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OZET

Fusarium culmorum’un FARKLI BUGDAY CESITLERINDE ZEARALENONE
URETIMI VE HASTALIK SIDDETIiYLE KORELASYONUNUN SAPTANMASI

Volkan ISIK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Figen TURK
29.09.2012, 44

Bu c¢alisma, 2009-2010 bugday yetistirme doneminde Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Dardanos Arastirma ve Uygulama arazisinde yiiriitiilmiistiir.
Bu c¢alismada farkli bugday c¢esitlerine inokule edilen ve bugdayda Fusarium basak
yanikligina (FHB), verim ve kalitenin azalmasina, tanelerde mikotoksin akiimiilasyouna
sebep olan Fusarium culmorum’un farkli bugday ¢esitleri arasinda hastalik siddeti
acisindan farkliliklar1 saptamak ve verime olan etkisini karsilagtirmak amaglanmistir.
Ayrica F. culmorum tarafindan inokule edilen basaklarda olusturduklari bir mikotoksin
olan zearalenone (ZEA) iretimi karsilastirilmistir. Bu amagla 23 bugday c¢esidi
kullanilmigtir. Basaklar ¢igeklenme doneminde siringa yontemi ile F.culmorum izolati ile
inokule edilmistir. Hastalik gelisimi 3 farkli zamanda oOlc¢iilmiis ve elde edilen veriler
hastalik gelisimi altindaki bolge (AUDPC)’nin hesaplanmasinda kullanilmistir. F.
culmorum ile inokule edilen bugday cesitlerinin hastalik siddetleri arasinda istatistiki
olarak fark oldugu saptanmistir. Bin tane agirlig1r yoniinden cesitler arasinda istatistiksel
olarak oOnemli farkliliklarin oldugu gozlenmistir. ZEA birikimi yoniinden ise cesitler
arasinda belirgin farklarin bulundugu da goriilmiistiir. Ele alinan 6zellikler arasindaki iliski
incelendiginde basak agirligr ile bin tane agirlhigi arasinda pozitif, AUDPC ile bagsak
agirhigr ve bin tane agirligr arasinda negatif yonde bir iligski oldugu saptanmistir. Ayrica
ZEA ile AUDPC arasinda da pozitif bir korelasyon oldugu saptanmistir. Bu ¢aligmadan F.
culmorum’un farkli bugday ¢esitlerinde farkli oranlarda hastalik siddetine sebep oldugu
ve verimi farkli oranlarda diislirdiigii, ayn1 zamanda ZEA akiimiilasyonunun hastalik

siddeti ile dogrudan iligkili olmadig1 sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Fusarium culmorum izolatlari, Bugday, Hastalik gelisimi,
Bagak Agirligi, Bin Tane Agirhigi, ZEA.
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ABSTRACT
ZEARALENONE PRODUCTION BY Fusarium culmorum IN WHEAT VARIETIES
AND CORRELATION WITH DISEASE SEVERITY

Volkan ISIK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School
Plant Protection Thesis, Master of Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Figen TURK
29.09.2012, 44
This study was conducted at the Dardanos Agricultural Research Station of
Canakkale Onsekiz Mart University in 2009-2010 wheat growing season. Fusarium head
blight (FHB), caused by Fusarium culmorum, results in yield and quality reductions and
mycotoxin accumulation. The aim of the research was to evaluate the reaction of the wheat
genotypes to FHB and yield lose. The mycotoxin, zearalenone (ZEA) was also quantified
in infected and control wheat seeds. Twenty three wheat genotypes were employed in the
research. Flowering heads were inoculated with the suspension of F. culmorum using
syringe method. Disease development was measured with a rular in three occasions, the
data, then, were used to calculate the area under disease progress curve (AUDPC). It was
found that there was a significant difference in means of disease severity amoung the
wheat genotypes. It was also determined that a thousand seed weight and ZEA were
different in different genotypes following inoculation with F. culmorum. A correlation
analysis exhibited that there was a positive correlation between head weight and a
thousand seed weight, however, a negative correlation was found between AUDPC and
head weight, and AUDPC and a thousand seed weight. ZEA accumutalion was correlated
positively with AUDPC. The results suggest that wheat genotypes respond to the F.
culmorum infection differently; therefore, severe infection results severe yield loss and

ZEA accumulation.

Keywords: Fusarium culmorum, Wheat, AUDPC, Head Weight, Thousand Kernel
Weight, ZEA
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BOLUM 1
GIRIS
Hububatlar diinyada stratejik 6nemi en yliksek olan tiriinler olup ilk ¢aglardan beri
insanlar tarafindan kiiltiirii yapilarak tretilen bitkisel iiriinlerdir. Hububatlar diinyada ve
tilkemizde ekilis alan1 ve iiretimi en fazla yapilan iriinlerdir. Beslenme agisindan en
onemli bitkisel iiriinler olan hububat kapsaminda bugday, misir, piring, arpa, yulaf, ¢avdar,

darilar ve diger hububatlar yer almaktadir.

Ulkemizdeki iklimsel kosullarn uygun olmasi hububat iiretiminin ¢ok genis
alanlarda yapilabilmesine olanak saglamistir. Ulkemizde {iretimi yapilan hububatlar
icerisinde en biiyiik paya bugday sahiptir. Bunu sirasiyla arpa, misir ve ¢eltik izlemektedir.
Ulkemizde iiretimi yapilan baslica tahillarm 10 yillik iiretim ve ekim alam1 miktarlar:
Cizelge 1 durumu

(http://www.tuik.gov.tr/VeriBilgi.do?alt_id=45)

ve Cizelge 2’de, diinyadaki ise Cizelge 3’te verilmistir.

Cizelge 1: 2001- 2011 yillar1 Tiirkiye Tahil ekim alani
Tiirkiye Tahil EKim Alani (Dekar)

Yillar Toplam Bugday Arpa Misir Celtik

2001 139073550 93 500 000 36 400 000 5500000 590 000
2002 137856 500 93 000 000 36 000 000 5000000 600 000
2003 134136 000 91 000 000 34 000 000 5600000 650 000
2004 138325850 93 000 000 36 000 000 5450000 700 000
2005 138932410 92 500 000 36 500 000 6 000 000 850 000
2006 130415623 84 900 000 36 498 000 5360000 991 000
2007 124030395 80 977 000 34 280 165 5175000 939 000
2008 119899 739 80 900 000 29 500 000 5950000 995 000
2009 120677 087 81 000 000 30 100 000 5920000 967 541
2010 121002 714 81 034 000 30 400 000 5940000 990 000
2011 119034 352 80 960 000 28 688 331 5890000 994 000

Cizelge 2: 2001- 2011 yillar1 Tiirkiye Tahil iiretim miktar1
Tiirkiye Tahil Uretimi (ton)

Yillar Toplam Bugday Arpa Misir Celtik
2001 29 570 560 19 000 000 7 500 000 2200000 360000
2002 30 830 650 19 500 000 8 300 000 2100000 360000
2003 30 806 800 19 000 000 8 100 000 2800000 372000
2004 34 153 910 21 000 000 9 000 000 3000000 490000
2005 36 471 600 21 500 000 9 500 000 4200000 600 000
2006 34 642 986 20 010 000 9 551 000 3811000 696 000
2007 29 256 990 17 234 000 7 306 800 3535000 648000
2008 29 287 281 17 782 000 5923 000 4274000 753325
2009 33577151 20 600 000 7 300 000 4250000 750 000
2010 32772 550 19 674 000 7 250 000 4310000 860 000
2011 35202 073 21 800 000 7 600 000 4200000 900 000

Kaynak: Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligt



Cizelge 3. Tahillarin diinyadaki durumu

Diinya Hububat Uretim Miktar1

Yillar Milyon Ton
2002 1837,2
2003 1894,8
2004 2074,6
2005 2052,1
2006 2019,7
2007 2134,7
2008 2289
2009 2265,5
2010 2255,8
2011 23459

(http://www.fao.org/worldfoodsituation/wfs-home/csdb/en/)

Bugday iiretimi biyotik (canli) ve abiyotik (cansiz) faktorlerden etkilenmektedir.
Uygun olmayan iklimsel kosullar, elverissiz toprak sartlari, ¢evre kirliligi ve hatali {iretim
yontemleri vb. gibi faktorler abiyotik faktorleri olusturmaktadir. Biyotik faktorler ise

yabanci otlar, hastalik ve zararlilardir.

Biyotik hastalik etmenlerinden funguslar, bugdaymn farkli aksamlarinda 6nemli
kayiplara sebep olup verim {izerine 6nemli etkiler yapmaktadir. Bugdayda meydana gelen
bagak hastaliklart funguslarin neden oldugu en 6nemli hastaliklardan biridir. Fusarium
spp. bugdayin yani sira ¢avdar, arpa yulaf ve misir i¢in de tehdit olusturur ve hasatlarindan
sadece birkac hafta once etki edip bitkiyi tahrip etme potansiyeline sahiptir. CIMMYT
(Uluslararast Misir ve Bugday Gelistirme Merkezi) verilerine gore Fusarium Basak
Yanikligi (FHB: Fusarium head blight ) bu denli yikict olmasi nedeniyle tahillarda en
biiyiik sinirlayici faktor olarak goriilmektedir. Diinya genelinde etkin olan Fusarium spp.
etmenlerinin epidemilerinde iklim degisiklikleri ve yanlis kiiltiirel uygulamalarin da etkili
olduguna inanilmaktadir. Hastalik etmeninin {irlin verimini ve kalitesini olumsuz
etkilemesinin yaninda albiimin ve gluten gibi proteinlerin de miktarin1 azaltmasi dikkate
deger diger bir Ozelliktir. Ekonomik zarara neden olan en onemli tirler; Fusarium
avenaceum, F. poae, F. nivale, F. graminearum ve F. culmorum ’dur (Parry ark., 1995).
Diinya geneline bakildiginda basak yanikligina neden olan en onemli etmen sicak
iklimlerde gelisen F. graminearum iken Avrupa’da ise serin iklimleri tercih eden F.

culmorum’ dur (Snijders, 1989).


http://www.fao.org/worldfoodsituation/wfs-home/csdb/en/

F.culmorum (W.G. Smith Sacc.) ve Fusarium graminearum (Schwabe)’un neden
oldugu FHB hastaligin1 diinyanin pek c¢ok yerinde ve iilkemizde bugday tarimi yapilan
alanlarda iiriin kalitesini bozarak verimi olumsuz yonde etkileyen ekonomik éneme sahip
hastaliklardan birisidir. FHB hastalig1 , bugday ve diger tahil iirlinlerinde ABD’nin orta
kisminda 1993 yilinda 1 milyar dolarlik zarara neden olurken, 1993-2001 yillar1 arasinda
ABD’nin toplam ekonomik kaybi sadece bu hastalik nedeniyle yaklasik 8 milyar dolar
olmustur (Nganje ve ark., 2004). Diinyada bu hastalik daha ¢ok dogu ve bati Avrupa,
Rusya, Cin, Brezilya, Kuzey Amerika, Giiney Amerika ve Asya’nin 6nemli bugday tiretim

alanlarinda goriilmektedir.

FHB hastalig1 diinyanin pek ¢ok yerinde nemli kosullarda tahillarin ¢igeklenme ve
tane dolum donemlerinde goriilmektedir. Patojen bugdayr dollenme esnasinda veya
dollenmeden kisa bir siire sonra enfekte etmektedir. Akinsanmi ve ark. (2004), F.
graminearum’un tarla kosullarinda % 14 oraninda bugday basaklarini hastalandirdigini
rapor etmistir. Etmen tohumla tasinabilmekte ve ekim nobeti uygulanmayan yerlerde
ozellikle gigceklenme doneminden sonra asir1 yagisin olmast durumunda onemli verim

kayiplarina neden olmaktadir (Anonim, 2002).

FHB hastaligi’'na neden olan funguslar tarafindan enfekteli taneler kiicik ve
burusuk olmakta, bu taneler enfeksiyon nedeniyle ¢imlenme giiglerini kaybetmektedirler.
Enfekteli taneler lizerinde gelisen funguslar, sekonder metobolitlerden olan mikotoksinleri
tiretirler (Bahrii ve Shaner, 1994). Mikotoksin iireten funguslar, ¢evrede yaygin olarak
bulunur ve kiiltiir bitkilerinin gelisme donemlerinde, tasinma ve depolanma sirasinda
tarimsal {irtinlere bulasir. Uygun kosullar bulundugu taktirde mikotoksin {iretimi

gerceklesir.

Fusarium tiirleri tarafindan en yaygin olarak iretilen toksinler; Trichothecene
(Deoxynivalenol, Nivalenol, T -2 Toxin, HT-2 Toxin, Diacetoxyscirpenol), Fumonisine,
Moniliformin ve Zearalenone (ZEA)'dir. Bu toksinler canlilarda bagisiklik ve sinir
sistemini olumsuz yonde etkiler, karaciger ve bobrek hastaliklarina, kas spazmi ve
kusmaya, kansere hatta oliimlere dahi neden olurlar. Toksinler depolanmig {irlinlerde

yillarca bozulmadan kalabilen metobolitlerdir.

ZEA, diinyanin her yerinde bulunabilen Fusarium’larin olusturdugu &strojenik bir

mikotoksindir. Oncelikle tahillarda ve bitkisel kokenli iiriinlerde bulunur (Christensen ve



ark., 1965). F. culmorum, F. graminearum ve F. equiseti, F. tricinctum dahil birkag
Fusarium tiirii tarafindan idretilen bir mikotoksindir (Caldwell ve ark., 1970). ZEA,
tahillara tarlada bulasir fakat uygun olmayan depolama sartlar1 (yiiksek 1s1 ve nem) ZEA
salgilanmasini arttirir (Gross ve Robb, 1975). Bu tiirler tahillar1 kolonize ederler ve
genellikle serin, nemli mevsimlerde ve hasat doneminde gelisirler. ZEA hayvanlar
tizerinde hormonal etkilere sahip bir Ostrojendir ve bu 6zelliginden dolayr dol verimi

bozukluklarina ve hiperestrogenizm’e neden olmaktadir (Mirocha ve ark., 1968; Long ve
ark., 1982).

Bu c¢aligmanin amaci farkli bugday cesitlerinin basak yanikligina sebep olan F.
culmorum’a Karsi reaksiyonlarmin saptanmasi, verime etkisi, enfekteli tanelerde ZEA
oraninin kantifikasyonu ve g¢esit reaksiyonu ile ZEA konsantrasyonu arasinda bir

korelasyon olup olmadiginin aragtirtlmasidir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Diinya’da FHB’a sebep olan Fusarium daha ¢ok F. graminearum olmakla beraber,
F.culmorum, F. nivale, F. avenecaum 'un da neden oldugu bilinmektedir. Avrupa’da ise
genellikle bu hastaliga neden olan etmen F. culmorum olarak belirlenmistir. Sicak iklim
kosullarina sahip bolgelerde F. graminearum gelisirken, serin yerlerde F. culmorum daha
yaygin olarak goriilmektedir (Snidjers, 1989). Bu iki hastalik etmeninin disinda diger bazi
Fusarium tiirlerinin de bugdayda FHB’a neden oldugu saptanmistir (Wang ve Miller,
1988).

FHB Hastaligi’'na neden olan Fusarium tirleri Ireta ve Gilchrist (1994)’in
bildirdigine gore ilk olarak 1891 yilinda ABD’de (Artur, 1891), daha sonra da 1902 yilinda
Japonya’da rapor edilmistir. FHB hastaligi nemli, iliman iklim kosullarina sahip bolgelerde
ornegin, kuzey Avrupa, Cin ve Japonya’da epidemi diizeyinde rapor edilirken, kuzey
Afrika kiyilarinda, ABD’nin giiney kisminda ve giiney Kanada’da, giiney Amerika’da
ozellikle Brezilya, Arjantin, Paraguay ve Uruguay’da (Arthur, 1891) tespit edilmistir.
Ulkemizde ise FHB hastalig1 ilk kez 1993 yilinda belirlenmistir (Aktas ve Tunali, 1993).

F. culmorum (W.G.Smith), bugdayda FHB’a neden olan etmenlerdendir ve
laboratuvar kosullarinda iiretilebilmektedir. Laboratuar kosullarinda 25°C sicaklikta PDA
ortami iizerinde karmen kirmizimsi bir misel tabakasi olusturdugu arastirmalar sonucu
tespit edilmistir. Sporodochia olusumu sik goriilmektedir. F. culmorum’un monofialidler
olusturdugu, bu fialidlerin genellikle 3,5-5umX15- 20um uzunlugunda oldugunu
belirlemislerdir. F. culmorum’un sadece makrokonidiler olusturdugu, bu konidilerin kalin
duvarli kisa ventral ve dorsal yiizeyde kivrimlara sahip oldugu, genellikle bunlarin 5
septali olup 5-7.5x31-50 um wuzunlugunda oldugu, olusan makrokonidilerin F.
graminearum’un konidilerinde oldugu gibi ayak hiicrelerine sahip oldugu saptanmustir.
Klamidosporlarin genel olarak yaygin olmadigi ve c¢ogunlukla hiflerin ortasinda
bulundugu, klamidosporlarin oval sekilde, tek ya da zincir halinde bulundugu ve 9-
12uX10-14p  uzunlugunda oldugu belirlenmistir. F.culmorum’un tarla kosullarinda
perithecium olusturup olusturmadiklarmin bilinmedigi ayrica F. culmorum kiiltiir ortam
tizerinde nispeten stabil olmasina ragmen mutantlarin olusabilecegi, bu nedenle
arastirmalarda tek spor izolasyonlarinin yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Booth, 1977;

Gerlach ve Nirenberg, 1982; Nelson ve ark., 1983).
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Fusarium tiirlerinin FHB’a neden olurken farkli tipte enfeksiyonlar yapabildigi
belirlenmistir. Bu enfeksiyon tipleri; sporodochialarin iiretmis oldugu makrokonidilerle (F.
culmorum ve diger tiirler), perithecium igindeki askosporlarla (6rn F. graminearum), bitki
artiklarinda yada toprakta canliligini koruyan klamidosporlarla (Fusarium spp.), bugday
bitki artiklar1 {izerinde canli kalan misellerle (Fusarium spp.) bitki artiklarinda yada

enfekteli taneler tizerinde bulunan makrokonidilerle (Fusarium spp.) olmaktadir.

Hastalik etmenleri tarafindan ilk enfeksiyon askospor yada makrokonidiler
tarafindan ¢icek ve anterler ilizerinde olusmaktadir. Makrokonidiler 16-36°C sicakliklar
arasinda olusurken optimum gelisme sicakligi 32°C, peritheciumlar ise 13-33°C sicaklik
arasinda olusurken, optimium gelisme sicaklig1 25-28°C olarak belirlenmistir. Perithecium
ve askosporlarin olusumu igin UV 1sinlar1 oldukga 6nemli olup, yaklasik bu deger 390 nm

olarak saptanmistir (Andersen, 1948; Teich ve Nelson, 1984; Reis, 1989).

FHB’a sebep olan birgok Fusarium spp. makrokonidilerin konuk¢u dokusu
tizerinde ¢imlendigi ve enfeksiyon ¢ivisini olusturdugu, enfeksiyon ¢ivisini olustururken
nemli bitki yiizeyine yapistigi, bitkiye giris yapmadan once kutikula {izerinde kolonize
oldugu, stomalardan giris yaptiktan sonra intracellular olarak ¢ogaldigi, enfeksiyondan 48
saat sonra stomalarin arasinda yaprak yilizeyinde makrokonidilerin yogun bir sekilde
gelistigi gozlemlenmistir. Bunu takiben, dokularda gozle goriilebilen bir porsiimenin

oldugu tespit edilmistir (Teich ve Nelson, 1984; Reis, 1989).

Fusarium hastalik etmeninin bugday ¢igeklerini enfekte ettigini ve uygun kosullar
bulana kadar fakiiltatif saprofit olarak yasadiklar1 Andersen (1948) bildirilmistir.
Inokulasyonun gerceklesmesi igin riizgar ve yagmura ihtiya¢ oldugunu ve etmenin uygun
kosullar1 buldugunda aktif duruma gectigini tespit etmistir. Strange ve ark. (1974), bugday
anterlerinin amonyum bilesikleri olan kolin ve betain {irettigini, bu bilesiklerin bugday
ciceklerinde patojenin gelismesini tesvik ettigini tespit etmislerdir. Bu bilesiklerin normal
kosullarda bugday bitkisinde bulundugunu, ancak enfeksiyondan sonra konsantrasyonunda

artislar oldugunu saptamislardir.

Bazi arastirmacilar, etmen tarafindan enfekte edilen bitki dokularinin kisa zamanda
klorofil kaybina ugradigini tespit etmislerdir. Hastalanan ¢igek organlarinin (6zellikle dig

kavuzlar) hafifce koyulasip ve yaghmsi bir goriiniim aldigini, pembe renkte sporlar
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olustugunu ve yliksek nem iceren kosullarda ise funguslarin koyulagarak siyah renge

dontistiigi belirlenmistir (Teich ve Nelson, 1984; Reis 1989).

Wilcoxson ve ark. (1992), yaptiklar1 bir arastirmada biitiin kiiciik taneli tahillarin bu
hastaliktan etkilendigini tespit etmislerdir. Hastalik siddetli oldugunda % 50'den fazla
verim kaybi ile birlikte tane kalitesinde belirgin bir azalma oldugunu goézlemislerdir.
Fusarium tarafindan enfekteli tanelerde burusukluk, protein miktarinda azalma ve bdylece
tane kalitesinde azalmanin oldugunu ortaya koymuslardir. Yapilan analizler sonucunda
% S'ten fazla hastalikli tane bulunan iirlinlerin insan ve hayvan saghgna zararl

olabilecegini belirlemiglerdir.

Ulkemizde de Bugday Basak Yanikligi Hastaligi bugday tarlalarinda rapor
edilmistir. Ankara ili bugday ekim alanlarinda, F. culmorum, F. graminierum, F.
acuminatum, F. heteropsporium tiirleri tespit edilirken (Cavuscuoglu ve Hancioglu, 1995),
Sakarya yoresinde F. graminierum, F. moniliforme, F. culmorum, F. sporodotricoides, F.
triticana, F. heterosporium ve F. avenacearum’un bugday basak yanikligina neden oldugu
ve en yaygin sekilde F. graminierum’un goriildiigi belirtilmistir (Aktas ve Tunali, 1993;
Anonim, 2001).

Konya ve ¢evresinde 1993-1998 yillar1 arasinda F. culmorum yogun bir sekilde
saptanmis ve 2000-2001 yilart arasinda Konya ilinde FHB’den dolay1 meydana gelen iiriin
kaybmin % 31 oraninda oldugu bildirilmistir (Anonim, 2001). Aktas ve ark.(1996),
Marmara Bolgesinde F. graminearum’un F. culmorum’dan daha yogun olarak
gortldiiglinli ve Tirkiye’nin kuzey Anadolu boélgesinde FHB’nin epidemiye neden
oldugunu rapor etmislerdir. Orta Anadolu Bolgesi’nde ise F. Culmorum, F.

graminearum’a gore daha yaygin olarak goriilmiistiir (Aktas ve ark., 1999).

Adana ve cevresinde 2001-2002 yillarinda 282.494 hektar alanda bugday ekimi
yapilmis ve tiim cesitlerde 6zellikle Kadirli, Kozan ve Imamoglu ilgelerinde bugdayda F.
culmorum ve F. graminearum yogun bir sekilde saptanmistir. Ticari bugday cesitleri
arasinda bu hastaliga karsi dayanikli ¢esitler bulunmamaktadir. Bu nedenle bu hastaligin

Oontimiizdeki yillarda bugday yetistiriciliginde ©6nemli sorunlar olusturabilecegi

diistiniilmektedir (Anonim, 2002).

Baz1 Fusarium tiirleri mikotoksin diye adlandirilan sekonder metabolit sentezlerler.

Mikotoksinler diisitk molekiil agirligina sahip olup, hiicre metabolizmasinda protein
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sentezini engellerler. Bunun yani sira mikotoksinler, hiicre membranina zarar vererek
hiicrenin lizise ugramasina neden olurlar. Hayvanlarda bulunan alyuvar kan hiicrelerine

toksik etki yaparak bu hiicrelerin zarar gérmesine neden olurlar (Wilcoxson ve ark., 1992,

Nelson ve ark., 1993).

Sekonder metobolitler normalde hiicrenin biyokimyasinda ihtiya¢ duyulmayan
kimyasallardir. Bunlar tiire 6zgidiir, 6rnegin F. graminearum (ve F. culmorum basta
olmak tizere diger bazi Fusarium tiirleri) deoxynivalenol (DON) toksini {iretirken F.
moniliforme fumonisinleri tiretmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalarda Fusarium
tirlerinin meydana getirdigi toksinler arasinda zearalenone (ZEA), deoxynivalenol
(vomitoxin, DON), T-2 toksini, HT-2 toksini, diacetoxyescirpenol, 8- hydroxycalonectrin,
3-acetildeoxynivalenol, 15-acetildeoxynivalenol, dihydroxycalo nectrin, fusarin C,
fumonisin ve nivalenol (NIV) olarak belirlenmis olup, en ¢ok bilinen sekonder metobolitin
trichothecene mikotoksini ve fumonisin oldugu saptanmistir (Miller ve Arnison, 1986;

Nelson ve ark., 1993).

Diinyada FHB Hastaligi’n1 kontrol altina almak, toksin {iretimini azaltmak i¢in
cesitli caligmalar yiiriitiilmektedir (Badea ve ark., 1997; Yang ve ark., 1998; Mietaner ve
ark., 2001; Buerstmayr ve ark., 2002; Mesterhazy ve ark., 2005). Alinan onlemlerle
hastaligin yayilmasi kismen engellenmeye caligilsa da glinlimiizde hastaligin verecegi
zarar1 azaltmak igin uygulanan kiiltiirel ve kimyasal miicadele yontemleri ile hastalik

etmeni Fusarium tiirleri tarafindan tiretilen toksinleri 6nlemek miimkiin olamamaktadir.

Hastaligin bitkiyi topraktan enfeksiyonunu engellemek i¢in dogrudan kimyasal
miicadele yontemi bilinmemektedir. Tohum ilaglamasi ile fungusun tohumla taginmasi
onlenebilmekte, ancak topraktan gelecek inokulum onlenememektedir. Ozellikle FHB’a
kars1 fungisitler kullanarak miicadele etmek bugdayda basaklanma ve ¢igeklenmenin ayni
donemde olmamasindan dolay1r olduk¢a zor ve c¢ok pratik degildir (Wilcoxson ve ark.,
1992). Ayrica kimyasal miicadelede yapilan yanlisliklar, bunun sonucu olarak ortaya ¢ikan
cevre kirligi, dayaniklilik, dogal dengenin bozulmasi, insan ve hayvan sagligina olumsuz
etkiler gibi, son giinlerde insanligin en giincel sorunlar1 arasinda yer alan olumsuzluklarin
ortaya c¢ikmasina neden olmustur. Anilan nedenlerden dolayr bugdayda sézkonusu
hastaligin bilinen miicadele yontemleri ile tamamen kontrol altina alinmasi olduk¢a zor
Olup en etkin ¢0zlimiin hastalifa dayanikli cesit veya cesitlerin gelistirilmesi olarak

goriilmektedir (Wilcoxson ve ark., 1992; Anonim, 2002).
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Yapilan caligmalarda dayanikl ¢esitlerde duyarli cesitlere gore daha diisiik oranda
DON toksin seviyesi tespit edilmistir (Mesterhazy ve ark; 1999). Bu nedenle, FHB’a kars1
dayanikli ¢esitlerin yetistiriciliginin yapilmasi hem ekolojik hem de ekonomik sorunlarin
¢Ozlimiinde yardimci olacaktir. FHB’a dayanikli bitkilerde, dayaniklilik genlerinin varligi
bilinmesine ragmen, bunlarin klasik 1slah ¢aligmalarinda kullanilmasi oldukga zor, pahali

ve uzun siirmektedir (Goral ve Arseniuk, 1997).

Birgok bitki tiiriinde klasik 1slah yontemlerinin sonu¢ vermedigi durumlarda in
vitro doku ve hiicre kiiltiirti tekniklerindeki gelismeler mutasyon ve in vitro seleksiyonla
somaklonal varyasyondan yararlanarak degisik stres faktorlerine (soguk, sicak, kuraklik,
toksin, tuzluluk, herbisit) karst dayanikli hiicre hatlarinin se¢iminde yeni olanaklar
saglamistir. Buna bagl olarak son yillarda in vitro seleksiyon teknikleri klasik 1slah
calismalar1 diginda yeni arastirma konularinin ortaya ¢ikmasina da neden olmustur (Kasem
ve ark., 1996; Bai ve ark., 2001). In vitro seleksiyon teknikleriyle dayanikli bireylerin
secimi tamamen laboratuvar kosullarinda daha giivenilir ve kisa zamanda gerceklestirmek

mumkin olmaktadir.

Baz1 fungal patojenlerin iiretmis oldugu mikotoksinler stres faktorii olarak in vitro
veya in vivo‘da kullanilmak suretiyle hastaliga dayanikli bitki veya hiicrelerin seleksiyonu
mimkiin olmaktadir. Bazi duyarli hiicreler seleksiyon asamasinda dayanikli hiicreler
tarafindan korunabilmekte ve duyarli olan bu hiicrelerden bitki regenerasyonu
olabilmektedir. In vitro teknikleri bitki regenerasyonu c¢aligmalarinda bu gibi
dezavantajlara sahip olsa da, seleksiyon ¢alismalarinda somaklonal ve epigenetik

varyasyonlarin adaptasyonlarint miimkiin hale getirdigi i¢in avantajlara sahiptir.

Patojen faktorii olarak toksinler in vitro’da kullanilmak suretiyle ¢ok kisa zamanda
FHB’a dayanikli hiicre hatlar1 ve bu hiicre hatlarindan da hastaliga dayanikli bitkiler elde
edilebilmistir (Bruins ve ark., 1993; Kasem ve ark., 1996; Yang ve ark., 1998). Yapilan bu
calisma ile bugday yetistiriciliginin 6nemli sorunlari arasinda yer alan FHB’a karsi
dayanikli veya tolerant yeni c¢esitler gelistirmek amaciyla bazi bugday cesitlerinin
embriyogenik kalluslar1 kullanilarak in vitro seleksiyonla yeni hatlar elde etme olanaklari
arastirtlmistir. Bu baglamda tarla kosullarindan izole edilen Fusarium tiir ve izolatlar1 ve in
vitro seleksiyon sonucu elde edilen bitkiler RAPD-PCR yontemiyle molekiiler analizlere

tabii tutulmus, farkliliklar ortaya konulmustur.
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F. culmorum ile ZEA iliskisi ile ilgili literatiirde ¢ok fazla ¢alismaya rastlanmamustir.

Asagida F. culmorum ile ZEA ve/ya diger mikotoksinler ile ilgili galismalar 6zetlenmistir.

Snijders ve Perkowski (1990)’nin 10 kislik bugday c¢esidi ile F. culmorum’un 3
izolat1 ile yapilan patojenite testlerinde, viriilensligi yiiksek olan izolatlarin verimde ciddi
bir diisiise sebep oldugu, orta derecede viriilent olanlarin ise bir dncekine kiyasla daha az
oranda verimi diislirdiigii bulunmustur. Mikotoksin analizinde ise DON olusumu ile
virlilenslik arasinda pozitif bir korelasyon oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada ZEA tespit

edilememistir.

Schade-Schiitze ve ark. (2000)’nin yaptigi patojenite testlerinde, kullanilan 27
izolatin verimi % 14 ile % 61 oraninda diiglirdiigii saptanmistir. Ayrica DON {ireten

kemotiplerin NIV iireten kemotiplerden daha virulent oldugunu bulmuslardir.

Perkowski ve ark. (1995), kislik cavdari ¢igeklenme doneminde F. culmorum izolati
ile inokule etmis ve basaklarda DON, ZEA ve 3-AcDON olusumunu arastirmislardir.
Hibritlerde basak yanikligi siddeti ile basak basina tane agirliklari arasinda 6nemli
genotipik farkliliklar oldugu ortaya c¢ikarilmistir, fakat hastalik siddeti ile mikotoksin

miktar1 arasinda iliski olmadigini saptamislardir.

Cek Cumhuriyeti’nde yapilan bir ¢alismada, iilkede kayith kislik bugday cesitlerinin
F. culmorum ile infeksiyonlari sonucu mikotoksin birikimine kars1 gosterdikleri direngleri
saptamak amaciyla 3 yil siire ile (2004, 2005 ve 2006) tarla denemeleri yapilmistir. DON
ve ZEA igerigine iliskin bilgiler ile hastaliktan kaynaklanan kayiplarda kayit altina
alimmistir. En yiiksek DON iiretimini yiiksek sicaklik ve yiiksek nemli gegen yilda tespit
edilmistir. Rheia, Banquet, Ludwig, Rapsodia, Dromos ve Globus isimli varyetelerinin
ortalama DON igerigi diisiik olmakla birlikte, yillar arasinda yliksek bir dalgalanma
oldugunu saptamislardir. Buna ek olarak, DON ve ZEA igerigi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunu tespit etmisler ve hastalik siddeti ile DON birikimi arasinda
istatistiksel olarak onemli korelasyonlar oldugunu bulmuslardir. Tim yillarda erkenci
cesitlerin gecci gesitlere gére daha diistik DON birikimi gosterdigini gozlemisler, fakat
diger ozellikler tizerinde ZEA birikimi dahil olmak iizere genotipik erkenciliginin pek

onemli olmadigin1 gérmiislerdir (Chrpova ve ark., 2007).

Gromadzka ve ark. (2008) yaptiklar1 galismada ZEA, ZEA tirevleri ve ZEA

biyotransformasyonunun 6zellikleri ile ilgili bilgi toplamaya ve 6zetlemeye ¢alismiglardir.
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ZAE’nin toksisitesi ve olusumu ile ilgili verileri, ZEA’nin tanilanmasi ve 6lcililmesinde
kullanilan analitik yontemlerle karsilastirmiglardir. ZEA etkisinin artisi ile iligkili riskleri
anlamamiz ve bilinglenmemiz gerektigini ve bazi iilkelerdeki belirli ticari mallarda tavsiye

edilen limitlerin ayarlanmas1 gerektigini onermislerdir.

Tanaka ve ark. (2010), Japonya’da piyasada satilan bugdaydan yapilan biskiivilerde
NIV, DON, HT-2, T-2 ve ZEA’nin varhig ile ilgili ¢aligma yapmistir. NIV, DON,
fusarenon-X (FX), 3-AcDON, HT-2 toxin (HT-2), T-2 toxin (T-2) ve ZEA
mikotoksinlerinin es zamanli tespiti i¢in hizli ve duyarli bir yontem kullanmislardir.
Ornekler atmosferik basing fotograf iyonizasyonu (APPI) ile LC/MS’ de analiz
edilmiglerdir. NIV, DON, HT-2, T-2 ve ZEA mikotoksinlerinin kontaminasyonlarinin
ortalamalar1 siras1 ile 3.1, 23, 0.7, 0.1 ve 4.2 ng/kg olarak tespit etmislerdir. Toplam 120
tane Ornekte c¢oklu toksin gozlendigi halde FX ve 3-AcDON tespit edilememistir. Bu
toksinlerin meydana gelme oranlarint % 41 NIV, % 98 DON, % 19 HT-2, % 11 T-2, % 2
ZEA olarak bulmuslardir. Bugdaydan yapilan geleneksel biskiivi ve bebek mamasi igin
yapilan biskiiviler arasinda mikotoksin meydana gelme oranlari ve konsantrasyonlari

acisindan onemli farkliliklar bulunmamustir.

Meksika’da toplam 30 bugday drneginde Fusarium calisilmistir. Orneklerden dnce
Tri5 (thrichothecene i¢in) ve PKS4 genlerinin bulunup bulunmadigini test etmek i¢in PCR
kullanilmis ve sirasiyla % 16.7 ve % 23.3 oraninda bulagiklik oldugu saptanmistir. Daha
sonra aynt Orneklerden yapilan ekstraksiyon sonucunda HPLC yoéntemiyle DON ve
ZEA’nm varligr arastirilmis ve orneklerin sirasiyla % 51.2 ve % 71.4 oraninda bulasik

oldugu saptanmistir (Gonzalez-Osnaya ve Farrés, 2011).

Litvanya’da organik tarim yapilan giftliklerde, FHB’a sebep olan Fusarium tiirlerini
ve olusturduklart mikotoksinleri saptamak amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. Calismada
organik tarim yapilan ciftliklerin hemen hepsinin F. culmorum ve F. graminearum’un da
bulundugu Fusarium tiirleri ile bulasik oldugu saptanmistir. Yapilan Orneklemelerde
hemen hemen tiim 6rneklerin DON, ZEA ve T-2 toksinleri ile diisiik konsantrasyonlarda

da olsa bulasik oldugu saptanmistir (Suproniene ve ark., 2011).

Omurtag ve Beyoglu (2003), ticari olarak satilan tahil ve baklagillerde yaptigi
calisma sonucunda test edilen 68 tahil 6rnegi iginde 8’inin DON ile bulasik oldugunu,

orneklenen 15 baklagil 6rneginde ise hicbir bulasikligin olmadigini tespit etmistir.
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Tiirkiye’de 1997-1998 yillarinda Marmara bdolgesinde yapilan bir ¢alismada F.
culmorum ve F. graminearum’un énemli {iriin kayiplarina sebep oldugu ve DON iireterek
tiriinde kalitenin diismesine sebep oldugu bulunmustur. 39 yerli ve yabanci bugday
¢esidiyle yapilan patojenite ¢alismalarinda gesitlerin F. culmorum ve F. graminearum’a
toleranslarinda istatistiki olarak fark bulundugu ve FHB varlig1 ile DON f{iretimi arasinda

pozitif bir korelasyon oldugu saptanmistir (Tunal1 ve ark., 2006).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan bugday c¢esitleri

Bu c¢aligmada 23 bugday ¢esidi kullanilmistir. Kullanilan bugday cesitlerinin
tohumlart Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri

Boliimiinden temin edilmistir. Ekimden 6nce herhangi bir tohum ilaglamasi yapilmamustir.
3.1.2. Patojen izolati

F. culmorum’un viriilensligi daha 6nce laboratuarimizda tespit edilmis bir izolati
kullanilmistir. izolatin zearalenone (ZEA) iireten bir kemotip oldugu saptanmustir.
3.2. Yontem

3.2.1. Parselasyon

Deneme 24 Kasim 2009 tarihinde Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi Arastirma ve Deneme parsellerinde tesadiif bloklari deneme desenine gore
diizenlenerek kurulmustur. Bugday cesitleri parsel genisligi 1 m, parsel uzunlugu 7 metre,

sira aras1 12,5 cm olmak iizere, 3 sira lizerine ekim yapilmustir.
3.2.2. Saghkh basaklara Fusarium culmorum’un inokulasyonu
3.2.2.1. Fungal inokulumun hazirlanmasi

F. culmorum izolatlar1 PDA igeren petrilere aktarilmis ve 3-4 hafta 2542°C’de
inkiibe edilmistir. Inokulasyondan hemen 6nce gelisen fungal kiiltiirlerin iizerine 10 ml
kadar steril saf su eklenerek baget yardimiyla sporlarin steril suya gegmesi saglanmustir.
PDA f{izerindeki fungal materyal 2 kat ince tiilbentten gecirilmis, islem ikinci kez
tekrarlanmustir. Elde edilen spor siispansiyonu 5X10° konidi/ml’ye ayarlanmus ve 1 damla
Tween 20 eklenmistir (Mietaner ve ark., 2003). Inokulum igin hazirlanan siispansiyonlar
soguk zincir olusturacak sekilde hazirlanan sogutucular igerisinde inokulasyon ¢alismalari
siiresince soguk bir ortamda saklanmistir. inokulasyon i¢in hazirlanan siispansiyon 3-4 saat

icerisinde bitkilere aktarilarak ¢alismanin bu asamasi tamamlanmustir.
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3.2.2.2. Basaklara fungusun inokulasyonu

Inokulasyon, bugdayin cigceklenme déneminde yapilmustir (Sekil 1). inokulasyon igin
basagin % 50’ si ¢iceklenmis basaklar se¢ilmistir (Chrpova ve ark., 2007). Inokulasyon
yapilacak basaklar, inokulasyondan bir giin dnce basak saplarina renkli ipler baglanarak

isaretlenmistir.

Inokulasyonda siringa yontemi kullamlmistir (Bekele, 1985). Cigeklenme
asamasinda olan 30 basagin (her parsel i¢cin) tam ortasindaki 2 basak¢iga (6n ve arkadaki)
yaklagik 10’ar pl spor siispansiyonu siringa edilmistir. Bu asamada epidermisin zarar
gormemesine ve basaklarin sarsilarak spor siispansiyonunun dagilmamasi ig¢in &zen
gosterilmistir. Nemin korunmasi i¢in inokule edilen basaklara polietilen torba gegirilmis,
alttan sapa zarar vermeyecek sekilde baglanmigtir. Enfeksiyon olusumunu tegvik etmek

icin gerekli nemi saglayan polietilen torbalar 48 saat sonra uzaklastirilmistir.

Sekil 1. Fusarium culmorum’un g¢igeklenme doneminde siringa ile basaklara

inokulasyonu.
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Bugday cesitlerinin ¢igeklenme donemleri farkli oldugundan inokulasyonlar ig

farkli zamanda yapilmistir. Cesitlere gore inokulasyon zamanlar1 Cizelge 4’de verilmistir.

Cizelge 4. Cigeklenme donemleri farkli olan bugday ¢esitlerinin F. culmorum ile

inokulasyon tarihleri.

Inokulasyon tarihleri ve kullanilan bugday cesitleri

29.04.2010 04.05.2010 08.05.2010
Golia Guadalupe Syrena odeskaya
Yunak BBDV 13 Serpico
Tosunbey Tekirdag Gelibolu
Saggitario Kate Al Trakya BDV12
Flamura Konya
Dropia Trakya BVD7
Edirne Tina
Selimiye Studnica
Aksel
BBVS7
Prostor

3.2.3. Basaklarda Hasathik Gelisiminin Saptanmasi
3.2.3.1. Hastalik gelisiminin kantifikasyonu

Inokulasyondan 2-3 giin sonra ilk hastalik simptomlar1 goriilmeye baslanmustir.
Hastalik oncelikle basak kisminda, daha sonraki asamada ise bugdayin asagi aksamina
dogru yayilim gostermistir. Bu yayilim oncelikle basakcikta meydana gelen renk degisimi
daha sonraki asamada ise kahverengilesme seklinde gdzlenmistir. Isaretlenmis ve inokule
edilmis bu basaklarda inokulasyondan sonra 10. , 14. ve 21. giinlerde ii¢ kez gbzlem
yapilmigtir. Inokulasyondan sonra giinliik gozlemlerin yani sira, hastalik gelisimini
hesaplamak amaciyla, inokulasyondan sonra 10. , 14. ve 21. giinlerde, hastalik belirtisi
gosteren alanlarin cetvelle mm cinsinden Ol¢limii yapilmistir. Hastalik gelisimine ek
olarak, inokule edilen basagin da Ol¢iimii yapilmis, hastalikli alanin bagak boyuna orani

alinarak hastalik gelisimi % olarak degerlendirilmistir (Mietaner ve ark., 2003).

Ug ayr1 zamanda elde edilen veriler Hastalik Gelisimi Egrisi Altindaki Bolge (Area
Under Disease Progress Curve; AUDPC) hesaplanmasinda kullanilmistir. AUDPC’nin
hesaplanabilmesi i¢in Shaner and Finney (1977)° in Onerdigi asagidaki formiil

kullanilmistir:
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auppc= [(YirYo)ll-t)]l | [CI(Y2+Y3)l(t-t)]
2 2

Y1, Y2 ve Y3 lezyon uzunlugu (inokulasyondan sirastyla 10, 14 ve 21 giin sonra); tj,

t, ve t3 Ol¢limiin yapildigi giinleri ifade etmektedir.
3.2.3.2. Fusarium culmorum’un verim parametrelerine etkisinin hesaplanmasi

Fusarium culmorum’un verim parametrelerine etkisinin hesaplanmasi amaci ile
inokule edilen bagaklar hasat zamaninda sap uzunlugu 10 cm olacak sekilde kesilerek 15

giin boyunca nemin diisiik oldugu bir alanda kurutulmustur.

Basak agirlig1 tespiti amaci ile basaklar sapla birlestikleri yerden kesilip agirliklar

not edilmistir.

Bagsak agirliklar1 tartildiktan sonra 1000 dane agirligi tespiti amaciyla daneler
ayiklanarak kese kagitlarinda numara ve isimleri yazilarak saklanmistir. Ekim yapilan her
parselden alinan tanelerden rastgele 4 defa 100’er adet bugday tanesi sayilmis hassas terazi
kullanilarak tartilmistir. Bugday tanelerinin 4 tekrarli tartimi alinmis bununda ortalamasi
alinarak 10 ile ¢arpilmistir. Bdylece bugday oOrneklerinin 100 tane agirliklart
hesaplanmistir. Daha sonra ortalamalari alinarak, 10 ile ¢arpilmis boylece 6rneklerin bin

tane agirliklar1 hesaplanmaistir.
3.2.4. Enfekteli Bugdayda Zearalenone Analizi
3.2.4.1. Orneklerin analiz icin hazirlanmasi

Hastalikli ve kontrol basaklarindan elde edilen tanelerde ZEA akiimiilasyonu tayin
edilmistir.Yontem, analiz numunesinin, metanol/su ile ekstraksiyonu, ZEA’a spesifik
monoklonal antikorlar i¢geren immuno-affinite kolon (IAK)’ la temizleme (clean-up), ZEA’
nin asetonitril ile kolondan eliisyonu ve floresan dedektorlii ters faz sivi kromatografi ile

tayin edilmesine dayanmaktadir (De Saeger ve ark., 2003).

Laboratuara getirilen bugday taneleri, géz acikligi 0,8 mm-1 mm olan elekten
gececek sekilde Ogiitiilmistiir. Un haline getirilen bugday ornekleri plastik saklama

kaplarina iizerlerine isimleri yazilarak ayrilmistir.
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Ogiitme islemi blenderda yapilmistir. Ogiitme islemi sirasinda Ornekler arasi
bulasiklik olmamasi amaciyla her parselden elde edilen taneler i¢in blendir % 10’luk

NaOCl ¢ozeltisi ile temizlenerek kullanilmistir.

Analizi yapilacak bugday tanelerin ogiitiilerek un haline getirilmesi ve analize

alinmasi1 agamasina kadar buzdolabinda (2 — 6 °C’ de) saklanmustir.

Yirmi bes gram bugday Ornegi tartilarak blender kabina alinmig, 125 ml
asetonitril+su (75+25) (v+v) karisimi eklenmistir. Ornekler 2 dakika siire ile blendirda

yiiksek hizda karistirilmis, ekstrakt filtre kdgidindan (whatman no: 4) siizilmiistiir.

Stiziintiiden 20 ml alinarak fosfat buffer (PBS) ile balon jojede 100 ml ‘ye

tamamlanir ve immuno-affinite kolon sathasina gegilir.

Sekil 2. Bugday oOrneklerinin extraksiyon asamalari. A; Homojenize edilen
bugdaylarda tartim islemi, B; Blendir kabma alinan numune extraksiyon sivisi ile

karistirilmasi, C;Ornegin filtre kagidindan siizme.
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3.2.4.2. immunoaffinite kolon temizleme

Yirmi bes ml numune ekstrakti (1 g 6rnegi temsil eder) yaklasik 3-6 ml/dakika ( 1-2
damla /sn) hizla IAK’ dan gegirilerek numune extrakti igerisindeki ZEA’nin tutunmasi

saglanmistir.

Ekstarkttan sonra kolondan 2-3 ml hava gegirilerek igerisinde bulunan tiim numune
extraktinin IAK’ dan gegirilmesi saglanmistir. Kolondan her yeni soliisyon veya hava
gecirileceginde, siringa kolondan ayrilip pistonu ¢ikarildiktan sonra tekrar siringa kolona

geri takilarak IAK un slika jel tabakasinin zarar gérmesi engellenmistir.

Kolon 10 ml PBS’ den (fosfat buffer) gecirilerek ( 2 damla/sn) yikanmis, ardindan
2-3 ml hava gegirilerek igerisinde bulunan PBS’ in kolondan gegirilmesi ve enjeksiyon

stvisinin igerigini etkilememesi saglanmigtir.

Kolon manifolddan ayrilarak vial lizerine yerlestirilmistir. 1.5 ml HPLC saflikta
asetonitril ile ZEA TAK’dan ¢oziilerek 4 ml’lik amber renkli viale alinmistir. Yine 2-3 ml
hava gegirilerek kolonda asetonitril kalmamasi saglanmistir. Eluata 1,5 ml ultra saf su ilave
edilmistir. Boylece 3 kat seyreltilmis olarak bulunan 3 ml sivi enjeksiyona hazir hale
getirilmistir. Ardindan 6rnek 0,2 pl’ lik filtreden gegirilerek HPLC enjeksiyona hazir hale
getirilmistir. Sekil 3’te ZEA’nin immuno affinity kolon ve HPLC cihazina enjeksiyonu i¢in
immuno affinity kolonda tutunan ZEA’nin 4 ml’lik viale ¢oziicii solvent ile aktarimi

gosterilmektedir.

Sekil 3. Immuno affinity kolon ve ¢dziicii solvent ile vialde toplama asamasi. A; IAK

sathasi, B; ZEA’ nin viale aktarimi
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4.3. HPLC’nin standardizasyonu

Standart zearalenone’un konsantrasyonu 8-10 pg/ml olacak sekilde HPLC saflikta
asetonitril ile seyreltilmistir. Hazirlanan stok ¢6zeltinin spektrofotometrede 274 nm dalga
boyu civarinda goriilen maksimum absorbans Ol¢iimii yapilarak konsantrasyonu

hesaplanmistir (Fazekas ve Tar 2001).
3.2.4.4. Kalibrasyon grafiginin olusturulmasi ve kantifikasyon

Kalibrasyon grafiginin olusturulmasi amaci ile 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan
standart maddeler 3 defa HPLC’ye enjekte edilmistir. Kalibrasyon grafiginin
hazirlanmasinda 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 ug/kg (ppb) igeriklere sahip olarak hazirlanan
standart ZEA kullanilmistir. Analiz sonunda her bir enjeksiyondan sonra elde edilen
alanlarda yapilan hesaplama ile kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Kalibrasyon grafigi
amaci ile hazirlanan ZEA iceren standart maddelerden elde edilen alanlar ile dogrusal

regresyon (y =ax + b) hesaplanmistir.

Kalibrasyon grafigi (fonksiyonu), 6l¢iilen soliisyonun konsantrasyonunu hesaplamak

icin dogrusal regresyonla elde edmektedir.
C.,, [ng/ml]=afsinyal, , [birim])+b

Hastalikli ve kontrol tanelerinde bulunan ZEA’nin miktar tayininde asagidaki

esitlikten yararlanilmistir:

(Crp)SED)

ZEA(ng/g)= (W)(VE) (V)

Burada;
W (weight): Analiz i¢in alinan 6rnek miktar1 (g),
S (solvent): Ekstraksiyon solventi hacmi (ml),

E (elution): TAK’ dan eliisyondan sonra elde edilen son hacim (HPLC

enjeksiyonundan once) (ml),

D (dilution): PBS (veya su) ile seyreltildikten sonraki hacim (ml),
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Ve: Ekstrakttan alinan hacim (ml),
Vak: TAK' dan gegirilen numune ekstrakti (ml),
Csmp: Dogrusal regresyonla hesaplanan ZEA konsantrasyonu (ng/ml),

sinyalsmp: Olgiilen son soliisyondan elde edilen ZEA pikinin sinyali.

zea, FLD1 A
Area = 0.05134375%Amt +0.015209
A A

IRel. Res%E): -3.0030e-1

0 Carrelation: 0.99959

T T T T T T T T T
o 25 50 75 100
Konsantrason [Pk

Sekil 4. ZEA kalibrasyon grafigi
3.2.5. Istatistiki analizler

Arastirmadan elde edilen veriler SAS V8 istatistik paket programi kullanilarak analiz
edilmistir (SAS Ins. 1999). Varyans analizleri PROC GLM komutu kullanilarak
gerceklestirilmis ve analiz sonucunda onemli bulunan varyans unsurlariin diizeylerini

karsilastirmak amactyla asgari 6nemli fark (LSD) testinden faydalanilmustir.

Incelenen 6zellikler arasindaki iliskileri belirlemek amaciyla Pearson korelasyon

katsayilart PROC CORR komutu ile tespit edilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bugday basak yamkhgi simptomlar:

Cigeklenme doneminde F. culmorum ile inokule edilen basaklarda ilk hastalik
belirtileri inokulasyondan 2-4 giin sonra ortaya ¢ikmaya baslamistir. Ik belirtiler
inokulasyonun yapildig1 basakgikta klorotik lekelenmeler seklinde gozlenmis olup, daha
sonra diger basakgiklara yayilmalar gostermistir. Inokulasyondan 7-10 giin sonra
inokulasyon noktasinin alt ve st kisimlarina dogru yayildigi ve genellikle basagin %
50’sini kapladig1 gozlenmistir. Daha sonraki giinlerde ise hastalifin tiim bagagi sardig1 ve

“ak basak” belirtisini olusturdugu gozlenmistir. Inokulasyondan 3 hafta sonra ise genellikle

hastaligin sapa dogru yayildig1 ve bu bolgelerde kahverengi yaniklar olustugu gozlenmistir
(Sekil 5).

Sekil 5. F.culmorum ile inokule edilen bugday basaklarinda bagak uyuzu belirtileri.
A; 10. giin simptom gozlemi, B; 14. giin simptom gozlemi, C; 21. glin simptom gozlemi,

D; Hastalikli ¢esitlerin dane goriiniimii.
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4.2. infekteli basaklarda hastahigin gelisimi

Bagaklarda 10., 14. ve 21. giinlerde yapilan basak boyu ve basakta gbzlenen
simptom uzunlugu 6lgiimleri ile bugday basaklarindaki % hastalik gelisim orani tespit
edilmistir. Hastalik gelisiminin basak boyuna oranit ve bunun % degerinin alinmasi ile

yapilmustir.

Yunak, Saggittario, Tosunbey ve Golia ¢esitlerinde 10. giin hastalik gelisimi

Olclilememistir. Bu yiizden degerlendirmelerde bu parametreler goz ardi edilmistir.

Basaklarda infeksiyon noktasindan baglayarak, zamana bagli olarak basagin tiimiine
dogru yayilma egiliminde oldugu gozlenmistir. Inokulasyondan 10 giin sonra yapilan ilk
ol¢iimlerde ¢eside gore basagin % 19 ile 59’un hastalandig1 gézlenmistir (Cizelge 5). Bu
oranlar hastalik etmeninin doku i¢indeki yayilma hizi ile baglantilidir. Yine 14 giin sonra
yapilan Olgiimlerde, hastaligin yayilmasinin daha da arttigi ve bazi gesitlerde bu oranin
basagin % 91’ini dahi kapladig1 saptanmistir. Ornegin Studnica gibi bazi gesitlerin 10. giin
yapilan Ol¢iimlerinde hastaligin basagin sadece % 19’unu kapladigi, 14. giin yapilan
olgimlerde biraz daha yayilarak basagin % 35’ini kapladigi goriilmistiir. Oysa Kate-A1’de
hastaligin hizla yayildig1 gézlenmistir. Hastalik 10 giinde basagin % 42’sini kaplarken, 14.
giin yapilan dlciimlerde basagin % 91°ini kaplamistir. Ugiincii 6l¢iimler inokulasyondan 21
giin sonra yapilmis olup, cesite bagl olarak, basaklarin ~ % 35- 100’iiniin hastalandig1

gozlenmistir.

Farkli ¢esitlerin inokulasyon zamanlar1 farkli gilinlere geldiginden ve bir grup
ol¢timlerin inokulasyon donemiyle ¢cakismasindan dolay1 bazi gesitlerde 10. giin sonuglari
almamamustir. Yunak, Sagittario, Tosunbey ve Golia g¢esitlerine ait 10. giin Slgiimleri
mevcut olmayip, 14. ve 21. giin sonuglarina goére yorum yapilmistir. Bu ¢esitler i¢inde
Golia’da hastalik gelisimi oldukca yavas seyretmis olup, inokulasyondan 21. giin sonra
dahi hastaligin basagin sadece % 35’ini kapladigi saptanmustir. Diger c¢esitler igerisinde
Yunak ve Tosunbey cesitlerinde, Golia’nin aksine, ¢ok daha hizli bir gelisim saptanmustir.
Ornegin Tosunbey’de inokulasyondan 21 giin sonra hastalik belirtilerinin basagin %

99’unu kapladig goriilmiistir.

Hastalik gelisimi egrisi altindaki bolge olarak da tamimlanan AUDPC, herhangi bir
hastalik yogunlugunun farkli zamanlarda alinan verileri karsilagtirarak, zamana bagl

olarak kantitatif bir 6zetini verir (Jeger ve Viljanen-Rollinson, 2001). Bu ¢alismada da,
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inokulasyondan sonra 3 farkli sabit donemde alinan verileri (Cizelge 5), daha 6zet bir
bicimde sunmak amaciyla AUDPC hesaplanmistir. Burada hastalik siddetini ve hastaligin

gelisim hizin1 tahmin etmek amaglanmistir.

Cizelge 5. F.culmorum inokulasyonundan 10., 14. ve 21. giinlerdeki hastalik gelisimi

Bugday Hastalik Geligimi*

Cesitleri 10. giin 14. giin 21. giin AUDPC
Yunak X 57,80 F-G 97,93 A-C 622,87 I-J
Guadalup 40,53 B-D** (57,17 G-H 68,13 G 647,67 1-J
Flamura 35,73 D 73,20 B-E 94,90 A-D 835,87 C-G
Sagittario X 36,23 | 83,33 D-F 478,33 L
Gelibolu 43,53 B-D 62,43 E-G 94,03 A-D 784,83 E-H
Edirne 52,87 A-B 82,63 A-B 98,03 A-C 926,27 A-C
Prostor 43,33 B-D 75,23 B-C 89,80 B-D 838,13 B-G
Dropia 35,53 D 69,23 C-F 95,17 A-C 814,73 D-G
BBVD7 46,70 B-D 83,73 A-B 99,77 A-B 929,70 A-B
Selimiye 41,80 B-D 76,03 B-C 94,63 A-D 859,47 B-E
Tina 46,27 B-D 63,27 D-G 87,90 C-E 769,03 F-G
Tekirdag 47,00 A-D 81,17 A-B 99,20 A-C 913,73 A-C
Studnica 19,80 E 35,47 | 74,60 F-G 523,20 K-L
Tosunbey X 52,67 G-H 99,03 A-C 606,87 J-K
Sodeska 48,43 A-C 56,63 G-H 94,33 A-D 761,53 G-H
TBVD7 59,50 A 74,47 B-D 97,57 A-C 889,10 A-D
BBVD13 47,30 A-D 84,23 A-B 91,57 A-D 900,43 A-D
Konya 36,10 C-D 53,53 G-H 88,97 B-D 704,37 H-I
TBVD12 52,60 A-B 73,73 B-E 94,57 A-D 862,83 B-E
Golia X 15,17 J 35,60 H 203,20 M
Kate-Al 42,27 B-D 91,33 A 100,00 A 974,10 A
Aksel 36,53 C-D 83,77 A-B 96,03 A-C 899,67 A-D
Serpico 44,17 B-D 45,67 H-1 76,50 E-G 623,33 I-J

X; Ol¢tim yapilmamis parselleri gostermektedir.
*Degerler infeksiyon alaninin basak boyuna oranlanarak %°’si seklinde verilmistir.

**Farkl1 harfler istatistiki olarak cesitlerin hastalifa tepkisi acisindan farkli oldugunu
gostermektedir. (P < 0.05)

Hastaligin inokulasyonu takiben basaklarda gelisimi bu calismada oldugu gibi baska
caligmalarda da izlenmistir. Bu ¢alismada hastaligin gelisimi inokulasyondan sonra 10, 14
ve 21. glinler alinmasina ragmen, baz1 ¢alismalarda ilk gozlemin inokulasyondan 14 giin
sonra yapildig1 goriilmektedir, takip eden Ol¢iimlerin ise 21 ve 28. giin olarak alindigi

goriilmektedir (Chrpova ve ark., 2007; Chrpova ve ark., 2010). Baz1 ¢caligmalarda simptom
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alan1 cetvel ile Ol¢iilmistir. Benzer c¢alismalarda 1-9 skalasinin da kullanildig
bilinmektedir (Perkowski ve ark., 1995; Chrpova ve ark., 2007). Bazi calismalarda ise
hastalikli basake¢ik sayisinin toplam basakc¢ik sayisina oranlanmasiyla da gozlem
yapilmistir (Miedener ve ark., 2003). Her ii¢ metod da inokulasyondan sonra hastaligin
zaman i¢inde inokulasyon noktasindan baslayarak basagin tamamina yayildigin1 gosteren

kantitatif verileri ortaya ¢gikartmistir.

Sekil 6. F.culmorum inokule edilen bugday basaklarinda simptom uzunlugu 6lgiimii.

AUDPC agisindan degerlendirildiginde ¢esitler arasinda istatistiki olarak fark oldugu
saptanmistir (Ek 1). Yiiksek AUDPC degeri yiiksek hastalik olusumunu, diisiik AUDPC
ise diisiik hastalik olusumunu ifade etmektedir. Ug farkli zamanda yapilan &lgiimlerde,
hastaligin hizli yayildigi Kate-Al ¢esidinde AUDPC degeri 974 iken,  Golia’da 203,20

olmustur.

AUDPC degeri zaman icinde bir hastaligin gelisiminin 6zetini verir ve bir¢ok
caligmada rapor edilmis bir yontemdir (Buerstmayr ve ark., 1999; Jeger ve Viljanen-
Rollinson, 2001; Steiner ve ark., 2004 ). Bu ¢alismada AUDPC, 3 farkli zamanda yapilmis
olan gozlemlerin daha iyi yorumlanmasini saglamistir. Yiiksek AUDPC hastalik siddetinin

yiiksek, diisiik AUDPC ise hastalik siddetinin diigiik oldugunu gostermektedir.

Ittu ve ark. (2000), farkli F. graminearum izolatlarinin farkli bugday ¢esitlerinde
farkli viriilenslige sahip oldugunu gostermistir. Kullanilan 3 farkli F. graminearum
izolatinin 6 bugday cesitinde olusturduklart hastalik siddetinin farkli oldugu, bir gesitte
oldukca viriilent olan bir izolatin bagka bir bugday ¢esidinde ayni oranda hastalik

olusturamadig rapor edilmistir. Fakat bunun tam aksine yine ayni tiir ile yapilan bagka bir
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calismada, izolatlarin viriilenslikleri arasinda bir interaksiyon bulunmadigi gibi, izolat-

cesit arasinda da bir iligkinin olmadig1 rapor edilmistir (Gilbert ve ark., 2001).
4.3. Fusarium culmorum’un verim parametrelerine etkisi

Basak agirlig1 ve bin tane agirhig agisindan degerlendirildiginde cesit etkisinin ve
izolat etkisinin istatistiki olarak énemli oldugu saptanmustir (Ek 2). Inokule edilmeyen

kontrol parsellerinde basak agirliklarinin tiim c¢esitlerde farkli oldugu saptanmistir.

(Cizelge 4).

Cizelge 6. Fusarium culmorum ile inokule edilen gesitlerin hasattan sonra basak

agirliklar ile bin tane agirliklarinin karsilagtirilmasi

Bugday Basak Agirh@ Bin Dane Agirhg:
Cesiti Kontrol FHB % Kontrol FHB
Kayip % Kayip
Yunak 3,68 Aa 0,78 F-Ib 79 |43,33A-Ba |17,33E-Gb 60
Guadalup 3,64 Aa 1,18 B-Cb 68 [34,901-Ja |23,40B-Cb 33
Flamura 350A-Ba 0,78 F-lb 78 4547 Aa 15,2 F-Hb 67
Sagittario 350 A-Ba |0,99 C-Eb 72 |40,67B-Fa |17,93 D-Fb 56
Gelibolu 3,40 A-Da | 0,81 E-Hb 76  |40,90B-Ea |17,27 E-Gb 58
Edirne 3,38 A-Da |0,93E-Fb 72 |40,87B-Fa |15,33F-Hb 62
Prostor 335A-Da (0,72 G-lb 79 |38,33E-Ga |21,87C-Db 43
Dropia 332A-Da |0,79F-lb 76  |42,80 A-Ca |1557 F-Hb 64
BBVD7 3,32 A-Da |0,80 E-Hb 76  |42,43B-Da [10,37I-Jb 76
Selimiye 331 A-Da |0,86 E-Hb 74 |42,77 A-Ca |[13,47 G-Hb 69
Tina 3,24 A-Da |0,99 C-Eb 69 |39,57E-Fa |20,80 C-Eb 47
Tekirdag 3,21 A-Da |0,89 D-Gb 72 |43,33A-Ba |13,87F-lb 68
Studnica 3,08B-Da |1,37 A-Bb 56 |32,47Ja 26,30 Bb 19
Tosunbey 3,06 B-Da |0,88 E-Gh 71 |40,43C-Fa |12,23 H-Ib 70
Sodeska 3,04B-Da |0,67 H-Ib 78  |40,90 B-Ea |14,87 F-Hb 64
TBVD7 3,04B-Da |0,71 G-lb 77 40,10 C-Fa | 12,30 H-1b 69
BBVD13 3,01B-Ea |0,91 D-Gb 70 |38,00F-Ha |[14,17 F-lb 63
Konya 298C-Ea |1,08C-Db 64 |40,13 C-FE |24,87 B-Cb 38
TBVD12 297D-Ea | 0,79 F-Ib 73 |41,67B-Da |12,97 H-Ib 69
Golia 2,95 D-Ea | 1,40 Aa 53 34,771-Ja  |32,90 Aa 5
Kate-Al 294D-Ea |0,76 F-Ib 74 |3523H-Ja |7,47Jb 79
Aksel 2,52 Ea 0,59 Ib 77  |36,33H-la |15,33 F-Hb 58
Serpico X 1,41 A X X 22,97 B-C X

*Biiylik harfler cesitler arasindaki farklari, kiigiik harfler ise kontrol ile FHB arasindaki
farki ifade etmektedir. Farkli harfler istatistiki olarak fark oldugunu gostermektedir.
(P<0.05)

FHB infeksiyonundan dolay1 basak agirliklarinda meydana gelen azalma istatistiki

olarak 6nemli bulunmustur (Ek2). Hastalik inokule edilen bugday ¢esitleri ile kontrol
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cesitleri arasinda basak agirliklarinda Snemli farkliliklar tespit edilmistir. Bugday
cesitlerinin basak agirliklarimin, FHB ‘ye gosterdikleri tepkiye gore farkli olduklar
gozlenmistir. Hastalik bulastirilan bugday cesitlerinde basak agirligindaki kayiplar % 79

diizeylerine ¢ikarken kimi gesitte ise % 53 lerde kalmistir.

Kontrol ve FHB ile bulastirilan bugday c¢esitleri arasindaki en dayanikli ¢esit Golia
olmustur. Kontrol ¢esidi ile arasinda % 53 oraninda kayip yasanmasina ragmen en
dayanikli ¢esit olarak goriinmektedir. Bunu % 56 ile Studnica izlemistir. Basak agirliginda
en fazla kayip yasanan ¢esit olarak Yunak ve Prostor goriilmektedir. Bu genotiplerin FHB
hastaligina direncleri diger cesitlere gére daha az olmus, hassasiyetleri digerlerine gore
daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir. Bu gesitlerde yasanan kayip % 79 oraninda oldugu

saptanmistir.

Kontrol parseli ve hastalik inokule edilen ¢esitlerin bin dane agirliklarinda da ciddi
farkliliklar bulunmustur. Bu oran en diisiik % 5 olurken en yiiksek kayip % 79 oraninda
meydana gelmistir. Serpico ¢esidinin kontrol verisi olmadigindan degerlendirme dis1
birakilmistir. Golia bugday ¢esidi basak agirliginda oldugu gibi en dayanikli ¢esit olmus ve
hastaliktan kaynaklanan kayip % 5 diizeyinde kalmistir. Bunu en yakin takip eden gesit ise
% 19 ile Studnica olmustur. Bin dane miktarinda en fazla kayip yasanan ise Kate A-1
olmustur. Kate A-1 gesitinde kayip % 79 oraninda tespit edilmistir. Sekil 7 ‘de kontrol ve

hastalikli bugday cesitlerinin tane goriiniimleri verilmistir.
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Sekil 7. F.culmorum ile enfekteli bugday tanelerinin kontrolle kiyaslamasi. A;

Golia’ya ait kontrol ve hastaliklt dane goriinlimii, B; Prostor’a ait kontrol ve hastalikli

dane goriinimii.
4.4. Farkh cesitlerde ZEA akiimiilasyonu

Bugdaylarda FHB hastalig1 bulastirilan bugday ¢esitlerinde olusan ZEA miktarinin
saptanmas1 amactyla FLD detektore sahip HPLC cihazi kullanilmistir. infekteli tanelerde
olusan ZEA  miktar1 Rbiopharm firmasinin  gelistirdigi  “EASI-EXTRACT
ZEARALENONE for sample clean-up prior to dedection of zearalenone using HPLC
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analysis, Product Code: RP91/RP90ON Version: RP91/V12/26.10.10” metodu kullanilarak
tespit edilmistir.

Giin igerisinde analiz baslanmadan once ZEA piklerinin kromotogramda gelis
zamani kontrol edilir. Gelis zamanlar1 kullilan mobil faz karakterine gore degisiklik
gosterebilir. Bu yiizden giin icerisinde verilen standart madde ile gelis zamani tespit edilir
ve bu gelis zamaninda olusan pikler ZEA olarak kabul edilir. ZEA pikleri ortalama 6-10.

dakikalar arasinda kromotogramda goriilmektedir.

Infekte edilen ve kontrol parselinden elde edilen iiriinler blendirda o6giitiilerek
homojenize edilmistir. infekteli ve saghkli kontrol tanelerden elde edilen ekstraktlar
HPLC’e enjekte edildikten sonra, kontrol tanelerin ZEA igermedigi, sadece hastalikli olan
tanelerde ZEA’nin akiimiile oldugu gozlenmistir. Sekil 8’de FHB ile enfekteli bugday
tanelerinde ZEA olusumunu gdsteren kromatogram verilmistir. Ornek olarak TBVD 7
cesiti kullanilmigtir. Sekil 9 ‘da ise FHB ile infekteli olmasma ragmen ZEA olusumu

gozlenmeyen Golia gesitinin kromotogrami verilmistir.

FLET &, Ex=274, Em=433 (ZOM22101021 00

Lu g
=

1.3

1.2+

117

0.9+

0.5+

0.7+

Sekil 8. TBVD 7 ¢esidinin ZEA analizinden elde edilen kromotogram
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Sekil 9. Golia ¢esidinin ZEA analizinden elde edilen kromotogram

F. culmorum ile enfekteli tanelerde ZEA miktar1 g¢esitlere gore istatistiki olarak
onemli farkliliklar gostermistir (Ek1). Cesitlerin ¢ogunda ZEA birikimi gerceklesirken,
Golia c¢esidinde tespit edilebilir miktarda ZEA olusmamistir. ZEA birikiminin
saptanabildigi en diisiik oran yaklasik 7 pg/kg ile Edirne ve Aksel c¢esitlerindedir. En
yiiksek ZEA birikimi BBDV7 ve TBVD7 ¢esitlerinde gortilmistiir (Cizelge 7).

29



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Volkan ISIK

Cizelge 7. F. culmorum ile enfekteli farkli bugday cesitlerine ait bugday taneleri ZEA
konsantrasyonlar1 (ug/kg).

Bugday cesiti ZEA (png/kg)
Yunak 36,03 C-D
Guadalup 13,80 F-1
Flamura 9,27 G-H
Sagittario 16,90 F-H
Gelibolu 39,50 C
Edirne 7,90 I-J
Prostor 16,47 F-H
Dropia 17,70 F-G
BBVD7 87,17 A
Selimiye 19,97 E-F
Tina 65,50 B
Tekirdag 31,20 C-D
Studnica 19,77 E-F
Tosunbey 10,23 G-I
Sodeska 27,73 D-E
TBVD7 80,43 A
BBVD13 8,83 H-I
Konya 30,97 D
TBVD12 10,60 G-I
Golia 0,00J
Kate-Al 10,33 G-I
Aksel 7,73 1-]
Serpico 12,40 F-1

4.5. Korelasyon Analizleri

F. culmorum infekte edilen bugday ¢esitlerinde arastirilan parametreler agisindan
korelasyon olup olmadigi tespit edilmeye calisilmistir. Korelasyon analizine ii¢ farkli
donemde Olgtimleri yapilan hastalik gelisimleri, AUDPC, bin tane agirligi, basak agirligi
ve ZEA verileri dahil edilmistir.

Basak agirligi ile bin tane agirligi arasinda pozitif bir korelasyon saptanmistir
(Cizelge 8). Hastalik etmeninin taneleri iyi dolmamasina, kiigiik ve burusuk olmasina
sebep olmaktadir. Bin tane agirliginda meydana gelen azalma direk olarak bagsak agirligini

da etkilemistir.
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Cizelge 8. Denemede incelenen ozellikler ile ilgili korelasyon katsayilar1 ve 6nem

diizeyleri.

BDA HG10 HG14 HG21 ZEA AUDPC
Basak 0.68999*** -0,34439** -0,65095*** -0,69054*** -0,19791 -0,651***
BDA -0,41441** -0,73765*** -0,77829*** -0,205 -0,735***
HG10 0,43591***  (0,23278 0,2734*  0,4976***
HG14 0,72607*** 0,1768 0,9651***
HG21 0,2802*  0,8034***
ZEA 0,2526*

P<0,05* P<0,01** P<0,001%**

Basak: Basak agirligi, HG10: 10. Giindeki Hastalik gelisimi, HG14: 14. Giindeki
Hastalik gelisimi, HG21: 21. Giindeki Hastalik gelisimi, BDA: Bin tane agirligi, ZEA:
Zearalenone

F. culmorum ile inokulasyon sonucunda {i¢ farkli zamanda yapilan 6lgiimlerde, 10.
giin, 14. giin ve 21. giin hastalik gelisimlerinde pozitif olarak (P < 0,001) korelasyon iginde
oldugu saptanmistir. Hastalik gelisimi zamanla bir artis gostermistir ve ilgili zamanlara ait
veriler Cizelge 5’te verilmistir. Her li¢ zamanda yapilan dlgtimler ile elde edilen AUDPC

degeri arasinda da pozitif bir korelasyon bulunmustur.

AUDPC hastalik gelisiminin bir 6zetini vermektedir. Yiiksek AUDPC degeri
hastaligin hizli yayildigini, kiiciik deger ise hastaligin yavas ilerledigini ifade etmektedir.
Yapilan korelasyon analizinde bin tane agirligi ile AUDPC ve basak agirligi ile AUDPC
arasinda negatif bir iligki saptanmistir. Bu sonug¢ hastalik siddetinin yiiksek oldugu

cesitlerde verimin diistiigiine isaret etmektedir.

ZEA agisindan degerlendirildiginde, bin tane agirligi ile ZEA ve basak agirligi ile
ZEA arasinda negatif bir iliski oldugu saptanmustir. Hastaligin siddeti ile baglantili olarak,
tanelerdeki kolonizasyondan kaynaklanan verimdeki diisiis, yiilksek ZEA ile baglantili
bulunmustur. AUDPC ile ZEA, 10. giin hastalik gelisimi ile ZEA ve 21. giin hastalik

gelisimi ile ZEA arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur.

F. culmorum bir baska mikotoksin olan DON da iiretebilen bir fungal tiirdiir. DON
analizinin yapildig1 baz1 ¢alismalarda DON ile test edilen izolatlarin viriilensligi arasinda
pozitif bir korelasyon oldugu bazi ¢alismalarla saptanmistir (Perkowski ve ark., 1995;
Gang ve ark., 1998; Wanyoike ve ark., 2002; Tunali ve ark., 2006). Mesterhazy ve Bartok
(1992) yaptiklart bir ¢alismada bir bugday cesidinin Fusarium basak yanikligina olan

dayaniklilig1 potansiyel mikotoksin kontaminasyon ile korelasyon icinde olabilecegini,
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fakat istisnalarin da oldugunu, yani yiiksek mikotoksin {iretimi zayif hastalik goriiniimii

veya tam tersinin de olabileceginin hatirlanmasi gerektigini vurgulamistir.

Yukaridaki raporlarin aksine, bazi izolat-cesit interaksiyonunda, Ebi bugday
¢esidinde az oranda hastalik goriiniimiine ragmen, yiiksek oranda DON ve ZEA iiretiminin
gerceklestigi (Sip ve ark., 2007), bunun tam tersi olarak Apache bugday ¢esidinin DON ve
ZEA olusumuna karsi yliksek oranda direncli olmasina karsin, orta derece hastalik
simptomlarinin ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Bai, 2004). Baska bir ¢alismada 35 bugday
¢esidinde yapilan bir ¢alismada, F. culmorum ile inokulasyondan sonra DON igerigi
hastalik siddeti arasinda korelasyon olmasina ragmen, ZEA acisindan bir korelasyonun
olmadig1 saptanmistir (Chrpova ve ark., 2007). Yukarida deginilen caligmalar disinda,
literatiirde F. culmorum izolatlarmin viriilenslikleri ile ZEA tiretimi arasindaki iliskinin

rapor edildigi bir calismaya rastlanmamistir.

Tirk Gida kodeksi belirli bulasanlarin maksimum limitleri ile ilgili tebligde
tahillarda belirlenen limit degerler 20-400 pg/kg arasinda degismektedir. Bugdayda
belirlenen maksimum ZEA limit degeri teblige gore 75 pg/kg’dir. Islenmemis musir ve
misir harici bugdaygillerde sinir sirasiyla 350 pg/kg ve 100 pg/kg’dir. Misir unu harig
diger unlarda 75 pg/kg’dir. Ekmek, biskiivi ve kahvaltilik tahillarda 50 pg/kg, bebek ve
cocuk yiyecegi olarak satilan iriinlerde ise 20 pg/kg’dir. Bu deneme kapsaminda elde
edilen ZEA miktar1 6rnegin her giin tiiketilen ekmekte bazi izolatlar tarafindan her iki

cesitte de tolerans limitinin iizerinde gozlenmistir (Anonim, 2009).
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada F.culmorum’un farkli bugday cesitlerinde zearalenone {iretimi ve
hastalik siddetiyle korelasyonu saptanmaya c¢alisilmistir. Calismamiz 23 farkli bugday
cesiti ile yiritilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda bin dane agirligi, basak agirligi, zearalenone
miktari, AUDPC testi, 10. , 14. ve 21. gilinlerdeki simptom uzunlugu parametrelerinde
caligmalar yapilmistir. Elde edilen veriler sonucunda parametrelerin birbiri arasindaki
korelasyonu tespit edilmistir.

F.culmorumun tarafindan {iretilen ZEA igerigine bagh olarak farkli bugday
cesitlerinde oldukga belirgin farkliliklar tespit edilmistir. Bazi bugday cesitlerinde
F.culmorumun ile infekte edilmesine karsin hassasiyet diisilk olmasimin yani sira bazi
bugday cesitlerinde ki hassasiyet seviyesinin ¢ok yiiksek oldugu goézlenmistir. Farkli
bugday cesitlerinde yapilan bu ¢alisma ile Canakkale ve civar bolgelerde yetistirilecek
bugday cesitlerin se¢iminde dnemli katkilar saglayacaktir.

F.culmorum ile infekte edilen ve hastalik gelisimi gozlenen farkli bugday ¢esitlerinin
verim parametrelerinde olduk¢a 6nemli farklar tespit edilmistir. Cesitler igerisinde hastalik
gelisimine bagl olarak tane agirliginda ve buna bagli olarak basak agirliginda ciddi
farkliliklar gozlenmistir. Basak agirligi ve buna bagl olarak bin dane agirliklarinin, ZEA
varhigimma gore degisimi ¢alismamizda alinan en Onemli sonuglardan birisidir. ZEA
varligina gore basak agirligt ve bin dane agirliklart orantili bir degisim gostermistir.
Zearalenone miktar1 ise FHB hastaliginin diizeyi ile ilgili olduguda gézlenmistir. Tim
veriler bir araya getirildiginde basak agirligi, bin tane agirligi, hastalik gelisimi ve ZEA
olusumu arasinda korelasyon tespit edilmistir.

Cesitler arasinda ki dayaniklilik mekanizmasida elde edilen verilerde oldukca
belirgin bir sekilde goriilmektedir. Baz1 bugday cesitlerinde hastalik ¢ok yiiksek seviyelere
c¢ikarken bazilarinda ise ¢ok diisiik seviyede kaldig1 gdzlenmistir.

Yapilan calismalarda FHB hastaliginin farkli bugday cesitlerinde gosterdigi etkiler
tespit edilmistir. Bu ¢aligma ile bugday cesitlerinin gosterdigi direncleri istatistiki anlamda
degerlendirip bolgemizde yetistirilen bugday cesitlerinin FHB hastalifina dayanikliliklar
ve hassasiyetleri ortaya konmustur. FHB hastaligimin varliginin bolgede bulunan
bugdaylara ne miktarlarda zarar verecegide bu c¢alisma yardimi ile kolayca

anlasilabilmektedir.
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FHB hastaligmin etkisiyle olusan ZEA ‘nin zararlarida son derece dnemlidir. Direk
toksin olmaktan ¢ok hormon benzeri kimyasal yap1 gosterir. Kiiflii yemlerde olusabilecek
ZEA hayvan biinyesinde seri dstrojenik etkileri goriilmektedir. Buda “OSTROJENIZM”
ad1 verilen hastalifa neden olmaktadir. Bu hastaligin hayvanlardaki iireme sistemini
bozmasida olduk¢a 6nemli ekonomik kayiplara neden olabilmektedir.

Bugday ekim alanlarinin ve iiretim diizeyinin, diger bitkisel iiriinlere gore ¢oklugu
ve beslenmedeki yeri diisliniildiigli zaman FHB hastalig1 son derece ciddi sorunlara neden
olabilir. FHB hastaligi bolgemizde oldugu gibi birgok alanda kolayca goriilebilecek
hastaliklardan biridir. Bugday ekimi yapilan alanlarda FHB hastalig1 oldukca fazla iiriin
kaybina neden olmakta ve buda diinya ve iilke ekonomisini olumsuz yonde etkileyen
sonuclarin ¢ikmasina olanak saglamaktadir. Bugdaylarda FHB hastaliginin iiriinlerde kalite
bozukluklarina neden olmasi ekonomik anlamda, beraberinde sentezledigi ZEA toksinide
insan ve hayvan saglik agisindan ciddi sorunlar1 beraberinde getirmektedir.

Diinyada en fazla iiretimi yapilan bitki olan bugday, insan ve hayvan beslenmesinde
onemli bir yerde bulunmaktadir. Basak yaniklig1 bugdaylarda goriilen ve ciddi bir sekilde
verim kaybina neden olan bir hastaliktir. Bunun yaninda verim kaybina neden olurken
tirettigi mikotoksinler ilede son derece riskli bir hal almaktadir. Bugdaylarda meydana
gelen verim kayiplarinin azaltip ZEA olusumunun Oniine gegilebilmesi i¢in bugdaylarin
bugday basak yanikligindan korumak gerekmektedir. Bunun ic¢inde siirekli yeni caligmalar
ortaya koymak gerekmektedir. Bu calisma yontemi ve sonuglari ile yapilacak yeni

caligmalara kaynak teskil edebilecek niteliktedir.
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EKLER

EK 1. Fusarium culmorum’un farkli izolatlar1 ile inokulasyon sonucunda AUDPC, ve

ZEA degerlerine ait kareler ortalamasi ve dnem diizeyleri

Varyans Kaynagi ~ Serbestlik Derecesi AUDPC ZEA
Tek 2 9043.775 32.96406
Cesit 21 100825.401*** 1620.4942***
Hata 44 3145.022 26.85951
P<0,001%**

EK 2. Basaklarin Fusarium culmorum ile inokulasyon sonucunda basak agirligi ve bin

tane agirligina ait kareler ortalamasi ve 6nem diizeyleri

Varyans Kaynagi  Serbestlik Derecesi  Basak agirligi Bin Dane Agirligi
Tek 2 0.3575138** 5,37942
Cesit 22 0.6542024*** 113.07174***
Uygulama 1 158.8*** 14816.04355***
Cesit X Uygulama 22 1.05339*** 228.12673***
Hata 90 0,0589256 5.44424***

P<0,001%*%**
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