CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI
YUKSEK LIiSANS TEZi

CANAKKALE ORTUALTINDA YETIiSEN
MARULLARDAN iZOLE EDIiLEN
Sclerotinia sclerotiorum POPULASYONLARINDA
VARYASYONLARIN SAPTANMASI

Duygu MERMER DOGU

Danmisman:

Doc. Dr. Figen TURK

Mayis, 2008
CANAKKALE



CANAKKALE ORTUALTINDA YETIiSEN
MARULLARDAN iZOLE EDIiLEN
Sclerotinia sclerotiorum POPULASYONLARINDA
VARYASYONLARIN SAPTANMASI

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi

Bitki Koruma Anabilim Dal

Duygu MERMER DOGU

Damisman:

Doc. Dr. Figen TURK

Mayis, 2008

CANAKKALE



YUKSEK LiSANS TEZi SINAV SONUC FORMU

DUYGU MERMER DOGU, tarafindan DOC. DR. FIGEN TURK yonetiminde
hazirlanan “CANAKKALE ORTUALTINDA YETISEN MARULLARDAN
IZOLE EDILEN  Sclerotinia  sclerotiorum  POPULASYONLARINDA
VARYASYONLARIN SAPTANMASI” baglikli tez tarafimizdan okunmus,

kapsami ve niteligi acisindan bir Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Dog. Dr. Figen TURK

Y Onetici

Yrd. Dog. Dr. Ismet YILDIRIM Yrd. Dog. Dr. Canan KUZUCU

Jiiri Uyesi Jiiri Uyesi

Prof Dr_ Mehmet Emin OZEI

Miidiir

Fen Bilimleri Enstitiisii



TESEKKUR

“Canakkale Ortiialinda Yetisen Marullardan izole Edilen Sclerotinia
sclerotiorum Populasyonlarinda Varyasyonlarin Saptanmasr” konulu yiiksek
lisans tezinin her asamasinda yakin ilgi ve Onerilerinin yanisira mesleki birikimi ve
destegiyle beni yonlendiren degerli hocam ve tez danismanim Sayin Dog. Dr. Figen
TURK’e, sagladiklar1 yardim ve katkilari ic¢in Bitki Koruma Boliimii Ogretim
Uyelerine tesekkiir ederim. Ayrica arastirmanun yiiriitilmesinde bana destek
saglayan Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Bilimsel Arastirma Proje

Komisyonuna (Proje No: BAP 2006-08) tesekkiir ederim.

Calismanin baslangicindan son asamasina kadar maddi ve manevi destegini
esirgemeyerek her zaman yanimda olan ¢ok degerli aileme ve esime, bana gostermis

olduklar1 sonsuz 6zveri ve sabir icin de tesekkiirlerimi sunarim.
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CANAKKALE ORTUALTINDA YETIiSEN MARULLARDAN iZOLE
EDILEN Sclerotinia sclerotiorum POPULASYONLARINDA
VARYASYONLARIN SAPTANMASI

OZET

Bu calisma, Canakkale’de seralarda yetistirilen marullarda yumusak ciiriikliik
hastalig1 olusturan etmen, Sclerotinia sclerotiorum (Lib) De Bary populasyonundaki
varyasyonlarin saptanmasi amaciyla 2005-2008 yillar1 arasinda gerceklestirilmistir.
Oncelikle arastirma alaninda bulunan seralarda infekteli bitkiler not edilmis ve
hastalikli bitkilerden tesadiifi olarak sklerot toplanmistir. Sorveyler Ocak-Mart
aylarinda gercgeklestirilmistir. Toplanan 116 izolatin, in vitro’da izolasyonlari
yapilmis ve izolatlar arasinda miselyal uyum gruplarinin (MUG) saptanmasi
amaciyla birbirleri ile eslestirilerek ikili kombinasyon seklinde, icerisinde kirmizi
gida boyasi bulunan patates dekstroz agar (PDA) ortaminda gelistirilmistir.
Kolonilerin PDA’da gelisimleri sonucu petride birbirleri ile birlestikleri bolgede eger
bir bosluk ve kirmizi bir bant olugmussa bu iki koloninin uyumsuz oldugu, eger
birlesme noktasinda, bir bant olusmamuis fakat sklerot olusumu varsa uyumlu oldugu
kaydedilmistir. Eslestirmeleri sonucu toplam 46 adet MUG tanmimlanmistir; bazi
izolatlar yalmzca kendilerine uyumlu bulunurken MUG’larin ¢ogunda ikiden fazla
izolat yer almistir. Ayn1 MUG’da yer alan izolatlar ayni serada olabildigi gibi, farkli
seralardan toplanan izolatlarin da aym1 MUG’da yer aldig1 saptanmistir. Bir seradan
toplanan izolatlar arasinda birden fazla MUG elde edilebilmistir. Ayrica izolatlar besi
ortaminda olusturduklar1 sklerot say1 ve agirliklart bakimindan gozlenmis,
aralarindaki farklar tespit edilmistirr MUG ve morfolojik karakterler bakimindan
izolatlar arasinda farklar oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma ile Canakkale’de
marullardan elde edilen S. sclerotiorum populasyonunda izolatlar arasinda vejetatif

ve morfolojik farklarin oldugu saptanmaistir.
Anahtar Kelimeler: Sclerotinia sclerotiorum, MUG, Canakkale, marul

*Hazirlanan bu Yiiksek Lisans Tezi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi BAP
tarafindan 2006-08 nolu proje ile desteklenmistir.



INVESTIGATION OF THE VARIATION AMOUNG THE Sclerotinia
sclerotiorum POPULATION ISOLATED FROM LETTUCE IN
GREENHOUSE IN CANAKKALE

ABSTRACT

This research was, to determine the variation of the population of Sclerotinia
sclerotiorum, which is a agent of soft rot disease in lettuce growing in greenhouse in
Canakkale, done between 2005 and 2008. Primarily, plants, which were infected,
were noted and sclerot were collected by chance from infected lettuce in
greenhouses. Surveys were done between January and March. The isolation of 116
isolates, obtained from lettuce, were done in in vifro and isolates were paired
together in potato dextrose agar (PDA) amended with red food colour to determine
mycelial compatible groups (MCG) amoung them. As a result of the growing of the
colonies in PDA, pairings were scored as mycelial compatible if sclerot formed in
the interaction zone, pairings were scored as mycelial incompatible if a red line and a
gap occured in the interaction zone. The result of pair of isolates, 46 MUG were
described. Some of the isolates were found only selfcompatible when more than two
isolates placed most of MCGs. Isolates, which were in the same MCG, could be in
the same greenhouses, it could be different greengouses. More than one MCG were
obtained amoung isolates, were collected in same greenhouses. Furthermore, isolates
were wacthed in respect of sclerot number and weight formed in PDA and the
variation was determined between the isolates. Differents were determined between
the isolates for MCGs and morphological characters. It was determinated, vegetative
and morphologic different were being amoung isolates in S. sclerotiorum population

ontained from lettuce in Canakkale, with this study.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum, MCG, Canakkale, lettuce

*The present M.Sc thesis was supported by Canakkale Onsekiz Mart University BAP
under the project no of 2006-08.
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BOLUM 1
GiRiS

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary bitki patojenleri arasinda en polifag
olanlar1 arasinda yer alir. Bu patojene kars1i 64 familyaya bagli 225 cins ve bu
cinslere bagli 400’den fazla bitki tiirii duyarli olarak saptanmistir (Purdy, 1979;
Boland ve Hall, 1994). Bitkilerde olusturdugu hastaliklarin isimlendirilmesinde
60’tan fazla isim kullamlmaktadir: Ornegin beyaz kiif, ¢icek ciiriikliigii, govde

ciiriikliigii, yamusak sulu ¢iiriikliik vb. (Melvin ve ark., 2006).

Fungus  sklerotlart  sayesinde uzun  yillar  toprakta  canliligim
siirdiirebilmektedir (Coley-Smith ve Cooke, 1971) ve seksiiel olarak (askospor
olusturarak) ya da aseksiiel olarak (sklerot) etrafa dagilmaktadir. S. sclerotiorum
cografik olarak kozmopolittir ve ekolojik olarak cok genis bir yayilma

gostermektedir.

Etmenin hastalik olusturdugu bitkilerin biiyiikk ¢ogunlugunu dikotiledon
bitkiler olusturmakla birlikte, tarimsal anlamda 6nemli monokotilon bitkiler de bu
patojenin genis konukc¢u dizisi icinde yer almaktadir. Patojen iizerinde siiregelen
calismalar bu fungusun bu denli genis konuk¢uda hiikiim stirmesi, yiiksek konukcu
dayanikliligmin bulunmayisi ve miicadelesinin genelde zor olusundan ileri

gelmektedir (Melvin ve ark., 2006).
1.1. Sclerotinia sclerotiorum ‘unTanim

S. sclerotiorum nekrotrofik, homotallik bir patojendir (Melvin ve ark., 2006).
Hifleri renksiz, bdlmeli, dallanmis ve cok cekirdekli olan beyaz pamugumsu
miselyuma sahiptir (Laemmlen, 1998). Miselyum kitleleri birleserek daha sonra

siyah, sert ve uygunsuz kosullara dayanikli sklerotlar1 olusturur (Melvin, 2006).

S. sclerotiorum, PDA besi ortaminda genelde koloninin kenarlarinda, bazen
ise bir kag halka i¢ ice olacak sekilde ve 1-2 cm ¢apl sklerotlar olusturur. Sklerotlari

besi ortaminda yiizeysel olusturmaktadirlar (Singleton ve ark., 1992).



S. sclerotiorum, Ascomycota subesi, Discomycetes sinifinda yer alan bir
fungustur. Fungusun eseysel iiremesini saglayan olgun apotesyumlarda silindir
seklinde ascuslar bulunur. Ascuslardaki askosporlan eliptik, uniform ve iki

cekirdeklidir (Singleton ve ark., 1992).
1.2. Sclerotinia sclerotiorum’un Biyolojisi

S. sclerotiorum‘un temel olarak yasamini devam ettirme ve kist gecgirme
orgami sklerotlanidir. Sklerotlar tarlaya yiizey sulama veya yagmurlarla tasinabilir.
Bulagik tohum ya da makinelerle de giris yapabilir. Sklerot ile bulasik toprak ya da
bitki artiklarinin tasinmasi da bulagiklik olusturan etkenlerdendir. En yaygin olani ise
bulasik tarladaki kalintilarda iiretilen askosporlarin hassas iriinleri ve yabanci otlari
enfekte etmesi ve bu bitkilerde fungusun sklerotlarini olusturup ve bu sklerotlarin

hasat sirasinda topraga diigmeleridir (Nelson, 1998).

Hastalik dongiisiiniin baslatan sklerotlar iki bi¢imde cimlenebilirler. Yaygin
olarak carpogenic ¢cimlenme sonucu olusan apotesyumlardan salinan askosporlar ya
da diger ¢imlenme, myceliogenic ¢imlenme sonucu olusan hifler ve nihayetinde

olusan miselyum enfeksiyonu baslatir (Sekil 1.1.; Sekil 1.2.) (Nelson, 1998).

Apotesyum, sklerotdan c¢ikan bir sap ve iistiinde igbiikey bir hymenial
tabakadan (2-10mm) olusur. Bir sklerotdan bir ya da daha fazla apotesyum olusabilir
(Melvin, 2006). Apotesyumdan havaya dagilan askosporlar bitkilerin toprak iistii
aksaminda enfeksiyon olusturur. Carpogenic ¢imlenme ile apotesyum olusumu igin
10-20°C sicaklik gereklidir. Apotesyumlardan serbest kalan askosporlar uygun
kosullar altinda 3-6 saatte canli olmayan konukc¢u dokularinda cimlenirler. Daha
sonra miselyum gelisimi olur ve bitkinin saglikli dokularin1 enfekte eder (Anonim,

2007).

Myceliogenic ¢imlenmede gelisen miselyum direk bitki dokusunu enfekte
edebilir (Le Tourneau, 1979). Miselyum konukcu kiitikulay1 direk enzimlerle penetre
edebilir ya da penetrasyon gerceklesmezse stomalarda apresoryum ile mekanik bir

giic uygular (Lumsden ve Dow, 1973; Lumsden, 1979). Miselyum ile olusan
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enfeksiyonlar toprak alti ya da toprak seviyesinde gerceklesir ve sklerottan 2 cm

uzakliktaki bitkiyi enfekte edebilir (Anonim, 2007).

Sekil 1.1. Sclerotinia sclerotiorum sklerotlarinin ¢imlenmesi; a. Myceliogenic
cimlenme sonucu olusan hifler. b. Carpogenic ¢cimlenme sonucu olusan apotesyum

ve salinan askosporlar (Anonim 2007c).

Sekil 1.2. Sclerotinia sclerotiorum’un mikroskopta 40x biiylitmede hiflerinin

gorinimu.
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Bitkilerin enfeksiyonundan sonra gelisen miselyumlardan bitki dokularinin
icersinde ya da iizerinde yiizeysel sklerotlar olugur. Daha sonra bu sklerotlarin
topraga geri diigsmesi ile bunlar uzun bir siire toprakta canli olarak kalabilir. Uygun
kosullar buldugunda bu sklerotlar yeniden ¢imlenerek yeni enfeksiyonlar baslatir

(Anonim, 2007).

1.3. Sclerotinia sclerotiorum’un Konuk¢u Siniri, Dagilmi ve Hastahik

Belirtileri

Sclerotinia tiirlerinin olusturduklart bitki hastaliklar1 gecit bolgelerinde
bulunmaktadir. Ama baz1 raporlarda diinyanin hemen tamaminda bulundugu
bildirilmektedir. Serin ve nemli ortamlar1 etmenin gelisimi i¢in optimum kosullar
olmakla birlikte, ¢ok sicak ve sogukta gelisim gostermemektedirler (Singleton ve
ark., 1992). Diinyada, tarla ve depo kosullarinda S. sclerotiorum’dan etkilenen bir¢cok
bitki rapor edilmistir. Ana iirlinler ay¢igegi, kolza, fasulye, lahana, turuncgiller ve

maruldur (Boland ve Hall, 1994).

S. sclerotiorum genis konukcu dizisine sahip olmasi dolayisiyla bitkilerde
farkli simptomlara neden olmaktadir (Melvin ve ark., 2006). En yaygin simptomlar
bitkinin iist aksaminda olusan diizensiz sekilli 1slak lezyonlaridir. Bu lekeler
genisleyerek iizerinde beyaz miselyum gelisimi gozlenir. Patojen doku i¢ine yayilir,
bitki yumusak, sulu bir goriiniim alir ve fungus bircok sklerot olusturur. Fungus 1slak
lezyonlar yerine govde, sap ve dallarda kuru lezyon olusturabilir. Bu lezyon
genisleyerek dokular1 kusatir ve bitkinin diger kisimlar1 sararip kahverengilesir ve

bitki oliir (Ferreira ve Boley, 1992).
1.4. Sclerotinia sclerotiorum’un Sklerotal Gelisimi

Fungusun uzun yillar toprakta kalan ve kislayan yapilar1 sklerotlardir (Sekil
1.3.). Sklerot sert bir yapidir. Siyah kabuk (rind) denilen bir dis kistm ve agik renkli
medulla denilen bir i¢ kisimdan olusur (Sekil 1.4.). Kabukta bozulmalara karsi
koruyucu olan melanin pigmenti bulunmaktadir. I¢c kisimda ise glukan ve proteinli
fungal hiicreler bulunur (Nelson, 1998). Sklerotlarin boyutu konukg¢usuna ve izolatin

genetik yapisina bagli olarak degisebilir (Melvin, 2006).
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Sklerotal gelisimin ii¢ asamas1 mevcuttur (Sekil 1.5.) (Townsend, 1954):

a) Baslangic donemi: Hif kitlelerin bir araya gelerek sklerotal baslangic

denilen beyaz kitleye doniisiimii,

b) Gelisme donemi: Hif gelisimi ve artan boyut,

¢) Olgunlagma donemi: Yiizey deliminasyonu, periferal kabuk hiicrelerinde

melanin birikimi ve ig¢sel birlesim.

Fungus genelde besin eksikligi nedeniyle sklerot olusturur (Christias ve
Lockwood, 1973). Besin ortaminda ise pH sklerot olusumunda 6nemli bir faktordiir

(Rollins ve Dickman, 2001).

Sklerotlar, cevresel sartlar, toprak tipi, mikrobiyal ayrigma gibi yasamini
etkileyen bir¢cok faktoriin etkisi altindadir. faktorler vardir. Bu faktorlerin nasil ve ne
derece etkili olduklar1 tam olarak bilinmemektedir (Nelson, 1998). Ancak toprakta 8

yildan fazla canli kaldig1 rapor edilmistir (Adams ve Ayers, 1979).

Mikrobiyal ayrisma sklerot populasyonun azalmasinda onemli bir etkendir.
Toprakta sklerotlar1 parazitleyen ya da karbon kaynagi olarak kullanan bir¢ok

bakteri, fungus ve toprak organizmalar1 mevcuttur (Nelson, 1998).

& ® & 9 *
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Sekil 1.3. Infekteli marulda Sclerotinia sclerotiorum’un olusturdugu diizensiz, farkl
biiytikliikteki sklerotlar.
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Sekil 1.4. Sklerotun i¢ goriiniimii.

Sekil 1.5. Sklerotal gelisim safhalari.

1.5. Sclerotinia sclerotiorum ile Miicadele

S. sclerotiorum savagimi zor olan bir hastalik etmenidir. Bircok bitkide
hastalik olusturabilmekte ve ¢ok onemli zararlara neden olabilmektedir (Subbarao,

1998). Kiiltiirel savasim, kimyasal savasim, biyolojik miicadele ve dayanmikli cesit
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kullanimi, S.  sclerotiorum etmeni ile miicadelede kullanilan yontemlerdendir

(Yanar, 2005).

S. sclerotiorum ile kimyasal savasim programlarinda iprodine, procymidone,

benomyl ve PCNB onerilmektedir (Yiicer, 2007).

S. sclerotiorum’a kars1 antagonistik etki gosteren otuzdan fazla bakteri ve
fungus mevcuttur (Huang ve ark., 1993; Yuen ve ark. 1991). Fakat bir¢ok biyolojik
etmen laboratuar kosullarinda basar1 gostermis, fakat pratikte etkin olamamistir.
McQuilken ve ark. (1995)’e gore Coniothrium minitans toprakta bulunan sklerot

oranini diisiiriirken, hastalik siddetinde 6nemli bir etkide bulunmamaktadir.

Solarizasyon yontemi topraktaki sklerot oranimi diisiiren bir yontemdir.
Solarizasyon uygulamasi ile toprak sicakliginda meydana gelen artig, sklerot

canliliginda azalmaya sebep olmaktadir (Yanar, 2005).

1.6. Marul Yumusak Ciiriikliik Hastalig

Acikta ve ortii altinda yetistiriciligi yapilabilen, tek yillik, serin iklim sebzesi
marul (Lactuca sativa) diinyada ve iilkemizde ¢ok fazla iiretilen ve tiiketilen sebzeler
arasindadir (Aybak, 2002). Arastirmamizin ¢alisma alanini olusturan Canakkale ili
973,700 ha alan yiizol¢timiine sahiptir. Bu alanin 330,337 ha’lik kismu islenebilir
araziyi olusturmakta ve 20,975 ha’lik alanda sebze iiretimi yapilmaktadir. Marul
yetistiriciliginden ise 142 ha alanda, 1,532 ton iretim ile 10,789 kg verim
alinmaktadir (Anonim, 2002) (Sekil 1.6.).

Sebze yetistiriciliginde karsilagilan  hastalik ve  zararhilar marul
yetistiriciliginde de sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sebzelerin de icinde bulundugu,
bir¢ok bitki tiiriinde ciddi zararlar meydana getirebilen S. sclerotiorum, marulda sap
ciiriikliigii (beyaz ya da yumusak ciiriiklilk) meydana getirmekte ve sera, tarla ve

tasima esnasinda biiyiik zararlar olusturmaktadir.
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Etmenin, marul bitkisinde olusturdugu hastalik, bitkinin toprak yiizeyine
yakin govdesinde baslar ve yas ciiriiklitk hizla gelisir. Bitkide kok dahil tamaminda
ciiriiklik meydana gelir. Bitkide etmenin beyaz miselyumlar1 gelisir ve sklerot

olusumu gercgeklesir.

200¥/12/09 $ 2007/12/08;

Sekil 1.6. Canakkale’de marul yetistirilen seralar.
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

Fungusun ekolojisi ve biyolojisi konusunda literatiirde ¢ok fazla ¢alisma
mevcuttur (Price ve Calhoun, 1975; Boland ve Hall, 1988; Wegulo ve ark., 1998);
fakat populasyon biyolojisi ile ilgili caligmalar 1990’11 yillarda baslamistir. S.
sclerotiorum’un populasyon biyolojisi calismalart daha ¢ok miselyal uyum
gruplarmin (MUG) saptanmasi ve molekiiler polimorfizm yollar1 ile saptanmaktadir.
Miselyal uyumsuzluk, yapay besin ortaminda iki izolatin bir koloni olusturmak iizere
birlesememesi anlamina gelmektedir. Miselyal uyumsuzluk iki uyumsuz koloni
arasinda Ol hiicrelerden olusan bir baraj olarak; farkli strainlerin bir koloni
olusturamamasi ve birlesememesi olarak tanimlanmaktadir (Kohn ve ark., 1990).
Populasyondaki heterojenligi saptamada ise farkli molekiiler y&ntemler

kullanilmaktadir.

Dogal olarak olusan S. sclerotiorum populasyonlari, genetik olarak
biribirinden izole olmusg farkli klonlardan meydana gelir. DNA sekans analizlerine
bakildiginda, evrimlesme siirecinde klonal dominant bir gelisme oldugu ve farkli
izolatlar arasinda genetik degisim veya rekombinasyonun olmadigi saptanmistir
(Kohn ve ark., 1991; Anderson ve Kohn, 1995; Cubeta ve ark., 1997). MUG,
izolatlar arasindaki uyumun makroskopik olarak tanimlanmasini saglar. MUG her ne
kadar vejetatif uyum gruplandirmasina benzerse de (ki bunlarda uyumlu iki izolat
arasinda niikleus hareketi sozkonusudur), PDA (Patates Dekstroz Agar) iizerinde
uyumlu olarak goriilen hifler arasinda niikleusun hareketleri farkliliklar gosterebilir
(Leslie, 1993). Her ne kadar MUG sistemi mitotik olarak propagiile oluyorsa da, bu
onlarin klonal oldugunu gostermez. Ciinkii yapilan ¢alismalar MUG gruplarinin bir
yada birka¢ DNA fingerprint ile baglantili oldugunu gostermistir (Cubeta ve ark.,
1997; Hambleton ve ark., 2002).

Diinyada S. sclerotiorum’un populasyonundaki heterojenligi saptamada
birka¢ genetik calismalar yapilmistir. S. sclerotiorum izolatlar1 arasindaki genetik

farklihk daha c¢ok molekiiller markorler kullanilarak karakterize edilmektedir.
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Bunlardan en sik kullanmilan1 ‘DNA parmakizi’ teknigidir. Bu teknik kullanilarak,
Kanada’da kolzada ve ABD’de lahana tarlalarinda S. sclerotiorum’un izolatlari
arasinda genetik varyasyonlar saptanmistir (Kohli ve ark.1996; Cubeta ve ark.,
1997). Simple Sequence repeats (SSR) veya microsatellite markorleri de bir
populasyonda genetik yapimin saptanmasinda basarili bir sekilde kullanilmigtir
(Hedrick, 1999; Vanderkoornhuyse ve ark., 2001; Balloux ve Lugon-Moulin, 2002;
Mert-Tiirk ve ark., 2007). Sun ve ark. (2005), farkli bolge (Cin, Kanada, Polonya ve
Slokvakya) ve farkli konukgulardan (kolza, havug, aycicegi) elde ettikleri izolatlari
random amplified polymorphic DNA (RAPD) teknigini kullanarak S. sclerotiorum
populasyonunun genetik yapisini ortaya koymuslardir. S. sclerotiorum izolatlarinin
genetik fakliliklarin1 tamimlamada RAPD markerlar etkili olmus ve izolatlar

arasinda yliksek derecede polimorfizm saptanmistir (Sun ve ark., 2005).

Bircok bitkide hastalik olusturan S. sclerotiorun’un populasyon biyolojisi ile
ilgili caligmalar diinyanin c¢esitli bolgelerinde arastirmacilar tarafindan farkli
iriinlerden toplanan izolatlarla gerceklestirilmistir. Tiirkiye’de ise ¢ok fazla
olmamakla birlikte son yillarda yapilmis calismalar bulunmaktadir. Yapilan

calismalar daha cok ortiialt yetistiriciligindeki iiriinlerde yogunlagmistir.

2.1 Diinyada Yapilmis Onceki Calismalar

Cubeta ve ark. (1997), Kuzey Karolina’daki lahana yetistirilen alanlardan
elde ettikleri 84 S. sclerotiorum izolat1 ile DNA fingerprint ve MUG testi
uygulamislardir. Seksen dort izolat icerisinde 41 MUG ve 50 DNA fingerprint
tanimlamislardir. Bu ¢alismada bir MUG igerisinde yer alan bazi izolatlarin farkl

fingerprint’e sahip oldugu bulunmustur.

Yanar (1997), Amerika’da, biberden elde ettigi 123 S. sclerotiorum izolati ile

yapmis oldugu eslestirmeler sonucu 13 MUG belirlemistir.
Carpenter ve ark. (1999), Yeni Zelanda’dan elde ettikleri 75 S. sclerotiorum

izolatinda, DNA fingerprint teknigi kullanarak genetik varyasyon arastirmislar.

Kirkyedi farkli DNA fingerprint olusumu hem populasyonlar aras1 hem de iginde
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yilksek oranda varyasyon oldugunu gostermistir. Fingerprint benzerliklerine
bakildiginda izolatlarin lokal dagilimim gostermekte fakat genis alanda az bir kanit
vermektedir. Birbiriyle benzemeyen DNA fingerprint izolatlar1 uyumsuz reaksiyon
verirken aymi yada cok benzer olan DNA fingerprint ciftleri uyumlu reaksiyon
vermektedir. Yeni Zelanda’daki S. sclerotiorum populasyonlarinda yiiksek oranda
gozlemlenen varyasyon ile bu patojenin sebep oldugu hastaliklarin kontrolu ile
iligkilidir. Ciinkii miicadelede kullanilacak methodun patojenin bu varyasyonuna karsi

etkili olmas1 gerekmektedir.

Durman ve ark. (2001), Arjantin’de 1998-2000 yillarinda farkli tarimsal
iiriinlerden 140 S. sclerotiorum izolat1 toplamislardir. izolatlar arasinda 27 tanesi iki
yada daha fazla izolat iceren ve 23 tanesi sadece kendileri ile uyumlu olan toplam 50
adet MUG ayirmiglardir. Bu ¢alisma Arjantin’deki tarimsal iiriinlerde S. sclerotiorum

izolatlar arasindaki ilk MUG ¢alismas1 olmustur.

Hoyte ve ark. (2001), Yeni Zelenda’nin kivi bahgelerinde 6nemli kayiplara
yol acan S. sclerotiorum’un 38 (38 izolat: Populasyon A) izolatin1 1997 yilinda dort
farkli bolgesinden hastalikli dokulardan elde etmiglerdir. Ayrica topladiklart 40
izolatlik Populasyon B mevcuttur. Bu izolatlar MPM (Modified Peterson Medium)
besi yerinde eslestirilerek MUG’lan1 belirlenmis ve Kohn ve ark.’min (1991) tarif
ettiklerine gore DNA fingerprintleri belirlenmis, Carbone ve Kohn (2001)’ e gore
DNA dizi verileri analiz edilmistir. Populasyon A’da 29 MUG ve 25 izolatin ise
sadece kendine uyumlu oldugu, Populasyon B’de 22 MUG ve 14 tanesinin sadece
kendine uyumlu oldugu bulunmustur. Populasyon A, IGS (Inter Gen Specific)

bolgesinden DNA dizilimine gore 3 ayr1 genetik populasyona ayrilmistir.

Hambleton ve ark. (2002) tarafindan 213 S. sclerotiorum izolatinda 21 MUG
ve 41 DNA fingerprint tamimlanmistir. MUG’larn biiyiik cogunlugu yalnizca tek bir
izolat icerirken, 21 MUG’un 5 tanesi izolatlarin biiyiikk ¢ogunlugunu icermistir.

Izolatlarin %60°1 benzer fingerprint gostermistir.
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Atallah ve ark. (2004), 2000 ve 2001 yillarinda 4 farkli alandan topladiklar
167 S. sclerotiorum izolat1 icin MUG calismas1 yapmis ve Sirjunsingh ve Kohn’un
(2001) gelistirdigi 25 mikrosatalit primerle genetik farkliliklar1 saptamislardir.
[zolatlar arasinda 82 MUG belirlemislerdir. Molekiiler analizlere gore 167 izolat
arasinda %92 oraninda bir farklilik oldugu saptanmistir. MUG’a gore sectikleri bazi
izolatlar, patates bitkisinde olusturduklar lezyon genisligi ve sayis1 bakimindan

incelenmis ve aralarinda 6nemli bir fark bulunmamaistir.

Irzyowski ve ark. (2004), Cin’de ve Avrupa’dan topladiklar1 bircok izolati
RAPD kullanarak karakterize etmislerdir. Hem Cin’den elde edilen populasyonun
kendi arasinda, hem de Cin ve Avrupada’ki populasyonda genetik varyasyon
oldugunu rapor etmislerdir. Ancak Cin’deki populasyonun biiyiik ¢ogunlugu bir
cluster’a dahil olurken, uzak bolgelerden toplanan izolatlarin birbirinden faklilik

gosterdigi bulunmustur.

Zimenej ve ark. (2004) tarafindan mikrosatelit markor, AFLP ve MUG
yontemleri kullanilarak, Kuzeybati Pasifik’teki bezelye alanlarinda S. sclerotiorum
populasyon yapisi tamimlanmistir. Elde edilen 50 izolatta 2 AFLP primerinden
birincisinde 45 farkli fingerprint, ikincisinde ise 50 fingerprint tanimlanmistir.
Makroskobik c¢alismalarda 26 MUG gozlenmis ve AFLP ve MUG’a gore 4 klon
belirlenmistir. Bazi izolatlar birden fazla MUG’da yer almistir. Kullanilan 4
mikrosatelit primer seti ile 9 mikrosatelit profili tanimlanmistir. Bu ¢alismada, bu
bolgedeki diger caligmalara kiyasla beklenenin daha iistiinde bir genetik farklilik

belirlenmistir.

Kull ve ark. (2004), soya fasulyesinde govde c¢iiriikliigii olusturan ana etmen
S. sclerotiorum’un populasyon varyasyonu MUG ve isolat viriilensliklerinin
karsilastirilmast ile tespit etmislerdir. Toplam 299 izolat arasinda 42 MUG
tanimlanmistir. Arastiricilar ayrica izolatlar arasindaki viriilenslik derecelerinin

cesitlilik gosterdigini saptamislardir.
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Irzyowski ve ark. (2005), cogunlugu Rusya ve Polonya’daki hastalikli
kolzalardan elde ettikleri toplamda 108 S. sclerotiorum izolatindan RAPD kullanarak
83 grup tespit etmislerdir. Izolatlar arasinda yiiksek genetik farkliliklar tespit edilmis
ve bu varyasyon daha cok cografi bolgeler ve farkli konukgulara goére daha fazla

farkliliklar gosterdigi saptanmistir.

Sun ve ark. (2005), Kanada (havug), Polonya (kolza), Slovenya (aycicegi) ve
Cin (kolza) olmak iizere 4 bolgede, farkli tiriinlerden toplamis olduklar1 24 izolattan
olusan S. sclerotiorum populasyonunun, RAPD metodu (20 primer cifti ile) ile
genetik farklilk ve yapisim arastirmislardir. Izolatlar arasindaki polimorfizmin
yikksek oranda oldugu rapor edilmistir. Ayrica izolatlarin morfolojik bakimdan
PDA’daki miselyal gelisim hizlari, koloni rengi, olusturduklari sklerot sayisi ve
agirliklan izlenmistir. Beyaz renkli 18 izolat goriiliirken, digerleri bej renkli gelisim
gostermistir. Beyaz renklilerin bircogu hizli gelisim gostermis ve olusturduklar

sklerotlarin agirliklarinin daha fazla oldugu saptanmistir.

Sexton ve ark. (2006), Avustalya kolza alanlarindan 55 adet govde
lezyonlarindan ve 50 adet ascosporlarin enfekte ettigi petallerden izolat elde

etmislerdir. Izolatlardan 51 tek haplotip tanimlanmuslardir.

Wu ve Subbarao (2006), Kaliforniya’daki ticari marul yetistirilen alanlarda
gerceklestirdikleri sorveylerde hastalik yogunlugu, patojen tiri ve MUG
belirlemislerdir. Sorveyler esnasinda yiizeyden damla sulama gerceklestirilen
alanlarda hastaligin daha az oldugunu kaydetmislerdir. Kaliforniya’nin San Joaquin
Valley’de %63,5 ve Salmas Valley’de %13,6 hastalik yogunlugu belirlemislerdir.
Topladiklart 89 S. sclerotiorum izolatinin olusturdugu populasyonda 37 MUG
tamimlamislardir. Belirlenen MUG’larin 30 tanesinde tekbir izolat dahil olurken, en

fazla izolat iceren MUG’ un 16 izolat1 icerdigi rapor edilmistir.
Zandoki ve ark. (2006) topladiklar1 40 S. sclerotiorum izolat1 arasinda

cogunun yalnizca 2 izolat icerdigi 13 MUG saptamislardir. Bir MUG icerisinde

genelde ayni tarladan toplanan izolatlar bulunmaktadir. Bununla birlikte izolatlarda
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miselyal gelisim, sklerot iiretimi ve aygicegi bitkisindeki viriilenslikleri bakimindan
farkliliklar gostermektedirler. Fakat bu morfolojik karakterlerle MUG arasinda bir

iliskinin olmadig rapor edilmistir.

Winton ve ark. (2006), Alaska’daki S. sclerotiorum populasyonunu,

mikrosatalit ve rDNA markorlere gore klonal olarak belirlemislerdir.

Ghasolia ve Shivpuri (2007), Hindistan’daki farkli bolgelerdeki hardal ve
kolzadan hastalikl1 bitkilerden elde ettikleri 38 S. sclerotiorum izolatlarin1 morfolojik
karakterler (koloni rengi, sklerot sayisi, dizilimi) bakimindan incelemis ve izolatlar
arasinda farkliliklar tespit etmislerdir ve 9 gruba ayirmiglardir. Biitiin gruplar denenen
10 kolza genotipine kars1 viriilens olmakla birlikte, viriilenslik dereceleri birbirinden

farkli oldugu belirlenmistir.

Malverez ve ark. (2007), marul (Kaliforniya ve Ontario), bezelye
(Washington) ve mercimekte (Washington) 194 izolat elde etmislerdir. Ontario ve
Washington’daki populasyonun klonal oldugu, Kaliforniya’dakinin ise yiiksek
varyasyon gosterdigi saptanmustir. Ug bolgeden elde edilen izolatlar arasinda ortak

DNA fingerprintin bulunmadigi rapor edilmistir.

2.2. Ulkemizde Yapilmis Onceki Cahsmalar

Mert-Tiirk ve Mermer (2005), Canakkale bolgesinde ortii altinda yetistirilen
marullarda gerceklestirdikleri sorveyde marul yumusak ciiriikliik hastaliginin
bolgede olduk¢a yogun oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan sorveyler elde edilen
izolatlar arasindaki genetik varyasyon MUG ile belirlenmistir. Elde edilen 14 S.
sclerotiorum izolat1 igerisinde 2 ayr1i MUG, 5 adet S. minor izolati icerisinde

herhangi bir MUG’a rastlanmamustir.
Mert-Tiirk ve ark. (2007), morfolojik ve molekiiler markorler kullanarak

Canakkale’de hastalikli kolza bitkilerindeki S. sclerotiorum populasyonu igerisindeki

genetik varyasyonu belirlemislerdir. Toplam 36 izolat icerisinde 19 MUG
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tanimlamislar ve ayrica mikrosatalit markorler kullanarak yapilan DNA analizinde
populasyon icinde 23 farkli klon oldugunu rapor etmislerdir. izolatlarin koloni rengi
ve farkli sicakliklardaki gelisim hizlarim1 gozlemleyerek morfolojik bakimdan
varyasyon oldugunu tespit etmislerdir. Farkli izolatlarin kolonilerdeki renk

olusumunda da beyaz, kahve ve bej renkli olmak iizere fakliliklar goriilmiistiir.

Onaran ve Yanar (2007), Tokat ve Amasya illerinde seralarda yetistirilen
hastalikli hiyarlardan elde ettikleri toplam 235 S. sclerotiorum izolatinda MUG
calismasi gerceklestirmislerdir. izolatlarda her biri ikiden fazla izolat1 iceren 5 MUG
tanimlamislar ve 87 izolatin ise sadece kendi ile uyumlu olup digerleri ve 5 MUG’la

uyumlu olmadigim belirlemislerdir.

Tok ve Kurt (2007), Akdeniz Bolgesi ortii alti domates bitkilerindeki S.
sclerotiorum populasyonundaki MUG’u belirlemislerdir. Sorveylerden elde ettikleri

58 izolat arasinda 17 farkli MUG tespit etmislerdir.

Mermer-Dogu ve ark. (2007), ise Canakkale’de lahanagil iiretimi yapilan
parsellerde hastalikli bitkilerden topladiklart S. sclerotiorum izolatlar1 arasinda
MUG’un belirlenmesi amaciyla yapilan calismada bazi izolatlarin sadece parseller

arasinda degil, ayn1 parsel igerisinde de uyumsuz oldugu belirlenmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Canakkale marul seralarindaki hastalikli marul bitkilerinden toplanan

sklerotlar bu caligmanin canli materyalini olusturmuslardir.
3.2. Yontem
3.2.1 Sorvey Calismasi

Sorvey calismalari Canakkale ili marul seralarini kapsamistir. Sorvey
calismalar1 2006 yili marul yetistirme doneminde, Ocak, Subat ve Mart aylarinda
gerceklestirilmistir. Canakkale Merkez, Lapseki, Saricaeli, Tuzla ve Bayramig’te
seralarda bulunan toplam bitki sayisi ile hastalikli bitki sayilar1 not edilerek, hastalik
orant (%) tespit edilmistir. Sorveyler esnasinda hastalik simptomu gosteren
bitkilerden, her bir bitkiden alinan sklerotlar bir izolat1 temsil etmek tizere, sklerot
ornekleri ependorf tiiplere alinmig ve etiketlenerek mikoloji laboratuarina
getirilmistir. Toplanan izolatlarin orijinleri ve numaralari Tablo 3.1.’de verilmistir.
Bir sera igerisindeki polimorfizmi saptamak {izere miimkiin oldugunca ¢ok izolat

toplanmustir.
3.2.2 Fungal izolatlarin izolasyonu

Laboratuara getirilen her bir sklerot 6nce ¢cesme suyunda yikanmis ve oda
sicakliginda iki hafta kurumalan saglanmistir. Kurutulan sklerotlar ependorf tiiplere

aktarilarak kullanilincaya kadar sogutucuda muhafaza edilmislerdir.

Her bir izolati temsil eden sklerotun, Singleton ve ark.(1992)’e gore
izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Sklerotlar dnce %1’lik NaHCI soliisyonunda 1
dakika tutulmus ve steril saf sudan gecirilerek steril kurutma kagitlarinda
kurutulmustur. Daha sonra bistiiri yardimiyla kesilerek igerisinde patates dekstroz
agar (PDA; Merck) bulunan petrilere ekilmis, 22°C’de inkiibatérde muhafaza

edilerek gelisimleri saglanmistir. Her bir sklerottan olusan kolonilerin en ug
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noktalarindan alinan hif parcasi yeni PDA ortamina aktarilmis ve olusan sklerotlar
yeni bir tiipe konularak bir izolat1 temsil etmek {izere ¢aligmalarda kullanilmislardir.

Bu caligmalar steril kabinde gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1. Sclerotinia sclerotiorum izolatlarimin orijinleri, sayilar ve numaralar

Bolge Sera No izolat Sayis1  izolat No
Saricaeli 1 12 MI1,M2M3.M4M5M6, M7 M8MI,M10,M11,M12
2 2 MI13M14
3 10 M15M16,M17,M18 M19,M20,M21,M22,M23,M24
4 12 M25,M26,M27,M28 M29,M30,M31,M32,M33,M34,
M35M36
5 11 M37,M,38, M39,M40,M41,M42,M43 M44,M45M46,M47
6 5 M48,M49,M50,M51,M52
7 2 M53,M54
8 3 M60,M61,M62
Bayrami¢ 1 5 M65,M66,M67,M68,M69
2 12 M70,M71,M72,M73,M74 M75M76,M77,M78 M79,M80,M81
3 4 M82,M83,M84,M85
4 1 MS86
Tuzla 1 6 M87,M88,M89,M90,M91,M92
2 1 M93
3 17 M94,M95,M96,M97,M98,M99,M100,M101,M102,M103,
M104,M105,M106,M107,M108,M109,M110
4 6 MI111,M112,M113,M114M115M116
C.kale Mrk. 1 1 M55
2 4 M56,M57,M58 M59
Lapseki 1 2 M63.M64

3.2.3. izolatlar Arasinda MUG’un Saptanmasi

Bir onceki boliimde belirtilen yonteme gore gelistirilen 116 izolat arasinda
makroskopik uyumun saptanmasi icin her bir izolatin kendisi ve birbiri ile

eslestirilmek iizere olas1 tiim ikili kombinasyonlar1 calisilmustir. ikili kiiltiir
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calismalarinda izolatlar, icerisinde %0.25 oraninda kirmizi pasta boyasi (Super
cook) ihtiva eden PDA iceren petrilere ekilmistir (Kohn ve ark., 1990; Powell ve
Vargas, 2001). Kiiltiirler 22°C’de inkiibasyona birakilmis, miselyal gelisimleri
gozlemlenmistir. Ekimlerden 7-14 giin sonra gergeklestirilen gozlemlerde eger iki
koloninin carpistigi yerde kirmizi ve siirekli bir kirmizi bant olusmussa, bu iki
koloninin miselyal olarak uyumsuz oldugu, eger iki koloni birlesir ve birlesme
noktasinda sklerot olusumu gozlenmisse, o iki koloninin uyumlu oldugu not

edilmistir (Kohn ve ark., 1990; Powell ve Vargas, 2001) (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Sclerotinia sclerotiorum izolatlar1 arasinda miselyal uyum gruplarinin

saptanmast; a ve b uyumlu, ¢ ve d uyumsuz iki koloni.
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3.2.4. izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Daha 6nce PDA’da gelistirilmis 4 giinliik izolatlarin her birinden kork borer
yardimiyla 9 mm’lik fungal diskler alinarak 9 cm’lik petrilerde PDA ortamina
ekilerek morfolojik gelisimleri gozlenmistir. Inkiibatorde 22°C’de gelistirilen
izolatlarda 15 giin sonunda olusan sklerot sayilari, sklerot agirliklar, sklerotlarin
petri icerisindeki dizilimleri ve gelisen kolonilerin renkleri gozlemlenerek not
edilmistir. Deneme 3 tekerriirlii olarak kurulmustur. Elde edilen veriler SAS paket
programinda tesadiif bloklar1 deneme desenine uygun varyans analiz modeli

(ANOVA) kullanilarak analiz edilmistir (SAS, 1999).
3.2.5. izolatlarn Viriilenslik Oranlarinin Saptanmasi

Viriilenslik ¢aligmasit “0,55 kivircik” marul cesidinde yapilmistir. Icerisinde
toprak ve torf (2:1) karisimi bulunan viyollere ekilen marul tohumlari, seraya
sasirtilarak, 0.5X0.3 m sira arasi sira iizeri dikim siklig1 ile dikilerek bitkilerin
gelisimleri saglanmistir. Bitkiden alman yapraklar saf suda yikanmis ve
kurutulduktan sonra icerisinde steril kurutma kagidi bulunan ve nemlendirilmis
petrilere  konulmustur. izolatlar arasinda daha ©nce belirlenen populasyon
biiyiikliigiine gore her bir populasyondan temsili izolatlar ( 1-3 adet aras1) se¢ilmistir.
Secilen izolatlar PDA’da 7 giinliik gelisimden sonra kork borer yardimiyla alinan 8
mm lik fungal diskler marul yapraklarina konularak 3 giin sonunda yaprak lezyon
caplar1 Ol¢iilmiistiir. Her bir izolat icin deneme 3 tekerriirlii olarak yliriitiilmiistiir.
SAS paket programinda tesadiif bloklar1 deneme desenine uygun varyans analiz

modeli (ANOVA) kullanilarak veriler analiz edilmistir (SAS, 1999).
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1. Sorvey Calismasi

Canakkale 1Ili ortiialtinda marul yetistirilen bolgelerde yapilan sorvey
calismasi sonucunda, 5 bolgede toplamda 19 sera incelenmistir. S. sclerotiorum ile
enfekteli, hastalik belirtisi gosteren marullardan sklerotlar toplanmis, her bir bitkiden
olan sklerotlar bir izolat1 temsil etmek {izere toplam 116 izolat elde edilmistir (Sekil

4.1., Sekil 4.2.)

»

EGE DENIZI ;
WARMARA DEN71

EGE DENIZI

Sekil 4.1. Canakkale Ilinde Sclerotinia sclerotiorum sorveyi gerceklestirilen ortiialti

marul yetistirilen bolgeler (Foto: Anonim, 2007b).
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Sekil 4.2. Seralarda Sclerotinia sclerotiorum ile enfekteli marul bitkileri.
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Sorvey calismalasi esnasinda hastalikli ve saglikli bitkiler sayilmis ve en
yiikksek hastalik yayginliginin sahip bolgenin Canakkale Merkez oldugu tespit
edilmistir. Bakilan iki serada da hastalik bulunmaktadir. Bu bolgeyi hastalik
yayginligt bakimindan Tuzla takip etmektedir (%80,0). Saricaeli, Bayramic¢ ve
Lapseki’de ise hastalik yayginlig: sirasiyla %66,6, %50 ve %40 olarak belirlenmistir.

4.2. izolatlar Arasinda Miselyal Uyum Gruplar

Arazi Orneklemesinde toplanan 116 izolat laboratuara getirilerek izole
edilmistir. Bu izolatlarin olas1 biitlin kombinasyonlar uygulanarak birbirleri ile
eslestirilmeleri sonucu, en az iki izolattan olusan 29 adet MUG olmak iizere 46 adet
MUG tespit edilmistir. Izolatlarin ikili kombinasyonlarinda uyumluluk, iki izolatin
petride karsilastigi yerde bir bant olusturmamasi ve birlesme ¢izgisinde sklerotlarin
olusumu seklinde gerceklesmistir. Uyumsuzluk durumunda izolatlarin karsilastiklart
yerde bosluk seklinde bir bant ve kirmizi ¢izgi meydana gelmistir. Her bir izolatin

kendisiyle eslestirilmesi sonucu, tiimiiniin kendine uyumlu oldugu bulunmustur.

Her bir izolatin birbiri ile eslestirilmesi sonucu 17 izolat yalnizca kendine
uyumlu olup bagka bir izolatla uyumlu bulunmamistir. Tablo 4.1.’de goriildigii gibi
kendine uyumlu izolatlar, M4, M17, M53, M55, M66, M68, M69, M71, M74, M87,
MS8S8, M91, M109, M110, M112, M113 ve M115 olarak bulunmustur.

Tespit edilen 46 MUG grubunda 17 adet kendine uyumlu olan izolatlardan
olusan MUG disinda, en az iki adet izolattan olusan 29 MUG tanimlanmistir. MUG
23 (21 izolat), MUG 32 (20 izolat) ve MUG 33 (20 izolat) en fazla izolat iceren
gruplar olmuslardir (sirasiyla izolatlarin %18, %17 ve %17 sim icermektedirler).
MUG 37, MUG 40 ve MUG 44 ise yalnizca iki izolat icermektedir ve en az izolata
sahip gruplar olarak not edilmislerdir (Tablo 4.1.; Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Miselyal Uyum Gruplarinin icerdikleri izolat sayilari.

MUG 25 ve 28 harig, 18 ile 34 arasindaki MUG’lar sadece Saricaeli’ndeki
izolalan icermektedir. MUG 39, 40, 41 ve 42 ise yalnizca Bayrami¢’ten elde edilen
izolatlan icermektedirler. Aym sekilde MUG 44, 45 ve 46 Tuzla izolatlarimi, MUG
37 Lapseki izolatlarmn ve MUG 35 sadece Canakkale Merkez izolatlarim

icermektedirler.

Yalnizca kendine uyumlu izolatlar disinda 29 MUG’da bulunan izolatlar
icerisinde bazi izolatlar birden fazla MUG’da yer almistir. Birden fazla MUG’da
bulunan bu izolatlar koprii izolatlardir. M20, M23, M33, M45, M47 ve M48 en fazla
MUG’da bulunan koprii izolatlaridir. Koprii izolatlar disindaki yani say1 bakimindan
biiyiik cogunlugu olusturan izolatlar ise yanlica 1 adet MUG’da bulunmus, 116 izolat
icerisinde kendine uyumlu izolatlar hari¢ 52 adet izolat sadece bir MUG’da yer
almistir. MUD’da koprii izolat icermeyen gruplara bakildiginda ise, toplam olarak
tespit edilen 29 MUG’dan sadece MUG 34 ve MUG 37°de bulunan izolatlarin hepsi
yalnizca kendi grubunda bulunmustur. Diger MUG’da en az bir adet koprii izolat yer

almustir.
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4.3. Sera I¢i Populasyonlarda Miselyal Uyum Gruplari

Marul yetistirilen 19 serada yapilan sorvey sonucu her bir seradan elde edilen
izolatlar bir 6nceki boliimde Tablo 3.1.’de verilmistir. Bir sera icerisinden toplanan
izolatlarin kendi aralarindaki MUG’1 saptanmistir. Canakkale Merkez’in Kursunlu
Beldesinde incelenen seradan tek bir izolat (M55) elde edilmistir. Tuzla Beldesinde
ikinci seradan bir izolat (M93) ve yine Bayramic ilcesindeki dordiincii seradan bir
izolat (M86) elde edilmistir. Dolayisiyla bu ii¢ serada en az 2 izolat igeren bir MUG
aranmamigtir. Ancak diger seralardan en az iki ya da daha fazla izolat toplanmistir

(Tablo 4.1.).

Saricaeli’nde incelenen 8 seradan ilk seraya bakildiginda, M1 ile MI12
izolatlar1 arasinda olmak iizere toplam 12 izolat bulunmaktadir ve bunlar arasinda
yapilan MUG’dan 4 adet MUG bulunmaktadir. Bu izolatlardan M4 nolu izolatin
digerleri ile uyumlu olmayip yalnizca kendi ile uyumlu oldugu belirlenmistir
(MUGS3). M1, M5, M10 ve M11 (MUGI) nolu izolatlarin kendi aralarinda uyumlu
oldugu, M2, M3, M6, M8, M9 ve M10 (MUG?2) nolu izolatlarin kendi aralarinda
uyumlu oldugu ve yine M7 ve M12 (MUG4) nolu izolatlarin kendi aralarinda
uyumlu oldugu saptanmistir. Bu seradaki M10 nolu izolat koprii izolatt olup 2
MUG’da (MUGI1 ve MUG?2) yer almaktadir. M13 ve M14 nolu izolata sahip ikinci
serada ikisi birbiri ile uyumlu olup tek bir MUG bulunmustur. M17, M19 ve M24
nolu izolatlar1 yalmzca kendine uyumlu olan iigiincii seradaki 10 izolat arasinda, 5
MUG saptanmustir. Bu bolgedeki dordiincii seradaki populasyondaki miselyal uyum
gruplarina bakildiginda, 12 izolat arasinda 4 MUG bulunmus ve M26 yalnizca
kendine uyumlu olarak belirlenmistir. M27, M28, M31, M33 ve M35 iki MUG’da
bulunan koprii izolatlardir. Besinci seradan 11 izolat elde edilmistir ve 2 MUG
belirlenmistir. Bes izolata sahip altinci serada da M52 nolu izolat kendine uyumlu
olmakla birlikte 2 MUG bulunmaktadir. M53 ve M54 kendine uyumlu olarak
bulunmus, dolayisiyla yedinci serada 2 MUG belirlenmistir. Bolgedeki son serada, 3
izolattaki eslestirmeler sonucu ii¢ izolatin da birbiri ile uyumlu olmadig goriilmistiir

(Tablo 4.1.).
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Canakkale Merkezdeki seradan alinan 4 izolat birbiri ile uyumlu
bulunmustur. Dolayisiyla 1 adet MUG belirlenmistir. Lapseki’deki seradan alinan
M63 ve M64 nolu izolatlar da uyumlu bulunmustur (Tablo 4.1.).

Bayramig il¢esinde toplam 4 adet seradan, ilk seradan toplanan 5 izolatta 4
MUG belirlenmis ve M66, M68 ve M69 kendine uyumlu olarak tespit edilmistir.
Toplam 12 izolat elde edilen ikinci serada M71 ve M74 kendine uyumlu bulunmusg
ve 7 MUG belirlenmistir. Bu seradaki izolatlarda da M72, M79 ve M80 k&prii izolat
olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak {iigiincii seradaki 4 izolatin hepsi birbiri ile

uyumludur.

Tuzla beldesindeki ilk seradan elde edilen izolatlarin sayis1 6’dir ve M90 ve
MO2 birbiri ile uyumlu, digerleri yalmizca kendine uyumlu olarak bulunmustur.
Toplamda 5 MUG belirlenmistir. Tuzla 3. serada, M94 nolu izolatdan baslayip M110
nolu izolata kadar 17 izolata sahip populasyon arasinda, 3 MUG belirlenmistir. Bu
izolatlardan M109 ve M110 yalmzca kendine uyumlu olup diger izolatlarin hepsi
aynt MUG’da bulunmuglardir. Dordiincii serada ise 6 adet izolatta 4 adet MUG
belirlenmis ve M112, M113 ve M115 izolatlar sadece kendileri ile uyumlu olup

herhangi bagka bir izolatla uyum gostermemislerdir (Tablo 4.1.).

4.4. Bolgelere Gore Miselyal Uyum Gruplarmin Saptanmasi

Saricaeli, Bayrami¢, Lapseki, Tuzla ve Canakkale Merkez’den toplanan S.
sclerotiorum populasyonlarindaki izolat sayisi sirasiyla 57, 22, 2, 30 ve S5’tir.
Bolgeler bazindaki populasyonlarda miselyal uyum gruplarima bakildiginda ise
Saricaeli’ndeki 57 izolatta 20 MUG, Bayramic’te 12 MUG, Lapseki’de 1 MUG,
Tuzla’da 14 MUG ve Canakkale Merkez’de 2 adet MUG’a rastlanmaistir.

Bolgeler arasi miselyal uyum gruplarina bakildiginda, Lapseki bolgesinin
diger bolgeler ile uyumlu izolatt bulunmamaktadir. Diger bolgelerin birbirleri
arasindaki uyumun fazla olmadig1r goriilmiistiir. Saricaeli ve Tuzla bolgelerinde

MUG 25’de bulunan M89 nolu Tuzla bolgesine ait izolatin Saricaeli’ndeki diger 3
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izolatla uyumlu oldugu goriilmiistir. Yine benzer sekilde Saricaeli-Bayramig
(MUGZ28), Canakkale Merkez-Tuzla (MUG36) ve Bayramic¢-Tuzla (MUG3S, 43)
bolgeleri birbirleri ile uyumlu izolatlara sahip olmuslardir. Ancak bu bolgeler
arasinda uyumlu bu izolatlarin sayisinin ¢ogu sadece bir izolattir. MUG’da bolgeler

arasinda izolatlarin gegisi yaygin bir durum goriilmemistir (Tablo 4.1.).

4.5. izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Calismada kullamilan 116 izolat arasindaki morfolojik 6zelliklerin
karsilastirilmast bakimindan, izolatlarin yapay besi ortami PDA’daki gelisimleri
sonucu olusturmus olduklar sklerot sayilari, sklerot agirliklart ve koloni renkleri

incelenmistir.

Morfolojik o6zellikler bakimindan elde edilen sonuglarla gore izolatlar
arasinda istatistiki farkliliklar bulunmustur (Tablo 4.2.). S. sclerotiorum yapay besi
ortaminda daha ¢ok koloninin u¢ kismindan, petrinin kenarma dogru, koloninin
yiizeyinde sklerot olusturur. Maruldan elde edilen sklerotlar arasinda biiyiik
cogunlugu koloni kenarinda tek sira sklerot olusturmuslardir (Sekil 4.4.). izolatlarin
olusturduklar1 sklerot sayisi 9 ile 53 arasinda degismis, olusan sklerotlarin agirliklari
ise 110 mg/petri ile 770 mg/petri arasinda bulunmustur (Sekil 4.6. ve 4.7.).
Kolonilerde hakim olan rengin beyaz oldugu goézlenmistir. Toplam 116 izolat
arasinda 56’s1 beyaz renkli koloni olusturmustur. Digerleri ise bej yada kahverenkli

koloni olusturma 6zelliginde goriilmiistiir (Sekil 4.5.).

Ayrica bolgesel ve bir sera igerisindeki populasyonlarda da farkliliklar goze
carpmistir. Saricaeli’nden elde edilen populasyona ait 57 izolat olusturduklan sklerot
sayist bakimindan degiskenlik gosterirken, sklerot agirliklarinda degiskenlikler
bulunsa da ¢ogu izolatta birbirine daha yakin bulunmustur. Yine bu bolgedeki her bir
serada bulunan populasyon i¢inde aymi sekilde sonuglar bulunmustur. Bayramig’teki
4 serada 22 izolattan olusan populasyonda, izolatlarin olusturduklar1 sklerot sayilar

ve sklerot agirliklar1 Saricaeli’nden farkli olmadiklari, degiskenlik gosterdikleri

35



goriilmiistiir. Sekil 4.6. ve 4.7.’de goriildiigii gibi Tuzla, Canakkale Merkez ve

Lapseki populasyonlarinda da ayni durum sz konusu olmustur.

Bolgesel ve bir sera icerisindeki populasyonda morfolojik karakterler
bakimindan gozlemlenmis fakliliklar, ayni miselyal uyum grubuna dahil olan
izolatlar yoniinden de ayni durumu sergilemistir. Bir ¢ok koprii izolata sahip MUG
18’de bulunan 12 izolata bakildiginda, sklerot sayis1 ve sklerot agirligi bakimindan
istatistiki farkliliklar bulunmustur. Icerisinde koprii izolat bulunmayip yalmzca kendi
MUG grubunda bulunan M37, M38, M39 ve M52 nolu izolatlarin olusturdugu MUG
34°te, 4 izolatin sklerot sayilar1 ve sklerot agirliklan istatistiki olarak birbirinden

farkli tespit edilmistir.

Sekil 4.4. Sclerotinia sclerotiorum’un kolonide olusturdugu sklerotlar; a. Tek sira,

b. Cift sira.
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Tablo 4.2. Sclerotinia sclerotiorum izolatlarinin morfolojik 6zellikleri

izolat No MUG'! SS? SA*(mg) SD* KR® izolat No MUG' SS? SA’(mg) SD* KR®
M1 18 42.667a¢  365.00ek  T° K° M59 3536 36.000ak  470.00a T B
M2 19 24.667dp  42500bk T P M60 22,2426 46000ad  435.00bk T K
M3 19 27.667dp  405.00ck T B" Mé61 19 20.000fp  295.00gk T ]
M4 1 16.667hp  250.001k T B M62 2333 26000dp 31000k T B
M5 18 26.667dp  150.00 ¢ g M63 37 26.333dp  356.67ek T B
M6 19 26.667dp  540.00 T B M64 37 17.000hp 35500k T B
M7 20 23.000ep 37500k T B M65 38 25.667dp  365.00ek T B
M8 19 22.667ep  300.00fk T J M66 5 51.000ab 25000k C B
M9 19 18.667hp  295.00k T I M67 38 19.667kp 34000k T B
M10 18,19,21 31.667an  40500ck T K M68 6 15.667jp  110.33k T K
Mi1 18,21,22 38.000a1 380.00ek T J M69 7 27.000dp  260.00k T B
M12 20,23 27.667dp  445.00a] T J M70 39 24000ep  295.00gk C B
M13 18,2124 42.667ac  41600bk C K M71 8 35.667al  650.002c C B
Mi4 18,22,24 29.667cp  300.00fk T K M72 3940  34.667am  500.00m T ]
Mi15 18,24 21.667ep 34500k T J M73 39 17.667hp  375.00ek T I
M16 25 31.667an  360.00eck T B M74 9 25333dp  38333¢k T J
M17 2 31.667an  740.00ab T B M75 41 31.667an  390.00ck T B
Mi8 18,21,24,26 53.00a 620.00ak C B M76 42 29.333cp  406.67ck T K
M19 20 34.667am  455.00a T K M77 42 13.667mp ~ 460.00a T ]
M20 18,21,22,24,26,28 41.667af 35000k T K M78 43 27333dp 40333k T K
M21 25,29 34.000am  41333bk T B M79 3941  21.667ep  396.67dk T B
M22 18,22,242628  30333bp  32333¢k T K M80 40,41  24000ep 26333k T B
M23 18,21,22,24,2628 31.333a0  390.00ck T K M81 39 14333kp 27333k T
M24 21,30 20.000fp 360.00ek T ] M82 42 28.000dp  490.00m T J
M25 23,2731 24.000ep  450.00a T K M83 42 33.000am 38500k T B
M26 18,26,28 38.667ah  380.00ek T K M84 42 22.667ep  440.00bj T B
M27 23,27,31,32 17.667hp  32333¢k T ) M85 42 20.667fp  300.00(k T B
M28 20,27,32,33 23333ep  280.00hk T J M86 2842  31.667an  360.00ck T B
M29 25,29.30 23333¢p 37000k T B M87 10 32.667am  470.00a T B
M30 20,21,23,32,33  18.667hp 33000k T J M88 11 17.333hp  34333¢k T K
M31 20,2327,31,32  9.000p 41500bk T B M89 25 20.000fp  305.00(k T B
M32 2023273233  21.667ep  34667ck T K M90 36 31.667an  405.00ck T B
M33 20,2327,31,32,33 21.333¢p 39000k T K M91 12 23333ep 38333k T K
M34 20,2327,32,33  18.000hp 34000k T K M92 36 28.667dp  423.33bk T B
M35 20,2331,32,33  40.667ak  627.67af T B M93 44 14000p 24000k T B
M36 29,30 21.000ep  430.00bk T B M9%4 45 21.667ep 34333k T B
M37 34 37.000aj 770.00a T J M95 45 19333%kp  29667gk T B
M38 34 15.667jp 120.00jk C B M96 45 25.333dp  360.00ek T ]
M39 34 29.667cp  395.00dk T J M97 4445 16333)p 27333k T B
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M40 23,27,31,32,33 18.000hp 370.00ek T J M98 51.667ab 605.00ah

M41 20,23,31,32,33 21.000ep 390.00ek T J M99 45 26.333dp 440.00bj

Tablo 4.2.’nin devami

M42 20,23,31,32 38.667ah 480.00a1 T B M100 45 25.000dp 286.67hk T K
M43 20,23,32,33 35.000am  730.00ac T B M101 45 26.667dp 353.33¢k T B
M44 27,31,32,33 27.000dp 406.67ck T K M102 45 21.000ep 286.67hk T B
M45 20,23,27,31,32 23.000ep 436.67bk T J M103 45 19.333Kp 263331k T B
M46 20,23,31,33 19.333kp  270.001k C B M104 45 23.667ep 365.00ek T J
M47 20,23,27,31,32,33 21.667ep 416.67bk T K M105 45 30.667bp 720.00ad T J
M48 20,23,27,31,32,33  9.000p 273.331k T B M106 45 31.000bo 550.00a1 T B
M49 27,31,32,33 25.667dp  276.67hk T B M107 45 19.667kp 265.00ik T K
M50 23,31,32,33 32.667am  510.00a1 T K M108 45 32.000an 383.33¢k T B
M51 23,31,32,33 28.000dp 400.00dk T K M109 13 23.000ep 250.00ik C B
M52 34 25.667dp 410.00ck T K M110 14 10.333np 110.00k T K
M53 3 21.667ep 330.00ek T K Mi111 46 28.000dp 266.671k T B
M54 20,23,31,33 22.667ep 425.00bk T J M112 15 18.000hp 500.00a1 T B
M55 4 21.667ep 376.67ek c J M113 16 33.000am  405.00ck T J
M56 35 31.667an 406.67ck T B M114 46,43 23.333ep 443.33aj T B
M57 35,36 32.667am  420.00bk T B M115 17 9.6670p 335.00ek C B
M58 35,36 26.667dp  310.00fk T B Mi116 46 24.667dp 400.00dk T B
SAS Tukey

"Miselyal Uyum Grubu > Sklerot Sayis1 > Sklerot Agirligi * Sklerot Dizilimi ° Koloni Rengi ® Sklerotlarmn
petride tek sira dizilimi; 7 Sklerotlarin petride ¢ift sira dizilimi ® Kahverenkli koloni ° Bej renkli koloni '° Beyaz
renkli koloni .

Sekil 4.5. Sclerotinia

sclerotiorum kolonilerinin olusturdugu

Kahverenkli koloni, (B) Bej renkli koloni ve (C) Beyaz renkli koloni.

renkler; (A)
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Sekil 4.6. Sclerotinia sclerotiorum izolatlarinin yapay besi ortaminda olusturduklar

sklerot sayilart.
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4.6. izolatlarin Viriilenslik Oranlari

Viriilenslik caligmasi i¢in, daha once belirlenen MUG’daki populasyon
dagilimina gore 52 adet izolat se¢ilmistir (Tablo 4.3.). Bu izolatlarin “0.55 Kivircik”
marul cesidinde gelisimleri sonucu olusturmus olduklar1 lezyon caplart Sekil 4.8.’de
verilmistir (Sekil 4.9.).

Sekil 4.8.’de goriildiigii gibi M110 ve M52 nolu izolatlarda 3 giin sonunda
yapraklarda lezyon gelisimi goriilmemistir. Lezyon ¢aplari 20 mm ile 85 mm
arasinda degisiklik gostermekle birlikte izolatlarin her birinin olusturduklari lezyon
caplar1 arasinda farkliliklar bulunmaktadir (Tablo 4.4.). En fazla gelisim gosteren
M358 (85mm) ve M80 (80mm) sirastyla MUG 35, MUG 36 ve MUG 40, MUG 41,
MUG 43’da bulunmaktadirlar.

Tablo 4.3. Viriilenslik ¢calismasinda kullanilan izolatlar ve dahil olduklart MUG’lar.

izolat MUG* izolat MUG izolat MUG izolat MUG
No No No No

M1 18 M23 182122242628 | M60 22,2426 | M93 44
M3 19 M27  23,27,31,32 M61 19 M97 44,45
M4 1 M29 252930 M63 37 MI101 45
M7 20 M30  20,21,23,32,33 M65 38 MI108 45
M8 19 M32  20,23,27,32,33 M66 5 MI110 14
MI10 18,1921 M36 29,30 M68 6 Ml114 43,46
M1l 182122 M38 34 M69 7 Ml115 17
MI2 2023 M4l 20,23,31,32,33 M71 8

MI3 182124 M45  20,23,26,27,31,32 | M72 39,40

M14 182224 M50  23,31,32,33 M80 40,4143

M16 25 M51  23,31,32,33 M81 39

M17 2 M52 34 M82 42

MI19 20 M54 20,23,31,32,33 M87 10

M20  1821,22,2426,28 | M55 4 M88 11

M22  18,22,24,26,28 M58 35,36 M9 36

*Viriilenslik calismasinda kullanilan izolatlarin dahil olduklari miselyal uyum gruplari.
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Tablo 4.4. Sclerotinia sclerotiorum izolatlarinin marul yapraklarinda olusturduklar

lezyon c¢aplar

izolat No LC'(mm) izolatNo LC(mm) izolatNo LC(mm) izolatNo LC (mm)
M1 26.333go M20 39.000el M52 0.0000 MS80 80.000ab
M3 55.000bf M22 53.333bg M54 29.333f1 MS81 22.66710
M4 49.000c1 M23 32.667en M55 52.667bh M82 24.00010
M7 46.333dj M27 68.000ad M58 85.000a M87 18.000ko
M8 12.6671o M29 41.333dk M60 40.000el M88 41.333dk
M10 13.6671o M30 13.00010 Meé1 40.000el M90 48.000ct1
Mi11 39.000el M32 53.000bg Mé63 19.000j0 M93 38.000em
M12 42.667dj M36 34.000en Mé65 20.000j0 M97 11.333mo
M13 18.000ko M38 0.0000 M66 46.333ej M101 41.333dk
Mi14 17.000ko M41 75.333ac Mé68 49.000c1 M108 9.000no
M16 25.333ho Md45 53.000bg Mé69 44.000dk M110 0.0000
M17 22.33310 M50 60.000ae M71 13.00010 M114 41.333dk
M19 22.66710 Ms51 41.333dk M72 27.667tn M115 78.000ab

"zolatlarin marul yapraklarinda olusturduklari lezyon caplart
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BOLUM 5
SONUC VE TARTISMA

Bu calisma, Canakkale ili ortii altt marul yetistiriciligi yapilan alanlarda S.
sclerotiorum etmeni ile bulasik olan bitkilerden elde edilen izolatlar arasindaki
varyasyonu saptamak amaciyla 2005-2007 yillar1 arasinda gergeklestirilmistir. Bu
amagla S. sclerotiorum izolatlar1 arasindaki miselyal uyum yada uyumsuzluklar ve

izolatlarin morfolojik 6zellikleri aragtirilmistir.

S. sclerotiorum diinyada 1liman iklimin hakim oldugu boélgeler basta olmak
tizere hemen her yerde goriillen bir patojendir ve cesitli calismalarda etmenin
olusturdugu hastaligin degisen oranlarda goriildiigii bildirilmektedir. Uygun kosullar
alinda etmen %100’e olusan iiriin kayiplarina neden olmaktadir (Purdy 1979).
Ingiltere’de marulda (Lactuca sativa) sclerotinia ¢iiriikliigii en onemli hastaliktir
(Subbaro, 1998). Uygun iklim kosullarinda Sclerotinia ciiriikliigii, 6zellikle seralarda
pek cok iiriinde kayiplara neden olmaktadir (Aksay ve ark., 1986). Canakkale
bolgesinde yetistirilen marullarda ise etmenin yayginligmmin % 82,6 oldugu rapor
edilmistir (Mert-Tiirk ve Mermer, 2005). Bu ¢alismada gezilen seralardaki verilere

gore de hastalik yayginligi ortalama %67,32 olarak kaydedilmistir.

S. sclerotiorum etmeni polifag bir etmen olup, aynm1 zamanda uzun yillar
canliligini siirdiirebilen bir fungustur. Etmen iizerinde siiregelen yogun calismalar,
fungusun bu 6zellikleri ile birlikte miicadelesinin de zor olugundan ileri gelmektedir.
Bu sebeplerden dolayi, etmenin populasyon biyolojisi c¢aligmalari 6nem
kazanmaktadir. Bu tip caligmalar degisik patojenlerde morfolojik ve molekiiler
kriterlere gore yapilabilmektedir. Molekiiler analizler hem genetik izolatlar
siniflandirmak hem de patojen populasyonlar icindeki varyasyonu ol¢mek igin
olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. S. sclerotiorum ile yapilan c¢alismalarda,
populasyon hakkinda bilgi saglamak i¢in, makroskobik bir yontem olan miselyal
uyum yada uyumsuzlugu tamimlama (MUG belirleme) yada molekiiler yontemler
kullanilmaktadir (Kohn ve ark., 1990-1991). Daha oncede belirtildigi gibi MUG,

kiiltiir ortaminda iki koloninin birlesme yada birlesememe durumuna gore belirlenen
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bir gruplama sistemidir. Uyumsuzluk farkli izolatlarin birlesip bir koloni
olusturamamasidir (Kohn ve ark., 1990-1991). DNA fingerprint, mikrosatellit
markorler, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) S. sclerotiorum’da
kulanilan molekiiler yontemlerdendir (Malverez ve ark. 2007; Iryzowski ve ark.,

2005; Mert-Tiirk ve ark., 2007).

Calismada ele alinan bolge Canakkale’de marul yetistirme doneminde yapilan
sorveyler sonucu hastalikli bitkilerden toplanan sklerotlar ile toplam 116 izolat elde
edilmistir. Laboratuar ortaminda yapay besi yerinde birbirleri ile eslestirilmeleri
sonucu 17 adetinin yalmizca kendine uyumlu olmasiyla beraber toplam 46 MUG
tanimlanmistir. Ayrica izolatlar PDA’da olusturduklart sklerot sayisi, sklerot agirligi,
sklerot dizilimi ve koloni rengi gibi morfolojik karakterler bakimindan gézlemlenmis

ve aralarindaki farklar tespit edilmistir.

Birbiri ile uyumsuz olan izolatlar muhtemelen genetik olarak farklidir.
Belirlenen 48 adet MUG un her biri i¢inde yer alan izolatlar klon olarak kabul edilse
de, DNA analizinde farkli sonuclar nadir de olsa alinabilmektedir. Mikrosatelit
markor kullanmlarak 23 farkli klon tespit edilmis daha 6nceki bir calismada, ayni
MUG’a sahip izolatlar genellikle 6zdes mikrosatelit haplotiplerine sahip olarak
bulunmustur (Mert-Tiirk ve ark., 2007). Bu calismada, Canakkale’de kolzadaki
izolatlar arasinda yiiksek genetik varyasyondan s6z etmek miimkiindiir. Bu izolatlar
hem MUG hem de molekiiler yontemlerin bir arada kullanimiyla aralarindaki

varyasyonun belirlendigi bir calismadir.

Miselyal uyum gruplara gore Canakkale’den elde edilen S. sclerotiorum
populasyonu yiiksek oranda farklihik gostermektedir. Bu durum diinyada ve
Tiirkiye’de yapilmig calismalara benzerlikler gostermektedir (Zandoki ve ark., 2006;
Wu ve Subarro, 2006; Mert-Tiirk ve ark. 2005-2007; Tok ve Kurt, 2007). DNA
fingerprint ve MUG kullanilarak Kanada’da kanola iizerinde S. sclerotiorum’un
klonal dagilimi tamimlanmis ve tarla sartlarinda izolatlar arasinda genis oranda
genetik varyasyon bulundugu kaydedilmistir (Kohli ve ark., 1992). Yine yapilan bir
calismada, soya fasulyesinde, 213 izolat arasinda 21 MUG tanimlanmis ve her MUG
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bir DNA fingerprintle iligkili olarak bulunmus, 5 MUG birden fazla DNA
fingerprintle iliskili oldugu belirlenmistir (Hambleton ve ark., 2002). Ulkemizde
benzer sekilde, Akdeniz bolgesinde domateslerden elde edilen 58 izolatin
eslestirilmesiyle 17 MUG elde edilmis, ayn1 seradaki izolatlarda uyumun, farkli
seralardan alinan izolatlar arasinda uyumsuzlugun daha fazla oldugu, ancak ayn1 sera
icerisindeki izolatlar arasinda da uyumsuzluk oldugu rapor edilmistir (Tok ve Kurt,

2007).

Bolgelerin kendi icerisindeki aglimi daha azdir. Kirksekiz adet MUG’a
bakildiginda bolgelerdeki populasyonlarda klonal bir nesilden s6z edilebilir. Ancak
koprii izolatlarin varligi bolge igerisindeki varyasyonu arttirict bir 6zellik olmaktadir.
Bu da gen gecisinin bolge igerisinde daha az oldugu, mesafelerin artmasiyla arttigs;
evrimlesme siirecinde genetik cesitlenme olabilecegi diisiincesini 6ne ¢ikarmaktadir.
Ornek olarak MUG 21, MUG 24, MUG 28, MUG 32, MUG 33 ve MUG 34 ele
alindiginda igerdigi izolatlarin ¢ogu birbirinin aymisidir. Aralarindaki bir iki izolat
fark bulunmasiyla 5 gruba ayrilmistir. Dolayisiyla koprii izolatlar denilen gecis
izolatlant ortaya ¢ikmistir. Bu gecis izolatlari, heterojenligi arttiran faktorler olarak

goze carpmaktadir.

Bir¢ok filamentoz fungusta tiiriin kendi bireyleri arasinda heterokaryon form
olusturarak aseksiiel bir birlesme s6z konusu olmaktadir. Bu yapiya dahil olan
bireyler vejetatif olarak uyumlu olmakta ve ayni vejetatif uyumlu gruba (VCG)
girmektedirler (Leslie, 1996). Ancak VCG’lerde birlesme esnasinda hiicreler arasi

cekirdek gecisi goriilmektedir. Bu durum MUG icin bilinmemektedir (Leslie, 1993).

MUG’1 belirlenen 116 izolat, yapay besi ortaminda gelisimleri sonucu
degisen sayilarda sklerot iiretmislerdir. Izolatlar arasinda olusturduklar1 sklerot
sayilar1 bakimindan fark istatistiki olarak onemli bulunmustur (SAS varyans Tukey
testi). Aym sekilde sklerot agirliklarinda da fark Onemlidir. Ancak yapilan SAS
programindaki PCC testine gore sklerot sayilan ile sklerot agirliklar arasinda bir
iliski bulunamamistir. Birbirine yakin agirlikta sklerolarin sayr bakimindan farkli

oldugu, ya da aym sayida sklerot iireten izolatlarin sklerot agirliklarimin farkli
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olabilecegi goriilmiistiir. izolatlarin biiyiikk ¢ogunlugu beyaz renkli koloni
olusturmakta ve kolonilerde petrinin kenarinda tek sira sklerot olusturma
ozelligindedir. Kolzada daha once yapilan calismada da benzer sonuglar rapor
edilmistir. Izolatlarda beyaz, bej ve kahverengi renklenme goriilmiis ve dahil
olduklar1t MUG renklenme ile iligkili bulunmamistir (Mert-Tiirk ve ark. 2007). Farkli
konukc¢u ve bolgelerden elde edilen 24 izolatin olusturduklar sklerotlarin agirliklari,
Sun ve ark. (2005)’nin ¢alismasinda 2-473 mg arasinda degismistir. Toplam 116
izolattaki morfolojik karakterlerdeki varyasyon genetik cesitliligin bir bagka

gostergesidir.

Bir diger calisma, belirlenen MUG’larina gore 116 izolat arasindan segilen 52
izolatin  marul yapraklarindaki  patojenitelerinin  belirlenmesidir. Deneme
sonlandirildiginda  hicbir gelisim gostermeyen, dolayisiyla lezyon olusumu
gozlenmeyen iki izolat bulunmustur. Bu izolatlardan M 110, MUG 14 grubunda olup
yalnizca kendine uyumlu olan bir izolattir. M38 nolu izolat ise MUG 34’da yer
almaktadir. M58 ve M80 ise yaprakta en genis lezyon olusturma yeteneginde olan
izolatlardir. Bu izolatlar sirasiyla, MUG 35, 36 ve MUG 40, MUG 41, MUG 43’da
bulunmaktadirlar. Bolgeler bazinda bakildiginda da bu denemede kullanilan
Saricaeli’ne ait 29 izolat arasinda farkliliklar goriilmektedir. Aym1 durum Tuzla
bolgesine ait izolatlarda da goriilmektedir. MUG’da yalnizca kendine uyumlu olan
izolatlar, yapraktaki lezyon ¢api bakimindan birbirinden ve digerlerinden genelde
farkli bulunmustur. M32 ve M45 izolatlar1t MUG 28 hari¢ dahil olduklar1 diger
MUG’lar ayn1 olan iki koprii izolatidir. Bu iki izolatin olusturmus oldugu lezyon
caplar1 da aymi bulunmustur. Yine ayn1 sekilde ayni gruplara dahil M60 ile M20
arasinda da lezyon ¢ap1 bakimindan istatistiki olarak fark yoktur. Bu durum MUG ile
patojenite arasinda bir iligki olabilecegini gostermektedir. Tok ve Kurt (2007) nin
calismalarindaki 38 izolatin olusturdugu 17 MUG, 6 patojenik gruba ayrilmistir. Bu
gruplar arasindaki fark 6nemli bulunurken, yakin mesafeden alinan izolatlar genetik
olarak birbirine yakin olarak kaydedilmistir. Patojenisitede kullanilan 52 izolat ile
dahil olduklan MUG’lar karsilastirildiklarinda iki veri birbirine paralellik
gostermektedir. Ancak bu durumu bozan izolatlarda mevcuttur ama bu muhtemelen

koprii izolatlardan kaynaklanmaktadir.
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Canakkale yetistiricilik bakimindan {iriin deseni genis olan bir bolgedir.
Patojenin konukcuya 0Ozellesmis olmamasi izolatlar arasindaki varyasyonun
artmasina sebep olabilmektedir. Tiim sonuclar 1s18inda genetik cesitlilik fazladir ve

birbirine uyumsuz koloniler birbirinden ayr1 muhtemel klonlardir.

Genetik varyasyon, dayanikli konukculara karsi artan viriilenslik ve
kimyasallara kars1 artan dayaniklilik sorunlarin1 beraberinde getirmekte ve bunlarda

miicadeleyi zorlagtiran etmenler olmaktadirlar.

Fitopatojen fungus populasyonlarinda yapilan genetik c¢alismalar, fungus
biyolojisi, epidemiyolojisi ve evrimlerini kavramada Onemli katki saglamakla
beraber bitki hastaliklarinin kontrolunde uygulanacak alternatiflerin se¢iminde yarar
saglayacaktir. S. sclerotiorum gibi polifag, canlilik siiresi uzun ve kontrolu zor bir
patojenin populasyon genetiginin arastirtlmast onem tagimaktadir. Yapilan bu
calisma, diinya ve Ozellikle iilkemiz i¢in buna bagh calismalara bu anlamda katki
saglayacag diisiiniilmektedir. Bu konuda daha ayrintili bir caligma yapilmasi faydal
olacaktir. Bu baglamda MUG’u destekleyecek molekiiler caligmalarin yapilmasi
gerekmektedir. Birka¢ molekiiler yontemin bir arada kullanilmasi, ayrica klonlarin
abiyotik faktorlere olan tepkilerinin belirlenmesi daha yararli olacaktir. Farkl
konukculardan da S. sclerotiorum populasyonlarin toplanmasi ve farkli konukgularda
viriilensliginin belirlenmesi daha ayrintili veri elde edilebilmesine olanak saglayacak
ve bolgenin populasyon yapisi detayli olarak saptanacak, bdylece miicadele

stratejilerinin belirlenmesine olanak saglayacaktir.
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