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OZET

Sclerotium rolfsii IZZOLATLARI ARASINDA MiSELYAL UYUM GRUPLARININ
VE PATOJENITE FARKLILIKLARININ SAPTANMASI

Ipek YASAR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Figen MERT TURK
14/07/2016, 41

Sclerotium rolfsii Sacc. (Telemorf: Athelia rolfsii (Curzi) Tu & Kimbrough) toprak
kokenli polifag fungal bir etmendir. Bu calismanimn amaci Canakkale ili Ayvacik ve Ezine
ilgelerinden toplanan enfekteli fasulye bitkisinden izole edilen S. rolfsii izolatlarim
miselyal uyum gruplarina (MUG) ayirmak, patojeniteleri arasinda farkliliklar olup
olmadigin1 saptamak ve izolatlarin sklerot sayilar ile sklerot ¢aplarini kargilastirmaktir.
Miselyal uyum gruplarinin (MUG) saptanabilmesi i¢in 27 izolatin kirmizi gida boyasi
eklenmis patates dekstroz agar (PDA) ortaminda ikili eslestirilmesi yapilmistir. Kolonilerin
birlestikleri bolgede bariyer ve kirmizi bir bant olusmussa iki koloninin uyumsuz oldugu,
eger birlesme noktasinda bir bant olugsmamis fakat sklerot olusumu varsa uyumlu oldugu
kaydedilmistir. Yapilan eslestirme sonucunda 27 izolat arasindan 3 ayr1 MUG tespit
edilmis olup; MUG1’de 15 izolat, MUG2’de 11 izolat, MUG3’te ise 1 izolat bulunmustur.
Izolatlarin koloni gaplarmin 31,6-64,7 mm arasinda degistigi goriilmiistiir. Sklerot sayisi
ortalamalar1 genellikle 26,7-479,7 arasinda olup, sklerot ¢ap1 ortalamalar1 ise 0,8-1,9 mm
arasinda oldugu tespit edilmistir. Yapilan korelasyon analizine gore sklerot sayist ve koloni
capi ile sklerot sayis1 ve sklerot ¢ap1 arasinda negatif, koloni ¢api ile sklerot ¢ap1 arasinda
pozitif bir korelasyon oldugu saptanmistir. Her bir MUG i¢inde yer alan rastgele secilmis
ticer izolat patojenite yoniinden test edilmis ve izolatlarin fasulye fidelerinde yiiksek
oranda viriilens oldugu saptanmistir. Bu ¢alisma ayni bolgeden toplanan S. rolfsii izolatlar
arasinda miselyal uyum, koloni ¢api, sklerot sayis1 ve olusturulan sklerot ¢cap1 arasinda fark

oldugunu, bu farkliliklarin ayn1t MUG igerisinde bile goriildiigiinii gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Fasulye, Miselyal Uyum Gruplari, Sklerot, Sclerotium rolfsii
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ABSTRACT

MYCELIAL COMPATIBLE GROUPS OF THE Sclerotium rolfsii ISOLATES
AND COMPARISON OF VIRULENCE

Ipek YASAR
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Plant Protection
Advisor: Prof. Dr. Figen MERT TURK
14/07/2016, 41

Sclerotium rolfsii Sacc. (Telemorf: Athelia rolfsii (Curzi) Tu & Kimbrough) is a
polifag soil-borne fungal pathogen. The research aims to collect isolates of S. rolfsii in the
bean growing areas in Ezine and Ayvacik, Canakkale and find out the mycelial compatible
groups (MCG), the differences in pathogenicity and morphological characters. All isolates
were paired with all combinations in potato dextrose agar (PDA) amended with red food
colouring dye to determine mycelial compatible groups (MCG). Pairings were scored as
mycelial compatible if sclerotia formed in the interaction zone; however, pairings were
scored as mycelial incompatible if a red line and a barrier occurred in the interaction zone.
As a result of pairing experiments, three MCG were determined; MCG1 was consisted of
15, MCG2 contained 11 and MCG3 was consisted of only one isolates. The colony
diameters ranged between 31,6-64,7 mm at 2 days on PDA. The number of sclerotia per
petri dishes varied between 26,7-479,7 and the diameter of sclerotia was between 0,8-1,9
mm. The correlation analysis exhibited that there was a negative correlation between
sclerotia number-mycelial growth and sclerotium number and sclerotium diameter;
however, a positive correlation was observed between mycelial growth and sclerotium
diameters. Randomly selected isolates from each MCG were employed for pathogenicity
tests. All isolates were found to be highly virulent on bean seedlings. This research shows
that there is a variation among isolates of S. rolfsii isolated from green beans in the
restricted area in means of mycelial compatibility, sclerotium number and the diameters of

sclerotia, these differences were also observed among the isolates share the same MCG.

Key words: Beans, Mycelial Compatible Groups, Sclerotium, Sclerotium rolfsii
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BOLUM 1
GIRIS

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), Fabales takiminin Fabaceae (Leguminoseae)
familyasinin Phaseolus cinsine bagli tek yillik otsu bir bitkidir. Fasulye insanlarin temel
besin kaynaklarindan biridir. Ayrica hayvan yemi olarak kullanilmasi ve gelismis
koklerindeki Rhizobium phaseoli bakterisinin azot biriktirme 6zelligine sahip olmasindan
dolayr topragin yapisini diizeltmekte ve bir sonraki bitki i¢in topragin azot igerigini
arttiracag igin ekim ndbetinde kullamlmaktadir (Direk ve ark, 2002; Ulker ve Ceyhan,
2006).

Ulkemizde oldugu gibi birgok iilkede de énemli bir yere sahip olan fasulye bitkisi
tane bakimindan; mineraller ve vitaminlerce, kuru tane igerigi bakimindan ise proteince
zengin bir iriindiir (Balkaya, 1999). Fasulye bitkisi tohumlarinda %19-31 protein igerir ve
ayrica %61 karbonhidrat, %1-2 yag ve vitamin olarak ise A, B ve D vitaminleri
bakimindan oldukga zengin bir tirtindiir (Sehirali, 1988).

Fasulye 1liman iklim bitkisi olmasi nedeniyle c¢evre kosullarindan ¢ok cabuk
etkilenir. Genel olarak fasulye bitkisi i¢in 20-25°C arasindaki sicakliklar gelismesi igin en
uygun sicakliklardir; 0°C’nin altindaki sicakliklarda zarar gérmeye baslar. Basarili bir
¢imlenme, es zamanl ¢ikis i¢in toprak sicakliginin optimum 15°C olmasi gerekmektedir.
Cigeklenme doneminde ise serin kosullar1 tercih eder (Akgin, 1988).

Diinya'nin farkli bolgelerinde yetistiriciligi yapilan fasulye bitkisinin 2014 (FAO)
verilerine gore en fazla tretimi yapilan iilke Cin’dir (16.661.400 ton). Daha sonra
Endonezya (881.613 ton) ve Tiirkiye (632. 301 ton) 4. sirada ise Hindistan (620.000 ton)
yer almaktadir (Anonim, 2014). Taze fasulye iiretimine Diinya ¢apinda bakildiginda ise
Tiirkiye 3. sirada yer almaktadir. Ayrica yillara gore fasulye liretim miktarina bakildiginda,
her yil tiretim miktarinda artis gozlenmektedir (Cizelge 1.1). Tiirkiye'de en fazla fasulye
tiretimi ise Bati Karadeniz (207.927 ton), Akdeniz (134.330 ton) ve Ege Bolgesinde
(96.732 ton) yapilmaktadr. 11 diizeyinde ise Samsun, Antalya, Bursa ve Izmir taze fasulye
tiretimi en fazla yapilan illerin basinda gelmektedir (Cizelge 1.2) (Anonim, 2015).

2015 yili Canakkale ilinde ise 5.403 da fasulye ekimi yapilarak toplamda 6.364 ton
iiretim yapilmistir (Cizelge 1.3). Ilgeler bazinda ise Ayvacik ilgesi fasulye ekim alani
bakimindan 2.201 da alan ile ilk sirada yer almaktadir. Toplam tiretim miktar1 ise 2.862 ton
dur (Cizelge 1.4) (Anonim, 2015).



Cizelge 1.1. Tiirkiye’nin taze fasulye iiretiminin yillara gére dagilimi (Anonim, 2015)

Yillar Uretim Miktari (Ton)
2011 614.948
2012 621.036
2013 632.301
2014 638.439
2015 640.086

Cizelge 1.2. Illere gore taze fasulye iiretimi (Anonim, 2015)

1l Uretim Miktar1 (Ton)
Samsun 118.673
Antalya 50.582
Bursa 53.890
[zmir 42.586
Mersin 31.771
Burdur 20.199
Mugla 18.910
Hatay 17.839
Karaman 17.731
Balikesir 17.326
Konya 14.379
Afyon 11.473
Bilecik 7.221
Igdir 7.036
Canakkale 6.364

Cizelge 1.3. Yillara gore Canakkale taze fasulye tiretimi ve ekim alan1 miktarlar1 (Anonim,
2015)

Yillar Ekilen Alan (dekar) Uretim (ton)
2011 5.559 6.342
2012 5.468 6.091
2013 5.143 5.725
2014 5.298 6.110
2015 5.403 6.364




Cizelge 1.4. Canakkale ilgeler bazinda fasulye iiretim miktar1 ve ekim alani miktarlari

(Anonim, 2015)

Tigeler Ekilen Alan (dekar) Uretim (ton)
Merkez 140 182
Ayvacik 2.201 2.862
Bayramig 118 118
Biga 620 620
Gelibolu 302 303
Can 652 392
Eceabat 100 125
Ezine 530 630
Gokgeada 10 7
Lapseki 150 188
Yenice 580 957

Sclerotium rolfsii Sacc. (Telemorf: Athelia rolfsii (Curzi) C.C. Tu & Kimbr.) giiney
yaniklig1 hastaligi olarak da bilinen toprak kokenli, fungal bir hastalik etmenidir. Fungus
tropik ve subtropik bolgelerde yaygin olarak goriilen 500°den fazla dikotiledon ve bazen
monokotiledon bitki tiirlerinde hastalik olusturabilen yikict bir etmendir (Aycock, 1966;
Domsch ve ark., 1980; Punja, 1985; Farr ve ark., 1989). Simdiye kadar bilinen 40’dan
fazla bitki patojeni Sclerotium tiirii vardir. Bu tiirler koloni 6zellikleri, sklerot boyutlar ve
sklerot olusumlar1 bakimindan farklilik géstermektedir. Ornegin S. rolfsii, S. coffeicola ve
S. delphinii izolatlar1 morfolojileri, biiyiime tepkileri ve enzim iretimleri bakimindan
farklilik gostermektedirler (Punja ve Damiani, 1996).

S. rolfsii’nin telemorf (perfect) dénemi Basidiomycotina alt subesinde yer alan
Agaricomycetes sinifinda bulunan Atheliales takimi1 ve Atheliaceae familyasinda yer alan
Athelia rolfsii ‘dir (Anonim, 2016). Etmenin tanilanmasi; bitki materyali veya kiiltiirdeki
morfolojik ozelliklerine gore kolay bir sekilde yapilmaktadir. Hizli bir misel gelisimi
gOsteren etmenin kiltiir ortaminda, bitkide veya toprakta yelpaze seklindeki miselyal
gelismesi tipik oOzelligidir. Miselyum, 1 hafta igerisinde sklerot olusturmaya bagslar.
Sklerotlar 6nce beyaz, daha sonra hizla koyu kahverengi rengini alirlar (Aycock, 1966).

Hastalik etmeninin neden oldugu zararlar 6nemli diizeydedir. Ornegin, Giineydogu
Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) fistik iiretiminde S. rolfsii’nin neden oldugu verim

kayiplart genellikle %25 ve yillik ortalama %7-10 civarindadir. Bazi yillarda ise ciddi
3



hastalik siddetinden dolayi yil iginde kayiplar %80’e ulasabilmektedir. Giircistan’da 1988-
1994 yillar arasinda yer fistiginda S. rolfsii’nin neden oldugu yillik ekonomik kayip 36,8
milyon dolar civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Franke ve ark, 1998).

Bitkilerde tag, kok ve govde ¢iiriikliigii gibi hastaliklara da neden olan S. rolfsii
oldukga genis bir konukgu dizisine sahiptir (Alexopoulos, 1966). Konukgulari arasinda, siis
bitkileri, bugdaygiller, meyve agaglari, sebzeler ve yabanci otlar bulunmaktadir. Bunlardan
bazilar1 ise; yerfistigi, fasulye, lahana, havug, hiyar, patlican, domates, patates, biber,
kavun gibi daha bir¢ok konukguya sahiptir (Aycock, 1966). Bu etmen otsu ve odunsu
bitkilerde, meyvelerde, etli kok ve yumrularda hastalik olusturabilmektedir. Hastaligin ilk
belirtileri  solgunluk seklinde kendini gostermekte ve daha sonra govdenin
enfeksiyonundan dolayr tiim bitkinin O6liimiiyle son bulmaktadir. S. rolfsii genellikle
gbvdenin toprak yiizeyine yakin kisimlarinda enfeksiyonu baslatmaktadir. Ancak uygun
cevre kosullarinda bitkinin herhangi bir yerinden de enfeksiyonu baslatabilir (Farr ve ark.,
1989).

S. rolfsii eseysiz sporlar iiretmez. Ancak eseyli iireme sonucu diger Basidiomycetes
tiyelerinde oldugu gibi basidilerde basidiospor iiretmektedir. Basidiosporlarin hastalik
epidemiyolojisindeki rolii belirsizdir. Basidiospor olusumu laboratuvar kosullarinda
gozlenebilmesine ragmen, tarla kosullarinda nadiren goriilmektedir (Punja ve Grogan,
1983; Punja, 1985).

Uygun c¢evre kosullarinda S. rolfsii’nin vejetatif olarak biiyiimesi, enfeksiyondan
sonraki 3-4 giin iginde ger¢eklesmekte ve konuk¢u doku tizerinde beyaz kabarik miseller
olusturmaktadir. Enfeksiyondan yaklasik 7 giin sonra miseller iizerinde bazi bolgeler
sertlesmeye baglamakta ve bu hifsel yigin daha sonra 0,3 ile 2,0-3,0 mm O&lgiilerinde
yuvarlak sklerotlar halini almaktadir. Sklerotlar 6nce beyazdir, daha sonra olgunlagmasina
gore sar1, kahverengi veya esmer olmaktadir (Punja ve Rahe, 1992).

S. rolfsii kis1 sklerot olarak veya miseller halinde, bitki artiklari tizerinde ve enfekteli
bitki dokusunda gegirmektedir. Sklerotlarin ¢imlenebilmeleri i¢in oksijene ihtiyaglari
vardir. Bu da etmenin topragin iist bélgelerinde ve kumlu topraklarda neden ¢ok daha fazla
zarar verdigini agiklamaktadir (Punja, 1985).

Sklerotlar bagka yerlere fideler, sulama sulari, riizgar, kiiltiirel uygulamalar veya
bulasik bitki artiklar1 ile yayilmaktadir. Kisi gegiren sklerotlar yeniden c¢imlenmeye
baglayarak hifsel olarak biiyiimektedir. Uygun ¢evre kosullarinda duyarl bitki dokulart, alt
saplar, kokler ve meyve direkt olarak hiflerle temas ettiginde penetrasyon

gerceklesmektedir. Enfeksiyon siiresince fungus oksalik asit ve endopolygalakturonaz
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enzimleri salgilamaktadir. Bu enzimler bitki doku ve hiicreleri pargalayarak doku ve
hiicrelerin ¢iiriimesine yol a¢maktadir (Mullen, 2001; Punja, 1985). Sicak ve nemli
kosullarda sklerotlar ve hifler yeni duyarli bitki dokularina gegerek hastalik yayilmaya
devam etmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. S. rolfsii etmeninin yagam dongisii (Mullen, 2001)

Giiney yaniklig1 etmeni sicak ve nemli kosullar1 tercih etmektedir. ideal misel
biiyiime sicakligi 8°C ile 40°C arasinda degismekte ve sklerot iiretimi i¢in optimum
sicaklik dereceleri ise 27°C ile 30°C arasindadir (Punja, 1985). Sklerot ¢imlenmesi ve
miselyal biiyiime suya doymus topraklarda ve yiiksek sicakliklarda daha iyi olmaktadir. Bu
kosullar hastaligin gelisimi i¢in ve patojenin bitkiden bitkiye yayilmasi icin elverisli ortami
olusturmaktadir.

Fungal tiirler icinde popiilasyonlar gesitlilik gostermektedirler. Tiir icinde mevcut
genetik cesitlilik her ne kadar eseyli lireme ile baglantili olsa da, eseyli lireme formu

bilinmeyen tiirlerde de popiilasyonun heterojen olabildigi bilinmektedir. Bu heterojenligi
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saglayan fenomen heterokaryon olusumudur. Heterokaryon olusumu hem eseyli hem de
eseysiz treyen funguslarda goriilebilmektedir.

Iki fungal izolat arasindaki heterokaryon formasyonu Ascomycomycetes ve
Basidiomycetes’te yaygin olup seksiiel heterokaryon veya vejetatif heterokaryon olarak iki
farkli tip olarak ortaya g¢ikmaktadir (Leslie, 1993). Heterokaryon olusturan izolatlar
‘sekstiel’ veya ‘vejetatif” uyumlu diye tanmimlanmaktadir. Her iki tip ‘uyumluluk’
birbirinden farklidir. Vejetatif uyumluluk iki izolatin hiflerinin birlesip stabil heterokaryon
olusumunu saglayan spesifik vic (vegetatif incompatibility) veya het (heterokaryon
incompatibility) lokuslar ile ilgilidir (Saupe, 2000). Vejetatif uyumsuzluk ise hifsel
birlesme sonucunda, birlesen hiicrelerin ve hemen birlestigindeki hiicrelerin hizli bir
sekilde oliimii ile sonuglanir. Besin ortaminda uyumsuz iki izolat arasinda makroskobik
olarak gozlemlenebilen bir bariyer olusmaktadir.

Ayn1 VCG iginde yer alan izolatlar paraseksiiel dongii esnasinda genetik bilgilerin
paylasimini saglamaktadir (Leslie, 1993). Miselyal uyum ise ayni tiir i¢inde bulunan iki
izolatin birlesip bir koloni olusumunu ifade eder, uyumsuz izolatlar arasinda bu fenomen
gozlenmemektedir. Ayrica miselyal uyum gruplart S. rolfsii popiilasyonlarinda farklilig
saptamada siklikla kullanilmaktadir. Aynt MUG’da yer alan izolatlarin benzer genetik
gegmise sahip oldugu disiiniilmektedir (Kohn ve ark, 1991).

Bu calismanin amaci, Canakkale Ili Ayvacik ve Ezine ilgelerinden toplanan enfekteli
fasulyelerden izole edilen S. rolfsii izolatlarn1 miselyal uyum gruplarma (MUG) gore
ayirmak, patojenitelerini belirleyerek uyum gruplar arasinda farkliliklar olup olmadigini
saptamak. Ayrica elde ettigimiz izolatlarin koloni ¢api, sklerot sayisi ve sklerot gapr gibi
morfolojik oOzelliklerini belirleyerek, izolatlar arasinda ve uyum gruplarn igerisinde

farkliliklar olup olmadigini tespit etmektir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

S. rolfsii olduke¢a yikici fungal bir etmen olup bir¢ok bitkide ciddi tiriin kayiplarina
neden olmaktadir. Etmen ilk olarak 1892 yilinda Florida’da Peter Henry Rolfs tarafindan
domates bitkisinde rapor edilmistir. Saccardo tarafindan ise 1911 yilinda Sclerotium rolfsii
olarak isimlendirilmistir (Aycock, 1966). Patojen iizerinde 19. yy sonlarina dogru yapilan
yaklasik 2000 {izerindeki ¢alisma etmenin diinya c¢apinda ciddi bir sekilde yayildigini
desteklemektedir. Genis konukgu dizisine sahip olan etmen hizli gelismesi ve toprakta
uzun siire kaliciligini siirdiirebilmesi nedeniyle biiyiik ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Aycock, 1966; Weber, 1931).

Miselyal uyum gruplar1 S. rolfsii popiilasyonunda hifsel interaksiyondan
kaynaklanan ve iki izolat arasinda meydana gelen anastomoz olarak ifade edilmektedir.
Ayrica popiilasyondaki genetik varyasyonlart makroskobik agidan saptamakta kullanilan
olduk¢a yaygm bir yontemdir. Ayn1 MUG igerisinden izole edilen etmenlerin benzer
genetik gegmise sahip oldugu diisiiniilmektedir (Kohn ve ark., 1991; Leslie, 1993).

Punja ve Grogan (1983) farkli bolge, farkli konuk¢u ve hatta ayni bolgeden elde
etmis olduklar1 S. rolfsii izolatlarini ilk kez uyum gruplarina goére test etmisler ve elde
ettikleri 72 izolat arasindan 25 MUG belirlemislerdir. Ayrica izolatlar arasinda varyasyon
oldugunu rapor etmislerdir.

Miselyal uyumluluk genetik cesitliligi degerlendirmek amaciyla diinya g¢apinda
kullanilan etkin bir metottur. S. rolfsii populasyonlarinda da diinya ¢apinda yapilmis bir
¢ok calisma mevcuttur (Punja ve Grogan, 1983; Harlton ve ark., 1995; Nalim ve ark.,
1995; Cilliers ve ark., 2000; Okabe ve Matsumoto, 2000; Almeida ve ark., 2001; Punja ve
Sun, 2001; Sarma ve ark., 2002; Adandonon ve ark., 2005). Ulkemizde ise S. rolfsii

popiilasyonlarinin varyasyonu yoniinde yeterince ¢alisma mevcut degildir.

2.1. Diinyada MUG {ile ilgili Yapilmis Cahsmalar

Punja ve Grogan (1983) 19 konukg¢u bitkiden ve 15 farkli bolgeden toplamis
olduklar1 72 S. rolfsii izolatlar1 ile ilk kez MUG tespiti yapmak i¢in tiim izolatlarin ikili
kombinasyonlarini eslestirmislerdir. Eslestirmelerin %86,5’inde hifsel hiicrelerin 6liimii ile
antagonistik bir bolge olusturdugunu gozlemlemislerdir. Sonug olarak elde ettikleri verilere

gore izolatlar arasindaki eslestirme sonucunda 25 miselyal uyum grubu tespit etmiglerdir.



Kohn ve ark. (1990) Sclerotinia sclerotiorum izolatlar1 arasinda hif
interaksiyonundan kaynaklanan bir uyum ve uyumsuzlugu tanimlamislardir. Ontario’da S.
sclerotiorum’un 63 izolat1 elde edilmis, PDA iizerinde olasi tiim ikili kombinasyonlari ile
eslestirme yapilmis ve izolat ciftleri arasinda meydana gelen ve hiflerin 6liimii sonucunda
olusan bir bariyer mevcut ise uyumsuz, hiflerin birlesmesiyle herhangi bir bariyer mevcut
degilse iki izolatin uyumlu oldugunu belirtmislerdir. Ayrica 2 kanola tarlasindan elde
ettikleri izolatlar arasindan, ilk tarladan 33 izolat arasindan 6 MUG tespit etmis olup bu
MUG’lar arasinda en biiyiik grubun da 19 izolat icerdigini belirtmislerdir. ikinci tarladan
ise 30 izolat arasindan ¢ok sayida MUG tespit etmislerdir (Kohn ve ark., 1991).

Harlton ve ark. (1995) diinya ¢apinda elde edilmis 119 S. rolfsii, 11 S. delphinii ve 2
S. coffeicola izolat koleksiyonu arasindan PDA ortaminda gézlemledikleri bulgularda 49, 3
ve 2 miselyal uyum grubu tespit etmislerdir.

Nalim ve ark. (1995) Teksas’ta yer fistiginda yapmis olduklart ¢alismada, incelenen
366 izolat arasindan 25 adet MUG tespit etmislerdir. Ayrica aynt MUG igerisinde bulunan
izolatlarin ITS analizinde ayn1 motifi verdigini bulmuslardir. Boylece aynt MUG igerisinde
yer alan izolatlarin klon oldugunu ifade etmislerdir.

Cubeta ve ark. (1997) Kuzey Karolina Boélgesinde yetistirilen enfekteli lahana
bitkilerinden izole edilen 84 S. sclerotiorum izolatlar1 ile MUG analizi ve DNA fingerprint
analizleri uygulamislardir. Yapmis olduklari ¢caligma sonucunda 41 adet MUG ve 50 DNA
fingerprint elde etmislerdir.

Yanar (1997) Amerika’da biberden izole ettikleri 123 S. sclerotiorum izolatlari ile
MUG testi uygulamis ve bu analiz sonucunda 13 MUG tespit etmislerdir.

Cilliers ve ark. (2000) Giiney Afrika’da arasinda yer fistig1, ay¢igegi, yabani havug
ve soyanin da yer aldigi 73 izolattan olusan S. rolfsii populasyonu elde etmislerdir.
Aragtiricilar izolatlar arasinda MUG’lar1 arastirmis ve AFLP fingerprint yontemiyle
genetik analiz yapmis ve calisma sonucunda ayni bitki tiiriinden elde edilen izolatlar farkli
MUG’lara dahil olmus, ayn1t MUG igerisinde yer alan izolatlar DNA analizinde farklilik
gostermiglerdir. Filogenetik analizlere gore ayn1t MUG iginde yer alan izolatlar yakin
kiimelenme olustururken, farkli MUG’lar igerisinde yer alan izolatlarda genetik uzaklik
artmigtir.

Almeida ve ark. (2001) Brezilya’nin farkli bolgelerinden ve konukgulardan elde
etmis olduklar1 23 S. rolfsii izolatlar1 arasindan 13 miselyal uyum grubu tespit etmislerdir.

Arastirmacilar konukcu bitki ve MUG’lar arasinda 6nemli bir korelasyon bulunmamasina



ragmen RAPD analizi kullanarak popiilasyonun genetik varyasyonunu incelemisler ve
analizler sonucunda genetik acidan MUG’lar arasinda 6nemli farkliliklar tespit etmislerdir.

Durman ve ark. (2001) Arjantin’den elde ettikleri 140 S. sclerotiorum izolat: ile
yapmis olduklart MUG analizinde 23 adet kendine uyumlu, 27 adet ise ikiden fazla izolati
kapsayan toplamda 50 tane MUG elde etmislerdir. Yapmis olduklar1 bu calisma
Arjantin’de tarimsal iiriinlerden elde edilen S. sclerotiorum izolatlari arasindaki ilk MUG
calismasidir.

Hambleton ve ark. (2002) yapmuis olduklar1 ¢alismada 213 S. sclerotiorum izolatinda
21 miselyal uyum grubu ve 41 DNA fingerprint elde etmislerdir. Izolatlarn %60’1 benzer
fingerprint olarak tespit edilmistir.

Carpenter ve ark. (2003) g¢alismalarinda Yeni Zelanda'nin giiney kisimlarindan 4
farkli alandan elde ettikleri 75 S. sclerotiorum izolatinin DNA parmakizini ¢ikarmislardir.
Bunun sonucunda DNA parmak izleri yiiksek derecede benzeyen izolatlarin uyumlu
izolatlar oldugunu, DNA parmak izleri benzemeyen izolatlarin ise uyumsuz oldugunu
rapor etmislerdir.

Atallah ve ark. (2004) 4 farkli boélgeden toplamis olduklart 167 S. sclerotiorum
izolatlar1 arasinda MUG analizi yapmislar ve 25 mikrosatealit primer ile genetik olarak
farkliliklar1 incelemislerdir. Yapilan bu ¢alismada izolatlar arasinda 82 MUG elde edilmis
olup molekiiler analiz sonucunda %92 farklilik tespit etmislerdir. MUG’lar arasinda
rastgele se¢mis olduklart bazi izolatlarin patates bitkisinde patojenik acidan
degerlendirilmis ve MUG’lar arasinda herhangi bir farklilik gostermedigini belirtmislerdir.

Kull ve ark. (2004) soya fasulyesinden elde ettikleri 299 S. sclerotiorum izolatlar
arasinda varyasyonu tespit etmek i¢in MUG analizi yapmiglardir. Elde ettikleri sonuglarda
42 MUG tanimlamiglardir. Ayrica izolatlar arasinda viiriilenslik dereceleri agisindan da
onemli farkliliklar gosterdigini belirtmislerdir.

Adandonon ve ark. (2005) Giiney Afrika ve Benin’den kok ciiriikliigli etmeninin
goriildiigii boriilcelerden elde etmis olduklar1 66 S. rolfsii ve S. delfhini izolatlar1 ile MUG
analizi, patojenite ve rDNA sekans analizi yapmislardir. Yapilan bu analizler sonucunda 66
izolat arasindan 4 adet MUG tespit etmislerdir.

Zandoki ve ark. (2006) toplamda 40 S. sclerotiorum izolatinin mevcut oldugu
calismada birgogunun 2 izolat icerdigi 13 adet MUG tespit etmislerdir. Arastirmacilar
ayrica izolatlar arasinda sklerot sayisi, miselyal gelisim bakimindan ve aygicegi bitkisine

inokule edilen izolatlarin viriilenslik acisindan farkliliklar gosterdigini belirtmis olup



MUG’lar arasinda morfolojik karakterler bakimindan herhangi bir iliskinin bulunmadigin
rapor etmislerdir.

Remesal ve ark. (2012) Sili, Italya, Portekiz, Ispanya gibi Akdeniz iklimine sahip
bolgelerden, seker pancar bitkisinden elde ettikleri 459 S. rolfsii izolatlar1 arasinda MUG
analizi yapmislardir. Elde ettikleri MUG’lar1 ekonomik olarak énemli 11 kiiltiir bitkisi ile
patojenik agidan degerlendirmislerdir. Yapilan calismada 459 izolat arasindan 12 MUG
tespit edilmis olup MUG’lar arasinda nohut ve ayciceginde yiiksek oranda viriilens,
pamuk, biber, domates ve karpuzda ise orta derecede viriilens, seker pancar1 ve brokolide
ise hafif duyarli, bugday ve misirda ise dayanikli oldugunu tespit etmislerdir.

Xie ve ark. (2014) S. rolfsii’de fenotipik ve patojenik varyasyonu tespit etmek
amactyla ABD'nin Giiney Bolgelerinden toplanan 84 izolat arasinda yapilan eslestirmeler
sonucunda 23 MUG elde etmislerdir. Ayrica MUG’lar arasindaki 11 MUG tek izolatlardan
olugmaktadir. Yer fistig1 ve diger konukculardan elde edilen sklerot biiyiikliigii ve tiretilen
sklerot sayis1 bakimindan izolatlar arasinda 6nemli farkliliklar gozlemlenmistir. Ayrica
MUG’lar igerisindeki en yaygin 19 izolat domates, biber ve yer fistifinda viriilenslik
acisindan test edilmistir. Yapilan testlerde tiim izolatlarin konuk¢u bitkilerde viriilens
oldugu, viriilenslik dereceleri arasinda ise dnemli farkliliklar oldugunu tespit etmislerdir.
izolatlarin yerfistiginda, domates ve biberlere oranla oldukga viriilens oldugunu rapor

edilmistir.

2.2. Ulkemizde MUG ile ilgili Yapilmis Calismalar

Onaran ve Yanar (2004) Tokat ve Amasya illerinden hiyar seralarindan elde ettikleri
235 S. sclerotiorum izolatlar1 arasindan 5 MUG tespit etmislerdir. Ayrica 87 izolatin
yalnmizca kendi ile uyumlu oldugunu ve diger izolatlar ile uyumsuz oldugunu
belirtmiglerdir.

Mert-Tiirk ve Mermer (2005) ortii alti marul yetistiriciliginin yapildigr Canakkale
Ilinden marul yumusak ciiriikliik etmeninin siirveyler sonucunda bélgede yogun oldugunu
rapor etmislerdir. Ayrica elde ettikleri 14 S. sclerotiorum izolatlari arasinda yapilan MUG
analizi sonucunda 2 MUG ve 5 S. minor izolatlar1 arasinda ise higbir sekilde MUG*a
rastlamamiglardir.

Mert-Tiirk ve ark. (2007) Canakkale Bolgesinden siirveyler sonucu Kkolza
bitkilerinden elde ettikleri S. sclerotiorum popiilasyonu icerisindeki genetik farkliliklar
tespit etmek i¢in MUG ve molekiiler markdrler kullanmislardir. Elde etmis olduklari

toplam 36 izolat arasindan eslestirmeler sonucunda 19 MUG tespit etmislerdir. DNA
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analizi sonucunda ise populasyon icerisinde 23 farkli Klon elde etmislerdir. izolatlar:
morfolojik acidan gozlemleyerek farkli oOzelliklerde oldugunu tespit etmislerdir.
Tiirkiye’de S. sclerotiorum populasyonlarinda genetik ve morfolojik farkliliklar ilk kez bu
calismada belirtilmistir.

Mermer-Dogu ve ark. (2007) Canakkale ilinden lahanagil parsellerinden elde edilen
S. sclerotiorum izolatlar1 arasinda farkliligi tespit etmek amaciyla MUG analizi yapilmis ve
bu analizler sonucunda izolatlarin ayni1 parsel iginde dahi uyumsuz oldugunu
belirtmislerdir.

Tok ve Kurt (2007) ortii alt1 domates yetistiriciliginin yapildigi Akdeniz bolgesinden
elde etmis olduklar1 S. sclerotiorum popiilasyonundaki farkliliklar tespit etmek amaciyla
MUG analizi yapmislardir. Antalya, Hatay, Adana, Mersin illerinden enfekteli domates
bitkilerinden izole edilmis 58 izolat arasindan 17 MUG elde etmislerdir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
Canakkale ilinde fasulye yetistiriciliginin yogun olarak yapildig1 Ayvacik ve Ezine
ilgelerinden toplanan enfekteli bitki materyalleri bu ¢alismanin ana materyalini

olusturmaktadir.

3.2. Yontem

3.2.1. Siirvey Calismasi

Calisma kapsaminda Ayvacik ve Ezine’de gegici fasulye yetistirilen bolgelerde
siirvey calismast yapilmistir. Bu amacgla Eylil (2015) ayinda toplamda 30 fasulye
tarlasinda inceleme yapilmig, sadece hastalik simptomu gosteren bitkilerden Ornek
alimmugtir. Eger ayn1 tarladan birkag hastalikli bitki alindiysa, drnekler arasinda en az 5 m

aralik olmasina 6zen gosterilmistir.

3.2.2. Patojenin Hastalikl Dokulardan izolasyonu

Hastalikl1 bitki dokularindan patojeni izole etmek icin PDA (Patates Dekstroz Agar)
ortami kullanilmistir. Bir litre destile suya 39 gr PDA (Merck, Almanya) eklenmis ve
121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir. Biraz 1lidiktan sonra donmadan 6nce 9-10 cm ¢aplh
petri kaplarina yaklasik 10-15 ml gelecek sekilde dokiilmiis ve katilagsmaya birakilmistir.

Toplanan enfekteli fasulye bitkileri ilk olarak ¢esme suyunda yikanmistir. Yikanan
orneklerden s6z konusu hastaligi temsil eden, genellikle konukg¢u bitkinin gévde kismindan
olmak iizere lezyonlu doku parcalar1 kesilmistir. Heniiz yeni enfekteli veya hastalikli ve
saglam dokuyu igerecek sekilde 7-8 mm biiylikliiglinde kesilen lezyonlu parcaciklar
%1’lik sodyum hipoklorit (NaOCI) soliisyonu igerisinde 1-2 dakika yiizeysel olarak
sterilize edildikten sonra 2 kez steril saf su ile durulanarak steril kurutma kagitlar izerinde
15-20 dakika kurumaya birakilmistir (Sekil 3.1). Kurutulan bitki pargaciklari, PDA
bulunan petrilere pens yardimi ile aktarilarak ekimi yapilmistir. Daha sonra petriler 25°C
sicaklikta 3-4 giin siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen S. rolfsii
kolonilerinin en ug¢ noktasindan mantar delici yardimi ile fungal diskler kesilmis ve kesilen
hif pargasi yeni PDA ortamina aktarilarak saflastirma islemi yapilmistir (Sekil 3.2).

Saflastirilan kiiltiirler daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere 25°C sicaklikta

tekrar inkiibatorde muhafaza edilmistir. Yaklasik 15-20 giin sonra petrilerin kapagi
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acilarak koloniler iizerinde gelisen sklerotlar oda sicakliginda kurumaya birakilmis ve
sklerotlar eppendorf tiiplerine konularak gerektiginde izolati tekrar elde etmek igin

muhafaza edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.1. Yiizey sterilizasyonu yapilan hastalikli bitki dokularindan S. rolfsii izolasyonu

Sekil 3.2. izolasyon sonucunda elde edilen S. rolfsii’ye ait saf kiiltiiriin PDA ortamindaki

gelisimi
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Sekil 3.3. Eppendorf tiiplerde muhafaza edilen farkli S. rolfsii izolatlarina ait sklerotlar

3.2.3. izolatlar Arasinda Miselyal Uyum Gruplarimm (MUG) Saptanmasi
Fasulye ekim alanlarindan elde edilen toplamda 27 izolat arasinda miselyal uyumun

saptanabilmesi icin, her bir izolatin diger tiim izolatlar ile ikili kombinasyonlar seklinde
eslestirme islemi yapilmistir (Punja ve Grogan, 1983) (Sekil 3.4). Izolatlarin kendi
igerisinde uyumun olup olmadigini saptamak i¢in de kendileriyle eslestirmeleri yapilmistir.

Eslestirme ¢alismalar1 icerisinde %0,25 gida boyasi (Super Cook, Ingiltere) igeren
PDA ortaminda gerceklestirilmistir. Iki izolata ait disklerin 3-4 cm mesafeyle PDA
ortamina ekimleri yapilmigtir (Kohn ve ark., 1991) (Sekil 3.4). Kiiltiirler 25°C inkiibatore
konularak 10-15 giin sonra koloni gelisimleri gozlemlenmistir. Ekimlerden yaklasik olarak
10 giin sonra yapilan gozlemlerde izolat ¢iftleri arasindaki hif interaksiyonu gézlemlenmis
ve hiflerin carpistig1 bolgede boslukla birlikte kirmizi bir hat olugsmus ise bu iki izolatin
uyumsuz oldugu not edilmistir. Iki koloninin temas bdlgesinde kirmizi bir hat
gozlemlenmediginde veya birlesme noktasinda sklerot olugsmussa bu iki izolatin birbiri ile

uyumlu oldugu not edilmistir (Punja ve Grogan, 1983).
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Sekil 3.4. Miselyal uyumun ya da uyumsuzlugun gozlenebilmesi igin izolatlar arasinda

yapilan ikili eslestirme

3.2.4. Izolatlarin Koloni Caplarinin Karsilagtirllmasi

Izolatlar arasinda koloni gelisim hizinda farkliliklar olup olmadigmi saptamak
amaciyla, 2 giinliik taze kiiltiirlerden alinan fungal diskler PDA ortamina aktarilmistir. Her
bir petride yalnizca bir fungal diskin bulundugu izolatlar 25°C inkiibatore alinarak
gelismeye birakilmistir. Ekimden 2 giin sonra gelisen misellerin misel caplari bir cetvel
yardimiyla ol¢iilerek mm olarak not edilmistir. Bu ¢alismada her bir izolat i¢in 3 tekerriir

kullanilmistir.

3.2.5. izolatlarin Sklerot Sayisi ve Sklerot Caplarimin Karsilastirilmasi

Farkli izolatlarin olusturduklart sklerot sayisi ile sklerot ¢aplari arasinda farklilig
saptamak icin calismanm bu kismi yapilmustir. Tki giinliik taze kiiltiirden alinan diskler
PDA iizerine ekimi yapilmig ve ekimden 15 gilin sonra petrilerin kapaklar1 agilarak
kurumaya birakilmistir (Sekil 3.5). Kapaklar agilarak kurumaya birakilan petrilerden 10-
14 giin sonra her bir petride olusan sklerotlarin sayimlar1 yapilarak not edilmistir. Daha
sonra sklerot caplar1 okiiler mikrometre yardimi ile her bir izolattan tesadiifen secilen
toplamda 10’ar adet sklerotun en ve boylar1 6l¢iilmiistiir. Her bir sklerotun ¢ap degeri en ve

boyun ortalamasi alinarak elde edilmistir. Deneme 3 tekerrtirlii olarak kurulmusgtur.

15



Sekil 3.5. Ekimden 15 giin sonra kurumaya birakilan S. rolfsii izolatlar

3.2.6. Patojenite Testi ve izolatlarm Viriilenslik Oranlarmin Belirlenmesi

Her MUG grubunu temsilen rastgele segmis oldugumuz 3 izolat patojenite testi igin
kullanilmigtir. Uyum gruplarindan MUG3 yalnizca tek izolat igerdigi i¢in toplamda 7 izolat
ile deneme kurulmustur. Sirasiyla MUGT izolatlar1 arasindan Sr2d, Srl3a ve Sr17; MUG2
izolatlarindan ise Sr11lb-1, Sr16b ve Srl8 rastgele secilmis, MUGS3 ise yalnizca tek izolat
icerdiginden Srl10a izolati denemede kullanilmistir.

Inokulum, fungus yulaf tohumuna sardirilarak elde edilmis ve topraga karistirilarak

deneme kurulmustur.

3.2.6.1. Fungal inokulumun Hazirlanmasi

Yulaf tohumlari, 2 kez musluk suyuyla yikandiktan sonra 24 saat destile suda
islatilmistir. Yulaf tohumlarinin igindeki fazla su siiziilmiis, tekrar destile suda yikanip
suyu iyice siiziilmiistiir. Yulaf tohumlart 100 ml’lik beherlere yarisina gelecek sekilde
konulmus, agzi aliiminyum folyoyla kapatilarak 2 kez otoklav edilmistir. Otoklavdan
c¢ikarilan tohumlar sogumaya birakilmistir. Her bir izolati temsilen yaklasik 20-25 tohum,
petride gelismekte olan fungus kolonilerinin {izerine yerlestirilmistir (Sekil 3.6). Fungus
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tiim tohumlar1 sarana kadar (yaklasik 10-14 giin) inkiibatérde 25°C’de inkiibe edilmistir
(Remesal ve ark., 2012). Bulasik yulaf tohumlar patojenite testlerinde kullanilmistir.

Sekil 3.6. Yulaf tohumlarina fungal inokulumun inokulasyonu A: Inokulum &éncesi fungal
disk ve yulaf tohumlarinin petrilere yerlestirilmesi B: 10-14 giin sonra etmenin yulaf

tohumlarini sarmasi

3.2.6.2. Fasulye Tohumlarinin Yiizeysel Sterilizasyonu

Saglikli goriiniimli Altin kuru fasulye gesidi tohumlari ilk olarak %70°lik alkolde 1
dakika yiizeysel olarak sterilize edildikten sonra 2 kez steril saf suda yikanmis ve ardindan
tohumlar 1 gece steril saf suda bekletilmistir. Daha sonra tohumlarin suyu stiziilerek 1 giin

boyunca +4°C buzdolabinda bekletilerek ekime hazir hale gelmistir.

3.2.6.3. Saks1 Denemesi

Torf, perlit ve toprak (1:1:1) karistminin bulundugu 18 cm ¢apli saksilara 9 adet
fasulye tohumu ekilmistir. Ekimden yaklasik 6 giin sonra fasulyelerin 2 yaprakli hale
geldigi déonemde inokulasyon islemi gergeklestirilmistir. Misel sardirilmis yulaf tohumlari
topragin 0,5 cm derinliginde ve her bitkinin 0,5-1,0 cm uzakliginda olacak sekilde ikiser
adet yulaf tohumu bitkinin kok bogazi ¢evresine ekilmistir (Sekil 3.7) (Remesal ve ark.,
2012). Daha sonra saksilar 25°C sicaklikta 12 saat aydinlik/karanlik kosullariin mevcut
oldugu iklim odasina konulmustur. Negatif kontrol saksilarma yulaf uygulamasi

yapilmamistir. Deneme her bir izolat ve kontrol igin 3 tekerriirlii olarak kurulmustur.
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Bitkiler 1 hafta sonra degerlendirmeye alinarak hastalikli ve saglikl bitki sayilar1 not

edilmistir.

3 P

Sekil 3.7. Enfekteli yulaf tohumlarmin fasulye fidelerinin iki yaprakli doneminde kok

bogazi1 kismina verilmesi

3.2.7. Istatistiksel Analizler

Denemeler sonucu elde edilen biitin veriler SAS V8 istatistiki paket programi
kullanilarak Varyans Analiz Teknigi (ANOVA) ile analiz edilmistir (SAS Ins. 1999). Ele
alinan her 6zellik bakimindan ortalamalar arasindaki farklari tespit etmek amaciyla ise En
Kiiglik Anlamli Fark Yontemi, LSD (Least Significant Differences) kullanilmistir.

Denemede ele alinan koloni ¢api, sklerot sayisi ve sklerot capi gibi ozellikler
arasinda korelasyon olup olmadiginin saptanabilmesi amaciyla, korelasyon testi (Pearson

korelasyon testi) uygulanmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Fasulyede S. rolfsii Simptomlari

Canakkale Ayvacik ve Ezine ilgeleri fasulye tarimi bakimindan onemli bir yer
tutmaktadir. Gegici fasulye bahgelerinde yapilan siirveyde 30 tarlanin 13’iinda hastalik
etmeninin varli1 simptomolojik olarak saptanmistir. Laboratuvara getirilen hastalikl1 bitki
orneklerinden 10 tarlay1 temsil edecek bir ya da birden fazla izolat elde edilmistir.

Bitkide oOzellikle kok bogazi, sap bolgesinde enfeksiyon, beyaz havai miselyal
gelisim, bazi enfekteli dokularda miselyum {izerinde beyazdan agik kahve rengine ¢alan
kiigiik sklerot olusumu, bitkide genel sararma ve bazen genel bir kuruma seklinde

hastaligin simptom verdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Fasulye bitkisinde S. rolfsii etmeninin gévde tlizerindeki belirtileri (A: Etmeninin

sklerotlari. B: Etmenin govde lizerindeki misel ve sklerotlar1)
Bolgede hastaligin yaygin oldugu ve oOnemli sorun teskil ettigi goriilmiistiir.

Fasulyenin sik ekilmesi ve damlama sulamadan dolay1 topragin siirekli nemli veya 1slak

olmasindan kaynaklanan, kok ve sap bolgesindeki nemli mikroklima, 6zellikle hastaligin
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daha yaygin goriilmesine neden olmaktadir. Ayrica etmenin tarla iginde 6bekler halinde

bitki 6liimlerine sebep oldugu da tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. S. rolfsii etmeninin fasulye tarlasindaki goriintiisii (tarlanin farkli alanlarinda

enfeksiyon sonucu bitkilerin 6bek 6bek kurumasi)

4.1.2. izolatlar Arasinda Miselyal Uyum Gruplarimin Saptanmasi

Siirveyler sonucunda Canakkale ili Ayvacik ve Ezine ilgelerinden toplanan enfekteli
fasulye bitkilerinden elde edilen toplamda 27 izolat arasinda miselyal uyumun
gozlenebilmesi i¢in, her izolatin basta kendisi ile olmak {izere diger tiim izolatlarla ikili
kombinasyonlar seklinde eslestirmesi yapilmis, izolatlarin ikili kombinasyonlar1 seklinde
yapilan eslestirmeleri sonucunda izolatlar birbiri igerisinde homojen olarak gelismis ve
birlesme noktasinda ve g¢evresinde sklerot olugsmussa bu iki izolatin birbiriyle uyumlu
oldugu not edilmistir (Sekil 4.3.A). Eger izolat ¢iftleri arasinda hiflerin karsilagtigi bolgede
bir bariyerin yanisira kirmizi bir bant olugsmus ise bu iki izolatin uyumsuz oldugu
varsayilmistir (Sekil 4.3.B).

Toplam 27 izolatin birbiriyle yapilan eslestirmeleri sonucunda 3 MUG elde
edilmistir (Cizelge 4.2). Bunlara ek olarak calismada kullanilan tiim izolatlarin kendi

kendileri ile eslestirilmesi sonucunda tiimiiniin kendilerine uyumlu oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. S. rolfsii’ye ait farkli izolatlarin meydana getirdigi hif interaksiyonu A: Uyumlu

izolatlar B: Uyumsuz izolatlar

MUGTI sirasiyla Srla, Srla-1, Srlb-1, Srlc-2, Srld, Sr2a, Sr2d, Sr2e, Sr10b, Srl1lb-
2, Sr12, Sr13a, Sr13b, Srl17, Sr24 izolatlarim1 i¢ermektedir. MUG2’de ise Sr1b-2, Srlc-1,
Srlla, Srllb-1, Srlic, Srlld, Srlld-1, Srlle, Srl6a, Sr16b, Sr18 izolatlar1 yer almaktadir
(Cizelge 4.1).

Gozlemlenen sonuglar dogrultusunda MUG3’te yer alan Sr10a izolati hicbir izolat ile
uyumlu bulunmamus, yalnizca kendisiyle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Ayni bitkinin farkli dokularindan elde edilen bazi izolatlarin ise farkli MUG
icerisinde bulunduklar1 da tespit edilmistir. Ornegin Sr1b-1 izolatt MUGI1 de yer alirken
Srlb-2 izolati ise MUG2’de yer almaktadir. Ayni sekilde Srlc-1, MUG2’de yer alirken
Srlc-2 izolati ise MUG1’de yer almaktadir. Bununla birlikte Sr11b-2 izolatt MUGL1 de yer
alirken, Srllb-1 MUG2’de yer almaktadir. Bu da aymi bitkiden izole edilen 6rneklerin
farkli uyum grubu igerisinde yer aldiklarimi gostermektedir.

MUGI izolatlarin biiyiik bir kismimi igermektedir; bu da izolat popiilasyonunun
yaklagik olarak %55’ini olugturmaktadir. MUG2 ise izolatlarin %40,74 {inii icermektedir.
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Cizelge 4.1. Denemede ele alinan 6zellikler ile ilgili ortalamalar ve ¢oklu karsilagtirma

testi sonuglart

Izolat No MUG KC (mm) SS SC (mm)
Srla MUG1 52 b-f 28,3d 1,6 a-c
Srla-1 MUGL1 58,7a-d 32,3d 1,8a-c
Srlb-1 MUGL1 63,3ab  44d 1,6 a-c

Sric-2 MUG1 55 a-e 39,3d 0,8d
Srid MUG1 56,7 a-e  42,3d 0,8d
Sr2a MUG1 53,7a-e 68,7d 0,8d
Sr2d MUG1 64,7 a 67 d 0,8d
Sr2e MUG1 59 a-c 29,7d 0,8d
Sr10b MUG1 63,3ab  63,3d 1,5bc
Srllb-2 MUG1 61 ab 41,7d 1,7 a-c
Sri12 MUG1 58,7a-d 26,7d 1,8 a-c
Srl3a MUGL1 52 b-f 49,7d 1,6 a-c
Srl3b MUGL1 61 ab 35,3d 19a
Sr17 MUG1 54,7a-e 54,7d 1,8 ab
Sr24 MUG1 59,3a-c  55d 15a-c
Srlb-2 MUG2 46,7e1  345a-c 08d
Sric-1 MUG2 47 e-1 479,7a 0,8d
Srlla MUG2 36,31  436,3ab 0,8d
Srilb-1 MUG2  473d-1 338ac 08d
Srllc MUG2 37,7h-j 3273a-c 08d
Srlld MUG2  42f 1473cd 0,8d
Srild-1 MUG2  49c-h 412,7ab 0,8d
Srlle MUG2 39,3g-j 3833ab 0,8d
Srl6a MUG2  493c-g 1543cd 0,8d
Sri6b MUG2  46,7e-1  296,3a-c 0,9d
Srl8 MUG2 31,6] 312,3a-c 08d
Srl0a MUG3 54,7a-e 277Dbc 0,9d
Ortalama 3 51,9 169,91 1,28

*Istatistiksel analizler sonucunda her siitun kendi icerisinde LSD (P<0,05) testine gore
degerlendirilmistir.

MUG: Miselyal Uyum Gruplari, KC: Koloni ¢ap1, SS: Sklerot sayisi, SC; Sklerot cap
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4.1.3. Koloni Capi, Sklerot Sayisi ve Sklerot Capinin Saptanmasi

4.1.3.1. Koloni Cap1

Ekimden 2 giin sonra 6lgiilen koloni ¢api ile ilgili varyans analizi sonucunda izolatlar
arasinda tespit edilen farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).
izolatlarin misel ¢aplart 31,6 mm ortalama degeri ile Sr18 izolat1 en diisiik degere sahip
olurken; 64,7 mm koloni gap1 ile Sr2d izolatinin ise en yiiksek koloni ¢apina sahip oldugu
bulunmustur. izolatlarin ortalama koloni ¢ap1 degeri ise 51,9 mm olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.1).

Uyum gruplari arasinda koloni ¢aplari bakimindan herhangi bir farklilik tespit
edilmemis olup, genellikle izolatlarin koloni ¢aplar1 degerlerinin birbirine yakin oldugu
gorlilmiistir. Ayn1 MUG igeriSinde bulunan izolatlarda ise koloni ¢ap1 degerinin birbirine
daha yakin oldugu goriilmiistiir. Buna gore MUGL1 izolatlarinin koloni ¢aplari degeri 52-
64,7 mm arasinda degisirken, MUG2’de yer alan izolatlarin koloni ¢aplart degerleri ise
31,6-49,3 mm arasinda bulunmustur. Son olarak MUG3'te bulunan Sr10a izolatinin koloni

cap1 degerinin de 54,7 mm oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).

4.1.3.2. Sklerot Sayisi

Varyans analizi sonucunda sklerot sayisi ortalamalari arasinda elde edilen farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2). izolatlar arasinda sklerot
sayis1 ortalamalar1 bakimindan 479,7 adet sklerot sayisina sahip Srlc-1 izolati en yiiksek
degere sahip olurken, en diisiik ortalama sklerot sayisi ise Srl2 izolatinda hesaplanmistir.
Ayrica istatistiksel analiz sonucunda yapilan gruplandirmada Srl12 izolat1 diger 15 izolat ile
ayni gruplandirma igerisinde yer almaktadir. Denemede kullanilan izolatlarin sklerot
sayilarinin ortalama degeri ise 169,9 dir (Cizelge 4.1).

Yapilan bu ¢aligmada uyum gruplar1 arasinda sklerot sayis1 bakimindan farkliliklar
oldugu tespit edilmistir. Aynt MUG igerisinde yer alan izolatlarin sklerot sayilarinin
birbirine daha yakin oldugu tespit edilmistir. Ornegin MUGI izolatlarmin bulundugu uyum
grubunda sklerot sayisi 26,7-68,7 arasinda degismektedir. Bu da izolatlarin sklerot
sayilarinin birbirine yakin oldugunu ve MUGI igerisindeki tiim izolatlarin istatistiksel
analiz sonucunda ayni gruplandirma igerisinde yer aldigin1 géstermektedir. MUG2’de ise
sklerot sayilarinin 147,3-479,7 arasinda oldugu ve MUG1 e oranla sklerot sayilarinin daha
fazla oldugu elde edilmistir (Cizelge 4.1). Ayrica yiiksek oranda sklerot iceren MUG?2
igerisindeki izolatlarin istatistiksel analiz sonucunda farkli gruplar igerisinde oldugu da

goriilmektedir (Cizelge 4.1). Tek izolat iceren MUG3 igerisindeki Sr10a izolat1 ise 277
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ortalama sklerot sayisi igermektedir. Elde edilen bu bulgulara gore MUG2 ve MUGS3 izolat
sayilart bakimindan birbirine yakin oldugu bulunurken, MUG1’de bulunan izolatlarin ise

diger uyum gruplarina gore daha az sayida sklerot olusturdugu belirlenmistir.

4.1.3.3. Sklerot Cap1

Sklerot cap1 verileri ile yapilan varyans analizi sonucunda izolatlarin sklerot ¢aplari
arasinda var olan farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu gozlenmektedir (Cizelge 4.2).
Sklerot ¢ap1 degeri en diisiik izolatlar 0,8 mm ortalama ile Srlb-2, Srlc-1, Srlla, Sr1lb-1,
Srllc, Srlid, Srlld-1, Srlle, Srl6a, Srl8 olup ve tamami aynmi MUG igerisinde yer
almaktadirlar. En yiiksek sklerot ¢apina sahip olan izolat ise 1,9 mm ortalama ile MUG1
icerisinde bulunan Sr13b izolatidir. Izolatlarin ortalama sklerot ¢aplari ise 1,29 mm olarak
hesaplanmustir (Cizelge 4.1).

Uyum gruplar1 arasinda oOlgiilen sklerot capi degerleri bakimindan herhangi bir
farklilik gériilmemistir. MUGT igerisinde bulunan izolatlarin sklerot ¢ap1 degerleri 0,8-1,9
mm arasinda degisirken, MUG2 izolatlarinin ise dlgiilen sklerot ¢ap1 degerleri genellikle
0,8 mm olarak hesaplanmistir. MUG3’te yer alan Srl0a izolati ise 0,9 mm sklerot capina
sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Elde edilen bu sonuglara gére MUG’lar arasinda
sklerot cap1 degerlerinin birbirlerine yakin oldugunu, fakat aynt MUG igerisinde farkli

capta sklerot olusturan izolatlarin da oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.2. Denemede ele alinan 6zellikler ile ilgili kareler ortalamalar1 ve 6nem diizeyleri

Varyans Kaynagi  Koloni Capi(mm) Sklerot Sayisi Sklerot Capi (mm)

Tekerriir 58,68** 7067,5 0,02
izolat 238,03*** 73803,4*** 0,59***
Hata 12,74 4021,6 0,014

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

4.1.4. Korelasyon Analizi

Toplamda 27 izolat ile ele alinan parametreler koloni ¢api, sklerot sayist ve sklerot
capt Olciimleri yapilarak elde edilen veriler arasinda korelasyon olup olmadig
arastirilmastir.

Yapilan analiz sonucunda ekimden yaklasik olarak 2 giin sonra 6lgiilen koloni ¢ap1

degerleri ve sklerot sayis1 degerleri arasinda negatif yonde korelasyon oldugu, koloni ¢ap1
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ve sklerot ¢api arasinda ise pozitif yonde korelasyon oldugu, son olarak sklerot ¢api ve
sklerot sayis1 arasinda ise negatif yonde korelasyon oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3).
Korelasyon analizi sonucunda sklerot sayisi arttikca sklerot ¢apinda azalma oldugu tespit
edilmistir. Ornegin Srlb-2 ortalama 345 adet sklerot sayisina sahip olurken ayni1 zamanda
0,8 mm sklerot capina sahiptir. Bir bagka izolatta ise 479,7 ortalama sklerot sayisina sahip
Srlc-1 izolat1 0,8 mm sklerot ¢apina sahiptir. Ayni sekilde Srl0a 277 ortalama sklerot
sayisina sahip iken ayn1 zamanda 0,9 mm sklerot ¢apina sahiptir. Izolatlar arasinda Sri13b
izolat1 1,9 mm ile en yiiksek sklerot ¢apina sahip olurken ortalama sklerot sayis1 ise 35,3
adettir. Srld 42,3 sklerot sayisina sahip olurken ayni zamanda 1,8 mm sklerot ¢apina
sahiptir. Srlc-2 izolatinda ise 39,3 ortalama sklerot sayisina sahipken ayni zamanda 1,7
mm sklerot ¢apma sahiptir. Olgiimler sonucu elde edilen korelasyon analizinde de
goriildiigi gibi sklerot sayis1 ve sklerot ¢ap1 arasinda negatif yonde bir korelasyon oldugu

tespit edilmistir. Sklerot sayis1 arttik¢a sklerot capinin da azaldig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Denemede ele alinan 6zellikler ile ilgili korelasyon katsayisi ve 6nem

diizeyleri
Koloni Cap1 Sklerot Sayisi
Sklerot Sayisi -0.68512***
Sklerot Cap1 0.72399*** -0.84891***

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

4.1.5. izolatlarin Viriilensliklerinin Saptanmasi

Patojenite testinde kullanilan fasulye tohumlari, saksilara ekimi yapilarak patojenin
olusturdugu belirtiler inokulasyondan sonra 1 hafta boyunca gozlemlenmistir.
Gozlemlenen sonuglar dogrultusunda S. rolfsii fasulyelerin fide doneminde bitkilerin
erkenden yatmasina neden olmustur (Sekil 4.4). Bu yatmalar sonucu yapraklarda
kivrilmalar, solmalar meydana gelmis ve bunlarin sonucunda siireg fidelerin 6liimiiyle son
bulmustur (Sekil 4.4, Sekil 4.5). Ayrica devrilen fidelerin kok bogazinda kahverengilesme
ve daha sonra kahverengi doku iizerinde beyaz misel yapisinin olusumu gézlemlenmistir
(Sekil 4.6). Kahverengilesen doku kisimlart zamanla yumusayarak bitkilerin erkenden
devrilmesine yol agmistir. Bitki dokusu iizerinde ve toprakta etmenin miselleri, ileriki

donemde ise fungusun sert kahverengi sklerotlar: bol miktarda goriilmiistiir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.4. S. rolfsii izolatlarinin bitkiye inokulasyonu A: inokulasyondan hemen sonra
fasulye bitkileri B:Inokulasyondan bir hafta sonra bitkilerde meydana gelen solmalar ve

bitki 6limleri

- "".i .

Sekil 4.5. Inokulasyon isleminden bir hafta sonra izolatlarin fasulye bitkisinde olusturdugu

simptomlar ve izolatlarin karsilastirilmasi
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Sekil 4.6. Inokulasyondan bir hafta sonra fasulye fidelerinde meydana gelen kok bogazi

enfeksiyonlar1 ve toprakta olusan misel ve sklerotlar

Patojenite testi i¢in her bir uyum grubu igerisinden 3 izolat seg¢ilmistir. Sirasiyla
MUGI1’den Sr2d, Srl13a, Sr17; MUG?2 igerisinden Srllb-1, Srl6b, Srl18; MUG3 ise
yalnizca tek izolat i¢erdiginden dolayr Sr10a izolatt denemede kullanilmistir. Denemede
fidelerin iki yaprakli doneminde inokulasyon islemi gerceklestirilmis olup her saksida 6
bitki olacak sekilde toplamda her bir izolat i¢in 18 bitki degerlendirmeye alinmistir.
Gozlemlenen sonuglara gore bitkilerde inokulasyon isleminden {i¢ giin sonra ilk belirtiler
gorlilmeye baslamistir. Bu belirtiler sonucunda fidelerin topraga yakin kisimlarindan
kahverengilesmeye baslayarak devrildigi gézlemlenmistir. Uglincii giin sonunda MUG1
igerisinden Sr2d izolatindan toplamda 18 bitki igerisinden 4 bitkide enfeksiyon sonucu
fidelerde devrilme meydana gelmistir. Sr13a izolatinin bulundugu saksilarda ise 5 bitki ve
Srl7 de ise toplamda 2 bitkide devrilmeler meydana gelmistir. MUG2 de ise Srl8
izolatindan higbir bitki devrilmemis olup Srl6b den 2 bitki, Sr11b-1 izolatinin bulundugu
saksilarda ise 3 bitkide devrilmeler gozlemlenmistir. MUG3'te ise yalnizca Srl0a izolati
ele alinmis olup toplamda 5 bitkide enfeksiyon meydana gelmistir (Cizelge 4.4).

Inokulasyondan bir hafta sonra deneme sonlandirilmis olup ele alman hastalikli
bitkiler not edilmistir. Bir hafta sonunda MUGI] izolatlar1 arasinda Sr2d, Srl3a, Srl7

izolatlarinin bulundugu saksilardaki tiim bitkilerde enfeksiyon sonucu 6liimler meydana
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gelmigtir. Bunun sonucunda ise bir hafta sonunda saksilarda saglikli bitki tespit
edilmemistir. MUG2’de ise Sr16b izolatinin bulundugu 18 bitki arasindan yalnizca 1 tane
saglikli bitki mevcut olup diger tiim bitkilerde ise enfeksiyon sonucu 6limler meydana
gelmistir. Sr1lb-1°‘nin bulundugu saksilarda ise 18 bitki arasindan 1 tane saglam bitki
mevcuttur. Sr18 izolatinda ise toplamda 6 saglam bitki mevcuttur. MUG3’te yer alan Sr10a
izolatinin inokulasyonu sonucunda bitkilerde bir hafta sonunda saglikli bitki mevcut
olmayip, tim bitkilerin enfeksiyon sonucu kok bogazindan devrilerek bitki oliimleri
meydana gelmistir.  Kontrol grubuna ise herhangi bir patojen inokulasyonu
gerceklestirilmemis olup higbir hastalik belirtisi gézlenmemistir (Cizelge 4.4).

Patojenite testi sonucunda 3 MUG arasinda belirgin bir fark goriilmemis olup ele
alinan tiim izolatlarin fasulye bitkisinde yiiksek oranda viriilens oldugu ve bir hafta

icerinde bitkilerin tamamen 61diigi tespit edilmistir (Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Cizelge 4.4. Patojenite testi sonucu izolatlarin karsilastiriimasi

izolat Bitki MUG 3. Giin Hastahkh 7. Giin Hastalikh 7. Giin Saghkh
No Sayis1 Bitki Sayisi Bitki Sayisi Bitki Sayisi
Sr2d 18 MUG1 4 18 -

Srl3a 18 MUG1 5 18 -

Sri7 18 MUG1 2 18 -
Srllb-1 18 MUG2 3 17 1

Sri6b 18 MUG2 2 17 1

Sri8 18 MUG2 - 12 6

Srl0a 18 MUG3 5 18 -
Kontrol 18 - - - 18
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Sekil 4.7. Fasulye fidelerinde bir hafta sonunda meydana gelen kdk bogazi enfeksiyonu ve

izolatlarin karsilastirilmasi

Sekil 4.8. Bir hafta sonunda denemede ele alinan tiim izolatlarin fasulye fidelerinde

meydana getirmis olduklar1 lezyonlar

4.2. Tartisma
Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda elde edilen bulgulara goére; S. rolfsii’nin Canakkale
flinden toplanan 27 izolat arasindan yapilan eslestirmeler sonucunda 3 miselyal uyum

grubu tespit edilmistir. Bu bulgulara paralel olarak yapilan ¢alismalarda Punja ve Grogan
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(1983) ilk kez S. rolfsii populasyonunda MUG tespiti yapmis olup, S. rolfsii’deki miselyal
uyum guruplarinin hifsel interaksiyonundan kaynaklandigimi gostermek icin incelenen 72
izolat arasindan 25 miselyal uyum grubu tespit etmislerdir. Aynmi sekilde Harlton ve ark.
(1995) diinya ¢apinda elenmis S. rolfsii izolat koleksiyonu arasindan 119 izolat arasindan
49 MUG elde etmislerdir. Benzer bir ¢alismada ise Nalim ve ark. (1995) Teksas’da
yerfistiginda incelemis olduklar1 366 izolat arasindan 25 MUG tespit etmislerdir. Diger
taraftan Brazilya’nin farkli bolgelerinden ve konukgulardan toplanmis olan 23 S. rolfsii
izolatlar1 arasindan 13 miselyal uyum grubu tespit edilmistir (Almeida ve ark.,2001).
Giiney Afrika ve Benin bolgelerinde yapilan bir diger arastirmada ise boriilce bitkisinden
elde edilen 66 S .rolfsii ve S. delfhini izolatlar1 arasindan 4 MUG elde edilmistir
(Adandonon ve ark., 2005). Remesal ve ark. (2012) Akdeniz iklimine sahip bolgelerden,
seker pancari bitkisinden elde ettikleri 459 S. rolfsii izolatlar1 arasinda 12 MUG tespit
etmiglerdir. Bu bulgulara paralel olarak S. rolfsii’nin heterokaryon olusturabilme 6zelligine
de bakilarak kendi igerisinde bile hem morfolojik hem de genetik agidan farkliliklar
oldugunu gostermektedir.

Yapilan arastirmalarda da goriildiigi tizere fungal etmenin kendi icerisinde bile ¢ok
biiyiik bir varyasyonun mevcut oldugu tespit edilmistir. Etmenin tarla igerisinde, tarlalar
arasinda ve bolgeler arasinda bile biiyiik bir varyasyon oldugu goriillmektedir.

S. rolfsii sklerot biiyiikliikleri ile ilgili farkli kayitlar bulunmaktadir. Punja ve Rahe
(1992) yapmus olduklart ¢aligmada sklerotlarin enfeksiyondan yaklagik 7 giin sonra
miseller iizerinde bazi1 bolgelerin sertlesmeye baslamasiyla, bu hifsel yiginin daha sonra
0,3 ile 2,0-3,0 mm Oolgiilerinde yuvarlak sklerotlar halini aldigin1 agiklamislardir.
Sklerotlarin 6nce beyaz, daha sonra olgunlagsmasina gore sari, kahverengi veya esmer
oldugunu rapor etmislerdir. Bir baska ¢alismada ise 20°C sicaklikta S. rolfsii izolatlarinin
0,2-1 mm ortalama sklerot ¢apina sahip oldugu Punja ve Damiani (1996) tarafindan
kaydedilmistir. Kown ve Park (2002) yapmis olduklar1 ¢alismada S. rolfsii izolatlarinin
morfolojik 6zelliklerini belirlemek icin elde ettikleri izolatlarin PDA iizerindeki gelisimini
saglamistir. 30°C PDA {izerinde gelistirmis olduklari izolatlarin sklerot ¢cap1 degerlerinin 1-
3,2 mm arasinda degismekte oldugunu tespit etmislerdir. Kokub ve ark. (2007) elde
ettikleri 8 fungal izolatin PDA ortaminda 28°C sicaklikta gelistirerek izolatlarin morfolojik
Ozelliklerini arastirmiglardir. Elde ettikleri bulgulara gore sklerot ¢apinin 0,5-2 mm
arasinda degistigini kaydetmislerdir. Yapmis oldugumuz ¢alismada ise 27 izolatin 25°C

sicaklikta morfolojik 6zelliklerini tespit etmek icin PDA ortamina ekimleri yapilmigtir.
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Gelistirmis oldugumuz S. rolfsii izolatlarinin sklerot ¢ap1 degerlerinin ortalama 0,8-1,9
arasinda degismekte oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Morfolojik 6zellikleri bakimindan ele aldigimiz diger bir 6zellik ise izolatlarin
sklerot sayilaridir. Aragtirma bulgularina gore 27 izolat arasindan en yiiksek sklerot sayisi
479,7 olarak, en diisiik sklerot sayis1 ise 26,7 olarak not edilmistir (Cizelge 4.2). Punja ve
Damiani (1996) 35°C sicaklikta gelistirmis olduklari S. rolfsii izolatlarinin sklerot
sayilarinin 1043-340 arasinda oldugunu kaydetmislerdir. Kown ve Park (2002) yapmis
olduklar1 ¢alismada ise 30°C sicaklikta izolatlar arasinda en yiiksek sklerot sayisi degerini
262,2 olarak tespit etmislerdir. Bagka bir ¢alismada ise Kokub ve ark. (2007) S. rolfsii’nin
farkl1 izolatlar tarafindan gelistirilen sklerotia sayilarinin 91 ile 1210 arasinda degistigini
kaydetmislerdir. Sklerot ¢aplari ve sklerot sayilar1 bakimindan ele alinan 6zellikler ile ilgili
elde edilen bulgular yapilan 6nceki ¢alismalarla paralel oldugu tespit edilmektedir.

Yapilan analiz sonucunda ekimden yaklasik olarak 2 giin sonra Ol¢iilen koloni ¢ap1
degerleri ve sklerot sayis1 degerleri arasinda negatif yonde korelasyon oldugu, koloni ¢ap1
ve sklerot capt arasinda ise pozitif yonde korelasyon oldugu, son olarak sklerot ¢ap1 ve
sklerot sayis1 arasinda ise negatif yonde korelasyon oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3).
Korelasyon analizi sonucunda sklerot sayist arttikca sklerot ¢capinda azalma oldugu tespit
edilmistir. Mermer (2008) yapmis oldugu calismada 116 S. sclerotiorum izolatinin
morfolojik 6zelliklerini arastirmistir. Sklerot agirliklart ve sklerot sayilar arasinda yapilan
istatistiksel analiz sonucunda bu parametreler arasinda herhangi bir iligki tespit edilmemis
olup aymi sayida veya farkli sayida sklerot {iireten izolatlarin sklerot agirliklarinda
farkliliklar tespit etmistir. Yapilan bu calisma ele aldigimiz parametrelerle herhangi bir
benzerlik gdstermemistir.

Patojenite sonucunda her uyum grubunu temsilen 3 izolat patojenite i¢in test edilmis
olup toplamda 7 izolat ile yapilan ¢alismada izolatlarin fasulye bitkisinde yiiksek oranda
viriilens oldugu tespit edilmistir. Yaqub ve Shahzad (2005) Pakistan’da seker pancarindan
elde etmis olduklar1 S. rolfsii izolatlar1 ile patojenite testi yapmis olup elde ettikleri
sonuglara gore etmenin siyah fasulye, seker pancari, aycigegi bitkilerinde yiiksek oranda
viriilens; lahana, mercimek, domates, tatli kabakta ise hafif duyarli; karnabahar bitkisinin
ise etmene karsi dayanikli oldugu tespit etmislerdir. Remesal ve ark. (2012) Akdeniz
iklimine sahip bolgelerden, seker pancari bitkisinden elde ettikleri 459 S. rolfsii izolatlar
arasinda 12 MUG tespit etmislerdir. Elde ettikleri 12 MUG ile toplamda 11 kiiltiir bitkisi

ile yapmis olduklar1 ¢alismada S. rolfsii izolatlarinin nohut ve aygiceginde yiiksek oranda
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viriilens, pamuk, biber, domates ve karpuzda ise orta derecede viriilens, seker pancari ve
brokolide ise hafif duyarli, bugday ve misirda ise dayanikli oldugunu tespit etmislerdir.
Yapilan bu ¢alismalar sonucunda S. rolfsii etmeninin birgok bitkide patojen oldugu

tespit edilmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu calisma, Canakkale ili Ayvacik ve Ezine ilgelerinden toplanan enfekteli fasulye
bitkilerinden izole edilen S. rolfsii izolatlarin1 miselyal uyum gruplarina ayirmak, elde
edilen uyum gruplar1 arasinda patojeniteleri yoniinden farkliliklar olup olmadigini
saptamak ve elde edilen izolatlarin morfolojik dzelliklerini belirlemek amaciyla 2015-2016
yillar1 arasinda yapilmistir.

Fungal tiirler i¢inde popiilasyonlar gesitlilik gostermektedirler. Tiir i¢cinde mevcut
genetik cesitlilik her ne kadar eseyli iireme ile baglantili olsa da, eseyli lireme formu
bilinmeyen tiirlerde de popiilasyonda varyasyon olabilecegi bilinmektedir. Tir iginde
farkliligi saglayan fenomen heterokaryon olusumudur (Leslie, 1993).

Miselyal uyum gruplart S. rolfsii popiilasyonlarinda farkliligi saptamada siklikla
kullanilan bir yontemdir (Punja ve Grogan, 1983; Harlton ve ark., 1995; Nalim ve ark.,
1995; Cilliers ve ark., 2000; Okabe ve Matsumoto, 2000; Almeida ve ark., 2001; Punja ve
Sun, 2001; Sarma ve ark., 2002; Adandonon ve ark., 2005). Daha 6nce belirtildigi gibi
miselyal uyum ¢alismasi, izolatlar arasindaki genetik farkliligi makroskobik olarak tespit
etmekte kullanilan bir yontemdir. izolat ciftleri arasinda hif interaksiyonu gézlemlenmis ve
hiflerin c¢arpistigi bolgede kirmizi agik bir hat olugsmus ise bu iki izolatin uyumsuz
oldugunu, temas bolgesinde kirmizi bir hat gézlemlenmediginde ise bu iki izolatin birbiri
ile uyumlu oldugu not edilmistir (Punja ve Grogan, 1983). Aynt MUG’da yer alan
izolatlarin benzer genetik gecmise sahip oldugu yapilan diger molekiiler analizler
sonucunda desteklenmistir (Kohn ve ark, 1991). Calismada ele alinan toplamda 27 izolat
arasindan uyum ya da uyumsuzlugun belirlenmesi agisindan eslestirmeler yapilmistir. Elde
edilen veriler 1s18inda 3 adet MUG tespit edilmis olup izolat ¢iftlerinin kendileriyle
eslestirilmesi sonucunda ise her izolatin kendisi ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.
Calismada ele alinan 27 izolatin toplamda 15 adeti MUGI igerisinde yer almakta ve
mevcut izolatlarin biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Bu izolatlarin genetik olarak benzer
oldugu diisiiniilmektedir. MUG2 de 11 izolat mevcutken, MUG3’te ise tek izolat mevcut
olup yalnizca kendisi ile uyumlu oldugu gozlenmektedir. Yapilan bu ¢alismada etmenin
tarla igerisinde, tarlalar arasinda ve hatta ayni bitki dokusu iizerinden elde edilen izolatlar
arasinda bile ¢ok biiyiik bir varyasyonun mevcut olabilecegi goriilmektedir. Popiilasyonlar

arasinda tespit edilen bu varyasyonun muhtemelen uzak mesafelerden farkli yollarla

33



tasinabilecegi veya eseyli lireme sonucunda olabilecegini gostermektedir (Glass ve Kuldau,
1992).

Izolatlarin yapay besi ortaminda gelistirilmesi sonucunda izolatlarin morfolojik
Ozellikleri test edilmistir. PDA {izerine ekimleri yapilan izolatlarin 2. giin sonunda cetvel
yardimi ile koloni ¢aplari olgiilmiis ve Olglimler sonucunda izolatlarin koloni caplari
ortalamast 51,9 mm olarak hesaplanmistir. En kii¢iik koloni ¢ap1 degeri 31,6 mm, en biiyiik
koloni ¢ap1 degerinin ise 64,7 mm ¢apinda oldugu tespit edilmistir. Bu da etmenin 2 giin
igerisinde bile hizli bir sekilde yayildigin1 géstermektedir. Ayrica Uyum gruplari arasinda
koloni c¢aplar1 bakimindan herhangi bir farklilik tespit edilmemis olup, genellikle
izolatlarin koloni ¢aplar1 degerlerinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Ayn1t MUG
icerisinde bulunan izolatlarda ise koloni ¢ap1 degerlerinin farkli MUG’larda yer alan
izolatlara oranla daha yakin oldugu goériilmektedir.

Denemede ele alinan diger morfolojik 6zellikler ise sklerot ¢ap1 ve sklerot sayisidir.
Genellikle sklerotlar enfeksiyondan yaklasik 7 giin sonra misel yiginlarinin birlesmesi ile
meydana gelmekte ve 0,3 ile 2,0-3,0 mm dlgiilerinde yuvarlak sklerotlar halini
almaktadirlar (Punja ve Rahe, 1992). Yaptigimiz ¢alismada ise her izolatin farkli sklerot
sayl ve capma sahip oldugu tespit edilmistir. Izolatlar arasinda &lgiilen sklerot ¢api
degerinin 1,29 mm oldugu tespit edilmistir. Uyum gruplar1 arasinda ise sklerot g¢api
degerleri bakimindan herhangi bir farklilik goriilmemistir. MUGI1 igerisinde bulunan
izolatlarin sklerot cap1 degerleri 0,8-1,9 mm arasinda degisirken, MUG2 izolatlarinin ise
Olgiilen sklerot ¢ap1 degerleri genellikle 0,8 mm olarak hesaplanmigtir. MUG3’te yer alan
Sr10a izolat1 ise 0,9 mm sklerot ¢apina sahip oldugu elde edilmistir. Bunun sonucunda ise
MUG’lar arasinda sklerot ¢ap1 degerlerinin birbirlerine yakin oldugunu, fakat aynt MUG
icerisinde farkli sklerot ¢aplarinin da oldugunu gostermektedir.

Ele alinan diger parametre ise sklerot sayisidir. Sklerot sayisi ortalamalar1 26,7-479,7
arasinda degismektedir. Elde edilen uyum gruplar1 arasinda sklerot sayisi bakimindan
farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Ayn1 MUG igerisinde yer alan izolatlarin sklerot
sayilarinin birbirine daha yakin oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgulara gore
MUG?2 ve MUG3 izolat sayilar1 bakimindan birbirine yakindir, fakat MUG1 de ise diger
uyum gruplarina gore daha az sayida sklerot sayisini igeren izolatlar mevcuttur.

Ekimden yaklasik olarak 2 giin sonra olgiilen koloni ¢aplar1 degerleri ve sklerot
sayist degerleri arasinda negatif yonde korelasyon oldugu, koloni cap1 ve sklerot capi

arasinda ise pozitif yonde korelasyon oldugu, son olarak sklerot ¢ap1 ve sklerot sayisi
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arasinda ise negatif yonde korelasyon oldugu tespit edilmistir. Bu da sklerot sayisi arttik¢a
sklerot ¢apinda azalma oldugunu gostermektedir.

Her MUG igerisinden rastgele secilmis 3 izolat patojenite testi i¢in degerlendirmeye
alinmistir. Yapilan ¢alismada toplamda 7 izolat ele alinmis ve her bir izolat i¢in 3 tekerriir
olacak sekilde izolatlar fidelerin kok bogazi kismina inokule edilmistir. Higbir izolatin
verilmedigi 3 adet kontrol grubu ile toplamda 24 saksi ele alinmistir. Yapilan bu ¢alismada
fasulye fidelerinde inokulasyondan yaklasik 3 giin sonra fidelerin kok bogazinda
kahverengi lezyonlar ile enfeksiyonlarin basladigi goriilmiis ve yaklasik 6-7 giin sonunda
fidelerin yapraklarinda solmalar ve fidelerin kok bogazi kismindan devrilmesi ile bitkinin
tamamen Oldiigli gozlemlenmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda ise her bir uyum grubu
icerisindeki izolatlar arasinda viriilenslik yoniinden higbir farklilik gozlemlenmemis ve
farkli uyum grubunda bulunan izolatlar arasinda da herhangi bir farklilik tespit
edilmemistir. Izolatlarm genel olarak fasulye bitkisinde yiiksek oranda viriilens oldugu
saptanmistir.

Genetik cesitlilik, kimyasallara karst mevcut dayaniklilik sorunlarini meydana
getirmekte ve bu durum etmenle savasimi bir hayli zorlastirmaktadir. S. rolfsii 20. yy’in
ortalarinda bazi fiimigantlar ve topraga uygulanan fungisitler ile kontrol edilmeye
calisilmigtir. Bu kimyasallar bir¢ok durum i¢in genellikle ¢ok pahali ve ¢ok zehirli olmasi
ve ayrica flimigantlarin gelecekteki kullanimlar1 cevresel kaygilar nedeniyle smirl
tutulmaktaydi (Singh ve Dwivedi, 1991). Giiniimiizde ise bu hastalik etmeninin kontrolii
yoniinde bircok arastirma projesi, biyolojik ajanlar, kiiltiirel degisiklikler, hastalik
fizyoloji, beslenme calismalar1 ve diren¢ gibi daha birgok calisma mevcut olmaktadir.
Yapilan tiim arastirma ve ¢abalara ragmen, S. rolfsii diger birgok toprak kokenli fungal
etmen gibi, kontrol edilmesi zor bir patojen olmaya devam etmektedir. Etmenin genis
konukgu araligi, hizli misel gelisimi ve sklerotlarin uzun siire toprakta kaliciligini
stirdiirebilme yetenegi sayesinde fungus biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(Singh ve Dwivedi, 1991). Mevcut kayiplarin artist etmenin popiilasyon genetiginin
arastirtlmas1 yoniinden Onemlidir. Fungus popiilasyonlarindaki genetik arastirmalar
fungusa kars1 gerceklestirilecek olan alternatif ve daha etkin miicadele yontemleri igin
alternatif olacaktir.

Yapilan bu calisma Diinya ve oOzellikle de Tirkiye agisindan yapilacak diger
caligmalara faydali olabilecegi diistiniilmektedir. Bu konuda daha ayrintili ¢alismalar
yapilmali, MUG analizleri ¢esitli molekiiler yontemler ile desteklenmelidir. Patojenik

acidan ise elde edilen uyum gruplari igerisinde bulunan izolatlar daha fazla bitki ¢esidinde
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denenmeli ve etmenin konukgu segiciligi ile ele alinan bitki ¢gesidinde hastalik siddetinin
tespit edilmesi yoniinden faydali olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez calismasi Canakkale Ili Ayvacik ve Ezine ilgelerinden elde edilen S. rolfsii
izolatlarinin patojenite degerlerinin ve morfolojik 6zelliklerinin belirlendigi ilk aragtirma

niteligini tagimaktadir.
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