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OZET

BUGDAY VE ARPADA KOK CURUKLUGU HASTALIGINA SEBEP
OLAN Fusarium TURLERININ MORFOLOJiK VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
DAMLA SEN ONSEKIiZ
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU
BITKi KORUMA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. GOKSEL OZER)

BOLU, AGUSTOS - 2019

Fusarium spp. bugday ve arpa iiretim alanlarinda kok ve kok bogazi
hastaliklarina sebep olan yaygin olarak goriilen ve ekonomik verim kayiplara
neden olan 6nemli bir toprak patojenidir. Bu ¢alisma kapsaminda Azerbaycan’in
onemli bugday ve arpa ekilis alanlarindan elde edilmis hastalikl1 bitkilerin kok ve
kok bogazi patojenleri olan Fusarium tiirlerinin tanimlanmast morfolojik ve
molekiiler yontemler kullanilarak  gerceklestirilmistir.  Hastalikli  bitki
dokularindan izole edilen ve saflastirllan toplam 200 izolatin morfolojik
karakterizasyonu icin patates dektroz agar (PDA) ve sentetik nutrient agar (SNA)
ortamlar1 kullanilmistir. Molekiiler caligmalarda etmen tiirlerinin tanimlanmasi
Translation Elongation Factor 1-a (Ef-I/a) gen bolgesinin sekansina dayali olarak
gerceklestirilmistir.  Olusturulan  Neighbour joining filogenetik agacinda
izolatlarin taksanomik olarak tiir seviyesinde gruplandigimi gostermistir.
Morfolojik ve molekiiler karakterizasyon caligsmalari sonucunda izolatlar izolat
sayilar1 Onceligine gore F. culmorum (80), F. acuminatum (67), F.
pseudograminearum (17), F. equiseti (14), F. proliferatum (9), F. oxysporum (7)
ve F. graminearum (6) olarak tanimlanmislardir. Tiirleri temsil eden izolatlarin
Seri 82 yazlik bugday cesidi lizerine patojenik reaksiyonlar1 incelendiginde en
yiiksek hastalik skoruna sahip grubun F. culmorum (3,59) izolatlar1 olmus, bunu
3,49 ile F. pseudograminearum ve 3,23 ile de F. graminearum izolatlarinin takip
etmistir. Diger tiirlerin kontrol bitkilerine kiyasla istatistiki olarak ©nemli
derecede hastalik olusturmamis ve bu izolatlarin patojen olmadiklarina karar
verilmistir. Calisma sonucunda Onemli patojenler olarak ortaya cikan F.
culmorum, F. acuminatum ve F. pseudograminearum tiirlerinin iilkesel diizeyde
yiriitiilen 1slah ve hastalikla miicadele programlarina dahil edilmesi
onerilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Fusarium spp., Bugday, Arpa, Kok ciiriikliigii



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
Fusarium SPECIES CAUSING ROOT ROT DISEASES ON WHEAT AND
BARLEY
MSC THESIS
DAMLA SEN ONSEKIiZ
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF
NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. GOKSEL OZER )

BOLU, AUGUST 2019

Fusarium spp. is an important soil pathogen group that causes root and
root rot diseases in wheat and barley production areas and causes economic yield
losses. In this study, the identification of Fusarium species, root and root collar
pathogens of diseased plants obtained from important wheat and barley cultivation
areas of Azerbaijan, was carried out using morphological and molecular methods.
Potato dextrose agar (PDA) and synthetic nutrient agar (SNA) media were used
for morphological characterization of a total of 200 isolates isolated and purified
from diseased plant tissues. Identification of pathogen species in molecular
studies was performed based on the sequence of Translation Elongation Factor 1-
a (Ef-1a) gene region. Neighbor joining showed that the isolates were grouped at
the species level in the phylogenetic tree. As a result of morphological and
molecular characterization studies, the isolates were F. culmorum (80), F.
acuminatum (67), F. pseudograminearum (17), F. equiseti (14), F. proliferatum
(9), F. oxysporum (7), and F. graminearum (6). When the pathogenic reactions of
the isolates representing the species on Series 82 (a spring wheat variety) were
examined, F. culmorum (3,59) was the highest disease group followed by F.
pseudograminearum 3,49 and 3,23 with F. graminearum. The other species did
not produce statistically significant disease compared to control plants and it was
determined that these isolates were not pathogenic. It is recommended that F.
culmorum, F. acuminatum and F. pseudograminearum species emerged as
important pathogens in this study should be included in the national breeding and
disease management programs.

KEYWORDS: Fusarium spp., Wheat, Barley, Root rot
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KISALTMA VE SEMBOLLER LISTESI

g : Gram

um : Mikrometre

pL : Mikrolitre

ng : Mikrogram

ng : Nanogram

mg : Miligram

ml : Mililitre

1 : Litre
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cm : Santimetre

mM : Milimol

rpm : Dakikadaki devir sayis1 (Revolution per minute)
m/s : Minute per second

oc : Santigrat Derece

0 * Derece

MgCI2 : Magnezyum Klorid

dNTPs : Deoksiriboniikleik Trifosfat
NaOCl : Sodyum hipoklorit

bp : Baz Cifti

kb : Kilo Baz

km : Kilometre

DNA : Deoksiriboniikleik Asit
FAO : Birlesmis Milletler Gida Ve Tarim Orgiitii
PCR : Polymerase Chain Reaction
PDA : Patates Dekstroz Agar
SNA : Sentetik Besin Agari

sp : Tur

Spp : Tiirler

TBE : Tris Borate EDTA

Uv : Ultraviyole

WA : Su Agarn



TESEKKUR

“Bugday ve arpada kok ciiriikliigii hastaligina sebep olan Fusarium
tirlerinin morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu” adli yiiksek lisans tez
konumu belirlememde yol gosteren, her daim yanmimda olan biitiin bilgilerini ve
tecriibelerini benimle paylasarak egitimimde biiyilk emegi olan cok degerli

danisman hocam Sayim Dog. Dr. Goksel OZER e,
Bu siirecte destegini esirgemeyen Sayin Prof. Dr. M. Erhan GORE’ye,

Calismam boyunca hi¢bir yardimi esirgemeyen yiiksek lisans programinda
birlikte calistigim bu siirecte her zaman yanimda olan degerli arkadaslarim
Mehtap ALKAN ve Tolga YAMAN’a, ayrica tezimin diizenlenmesinde biiyiik
yardimlari bulunan Ars. Gor. Emrah GULER’e,

Tez calismam igin gereken materyalleri saglayan Uluslararast Misir ve

Bugday Gelistirme Merkezi (CIMMYT)’ ne,

Bu yola baslamamda ve bitirmemde en biiyiik paya sahip olan ve daima
destegini gosteren cok sevgili esim Murat ONSEKIiZ’e ve her zaman yanimda

olan annem Nese SEN’e, babam Mansur SEN’e ve ablam Sule ALCI’ya,

Candan sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Diinya tarim ekonomisi i¢in oldugu kadar iilkemiz tarim ekonomisinde de
tahillarin 6nemi oldukga yiiksektir. Bugday (Triticum spp.) insan beslenmesi icin
gerekli olan kiiltiir bitkileri arasinda diinyada hem ekilis hem de iiretim acgisindan ilk
sirada yer almaktadir. Bugday bitkisinin yiiksek adaptasyon yetenegine sahip olmasi
bu durumun baslica sebeplerinden birisidir. Bugday tanesi yiiksek besin degeri,
depolama ve islenmesindeki kolayliklardan dolay1 yaklasik olarak 50 iilkenin temel
besini durumundadir. Bugday diinya niifusuna bitkisel kaynakli besinlerden saglanan
toplam kalorinin yaklasik %?20’sini saglamaktadir. Ulkemizde ise bu oran %353 ’tir.
Bugday basta unlu mamuller olmak {iizere bir¢ok gida ve sanayi sektoriinde
kullanilmaktadir. Diinya’da bugday iiretimi siralamasi yillar itibari ile degismekle
birlikte 2017 yilinda en fazla iiretimin yapildig: iilke Hindistan olup bunu sirasiyla

Rusya ve Cin izlemektedir (Cizelge 1.1).

Giintimiizde kiiltiirii  yapilmakta olan bugdaym orijini bilim adamlarn
tarafindan tartisilmasina ragmen Giineybati Asya kabul edilmektedir. Diger taraftan
Tiirkiye, Suriye, Irak ve Kafkasya’da yabani tiirlerine rastlandigindan dolay1 bu

ilkeler de bugdayin gen merkezi olarak kabul edilmektedir (Sencar vd., 1994).

Cizelge 1.1. Diinyada baglica iiretici iilkelerin bugday ekim alanlar1 (milyon
ha) (FAOSTAT, 2019)

Ulkeler 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Arjantin 4,56 3,06 3,45 4,96 3,95 5,57
Avusturalya 13,90 12,98 12,61 12,38 11,28 12,19
Kanada 9,50 10,44 9,48 9,58 9,26 9,04
Cin 24,27 24,12 24,07 24,60 24,70 24,51
Hindistan 29,86 29,65 30,47 31,47 30,42 30,60
Kazakistan 12,41 12,95 11,92 11,57 12,37 11,91
Pakistan 8,65 8,66 9,20 9,20 9,22 8,97
Rusya 21,28 23,37 23,91 25,87 27,31 27,52
Tirkiye 7,52 7,75 7,82 7,85 7,61 7,66
Ukrayna 5,63 6,57 6,01 6,84 6,21 6,38
ABD 19,80 18,35 18,77 19,06 17,75 15,21
Azerbaycan 0,69 0,69 0,60 0,54 0,59 0,60

2007 yilinda iilkemizde bugday bitkisinin yaklasik 7,95 milyon ha alanda
ekilisi gerceklestirilmis olup, buna karsilik 17,23 milyon ton iiretim ve 2,17 ton/ha
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verim degerleri gdzlenmis iken bu veriler 2017 yilinda ise yaklasik 7,66 milyon ha
ekilis alani, 21,5 milyon ton iiretim ve 2,81 ton/ha verim olarak gerceklesmistir

(Cizelge 1.2, Sekil 1.1).

Cizelge 1.2. 2007-2017 Yillan Tiirkiye bugday ekim alani, {iretimi ve verim
Degerleri (FAOSTAT, 2019)

Yillar Eki.lim Alam Qretim Verim
(milyon ha) (milyon ton) (ton/ha)
2007 7,95 17,23 2,17
2008 7,58 17,78 2,35
2009 8,03 20,60 2,57
2010 8,06 19,67 2,44
2011 8,06 21,80 2,70
2012 7,52 20,10 2,67
2013 7,75 22,05 2,85
2014 7,82 19,00 2,43
2015 7,85 22,60 2,88
2016 7,61 20,60 2,71
2017 7,66 21,50 2,81
25.000.000 30.000

29.000
28.000
27.000
15.000.000 26.000

L v/
I I

25.000
10.000.000 24.000
23.000
5.000.000 22.000
I 21.000
20.000

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

20.000.000

o

mmm Ekim Alani (Ha) s Uretim (Ton) Verim (Kg/Ha)

Sekil 1.1. Tiirkiye’de bugday ekim alani, iiretim ve verim degerleri.

Arpa (Hordeum vulgare L.) genelde hayvan yem sanayisinde ve malt
endiistrisinde kullanim alan1 bulan diger onemli bir tahil bitkisidir. Bununla birlikte
insan beslenmesinde ve giinliik kalori ihtiyacinin giderilmesinde arpanin dogrudan
kullanim1 ¢ok azdir. Bugiin diinyada ekimi yapilan arpanin %65°1i hayvan yemi
olarak, %33’1i maltlik olarak alkollii icecek yapiminda ve %?2’si de insan besini
olarak gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Ulkemizde ise tiiketimin %90’1 hayvan

yemi olarak, kalan kismi malt sanayinde ve gida endiistrisinde kullanilmaktadir.
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Arpa, bunlarin yaninda etanol iiretiminde de oOzellikle ABD’de az miktarda
kullanilmaktadir. Diinyada tahillar arasinda iiretimde misir, bugday ve piringten
sonra 4. sirada yer alan arpa, Tiirkiye’de ise bugdaydan sonra en onemli ikinci tahil
durumundadir. Diinya’da arpa iiretiminin en fazla yapildig iilkeler ve iiretim alanlar

asagida verilmistir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Diinya arpa iiretiminde Onemli iilkelerin iiretim miktarlari
(Milyon Ton) (FAOSTAT, 2019)

Ulkeler 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Arjantin 1,6 1,20 0,88 0,88 1,24 0,87
Avusturalya 3,72 3,64 3,81 4,07 4,10 4,83
Azerbaycan 0,29 0,32 0,33 0,36 0,35 0,31
Kanada 2,75 2,65 2,13 2,35 2,33 2,19
Cin 0,48 4,6 0,46 0,44 0,30 0,46
Hindistan 0,64 6,9 0,67 0,70 0,59 0,65
Kazakistan 1,63 1,83 1,90 2,03 1,89 2,06
Pakistan 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,06
Rusya 7,64 8,01 9,00 8,23 8,13 7,84
Tiirkiye 2,74 2,71 2,71 2,77 2,70 2,41
Ukrayna 3,29 3,23 3,00 2,80 2,85 2,50
Amerika 1,32 1,23 1,01 1,25 1,03 0,79

Tiirkiye’nin tiim bolgelerinde yetistirilmekle birlikte 6zellikle Ic Anadolu
Bolgesi ve Giineydogu Anadolu Bolgesi yogun arpa iiretimi gerceklestirilen dnemli
iki bolge olarak 6ne cikmaktadir. Son 10 yillik istatistik degerler bakildiginda arpa
ekim alanlarinin 2,4-3,4 milyon hektar arasinda, iiretiminin ise 5,9— 8,0 milyon ton

arasinda degistigi goriilmektedir (Cizelge 1.4, Sekil 1.2).

Cizelge 1.4. 2007-2017 Yillarn Tiirkiye arpa ekim alani, iiretimi ve verim
degerleri (FAOSTAT,2019)

Yallar Ekilim Alam ﬁretim Verim
( milyon ha) (milyon ton) (ton/ha)
2007 3,31 7,30 2,20
2008 2,73 5,92 2,16
2009 2,97 7,30 2,45
2010 2,99 7,25 2,41
2011 2,85 7,60 2,66
2012 2,74 7,10 2,58
2013 2,71 7,90 2,90
2014 2,71 6,30 2,31
2015 2,77 8,00 2,88
2016 2,70 6,70 2,48
2017 2,41 7,10 2,93
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Sekil 1.2. Tiirkiye’de arpa ekim alani, tiretimi ve verim degerleri (FAOSTAT,
2019).

Bugday ve arpa tarimini olumsuz yonde etkileyen ve onemli iiriin kayiplarina
neden olan bir¢ok biyotik ve abiyotik faktor mevcuttur. Kok ve kok bogazi fungal
hastaliklar1 tahillarda verimi simirlayan biyotik faktorlerin basinda gelmektedir
(Stubbs vd., 1992). Diinyada ve iilkemizde tahillarda kok ve kok bogazi
cliriikliigiiniin bolgelere ve etmenlere bagli olarak uygun kosullarda %80’lere kadar
zarara neden olabilecegi belirtilmistir (Mishra, 1973; Finci, 1979; Huber ve McCay-
Buis, 1993; Aktas vd., 1997). Fusarium cinsi kapsadiklan tiir sayilarinin oldukca
yiikksek olmasi, monokotiledon ve dikotiledon bitkiler icerisinde oldukca genis bir
konuk¢u dizisine sahip olmalar1 ve diinya iizerindeki farkli ekolojik ortamlarda
yasamlarini siirdiirebilmeleri nedeniyle tarimsal iiretimde yiiksek oneme sahiptirler.
Bugday ve arpa bitkilerindeki kok ve kok bogazi ciiriikliigii hastalik etmeni olan
Fusarium spp. metre kareye diisen bitki sayisini, bitki basina diisen kardeslenme
sayisini, basak uzunlugunu ve dolayisiyla basak basina diisen tane sayisinda
azalmalara neden olmaktadir (Yildirim vd., 2016). Sonu¢ olarak Fusarium tiirleri
hububat tiretiminde verim kayiplarina neden olmakla birlikte iiriin kalitesinde de

azalmalara neden olmaktadir (Aktas, 2001).

Fusarium tiirlerinin tanimlamasinda kullanilan yontemler morfolojik,
sitolojik, biyokimyasal ve molekiiler yontemler olarak siralanabilir. Morfolojik teshis

makro ve mikrokonidi morfolojisi, fiyalid yapisi, misel 6zellikleri, ortamdaki koloni



pigmentasyonu ve biiylime oranlari gibi kriterler goz oniinde bulundurularak Leslie

ve Summerell (2006)’ya gore gerceklestirilmektedir.

Molekiiler tanimlama tekniklerinde yaygin olarak DNA molekiilii
kullanilmaktadir. DNA ile yapilan molekiiler ¢alismalar, daha giivenilir ve hizl
sonuclar vermektedir. DNA, genetik bilgiyi tasiyan cift sarmal molekiildiir ve fungus
hiicrelerinde ¢ekirdekte ve mitokondrilerde bulunmaktadir. Molekiiler yontemlerde
yaygin olarak bir niikleik asit dizilerinin cogaltilmasi yontemi ise olan Polimeraz
zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction = PCR) dayali yodntemler
kullanilmaktadir. Bununla birlikte son zamanlarda molekiiler tekniklerin
yayginlagsmasi c¢alismalara molekiiler diizeyde kesin olarak teshisine olanak
saglamistir. Bu kapsamda Fusarium tiirlerini tiir bazinda teshisine olanak veren
Translasyon uzama faktor 1a (Translation elongation factor la = EF-1a) bolgesinin
sekans datalarindan yararlanilarak tiirler teshis edilebilmektedir (O’Donnell vd.,
1998). Molekiiler veriler, funguslar i¢in taksonomik gruplarin ve irklarinin tespitinde

de kullanilmaktadir.

Bugday ve arpada kok ve kok bogazinda sorun olan Fusarium tiirleri
icerisinde en yaygin olanlart F. culmorum, F. graminearum ve F.
pseudograminearum olarak tespit edilmistir. Bu etmenler toprakta bitki artiklari
tizerinde iki yildan uzun bir siire canli kalabilme yeteneklerine sahiptir. Diger
Fusarium tiirleri ile olan kompleks enfeksiyonlarin hastalik siddetini arttirabildigi
gozlemlenmistir. Bu funguslarin kesin tanilar1 giinimiizde morfolojik ve molekiiler
tanilamalarin birlikte yapildigi calismalarla gerceklestirilmektedir. Fusarium spp.
esas olarak toprak kokenli bir patojen olmasi ile birlikte enfekte edilmis olan

hastalikl1 bitkilerin tohumu ile de taginabilmektedir.

Bitki hastaliklar1 ile miicadele stratejilerinin belirlenmesinde hastaliga neden
olan etmenin kesin tanis1 kritik bir 6neme sahiptir. Gergeklestirilecek ¢alisma hem
beslenme hem de ekonomi bakimindan arastirma bolgesi ve diinya i¢in biiyiik oneme
sahiptir. Calisma kapsaminda bolgede yaygin bugday ve arpada kok ve kok bogazi
cliriikligti hastaligina sebep olan Fusarium tiirleri tespit edilecektir. Kisaca

yiiriitiilmiis olan tezde gerceklestirilen is paketleri:



Azerbaycan’in 6nemli bugday ve arpa ekilis alanlarinda sorun olusturan

Fusarium spp.’nin izolasyonu ve morfolojik teshisi,

Morfolojik teshis, izolatlardan elde edilen genomik DNA’larin EF-la
lokuslariin sekans analizleri ile dogrulanmasi ve referans izolatlar ile birlikte elde
edilen izolatlarin arasindaki akrabalik iligkisinin filogenetik haritalama ile ortaya

konmasi,

Tiirlerin bugday1 hastalandirma dereceleri arasindaki farkin klasik hastalik

reaksiyon testleri ile ortaya konmasi olarak siralanabilir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Gobelez (1952) calismasinda, baz1 Fusarium spp. (F. nivale ve F. herbarum)
izolatlarinin ~ hububat  tohumlariyla  taginarak  tohumlarin  ¢imlenmesini
engellediklerini veya fide doneminde fidelerde c¢iiriikliiklere neden oldugunu ortaya
koymustur. Fusarium spp. izolatlariin hizli spor vermesine dayandirilarak tiir

diizeyinde ki teshislerde yiiksek basari elde etmislerdir.

Cook (1968) Amerika’'nin Kuzey Bati Pasifik Bolgesi’'nde yiiriittiigii bir
arastirmada; bugday kok bogazinda ciiriikliigiine yol acan fungul etmenleri
incelemistir. Hastalik tasityan bugdaylarin izolasyonu sonucunda %90’dan fazla F.
culmorum tespit edilmistir. Walla Walla’da ve Washington’da Benton idare
bolgesinde cesitli bugday tarlalarinda baskin goziiken fungusun ise F. graminearum
oldugu sonucuna varilmistir. F. avenaceum ise bdlgenin tamaminda bulunan
bitkilerin taglarindan seyrek bicimde izole edilmis ve bu fungus tiiriiyle bulasik olan
bitkilerde 6liim orami ¢ok az goriilmiistiir. Genel olarak tespit edilen funguslarin ise
sirastyla  Fusarium culmorum, F. graminearum ve F. avenaceum oldugunu

bildirmistir.

Yilmazdemir (1976) yaptigi calismada Edirne, Tekirdag ve Kirklareli
illerinde bugday kok ve kok bogazi hastaligina sebep olan fungal patojenlerin tespiti
icin 137 bugday tarlasindan toplam 905 izolat elde etmis ve bunlar icerisinde 28 tiir
elde etmistir. Bu izolatlarin 574 iiniin Fusarium spp., 108’inin Alternaria spp.,
68’inin Helminthosporium spp. ile Dreschlera spp. ve 33’iiniin Pythium spp.

oldugunu tespit etmistir.

Finci (1978) Trakya Bolgesi’nde yaptigr calismada oldukca yaygin goriilen
kok ve kok bogazi hastaliklar1 nedeniyle basaktaki dane agirliginin %30-60 arasinda
azaldigim bildirmistir. Yine, Finci (1979) Trakya Bolgesi’nde bugdayimn kok ve kok
bogazi hastaliklariyla ilgisi bulunan ¢alismalar yiiriitmiig, hastalik semptomlar1 ve

bunlarin oniine gecmek i¢in tedbir ve miicadele onerileri sunmustur.

Soran ve Damgaci (1980), Ankara ilinde bugday tarlalarinda yaptiklar

calismada R. solani, Pythium sp., F. solani, F. dimerum, F. oxysporum ve H. sativum
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tiirlerinin bugdayda kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii hastaligina neden olduklarini tespit

etmislerdir.

Diehl vd. (1982) yaptiklart arastirmada; 1979 yilinda, Brezilya, Rio Grande
do Sul’da 17 bugday ekilis alaninda bugdaylarda olduk¢a sik goriilen kok
cliriikliigiiniin agresifligi ve meydana gelme oraninin Feekes gelisme donemi 8 ve
9’da (bayrak yaprak cikist) %31 ve %9, olgunlasma-gelisme doneminde ise %47-82

arasinda goriildiigiinii belirlemislerdir.

Hill vd. (1983) Amerika’nin Colorado ve Wyoming eyaletlerinde yaptiklari
iki yillik bir calismada, fungal patojenlerin neden oldugu kok ve kok bogazi
cliriikliigi hastalig ile ilgili ¢calismalar yapmisladir. Bu ¢calismada 852 farkli fungal
izolat izole edilmis ve bunlardan 408 adet izolatin patojen oldugu tespit bulunmustur.
Iclerinden Bipolaris sorokiniana tiirii %34 oraninda izole edilmistir. Diger tiirler
olarak F. tricinctum, F. avenaceum, F. culmorum, F. sambucinum, F. graminearum,
F. oxysporum, F. equiseti, F. solani ve F. acuminatum tiirlerini kapsayan Fusarium

cinsi funguslar %55’lik bir oranda tespit edilmistir.

Wiese (1987) yiiriittiigii bir projede bugday bitkilerinde kok, kok bogazi ve
sap kisminda yaniklik veya ciiriikliik hastaliklarinin belirtilerine sebep olan baslica
Fusarium tirlerinin swrasiyla; F. culmorum, F. pseudograminearum (=F.
graminearum Grup 2), F. avenaceum, F. acuminatum, F. crookwellense, F. poae ve

Microdochium nivale (F. nivale) olduklarinmi bildirilmistir.

Sturz ve Bernier (1989) Kanada’da yaptiklar1 calismada; kislik bugdayda kok
ve kok bogazi hastaligina sebep olan fungal patojenleri belirlemek i¢in kok ve kok
tact kisimlarindan bahar ve yaz mevsimlerini igceren donemde izolasyon
yapmisglardir. Bu izolasyonlar sonucunda Gaeumannomyces graminis var. tritici,
Cochliobolus  sativus, F. culmorum, Gerlachia (Monographella) nivalis,
Microdochium bolleyi, F. avenaceum (Gibberella avenacea) F. equiseti ve Periconia

macrospinosa’y1 tespit etmiglerdir.

Windels ve Holen (1989) Amerika’nin Minnesota Eyaleti bugday tarlalarinda
3 yi1l boyunca yapmis olduklar1 sorvey ¢alismalarinda kok ve kok bogazi hastaligina

sebep olan  fungal patojenleri  incelemek  amaciyla  izolasyonlarim



gerceklestirmislerdir. Elde ettikleri verilere gore B. sorokiniana %76 oraninda tespit
edilen tiir olmus, diger izolatlarin ise Fusarium spp. igerisinde oldugu tespit
edilmistir. Tirleri ise F. graminearum (Grup 2) %16, F. culmorum %6, F.

acuminatum %3, F. poae %?2 ve F. avenaceum %1°lik oranda izole edilmislerdir.

Ozer ve Soran (1991) yaptiklar1 calismada; Tiirkiye’de bugday, arpa, cavdar
ve yulafta F. oxysporum, F. equiseti ve F. culmorum etmenlerinin kok ve kok bogazi

hastaligina sebep oldugunu bildirmislerdir.

Mathre (1992) yaptig1 bir ¢alismada hastalik etmeni olarak belirlenmis olan
F. culmorum ve F. pseudograminearum tiirlerinin Ortadogu, Akdeniz, A.B.D. Kuzey

Pasifik’te baslica hastaliga sebep olan tiirler oldugunu tespit etmistir.

Murat Cavusoglu ve Hancioglu (1995) yiiriittiikleri ¢alismada, Ankara ilinde
bugday tarlalarinda kok ve kok bogazi hastaliklarina yol acan Fusarium tiirlerini
saptamak icin 70 bugday ekim alaninda sorvey calismasi yaparak hasta bitki
orneklerini toplamislardir. Toplanan bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucunda;
Fusarium tirlerinden olusan toplam 31 izolat elde etmislerdir. Bu 31 izolattan
15’inin bolgede yaygin olarak ekimi yapilan Gerek—79 bugday cesidinde patojen
oldugu gozlemlenmistir. izolatlardan 2’si F. culmorum, 8’i F. acuminatum, 4’ii F.

graminearum ve bir tanesi de F. heterosporium olarak bulmuslardir.

Aktas vd. (1995) yaptig1 bir calismada Konya ilinde arpa bitkisinin yetistigi
tarlalardan kok ve kok bogazi hastaliklarina sebebiyet veren fungus tiirlerini tespit
etmiglerdir. Konya ili arpa ekim alanlarinda 90 6rnekleme yapilmis ve ortalama
hastalik siddetinin %27 oldugunu bildirmislerdir. Yapilan ¢alismalar sonucu ortaya
cikan patojen tiirlerin; F. culmorum, A. alternata, B. sorokiniana, Fusarium

moniliforme, R. cerealis, F. equiseti ve F. acuminatum oldugu tespit edilmistir.

Rossi vd. (1995), Kuzeybati italya’da bulunan ekmeklik ve makarnalik
bugdaylarda 3 yillik genis bir arazi calismasi yapmislardir. Bu ¢alismalardan elde
edilen bulgulara gore kok ve kok bogaz: ciirtikliigii hastaliginin ¢ok yaygin ve 6nemli
Olciide oliimlere sebep oldugunu bildirmislerdir. Bu hastalikla enfekte olmus olan
kok bogaz1 kismindan izole edilmis en Onemli fungus tiirlerinin Microdochium

nivale, B. sorokiniana, F. avenaceum, F. graminearum ve F. moniliforme ile



Pythium sp. oldugunu tespit etmislerdir. Keskin g6z lekesi hastaligi ile (Rhizoctonia
sp.) sikca karsilasmislar ve karabacak (Gaeumannomyces graminis var. tritici) ve
goz lekesi (Pseudocercosporella herpotrichoides) hastalifim ise c¢ok seyrek

gozlemlemislerdir.

Aktas vd. (1996) Sakarya ilinde Sakarya Tarimsal Arastirma Enstitiisii ve
Pamukova Ciftligi tarlalarinda yiiriittiikleri bir ¢calismada hububatlarda kok ve kok
bogaz1 c¢iiriikliigli hastaliklarina yol acan ve patojen fungus olan; Rhizoctonia
cerealis, Fusarium moniliforme, F.culmorum, Drechslera sorokiniana, Ophiobolus
graminis, Pythium graminicola ve Pseudocercosporella herpotrichoides olarak tespit
etmiglerdir. 15 bugday cesidinde hastaligin dagilis1 tartili ortalamaya gore enstitii

arazisinde %13,13 ve ciftlik arazisinde %10 olarak tespit edilmistir.

Pettitt ve Parry (1996) Ingiltere’de yaptiklar1 ¢calismada Fusarium culmorum,
F. avenaceum, M. nivale ve F. graminearum tiirlerinin bugdayda sap ciiriikliigii
hastaligina sebep oldugu belirlenmis ve bu iilkedeki ekim alanlarinda ki hastalik

cikist ile sicakliga baglh olarak giin derece baglantisi iizerine calismiglardir.

Smiley ve Patterson (1996) yaptiklar1 bir calismada, yar1 kurak kuzeybati
pasifik bolgesinde yiirttiikleri sérvey ¢alismasi sonucu 288 adet sulanmayan bugday
bitkisinin yetistigi tarlalardan bugday bitkilerini ve toprak érneklerini toplamislardir.
Oregon’dan 10 ve Washington’daki 9 il/ilce’den topladiklar1 6rneklerin tag kisminin
altindan ve iistiinden izolasyonlar yapmislardir. Kuru bolgelerde kok ciiriikliigii
hastaligina sebep olan ve Onemli Olgiide kayiba sebep olan tiirli Fusarium
graminearum Grup 1 olarak belirlenmistir. F. culmorum ise toprakta yaygin sekilde
bulunmakla birlikte F. graminearum’un bulundugu bolgelerin yaris1 kadar olan
kismindaki bitkilerde de gozlemlenmistir. Geriye kalan fungal etmenler ise Bipolaris

sorokiniana, Microdochium nivale ve F. avenaceum olarak tespit edilmistir.

Yildirirm vd. (1998) yaptiklar1 calismada, Karaman, Aksaray ve Nigde
illerinde bugday tarlalarindan topladiklar1 kok ve kok bogazi hastalikli 6rneklerden
bazi etmenleri tespit etmek amaciyla izolasyon yapmuslardir. Izolasyonu
gerceklestirilen etmenleri su sekilde swrasiyla agiklamislardir;  Drechslera
sorokiniana %33,7 Rhizoctonia sp. %20,2, F. culmorum %106, Alternaria alternata

% 10,6, Ulocladium sp. %6,7, Penicillium sp. %4,8, Cladosporium sp. %3,9, F.
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moniliforme %2.,9, Curvularia ineaqualis %1.,9, Stemphylium sp. %1,9, Drechslera
sp. %1, Rhizopus stolonifer %1, Septonema sp. %1 olarak tespit etmislerdir.
Karaman ve Nigde illerinde Drechslera sorokiniana etmeni yaygin olan patojen
olarak gozlemlenmistir. Bu sonucu izleyen ise Rhizoctonia sp. olmustur. Aksaray
ilinde tespit edilen ve en ¢ok bulunan tiire sahip cins Rhizoctonia olmus bunu da

Drechslera sorokiniana etmeni izlemistir.

Aktas vd. (1999) Konya ilinde yiiriittiikleri bir ¢alismada, hububatta yaygin
bir hastalik olan kok ve kok bogazi ciiriikliigliniin siddetini %36,21 olarak
bildirmislerdir. Toplanan Orneklerden yapilan izolasyon sonucunda 29 adet farkli
fungus tiirii tespit etmislerdir. Bu tiirleri su sekilde agiklamislardir; F. culmorum
%24, R. cerealis %13, Cladosporium herbarum %10, Alternaria alternata %9,
Drechslera sorokiniana %7, Rhizopus stolonifer %7, F. moniliforme %7 oranlarinda
bulmuslardir. Tane basina verimde en fazla kayip %9 ile F.culmorum patojeninde en
az olarak da %5 ile F. moniliforme etmeninde olmustur. Hastalik siddeti en yiiksek
diizeyde %24 oraninda ile D. sorokiniana, en diisik diizeyde %19 oraninda R.

cerealis patojeninde meydana gelmistir.

Arslan (1999) Bursa ilinde 1996 ve 1997 iiretim sezonunda gerceklestirdigi
calismada bugday ekim alanlarindan elde etti§i orneklerde kok ve kok bogazi
ciiriikliigii hastaliklarina sebep olan fungal patojenlerin belirlenmesini, ortaya ¢ikan
bu hastaliga yakalanma ve yayginlik oranlarini, simptomatolojik ve taksonomik
ozelliklerini, patojenisitelerini, bugday cesitlerinin reaksiyonlarin1 ve tohum ilaci
olarak kullanilan baz1 fungusitlerin etkilerini arastirmistir. Bu bolgelerde kok ve kok
bogaz1 ciiriikkligli hastaligi goriilen bitkilerde yayilma oranlart 1996 ve 1997
yillarinda sirasiyla %14,53 ve %11,27, yayginlik orani ise %38,82 ve %37,97 olarak
tespit edilmistir. Kok ve kok bogazi ciiriikliigi hastaligl i¢in yapilan izolasyonlar
sonucunda en cok goriillen funguslar su sekilde siralanmistir; Fusarium sp.,
Rhizoctonia cerealis, Alternaria alternata ve Drechslera sorokiniana'dir.
Arastirmact bu funguslarin simptomatolojik ve taksonomik Ozellikleri lizerinde
calisarak bulgularin1  bildirmistir. Fusarium sp. ve R. cerealis izolatlarinin
patojenisiteleri sirasiyla %8,5 — 100 ve %35 —100 arasinda degismistir. 8 bugday

cesidinden 1'i (Saraybosna) F. culmorum'a orta derecede duyarl, F. graminearum ve
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R. cerealis'e duyarli olarak tespit edilmistir. Diger 7 ¢esit her 3 etmene duyarh

bulunmustur.

Burgess vd. (2001), yiiriittiigii calisma sonucunda bugdayda kok ve kok
bogaz1 ve sap ciiriikkliigi hastaliklarina sebep olan fungal patojenler icerisindeki
Fusarium cinsi funguslarin 6nemli derecede baskin oldugunu ortaya koymustur. Kok
ve kok bogazi ciiriikliigli hastaligr ilk kez 1930’1u yillarda Amerika’da ortaya ¢iktigi
bilinmektedir ve bunu izleyen siireclerde bu hastaliklarin Asya, Avrupa, Afrika ve
Avustralya kitasinda bulunan iilkelerde de goriildiigiinii baska calismalarla ortaya

konmustur.

Uckun (2001), Izmir, Aydin ve Denizli illeri bugday alanlarinda 2000-2001
yillarinda, kok ve kok bogazi ciiriikliigiine yol agan fungal etmenler ile hastaligin
yogunlugu ile ilgili calismalar yapmustir. Bu ¢alismasim yiiriittiigii tarlalarda hastalik
goriilme oranmmi ve hastalik siddetini sirasiyla, %58,28 ve %?25,07 olarak
gozlemlemis ve biitiin tarlalarin hastaliga sebep olan patojen ile enfekte oldugunu
tespit etmistir. Kok ve kok bogazi hastaligima yol acmasi sebebiyle yapilan
izolasyonlar sonu baskin ve yaygin olarak bulunan funguslar, Fusarium sp., R.
cerealis, Alternaria alternata ve Dreschlera sorokiniana’dir. R. cerealis ve
Fusarium sp. Olarak tespit etmistir. Bu izolatlarin patojenisiteleri sirasiyla %26— 76
ve %0-72 araliklarinda bulunmustur. Bulunan patojenler arasinda en agresif tiirlerin

R. cerealis ve F. culmorum oldugunu bildirmistir.

Kurowski (2002), Polonya’da kislik bugday, tritikale, cavdar, yazlik arpa ve
yulaf bitkilerinde calisma yiirlitmiistiir. Calismasinda koklerden izole edilen en
yaygin etmenlerin Fusarium tirleri (F.culmorum, F.oxysporum, F.equiseti,
F.avenacea), Gaeumannomyces graminis var. tritici, Aureobasidium pullulans,
Microdochium nivale (Monographella nivalis), Rhizoctonia solani, Bipolaris
sorokiniana (=Cochliobolus sativus) ve Cylindrocarpon destructans (Nectria
radicicola) oldugunu tespit etmistir. Ayrica, hububat fidelerinde F. culmorum ve R.
solani’nin yiiksek seviyelerde patojeniteye sahip oldugunu ve izole edilen etmenler

arasinda patojenitesi en yiiksek olanlar da bulunmustur.

Pettitt vd. (2003), Ingiltere’”de 260 farkli bolgede yaptigi sorvey

calisgmalarinin sonucunda; F. culmorum, F. avenaceum ve M. nivale adli tiirlerin
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bugdayda sap ciiriikliigiiniin nedeni olan Fusarium tiirleri oldugu belirlemistir. F.
culmorum bu tiirler arasinda en sik izole edilen tiir olup, bunu sirasiyla M. nivale ve

F. avenaceum tiirleri takip etmistir.

Demirci (2003), yaptig1 bir ¢alismada bugdaylarin verim ve kayiplarinda ¢cok
biiyiik 6nem arz eden ve Ozellikle erken donemde kok ve kok bogazi hastaligina
sebep olabilen Fusarium graminearum, F. culmorum ve Bipolaris sorokiniana'nin,
10 farkli bugday cesidindeki hastalik olusturma siddetleri ve ¢ikis derecesini tespit
etmeyi amaclamistir. F. culmorum'a kars1 Bezostaja-1 ve Giin 91' in ve B.
sorokiniana' ya kars1 Bezostaja-1, Kutluk-91, Kirgiz-95, Giin-91 ve Dagdas-94'iin
orta derecede dayamikli oldugunu tespit etmistir. Biitiin bugday cesitlerinin F.
graminearum'a Kars1 biiylik ol¢iide hastalik siddeti gosterdigini belirtmistir, Mizrak

cesidinin ise ¢ok kiiciik bir farkla orta derecede hassasliga yol actigini tespit etmistir.

Bentley vd. (2004) tarafindan yapilmis olan bu ¢alismada bazi bugday ekilis
alanlarindan (Marmara’nin Bat1 sahilinden 12, bat1 Karadeniz Bolgesi’nden 4 ve Orta
Anadolu'nun dogu gecit kisminda bulunan 9 ©6rnek) 2003 yilinda toplam 25
ornekleme ile yiiriittiigii bur sorvey calismasinda her tarladan caprazlama seklinde
rastgele 50 ornek toplamistir. Toplanan 13 bugday bitkisi sapindaki izolasyon
caligmalar1 sonucunda toplam 16 Fusarium tiirii izole edilmistir. Ortaya ¢ikan yogun
patojen tiirler ise Fusarium culmorum ve F. pseudograminearum olmustur. Diger
sekiz adet Fusarium tiirii ise nispeten yaygin sekilde tespit edilmistir. Bunlar F.
oxysporum, F. equiseti, F. acuminatum, F. sambucinum, F. culmorum, F.
armeniacum, Microdochium nivale (F. nivale) ve F. avenaceum’dur. Bunlara ilave
olarak geri kalan Fusarium tirleri de diisiik siklikta tespit edilmis olup bunlar; F.
proliferatum (%5,7), F. solani (%5,9), F. reticulatum (%1,4), F. compactum (%0,9),
F. pseudograminearum (%0,3), F. crookwellense (%0,3), F. polyphialidicum (%0,2)
ve F. udum (%0,2)’dur.

Arict ve Kog (2004), Adana ili ve baz1 yakin bolgelerinde bugday tarlalarinda
hastaliga neden olan Fusarium tiirlerini tespit etmek amaciyla 2003 yilinda bahar
doneminde arazi caligmasi yliiriitmiislerdir. Toplanmis olan bitki ©Orneklerinden
yapilan izolasyonlar sonucunda Fusarium tiirlerine ait toplam 34 izolat elde
etmiglerdir. Bu izolatlara Seri—82 bugday cesidi kullanilarak patojenisite testi

uygulamiglardir. Patojenisite testi sonucunda Fusarium graminearum, F. culmorum,
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F. crookwellense ve F. avenaceum’un bugday tarlalarinda hastalifa yol acabilecegi
ortaya cikmistir. Adana ve ¢evresinde bugday basaklarinda en sik goriilen patojenin

ise F. graminearum oldugu bildirilmistir.

Hekimhan vd. (2005), Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’niin Konya/Cumra deneme arazisinde 20 hububat ¢esidinin (12 ekmeklik
bugday, 5 makarnalik bugday, 2 arpa ve 1 tritikale) kok ve kok bogazi hastalik
etmenlerine (Fusarium pseudograminearum, F. culmorum ve Bipolaris sorokiniana)
kars1 dayanikliligimi belirlemek amaciyla kuru sartlarda 3 yil (2000-2003) siireyle
bir deneme yiiriitmiislerdir. Kok ciiriikliigii patojenleri yillar ve cesitler lizerinden
ortalama %?26 oraninda verim kayiplarina sebep olmus ayni zamanda yillar arasinda
da onemli degisim gostermistir. Farkli hububat gruplart icin verim kayiplari; 12
ekmeklik bugday materyalinde %24,5 makarnalik bugday materyalinde %42,2 arpa
materyalinde %12 ve tritikale materyalinde ise ortalama %18 olarak gerceklesmistir.
Denemede kullanilan materyaller iizerinden tolerans seviyesi —makarnalik
bugday<ekmeklik bugday<tritikale<arpa olarak belirlenmistir. Yiiriitiilen bu ¢alisma
acik olarak gostermektedir ki; kuru sartlarda kok ciiriikligli patojenleri tilkemizde

ekonomik olarak 6nemli derecede verim kayiplarina sebep olabilmektedir.

Akgiil (2008), Cukurova bolgesi bugday tarlalarinda kok, kok bogazi ve sap
cliriikligli hastaligina sebep olan Fusarium tiirlerini belirleme, bazi bugday
cesitlerinin hastaliga kars1 reaksiyonlari, farkli giibreleme pratiklerinin ve
fungisitlerin hastaligin ilerlemesine etkilerini arastirmak i¢in doktora c¢aligmasi
yiriitmiistiir. Yiritiilen bu c¢alismada, Cukurova Bolgesi bugday tarlalarinda kok,
kok bogazi ve sap ciiriikliigii hastaligina sebep olan durumlar tespit edilerek hastaliga
sebep olan Fusarium tiirleri teshis edilmistir. Bunun yaninda, bu tiirler icerisinde,
patojenik karakterdeki F. culmorum’un neden oldugu hastalifa kars1 baz1 ekmeklik
bugday cesitlerinin reaksiyonlari, farkli giibre ve fungisit uygulamalarinin hastalik
gelisimine etkileri arastirilmustir. Iki yillik sorvey calismasi ile 135 farkli tarlada,
hastalik ¢ikis1 %8-100, hastalik siddeti %?2-33,4 oranlar1 arasinda degisim gostermis
ve ornek alinan alanlarin tamaminda hastaligin var oldugu tespit edilmistir. Hastalikli
bitki orneklerinden F. culmorum, F. equiseti, F. oxysporum, F. semitectum ve F.
verticilloides tiirleri izole edilmis ve Fusarium cinsinin dokulardaki fungal flora

icerisinde %?29,4’liikk oranla en sik rastlanan cins oldugu goriilmiistiir. Denemeye
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alman 12 farkli bugday cesidinde hastaliga kars1 kayda deger ve istikrarl bir tolerans

gozlenememistir.

Tunali vd. (2008), gerceklestirdikleri calismada Tiirkiye’deki bugday ekilis
alanlarinda problem olusturan toprak alti patojenlerin varhigimi arastirmislardir.
Calisma kapsaminda 2 yillik periyotta 518 tarla incelenmis ve incelenen tarlalarin
%26’dan fazlasinin kok ciiriikliigi kompleksi icerisinbdeki bir tiirle bulasik oldugu
tespit edilmistir. Bu komplex icerisindeki en yaygin tiirler olarak Fusarium
culmorum (%14)>Bipolaris sorokiniana (%10)>F. pseudograminearum (%?2) olarak
bulunmustur. Yiiksek yagislarin neden oldugu kok ciiriikliiklerini diisiik oranda
bulmuglar ve bu etmenleri; %2 Gaeumannomyces graminis var. tritici ve %3
Pythium spp. olarak bulmuslardir Rhizoctonia spp. Izolatlarnin oram ise calisma
kapsaminda elde edilen izolatlarin %22’sini  olusturmustur. Ayrica tahil
arazilerindeki bircok Fusarium spp. izolatlarinin da patojen olmadiklart anlagilmistir
ki bu tiirlerin oranlari; %11 (F. oxysporum ve F. chlamydosporum), %10 (F.

sporotrichioides) ve %8 (F. avenaceum ve F. solani) olarak bulunmustur.

Uyanik (2009) Adana yoresi bugday ekilislerinde kok hastaliklarinin
nedenlerini arastirdig yiiksek lisans ¢alismasin1 2007 ve 2008 yillarinda Adana ve
Icel’de 68 bugday tarlasinda yiiriitmiistiir. Yaptig1 izolasyonlarda 5 Fusarium, 2
Rhizoctonia, 1 Pythium tiiriinii patojen olarak belirlemistir. Fusarium semitectum, F.
oxysporum ve F. crookwellense patojen olarak tespit ettigi Fusarium tiirleridir.
Patojenisite caligmalarinda bugday inokulumu kullanmistir. Bugday danelerini suda
haslamis, kurutup siselerde 121 °C de 1 saat otoklav ettikten sonra sogutup patates
dekstroz agar (PDA) disklerinden olusan inokulumu ilave ederek 24 °C de 3 hafta
inkiibasyona birakmustir. Fusarium bugday kiiltiiriinde gelistikten sonra kiiltiirii
kiivetler icerisinde ¢eker ocakta kurutup, kurutulmus inokulumu saksida patojenisite

calismalarinda kullanmistir.

Orake¢1 (2009) bugday cesitlerinin F. culmorum’un neden oldugu kok bogazi
ciriikliigiine kars1 dayanikliliklarini belirlemek icin yiiriittiigii doktora ¢alismasinda;
sera ve tarla kosullarinda F. culmorum izolatlarinin patojenisitesi, inokulasyon
tekniklerinin optimizasyonu ve bugday genotiplerinin dayanikliligi c¢alismalarii
yuriitmiistir. 14 F. culmorum izolatinin patojenisitesini belirlemis ve c¢esitler

arasinda izolatlarin patojenisiteleri yoniinden farkliliklar1 ©nemli bulmustur
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(P>0.001). Farkl1 inokulasyon yontemlerinin etkinligini kok¢iige bulastirma>tohuma
bulastirma>govdeye bulastirma olarak belirlemistir. Dayaniklilik ¢alismasinda ise 28

hatt1 toleransli iimitvar olarak belirlemistir.

Gargouri vd. (2009), misel-agar ve spor siispansiyonu seklinde iki farkl
inokulasyon yonteminin Fusarium spp. ve Microdochium spp. izolatlarinin
patojenisiteleri iizerine etkilerini incelemislerdir. Calismada 15 F. culmorum izolat1
kullanmislardir. Her iki teknigi de istatistiki olarak 6nemli bulmuslardir. Misel-agar
yonteminde hastalik siddetinin spor siispansiyonundan daha yiiksek olarak ortaya
ciktigr belirtilmektedir. Patojenisite testlerinde kullanilan F. culmorum, M. nivale
var. nivale, F. avenaceum ve F. pseudograminearum spor silispansiyonu
uygulamasinda tohumlardan tekrar izole etmislerdir. Biitiin izolatlarin fidelerin
saplarinda renk degisimine neden oldugu ve biitiin gozlemlerde F. culmorum ve F.
pseudograminearum’un en biiylik renk degisimine sebep oldugunu bildirmislerdir.
Bununla beraber F. culmorum, F. pseudograminearum ile kiyaslandiginda; saplardan
ve tohumlardan en yiiksek siklikta izole edilen fungus olarak belirlenmistir. Biitiin bu
sonuglarin 1s181inda F. culmorum tohumdan ve saptan izole edilen en agresif patojen
olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak infekteli tohumlarin ve bitki artiklarinin
patojenlerin hayatta kalmalarinda en biiyilk 19 etken olduklarim1 ve kok ve kok

bogazi ciiriikliigiine ve basak yanikligina sebep olduklarini belirtmislerdir.

Gebremariam vd. (2018), Tiirkiye’deki bugday ekilis alanlarinda toprak alti
hastaliklarina neden olan Fusarium tiirlerinin tespiti i¢in 2013 yilinda olduk¢a genis
bir arazi calismasi gerceklestirmiglerdir. 200 tarladan toplanan oOrneklerden elde
edilen Fusarium spp. izolatlarinin morfolojik teshislerini dogrulamak icin ayrica Ef1-
o gen bolgesini sekans datalarim1 da degerlendirmislerdir. 17 Fusarium tiiriini
temsilen 339 izolatin degerlendirildigi c¢alismada izolatlar F. culmorum, F.
pseudograminearum, F. graminearum, F. equiseti, F. acuminatum, F.
brachygibbosum, F. hostae, F. redolens, F. avenaceum, F. oxysporum, F. torulosum,
F. proliferatum, F. flocciferum, F. solani, F. incarnatum, F. tricinctum ve F.
reticulatum tiirleri icerisine girdigi anlasilmistir. Fusarium equiseti %36’11ik bir oran
ile en sik izole edilen tiir olmustur. En fazla zarar olusturan tiirler icerisinde ise
sirastyla F. culmorum %13.6, F. pseudograminearum %1 ve F. graminearum %0.5

olarak bulunmustur. 17 Fusarium tiriinden alti tiirii ile patojenisite calismalar
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gerceklestirilistir. Fusarium culmorum, F. pseudograminearum ve F. graminearum
ciddi tag¢ ciiriikliigline neden olmustur. Fusarium avenaceum ve F. hostae izolatlar
ise zayif veya orta derecede patojen bulunmustur. Fusarium redolens zayif patojen
olarak bulunmusken F. oxysporum, F. equiseti, F. solani, F. incarnatum, F.
reticulatum, F. flocciferum, F. tricinctum, F. brachygibbosum, F. torulosum, F.

acuminatum ve F. proliferatum patojen olmadig1 anlagilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cahsma

3.1.1 Materyal

Yiiriitiilmiis olan bu c¢alismada incelenen hastalikli bitki materyalleri
Azerbaycan’in 6nemli hububat ekilis alanlarindan Uluslararast Misir ve Bugday
Gelistirme Merkezi (International Maize and Wheat Improvement Center

=CIMMYT) toprak kokenli patojenleri tarama calismasi dahilinde elde edilmistir.

Bu arastirmada kapsaminda yiiriitiilmiis ¢alismalar 6zetle bugday ve arpa
ekilis alanlarindan toplanmis kok ciirtikliigii belirtisi gosteren hastalikli bitki
orneklerinden hastalia sebep olan Fusarium spp. izolatlariin izolasyonunu,
izolasyonu gerceklestirilen izolatlarin tiir teshisi ve tanimlanan tiirlerin patojenisite
caligmalar1 yer almaktadir. Yiiriitilen caligmalarin metotlar1 asagida detayli olarak

aciklanmugtir.

3.1.2 Fungal izolasyon

Bu calismada her tarlalardan toplanan bitkilerin iist kistmlar1 kesilip atilarak
kokleri ile kagit torbalara alinmis, torbalarin iizeri numaralandirarak laboratuvara
getirilmis ve calismaya dahil edilmistir. Ornekler izolasyondan 6nce yikanmis ve kok
kistmlarindan topraklar temizlenmistir (Sekil 3.1). Orneklerin kok, kok bogazi ve
saplarinin ikinci boguma kadar olan kismi kesilmistir (Sekil 3.2). Once makroskobik
incelenmis ve farkli belirtiler gosteren ornekler gruplandirilmistir. Gruplar icerisinde
tipik belirtiler gosteren altisar bitki secilmistir. Sonra kok, kok bogazi ve saplarinin
10 cm’lik kisimlar1 alinmistir. Her 6rnek once 5-6 mm uzunlugunda kesilerek %2’°lik

sodyum hipoklorit (NaOCl) soliisyonunda iki dakika siireyle yiizeysel olarak sterilize
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edildikten sonra iki kez steril damitilmis suda durulanmis ve ardindan steril kurutma

kagitlarina aktarilip steril bir kabin icerisinde kurumaya birakilmistir.

Sekil 3.2. Toplanan 6rneklerin yikanmis ve kesilmis goriintiisii.

Izolasyonlarda 1/5 kuvvetinde patates dekstroz agar (PDA) besi ortamu1 iceren
Petri kaplar1 hazirlanmistir. 8 gr PDA (Merck, Darmstadt, Almanya) + 15 gr agar
(Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo) igeren besi ortamlari, 121 °C sicaklik ve 1 atm

basingta 15 dakika siireyle sterilize edilip ardindan 50 °C’ye sogutulduktan sonra
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icerisinde bakteriyel gelisimi engellemesi ic¢in streptomycin (0,1 g/L) ve
chloramphenicol (0,05 g/L) eklenmis ve 9 cm capli Petri kaplarina dokiilmiistiir.
Yiizeysel olarak sterilize edilen bitki dokulari, bu ortam {izerinde aktarilmis ve Petri
kaplar1 Fusarium spp. izolatlarinin sporulasyonun uyarilmasi amaciyla black light

florasan lamba altinda 2442 °C’de 1 hafta inkiibe edilmistir.

Fusarium tiirlerinin sporulasyonunu tesvik etmek ve taksonomik 6zelliklerini
incelemek amaciyla sentetik besin agar1 (SNA) (Samson vd., 2002) ortami
kullanilmis ve bu ortama alinan Fusarium spp. izolatlar tekrar black light florasan
lamba takilarak modifiye edilmis inkiibatorlere yerlestirilmistir. Elde edilen izolatlar
4-5 °C’de saklanmistir. Funguslar stereo mikroskop altinda incelenmis ve tiirlerine
gore gruplandirilarak teshisleri mikolojik kriterlere gore yapilmistir (Leslie ve

Summerell, 2006)

Steril saf suya SNA'dan elde edilen kiiciik bir makrokonidi koyarak konidiyal
siispansiyon yapilmistir. Spor siispansiyonu %?2 su agar1 (Water Agar = WA) iizerine
dokiilmiistiir. (Burgess vd., 1994; Leslie ve Summerell, 2006). WA plakalarn
karanlikta 25 °C'de yaklasik 18 ila 20 saat boyunca egimli bir pozisyonda (30-40 °C)
inkiibe edilmistir (Burgess vd., 1994). Su agarindan ¢imlenmis olan bir konidi, steril
diizlestirilmis ug ignesi kullanilarak kiiciik bir agar karesi icinde dikkatlice ¢ikarilmis
ve yeni bir SNA ortamina aktarilmig ve yukarida belirtilen 151k ve sicaklik
kosullarinda 7-10 giin boyunca inkiibe edilmistir. Elde edilen monosporik Fusarium
kiiltiirleri %15 gliserolde, derin dondurucuda (-80 °C) ilave calismalarda kullanilmak

izere uzun siireli muhafaza i¢in depolanmustir.

Sekil 3.3. Tek spor izolasyonunda izlenen prosediirii gdsteren bir diyagram.
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3.2  Fusarium Tiirlerinin Karakterizasyonu

3.2.1 Morfolojik Karakterizasyon

Fusarium tiirlerinin morfolojik tamimlamalari, Fusarium tanimlama el
kitaplar kullanilarak yapilmaktadir ve makro ve mikrokonidilerin morfolojisi, fiyalid
yapisi, misel Ozellikleri, PDA ortamindaki koloni pigmentasyonu ve biiylime
oranlarina dayanmaktadir (Leslie ve Summerell, 2006). Havai miselyumun agardaki
pigmentasyonu, monosporik Fusarium kiiltiirlerinin PDA {izerinde 7 giin boyunca 25
°C / 20 °C sicaklikta, 12 saatlik periyotlarla black light floresan 1181 altinda
inkiibasyona birakildiktan sonra incelenmistir. PDA'da kiiltiirlerinin tam karanlikta
25 °C'lik bir sicaklikta 72 saat boyunca bekletilip gelismesinden sonra Petri
kaplarinda gelisme caplart Ol¢iilmiistiir. Her plaka i¢in 90° agida (dik) iki o6l¢iim
alinmistir. Makro ve mikrokonidilerl morfolojiyi, fiyalid yapist ve chlamydospore
varligi veya yoklugunu incelemek i¢in monosporik Fusarium izolatlar1 SNA’ya
aktarilmistir. 7-10 giin boyunca 25 °C giindiiz / 20 °C gece sicakliklarinda 12 saatlik

periyotlarla beyaz ve black light floresan 15181 altinda inkiibasyona birakilmistir.

3.2.2 Molekiiler Karakterizasyon

3.2.2.1 Funguslarin Gelistirilmesi

Miselyumlar, 7-10 giinliik Fusarium kiiltiirlerinden, Patates Dekstroz Suyu
(PDA) besi yerine alinmistir. Misel yigini, steril 1 mL pipet uclan ile cekilerek
toplanmis ve steril tiiplere aktarilmistir. Geri kalan ortam bosaltilmis ve misel
y1gimim yikamak i¢in yaklagik 10 mL steril saf su ilave edilmistir ve daha sonra
miselleri  steril filtre kurutma kagidina bastirarak kurutulmustur. Suyunun
alinmasindan sonra, misel/spor y1gini steril bir 1,5 mL'lik Eppendorf tiipe aktarilarak

DNA izolasyonuna kadar -20 °C'de saklanmistir.

21



3.2.2.2 DNA izolasyonu

Genomik DNA, DArT protokolu kullanilarak her Fusarium spp.

izolatlarindan tek tek ekstrakte edilmistir.

Izolatlarin genomik DNA'sinin izolasyonu amaciyla DArT protokoliinde
(http://www.diversityarrays.com) aciklanan bir hexadecyltrimethylammonium
bromide (CTAB) tabanli yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Her izolata ait 1,5
mL'lik Eppendorf tiipe aktarilmis olan yaklasik 100 mg misel/spor dokusuna 6nceden
sitilmis olan (65 °C) 750 puL ekstraksiyon-lizis tamponu (125 mM Tris-HCI pH 8,0,
25 mM EDTA pH 8,0, %2 CTAB, %2 PVP-40, 0,8 M NaCl, %0,5 sodium disulfite,
%1 sarcosyl) tiipe eklenmistir. Ornekler bir mikro homojenizatér kullanilarak
homojen hale getirilmis ve her 15 dakikada bir hafifce ters diiz edilerek 65 °C'de 60
dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda kuru blok isiticidan (Sekil 3.4)
alman Ornekler oda sicakligina kadar sogutularak iizerlerine 750 uL
kloroform/izoamil alkol (24:1 w/w) eklenmis ve 10 dakika siire ile yavasca ters diiz
edilerek 12000 g'de 15 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Siipernatantlar
temiz 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak tizerlerine DNA’y1 ¢cokeltmek i¢in 0,6
hacim soguk izopropanol eklenmigtir. 12000 g'de 5 dakika santrifiij isleminden sonra
(Sekil 3.6), siipernatant uzaklastirilmis ve pelletler 2 kez %70’lik soguk etanolle
yikanmis ve oda sicakliginda 30 dakika ile kurutulmustur. DNA 200 uL steril ultra
saf su i¢inde ¢oziilerek, konsantrasyonu DS-11 FX Serisi Spektrofotometre (Denovix
Inc., ABD) ile ol¢iilmiis (Sekil 3.5) ve PCR calismalart icin ile 50 ng/uL'ye

ayarlanmistir.
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Sekil 3.4. DNA izolasyonunda kullanilan kuru blok 1siticisi.

Sekil 3.5. DNA izolasyonunda kullanilan spektrofotometre.
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Sekil 3.6. DNA izolasyonunda kullanilan santrifiij cihazi.

3.2.2.3 PCR Reaksiyonu

Fusarium tiirlerine ait izolatlarin genomik DNA’sinin Translation Elongation
Factor 1-a (Ef-1a) gen bolgesi, efl (5’- ATG GGT AAG GA(A/G) GAC AAG AC -
3’) ve ef2 (5’- GGA (G/A)GT ACC AGT (G/C)AT CAT GTT -3’) primerleri
kullanilarak amplifiye edilmistir (O’Donnell vd., 1998).

Her 30 uLL PCR reaksiyon karigsimi; 25-50 ng fungal DNA, 6 uL 5X tampon
soliisyonu, 1,5 mM MgCl,, 0,13 mM dNTP, 0,35 uM ef1 (ileri primer), 0,35 uM ef2
(ters primer), 1,5 iinite Tag polimeraz (Dream Tag DNA polimeraz, Fermantas) ve
polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction Amplification = PCR) i¢in

yeterli saflikta su icermektedir.

PCR amplifikasyonu, bir T100 termal cycler (BioRad, Hercules, CA,
ABD)’1n baslangigta denatiire edici sicakligi olan 95 °C’ de 3 dakika, 95 °C’ de 30
saniye denatiirasyon, 51 °C’de ise 1 dakika annealing (baglanma) sicakligi, 72 °C’de
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1 dakika uzama sicaklig1 olarak toplam 35 dongii ve 72 °C’ de 5 dakika boyunca

final uzama sicakligi ile tamamlamistir (Sekil 3.7).

T100" Thermal Cycler

Name: EFIPBS3 Time remaining: 2:12:33 Volume: 16yl |
4 5

Lid heating

o i1

Sekil 3.7. Fusarium tiirlerinin Ef-1o bolgelerinin PCR amplifikasyonu i¢in
kullanilan T100 termal cycler’in ekran goriintiisii.

3.2.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR fiiriinleri 0,5X Tris-borate-EDTA (TBE) tampon soliisyonunda %1’lik
agaroz jel icerisinde 90 volt 60 dakika elektroforetik ayrima tabi tutulmuslardir. %1
agaroz jeli hazirlamak i¢in 160 ml 0,5X TBE’ye 1,6 g agaroz ilave edilmistir.
Karistm mikrodalgada yaklasik 2 dakika kadar isitilmistir. Cozelti elle tutabilecek
sicakliga uygun olana kadar sogumas icin bekletilmistir. Daha sonra jel tepsisine
dokiilmiistiir. Jelin hazirlanmasinda son adim olan oyuklart acmak i¢in ise tarak

koyulmus ve jelin donmasi beklenmistir.

Jelin oyuklari icine 10 pL PCR iiriinii yiiklenmistir. icerisinde TBE tampon
cozeltisi bulunan elektroforez tankina jel yerlestirilmistir. Elektrik akimi saglamak

icin bir glic kaynagina baglanmistir ve bu elektrik akimi negatif yiikli DNA'nin
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pozitif yiiklii katoda dogru hareket etmesini saglayarak DNA’larin bu yondeki
hareketini baslatmistir (Sekil 3.8).

Yaklagik 1 saat sonra, jel dikkatlice c¢ikarilmis ve 15-20 dakika etidyum
bromiir igeren soliisyonda bekletilmis ve bir G:BOX F3 jel goriintiileme sistemi

(Cambridge, UK: Syngene) yardimu ile jelin fotografi ¢ekilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.8. Gii¢ kaynag: ve elektroforez tanki.
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a1 NEEnE

Sekil 3.9. G:BOX F3 jel goriintiileme sistemi (Cambridge, UK: Syngene).

3.2.2.5 Sekans ve Sekans Analizi

Elektroforez sonucu bantlarin varligi anlasilan iiriinleri geri kalan 20 puL’si
ABI Prism® 3730xi cihazi yardimi ile sekans bilgilerinin elde edilmesi amaci ile
ticari bir sirkete (Macrogen, Seoul, Giiney Kore) gonderilmistir. Sekans tek yonlii
efl primeri kullanilarak gergeklestirilmistir. Ham sekans datalar1 Mega7 programi
kullanilarak islenmis ve NCBI GenBank ta bulunan diger sekanslarla benzerliklerinin
karsilastirmak  icin  BLASTn  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) analizine tabi
tutulmustur. Elde edilen sekanslar ClustalW program kullanilarak alignment analizi
gerceklestirilmistir (Thompson vd., 1994). Fusarium tiirlerine ait izolatlara ait
sekanslar ile GenBank’tan elde edilen referans izolatlarin sekanslar1 ile Mega7
programi kullanilarak filogenetik agaci1 Neighbor-joining dendrogrami Tamura ve

Nei (1993) modeli kullanilarak 1000 bootstrap tekrari ile ¢izilmistir.
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3.3  Patonejisite Testi

Monosporik Fusarium spp. izolatlari, patojenisite testinde inokulum
olusturmak i¢in PDA iizerinde gelistirilmistir. Calismalarda Seri 82 bugday cesidi

kullanilmustir.

Bugday tohumlarinin  %1’lik  NaOCI c¢ozeltisi  (v/v) ile yiizey
dezenfeksiyonunu yapmak iizere gecen siireyi (1, 2 ve 3 dakika) kontrol etmek icin
bir 6n deneme gerceklestirilmistir. Bu siirelerin hepsinde bugday tohumlar
cimlenmeye baslamistir. Bu nedenle, bugday tohumlarinin yiizey dezenfeksiyonu
icin 3 dakika boyunca %1’lik NaOCI c¢ozeltisi kullanilmistir (Sekil 3.10). Yiizey
dezenfeksiyonu yapilmis olan tohumlar iki kez sterilize edilmis olan damitilmis su
i¢inde durulanmis ve steril filtre kagidi tizerinde kurutulmustur. Tohumlar daha sonra
steril damitilmis suyla doyurulmus bir filtre kagidi destesiyle Petri kabina
yerlestirilmistir (Sekil 3.11) ve c¢imlenme icin 3-4 giin boyunca 25 °C'lik bir
sicaklikta bir etiivde tutulmustur (Sekil 3.12).

[

Sekil 3.10. Tohumlarin sterilizasyon agsamas.
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Sekil 3.11. Tohumlarin sterilizasyonu ve Petrilere ekim agamasi.

Sekil 3.12. Tohumlarin inkiibasyon agamasi.

Patojenisite testi icin bugday fideleri steril saksilarda 50:40:10 kum, toprak ve
organik madde (v/v/v) karisimi kullanilarak yetistirilmistir. Toprak karisimi1 bulunan
saksilarin iizerine yaklasik 7 giinliik kiiltiirlerden alinan 0,5 santimetre capindaki
miselyal diskler koyulmustur. Agar disklerin iizerine tek bir tohum yerlestirilmistir
ve ince bir toprak karisimiyla kapatilmistir (Sekil 3.13). Bitkiler, 16 saat suni 11k
kosullarinda ve 25 °C giindiiz ve 15 °C gece sicakliklarinda %60-80 bagil nem
kosullarinda biiyiime odasinda tutulmustur (Mitter vd., 2006), (Sekil 3.14 ve Sekil

3.15). Bitkiler gerektiginde sulanarak test siiresince tekrarlanmistir.
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Sekil 3.14. Patojenisite icin ekilen tohumlarin gelisme siireci.
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Sekil 3.15. iklim odasinda yetisen bitkiler.

Asilama isleminden dokuz hafta sonra bitkiler topraktan yikanmistir. Ta¢ ve
ana govde tabanindaki tipik esmerlesme/ciiriime ylizdesine dayali olarak Nicol vd.,
(2001)’in (Wildermuth ve McNamara'dan 1994’den modifiye edilmistir) 1-5 skalasi
(1: %1-9 Dayanikli, 2: %10-29 Orta dayanikli, 3: %30-69 Orta hassas, 4: %70-89
Hassas, 5: %90-99 Cok hassas) kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.16).

Patojenler, her bir patojenik tiiriin temsili izolatlar1 i¢cin Koch postulatlarini
yerine getirmek i¢in asilanmis bitkilerin ve kontrol bitkilerde olusan belirtilerden
yeniden izole edilmistir. Yeniden izole edilen Kkiiltiirlerin morfolojilerini, tiirlerin
bilinen kiiltiirleriyle karsilastirarak bunlara karsilik gelen Fusarium tiirleri olarak
dogrulanmistir. Kontrol bitkilerinde herhangi bir Fusarium spp. kiiltiir gelisimi

gbzlenmemistir.
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Sekil 3.16. Baz: bitki koklerinin Fusarium tiirlerine kars1 gosterdigi reaksiyon
sonucunun 1-5 skalasina gore degerlendirilmesi.

Sekil 3.17. Baz1 bitki koklerinin Fusarium tiirlerine kars1 gosterdigi reaksiyon
sonucunun 1-5 skalasina gore degerlendirilmesi.

32



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Bulgular

4.1.1 Patojen Olan Funguslarin Tiir Diizeyinde Belirlenmesi

Bu calismada, Azerbaycan’min farkli bugday yetistirme bolgelerindeki 19
bugday tarlast ve 16 arpa tarlas1 olmak iizere toplam 35 tarladan toplanan
orneklerden toplam 200 Fusarium izolati elde edilmistir (Cizelge 4.1). Yapilan
izolasyonlar sonucunda bu bolgelerden elde edilen Fusarium tiirlerinden en yaygin
olami F. culmorum (80) olarak tespit edilmis bu sirayida F. acuminatum (67) takip
etmistir. Uclincii olarak F. pseudograminearum (17) bulunmustur. Diger fungus
tiirleri ise F. equiseti (14), F. proliferatum (9), F. oxysporum (7) ve F. graminearum
(6) olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu Fusarium tiirlerinin bu bolgelerde
bulunma yogunluklari ise yukarida tiirlerin belirtildigi sira ile %40, %34, %8.5, %7,
%4,5, %3,5 ve %3 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Bolge’de arpa tarlalarindan
elde edilen izolat sayilar1 ise F. culmorum, F. pseudograminearum, F. acuminatum,
F. equiseti, F. oxysporum ve F. proliferatum tiirleri icin sirasiyla 31, 11, 38, 9, 3, ve
3 olarak bulunmus, buna ragmen arpa arazilerinden herhangi bir F. graminearum
izolat1 elde edilememistir. Benzer sekilde bu rakamlar bugday tarlalarindan elde
edilen izolatlar i¢in F. culmorum, F. graminearum, F. pseudograminearum, F.
acuminatum, F. equiseti, F. oxysporum ve F. proliferatum tiirleri icin sirasiyla 49, 6,

6, 29, 5, 4 ve 6 olarak tespit edilmistir.

Hububat ekilis alanlarinda yiiriitiilmiis ¢alismalarda elde edilen tiirler ve
tiirlerin oranlarina ait veriler calismamiz sonucunda elde edilen verilerle biiyiik
oranda ortiismektedir. Ornegin Tunali vd., (2008) Tiirkiye’deki hububat alanlarindan
elde ettigi kok ciiriikligi fungal izolatlar1 icerisinde en yaygin tiirii F. culmorum

olarak bulmustur.
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Cizelge 4.1. Izolasyonu gerceklestirilen 6rneklerin izolat numaralari, lokasyonlari,
koordinatlar1 ve elde edilen izolat sayilar

No Lokasyon Bitki Enlem Boylam Fc Fg Fpg Fac Fe Fo Fp
1  Qobustan Bugday 40°30'28N  48°59'21 E 3
2 Ismayilli Bugday 40°40'39N  48°32'70E 4
3 Ismayill Arpa 40°47"10N  48°10'71 E 2
4  Ismayill Bugday 40°40'46 N  48°04'86 E 3 1
5 Ismayilli Bugday 40°46'34 N  48°01'97E 3 3
6 Ismayill Bugday 40°43'33N  48°00'85E 4
7 Ismayill Bugday 40°42'63N  47°59'11 E 2
8 Ismayilh Arpa 40°42'65N  47°57'33E 3
9 Seki Arpa 41°02'42N  47°26'19E 3 3
10 Seki Arpa 41°0701 N 47°15'83E 5 2
11 Seki Arpa 41°02'33 N 47°09'33 E 2 3
12 Saki Bugday 41°02'34 N  47°09'36 E 2
13 Seki Arpa 41°00'11 N 47°07'21E 4
14 Saki Arpa 41°00'09N  47°07'27E 3 2 3
15  Seki Arpa 40°53'62N  47°11'62E 3
16 Saki Arpa 40°50'91N  47°13'13 E 4 4
17 Saki Arpa 40°50'92N  47°13'17E 3
18 Bordo Bugday 40°19'84 N  47°07'76 E 4
19 Boardo Bugday 40°19'84 N  47°07'76 E 4
20 Boardo Bugday 40°17'00N  47°11'48E 3
21 Bordo Bugday 40°16'95N  47°11'53E 5 3 2
22 Boardo Bugday 40°16'61 N  47°11'36 E 4
23 Agdas Arpa 40°16'11 N 47°12'24E 3 3
24 Agdas Arpa 40°16' 11N 47°12'24 E 5
25 Ucar Bugday 40°27'78 N 47°51'14E 5 3
26  Ucar Arpa 40°27'45 N 47°51'94E 4 2
27 Kirdomir Bugday 40°05'64N  48°09'21 E 5
28 Kiirdomir  Arpa 40°05'64 N 48°09'21E 5 4 3
29 Kirdomir  Arpa 40°05'07N  48°10'43 E 3 3
30 Kiirdomir Bugday 40°05'07N  48°10'43 E 5 2
31 Kiirdomir Bugday 40°05'12N  48°11'56 E 4 4 2
32 Kiirdomir  Arpa 40°05'12N  48°11'56 E 4 4 3
33 Kiirdomir Bugday 40°05'19N  48°12'47E 2 2 2
34 Kirdomir Bugday 40°05'19N  48°12'47E 3 3 2
35 Kiirdomir Bugday 40°14'74N  48°26'37E 5 3 3

®
(=]

Toplam 6 17 67 14 7 9

*Fc F. culmorum, Fpg F. pseudograminearum, Fg F. graminearum, Fac F. acuminatum, Fe F. equiseti,
Fo F. oxysporum, Fp F. proliferatum
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Cizelge 4.2. Izolasyonu gerceklestirilen orneklerin izolat numaralari,
lokasyonlari, koordinatlart ve izolatlarin bulunma oranlari

Tarla

Lokasyonlarin Koordinatlar:

. F F F F F F F
Sehir No. Enlem (N) Boylam (E) ¢ g pg ac ¢ ° P
Qobustan 1 40°30' 28 48°59'21 0 0 0 3 0 0 0
Ismayilli 9 40°40'-40° 47 47° 57" -48° 32' 0 6 0 19 0 0 0
Soki 20 40°50'-41°07' 47° 07" -47° 26' 7 0 5 23 6 5 0
Bordo 10 40° 16'-40° 19' 47°07' -47° 11 20 0 3 0 0 2 0
Agdas 2 40° 16' 47° 12 8 0 0 3 0 0 0
Ucar 5 40°27'-40° 27’ 47°51'-47° 51 9 0 5 0 0 0 0
Kiirdomir 24 40° 05'-40° 14' 48°09' -48° 26' 36 0 4 19 8 0 9
Toplam 71 Toplam Izolat Sayisi: 80 6 17 67 14 7 9
izolatlarin bulunma oram (%) 40 3 8,5 34 7 3,5 4,5

*Fc F. culmorum, Fpg F. pseudograminearum, Fg F. graminearum, Fac F. acuminatum, Fe F. equiseti, Fo F.
oxysporum, Fp F. proliferatum

4.1.2 Morfolojik Karakterizasyon

SNA’da gelistirilen funguslardan yapilan izolasyon sonucu elde edilen
Fusarium tirlerinin morfolojik teshisi Fusarium spp. sporlart lam ve lamel
preperatlart arasina konularak 400x biiyilitmede mikroskop altinda incelenmis ve hem
olusturduklar1 makrokonidilerin boyutlari, hiicresel yapilari, u¢ yapilari, bolme
sayilar1 gibi Ozelliklerine bakilarak hem de PDA besi yerinde olusturdugu
pigmentasyonu, misel dzelliklerine bakilarak Leslie ve Summerell (2006)’e gore tiir

diizeyinde gerceklestirilmistir.
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4.1.2.1 Fusarium culmorum

Hemen hemen her F. culmorum izolatt PDA'da ve SNA’da benzer koloni
ozellikleri gostermistir. Biiylime oranlart 40 ila 48 mm arasinda degiserek hizlh
biiylimiislerdir (Cizelge 4.3). F. culmorum, Petri kabim bir hafta icinde tamamen
kaplayan (Sekil 4.1A) bol miktarda misel olusturmus ve PDA'da karmin kirmizisi
pigmenti iiretmis ve sekil bakimindan ¢ok benzer olan makrokonidiler iiretmistir
(Sekil 4.1B). F. culmorum, 3-4 ve cogunun 4 bolme oldugu kalin duvarh
makrokonidiler iiretmistir (Sekil 4.1B). Uretilen makrokonidiler, ayak seklinde
belirgin bir bazal hiicreye sahip degildir, ancak ¢entikli bazal hiicrelere ve yuvarlak
ve kor apikal hiicrelere sahip oldugu gozlemlenmistir. Fusarium culmorum, SNA'da

mikrokonidiler olusturmamustir.

A B

Sekil 4.1. Fusarium culmorum [PDA {izerindeki koloni pigmentasyonu (A),
SNA iizerinde gelisen makrokonidiler (B)].
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4.1.2.2 Fusarium graminearum

Fusarium graminearum izolatt PDA'da hizla biiylimiis ve biiylime oranlar
40-45 mm olarak gozlemlenmistir (Cizelge 4.3). Karmen kirmizisi rengi olusturdugu
tespit edilmis (Sekil 4.2A) ve PDA {izerinde kirmiz1 pigment olusturan yogun misel
tretmistir. F. graminearum goreceli olarak ince (5-8 um), uzunlugu 50 ila 60 pm
arasinda degisen kalin cidarli makrokonidiler olusturmustur (Cizelge 4.4).
Makrokonidiler, iyi gelismis ayak seklindeki bazal hiicre ve konik apikal hiicrelerle,
orta derecede diiz ve hafif bir sekilde kavislidir (Sekil 4.2B ve 4.2C). Uretilen
makrokonidilerin bolme sayis1 4 ila 6 arasinda degismistir (Sekil 4.2B ve 4.2C).

Sekil 4.2. Fusarium graminearum [PDA iizerindeki koloni pigmentasyonu
(A), makrokonidiler (B), makrokonidiler (C)].
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4.1.2.3 Fusarium pseudograminearum

F. pseudograminearum izolatlari, PDA'da benzer koloni 06zellikleri
gostermislerdir. izolatlarin hizla biiyiidiigii gozlemlenmis ve 72 saatlik biiyiime
oranlarinin 25 ila 39 mm arasinda degistigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Cevresinde
beyaz ve merkezde sariya yakin olan bol miktarda misel olusturmuslardir. F.
pseudograminearum izolatlar1 PDA'da pembe pigment iiretmistir (Sekil 4.3A). F.
pseudograminearum orta-uzun (47-59 pum), nispeten ince (6-8 um) makrokonidiler
(Cizelge 4.4) iretmistir ve bu makrokonidilerin neredeyse diiz ila orta derecede
kavisli, ayak seklinde bazal hiicreler ve kavisli apikal hiicreli oldugu tespit edilmistir.

Makrokonidilerin 5 ila 6 bolme sayisina sahip oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.3B).

Sekil 4.3. Fusarium pseudograminearum [PDA iizerindeki koloni
pigmentasyonu (A), macroconodia (B)].
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4.1.2.4 Fusarium acuminatum

Fusarium acuminatum izolatlari, 20-30 mm biiyiime oranlari ile orta derecede
bir hizla biiyiimeye gore nispeten daha yavastir (Cizelge 4.3). Uretilen izolatlar giil
renginde bordo rengine degisen miselyum seklinde gelismistir (Sekil 4.4A). F.
acuminatum, sirastyla 25-55 um uzunluk ve 4-5 pm genislige sahip kalin duvarli
makrokonidiler tiretmistir (Cizelge 4.4). Makrokonidiler, belirgin ayak seklinde bazal
hiicre ve uzun tepeli apikal hiicre ile orta derecede kavisli ve 3 ila 5 bolme seklinde

gozlemlenmistir (Sekil 4.4B).

Sekil 4.4. Fusarium acuminatum [PDA iizerindeki koloni pigmentasyonu (A),
macroconodia (B)].
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4.1.2.5 Fusarium equiseti

Fusarium equiseti’nin izolatlar1, 25 ila 45 mm arasinda degisen biiylime
oranlari ile orta derece bir hizla biiyiimiistiir (Cizelge 4.3). Baslangigta beyazdan acik
grimsi renge doniisen renkte misel olusturmuslardir (Sekil 4.5A). Izolatlarin ¢ogu
PDA iizerinde pigment olusturmamistir (Sekil 4.5A). F. equiseti, belirgin bir sekilde
ayak seklinde bir bazal hiicreli ve sivri uzun apikal hiicreli dorsiventral egrilige sahip
kalin duvarli 3 ila 5 bolme makrokonidiler iiretmistir (Sekil 4.5B). Uretilen
makrokonidiler, ince (4-6 um genisliginde), orta ila uzun (38-57 um uzunlugunda)

seklinde gozlemlenmistir (Cizelge 4.4).

Sekil 4.5. Fusarium equiseti [PDA iizerindeki koloni pigmentasyonu (A),

macroconodia (B)].
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4.1.2.6 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum izolatlari, PDA'da c¢ok cesitli koloni karakteristikleri
gostermistir. Bilylime oranlar1 25 ila 35 mm arasinda degismistir ve bu biiyiime
oranlar1 yavastan orta dereceye dogru olmustur (Cizelge 4.3). izolatlar gelismesiyle
orantili olmakla birlikte, seyrek beyaz miselyum iiretmistir ve hi¢c pigment
tretmemistir (Sekil 4.6A). Fusarium oxysporum, SNA'da kisa fiyalidler tizerinde O
ila 1 bolme olan bol miktarda mikrokonidiler iiretmistir (Sekil 4.6B, 4.6C).

Sekil 4.6. Fusarium oxysporum [PDA iizerindeki koloni pigmentasyonu (A),
microconodia (B), microconidia (C)].
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4.1.2.7 Fusarium proliferatum

Fusarium proliferatum izolatlar1 yavas bir hizla gelisme gostermislerdir (25-
32 mm) (Cizelge 4.3). Baslangigta beyaz olan ve gelistikce hafif agik pembeye bakan
bir renk veren bol miktarda miselyum iiretmislerdir (Sekil 4.7A). Sirasiyla 25-38 um
ve 2-4 um uzunluga ve genislige sahip ince duvarli ince makrokonidiler tiretmistir
(Cizelge 4.4). Urettigi makrokonidiler, egri apikal hiicre ve 3-5 bolme ile nispeten
diiz goriilmiistiir (Sekil 4.7B). Mikrokonidiler ise kisa fiyalidler iizerinde bazen

zincir seklinde olugsmustur.

Sekil 4.7. Fusarium proliferatum [PDA iizerindeki koloni pigmentasyonu
(A), macroconodia (B)].

Cizelge 4.3. Bugday koklerinden izole edilen Fusarium tiirlerinin biiylime

oranlar1
Tiirler Biiyiime oranlari (mm)1
F. culmorum 40-48
F. graminearum 40-45
F. pseudograminearum 25-39
F. equiseti 25-45
F. acuminatum 20-30
F. oxysporum 25-35
F. proliferatum 25-32

"Biiyiime oranlari, PDA’da 25 °C’de 72 saat boyunca karanlkta gelistirildikten sonra dl¢iilmiistiir.
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Cizelge 4.4. Bugday koklerinden izole edilen Fusarium tiirlerinin
makrokonidiler boyutlari

Tiirler Uzunluk (um)* Genislik (pm)*
F. graminearum 50-60 5-8

F. pseudograminearum 47-59 6-8

F. equiseti 38-57 4-6

F. acuminatum 25-55 4-5

F. culmorum 25-29 4-6

F. oxysporum - -

F. proliferatum 25-38 2-4

*Makrokonidiler uzunluk ve genislik olciileri SNA ortaminda 7-10 giin boyunca giindiiz 25 °C/ gece 20 °C
sicakliklar altinda gelistirildikten sonra mikroskop ile 400x biiyiitmede Ol¢tilmiistiir.

Elde edilen makrokonidi boyutlari, sekilleri, bolme sayilari gibi morfolojik
kriterler Fusarium spp. izolatlarinin tiir teshisinde kullanilan referans olarak kabul
edilen Burgess vd., (1994), Summerell vd. (2003) ve Leslie ve Summerell (2006) de

tarif edilen degerlerle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

4.1.3 Molekiiler Karakterizasyon

4.1.3.1 DNA izolasyonu

Bitki orneklerinden tiir tespiti yapilmasi amaciyla kesin sonug¢ veren DArT
DNA izolasyon protokolii uygulanmis ve patojenlerin DNA’s1 bu protokole uygun
sekilde izole edilmistir. Elde edilmis olan DNA’larin spektrofotometrik ol¢iimleri

PCR caligmalari i¢in uygun oldugunu gostermistir.

4.1.3.2 PCR Reaksiyonu ve Jel Elektroforezi ile Tiirlerin Belirlenmesi

Referans izolatlarin Ef-1a gen bolgeleri efl ve ef2 primerleri ile basarili bir
sekilde cogaltilmistir. Elde edilen PCR iiriinii jel elektroforezde goriintiilenmistir
(Sekil 4.8) ve orneklerin calistigi dogrulanarak sekansa gonderilmistir. Sekans
sonuclart Mega7 programinda islenerek NCBI Blast yardimiyla tiir diizeyinde
teshisler yapilmistir. Sekans datalarinin islenmesinden sonra elde edilen sekans
biiytikliikleri sirasiyla F. culmorum igin 681 bp, F. graminearum ig¢in 696 bp, F.

pseudograminearum i¢in 679 bp, F. equiseti i¢in 677 bp, F. acuminatum i¢in 676 bp,
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F. oxysporum igin 745 bp ve F. proliferatum i¢cin 705 bp olarak tespit edilmistir.
Calismaya elde edilen tiirlere ait referans sekanslar NCBI GenBank elde edilerek
eklenmistir. Tiim sekanslar ClustalW program kullanilarak alignment analizi
gerceklestirilmistir (Thompson vd., 1994). Fusarium tiirlerine ait izolatlara ait
sekanslar ile referans izolatlarin sekanslart Mega7 programu kullanilarak filogenetik
agac1 cizilmistir. Neighbor-joining dendrogrami Tamura ve Nei (1993) modeli
kullanilarak 1000 bootstrap tekrari ile ¢izilmistir. Dendrogramda morfolojik olarak
tanimlamasi yapilmis olan tiirlere ait izolatlar refrans izolatlar ile ayn1 gruplarda yer
aldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.9). Ef-1o. gen bolgesinin Fusarium tiirlerinin teshisinde

oldukca yararl bilgiler sagladig1 anlagilmistir.

Sekil 4.8. Izolatlara ait Ef-1a gen bolgelerinin elektroforezde elde edilmis jelin UV
cihaziyla ¢ekilmis goriintiisii. DNA marker (M) is GeneRuler 100 bp plus
(Thermo Scientific, USA) Fc F. culmorum, Fpg F. pseudograminearum,
Fg F. graminearum, Fac F. acuminatum, Fe F. equiseti, Fo F. oxysporum,
Fp F. proliferatum
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Sekil 4.9. Fusarium spp. izolatlarina ait Ef-/a gen bolgesinin sekansina
dayal1 Neighbour joining filogenetik agaci.

Bu konuda O’Donnell (1998) ve Gebremariam (2018)’da yaptiklar
calismalarda izolatlarin molekiiler tanimlamalarini, translasyon uzama faktorii- Ef-1a

gen bolgesine dayandirarak tespit etmislerdir.

4.1.4 Patojenisite Testi

Patojenisite testi sonucunda en agresif izolatlarin F. culmorum tiiriine ait
olduklarini, bunu sirasiyla F. pseudograminearum ve F. graminearum izolatlari
izlemistir. F. acuminatum, F. equiseti, F. oxysporum ve F. proliferatum izolatlar ise
Seri 82 bugday cesidinde patojen olarak bulunmamistir. Patojenisite testi ile ilgili

skor degerleri ve istatistiksel degerler cizelge 4.5 te verilmistir.
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Cizelge 4.5. Patojenisite sonuclari

izolatlar Fungus
Fc Fpg Fg Fac! Fe' Fo! Fp*

1 3.80°a° 3.77a 3.33a 143a 130a 133a 140a
2 363a 3.70a 3.13a 140a 123a 130a 140a
3 357ab 3.40Db 140a 12la 120a 1.36a
4 333bc 3.33b 1.37a  1.20a 1.33a
5 327¢ 327b 1.17a 1.17a
Kontrol 1.14d 1.14c¢ 1.14b 1.14a 1.14a 1.14a 1.14a
LSDy s 0.25 0.28 0.22 0.37 0.20 0.27 0.35
Mean 3.52 3.49 3.23 1.35 1.22 1.28 1.38

*Fc F. culmorum, Fpg F. pseudograminearum, Fg F. graminearum, Fac F. acuminatum,
Fe F. equiseti, Fo F. oxysporum, Fp-F.proliferatum

® 1-5 skalasina dayal1 patonejisite testinde elde edilen hastalik siddeti

Herbir siitun igindeki aym harf istatistiki olarak dnemli bir fark olmayan gruplari temsil
etmektedir (P = 0.05 Fisher’s least significant difference test).

4 Kontrole gore istatistiki bir fark bulunamamustir.

Benzer sekilde Dyer vd. (2009) 2005 ve 2006 yillarinda Montana’dan elde
ettigi F. culmorum F. pseudograminearum ve F. graminearum tiirlerine ait izolatlar

icerisinde en agresif izolatlarin F. culmorum tiiriine ait oldugunu bulmustur.

Calismalarimiza benzer sekilde Hekimhan (2010) ise Trakya Bolgesi bugday
ekim alanlarinda yiiriittiigii calismada ve kok ve kok bogazi hastaligina sebep olan
patojenler olarak Fusarium sp., Pseudocercosporella sp., Rhizoctonia sp.,
Cochliobolus sp., Rhizopus sp., Cephalosporium sp., Gaeumannomyces sp., Pythium
sp., ve Alternaria sp. olarak tespit etmistir. En yaygin olan patojenin ise F. culmorum

oldugunu bildirmistir.

Dolar vd. (2019), Kirsehir ve Kirikkale illerindeki bugday ve arpa tarlalarinda
bulunan kok ve kok bogazi hastaliklarinin tespit edilmesi i¢in benzer olarak 2011
yilinda sérvey calismasi yapmis ve hastalikli bitki 6rnekleri toplamustir. Izolasyon
calismalar1 sonucunda Fusarium oxysporum, F. Chlamydosporum, F. acuminatum,
F. redolens, F. incarnatum, F.equiseti, F. tricinctum, Microdochium nivale, R. solani
AG4, R. Solani AG3, biniikleat AGI, Waitea circinata var. circinata, Alternaria
alternata, Bipolaris sorokiniana, Embellisia spp., Curvularia inaequalis
,Ophiosphaerella herpotricha ve Phaeosphaeria pontiformis etmenlerini tespit

ettigini bildirmistir.

Buldugumuz sonuglara yakin olarak Ozer ve Soran (1991), bu kapsamda

yaptiklart calismada; Tiirkiye’de bugday, arpa, cavdar ve yulafta Fusarium
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oxysporum, F. equiseti ve F. culmorum etmenlerinin kok ve kok bogazi hastaligina

sebep oldugunu tespit ettiklerini bildirmislerdir.

47



5. SONUC ve ONERI

Yiiriitiilen ¢alisma sonucunda funguslarda tiir diizeyinde yapilan tespitler i¢in
gelistirilen kiiltiirlin meydana getirdigi rengin, makrokonidi varligi ve yapisinin

onemli bir kriter oldugu ortaya konmustur.

Tiirlerin dogrulamak i¢in daha o©Oncede kullanilmis olan Translation
Elongation Factor 1-a (Ef-Ia) gen bolgesinin tiir teshisinde kesin sonuglar verdigi
tespit edilmistir. Elde edilen filogenetik agacin izolatlar1 tiir diizeyinde ayirdigi

goriilmektedir.

Azerbaycan bugday ve arpa ekilis alanlarinda bulunan kok ve kok bogazi
hastaligina neden olan Fusarium tiirlerinin bulunma oranlart; F. culmorum %40, F.
acuminatum %34, F. pseudograminearum %8,5, F. equiseti %7, F. proliferatum
%4,5, F. oxysporum %3,5 ve F. graminearum %3 olarak tespit edilmistir. Bu
oranlara bakilarak daha 6nce de yapilmis olan kok ve kok bogazi hastaligina sebep

olan Fusarium tiirlerinin benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Calismanin sonuglar1 Azerbaycan topraklarinda gerceklestirilecek olan daha
kapsamli calismalarla dogrulanmali ve diger toprak kokenli patojenlerde dikkate
alarak karsilasilabilecek bu hastaliklara karsi entegre bir miicadele stratejisinin

belirlenmesi Onerilmektedir.
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