dallarindan enine kesit alindiginda
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ksilemde gozlenen kahverengilesme, Fusarium solgunlugunda floem dokusuna
kadar ulasabilirken, Verticillium solgunlugunda ise ksilem dokusuyla sinirh
kalmaktadir. Ayrica, Fusarium oxysporum f.sp. melongenae’nin neden oldugu
siddetli infeksiyonlar bitkinin siirglin uc¢larinin veya bazi dallarinin tamamen
kurumasina neden olabilmektedir (Snyder ve Smith, 1981; Hillocks, 1992). Bu
durumdaki bitkilerin vejetatif aksami, bir tarafi solmus, kurumus, bir tarafi saglikl
bir goriinim sergilemektedir. Bitkide lokal dal kurumalarindan dolay1 bdolge
tireticisi Fusarium solgunluk hastaligini “yarim dal” olarak isimlendirmistir. Bu
sekilde lokal dal kurumalar1 Verticillium solgunlugunda goriilmemektedir.
Fusarium Solgunlugu diinyada ilk kez Matuo and Ishigami (1958) tarafindan rapor
edilmistir (Snyder ve Smith, 1981; Nelson ve ark., 1983; Alexopoulos ve ark., 1996).

Snyder ve Hansen tarafindan 1940 yilinda yapilan taksonomik
gruplandirmalarda Fusarium tiirleri, eseyli tireme donemleri bilinmeyen funguslarin
yer aldigi Deuteromycotina alt boliimiine ait Deuteromycetes sinifina dahil
edilmekteydi (Nelson ve ark., 1983). Ancak daha sonra, Fusarium cinsine bagh
bir¢ok tiirliniin eseyli iireme donemlerinin bulunmasiyla birlikte bu funguslar,
Ascomycota subesine bagli Pyrenomycetes altsinifi Hypocreales takimina dahil
edilmislerdir (Booth, 1971; Nelson ve ark., 1983; Alexopoulos ve ark., 1996; Agrios,
1997; Summerel ve ark, 2001).

Fusarium tirleri, dliinyada Antartika kitasi hari¢ tundra, ¢ol, tropik ve
subtropik iklime adapte olabilen ¢ok genis bir dagilima sahiptirler (Stoner, 1981).
Fusarium tirleri birgok kiiltiir bitkisinde patojenik olabildigi gibi fillosfer ve
rizosferde de saprofitik yasam siirdiirebilmektedirler. Toprakta saprofit olarak cok
fazla sayida Fusarium tiiriiniin yasadig bildirilmistir (Gordon ve Martyn, 1997).

Fusarium oxysporum’lar toprakta bulunan lignin ve karbonhidrati
parcalayarak saprofit olarak yasama yetenegine sahip olan yaygin toprak
habitantlaridir (Kistler, 2001). Bunlar bitki kdklerine kolonize olarak endofitik bir
yasam siirmektedirler. Bu sekilde bir yasamin bitkiyi hastaliklara karsi korudugu da
diistiniilmektedir. Bunlarin biiyiik bir cogunlugu faydali bitki endofiti veya toprak
saprofiti olmasina karsin, bir¢ok tiirii de bitkilere patojenik 6zellikte olabilmektedir.

F. oxysporum’larin patojenik tiirleri 100 yildan fazla zamandir ¢alisilmaktadir. Bu
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funguslarin ¢ok genis konukgu spektrumuna sahip oldugu (hayvanlar, bocekler,
insanlar ve bitkiler), ancak bitkilerde hastaliga sebep olan tiirlerinin, genellikle dar
bir konukgu dizisini hastalandirabildigi belirtilmis ve bu gozlemlerin sonucunda, F.
oxysporum’larin konukguya Ozellestigi (“special form” veya “formae speciales”)
bildirilmistir. Bitki paraziti funguslarin 6zel konukgularinda hastalik olusturma
yetenegi, morfolojik bir bakis acisindan cok fizyolojik bir bakis agis1 olarak
karakterize edilmektedir (Booth, 1971; Nelson ve ark., 1994; Kistler, 2001).

Patojenik olan tiirler bitkide, kok, govde ve meyve ciirlikliiklerine veya
vaskiiler solgunluga neden olmakta ve siddetli infeksiyonlar 6nemli verim kayiplari
ile sonuglanmaktadir. Bunlar, direkt zararlarimin yani sira irettikleri sekonder
metabolitlerle de insan, hayvan ve bitkilere toksik etkide bulunabilmektedirler.
Primer metabolizma faaliyetleri ortaya ¢ikan {iriinlerin karsilikli etkilesimleri sonucu
olusan sekonder metabolitler, genellikle organizma igin gerekli olmayan metabolik
tiriinler olarak tanimlanir. Bunlar pigmentler, antibiyotikler, toksinler, ucucu
bilesikler, enzim iceren ekstraselliiler proteinler gibi bir¢ok grubu icermektedir.
Ozellikle antibiyotik ve mikotoksinlerin mikroorganizmalar lehinde rekabet avantaji
sagladig1 ve giberellin gibi baz1 metabolitlerin bitkide faydali biiyliime diizenleyiciler
olarak rol aldigi bildirilmistir (Isaac, 1992; Hawksworth ve ark., 1995; Thrane,
2001). F. oxysporum’larn ise, fusarik asit, moniliformin, naphtharazin, sambotoksin
ve ¢ok az fumonisin iirettikleri bildirilmistir (Desjardins ve Proctor, 2001).

Fusarium tiirlerinin tanist mikroskobik ve molekiiler yontemler kullanilarak
yapilabilmektedir. Mikroskobik yontemlerle tanilamada, fungus tek bir konididen
veya hif ucundan saf olarak ¢ogaltilmakta ve spesifik besi ortamlarinda kiiltiire
alimmaktadir. Fusarium tirleri pH’1 6.5-7’ye ayarlanmis kiiltlir ortaminda, optimum
22-25 °C’de 7-10 giin siirede inkiibasyon peryodunu tamamlayabilmektedir. Gelisen
kolonilerin sporulasyonu UV 15181 veya normal fluoresan lamba ile tesvik
edilebilmektedir. Kiiltiir ortaminda gelisen Fusarium tiirlerinin tanisi, koloni rengi,
sporodochium yapilari, makro ve mikrokonidi sekli, boyutlar1 ve bdlmeleri,
makrokonidilerde bazal hiicrenin yapisi, klamidospor sekli ve yogunlugu, fialid
Ozellikleri gibi morfolojik karakterizasyonuna gore yapilmaktadir (Booth, 1971;

Nelson ve ark., 1983; Windels, 1992; Summerel ve ark., 2001).
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Giiniimiizde ELISA ve PCR gibi birgok serolojik ve molekiiler teknik, pratik
ve giivenilir yontemler olarak tanida tercih edilmektedir. Bu teknikler arasinda en
cok kullanilan, PCR yontemidir (Sambrook ve ark., 1989; Darling ve Brickell, 1994;
Summerel ve ark., 2001; Ogiis, 2002). PCR, in vitro’da spesifik bir DNA par¢asinin
kopyalarinin, kisa zincirli oligoniikleotid primerlerle enzimatik olarak sentezlenmesi
olarak tanimlanmaktadir (Arda, 1995; Ar1, 1999; Kayrin ve ark., 2003).

Bir fungus tiirlinlin veya irkinin birbirine olan genetik yakinlig1 Vejetatif uyum
grubu (Vegetative Compatibility Group; VCG), Randomly Amplified Polymorfic
DNA (RAPD), Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP), Amplified
Fragment Lenght Polymorphism (AFLP), izo-enzim analizleri, DNA Fingerprinting
(DAF) gibi molekiiler tekniklerle arastirilabilmektedir (Sambrook ve ark., 1989;
Arda, 1995; Katan, 1997; Nelson ve ark., 1997). 1990 yilinda, PCR’a dayali RAPD
markerlarinin ~ gelistirilmesiyle molekiiler ¢alismalarda 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir (Williams ve ark., 1990). Ayrica funguslarin {rettikleri sekonder
metabolitleri tanimlamada; Ince Tabaka Kromatografi (Thin Layer Chromatography;
TLC), Yiiksek Basingli Sivi Kromatografi (High Pressure Liquid Chromatography;
HPLC), Gaz Kromotografi Kiitle Spektroskopi (Gas Chromotography Mass
Spectroscopy; GSMS) ve ELISA yontemleri kullanilmaktadir (Nicholson, 2001;
Thrane, 2001).

Farklt populasyonlardan izole edilen Fusarium tiirlerinin  molekiiler
karakterizasyonunda hizli ve giivenilir bir yontem olarak RAPD-PCR yontemi,
bircok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Assigbetse ve ark., 1994; Kelly ve ark.,
1994; Woo ve ark., 1996; Achenbach ve ark., 1996; Chiocchetti ve ark., 1999).
RAPD-PCR tekniginin avantajlar1 arasinda tiirler arasindaki polimorfizmi
belirlemede, tesadiifi 10 bazlik oligoniikleotid primerler kullanilarak ¢ok sayida
fragmentin hizli bir sekilde amplifiye edilebilmesi ve tanimlanacak tiire yonelik
herhangi bir genetik bilgi gerektirmemesi sayilabilir. Ancak bu ydntemde
amplifikasyon {irlinlerinin tanimlanmasindaki bilgi yetersizligi en biiylik dezavantaji
olusturmaktadir. Her bir lokusta amplifikasyonun varligi veya yoklugu, bantlar skor
edilerek tanimlanmakta ve populasyon genetik analiz programi ile degerlendirilerek,

olusturulan  soyagacinda  (dendrogramda) tiirlerin  genetik  yakinliklari
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belirlenebilmektedir (Nei, 1978; Yeh ve ark., 1999; Acik, 2002). Amplifiye olan
bantlar, tiirlerin genetik yakinliklarini1 gosteren bir dendrogram olusturuldugu zaman
anlam kazanmaktadir. Diger yandan RAPD teknigi kadar dezavantaj icermeyen,
RFLP kadar giivenilir olan PCR’a dayali AFLP tekniginin gelistirilmesi bu alanda
yapilan ¢aligmalara biiyiik ivme kazandirmistir (Vos ve ark., 1995).

Fitopatoloji’de toprak kokenli bitki hastaliklar1 igerisinde Fusarium tiirleri
oldukca Onemli bir yer tutmaktadir. Diger toprak kokenli hastalik etmenlerinde
oldugu gibi Fusarium solgunluguna karst1 da etkili bir miicadele yontemi
bulunmamaktadir. Toprak kokenli fungal hastaliklarin miicadelesinde toprak
fumigasyonu ve ekim ndbeti Onerilmektedir. Ancak, toprak fumigasyonunun
ekonomik olmamasi ve topraktaki yararli mikroflorayr da olumsuz etkilemesi
nedeniyle kullanimi sinirhidir. Montreal protokolii geregi MeBr kullaniminin 2015
yilinda tamamen yasaklanacagi, iilkemizde ise 2000 yilinda Diinya Bankasi1 destekli
baslatilan MeBr’e Alternatif Gelisme Projesi ile 2008 yilima kadar kaldirilacag:
bildirilmistir (Yiicel ve ark., 2001). Son donemde yapilan arastirmalarda, geleneksel
bitki 1slah yontemlerinin yerini, hastaliklara toleransli ve kaliteli meyve iiretimi
esasina dayali genetik calismalarin aldig1r goriilmektedir. Swarup (1995), patlican
islahinda en oOnemli hedeflerden birinin Fusarium solgunlugu, Verticillium
solgunlugu ve bakteriyel solgunluk (Pseudomonas solanacearum) gibi hastaliklara
dayaniklilik oldugunu bildirmistir.

Gilintimiizde kimyasal miicadeleye alternatif olabilecek kontrol yontemleri
lizerinde calismalar yogunlasmistir. Ozellikle bitkilerde hastaliklara karsi
dayanikliligin uyarilmasi (Induced Resistance) konusunda ¢ok sayida arastirma
yapilmistir. Uyartlmis dayaniklilikta amag, bitkilerin savunma mekanizmalarini
onceden aktive ederek patojen saldirisina karsi hazir hale getirmektir. Uyarilmis
dayaniklilikta etmen bitkinin nekroz bélgesinin etrafinda lokalize olmussa lokal
kazandirilmis dayaniklilik (LAR; Localized Acquired Resistance), dayaniklilik
sistemik olarak bitkinin uygulama gormemis kisimlarma yayilirsa sistemik
kazandirilmig dayaniklilik (SAR; Systemic Acquired Resistance) olarak adlandirilir
(Ramussen ve ark., 1991; Hammerschmidt ve Smith-Becker, 1999). Dayanikliligin

uyarilmasina (IR) yonelik olarak gilinlimiize kadar olan c¢alismalarda, patojen
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olmayan fungus, bakteri inokulasyonu, fungus veya mayalarin hiicre duvarindan
ekstrakte edilen oligosakkaritler gibi biyotik uyaricilar, acibenzolar-S-methyl (ASM),
UV, herbisitler, B amino butyric asit (BABA) ve Salisilik Asit (SA) gibi abiyotik
uyaricilar kullamlmustir. Ozellikle bitkilerde gelismeyi diizenleyici rhizobakterilerin
(PGPR) tohum veya topraga uygulamasiyla bitkilerde SAR mekanizmasinin aktive
edildigi ve patojen infeksiyonlarina karsi Onemli oranda koruma saglandigi
bildirilmistir (Tiiziin ve ark., 1986; Weller, 1988; Tiiziin ve Kloepper, 1995; van
Loan ve ark., 1998; Hammerschmidt ve Smith-Becker, 1999; Tiiziin ve Bent, 1999).
Ayrica patojenik olmayan mikroorganizmalarin da bitkilerde dayanikliligi uyardigi
ve Ozellikle wvaskiiler solgunluk patojenlerinin kontroliinde patojen olmayan
Fusarium tiirlerinin SAR mekanizmasin1 uyarmada oldukca basarili oldugu birgok
arastirici tarafindan bildirilmistir (Gordon ve ark., 1989; Tiiziin ve Kloepper, 1995;
Fuchs ve ark., 1997). Biyotik bir elisitor olan mikorizal fungus Glomus mosseae ile
domates bitkilerinin inokulasyonu sonucunda, domateste Fusarium solgunluk
hastaliginin ~ gelisiminin ~ 6nemli  oranda  simirlandirildigi  belirtilmistir
(Ozeretskovskaya, 1995).

Bitkiler milyonlarca yildir, ¢cevrelerinde bulunan mikroorganizmalarla birlikte
yasayarak hayatlarin1 devam ettirmislerdir. Bitkilerin bircogu mikrobiyal saldirilara
kars1 dogal bir dayanikliliga sahiptir. Hayvanlardaki bagisiklik sisteminden yap1 ve
isleyis bakimindan farkli olsalar da, bitkiler hastalik etmeni mikroorganizmalara
kars1 dayaniklilikta rol oynayan gesitli mekanizmalara sahiptir. Bitki hastaliklariyla
etkili bir sekilde miicadele edebilmek i¢in hastaliklara dayanikliligin mekanizmasinin
1yi bilinmesi gerekmektedir. Patojen mikroorganizmanin konukc¢usu olmama (non-
host) durumu dayanikliligin esasini olusturmaktadir. Glinlimiizde dayanikliligin
uyarilmasina yonelik ¢aligmalarda patojen olmayan tiirler kullanilmakta ve basarili
sonuglar elde edilmektedir. Ancak, konukc¢uya 6zellesmenin (race-specific) genetigi
gilinlimiizde hentiz tam olarak agiklanamayan konular arasindadir.

Flor tarafindan 1942 yilinda keten pasi’na karsi baslatilan genetik calismalar,
“gen igin gen” hipotezinin gelisimine onderlik etmis ve yapilan ¢aligmalar sonucunda
konukguda bulunan dayaniklilik genlerinin (R) komplementeri olarak patojende

avirulens (avr) genlerinin bulundugu aciklanmistir. Bu hipoteze gore avr genlerine
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karsilik gelen R genleri arasinda direkt veya indirekt bir tanisma séz konusudur.
Bitkinin patojeni tanmimasi, 6zel bir bitki molekiiliiniin patojen elisitorleri ile
reaksiyona girmesi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Patojen bitki tarafindan
taninmadiginda konuk¢u olmama, (non-host) seklindeki bir dayaniklilik s6z konusu
olmaktadir. Bitki ve patojenlerin taninmasinda rol alan yapi veya molekiillerin
oligosakkarit, polisakkarit, protein ve glikoproteinlerin degisik formlari oldugu
diistiniilmektedir. Mikroorganizmalarin konukcu spesifiteleri genellikle sinirli olup,
¢ogu zaman tek bir konukgu bitki tlirline 6zellesmistir. Cok azi bitkileri infekte
ederek kolonize olabilme yetenegindedir (Dickinson ve Lucas, 1982; Buell, 1999).

Infekteli bitkilerde gerceklesen biyokimyasal degisiklerin en &nemlilerinden
biri fenilalanin’den sinnamik asit, benzoik asit (BTH) ve en son salisilik asit (SA)
fenolik bilesiklerinin biyosentezidir (Nicholson ve Hammerschmidt, 1992). Fenolik
bir bilesik olan ve bitkide dogal olarak bulunan SA, bitki savunma mekanizmasinda
SAR mekanizmasint uyarmada Onemli bir sinyal molekiilii olarak gorev
yapmaktadir. (Ramussen ve ark., 1991; Raskin, 1992; Klessig ve Malamy, 1994;
Hammerschmidt ve Smith-Becker, 1999). Giliniimiizde bitki savunma aktivatorii
olarak adlandirilan bazi sentetik bilesiklerin ticari preparatlari hazirlanmis ve pratikte
kullanima sunulmustur. Ornedin ticari bir preparat olan Actigard 50WG’nin
(acibenzolar-S-methyl; ASM), (Benzo (1,2,3) thiabendazole-7-carbothioic asit 5-
methyl ester; Novartis Crop Protection, Inc., Basel Switzerland) bir¢ok hastalik
etmenine karsi sistemik dayaniklilif1 tesvik eden gen aktivasyonunda rol oynadigi
bildirilmistir (Kessmann ve ark., 1994; Gorlach ve ark., 1996; Tally ve ark., 1999;
Louws ve ark., 2001). Yap1 olarak SA’ya benzemeyen bu sentetik bilesigin, bitki
savunma mekanizmasinda SA gibi gorev yaptigi bildirilmistir (Friedrich ve ark.,
1996; Gorlach ve ark., 1996; Lawton ve ark., 1996). Daha sonra bu preparatin % 50
metalaxy iceren formu “Bion” ismi ile piyasaya sunulmustur.

Konukgu-patojen interaksiyonu sonucunda yapisal ve biyokimyasal oldukga
kompleks mekanizmalar aktive olmaktadir. Bitkilerde dayanikliligin dogasini
anlamaya yonelik ilk histolojik arastirmalar, normal 151k mikroskobu kullanilarak
hiyarda Colletotrichum lagenarium’a kars1 yapilmistir (Richmond ve ark., 1979).

Gilinlimiizde ise bitkilerdeki immunusitokimyasal reaksiyonlar, faz kontrast
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mikroskobu veya elektron mikroskobu yardimiyla daha kolay incelenebilmektedir.
Bitkiler patojenlere kars1 kendilerini hem pasif hem de aktif olarak savunmaktadirlar.
Bitkilerde gozlenen bu dayaniklilik, onceden var olan dayaniklilik (pasif) ve
infeksiyonun tesvik ettigi dayanmiklilik (aktif) olarak iki gruba ayrilmaktadir
(Dickinson ve Lucas, 1982).

Infeksiyon dncesi bulunan yapisal (pasif) dayamklilikta, bitkinin morfolojik ve
kimyasal ozellikleri 6nemli rol oynamaktadir. Fiziksel bariyerler olarak yapisal
karakterler, patojenin girisine engel olmaktadir. Patojen ve konukgu bitki arasindaki
ilk 1iligki, ¢ogu zaman kutikula tabakasinda smirlanmaktadir. Epidermal hiicre
duvarlarini 6rten bu mumsu tabaka, belirli patojenlere karsi bitkinin dayanikliliginda
onemli bir faktordiir.

Bitki hiicre duvari, hiicrenin seklini koruyarak patojen saldirisina karsi
mekanik bir engel olarak gdrev yapmaktadir. Ornegin epidermal hiicrelerin kallik
ve sertligi, dogal acikliklar olan stoma, hydatod ve lentisellerin yapisi patojenlere
kars1 dayaniklilikta onemlidir. Stomalar1 uzun ve kapali bugday cesitlerinin,
stomalardan giris yapan karapas irediosporlarina karsi girisi engelledigi
bilinmektedir.

Bir ¢ok konukcuda yapisal bir dayaniklilik olmasa da, patojenlere karsi farkl
bir mekanizma dayamkliligi saglamaktadir. Infeksiyonun gelisebilmesi icin biitiin
kosullar uygun olmasia ragmen yavaglamasi hatta durmasi, patojene kars: bitkide
biyokimyasal bir dayamklilik oldugunu gdstermektedir. Infeksiyondan énce bitki
hiicrelerinde bulunan toksik bilesikler, enzim inaktivatorleri, baz1 besin elementleri,
pH gibi bircok faktor, inhibitor olarak dayaniklikta rol oynamaktadir (Dickinson ve
Lucas, 1982). Baz1 bitkilerin yapraklarindaki fungitoksik eksudatlar funguslarin spor
¢imlenmesini inhibe edecek konsantrasyonda bulunabilmektedir. Pasif savunmadaki
kimyasal faktorler arasinda fenoller, saponinler, alkoloidler, glukosinolatlar ve
doymamis laktonlar siralanabilir. Kirmiz1 sogan kabugunda fenolik bir bilesik olan
catechol, domateste tomatin, yulafta avenacin, lale soganinda tulipozid ©rnek
verilebilir (Isaac, 1992; Bennett ve Wallsgrove, 1994).

Dayaniklilik uyaricilara bitkilerin  gosterdikleri reaksiyonlar, uyumlu

reaksiyon (duyarlilik), uyumsuz reaksiyon (dayaniklilik) ve kismi uyumsuz
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reaksiyon (orta derecede duyarlilik) olarak adlandirilmaktadir (Dickinson ve Lucas,
1982). Dayanikliligin olugmasinda ilk asama, patojenin hissedilmesi ve konukg¢u
bitki ve patojen arasinda bazi sinyalizasyon olaylarmin baslamasidir. Infeksiyonun
tesvik ettigi (active veya induced) dayaniklilikta infeksiyona karsit bir reaksiyon
olarak histolojik korunma yapilar1 aktive olmaktadir. Patojenin salgiladigi bazi
maddelerin hiicreleri uyarmasi sonucunda infeksiyon noktasinin hemen Oniinde
birka¢ kat mantar tabakasi (Kalloz) olusmaktadir. Bu tabaka saglikli dokulardan
infekteli dokulara su ve gida maddelerinin tasinmasini engelleyerek patojenin
gelisimini engellemektedir. Ayrica, patojenin salgiladig1 toksik maddelerin saglikli
dokulara gecisini de Onlemektedir. Venturia inaequalis enfeksiyonu bu sekilde bir
savunmaya karakteristik bir Ornektir (Hahlbrock ve Scheel, 1987). Ayrica sert
cekirdekli meyve agaclarinda infeksiyon noktasini saran iki sira hiicreden olusan
absisyon tabakasi olusumlar1 da, histolojik korunma yapilar arasinda yer almaktadir.
Lignituber olusumlar1 da hiicresel bir korunma reaksiyonuna 6rnek verilebilir; bu
olay, patojenin penetrasyonu sirasinda hiicre duvarini gegmekte olan hifi, hiicre
duvarinin uzayarak sarmasi seklinde olmaktadir. Bunlara ilaveten, bir¢ok bitki zamk
tireterek infeksiyon noktasi etrafindaki hiicreler arasi bosluklar1 doldurup penetre
edilemeyen bir bariyer olusturmakta ve patojeni hapsetmektedir. (Dickinson ve
Lucas, 1982; Isaac, 1992).

Patojen savunma yapilarini penetre ettikten kisa bir siire sonra bitki hiicre
stoplazmasinda, stoplazmik savunma reaksiyonu baslamaktadir. Stoplazma graniiler
hale gegerek yogunlagsmakta ve patojenin miselyumunu pargalayarak infeksiyonu
durdurmaktadir. Bu tip hiicreler, fungal hifin biiylimesini engelleyerek fungal
saldirtyr durdurmaktadir. Baz1 bitki g¢esitleri iletim demetlerinde tylosisler olusarak,
patojenin  koklerden yukari dogru ilerlemesini durdurmaktadir. Tylosisler,
parankimatik hiicrelerin yakinindaki kloroplastlarin asir1  biiyiiyerek ksilem
borusunun 6ne dogru c¢ikinti yapmasi sonucu olusmaktadir. Bunlar ¢ogunlukla
vaskiiler patojenlerin etkisi sonucunda olusan engellerdir (Dickinson ve Lucas,
1982).

Infeksiyonun tesvik ettigi dayaniklilikta, biyokimyasal savunma reaksiyonlari

olusarak savunma mekanizmasi harekete gecirilmektedir. Bunlar; lokalize hiicre
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olimii (HR; Hypersensitive Reaction), lignifikasyon ve papilla olusumu, patogeneze
bagh proteinlerin (PR) sentezi ve fitoaleksin sentez ve birikimi olarak siralanabilir.
Patojene karst bir duyarlilik tepkimesi olan nekrotik korunma reaksiyonu (HR,
Hypersensitive Reaction), birgok arastirici tarafindan yillar 6nce konukgu bitki
hiicrelerinde gozlenmis ve patojen infeksiyonu sonucu patojenin girdigi noktadan
itibaren konukgu bitki hiicrelerinin hizla 6lerek nekrotik bir durum almasi olarak
ifade edilmistir (Dickinson ve Lucas, 1982; Hahlbrock ve Scheel, 1987; Isaac, 1992).
Bu olay konukg¢u bitkinin patojeni tanimasimin ardindan patojen ve konukgu bitki
arasinda uyumsuz bir iliski (Dayaniklilik)’nin sonucunda olusmaktadir. Hiicre
membranlarinin geri doniislimsiiz zararlanmasinin sonucu olarak, hiicrelerin 6lerek
kahverengilestigi ve bu nekrotik dokulardan patojenin izole edilebildigi, ancak
nekrotize dokulardan saglikli dokulara patojenin yayilmadigi bildirilmistir
(Hahlbrock ve Scheel, 1987; Mansfield, 1990). Bu hizli hiicre 6liimleri patojenin
infeksiyon noktasinda durdurulmasinda ¢ok etkili oldugu icin patojen saldirisindan
sonra hiicre oliimii ne kadar hizli olursa bitki o kadar ¢ok infeksiyona dayanikli
olmaktadir (Dixon, 1986; Dixon ve Harison, 1990; Deverall ve Dann, 1995).
Konukgu bitkilerde bulunan dayaniklilik mekanizmasin1 harekete gegiren
uyaricilara elisitor adi verilmektedir. Abiyotik ve biyotik uyaricilarla patojen ve
konukcu bitkideki reseptor etkilesimi aktif hale gecirilmekte ve bunun sonucunda,
konuk¢uda bulunan ve dayanikliligi yoneten dayaniklilik genleri harekete
geemektedir (Hahlbrock ve Scheel, 1987; Isaac, 1992; Ebel ve Cosio 1994). SA en
basta olmak iizere, isonicotinik asit (INA), hidrojen peroksit, jasmonoik asit (JA), -
amino butric acid (BABA) ve indol asetik asit (IAA) gibi dis kaynakli birgok elisitdr,
bitki dayanikliliginda SAR’1 tesvik eden sinyal bilesikler olarak rol oynamaktadirlar
(Niki ve ark.,, 1998; Staswick ve Lehman, 1999). Bircok konukgu-patojen
interaksiyonunda patojen saldirisina kars1 konukcu hiicre duvarlarinda dayaniklilig
gliclendirici savunmaya bagh bilesikler iiretilir ve depolanir. Bitkilerin aviriilent
fungal patojenler veya elisitorler ile uygulanmalar1 sonucu reaksiyon noktalarinda
kalloz, lignin ve suberin igeren fenolik bilesikler fenolik ve lignin benzeri
materyaller, aminoasit hidroksi prolince zengin glikoproteinler (HRGP) ve kalsiyum

gibi mineral elementlerin biriktigi bir¢cok aragtirmaci tarafindan bildirilmistir (Vance
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ve ark, 1980; Hornby ve Fitt, 1981; Aist, 1983; Stoltzenburg ve ark., 1984a; Biggs ve
Miles, 1988; Nicholson ve Hammerschmidt, 1992). Elisitorler reseptorleri
uyardiginda, hiicreler aras1 alan hizla alkalize olmakta ve hiicre i¢inde bulunan K ve
Cl iyonlar hiicre i¢inden disariya sizmakta, bunlarin yerine Ca™ ve H™ iyonlari
hiicre i¢ine girmektedir. Hiicre stoplazmasinda Ca™ iyonlari oldukca diisiik
konsantrasyonda bulunurken, hiicrelerin biyotik ve abiyotik faktorler tarafindan
uyarilmasi sonucu hiicrede Ca™ iyonlarinda artis olmaktadir. fyon degisiminin
ardindan, sekonder reseptorler hiicre i¢indeki iyonlari genlerin bulundugu bolgeye
kanalize ederek dayamkliliktan sorumlu genlerin uyarilmasin1 saglamaktadir.
Sekonder reseptérlerin uyarilmasma neden olan Ca™ konsantrasyonundaki artigin,
hiicre i¢indeki biyokimyasal reaksiyonlar tetikleyerek, savunma ile iligkili genlerin
aktivasyonu, hiicre duvarinda lokalize olan kalloz enzimini harekete gegirerek kalloz
olusumlarinin tegvik edilmesi ve antimikrobiyal fitoaleksinlerin sentezlenmesi gibi
biyokimyasal olaylarda rol aldigi bildirilmistir (Ebel ve Cosio, 1994; Dietrich ve
ark., 1994).

Immunositokimyasal ¢aligmalar sonucunda, kallozun (B-1.3 glukan) bitki hiicre
duvarlarinin i¢ yiizeylerinde patojenlere karsi duvar benzeri bir yap1 olarak bilinen
papillalarin igerisinde olustugu belirlenmistir. Arpada, kiilleme hastaligina karsi bir
reaksiyon olarak hiicre duvarinda biriktikleri bildirilmistir (Stoltzenburg ve ark.,
1984b). Kalloz, patojenin yayilisim1 geciktirerek, bitki hiicresinin kendisini
toparlamasina yardimci olup dayaniklilik mekanizmasinin harekete gegmesine zaman
tanimaktadir (Hornby ve Fitt, 1981). Lignifikasyon ve suberinasyon, biotrofik ve
nekrotrofik tiirlerin her ikisiyle de tesvik edilebilmektedir. Lignifikasyon ve
fenolikler, fungal penetrasyonlar ve fungus tarafindan iiretilen hiicre duvarini yikan
enzimlere karst bitki hiicre duvarimi giiclendirmekte ve sonraki infeksiyonlara karsi
dayaniklilik kazandirmaktadir. Lignifikasyon, patojenden konukcu hiicreye toksin ve
enzimlerin gegini engellemekte, ayrica fungal hifin elastikiyetini bozarak yapisini
sertlestirmekte ve bitki igerisinde yayilmasini engellemektedir (Isaac, 1992).

Cogu konukcu-patojen interaksiyonlarinda kisa siirede gergeklesen olaylardan
biri de, saldirtya ugramis konukgu bitki hiicrelerinde hizli ve gegici olarak aktive

edilen ve HR’da rol oynayan aktif oksijen tiirlerinin (AOS, Active Oxygen Species)
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tiretimidir. Konukgu-patojen interaksiyonunda Superoxide anion O,, hydroxyl radical
OH ve hidrojen peroksit (H,O,) yaygin olarak gozlenmistir (Kauss ve ark., 1993;
Goodmann ve Novacky, 1994; Shirasu ve ark., 1997). Aktif oksijen tiirlerinden
H,0,’nin, bitkide PR proteinlerinin sentezine ve fitoaleksin iiretimine neden olarak
SAR mekanizmasini tetikledigi bildirilmistir. SAR mekanizmasinin anahtar bir
bilesigi olan SA, hiicrede katalaz enzimini inhibe ederek ortamda H,O, olusumunu
arttirmaktadir (Raskin, 1992; Chen ve ark., 1993; Low ve Merida, 1996).

PR proteinleri, patojene toksik olan bitki proteinleri olarak tanimlanmaktadir.
Bunlar, saglikli bir bitkide normal kosullarda ¢ok diisilk konsantrasyonlarda
bulunurken, patojen saldiris1 veya herhangi bir stres faktorii sonucunda PR
protenlerini kodlayan genler harekete gegerek biiyiik konsantrasyonlara ulagmaktadir
(Tiiztin ve ark., 1989; Stermer, 1995). En ¢ok bilinen hidrolitik enzimler -1.3
glukanaz (PR2) ve kitinaz (PR3)’dir. PR proteinleri (PR4 proteinleri, thoumatin ve
osmotin benzeri proteinler, proteinazlar ve peroksidazlar) bitkide farkli yerlerde
sentezlenmekte ve farkli mekanizmalarda goérev almaktadir (Benhamou, 1992;
Lawrence ve ark., 1996; Tiiziin ve ark., 1997). Bunlarin bir kismi1 spor ¢imlenmesini
inhibe edici 0Ozellik gosterirken, digerleri hiicre duvarinin giliglenmesinde rol
alabilmektedir (Niki ve ark., 1998). PR proteinlerinin sentezinden sorumlu en énemli
bilesikler olarak SA ve JA verilebilir (Raskin, 1992; Hammerschmidt ve Kuc, 1995).

Fitoaleksinler bitkilerde patojen infeksiyonu veya kimyasal ve mekanik
zararlanmalardan hemen sonra fretilen diisiik molekiil agirlikli patojene toksik
Ozellik gosteren sekonder bilesiklerdir (Ebel, 1986). Fitoaleksinler uyumsuz
reaksiyonlarda, HR gdosteren hiicrelerin yakinindaki saglikli hiicrelerde patojen
infeksiyonuna bir tepki olarak iiretilmektedir (Dixon ve Harison, 1990; Isaac, 1992).
Farkli familyalara ait bitkilerin tirettikleri fitolaleksinlerin kimyasal yapilar1 birbirine
olduk¢a benzerlikler gostermektedir. Giiniimiizde en ¢ok arastirilan fitoaleksinler
fasiilyede phaseolin, bezelyede pisitin, soya ve yoncada glyseolin, patateste risitin,
pamukta gossypol ve biberde kapsidol’dur (Ingham, 1981; Isaac, 1992). Ancak,
fitoaleksin elisitorlerinin mekanizmasi, dayaniklilik ve duyarlhilik genlerini aktive

etmedeki rolleri gliniimiiz aragtirma konular1 arasindadir.
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Toprak kokenli hastalik etmeni F. oxysporum f. sp. melongenae ile miicadele
etmek zordur. Ulkemizde yogun sebze yetistiriciliginin yapildigi Dogu Akdeniz
Bolgesi’nde solgunluk hastaligina neden olan patojenlerin belirlenmesi, morfolojik
ve molekiiler tanilarinin yapilmasi (Molekiiler Karakterizasyon) ve izolatlarin 1rk
diizeyinde yakinlik veya uzakliklarinin saptanmasi, alinacak olan 6nlemlerin ve
alternatif miicadele yontemlerinin belirlenmesi agisindan oldukca énemlidir.

Bu calismada, Adana ve Mersin illeri ve ¢evresinde patlican yetistiriciliginin
yapildig1 agik alan, sera ve yiiksek tiinellerde, solgunluk hastaligina neden olan
fungal hastalik etmeni (Fusarium oxysporum f. sp. melongenae)’nin % hastalik oran
ve siddeti ortaya konulmustur.

Patlicanda Fusarium solgunluguna kars1 dayanikliligin uyarilmasina yonelik,
uyaricit abiyotik bir faktor olarak sentetik bir uyarici olan Acibenzolar-S-methyl
(ASM) ve biyotik bir faktor olarak patojen olmayan Fusarium inokulasyonunun
(FOM)’nun Fusarium solgunluk hastaliginin gelisimine etkisi aragtirilmistir.

Ayrica bu ¢aligmada, genetik karakterizasyonu heniiz yapilmamis bu etmenin,
bolge izolatlar1 arasindaki genetik yakinlikk, RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) yontemi ile belirlenmistir.

13
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Pathicanda Fusarium Solgunluk Hastaligi Etmeni ve Yayginhg ile Tlgili

Cahsmalar

Patlicanda Fusarium solgunluk hastaligina yonelik diinyada, bir¢ok
aragtirma  bulunmaktadir. Bu konuda yapilan baz1 arastirmalar asagida
Ozetlenmistir.

Hollanda’nin Westland bdlgesinde patlican yetistiriciligi yapilan cam
seralarda gozlenen solgunluga, cogunlukla Verticillium sp.’nin neden oldugu ancak
bazi bitkilerin ksileminden Fusarium sp.’nin de izole edildigi bildirilmistir
(Steekelenburg, 1976).

Patlicanda Fusarium solgunlugunun italya, Israil, Japonya ve Hollanda gibi
bir¢ok iilkede var oldugu ve 6nemli kayiplara neden oldugu rapor edilmistir. Farkli
patlican c¢esitlerinin Fusarium ve Verticillium solgunluklarina reaksiyonlarinin
denendigi bir calismada, Verticillium solgunluguna dayanikli ¢esit olmadig:
belirtilirken, baz1 patlican ¢esitlerinin Fusarium solgunluguna toleransli oldugu
belirtilmistir (Goth ve Webb, 1981).

Fusarium solgunluk hastaliginin genellikle ortalama giinliikk sicakligin
23 °C’nin lizerinde, Verticillium solgunluk hastaliginin ise 23 °C’nin altinda daha
yaygin olarak goriildiigii bildirilmistir (Hillocks, 1992).

Italya’da patlican solgunlugu iizerinde yapilan c¢alismada, hastalikl
bitkilerden ¢ogunlukla Fusarium oxysporum f.sp. melongenae izole edilmistir.
Sera kosullarinda, 28 farkli patlican c¢esidi ve bazi sebze tiirlerinden yapilan
patojenite denemelerinde biitiin patlican ¢esitleri duyarli bulunurken, diger sebze
tiirleri tamamen dayanikli bulunmustur (Capelli ve ark., 1993).

ftalya’da yapilan benzer bir arastirmada, cam sera ve agik alan patlican
yetistiriciliginde, solgunluk hastaligina neden olan etmenin Fusarium oxysporum
f. sp. melongenae oldugu saptanmistir. Yetistiricilikte tercih edilen en 6nemli ticari
cesitlerin Fusarium solgunluguna duyarli oldugu ve bu hastaligin kontroliinde en

etkili yolun dayanikli ¢esit kullanim1 oldugu belirtilmistir (Capelli ve ark., 1995).
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Mochizuki ve ark. (1997), Fusarium oxysporum f.sp. melongenae’nin
toprak kokenli patlican hastaliklar1 igerisinde en Onemli patojen oldugunu
bildirmisler ve 1slah denemeleri sonucunda, dayanikliligin tek dominant genle
yonetildigini belirtmiglerdir. Bu arastiricilar, Fusarium solgunluguna dayanikli
LS174 hattim1 elde etmis ve bu hattin japon meyve tipinde ve pazar talebine uygun
oldugunu belirtmislerdir.

Katan ve Di Primo (1999), 34 adet F. oxysporum izolatinin vejetatif uyum
gruplarini belirlemisler ve F. oxysporum f.sp. melongenae’ye yonelik bir VCG
grubu (0320) saptamislardir.

Patlicanda Fusarium solgunluguna kars1 12 yabani patlican tiiriiniin
reaksiyonu arastirilmistir. Bu tiirler arasinda, Solanum incanum, S. linneanum
yliksek derecede duyarlilik gdstermis, buna karsin S. sisymbrifolium, S. torvum ve
S. aethiopicum dayanikli bulunmustur (Stravato ve Capelli, 2000).

Diger bir ¢aligmada, yabani bir tlir olan Solanum aethiopicum ile kiiltiir
patlicam1 (Solanum melongena) arasinda yapilan somatik melezlemelerden elde
edilen somatik hibritlerin Fusarium solgunluguna dayanikli oldugu bildirilmistir
(Rizza ve ark., 2002).

Kashyab ve ark. (2003), patlicanda Fusarium solgunluguna yonelik olarak
glinlimiize kadar yapilan biyoteknolojik ¢alismalari incelemisler ve Fusarium
solgunluguna dayanikli yabani tiirlerin Solanum indicum, S. integrifolium ve S.
incanum oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde de bu konuda bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Yiicel (1989),
Fusarium ve Verticillium hastaliklarinin neden oldugu vaskiiler solgunlugun
gelisebilmesi i¢in 27-28 °C toprak sicakligi, diisiik toprak nemi, kisa giin uzunlugu,
azot ve fosforca diisiik potasyumca zengin diisik pH’I1 topraklar oldugunu
bildirmistir.

Ozer ve Soran (1991), iilkemizde bugiine kadar Fusarium tiirleri ile yapilan
calismalar1 incelemisler ve Ege Bolgesi’nde patlicanda Fusarium, diger sebzelerde
ise Fusarium solani, F. heterosporium, F. culmorum, F. acuminatum, F.

proliferatum, F. equiseti’nin saptandigini bildirmislerdir. Ayrica, Akdeniz ve Ege
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Bolgesi’nde patlicanda Fusarium solgunlugunun varligr saptanmistir (Delen ve
Yildiz 1982; Yiicel, 1994).

Yiicel (1994), tarafindan yapilan baska bir calismada, Adana, Mersin ve
Antalya yorelerinde patlicanda solgunluk hastalifina Fusarium sp.’nin neden
olundugu, Hatay yoresinde ise etmenin biiylik oranda Verticillium sp. oldugu ortaya
konulmustur.

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde patlican yetistirilen seralarda, Fusarium sp.’nin
onemli toprak kokenli patojenlerden biri oldugu belirtilmektedir (Yiicel ve ark.,

2001).

2.2. Bitki Fungal Hastalklarina Kars1 Dayaniklihigin Uyarilmasina Yonelik

Cahsmalar

Glinlimiize kadar olan ¢alismalarda, dayanikliligin uyarilmast (IR)’na
yonelik olarak patojen olmayan fungus, bakteri inokulasyonu, fungus veya
mayalarin hiicre duvarindan ekstrakte edilen oligosakkaritler gibi biyotik uyaricilar
veya UV, herbisitler, B-amino butyric asit (BABA) ve salisilik asit (SA) gibi
abiyotik elicitor olarak isimlendirilen uyaricilar kullanilmistir. Biyotik ve abiyotik
uyarict uygulamasi ile bitki patojen infeksiyonu varmis gibi tepki gostererek
dayaniklilig1 sonuglayan savunma mekanizmalarini aktive ettigi bildirilmistir (Kuc,
1987).

2.2.1. Abiyotik Uyaricilarla flgili Yapilan Calismalar

Abiyotik bir uyarici olarak herbisitler 1960’11 yillarin basindan beri
dayanikliligin uyarilmasi ¢alismalarinda kullanilmis ve bu g¢alismalarin ¢ogunda
herbisitlerin  bitki dayanmikliligini  uyardigi, oOzellikle toprak kokenli bitki
patojenlerinin olusturdugu hastaliklar1 azalttiklar1 veya arttirdiklar1 bildirilmistir
(El-Khadem ve Papavizas 1984).

Herbisitlerin bitki biinyesinde antimikrobiyal bilesiklerinin sentezini
arttirdigl veya bitkinin fizyolojik islevlerinde bir takim degisiklikler yaparak
biyokimyasal savunma sistemlerini tetikledikleri bildirilmistir. Ayrica herbisitlerin,

patojen iizerine direkt etkilerinin yani sira konukgu-patojen interaksiyonu sonucu
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olusan antimikrobiyal bir bilesik olan fitoaleksinlerin sentez ve birikimini
artirdiklar bildirilmistir (Cohen ve ark., 1986).

EPTC ve linuron herbisitlerinin uygulanmasinin sonucunda, pamukta
Rhizoctonia solani’nin neden oldugu c¢okerten ve Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum’un neden oldugu solgunluk hastaliklarina karsi bitkinin 6nemli 6lciide
dayaniklilik dayaniklilik kazandigi bildirilmistir (El-Khadem ve Papavizas, 1984).

Cohen ve ark. (1986), dinitroaniline grubu herbisitlerin, kavun ve domateste
Fusarium solgunluk hastaliklarina karsi dayanikliligi uyardigi ve hastalik
olusumunu % 100’lere varan oranlarda azalttigini saptamislardir. Bu grup
herbisitlerin, bitkilerde TAA mekanizmasini tetikleyerek, bitkiyi predispozisyon
durumuna getiren etilen biyosentezini engellediklerini ve aminoethoxyvinyglycine,
animooxasetik asit ve giimiis thiosiilfat’in sentez ve birikimine neden olarak,
bitkide solgunluk ¢ikisini azalttiklarini bildirmislerdir.

Acetochlor etkili maddeye sahip herbisitin, kavunda Fusarium solgunluk
hastaliginin ¢ikisina ve bitkideki seker igerigine etkisi aragtirilmistir. Acetochlor’un
1 pg/g uygulama dozunun bitkide hastalik simptomlarini kontrole oranla % 25
oraninda azalttig1 saptanmistir. Ayrica bu herbisit uygulamasinin bitkilerde glikoz,
fruktoz ve sakkaroz oranini da arttirdigi belirtilmistir (Cohen ve ark., 1996).

Pamukta yabanci ot kontroliinde yogun olarak kullanilan prometryn, linuron
ve haloxyfob’un pamukta Verticillium dahliae’'nin neden oldugu solgunluk
hastalig1 lizerine etkisi aragtirilmistir. Herbisit uygulanan alanda bitkilerde simptom
olugmadig1 fakat patojenin geriye izole edildigi bildirilmistir. Bu verilerden, bitkide
simptom olusmamasinin yani patojenin inhibisyonunun, herbisit uygulamasi
sonucu bitkide fitoaleksin sentez ve birikimi sonucunda oldugu bildirilmistir
(Canihos, 1997).

Kavunda Fusarium solgunluguna karst acetochlor ve trifluralin
herbisitlerinin  etkinliklerinin arastirildigi  bir c¢alismada, sakst ve arazi
denemelerinde her iki herbisitin hastalik oranimni % 50-80 oraninda azalttig
bildirilmistir (Akgiil ve Canthos, 2004).

Salisilik Asit (SA) bitkide dogal olarak bulunan fenolik bir bilesiktir. SA

bitkide biiylime ve gelismeyi diizenlemenin yan1 sira bir ¢ok hastalik ve zararliya
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kars1 stimulant olarak gorev yapmaktadir (Raskin, 1992). Salisilik Asit (SA)’in
bitkide biliylime ve gelismeyi diizenlemenin yani sira hastalik ve zararhilara karsi
bitkinin savunma mekanizmasinda sinyal gorevi gordiigii ve dayamklilig1 tesvik
ettigi belirtilmistir. Dayanikli bitkilerin, patojen saldirisina maruz kaldiklarinda
duyarh bitkilere oranla daha yiiksek oranda SA sentezledikleri belirtilmistir.

Gaffney ve ark. (1993), SA’nin sistemik dayanikliliktaki roliinti arastirmak
icin tiitlin bitkilerine SA’y1 katekol’a doniistiiren salisilat hidroksilaz enzimini
kodlayan geni transfer etmislerdir. Katekol’'un dayaniklilig1 tesvik etmedigi ve SA
biriken bu bitkilerde TMV’ye kars1i sistemik dayanikliligin  olusmadigini
bulmuslardir. Sonugta SA’nin sistemik dayanikliligin gelisimi i¢in mutlaka gerekli
oldugu sonucuna varilmastir.

Erzurum ve Maden (1995)’in yaptig1 c¢alismada, kavunda Fusarium
solgunluguna (F. oxysporum f.sp. melonis) kars1 trifluralin ve patojen olmayan
Fusarium’lar kullanarak dayaniklilig1 tesvik edilmeye c¢alisilmistir. Trifluralin’in
ve F. oxysporum’un patojen olmayan iki izolatinin dayaniklilig1 yiiksek oranda
tesvik ederek hastalik ¢ikigini sirastyla % 46.0, % 46.3 ve % 39.2 oraninda
azalttigini saptamiglardir.

DL-B-amino-n-butyric-acid (BABA) domates bitkilerine piiskiirtme
seklinde 2000 ppm dozda uygulandiginda, Phytophthora infestans infeksiyonuna
kars1 bitkide lokal ve sistemik dayanikliligi uyardig1 ve bunun sonucunda da % 95
oraninda koruma sagladigi belirtilmistir. BABA’nin 175 ppm’lik dozunun ise,
hastaligin kontroliinde % 50 basar1 sagladig: bildirilmistir. DL-4-amino-n-butanoic-
acid’in hastaligin kontroliinde etkinlik gdstermedigi, DL-2-amino-n-butanoic-
acid’in ise DL-3-amino-n-butanoic-acid’in yaris1 kadar etkinlik gosterdigi
belirtilmistir (Cohen, 1994).

Gorlach ve ark. (1996), benzo (1,2,3) thiadiazole —7- carbothioic acid 5-
methyl ester (BTH) 1in 35 g/ha dozunda, bugday bitkilerinin 2 nodyumlu oldugu
donemde bitkilere piliskiirtiillmesiyle, Erysiphe graminis f.sp. tritici tarafindan
neden olunan kiilleme hastaligina karsi bitkilerin tiim sezon boyunca korundugunu
bildirmislerdir. Ayrica BTH’in, Puccinia recondita, Septoria sp. funguslarinin

neden oldugu pas ve yaprak leke hastaliklarinin simptomlarimi % 35 diizeyinde
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azalttigr saptanmistir. Bu c¢alismada ayrica, BTH’in bitki dokularinda papilla
olusumunu artirdigi, funguslarin houstorium olusumlarini 6nemli 6lgiide azalttig
belirtilmistir.

Phytophthora capsici infeksiyonlarina karst DL-f-amino-n-butyric-acid
(BABA)’in dayanikliligi uyardigi bildirilmistir. BABA 1000 pg/ml gibi yiiksek
konsantrasyonlarda uygulandiginda, Phytophthora capsici’ye karsi in vitro’da
antifungal etki gostermedigi belirtilmistir. Biber bitkilerine BABA uygulamasindan
24 saat sonra patojen inokulasyonunun, dayaniklilifin uyarilmasi icin yeterli
oldugu saptanmistir. Yesil aksama spreyleme seklinde BABA uygulamasinin, biber
bitkilerinin govdelerinde Phytophthora infeksiyonunun gelisimini yavaslattig
bildirilmistir. Ayrica, bitkinin kdk bolgesine BABA uygulamasinin da, P. capsici
infeksiyonlarina kars1 koruma sagladigi belirtilmistir (Sunwoo ve ark., 1996).

DL-B-amino-n-butyric-acid (BABA)’in biber bitkilerine 1000 pg/ml dozda
puskiirtiildiigiinde, bitkide Phytophthora capsici infeksiyonlarina karst % 75
oraninda koruma saglandigi bildirilmistir. BABA uygulamasinin bitkilerde
dayaniklilikta rol alan, -1,3-glukanaz, kitinaz ve salisilik asit birikiminde artisa
neden oldugu ve bunun sonucunda da bitkilerde hastalik olusumunun azaldig:
belirtilmistir. Bu uygulamanin kontrolle karsilastirildiginda, bitkilerdeki glukanaz
aktivitesini 3.5 kat, kitinaz aktivitesini ise yaklasik olarak 6 kat artirdig
bildirilmistir (Hwang ve ark., 1997).

Ishii ve ark. (1999), acibenzolar-S-methyl’in 100 mg/ml dozdaki
uygulamalarinin  hiyar  bitkisinde antraknoz hastaliginin  (Colletotrichum
lagenarium) gelisimini % 100’lere varan seviyelerde kontrol ettigi ancak bu
uygulamanin, Fusarium solgunlugunu kontrol edemedigini belirtmislerdir. Ayrica,
Acibenzolar-S-methyl  ayn1t  dozda armut agaglarina  uygulandiginda,
Gymnosporangium asiaticum fungusunun neden oldugu pas hastaligini, % 75.9
oraninda engelledigi, Venturia sp.’nin neden oldugu karaleke hastaligini ise % 50
oraninda kontrol ettigi saptanmustir. /n vitro calismalarda, Acibenzolar-S-Methyl’in
bu organizmalarin miseliyal gelisimlerine 6nemli etki gostermedigi ve bunun

sonucunda da bu kimyasallarin bitkilerde dayaniklilig1 uyardig: bildirilmistir.
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Acibenzolar-S-methyl, (Benzothiadiazole; BTH) uygulamasinin tiitiin
bitkilerinde bakteriyel ve fungal hastaliklara karsi SAR genlerini aktive ettigi
bildirilmistir. Acibenzolar-S-methyl’in 10 haftalik tiitiin fidelerinin yesil aksamina
spreyleme seklinde uygulanmasindan bir hafta sonra patojen inokulasyonunun,
SAR mekanizmasinin aktive olmasinda yeterli oldugu belirtilmis ve bu uygulama
sonucunda, Pseudomonas syringae pv. tabaci’nin nekrotik lezyonlarinda onemli
oranda azalma gozlenmistir. Ayrica, acibenzolar-S-methyl (30 g ha™') ve bakir
oksikloriir birlikte 1i¢ kez spreylendiginde, Rhizoctonia ve Cercospora
funguslarinin neden oldugu infeksiyonlarda azalmalar gézlenmistir (Cole, 1999).

DL-B-amino-n-butyric-acid (BABA) uygulamasinin biber bitkilerinde,
Phytophthora capsici infeksiyonlarina karst koruma sagladigi belirtilmistir.
Ultrastriiktiirel incelemeler sonucunda, BABA uygulamasindan sonra P. capsici ve
bitki arasinda olusan uyumsuz reaksiyonun fungusun hifsel gelisimini ve
sporangium olusumunu azalttig1 gézlenmistir. Ayrica bu uygulamanin, fungusun
mitokondrilerinde dejenerasyona neden oldugu ve houstorium olusumunu
engelleyerek bitki dokularinin penetrasyon sansini azalttigi bildirilmistir (Lee ve
ark., 2000).

Depolanmadan 6nce UV uygulamasinin, havug koklerinde, Botrytis cinerea
infeksiyonuna etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, UV 1sinlar1 ile uygulama goren
dokularda, antimikrobiyal bir bilesik olan 6-methoxymellein sentezinin arttigi ve
havug koklerinin B. cinerea’ya karst dayaniklilik kazandigi belirtilmistir. Ancak
UV 1s1n1 uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan bu dayanikliligin sistemik olmadigi,
yalnizca UV 1s18mma temas eden dokularda dayanikliligin olustugu bildirilmistir
(Mercier ve ark., 2000).

Benzothiadazole (BTH) ve acetylsalicylic acid (ASA)’in, tarla ve cam
serada yetistirilen patateslere spreyleme seklinde uygulandiginda, patateste erken
yaniklik (Alternaria solani) ve killeme (Erysiphe cichoracearum) yaprak
hastaliklarinin kontroliine etkinlikleri arastirilmistir. BTH (50 mg L") ve ASA (400
mg a.i.L")n, tarla kosullarinda erken yaniklik hastaligi sonucu olusan lekelerin
siddetini azalttifi gozlenmistir. Sera kosullarinda ise bu uygulamalardan hemen

sonra bitkilere bu iki patojen inokule edilmis ve her iki patojenin infeksiyonuna
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kars1 bitkilerin tamamen kontrol edilebildigi belirtilmistir. Bu uygulamalarin
ayrica, hasat sonrasi Fusarium kuru kok ciiriikliigii hastaliginin siddetini azalttig
bildirilmistir. BTH uygulamasinin bitkinin kok bdlgesi harig, yaprak, gévde, yumru
ve stolonda B-1,3 glukanaz aktivitesini artirdigi belirtilmistir (Bokshi ve ark.,
2003).

Baysal ve ark. (2003), domateste bakteriyel kansere neden olan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’e kars1 bitki savunma aktivatorii acibenzolar-
S-methyl (ASM)’in etkinligini aragtirmiglardir. ASM uygulandiktan 24, 48, 72 ve
96 saat sonra bakteriyel inokulasyon yapmislar ve inokulasyondan sonraki 4, 7, 11
ve 14. giinlerde hastalik simptomlarini degerlendirmislerdir. En diisiik hastalik
orani, 72 saat sonra yapilan inokulasyonlar sonucunda elde edilmis ve bu oran
% 76.3 olarak saptanmistir. Ayrica ASM uygulamasi yapilan bitkilerde olusan
dayanikliligin, peroksidaz ve kitinaz aktivitelerindeki Onemli artiglarla iliskili

oldugu bildirilmistir.
2.2.2. Biyotik Uyaricilarla Ilgili Yapilan Calismalar

Hiyarda Fusarium solgunluguna neden olan Fusarium oxysporum f. sp.
cucumerinum’a kars1 uyarici olarak hiyarda patojen olmayan Fusarium tiirleri (F.
oxysporum f. sp. melonis, F. oxysporum f. sp. conglutinans ve F. oxysporum f. sp.
lycopersici) inokule edilmistir. Solgunluk hastalifina bagli 6liim orani kontrol
bitkilerinde % 71 olarak belirlenirken, patojen olmayan Fusarium tiirlerinin
inokulasyonu ile ortaya ¢ikan 6lim orani sirasiyla % 58, % 63 ve % 63 olarak
saptanmistir (Gessler ve Kuc, 1982).

Domateste Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’ye kars1 vesikiiler
arbuskular mikorizal fungus (VAM) Glomus intraradices’in uyarict olarak
uygulandig1 bir ¢calismada, G. intraradices ile inokule edilen bitkilerde Fusarium
konidilerinin ve kok nekrozlarinin 6énemli oranda azaldigi bildirilmistir (Caron ve
ark., 1986).

Biles ve Martyn (1989), Fusarium solgunluguna kars1 farkli tolerans
seviyelerine sahip karpuz cesitlerini, F. oxysporum f.sp. cucumerinum ve F.

oxysporum f. sp. niveum’un avirulent irklariyla inokule etmisler ve 24 veya 72 saat
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sonra virulent F. oxysporum niveum irkini inokule ederek karpuzda dayaniklilig
tesvik edip etmedigini arastirmiglardir. Hem karpuzda patojen olmayan F.
oxysporum f. sp. cucumerinum, hem de F. oxysporum f.sp. niveum’un avirulent
patojen irkinin, dayanikliligi tesvik ederek solgunluk simptomlarini 6nemli oranda
azalttigin1 ve avirulent irkin daha etkili bir uyarici oldugunu belirtmislerdir.

Karpuzda yapilan baska bir ¢alismada, F. oxysporum niveum’un 0 ve 1
no’lu wrklar ile karpuzda patojen olmayan F. oxysporum cucumerinum, tim karpuz
cesitlerinde siddetli hastalik yapan F. oxysporum niveum’un 2 nolu 1rkina karsi
uygulanmistir. Tarla kosullarinda patojen seviyesi normal bulasiklik diizeyinde
(750 cfu/g toprak) oldugunda, 1irk 1 inokule edilen bitkilerde hastalik ¢ikis1 2 hafta
ge¢ olmus, ayrica Olim oranminda % 35 azalma goézlenmistir. F. oxysporum
cucumerinum inokule edildiginde ise, solgunluk simptom ¢ikig1 2 hafta gecikmis,
ancak sezon sonunda hastalik siddeti kontrolle ayni olmustur. Toprakta patojen
populasyonu 5 kat (4000 cfu/g toprak) artirildiginda, itk 1 hastalik ¢ikisinda
gecikmeyi saglamis ancak sezon sonunda hastalik siddeti azalmamistir. Patojen,
bitkinin kok ve kok bogazi kisimlarindan izole edildigi i¢in, bitkide dayanikliligin
uyarildigr ancak patojenin baslangi¢ penetrasyonunu engellemedigi sonucuna
varilmistir (Martyn ve ark., 1991).

Fungal hiicre duvarindan ekstrakte edilen B-glukan, kitin ve kitosan
fragmentlerinin veya bitki hiicre duvarmin pektik kisimlarinin, bitkide lokal ve
sistemik savunma mekanizmalarinda rol alan genleri aktive edebildigi
bildirilmistir. Phytophthora megasperma’nin miselyal hiicre duvarindan izole
edilen B-1,3- ve B-1,6-glukan’in uyaric1 olarak kullanildigi bir ¢alismada, soya
bitkisinde bu uyaricilarin etkisi ile fitoaleksin iiretiminde bir artis oldugu ve P.
megasperma’ya karsi bir dayanikliligin olustugu bulunmustur (Waltmiiller ve ark.,
1993). Yine bu fungustan saflastirilan ekstraselliiler glikoprotein, maydanoz hiicre
ve protoplast kiiltiirlerine uygulandiginda bitkinin savunma mekanizmasinda rol
alan genleri aktive ettigi ortaya ¢ikarilmistir (Sacks ve ark., 1993).

Erzurum ve Maden (1995), kavunda Fusarium solgunluguna (F. oxysporum
f. sp. melonis) karst trifluralin ve patojen olmayan Fusarium’lar kullanarak

dayanikliligr tesvik etmeye calismislardir. Trifluralin’in ve F. oxysporum’un
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patojen olmayan iki izolatinin dayaniklilig1 yiiksek oranda tesvik ederek hastalik
cikisini sirastyla % 46.0 % 46.3 ve % 39.2 oraninda azalttigin1 saptamislardir.

Bitki gelisimini diizenleyici rhizobakterilerden (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria; PGPR), Pseudomonas putida’nin 89B-27 no’lu ki ve Serratia
marcessens’in 90-166 no’lu irki hiyarda Fusarium solgunluk hastaligi etmeni
Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum’a karst dayamklilik uyarict olarak
kullanilmistir. Bu bakterilerle hiyar bitkilerinin kokleri inokule edilmis ve hemen
sonrasinda bu koklere patojen inokulumu verilmistir. Denemenin sonucunda
kontrol bitkilere oranla hastaligin ¢ikisinda bir gecikme gozlenmis ve kontrol
bitkilerinde toplam lezyon alani 132.7 mm? olarak saptanirken P. putida inokule
edilen bitkilerde 62.1 mm?® ve S. marcessens inokule edilen bitkilerde ise 57.1 mm®
olarak saptanmistir (Liu ve ark., 1995).

Marul mildiy6sii hastalik etmeni Bremia lactucae’ya karst bakteriyel p-1,3-
glukanaz’1 kodlayan gen, marul bitkilerine aktarilmistir. Gen transferi yapilan
bitkilerin mildiyé hastaligina karst Onemli oranda dayaniklilik kazandigi
bildirilmistir (Canihos ve Beynon, 1996).

Larkin ve ark. (1996), karpuzda Fusarium solgunluguna karsi, topraktan
izole ettikleri bakteri, fungus ve actinomycetes’lerden olusan 400 mikroorganizma
izolatinin dayanikliliktaki rollerini arastirmiglardir. Bunlardan, sadece patojenik
olmayan F. oxysporum’larin hastalik olusumunu azalttigin1 belirtmislerdir. Bu
durumun antagonistik etkiden ¢ok, bitkinin dayaniklilik mekanizmasinin aktive
edilmesinden kaynaklandigini ortaya koymuslardir.

Subtropik bir bezelye tiiriinde Fusarium udum tarafindan neden olunan
Fusarium solgunluguna karsi kok ur nematodlar1 (Meloidogyne javanica ve M.
incognita)’nin dayaniklilik uyarict olarak etkileri arastirilmistir. Fusarium
solgunluguna kars1 her iki nematod topraga birlikte uygulandiklarinda ve fungus ile
nematodlar ayr1 zamanlarda uygulandiklarinda hastalifin baskilanmasinda etkili
olduklar1 belirtilmistir. K6k ur nematodlarinin fungal infeksiyon sonucu konukcu
bitki reaksiyonunda bazi degisikliklere neden oldugu ve bunun sonucunda da
bitkide sistemik dayanikliligin olusturuldugu bildirilmistir (Marley ve Hillocks,
1996).
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Domateste Fusarium solgunluguna karsi patojen olmayan Fusarium tiiriiniin
(Fo47) uyarict olarak patojenden oOnce inokule edilmesinin hastalik gelisimine
etkisi aragtirilmistir. Fo47 inokule edilen bitkilerde hastalik olusmadigini, bu
bitkilerde dayaniklili§in sistemik olarak uyarildigini bildirmislerdir. Ayrica Fo47
ile inokulasyonun bitkideki kitinaz, f 1-4-glukosidaz seviyesini arttigini, bunun da
dayaniklilig1 destekledigi belirtilmistir (Fuchs ve ark., 1997).

Arabidopsis thaliana tizerinde, mildiyé hastalik etmeni Peronospora
parasitica’nin infeksiyon gelisimine farkli R genleri tasiyan dayanmikli ekotipler
tizerinde gozlenen fenotipik farkliliklar ve konukc¢u hiicrelerde gozlenen
ultrayapisal degisiklikler 151k ve elektron mikroskobu (EM) altinda incelenmistir.
Mikroskobik incelemelerde uyumsuz iliski tipik olarak asir1 duyarlilik reaksiyonu
(HR) ile karakterize edilmistir. HR gosteren hiicrelerde stoplazmik c¢okiintii
gozlenmistir. HR ile hiicre duvarlarinda olusturulan Kalloz, lignin ve H,O,
birikimleri arasinda yakin iligki tespit edilmistir (Soylu, 1999).

Fuchs ve ark. (1999), domateste Fusarium solgunluk etmeni Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici’ye (Fol8; irk 0) etkili bulunan patojen olmayan
Fusarium tiri (Fo47)’nilin, tarla kosullarinda da etkinligini denemislerdir.
Patojenin yapay olarak inokulasyonundan &nce bitkiler Fo47 (10° konidi/ml) ile
inokule edilmistir. Fo47°nin solgunluk hastaligina kars1 koruyucu etkisinin tarla
kosullarinda da go6zlendigi bildirilmistir. Bu calismalarin sonucunda Fo47’nin
domateste Fusarium solgunlugunun kontroliinde etkin bir biyotik faktér oldugunu
ve ticari kosullarda fungal inokulumun preparasyonu yoniinde ¢alismalar yapilmasi
gerektigini belirtmislerdir.

Elekcioglu ve ark. (2000), olii Verticillium kiltiirii, salisilik asit ve
trifluralin’in patlicanda Verticillium solgunluk hastaligi (Verticillium dahliae)’ na
etkilerini arastirmuslardir.  Olii  Verticillium  kiiltiirii, Trifluralin  ve SA
uygulamalarinin belirlenen konsantrasyonlarda hastaligin olusumunda Onemli
oranda azalmaya neden oldugu belirtilmistir. Uygulamalarin yiizde etkinligi
karsilastirildiginda, SA’nin ImM konsantrasyonunun % 100 etkinlik sagladigi ve

hastaligin baskilanmasinda en etkin uygulama oldugu belirtilmistir. Onerilen dozun
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iki kati konsantrasyonda Trifluralin ve oli Verticillium kiltiri uygulamasinin
hastaligin dnlenmesinde sirasiyla % 70 ve % 60’11k bir etki gosterdigi saptanmuistir.

Bacillus pumilus’un INR7, Curtobacterium flaccumfaciens’in ME1 ve
Bacillus subtilis’in GBO3 streynleri ayr1 ayri hiyar tohumlarina uygulandiginda
Psedomonas syringae pv. lachrymans ve Colletotrichum orbicular taratindan
neden olunan koseli yaprak leke ve antraknoz hastaliklarinin siddetini 6nemli
oranda azaltmistir. Bu bakteriler karistirilarak tohum uygulamasi yapildiginda ise
ayr1 verilmelerine oranla ¢ok daha yiiksek bir koruma saglamistir (Raupach ve
Kloepper, 2000).

Bezelyede Mycosphaerella pinodes infeksiyonlarina karsi, Pseudomonas
syringae pv. pisi’nin avirulent bir tiirliniin ve benzothiadiazole (BTH; 20 ve 100
pug/ml)’tin etkinlikleri arastirilmistir. Uygulamalarin M. pinodes’e duyarliligi
azaltmada etkin oldugu belirtilmistir. Ayrica bu uygulamalarin, Uromyces viciae-
fabae ve virulent P. syringae pv. pisi’ye karsi da benzer etkide bulundugu
bildirilmistir. inokulasyondan sonra 6. giinde bitkinin uygulama gérmemis en iist
yapraklarinda, [-1,3 glukanaz ve kitinaz enzimlerinin aktivitesinde artis
saptanirken, peroksidaz aktivitesinde herhangi bir artis saptanmamistir. BTH ve
avirulent irkin, M. pinodes’i inaktive eden dogal sinyalizasyon olaylarini uyarmada
yiiksek aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir (Dann ve Deverall, 2000).

Fusarium culmorum tarafindan infektelenen dayanikli ve duyarli bugday
cesitlerinde patojen gelisimi ve konukgu reaksiyonlari, elektron mikroskobu ve
immiinogold etiketleme teknigi ile incelenmistir. Bu calismada, duyarli ve
dayanikli cesitler arasinda patojenin infeksiyon gelisimindeki farkliliklar ortaya
konulmugtur. Dayanikli ¢esitlerde patojenin gelisiminin duyarli ¢esitlere oranla
daha yavas oldugu belirtilmistir. Hiicre duvarimin kalinlagmasi, papilla olusumu
gibi yapisal savunma reaksiyonlar1 duyarli cesitlerin infekteli dokularinda daha
fazla gozlenmistir. Immiinogold etiketlemede kontrol bitkilere oranla, duyarl
cesitlerin  infekteli dokularinda hiicre duvarlarinda lignin  olusumunun
yogunlugunun fazla oldugu bildirilmistir. Fusarium toksininin (DON) dayanikli

cesitlerde diisiik oranda tiretildigi bildirilmistir (Kang ve Buchenauer, 2000).
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Domateste Fusarium solgunlugu (Fol; Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici)’na karst Fluoresent Pseudomonas (G309, W34 ve CW2)’lar,
acibenzolar-S-methyl (ASM) ve bunlarin kombinasyonlarinin etkinligi elektron
mikroskop c¢aligmalar1 yapilarak arastirtlmistir. Pseudomonas fluorescens’in,
Fol’un miseliyal gelisimini in vitro’da inhibe edemedigi ancak, iirettigi enzimlerle
Fol’un kolonizasyonunu onledigi ve sonrasinda hiflerini lyze ettigi belirtilmistir.
Fluorescent Pseudomonas’lar ASM ile kombine edildiklerinde, domates bitkisinin
koklerinde ksilem dokusunda mikrokoloniler lokalize ederek, Fol’un ¢im tiipii
penetrasyonunu engelledikleri ve Fol hiflerinde morfolojik bozulmalara neden
olduklar1 gozlenmistir. ASM uygulamasinin ise, Fol’un sporlarinin ¢im tiipii
uzamasini engelledigi ve penetrasyonu tamamen durdurdugu bildirilmistir (Kang
ve Buchenauer, 2001).

Penicillium chrysogenum’un asidik (DME) ve noétralize (NDME) kuru
miselyum ekstrakti Fusarium oxysporum f.sp. melonis inokulasyonundan once
kavun bitkilerinin koklerine uygulanmistir. Bu uygulamalarin, kavunda Fusarium
solgunluguna karsi koruma sagladigi belirtilmistir. Inokulasyondan 72 saat once,
% 2-5’lik DME uygulamasinin hastaligin kotroliinde etkin oldugu bildirilmistir.
DME ve NDME (% 0.5-5)’nin her ikisinin de in vitro’da fungal gelisime herhangi
bir inhibitor etki gdstermedigi belirtilmis ve bunun sonucunda bu uygulamalarin
bitkilerde dayanikliligi uyardigi sonucuna varilmistir. Ayrica DME ve NDME
uygulamalarinin bitkide peroksidaz aktivitesini de artirdigi belirtilmistir (Dong ve
Cohen, 2001).

Nohutta Fusarium solgunluguna neden olan Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris’in siddetli virulent irkina kars1 (Foc 1rk 5) uyumsuz 1k, Foc 1tk 0 ve patojen
olmayan Fusarium oxysporum’un uyarict olarak kullanildigi bir ¢aligmada,
bitkilere dnce uyaricilar kok daldirma yontemi ile inokule edilmis ve {i¢ giin sonra
ayn1 yontemle Foc’un 5 no’lu irki inokule edilmistir. Hastaligin baskilanmasinda
kullanilan uyaricilardan, patojen olmayan Fusarium oxysporum’un, Foc 1irk 0’dan
hastaligin baskilanmasinda daha etkin oldugu belirtilmistir. Bu uyaricilarla

inokulasyon, maackiain ve medicarpin fitoaleksinlerinin sentezinde artisa neden
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olmustur. Ayrica bu uyaricilar bitki koklerinde kitinaz, B-1,3-glukanaz ve
peroksidaz enzimlerinde birikime neden olmustur (Cachinero ve ark., 2002).

Erysiphe (Blumeria) graminis f.sp. hordei’nin neden oldugu arpada
kiilleme hastaligina kars1t Bipolaris oryzae, Pythium ultimum ve Rhizopus
stolonifer’in siv1 kiiltiir ortaminda hazirlanan miselyal ekstraktlarinin etkinligi
aragtirilmistir. Patojene karst olusan korunma mekanizmalar1 histopatolojik ve
molekiiler analizlerle incelenmistir. Miseliyal ekstrakt uygulamalar1 B. graminis’in
¢imlenme ve appressorium olusturma yetenegini azalttigi ve bitkide dayaniklilikla
ilgili yapilardan biri olan papilla olusumlarina neden oldugu belirtilmistir.
Miseliyal ekstraktlarin direkt antifungal etki gostererek, bitkide dayanikliligi
uyardig1 goriisii bildirilmistir (Haugaard ve ark., 2002).

Arpa yapraklarindan hiicre duvarina bagl thioninlere karsi poliklonal bir
antiserum ve musir bitkisinden HRGP’lere karsi da monoklonal antiserum elde
edilmistir. Fusarium culmorum’la infekteli basaklarda thioninlerin ve HRGP’nin
hiicre alti lokalizasyonunun arastirilmasina yonelik bu calismada, immiinogold
etiketleme teknigi kullanilmistir. Bu proteinlerin hiicre duvari altindaki dokularda
lokalize oldugu gozlenirken, stoplazmada ve hiicre organellerinde herhangi bir
birikim gdzlenmemistir. Duyarli ¢esitlerde infekteli bugday basaklarinda
thioninlerin ve HRGP’nin birikimi, dayanikli ¢esitlerden fazla olmustur. Infekteli
bugday basaklarinda thioninlerin ve HRGP’nin hiicre duvarlarinda birikiminin, F.
culmorum’un infeksiyonuna ve yayilimina karst bitkide olusan bir savunma
reaksiyonu olabilecegi bildirilmistir (Kang ve Buchenauer, 2003).

Gossypium hirsutum (H552 ve Vered) ve G. barbadense (PF15 ve P906)
pamuk c¢esitlerinin koklerine uygulanan kuru Penicillium chrysogenum (PEN)
misellerinin, Verticillium dahliae Kleb.’in kontroliine etkinligi incelenmistir. PEN
uygulamasinin (% 5) her iki ¢esit i¢cin de bu hastaliga karsi koruma sagladigi
belirtilmistir. Inokulasyondan 24 ve 48 saat sonra PEN uygulamasinin, bitkide
peroksidaz (POX) aktivitesini artirdig1 ve hipokotillerde lignin birikimine neden

oldugu bildirilmistir (Dong ve ark., 2003).
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2.3. Fusarium  Tirlerinin  Molekiiller = Karakterizasyonuna Yonelik

Calhismalar

Bir fungus tiirliniin veya irkinin birbirine olan genetik yakinligi Vejetatif
uyumluluk (Vegetative Compatibility Group; VCG), RAPD (Randomly Amplified
Polymorfic DNA), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism), DAF (DNA Fingerprinting) ve izo-
enzim analizleri gibi molekiiler tekniklerle arastirilabilmektedir (Sambrook ve ark.,
1989; Arda, 1995; Katan, 1997; Nelson ve ark., 1997). RAPD kullanilarak pamukta
solgunluk etmeni F. oxysporum f. sp. vasinfectum’un (Assigbetse ve ark., 1994) ve
nohutta solgunluk etmeni F. oxysporum f.sp. ciceris’in (Kelly ve ark., 1994)
irklarinin saptanabilecegi belirtilmistir.

Pamukta solgunluk hastaligina neden olan Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum’un, farkli cografik orijinlerden izole edilen 46 izolati arasindaki
genetik farkliligi belirlemede patojenite ve RAPD teknikleri kullanilmistir.
Patojenite denemelerinde bu izolatlar, virulensliklerine ve kullanilan farkli ¢esitlere
gore U¢ farkli gruba ayrilmistir. Bu izolatlardan 25 tanesinin, Gossypium hirsitum
ve G. barbadense g¢esitlerinde yiiksek virulenslik gosterdigi gozlenmistir. Bu
izolatlar arasindaki genetik varyasyon, tesadiifi 11 adet 10 bazlik primer setiyle
polimeraz =zincir reaksiyon yontemi ile amplifiye edilerek belirlenmistir.
Polimorfizm gosteren 83 DNA bant1 kaydedilerek (1/0) cluster analizi ile izolatlar
arasindaki genetik yakinligi gosteren bir dendrogram olusturulmustur. OPF-06
primeriyle olusturulan amplifiye DNA fragmentlerinin biiyiikliiklerinin 0.2-2.1 kb
arasinda degistigi bildirilmistir. Olusturulan dendrogramin patojenite sonuglariyla
benzerlik gostermedigi ve F. oxysporum f. sp. vasinfectum izolatlarinin molekiiler
karakterizasyonunda, RAPD yonteminin hizli ve giivenilir oldugunu bildirilmistir
(Assigbetse ve ark., 1994).

F. oxysporum f. sp. phaseoli ile yapilan bir ¢alismada, irk ayriminda ve
izolatlarin genetik karakterizasyonunda patojenite denemesi yaninda, VCG, RFLP
ve RAPD gibi tekniklerin de kullanilabilecegi ortaya konmustur (Woo ve ark.,

1996). Soyada ani 6liime neden olan F. solani izolatlarinin patojen olup olmadigi
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ve patotiplerinin belirlenmesinde RAPD marker’lar1 kullanilmis ve oldukca duyarli
ve giivenilir bir metod oldugu belirtilmistir (Achenbach ve ark., 1996).

Peru’da Huallaga vadisinde, coca bitkisi yetistirilen alanlarda Erythroxylum
coca var. coca’dan izole edilen Fusarium spp.’lerin RAPD analizi ile genetik
yakinliklar1 arastirilmistir. Coca bitkisi yetistirilen 10 farkli bdlgeden 200
Fusarium izolat1 elde edilmistir. K6k daldirma yontemi ile yapilan patojenite
denemelerinde, bu izolatlardan 143’iiniin Erythroxylum coca var. coca’da patojen
oldugu belirtilmistir. RAPD analizleriyle iki alt gruba ayrilan bu patojenik izolatlar
arasinda polimorfizm goézlenmemistir. Alt populasyon I’in hastaligin en yaygin
oldugu bolgeyi temsil ettigi bildirilmistir. Ayrica RAPD analizi ile patojen ve
patojen olmayan izolatlarin kolayca ayirt edilebildigi belirtilmistir (Nelson ve ark.,
1997).

Hiyardan izole edilen Fusarium izolatlarinin RAPD analiziyle genetik
yakinliklarinin belirlendigi diger bir ¢aligmada OPA-01, OPB-01’den OPB-20’ye
kadar ve OPF-05 primerleri kullanilmig ve bu primerlerden 10 tanesi verdikleri
bant  gorlinimlerine  gére = RAPD-PCR  c¢alismalar1  i¢in  segilmisgtir.
Amplifikasyonlarin sonucunda, 121 Fusarium oxysporum izolatinin RAPD
profilleri olusturulmus ve 107 amplifiye DNA bantinin 97’sinin polimorfik oldugu
belirlenmistir. Amplifiye bantlarin biiyiikliikklerinin 0.2-2.3 kb arasinda degistigi
bildirilmistir (Vakalounakis ve Fragkiadakis, 1999).

Vakalounakis ve Fragkiadakis (1999) tarafindan yapilan benzer bir
calismada, kok ve govde ciiriikligli gosteren hastalikli hiyar bitkilerinden izole
edilen 106 F. oxysporum izolatinin genetik farkliliklar1 patojenite, vejetatif
uyumluluk (vegetative compatibility) ve RAPD analizleriyle karakterize edilmistir.
Patojenite ¢alismalarinda, 68 izolat F. oxysporum f.sp. radicis-cucunerinum, 32
izolat F. oxysporum f. sp. cucumerinum ve 6 izolat da patojen bulunmamistir. F.
oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum’un 68 izolatinin hepsi olusturulan genetik
agacta tek bir RAPD grubuna dahil olmustur. F. oxysporum f. sp. cucumerinum’un
32 izolati, 8 farkli VCGs ve 2 farkli RAPD grubu olustururken, iki izolat ise
vejetatif olarak uyumsuz bulunmustur. RAPD analizleri ile patojenite sonuglari

birbirlerine paralellik gostermis, F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum ve F.
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oxysporum f.sp. cucumerinum’lar olusturulan genetik agacta tamamen farkh
dallarda yer almislardir. VCG ve RAPD caligsmalarinin F. oxysporum f. sp. radicis-
cucumerinum ve F. oxysporum f. sp. cucumerinum izolatlarinin farkliligini ortaya
koymada etkin yontemler olduklari belirtilmistir.

Italya ve Israil’de yiiriitiilen bir calismada, solgunluk simptomu gdsteren
feslegen bitkilerinin sap, tohum, cigek ve topraktan izole edilen 52 Fusarium
oxysporum 1izolatinin genetik yakinliklarin1 belirlemede, RAPD-PCR teknigi
kullanilmistir. Patojenite denemelerinde 35 izolatin, Fusarium solgunluguna duyarh
bir ¢esit olan “Fine Verde” ¢esidinde % 32-92 oraninda hastaliga neden oldugu, 17
izolatin ise patojen olmadigi belirlenmistir. Topraktan ve solgun bitkilerden izole
edilen 30 Fusarium izolatimin 31 farkli primerle (Operon serisinden OPB Kkiti
(OPB-01-OPB-30) RAPD analizi sonucunda, F. oxysporum f.sp. basilici diger
f. sp.’lerinden ve patojen olmayan streynlerinden ayirt edebilmistir. Amplifiye
bantlarin biiyiikliiklerinin 0.3-3.0 kb arasinda degistigini bildirilmistir. RAPD-PCR
teknigi ile F. oxysporum f. sp. basilici’nin tanimlanmasinda 1.0 kb amplifikasyon
iriinii veren OPB-08 primerinin en uygun primer oldugu belirtilmistir. Feslegende
patojen olan F. oxysporum f. sp. bacilici izolatlarinin diger izolatlardan tamamen
farkli RAPD bantlar1 verdigini, polimorfizm gosteren bantlarin Fusarium tiir ve
f. sp. diizeyinde teshisinde kullanilabilecegini, bdylece hizli ve kesin tam
yapilabilecegi belirtilmistir (Chiocchetti ve ark., 1999).

Polonya, Ingiltere, Yeni Zellanda, Italya ve Kanada’dan izole edilen
Fusarium culmorum, F. graminearum, F. crookwellense ve F. avenaceum
toksigenik hububat patojenlerinin, RAPD-PCR ve Dizi Analizi yontemleri ile
molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica bu izolatlarin morfolojileri ve
laboratuvar kosullarinda toksin iiretimleri belirlenmistir. Ug adet 20 bazlik
primerlerle yapilan RAPD-PCR c¢aligsmalar1 sonucunda F. avenaceum izolatlarinin
tiire spesifik bant dizayn1 sergiledikleri ve bu izolatlarin genetik olarak birbirlerine
cok yakin olduklar1 belirtilmistir. F. culmorum ve F. graminearum’un
tanimlanmasinda, RAPD-PCR yonteminin hizli ve giivenilir sonu¢ verdigi

bildirilmistir. RAPD sonuclarinin, morfolojik 6zelliklerine gore tanisi yapilan F.
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culmorum ve F. graminearum tirlerinin sonuglarin1 destekledigi bildirilmistir
(Chelkowski ve ark., 1999).

Portekiz ve Fransa orijinli F. oxysporum f. sp. melonis izolatlarinin irklar
(irk 1, 2 ve 1-2) arasindaki yakinlik, Randomly Amplified Polymorphic DNAs
(RAPDs) teknigi ile belirlenmistir. Bu ¢alismada, 16 primer kullanilmis ve her bir
izolat 5-10  DNA banti1 olusturmustur. Amplifiye DNA fragmentlerinin
biiytikliikleri, 0.5-3.2 kb arasinda degismistir. Portekiz izolat1 (irk 2), Fransa izolati
(irk 1)’e ¢ok yakin bulunurken, Fransa izolatt (irk 2) diger irklara ¢ok uzak
bulunmustur (Veloso ve ark., 2000).

F. oxysporum’un 4 farkli f. sp.’i ve F. oxysporum f. sp. lycopersici’nin iki
k1 (Fol; irk 1 ve 1rk 2) arasindaki genetik varyasyonun belirlenmesinde, RAPD,
ITS ve rDNA analizleri yapilmistir. F. oxysporum f.sp. cubense, F. oxysporum
f. sp. lycopersici, F. oxysporum f.sp. phaseoli, F. oxysporum f. sp. vasinfectum
arasinda % 50°den fazla genetik varyasyon gozlenirken, Fol; ik 1 ve wk 2
arasindaki varyasyon ise % 7 olarak saptanmistir. Bu izolatlarin hepsi ITS1 ve
ITS2 bolgelerinde % 97’den fazla genetik varyasyon gosterirken, tDNA genleri
% 100 homolog olarak belirlenmistir (Kuramae ve Souza, 2002).

Amerika’nin yiiksek bolgelerinde, Fusarium solgunluk simptomu sergileyen
fasiilye ve seker pancart bitkilerinden izole edilen 166 Fusarium oxysporum
izolatinin, patojenite ve RAPD analizleriyle genetik farkliliklari belirlenmeye
calistlmistir. Patojenite denemelerinde 166 izolattan sadece 4’iiniin, fasiilye
bitkisinde patojen olan F. oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) oldugu belirlenmistir. Bu
izolatlarin 12 farkli primerle yapilan RAPD analizlerinde 105 polimorfik bant elde
edilmis ve patojenik ve patojenik olmayan Fop ve Fob izolatlarinin olusturulan
dendrogramda farkli gruplarda yer aldiklar1 gozlenmistir (Cramer ve ark., 2003).

Farkli bolgelerden izole edilen 46 Fusarium izolatinin, AFLP analizi ile
tiirleri ve genetik yakinliklar1 belirlenmistir. Bu calismada, Fusarium DNA’si,
EcoRI ve Msel endonukleaz enzimleri ile kesilmistir. 100-500 bp arasinda degisen,
toplam 80 AFLP polimorfik marker gozlenmis ve analiz sonucunda olusturulan
dendrogramda F. oxysporum, F. moniliforme, F. solani, F. avenaceum ve F.

chylamdiosporum tiirleri ayr1 gruplarda yer almislardir. Fusarium tiirlerinin
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ayriminda AFLP’nin pratik bir teknik oldugu bildirilmistir (Abdel-Satar ve ark.,
2003).

Cezayir’de mercimek yetistiriciligi yapilan alanlarda, solgun mercimek
bitkilerinden 32 adet F. oxysporum f. sp. lentis izole edilmistir. Izolatlar arasindaki
genetik varyasyon, RAPD-PCR ve AFLP analiz yontemleriyle belirlenmistir.
izolatlar arasindaki genetik yakinlik, Jaccard’in coefficient formiilii ve cluster
analizleri ile hesaplanmistir. Bu izolatlar her iki analiz yonteminde de iki alt
populasyona ayrilmistir (Belabid ve ark., 2003).

Kaliforniya’da solgunluk simptomu gosteren domates bitkilerinden 39 F.
oxysporum f.sp. lycopersici izolat1 elde edilmis ve bu izolatlarin patojenite ve
VCQG testleri yapilmistir. VCG c¢aligmalar1 sonucunda, 13 izolat irk 3, dokuz izolat
ik 2 (VCG 0030), bir izolat irk 1, ii¢ izolat non patojenik (VCG 0031) ve alt1 izolat
ik 2 (VCG 0035) olarak belirlenmistir. RFLP teknigi de, VCG c¢alismasindan elde
edilen sonuclara benzerlik gostermistir. Ayrica rDNA’nin IGS analizi ile bu

izolatlara ait 5 IGS RFLP haplotipi tanimlanmistir (Cai ve ark., 2003).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
Survey Alam

Survey caligmalari, 2002 yili Mayis-Ekim aylar1 arasinda, Dogu Akdeniz
Bolgesi’nde, Adana ilinin Merkez, Yiiregir, Ceyhan, imamoglu ve Kozan ilgeleri ile,
Mersin ilinin Merkez, Tarsus, Aydincik, Giilnar ve Silifke ilgelerinde patlican

yetistiriciligi yapilan sera, yiiksek tiinel ve agik alanlarda yapilmistir.

Patojenin Izolasyonu, Patojenite ve Cesit Reaksiyonu Calismalarinda

Kullanilan Materyal

Survey caligmalar1 sirasinda Orneklenen patlican bitkilerinden izole edilen
Fusarium tiirleri, ¢alismanin materyalini olusturmustur.

izolasyon ve tami calismalarinda, PDA ve CDA ortamlari, petri kaplar1 ve
sicaklik kontrollii inkiibatorler kullanilmustir.

Patojenite ve ¢esit reaksiyonu denemelerinde, Pala, Faselis F; irena F; Kemer
ve Adana Topag: cesitleri, kum-toprak-perlit-torf karigimi, plastik saksilar (13x15
cm) kullanilmistir.

Deneme siiresince bitkiler sicaklik, 151k ve nem kontrollii klima odasinda

muhafaza edilmistir.
Dayaniklihigin Uyarilmasi Calismalarinda Kullamilan Materyal

Saks1 ve arazi denemeleri seklinde yiiriitiilen c¢aligmalarda, dayaniklilik
uyarict olarak, Actigard SOWG (Acibenzolar-S- methly; ASM) “Benzo (1,2,3)
thiabendazole-7-carbothioic asit 5-methyl ester” ve patlicanda patojen olmayan
kavunda patojen olan, Fusarium oxysporum f.sp. melonis’in 1,2 no’lu wrki (FOM)
kullanilmistir. FOM Dr. S. Yiicel'’den temin edilmistir.

Dayanikliligin uyarildigi bitkilerden elde edilen ekstraktlarin, patojenin

konidi ¢imlenmesine etkisinin belirlendigi c¢alismalarda, stereo mikroskop, okiiler

! Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii Fitopatoloji Laboratuvari, ADANA
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mikrometre, Czapek Dox besi ortami, havan ve havan eli, etanol, kloroform, petri
kab1 (9 cm), inkiibatdr, lam, lamel ve kurutma kagidi kullanmilmistir. Bu bitkilerde
lignin olusumunun belirlenmesi ¢alismalarinda ise, floroglusinol (Merck), metanol,
kloral hidrat (Merck), HCI, gliserol, lam ve lamel, faz kontrast mikroskop, renkli
polaroid film materyal olarak kullanilmistir.

Saks1 denemeleri, klima odasinda, arazi denemeleri ise, C.U. Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii, Aragtirma ve Uygulama Ciftligi ile Mersin ili Tarsus ilgesi,

Kulak kdyiinde iiretici yiiksek tiinelinde yiiriitiilmiistiir.
RAPD-PCR Calismalarinda Kullanilan Materyal

RAPD-PCR ¢aligmalarinin materyalini, Fom izolatlarina ait DNA’lar, Taq
polimeraz, dNTP’ler (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), Rnase inhibitér ve 2X PCR
Master mix (Promega) ve primerler (tek iplikli oligoniikleotid’ler) materyal olarak
kullanilmigtir. Niikleik asitlerin amplifikasyonunda TECHNE (Cambridge) GENIUS
marka DNA Thermal Cycler cihazi kullanilmigtir.

Fom izolatlarina ait DNA’larin elde edilmesi amaciyla yapilan izolasyon
calismalarinda, lysis buffer, potasyum acetate, fenol-kloroform-isoamylalkol,
kloroform-isoamylalkol, Rnase, etanol, PEG soliisyonlari, mikrosantrifiij tiipleri,
otomatik pipet ve pipet uglar1 ve UV spektrofotometre (Shimadzu 260)
kullanilmustir.

PCR c¢alismalart sonucunda amplifiye edilmis DNA’lar, agaroz jel
elektroforez  ¢aligmalarmin  materyalini  olusturmustur. PCR  {iriinlerinin
ayristirtlmasinda, agaroz, TBE buffer, DNA Marker (Promega), reaksiyon iiriinii,
yiikleme tamponu (Loading), Agaroz jel tanki (Bio Rad Power) ve gii¢ kaynagi
kullanilmistir. Jeldeki DNA bantlarinin goriintiilenmesinde ethidium bromid, UV
Transilluminatér (Vilber Lourmat), kamera (MP4 Land, USA) polaroid
pozitif/negatif film kullanilmastir.

Fom izolatlarinin birbirleriyle genetik yakinliklarinin hesaplanmasinda

Populasyon Genetik Analiz Programi (POPGENE v1.32) kullanilmistir.
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3.2. Metod
3.2.1. Pathcan Ekim Alanlarinda Fusarium Solgunluk Hastalig1 Surveyi

Survey ¢alismalari, 2002 yili Temmuz-Eylill aylar1 arasinda, Adana ili
Merkez, Yiiregir, Ceyhan, Kozan ve Imamoglu ilgelerinde agik alan patlican
tarlalarinda, Mersin ilinin ise Merkez, Tarsus, Aydincik, Giilnar ve Silifke
ilgelerinde acgik alan, sera ve yiiksek tiinellerde Nisan-Haziran aylar1 arasinda
solgunluk hastaligi simptomlarinin en karakteristik gozlendigi meyve-hasat
déneminde yapilmistir.

Adana ve Mersin illerinde survey yapilan ilgelerde, sera ve tlinellerde asagida
belirtilen ornekleme yontemine goére patlican bitkileri solgunluk simptomlari

yoniinden degerlendirilmistir.

0,5 dekara kadar olan sera ve tiinelde 3 ayr1 noktadan,

0,5-1 dekarlik sera ve tlinelde 5 ayr1 noktadan,

1-5 dekarlik sera ve tiinelde 8 ayr1 noktadan,

5-10 dekarlik sera ve tiinelde 10 ayr1 noktadan,

10 dekardan biiylik sera ve tiinelde 15 ayr1 noktadan olmak {izere her

noktada 10’ar bitki degerlendirmeye alinmistir.

Daha genis yetistiricilik alanina sahip agik alanda yetistiricilik yapilan
patlican tarlalarinda ise, asagidaki Ornekleme yontemine gore bitkiler solgunluk

simptomlar1 yoniinden incelenmistir.

1-5 dekarlik tarlada 5 ayri noktada,

5-10 dekarlik tarlada 8 ayr1 noktada,

10-20 dekarlik tarlada 10 ayr1 noktada,

20-50 dekarlik tarlada 15 ayr1 noktada,

50 dekardan biiyiik tarlada 20 ayr1 noktadan olmak iizere her noktada
10’ar bitki degerlendirilmistir.
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Gozlem yapilan bu alanlarda, Fusarium solgunluk hastalifinin simptomlarinin
derecelendirilmesinde, Wilhelm ve ark. (1974)’in 0-4 skalasi1 modifiye edilerek

kullanilmistir. Bu skala asagida verilmistir.

0: Gozle goriilebilir hastalik simptomu yok

1: Solgunluk baslangici, alt yapraklarda ince damarlarda renk agilmasi

2: Bitkinin yarisinda solgunluk, klorosis ve nekrosis

3: Genel solgunluk, yapraklarda kuruma, dokiilme ve uglardan geriye 6lim

4: Bitkinin yaris1 veya ¢ogunda kuruma ve 6liim

Her bir tarla i¢in, “Agirlikli Ortalama” ile hastalik orani (%) ve Tawsend-
Heuberger formiilii kullanilarak skala degerleri lizerinden de hastalik siddeti (%)
hesaplanmistir (Bora ve Karaca, 1970; Karman, 1971). Daha sonra il¢e diizeyinde
hastalik yaymhigi ve siddeti belirlenmistir. Hastalik yayginligi agisindan inceleme
yapilan tarlada, tek bir bitkide solgunluk simptomu goériilse bile o tarla bulasik olarak
degerlendirilmistir.

Surveyler sirasinda, solgunluk simptomu gosteren patlican bitkilerinin
dallarindan temiz bir budama makasi ile izolasyonda kullanilmak iizere, 15-20 cm
uzunlugunda dal 6rnekleri alinarak plastik posetlere konulmug ve tiim 6rnekler buz
kutularinda korunarak laboratuvara getirilmistir. Fusarium ve Verticillium
solgunlugu hastaliklarinin yaprak ve vaskiiler renklenme simptomlarinin birbirine
¢ok benzer olmasi incelemeler sirasinda karar vermede bazi giicliikler olusturmustur.
Bu nedenle simptomatolojik olarak karar verilemeyen solgun bitkilerden de 6rnekler
almarak laboratuvara getirilmis ve patojen tespiti i¢in izolasyonlar yapilmistir.
Surveyler sirasinda izolasyon i¢in yeterli oranda bitki alinmis ve her tarladan segilen
her bir bitkiden izole edilen Fusarium sp. ayri bir izolat olarak degerlendirilmistir.

Ayrica survey yapilan tarlalarda, patlican yetistiriciliginde hangi ¢esidin
tercih edildigi, bir sezonda atilan giibre ¢esidi ve miktari, bir 6nceki y1l hangi bitkinin
yetistirildigi, tirlinde goriilen yabanci otlar, dikim tarihi, ekim alan1 gibi bilgiler

kaydedilmistir.
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3.2.2. Patojenin izolasyonu ve Patojenite Calismalar

Laboratuvara getirilen solgunluk simptomu gosteren patlican bitkilerinin
dallarindan enine kesitler alinarak, iletim demetlerinde kahverengilesmenin
gozlendigi kisimlardan standart mikolojik yontemlere gore izolasyonlar yapilmistir.

Bu amacla, hastalikli dallarin floem dokusu ayrilmis ve infeksiyon nedeniyle
nekrozlagsmis ve saglam dokular1 iceren ksilem dokusundan temiz bir bistiiri ile 2-3
mm’lik kesitler alinmistir. Daha sonra bu doku pargalar1 % 1°lik Sodyum Hipoklorit
(NaOCl) soliisyonunda 2-3 dak bekletilerek ylizey sterilizasyonu yapilmistir.
Sodyum hipoklorit ¢ozeltisinden alinan bu parcalar, iki kez steril distile sudan
gegcirilerek NaOCI kalintis1 uzaklastirllmis ve dokulardaki fazla suyun giderilmesi
amaciyla steril kurutma kagitlar1 tizerine aktarilmistir. Kurutulan parcalar,
streptomycin (100 pg/ml) iceren Patates Dekstroz Agar (PDA) ortamina ekilmistir.
Inokule edilen petri kaplar 24 °C’de bir hafta siireyle inkiibe edilmis ve daha sonra
gelisen Fusarium kolonilerinden saflastirmalar yapilmistir.

Saflastirilan kolonilerin tek spor izolasyonu i¢in Oncelikle Fusarium
konidilerinin ¢imlendirilecegi su agar (% 2) hazirlanarak 9 cm ¢apindaki petrilere
dokiilmiistiir. Daha sonra Fusarium sp.’nin 10 ml steril distile su igerisinde konidi
stispansiyonu hazirlanmis ve mikroskopta incelenerek 4x10 um goriis alaninda 1-10
konidi olacak sekilde konsantrasyon ayarlandiktan sonra, su agar igeren petrilere
yiizeyi kaplayacak sekilde (1 ml) cam bagetle yayilmistir. Petriler 25 °C’de 16-24
saat inkiibe edildikten sonra mikroskopta incelenerek ¢imlenen yakininda bagka spor
bulunmayan konidiler isaretlenmis ve hemen ardindan steril igne yardimiyla alinarak
PDA igeren ortama ekilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tek spordan gelisen
koloniler egik PDA ortami igeren tiiplere aktarilmis ve sonraki asamalarda
kullanilmak tizere 4 °C’de saklanmustir.

Mikroskobik incelemelerle tek spordan saf olarak gelisen izolatlarin, koloni
rengi, mikrosklerot varligi, konidiofor, fialid ve konidi Ozellikleri incelenerek
Fusarium kolonilerinin tiir tanimi yapilmistir (Booth 1971; Nelson ve ark., 1983;

Windels, 1992; Summerel ve ark., 2001).
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Fusarium izolatlarinin patojeniteleri, Biles ve Martyn (1989)’in yontemine
gbre konukcusu olan patlican fidelerine kok daldirma yontemi ile testlenmistir. Bu
amacla, agikta yetistiricilikte tercih edilen, Fusarium solgunluguna duyarli “Pala”
patlican ¢esidi kullanilmistir. Her bir tarladan elde edilen izolatlardan rastgele segilen
bir tanesi ile inokulasyon yapilmistir. Deneme baglangicinda tohumlarin
¢imlendirildigi kum, toprak, perlit ve torf (1:2:1:2) karisimindan olusan toprak, 5
L’lik teneke kutularda 30 dak otoklav edilip 25x35 cm capindaki plastik kiivetlere
konulmus ve patlican tohumlar1 bu sekilde hazirlanan kiivetlere ekilmistir. Tesadiif
parselleri deneme desenine gore 10 tekerriirlii olarak kurulan denemede bitkiler,
25 °C sicaklik, 16 saat aydinlanma siiresi ve % 70 nem kosullarina sahip, Bitki
Koruma Bo6liimii klima odasinda yetistirilmistir. Fideler, 8-10 cm boylandiklarinda,
bu kiivetlerden koklere zarar verilmeden sokiilmiis ve bu kokler ¢esme suyunda
yikanarak uclar1 temiz bir makasla hafifce kesilmistir. Daha sonra bu kokler
izolatlarin inokulum siispansiyonuna 5 dak siireyle daldirilmistir. Fungal inokulum
asagida belirtilen sekilde hazirlanmistir.

PDA ortaminda gelistirilen fungusun 8-10 giinliik taze kiiltiirlerinin iizerine
50 ml steril distile su dokiilerek spatiille kazinmis ve sporlarin suya ge¢meleri
saglanmigtir. Bu spor siispansiyonu iki kat steril tiilbentten gecirilerek miselyum
kalintilar1 ~ silispansiyondan  uzaklastirilmistir. Daha sonra hazirlanan bu
siispansiyondaki ~ sporlar, =~ Thoma laminda (hemocytometre)  sayilarak
konsantrasyonlart 10° konidi/ml’ye ayarlanmustir. Etmenin bu sekilde hazirlanan
konidi siispansiyonuna bitkilerin kokleri daldirilmis ve 5 dak siireyle bekletilmistir.
Kontrol bitkilere de ayni1 islem yapilmis ancak spor siispansiyonu yerine steril distile
suya daldirilmistir. inokulasyondan sonra patlican fideleri, steril kum, toprak, perlit
ve torf (1:2:1:2) karisimi igeren 13 cm ¢apindaki plastik saksilara sasirtilmistir.
Deneme siiresince patlican bitkileri son hastalik degerlendirmesi yapilana kadar,
kontrollii  kosullarinin  saglandigi  klima odasinda muhafaza edilmistir.
Inokulasyondan 3 hafta sonra bitkiler hastalik gelisimi yoniinden Béliim 3.2.1°de
belirtilen skalaya gore derecelendirilmistir. Ayrica  solgunluk  gelisimi
degerlendirilen bu bitkilerin iletim demetlerinde kahverengilesme simptomlar1 da

degerlendirilmistir. Inokulasyondan sonra bitkinin {ist kismina dogru iletim demetini
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infekte edebildigi uzakligi belirlemek i¢in bitki gévde kismindan kesilerek, nekrozun
ulastig1 en son nokta dlgiilerek (cm) kaydedilmistir.

Deneme sonuglandirildiginda, F. oxysporum f.sp. melongenae (Fom)
izolatlar1 tarafindan patlican bitkilerinin infeksiyonunun dogrulanmasi amaciyla,

“Koch postiilatlar1” uygulanmustir.
3.2.3. Fom izolatlarimin Makroskobik ve Mikroskobik Tanisi

Bu amagla yapilan caligmalarda, Adana ve Mersin ydresi patlican ekim
alanlarindan elde edilen toplam 47 F. oxysporum f.sp. melongenae (Fom)
izolatindan, farkli yoreleri temsil edecek sekilde 20 tanesi secilerek kullanilmuastir.
Daha sonra yapilan RAPD-PCR c¢aligmalarinin maliyetinin yiiksek olmasi, bu
izolatlarin sayisinda kisitlama yapilmasini gerektirmistir.

Oncelikle bu izolatlarm PDA ortaminda optimum gelisme sicakliklari
belirlenmistir. Bu amaca yonelik olarak, Fusarium izolatlari PDA ortaminda
24 °C’de bir hafta siireyle gelistirilmis ve Fom’un fungal miselyumunu iceren 5 mm
capinda diskler kesilerek 15 ml PDA ortami igeren 9 cm ¢apinda petri kaplarinin
merkezine inokule edilmistir. Fusarium izolatlarinin her biri i¢in 8 petri kabi
kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanan petriler sicaklik kontrollii inkiibatérlerde 20 °C,
25 °C ve 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince 3., 6., 9. ve 12.
giinlerde petrilerdeki koloni ¢aplar1 (cm) dlgiilerek kaydedilmis ve makroskobik ve
mikroskobik incelemelerle koloni 6zellikleri belirlenmistir (Booth, 1971; Nelson ve
ark., 1983; Summerel ve ark., 2001).

Daha sonra bu izolatlarin PDA ve CDA ortaminda koloni gelisimleri
belirlenmistir. Bu amaca yonelik olarak, PDA ortaminda gelistirilen her bir Fom
izolatinin, fungal miselyumunu i¢eren 5 mm capinda diskler kesilerek, 15 ml PDA ve
CDA ortami igeren 9 cm capinda petri kaplarinin merkezine inokule edilmistir.
Fusarium izolatlarinin her biri i¢in 10 petri kab1 kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanan
petriler 25 °C sicaklikta, 10 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda petrilerin koloni ¢aplar1 (cm) Ol¢iilerek kaydedilmistir. Ayrica, makroskobik
ve mikroskobik incelemelerle de bu izolatlarin koloni o6zellikleri belirlenmistir

(Booth, 1971; Nelson ve ark., 1983; Summerel ve ark., 2001).
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3.2.4. Acibenzolar-S-Methyl (ASM)’nin Fom’un Miseliyal Gelisimine
Etkisi

Bu c¢alismada ve dayamikliligin uyarilmasi ¢aligmalarinda, patojenite
denemeleri sonucunda virulensligi yiiksek bulunan F. oxysporum f. sp.
melongenae’nin 10 no’lu izolatt (Fom 10) kullanilmistir. ASM’nin Onerilen
konsantrasyonunun yarisi ve iki kati konsantrasyonlarinin, Fom’un miseliyal
gelisimine ve miseliyal kuru agirligina etkisi arastirilmugtir.

Bu amagla, 250 ml’lik erlenlere 100°er ml’lik Patates Dekstroz Agar (PDA)
ortami hazirlanarak otoklav edilmis ve bu ortamlarin su banyosunda, 60 °C’ye kadar
sogumalar1 saglanmistir. Daha sonra belirlenen ASM konsantrasyonlar1 ortamlara
ilave edilerek, ASM’nin homojen dagilmasi i¢in iyice ¢alkalanmis ve 9 cm’lik steril
petri kaplarina dokiilerek ortamin katilasmasi beklenmistir. Fom 10°un 8-10 giinliik
taze miseliyal kiiltiiriinden, 5 mm’lik diskler kesilerek, her petrinin ortasina bir adet
inokule edilmis ve bu petriler, 25°C sicaklikta 8 giin siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Deneme 8 tekrarli olacak sekilde kurulmustur. ASM i¢ermeyen ortama
inokule edilen Fom 10 petrileri kontrol olarak kabul edilmistir. Inkiibasyon siiresi
boyunca, gelisen Fom kolonilerinin ¢aplar1 giinliik olarak 6lgiilerek, mm cinsinden
kaydedilmistir.

ASM’nin, s1vi ortamda Fom 10’un miselyum kuru agirlig: {izerine olan etkisi,
Patates Dekstoz (PD) sivi ortamda belirlenmistir. Bunun i¢in, 250 ml’lik erlenlere
100’er ml PD sivi ortam hazirlanarak otoklav edilmistir. ASM’nin belirlenen
uygulama konsantrasyonlari, otoklav edilen bu sivi ortama ilave edilmis ve hemen
sonrasinda Fom 10’un taze miseliyal kiiltiiriinden 10° konidi/ml konsantrasyonda
hazirlanan spor stispansiyonundan 5 ml her bir erlene inokule edilmistir. Bu sekilde
hazirlanan ortamlar rotary shaker’a yerlestirilmis ve 120 rpm’de (devir/dak), 25 °C
sicaklikta ve karanlik kosullarda iki hafta siireyle inkiibe edilmistir. Deneme, her
karakter i¢in {i¢ tekrarli olacak sekilde kurulmus ve sadece spor siispansiyonu ilave
edilmis s1v1 ortamlar, kontrol olarak kabul edilmistir.

Sivi kiiltiirde gelisen fungal miselyumun kuru agirhiginin belirlenmesi igin,

sivi ortamlar bucher hunisinde filtre edilmis ve Fom’un misellerini iceren filtre
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kagitlar1, 45 °C’de 12 saat kurutulmustur. Kurutulan miselyumlu filtre kagitlar
hassas terazide tartilarak kaydedilmistir. Tartim sonunda elde edilen degerlerden
filtre kagitlarinin bos agirliklarmin  ¢ikarilmasiyla miselyum net agirliklar

hesaplanmistir.

3.2.5. Farkh Pathcan Cesitlerinin Fusarium Solgunluk Hastahgina

Reaksiyonu

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan Faselis ve
Irena F; hibrit cesitleri ile lokal cesitlerden Pala, Kemer, Adana Topag: cesitleri
kullanilmis ve deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekerriirlii olarak
kurulmugstur. Yukarda belirtilen patlican ¢esitlerinin  yetistirilmesi, patojen
inokulasyonu ve hastalik degerlendirmesi, patojenite ¢aligmalar1 Boliim 3.2.2°de

belirtilen yonteme gore yapilmustir.

3.2.6. Pathcanda Fusarium Solgunluguna Karst Dayanmikhihigin

Uyarilmasi1 Calismalari

Patlicanda Fusarium solgunluguna karsi saksi denemeleriyle dayanikliligin
uyarilmas: ¢alismalarinda da, virulensligi yiiksek Fom 10 izolati ve solgunluk
hastaligina duyarh ‘‘Pala’’patlican ¢esidi (Solanum melongena L.) kullanilmistir. Bu
amaca yonelik olarak, dayaniklilik uyarict abiyotik bir faktor oldugu bilinen, sentetik
bir uyarici olan Actigard S0WG (acibenzolar-S-methyl; ASM) ve biyotik bir faktor
olarak da, patlicanda patojen olmayan kavunda patojen olan Fusarium oxysporum
f. sp. melonis (FOM) uygulanmistir.

ASM (Bion® Syngenta, Frankfurt, 50WG), 0.2 mg/ml konsantrasyonda steril
distile su i¢inde ¢oziinmiis ve her bir patlican fidesine 200 ul spreylenmistir (Kang
ve Buchenauer, 2001; Baysal ve ark., 2003). Deneme, tesadiif parselleri deneme
desenine gore 3 tekrarl olarak kurulmus ve her karakter i¢in 10 bitki kullanilmastir.
ASM uygulanan bitkilerde SAR mekanizmasinin tetiklendigi optimum zaman
araligin belirlemek i¢in ASM uygulanan bu bitkilere uygulamadan sonraki 1., 2., 3.
ve 4. gilinlerde patojen inokulasyonu yapilmistir (Louws ve ark., 2001; Kang ve

Buchenauer, 2001; Bokshi ve ark., 2003; Baysal ve ark., 2003). Fom 10
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inokulasyonu ve hastalik degerlendirmesi, Boliim 3.2.2.’de patojenite denemelerinde
sOzii edilen yonteme gore yapilmistir.

Patojen olmayan FOM inokulasyonu i¢in F. oxysporum f. sp. melonis’in 10°
konidi/ml spor siispansiyonuna bitkilerin kokleri 5 dak silireyle daldirilmistir.
Inokulasyondan sonraki 1., 2., 3. ve 4. giinlerde patojen (Fom 10) inokulasyonu
yapilmistir (Dickinson ve Lucas, 1982; Erzurum ve Maden, 1995; Fuchs ve ark.,

1997). Sonuglarin gilivenilirligi agisindan, saks1 denemeleri iki kez kurulmustur.

3.2.6.1. Dayanmikhihgin  Uyarildigt  Bitkilerden Elde  Edilen

Ekstraktlarin Fom’un Konidi Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Bu amaca yonelik olarak, SAR mekanizmasinin uyarilmasinda en etkin olan
zaman aralifindaki bitkilerden kok, govde ve yaprak oOrnekleri alinmigtir. Bu
bitkilerin ekstraktlarini elde etmede kullanilan yontem asagida verilmistir.

1. Pozitif kontrol, negatif kontrol, ASM ve FOM uygulanan bitkilerin kok,
govde ve yapraklarindan 5’er g bitki 6rnegi alinmis ve bu Ornekler aliiminyum
kagitlara sarilarak ekstraksiyon iglemi yapilana kadar -18 °C sicaklikta bekletilmistir.

2. Ekstraksiyon i¢in bitki dokular1 porselen havanda, 9 kat hacimde etanol
ilave edilerek ezilmis daha sonra bu siispansiyon 4 katli tiilbentten gecirilerek doku
kalintilar1 uzaklastirilmistir. Siiziilen sividan petrilere esit oranlarda pipetlenmis ve
hacim olarak % 90 azalana kadar 35 °C sicaklikta buharlagtirmaya birakilmistir.

3. Kalan konsantre bitki ekstraktinin iizerine esit hacimde kloroform ilave
edilerek 6000 devir/dak da 10 dak santrifiij edilmistir. Daha sonra mikrosantrifiij
tiiplerinde pelletin lizerinde olusan bitki ekstrakti mikropipetle bagka bir
mikrosantrifiij tiipline aktarilmis, ayn1 islem ikinci kez tekrar edilmis ve elde edilen
ekstrakt kullanilincaya kadar -18 °C’de bekletilmistir (Grinstein ve ark., 1984).

4. Her bir karaktere ait ekstrakttan 50 pl alinarak, steril lam {iizerine
damlatilmis ve bu lamlar 35 °C sicaklikta bekletilerek ckstraktlarin tamamen
buharlagmas1 saglanmastir.

5. Buharlagsma islemi tamamlandiktan sonra, Czapek Dox sivi ortaminda

Fom 10’un konidi siispansiyonu (10° konidi/ml) hazirlanmis ve bu siispansiyondan
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50 ul alinarak daha once bitki ekstraktinin damlatilip buharlastirildigr bolgeye
pipetlenmistir.

6. Bu sekilde hazirlanan lamlar, igerisinde 1slak kurutma kagidi bulunan petri
kutularina yerlestirilerek 27 °C sicaklikta 9 saat siire ile inkiibe edilmistir.

Czapek Dox sivi besi ortaminda ¢imlendirilen sporlar, bir saat araliklarla
incelenmis ve bu sporlarin ¢im borucuklarinin birbirlerine karismadan olgiilebilecegi
siire olarak 9 saat belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, ¢imlenen konidilerin
¢im borusu uzunluklari 6l¢iilerek kaydedilmistir. Deneme 5 tekrarli kurulmus, her bir
petri kabu bir tekrar olarak kabul edilmis ve mikroskoptaki tek goriis alaninda 10 adet
¢im tiipii uzunlugu, toplam olarak da 3 farkli goriis alaninda, 30 adet ¢im tiipii
uzunlugu Olgiilerek kaydedilmistir. Denemede negatif kontrol bitkilerinin
ekstraktlarin spor c¢imlenmesine etkinliginin belirlenmesinin yani sira, kontrol
amaciyla Czapek Dox besi ortaminda ¢imlendirilen konidilerin ¢im tiipii uzunluklari

da olgiilerek digerleriyle karsilastirilmistir.
3.2.6.2. Histokimyasal Boyamalarla Lignin Sentezinin Belirlenmesi

Dayanikliligin uyarildigi bitkilerde infekteli dokularda infeksiyon ve
reaksiyon yerlerinde sentezlenen lignin, floroglusinol/HCI testi ile belirlenmistir.
ASM ve FOM uygulamasit yapilan bitkiler saksilardan kok bolgesi
zararlandirilmadan c¢ikarilarak ¢esme suyunda yikanmustir. Bu bitkilerin kok ve
gbvdelerinden steril bir bistiiri ile 3-5 mm uzunlugunda, yapraklarindan ise 5 mm
capinda kesitler almmustir. infekteli dokulardaki klorofiller, % 1 phloroglucinol
(Merck) iceren % 100’liik metanol icerisinde, oda sicakliginda 1 gece bekletilerek
uzaklastirilmigtir. Daha sonra beyazlasan doku ornekleri, kloral hidrat (2.5 g/ml)
icerisinde en az 24 saat bekletilerek dokular seffaflastirilmis ve temizlenmistir.
Metanol yardimiyla klorofil uzaklastirilmis ve kloral hidrat (Merck) ile temizlenmis
dokular steril bir lam iizerine alinarak, lizerine 1-2 damla konsantre HCI ilave
edilerek 10 dak bekletilmistir. Daha sonra bu dokularin iizerine bir ka¢ damla
% 50’1lik gliserol ¢ozeltisi damlatilmis ve lamel kapatilarak bu sekilde hazirlanan
prepatlar incelenmistir. Infekteli dokularin iizerine HCI eklendikten ortalama 10 dak

sonra, ligninlenmig yapilar koyu pembe-turuncu renk bir olusturmaktadir. Boyanmis
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dokularin 3-5 saat sonra renklerini kaybetmeleri nedeniyle preparatlar, miimkiin
oldugunca kisa bir siire igerisinde, Faz kontrast mikroskopta 20X ve 40X biiyilitmede
incelenerek goriintii alinmistir (Gahan 1984; Vallet ve ark., 1996; Soylu, 1999). Ayni

islemler pozitif ve negatif kontrol bitkileri i¢in de yapilmistir.
3.2.7. Arazi Denemeleri

Saks1 denemelerinde etkinlikleri denenen dayaniklilik uyaricilarin arazi
kosullarinda da etkinlikleri degerlendirilmistir. Bu amaca yonelik olarak, Mersin
ilinin Tarsus ilgesine bagh Kulak Koylinde Ocak-Temmuz aylar1 arasinda {iiretici
yiiksek tiinelinde (18.0 x 3.80 m) Faselis F; patlican cesidiyle ve C.U. Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Arastirma ve Uygulama Ciftligi’nde (30 m x 25 m),
Nisan-Ekim aylar1 arasinda Pala patlican ¢esidiyle deneme kurulmustur. Tesadiif
bloklar1 deneme desenine gore 5 tekerriirlii olarak olarak kurulan denemede her
karakter i¢cin 20 bitki kullanilmistir. Saks1 denemelerinde patojen inokulasyonunda
kullanilan Fom 10 izolat1, arazi denemelerinde de kullanilmigtir. Dayaniklilik uyarici
olarak ASM (Novartis Crop Protection, Inc., Basel Switzerland), liretici firmanin
onerdigi sekilde ve konsantrasyonda, sasirtmayla birlikte 15 giin araliklarla yesil
aksama piliskiirtme seklinde maksimum 6 kez uygulanmistir (Louws ve ark., 2001;
Bokshi ve ark., 2003). Bitkiler biiyiidilkce ASM konsantrasyonu, aktiviteyi saglamak
icin belirtilen oranlarda artirilmis ve son uygulama ile hasat arasinda 14 giin
birakilmustir. Uretici firmanmin 6nerdigi ASM uygulama prosediirii Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Sasirtmayi izleyen haftalara gére alana atilmasi gereken ASM miktar1

ASM miktan (g/da) Alana ASM’li su miktan (L/da) Sagirtmay! izleyen

haftalar
2.3 29-48 0-2
3.5 57-67 3-4
5.3 67-95 5-8
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ASM uygulanan bitkiler 25-30 cm boylandiklarinda patojen (Fom 10),
saglikli kontrol harig¢ biitiin bitkilere bugday inokulumu seklinde kok bolgesi acilan
her bitkiye 10 g inokule edilmistir.

FOM, sentetik sivi ortam igerisinde gelistirilmistir. FOM un gelistirildigi
sentetik s1vi ortam igerigi Lecoq ve ark. (1991)’na gore hazirlanmistir (Ek 1). Tiim
eriyiklerin dahil oldugu sentetik sivi ortam 250 ml’lik erlenlere 100’er ml konularak
otoklav edilmistir. FOM’un 24 °C’de gelistirilen 8-10 giinliik kiiltlirlerinden 3-4 mm
capinda diskler kesilerek 4-5 disk bu erlenlerin igine konulmustur. Erlenler pamuk ve
aliiminyum folyo ile sikica kapatilarak, rotary shaker’da, 120 rpm’de, 24 °C sicaklik
ve aydinlik kosullarda 8 giin siireyle ¢alkalanmistir. Bu siire sonunda fungus konidi
tiretiminden ¢ok klamidospor olusturmaya yonelmistir. Bitkiler 25-30 cm
boylandiklarinda, bu siispansiyon 10° spor/ml diliisyon oraminda seyreltilmis ve
patojen inokulumu verilmeden 3 giin dnce uygulanmistir. Bunun i¢in, bitkilerin kok
bolgesi kiirek yardimiyla acilmis ve her bitkiye 200 ml sulama suyu seklinde
verilerek koklerin tizeri kapatilmigtir.

ASM ve FOM uygulanan bitkilerde patojenin bitkinin iist kismina dogru
iletim demetinde infekte edebildigi son noktayi belirlemek ic¢in, patojen inokule
edildikten bir hafta sonra, 10 giin araliklarla, deneme sonuglandirilana kadar yaprak
ornekleri alinmistir. Bunun icin, her blokta 2 bitki belirlenmis ve kdk bogazinin
hemen {istiinden her 5 cm’den bir yaprak 6rnegi alinmistir. Bu 6rnekler kagitlara
sarilarak laboratuvara getirilmis ve yaprak sapindan izolasyonlar yapilarak patojenin
infeksiyon hizi belirlenmeye calisilmistir. Ayrica denemedeki bitkiler, Bolim
3.2.1°de belirtilen skalaya gore yaprak ve dal simptomlar1 agisindan
degerlendirilmistir.  Deneme sonuglandirildiginda, ASM ve FOM’un patlican
bitkisinin gelisimine etkisini belirlemek amaciyla, denemedeki bitkilerin boylar1
Olclilerek (cm) kaydedilmistir. Deneme siiresince normal yetistiricilik iglemleri
uygulanmistir. Giibreleme programi olarak, sasirtma sirasinda agilan ¢ukurlara 18-46
DAP (Diamonyum Fosfat) c¢iftlik giibresiyle birlikte verilmistir. Sagirtmadan bir ay
sonra, sulamadan hemen Once lire uygulanmistir. Sonraki donemlerde {i¢ asamali
olarak 50 kg amonyum siilfat ve 10 kg potasyum siilfat giibreleri sulamadan 6nce

verilmistir (Seniz, 1992).
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3.2.8. Fom izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu
3.2.8.1. Fom lzolatlarindan DNA izolasyonu

Fom izolatlar1 arasindaki genetik varyasyonu belirlemede, Randomly
Amplified Polimorphic DNA (RAPD) analiz teknigi kullanilmistir. Ayrica ¢alismaya
kontrol amaciyla, patlicanda patojen olmayan kavunda patojen olan Fusarium
oxysporum f. sp. melonis’in 0 no’lu irki1 (FOM-0) da dahil edilmigtir.

Bu calismada oncelikli olarak, fungusun misellerinden total genomik DNA
izolasyonu yapilmistir. Bunun icin, Fom izolatlarinin bir haftalik taze miseliyal
kiltlirlerinden, 5 mm c¢apinda miseliyal diskler kesilmis ve yaklasik 15 ml patates
dekstroz (PD) s1v1 ortam igeren 9 cm ¢apinda petri kaplarina konulmustur. Bu sekilde
hazirlanan petri kaplar1 karanlikta, 25°C sicaklikta, bir hafta siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda gelisen miseliyal koloninin altindaki PD
stvi ortami uzaklagtirilmis ve miseller steril distile suyla yikanip kurutma kagitlari
arasinda fazla sular1 alinmistir. Bu sekilde hazirlanan miseller 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tliplerine aktarilmigtir. Bu tiipler DNA ekstraksiyonu yapilincaya
kadar -20 °C’de bekletilmistir.

Total genomik DNA ekstraksiyon caligmalari ve RAPD-PCR c¢alismalari
Peever ve ark. (1999)’nin 6nerdigi yonteme gore yapilmistir. Total genomik DNA
izolasyon protokolii asagida verilmistir;

1. Daha 6nce mikrosantrifiij tliplerine alinan ve -20 °C’de bekletilen fungal
miselyum, steril bir pens yardimiyla porselen havana alinmis ve ilizerine bir miktar
s1v1 nitrojen dokiilerek toz haline gelinceye kadar iyice ezilmistir.

2. Uzerine 800 ul lysis buffer (50 mM EDTA, 100 mM Tris, % 3 SDS,
100 pg/ml proteinaz K, % 1 sodyum bisulfit) iki asamali olarak ilave edilerek
siispanse edilmistir. Bu sekilde silispanse edilen karisim, 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Bu tiipler 65 °C’ye ayarlanmis su banyosunda, 30-45 dak
bekletilmis ve 10.000 rpm’de, 15 dak santrifiij edilerek miselyum kalintilar

mikrosantrifiyj tiipiiniin dip kismina ¢oktiiriilmiistiir.
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3. Supernatant kismin 625 pl’si baska bir mikrosantrifiij tiiptine alinmis ve
tizerine 200 pl, 8 M potasyum asetat ilave edilerek 1 dak vortekslenmistir. Daha
sonra bu tiipler, -20 °C’de 15 dak, buzda 1 saat veya +4 °C’de 1 gece bekletilmistir.

4. Bu tiipler 10.000 rpm’de 20 dak santrifiij edilmis ve supernatant kisimdan
700-800 pl alinarak (<800 pl), baska bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Uzerine
1 ml fenol-kloroform-isoamylalkol ilave edilerek tiipler 10.000 rpm’de 10 dak
santrifiij edilmistir.

5. Supernatant kisimdan 500-600 pl (<600), alt faza karigsmamasina dikkat
edilerek alinmis ve baska bir mikrosantrifiij tlipline aktarilmistir. Alinan siviya esit
hacimde fenol-kloroform-isoamylalkol eklenerek, 10.000 rpm’de 10 dak santrifiij
edilmistir.

6. Supernatant, 5. agsamada oldugu gibi alinmis ve alinan siviya esit hacimde
bu kez kloroform-isoamylalkol ilave edilerek 10.000 rpm’de 10 dak santrifiij
edilmistir.

7. Ekstraksiyon sonrasi DNA igeren supernatant kisim yeni tlipe alinmus,
tizerine 35 pl, 5 M NacCl (1/10 hacim) ve 700 ul (2 hacim) % 100’liik etanol (EtOH)
ilave edilip, -20 °C’de en az bir saat bekletildikten sonra 10.000 rpm’de 10 dak
santrifiij edilerek DNA’nin ¢okelmesi saglanmistir.

8. Santrifiijden sonra silipernatant kisim, pellet {izerinden dikkatlice
uzaklagtirnlmigtir. Daha sonra pellet 500 ul steril distile suda siispanse edilmistir.
Coziinmiis pelletin lizerine 350 pl PEG soliisyonu, “% 20 PEG (8 ml % 50 PEG,
10 ml 5M NaCl, 2 ml dH,0)” ilave edilerek -20 °C ’de en az bir saat veya +4 °C’de
bir giin bekletilerek proteinler vb. ¢okeltilmistir.

9. Bekletilen tiipler yukaridaki gibi santrifiij edildikten sonra 50 pl TE
(10 mM Tris, pH 8 ve 1 mM EDTA) i¢inde siispanse edilmis ve RNA’lar1 elemine
etmek icin RNase (20 pg/ml) konulup 37 °C’de 3-4 saat inkiibe edilerek, olast RNA
bulasiklig1 giderilmeye c¢alisilmistir.

10. Inkiibatérden cikan tiiplere sirastyla, 250 pl steril distile su, 30 ul 5 M
NaCl ve 600 pl % 100’lik etanol (EtOH) ilave edildikten sonra tiipler hafifge
calkalanmis ve -20 °C’de bir saat bekletilmistir.
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11. Tipler santrifiij edildikten sonra supernatant kisim atilip, pellet {izerine
0,5 ml % 70’lik EtOH ilave edilerek yikama yapilmis ve 15 sn’lik kisa bir santrifiijle
EtOH tiipten uzaklastirilmistir. Daha sonra tekrar etanol ¢okelmesi yapilip, EtOH 1n
tamamen uzaklagsmasi i¢in steril kabinde, DNA iceren tiiplerin kapaklar1 agik
birakilarak birkag saat kurutulmustur.

12. Son olarak, DNA 50 pl TE buffer i¢inde siispanse edilmis ve PCR
calismalarinda kullanilmak tizere -20 °C’de stoklanmustir.

Fungal miselyumdan ekstrakte edilen DNA’lar % 1’lik agaroz jelde

elektrofore edilmistir.

3.2.8.2. Fom izolatlarimin DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin

Ol¢iilmesi

Adana ve Mersin yorelerinden izole edilen patojenik 20 izolatin saflastirilan
DNA’lar1, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle amplifiye edilmistir
(Sambrook ve ark., 1989; Darling ve Brickell, 1994; Arda, 1995; Ogiis, 2002; Kayrin
ve ark., 2003). RAPD-PCR c¢alismalari, Peever ve ark. (1999)’nin gelistirdikleri bir
yontem modifiye edilerek yapilmistir.

Ekstrakte edilen genomik DNA’lar, TE (10 mM Tris, pH:8 ve 1 mM
EDTA) buffer igerisinde sulandirilarak, izole edilen DNA’nin miktar1 ve saflik
derecesi belirlenmistir. DNA konsantrasyonu, UV (Ultra Viyole) spektrofotometre
(Shimadzu 260) ile ol¢lilmiistiir. Soliisyon tarafindan emilen UV miktari, 6rnekteki
DNA miktar1 ile dogru orantili olmaktadir. Spektrofotometrede 260 nm dalga
boyundaki her absorbans degeri, 50 pg/ml cift sarmalli DNA miktarina karsilik
gelmektedir. Azsonm’de 1 OD, 50 pg/ml DNA’ya karsilik gelmektedir. Bu deger tek
iplikli DNA (ssDNA) i¢in 33 pg/ml, RNA i¢in ise 40 pg/ml’dir (Sambrook ve ark.,
1989; Arda, 1995; Kayrin ve ark., 2003).

Bu amaca yonelik olarak, ekstrakte edilen DNA oOrnekleri 1/100 diliisyon
oraninda steril distile su ile seyreltilerek quartz kuvetlere konulmus ve
spektrofotometrede 260 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Olgiilerek
kaydedilmistir. DNA derisim hesabinda kullanilan formiil asagida verilmistir.
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DNA derisimi ( ug/ml ) = OD;6 X Seyreltme Faktorii X 50*
pug/ml = 0D, X 100 X S50

*1 cm 151k yollu kiivette 1 OD’ye karsilik gelen pg/ml biriminden DNA miktari

Ayrica UV absorbans degerleri iizerinden, izole edilen DNA’larin saflik
dereceleri de belirlenmistir. 260 nm’de niikleik asitler, 280 nm’de proteinler pik
vermektedir (Sambrook ve ark., 1989; Arda, 1995; Kayrin ve ark., 2003).

Saf olarak izole edilebilen bir DNA 6rneginde, 260 ve 280 nm’de optimum

absorbans orani agagida verilmistir.
Saf DNA i¢in; 260 nm/280 nm = 1.8

Quartz kiivetlere konulan orneklerin spektrofotometrede, hem 260 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri hem de 280 nm’deki absorbans degerleri okunmus ve
260 nm/280 nm oranlar1 hesaplanmistir.

Adana ve Mersin illeri patlican alanlarindan toplam 47 Fusarium oxysporum
f. sp. melongenae (Fom)’nin izolati elde edilmis ve bu izolatlarin hepsinin total
DNA’s1 izole edilebilmistir. Fom DNA 6rnekleri arasindan, PCR ¢alismalar1 i¢in saf
olarak izole edilebilen 20 izolat farkli bolgeleri temsil edebilecek sekilde secilmistir.

Olgiim sonucunda 1.8’den diisiik degerler, DNA 6rneginde protein veya fenol
kontaminasyonunu, 1.8’den biiylik degerler ise RNA kontaminasyonunu
gostermektedir. Bu oran RNA i¢in 260 nm/280 nm = 1.8-2.0’dir (Sambrook ve ark.,
1989).

3.2.8.3. Primer Secimi

Genomik yapisi bilinmeyen mikroorganizmalarin molekiiler
karakterizasyonunda, RAPD-PCR ve AFLP teknikleri en uygun tekniklerdir
(Sambrook ve ark., 1989; Arda, 1995; Katan, 1997; Nelson ve ark., 1997). Fusarium
oxysporum f. sp. melongenae’nin genomik yapisinin tam olarak bilinmemesi ve
glinlimiize kadar bu fungusa yonelik spesifik bir primerin dizayn edilmemis olmasi,

bu calismada RAPD-PCR tekniginin tercih edilme nedeni olmustur.

49



3. MATERYAL VE METOD Hacer Handan ALTINOK

F. oxysporum’larin f. sp.’lerinin molekiiler karakterizasyonu calismasinda
kullanilan primerler, literatiir incelemeleri ile belirlenmis ve 10 bazlik 10 primer bu
calismada kullanilmigtir (Assigbetse ve ark., 1994; Chiocchetti ve ark.,1999;
Vakalounakis ve Fragkiadakis 1999). Uretici bir firmaya ¢alismada kullanilacak
primerlerin sentez ve piirifikasyonu yaptirilmistir. Bu primerler Cizelge 3.2°de
verilmistir. Amplifikasyonda en fazla polimorfik bant veren primerler RAPD-PCR
calismalarinda kullanilmigtir.

Cizelge 3.2. RAPD-PCR analizleri i¢in sentezlenen primerlerin niikleotid dizilimleri
ve baglanma sicakliklari

Primer Baz Dizilimi (573") Baglanma Sicakhigi (°C)
OPB-01 GTTTCGCTCC 34.7
OPB-02 TGATCCCTGG 33.7
OPB-03 CATCCCCCTG 38.8
OPB-07 GGTGACGCAG 379
OPB-08 GTCCACACGG 37.3
OPB-14 TCCGCTCTGG 40.7
OPB-20 GGACCCTTAC 28.6
OPF-05 CCGAATTCCC 37.2
OPF-10 GGAAGCTTGG 35.1
OPE-11 GAGTCTCAGG 22.8

3.2.8.4. Amplifikasyon Sirasinda Reaksiyona Girecek Bilesenlerin

Optimum Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

PCR reaksiyonundaki bilesenlerin miktarlari, 25 ul’lik reaksiyon hacmi igin
optimize edilmistir. Reaksiyonlarda 1X polimeraz zincir reaksiyon (PCR) buffer’1
(Promega, Madison WI, USA) igeren master mix kullanilmistir. Master mix’in
bilesenlerini; 400 uM dNTPs, 50 unit/ml Taq DNA polimeraz, 3 mM MgCl,
olusturmaktadir. Amplifikasyonda bir ornek icin reaksiyona girecek bilesenler,
Cizelge 3.3°de belirtildigi gibi hazirlanmis ve 200 ul’lik PCR tiiplerine 25 pl
konulmustur (Assigbetse ve ark., 1994; Chiocchetti ve ark., 1999; Vakalounakis ve
Fragkiadakis, 1999). Reaksiyonlar steril kosullarda ve buz iizerinde hazirlanmistir.
Reaksiyon karistmimi igeren PCR tiipleri, DNA Thermal Cycler [Techne

(Cambridge), genius]’a yerlestirilerek cihaz programlanmustir.
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Cizelge 3.3. Amplifikasyonda bir 6rnek i¢in reaksiyon bilegenlerinin oranlari

Reaksiyon Bilesenleri Stok Konsantrasyon Alnan Miktar
DNA (kalip) 100 ng/ul 1.0 ul
Master Mix 2X/1,25 pl 12.5 pl
Primer 100 pmol/pl 1.5l
Su - 10.0 pl
Toplam - 250 u

3.2.8.5. Amplifikasyon icin Thermal Cycler Cihazinin

Programlanmasi

Primer (TIB Molbiol marka, HPLC saflikta)’in kalip DNA’ya yapistig
sicaklik (anneling temperature) reaksiyonun basarisinda olduk¢a dnemli bir kriterdir.
Bu nedenle, primerlerin baglanma sicaklig1 esas alinarak, her primer i¢in Thermal
Cycler cihazinda ayr1 bir program yapilmistir. Primerin baglanmasi i¢in gerekli siire
ve sicaklik, amplifikasyon primerlerinin baz igerigine, uzunluguna ve derisimine
baglidir. Uygulanabilir baglanma sicakliginin amplifikasyon primerlerinin gercek
Tm’sinin 5 °C altinda oldugu belirtilmistir (Sambrook, 1989; Arda, 1995; Kayrin ve
ark., 2003). Thermal Cycler cihaz1 programlanirken primerin baglanma sicakliginin
birka¢ derece alt1 esas alinmistir (Cizelge 3.4). RAPD-PCR caligmasinda en iyi
calisan 7 primer se¢ilmis ve bu primerlerin ger¢ek 7im’lerini hesaplamada kullanilan

formiil agagida verilmistir.

Tm=2(A+T)+4(G+C)

Cizelge 3.4. Amplifikasyona girecek primerlerin ger¢cek 7m’lerine gore belirlenen
baglanma sicakliklar

Primer Uyguslz;r;?(“;a(?(l;a;nma Tm-Baglal(lrg)a Sicakhg:
OPB-01 34.5 34.7
OPB-03 38.5 38.8
OPB-07 37.5 37.9
OPB-08 36.5 37.3
OPB-14 405 407
OPF-05 36.5 37.2
OPF-10 34.5 35.1
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Thermal Cycler programi asagida

belirtildigi sekilde kurulmustur.

1. 93°C’de2dak......ccvinviiniiiiiii 1 dongii

2. 92°C°de 2 dak....ooouieiieiee e

3. Primerin uygulanan yapisma sicakligi 1 dak ..........cccoevevveennnnns 40 dongi
4. 72°C°de 2 dak....oooeieiieieeieeee e

5. 72°C’de 10dak......oooeeiiiiii 1 dongii

agaroz,

. Program (93 °C’de 2 dak, 1 dongii); bu asamada hedef DNA kalibinin veya

PCR iiriliniiniin denatiirasyonu gerceklesmektedir.

Program (92 °C’de, 2 dak); ¢ift iplikli niikleik asitteki zincirler birbirlerinden
ayrilmaktadir (Denatiirasyon).

Program (Primerin uygulanan yapigsma sicakligi, 1 dak); primer hedeflenen
niikleik asitte kendisine spesifik yerlere baglanmaktadir (Anneling).

Program (72 °C’de, 2 dak); Bu sicaklik, DNA Taq polimeraz enziminin
etkin bir sekilde ¢alisma sicakligi olup, spesifik bolgeler baglanan primerin
5’-3’yoniinde uzamasi saglanmaktadir. Bu sicaklikta DNA Taq polimeraz
enzimi, dNTP’ler1 kullanarak amplifikasyonu gerceklestirmektedir
(Anneling). 2, 3 ve 4. programlar 40 kez tekrarlanacak sekilde
programlanmustir.

Program (72 °C’de, 10 dak); son uzama, amplifikasyon sonunda ¢ogalan
niikleik asit ipliklerinde tanimlanmayan bazi bolgeleri tanimlanmasi1 amaciyla

ayarlanmustir.

3.2.8.6. Agaroz Jel Elektroforez Cahsmalari ve DNA Bantlarimin
Analizi
Agaroz jel elektroforez islemi asagida belirtilen siraya gore yiiriitilmiistiir.

1. PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde elektroforezle ayristirilmistir. % 2’°lik
0,5X TBE (1 M Tris, buffer icerisinde M Borik Asit, 0.02 M Na, EDTA)

icerisinde hazirlanmstir.
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2. Agaroz TBE buffer karisimi agaroz eriyinceye kadar mikrodalga firinda
kaynatilmistir. Kaynamadan dolay1 olacak kayiplar g6z 6niinde bulundurularak, TBE
buffer kaynatilmadan dnce isaretlenmis ve kayip kisim ayn1 bufferla tamamlanmigtir.

3. Agaroz jel tanki (Bio Rad)’nin taraklari yerlestirilmis ve buffer 60 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra 15 x 15 cm tank igerisine dokiilmiistiir.

4. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikarilmistir. Daha sonra jelin iizerini 1-2 mm
kaplayincaya kadar 0,5 X TBE buffer ilave edilmistir.

Amplifiye olan iiriin, DNA Marker (Promega, 1kb DNA Ladder, 100
ug/ml)’la paralel olacak sekilde jeldeki bosluklara yiiklenmistir. Bu amaca yonelik
olarak, 1 hacim yiikleme tamponu (Loading), 5 hacim reaksiyon iirlinii jeldeki
bosluklara pipetlenmistir. Kontrol amaciyla patlicanda patojen olmayan Fusarium
oxysporum f. sp. melonis’in 0 no’lu irki da (Fom-0) elektroforez islemine dahil
edilmigtir. Jel tanki giic kaynagina (Bio-rad Power Pac 300) baglanarak, 1 saat
stireyle 150 V elektrik akimi1 verilmistir.

5. Elektroforez isleminin sonunda, her bir reaksiyon i¢in olusan DNA
bantlarin goriiniir hale gelebilmesi i¢in, jel oda sicakliginda Ethidium Bromide’le
(0,5 pg/ml) birka¢ dakika boyanmistir. Jeldeki fazla ethidium bromide steril distile
su icerisinde 10 dak bekletilerek uzaklastirilmistir. Yikama islemi tamamlanan bu jel,
Transilluminator (Vilber Lourmat) cihazina yerlestirilmistir. UV 1s1k altinda parlak
kirmizimst pembe renk gosteren DNA bantlari, polaroid pozitif/negatif film
yerlestirilmis kamera (MP4 Land, USA) yardimiyla goriintiilenmistir (Sambrook ve
ark., 1989; Rickwood ve Hames, 1990; Darling ve Brickell, 1994).

Agaroz jel elektroforez caligmalari sonucunda her bir izolat i¢in, olusan
degerlendirilebilir her bant, var/yok (0/1) seklinde kaydedilmistir. Fom izolatlarinin
birbiri ile olan genetik yakinliklari, Populasyon Genetik Analiz Programi
(POPGENE v1.32) kullanilarak hesaplanmistir. Bu programda, UPGMA metodu ile
Jaccord’s coefficient formiililne “Nei’s Genetic Distance” dayali olarak (Nei, 1978)
izolatlar arasindaki mesafeyi gosteren bir dendrogram olusturulmustur. Yazilimin
dendrogram fonksiyonu PHYLIP programinin NEIGHBOR prosediirii modifiye
edilerek hazirlanmistir (Nei, 1978; Yeh ve ark., 1999; Vakalounakis ve Fragkiadakis,
1999; Acik, 2002).
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Pathcan Ekim Alanlarinda Fusarium Solgunluk Hastalig1 Surveyi

Bu survey calismasinda, Mersin ve Adana illerinde agik alan, sera ve
yliksek tiinellerde patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin hastalik orani (%) ve
hastalik siddeti (%) belirlenmistir. Boliim 3.2.1°de survey yapilan ilgeler ve survey
programi belirtilmistir. Mersin ilinde toplam yetistiricilik yapilan 1800 ha alanin
% 42’sini olugturan 750 ha alanda, Adana ilinde ise, toplam yetistiricilik yapilan
600 ha alanin % 50’sini olusturan 300 ha alanda survey ¢alismalar1 yapilmistir. Sekil
4.1 ve 4.2°de bu illerde survey yapilan alanin patlican yetistirilen toplam alana orani

gosterilmistir.

Mersin ili Survey Alani (ha)

1050 ha; %58

750 ha; %42

O Diger Patlican Alanlari B Survey Alani

Sekil 4.1.  Mersin ilinde survey yapilan patlican tarla alaninin toplam tarla alanina
orani (%)

Adana ili Survey Alani (ha)

300 ha; %50
300 ha; %50

ODiger Patlican Alanlari @ Survey Alani

Sekil 4.2. Adana ilinde survey yapilan patlican tarla alaninin toplam tarla alanina
orant (%)
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Patlicanda solgunluk hastaligina, Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp.
melongenae Matuo and Ishigami ve Verticillium dahliae Kleb. isimli iki fungus
neden olmaktadir. Her iki etmenin olusturdugu solgunluk simptomlart birbirine
olduk¢a benzer olup, bazen aymi alanda ve hatta aym1 bitkide birlikte
bulunabilmektedir (Snyder ve Smith, 1981). Fusarium ve Verticillium funguslarinin
her ikisi de, bitkide genel bir solgunluk seklinde ilk simptomlar1 sergilemekte,
hastaligin ilerleyen donemlerinde siddetli infeksiyonlar bitkiyi tamamen
oldiirebilmektedir.  Fusarium  solgunluk  hastali§i, infeksiyonun baslangic
donemlerinde geng yapraklarda ince damarlarda renk agilmasina neden olmakta bunu
yapraklarin tek tarafli sararmasi ve solmasi izlemektedir. Yaprak oliimii, yash
yapraklarda baglamakta ve iist kisimlara dogru ilerlemektedir.

Solgunluk simptomu sergileyen bitkilerin dallarindan enine kesitler
alindiginda, ksilemde kahverengilesme goriilmektedir. Fusarium oxysporum f. sp.
melongenae’nin neden oldugu siddetli infeksiyonlar bitkinin siirgiin u¢larinin veya
bazi dallarinin tamamen kurumasina neden olabilmektedir (Snyder ve Smith, 1981;
Hillocks,1992). Fusarium solgunluk hastaliginin karakteristik bitki, yaprak ve iletim

demeti simptomlar1 Sekil 4.3’de verilmistir.

Sekil 4.3. Patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin genel bitki (a), yaprak (b) ve
vaskiiler renklenme (c) simptomlar1
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Sera ve yliksek tlinelde yetistiriciligin yaygin oldugu Mersin ilinde, 2002 yil1
Mayis aymin basindan, Temmuz ayimnin sonuna kadar olan donemde surveyler
yapilmigtir.

Mersin ilinin Merkez, Aydincik, Giilnar, Silitke ve Tarsus il¢elerinde sera
ve yiiksek tiinellerde yaklasik 840 ha alanda ekonomik anlamda patlican
yetistiriciligi yapilmaktadir (Anonymous, 2004).

Survey yapilan bu ilgelerde, survey yapilan tarla sayisi, hastalikla bulagik
tarla sayisi, survey alani ve hastalikli tarla alan1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelge
4.1’de goruldiigii gibi, toplam 4575 da’lik alami temsil eden, 77 tarlada g6zlem
yapilmis ve bu alanin 2625 da’lik kismini olusturan 52 tarlanin solgunluk hastalig

ile infekteli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Mersin ili sera ve tlinellerde, patlicanda Fusarium solgunluk
hastaliginin 2002 yil1 survey sonuglari

Morsi Survey Ya_;_)llan Hastalikli Survey Hast_a_lllkll Sera
ersin Survey Alani Serasve Tunel __Sera ve Alani (da) ve Tiinel Alani
ayisi Tiinel Sayisi (da)
Merkez 6 4 450 250
Aydincik 10 7 400 300
Giilnar Sipahili 6 6 315 315
Silifke Akdere 7 3 220 180
Merkez 5 3 400 140
Adanalioglu 4 3 350 110
Alifaki 7 6 300 200
Halitaga 4 0 350 290
Tarsus Kulak 5 3 300 150
Ozelbahsig 5 3 300 160
Resadiye 8 7 450 310
Yesiltepe 5 3 350 120
Yunusoglu 5 4 390 100
Toplam 77 52 4575 2625
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Mersin yoresinde sera ve yiiksek tiinelde survey yapilan her bir tarla igin,
hastalik orani (%) ve hastalik siddeti (%) Cizelge 4.2’de verilmistir.

Mersin ilinin Silitke, Giilnar ve Aydincik ilgelerinde ¢cogunlukla yetistiricilikte
hibrit bir ¢esit olan “Faselis F;” patlican ¢esidinin tercih edildigi ve ekim ndbeti
uygulanmaksizin ayni cam serada uzun yillar patlican yetistiriciligi yapildigi
belirlenmigtir. Bu nedenle, toprakta klamidospor formunda, uzun yillar canlh
kalabilen Fusarium solgunluk patojeninin bu ¢esit seralarda ¢ok tahripkar sonuglara
neden oldugu gozlenmistir. Mersin ilinde sera ve tiinellerde ortalama hastalik orani
ve siddeti sirasiyla, % 42.1 ve % 18.5 olarak saptanmistir.

Cizelge 4.2. Mersin ili sera ve tlinellerde, patlicanda Fusarium solgunluk
hastaliginin 2002 yil1 hastalik oran1 ve siddeti (%)

Mersin Survey Alani Sera thTi]nel Hastalik Orani (%) Hastalllo( Siddeti
1 (%)
Mrk 1 46.0 11.00
Mrk 2 58.0 19.0
Merkez Mrk 3 40.0 10.0
Mrk 4 60.0 14.5
Mrk 5,6 0.0 0.0
Ortalama 34.0 9.1
Aydin 1 66.0 14.0
Aydin 2 55.0 18.5
Aydin 3 61.0 20.0
Aydincik Aydin 4 40.0 23.0
Aydin 5 55.0 27.0
Aydin 6 42.0 24.0
Aydin 7 69.0 21.0
Aydin 8,9,10 0.0 0.0
Ortalama 38.8 14.8
Gl 1 70.0 38.5
Gul 2 78.0 47.0
Giilnar Gul 3 73.0 44.5
Gl 4 66.0 26.0
Gul 5 54.0 27.8
Gul 6 67.5 40.3
Ortalama 68.1 37.4
Sifk 1 52.0 17
Silifke Sifk 2 72.0 33.5
Sifk 3 38.0 8.5
Sifk 4,5,6,7 0.0 0.0
Ortalama 23.1 8.4
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Cizelge 4.2 nin devami

Mersin Survey Alani Sera Xe Tiinel Hastalik Orani (%) Hastalllo( Siddeti
di (%)

Trs 1 61.0 30.5
Merkez Trs 2 63.0 28.8
Trs 3 69.0 36.0
Trs 4,5 0.0 0.0
Aoglu 1 67.0 40.3
g Aoglu 2 73.0 41.7
Adanalioglu =53 72.0 40.8
Aoglu 4 0.0 0.0
Afaki 1 68.0 43.6
Afaki 2 71.0 41.3
Afaki 3 73.0 38.0
Alifaki Afaki 4 65.0 41.0
Afaki 5 77.0 42.2
Afaki 6 70.0 43.0
Afaki 7 0.0 0.0
Halitaga Haga 1,2,3,4 0.0 0.0
Kulak 1 71.0 23.2
Kulak Kulak 2 74.0 20.7
Kulak 3 65.0 27.0
Kulak 4,5 0.0 0.0
Tarsus Bahs 1 69.0 34.2
" . Bahs 2 66.0 36.0
Ozelbahsis 5 he 3 69.0 28.8
Bahs 4,5 0.0 0.0
Resad 1 76.0 31.5
Resad 2 77.0 26.1
Resad 3 68.0 28.8
Resadiye Resad 4 70.0 38.0
Resad 5 64.0 36.0
Resad 6 63.0 324
Resad 7 69.0 39.6
Resad 8 0.0 0.0
Ytepe 1 74.0 28.8
Yesiltepe Ytepe 2 68.0 36.0
Ytepe 3 69.0 31.4
Ytepe 4,5 0.0 0.0
Yunus 1 72.4 36.5
Yunus 2 68.0 32.0
Yunusoglu Yunus 3 67.0 34.0
Yunus 4 73.0 36.0
Yunus 5 0.0 0.0
Ortalama 46.3 23.0
Genel Ortalama 421 18.5
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Ayrica ilge dilizeyinde hastalik orani ve siddeti de hesaplanmistir (Sekil 4.4).
Mersin yoresinde yapilan survey c¢alismalart sonucunda en yiiksek hastalik orani
yaklagik 9% 70’lik bir oranla Giilnar ilgesinin Sipahili beldesinde belirlenmistir
(Sekil 4.4 ve Cizelge 4.2). ilce genelinde oldukca yaygin olan solgunluk hastaligmin
siddeti ise % 37.4 olarak saptanmistir. Giilnar ilgesini Merkez, Aydincik, Silifke ve
Tarsus ilgeleri izlemistir. Bu ilgelerde hastalik oranlari, Mersin Merkez’de % 34.0,
Aydincik’da % 38.8, Silitke’de % 23.1 ve Tarsus’da % 46.3 olarak saptanmistir. Bu
ilcelerde hastalik siddeti ise sirasiyla, Merkez (% 9.1), Aydincik (% 14.8), Silifke
(% 8.4) ve Tarsus (% 23.0) olarak saptanmistir.

Tarsus ilgesine bagli beldeler arasinda en yiiksek hastalik orani, % 60.9
orantyla Resadiye beldesinde saptanirken bunu sirasiyla, Alifaki (% 60.6),
Yunusoglu (% 56.1), Adanalioglu (% 53.0), Yesiltepe (% 42.2), Ozelbahsis (% 40.8),
Kulak (% 42.0), Merkez (% 38.6) ve Halitaga (% 0) beldeleri izlemistir.

B Hastalik Yayginlik Orani (%) OHastalik Siddeti (%)

68.1

46.3

Sekil 4.4. Mersin ili sera ve tiinellerde, patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin
2002 yil1 hastalik oran1 ve siddeti (%)

Adana ve yoresinde ise, acik alanda yetistiricilik yaygin olup kishk iiretimde,
maliyeti ¢cok yiiksek olan cam seranin yerine daha diisiik maliyetle tesis edilebilen
yiiksek tiinel tercih edilmektedir. 2002 yilinda yiiriitiilen survey programi
cercevesinde belirlenen ilgeler, survey yapilan tiinel sayisi, hastalikla bulagik tarla

sayis1, survey alani ve hastalikli tarla alan1 Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Adana ili sera ve tlinellerde, patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin
2002 yil1 survey sonuglari

Survey Hastalikh
Adana Survey Yapilan Tiinel 'I'-Iastallkll Survey Alani Tiinel Alani
Alani Tiinel Sayisi (da)
Sayisi (da)
Yuregir 3 1 270 60
Seyhan 3 1 265 50
Toplam 6 2 535 110

Adana ilinin Seyhan ve Yiiregir ilgesinde, toplam 6 tiinelde, ortalama 535

dekarlik alanda survey yapilmistir. Seyhan’a bagli Yenidam beldesinde ve Yiiregir

ilcesinde, 6-7 yilda bir patlican {iretiminin yapildigi, hem ag¢ik alanda hem de tiinelde

yetistiricilikte yaygin olarak “Adana Topag1” c¢esidinin kullanildig1 {ireticilerden

edinilen bilgiler arasindadir. Fusarium solgunluguna neden olan toprak kokenli bu

fungusun gozlem yapilan alanlarda ¢ok yaygin olmadig: belirlenmistir.

Adana yoresinde patlican yetistiriciligi yapilan tlinellerde survey yapilan

tarlalarin % hastalik orani ve hastalik siddeti Sekil 4.5°de verilmistir.

W Hastalik Yayginlik Orani (%) @ Hastalik Siddeti (%)
20.0 -
14.6
15.0 14.0
10.0
4.8 4.6
5.0
0.0
Q N
> )
%®$ ~\\)ﬁQ

Sekil 4.5.  Adana ili sera ve tlinellerde, patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin
2002 yil1 hastalik oran1 ve siddeti (%)
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Adana ilinin sadece Seyhan ve Yiiregir il¢esinde yiiksek tiinellerde patlican
yetistiriciligi yapilmaktadir. Adana Seyhan ve Yiregir il¢esinin Yenidam
beldesindeki tarlalarda solgunluk hastaliginin ¢ok yaygin olmadigi gézlenmistir. Bu
alanlarda hastalik orani yaklasik olarak % 15.0 ve hastalik siddeti de % 5.0 olarak
saptanmustir. Ureticilerin 5-6 yilda bir patlican tarimina yer vermeleri, toprak kokenli
bu patojenin inokulum oranini1 énemli 6l¢iide diislirmiis ve bunun sonucu olarak da
Fusarium solgunluk hastalig1 olusumu 6nemli oranda azalmstir.

Mersin ilinde agik alanlarda patlican yetistiriciligi yogun olarak Tarsus
ilgesinde yapilmaktadir. Ayrica Merkez’e bagh birka¢ beldede de yetistiriciligin
yapildig1 tespit edilmistir. Belirlenen bu alanlarda, 2002 yili Temmuz ve Agustos
aylarinda surveyler yapilmistir. Survey programi cercevesinde, belirlenen ilgeler,
survey yapilan tarla sayisi, hastalikla bulagik tarla sayisi, survey alani ve hastalikli

tarla alan1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Mersin ili acik alanlarda, patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin
2002 yil1 survey sonuglari

Mersin Survey Alani Survey Hastalikh Survey Alani Hastalikh
Yapilan Tarla Sayisi (da) Tarla Alani
Tarla Sayisi (da)
Merkez 11 8 1800 850
Alifaki 8 6 1100 750
Yesiltepe 3 3 752 300
Ozelbahsis 6 3 650 200
Resadiye 7 6 500 200
Tarsus -
Adanalioglu 4 2 550 100
Yunusoglu 3 3 450 190
Kulak 8 6 500 285
Merkez 4 2 450 100
Toplam 54 39 6752 2975

Mersin ilinde 952 ha’lik alanda, agikta patlican yetistiriciligi yapilmaktadir
(Anonymous, 2004). Survey ¢aligmalar1 toplam 6752 da alanda yapilmis ve bu alanin
2975 da’lik kisminin Fusarium solgunlugu ile infekteli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4’den de goriilecegi gibi toplam 54 tarlada survey yapilmis ve bu
tarlalardan, 39’unun solgunluk hastalig ile infekteli oldugu tespit edilmistir. Bu ilde
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hem acik alanda hem de sera ve yiiksek tiinellerde en yogun yetistiricilik Tarsus

ilcesinde yapilmaktadir.

Acik alanda yetistiricilikte, Mersin yoresinde ‘“Pala”, Adana yoresinde ise

“Adana Topag1” patlican ¢esidinin kullanildig: belirlenmistir.

Mersin yoresinde survey yapilan tarlalarin hastalik orani (%) ve hastalik

siddeti (%) Cizelge 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Mersin ili ve ilgelerinde acik

alanlarda hastaligin ortalama hastalik oran1 % 33.5 ve hastalik siddeti ise % 15.1

olarak saptanmistir.

Cizelge 4.5. Mersin ili acgik alanlarda, patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin
2002 yil1 hastalik oran1 ve siddeti (%)

Mersin Survey Alani Tarla Adi Hastalik Orani (%) | Hastalik Siddeti (%)
Mrk 1 75.0 29.0
Mrk 2 65.0 20.0
Mrk 3,4,5 57.0 25.0
Merkez
Mrk 6 67.0 15.0
Mrk 7,8 61.0 14.0
Mrk 9,10,11 0.0 0.0
Ortalama 29.5 9.4
Merkez Trs 1,2 55.3 25.8
Trs 3,4 0.0 0.0
Adanalioglu Aogiglu 1,2,3 48.0 23.0
Aoglu 4,5 0.0 0.0
Afaki 1,2,3 44.0 21.2
Afaki 4 42 .4 22.0
Alifaki Afaki 5 40.4 20.0
Afaki 6 45.0 25.0
Tarsus
Afaki 7,8 0.0 0.0
Kulak 1,2 55.0 21.3
Kulak 3,4 52.0 22.4
Kulak
Kulak 5,6 57.0 25.2
Kulak 7,8 0.0 0.0
Bahs 1 45.0 19.5
Ozelbahsis Bahs 2,3 44.0 27.0
Bahs 4,5,6 0.0 0.0
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Cizelge 4.5’in devami

Mersin Survey Alani Tarla Adi Hastalik Orani (%) | Hastalik Siddeti (%)
Resad 1,2,3 32.0 18.0
Resadiye Resad 4,5,6 30.5 15.0
Resad 7 0.0 17.0
Ytepe 1 50.0 20.0
Tarsus Yesiltepe Ytepe 2 50.0 24.0
Ytepe 3 46.0 15.0
Yunus 1 42.0 18.0
Yunusoglu Yunus 2 41.0 15.0
Yunus 3 39.2 17.0
Ortalama 37.4 20.7
Genel Ortalama 33.5 15.1

B Hastalik Yayginlik Orani (%) OHastalik Siddeti (%)
50
40 - 374
29.5
30
20.7
20 +
9.4
10
0
47 ©
() A

Sekil 4.6. Mersin ili acik alanlarda, patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin
2002 yil1 hastalik oran1 ve siddeti (%)

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.6’ya gore Mersin ilinin Tarsus ilgesinde, Fusarium
solgunluk hastaliginin hastalik oran1 ve hastalik siddetinin sirasiyla % 37.4 ve
% 20.7, merkezde ise % 29.5 ve % 9.4 oldugu saptanmuistir.

Tarsus ilgesine bagl beldeler arasinda % 49.0 yayginlik oraniyla Yesiltepe
beldesi ilk sirada yer almistir. Bunu sirasiyla, Kulak (% 41.0), Yunusoglu (% 40.7),
Alifaki (% 32.5), Adanalioglu (% 28.8), Merkez (% 27.7), Resadiye (% 26.8) ve
Ozelbahsis (% 22.2) beldeleri izlemistir.
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Bu tarlalarda, solgun bitkilerden alinan 6rneklerden Verticillium sp., diisiik
oranlarda izole edilmistir. Mersin ydresi patlican tarlalarinin ¢ogunda, sera ve yiiksek
tiinellerde oldugu gibi tireticilerin ekim ndbeti uygulamasina dikkat etmedigi, bunun
sonucunda da bazi tarlalarda hastaligin oldukca tahripkar oldugu gozlenmistir.

Agik alanda yetistiriciligin yaygin oldugu Adana ilinin Seyhan, Yiiregir,
Ceyhan, Kozan ve imamoglu ilgelerinde survey calismalari yapilmustir. Bu ilgelerde
gbzlem yapilan tarla sayisi, hastalikla bulasik tarla sayisi, survey alan1 ve hastalikli

tarla alan1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Adana ili agik alanlarda, patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin
2002 yil1 survey sonuglari

Survey Hastalikli Survey Alani Hastalikli
Adana Survey Alani Yapilan Tarla Sayisi (da) Tarla Alani
Tarla Sayisi (da)
Sanbayat 4 1 250 100
Midik 2 1 280 80
Camuzcu 5 3 250 150
Seyhan Yenidam 3 1 200 100
Hadirli 4 2 250 120
Kugukdikili 5 2 150 110
Havutlu 6 2 220 160
Hamdilli 5 3 150 120
Ceyhan Kivrikli 3 1 140 80
Merkez 7 5 160 75
Yiiregir 3 3 200 200
Kozan 7 4 600 180
imamoglu 3 2 150 100
Toplam 57 30 3000 1575

Adana ilinde 454 ha alanda agikta patlican yetistiriciligi yapilmaktadir
(Anonymous, 2004). Sanbayat, Midik, Camuzcu, Yenidam, Hadirli, Kiigiikdikili ve
Havutlu beldelerinde toplam 57 tarlada, 3000 dekarlik bir alanda gdzlem yapilmis ve
bu tarlalardan 30’unda Fusarium solgunlugu tespit edilmistir. En fazla yetistiriciligin
yapildig1 Ceyhan ilgesinde ise, 15 tarladan 9’unun bulasik oldugu belirlenmistir.

Adana yoresinde, gozlem yapilan alanin yaklasik yarisinin, Fusarium solgunlugu ile
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infekteli oldugu tespit edilmistir. Adana yoresinde survey yapilan tarlalarin %
hastalik oran1 ve % hastalik siddeti Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7°de verilmistir.
Acikta yetistiriciligin yaygin oldugu Adana ilinde ise ortalama hastalik orani

ve hastalik siddeti sirasiyla % 33.2 ve % 16.4 olarak saptanmustir.

Cizelge 4.7. Adana ili agik alanlarda, patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin
2002 yil1 hastalik oran1 ve siddeti (%)

Adana Survey Alani Tarla Adi Hastalik Orani (%) Hastalik Siddeti (%)
Seyhan/Sanbayat Snbyt 1 58.0 25.0
Snbyt 2,3,4 0.0 0.0
Seyhan/Midik Midik 1 74.0 42.5
Midik 2 0.0 0.0
Seyhan/Camuzcu Cmzc 1 70.0 45.5
Cmzc 2 64.0 245
Cmzc 3 44.0 14.0
Cmzc 4,5 0.0 0.0
Seyhan/Yenidam Ydam 1 40.0 18.0
Ydam 2,3 0.0 0.0
Seyhan/Hadirh Hadir 1 38.0 12.0
Hadir 2 40.0 12.5.0
Hadir 3,4 0.0 0.0
Seyhan/Kugukdikili | Kdikili 1 58.0 30.5
Kdikili 2 56.0 31.5
Kdikili 3,4,5 0.0 0.0
Seyhan/Havutlu Havut 1 60.0 25.0
Havut 2 50.0 17.5
Havut 3,4,5,6 0.0 0.0
Seyhan Ortalama 23.3 10.7
Yiregir Yur 1 54.9 21.2
Yur 2,3 0.0 0.0
Yiiregir Ortalama 18.3 7.1
Ceyhan Merkez Cyhn 1 60.0 27.5
Cyhn 2 58.0 28.0
Cyhn 3 82.0 60.5
Cyhn 4 80.0 59.5
Cyhn 5 58.0 26.0
Cyhn 6,7 0.0 0.0
Ceyhan/Hamdilli Hamdil 1 60.0 26.5
Hamdil 2 64.0 30.0
Hamdil 3 64.0 22.0
Hamdil 4,5 0.0 0.0
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Cizelge 4.7 nin devami

Adana Survey Alani Tarla Adi Hastalik Orani (%) Hastalik Siddeti (%)
Ceyhan/Kivrikh Kivrik 1 56.0 23.5
Kivrik 2,3 0.0 0.0
Ceyhan Ortalama 38.8 20.2
Kozan Kzn 1 78.6 50.2
Kzn 2 72.0 43.5
Kzn 3 74.0 45.0
Kzn 4 62.0 25.5
Kzn 5,6,7 0.0 0.0
Ortalama 41.0 23.5
imamoglu ioglu 1 64.0 24.0
ioglu 2 70.0 37.0
ioglu 3 0.0 0.0
Ortalama 44.7 20.3
Genel Ortalama 33.2 16.4
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Sekil 4.7.

Adana ili a¢ik alanlarda, patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin 2002
yilt hastalik oran1 ve siddeti (%)

Agik alanda patlican yetistiriciliginin yaygin oldugu Adana yoresinde gozlem

yapilan alanlardan toplanan 6rneklerden sadece Fusarium izole edilmistir. Fusarium

solgunluguna en fazla % 44.7 hastalik oran1 ve % 20.3 hastalik siddetiyle, imamoglu

ilcesinde rastlanmistir. Bunu sirasiyla, Kozan (% 41.0-% 23.5), Ceyhan (% 38.8-
% 20.2), Seyhan (% 23.3-% 10.7) ve Yiiregir (% 18.3-% 7.1) ilgeleri izlemistir.
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Ulkemizde, Adana, Mersin ve Antalya ydresinde pathicanda solgunluk
hastaligina Fusarium sp. neden olurken Hatay yoresinde ise etmenin biiyiik oranda
Verticillium sp. oldugu belirtilmistir (Delen ve Yildiz, 1982; Yiicel, 1994). Bu
survey caligmasinda da, Mersin ilinde patlican yetistiricili§inin Adana iline oranla
hem acik alanda hem de sera ve yiiksek tiinelde daha yaygin oldugu belirlenmistir.
Calismada, survey yapilan alanin tamaminda Fusarium oxysporum f. sp.
melongenae yaygin olarak saptanirken, Verticillium dahliae birkag alanda diisiik
oranlarda bulunmustur.

Ureticilerden edinilen bilgilerden, Mersin ydresi patlican alanlarmin ¢ogunda
ekim nobeti uygulamasina dikkat edilmedigi tespit edilmistir. Bu alanlarda birbirine
yakin tarlalarda, Fusarium solgunluk hastaliginin yayginlik ve siddetinin birbirine
yakin oranlarda saptanmasi, sulama suyunda potansiyel bir inokulumun varligina
isaret etmektedir.

Ulkemizde patlican iiretiminde 6nemli bir paya sahip Dogu Akdeniz
Bolgesi'nde, patlican ekim alanlarinda sorun olusturan fungal hastaliklarin en
onemlisi solgunluk hastaligidir. Bu ¢alismada, Adana ve Mersin illeri ve ¢evresinde
patlican tariminin yapildig1 alanlarda F. oxysporum f.sp. melongenae‘nin
ekonomik kayiplara neden olan ve Verticillium solgunlugundan daha yaygin bir
solgunluk patojeni oldugu ortaya konulmustur. Fusarium solgunluk hastaliginin,
genellikle ortalama giinliik sicakligin 23 °C’nin {izerinde olan alanlarda daha
yaygin olarak goriilmesi (Hillocks, 1992), yaz aylarinda giinliik sicaklik ortalamasi
30 °C ve lizerinde seyreden Adana ve Mersin illerinde yapilan bu ¢alismadan elde
edilen sonugclar1 destekler niteliktedir. Mersin ilinde ekim nébeti uygulanmaksizin,
ayni cam serada uzun yillar patlican yetistiriciliginin yapildig: tespit edilmistir. Bu
nedenle toprakta klamidospor formunda yillarca canliligini siirdiirebilen F.
oxysporum f. sp. melongenae‘nin neden oldugu solgunluk hastaligi bu durumdaki
seralarda daha yaygin olarak saptanmustir.

Solgunluk patojenlerinin yayginlik orani ile toprak ve sulama suyunda
bulunan inokulum orani ve bu inokulumun uzun yillar canliligin1 koruma 6zelligi
arasinda iliski oldugu disiiniilmektedir. Bu konular ile toprak kokenli patojenlerin

kontroliindeki zorluklar {iireticilere agiklanmali, ekim ndbeti, uygun sulama ve
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giibreleme tekniklerinin kullanilmasi yoniinde bilgiler verilmelidir. Ayrica bolgede
yaygin olarak yetistirilen, 6zellikle lokal cesitlerden “Pala” ve “Adana Topag1”
cesitlerinin Fusarium solgunluguna duyarli olmast nedeniyle, bunlarin yerine

dayanikli ¢esitlerin gelistirilerek yetistiricilikte kullanilmas1 daha uygun olacaktir.
4.2. Patojenin izolasyonu ve Patojenite Calismalari

Solgunluk simptomu gdsteren patlican bitkilerinin iletim demetlerinde
kahverengilesme gosteren kisimlarindan etmen izole edilmis ve inkiibasyon siiresinin
sonunda gelisen Fusarium kolonilerinden saflagtirmalar yapilmistir. Tek spordan
gelistirilen Fusarium tiirlerinin makroskobik ve mikroskobik incelemelerle, PDA ve
CDA ortaminda olugsturduklar1 koloni biiyiikliigii, koloni rengi, konidi biiyiikliigi,
klamidospor olusturma Ozellikleri, fialid yapist ve uzunlugu gibi O6zellikleri
kaydedilmistir.

Adana yoresinde surveyler sirasinda ornekleme yapilan tarlalardan alinan
bitkilerden yapilan izolasyonlarda sadece Fusarium sp. izole edilmistir. Mersin ili ve
yoresinde ise, bazi tarlalardan alinan solgun bitkilerden, diisiik oranlarda Verticillium
sp. izole edilmistir (Haris ve ark., 1993; Melouk, 1992; Pegg ve Brady, 2002).

Adana ve Mersin illeri ve yoresinden toplam 47 F. oxysporum f. sp.
melongenae (Fom) izolat1 elde edilmistir. Bu Fom izolatlarinin patojeniteleri, Biles
ve Martyn (1989)’in yontemine gore konukgusu olan patlican fidelerine kok
daldirma yontemi ile testlenmistir.

Bu calismada test bitkisi olarak, Fusarium solgunluguna duyarli “Pala”
patlican ¢esidinin (Solanum melongenae L1.) fideleri kullanilmistir. Inokulum
siispansiyonu verilen bitkiler inokulasyondan 3 hafta sonra, infekteli yapraklarda
klorosis ve nekrosis derecesine gore Fusarium solgunluk hastaligi gelisimi yoniinden
degerlendirilmistir (Wilhelm ve ark., 1974). Ayrica, govdede kahverengilesmenin
ulastigi en son nokta kaydedilerek, vaskiiler renklenme simptomlarina gore de
hastalik gelisimi belirlenmistir. Yesil aksam ve vaskiiler renklenme simptomlarina
gore kaydedilen degerler iizerinden, p<0.05 Onem seviyesinde varyans analizi
yapilarak, “Duncan” ¢oklu karsilagtirma testi ile izolatlarin virulenslikleri

karsilastirilmistir (Bora ve Karaca, 1970; Karman, 1971).
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Patojenite denemelerinde, her tarladan elde edilen izolatlarindan rastgele bir
tanesi ile bitkiler inokule edilmistir. Toplam 47 izolatin virulensliklerinin denendigi
bu calismada, biitiin izolatlarin patojenik 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Cizelge
4.8’de bu izolatlar1 temsil eden yoreler, patojenite sonuclart ve RAPD gruplari
birlikte verilmistir.

Patojenite  denemeleri sonucunda, Fom 10 (Tarsus/Alifaki) izolati,
virulensligi en yiiksek izolat olarak belirlenmistir. Istatistiksel analizler sonucunda,
izolatlarin yaprak ve vaskiiler renklenme simptomlarina gore virulenslikleri farkl
bulunmustur. Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi, yaprak simptomlarina gore yapilan
degerlendirmelerde, Fom 10 disinda diger izolatlarin birbirine yakin virulenslik
gosterdikleri (% 75-85) saptanmistir. Vaskiiler renklenme degerleri {iizerinden
yapilan analizlerde, izolatlarin virulenslikleri yaprak simptomlarina oranla daha
spesifik sonu¢ vermistir. Patojen inokulasyonu sonucu solgunluk simptomu gosteren
patlican bitkilerinden biri Sekil 4.8”de goriilebilir.

Ayrica, bu izolatlarin dahil olduklart RAPD gruplarinin, patojenite sonuglari
ile benzerlik gostermedigi belirlenmistir. Birgok arastirici, virulensligin tamamen
farkli genler tarafindan yonetildigini ve Fusarium izolatlarinin genetik yakinliklari
ile virulenslikleri arasinda herhangi bir baglanti olmadigini bildirmistir (Kistler,
2001; Summerel ve ark., 2001).

Benzer bir ¢alismada, pamukta solgunluk hastaligina neden olan Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum’un farkli cografik orijinlerden izole edilen 46 izolati
arasindaki genetik yakinlhigi belirlemede, patojenite ve RAPD teknikleri
kullanilmigtir. RAPD sonuglarimin patojenite sonuglarina oranla, izolatlarin
gruplandirilmasinda daha spesifik sonuglar olusturdugu bildirilmistir (Assigbetse ve

ark., 1994).
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Cizelge 4.8. Farkli bolge izolatlarinin yaprak ve vaskiiler renklenme simptomlarina
gore virulenslik degerleri ve dahil olduklart RAPD gruplari

izolat No Lokasyon Iilastalll_( Hastalllo( Siddeti Vaskiiler RAPD

ndeksi (%) renklenme (cm) | Grubu
Fom 6 Tarsus/Bahsis 3.20 80.00 ab* 19.20 ab I
Fom 7-1 | Tarsus/Resadiye 3.10 77.50 ab 18.80 ab I
Fom 9 Ceyhan 3.30 82.50 ab 19.30 ab ]
Fom 10 | Tarsus/Alifaki 3.80 95.00 a 23.00 a Il
Fom 13 | Tarsus/Yesiltepe 3.10 77.50 ab 17.00 c Il
Fom 16 | Gllnar/Sipahili 3.00 75.00 ab 17.50 ¢ Il
Fom 18 | Gulnar/Sipahili 3.20 80.00 ab 18.00 c I
Fom 20 |Aydincik 3.30 82.50 ab 2250 a Il
Fom 22 | Giilnar/Sipahili 2.80 70.00 b 17.00 c Il
Fom 24 | Tarsus/Kulak 3.00 75.00 ab 2340 a I
Fom 26 | Tarsus/Adanalioglu 3.40 85.00 ab 19.20 ab I
Fom 28 | Tarsus/Kdselerli 3.00 75.00 ab 17.50 c I
Fom 30 |Kozan 3.60 90.00 ab 2230 a Il
Fom 32 | Tarsus/Yunusoglu 3.30 82.50 ab 19.50 ab Il
Fom 34 | Tarsus/Alifaki 3.60 90.00 ab 23.30 a I
Fom 36 |Adana/Havutlu 3.20 80.00 ab 19.00 ab v
Fom 43 | Tarsus/Adanalioglu 3.50 87.50 ab 2270 a |
Fom 45 | Tarsus/Kulak 3.30 82.50 ab 19.00 ab Il
Fom 47 | Tarsus/Kulak 3.00 75.00 ab 19.50 ab I
Fom 50 | Silitke/Akdere 3.20 80.00 ab 20.00 ab Il
Ortalama 3.25 81.13 19.89

*Farkli harf i¢eren ortalamalar Duncan (p<0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir.
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Sekil 4.8. “Pala” patlican ¢esidinde (Solanum melongena L.) patojenite denemesi
(a: Kontrol, b: Infekteli)

4.3. Fom izolatlarimn Makroskobik ve Mikroskobik Tamlanmasi

Fom izolatlari, PDA ortamina inokule edilerek, sicakliklar1 20, 25 ve
30 °C’ye ayarlanmus inkiibatorlerde, karanlik kosullarda, 12 giin siire ile inkiibe
edilmistir. Bu siire igerisinde 3 giin araliklarla koloni ¢aplar1 dlgiilmiistiir (Ek 4).
Fom izolatlarinin 20-25 °C sicaklikta, optimum gelistikleri, bu sicakliklarin iistiinde

ise bu izolatlarin miseliyal gelisimlerinin yavasladig1 gézlenmistir (Sekil 4.9).

O3.gln @6.gun 09.gin W 12.gin

Koloni Capi (cm)
N

20 25 30
Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. Fom izolatlarinin farkli sicakliklarda koloni gelisimleri
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Daha sonra toplam 47 Fom izolatinin PDA ve CDA ortamlarinda
olusturduklar1 koloni biiytikliigii, koloni rengi, konidi biyiikliigii, klamidospor
olusturma &zellikleri, fialid yapist ve uzunlugu gibi 6zellikleri dikkate alinarak tanisi
yapilmistir (B6lim 3.2.3). Ancak, RAPD ¢alismasina dahil edilen 20 izolatin koloni
ozellikleri verilmistir (Ek 5 ve Ek 6).

PDA ortaminda gelisimini tamamlayan izolatlarin makroskobik incelemelerle
koloni renkleri ve caplar1 kaydedilmistir. Izolatlar, fliioresan 151k altinda 1-2 giin
bekletilerek, sporulasyona yonelmeleri saglanmig ve koloni renkleri incelenmistir.
Bu izolatlarin genellikle, koloni {ist yiizey renklerinin krem beyaz, alt yiizey (Stroma)
renklerinin ise, 6zellikle merkezde yogunlasan pembemsi veya mor bir renkte oldugu
gozlenmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda, Fom izolatlarinin Fusarium
oxysporum’larin biitiin morfolojik 6zelliklerini tagidiklar1 belirlenmistir.

Makrokonidilerinin 4 bolmeli oldugu, ¢entik seklinde bazal hiicre igerdikleri
ve yaklasik olarak 160 derece ac1 olusturduklar belirlenmistir. Okiiler mikrometre ile
yapilan Ol¢iimler sonucunda, bu Fom izolatlariin makrokonidi uzunluklarinin ise

PR

25-50 pm arasinda degistigi gozlenmistir. Mikrokonidilerinin ise genellikle ig
seklinde oldugu ve uzunluklarinin da 6-15 pm arasinda degistigi gozlenmistir.
Ayrica, yuvarlak formda bol miktarda klamidospor olusturduklart ve kisa
monofialidik 6zellik gosterdikleri belirlenmistir (Booth 1971; Nelson ve ark., 1983;
Windels. 1992; Summerel ve ark., 2001).

CDA ortaminda da bu izolatlar, PDA ortaminda olusturduklari koloni rengine
benzer renkler olusturmuslardir. Ayrica izolatlarin, makro ve mikrokonidi boyutlar
PDA ortaminda yapilan dl¢timlerle ¢ok biiylik oranda benzer olarak kaydedilmistir.
Bu izolatlarin tamaminin her iki yapay besi ortaminda olusturduklari morfolojik
ozellikler, Fusarium oxysporum’larin tan1 karakterleriyle ayni 6zellikte belirlenmistir
(Booth 1971; Nelson ve ark., 1983; Windels, 1992; Summerel ve ark., 2001).

Biitiin Fom izolatlar1 PDA ve CDA ortaminda morfolojik olarak birbirine

yakin ozellikler gostermistir. Fom 10 izolatinin PDA ortaminda koloni gelisimi ve

sporulasyonu Sekil 4.10 ve 4.11°de gosterilmistir.

72



4. BULGULAR VE TARTISMA Hacer Handan ALTINOK

Sekil 4.10. Fusarium oxysporum f. sp. melongenae’nin koloni gelisimi

Sekil 4.11. Patlican bitkisinden izole edilen Fusarium oxysporum f.sp.
melongenae’nin makrokonidi ve mikrokonidi sekilleri (Bar 40 pum)

4.4. Acibenzolar-S-Methyl (ASM)’in Fom’un Miseliyal Gelisimine Etkisi

Boliim 3.2.4°de belirtilen yonteme gore, bitki savunma aktivatorii ticari bir
preparat olan, acibenzolar-S-methyl (ASM)’nin in vitro’da Fusarium oxysporum
f. sp. melongenae (Fom 10)’nin miseliyal gelisimine etkisi arastirilmistir. ASM
uygulama dozlarinin, Cizelge 4.9’dan da goriilecegi gibi, Fom 10’un miseliyal

gelisimine ve miseliyal kuru agirligina kontrole gore herhangi bir inhibitor etkide
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bulunmadigr belirlenmistir. ASM uygulama dozlarinin, Fom 10°’un miseliyal
gelisimine etkisi yoniinden onemli bir fark saptanmadigi i¢in verilerin varyans
analizi yapilmamigtir. Sonuglarin gilivenilirli§i agisindan ayni deneme tekrar
kurulmus ve benzer sonuglar elde edilmistir.

Ishii ve ark. (1999) yaptiklar1 In vitro denemeler sonucunda, acibenzolar-S-
methyl (ASM)’in, patojen mikroorganizmalarin miseliyal gelisimine 6nemli bir
inhibitdr etkide bulunmadigi, bu kimyasalin sadece bitkilerde dayanikliligi
uyardig1 goriisiinii savunmuslardir.

Cizelge 4.9. Farkli ASM dozlarinin Fom’un koloni gelisimine ve miseliyal kuru
agirhig lizerine etkisi

Konsantrasyon Koloni Capi Miseliyal Kuru Agirhk
(mm) (9)

0.5 mM 81.25 0.71

1.0 mM 82.83 0.69

2.0 mM 81.38 0.67

3.0 mM 82.38 0.72

Kontrol 82.00 0.73

Ortalama 81.97 0.70

4.5. Farkh Pathcan Cesitlerinin Fusarium Solgunluk Hastaligina

Reaksiyonu

Farkl1 patlican ¢esitlerinin Fusarium solgunluguna reaksiyonunu belirlemede
inokulasyonlarda virulensligi yiiksek Fom 10 izolat1 kullanilmistir. Béliim 3.2.5°de
belirtilen yonteme gore, Faselis F;, Irena F; Pala, Kemer ve Adana Topagi
cesitlerinin Fusarium solgunluguna tepkileri, yaprak ve vaskiiler renklenme
simptomlarma gore degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler sonucunda, Fusarium
solgunluguna en duyarli ¢esidin “Pala” patlican c¢esidi oldugu saptanmistir
(Cizelge 4.10). Bu ¢esitlerin  vaskiiler renklenme simptomlarinin, yaprak
simptomlarindan daha spesifik sonug verdigi belirlenmistir.

Yaprak simptomlarina gore Faselis F;, Irena F; Kemer ve Adana Topag
patlican cesitleri ortalama 3.14 hastalik indeksi degerleriyle ayn1 grupta yer alirken,
vaskiiler renklenme simptomlarina gore Irena F, ve Kemer ¢esitleri ayr1 bir grup

olusturmustur.
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Cizelge 4.10. Yaprak ve vaskiiler renklenme simptomlarma gore farkli patlican
cesitlerinde Fusarium solgunluk hastaliginin gelisimi

. Hastalik indeksi . < o lletim

Cesitler - . Hastalik Siddeti (%) Demetlerinde
Degerleri .
Geligme Hizi (cm)

Faselis F4 2.82 a* 70.50 18.69 a
irena F, 323 a 80.75 23.59 ¢
Pala 3.75b 93.75 30.34 d
Kemer 3.04 a 76.00 22.78 ¢
Adana Topagi 2.87 a 71.75 21.29b
Ortalama 3.14 78.55 23.33

*Farkl1 harf iceren ortalamalar Duncan (p<0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir.

Ayrica patojenin bitkide ilerleme hizi belirlenmis ve iletim demetlerinde
renklenmenin gozlendigi en son noktanin birkag cm iizerinden patojen izole

edilebilmistir (Cizelge 4.11). Ayrica bu ¢esitlerin Fusarium solgunluguna reaksiyonu,

Sekil 4.12 ve 4.13’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.11.Fom ile inokule edilen patlican g¢esitlerinde Fusarium solgunluk
hastaliginin infeksiyon gelisimi (cm)

G UNLER
. 5 | 7 | 14 | 21
Cesitler infeksiyon Gelisimi (cm)

5 8 10 | 10 | 15 | 20 | 20 | 25 | 30 | 30 | 35 | 40

+ + — + + + - - - - - -
Faselis F4

+ + - + - - - - - - - -
. + + - + + - - — - - - -
Irena F;

+ + - + + — + — — — - -

+ + + + + + + - - -
Pala

+ + + + + — — - - -

+ + — + + - - - - - - -
Kemer

+ + - + + - - - - - -
Ad T . + + — + + — — - — — —

ana Topagi " " - " — — — - - — - —
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Sekil 4.12. “Kemer ve Pala” patlican ¢esitlerinin Fusarium solgunluk hastaligina
gosterdikleri reaksiyon

Sekil 4.13. “Adana Topag, Faselis F; ve Irena F,” patlican ¢esitlerinin Fusarium
solgunluk hastaligina gosterdikleri reaksiyon

76



4. BULGULAR VE TARTISMA Hacer Handan ALTINOK

4.6. Pathcanda Fusarium Solgunluk Hastahgina Kars1i Dayamikhihgin

Uyarilmasi1 Calismalari

Dayaniklilik uyarict ASM patojen olmayan (FOM)’un uygulama sekli ve
patojen inokulasyonu (Fom 10) Boliim 3.2.6’da belirtildigi sekilde yapilmistir. ASM
ve FOM uygulandiktan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra patojen uygulamasi sonucu
bitkilerde gozlenen makroskobik simptomlar, inokulasyondan sonraki 7., 11., 14., 17.
ve 21. giinlerde degerlendirilmistir (Dickinson ve Lucas, 1982; Louws ve ark., 2001;
Baysal ve ark., 2003). Dayaniklilik uyaricilar uygulandiktan sonra belirlenen zaman
araliklarinda patojen inokulasyonu yapilip, bitkide patojene karsit bir reaksiyon
olarak gelisen SAR mekanizmasimin en aktif oldugu optimum zaman aralig

belirlenmistir (Sekil 4.14).

| @7gin  W11gin O14gin E17.gin  MW21.gin

100 ~
90 -
80 -
70
60 -

40

Hastalik Siddeti (%)
o
o
|

20 -

10 ~

0 _
(+) Kontrol 24 48 72 96

ASM Uygulandiktan Sonraki Zaman (saat)

Sekil 4.14. Acibenzolar-S-methyl (ASM) uygulandiktan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra
patojen inokulasyonu sonucu Fusarium solgunluk hastaliginin gelisimi

Sekil 4.14’de goriildiigii gibi, Fom 10’un 24, 48, 72 ve 96 saat sonra inokule
edilmesi sonucunda inokulasyon zamanina bagl olarak bitkilerde farkli reaksiyonlar
gelismistir. Biitlin zaman araliklarinda hastalik siddeti azalma gosterse de, Fom 10

inokulasyonundan 72 saat dnce ASM uygulamasi, hastaligin en yiiksek oranda baski
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altna alindig1 uygulama zaman araligi olarak belirlenmistir. ilk simptomlar
inokulasyondan sonra 7. giinde, (+) kontrol bitkilerinde ince damarlarda hafif renk
acilmas:1 seklinde goézlenmistir. (+) kontrol bitkilerinde 21. giinde yapilan
degerlendirmelerde hastalik siddeti % 92.5 oraninda iken, ASM uygulamasindan 72
saat sonra patojen inokule edilen bu bitkilerde hastalik siddeti % 30 olarak
saptanmigtir. ASM  uygulamasindan 24, 48 ve 96 saat sonra Fom 10
inokulasyonlariin bitkilerde hastalik siddetini azaltmada 72. saat inokulasyonlar
kadar etkin olmadig1r gozlenmistir. Bu durumda, SAR’mn tetiklenmesi igin yeterli
siirenin  saglanamadigt ve ASM uygulamasindan 72 saat sonra patojen
inokulasyonunun, SAR mekanizmasinin tetiklenmesi i¢in optimum zaman araligi
oldugu diisilintilebilir. Sekil 4.15°de ASM uygulandiktan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra

patojen inokulasyonu sonucu Fusarium solgunluk hastalig1 gelisimi gosterilmektedir.

'y

(DK (¥)K 24h (VK (V)K 48H

2 o R

@K (K 72h K (+)K 96h
c oo S d oo SRS

Sekil 4.15. Acibenzolar-S-methyl (ASM) uygulandiktan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra
patojen inokulasyonu sonucunda Fusarium solgunluk hastaligina patlican
bitkilerinin gosterdikleri reaksiyon (a:24h; b:48h; c:72h; d:96h)

Deneme sonuglandirildiginda ASM uygulanan bitkiler, (+) kontrol bitkilere

oranla daha uzun bir siirede 6liime gitmislerdir. Once pozitif kontrol bitkileri,

ardindan yaklagik bir aylik bir siirede sirasiyla, 24, 48, 96 ve en son olarak da 72 saat
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sonra inokule edilen bitkiler 6lmiistiir. Benzer bir ¢calismada, domateste bakteriyel
kansere neden olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karst ASM’in
etkinligi arastirilmis ve en diisiik hastalik orani, ASM uygulandiktan 72 saat sonra
yapilan patojen inokulasyonlari sonucunda elde edilmistir. Kang ve Buchenauer
(2001), ASM uygulamas1 yapilan bitkilerde peroksidaz ve kitinaz aktivitelerinde
onemli artis oldugunu ve ASM uygulamasinin, Fusarium sporlarmin ¢im tiipl
uzamasini engelledigi ve penetrasyonu tamamen durdurdugunu bildirmislerdir.
Dayaniklilik uyaric1 biyotik bir faktor olarak patlicanda patojen olmayan
Fusarium (FOM; F. oxysporum f. sp. melonis) ve patojen inokulasyonlar1 da, Boliim
3.2.6’da belirtildigi sekilde yapilmistir. ASM uygulamasinda oldugu gibi, uygulama
zamanina baglh olarak bitkilerde hastaligin gelisiminde farkli reaksiyonlar

gozlenmistir (Sekil 4.16).

‘ O7.gun E11.gun O14.gun @17.gun W 21.gun
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40
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Sekil 4.16. Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM) uygulandiktan 24, 48, 72 ve
96 saat sonra patojen inokulasyonu sonucu patlican bitkisinde Fusarium
solgunluk hastaliginin gelisimi

Pozitif kontrol bitkilerinde patojen inokulasyonundan sonraki 7. giinde ilk
simptomlar, hafif nekroz ve ince damarlarda renk acilmasi seklinde gozlenmistir.

Infeksiyonun ilerleyen donemlerinde (+) kontrol bitkilerinde hastalik siddeti
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% 90’lara ulasarak, siddetli solgunluk gelisimi 21. giinde pozitif kontrol bitkilerin
tamamen Oliimiine neden olmustur. Biitlin zaman araliklarinda hastalik siddeti
azalma gosterse de, Fom 10 inokulasyonundan 72 saat 6nce, FOM uygulama zaman
araliginin hastaligin baskilanmasinda en etkin zaman araligi oldugu belirlenmistir.
FOM uygulamasindan 24, 48 ve 96 saat sonra patojen inokulasyonuyla da
hastaligin gelisiminde azalma saglanmis ancak, 72 saat sonra yapilan inokulasyonlar
kadar hastaligin baskilanmasinda etkin olmamistir (Sekil 4.16). Deneme
sonuclandirildiginda, pozitif kontrol bitkileri kisa bir siire igerisinde 6liirlerken, FOM
inokule edilen bu bitkiler daha ge¢ 6liime gitmislerdir. FOM inokule edilen biitiin
bitkiler belirli oranlarda hastalanmiglar, ancak ASM uygulanan bitkilere oranla daha
ge¢ Olim goriintiileri sergilemislerdir. Patojen inokulasyon zaman aralifina bagh
olarak yaklasik ii¢ aylik bir siirede sirayla, 24, 48, 96 ve 72 saat sonra patojen
inokule edilen bitkiler 6liim goriintiileri sergilemislerdir. Sekil 4.17°de Fusarium
oxysporum f. sp. melonis (FOM) uygulandiktan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra patojen

inokulasyonu sonucu Fusarium solgunluk hastalig1 gelisimi gosterilmektedir.

Sekil 4.17. F. oxysporum f. sp. melonis (FOM) uygulandiktan 24, 48, 72 ve 96 saat
sonra patojen inokulasyonu sonucunda Fusarium solgunluk hastaligina
patlican bitkilerinin gosterdikleri reaksiyon (a:24h; b:48h; c:72h; d:96h)
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4.6.1. ASM ve FOM Uygulamasindan 72 Saat Sonra Patojen

inokulasyonu ile Dayamikhihgin Uyarilmasi

Patlican bitkilerine dayaniklilik uyaricilar uygulandiktan 72 saat sonra
patojen inokulasyonunun, SAR mekanizmasinin uyarilmasi i¢in optimum zaman
aralig1 oldugu belirlenmistir. Hastaligin baskilanma mekanizmasini daha ayrintili
olarak arastirabilmek amaciyla bu optimum zaman araligina yonelik daha biiyiik
capta bir deneme kurulmustur. Bu denemede de, dayaniklilik uyaricilar ve patojen
inokulasyonu Boliim 3.2.6°da belirtildigi sekilde yapilmistir.

Patojen inokulumu verildikten sonra ii¢ hafta boyunca, periyodik olarak 3’er
giin araliklarla yaprak simptomlarina gore bitkiler derecelendirilmistir. ASM, FOM
ve kontrol amaciyla steril distile su uygulanan bu bitkilerde, Fusarium solgunluk

hastaliginin ilerleme grafigi Sekil 4.18’de verilmistir.

—o— (+) Kontrol —a—ASM —a—FOM
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10 | -%//,

0 ‘ ‘ ‘ ‘

3 6 9 12 15 18 21

inokulasyondan Sonraki Giinler

Hastalik Siddeti (%)

Sekil 4.18. ASM ve FOM uygulamasindan 72 saat sonra patojen inokulasyonu
sonucu patlicanda Fusarium solgunluk hastaliginin gelisimi

Sekil 4.18’den de goriildiigii gibi ASM ve FOM uygulanan bitkilerde
Fusarium solgunluk hastaliginin gelisiminin (+) kontrole gore énemli oranda azaldigi

gozlenmistir. Denemenin son giiniinde (21. giin) bitkiler, yaprak simptomlarina gore
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derecelendirilmis ve yapilan istatistiksel analizlerin sonucu Cizelge 4.12°de
verilmistir. FOM uygulamasinin, 0.53 hastalik indeksi degeriyle Fusarium solgunluk
hastaligii  Onlemede % 75.47 oraninda etkin oldugu belirlenmistir. ASM
uygulamasinin ise, 0.70 hastalik indeksi degeriyle hastalik olusumunu azaltmada
% 67.60 oranma etki gdstermistir. Patlican bitkilerinde Fusarium solgunluk
hastaligina kars1 dayaniklilik mekanizmasinin uyarilmasinda patojen olmayan
Fusarium (FOM) uygulamasinin, ASM uygulamasindan daha etkin oldugu
belirlenmistir. Yaprak simptomlarina gore hastalik degerlendirmesinin yani sira, bu
bitkilerin iletim demetlerinde kahverengilesme simptomlar1 da degerlendirilmis ve
benzer sonuglar alinmistir. Pozitif kontrol bitkilerinde vaskiiler renklenme 30 cm’ye
kadar ¢ikarken, FOM uygulamasiyla kahverengilesme % 50 oraninda azalmstir.
ASM uygulamasi sonucunda ise vaskiiler renklenmenin 20 cm civarinda kaldigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.12. ASM ve FOM uygulamasindan 72 saat sonra patojen inokule edilen
bitkilerde vaskiiler renklenme simptomlarina gore hastalik

degerlendirmesi
Vaskiiler Renklenme Hastalik indeksi o .
Uygulamalar (cm) Degerleri % Etki
ASM 20.50 a* 0.70 a 67.60
FOM 16.53 b 0.53 a 75.47
KONTROL 30.56 ¢ 216 b -

*Farkli harf iceren ortalamalar Duncan (p<0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir.

Hastaligin baskilanmasinda her iki denemede de SAR mekanizmasinin etkin
hale gegebilmesi i¢cin optimum zaman araligi, dayaniklilik uyaricilar uygulandiktan
72 saat sonra patojen inokulasyonu olarak belirlenmistir. Bu denemelerin sonucunda,
Fusarium solgunluk hastaligina karsi dayaniklilik mekanizmasimin uyarilmasinda
FOM uygulamasinin ASM uygulamasindan daha etkin oldugu belirlenmistir.

Dayaniklilik uyaricilara bitkilerin  gosterdikleri reaksiyonlar, uyumlu
reaksiyon (duyarlilik), uyumsuz reaksiyon (dayaniklilik) ve kismi uyumsuz

reaksiyon (orta derecede duyarli) olarak adlandirilmaktadir (Dickinson ve Lucas,
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1982). Patlicanda Fusarium solgunluk hastaligina kars1 dayanikliligin uyarilmasina
yonelik olarak yapilan bu ¢alismada, her iki dayaniklilik uyarici i¢in de, 72 saat sonra
patojen inokulasyonunun SAR mekanizmasinin tetiklenmesi i¢in optimum zaman
araligi oldugu saptanmis ve bitkilerde gozlenen reaksiyonun uyumsuz bir reaksiyon
(dayaniklilik) oldugu belirlenmistir.

Dayanikliligin olusmasinda ilk asama, patojenin hissedilmesi ve konukg¢u
bitki ve patojen arasinda bazi sinyalizasyon olaylarmin baslamasidir. Konukgu
bitkilerde bulunan dayaniklilik mekanizmasini harekete geciren uyaricilara elisitor
ad1 verilmektedir (Hahlbrock ve Scheel, 1987; Ebel ve Cosio 1994). Abiyotik ve
biyotik uyaricilar patojen ve konukeu bitkideki reseptorleri arasindaki etkilesimi aktif
hale ge¢irilmekte ve konukcuda bulunan ve dayaniklilig1 yoneten dayaniklilik genleri
harekete gecirilmektedir (Hahlbrock ve Scheel, 1987; Isaac, 1992; Ebel ve Cosio,
1994).

Benzer bir c¢alismada Biles ve Martyn (1989), karpuzda Fusarium
solgunluguna kars1 karpuzda patojen olmayan F. oxysporum f.sp. cucumerinum’u
patojen inokule edilmeden 72 saat Once inokule etmisler ve patojen olmayan
Fusarium uygulamasinin karpuz bitkilerinde dayanikliligi tesvik ederek solgunluk
simptomlarini 6nemli oranda azalttigin1 bildirmislerdir. Kavunda Fusarium solgunluk
hastaligina (F. oxysporum f.sp. melonis) karsi patojen olmayan iki izolatin
dayaniklilig1 yiiksek oranda tesvik ederek, hastalik ¢ikisini azalttigini bildirmistir
(Erzurum ve Maden, 1995).

Benzer baska bir calismada, domateste Fusarium solgunluguna karsi
dayaniklilik uyaric1 olarak patojen olmayan Fusarium tirii (Fo47)’niin patojenden
once inokulasyonlariin, hastaligin baskilanmasinda oldukca etkin oldugu ve bu
bitkilerde dayanikliligin sistemik olarak uyarildigi bildirilmistir. Ayrica Fo47 ile
inokulasyonun bitkideki kitinaz ve [B-1-4-glukosidaz seviyesini artirdigi, bunun da
dayaniklilig1 destekledigi bildirilmistir (Fuchs ve ark., 1997).

Bu calismada da, dayaniklilik uyaricilar uygulandiktan 72 saat sonra patojen
inokulasyonuyla, patlican bitkilerinde dayanikliligi yoneten genlerin harekete
gecirildigi soylenebilir. Elde edilen bulgulardan, ASM ve FOM uygulamalarinin

patojenin baslangic penetrasyonunu engellemedigi ancak, bitkinin savunma
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mekanizmasini tetikleyerek, hastalik olusumunu baski altina aldigi sonucuna
varilmigtir. Ayrica bu denemedeki bitkilerden elde edilen bitki ekstraktlarinin, F.
oxysporum ft. sp. melongenae (Fom)’nin konidi ¢imlenmesine etkileri arastirilmistir.
Bunun yami sira, yine bu bitkilerden alinan, yaprak, govde ve kok orneklerinde
infekteli dokularda, infeksiyon ve reaksiyon yerlerinde sentezlenen lignin

olusumlarinin varhig: arastirilmistir (Gahan, 1984; Vallet ve ark., 1996; Soylu, 1999).

4.6.1.1. Dayamkhhgmm  Uyarildig1i  Bitkilerden Elde  Edilen

Ekstraktlarin Fom’un Konidi Cimlenmesi Uzerine Etkisi

ASM ve FOM uygulamasindan 72 saat sonra patojen inokulasyonu ile
dayanikliligin uyarilmasina yonelik kurulan denemenin sonuglari alindiktan sonra, bu
bitkilerden Boliim 3.2.6.1°de belirtildigi sekilde bitki 6rnekleri alinmis ve elde edilen
bitki ekstraktlarinin Fom izolatlarinin konidi ¢imlenmesine etkileri mikroskobik
calismalarla incelenmistir.

Denemede, herhangi bir dayaniklilik uyaricinin uygulanmadigi saglikli
bitkilerden elde edilen ekstraktlarin, konidi ¢imlenmesine etkisinin belirlenmesinin
yani sira kontrol amaciyla sadece spor igeren Czapek Dox besi ortami damlatilmis
lamlar da mikroskopta incelenerek ¢im tlipii uzunluklar1 6lgiilmiis ve bu 6lgiim
degerleri iizerinden elde edilen ortalamalar birbirleriyle karsilastirilmistir
(Cizelge 4.13). Czapek Dox sivi besi ortaminda ¢imlenmeye birakilan sporlar
mikroskop altinda 2’ser saat aralikla incelenerek konidilerin ¢imlenip
¢imlenmedikleri  kontrol edilmistir.  Yapilan gozlemler sonucunda, ¢im
borucuklarinin birbirleriyle karismayacak diizeydeki uzunluklariin gozlendigi an (9
saat) 6lclim zamani olarak belirlenmistir. Czapek Dox sivi besi ortaminda ¢imlenen
konidilerin ¢im tiipli uzunluk ortalamasi, 16.96 um olarak saptanmistir. Diger
uygulamalardaki ortalamalarin bu degerden olduk¢a yiiksek olmast bitki
ekstraktlarinin patojenin konidi ¢imlenmesini belirli oranlarda tesvik ettigini
gostermektedir. Ancak bu ortalama (16.69 um), istatistiksel olarak farkli sonuglarin

ortaya ¢ikmasina neden olacagi i¢in varyans analizine alinmamustir.
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Cizelge 4.13. Bitki ekstraktlarinin Fom’un konidi ¢imlenmesine olan etkileri (%)

Uygulamalar | Cim tiipii Uzunlugu (um) % Etki
ASM 2514 a* 56.33
FOM 30.50 b 47.03
(+) Kontrol 40.62 c 29.45
(-) Kontrol 57.86 d -

*Farkli harf igeren ortalamalar Duncan (p<0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir.

Cizelge 4.13°’den de goriilebilecegi gibi ¢im tiipli uzunluklarn iizerinden
yapilan istatistiksel analizler sonucunda, (+) kontrol, (-) kontrol, ASM ve FOM
uygulanmis bitkilerden elde edilen ekstraktlarin, patojenin ¢im tlipii uzunluguna
etkilerinin farkli oldugu saptanmistir. En yiiksek ¢im tiipii uzunluk ortalamasi
herhangi bir dayaniklilik uyarici veya patojen inokulasyonu yapilmayan saglikli bitki
ekstraktlarindan elde edilmistir (57.86 um). Cim tiipii uzunlugunu engellemede en
yiiksek etkiyi 25.14 um’lik ortalama ile ASM uygulanan bitki ekstraktlari géstermis,
bunu 30.50 pum’lik ortalama ile FOM uygulanan bitki ekstraktlar1 izlemistir. Bu
sonuclar bize dayaniklilik uyaricilar uygulandiktan sonra bitkide antifungal bazi
bilesiklerin sentezlenerek, patojenin konidi ¢imlenmesi iizerinde olumsuz etkide
bulundugu yoniinde bir fikir vermektedir. Ancak patojen inokule edilen bitkilerden
elde edilen ekstraktlarin, herhangi bir dayaniklilik uyaricinin uygulanmadigr saglikli
bitkilerden elde edilen ekstraktlara gore fungusun konidi ¢imlenmesini inhibe etmesi,
patojen inokule edilen bu bitkilerde bazi1 inhibitér maddelerin patojene karsit bir
reaksiyon olarak diisiik oranlarda da olsa sentezlenebildigini gostermektedir. Saglikli
bitki ekstraktlarinda ¢im tiipii uzunluklarinin yiiksek degerlerde saptanmasi hiicre
iceriginin  patojenin  gelisimine katkida bulunabildigine isaret etmektedir.
Acibenzolar-S-methyl’in Fusarium spp.’lerin konidi ¢im tiipli olusumunu azalttig1 ve
bitkide dayaniklilik mekanizmasini uyararak bazi hastaliklarin gelisimini engelledigi
bir¢ok arastirici tarafindan bildirilmistir (Kang ve Buchenauer 2001; Bokshi ve ark.,
2003). Benzer bir calismada, domateste Fusarium solgunlugu’na karst ASM
uygulamasinin, F. oxysporum f.sp. lycopersici sporlarimin ¢im tiipii uzamasini
engelledigi ve penetrasyonu tamamen durdurdugu elektron mikroskop ¢aligmalariyla

belirlenmistir (Kang ve Buchenauer, 2001).
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4.6.1.2. Histokimyasal Boyamalarla Lignin Sentezinin Belirlenmesi

ASM ve FOM uygulandiktan 72 saat sonra patojen (Fom 10)
inokulasyonunun, SAR mekanizmasinin uyarilmasi i¢in optimum zaman araligi
oldugu belirlenmis ve dayanikliligin maksimum seviyede uyarildig1 bu bitkilerden
alinan dokularda, B6liim 3.2.6.2°de belirtilen yonteme gore, ligninin histokimyasal
lokasyonu belirlenmistir.

ASM ve FOM uygulanan bu bitkilerde, lignifikasyonun yogunlugunda ve
dagiliminda farkliliklar gozlenmistir. Lignin olusumlari, Hipersensitif Reaksiyon
(HR) gostererek olmiis hiicreler ile bu hiicrelerin etrafinda bulunan ksilem
demetlerinde en karakteristik olarak gozlenmistir. Her iki dayaniklilik uyarici igin de,
patojen inokulasyonundan sonraki ilk bes giinde, heniiz HR tam olarak olusmadigi
icin bu dokularda ligninin daha az sentezlendigi, yapilan boyamalarla belirlenmistir.
Infeksiyonun ilerleyen dénemlerinde, patojen inokulumu verildikten sonraki 8. ve
10. giinde, ozellikle HR’nin arttig1 hiicrelerde, lignin boyama siddeti de artmistir
(Sekil 4.19 ve 4.20). FOM inokule edilen bitkilerin kok dokularinda 10. giinde lignin
boyama siddetinin, ASM uygulanan bitkilerden daha yogun oldugu goézlenmistir.
Hastalik ilerleme grafigi belirlenen bu bitkilerde, FOM inokulasyonun hastaligin
baskilanmasinda, ASM uygulamasindan daha etkin oldugu saksi denemeleriyle
belirlenmistir. Dayanikliligin uyarildigi bu bitkilerde infekteli dokularda infeksiyon
ve reaksiyon yerlerinde sentezlenen lignin yogunlugu, saksi denemelerinden elde
edilen sonuglar1 destekler niteliktedir. Bitkilerin aviriilent fungal patojenler veya
elisitorler ile uygulanmalar1 sonucu reaksiyon noktalarinda fenolik ve lignin benzeri
materyallerin biriktigi birgok arastirici tarafindan bildirilmistir (Hornby ve Fitt, 1981;
Aist, 1983; Stoltzenburg ve ark., 1984a; Nicholson ve Hammerschmidt, 1992).
Abiyotik ve biyotik uyaricilarla dayanikliligin uyarildig: bitkilerde, bitki hiicre
duvarinda fenolik bilesiklerden lignin olusumu, hiicre duvarinin mekanik giiclinii
arttirmakta ve fungal enzimlere kars1 duyarliligi azaltmaktadir. Bitki hiicre
duvarlarinda sentezlenen lignin olusumlari, histokimyasal boyamalar ile
belirlenebilmektedir (Aist, 1983; Gahan, 1984; Biggs ve Miles, 1988; Isaac, 1992;
Vallet ve ark., 1996).
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Sekil 4.19. ASM ve FOM uygulanan bitkilerin koklerinde infeksiyon ve reaksiyon
yerlerinde ligninlenmis dokular (a: ASM; b: FOM; c: Kontrol)

Sekil 4.20. ASM ve FOM uygulanan bitkilerin gévdelerinde infeksiyon ve reaksiyon
yerlerinde ligninlenmis dokular (a: ASM; b: FOM; c: Kontrol)

Patojene kars1 bir duyarlilik tepkimesi olan HR, birgok arastirici tarafindan
yillar 6nce konukgu bitki hiicrelerinde gozlenmis ve patojen infeksiyonu sonucu
konukeu bitkinin patojeni tanimasinin ardindan, patojen ve konukgu bitki arasinda
uyumsuz bir iliskinin sonucunda olustugu bildirilmistir. Bu hizli hiicre dliimleri
patojenin infeksiyon noktasinda durdurulmasinda oldukg¢a etkili olup, patojen
saldirisindan sonra ne kadar hizli hiicre 6liimii olursa, bitki o kadar ¢ok infeksiyona

dayaniklilik kazanmaktadir (Dixon, 1986; Dixon ve Harison, 1990; Isaac, 1992).
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4.7. Arazi Denemeleri

Saks1 denemelerinde ASM ve FOM uygulamalarinin Fusarium solgunluk
hastaliginin baskilanmasinda 6nemli oranda etkili olduklar1 belirlenmis ve bu
uyaricilarin, arazi kosullarinda da etkinlikleri arastirillmistir. Bu amaca yonelik
olarak, iiretici yiiksek tiinelinde ve agik alanda iki deneme kurulmustur. Her iki
denemede de ASM ve FOM Boliim 3.2.7°de belirtildigi gibi uygulanmis ve ayni

parametreler degerlendirilmistir.
4.7.1. Uretici Yiiksek Tiinelinde Arazi Denemesi

Patojen inokulasyonundan sonra, ASM ve FOM uygulanan bitkilerde
patojenin bitkinin iist kismina dogru iletim demetini infekte edebildigi en iist noktay1
belirlemek i¢in, patojen inokule edildikten bir hafta sonra 10 giin araliklarla deneme
sonuclandirilana kadar, yaprak sapindan ornekler alinmis ve alinan bu 6rneklerden
izolasyonlar yapilarak patojenin infeksiyon hiz1 belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Uretici yiiksek tiinelinde, inokulasyondan sonraki 7. giinde yaprak
saplarindan yapilan izolasyonlarda ASM, FOM ve pozitif kontrol bitkilerinden
patojen izole edilememistir. Patojen ilk olarak, inokulasyonundan sonraki, 17. giinde,
15 cm’den izole edilebilmisti. ASM ve FOM uygulanan bitkilerin yaprak
saplarindan 27. giinde yapilan izolasyonlarda, ise patojen en son 25 cm’den izole
edilebilmistir. Pozitif kontrol bitkilerinde ise patojen en son 57. giinde yapilan
izolasyonlarda 55 cm’den izole edilebilmistir. ASM ve FOM uygulanan bitkilerde
hastalik gelisiminin pozitif kontrole gére daha yavas ilerledigi belirlenmistir. Her iki
dayaniklilik uyaricinin da, patojenin basglangi¢ penetrasyonunu engellemedigi ancak,
infeksiyon hizini yavagslattigi gézlenmistir.

Ayrica, yaprak simptomlarina gore degerlendirilen bu bitkilerin, hastalik
indeksi degerleri lizerinden % hastalik siddetleri hesaplanmistir. ASM, FOM ve
kontrol bitkilerinde Fusarium solgunluk hastalifinin ilerleme grafigi Sekil 4.21°de

verilmistir.
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Cizelge 4.14. Uretici yiiksek tiinelinde ASM ve FOM uygulamasinin patojenin infeksiyon hiz1 iizerine etkisi (cm)
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—o— (+) Kontrol —a— ASM —a—FOM
100

90
80
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60
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Hastalik Siddeti (%)
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inokulasyondan Sonraki Giinler

Sekil 4.21. Uretici yiiksek tiinelinde ASM ve FOM uygulamalarmimn patlicanda
Fusarium solgunluk hastaliginin gelisimine etkisi

ASM, FOM ve kontrol amaciyla steril distile su uygulanan bitkiler, patojen
inokule edildikten bir hafta sonra deneme sonuglandirilana kadar 10 giin araliklarla
yaprak simptomlarina gore degerlendirilmistir. Sekil 4.21°de goriildiigii gibi patojen
inokulumu verildikten sonraki 17. glinde yapilan degerlendirmelerde, ASM ve FOM
uygulanan bitkilerde Fusarium solgunluguna rastlanmazken, pozitif kontrol
bitkilerinde ise hastalik siddeti % 10.0 olarak saptanmistir. ASM ve FOM uygulanan
bitkilerde, patojen inokulumu verildikten sonraki 27. giinde yapilan
degerlendirmelerde ilk simptomlar gozlenmis ve hastalik siddetinin sirasiyla, % 18.0
ve % 10.0 oldugu belirlenmistir.

Deneme siiresince (+) kontrol bitkilerinde hastalik gelisiminde énemli oranda
artis gozlenirken, ASM ve FOM uygulanan bitkilerde hastaligin gelisiminde
yavaslama gozlenmistir. Denemenin son degerlendirmesinin yapildigi 67. giinde (+)
kontrol bitkilerinde hastalik siddeti % 80’lere ulagirken, FOM uygulanan bitkilerde

hastalik gelisiminde % 50 oraninda azalma saptanmistir.
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Cizelge 4.15°de denemenin son degerlendirmesinin yapildig1 67. giinde ASM
ve FOM’un % hastalik siddetine bitki gelisimine etkileri verilmistir. FOM
uygulamast 1.60 hastalik indeksi degeriyle hastaligin O6nlenmesinde % 50.61
oraninda etkili olurken, ASM uygulamasinin ise 2.02 hastalik indeksi degeriyle
% 37.65 oraninda etkili oldugu saptanmistir. Ayrica dayaniklilik uyaricilarin patlican
bitkisinin gelisimi iizerine etkilerini belirlemek icin, deneme sonuglandirildiginda
bitki boylar1 odlgiilerek kaydedilmistir. Istatistiksel analizler sonucunda, Cizelge
4.15’den de goriilebilecegi gibi saglikli kontrolde bitkilerin boylar1 yaklasik olarak
95 cm’ye kadar ulasirken, patojen inokulumu verilen bitkilerde hastaligin hizli bir
sekilde ilerlemesi nedeniyle, bitkilerin boylar1t % 50 oraninda kisalmistir. FOM
uygulamasinin, hastaligin baskilanmasinda, ASM uygulamasindan daha etkin oldugu
hastalik degerlendirmeleriyle belirlenmistir. Ancak bu uygulamalarin bitki boyuna
etkileri degerlendirildiginde, tersi durum s6z konusu olmustur. Bunun sonucu olarak,
ASM’nin bitki aktivatorii olarak bitki gelisimine olumlu etkide bulundugu fakat
hastalik simptomlarin1 baskilamada FOM kadar etkin olmadig1 sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.15. Uretici yiiksek tiinelinde ASM ve FOM uygulamasinm Fusarium
solgunluk hastaliginin gelisimine ve bitki boyuna etkisi

Uygulamalar HasI;:gl;IEIr:e c:ieks s:-‘lj?;ttailz‘l;) ) % Etki Bitl((iz;ayu
ASM 2.02 a* 50.50 37.65 88.80 b
FOM 1.60 b 40.00 50.61 78.70 c
(+) Kontrol 3.24 c 81.00 - 53.56 d
(-) Kontrol - - - 94.06 a

*Farkli harf iceren ortalamalar Duncan (p<0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir.
4.7.2. Acik Alanda Arazi Denemesi

Acik alan arazi denemesinde de ayni parametreler degerlendirilmis ve benzer
sonuglar alimmustir. Patojen inokulasyonundan sonra, ASM ve FOM uygulanan

bitkilerde patojenin infeksiyon hizi belirlenmistir (Cizelge 4.16).
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Inokulasyondan sonraki 7. giinde, ASM, FOM ve pozitif kontrol bitkilerinden
patojen izole edilememistir. Patojen ilk olarak, 17. giinde, 15 cm’den izole
edilebilmigtir. ASM ve FOM uygulanan bitkilerde patojen en son 25 cm’de sinirl
kalirken, pozitif kontrol bitkilerinde patojen 57. giinde yapilan izolasyonlarda en son
60 cm’ye kadar ilerleyebilmistir.

Patojen inokulasyonundan sonra periyodik araliklarla yaprak simptomlarina
gore degerlendirilen bu bitkilerin hastalik siddetleri (%) hesaplanmis ve Fusarium

solgunluk hastaliginin ilerleme grafigi Sekil 4.22°de verilmistir.

—o— (+) Kontrol —a—ASM —a— FOM
100 -

90
80

70 4

28 | /
40 / _—a
20

18 —

7 17 27 37 47 57 67

inokulasyondan Sonraki Giinler

Hastalik Siddeti (%)

Sekil 4.22. A¢ik alanda ASM ve FOM uygulamalarinin patlicanda Fusarium
solgunluk hastaliginin gelisimine etkisi

ASM, FOM ve pozitif kontrol bitkilerinde deneme sonuglandirilana kadar 10
giin araliklarla, yaprak simptomlarina gore bitkiler degerlendirilmistir. Sekil 4.22°de
goriildiigli gibi patojen inokulumu verildikten sonraki 17. gilinde yapilan
degerlendirmelerde (+) kontrol bitkilerinde hastalik siddeti % 10.0 olarak
saptanirken, ASM ve FOM uygulanan bitkilerde hastalik goriilmemistir. ASM ve
FOM uygulanan bitkilerde ilk simptomlar, patojen inokulumu verildikten sonraki 27.
giinde yapilan degerlendirmelerde gézlenmis ve hastalik siddetinin sirasiyla % 20.0
ve % 13.0 oldugu belirlenmistir. Deneme siiresince (+) kontrol bitkilerinde hastalik

hizli bir sekilde ilerlemis ve son degerlendirmenin yapildig1 67. giinde hastalik
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siddeti % 80’lere ulagmistir. ASM ve FOM uygulanan bitkilerde, hastaligin
gelisiminde yavaslama gozlenmistir.

Cizelge 4.17°de denemenin son degerlendirmesinin yapildig1 67. glinde ASM
ve FOM’un % hastalik siddetine bitki gelisimine etkileri verilmigtir. ASM uygulanan
bitkilerde hastalik siddeti % 47.75, FOM uygulanan bitkilerde ise % 38.25 olarak
saptanmigtir. FOM uygulamasi, 1.53 hastalik indeksi degeriyle hastaligin
Oonlenmesinde % 51.42 oraninda etkili olurken, ASM uygulamasinin ise, 1.91
hastalik indeksi degeriyle % 39.36 oraninda etkili oldugu saptanmistir. Ayrica
dayaniklilik uyaricilarin patlican bitkisinin gelisimi tizerine etkilerini belirlemek igin,
deneme sonuclandirildiginda, bitki boylar1 Olgiilerek kaydedilmistir. Saglikli
kontrolde bitkilerin boylar1 yaklasik olarak 99 cm’ye kadar ulasirken, patojen
inokulumu verilen bitkilerde hastaligin hizli bir sekilde ilerleyerek, bitkinin
gelisimine engel oldugu belirlenmistir. ASM ve FOM uygulamasinin hastaligin
baskilanmasinda etkin olduklar1 bu denemede de belirlenmistir. Ancak, ASM’nin
bitki gelisimini diizenlemedeki rolii géz oniinde bulunduruldugunda, FOM’a gore
bitki gelisimine bir miktar katkida bulundugu sdylenebilir. Uretici yiiksek tiinelinde
ve acik alanda yapilan denemelerde, Fusarium solgunluk hastaliginin
engellenmesinde FOM uygulamasinin ASM uygulamasindan daha etkin oldugu
belirlenmistir. Her iki arazi denemesinde de benzer sonuclar alinmis ve bu sonuglar

saks1 denemelerinden elde edilen sonuglara paralellik gostermistir.

Cizelge 4.17. Agik alanda ASM ve FOM uygulamasinin Fusarium solgunluk
hastaliginin gelisimine ve bitki boyuna etkisi

Uygulamalar HasDt:g';:;?ieks sms;fi"z'o‘ﬁ) %Etki | Bitki Boyu (cm)
ASM 191 a* 47.75 39.36 82.70 ¢
FOM 153 b 38.25 51.42 78.98 b
(+) Kontrol 3.15¢ 78.75 i 59.21 d
(-) Kontrol - - - 99.53 a

*Farkli harf igeren ortalamalar Duncan (p<0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir.

Patojenik olmayan mikroorganizmalarin bitkide dayaniklilig1 uyardig bircok

arastirict tarafindan bildirilmistir. Vaskiiler solgunluga neden olan Fusarium
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oxysporum’lar, ¢ok yliksek oranda konukgu spesifitesine sahip olup, sadece kendi
konukgu bitkisinde simptom sergilemektedirler. Bu tiirler, konuk¢ularin kok korteks
tabakasina kadar penetrasyon yapabilmekte, ancak konukgusu olan bitkilerde
simptom ortaya ¢ikarabilmektedir. Ornegin kavunda solgunluk etmeni F. oxysporum
f. sp. melonis’in bu iirlinle rotasyona giren pamuk, sekerpancari, domates, licgiil ve
bugday bitkilerinin kdklerini kolonize ettigi, fakat bu bitkide hastalik olusturmadigi
bildirilmistir (Gordon ve ark., 1989; Tiiziin ve Kloepper 1995; Fuchs ve ark., 1997).).

F. oxysporum’larim bu Ozellikleri dikkate alindiginda, vaskiiler solgunluk
patojenlerinin kontroliinde patojen olmayan Fusarium tiirleri ile dayamkliligin
uyarilmast calismalari 6nem kazanmaktadir. Fuchs ve ark. (1999), yaptiklar
calismada, domateste Fusarium solgunluk etmeni Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici’ye patojen olmayan Fusarium tiirlinlin (Fo47) hem saksi hem de arazi
kosullarinda hastaligin baskilanmasinda etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismalarin sonucunda, Fo47°nin domateste Fusarium solgunlugunun kontroliinde
etkin bir biyotik faktdor oldugunu ve ticari kosullarda fungal inokulumunun
preparasyonu yoniinde ¢aligsmalar yapilmasi gerektigini belirtmislerdir.

Benzer sekilde iki arazi denemesinde de, patlicanda Fusarium solgunluk
hastaligina karst SAR mekanizmasinin uyarilmasinda patlicanda patojen olmayan

Fusarium (FOM) inokulasyonunun etkin oldugu saptanmustir.
4.8. Fom izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu

Fungal miselyumdan genomik DNA’nin ekstraksiyon ¢aligmalari, Peever ve
ark. (1999)’nin 6nerdigi yonteme gore yapilmistir. DNA ekstraksiyonunda kullanilan
yontem, Bolim 3.2.8.1°de verilmistir. Adana ve Mersin illeri patlican alanlarindan
toplam 47 Fom izolatinin total DNA’s1 izole edilmistir. Ayrica DNA izolasyonlarina,
kontrol amaciyla patlicanda patojen olmayan, kavunda patojen olan Fusarium
oxysporum t. sp. melonis’in 0 no’lu irk1 (FOM-0) da dahil edilmistir.

Fungal miselyumdan ekstrakte edilen total DNA’lar % 1’lik agaroz jelde
elektrofore edilerek bant goriiniimleri incelenmistir. Fom izolatlarmin total DNA

bantlar1, molekiiler agirliklarina goére agaroz jelde goriintiilenmistir.
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4.8.1. DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Ol¢iilmesi

Patojenik Fom izolatlarinin DNA’larinin konsantrasyonlari, UV (Ultra Viyole)
spektrofotometre (Shimadzu 260) ile oOl¢iilmiistiir. Bunun igin, DNA’lar 1/100
dilisyon oraninda steril distile su ile seyreltilmistir. Quartz kiivetlere konulan
orneklerin spektrofotometrede 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri okunarak, bu
orneklerin 260 nm/280 nm oranlar1 kaydedilmistir. DNA derisimi hesabinda
kullanilan formiil, Boliim 3.2.8.2°de gosterilmistir (Sambrook ve ark., 1989; Arda,
1995; Kayrin ve ark., 2003). Fom DNA 06rnekleri arasindan, PCR calismalari i¢in saf
olarak izole edilebilen 20 izolat farkli bolgeleri temsil edebilecek sekilde se¢ilmistir.
Cizelge 4.18’de secilen 20 Fom izolatinin 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri

verilmigtir.

Cizelge 4.18. Fom izolatlarinin 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri

izolat No Lokasyon 260 nm 280 nm
Fom 6 Tarsus/Bahsis 0.235 0.181
Fom 7-1 Tarsus/Resadiye 0.115 0.070
Fom 9 Ceyhan 0.150 0.121
Fom 10 Tarsus/Alifaki 0.036 0.024
Fom 13 Tarsus/Yesiltepe 0.240 0.172
Fom 16 Gulnar/Sipahili 0.260 0.200
Fom 18 Gulnar/Sipahili 0.300 0.240
Fom 20 Aydincik 0.340 0.283
Fom 22 Gulnar/Sipahili 0.320 0.260
Fom 24 Tarsus/Kulak 0.280 0.250
Fom 26 Tarsus/Adanalioglu 0.198 0.178
Fom 28 Tarsus/Kdselerli 0.200 0.173
Fom 30 Kozan 0.218 0.186
Fom 32 Tarsus/Yunusoglu 0.209 0.180
Fom 34 Tarsus/Alifaki 0.210 0.180
Fom 36 Adana/Havutlu 0.187 0177
Fom 43 Tarsus/Adanalioglu 0.190 0.161
Fom 45 Tarsus/Kulak 0.150 0.130
Fom 47 Tarsus/Kulak 0.137 0.110
Fom 50 Silifke/Akdere 0.170 0.126
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4.8.2. RAPD-PCR Yontemi ile DNA’larin Amplifikasyonu

Adana ve Mersin ydrelerinden izole edilen 20 adet patojenik Fom izolati
arasindaki genetik varyasyon RAPD-PCR analizleriyle belirlenmistir (Sambrook ve
ark., 1989; Darling ve Brickell, 1994; Arda, 1995; Ogiis, 2002; Kayrin ve ark.,
2003). Bu Fom izolatlarinin, Oncelikle patojenite denemeleriyle virulenslikleri
belirlenmigtir. Boliim 4.2. Cizelge 4.8’de bu izolatlar1 temsil eden yoreler, patojenite
sonuglari ve RAPD gruplari ile birlikte verilmistir.

RAPD-PCR teknigi, Peever ve ark. (1999)’nin gelistirdikleri yontem modifiye
edilerek uygulanmistir. Buna gére her bir Fom izolatindan elde edilen DNA ’nin kalip
DNA olarak kullanildigt PCR reaksiyonundaki bilesenlerin miktarlari, 25 pl’lik
reaksiyon hacmi i¢in optimize edilmistir. Amplifikasyon kosullarini belirlemek i¢in
yapilan 6n denemeler sonucunda, reaksiyona girecek primer orani 100 pmol, kalip
DNA konsantrasyonu da 100ng olarak belirlenmistir. Primerler, dH,O ile
sulandirilmis ve 6n denemeler sonucunda, toplam 10 adet 10 bazlik primerden
7 adetinin amplifikasyonda basarili oldugu belirlenmistir. RAPD-PCR caligmalari
icin secilen primerler ve bu primerlerin ger¢ek 7m (Baglanma Sicakligi)’lerine gore
belirlenen baglanma sicakliklart Boliim 3.2.8.3’de Cizelge 3.2°de gosterilmektedir.

Amplifikasyonda bir Ornek icin reaksiyon bilesenlerinin oranlar1 Bolim
3.2.8.4°de Cizelge 3.3°de verilmistir. Reaksiyonlar, steril kosullarda ve buz iizerinde

hazirlanmustir.

4.8.3. RAPD-PCR Calismalar1 Sonucunda Elde Edilen DNA

Bantlarinin Analizi

RAPD-PCR caligmalar1 sonucunda amplifiye iirlinlerin Bolim 3.2.8.6’da
belirtildigi sekilde agaroz jel elektroforez islemi yapilmistir. Agaroz jel elektroforez
calismalar1 sonucunda, biitiin izolatlar i¢in toplam 7 primerle olusturulan RAPD
profilleri incelenmis ve degerlendirilebilir her bant “var” veya “yok™ (0/1) seklinde
kaydedilmistir. Fom izolatlarinin birbiri ile olan genetik yakinliklari, Populasyon
Genetik Analiz Programi (POPGENE v1.32) kullanilarak hesaplanmistir. Bu

programda, Jaccord’s coefficient formiilii ile bir dendrogram olusturulmus ve
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izolatlarin birbirlerine olan genetik yakinligi hesaplanmistir. Fom izolatlarinin
olusturulan bu dendrogramda farkli dallarda yer aldigi goézlenmistir (Nei, 1978;
Vakalounakis ve Fragkiadakis, 1999; Yeh ve ark., 1999; Ac¢ik, 2002).

Amplifikasyon sonucunda her primerin 20 Fom izolati i¢in olusturdugu
amplifiye ve polimorfik fragment sayilari, Cizelge 4.19°da verilmistir. Toplam 168
bant pozisyonundan 14’{iniin polimorfik oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.19.RAPD c¢alismasinda kullanilan primerler ve Fom izolatlarinin
olusturduklar1 amplifiye ve polimorfik DNA fragmentleri

Primer Kodu Baz Dizilimi Amplifiye Fragment | Polimorfik Fragment
OPB-01 5"-GTTTCGCTCC-3"~ 1 1
OPB-03 5’ -CATCCCCCTG-3" 3 3
OPB-07 5 -GGTGACGCAG-3”~ 2 2
OPB-08 5 -GTCCACACGG-3"~ 4 4
OPB-14 5"-TCCGCTCTGG-3" 1 -
OPF-05 5°-CCGAATTCCC-3" 2 2
OPF-10 5" -GGAAGCTTGG-3" 2 2

Bu calismada testlenen biitiin primerler, izolatlar arasinda polimorfizm
gostermemistir. OPB-01 primeriyle amplifikasyon sonucunda, 17 Fom izolat1 1 kb
blyiikliiglinde reaksiyon {iriinii vermis, ancak 3 izolat i¢in degerlendirilebilir
herhangi bir bant olugturmamustir (Sekil 4.23). OPB-01 primerinin amplifikasyonda,
0.4-2.4 kb reaksiyon iiriinii verdigi bildirilmistir (Chiocchetti ve ark., 1999).

Sekil 4.23. OPB-01 primeriyle ile elde edilen RAPD-PCR iiriinlerinin agaroz jel
goruntusu
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OPB-14 primeri biitiin izolatlar i¢in 0.5 kb biiyiikliiglinde amplifiye bant
olusturmustur. Fakat izolatlar arasinda herhangi bir polimorfizm goézlenmemistir
(Sekil 4.24).

RAPD-PCR c¢aligmalar1 her primer ic¢in ayr1 ayr1 yapilmakta ve amplifiye
tirlinler agaroz jelde goriintiilendikten sonra, izolatlar arasinda polimorfizm gdsteren
bantlar skor edilip (0/1) bu skor edilen bantlar iizerinden populasyon genetik analiz
programinda izolatlarin genetik yakinliklar1 hesaplanmaktadir. Bu nedenle, OPB-14
primeriyle olusturulan bant pozisyonlarinda izolatlar arasinda polimorfizm

gozlenmedigi i¢in analize dahil edilmemistir.

Sekil 4.24. OPB-14 primeriyle ile elde edilen RAPD-PCR firiinlerinin agaroz jel
goruntusu

Bu calismada patojenik Fom izolatlar1 arasinda en fazla polimorfik bant
OPB-03 ve OPB-08 primerleri kullanilarak yapilan amplifikasyonlar sonucunda
gozlenmistir (Sekil 4.25 ve 4.26).
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Sekil 4.25. OPB-03 primeriyle ile elde edilen RAPD-PCR firiinlerinin agaroz jel
goruntusu

Sekil 4.26. OPB-08 primeriyle ile elde edilen RAPD-PCR iiriinlerinin agaroz jel
goruntusu

RAPD-PCR teknigi ile F. oxysporum f.sp. basilici’nin tanimlanmasinda,

1.0 kb amplifikasyon f{iriinii veren OPB-08 primerinin en uygun primer oldugu

Chiocchetti ve ark. (1999)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada belirtilmistir. Bu ¢alismada

da, OPB-08 primeri 0.3-1.1 kb arasinda reaksiyon iirlinii vermistir.
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Bu calismada, OPB-03 primeri ile amplifikasyon sonucunda, reaksiyon
tirtinleri 0.4-2.0 kb arasinda bant vermislerdir. S6z konusu primerin 0.6-2.0 arasinda
bant verdigi bildirilmistir (Chiocchetti ve ark., 1999).

OPB-07, OPF-05 ve OPF-10 primerleri ile amplifikasyon sonucunda olusan
DNA bantlar1, Sekil 4.27, 4.28 ve 4.29°da verilmistir.

OPB-07 primeri kullanilarak yapilan RAPD-PCR islemi sonucunda, agaroz
jel elektroforez yontemi ile biitlin Fusarium izolatlarmin amplifiye oldugu
goriilmiistiir. Biitlin izolatlardan 1 kb biiyiikliiglinde bant elde edilirken, Fom 36
izolatinin diger izolatlardan farkli olarak 0.5 kb biiytlikliiglinde bant olusturdugu
saptanmigtir.

Genel olarak koloni 6zellikleri ve virulensligi diger izolatlardan ¢ok farkl
olmamasina ragmen, Fom 36 izolatinin RAPD-PCR isleminde diger izolatlardan
farkli biiylikliige sahip bant olusturmasi, bu izolatin genetik olarak farkli oldugu

sonucunu vermektedir.

Sekil 4.27. OPB-07 primeriyle ile elde edilen RAPD-PCR iiriinlerinin agaroz jel
goruntiisu

OPF-05 primeriyle amplifikasyon sonucunda, 0.6-1.1 kb biiytikliiglinde iki
bant gdzlenmistir. Ayn1 seriden OPF-10 primeriyle amplifikasyon sonucunda ise,

Fom izolatlarinin ¢ogu 0.5-0.9 kb biiytikliiglinde iki bant vermistir.
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Sekil 4.28. OPF-05 primeriyle ile elde edilen RAPD-PCR firiinlerinin agaroz jel
goruntiisu

Sekil 4.29. OPF-10 primeriyle ile elde edilen RAPD-PCR iiriinlerinin agaroz jel
goruntusu

Fusarium oxysporum f. sp. melongenae ile ilgili ¢ok fazla molekiiler ¢calisma

bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu c¢alismada kullanilan OPERON primerleri
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Fusarium  oxysporum’larin  farkli  f. sp.’lerinin molekiiler karakterizasyonu
calismalarinda kullanilan primerlerden se¢ilmistir.

Bu calismada, Amplifiye DNA fragmentlerinin biiyiikliiklerinin 0.3-1.1 kb
arasinda degistigi belirlenmistir. Fom izolatlari, Operon kitinin B serisinden OPB-01
primeriyle 1.0 kb, OPB-03 primeriyle 0.4-2.0 kb, OPB-07 primeriyle 1.0 kb, OPB 08
primeriyle 0.3-1.1 kb ve F serisinden OPF-05 primeriyle 0.6-1.1 kb ve OPF-10
primeriyle de 0.5-0.9 kb amplifiye iiriin olugturmuslardir.

Chiocchetti ve ark. (1999), topraktan ve solgun bitkilerden izole ettikleri 30
F. oxysporum f.sp. basilici izolat1 arasindaki genetik varyasyonu RAPD-PCR
analizleri ile belirlenmiglerdir. Bu calismada da benzer sekilde Operon kiti’nin B
serisine ait random primerler (OPB-01-OPB-30) kullanilmistir. Calismada, amplifiye
tiriinlerin  olusturdugu bantlarin biytikliikklerinin 0.3-3.0 kb arasinda degistigi
bildirilmistir.

Assigbetse ve ark. (1994), RAPD-PCR yontemiyle, pamuk bitkisinde 46 F.
oxysporum f. sp. vasinfectum izolatinin 1rklarini saptamiglardir. OPF01’den OPF14’¢
kadar 11 primer kullanilmig ve amplifikasyon sonucunda, 83 adet polimorfik bant
elde edilmistir. OPF-05 primerinin 590-980 bp biiyiikliigiinde reaksiyon iirlinii
verdigi bildirilmistir. Bu c¢alismada da OPF-05 primerinin benzer sekilde 600-1100
bp reaksiyon {iriinii verdigi gdzlenmistir.

Benzer bir caligmada Assigbetse ve ark. (1994), F. oxysporum f. sp.
vasinfectum’un 46 izolatinin genetik yakinligini belirlemek amaciyla 11 primerle
RAPD profilleri olusturulmustur. Amplifikasyon sonucunda, 83 bant pozisyonu “var-
yok” (0/1) seklinde kaydedilmis ve 46 bant polimorfik olarak belirlenmistir.

OPF-06 primerinin kullanildig1 bir ¢aligmada, amplifiye DNA fragmentlerinin
biiyiikliiklerinin 0.2-2.1 kb arasinda degistigi bildirilmistir. Hiyar bitkisinden izole
edilen Fusarium izolatlarinin, RAPD analizleriyle genetik yakinliklarinin belirlendigi
diger bir ¢calismada, OPA ve OPB kiti (01°den 20’ye kadar) ile OPF-05 primerleri
kullanilmis ve bu primerlerden 10 tanesi verdikleri bant goriiniimlerine gére RAPD-
PCR calismalar igin seg¢ilmistir. Amplifikasyonlarin sonucunda, 121 Fusarium

oxysporum izolatinin RAPD profilleri olusturulmus ve amplifiye olan 107 DNA

bantinin  97’sinin  polimorfik oldugu belirlenmistir. Amplifiye bantlarin
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blyiikliiklerinin 0.2-2.3 kb arasinda degistigi bildirilmistir (Vakalounakis ve
Fragkiadakis, 1999).

Fom 6

Fom 7.1
{ Fom 26
Fom 34

— — Fom 43

Fom 47

Fom 10

Fom 24
L | Fom 45

— Fom 20

Fom 50

_— — Fom 13
Fom 28
{ Fom 32

—— Fom 16

] L—— Fom 22

Fom 18

Fom 9

Fom 30

Fom 36

Sekil 4.30. F. oxysporum f.sp. meolongenae (Fom) izolatlarinin RAPD-PCR
calismasi sonucunda genetik yakinliklarini gdsteren dendrogram
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Agaroz jel elektroforez caligmalari sonucunda her bir izolat igin, olusan
degerlendirilebilir her bant, var/yok (0/1) seklinde kaydedilmistir. Populasyon
genetik analiz programimda POPGENE (v1.32), izolatlar arasindaki genetik
yakinliklar1 gdsteren filogenetik aga¢ (Dendrogram) olusturulmustur. Adana ve
Mersin yorelerinden izole edilen 20 patojenik Fusarium oxysporum f. sp.
melongenae (Fom) izolat1 arasindaki genetik yakinlhigi gosteren dendrogram Sekil
4.30’da verilmistir.

Dendrogramda, izolatlar arasindaki genetik uzakhigi yatay cizgiler
belirlemekte, dikeyde olusturulan ¢izgiler dikkate alinmamaktadir. Izolatlar arasinda,
genetik acidan varyasyon arttik¢a, genetik uzaklik da artmaktadir. Dendrogramda
olusturulan uzun yatay c¢izgi, izolatlar arasinda paylasilan allel genlerin sayisinin az
oldugunu, kisa yatay ¢izgi ise, paylasilan allel genlerin sayisinin daha ¢ok oldugunu
gostermektedir.

Amplifikasyon {irlinlerinin, populasyon genetik analiz programiyla analizi
sonucunda, 4 farkli RAPD grubu belirlenmistir.

Bu RAPD gruplarini farkli populasyonlar olarak degerlendirdigimizde, yazlik
patlican iiretim alanlarindan alinan izolatlarla kighik patlican {iretim alanlarindan
alian izolatlar ayr1 dallarda yer almiglardir. Kislik patlican ekim alanlarindan izole
edilen izolatlarin RAPD grup II’de yer aldiklar1 belirlenmistir. Yazlik patlican ekim
alanlarindan izole edilen izolatlar RAPD grup I, III ve IV’de yer almislardir. Yazlik
cesitlerden (Adana Topagi ve Pala) elde edilen izolatlar arasindaki genetik
varyasyonun, Faselis F; kislik ¢esidinden izole edilen izolatlara gore daha c¢ok
oldugu belirlenmistir. Vejetasyon periyodunun daha wuzun siirdiigli yazlik
yetistiricilikte, fungusun optimum gelisme isteklerinin daha iyi karsilanmasi ve
aseksiiel dongiiniin daha fazla olugmasi, bireyler arasinda genetik varyasyona neden
olurken aym1 zamanda da genetik olarak birbirinden uzak bireyler olusturabilir
(Prof. Dr. Mahinur AKKAYA' kisisel goriisme). Bolim 4.2.2°de patojenite
denemeleriyle Fom izolatlarinin virulenslikleri belirlenmis ve bu izolatlarin
virulensliklerinin RAPD gruplarin1 destekler nitelikte, hastalik siddetlerine gore

siralanmadiklart gozlenmistir. Fusarium oxysporum’larda virulensligin, tamamen

" Orta Dogu Teknik Universitesi Kimya Boliimii, ANKARA
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farkl1 genler tarafindan yonetildigi ve patojenite RAPD ve VCG calismalarinin
sonuclarinin birbirini desteklemedigi bazi arastiricilar tarafindan bildirmistir (Kistler,
2001; Summerel ve ark., 2001). Cizelge 4.20’de Popgene programinda olusturulan
dendrogramda, Fom izolatlarinin genetik yakinliklar1 verilmistir.

Mersin ili Tarsus il¢esinde, yazlik patlican yetistiriciligi yapilan alanlardan
izole edilen Fom 6 (Bahsis), Fom 7-1 (Resadiye), Fom 26 (Adanalioglu), Fom 34
(Alifaki1), Fom 43 (Adanalioglu) ve Fom 47 (Kulak) izolatlar1 RAPD grup I’de yer
almiglardir. Bu izolatlarin genetik agidan c¢ok az varyasyon gosterdikleri
belirlenmistir. Bu grup izolatlar arasinda, Tarsus beldesinden alinan Fom 26 ve
Fom 34 izolatlar1 0.07 genetik yakinlik degeriyle genetik agidan en yakin izolatlar
olarak belirlenmislerdir.

Mersin yoresinde kislik patlican ekim alanlarindan elde edilen izolatlar, RAPD
Grup II’de yer almiglardir. Bu grupta Tarsus yoresinden izole edilen Fom 10
(Alifak1), Fom 24 (Kulak) ve Fom 45 (Kulak) izolatlarinin, 0.00 genetik yakinlik
degeriyle genetik varyasyon gostermedikleri belirlenmis ve bu izolatlar birbirlerine
% 100 yakinlik gostermiglerdir. Yine ayni1 bolgeden izole edilen Fom 28 (Koselerli)
ve Fom 32 (Yunusoglu) izolatlar, 0.07 genetik yakinlik degeriyle, genetik olarak
ikinci derecede birbirine yakin izolatlar olarak belirlenmistir. Giilnar ilgesini temsil
eden, Fom 16 ve Fom 22 izolatlar1 da benzer sekilde genetik acgidan birbirlerine
yakinlik gostermislerdir. Genetik yakinlik degerlerinden, Tarsus ve Giilnar
ilcelerinden elde edilen bu izolatlarin paylastiklar1 allel genlerin sayisinin fazla
oldugu soylenebilir.

Adana ilinde, yazlik patlican yetistirilen alanlardan alinan izolatlar1 temsil eden
Fom 9 (Ceyhan) ve Fom 30 (Kozan) izolatlari, farkli bir dal olusturarak, RAPD grup
[II'de yer almislardir. Ceyhan ve Kozan izolatlarinin genetik acidan birbirlerine ¢cok
yakin olduklar1 belirlenmis ve bu yakinligin derecesi 0.24 olarak saptanmustir.

Fom 36 (Adana/Havutlu) izolat1 ise diger izolatlardan tamamen farkl bir dal
olusturarak, RAPD grup IV’de yer almistir. Bu izolatin genetik olarak diger

izolatlardan daha fazla varyasyon gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.20. F. oxysporum f. sp. melongenae izolatlarinin (Fom) genetik yakinliklar1

izolatlar Fo Fom Fo Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom Fom
mé 7.1 m9 10 13 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 43 45 47 50
Fom 6 ok ok ok ok ok ek . ok . ok ok ok ok ek . ok ok ok ok ok
Fom7.1|034 * ok ok ok ek - ok ok ok ok . . - - ok ok ok ok -
Fom 9 0.69 069 *** ok ok - - ok ok ok ok ok ok - ek ok ok ok ok -
Fom10 | 056 034 069 ** . ok ok ok ok ok ok . . - ok ok ok ok - .
Fom13 034 056 069 034 ** - - - - ok ok - . - - - - ok ok ok
Fom16 |069 044 056 024 044 *** ok ok - ok ok ok ok . . ok ok - ok ok
Fom18 |044 044 125 024 044 034 *** ok ok ok ok ok ok ek - ok ok ok ok .
Fom20 |056 034 044 015 034 044 044 ** ok ok ok ok ok - - ok ok ok ok ok
Fom22 |0.69 069 034 024 044 0.15 056 044 *** o b o i e e e el e f o
Fom24 |056 034 069 0.00 0.34 024 024 0.15 024 *= o e e e e hl e o o e
Fom26 |044 024 034 044 069 056 085 044 034 044 * o o o o b b o o o
Fom28 |056 056 069 034 0.15 024 044 056 024 034 044 ** ok el el o el o o o
Fom30 |085 085 024 056 085 044 069 085 024 056 044 056 = o o o o ok ok el
Fom32 |044 044 056 024 024 0.15 034 044 015 024 034 0.07 044 **= e e b i e e
Fom34 |056 034 024 056 085 069 103 056 044 056 0.07 056 034 044 **= e b b i o
Fom36 |154 264 085 103 103 08 08 154 056 103 125 069 044 085 1.03 *** e i i o
Fom43 |034 015 044 034 056 069 069 034 044 034 007 056 056 044 0.15 154 = o o o
Fom45 |056 034 069 000 034 024 024 015 024 0.00 044 034 056 024 056 1.03 034 **= o o
Fom47 |069 044 034 024 044 034 056 024 015 024 015 024 044 015 024 085 024 024 *** o
Fom50 |0.56 056 044 0.15 034 044 044 034 024 015 044 034 034 024 034 069 034 015 024 *

VIASILIVL HA AVINOTINd v
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Patojenik ve patojenik olmayan aym tiire ait izolatlarin gruplandirilmasinda
RAPD-PCR teknigi bir ¢ok arastiric1 tarafindan tercih edilmektedir. Bu teknigin
kullanildig1 benzer bir ¢alismada, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum’ un farkl
cografik orijinlerden izole edilen 46 izolat1 arasindaki genetik varyasyon belirlenmis
ve bu izolatlarin {i¢ farklit RAPD grubu olusturdugu bildirilmistir (Assigbetse ve ark.,
1994). Fasulye ve sekerpancari bitkilerinden izole edilen 166 Fusarium oxysporum
izolatinin RAPD analizlerinin yapildig1 bir ¢alismada, fasulye ve sekerpancarinda
patojen izolatlar kolaylikla ayirt edilebilmistir. Toplam 12 adet RAPD primeriyle 105
polimorfik bant pozisyonu elde edilmis ve izolatlarin genetik yakinliklar
hesaplandiginda patojenik 6zellik gdsteren izolatlarin, genetik olarak birbirine daha
yakin olduklart belirtilmistir (Cramer ve ark., 2003). Diger bir calismada, F.
oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum ve F. oxysporum f.sp. cucumerinum
izolatlarinin RAPD analizi yapilmis ve olusturulan dendrogramda bu farkli Fusarium
oxysporum izolatlarimin iki farkli RAPD grubu belirlenmistir (Vakalounakis ve

Fragkiadakis, 1999).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde, patlican ekim alanlarinda solgunluk hastaligina,
Fusarium oxysporum Schlecht. f.sp. melongenae Matuo ve Ishigami ve
Verticillium dahliae Kleb. isimli iki fungus neden olmaktadir. Solgunluk
etmenlerinin saptanmasi ve yayginlik oraninin ortaya konulmasi, kontrolii zor olan
toprak kokenli bu hastaliklara karsi alinacak onlemlerin ve alternatif miicadele
yontemlerinin belirlenmesi agisindan olduk¢a onemlidir. Bu ¢alismada o6ncelikli
olarak, Mersin ve Adana ydrelerinde patlicanda solgunluk hastaliginin hastalik orani
ve siddeti (%) saptanmistir. Calismanin sonraki asamalarinda, surveyler sirasinda
elde edilen bolge izolatlarinin patojeniteleri ve bolgede yaygin olarak yetistirilen
patlican cesitlerinin bu hastalia reaksiyonlar1 belirlenmistir. Bunlarin yani sira,
kontrolii zor olan toprak kokenli bu hastalik etmenine karsi, bitkide dayaniklilik
uyarici, abiyotik ve biyotik iki faktoriin Fusarium solgunluk hastaliginin gelisimine
etkisi arastirilmistir. Ayrica, genetik karakterizasyonu heniiz yapilmamis bu etmenin,
bolge izolatlarnin RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) yontemi ile
genetik varyasyonu belirlenmeye c¢alisgilmistir. Elde edilen sonuglar asagida
verilmistir;

1. Survey ¢alismalarinda, gdzlem yapilan alanin tamaminda, Fusarium oxysporum
f. sp. melongenae yaygin olarak saptanirken, Verticillium dahliae birkac tarlada
diisiik oranlarda bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda Adana ve Mersin illeri
ve cevresinde patlican tariminin yapildigi alanlarda, Fusarium solgunluk
hastaliginin Veticillium solgunlugundan, daha yaygin oldugu ve ekonomik
kayiplara neden oldugu ortaya konulmustur.

2. Mersin ili sera ve tlinelde, toplam 4575 da’lik alani temsil eden, 77 tarlada
gbzlem yapilmis ve bu alanin 2625 da’lik kismini olugturan 52 tarlanin Fusarium
solgunluk hastaligi ile infekteli oldugu belirlenmistir. Mersin ve Adana ilinde
sera, tlinel ve acik alanlarda, gozlem yapilan tarlalarin yaklasik yarisinin
Fusarium solgunluk hastalig1 ile infekteli oldugu belirlenmistir. Mersin ilinde
sera ve tiinellerde ortalama hastalik oran1 ve siddeti sirasiyla, % 42.1 ve % 18.5,

acik alanlarda ise, % 33.5 ve % 15.1 olarak saptanmistir. Acikta yetistiriciligin

109



5. SONUCLAR VE ONERILER Hacer Handan ALTINOK

yaygin oldugu Adana ilinde ise ortalama hastalik orani ve hastalik siddeti
sirastyla % 33.2 ve % 16.4 olarak saptanmistir. Mersin ydresi sera ve tiinellerde
yapilan survey ¢aligmalar1 sonucunda, en yiiksek hastalik orani1 yaklasik % 70’lik
bir oranla Giilnar ilgesinin Sipahili beldesinde belirlenmistir. Cam serada
yetistiricilik yapilan Giilnar, Aydincik ve Silifke il¢elerinde patlican alanlarinin
cogunda ekim nobeti uygulamasina dikkat edilmedigi tespit edilmistir. Mersin
ilinde 952 ha’lik alanda, agikta patlican yetistiriciligi yapilmaktadir. Bu ilde 54
tarlay1 temsil eden toplam 6752 da’lik acik alanda gozlem yapilmis ve 2975
da’lik kismini olusturan 39 tarlanin Fusarium solgunlugu ile infekteli oldugu
belirlenmistir.

3. Adana ve yoresinde acik alanda yetistiricilik yaygin olup, kiglik tiretimde yiiksek
tiinel tercih edilmektedir. Ureticilerden edinilen bilgilere gore kishik iiretim
alanlarinda, 6-7 yilda bir patlican tarimina yer verilmektedir Ekim nobeti
uygulanan alanlarda, Fusarium solgunluguna neden olan toprak kdkenli bu
fungusun yaygin olmadigi, ancak yazlik yetistiricilik yapilan acik alanlarda
tiinellerin aksine hastaligin yaygin oldugu gozlenmistir. Bu yorede 3000 dekarlik
acik alanda, toplam 57 tarlada gozlem yapilmis ve bu tarlalardan 30’unda
Fusarium solgunlugu tespit edilmistir. Bu yorede hastaliga en fazla yaklasik % 50
hastalik yayginlik oraniyla Imamoglu ilgesinde rastlanmus, bunu Kozan ve
Ceyhan ilgeleri izlemistir.

4. Toplam 47 izolatin (Fom) virulensliklerinin denendigi bu g¢alismada, biitiin
izolatlarin patojenik Fusarium oxysporum f. sp. melongenae oldugu belirlenmis
ve Fom izolatlarinin 9% 75-95 hastalik siddeti gosterdikleri saptanmuistir.
Mikroskobik incelemeler sonucunda, PDA ve CDA ortamlarinda, Fom
izolatlarinin olusturduklar1 morfolojik 6zellikler, Fusarium oxysporum’larin tani
karakterleriyle ayni 6zellikte belirlenmistir.

5. RAPD-PCR calismalari i¢in segilen 20 izolatin (Fom) hastalik siddetlerine gore
virulensliklerinin RAPD gruplarin1 destekler nitelikte olmadigi belirlenmistir.
Fusarium oxysporum’larda virulensligin, tamamen farkli genler tarafindan
yonetildigi ve patojenite RAPD ve VCG calismalarinin sonuglarinin birbirini

desteklemedigi bazi arastiricilar tarafindan bildirilmistir.
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Fom izolatlarinin optimum  gelisebildikleri sicaklik, 20-25°C olarak
belirlenmistir.

Cesit reaksiyonu denemelerinde, Fusarium solgunluguna en duyarli ¢esidin
% 93.75 hastalik siddetiyle Pala patlican ¢esidi oldugu saptanmistir. Fusarium
solgunluguna duyarlilik yéniinden Pala patlican ¢esidini, irena F;, Kemer, Adana
Topag1 ve Faselis F; cesitleri izlemistir.

Bitki savunma aktivatdrii ticari bir preparat olan, acibenzolar-S-methyl (ASM)’in
kontrole gore Fusarium oxysporum f.sp. melongenae (Fom 10)’nin miseliyal
gelisimine ve miseliyal kuru agirligina herhangi bir inhibit6r etkide bulunmadig:
belirlenmistir. Acibenzolar-S-Methyl (ASM)’in patojen Fom 10’un miseliyal
gelisimine inhibitor etki gdstermemesi bu preparatin bitkide dayanikliligr tesvik
ettigi sonucunu desteklemektedir.

Saks1 denemelerinde ASM uygulandiktan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra patojen
(Fom 10) uygulamast sonucu bitkilerde gozlenen makroskobik simptomlar,
inokulasyondan sonraki 7., 11., 14., 17. ve 21. gilinlerde degerlendirilmis ve
bitkide patojene karsit bir reaksiyon olarak gelisen SAR mekanizmasinin en aktif
oldugu optimum zaman aralig1 belirlenmistir. Biitiin zaman araliklarinda hastalik
siddeti azalma gosterse de, hastaligin en yiiksek oranda baski altina alindigi
uygulama zaman araligi, ASM uygulamasindan 72 saat sonra Fom 10
inokulasyonu olarak belirlenmistir. ASM uygulamasinda oldugu gibi, FOM (F.
oxysporum f. sp. melonis) inokulasyonu sonucunda da uygulama zamanina bagl
olarak bitkilerde hastalifin gelisiminde farkli reaksiyonlar gézlenmistir. FOM
uygulamasindan 24, 48 ve 96 saat sonraki patojen inokulasyonuyla da hastaligin
gelisiminde azalma saglanmis ancak, 72 saat sonra yapilan inokulasyonlar kadar
hastaligin ~ baskilanmasinda  etkin  olmamistir.  Dayaniklilik  uyaricilar
uygulandiktan 21 giin sonra, denemenin son hastalik degerlendirmesi yapilmis ve
FOM uygulamasinin, 0.53 hastalik indeksi degeriyle Fusarium solgunluk
hastaligini 6nlemede kontrole goére % 75.47 oraninda etkin oldugu belirlenmistir.
ASM uygulamas: ise, 0.70 hastalik indeksi degeriyle hastalik olusumunu
azaltmada % 67.60 oraninda etki gostermistir. Patlican bitkilerinde Fusarium

solgunluk hastaligina kars1 dayaniklilik mekanizmasinin uyarilmasinda patojen
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10.

11.

12.

13.

olmayan Fusarium (FOM) uygulamasinin, ASM uygulamasindan daha etkin
oldugu belirlenmistir. Yaprak ve vaskiiler renklenme simptomlarina goére yapilan
hastalik degerlendirmelerinden de benzer sonuglar alinmustir.

ASM, FOM, (+) kontrol ve (-) kontrol bitkilerinden elde edilen bitki
ekstraktlariin Fom’un konidi ¢imlenmesine etkileri arastirilmis ve ¢im tiipi
uzunlugunu engellemede en yiiksek etkiyi 25.14 um’lik ortalama ile ASM
uygulanan bitki ekstraktlar1 gostermis, bunu 30.50 pum’lik ortalama ile FOM
uygulanan bitki ekstraktlar1 izlemistir. Dayaniklilik uyaricilar uygulandiktan
sonra bitkide antifungal bazi bilesiklerin sentezlenerek patojenin konidi
¢imlenmesini olumsuz yonde etkiledigi diisiiniilmektedir.

ASM ve FOM uygulamasi sonucu dayanikliligin uyarildig1 bitkilerin infekteli
dokularindaki infeksiyon ve reaksiyon yerlerinde, lignifikasyonun yogunlugunda
ve dagiliminda farkliliklar belirlenmistir. Lignin olusumlari, Hipersensitif
Reaksiyon (HR) gostererek Olmiis hiicreler ile bu hiicrelerin etrafinda bulunan
ksilem demetlerinde karakteristik olarak gozlenmistir. Patojen inokulumu
verildikten sonraki 8. ve 10. giinde HR artmis ve bu hiicre ve dokularda, lignin
boyama siddetini de artirmistir. FOM inokule edilen bitkilerin kok ve govde
dokularinda, ligninin boyanma siddetinin, ASM uygulanan bitkilerden daha
yogun oldugu gozlenmistir.

Dayanikliligin uyarilmasina yonelik olarak iiretici yiiksek tiineli ve agik alanda
kurulan denemelerde, son degerlendirmenin yapildigi 67. giinde, FOM
uygulamas1 1.60 hastalik indeksi degeriyle hastaligin 6nlenmesinde % 50.61
oraninda etkili olurken, ASM uygulamasinin ise 2.02 hastalik indeksi degeriyle
% 37.65 oraninda etkili oldugu saptanmistir. FOM uygulamasinin hastaligin
baskilanmasinda, ASM uygulamasindan daha etkin oldugu arazi denemeleriyle
de belirlenmistir.

Patlicanda  Fusarium  solgunluguna yonelik dayanikliligin  uyarilmasi
calismalarinda patojen olmayan FOM uygulamasindan hem saksi hem de arazi
denemelerinde basarili sonuglar elde edilmistir. Toprak kokenli hastaliklarin

kontroliindeki zorluklar g6z Oniinde bulunduruldugunda, toprak kokenli bu
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hastaligin baskilanmasinda, biyotik faktér olarak FOM inokulasyonundan elde
edilen basar1 6nem kazanmaktadir.

14. RAPD-PCR c¢alismalarinda OPERON serisinden 7 primer kullanilmis ve
amplifikasyon sonucunda toplam 168 bant pozisyonu belirlenmis, bunlardan 14
bantin polimorfik oldugu goézlenmistir. Fom izolatlarinin OPB-07 primeriyle
amplifikasyon sonucunda biitiin izolatlardan 1 kb biiyiikliigiinde bant elde
edilirken, Fom 36 izolatinin diger izolatlardan farkli olarak 0.5 kb biiytikliigiinde
bant verdigi saptanmistir. Populasyon genetik analiz programiyla olusturulan
dendrogramda 4 farklt RAPD grubu belirlenmistir.

Bu caligma kapsaminda Dogu Akdeniz Bolgesi’nde patlican tarimi yapilan
alanlarda Fusarium solgunluk hastaliginin énemli fungal problemlerden biri oldugu
belirlenmistir. Solgunluk patojenlerinin yayginlik orani ile toprak ve sulama suyunda
bulunan inokulum orani ve bu inokulumun uzun yillar canliligin1 koruma 6zelligi
arasinda yakin bir iligki bulunmaktadir. Toprakta klamidospor formunda uzun yillar
canli kalabilen Fusarium solgunluk patojeninin ekim nobeti uygulanmayan alanlarda
¢ok tahripkar sonuglara neden oldugu gozlenmistir. Bu ydrelerdeki iireticilere ekim
nobetinin 6nemi ve toprak kokenli patojenlerin kotroliindeki zorluklar iireticilere
aciklanmali, bunun yani sira, uygun sulama ve giibreleme teknikleri gibi kiiltiirel
onlemlerin kullanimi1 yoniinde bilgiler verilmelidir.

Etkin bir kotrol yontemi heniiz bulunamayan toprak kokenli bu hastaliga kars1
dayaniklilik uyarici biyotik (FOM) ve abiyotik (ASM) iki foktoriin hastaligin
baskilanmasinda etkin olduklar1 belirlenmistir. Ozellikle patojen olmayan FOM
uygulamasindan elde edilen basar1 gelecek i¢in timitvar goriinmektedir. Bundan
sonra yapilacak caligmalar, biyotik ve abiyotik bu faktorlerin uygulanmasi
sonucunda olusan ve bitkide dayaniklilig1 uyaran metabolitlerin saptanmasi yoniinde
olmalidir. Diinyada potansiyel bir¢ok kontrol ajaninin ticari praparati iiretilerek
pratikte kullanilmaktadir. Bu caligmadan elde edilen sonuglar 1s1ginda daha sonra
yapilacak caligmalarda, patlicanda Fusarium solgunluk hastaligina karsi etkin
bulunan FOM’un biyoformiilasyonunun hazirlanarak  pratikte  kullanima
sunulabilmesi planlanmaktadir. Bitkide dayanikliligin uyarilmasi ¢alismalarinin

yanisira hastaliklara dayaniklilikta 1slah g¢alismalarida ayri1 bir Oneme sahiptir.
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Hastaliklara dayanikli ¢esitlerin elde edilmesi igin, 1slah ¢alismalarina agirlik
verilmesi ve 1slah edilmis dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi gerekmektedir.

Genomik yapisl bilinmeyen mikroorganizmalarin molekiiler
karakterizasyonunda, RAPD-PCR ve AFLP teknikleri en uygun tekniklerdir.
Fusarium oxysporum f.sp. melongenae’nin genomik yapisinin tam olarak
bilinmemesi ve giliniimiize kadar bu fungusa yonelik spesifik bir primerin dizayn
edilmemis olmasi, bu ¢alismada RAPD-PCR tekniginin tercih edilme nedenidir.
Diinyada ve ilkemizde F. oxysporum f.sp. melongenae’nin molekiiler
karakterizasyonuna yonelik bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile 6nemli bir
literatlir acig1 kapatilmis ve bu konuda yapilacak c¢aligmalara kaynak olabilecek
sonuclar elde edilmistir. RAPD-PCR ¢alismalar1 sonucunda, Fom 36 izolatinin genel
olarak koloni ozellikleri ve virulensligi diger izolatlardan c¢ok farkli olmamasina
ragmen, s0z konusu izolatin olusturulan dendrogramda farkli bir RAPD grubunda yer
aldig1 ve genetik olarak diger izolatlara uzak oldugu saptanmistir. Buna gore,
ozellikle Fom 36 izolatina spesifik PCR marker elde etmek amaciyla bu izolatin
klonlanmas1 ve elde edilecek baz diziliminden yararlanarak uygun primerlerin
sentezlenmesi, ileride yapilacak molekiiler g¢alismalar i¢cin Onemli bir basamak
olusturacaktir.

Toprak kokenli patojenler degisen toprak kosullarina devamli olarak adapte
olabilme yetenegine sahiptirler. Basarili bir adaptasyon farkli mekanizmalarda
varyasyonlarin elde edilmesine baglidir. Bu varyasyon, iki farkli streynin hifinin
birleserek bir heterekaryon olusturarak farkli genleri bir araya getirebilmesi ile
gerceklesmektedir. Vejetatif uyumlu streynler genelikle genetik karakterleri
acisindan birbirinin aynt veya benzer Ozelliktedirler ve genetik farkliliklarin
belirlenmesinde kullanilirlar. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar ¢er¢evesinde farkl
bolgelerden orneklenecek Fom izolatlarinin vejetatif uyum gruplarinin belirlenmesi
planlanmaktadir. Ayrica lizerinde daha spesifik aragtirmalar yapilmasi, diinyada ve
tilkemizde heniiz wrklar1 bilinmeyen bu patojenle miicadele konusunda Onemli

adimlar atilmasini saglayacaktir.
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EKLER

EK 1. In vitro ve In vivo Denemelerde Kullamlan Ortamlar ve Stok Soliisyonlar

1. Patates Dekstroz Agar (PDA)

200 86 eoveeieeeieeeee e Patates
20 I e Dekstroz
20 86 e Agar
Toplam Hacim......ccccceeeeevunnnes 1000 ml

20 It Sukroz

4B e KNO;

28l e NaH,POg4

L gl e MgSO4 7H,0
0.580 i, KCl

0.1 86 e FeSOy4

1580 i Agar
Toplam Hacim...........cccueeeuuee. 1000 ml

3. FOM icin Sentetik Sivi Ortam I¢erigi

Soliisyon A

25 EI coeeeee e Sitrik Asit
25 @ o Malik Asit
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Oligoelementler

40 @6 oo Demirsequestrin
3 8L e MgSOy4
38l e CuSOq4
3l e ZnS0Oy,
O 8 oot Boraks

Yukarda belirtildigi sekilde stok soliisyonlar hazirlandiktan sonra;

20ml i Soliisyon A
20ml e Soliisyon B
20ml o Soliisyon C
Iml i Soliisyon D
Iml o, Oligoelementler
5080 i Sakkaroz

S8l e Malt

Biitiin soliisyonlardaki oranlar, 1 litre distile su i¢in belirtilmistir (Lecoq ve

ark., 1991).

4. Lignin I¢cin Boyamada Kullanilan Kimyasallar (Phloroglucinol/HCI Testi)
Klorofili uzaklastirmak i¢in 1 gr Phloroglucinol 100 ml methanol (% 100)
Dokular seffaflastirmak icin 250 gr Kloralhidrat 100 ml distile su

Preparat hazirlamada, HCl ve Gliserol

135



EK 2. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Kimyasallar ve Soliisyonlar

Asagida verilen kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak
“Molecular Cloning” esas alinmistir (Sambrook ve ark., 1989). Hazirlanan stok
sollisyondan c¢alisma stoklarinin hazirlanmasinda M; x V; = M, x V, formiili
kullanilmigtir. (M;j: stok konsantrasyon, V;i: stoktan alinmasi gereken miktar, Mj:

calisma ¢ozeltisi konsantrasyonu, V,: calisma ¢ozeltisi miktari).

Lysis Buffer (50 mM EDTA, 100 mM Tris, % 3 SDS, 100 pg/ml proteinaz K, % 1
sodyum bisulfit (NaHSO3) (w/v))

Kimyasallar Stok Soliisyon Son Konsantrasyon
EDTA (0.5 M; pH 8.0) 18.61 gr/100 ml 10 ml (50 mM)

Tris (IM; pH 8.0) 12.11 gr/100 ml 10 ml (100 mM)
SDS 20 gr/100 ml 15 ml (% 3)
Proteinaz K 1 gr/100 ml 1 ml (100 png)
NaHSOs (% 39) 2 ml

Toplam Hacim 100 ml

Potasyum asetat (CH3;COOK) (8 M)
78.50 gr Potasyum asetat 60 ml distile su icerisinde ¢dziinmiig, hacim 100

ml’ye tamamlamig ve otoklav edilip (121 °C’de 15-20 dak.) 4 °C’de saklanmustir.

Sodyum Kloriir (NaCl) (5 M)
29.2 gr NaCl 100 ml distile su igerisinde ¢oziinmiis, otoklav edilmis ve

4 °C’de saklanmistir.

% 70’lik Etanol
70 ml % 99’luk etanol ile 29 ml su kanstirilarak % 70’lik etanol

hazirlanmistir.

Fenol-Kloroform-isoamylalkol (25:24:1)

50ml e Fenol

A8 Ml e Kloroform
2ml i Isoamylalkol
Toplam Hacim......ccccceeevuerennes 100 ml
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Kloroform/Isoamylalkol (24:1)

48 Ml oo, Kloroform
2ml i, Isoamylalkol
Toplam Hacim........cccevueeennen. 50 ml

Fenol (S1v1): Equilibrated buffer ilave edildikten sonra, manyetik karistiricida 4 saat
bekletilmis ve fenolik faz ayristirllmistir. DNA ekstraksiyon c¢alismalarinda dip

kisimda bulunan bu fenolik faz kullanilmistir.

Uyari: Fenol ve Kloroform degme ve solunum yoluyla etkili tehlikeli kimyasallardir.
Calisma mutlaka c¢eker ocakta yiiriitiilmeli ve kullanim sirasinda eldiven ve maske

giyilmelidir.

RNase (10 mg/ml)

10 mg RNaz 10 mM Tris HCI ve 15 mM NaCl soliisyonunda ¢oziilmiistiir.
Daha sonra su banyosunda 100 °C’de 15 dak bekletilerek DNaz aktivitesinin

kaybolmasi saglanmistir. Stok soliisyon porsiyonlanarak -20 °C’de saklanmustir.

PEG soliisyonu
PEG (% 50) ccveeiiiiiiiiiieee 8 ml
NaCl (5 M) oo, 10 ml
AH2O. .o 2 ml
Toplam Hacim......cccceereeevunnnes 20 ml

TE Buffer (Tris-EDTA)

0.12 gr (pH 8.0) «cevvveeereeeies Tris (10 mM)
0.037 gr (pH 8.0).ccuveeevienne. EDTA (1 mM)
Toplam Hacim......cccccuereeevnnnes 100 ml

Uyar1: DNA ekstraksiyon ve PCR calismalar1 miimkiin oldugu kadar steril

kosullarda ve buz iizerinde hazirlanmali ve mutlaka eldiven giyilmelidir.
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EK 3. PCR ve Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar

ve Soliisyonlar

Primer Sulandirma: Molbiol marka primerler iiriin bilgileri (Product
Description)’nden 100 uM (100 pmol) oran1 esas alinarak sulandirilmistir.
Primerlerin 100 pmol’likk stok konsantrasyonlarindan 10 pmol’liikk ¢alisma stoklari

hazirlanmstir.

DNA Derisim Hesabi: DNA derisim hesabinda kullanilan formiil asagida
verilmistir (Sambrook ve ark., 1989; Kayrin ve ark., 2003).

DNA Derisimi (ug/ml ) = OD 269 X Seyreltme Faktorii X 50*
ug/ml = 0D 260 X 100 X 50

*1 cm 151k yollu kiivette 1 OD’ye karsilik gelen pg/ml biriminden DNA miktari
Saf DNA i¢in; 260 nm/280 nm = 1.8

DNA’larin 260 nm absorbans degerleri iizerinden 100 ng/pl (0.1 pg/ul)

calisma stoklar1 hazirlanmstir.

Amplifikasyonda reaksiyon bilesenleri

DNA (100 ng/pl)..ceeeeeeeeineee. 1 ul
Master Mix (2X) ..cccceeveveeveennen. 12.5 ul
Primer (10 pmol)........c..c......... 1.5 ul
SU e 10 pl
Toplam Hacim.........ccevueeneene 25 ul

10.8 Gl voeeeieieeeeeee e, Tris Baz ...cccooovvveiieennnn. 0.9M
5.5 8L e Borik Asit ....cccvveevveennnen. 0.9M
0.74 8L weeeieiiiieeeeeee NaEDTA ..o 0.02 M
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Agaroz Jel (% 2) Tankinin Hazirlanmasi

Jel tankinin hacmi belirlenerek, 2 gr Agaroz tartilmig ve 100 ml 1X TBE
icerisinde 3-5 sn kaynatilmistir. Jel, 45-50 °C’ye kadar sogutulmus ve jel tankina
dokiilerek yaklasik 30 dak donmasi saglanmistir. Katilasan jel elektroforez tankina
alinmis ve iizerini kapatacak sekilde 1X TBE buffer (Running Buffer) dokiilmiistiir.
Kuyucuk olusturmak i¢in yerlestirilen tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartilarak, jel DNA

orneklerinin yiiklenmesine ve elektroforeze hazir hale getirilmistir.

DNA Ornekleri (PCR Uriinii)’nin Yiiklenmesi

Marker (1 kb) 4 pl Marker + 2 ul Loading Buffer (Loading Dye)
DNA Ornegi 10 ul PCR Uriinii + 4 ul Loading Buffer

Loading Buffer: DNA 6rneklerinin yiiklenmesi kolaylastiran boyar maddedir.

Marker: DNA orneklerinin bant siralarinin molekiiler agirliklarini gosterir.

Ethidium Bromid (EtBr): Jeldeki DNA bantlarinin boyanabilmesi i¢in, EtBr’in 10

mg/ml olacak sekilde stok soliisyonu hazirlanmistir

Ethidium Bromid: EtBr, 1518a duyarli bir kimyasal oldugu i¢in renkli cam sisede

stok soliisyonlar1 hazirlanmigtir. Fluaresan bir madde olarak DNA ve RNA bazlarina

kuvvetlice baglanmakta UV 151k altinda parlak goriintii vermektedir.

Uyar1: EtBr son derece mutajen bir maddedir. Tartim ve kullanim sirasinda mutlaka
eldiven ve maske giyilmelidir ve laboratuvarda ¢evreyi kontamine etmeden dikkatli

bir sekilde ¢alisiimalidir.

EK 4. Fusarium oxysporum f.sp. melongenae (Fom) izolatlarimin farkh
sicakliklarda koloni gelisimleri

lzolat N Koloni ¢api (cm)
zolat Mo ™ Sicakiik (°C) 3. Gun 6. Gun 9.Gun 12. Gun
Fom 6 20 23 46 6.7 73
25 2.2 4.6 5.4 7.9
30 1.6 3.7 4.9 6.2
Fom 7-1 20 25 4.3 6.2 7.2
25 2.9 5.1 6.3 76
30 1.6 3.6 5.3 6.7
Fom 9 20 1.7 3.9 6.2 7.4
25 2.1 4.2 5.5 7.3
30 1.7 3.1 4.1 6.1
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EK 4’Un devami

Fom 10 20 3.1 6.1 7.0 7.8
25 3.1 5.4 7.2 7.9
30 3.3 6.6 8.1 8.0
Fom 13 20 24 4.2 6.4 7.1
25 2.5 4.2 6.0 7.6
30 1.5 2.2 3.8 5.0
Fom 16 20 2.1 4.5 6.4 7.4
25 2.7 5.2 71 7.8
30 2.2 4.4 5.2 7.3
Fom 18 20 2.2 4.1 6.2 7.6
25 24 4.9 6.6 7.9
30 2.0 5.0 6.4 7.5
Fom 20 20 2.1 4.6 6.5 7.4
25 3.0 4.8 6.0 7.6
30 24 4.9 6.4 7.5
Fom 22 20 2.4 3.7 5.6 7.0
25 2.9 5.0 6.3 7.4
30 2.2 4.0 5.0 6.9
Fom 24 20 2.5 5.3 7.3 8.3
25 3.3 5.2 6.7 7.6
30 3.0 3.2 6.5 7.3
Fom 26 20 2.2 4.3 6.9 7.9
25 2.5 4.7 6.8 7.7
30 1.8 3.9 4.9 7.0
Fom 27 20 2.5 4.6 7.2 8.1
25 2.4 4.2 6.1 6.7
30 2.2 4.8 5.5 7.2
Fom 28 20 2.8 4.3 7.0 8.1
25 2.7 2.1 6.9 8.0
30 1.7 4.5 6.0 7.8
Fom 30 20 2.1 3.9 6.5 8.1
25 2.2 4.9 6.8 7.3
30 2.0 4.9 6.8 7.5
Fom 32 20 2.0 4.5 6.8 8.0
25 2.2 4.7 6.4 7.9
30 2.2 4.4 5.7 7.0
Fom 34 20 2.3 4.4 7.1 7.9
25 2.1 4.8 6.5 7.3
30 2.0 4.6 6.5 6.6
Fom 36 20 2.0 5.2 7.3 7.6
25 2.1 4.9 6.4 7.9
30 1.9 4.3 5.1 6.5
Fom 43 20 2.7 4.8 7.4 8.1
25 2.3 4.3 5.7 6.3
30 1.6 3.3 4.6 6.2
Fom 45 20 2.4 5.4 7.2 7.2
25 3.0 5.2 6.2 7.1
30 3.3 6.2 7.2 8.6
Fom 47 20 3.0 5.4 7.3 8.4
25 2.4 5.0 6.7 7.9
30 2.0 3.5 4.9 6.6
Fom 50 20 2.9 4.2 7.0 8.1
25 2.7 5.0 6.1 7.5
30 2.1 4.1 54 7.0
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EK 5. Fom izolatlarinin PDA ortaminda belirlenen morfolojik ozellikleri

izolat No Koloni Rengi K°';’r::n%ap' Mikrokonidi (um) Mak(r:;‘)’"'d'
Fom 6 Beyaz, mor 85.00 8.0-10.0 x 11.0-13.0 28-30 x 32-44
Fom 7.1 Beyaz, mor 83.00 7.0-8.5 x9.5-10.0 30-35 x 40-45
Fom 9 Beyaz, mor 70.00 6.0-7.5 x 8.5-10.0 30-31 x 38-40
Fom 10 Beyaz, mor 90.00 8.0-10.0 x 14.4-16.0 28-30 x 32-24
Fom 13 Beyaz 71.00 8.0-8.8 x 10.5-12.0 30-31 x 42-44
Fom 16 Beyaz, mor 73.00 6.0-6.8 x 7.6-8.5 26-32 x 42-48
Fom 18 Beyaz, mor 75.00 6.0-6.8 x 10-13.2 27-30 x 41-45
Fom 20 Beyaz, mor 76.00 7.0-10.0 x 12.5-14.0 28-30 x 42-46
Fom 22 Beyaz, soluk pembe 73.00 5.0-6.4 x7.2-8.8 24-26 x 40-45
Fom 24 Beyaz, pembe 84.00 8.0-9.2 x 10.0-12.8 26-28 x 42-47
Fom 26 Beyaz 82.00 6.5-8.0 x 11.0-13.6 29-34 x 36-38
Fom 28 Beyaz 75.00 6.5-8.0 x 10.0-10.8 23-32 x 44-48
Fom 30 Beyaz, mor 80.00 4.0-8.0 x 12.0-14.0 29-32 x 42-45
Fom 32 Beyaz, pembe 90.00 6.0-8.1 x 10.0-12.0 30-33 x 38-43
Fom 34 Beyaz, mor 75.00 6.0-7.2 x 10.0-12.0 22-24 x 36-38
Fom 36 Beyaz, pembe 71.00 6.0-8.4 x 11.0-12.8 28-32 x 35-44
Fom 43 Beyaz 80.00 7.0-7.6 x 9.0-11.2 27-28 x 40-42
Fom 45 Beyaz 85.00 6.0-8.5 x 12.4-14.0 34-36 x 38-46
Fom 47 Beyaz 90.00 5.6-8.0 x 10.0-12.0 30-34 x 36-38
Fom 50 Beyaz 90.00 5.0-8.8 x 10.0-12.8 28-32 x 41-49

EK 6. Fom izolatlarinin CDA ortaminda belirlenen morfolojik ozellikleri

izolat No |  Koloni Rengi K°'(°r:1‘:n";‘ap' Mikrokonidi (um) Mak(r:r':“)’"'d'
Fom 6 Beyaz. soluk pembe 80.00 10-12 x 14-16 38-40 x 44-48
Fom 7.1 Beyaz. soluk pembe 85.00 10-12 x 14-16 32-35 x 38-40
Fom 9 Beyaz 70.00 12-14 x 16-18 35-40 x 44-48
Fom 10 Beyaz. mor 85.00 08-10 x 14-16 34-36 x 40-42
Fom 13 Beyaz. pembe 71.00 12-14 x 13-16 36-40 x 44 49
Fom 16 Beyaz. mor 80.00 10-12 x 14-16 35-40 x 45-48
Fom 18 Beyaz. pembe 75.00 11-12 x 13-16 30-35 x 40-48
Fom 20 Beyaz. mor 80.00 10-12 x 14-16 30-35 x 38-40
Fom 22 Beyaz. soluk pembe 85.00 10-12 x 13-14 38-40 x 44-49
Fom 24 Beyaz. mor 85.00 08-10 x 12-14 35-38 x 42-44
Fom 26 Beyaz. soluk pembe 85.00 11-12 x 13-16 36-40 x 44-45
Fom 28 Beyaz. 75.00 12-14 x 14-16 35-40 x 44-48
Fom 30 Beyaz. 75.00 13-15 x 16-18 36-40 x 40-45
Fom 32 Beyaz. pembe 75.00 12-14 x 13-16 30-35 x 40-45
Fom 34 Beyaz. 90.00 12-13 x 14-16 30-34 x 40-44
Fom 36 Beyaz. pembe 70.00 08-10 x 12-14 28-30 x 35-40
Fom 43 Beyaz. 90.00 11-13 x 16-17 32-40 x 40-45
Fom 45 Beyaz. mor 85.00 10-11 x 12-13 30-35 x 38-45
Fom 47 Beyaz. mor 90.00 12-14 x 16-17 35-40 x 45-48
Fom 50 Beyaz. soluk pembe 85.00 10-11 x 12-13 36-40 x 44-48
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