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AKDENIZ VE EGE BOLGESI’NDE BIiBER YETISTIRICiLiGi YAPILAN
ALANLARDA FUSARIUM SOLGUNLUK HASTALIGININ YAYGINLIGI VE
ETMENIN MOLEKULER KAREKTERIZASYONU
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OZET

Ulkemizde Akdeniz ve Ege Bolgesi'nde Solanaceae familyasinda yer alan domates,
biber ve patlicanda patojenik Fusarium oxysporum tiir kompleksi (FOSC) énemli verim
kayiplarina neden olmaktadir. Biber yetistiricilik alanlarinda son yillarda Fusarium
solgunluk etmeni Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) yayginlasmistir. Akdeniz ve
Ege Bolgesi’nde 2015 ve 2016 yillarinda biber sera ve tarlalarinda sorvey caligsmalari
yapilarak, biberde Fusarium solgunluk hastaliinin yaygmlik durumu belirlenmis ve
elde edilen Foc izolatlariin viriilenslikleri saptanmistir. Her iki sorvey yilinda da
seralarin %30, tarlalarin ise %60 oraninda solgunluk hastalig1 ile enfekte oldugu
saptanmigtir. Morfolojik olarak tanimlanan biber F. oxysporum izolatlarinin molekiiler
tanis1 da yapilmistir. Makroskobik, mikroskobik incelemeler ve patojenisite denemeleri
sonucunda toplam 64 izolat F. oxysporum f. sp. capsici (Foc) olarak saptanmustir.
Domates ve patlican fidelerine inokiile edilen Foc izolatlari, c¢apraz inokulasyon
denemelerinde solgunluk simptomu gostermemisglerdir. Hastalik siddeti yiizdesine gore,
2015-2016 yili sorveylerinden elde edilen 64 Foc izolatinda {i¢ ana viriilenslik grubu
tespit edilmis ve bunlarin 17'si disiik-viriilens, 24"l orta-viriilens ve 23" yiiksek-
virlilens olarak degerlendirilmistir. Toplam 40 adet Foc izolat seti ile birlikte konuk¢u
dis1 F. oxysporum izolatlarinin tiir igi ve tiirler arasi filogenetik iliskileri TEF1-alpha,
Actin, Beta-tubulin, Calmodulin ve Chitin synthase primerleri ile belirlenmistir. Bu gen
bolgelerine ait sekans verileri {izerinden yapilan analizler sonucunda, Foc izolatlar
arasinda smirli genetik varyasyon saptanmis ve F. oxysporum’un farkl f. spp. gruplari
birbirinden ayirt edilememistir. Dendrogramda Foc izolatlar1 ayn1 dalda yer alarak
monofiletik bir grup olusturmustur. Bu calisma, Tiirkiye’de biber iiretim alanlarinda

Foc izolatlarinin patojenik ve filogenetik analizine yonelik ilk kapsamli aragtirmadir.

Anahtar Kelimeler: Biber, Fusarium solgunlugu, Patojenisite, TEF1-alpha, Actin
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PREVALENCE OF FUSARIUM WILT DISEASE AND MOLECULAR
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ABSTRACT

Pathogenic Fusarium oxysporum species complex (FOSC) in tomato, pepper and
eggplant in the Solanaceae family in the Mediterranean and Aegean regions of Turkey
cause significant yield losses. In recent years, Fusarium wilting agent, Fusarium
oxysporum f. sp. capsici (Foc), in pepper cultivation areas has become widespread. The
prevalence of Fusarium wilt disease and the virulence of Foc isolates obtained was
determined by carrying out surveys in pepper greenhouses and fields in the
Mediterranean and Aegean Region in 2015 and 2016. In both survey years, Fusarium
wilt disease was detected with a prevalence of 60% of the fields and 30% of
greenhouses. Fusarium oxysporum isolates were determined by both morphological and
molecular diagnosis. A total of 64 isolates were identified as Foc based on macroscopic
and microscopic studies and pathogenicity tests. Tomato and eggplant seedling from the
Solanaceae family were used in cross-pathogenicity experiments with the obtained Foc
isolates and no-wilting symptoms were recorded. Three main virulence groups were
determined in 64 Foc isolates obtained from 2015-2016 surveys according to the
percentage of disease severity and 17 isolates were evaluated as low-virulence, 24 were
moderate-virulence and 23 were high-virulence. Intraspecies and interspecies
phylogenetic relationships of a total of 40 Foc isolates together with non-host F.
oxysporum isolates in pepper was established by using TEF1-alpha, Actin, Beta-tubulin,
Calmodulin and Chitin synthase primers. Different groups of F. oxysporum f. spp. could
not be distinguished from each other and limited genetic variation among Foc isolates
was detected based on the analysis of the sequence data of these gene regions. Foc
isolates were located in the same branch and formed a monophyletic group in the
dendrogram. This study is the first comprehensive research on the pathogenic and
phylogenetic analysis of Foc isolates in pepper cultivation areas of Turkey.

Key words: Pepper, Fusarium wilt, Pathogenicity, TEF 1-alpha, Actin
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GIRIS

Ulkemizde mutfak kiiltiiriinde ¢ok fazla kullanilan sebzeler arasinda yer almakta olan
biber (Capsicum annuum), Solanaceae familyasinda Capsicum cinsi igerisinde yer
almaktadir. Tarihi belgeler, eski diinyada kiiltiirii yapilmayan biberin, Amerika’nin
1492 yilinda kesfedilmesinden sonra diinyaya yayildigini gostermektedir (Anonim,
2016a). Onaltinc1 yiizyilda Orta Avrupa iilkeleri ve Osmanli Imparatorlugu arasinda
iliskiler sikilagmis bunun sonucu olarak da biber Istanbul’a kadar getirilmis ve buradan
da diger bolgelerimize hizla yayilmistir (Keles, 2007; Vural vd., 2000). Solanaceae
familyasinin Capsicum cinsi igerisinde 20-25 tiir biber yer almasina ragmen bunlardan
giinimiizde sadece Capsicum annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens, ve C.
pubescens olmak tizere 5 tane kiiltiirii yapilan tiirleri bulunmaktadir (Bozokalfa ve
Esiyok, 2010).

Ulkemizin tiim bolgelerinde yetistirilmekte olan biber, ekonomik agidan biiyiik 6neme
sahiptir. Biber bitkisinin yazin agik tarla sartlarinda, kisin da ortii altinda yetistiriciligi
yapilmaktadir (Anonim, 2016a). Taze-sofralik, salca, tursu, ketgap, pul biber, toz biber
olarak gida sanayisinde Onemli bir yere sahiptir (Aybak, 2002). Biberin siddetli
oksiirtiklere ve agrilara iyi gelmesi, kanser tedavisinde kullanilmasi, metobolizma igin
enerji saglamasi ve sindirime yardimci olmasi gibi insan beslenmesinde de 6nemli bir

yeri vardir (Akinci ve Akinct, 1999).

Biber, diinyada domates ve hiyardan sonra iiretimi en fazla yapilan, antibakteriyel
Ozellik tagiyan onemli sebze tiirleri arasinda yer almaktadir. FAO 2016 yili verilerine
gore diinyada 4,265,483 ha alanda 38,961,880 ton biber iiretimi yapilmaktadir. Sekil
1.1°de yiizdelik dagilimlart verilen {ilkelere bakildiginda, diinya biber {iiretiminde
817,759 ha alanda 17,799,849 ton iiretimle birinci sirada Cin, 205,721 ha alanda
2,802,410 ton uretimle ikinci sirada Meksika, 95,708 ha alanda 2,473,961 ton uretimle



ticiincii sirada Tiirkiye, 428,302 ha alanda 2,043,765 ton tiretimle Endonezya ve 19,167
ha alanda 1,086,659 ton iiretimle Ispanya bunlar takip etmektedir (Anonim, 2016b).

m 1. Cin

m 2. Meksika

= 3. Tirkiye

m 4. Endonezya

m 5. Ispanya

Sekil 1.1. Ulkelere gore biber iiretim miktarlari (ton) (Anonim, 2016b)

Ulkemizde ise; 967,466 ton sivri, 957,030 ton salgalik ve kapya, 418,435 ton dolmalik
ve 114,891 ton carliston biber olmak flizere toplam 2,457,822 ton biber iiretimi
yapilmaktadir (Anonim, 2016c¢). Diinyada ve iilkemizde, iiretim ve tiiketim bakimindan
onemli bir yeri olan biberin, yetistiriciligi sirasinda hastalik ve zararlilar 6nemli verim
kayiplarina neden olmaktadir. Her yil biber yetistiriciliginde iiretimi engelleyen ve
onemli boyutta {irlin kayiplarina neden olan abiyotik (sicaklik, 151k, su, pH, toprak ve
mineraller) ve biyotik etmenler bulunmaktadir (Anonim, 2018). Uriin kayiplara neden
olan ve iretimi tehdit eden bazi biyotik etmenler nematodlar, bakteriler, virisler,

bocekler, akarlar ve funguslardir (Agrios, 1988; Jones et al., 1991).

Diinya’da bitkisel iiretimde fungal hastaliklar, her yil ortalama %14 civarinda verim
kaybina neden olmaktadir (Gazozcuzade, 2010). Diinya genelinde biber
yetistiriciliginde goriilen genel hastaliklardan bazilari; biber kok bogazi yamikligi
(Phytophthora capsici), bakteriyel kanser ve solgunluk (Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis), bakteriyel leke (Xanthomonas spp.), biber bakteriyel solgunlugu



(Ralstonia solanacearum), c¢okerten hastaligi (Phythium spp., Rhizoctonia spp.,
Fusarium spp.), cercospora yaprak lekesi (Cercospora capsici), komiir (charcoal)
curtiklikligi (Macrophomina phaseolina), verticillium solgunlugu (Verticillium albo-
atrum, Verticillium dahliae), beyaz ¢iiriikliikk (Sclerotinia sclerotium) ve kursuni kiif
(Botrytis cinerea)’diir (Pernezny, 2003: 5, 22). Son yillarda biberde Fusarium kok ve
kok bogazi hastalig1 da bazi iilkelerden rapor edilmektedir (Cerkauskas, 2017).

Ulkemiz ekonomisinin vazgegilmez iiriinlerinden biri olan biber iiretiminde verim
kaybina neden olan hastalik etmenleri arasinda fungal hastalik etmenleri biiyiik 6nem
tagimaktadir. Fungal hastalik etmenleri igerisinde Fusarium oxysporum (Schlect.)
emend. Synd. and Hans. f. sp. capsici Riv. (Foc) tarafindan neden olunan Fusarium
solgunluk hastaliginin {iretici sikayetlerinden ve arazi gozlemlerimizden giderek
yayginlastigi goriilmektedir. F. oxysporum tiirleri birgok konukgu bitkide solgunluk,
kok ve kok bogazi ciriikliigii olarak simptom gdstermekte ve toprakta uzun siire
klamidospor formunda canliligini siirdiirmektedir. Toprak kokenli bu fungal etmen
tohumla da yayilmakta olup, bu durum kontroliinde bazi zorluklar1 beraberinde
getirmektedir. Hastaliga karst dayanikli c¢esit heniiz bildirilmemistir. Miicadele
yontemlerinde bazi fungusitler, ekim nobeti, fazla sulamadan kaginmak, solarizasyon
yontemleri, Uiriin rotasyonu ve toprak sterilantlari kullanilmaktadir. F. oxysporum’un
hava yoluyla dagilan sporlarinin uygun sartlarda sera topraginda tekrar kolonize
olabilmesinden dolayi, toprak sterilantlar1 beklenen basariyr gostermemektedir (Yiicel,

1994).

Toprak kaynakli patojenlerle miicadele de etkili olan toprak fumiganti Methyl
Bromide’nin uygulamadan kaldirilmasiyla alternatif miicadele yontemlerine gerek
duyulmaktadir (Katan, 1980). Gelismis olan iilkelerde son yillarda kimyasal
miicadelenin neden oldugu olumsuz durumlar1 yok edebilmek icin, biyolojik miicadele
etmenlerinin bitki kok bolgesine kolonize olmalar tesvik edilerek savunma olusturulup
bitkilerde hastalik olusumunun engellenebilmesi saglanmaktadir (Cook, 1993; Benitez
et al., 2004). Fusarium solgunlugunun gelisimini smirlayarak bitki kok yiizeylerine
kolonize olan, antagonistik etki gosteren bazi bakteri tiirleri birgok arastirici tarafindan
potansiyel biyolojik miicadele etmeni olarak rapor edilmistir. Bu biyolojik miicadele
ajanlar1 Bacillus subtilis, Bacillus spp., Streptomyces spp. ve Pseudomonas spp.’dir.
(Thirumalachar et al., 1970; Turhan, 1981; Podile et al., 1985; Kapoor ve Kar, 1988;



El-Abyad et al., 1993; Nejad ve Johnson, 2000; Altinok et al., 2013b). Toprak kaynakl
olan bitki patojeni funguslarla uzun siireli ve etkili bir miicadelenin kiiltiirel, fiziksel,
biyolojik ve kimyasal yontemlerin bir araya gelmesiyle basarili olunacagi bilinmektedir
(Katan et al., 1976; Chet et al., 1982; Parry, 1990). Yabanci otlar, bir¢ok bitki patojeni
icin potansiyel konukg¢u olarak gorev yapmaktadir ve bazi patojenler tarafindan kolonize
olduklarinda herhangi bir hastalik simptomu sergilememektedir. F. oxysporum’larin
patojenik tiirlerinin konuk¢u dis1 bitkilerde o6zellikle yabanci otlarda kok
kolonizasyonunun patojenin kaliciligini sagladigi ve nadas alanlar1 da dahil bu gibi
alanlarda solgunluk hastalig1 ile miicadelede yabanci ot miicadelesinin de Onemli

oldugu goriilmektedir (Hennessey et al., 2005; Altinok, 2013).

Etmenin miicadelesine yonelik olarak etkili yontemler gelistirmek ig¢in patojen
popiilasyonlarinin kapsamli olarak karakterize edilmesi gerekmektedir. Bitki patojeni
funguslarin klasik tanisi biiyiime ortamlar1 lizerindeki kiiltiir karakteristiklerine ve
konukgu tizerinde verdigi simptomlara gore yapilmaktadir. Bununla birlikte morfolojik
kriterler gibi dig goriiniise gore yapilan fungal teshisler her zaman dogru sonuglar
vermemekte ve hatali teshislere neden olabilmektedir (Baayen et al., 2000). Morfolojik
karakterler ve klasik yontemlerle yapilan teshislere gore molekiiler yontemlerin
kullanim1 daha giivenilir ve hizli sonuglar vermektedir. Son zamanlarda iilkemizde
molekiiler Kkarakterizasyon tekniklerinin kullanildigi bilimsel aragtirmalar hiz
kazanmistir. Tiirkiye’de yapilan arastirmalarda en fazla kullanilan molekiiler
karakterizasyon tekniklerinin basinda tani primerleri, PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ve 16S rDNA (ribozomal DNA) dizilim analizi gelmektedir. Bunlara her
gecen giin yeni bir molekiiler teknik ¢alisma eklenmektedir (Cetinkaya ve Ayhan,
2012).

Bu tez kapsaminda, 2015 ve 2016 yillarinda Ege ve Akdeniz Bolgesi’nde biberde
sorvey c¢alismalar1 yapilarak, Fusarium solgunluk hastalik etmeni F. oxysporum f. sp.
capsici (Foc)’nin yayginlik durumu ve elde edilen Foc izolatlarinin viriilenslikleri
belirlenmistir. Biber Foc izolatlarinin, Translation elongation factor (TEF), Actin, Beta-
tubulin, Calmodulin, Chitin synthase primerleri ile tiir i¢i ve tiirler arasi genetik
varyasyonuna yonelik filogenetik iliskileri degerlendirilmistir. Bu ¢alisma, iilkemizde
Foc etmeninin patojenik ve molekiiler karakterizasyonuna yonelik ilk kapsamli

arastirmadir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1. Biberde Fusarium Solgunlugu (Fusarium oxysporum f. sp. capsici) Hastahgi
fle Tigili Genel Bilgiler

Fusarium oxysporum (Schlect.) emend. Synd. and Hans. f. sp. capsici Riv. (Foc)
tarafindan neden olunan Fusarium solgunluk hastaligr ilk kez; New Meksika’da rapor
edilmistir (Leonian, 1919). Daha sonra, Avery Adasi1 (lberia, Louisiana) (Black ve
Rivelli, 1990), Java adasi (Endonezya) (Agrios, 2005; Ferniah et al., 2014), Misir
(Abada ve Ahmed, 2014), Pakistan (Bashir et al., 2018) ve Meksika’da (Velarde-Félix
et al.,, 2018) rapor edilmistir. Son birka¢ calismada biberde kok ve kok bogazi
ciiriikliigiine neden olan F. oxysporum tiirleri rapor edilmistir (Pérez-Hernandez et al.,
2014; Cerkauskas, 2017). Ayrica son zamanlarda Rhizoctonia solani, Macrophomina
phaseolina, F. oxysporum ve F. solani sonucunda olusan solgunluk ve kok ¢tirtikligi
hastaliklarinin da Dogu Akdeniz Bolgesi’nde Cukurova’da ve Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nde biber alanlarinda goriildiigi bildirilmistir (Yicel et al., 2013; Giiler Giiney
ve Giildiir, 2018).

Toprak kokenli patojenler bitkilerin koklerinde, kok bogazlarinda ve govdenin alt
kisimlarinda kolonize olarak buradaki dokularm bozulup ¢iirimelerine ve iletim
demetlerini tikayarak bitkide genel bir solgunluga neden olurlar. Onemli hastalik
gruplart igerisinde yer alan funguslarin hiicre yapilari, bitkilerin hiicre yapilari ile
benzerlik gostermektedir. Funguslar klorofil igermezler, spor olusturabilen, eseyli ve
eseysiz ¢ogalabilen, hiicrelerinde ¢ekirdek bulunan, hiicre zarinda kitin ve seliiloz
bulunan organizmalardir. Bitki patojeni olan funguslarin ¢ogalmalar1 sonucu olusan
sporlari, hastaliklarin ¢evreye dagilmalarinda énemli bir rolii vardir. Fungal etmenlerin

bitkinin dokusuna penetrasyonundan hemen sonra bitki dokularinda olusan bazi



degisikliklerin yan1 sira fizyolojik degisiklikler de goriilmektedir. Enfeksiyonun
ardindan belli bir siire sonra bitkide gbzle goriilecek boyutta baz1 degisiklikler meydana
gelmekte ve bu hastalik belirtilerine de “simptom” adi verilmektedir. Fungal etmen,
enfekte ettigi bitkiye gore farkli simptomlar sergileyebilmektedir. Ornegin; F.
oxysporum ile enfekteli cesitli bitkilerde solgunluk simptomlar1 gézlemlenmektedir
(Yegen, 1987).

Fusarium cinsine baghi funguslar, Ascomycota subesi, Pyrenomycetes alt smifi,
Hypocreales takiminda yer almaktadir (Booth, 1971; Nelson et al., 1983; Alexopoulos
et al., 1996; Agrios, 1997; Summerel et al., 2001). Fusarium tiirleri dogada ¢ok yaygin
bir sekilde bulunmaktadir. Urettikleri dayanikli sporlar1 sayesinde toprakta uzun yillar
canliligim siirdiirebilmektedirler (Ozer ve Soran, 1991). F. oxysporum tiir kompleksi
(FOSC; F. oxysporum species complex), solgunluk ve kok ¢iiriikliigiine neden olan en
yaygin fitopatojenik tiirleri icermektedir. Bu tiirler domates, patates, patlican, hiyar ve
karabiber gibi yetistiriciligi yapilan birgok bitki tiirlinde iletim demetlerinde
solgunluklara neden olmaktadir. FOSC, morfolojik olarak ayirt edilemeyen patojen
olmayan ve konukguya 0zgii patojenlerden olusmaktadir (Booth, 1971; Gordon ve
Martyn, 1997). F. oxysporum'un patojenik izolatlar1 genellikle tek bir konuk¢u veya
konukeu grubu tizerindeki viriilensligine bagli olarak yiliksek derecede spesifik konukgu
dizisine sahiptir ve buna bagli olarak da formae spesiyalleri (f. spp.) olarak
siniflandirilmigtir.  Fusarium  solgunlugunun kontrolii zordur ¢ilinkii bu tiirlerin
klamidosporlart uygun kosullar olusana kadar toprakta ¢cok uzun siire dormant halde
kalabilir (Nelson et al., 1983). FOSC'm geleneksel yontemlerle kontrolii gogu zaman
yetersiz kalmaktadir. Topraktaki patojenlerin varligi ve yasayabilirligi biiyiik olciide
uygun bir konukg¢uda hayatta kalma yeteneklerine baghdir. Kiiltiir bitkilerinin yan1 sira
yabani bitkiler ve yabanci otlar da, Fusarium spp.’nin alternatif konukgularidir ve
Fusarium spp.'nin simptomsuz tasiyicilart oldugu gosterilmistir. (Katan, 1971; Postic et
al., 2012; Altinok, 2013). Bitki artiklar1 da bitki patojenleri igin bir barinak gorevi
gorebilir (Postic et al., 2012).

F. oxysporum topraktan izole edilen en yaygin tiirlerdendir (Kurt, 2012: 139). Yaygin
toprak habitatlar1 olan F. oxysporum’lar, topraktaki lignin ve karbonhidrati parcalayarak
saprofit olarak yasama yetenegine sahiptirler (Kistler, 2001: 70, 82). F. oxysporum
Patates Dekstroz Agar (PDA) gibi sentetik besi ortaminda g¢ogaltilabilir. Genellikle,



miselleri once beyaz goriiniir, daha sonra F. oxysporum’un irkina ya da tiiriine gore
mordan koyu pembeye degisen renge doniisebilirler. Eger sporlar ¢ok yogun bir sekilde

bulunuyorsa kiiltiir krem ya da turuncu renginde goriinebilir (Gonsalves et al., 1993).

F. oxysporum mikrokonidi, makrokonidi ve klamidospor olmak iizere ii¢ ¢esit aseksiiel
spor olusturur. Mikrokonidiler bir ya da iki hiicreli olup fungusun biitiin kosullar altinda
en ¢ok trettigi spor tipidir. Makrokonidiler ise 3 veya 5 hiicreli olup sekil olarak egik ve
uca dogru sivrilen bir yapiya sahiptir. Bu sporlar yaygin olarak bu patojen tarafindan
oldiirtilmis bitkilerin yilizeyinde bulunmaktadirlar. Klamidosporlar ise bir ya da iki

hiicreli olup yuvarlak ve kalin duvarhdir (Agrios, 1988: 803).

Etmenin klamidosporlari olduk¢a dayaniklidir ve bitki artiklari tizerinde ve toprakta ¢ok
uzun stire canliligim1 koruyabilir. Saglikli bitkilere inokulasyon, hastalikli bitkilerin
izerinde olusan mikrokonidiler veya topraktaki klamidosporlar tarafindan olur.
Toprakta 80 cm gibi ¢ok derinlere koloniler olusturabilirler. Fungus, tohum, toprak,
yetistirme ortami, fide, sulama suyu, tarimsal alet ve makineler, bitkisel artiklar ve
bocekler gibi bir¢ok vektor tarafindan tasinabilir. Etmen sicak aylarda oldukga tehlikeli
olup gelismesi i¢in optimum sicakligi 28°C’dir. Bitkiler 6zellikle azot, fosfor ve
kalsiyum gibi besin elementi noksanliklarinda ve 1s18in az oldugu kisa giinlerde
hastaliga daha duyarli hale gelirler (Blancard, 1994). Mikrokonidilerin hava yoluyla
yayilabilmesi 6zelliginden dolayr patojenin yayilmasimi engellemek oldukca gilictiir
(Rowe ve Farley, 1977). Fusarium oxysporum’un neden oldugu solgunluk hastaliginin

dongiisii Sekil 1.2°de verilmistir.



Sekil 1.2. Fusarium oxysporum’un neden oldugu solgunluk hastaliginin dongiisii
(Agrios, 2005; Kurt, 2012).

Yaptigimiz arazi ¢aligmalarina gore biberde Fusarium solgunluk hastaliginin “Fusarium
oxysporum f. sp. capsici (Foc)” son yillarda iilkemizde biber alanlarinda giderek

yayginlastig1 goriilmektedir.

Hastalik etmeni, bitkide yaprak damarlarinin agilmasi, bitkilerin bodurlagmasi, alt
yapraklarinin Sararmasi seklinde simptomlar gosterir. Hastalik, fide zamaninda
solgunluk olarak kendini gosterir ve fide 6liimlerine kadar devam edebilir (Kirbag ve
Turan, 2006). Fusarium solgunluk etmeni bitkiye gen¢ koklerden girer, makro ve
mikrokonidileriyle iletim demetlerini tikayarak su ve besin elementi taginmasini
engeller (Altinok, 2005). Enfekteli bitkinin toprak yiizeyine yakin gdvdesinden enine
kesit alindiginda, iletim demetlerinin kahverengilestigi goriiliir. Bitkide solgunluk alt
yapraklardan baslayip iist yapraklara dogru ilerler, alt yapraklarda dokiilmeler goriiliir,
cok siddetli simptomlarda bitkinin yapraklar1 tamamen sararip, solar ve bitki tamamen
kuruyabilir, koklerde yumusama olur ve suyla 1slanmig gibi bir goriiniim alir. Bitkiler
tam biiytikliigline ulastig1 zaman Sliimler meydana gelirse, meyveler kurtarilabilir fakat

meyveler kiigiik oldugu zaman burusur ve dokiiliir. Fusarium solgunluk hastaliginin



biber bitkisinde meydana getirdigi simptom, saglikli biber bitkileri ve iletim demeti

simptomlar1 Sekil 1.3’de verilmistir.

Sekil 1.3.  A: Saglikli sera (Mersin); B, C: Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc)’in
biber bitkisinde meydana getirdigi simptom; D: Iletim demetindeki
kahverengilesme (solda) ve saglikli iletim demeti (sagda).

Hastalikla miicadelede farkli yontemlerin kullamildigr pek cok calisma yapilmistir
(Omar et al., 2006). Bu hastaligin kontroliinde, sertifikali tohum kullanimi, tolerant
¢esit kullanimi, uygun sulama ve giibreleme tercihi, yabanci ot kontrolii, 2-5 yillik ekim
nobeti, bitki artiklariin imha edilmesi, toprak fumigasyonu ve solarizasyon gibi
kiiltiirel 6nlemler, kontroliiniin zor oldugu bilinen toprak kokenli bu hastalik i¢in etkin

yaklasimlar arasinda siralanabilir (EImer ve Ferrandino, 1993; Yiicel, 1994; Altinok vd.,
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2012Db). Toprak fumigasyonunun, ekonomik olmayisi ve topraktaki yararli mikrofloray1
olumsuz etkilemesinden dolay1 kullanimi siirlidir. Solarizasyon uygulamasinin toprak
kokenli patojenlerle miicadelede etkin oldugu bilinmektedir fakat biiyiik yetistirme

alanlarinda uygulama olarak pratikte miimkiin olamamaktadir (Altinok vd., 2012b).

Bitki hastalik etmenleriyle miicadelede klasik bir yontem haline gelen pestisit
kullaniminin, 6zellikle toprak kokenli patojenlere kullanilmasinda karsilasilan g¢evresel,
ekonomik ve teknik zorluklar nedeniyle hastalik kontroliinde istenilen basar1 elde
edilememistir. Kimyasallarin uzun siireli kullanilmalari, pestisitlere karsi zararli ve
patojenlerin direng kazanmasiyla kontrol altina alinmalar1 oldukga zor bir hal almistir.
Pestisit kullaniminin dogal yasam ve genel olarak ekolojik dengeyi olumsuz bir sekilde
etkiledigi fark edilmis ve tiiketicilerin de insanlarin besin kaynaklarindaki pestisit
kalintisinin olasi tehlikeleri konusunda kaygilar1 artmistir. Kimyasal miicadelede s6z
konusu olan bu tehlikeli sonuglardan dolay1 arastiricilar biyolojik dengeyi korumak
adina kimyasal miicadeleye alternatif olabilecek arastirmalara yonelmistir (Yiicel,
1989). Ozellikle ozon tabakasini inceltici ve sudaki brom kalintis: nedeniyle etkili bir
fumigant olan Methyl Bromid’in ABD’de ve ililkemizde yasaklanmasi kimyasal
miicadelenin tehlikeli sonuglarini gosteren tipik bir drnektir (Hoffman ve Malkomes,

1974; Garibaldi, 1995).

Gelismis olan {ilkelerde son yillarda kimyasal miicadelenin neden oldugu olumsuz
durumlart yok edebilmek icin, biyolojik miicadele etmenlerinin bitki kok bolgesine
kolonize olmalar1 tesvik edilerek savunma olusturulup bitkilerde hastalik olusumunun
engellenebilmesi saglanmaktadir (Cook, 1993; Benitez et al., 2004). Biyolojik miicadele
cevre dostu ve etkili alternatif yontemlerdir. Rizosferik ve endofitik
mikroorganizmalarin kullanimi F. oxysporum ile rekabete girmeleri nedeniyle etkili
yontemlerdir. Bacillus spp. ve Pseudomonas spp. gibi bitki gelisimini tesvik eden kok
bakterileri Fusarium'un inhibe edilmesini saglamaktadir (Ajilogba et al., 2013).

1.2. Fusarium Solgunluk Hastahgina Yonelik Molekiiler Teknikler Hakkinda
Genel Bilgiler

Genis bir konukc¢u dagilimi gosteren Fusarium oxysporum, toprak kokenli bitki
patojenlerini igerisinde bulunduran énemli bir gruptur. Eseyli déonemi bulunmayan bu

tiirlerin patojenik formlar1 konukcuya 6zellesmistir. Enfekte ettigi bitki tiirlerine gore
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formae speciales (f. sp.) gruplart bulundurur. Fungal patojenler milyonlarca yildir
bitkilerle etkilesim halindedir. Bitki-fungal patojen etkilesimleri 4 farkli sekilde
gerceklesmektedir.  Bunlar  “komensalizm”,  “endofitizm”,  “simbiyosis”  ve
“parazitizm”dir. Parazitizm kosullarinda, bitki ve mikroorganizma birbirleri ile yarisma
halindedir ve bu durum evrim siiresince irklagsmaya neden olmaktadir (Stahl ve Bishop,
2000; Maor ve Shirasu, 2005). Fungal patojen genleri, konuk¢uda sporlarin tutunmasi,
cimlenmesi, enfeksiyonu ve kolonizasyonu gibi olaylarin olusumunu igerir. Bu genler
enfeksiyon yapisinin formasyonu, hiicre duvari pargalanmasi, toksin biyosentezi ve
sinyal iletimi gibi konularda kategorilere ayrilmaktadir (Idnurm ve Howlett, 2001). Bazi
patojenisite genleri konuk¢u savunma mekanizmasini yok eden veya baski altina alan
proteinleri kodlayan genlerden olusmaktadir (Chi et al., 2009). Bitki patojeni
funguslarin klasik tanist biiyiime ortamlar1 tizerindeki kiiltiir karakteristiklerine ve
konukgu tizerinde verdigi simptomlara gore yapilmaktadir. Bununla birlikte morfolojik
kriterler gibi dis goriiniise gore yapilan fungal teshisler her zaman dogru sonuglar
vermemekte ve hatali teshislere neden olabilmektedir. Patojen popiilasyonlarindaki
genetik varyasyon en giivenilir olarak DNA polimorfizmi ile karakterize
edilebilmektedir. Farkli iiriin bitkilerinde patojenik olan F. oxysporum’larin formae
speciales tanimlanmasi genelde konuk¢u {izerindeki simptomlara bagli olarak
yaptlmaktadir (Baayen et al., 2000). Ancak formae speciales’lerin toprak ve
rizosferdeki patojenik olmayan formlar ile birlikte bulunmasi problemli bir durum
olusturmakta ve bu duruma baglh olarak, geleneksel klasik tan1 yaklasimlar1 da uzun
zaman almaktadir (Edel et al., 2000). Farkli cografi bolgeleri igeren toprak kokenli
patojen funguslarin popiilasyonlarindaki genetik c¢esitliligi belirlemede kullanilan
yontemlerden birisi olan vejetatif uyum grubu (VCG; Vegetative Compatible Groups)
caligmalaridir. Ayn1 konukgudan izole edilen F. oxysporum izolatlarinin patojen olan ve
olmayanlarim1 VCG analizi ile birbirinden ayirmak, patojen irklarla iliskisini belirlemek

amaciyla da kullanilmaktadir (Jacobson ve Gordon, 1988; Elias et al., 1993).

Diger yandan, bu metodlarla tanimlama islemlerinde laboratuvar is¢iliginin fazla olmasi
ve iyi bir taksonomik bilgi birikiminin gerekli olmasi gibi bazi dezavantajlar
bulunmaktadir. Bu nedenlerle morfolojik karakterler ve klasik yontemlerle yapilan
teshislere karsit molekiiler yontemler daha hizli ve giivenilir sonuglar sunmaktadir. F.

oxysporum formae speciales gruplar1 arasindaki farkliliklar, patojenisite testleri,
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vejetatif uyum gruplar (VCG; Vegetative Compatible Groups), kromozom analizleri,
rDNA, mtDNA, ve diger molekiiler markorlerle arastirilmistir (Puhalla, 1985; Jacobson
ve Gordon, 1990; O’Donnell et al.,, 1998; Katan, 1999; Alves-Santos et al., 1999;
Kawabe et al., 2005; Altinok et al., 2013a). Son yillardaki filogenetik arastirmalarda
protein kodlayan genler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu genler olduk¢a degisken
intron bolgeler icerir ve durum tiir i¢i varyasyonlarin belirlenmesi tiirlerin
tanilanmasinda bu genleri ilgi ¢ekici hale getirmektedir. Fungal tan1 ve filogenetik
caligmalarda, niiklear ve ribozomal rDNA (18S, 28S, ITS, IGS, mtSSU, mtLSU), RNA
polimeraz (RPB1 ve RPB2), Beta-tubulin, actin, calmodulin, translasyon uzama faktori
(EF1, TEF1), chitin synthase (CHS) gibi protein kodlayan lokuslar yaygin olarak
kullanilmaktadir (Schmitt et al., 2009; Wang et al., 2011; O’Donnell et al., 2012;
Dubey et al., 2014). Bu primerler, 700 bp'lik bir intronun bir bdlgesini temsil etmekte
ve Fusarium tiirlerinde ii¢ bolgede bulunmaktadir. Bu protein kodlayan genlerdeki
sekans farkliliklar1 {izerinden tiir i¢i ve tiirler arast filogenetik iligkiler
degerlendirilmektedir. Bu genin tek kopyalar1 Fusarium cinsinde bulunur ve nispeten
yakin olan tiirlerdeki Calmodulin, Beta-tubulin ve histon H3 gibi protein kodlayici
genlerle karsilastirildiginda bile yiiksek seviyede sekans polimorfizmi gostermektedir
(Geiser et al., 2004). Bu protein kodlayan gen bolgeleri, ITS (Internal Transcribed
Spacer) bolgesine gore tiir ici/tiirler arasinda daha fazla degiskenlik gosterdigi i¢in
tirlerin tanisinda daha kullanigh olmaktadir. Niikleer gen sekanslarindan Beta-tubulin,
Calmodulin ve EF-1a (Translasyon Uzama Faktorii) gibi ¢esitli molekiiler markarlerin,
Fusarium gibi mikroorganizmalarin ¢esitliligini ve tiir diizeyindeki siiflandirilmalarini
taksonomik olarak Olgme ve degerlendirmede basarili olduklar1 bilinmektedir
(Darvishnia, 2013). TEF geni yiiksek filogenetik uygulamaya sahip kodlamanin 6nemli
bir kismina translate olan bir protein olarak Fusarium tiirlerinin yiiksek seviyesini
gostermektedir (O'Donnell et al., 1998; Geiser et al., 2004). ITS bdlgesi giliniimiizde
fungal tiirler arasindaki genetik farklilig1 en iyi ortaya koyabilen barkod gen bdlgesidir.
PCR temelli teknikler sayesinde fungusun izolasyonuna ihtiya¢ duyulmadan konukgu
bitkilerdeki ¢ok sayida fitopatojenik fungal tiiriin belirlenmesi miimkiin hale gelmistir
(Maukhamedov et al., 1994).

Tiirkiye’de yapilan arastirmalarda en fazla kullanilan molekiiler karakterizasyon

tekniklerinin baginda tani primerleri, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve 16S
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rDNA(rekombinant DNA) dizilim analizi gelmektedir. Bunlara her gecen giin yeni bir
molekiiler teknik ¢alisma eklenmektedir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012). PCR in vitro’da
spesifik bir DNA pargas1 kopyalarinin, oligoniikleotid primerlerle enzimatik olarak
cogaltilmasin1 saglayan bir islemdir (Arda, 1995; Kayrin vd., 2003). Molekiiler
metodlarda agirlikli olarak kullanilmakta olan molekiil DNA’dir (Taylor et al., 2000).

PCR temelli yontemler duyarlilik ve o6zgiinliigiinden dolayi, funguslarin teshisinde
kullanigli olmakla birlikte fungal suslarin, tiirlerin yada iist takson gruplarinin
belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (Dieffenbach et al., 1993). Bu teknikler
arasinda, DNA hibridizasyonuna dayali RFLP (restriction fragment length
polymorphism), SSR (simple sequence repeats), ISSR (inter simple sequence repeat),
RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length
polymorphism) ve SRAP (sequence related amplified polymorphism) siralanabilir
(Hernandez, 2004: 49, 51; Giilsen ve Mutlu, 2005).

Southern blotting olarak da bilinen RFLP markoérii, hibridizasyona dayali ko-dominant
bir markor sistemidir (Sambrook et al., 1989). Hiicrelerden izole edilen genomik
DNA’nin, belirli bir yerinden niikleik asit dizilislerini taniyan DNA kesim enzimlerince
spesifik olarak kesilmesi ve prob DNA’nin melezlendigi DNA etrafindaki farkli kesim
yapilarmin bulunmasi temeline dayanir (Yorgancilar vd., 2015). Tiirler aras1 farkliliklari
kolay bir sekilde belirleyebilmesi ve ayni tiir igerisinde etkili olmasiyla avantaj
saglarken, fazla miktarda DNA’ya ihtiya¢ olmasi, pahali olmasi fazla is giicli ve zamana

thtiya¢ duyulmasi olumsuz 6zelliklerindendir (Aka ve Kagar, 2001).

Mikrosatellit DNA dizinleri, okaryatik genomlar i¢in miikemmel bir polimorfizm
kaynagidir. SSR ¢esit tayininde, polimorfizm seviyesi diisiik olan tiirlerde genetik
cesitliligin arastirilmasinda ve genetik haritalarin olusturulmasinda etkin bir sekilde
kullanilmaktadir (Staub et al., 1996). Kodominant kalitim 6zelligi SSR markorleri igin
avantaj saglarken; uzun zaman almasi1 ve pahali olmasi, ¢ok fazla miktarda is giicli ve
emek gerektirmesi yaninda yeni markorlerin gelistirilmesinin  giicliigii en Onemli

dezavantajlar arasinda yer almaktadir (Li ve Quiros, 2001; Biiyiikiinal Bal, 2001).

RAPD teknigi, DNA dizisinin bilinmesine gerek olmamasindan dolay1 avantajlidir. Bu
sebeple herhangi bir rastgele primer herhangi bir fungal DNA bdolgesini amplifiye etmek

icin kullanilabilir. RAPD teknigi, tiirler arasi ve tiirler i¢i seviyede basariyla
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kullanilmistir (Miiler et al., 2005). 10 niikleotid uzunlugunda olan baglatict DNA’lar
(primer) kullanilarak genom {lizerindeki rastgele DNA bdlgelerinin ¢ogaltilmasi esasina
dayali bir teknik olup, sadece bir tip primer kullanilir. Kullanilan bu primer, her iki
DNA ipliginde de 5'—3' yoniinde ¢alisir. Bu nedenle kullanilan primerin yapisabildigi
DNA iizerinde birbirine yakin iki bdlgenin amplifikasyonu yapilir. (Yorgancilar vd.,
2015). RAPD teknigi Williams et al. (1990) tarafindan gelistirilmistir. Kolay
uygulanabilir ve diisiik maliyetli olusundan ziyade, dominant kalittm o6zelligi ve
tekrarlanabilirliginin zor olusu gibi dezavantajlar1 vardir (Hashizume et al., 1996; Lee

et al., 1996; Hawkins et al., 2001; Solmaz vd., 2010).

AFLP, tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi nedeniyle cok fazla uygulama alani
bulmustur (Vos et al., 1995). Bu teknik, tiirler arasi ve tiirler i¢i genetik varyasyonun
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Bridge et al., 1998). Bu teknikte genomik DNA 6nce
birisi alti, digeri dort taban taniyabilen iki kesim enzimi tarafindan kesilmektedir.
Kesilen pargalarin uglarina niikleotid dizilisi sentetik olan DNA’lar eklenir. Eklenen
sentetik DNA’nin niikleotid dizilisini de tasiyan baglatict DNA’lar (primerler)
kullanimiyla nispeten spesifik DNA cogaltimi1 yapilir. Cogaltma islemi iki asamada
gerceklestirilir. Birinci asamada, her iki ugtan da DNA kesim enzimlerinin tanidigi
diziden sonraki ilk niikleotide gore secici ¢ogaltimin yapildig1 6n {iretim yapilir. Esas
tiretimde On tiretimde elde edilen parcalarin kullanimiyla kesim enzimi tanima yerinden
sonraki ikinci ve iglincli niikleotidler i¢in segici iiretim yapilir. Biitiin baglaticilar
sentetik uclarin niikleotid dizilisini de tasidigindan dolayr iiretim oldukca spesifik
kosullarda gergeklestirilmis olur (Yorgancilar vd., 2015). Polimorfizm orani ¢ok yiiksek
olan bu markor teknigi, kurulus asamasinda maliyeti olduk¢a fazladir. Bu markor
tekniginin en 6nemli dezavantaji, sistemin optimizasyonunun zor olmasidir (Li ve
Quiros, 2001).

Giivenilir, uygulamasi kolay ve etkinligi iyi olan SRAP, Li ve Quiros (2001) tarafindan
gelistirilmistir. PCR teknigine dayali olan yeni bir markdr sistemidir. Genomda
kodlanan sekanslari hedef alan ve ortalama sayida ko-dominant markérler meydana
getiren SRAP teknigi, iki primer amplifikasyonuna dayanmaktadir. Primerler 17-18
niikleotitten olugsmakta ve bunlardan biri forward (ileri), digeri ise reverse (ters) primer
olarak adlandiriimaktadir. Forward ve reverse primerlerde 13-14 niikleotitten olusan bir

¢ekirdek sekans kismi bulunmaktadir. Spesifik bir yapisi olmayan 10-11 bazlik dizinin
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ardindan forward primerde CCGG, reverse primerde ise AATT dizini gelmektedir. Bu
kisimdan sonra 3 segici niikleotitten meydana gelen bolim bulunmaktadir. RAPD
markorlerine kiyasla tutarli sonuglar veren, AFLP markoérlerine gore kiyasla daha ucuz
ve az iscilik gerektiren bir markor teknigi olan SRAP; genetik haritalarin meydana
getirilmesi, genomik DNA ve cDNA parmak izinin ¢ikarilmasi, gen etiketlenmesi ve
haritaya dayali klonlama gibi birgok farkli alana hizmet edebilmektedir (Li ve Quiros,
2001).

1.3. Literatiir Calismalar

1.3.1. Patojenik Fusarium oxysporum Tiirlerinin Genel Miicadele Yontemlerine

Yonelik Calismalar

Mandeel ve Baker (1991), hiyarda Fusarium solgunluguna neden olan F. oxysporum f.
sp. cucumerinum'a karsi biyolojik miicadele ¢aligmalar1 yiirtitmiistiir. Patojen olmayan
iki Fusarium tiiri (C5 ve C14) F. oxysporum f. sp. cucumerinum'a karst kullanilmistir.
Cl4’in C5’¢ gore F. oxysporum f. sp. cucumerinum'a karsi daha etkili oldugu
belirtilmistir. Bu tiirlerin, hiyarlarin kok ¢evresinde F. oxysporum f. sp. cucumerinum’un
klamidospor ¢imlenmesini engelledigi bildirilmistir. C14 konukg¢u bitkinin kdklerine
uyarilmis sistemik dayaniklilik i¢in yara agilarak ya da agilmadan, C5’in ise sadece yara
acilmis koklerden giris yaparak dayaniklilik saglayabildigi bildirilmistir. Biyokontrol
ajanlarinin bitkiye giris yaptiktan 72-96 saat sonra patojenin ¢imlenmesini engelledigi

rapor edilmistir.

Cohen et al. (1992), tarafindan yapilan bir ¢alismada chloroacetamid grubu herbisitlerin
kavun ve domateste goriilen Fusarium solgunluk hastaliklarina kars1 etkileri
aragtirtlmistir.  Bu  herbisitlerden &zellikle acetochlorun 0,1pg/g dozda topraga
uygulanmasiyla Fusarium solgunluk c¢ikisini  %79’a  varan oranda azalttigimi
saptamiglardir. Bu calismada ayrica herbisitlerin topraga karistirilarak uygulandigi
denemelerde gozlenen hastalik azalisinin, yapraga piiskiirtiilmesiyle gergeklesen

denemelere kiyasla daha yiiksek oldugunu da belirtmislerdir.

Cohen et al. (1996), yaptiklar1 bir ¢aligmada acetochlor etkili maddeye sahip bir
herbisitin kavunda Fusarium solgunluk hastalifinin ¢ikisina ve bitkideki seker igeriginin

degisimi tizerine olan etkilerini arastirilmistir. Calisma sonunda acetochlorun 0,1-1 pg/g
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dozlar1 arasindaki uygulamalar Fusarium solgunluk hastalik ¢ikisinda 6nemli azalmalar
meydana getirdigi belirtilmistir. Bu arastirmada 1 pug/g uygulama dozunda 15. giinde
inokule edilen bitkilerin %751 hastalanirken, kontroldeki bitkilerin tamami 61diigi ve
acetochlor uygulamasiyla bitkilerdeki glukoz, fruktoz ve sakaroz seviyelerinin arttigi

saptanmistir.

Eshel et al. (2000), yaptig1 ¢alismada metham sodium’un azaltilmis dozu (10 ml/m?) ve
8 giinliik solarizasyon kombine uygulamasinda, F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici
propagiillerinin canlilifi 10 cm derinliginde %100 6liimle sonu¢ bulurken, 30 cm’de
%80 basariya ulagildigin1 saptamiglardir. Sadece solarizasyon uygulanan parsellerde ise
10 cm toprak derinliginde %90, 30 cm’de yaklasik %18 patojen popiilasyonunda

azalma gozlendigi rapor etmislerdir.

Chin-A-Woeng et al. (2000), Ispanya’da ticari olarak domates iiretimi yapilan bir
tarladan izole edilen Pseudomonas chlororaphis PCL1391’in F. oxysporum f. sp.
radicis lycopersici’ye Kkarsi baskilayici etkisini arastirmistir. Pseudomonas chlororaphis
PCL1391’nin domates koklerinde kolonizasyonunun basarili oldugu belirlenmis ve
proteaz, kitinaz ve lipaz gibi ¢esitli hidrolitik enzimleri salgiladigi, hidrosiyanik asit
(HCN) ve antifungal bir bilesik olan fenazin karboksamid (phenazine-1 carboxamide,
PCN) irettigi saptanmistir. PCN iretim yetenegi olmayan mutant Pseudomonas
chlororaphis PCL139’in domates kok ve kok bogazi ¢iiriikliigiine karsi biyokontrol
yetenegini kaybettiginin saptanmasi ile PCN’nin biyokotrolde énemli bir rolii oldugu

bildirilmistir.

Khan ve Khan (2002), tarafindan yapilan c¢alismada fosfat c¢oziindiiriici
mikroorganizmalarla (Bacillus subtilis, Penicillium digitatum, Aspergillus awamori,
Aspergillus niger ve Pseudomonas fluorescens) domateste kok daldirma yontemi
uygulanarak F. oxysporum f. sp. lycopersici’ye karsi 6nemli etkileri oldugu tespit
edilmistir. Solgunluk siddetinde kontrol grubuna kiyasla, A. awamori (%37,1) ve P.
digitatum (%21,3) oranlarinda belirgin bir azalma meydana gelmistir. Bu ¢alisma, A.
awamori veya P. digitatum ile kok daldirma uygulamasinin sonucunda sadece domates
verimini  artirmakla  kalmayip ~aymi  zamanda  Fusarium  solgunlugunu

baskilayabilecegini de gostermistir.
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Yetigir vd. (2003), tarafindan yapilan bir caligmada asilanmis karpuz bitkilerinde
karpuzda Fusarium solgunlugu (F. oxysporum f. sp. niveum)’a kars1 dayaniklilik, meyve
verimi ve kalitesi degerlendirilmistir. Hastaliga dayanikli kabakgil anaglar1 kullanilarak
elde edilen asili karpuz bitkilerinin bilinen her ii¢ irka (0, 1 ve 2) kars1 dayaniklilik

gosterdigini saptamiglardir.

Attia et al. (2004), yaptiklar1 ¢alisma da bakteriyel (Bacillus subtilis) ve arbiiskiiler
mikoriza fungus (Glomus spp.) olan mikroorganizmalarin tek yada kombinasyonlarinin
serada steril edilmis ve edilmemis toprak kosullarinda yetistirilen domatesin gelisimine
ve F. oxysporum’un kontrolii tizerine etkilerini arastirmislardir. Calisma sonucunda,
kombine uygulamalarin, mikroorganizmalarin ayri ayri uygulamasi durumuna gore daha
etkili oldugu, hastalik siddetinin kontrolde %65, mikoriza asilanan uygulamalarda ise
%23,3 oldugu tespit edilmistir. Ayrica mikoriza uygulamasi yapilan bitkilerde kontrole
kiyasla meyve sayisinda %22 ve meyve biiyiikligiinde %44 oraninda artisin oldugu
belirtilmistir.

Bora vd. (2004), yaptiklar1 ¢alismada F. oxysporum f. sp. melonis’in kavunlarda neden
oldugu Fusarium solgunlugunun gelisimini baskilamada Pseudomonas putida’nin iki
farkli izolatinin ayr1 ayr1 ve birlikte hazirlanan talk bazli formulasyonlarinin etkinligini
iki yil iist Giste in vivo kosullar altinda aragtirmislardir. Tarla denemelerinde (2001-2002)
bakteriyel izolatlarla hazirlanan formulasyonlar kavun tohumlarina uygulanmis ve
ekimden doksan giin sonra yapilan incelemelerde P. putida izolat 30 kontrol
uygulamasina gore %63 etkili olurken, P. putida izolat 180 %46-50 oranlarinda etkili
olmustur. Bakteri izolatlarinin birlikte hazirlanan formulasyonlarin, ayr1 ayr1 hazirlanan
formulasyonlara kiyasla daha az etkili oldugu belirtilmistir. Sonug olarak denemelerde
her iki yil wverilerine gore biyoformulasyon uygulamalar1 hastalik siddetinin
azaltilmasinda referans kimyasal olarak kullanilan benomyl’den daha etkili oldugunu

rapor etmislerdir.

Altinok (2006), yaptigi ¢alismada Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde patlicanda Fusarium
solgunluk hastaligina neden olan F. oxysporum f. sp. melongenae’nin yayginlik orani ile
molekiiler karakterizasyonunu ve bitkide hastaliga karsi dayaniklilik uyarici abiyotik
(Acibenzolar-S-Metil; ASM) ve biyotik (patojen olmayan, F. oxysporum f. sp. melonis;

FOM) faktorlerin hastaligin gelisimine olan etkisini aragtirmistir. Calisma sonucunda
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her iki dayaniklilik uyaricisinin da hastaligin 6nlenmesinde etkin oldugu belirlenmistir.
F. oxysporum f. sp. melongenae uygulandiktan 72 saat sonra patojen olmayan FOM
uygulamasinin, kontrole gére %75,47, ASM uygulamasinin ise %67,6 oraninda etki
gosterdigi saptanmistir. Arazi denemelerinde FOM uygulamasinin hastaligin kontrol
edilmesinde %50,61 ve ASM uygulamasinin ise %37,65 oraninda etkili oldugu
bildirilmistir. Sonug¢ olarak hastaligin 6nlenmesinde patojen olmayan Fusarium
uygulamasinin ASM uygulamasindan daha etkin oldugu hem saksi hem de arazi

denemeleriyle belirlenmistir.

Hibar et al. (2007), Tunus’ta yaptig1 bir ¢alismada, ortii alt1 domates yetistiriciliginde
onemli derecede ekonomik kayiplara neden olan Fusarium kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii
etmenine Kkarsi iki antogonist ajan kullanmigtir. Trichoderma harzianum (3 izolat) ve
Trichoderma viride (1 izolat) antagonistlerinin etkinligi arastirilmistir. F. oxysporum f.
sp. radicis lycopersici, inokulumunun antagonistlerden bir hafta 6nce, bir hafta sonra ve
birlikte verildigi denemelerde, 6zellikle antagonistin patojen inokulumundan bir hafta
once ve birlikte uygulandigi parsellerde hastalik oranini sirasiyla %10 ve %13-18

oraninda azalttigini bildirmislerdir.

Baysal vd. (2008), Bacillus subtilis EUQO7 ve ticari bir preparat olan B. subtilis
QST713’in F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’ye karsi etkinligini aragtirmistir.
Yapilan bu c¢aligmada in vitro kosullarda patojenin gelisimini baskilamada bu irklarin
sirasiyla %64 ve %57 oraninda etkili oldugu belirlenmistir. Kum+perlit+torf karigim ile
doldurulan saksilarda yapilan denemelerde kontrole oranla iki Bacillus irkinin da
hastaligin olusumunu engelledigi ve in vitro testlere paralel olarak B. subtilis EUO7 nin
B. subtilis QST713’den daha etkin bir sekilde hastaligi onleyici 6zellige sahip oldugu
saptanmigtir. Fide gelisimlerinin de incelendigi bu calismada hastalik gelisimini
onleyici etkilerine paralel olarak ortalama fide boyu EU07’de QST713 ve kontrole
kiyasla daha ytiksek oldugu saptanmustir.

Yiicel vd. (2009), domateste ortii alt1 seralarinda F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol)
ve kok-ur nematodu (Meloidogyne javanica, Meloidogyne incognita) ile miicadelede
solarizasyonun tek ve diisiik doz fumigant kombinasyonlarmi arastirmislardir.
Calismanin sonucu olarak, Fol ile yapilan miicadelede %62,5 oraninda bulasik olan

serada, tek basina solarizasyon uygulamasinda hastalik ¢ikis oran1 %39,2 ve etki %35
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olarak saptanmustir. Solarizasyon ile metham sodium’un 1000 L/ha™ dozundaki
kombine uygulamada ise hastalik ¢ikis oran1 %11,6 ve etki %83,9 olarak saptanmuistir.
Fol hastaligimi baskilamada solarizasyon ve metham sodium kombinasyonunun en

basarili oldugu bildirilmistir.

Wu et al. (2009), tarafindan yapilan bir ¢alismada in vitro kosullarda, karpuzda
solgunluk etmeni olan F. oxysporum f. sp. niveum’a karsi uygulanan allelokimyasal
benzoic asid’in etmenin gelisimini, sporulasyonunu ve konidi ¢imlenmesini %100
oraninda, misel kuru agirhigini ise %83-96 arasinda degisen oranlarda azalttig:

belirtilmistir.

Hao et al. (2010), yaptiklar1 ¢alismada karpuzda solgunluk hastaligina neden olan F.
oxysporum f. sp. niveum (FON) patojeninin toprak isleme sisteminde 6nemli sekilde
tirtin kaybina yol agtig1 ancak bitkilerin birlikte ekildigi sistemde bu hastaligin azaldigi
bildirilmistir. Buna yonelik yapilan bu calismada, ¢eltik ve karpuz bitkileri bir arada
ekilerek bu bitkilerin kdklerinden salgilanan eksudatlarin karpuzda solgunluk patojeni
FON’a kars: allelopatik etkisi belirlenmistir. Bitkilerin koklerinde var olan eksudatlari
belirlemek amaciyla HPLC analizleri yapilmistir. Analiz igin ¢esitli yapidaki bilesikler
(gallic, p-coumaric, p-hydroxybenzoic, salicylic, phthalic, vanillic, syringic, ferulic,
benzoic ve cinnamic asit) kullanilmistir ve in vitro kosullarda alanine’in 7 farkli (0O, 5,
10, 20, 40, 80 ve 160 mg.L™) ve pcoumaric asidin 5 farkl: (0, 200, 400, 800 ve 1.600
mg.L™) konsantrasyonunun patojenin miseliyal gelisimi iizerine olan etkisini belirlemek
amaciyla c¢alisgilmistir. Bu ¢alisma sonucunda; karpuz bitkisinden salgilanan kok
eksudatlar1 patojenin spor ¢imlenmesini ve sporulasyonunu arttirirken, buna karsilik
celtikten salgilanan eksudatlarin azalttigi belirlenmistir. HPLC analizlerine gore;
salisilik asit, p-hydroxybenzoic asit ve phthalic asit her iki bitkinin eksudatlarinda
saptanmis, ancak p-coumaric asit sadece celtikte ve ferulic asit de sadece karpuzda
goriildiigii belirlenmistir. Alanine patojenin spor ¢imlenmesini ve sporulasyonunu
arttirirken, pcoumaric asitin ise azalttigi saptanmistir. Sonuglara gore, ¢eltik kok
eksudatlarinin anti-fungal 6zelliklere sahip oldugu ve bu hastaligin kontrol edilmesinde

birlikte ekim sisteminin timit verici oldugu bildirilmistir.

Singha et al. (2011), tarafindan yapilan bir c¢alismada domateste (Lycopersicon

esculentum) Fusarium solgunlugunun (F. oxysporum f. sp. lycopersici) kontroliinde
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Piper betle L. (PbC) bitkisinin yaprak kloroform ekstraktinin hastaliga kars1 etkinligi
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak topraga yapilan uygulamalarda, %1'lik PbC'nin
carbendazim'e gore Fusarium popiilasyonunun diisiiriilmesinde daha etkili oldugu ve
carbendazim ve PbC’nin birlikte kullaniminda fungal popiilasyonu azaltmada etkinligi
oldugu gozlenmistir. Serada yiiriitiilen Fusarium solgunlugu kontrol c¢alismalarinda
siirglin bliylimesi, kok biiylimesi ve tiim tedavilerde domates fidelerinin taze agirlig
gibi farkli varyasyonlarda parametreler kaydedilmistir. PbC kullanmilmis bitkilerle,
saglikli kontrol karsilastirildiginda PbC uygulanan toprakta yetisen bitkilerin saglikli
kontrolden daha iyi oldugu gozlenmistir. Toplam fenolik birikimi de domates kok
dokulardan yapilmistir. Toplam fenolik birikimi yiiksek saglikli kontrol ve PbC
kullanilmis bitkilerle karsilastirilmis, Fusarium ile infekteli bitkiler gdzlenmistir. Iletim
demetlerindeki Fusarium birikim miktarmin belirlenmesi igin elektron mikroskop
yontemi kullanilmistir. PbC bitki yaprak kloroform ekstraktinin hastalik simptomlarini

ve gelismesini azalttig1 gozlemlenmistir.

Li et al. (2012), F. oxysporum f. sp. cucumerinum’un neden oldugu hiyar solgunluguna
kars1 Bacillus tiirlerinin biyolojik savas etmenleri olarak etkili olduklarini
belirtmislerdir. Caligmada, tarla ve sera kosullarinda gelisen hiyar bitkilerinin yilizey
sterilizasyonu yapilmis koklerinden 400 Bacillus ornegi izole edilmistir. B068150
olarak isimlendirilmis bir tiir Fusarium solgunlugunun kontroliinde, sera denemelerinde
fide asamasinda %50,7 ile biyokontrol etkili olarak sasirtict bir sekilde yiiksek
potansiyel 6zellik gosterdigi saptanmistir. PDA’da F. oxysporum f. sp. cucumerinum’a
kars1 B068150 antagonistik etkiyi agik bir sekilde gostermemistir. Morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal testleri ile yag asiti analizleri ve Biolog-tabanl testlerde B0O68150°1 B.
subtilis olarak tespit etmislerdir. Serada yapilan saksi denemelerinde B. subtilis olarak
belirtilen B068150°nin hiyarlar da Fusarium solgunluguna karst biyolojik savas etmeni
olarak Uimit verici oldugunu belirtmislerdir. Kuzey Cin’de F. oxysporum f. sp.
cucumerinum’un neden oldugu verim kayiplarini azaltmada yardimci olabilecegini

rapor etmiglerdir.

Altinok et al. (2013b), Pseudomonas ve Bacillus’un on izolati patlican rizosfer
topragindan izole edilmis ve Fusarium oxysporum f. sp. melogenae (Fomg)’nin misel
gelisimine kars1 ucucu bilesik etkililiklerini degerlendirmislerdir. Bu on izolati, patlican

bitkisi koklerini kolonilestirme yeteneklerini gorebilmek igin in vitro kosullarda test
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etmiglerdir. PGPR izolatlarinin hedef patojenin miselyal gelisimi inhibe ettigi ve
inhibisyon ylizdesi, inhibitor aktiviteler araciligiyla %38 ile %72 arasinda degistigini
bildirmislerdir. Pseudomonas aeruginosa (P07-1) ve P. putida (P11-4)’y1 patlican
fidelerinde basarili bir sekilde kolonilestirici olarak tespit etmislerdir. PGPR izolatlari
arasinda, Pseudomonas aeruginosa (P07-1), P. putida (P11-4), Pseudomonas
aeruginosa (85A-2), Bacillus amyloliquefaciens (76A-1) ve B. cereus (B10a)’nin
Fusarium solgunlugu hastaliginin meydana gelmesini ve hastaligi %85’¢ kadar
azalttigin1 saptamislardir. Bu calismada, umut verici PGPR izolatlarinin patlican
bitkilerinde hastaliga karsi direnci arttirarak Fomg’un biyokontrolii i¢in potansiyel

olarak cok faydali olabilecegini rapor etmislerdir.

Altinok ve Dikilitas (2014), yirittiikleri ¢alismada abiyotik bitki aktivatorii olarak
Acibenzolar-S-metil ve patlicanin konuk¢usu olmayan bir Fusarium oxysporum izolat
(F. oxysporum f. sp. melonis) biyotik uyarici olarak patlican Fusarium solgunlugu
etmenine (F. oxysporum f. sp. melongenae) karsi daha fazla diren¢ kazandirmak igin
patlican fidelerine uygulamislardir. Acibenzolar-S-metil ve F. oxysporum f. sp. melonis
patojen inokulasyonundan 72 saat énce uygulanmistir. Inokulasyondan sonra 7., 11.,
14., 17. ve 21. giinlerde hastalik belirtilerinin gelisimi, Fusarium kloroz skalasina gore
degerlendirilmistir. Patlican bitkilerine Fusartum solgunlugu inokulasyonu oncesinde
Acibenzolar-S-metil ve F. oxysporum f. sp. melonis uygulamasinin Fusarium solgunluk
hastaliginin  siddetini 6nemli o6l¢iide azalttigimi saptamiglardir. Pozitif kontrol
bitkilerinde hastaligin siddeti %92,50 iken, bu oranin Acibenzolar-S-methyl ile 6n
muamele edilmis patlican fidelerinde inokulasyondan sonraki 21. giinde %32,21 ve F.
oxysporum f. sp. melonis ile 6n muamele edilmis patlican fidelerinde yine inokulasyon
sonraki 21. giinde %21,13 oldugunu tespit etmislerdir. Acibenzolar-S-metil ve F.
oxysporum f. sp. melonis 6n muamelesi, hypersensitive olugmasint ve kallus ve H,O;
sentezi gibi histolojik bariyerlerin hazirlanmasini tetikledigini bildirmislerdir. F.
oxysporum f. sp. melongenae inokule edilmis bitkilerle karsilastirildiginda Acibenzolar-
S-metil ve F. oxysporum f. sp. melonis ile 6n muamele edilmis bitkilerde ayn1 zamanda
prolin ve H,0; igeriginin artmasiyla birlikte katalaz ve polifenol oksidaz enzimlerinin

aktivitesinde de dnemli artiglar oldugunu rapor etmislerdir.

Altiok et al. (2014), yaptiklar1 bir ¢aligmada patlicanlarda Fusarium solgunluguna

neden olan 70 adet Fusarium oxysporum (Schlechtend: Fr.) f. sp. melongenae Matuo ve
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Ishigami (Fomg) izolat1 irka 6zgili etkilesimin olup olmadigini belirlemek icin farkli
hatlarla ve g¢esitlerle etkilesimleri bakimindan test edilmislerdir. Yapilan bu ¢alisma
sonucunda direngli hatlarin  (LS1934 ve L1S2436) hicbiri solgunluk belirtisi
gostermezken, duyarli yerel ¢esitlerin (cvs. ‘Kemer’ ve ‘Hadrian’) ciddi hastalik belirtisi
gosterdikleri tespit edilmistir. Viriilenslik bakimindan direngli hatlar ve duyarli gesitler
tizerinde test edilen 70 Fomg izolat1 arasinda 1irk veya irklarin ortaya ¢ikisini gdsteren
onemli bir degisiklik olmadigimi bildirmislerdir. Amadeo, Anatolia, Angela, Brigitte,
Corsica, Hawk, Koksal, Nouma, Sharapova ve Yula Patlican ¢esit/anaclari, ii¢ viriilens
Fomg izolatina karsi ¢esitli derecelerde duyarlilik gosterdigi saptanmistir. AGR-703
anacinda hastalik siddetinin, test edilen diger patlican ¢esitleri ve anaglarina gore 6nemli

Olciide farkli ve diisiik oldugu tespit edilmistir.

Giilser vd. (2014), yaptiklari g¢alismada potasyum, salisilik asit ve humik asit
uygulamalarinin domateste fide ¢ikist ve Fusarium solgunluguna (F. oxysporum f. sp.
lycopersici) kars1 etkileri kontrollii kosullarda arastirilmistir. Denemede patojen ile
bulasik saksi topraklarina potasyum (K) (0 ve 200 ppm), salisilik asit (SA) (0 ve 0.1
mmol) ve humik asit (HA)’in (0-200 ppm) iki farkli dozu kullanilmistir. Deneme
sonunda hastalik siddeti Fol ile bulasik kontrolde %66,0 olarak belirlenirken en diisiik
hastalik siddeti sirasiyla SA (%40,3) ve HA uygulamalarinda (%40,7) elde edildigi
belirtilmistir. Cimlenme yiizdesi en yliksek HA, steril kontrol (C) ve SA
uygulamalarinda sirasiyla %80, %77,7 ve %71 olarak belirlenmistir. Cimlenme hiz1 ise
en yliksek SA, Potasyum-Salisilik Asit (KSA) ve K uygulamalarinda sirastyla 11,4, 8,17
ve 6,63 giin olarak bulunmustur. Bu calismada SA ve HA uygulamalarinin ¢imlenen
tohumlarda, Fol ile bulasik kontrole kiyasla hastalik siddetini sirasiyla %39 ve %38
oranlarinda azalttiklar1 belirlenmistir. Sonug¢ olarak SA ve HA uygulamalarinin Fol
hastalik siddetini azalttigi, domateste fide ¢ikisi ve gelisimine olumlu etkileri oldugu

bildirilmistir.

Altinok ve Erdogan (2015), yaptiklari ¢caligmada Trichoderma harzianum’un 2 izolat
(T16 ve T23) kiiltiirlerinin, F. oxysporum f. sp. melongenae (Fomg), F. oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol), F. oxysporum f. sp. niveum (FON) ve F. oxysporum f. sp. melonis
(FOM)’e karsi etkilerini laboratuvar kosullarinda ve saksi denemeleriyle incelenmistir.
Denemeler sonunda, pozitif kontrol bitkilerinde ortalama hastalik siddeti %90-95'e

ulagirken, T16-Fomg ve T23-Fomg uygulanmis bitkilerde hastalik siddeti sirasiyla
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%37,74 ve %50,12 saptanmustir. T. harzianum tohum kaplamasi olarak uygulandiginda,
sera kosullarinda kok bogaz1 ve kok ¢iirtigii olusum oranim1 %80'e kadar diisiirdiigii ve
T. harzianum’un domateste Fusarium kok bogazi ve kok g¢iriikligii olusumunu
azalttig1 gézlenmistir. Sonuglar, T16 ve T23 izolatlarinin Fusarium ile bulasik fidelerde
hastalik siddetini azaltmada etkili oldugunu gostermistir. Sonu¢ olarak T. harzianum
izolatlarinin, saksi denemelerinde farkli triinlerin patojenik Fusarium tiiriinii baski

altina alma konusunda giiclii bir yetenek ortaya koydugu belirtilmistir.

1.3.2. Fusarium oxysporum Tiirlerinin Genetik ve Molekiiler Karakterizasyonuna

Yonelik Calismalar

Katan et al. (1991), yaptiklar1 ¢alismada Israil basta olmak iizere 7 iilkede solgunluk
gozlenen domates bitkilerinden elde ettikleri F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’nin
218 izolatim VUG yontemini kullanarak karakterize etmisler ve bunlarin 7 farklhi
VUG’da toplandigmi tespit etmislerdir. Iki VUG, olusturduklari anastomosis
goriiniimiiniin sikligma ya da zayif olusuna gore iki alt gruba ayrilmis ve en az bir

izolatin iki farkl1 VUG da yer aldig1 bildirilmistir.

Assigbetse et al. (1994), yaptiklari ¢alismada pamukta solgunluk hastaligina neden olan
F. oxysporum f. sp. vasinfectum’un, farkli cografik bdlgelerden izole edilen 46 izolat
arasindaki genetik farklili§i ortaya ¢ikarmak i¢in patojenite ve RAPD yontemlerini
kullanmiglardir. Patojenite denemelerinde bu izolatlardan 25 tanesinin, Gossypium
hirsitum ve Gossypium barbadense cesitlerinde yiiksek viriilenslik meydana getirdigi
saptanmustir. Izolatlar arasindaki genetik varyasyon, tesadiifi 11 adet 10 bazlik primer
setiyle PCR yontemi ile amplifiye ederek belirlenmistir. 83 DNA bandinda polimorfizm
gosterildigi rapor edilerek (1/0) cluster analizi ile izolatlar arasindaki genetik yakinligi
gosteren bir dendrogram meydana getirilmistir. OPF-06 primeriyle olusturulan
amplifiye  DNA fragmentlerinin biiyiikliiklerinin 0,2-2,1 kb arasinda degistigi
belirtilmistir. Ortaya ¢ikan dendrogramin patojenite sonuglariyla benzerlik gostermedigi
ve F. oxysporum f. sp. vasinfectum izolatlarinin molekiiler karakterizasyonunda, RAPD

yonteminin hizli ve giivenilir oldugunu belirtmislerdir.

O’Donnell et al. (1998), tarafindan yapilan ¢alismada Panama hastaliginin patojeni olan
F. oxysporum f. sp. cubense’nin irklarinin monofiletik bir orijinin olup olmadigini

arastirmak i¢in, mtSSU rRNA ile TEF1l-alpha niiklear dizilerini kullanmislardir.
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Filogenetik agacta F. oxysporum f. sp. cubense’nin bes tane irkin1 gosterdigini
bildirmislerdir. Sonu¢ olarak muzdaki Panama hastaliginin Fusarium’a ait evrim

gecirmis farkll bir irka ait oldugunu rapor etmislerdir.

Vakalounakis ve Fargkiadakis (1999), hiyar bitkisinden izole edilen Fusarium
izolatlarint RAPD ile galisarak genetik yakinliliklari1 saptamak i¢in OPA -01, OPB —
01, OPB-20 ve OPF-05 primerlerini kullanmistir. Bu primerlerden 10 tanesi verdikleri
bant goriintiilerine goére RAPD-PCR c¢alismalari igin segilmistir. Bu ¢alismada
amplifiye bantlarinin biiyiikliginiin  0,2-0,3kb arasinda degistigini saptamislar ve
calisgmanin sonucunda 121 tane F. oxysporum izolatimn RAPD profillerini
olusturmuslardir. Sonu¢ olarak 107 amplifiye DNA bantinin 97’sinin polimorfik

oldugunu bildirmislerdir.

Veloso et al. (2000), Portekiz ve Fransa kokenli F. oxysporum f. sp. melonis
izolatlarmin 1rklart (irk 1, 2 ve 1-2) arasindaki iligkileri, Randomly Amplified
Polymorphic DNAs (RAPDs) teknigi ile incelemislerdir. Bu ¢alismada, 16 primer
kullanilmis ve her bir izolatin 5-10 DNA bant1 olusturdugu ve toplamda 126 bant elde
edildigi belirtilmistir. Bu primerlerle {iretilen amplifiye DNA fragmentlerinin
biyiikliikleri, 0,5-3,2 kb arasinda degistigi gozlemlenmistir. Sonug olarak Portekiz
izolat1 (irk 2), Fransa izolat1 (irk 1)’na ¢ok yakin bulunurken, Fransa izolatinin (irk 2)

diger 1rklara ¢ok uzak oldugu rapor edilmistir.

Yli-Mattila et al. (2001), tarafindan yapilan ¢aligmada morfolojik olarak tanimlanan F.
avenaceum, F. arthrosporioides, F. anguioides, F. tricinctum, F. graminum ve F.
acuminatum izolatlarmin arasindaki morfolojik farkliliklar, ITS, IGS, mtSSU, Beta-
tubulin sekanslar1 ve UP-PCR hibridizasyonu karsilastirilmistir. Kombine Beta-tubulin,
IGS ve ITS agacina gore, F. avenaceum, F. arthrosporioides, F. tricinctum’un
kompleks tiirlerinin izolatlar1 %50°den fazla 6zyiikleme degerleri ile desteklenen yedi
gruba ayrilabilecegini belirtmislerdir. Morfoloji ile ayirt edilemeyen Avrupa kokenli F.
avenaceum’un iki ana grubunun, IGS ve ITS sekanslarina dayanan agaclarda ve Beta-
tubulin sekanslarma dayanan agagta az da olsa acik bir sekilde ayrildigim
bildirmislerdir. MtSSU sekanslari, tizerinde ¢alisilan tiim F. avenaceum ve F. tricinctum
izolatlarinin da ayn1 oldugunu tespit etmislerdir. Calisma sonuglarinin, kismen UP-PCR

hibridizasyon analizinin sonuglar tarafindan desteklendigini bildirmislerdir.
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Jimenez-Gasco et al. (2002), nohutta Fusarium solgunluguna neden olan etmen F.
oxysporum f. sp. ciceris, farkli cografi dagilimlardan sekiz irk (irk 0, 1B/C, 1A ve 2-6)
ve iki patotipten (sararma ve solma) olustugunu belirtmistir. Patojenin cografi araligi ve
iki patotipi temsil eden 0, 1B/C, 1A, 4, 5 ve 6 wrklariin her bir 6 izolati, EF1- o , Beta-
tubulin, histone 3, actin ve calmodulin genlerinin intronlarindaki 6zdes dizilerini
yaptiklar1 ¢alismada gostermislerdir. Tiim 1rklar1, patotipleri ve cografi araligi temsil
eden 11 ek F. oxysporum f. sp. ciceris izolatt ve nohut i¢in patojen olmayan 3 F.
oxysporum (Fo) izolati, EF1- o geninde sekans varyasyonlar1 i¢in ayrica analiz
edilmistir. F. oxysporum f. sp. ciceris izolatlarinin patojen olmayan izolatlardan ve diger
f. sp.’lerden farkli bir grup oldugunu saptamislardir. Calismanin sonucu olarak, F.

oxysporum f. sp. ciceris’in monofiletik oldugunu bildirmislerdir.

Kuramae ve Souza (2002), yaptiklar1 ¢alismada F. oxysporum’un 4 farkl f. sp.’i ve F.
oxysporum f. sp. lycopersici’nin iki irki (Fol; wrk 1 ve wrk 2) arasindaki genetik
varyasyonun saptanmasinda, RAPD, ITS ve rDNA teknikleri kullanilmigtir. RAPD
molekiiler markorlerinin kullanildigi F. oxysporum f. sp. cubense, F. oxysporum f. sp.
lycopersici, F. oxysporum f. sp. phaseoli, F. oxysporum f. sp. vasinfectum arasinda
%50’den fazla genetik varyasyon gozlenirken, Fol; itk 1 ve 1rk 2 arasindaki varyasyon
%7 oraninda gdzlenmistir. F. oxysporum’un 4 farkli f. sp.’i ve F. oxysporum f. sp.
lycopersici’nin iki k1 (Fol; ik 1 ve irk 2), ITS1 ve ITS2 bolgelerinde %97’den fazla
genetik varyasyon gosterdigi bildirilmis ve rDNA genleri %100 homolog olarak rapor

edilmistir.

Cai et al. (2003), Kaliforniya’da domates yetistiriciliginde sorun olan Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici; Fol izolatlar1 ile patojenite ve VCG testleri yapmislardir.
Elde edilen 39 Fol izolatindan yapilan VCG testleri sonucunda {i¢ izolatin non-patojenik
(VCG 0031), 13 izolatin FOL-1rk 3, 9 izolatin Fol-irk 2 (VCG 0030), 3 izolatin Fol-rk
1 ve 6 izolatin Fol-irk 2 (VCG 0035) oldugunu tespit etmislerdir. VCG ¢alismalari

sonucunda elde edilen sonuglarin RFLP tekniginde de benzer oldugunu bildirmislerdir.

Yli-Mattila et al. (2004), tarafindan yapilan calismada farkli cografi bolgelerden elde
edilen Fusarium poae, Fusarium sporotrichioides, Fusarium langsethiae ve Fusarium
kyushuense’nin 109 izolatlarindan, F. langsethiae’nin yakindan iliskili oldugu tiirlerle

olan filogenetik iliskileri, birbirini izleyen rDNA kiimesi IGS’nin bir kismi, ITS 1 ve 2
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ve Beta-tubulin geninin bir kismi aragtirilmigtir. ITS1 ve 2’nin dizi analizinin, tim F.
sporotrichioides izolatlarim1 F. langsethiae izolatlarindan ayiramadigini ve Beta-
tubulin’in dizi analizinin, dort tiirii ayirt edebildigini fakat bu iki tiiriin arasindaki
filogenetik iligkiyi ¢6zemedigini bildirmislerdir. IGS bdlge dizi analizinin, bu dort tiiriin
ayirt edilmesi ve bireysel tiirlerin ileri alt gruplara neden oldugunu gostermis, Fusarium
sporotrichioides var. minus izolatlarinin, F. poae ve F. langsethiae’den daha iyi
desteklendigi saptanmustir. F. sporotrichioides’ten a¢ik bir sekilde, Fusarium
langsethiae dahil olmak {izere iizerinde ¢alisilan tiim tiirleri kombine dizilerin yakin
baglantilart ve POY analizlerinin giivenilir bir bi¢imde ayirdigini bildirmislerdir. Bu
sonuglarin UP-PCR  hibridazasyon analizinin sonuglarina uygun oldugunu
belirtmislerdir. Sonug olarak, verilerin Sporotrichiella boliimiinde yeni bir tiir olan F.

langsethiae’nin tanimlanmasi igin molekiiler destek sundugu rapor edilmistir.

Can vd. (2004), Dogu Akdeniz Bolgesi kavun ekim alanlarindan daha 6nce elde edilen
irklar1 VUG ve RAPD yontemlerini kullanarak karakterize etmislerdir. Bu ¢alismada
elde ettikleri izolatlarm VUG 0138 ve VUG 0135 gruplarina dahil oldugunu
belirtmislerdir. Irk 1 ve 1-2 izolatlarinin daha siddetli simptomlar olusturdugunu tespit
etmiglerdir. RAPD analizinde 42 farkli primer kullanmiglar fakat 24 primerde 1-6 bant
olustugunu saptamislardir. Bu ¢alismada sonug olarak, RAPD analizi ile F. oxysporum
f. sp. melonis irklar1 ya da VUG lar1 arasinda herhangi bir iligkinin bulunmadigini rapor

etmislerdir.

Bogale et al. (2006), yaptiklar1 calismada Etiyopya'dan elde edilen 32 F. oxysporum
tir kompleksinin i¢inden daha once karakterize edilmis filogenetik gruplar olarak
bilinenlerle kiyaslanmasini, AFLP, SSR ve DNA sekans:t (Translasyon Uzama
Faktoriil-alpha (TEF1-alpha)) karsilastirmalarini kullanarak gergeklestirmislerdir. Bu
calismada kullanilan her ii¢ yontem, suslar1 F. oxysporum'un ii¢ kiimesine karsilik
gelen ii¢ kdkene ayirmistir. Bu ¢alismaya dahil edilen 18 forma species kullanilan ii¢
DNA tabanli tekniginden higbiriyle konukc¢uya gore ayrilma saglamadigi rapor

edilmistir.

Mbofung et al. (2007), Fusarium solgunlugunun etmeni F oxysporum f. sp. lactucae’nin
son zamanlarda Arizona'da marulda 6nemli bir patojen oldugunu bildirmislerdir.

Yaptiklart calismada mitokondrial kiigiik altbirim (mtSSU), translasyon uzama faktorii
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1-a (EF-1a) geni ve niikleer ribozomal DNA genler arasi bosluk (IGS) bolgesinin dizi
analizi, F. oxysporum f. sp. lactucae izolatlari, diger konuk¢ulardan elde edilen F.
oxysporum izolatlar1 ve lokal patojen olmayan izolatlar arasindaki filogenetik iliskiler
arastirilmistir. mtSSU dizi analizi, simirli filogenetik ¢oziintirlikk saglamis ve F.
oxysporum f. sp. lactucae izolatlarini diger 13 F. oxysporum izolatindan ayirt edemedigi
saptanmustir. EF-1a sekans analizi F. oxysporum f. sp. lactucae izolatlari ile yedi adet
forma species’i gruplandirmistir. IGS bolgesinin analizi, insersiyon, delesyon ve tek
niikleotid gecisleri ve yer degistirmelerden olusan F. oxysporum formae speciales’leri
arasinda ¢ok sayida dizi polimorfizmini ortaya ¢ikarmigtir. Tekrarlanan dizi analizleri
bolgenin ¢ogunda daginik halde bulunan birka¢ duplike alt tekrarlama birimini ortaya
cikarmistir. IGS sekans verisi analizlerine gore lactucae ik 1 izolatlar1 F. oxysporum'un
diger li¢ formae speciales’i ile monofiletik bir grup olarak ayristigini belirtmistir.
Yapilan bu ¢alismanin sonucu olarak tiim analizlerde, F. oxysporum f. sp. lactucae irk 2
izolatlar1 filogenetik olarak birbirinden farkli ve F. oxysporum f. sp. lactucae 1

izolatlariyla uzaktan iligkili ayr1 bir soy olusturdugu rapor edilmistir.

Perez-Sierra et al. (2007), Kuzey Ispanya’nin farkli cografi bolgelerinden ve
konukgularindan elde edilen Fusarium circinatum’un 157 farkli izolat koleksiyonunu,
histone H3 geni PCR-PRFL, IGS bolgesi ve translasyon uzama faktorii 1-alfa geni
(TEF) ile kiiltiirel ve morfolojik ozellikleri tanimlamis ve karakterize etmislerdir.
Eslesme tiplerini multiplex PCR ile belirlemisler ve sexual uyumlulugu laboratuvar
kosullarinda gergeklestirmislerdir. Her iki eslesme tipinin (MAT-1, MAT-2) Ispanya’da
mevcut oldugunu ve telemorf Gibberella circinata’y:r olusturdugunu belirtmislerdir.
Daha oOnceden rapor edilmemis eslesme tipleri arasinda morfolojik farkliliklar
gozlendigi bildirilmistir. MAT-1 izolatlarinin, F. circinatum’un sarmal, ag¢ik, steril hif
karakteristigini  gosterirken, MAT-2 izolatlarinin sarmal olmayan steril hifler
gosterdigini belirtmislerdir. Temsili izolatlatlarin virtilensligini yedi ve sekiz aylik
Pinus nigra, P. pinaster ve P. sylvestris fidelerinde test etmislerdir. Sonug¢ olarak test
edilen tiim izolatlarin bu ¢am tiirlerine patojenik oldugu, MAT-1 izolatlarinin MAT-2

izolatlarina gore daha viriilens oldugu rapor edilmistir.

Martin-Urdiroz et al. (2008), tarafindan yapilan calismada vaskiiler solgunluk F.
oxysporum f. sp. lycopersici’de yeni bir miyozin motor benzeri kitin sentaz geni olan

chsVb’i tanimlamiglardir. ChsVb kitin sentaz 2 alaninin (CS2) tiiretilmis aminoasit
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dizisinin filogenetik analizi, chsVb siif VII kitin sentaza ait oldugunu ortaya
koymuslardir. Hedeflenen tek (chsVb) ve ¢ift (chsV, chsVb) mutantlari, domates meyve
dokusunda invaziv olarak gelisme gostermedigi veya domates bitkilerini kolonize ve
enfekte edemedigi bildirilmistir. Bu izolatlar, fungal hiicre duvart aksamini engelleyen,
limona benzer sekilde konidi iireten, hifal subapikal bolgelerde sigsmis balon benzeri
yapilar, kalinlagmis duvarlar, anormal septa ve intrahifal hifler gosteren bilesikler i¢in
asir1 duyarli oldugu belirtilmistir. Sonug¢ olarak, chsVb geninin polarize biiylimede
bliyiik ihtimalle islev gordiigiini ve bu fungusun komplex enfeksiyon siirecinde hiicre

duvar biitiinliigiiniin kritik 6nemini dogruladig1 saptanmustir.

Lin et al. (2009), Fusarium solgunluguna dayanikli c¢esit islah programlarin
hizlandirmak amaciyla, dayanikli ¢esitlerin belirlenmesini hizli ve giivenilir bir sekilde
saglayan PCR’a dayali bir teknik olusturmuslardir. G05-SCAR primer seti olan
GsF5/GsR5, OPG0O5 RAPD primerinin dayanikli bireylerde amplifiye ettigi bandin
sekans analizi sonucunu elde etmislerdir. SCAR primeri (GsF5/GsR5) sadece
Fusarium’a dayanikli veya tolerant olan genotiplere spesifik olmak {izere 898 bp’de
bant olusturdugunu bildirmislerdir. Fusarium’a duyarh 12 ¢esit, 1 hat (SB) ve dayanikl
8 hatta SCAR primeri (GsF5/GsR5) ile yapilan tarama g¢aligmasinda OPG05-898
markori tiim dayanikli hatlarda tespit edilirken, duyarli olarak bilinen hat ve ¢esitlerde

goriilmedigi rapor edilmistir.

Sampietro et al. (2010), TEF1-alpha geninin kismi baz dizilimi Arjantin’de tahillarda
sorun olan, fumonisin ve trichothecene iireten toksijenik Fusarium izolatlarinin
tanimlanmasinda kullanilmistir. TEF1-alpha gen sekans verisi, F. graminearum
kompleksinde F. graminearum sensu stricto, F. meridionale ve F. boothii’nin

ayriminda da oldukga bilgilendirici oldugunu bildirmislerdir.

Altimok ve Can (2010), yaptiklart ¢alismada tipik Fusarium solgunluk belirtileri
gosteren hastalikli patlicanlardan elde edilen Fusarium oxysporum'un yetmis dort
izolati, Fusarium solgunluguna yiiksek derecede hassas olan Pala cesidi iizerinde
patojenisite testine tabi tutmuslardir. Test edilen tiim izolatlarin patlicana patojenik
oldugu belirlenmis ve bu izolatlarin tamaminin Fusarium oxysporum f. sp. melongenae
(Fomg) oldugu teshis edilmistir. Cografik konumlarina gore segilen 20 Fomg izolati

grubu arasindaki genetik cesitlilik, patojenisite testi, vejetatif uyumluluk gruplamasi
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(VCG) ve rastgele cogaltilmig polimorfik DNA (RAPD) analizini kullanilarak
karakterize etmislerdir. Hastalik ilerleme egrisinin altindaki alan, her bir Fomg izolat1
i¢in inokulasyondan (DAI) sonraki 21. giine kadar hesaplanmis ve en viriilent izolatin,
(AUDPC) hastalik ilerleme egrisinin altindaki alana, hastalik siddetine ve iletim
demetlerindeki leke Olglimlerine goére FomglO oldugunu saptamislardir. UPGMA
(aritmetik ortalama ile agirliklandirilmamis eslestirme gurubu yontemi) Dice'nin
benzerlik  katsayisim1  kullanarak  RAPD  verilerinin  kiimeleme  analizini
gerceklestirmiglerdir. Sonug olarak, Fomg izolatlar1 arasinda onemli genetik cesitlilik
oldugunu gosterdigini, fakat ayni cografi bolgeden elde edilen izolatlarin ayni grupta

yer aldigini tespit etmislerdir.

Arif et al. (2011), tarafindan yapilan ¢alismada Fusarium solani’nin diger Fusarium
tiirlerinden ayirt edilebilmesi i¢in baz1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) caligsmalari
gelistirilmistir. F. solani (genisletme trtinii 658, 595 ve 485) ve Fusarium (genisletme
rtinii 420 ve 466) cinslerinin hizli bir sekilde teshis edilebilmesi i¢in hedef genlerin
coklu dizilimlerinden elde edilen konsensiis sekanslarinin, ITS, rDNA ve TEF1-alpha
kullanilarak primerleri dizayn ettiklerini belirtmislerdir. Primerlerin yakin bitki
patojenlerine karst kullanildiginda herhangi bir capraz reaksiyon gozlenmedigini
bildirmiglerdir. Tanimlanan primer setlerinin, Fusarium tiirleri ve F. solani’nin dogru
teshis edilmesine ve birbirlerinden ayirt edilmesine imkan saglandigi saptanmustir.
Baslangigta 16 primer seti kullanilmis ancak bes primer setinin Fusarium cinsine (TEF-
Fu3 ve ITS-Ful) ve F. solani'ye (TEF-Fs4, ITS-Fu2 ve ITS-Fs5) spesifik oldugu
bildirilmistir. Sonug olarak gelistirilen yontemlerin tespiti kolaylastirabilir, Fusarium
cinsi ve F. solani benzerligini tespit edebilir ve patojen kontrol faaliyetleri siiresince

uygulanabilir oldugu rapor edilmistir.

Chehri et al. (2011), tarafindan yapilan ¢alismada enfekteli kabakgil bitkilerinden
Fusarium spp.’lerin izolasyonunun yapilmasi, patojeniteleri ve filogenetik iliskileri
belirlemek amaglanmistir. iran’in Kermanshah bélgesinden farkli cografik bolgelerden
enfekteli kabakgil bitkilerinden toplam yiiz adet Fusarium izolati elde etmislerdir.
Yapilan morfolojik teshis sonucu bu izolatlar1 F. oxysporum, F. proliferatum, F.
equiseti, F. semitectum ve F. solani olarak teshis etmislerdir. Bu bes izolat ile saglikli
kabakgil bitkileri lizerinde yapilan patojenite testi sonucu tliim izolatlarin hastalik

simptomu olusturdugunu saptamislardir. Ribozomal DNA (rDNA)’nin ITS bélgesi ve
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RFLP analizine dayanilarak bes Fusarium tirinin iki Onemli gruba ayrildigim
bildirmislerdir. Bu c¢alisma sonucunda ITS+5.8S PCR-RFLP analizi kullanilarak

Fusarium tiirlerinin varyasyonu analiz edildigi belirtilmistir.

O’Donnell et al. (2012), Fusarium cinsi igerisinde 82 taksonun RBP1, RBP2 ve
TEF1-alpha gen bolgelerinin sekans verileri kullanilarak evrimsel iligkileri
degerlendirilmistir. Multilokus tiplemeye dayali olarak dort tiir kompleksinde oldukca
yiiksek bir genetik ¢esitlilik belirlenerek yeni haplotipler kesfetmislerdir.

Altiok et al. (2013a), farkli cografi konumlarda yer alan Fomg izolatlar1 arasindaki
genetik cesitliligin patojenisite ve VCG testleri ile arastirilmasini amaglamislardir.
Patojenisite testi yoluyla yiiksek derecede viriilens, viriilens, orta derecede viriilens ve
diisiik virtilens olarak 374 Fomg izolati bildirilmistir. Fomg izolatlarinin virtilenligi ve
cografi konumlar1 arasinda herhangi bir korelasyon olmadigini tespit etmislerdir.
Nitrattan yararlanmayan mutantlart (nit), ¢esitli nitrojen kaynaklar1 ile Fomg
izolatlarinin biiylime 6zelliklerinin fenotiplenmesine bagli olarak nitl, nit3 ve NitM
olarak 3 grupta toplandigini belirtmislerdir. Elde edilen nit mutantlarin ¢ogunlugunun
(9%39,4) %2,0 potasyum Klorat igeren minimal ortam igerisinde nitl oldugunu tespit
etmiglerdir. Fomg izolatlariin yaklasik %96,3't VCG 0320 olarak, geri kalan %3,7'si

ise vejatatif uyumsuz grup olarak siniflandirildigini bildirmislerdir.

Dubey et al. (2014), filogenetik ayrimda basarili bulunan bu markdérlerden translation
elongation factor-1a (TEF1-alpha), Beta-tubulin ve internal transcribed spacer (ITS)
bolgeleri tlizerinden dizayn edilen primer/problar ile Fusarium solgunluk etmeni F.

oxysporum f. sp. ciceris izolatlar1 spesifik olarak belirlenmistir.

Tekeoglu vd. (2017), nohuttan izole edilmis Fusarium spp. izolatlarinin tiir
tanimlamalarinda TEF1-alpha gen bélgesinin kismi baz dizilimlerinin, farkli

Fusarium tiirlerinin ayriminda olduk¢a basarili bulundugunu bildirmislerdir.

Altinok et al. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada Tirkiye’de elde edilen Fusarium
oxysporum f. sp. melongenae (Fomg) izolatlarmin yapisimi ve genetik ¢esitliligini
belirlemek igin actin (actA) DNA bolgeleri, translation elongation factor 1-alpha
(TEF1-alpha), inter-transcribed-spacer (ITS) dizi analizleri ve inter simple sequence
repeat (ISSR) bantlama teknikleri kullanilmistir. ISSR c¢alismasinda; (ACTG)s,
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(GACAQ)3, (GACA)4, (GATA)4, HVH(TG)7 ve (CA)sRG primerleri 16’lik bir setten
secildigi belirtilmistir. ISSR verilerinde 202 Fomg izolatina ait 31 locus saptanmis ve
bunlar1 14’{iniin polimorfik oldugu tespit edilmistir. Calismanin sonucu olarak ITS,
TEF1-alpha ve actA bolgelerinden elde edilen sonuglarda, monofiletik orijine sahip

olduklar1 bulunmustur.



2. BOLUM
MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal
2.1.1. Sorvey Alani

Sorvey g¢aligmalart 2015 ve 2016 yillarinda Ege Bélgesi’nde Aydin, Izmir, Mugla ve
Manisa illerinde Akdeniz Bolgesi’nde Antalya, Mersin, Adana ve Hatay illerinde, sera

ve tarlada yetistiriciligi yapilan biber alanlarinda yiirtitilmiistir.

2.1.2. Patojenin Izolasyonu, Patojenisite ve Capraz inokulasyon Cahsmalarinda

Kullanilan Materyal

Yapilan sorvey calismalari sonucunda biber bitkisinden izole edilen Fusarium tiirleri
calisma materyali olmustur. izolasyon ve tami asamalarinda patates dekstroz agar
(PDA; Merck, Darmstadt, Germany) ve ve Fusarium minimum besi (FMM) ortamu,
Petri kaplar1 ve kiiltiirlerin gelisimi i¢in inkiibator kullanilmistic. FMM ortam icerigi,
“(0,1% (w/v) KH2POy4, 0,05% (w/v) MgSO,4-7H,0, 0,05% (w/v) KCI, 0,2% (w/v)
NaNOs, 3% (w/v), Sukroz ve agar 2% (w/v); iz elementlerin ilavesi (0,001% (w/v)
sitrik asit, 0,001% (w/v) ZnSO4 6H,0, 0,0002% (w/v) Fe(NH4)2(SO4)2:6H,0,
0,00005% (w/v) CuSO,4:5H,0, 0,00001% (w/v) MnSO4, 0,00001% (w/v) H3BO,,
0,00001% (w/v) NazMo0O4:2H,0)” seklindedir (Altinok et al., 2013a), (Ek 1).

Patojenisite caligmalarinda biber cesidi olarak hastaliga duyarli “Atalante F;” cesidi
kullanilmistir. Capraz inokulasyon ¢aligmalarinda “H-2274” domates ¢esidi ve “Kemer”
patlican ¢esidi kullanilmistir. Denemelerde sterilize edilmis torf-perlit-toprak karigimi
iceren 108x165 mm ebatinda saksilar kullanilmistir. Deneme siiresince bitkiler Erciyes
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimiine ait iklim kontrollii kabinlerinde

muhafaza edilmistir.
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2.1.3. PCR Cahsmalarinda Kullanilan Materyal

PCR caligmalarinda, Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolatina ait DNA’lar,
Taq buffer, dNTP, primerler (TEF1-alpha, Actin, Beta-tubulin, Calmodulin, Chitin
Synthase), Taq polimeraz, dH,O materyal olarak kullanilmstir.

Foc izolatlarina ait DNA’larin elde edilmesi amaciyla yapilan izolasyon ¢alismalarinda,
lysis buffer, proteinaz-K, su banyosu, santrifiij, mikrosantrifiij tiipleri, ependorf,
otomatik pipet ve pipet uglari, Qiagen, DNeasy Plant Mini Kit (cat no:69106) ve
ExiPrep™ 16 (Ful Otomatik Nukleik asit Ekstraksiyon Sistemi, Bioneer, USA)
kullanilmistir. Elde edilen DNA'min miktar ve saflik dereceleri 6lgiimii NanoDrop

ND1000 spektrofotometre'de (NanoDrop Products, USA) yapilmistir.

PCR c¢aligmalar1 sonucunda amplifiye edilmis DNA’lar agaroz jel elektroforez
calismalarinin materyali olmustur. PCR f{irlinlerinin ayristirllmasinda, agaroz (%1,5),
1XTBE buffer, DNA Markor (GeneRuler 1 kb DNA Ladder), yiikleme tamponu
(Loading), Jel tanki giic kaynagi (Thermo EC300), jeldeki DNA bantlarinin
goriintillenmesi i¢in ethidium bromid, UV transilluminatér ve bilgisayarli jel

dokiimantasyon ve goriintiileme sistemi kullanilmistir.
2.2. Metod

2.2.1. Arazi Cahismalar1
2.2.1.1. Biberde Patojenik Fusarium oxysporum izolatlarinin Orneklenmesi

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore Akdeniz ve Ege Bolgesi’nde biber
yetistiriciliginin yaygin oldugu iller, 4,000 dekar ve tizeri ekilis alanina sahip 6rnekleme
programina dahil edilmistir (Anonim, 2013). Tez c¢alismasi kapsaminda 6rneklemenin

yapildig illere ait ekim alanlar1 (dekar) ve tiretim degerleri (ton) verilmistir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Ornekleme yapilan illere ait ekim alanlar1 (dekar) ve iiretim degerleri (ton)
(TUIK, 2013).

. Biber (sivri)
Iller
Dekar Ton

Mersin 38851 220420
Antalya 30599 216821
Manisa 14505 36189
[zmir 12607 27820
Hatay 11603 18317
Aydin 10362 23857
Mugla 6824 8219
Adana 6274 7713

Ege Bolgesi’nde Aydm, Izmir, Mugla ve Manisa illerinde Akdeniz Bolgesi’nde
Antalya, Mersin, Adana ve Hatay illerinde, sera ve tarlada yetistiriciligi yapilan biber
alanlarinda, 2015 ve 2016 yillarinda; biberde solgunluga yol acan F. oxysporum f. sp.
capsici; Foc etmenine ait izolatlarin elde edilmesi amaciyla sorvey ¢alismalari

yapilmistir.
Sorvey calismalarina arazi ¢ikis takvimi asagida verilmistir.

1. Cikis: 01-14 Temmuz 2015 - Antalya, izmir, Mugla, Aydin, Manisa, Mersin (Biber
Sorveyi)

2. Cikig: 29 Temmuz - 12 Agustos 2016 - Hatay, Adana, Mersin, Antalya, Mugla,
Aydin, Izmir, Manisa (Biber Sérveyi)

Yetistiricilik yapilan alanin biiyiikliigiine ve bolgenin cografi konumuna gére homojen
ornekleme alanlar1 belirlenmis her bir 6rnekleme alanindan, birbirine en az 100 m
mesafade bulunan tarla/seralardan alanin biiyiikliigiine gore 2-6 bitki drnegi alinmustir.
Solgunluk simptomu ile beraber iletim dokularinda kahverengilesme gozlenen ve kok
bogazinda simptom gozlenen bitkilerden %2’lik sodyum hipokloritle (NaOCI)
dezenfekte edilmis budama makast ile 15-20 cm uzunlugunda gévde ve kdk bogazi
ornekleri alinmistir. Alinan Ornekler kagitlara sarilip posetlenmis ve etiketleme islemi
yapilarak bekletilmeden en kisa siirede laboratuvara getirilmistir. Sorvey yapilan
sera/tarlanin koordinatlari, GPS (Global Positioning System; Kiiresel Konumlama

Sistemi) cihaz1 ile kaydedilmistir. Gozlem ve orneklemeler, ekim alanlarinin en az
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%1’inde yapilmigtir (Altinok vd., 2012a; Altinok vd., 2012b). Homojen bir sekilde
bolgelerin 6rneklenmesini saglayabilmek i¢in tiim sorveyler, ilgili kdylerden sorumlu
olan Ziraat Miihendisleri/Tarim Danigsmanlar1 yonlendirmeleri ve esligi dogrultusunda
yapilmistir. S6rveyler sirasinda, her bir sera/tarla i¢in anket formuna yetistiricilikle ilgili

tiretici bilgilerinin kayit islemleri yapilmigtir.
2.2.2. Patojen izolasyonu ve Tanisi

Iletim demetlerinde kahverengilesme gozlenen biber orneklerinin kahverengilesen
kisimlarindan enine kesitler alinarak, standart mikolojik yontemlere goére izolasyon
islemi yapilmistir. Alinan pargalarak kurutularak, streptomycin (100 pug ml™) igeren
patates dekstroz agar (PDA; Merck, Darmstadt, Germany) ve Fusarium minimum besi
(FMM) ortamina ekilerek 24+1°C’de bir hafta siireyle inkiibe edilmistir. F. oxysporum
olarak tanis1 yapilan izolatlarin saf kiiltiirleri, gelisen koloninin hif ucu veya tek spor
izolasyonu ile elde edilmistir. Tek spor izolasyonu; 9 cm capindaki Petri kaplarina,
konidilerinin ¢imlendirilecegi su agar (%2) ortam1 hazirlanarak dokiilmistiir. Sonraki
asamada 10 ml steril distile su icerisinde konidi siispansiyonu hazirlanarak ve
mikroskopta incelenerek 40X objektif goriis alaninda 17° konidi olacak sekilde
konsantrasyon ayarlamasi yapildiktan sonra su agar igeren Petri kaplarmna yiizeyi
kaplayacak sekilde (1 ml) cam bagetle yayma islemi yapilmigtir. Petri kaplari
24+1°C’de 16-24 saat inkiibatorde bekletildikten sonra mikroskopta incelenerek
¢imlenen ve yakininda baska spor bulunmayan konidiler isaretlenmis, sonrasinda steril
asilama ignesiyle alinarak PDA veya FMM iceren ortama ekimi yapilmistir.
Makroskobik ve mikroskobik incelemeler yapilarak tek spordan saf bir sekilde
gelistirilen kolonilerin  koloni rengi, konidiofor, fialid ve konidi 6zellikleri,
mikrosklerot varligi incelenerek F. oxysporum (Booth, 1971; Altinok, 2005; Leslie ve

Summerell, 2006) olarak tanis1 gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda tek spordan gelisen kolonilerden 4 mm capinda miseliyal
disk alarak egik PDA ortami igeren deney tiiplerine ekimi yapilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda gelisen izolatlar +4°C’de saklanmistir. Sonraki asamalarda kullanilmak
tizere izolatlar, steril gliserol-su (%20 gliserol, %80 distile su, %0,25 NaCl)

soliisyonunda miseliyal diskler seklinde -80°C’de saklanmistir. Ayrica bu kiiltiirler,
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Whatman filtre kagitlarinda gelistirilerek steril zarflar igerisinde -20°C’de

saklanmuistir.

2.2.3. Patojenisite Calismalar:

Foc inokulasyonlarinda, Fusarium’a dayaniklilik 1slah1 deneme c¢alismalar1 yiiriiten
firma goriigslerinden sonra tavsiye edilen duyarli “Atalante F;” biber cesidi
kullanilmistir. Elde edilen izolatlarin patojenisite denemeleri i¢in, PDA ortaminda
gelistirilen funguslarin 8-10 giinliikk taze kiiltiirlerinin lizerine 50 ml steril distile su
dokiilerek spatiil yardimiyla kaziyarak sporlarin suya ge¢cmeleri saglanmistir.
Hazirlanan bu spor siispansiyonu iki kat steril tiilbentten gecirip siiziilerek miselyum
kalintilar stispansiyondan uzaklastirilmistir. Spor siispansiyonuna sporlarin homojen bir
sekilde dagilimini saglamasi amaciyla %0,05 Tween 20 konulmustur. Sporlarin Thoma
laminda (hemocytometre) sayimi yapilmis ve konsantrasyonlari 10° konidi/ml’ye
ayarlanmigtir. Fideler 3-4 gercek yaprakli doneme geldiginde kokleri bu sekilde
hazirlanan konidi siispansiyonuna daldirilarak 5 dakika bekletilmis ve steril torf-perlit-
toprak (2:1:1) karisimi igeren 108x165 mm ebatlarinda plastik saksilara sasirtma islemi
gercgeklestirilmistir. Kontrol bitkilere de ayn1 islem uygulanmis fakat spor siispansiyonu

yerine steril distile suya kok daldirma islemi yapilmustir.

Tesadiif parselleri deneme desenine gore her bir saksida 3 fide olacak sekilde 5
tekerriirlii olarak deneme kurulmustur. Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Bolimii iklim kontrollii kabinlerinde fidelerin; 16 saat aydinlik (11000 liiks), 8
saat karanlik fotoperiyota ayarli, %60 nisbi nem, giindiiz 25+2°C ve gece 20+2°C
sicaklikta gelisimi saglanmistir. Inokulasyon isleminden sonra fideler her giin kontrol
edilerek ve ilk simptomlarin gozlendigi giinden itibaren (10., 15., 20., 25. giin)
bitkilerde 6lim goriilmeye basladigi siireye kadar (25 giin) periyodik olarak 5 giin
araliklarla  degerlendirilme  yapilmistir.  Fidelerin  solgunluk  simptomlarinin

derecelendirilmesinde kullanilan skala asagida verildigi gibidir;
0: Gozle goriilebilir hastalik simptomu yok,
1: Solgunluk baslangici, alt yapraklarda ince damarlarda renk agilmasi,

2: Bitkinin yarisinda solgunluk, gelisme geriligi, klorosis ve nekrosis,
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3: Genel solgunluk, yapraklarda kuruma, dokiilme ve uglardan geriye dogru 6liim,
4: Kuruma ve oliim (Altinok et al., 2013b).

Tim FOC izolatlarinin skala degerleri lizerinden yiizde Hastalik siddeti asagida verilen
formiile gore hesaplanmistir (Bora ve Karaca, 1970; Campbell ve Madden, 1990;
Altinok ve Can, 2010). Patojenisite denemeleri sonlandirildiginda biitiin Foc izolatlar

basaril1 bir sekilde bitkilerden re-izole edilerek Koch’postulatlari tamamlanmustir.

Hastalik Siddeti (%): (n.V) / (Z.N) x 100; n: Her bir skala degerine giren bitki sayisi, V:
Skala degeri, Z: En yiiksek skala degeri, N: Gozlem yapilan toplam bitki sayisi.

2.2.4. Capraz Inokulasyon Denemeleri

Duyarli oldugu daha 6nce rapor edilmis olan “H-2274 domates ¢esidi Colak ve Bigici
(2013) ve “Kemer” patlican ¢esidi, biber bitkisinden elde edilen F. oxysporum
izolatlarmin capraz inokulasyon denemelerinde kullanilmistir. izolatlarin patojenisite
caligmalar1 Boliim 2.2°de verilen kok daldirma yontemi ile testlenmistir. Periyodik
olarak ¢ok sayida izolatin kullanildig1 capraz inokulasyon denemeleri, Erciyes
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii iklim kontrollii kabinlerinde Subat-

Haziran 2016°da ytriitilmustiir.
2.2.5. Molekiiler Calismalar

Miselyum tiretimi: Bir haftalik taze miseliyal kiiltiirlii izolatlardan, 5 mm ¢apinda 4-5
adet miseliyal disk alinarak, 20 ml patates dekstroz broth (PDB; Difco, Detroit, USA)
sivit ortam igeren erlenlere aktarilmistir. Bu sekilde hazirlanan kiiltiirler karanlikta,
25+1°C’de bir hafta siireyle ¢alkalanarak inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresinin
sonunda gelisen miseliyal koloninin altindaki PDB sivi  ortami siiziilerek
uzaklastirilmigtir. Daha sonra miseller steril distile suyla yikanip kurutma kagitlari
arasina konularak fazla sulart alinmistir. Miseller 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine

konularak, DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20°C’de saklanmuistir.

Fungal genomik DNA izolasyonu: Foc izolatlarinin total DNA izolasyonu Qiagen,
DNeasy Plant Mini Kit (cat n0:69106) ve ExiPrep™ 16 (Ful Otomatik Nukleik asit
Ekstraksiyon Sistemi, Bioneer, USA) kullanilarak yapilmistir (Altinok et al., 2018).
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Elde edilen DNA’lar %1,5’lik agaroz jelde 180 dk/ 90 Volt’da elektoroforez edilerek jel
gorlintiilleme sisteminde goriintiileme islemi yapilmistir. Elektroforez islemlerinden
sonra olusan bantlar, UV transilluminator ve bilgisayarli jel dokiimantasyon ve
goriintliileme sisteminde goriintiilenmistir ve kaydedilmistir. DNA'nin miktar ve saflik
dereceleri 6l¢iimii NanoDrop ND1000 spektrofotometre'de (NanoDrop Products, USA)
yapilmistir. PCR ¢alismalarinda kullanilan soliisyonlar ve kimyasallarin hazirlanisi EK

2’de verilmistir.

2.2.5.1. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolatlar1 Arasindaki Genetik
Varyasyonlarin Markore Dayali Analizleri ve Genotipik Verilerin

Degerlendirilmesi

Biber bitkisinden izolasyonu yapilan 40 adet F. oxysporum f. sp. capsici (Foc)
izolatinin DNA’sinin Translation elongation factor (TEF1-alpha), Actin, Beta-tubulin,

Calmodulin, Chitin synthase primerleri ile PCR ¢alismalar1 ger¢eklestirilmistir.

Tablo 2. 2°de tez kapsaminda yer alan protein kodlayan gen bolgeleri ile ilgili primerler

verilmistir.

Tablo 2.2. Filogenetik analiz ¢aligmalarinda protein kodlayan gen bdlgelerine ait
primerlerin baz dizilimleri.

Primer Ad1 Kod Baz Dizilimi

) ) . | TEF1-A2 |5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’
Translation elongation factor

TEF1-A 4 |5’-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3’

ACT-512F | 5’-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3’

Actin”
ACT-783R | 5>-TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3’
- Bt-F 5-CAA GAACTC AGAGTATTT CGT C-3'
Beta-tubulin
Bt-R 5-TAT GAA CTA GAA GGG GAT GAA G-3'

n CAL-F 5'-CTC ACT TAC TGA AGA GCA AGT CT-3'
Calmodulin

CAL-R 5-TTAGTACTGACCGTCCTCTAATC-3

- " CHS-F 5-CTA CAT TCG CTC CTA CCT ACT C-3'
Chitin synthase

CHS-R 5’-TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG-3

“Schmitt et al. (2009); Alunok et al. (2018).
Tiim genom sekans verisi lizerinden ilk kez bu ¢aligmada ilgili bolge primeri dizayn edilmistir.
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PCR g¢aligmalarinda kontrol olarak DNA yerine steril distile su igeren reaksiyonlar
hazirlanmis, 20 pl reaksiyon hacmi belirlenmistir. Foc i¢in TEF1-alpha, Actin, Beta-
tubulin, Calmodulin ve Chitin synthase bolgelerinin PCR amplifikasyonunu takiben,
ortaya ¢ikan bantlarin her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde PCR iiriinleri ¢ift yonlii
sekans verileri elde etmek amaciyla firmaya gonderilmistir (Medsantek, Istanbul).
Izolatlara ait konsensus sekanslari, forward ve reverse sekans bilgileri kullanilarak
Geneious yazilimi v10.0.5 (Biomatters, NZ, USA) ile saglanmistir. Sekanslar ClustalW
yaziliminin ¢oklu dizi hizalama yontemi ile hizalanmistir (Larkin et al., 2007). Sekans
karsilagtirmalart NCBI (Anonim, 2017) BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
aract kullanilarak yapilmistir. Dendrogramlarin ¢iziminde MEGA programinin
(Huelsenbeck ve Ronquist, 2001; Tamura et al., 2013) filogeni fonksiyonu kullanilmis,
UPGMA (Aritmetik Ortalamali Agirliksiz Cift Grup Yontemi) yontemine (500 tekrarh
bootstrap, p-distance, pairwise deletion) dayali olarak dendrogramlar ortaya
konulmustur (Sneath ve Sokal, 1973).



3. BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Biber Bitkisinde Solgunluk Hastahgi Sorveyi

Biber sorvey calismalari 2015 yilinda Temmuz-Agustos aylarinda solgunluk
hastaligimin en karakteristik goriildiigli meyve hasat doneminde yapilmistir. Tablo
3.1°de sorvey yapilan iller, bu illere ait ilge, belde veya kdyler, GPS (Global Positioning
System; Kiiresel Konumlama Sistemi) ile incelemesi yapilan tarlalara ait lokasyonlar ve
rakim degerleri verilmistir. Sorvey caligmalarinda Antalya ilinde Gazipasa, Alanya,
Manavgat, Serik, Kumluca ve Kas ilgelerinden, Mersin ilinde Bozyazi ve Anamur
ilgelerinden, Aydin ilinde Cine, Nazilli ve Bozdogan il¢celerinden, Mugla ilinde Milas
ilgesinden, Manisa ilinde Saruhanli ve Golmarmara ilgelerinden, izmir ilinde ise
Menderes ve Torbali ilgelerinden, toplam 502 solgun bitki 6rnegi alinmistir. Sekil

3.1°de biber sorveylerinden bazi gorseller sunulmustur.
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Sekil 3.1. Biber tarlalarinda soérvey caligmalart (Temmuz 2016). A: Genel tarla
goriinimii; B: Biberde Fusarium solgunluk hastalik simptomu (Hatay;
Kirikhan); C: Genel bitki simptomu (Mersin; Bozyaz1).
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Tablo 3.1. Mersin, Antalya, Mugla, Aydin, izmir ve Manisa illeri ve ilgelerinden biber

yetistiriciligi yapilan seralarda solgunluk simptomu gosteren bitkilerden elde
edilen Fusarium spp. izolatlarinin kodlar1, sérvey yapilan ilgeler, bu ilgelere bagh
beldeler ve 6rnek alinan seralarin koordinatlar: (2015 yili).

izolat Kodu Lokasyon (il/ilce/Mahalle/Koy) Erlem oviam Ralam T,,oplam
(.0 1) (.0.mrm) (m) | Ornek
MRBZ-1/6 Mersin/Bozyazi/Tekmen N36 07> |52,365” | E0O33 | 06 | 15,7537 | 18,6 10
MRBZ-1/9 Mersin/Bozyazi/Tekmen N36 05> | 43,3217 | E033 | 04’ | 09,032” | 12,4 7
MRBZ-2/1 Mersin/Bozyazi/Tekmen N36 05> | 43,3217 | E033 | 04’ | 09,032” | 12,4 11
MRBZ-3/1 Mersin/Bozyazi/Cubukkoyagi N36 | 06° |24,408” | E032|59°|39,966”| 33,5 5
MRBZ-4/1 Mersin/Bozyazi/Merkez N36 06> | 24,4077 | E032 | 59’ | 39,473 | 35,5 5
MRBZ-5/1 Mersin/Bozyazi/Merkez N36 06> |21,553” | E032 | 59’ | 39,824” | 27,3 3
MRAN-7/1 Mersin/Anamur/Bozdogan N36 06> | 21,5537 | E032 | 59’ | 39,824” | 27,3 3
MRAN-10/1 Mersin/Anamur/Malaklar N36 07> |08,903” | E032 | 51° | 26,181 | 15,5 6
MRAN-11/1 Mersin/Anamur/Malaklar N36 07> |26,856” | E032 | 51’ | 12,117” | 44,8 7
ANGP-13/1 Antalya/Gazipasa/BeyrebucakMh N36 | 04’ |25,527”|E032| 38 |32,875”| 318,1 5
ANGP-14/1 Antalya/Gazipasa/Beyrebucak N36 | 11’ |44,097” | E032 |25’ | 24,328” | 175,1 1
ANGP-15/1 Antalya/Gazipasa/Muzkent N36 | 11" [29,603” | E032 | 23° | 54,296 | 136,2 3
ANGP-18/A-1 | Antalya/Gazipasa/Beyrebucak N36 13> |36,646” | E032 | 22° | 37,032” | 67,4 4
ANGP-18/2 Antalya/Gazipasa/Beyrebucak N36 13 | 36,6467 | E032 | 22° | 37,032” | 67,4 3
ANGP-20/1 Antalya/Gazipasa/MacarMh N36 14’ | 00,1327 | E032 | 20° | 52,871” | 69,8 5
ANGP-21/2 Antalya/Gazipasa/KorubasiMh N36 16> | 07,0577 | E032 | 20° | 20,612” | 26,1 3
ANGP-23/1 Antalya/Gazipasa/KorubasiMh N36 16> | 07,0577 | E032 | 20° | 20,612” | 26,1 6
ANLY-26/1 Antalya/Alanya/UgrakMh N36 | 21’ [51,9177|E032| 12° | 39,7597 | 111,2 9
ANLY-27/1 Antalya/Alanya/Demirtas N36 | 21° |51,9177 | E032 | 12’ | 39,759” | 111,2 2
ANLY-28/1 Antalya/Alanya/Demirtas/YeniMh N36 | 21° |51,9177 | E032 | 12’ | 39,759” | 111,2 4
ANLY-29/4 Antalya/Alanya/Haciamanlideresi N36 | 26 |00,386” | E032 | 10° | 42,042” | 16,5 7
ANLY-29/6-A | Antalya/Alanya/Haciamanlideresi N36 | 26 |00,386” | E032 | 10” | 42,042” | 16,5 4
ANLY-29/6-B | Antalya/Alanya/Haciamanlideresi N36 | 26 |00,386” | E032 | 10° | 42,042” | 16,5 5
ANLY-31/1 Antalya/Alanya/Konaklar/ElikesikMh N36 | 35 |34,028” | E031| 54’ | 17,357 | 140,7 3
ANLY-32/1 Antalya/Alanya/Konaklar/ElikesikMh N36 | 35 |34,028” | E031| 54’ |17,357” | 140,7 3
ANLY-33/1 Antalya/Alanya/KonakliMh N36 | 35 |34,028”|EO31| 54’ |17,357” | 140,7 1
ANLY-34/1 Antalya/Alanya/KonakliMh/KetirMv N36 | 35" |[55,861”|E031|52°|19,521”| 41,2 5
ANLY-36/1 Antalya/Alanya/Avsallar/KaramustafalarMh | N36 | 38 | 10,652” | EO31 | 45° | 21,790” | 5,9 2
ANMG-37/1 | Antalya/Manavgat/Tasagil N36 | 38 |[10,652” | E031|45°|21,790”| 5,9 4
ANSR-39/3 Antalya/Serik/Dikmen N36 | 54° |[57,107” | E030| 59’ | 35,856 | 13,1 6
ANSR-39/5 Antalya/Serik/Dikmen N36 | 54° |[57,107” | E030| 59’ | 35,856 | 13,1 2
ANSR-40/1 Antalya/Serik/AsagicatmaMh/BardakliMv N36 | 54° |48,434” | E031 |03’ |12,675”| 10,2 2
ANSR-40/2 Antalya/Serik/AsagicatmaMh/BardakliMv N36 | 54° |48,434” | E031| 03 |12,675”| 10,2 3
ANSR-42/1 Antalya/Serik/Uriindii N36 | 54° |48,434”|E031]| 03" | 12,675 | 10,2 5
ANSR-42/2 Antalya/Serik/Uriindii N36 | 54° |48,434”|E031]| 03" | 12,675 | 10,2 4
ANMK-43/2 | Antalya/Kumluca/Merkez N36 | 22° |[24,060” | E030| 17° | 18,749” | 22,2 6
ANMK-43/3 | Antalya/Kumluca/Merkez N36 | 22° |[24,060” | E030| 17" | 18,749” | 22,2 7
ANMK-45/1 | Antalya/Kumluca/YeniMh N36 | 22° |13,279” | E030| 16° | 49,138” | 26,6 6




Tablo 3.1. Devam

43

izolat Kodu Lokasyon (il/ilce/Mahalle/Koy) Enlem Boylam Rakam Tnoplam
L) (.10 (m) | Ornek
ANKS-49/2 Antalya/Kas/Demre/KasabaMh N36 18> | 48,666” | E029 | 45° | 00,151 | 189,5 11
ANKS-49/3 Antalya/Kas/Demre/KasabaMh N36 18> | 48,666” | E029 | 45° | 00,151 | 189,5 4
ANKS-49/8 Antalya/Kas/Demre/KasabaMh N36 18> | 48,666” | E029 | 45° | 00,151 | 189,5 5
ANKS-50/3 Antalya/Kas/Demre/KasabaMh/Fatihgiftligi | N36 18 | 48,666” | E029 | 45° | 00,151 | 189,5 4
ANKS-52/1 Antalya/Kas/Demre/Kasaba/Ko6fdere N36 18> [38,598” | E029 | 44’ | 04,969 | 210,7 6
MGML-54/1 | Mugla/Milas/KizilcayikikMh N36 | 18 |[38,598” | E029 | 44’ | 04,969 | 210,7 6
MGML-55/1 | Mugla/Milas/KizilcayikikMh N36 | 18 |[38,598” | E029 | 44’ | 04,969 | 210,7 8
MGML-56/5 | Mugla/Milas/EpgeMh N37 | 22° |45279” | E027 |45 | 18,315 | 415 6
MGML-57/1 | Mugla/Milas/KafacaKoyii N37 | 22° [45279” | E027 |45 | 18,315 | 415 4
AYCN-58/1 Aydin/Cine/Kahramankdyovast N37 | 36> |21,806” | E028 | 00’ | 06,156” | 57,1 11
AYNZ-60/1 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh N37 | 36’ |[21,806” | E028| 00’ | 06,156” | 57,1 9
AYNZ-60/3 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh N37 | 36’ |21,806” | E028| 00’ | 06,156” | 57,1 6
AYNZ-60/4 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh N37 | 36> |21,806” | E028| 00’ | 06,156” | 57,1 7
AYNZ-60/5 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh N37 | 53° |[33,469” | E028| 16’ | 02,904 | 70,1 12
AYNZ-60/7 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh N37 | 53° |[33,469” | E028| 16’ | 02,904 | 70,1 3
AYNZ-61/1 Aydin/Nazilli/Yazirlikoyii N37 | 51° |00,725” | E028 | 21° | 45,878” | 74,4 2
AYNZ-62/1 Aydin/Nazilli/Yazirlikoyii N37 | 50° |33,849” | E028 |21’ |37,602”| 75,3 7
AYNZ-63 Aydin/Nazilli/Giizelkéy N37 | 50° |33,849” | E028|21°|37,602”| 75,3 1
AYBZ-64/1 Aydin/Bozdogan/BeyerliK6yii N37 | 45 |[39,357” | E028| 20" | 48,359”| 79,7 7
AYBZ-65/5 Aydin/Bozdogan/BeyerliKdyii N37 | 43> |[25,064” | E028 | 21°|59,202” | 91,2 8
AYBZ-65/7 Aydin/Bozdogan/BeyerliKoyii N37 | 43° |[25,064” | E028| 21" | 59,202 | 91,2 5
AYBZ-69/1 Aydin/Bozdogan/YazikentKoyii N37 | 417 |25416”|E028 |23’ | 10,064” | 101,5 3
AYBZ-70/5 Aydin/Bozdogan/YazikentKoyii N37 | 40" |57,102” | E028 | 22° | 23,610”| 97,2 11
AYBZ-70/10 | Aydin/Bozdogan/YazikentKoyi N37 | 40" |57,102” | E028 | 22° | 23,610”| 97,2 10
IZMN-71/1 izmir/Menderes/Sancathﬁyﬁ N37 40> | 57,1027 | E028 | 22° | 23,610 | 97,2 3
IZMN-75/1 izmir/Menderes/Sancathﬁyﬁ N37 40’ | 57,1027 | E028 | 22° | 23,610 | 97,2 3
IZMN-76/1 izmir/Menderes/Sancathﬁyﬁ N38 08> |53,479” | E027 | 08” | 59,181” | 79,2 6
IZMN-76/5 izmir/Menderes/Sancathﬁyﬁ N38 08> |53,479” | E027 | 08” | 59,181” | 79,2 8
1ZMN-77/1 Izmir/Menderes/DegirmendereKoyii N38 | 08 |12,268” | E027 | 08’ | 56,857 | 90 5
1ZMN-78/1 I[zmir/Menderes/CamoniiKoyii N38 | 07 |34,188” | E027 |09’ | 17,555”| 98,9 7
1ZMN-79/1 I[zmir/Menderes/CamoniiKoyii N38 | 06’ |05,903” | E027 | 09’ | 47,475” | 1174 1
1ZTB-80/D-1 | Izmir/Torbal/OzbeyMh N38 | 08 |[50,035”|E027| 19’ |00,543”| 51,8 16
1ZTB-81/2 [zmir/Torbal/OzbeyMh N38 08> | 34,1217 | E027 | 19’ | 28,561” 34 7
1ZTB-81/6 [zmir/Torbali/OzbeyMh N38 | 08 34,1217 | E027 | 19° | 28,561” | 34 7
1ZTB-83/1 Izmir/Torbali/AhmetliK&yii N38 | 04” |54,810”|E027 |21’ |42,800” | 31,4 4
MSSR-85/12 | Manisa/Saruhanly/DeveliMh N38 | 42° [00,118” | E027| 38 |29,312”| 775 12
MSSR-86/7 Manisa/Saruhanly/DeveliMh N38 | 42° |03,877” | E027 | 38° | 34,066” | 75,6 7
MSSR-87/1 Manisa/Saruhanli/DeveliMh N38 42> 102,716” | EO27 | 37° | 27,513” | 50,6 8
MSSR-88/1 Manisa/Saruhanli/AlibeyMh N38 | 42° |02,716” | EO27| 37" | 27,513 | 50,6 2
MSSR-89/1 Manisa/Saruhanli/AlibeyMh N38 | 41° |48,140” | E027 | 44’ | 40,316” | 86,9 8
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izolat Kodu Lokasyon (il/ilce/Mahalle/Koy) Enlem Boylam Rakam T,,oplam
L) (.10 (m) | Ornek
MSSR-90/1 Manisa/Saruhanli/AlibeyMh N38 | 41° |49,191” | E027 | 44> | 39,916 | 89,3 10
MSGM-91/1 | Manisa/Gdlmarmara/Merkez/BugdayliMh N38 | 43° |03,556” | E027 | 56° | 47,079 | 99,1 7
MSGM-92/1 | Manisa/Gdlmarmara/Merkez/BugdayliMh N38 | 43° |04,555” | E027 | 56° | 44,975” | 99,6 6
MSGM-93/1 | Manisa/Gdlmarmara/Merkez/BugdayliMh N38 | 43 |04,044” | E027 | 56’ | 44,223 | 100,6 10
MSGM-94/1 | Manisa/Gdlmarmara/Merkez/BugdayliMh N38 | 43 |04,043” | E027 | 56° | 44,222 | 100,6 11
MSGM-94/6 | Manisa/Golmarmara/Merkez/BugdayliMh N38 | 43 |04,042” | E027 | 56’ | 44,213 | 100,6 6
MSGM-95/10 | Manisa/Golmarmara/Merkez/BugdayliMh N38 | 42’ |54,650” | E027 | 55° | 55,2877 | 101,1 15
Toplam 502

Tablo 3.2°de 2016 yilinda sérvey yapilan iller, bu illere ait ilge, belde veya koyler, GPS ile
koordinatlar1 alman tarlalara ait lokasyonlar ve rakim degerleri verilmistir.
calismalarinda Adana ilinde Karaisali, Hatay ilinde Kirikhan ilgesinden, Mersin ilinde
Erdemli, Bozyaz1 ve Anamur ilgelerinden, Mugla ilinde Milas ilgesinden, Aydin ilinde Cine,
Nazilli ve Bozdogan ilgelerinden, Antalya ilinde Gazipasa, Alanya, Manavgat, Serik,

Kumluca ve Kas ilgelerinden, Izmir ilinde Menderes ve Torbali ilgelerinden, Manisa ilinde ise

Saruhanli ve Golmarmara ilgelerinden toplam 211 adet solgun bitki 6rnegi alinmstir.

Sorvey
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Tablo 3.2. Adana, Mersin, Hatay, Antalya, Mugla, Aydin, Izmir ve Manisa illeri ve
ilcelerinden biber yetistiriciligi yapilan seralarda solgunluk simptomu
gosteren bitkilerden elde edilen Fusarium spp. izolatlarinin kodlari, sérvey
yapilan ilgeler, bu ilgcelere bagli beldeler ve ornek alinan seralarin
koordinatlar1 (2016 yil1).

- . Enlem Boylam Rakim | Toplam
Lokasyon (Il/Ilgce/Mahalle/Kdoy) ..
(A (.10 (m) Ornek
Adana/Karaisali/Merkez N37 |15 | 31,37 | E35 | 4 | 1591~ 234 5
Adana/Karaisali/Merkez N37 | 15| 14,57 | E35 | 4* | 18,46” | 234 7
Mersin/Erdemli/Esenpinar N36 | 35° | 27,7197 | E34 | 6’ [39,751”| 780 7
Mersin/ Erdemli/Tapureli N36 | 39’ | 4,097 | E34 | 3 | 49,9037 | 1056 6
Mersin/ Erdemli/Tapureli N36 |39’ | 3,938” | E34 | 3 |54,197”| 1053 5
Mersin/ Erdemli/Esenpinar N36 | 35° | 29,49" E34 | 6> | 33,71” 807 5
Mersin/Bozyazi/Merkez N36 | 6’ | 34,30” | E32 | 58 | 18,86” 7 6
Mersin/Anamur/Bozdogan N36| 6 | 3,657 | E32 | 53° | 31,71 | 116 5
Mersin/Anamur/Malaklar N36 | 7° | 49,117 | E32 | 50° | 48,19~ 86 6
Hatay/Kirikhan/Kiirtnasir N36 | 34> | 20,74” | E36 | 26° | 49,31” 95 7
Hatay/Klrlkhan/incirli N36| 33’ | 51,35” | E36 | 33’ | 19,39” 284 8
Hatay/Antakya/Avsuyu N36 | 11’ | 37,42” | E36 | 18 | 43,26” | 198 5
Hatay/Kirikhan/Aygirkoyi N36 | 34> | 14,81 | E36 | 29° | 9,86” 122 5
Antalya/Gazipasa/Beyrebucak N36 | 13’ | 10,08 | E32 | 23> | 31,25 | 113 5
Antalya/Gazipasa/Muzkent N36 | 10’ | 56,74” | E32 | 23° | 40,89” 283 6
Antalya/Gazipasa/MacarMh N36 | 13’ | 54,79” | E32 | 20° | 54,76” 382 5
Antalya/Gazipasa/KorubagiMh N36 | 16> | 6,69 | E32 | 21’ | 5,85” 60 5
Antalya/Alanya/Demirtag N36 |25’ | 5,78” E32 | 10’ | 50,69” 74 5
Antalya/Alanya/Demirtas N36 | 25° | 17,32” | E32 | 11’ | 30,20” 43 5
Antalya/Alanya/Avsallar/KaramustafalarMh N36 |31’ | 3,697 | E31 | 46’ | 59,17 83 5
Antalya/Manavgat/Tasagil N36 | 55° | 29,89” | E31 | 13° | 39,97~ 49 4
Antalya/Serik/Dikmen N36 | 54’ | 3191” | E31 | 0’ | 19,40” 14 6
Antalya/Serik/Uriindii N36 | 57° | 28,80” | E31 | 6 | 10,29” 40 5
Antalya/Kumluca/Merkez N36 | 22° | 16,34” | E30 | 17° | 16,97 36 6
Antalya/Kumluca/YeniMh N36 | 21 | 45,62” | E30 | 16° | 54,09 26 8
Antalya/Kas/Demre/KasabaMh N36 | 18 | 35,93” | E29 | 44> | 20,27” | 204 5
Antalya/Kag/Demre/KasabaMh N36 | 18 | 24,98” | E29 | 44’ | 9,64” 200 5
Mugla/Milas/EpgeMh N37 |22’ | 46,44” | E27 | 45° | 15,96 48 5
Mugla/Milas/KafacaKoyii N37 |22’ | 18,29” | E27 | 43’ | 58,66” 39 6
Aydin/Cine/Kahramankdyovasi N37| 36> | 14,59” | E28 | 2° | 18,76” 64 7
Aydin/Nazilli/IsabeyliMh N37 | 54> | 52,777 | E28 | 15* | 21,83” | 126 5
Aydin/Nazilli/IsabeyliMh N37 |54’ | 20,237 | E28 | 15° | 53,77 98 5
Aydin/Bozdogan/BeyerliKoyii N37 |45 | 33,16” | E28 | 22° | 18,10” | 150 5
1zmir/Menderes/Sancathéyii N37 | 8 | 30,95” | E27 | 9 | 19,80” 141 7
[zmir/Torbali/OzbeyMh N38| 8 | 22,297 | E27 | 19’ | 24,41 42 6
Manisa/Saruhanli/DeveliMh N38 | 42° | 20,99” | E27 | 38* | 22,82” 55 7
Manisa/G6lmarmara/Merkez/BugdayliMh N38 | 43’ | 10,96” | E27 | 54° | 58,75” | 111 6
TOPLAM 211
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3.1.1. Biber Bitkisinden 1izole Edilen Fusarium oxysporum izolatlarmn

Patojenisite Denemeleri ve Capraz inokulasyonlar

Tez kapsaminda biber bitkisinde sorvey calismalar1 yapilan il ve ilgelere ait toplam
ornek sayilari, bu bitkilerden izole edilen toplam Fusarium spp., F. oxysporum izolati

sayilar1 ve patojen izolat sayilari verilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Biber sorveyi yapilan il ve ilgeler, toplam 6rnek sayilari, izole edilen toplam
Fusarium spp., F. oxysporum izolati ve patojen izolat sayilari (2015 yil1).

Lokasyon (il/Ilge) Tf)plam Fusarium Fusarium Patojen
Ornek spp. oxysporum
Mersin/Bozyazi 41 8 4 2
Mersin/Anamur 16 4 2 0
Antalya/Gazipasa 30 9 5 4
Antalya/Alanya 45 9 5 4
Antalya/Manavgat 4 0 0 0
Antalya/Serik 22 6 2 5
Antalya/Kumluca/Merkez 19 5 3 2
Antalya/Kas 30 14 9 3
Mugla/Milas 24 4 2 1
Aydin/Cine 11 4 1 0
Aydin/Nazilli 47 9 4 6
Aydin/Bozdogan 44 13 7 2
[zmir/Menderes 33 13 6 2
[zmir/Torbali 34 12 7 2
Manisa/Saruhanh 47 18 7 2
Manisa/G6lmarmara 55 20 5 3
TOPLAM 502 148 69 38

Mersin ilinde Bozyazi ve Anamur ilgelerinden toplam 57 6rnek alinmis, izolasyon
calismalar1 sonucunda sadece 6 F. oxysporum izole edilmis, patojenisite denemeleri
sonucunda bu izolatlardan 2 tanesinin biberde patojen oldugu tespit edilmistir. Antalya

ilinde Gazipasa, Alanya, Manavgat, Serik, Kumluca ve Kas il¢elerinde inceleme yapilan
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alanlardaki solgun biber bitkisinden toplam 150 adet 6rnek alinmis, bu 6rneklerden 24
adet F. oxysporum izole edilmis ve bunlardan 18’i biberde patojen olarak
kaydedilmistir. Mugla ilinde Milas ilgesinden toplam 24 bitki 6rneklenmis, bu
bitkilerden izole edilen 2 adet F. oxysporum’dan biri biberde patojen olarak
belirlenmistir. Aydin ilinde Cine, Nazilli ve Bozdogan ilgelerinden toplam 102 bitki
orneklenmis, bu bitkilerden elde edilen 12 adet F. oxysporum izolatindan 8 adeti biber
bitkisinde patojen olarak tespit edilmistir. Izmir ilinde Menderes ve Torbali ilgelerinden
toplam 67 bitki O6rneklenmis, bu bitkilerden izole edilen 13 adet F. oxysporum
izolatindan 4’{iniin biberde patojen oldugu belirlenmistir. Manisa ilinde Saruhanli ve
Golmarmara ilgelerinden toplam 102 solgun bitki 6rneklenmis, izolasyon caligmalari
sonucunda elde edilen 12 adet F. oxysporum izolatindan 5’inin biberde patojen oldugu

belirlenmistir.

Mersin, Antalya, Mugla, Aydin, Izmir ve Manisa il ve ilgelerinde yiiriitiilen 2015 yili
sorvey caligmalar1 sonucunda toplam 502 adet solgunluk simptomu gosteren biber
bitkisi 0rnegi alinmis, bu bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucunda toplam 148 adet
Fusarium spp. elde edilmis, bunlardan 69 adetinin F. oxysporum oldugu saptanmistir. F.
oxysporum olarak tespit edilen izolatlarla yiiriitiilen patojenisite denemeleri sonucunda

38 izolatin biberde patojen oldugu belirlenmistir.

Biberde 2015 yili sorvey calismalar1 sonucuna gore, Akdeniz Bolgesinin Mersin ve
Antalya illerinde, Ege Bolgesi'nin Mugla, Aydm, Izmir ve Manisa illerinde, seralarin
%29'unun ve tarlalarin %51'inin solgunluk hastaligiyla bulasik oldugu tespit edilmistir.

F. oxysporum f. sp. capsici’nin koloni gelisimi ve sporulasyonu Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2. A: Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc)’in koloni gelisimi (5 nokta
ekim); B, C: Biber bitkisinden izole edilen Fusarium oxysporum f. sp.
capsici’nin makrokonidi ve mikrokonidileri (C; Slide culture; lactophenol

cotton blue); (Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii
Fitopatoloji Laboratuvari, Altinok, 2016).
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Tablo 3.4’de 2016 yili biber sorveyi yapilan il ve ilgelere ait toplam 6rnek sayilari, bu

bitkilerden izole edilen toplam Fusarium spp., F. oxysporum izolati sayilar1 ve patojen

F. oxysporum izolat sayilar1 verilmistir.

Tablo 3.4. Biber sorveyi yapilan il ve ilgeler, toplam 6rnek sayilari, izole edilen toplam
Fusarium spp., F. oxysporum izolati ve patojen izolat sayilari (2016 yil).

Toplam

Fusarium

Fusarium

Lokasyon (il/ilge) Brnek $pp. oxySporum Patojen
Adana/Karaisal 12 4 4 0
Mersin/Erdemli 23 11 6 3
Mersin/Bozyazi 6 3 1 0
Mersin/Anamur 11 2 0 0
Hatay/Kirikhan 25 15 11 8
Antalya/Gazipasa 21 ) 2 0
Antalya/Alanya 15 7 4 2
Antalya/Manavgat 4 2 1 0
Antalya/Serik 11 5 2 1
Antalya/Kumluca 14 9 5 2
Antalya/Kas 10 8 6 5
Mugla/Milas 11 6 3 0
Aydm/Cine 7 5 2 0
Aydin/Nazilli 10 7 5 2
Aydin/Bozdogan 5 3 2 1
[zmir/Menderes 7 4 2 0
[zmir/Torbali 6 3 1 1
Manisa/Saruhanh 7 4 2 0
Manisa/Go6lmarmara 6 3 1 1
TOPLAM 211 106 60 26

Adana, Hatay, Mersin, Antalya, Mugla, Aydin, Izmir ve Manisa il ve ilgelerinde yapilan

sorvey caligmalar1 sonucunda toplam 211 adet solgunluk simptomu sergileyen biber

bitkisi 0rnegi alinmistir.

Bu bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucunda toplam 106

adet Fusarium spp. elde edilmis, bunlardan 60 adetinin F. oxysporum oldugu tespit

edilmistir. F. oxysporum olarak belirlenen izolatlarla yiiriitiilen patojenisite denemeleri

sonucunda 26 izolat biberde patojen olarak tespit edilmistir. Akdeniz Bdlgesi'nde

Adana, Hatay, Mersin, Antalya illerinde ve Ege Bélgesi'nde, Mugla, Aydin izmir ve

Manisa illerinde 2016 yilinda yapilan sérvey calismalarinda 6rnekleme yapilan seralarin

%35'inin ve Ornekleme yapilan arazilerin ise %59'unun patojenle enfekte oldugu
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saptanmistir. Tablo 3.5°de biber bitkisinden izole edilen F. oxysporum izolatlarinin

duyarh “Atalante F1” ¢esidinde patojenisite sonuglari verilmistir.

Tablo 3.5. Biber bitkisinden izole edilen F. oxysporum izolatlarmin viriilenslikleri

(2015 yil).
inokulasyondan Sonraki Giinler
izolat Kodu | Lokasyon (il/ilge/Mahalle/Kéy) 10 | 15 [ 20 | 25
Hastalik Siddeti (%)

MRBZ-1/6 Mersin/Bozyazi/Tekmen 25,00 38,33 43,33 53,33
MRBZz-1/9 Mersin/Bozyazi/Tekmen 25,00 31,67 40,00 48,33
ANGP-15/1 Antalya/Gazipasa/Muzkent 21,67 25,00 31,67 51,67
ANGP-18/A-1 | Antalya/Gazipasa/Beyrebucak 5,00 16,67 26,67 36,67
ANGP-18/2 Antalya/Gazipasa/Beyrebucak 13,33 18,33 26,67 41,67
ANGP-21/2 Antalya/Gazipasa/KorubasiMh 20,00 26,67 30,00 45,00
ANLY-26/1 Antalya/Alanya/UgrakMh 11,67 23,33 30,00 38,33
ANLY-29/4 Antalya/Alanya/Haciamanlideresi 21,67 36,67 50,00 70,00
ANLY-29/6-A | Antalya/Alanya/Haciamanhderesi 11,67 25,00 40,00 43,33
ANLY-29/6-B | Antalya/Alanya/Haciamanhderesi 11,67 23,33 40,00 40,00
ANSR-39/3 Antalya/Serik/Dikmen 10,00 18,33 46,67 71,67
ANSR-39/5 Antalya/Serik/Dikmen 8,33 25,00 31,67 40,00
ANSR-40/2 Antalya/Serik/AsagicatmaMh/BardakliMv 23,33 36,67 48,33 66,67
ANSR-42/1 Antalya/Serik/Uriindii 0,00 10,00 13,33 28,33
ANSR-42/2 Antalya/Serik/Uriindii 0,00 16,67 38,33 48,33
ANMK-43/2 | Antalya/Kumluca/Merkez 21,67 30,00 38,33 46,67
ANMK-43/3 | Antalya/Kumluca/Merkez 11,67 23,33 36,67 45,00
ANKS-49/2 Antalya/Kas/Demre/KasabaMh 11,67 25,00 30,00 41,67
ANKS-49/8 Antalya/Kas/Demre/KasabaMh 5,00 11,67 25,00 48,33
ANKS-50/3 Antalya/Kas/Demre/KasabaMh/Fatihgiftligi 20,00 31,67 45,00 63,33
MGML-56/5 | Mugla/Milas/Ep¢ceMh 8,33 21,67 36,67 56,67
AYNZ-60/1 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh 5,00 18,33 31,67 38,33
AYNZ-60/2 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh 1,67 10,00 18,33 36,67
AYNZ-60/3 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh 11,67 21,67 31,67 40,00
AYNZ-60/4 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh 23,33 36,67 48,33 58,33
AYNZ-60/5 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh 18,33 28,33 38,33 46,67
AYNZ-60/7 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh 16,67 33,33 51,67 60,00
AYBZ-65/7 Aydm/Bozdogan/BeyerliKoyii 5,00 18,33 33,33 41,67
AYBZ-70/5 Aydm/Bozdogan/YazikentKoyii 10,00 35,00 45,00 61,67
IZMN-76/1 [zmir/Menderes/ SancakliKoyt 16,67 30,00 43,33 48,33
IZMN-76/5 [zmir/Menderes/ SancakliKoyt 0,00 16,67 16,67 38,33
IZTB-80/D-1 |izmir/Torbali/OzbeyMh 0,00 8,33 25,00 50,00
IZTB-81/6 Izmir/Torbali/OzbeyMh 0,00 15,00 16,67 36,67
MSSR-85/12 | Manisa/Saruhanli/DeveliMh 13,33 25,00 31,67 45,00
MSSR-86/7 Manisa/Saruhanli/DeveliMh 23,33 35,00 46,67 68,33
MSGM-94/1 | Manisa/Golmarmara/Merkez/Bugdayl 18,33 30,00 45,00 56,67
MSGM-94/6 | Manisa/Golmarmara/Merkez/Bugdayli 8,33 25,00 33,33 41,67
MSGM-95/10 | Manisa/Golmarmara/Merkez/Bugdayli 0,00 8,33 30,00 46,67
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Hastalik siddeti yiizdesine gore, 2015 yili sérvey calismalarindan elde edilen 38 Foc
izolatinda li¢ ana viriilenslik gruplar tespit edilmis ve bunlarin 14U diisiik-viriilens
(grup 1; %28-42), 13" orta-viriilens (grup 2; %43-52) ve 11'i yiiksek-viriilens (grup 3;
%53-72) olarak degerlendirilmistir. ANSR-39/3  (Antalya, Serik) izolatinin
inokulasyondan sonraki 25. giindeki hastalik siddetine gore (%71,67) en viriilent izolat
oldugu bulunmustur ve bu izolat1 %70-66 arasinda degisen hastalik siddeti yiizdesiyle
birlikte ANLY-29/4, MSSR-86/7, ANSR-40/2 izolatlar1 takip etmistir. Tablo 3.6’da
2016 yilina ait biber bitkisinden izole edilen F. oxysporum izolatlarinin duyarli

“Atalante F1” ¢esidinde patojenisite sonuglari verilmistir.

Tablo 3.6. Biber bitkisinden izole
viriilenslikleri (2016 y1l1).

edilen Fusarium oxysporum izolatlarinin

Inokulasyondan Sonraki Giinler
izolat Kodu Lokasyon (il/ilge/Mahalle/Kéoy) 10 | 15 | 20 | 25
Hastahk Siddeti (%)

MRED-16/2 Mersin/Erdemli/Esenpinar 23,33 | 31,67 | 46,67 | 66,67
MRED-16/20 Mersin/Erdemli/Esenpinar 18,33 | 35,00 | 45,00 | 56,67
MRED-16/22 Mersin/Erdemli/Esenpinar 21,67 33,33 | 55,00 66,67
HTKR-21/01 Hatay/Kirikhan/Avsuyu 16,67 25,00 | 46,67 72,00
HTKR-21/50 Hatay/Klrlkhan/incirli 23,33 35,00 | 51,67 75,00
HTKR-21/12 Hatay/Kirikhan/Incirli 16,67 | 33,33 | 40,00 | 60,00
HTKR-21/17 Hatay/Kirikhan/Avsuyu 21,67 | 36,67 | 50,00 | 66,67
HTKR-21/33 Hatay/Kirikhan/Avsuyu 16,67 | 33,33 | 45,00 | 60,00
HTKR-21/41 Hatay/Kirikhan/Avsuyu 11,67 21,67 | 40,00 48,33
HTKR-21/16 Hatay/Klrlkhan/incirli 10,00 25,00 | 45,00 60,00
HTKR-21/01 Hatay/Kirikhan/Incirli 18,33 | 21,67 | 55,00 | 68,33
ANLY-16/12 Antalya/Alanya/Haciamanlideresi 20,00 | 36,67 | 48,33 | 58,33
ANLY-16/18 Antalya/Alanya/Demirtas 13,33 | 36,67 | 40,00 | 68,33
ANSR-16/97 Antalya/Serik/Dikmen 23,33 | 28,33 | 40,00 | 56,67
ANKM-16/5 Antalya/Kumluca/YeniMh 18,33 | 33,33 | 46,67 | 60,00
ANKM-16/8 Antalya/Kumluca/YeniMh 23,33 | 33,33 | 46,67 | 68,33
ANKS-10/50 Antalya/Kag/Demre 20,00 | 31,67 | 50,00 | 71,67
ANKS-16/50 Antalya/Kag/Demre 11,67 | 18,33 | 30,00 | 56,67
ANKS-16/57 Antalya/Kas/Demre 23,33 | 35,00 | 48,33 | 68,33
ANKS-16/52 Antalya/Kag/Demre 16,67 | 33,33 | 45,00 | 60,00
ANKS-16/9 Antalya/Kas/Demre 11,67 21,67 | 31,67 58,33
AYNZ-16/19 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh 23,33 | 35,00 | 46,67 | 66,67
AYNZ-16/29 Aydin/Nazilli/IsabeyliMh 10,00 | 25,00 | 31,67 | 40,00
AYBZ-16/24 Aydin/Bozdogan/BeyerliKdyii 11,67 | 23,33 | 38,33 | 45,00
1ZTB-16/14 izmir/Torball/Ozbeth 18,33 35,00 | 48,33 68,33
MSGM-16/20 Manisa/G6lmarmara/Merkez/BugdayliMh 18,33 | 35,00 [ 45,00 | 56,67
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Bu izolatlarin viriilenslik durumlari incelendiginde 2016 yili soérveylerinden elde edilen
toplam 26 Foc izolatinda ii¢ viriilenslik gruplar1 tespit edilmistir ve bunlardan 3’1 diisiik
viriilens (grup 1; %40-48), 11'i orta-viriilens (grup 2; %57-60) ve 12'si yiiksek-viriilens
(grup 3; %67-75) olarak degerlendirilmistir. HTKR-21/50 (Hatay, Kirikhan) izolatinin
inokulasyondan sonraki 25. giindeki hastalik siddetine gore (%75,00) gore en viriilent
izolat oldugu saptanmis ve bunu %72-71 hastalik siddeti yiizdesiyle HTKR-21/01 ve
ANKS-10/50 izolatlar1 takip etmistir. Patojenisite denemeleri tamamlandiginda biitiin
Foc izolatlar1 basarili bir sekilde bitkilerden re-izole edilerek Koch’postulatlar1 basartyla

tamamlanmaistir.

Patojenisite denemeleri sonucunda toplam, test edilen 129 F. oxysporum izolatindan 64
tanesinin biberlerde patojen oldugu ve bu izolatlarin F. oxysporum f. sp. capsici (Foc)
oldugu tespit edilmistir. Arazideki solgunluk simptomlarinin, her iki yilda da genellikle
orta diizeyde bir viriilenslik diizeyine sahip oldugu gozlemlenmistir ve herhangi bir
giiclii solgunluk belirtisiyle karsilasilmamistir. Bu gozlemlerin, patojenisite testlerindeki
Foc izolatlarinin viriilenslikleriyle paralel oldugu saptanmustir. Biber bitkisinde

patojenisite denemelerinden bazi gorseller de Sekil 3.3°de sunulmustur.
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PR B S S
A

Sekil 3.3. Biber fidelerinde Fusarium oxysporum f. sp. capsici izolatlarinin
patojenisite denemesi, A: ANLY-26/1 ANSR-40/2 kodlu izolatlarin
virtilenslikleri (sagda) kontrol (solda), B: yaprak simptomu (ANSR-39/5
kodlu izolat), C: ANSR-42/1 kodlu izolatin viriilenligi (Ssagda) kontrol
(solda), D, E: Patojenisite denemesi (Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Béliimii Iklim Kontrollii Kabinleri).
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Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii iklim kontrollii
kabinlerinde Eyliil-Aralik 2016 tarihlerinde biber bitkisinden izole edilen Foc
izolatlarinin ¢apraz inokulasyonlart yapilmistir. Capraz inokulasyon denemelerinde “H-
2274” domates cesidi ve “Kemer” patlican ¢esidi kullanilmistir. Izolatlar hem patlican
hem de domates bitkilerinde herhangi bir solgunluk simptomu olusturmamistir.

Domates ve patlican fidelerinde capraz inokulasyon denemelerinden gorseller Sekil

3.4°de yer almaktadir.

Sekil 3.4. Biber bitkisinden izole edilen Fusarium oxysporum f. sp. capsici
izolatlarinin ¢apraz inokulasyon denemeleri nden genel bir goriinim. A, B:
“H-2274” domates ¢esidi, C: “Kemer” patlican ¢esidi.
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Benzer bir ¢alismada Ortii alt1 patlican yetistiriciliginin yaygin oldugu Antalya, Mersin
ve Samsun illerinde 2010 ve 2011 yillarinda sérvey caligmalar1 yapilarak, Fusarium
solgunluk hastaligmin yayginlik oran1 ve hastalik siddeti belirlenmistir. Ortii alt1 sérvey
calismalar1 sonucunda farkli bolgelerden elde edilen toplam 176 izolatin, makroskobik,
mikroskobik incelemeler ve patojenisite denemeleri sonucunda simptomatolojik olarak,
112 tanesi F. oxysporum f. sp. melongenae (Fomg) olarak saptanmustir. Antalya ili ve
yoresinde 2010 ve 2011 yillarinda, Fusarium solgunluk hastaliginin yayginlik orani
(%46,7-%52,2) ve hastalik siddeti (%25,2-%32,5) en yiiksek oranda Finike il¢esinde
saptanmistir. Mersin ilinde gozlem yapilan ilgelerde Fusarium solgunluk hastaliginin
yayginlik orani (%49,2-%52,3) ve hastalik siddeti (%29,9-%30,5) en yiiksek Tarsus
ilgesinde saptanmustir. Hastalik siddeti yiizdesine gore izolatlar, yiiksek viriilens (%80-
90), virtilens (%70-80), orta viriilens (%60-70) ve disiik viriilens (%50-60) olarak
gruplandirilmistir (Altinok vd., 2012a). Adana ve Mersin’de domates yetistiriciligi
yapilan seralarda yiiriitiilen bir ¢alismada F. oxysporum’un neden oldugu Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) ve Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol) hastaliklarinin hastalik yaygmligi ve hastalik siddeti oranlarmi Adana igin
strastyla %35,1, %18,8, %43,3 ve %20,4 olarak belirlenmistir. Mersin ilinde hastalik
yayginlik oranini sirasiyla %58,8 ve %54.4 olarak tespit edilmistir (Colak ve Bigici,
2011). S6z konusu ¢aligmalarda elde edilen Fusarium solgunluk hastaliginin yayginlik
oranlarinin ¢aligmamizdaki oranlara kiyasla yiiksek oldugu goriilmektedir. Foc
etmeninin llkemizde heniiz ¢ok yaygin oldugu sdylenemez. Bu tez calismasi
kapsaminda, her iki sorvey yilinda da biber sérvey alanlarinda Fusarium solgunluk
hastalig1 diisiik yogunlukta gdzlemlenmistir. Foc etmenine karsi dayanikli bir biber
cesidinin piyasada suan i¢in bulunmamasi, bu etmenin zamanla daha da yayginlik
gostermesine ve daha ciddi iiriin kayiplarina yol agmasina neden olabilir. Fusarium
solgunluk hastaliginin 2050 ve 2100 yillarinda ki dagilimimi belirlemek amaciyla
gerceklestirdigi  calismada, Tirkiye’nin Ege ve Akdeniz Bolgesi’nin  Fusarium
solgunluk hastaliginin gelismesi i¢in en uygun cevresel kosullara sahip bolgeler
igerisinde yer aldigini belirtmistir (Shabani et al., 2014). Bu tez kapsaminda elde edilen
yayginlik orani bu kaniy1 destekler niteliktedir. Fusarium solgunluk hastaliklarinin
yayginlik orani ile toprakta bulunan inokulum oranit ve bu inokulumun uzun yillar
canliligin1 korumasi arasinda iliski oldugu diistiniilmektedir. Genellikle giinliik ortalama

sicakligin 23°C’nin {izerinde olan alanlarda daha yaygin olarak goriildiigii tespit
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edilmistir. Kontrolii zor olan toprak kdkenli Foc’un miicadelesinde dikkate alinmasi
gereken yaklasimlar arasinda, tolerant ¢esit tercihi, sertifikali tohum kullanimi, uygun
sulama ve giibreleme tekniklerinin tercih edilmesi, tohum dezenfeksiyonu, ekim ndbeti
ve bitki artiklarinin imhast ve yabanci ot kontrolii gibi kiiltiirel 6nlemler siralanabilir.
Fusarium solgunluk hastaliginin kiiltiirel 6nlemlerin yeterince uygulanmadig tarlalarda
daha yaygin oldugu saptanmistir. Bu ¢alismanin bulgular1 s6z konusu bu hastaligin
farkl1 bolgelerde kontroliinde, entegre miicadele ¢ergevesinde uygun miicadele
alternatiflerinin planlanmasi gerektigini gostermektedir. Son yillarda diinya genelinde
kok ve kok bogazi ¢iirtikliigline neden olan f. sp.’lerde yayginlagmaktadir. F. oxysporum
formae speciales’lerinin yayilis1 ve yeni irk gelistirmeleri birgok yolla olabilir. Toprak
kokenli olmalar1 ve bazen tohumla taginmalar1 nedeniyle bir bolgeden baska bir bolgeye
taginmalari, biiylikk oranda ticaretin kiiresel boyutta gelismesi ve/veya iklim
degisikliginin etkileri ile iligkili olabilir. Propagiillerin cografi ve zamansal yayilist
hastalik gelisiminin hiz1 ve patojenin hayatta kalmasi tizerinde dogrudan etkiye sahiptir.
Fusarium patojenleri bir¢ok kimyasal pestisitlere karsi direngli olmasi nedeniyle
Entegre miicadelede (Integrated pest management; IPM) hem hastalik kontrolii seklinde

hem de bitkide dayaniklilik anlaminda 6nemli tedbirlerin alinmas1 gerekmektedir.
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3.2. Molekiiler Calismalar

3.2.1. Solgunluk ve Kok Bogazi Ciiriikliigii Simptomlar1 Gdosteren Biber

Bitkilerinden izole Edilen Fusarium oxysporum’un Molekiiler Tanimlamasi

Patojenisite denemeleri Oncesinde biber bitkisinden izole edilen izolatlar Fusarium
oxysporum tani primeri ile testlenmistir. Morfolojik olarak tanimlanmis F. oxysporum
izolatlar1 universal F. oxysporum tanimlama primerleri ile (uni f “ATCATCTTGTGCC

AACTTCAG” ve uni r“GTTTGTGATCTTTGAGTTGCCA” F.oxysporum igin 670 bp)
PCR yapilarak dogrulanmistir (Hirano ve Arie, 2006).

Izolatlarin gradient PCR yapilarak optimum baglanma sicakliklar1 belirlenmistir.
Optimizasyon i¢in 50-55-58-60°C’lerde sicaklik kosullari testlenmistir. Ayrica, PCR
calismalarinda reaksiyon bilesenlerinin de optimizasyonlart gergeklestirilmistir. Bantlar
net ¢ikmadigi durumda MgCl, orant ve dongii sayist arttirilmistir. Optimizasyon
calismalari sonucunda belirlenen en uygun reaksiyon kosullar1 ve PCR dongii

parametreleri agagida verilmistir.

Reaksiyon kosullarr.
1X (20 pl volume)
10x Taq DNA polimeraz buffer 2,0 ul

25 mM MgCl; 1,5 pl
2 mM dNTP 2,0 ul
Taq polimeraz (1 unit) 0,2 ul
10 uM F-Primer 1,0 pl
10 uM R-Primer 1,0 pl
Template DNA (25 ng) 1,0 ul

ddH,0 11,3 ul
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PCR dongii parametresi:

94°C’de 2 dak.......oeviiiiiiii 1 dongii

93°C 7A@ 30 SN ettt

55°C7d@ 1 dK cvviiiiiiiie e 30 dongii
T2°C7°de 1 dak...oooieeiiieieeicce e

72°C’de 10 dak......oooueiiiiii 1 dongii
4°C’de bekleme

Fusarium oxysporum profili veren izolatlarda 340 bp biiyiikliigiinde tek bant elde
edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Fusarium oxysporum spesifik primerler kullanilarak elde edilen bant
profili. My. 1 kb DNA markoér, M,. 50 bp DNA markér, K: Kontrol
Grubu, 1-30 Fusarium oxysporum izolatlari.
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3.2.2. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) Izolatlar1 Arasindaki Genetik
Varyasyonlarin Markore Dayali Analizleri ve Genotipik Verilerin

Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda, filogenetik ve molekiiler sistematik amagli bazi ¢alismalarda
kullanilmis olan gesitli protein kodlayan markor genlerle PCR ¢alismalari yapilmistir.
Biberden elde edilen izolatlara ait sekans verileri {izerinden izolatlar arasindaki genetik
varyasyon ve filogenetik iliskilerin arastirmalar1 yapilmistir. Analizlerde kullanilan
programlar ve yazilimlar ayrintili bir sekilde, Materyal ve Metod Bélim 2.2.4.1°de
verilmistir. Protein kodlayan bu genlere ait primerlerin sekanslar1 Materyal ve Metod

boliimiinde Tablo 2.2°de verilmistir.

Toplam 40 adet Foc izolatinin DNA’simin Translation elongation factor (TEF1-alpha),
Actin, Beta-tubulin, Calmodulin, Chitin synthase primerleri ile PCR analizleri Schmitt
et al (2009)’a gore yapilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda yer alan Foc izolatlarinin
her bir primer i¢in gradient PCR yapilarak (GRA-45-60) optimum baglanma sicakliklar
tespit edilmis ve PCR c¢aligmalarinda reaksiyon bilesenlerinin de optimizasyonlar
yapilmustir. Bantlar net ¢itkmadigi durumda MgCl; orant ve dongii sayist arttirilmistir.
PCR calismalarinda yer alan izolatlara ait lokasyonlar ve izolatlarin kodlar1 Tablo

3.7°de verilmistir.
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caligmalarda yer alan izolatlara ait lokasyonlar ve izolatlarin

kodlart.
Ornek No Izolat Kodu Lokasyon
B*1 MSGM-94/1 Manisa-G6lmarmara
B2 IZTB-80/D-1 [zmir-Torbali
B3 ANMK-43/3 Antalya-Kumluca
B4 ANKS-49/8 Antalya-Kas-Demre
B5 MSGM-95/10 Manisa-Golmarmara
B6 MGML-56/5 Mugla-Milas
B7 ANSR-42/2 Antalya-Serik
B8 ANKS-49/2 Antalya-Kas-Demre
B9 FOC-2 Mersin-Tarsus
B10 ANSR-40/2 Antalya-Serik
B11l ANGP-21/2 Antalya-Gazipasa
B12 MRBZ-1/6 Mersin-Bozyazi
B13 MSGM-94/6 Manisa-Golmarmara
B14 ANSR-39/3 Antalya-Serik
B15 ANSR-39/5 Antalya-Serik
B16 ANLY-29/4 Antalya-Alanya
B20 ANKS-49-11 Antalya-Kas-Demre
B21 AYBZ-65-12 Aydin-Bozdogan
B22 IZTB-81/6 [zmir-Torbali
B23 ANSR-42/1 Antalya-Serik
B24 ANLY-26/1 Antalya-Alanya
B25 AYNZ-60/4 Aydm-Nazilli
B26 ANMK-43/2 Antalya-Kumluca
B27 IZMN-76/1 Izmir-Menderes
B28 AYBZ-70/5 Aydin-Bozdogan
B29 AYNZ-60/5 Aydin-Nazilli
B30 AYNZ-60/7 Aydm-Nazilli
B31 AYNZ-60/3 Aydin-Nazilli
B32 AYBZ-65/7 Aydin-Bozdogan
B33 MSSR-85/12 Manisa-Saruhanli
B34 ANGP-18/2 Antalya-Gazipasa
B35 ANGP-18/A-1 Antalya-Gazipasa
B36 MSSR-86/7 Manisa-Saruhanli
B37 MRBZ-1/9 Mersin-Bozyazi
B38 IZMN-76/5 Izmir-Menderes
B39 ANLY-29/6-B Antalya-Alanya
B40 ANLY-29/6-A Antalya-Alanya
B4l ANGP-15/1 Antalya-Gazipasa
B42 ANKS-50/3 Antalya-Kas-Demre
B43 MGML-65/5 Mugla-Milas

*B: Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Izolat numarasi).
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3.2.2.1. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolatlarimin TEF1-alpha Primeri
ile PCR Calismalari

PCR calismalarinda 20 ul reaksiyon hacmi belirlenmis, kontrol olarak DNA yerine
steril distile su igeren reaksiyonlar hazirlanmistir. Optimizasyon ¢alismalarinda
herhangi bir sorunla karsilagilmayan bu primerin PCR ¢alismalar1 kapsaminda optimize

edilen reaksiyon kosullar1 ve PCR dongii parametrelerine asagida yer verilmistir.

Reaksivon kosullari:

1X (20 ul volume)

10x Taq DNA polimeraz buffer 2,0 ul

25 mM MgCl, 1,0 ul

2mM dNTP 2,0 ul

Taq polimeraz (1 unit) 0,20 ul

10 uM F-Primer 1,0 pl

10 uM R-Primer 1,0 ul

Template DNA (25 ng) 1,0 ul

ddH,0 11,8 pul

PCR dongii parametresi:
94°C°de Sdak.....ooviiiii 1 dongii
94°C7dE 30 SN ueeiiiiiieiiiie et
55°C7dE 30 SN..uviiiiieiieeee e 35 dongii

72°C°de 1 dak....ocveeiiieeciic e
72°C’de 10 dak.....covuiiii e 1 dongii

4°C’de bekleme
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izolatlardan TEF1-alpha bolgesi icin ~290-300 bp PCR iiriinii saglanmustir (Sekil 3.6).

290-300bp ~NIQ!'"-~~----------'-

Sekil 3.6. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolatlarinin TEF1-alpha primeri ile
elde edilen PCR {iriinlerinin agaroz jelde goriinimii. Markor (M); 100 bp.

Fol, Forl, Foc ve Fomg i¢in TEF1-alpha, bolgelerinin PCR amplifikasyonunu takiben
olusan bantlarin her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 olmak tizere PCR fiirlinlerinin forward ve
reverse sekans verileri saglanmistir. Foc izolatlarinin forward ve reverse sekanslarindan
konsensus dizileri elde edilerek, hizalanmistir. Farkli f. sp. izolatlar1 olarak Fol, Forl ve
Fomg izolatlarindan 2 adet hizalamalara dahil edilmistir. Filogenetik analizler ayrintili
olarak, Molekiiler Calismalar kisminda Bolim 2.2.4.1°’de verilmistir. TEF1-alpha
primeri ile her bir f. sp. grubu icin MEGA programinda olusturulan dendrogramlar Sekil
3.7°de verilmistir. Dendrogramda yer alan izolatlarin kodlar1 ve lokasyonlar1 Tablo

3.7’de verilmistir.
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ANSR-40/2
Fomg140
ANKS-49/8
MGML-65/5
ANLY-26/1
ANGP-15/1
ANLY-29/6-B
IZMN-76/5
MSSR-86/7
AYNZ-60/7
AYNZ-60/5
IZMN-76/1
IZTB-81/6
AYBZ-65-12
| ANSR-39/5
ANSR-39/3
FOC-2
ANMK-43/3
MSGM-94/1
| ANKS-49-11
Il ANLY-29/6-A
MSGM-95/10
MSSR-85/12
ANKS-50/3
ANGP-21/2
UBR-24
AYBZ-70/5
| AYNZ-60/3
| AYBZ-65/7
AYNZ-60/4
| ANSR-42/2
| 07AAK52/15
| ANGP-18/A-1
I ANLY-29/4
ANMK-43/2
07AAK10/15
07AAK?26/15-a
MGML-56/5
_ | ANSR-42/1
ANGP-18/2
MSGM-94/6
07AKK2.2/15-1
MRBZ-1/6
IZTB-80/D-1
MRBZ-1/9
ANKS-49/2

0.0|06 0.(;05 0.0|04 0.(303 O.OIOZ 0.0|01 O.OIOO

Sekil 3.7. Toplam 40 adet Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolati, 2 adet
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) izolati, 2 adet Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) izolati1 ve 2 adet Fusarium
oxysporum f. sp. melongenae (Fomg) izolatinin TEF1-alpha primeri ile
yapilan PCR c¢alismalar1 sonucunda elde edilen sekans verilerinden
olusturulan dendrogram. Fol (07AAKS52/15; 07AKK2.2/15-1), Forl
(07AAK10/15; 07AAK26/15-a), Fomg (Fomgl140; UBR-24).
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TEF1-alpha primeri ile yapilan PCR ¢alismalar1 sonucunda Foc izolatlarinin sekanslarin
karsilastirma analizlerine dahil edilen diger f. sp.’ler le birlikte olusturulan
dendrogramda 2 ana grup ortaya ¢ikmustir. Grup I’de 4 adet Foc izolatt (MRBZ-1/6;
MRBZ-1/9; 1ZTB-80/D-1; ANKS-49/2) yer almistir. Grup II’de ise, diger f. sp.’ler
filogenetik olarak birbirine yakin olmakla beraber genel olarak konukg¢u disi izolatlar,

Foc izolatlarindan ayirt edilememistir.

Foc izolatlarinin filogenetik olarak smiflandirilmasinda cografi lokasyonlar1 ile
aralarinda bir iliski goriilmemis ve konuk¢u dis1 izolatlarla genetik yakinlik

gostermislerdir.

3.2.2.2. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolatlarmm Actin Primeri ile
PCR Calismalar

PCR c¢aligmalar1 kapsaminda, Actin primeri ile toplam 40 adet Foc izolat setinin PCR
calismalar1 yapilmistir. PCR c¢alismalarinda yer alan izolatlara ait lokasyonlar ve

izolatlarin kodlar1 Tablo 3.7°de verilmistir.

Optimizasyon ¢alismalar1 sirasinda herhangi bir sorunla karsilasilmayan Actin primerin
PCR c¢aligmalar1 kapsaminda optimize edilen reaksiyon kosullart ve PCR dongii

parametrelerine asagida yer verilmistir.

Reaksivon kosullari:

1X (20 pl volume)

10x Tag DNA polimeraz buffer 2,5 ul

25 mM MgCl, 2,5 ul
2 mM dNTP 2,0 ul
Taq polimeraz (1 unit) 0,20 pl
10 uM F-Primer 1,0 pl
10 uM R-Primer 1,0 pl
Template DNA (25 ng) 1,0 ul

ddH,0 9,8 ul
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PCR dongii parametresi:

93°C’de Sdak.....coveiuiiiii 1 dongii
94°C7dE 30 SN ..vviiiiiiiieieeeeee e

59°C7dE 30 SNttt 35 dongii
72°C°de 1 dak......oooiiiiiiiiiiiiiee

72°C°de 10 dak......oveeieii 1 dongii

4°C’de bekleme

Actin primerinden ~280-290 bp PCR iiriinii elde edilmistir (Sekil 3.8).

280-290 bp (N ST LT T 1 Al A

Sekil 3.8. Fusarium oxysporum f. sp capsici (Foc) izolatlarinin Actin primeri ile elde
edilen PCR {irlinlerinin agaroz jelde goriinimii. Markor (M); 100 bp.

PCR c¢alismalarinda 20 ul reaksiyon hacmi belirlenmis, kontrol olarak DNA yerine
sadece steril distile su kullanilmistir. Fol, Forl, Foc ve Fomg i¢in Actin bolgelerinin
PCR amplifikasyonunu gerceklestirilmis ve daha sonra belirtilen aralikta bant veren her
bir izolat i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere PCR iiriinlerinin forward ve reverse sekans verileri
elde edilmistir. Foc izolatlarinin forward ve reverse sekanslarindan konsensus dizileri
elde edilerek hizalanmistir. Farkli f. sp. izolatlar1 olarak Fol, Forl ve Fomg
izolatlarindan 2 adet hizalamalara dahil edilmistir. Filogenetik analizler ayrintili olarak,
Molekiiler Calismalar kisminda Boliim 2.2.4.1°de verilmistir. Actin primeri ile her bir f.
sp. grubu i¢cin MEGA programinda olusturulan dendrogramlar Sekil 3.9’da verilmistir.

Dendrogramda yer alan izolatlarin kodlar1 ve lokasyonlar1 Tablo 3.7°de verilmistir.
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MSSR-86/7
07AAK10/15
MSSR-85/12
AYNZ-60/3
[ZMN-76/1
ANMK-43/2
ANLY-29/4
ANSR-39/5
MSGM-95/10
ANMK-43/3
ANSR-42/2
ANKS-49/8
Fomg236
ANSR-42/1
L ANLY-29/6-B
MSGM-94/6
ANSR-39/3
] AYBZ-12
ANGP-15/1
07AKK3.1/15-1
ANKS-11
ANGP-18/2
MGML-56/5
ANGP-21/2
07AAK52/15
| AYBZ-65/7
I ANLY-29/6-A
IZTB-81/6
ANGP-18/A-1
ANKS-49/2
MGML-65/5
ANKS-50/3
ANSR-40/2
] MRBZ-1/6
AYNZ-60/4
[ZMN-76/5
| AYNZ-60/7
' 07AAK26/15-a
AYBZ-70/5
MRBZ-1/9
| FOC-2
I ANLY-26/1
| IZTB-80/D-1
MSGM-94/1
AYNZ-60/5
Fomg219

O.OIO6 0.0|05 0.604 O.OIOS 0.(;02 O.(;Ol O.OIOO

Sekil 3.9. Toplam 40 adet Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolati, 2 adet
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) izolati, 2 adet Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) izolati ve 2 adet Fusarium
oxysporum f. sp. melongenae (Fomg) izolatinin Actin primeri ile yapilan
PCR c¢alismalar1 sonucunda elde edilen sekans verilerinden olusturulan
dendrogram. Fol (07AKK3.1/15-1; 07AAK52/15), Forl (07AAK26/15-3;
07AAK10/15), Fomg (Fomg236; Fomg219).
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Actin primeri ile yapilan PCR c¢alismalar1 sonucunda Foc izolatlarinin sekanslarin
karsilastirma analizlerine dahil edilen diger f. sp.’lerle birlikte olusturulan
dendrogramda 2 ana grup meydana gelmistir. Gruplardan birinde yalnizca tek Fomg
izolatt (Fomg219) dahil olurken diger izolatlar farkli f. sp.’ler ile birlikte diger gruba
dahil olmustur. Bu grupta farkli alt gruplar bulunmakla beraber bu primer, izolatlar

anlaml bir sekilde filogenetik agidan siniflandiramamustir.

3.2.2.3. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolatlarimn Beta-tubulin Primeri
ile PCR Cahismalan

Beta-tubulin primeri ile toplam 40 adet Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolat
setinin PCR c¢alismalart yapilmigtir. PCR ¢aligmalarinda yer alan izolatlara ait
lokasyonlar ve izolatlarin kodlar1 Tablo 3.7°de verilmistir. Ilgili bu bdlge icin dizayn
edilen primerle PCR ¢alismalari, izolatlarin amplifikasyonlarini tiim genom iizerinden
basarili bir sekilde ortaya koymustur. Beta-tubulin primeri ile PCR c¢alismalari
kapsaminda optimize edilen reaksiyon kosullari ve PCR dongii parametrelerine asagida

yer verilmistir.

Reaksivon kosullari:

1X (20 pl volume)

10x Taq DNA polimeraz buffer 2,5 ul

25 mM MgCl, 2,5 ul
2 mM dNTP 2,0 ul
Taq polimeraz (1 unit) 0,20 ul
10 uM F-Primer 1,0 pl
10 uM R-Primer 1,0 pl
Template DNA (25 ng) 1,0 pl

ddeO 9,8 j,ll



68

PCR dongii parametresi:

94°C’de 2 dak......covvieiiiiii 1 dongii
94°C°de 30 SN ..eeiiiiiiiii e
53°C7dE 30 SNt 35 dongii

T2°C7°AE 1 daK oottt eeens
72°C’de 10 dak......ooovviiii i 1 dongii
4°C’de bekleme

Her bir izolat i¢in ayri ayri olmak {izere PCR amplifikasyonunu takiben ortaya ¢ikan
bantlarin PCR {irlinlerine ait ¢ift yonlii sekans verilerinin hizmet alimi seklinde

firmadan temini saglanmstir.

Beta-tubulin gen bolgesi i¢in ~490-500 bp PCR iriinii elde edilmistir. Sekil 3.10°da

Beta-tubulin primeri ile elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jelde goriiniimii

sunulmustur.

490-500 bp s

Sekil 3.10. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolatlarinin Beta-tubulin primeri
ile elde edilen PCR firiinlerinin agaroz jelde goriiniimii. Markor (M); 100

bp.
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PCR c¢alismalarinda 20 pl reaksiyon hacmi belirlenmis, kontrol olarak DNA yerine
sadece steril distile su igeren reaksiyonlar kullanilmistir. Fol, Forl, Foc ve Fomg i¢in
Beta-tubulin bolgelerinin PCR amplifikasyonu gergeklestirilmis ve daha sonra belirtilen
aralikta bant veren her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 olmak tizere PCR iirlinlerinin forward ve
reverse sekans verileri elde edilmistir. Foc izolatlarinin forward ve reverse
sekanslarindan konsensus dizileri elde edilerek, hizalanmistir. Farkli f. sp. izolatlar
olarak Fol, Forl ve Fomg izolatlarindan 2 adet hizalamalara dahil edilmistir. Filogenetik

analizler ayrintili olarak Molekiiler Caligmalar kisminda Boliim 2.2.4.1°de verilmistir.

Beta-tubulin primeri ile her bir f. sp. grubu i¢cin MEGA programinda olusturulan
dendrogramlar Sekil 3.11°de verilmistir. Dendrogramda yer alan izolatlarin kodlar1 ve

lokasyonlari1 Tablo 3.7°de sunulmustur.
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AYNZ-60/4
AYBZ-70/5
ANLY-29/4
ANKS-49/2
MGML-56/5
ANGP-15/1
ANLY-29/6-A
ANLY-29/6-B
MSSR-86/7
ANSR-39/5
ANMK-43/3
MSGM-94/1
AYNZ-60/7
ANZ-35
ANMK-43/2
ANGP-21/2
MSSR-85/12
1ZTB-80/D-1
ANSR-42/2
MS-9
IZMN-76/1
ANKS-49-11
AYBZ-65/7
AYBZ-65-12
ANGP-18/A-1
MSGM-95/10
MRBZ-1/6
AYNZ-60/5
ANKS-49/8
FOC-2
ANSR-39/3
1ZTB-81/6
- MSGM-94/6
ANSR-42/1
MRBZ-1/9
IZMN-76/5
ANKS-50/3
MGML-65/5
{ ANLY-26/1
AYNZ-60/3

—

ANGP-18/2
ANSR-40/2

|— 07AKK3.1/15-2

07AAK52/15
07AAK26/15-a
07AAK10/15

0.4 0.3 0.2 0.1 0.0

Sekil 3.11. Toplam 40 adet Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolati, 2 adet
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) izolati, 2 adet Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) izolati1 ve 2 adet Fusarium
oxysporum f. sp. melongenae (Fomg) izolatinin Beta-tubulin primeri ile
yapilan PCR c¢aligmalart sonucunda elde edilen sekans verilerinden
olusturulan dendrogram. Fol (07AKK3.1/15-2; 07AAK52/15), Forl
(07AAK26/15-a; 07AAK10/15), Fomg (MS-9; ANZ-35).
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Beta-tubulin primeri ile yapilan PCR calismalar1 sonucunda Foc izolatlar1 ile birlikte
Fol, Forl ve Fomg izolatlar1 dendrogramda iki grup olusturmustur. Fol ve Forl izolatlar1
bir grup olusturmuslar ve bu izolatlar genetik olarak birbirine yakinlik gostermislerdir.
Toplam 40 adet Foc izolat1 2 adet Fomg izolat1 (MS-9; ANZ-35) ile birlikte diger grupta
toplanmiglar ve genetik olarak birbirine ¢ok yakinlik gostermislerdir. Bu primer igin,
Foc ve Fomg izolatlarmin genetik olarak yakinligini gosteren benzer durum Fol ve Forl

izolatlar1 i¢in olusturulan dendrogramda da gozlenmistir.

3.2.2.4. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) Izolatlarimin Calmodulin Primeri
ile PCR Calismalari

Calmodulin primeri ile toplam 40 adet Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolat
setinin PCR c¢alismalar1 yapilmistir. PCR c¢alismalarinda yer alan izolatlara ait

lokasyonlar ve izolatlarin kodlar1 Tablo 3.7°de verilmistir.

Calmodulin primerin, optimizasyon caligmalarinda herhangi bir olumsuz durumla
karsilasilmamistir. PCR calismalar1 kapsaminda optimize edilen reaksiyon kosullar1 ve

PCR dongii parametrelerine asagida yer verilmistir.

Reaksivon kosullart:

1X (20 pl volume)

10x Taq DNA polimeraz buffer 2,5 ul

25 mM MgCl, 2,5 ul
2 mM dNTP 2,0 ul
Taq polimeraz (1 unit) 0,20 ul
10 uM F-Primer 1,0 pl
10 uM R-Primer 1,0 pnl
Template DNA (25 ng) 1,0 pl

ddeO 9,8 j,ll
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PCR déngii parametresi:

94°C’de 5dak.....c.ovvniiiiii 1 dongii
94°C A 40 ST ..
58°C7AE A0 SN 35 dongii

T2°C7°AE 1 daK oottt eeens
72°C’de 10 dak......ooovviiii i 1 dongii
4°C’de bekleme

PCR amplifikasyonunu takiben olusan bantlarin her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere

PCR fiirlinlerine ait ¢ift yonlii sekans verilerinin hizmet alimi seklinde firmadan temin

saglanmigtir. Calmodulin i¢in ~490-500 bp PCR firlinii elde edilmistir (Sekil 3.12)

490-500 bp 3 N o R R O T o S

Sekil 3.12. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolatlarinin Calmodulin primeri ile
elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jelde goriiniimii. Markor (M); 100 bp.

PCR caligmalarinda 20 pl reaksiyon hacmi belirlenmis, kontrol olarak DNA yerine
sadece steril distile su igeren reaksiyonlar kullanilmistir. Fol, Forl, Foc ve Fomg i¢in
Calmodulin bolgelerinin PCR amplifikasyonu gerceklestirilmis ve daha sonra belirtilen
aralikta bant veren her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere PCR iiriinlerinin forward ve
reverse sekans verileri elde edilmistir. Foc izolatlarmin forward ve reverse

sekanslarindan konsensus dizileri elde edilerek, hizalanmistir. Farkli f. sp. izolatlari
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olarak Fol, Forl ve Fomg izolatlarindan 2 adet hizalamalara dahil edilmistir. Filogenetik

analizler ayrintili olarak Molekiiler Calismalar kisminda Boliim 2.2.4.1°de verilmistir.

Calmodulin primeri ile her bir f. sp. grubu i¢cin MEGA programinda olusturulan
dendrogramlar Sekil 3.13’de verilmistir. Dendrogramda yer alan izolatlarin kodlar1 ve

lokasyonlar1 Tablo 3.7’de sunulmustur.

Calmodulin primeri ile yapilan PCR c¢alismalar1 sonucunda biitiin izolatlar iki grupta
toplanmislardir. Sekans analizleri sonucunda olusturulan dendrogramda birinci grupta
bir Fomg izolat1 (ANZ-35) yer almustir. Ikinci grup iki alt grup olusturmus, gruplardan
birinde bir adet Foc izolat1 (ANGP-15/1) ile birlikte diger f. sp.’lerden iki Fol izolat1 yer
alirken, diger alt grupta 39 adet Foc izolati ile birlikte diger f. sp.’lerden 2 adet Forl
izolat1 yer almistir. Bu primer, Foc izolatlarin1 diger f. sp.’lerden (Fol, Forl ve Fomg)

basarili bir sekilde ayirt edememistir.
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ANLY-29/6-A
07AAK26/15-a
MRBZ-1/9
MSSR-85/12
AYNZ-60/3
ANSR-39/3
MSGM-94/6
IZMN-76/5
MSSR-86/7
ANGP-18/2
AYBZ-65/7
AYNZ-60/7
AYNZ-60/5
AYBZ-70/5
IZMN-76/1
ANMK-43/2
AYNZ-60/4
ANLY-26/1
ANSR-42/1
IZTB-81/6
AYBZ-65-12
ANKS-49-11
MGML-65/5
ANKS-50/3
ANLY-29/4
ANSR-39/5
MRBZ-1/6
ANSR-40/2
FOC-2
ANKS-49/2
MGML-56/5
MSGM-95/10
B ANKS-49/8
ANMK-43/3
IZTB-80/D-1

| ANSR-42/2

I ANLY-29/6-B
| MSGM-94/1
| ANGP-21/2
07AAK12/15
ANGP-18/A-1
MS-9

07AAK52/15
| ANGP-15/1
07AKK3.2/15
ANZ-35

T T T T T T 1
0.0030 0.0025 0.0020 0.0015 0.0010 0.0005 0.0000

Sekil 3.13. Toplam 40 adet Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolati, 2 adet

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) izolati, 2 adet Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) izolati ve 2 adet Fusarium
oxysporum f. sp. melongenae (Fomg) izolatinin Calmodulin primeri ile
yapilan PCR c¢alismalart sonucunda elde edilen sekans verilerinden
olusturulan dendrogram. Fol (07AAK3.2/15; 07AAKS2/15), Forl
(07AAK12/15; 07AAK26/15-a), Fomg (MS-9; ANZ-35).
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3.2.2.5. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) Izolatlarimn Chitin Synthase

Primeri ile PCR Cahsmalan

PCR c¢alismalar1 kapsaminda, Chitin Synthase primeri ile toplam 40 adet Fusarium
oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolat setinin PCR g¢alismalar1 yapilmistir. PCR
caligmalarinda yer alan izolatlara ait lokasyonlar ve izolatlarin kodlar1 Tablo 3.7°de

verilmistir.

Chitin  Synthase primerin Optimizasyon c¢alismalarinda herhangi bir sorunla
karsilasilmamustir. Izolatlara ait tiim genom sekans verileri iizerinden (TUBITAK-
COST 1140866 projesi kapsaminda) ilgili bolge icin dizayn edilen primerle PCR
calismalar1  sonucunda, izolatlarin  amplifikasyonlar1  basarili  bir  sekilde
gerceklestirilmistir. Chitin Synthase primeri ile PCR ¢alismalar1 kapsaminda optimize

edilen reaksiyon kosullar1 ve PCR dongii parametrelerine asagida yer verilmistir.

Reaksivon kosullari:

1X (20 pl volume)

10x Tag DNA polimeraz buffer 2,5 ul

25 mM MgCl; 2,5 ul
2 mM dNTP 2,0 ul
Taq polimeraz (1 unit) 0,20 ul
10 uM F-Primer 1,0 ul
10 uM R-Primer 1,0 ul
Template DNA (25 ng) 1,0 ul

ddH,0 9,8 ul
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PCR dongii parametresi:

94°C’de Sdak......covviniiiiii 1 dongii
94°C°de 30 SN ..eeiiiiiiiiiecr
60°C7de 30 SN..eeiiiiiiiiiiieeee e 35 dongii

T2°C°AE 1 daK oo eeeen
72°C°de 100 daK. .o, 1 dongii
4°C’de bekleme

PCR amplifikasyonunu takiben olusan bantlarin her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere
PCR iiriinlerine ait ¢ift yonlii sekans verilerinin hizmet alimi seklinde firmadan temini
saglanmustir. Chitin Synthase i¢in ~490-500 bp PCR iiriinii elde edilmistir. Sekil 3.14’de

Foc izolatlariin Chitin Synthase primeri ile elde edilen PCR iirlinlerinin agaroz jelde

gbriiniimii verilmistir.

Sekil 3.14. Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolatlariin Chitin Synthase

primeri ile elde edilen PCR {irlinlerinin agaroz jelde goriiniimii. Markor (M);
100 bp.

PCR caligmalarinda 20 pl reaksiyon hacmi belirlenmis, kontrol olarak DNA yerine
sadece steril distile su igeren reaksiyonlar kullanilmistir. Fol, Forl, Foc ve Fomg i¢in
Chitin Synthase bolgelerinin PCR amplifikasyonu amplifikasyonu gergeklestirilmis ve
daha sonra belirtilen aralikta bant veren her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere PCR

iirtinlerinin forward ve reverse sekans verileri elde edilmistir. Foc izolatlarinin forward
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ve reverse sekanslarindan konsensus dizileri elde edilerek, hizalanmistir. Farkli f. sp.
izolatlar1 olarak Fol, Forl ve Fomg izolatlarindan 2 adet hizalamalara dahil edilmistir.
Filogenetik analizler ayrintili olarak, Molekiiler Calismalar kisminda Boliim 2.2.4.1°de
verilmistir. Chitin Synthase primeri ile her bir f. sp. grubu i¢cin MEGA programinda
olusturulan dendrogramlar Sekil 3.15’de, dendrogramda yer alan izolatlarin kodlar1 ve

lokasyonlar1 Tablo 3.7°de verilmistir.

Chitin synthase primeri ile yapilan PCR ¢aligsmalar1 sonucunda iki ana grup olugsmustur.
Grup I’de 4 adet Foc izolat1 yer almistir. Grup II kendi i¢inde 3 alt gruba ayrilmistir. Alt
gruplardan birinde Fol ve Forl izolatlar1 genetik olarak birbirine oldukg¢a yakinlik
gostermekle birlikte 11 adet Foc izolati ile ayn1 grupta yer almistir. Diger alt gruplardan
birinde Foc izolatlar1 ile birlikte Fomg izolatlar1 birbirine yakin ¢ikmistir. Diger bir alt
grubu ise, Foc izolatlar1 olusturmustur. Bu primerle sekans analizi, sinirl filogenetik
¢Oziiniirlik saglamis ve Foc izolatlarim1 Fol izolatlarindan ve konukcu disi diger f.

sp.’lerden basarili sekilde ayirt edememistir.
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ANZ-35
MS-9
AYBZ-70/5
MSGM-94/6
FOC-2
MGML-56/5
MGML-65/5
ANKS-50/3
ANLY-29/6-B
MRBZ-1/9
MSSR-85/12
AYBZ-65/7
AYNZ-60/3
AYNZ-60/5
IZMN-76/1
ANSR-42/1
ANKS-49-11
ANLY-29/6-A
ANKS-49/2
ANSR-42/2
ANMK-43/3
MSGM-95/10
ANGP-18/2
07AAK31/15
07AAK12/15
07AKK3.2/15
07AAK52/15
AYNZ-60/4
ANGP-21/2
IZTB-80/D-1
MRBZ-1/6

ANSR-39/3
ANLY-29/4
IZTB-81/6
ANMK-43/2
AYNZ-60/7
IZMN-76/5
MSSR-86/7
ANSR-39/5
MSGM-94/1
ANSR-40/2
ANKS-49/8
| ANGP-15/1
| AYBZ-65-12

———— ANLY-26/1
L ANGP-18/A-1

Sekil 3.15.

T T T T T 1
0.005 0.004 0.003 0.002 0.001 0.000

Toplam 40 adet Fusarium oxysporum f. sp. capsici (Foc) izolati, 2 adet
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) izolati, 2 adet Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Foc) izolatt ve 2 adet Fusarium
oxysporum f. sp. melongenae (Fomg) izolatinin Chitin Synthase primeri ile
yapilan PCR c¢aligmalar1 sonucunda elde edilen sekans verilerinden
olusturulan dendrogram. Fol (07AKK3.2/15; 07AAK52/15), Forl
(07AAK3.1/15; 07AAK12/15), Fomg (ANZ-35; MS-9).
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Tez calismasinda yer alan, kodlayict 5 gen bolgesine ait sekans verileri birlikte
degerlendirildiginde Fol, Forl, Foc ve Fomg izolatlar1 arasinda siirli genetik varyasyon
tespit edilmis ve F. oxysporum’un farkli f. spp. gruplarini bu gen bélgeleri birbirinden
ayirt edememistir. Bu bolgeler, f. sp.’ler agisindan konukgu tabanli ayrimi igin uygun
olmayabilir. Ancak, Beta-tubulin gen bolgesi Fomg ve Foc izolatlarini ayni grupta
toplamistir. Foc izolatlar1 ayn1 dalda yer alarak monofiletik bir grup olusturmustur.
Farkli f. sp’leri igeren izolatlarin bes farkli protein kodlayici gen bolgelerinin sekans
analizlerinin formae speciales’leri ayirt edici olmadigi belirlenmistir Konukgu, patojen,
ekolojik ve epidemiyolojik faktorler bu patojenlerin genetik olarak farklilasmasini
siirlandirabilir  (Bogale et al., 2006). Bitki patojenlerinin genetik olarak
farklilasmasinda temel faktorlerin viriilenslik ve patojen arasinda uygun iliski, alternatif
konukg¢unun bulunmasi, saprofitik yetenegi veya uzun siire dayanikli kalmasi oldugunu
bildirmistir. Bu uniformitenin diger bir nedeni ise, bu hastaliga karsi1 dayanikl ¢esitlerin
bulunmamasinin, seleksiyon baskisina neden olmasi sonucu yeni fizyolojik irklarin
ortaya ¢ikmasini engellemesi olarak agiklanabilir (Parker ve Gilbert, 2004). Formae
speciales’lerin belirli bitkilere patojenite seklinde ortaya ¢ikan bir fenotipik karaktere
dayali olduklari, patojenisitenin birgok faktor tarafindan etkilendigi ve filogenetik
yeriyle baglantili olmak zorunda olmadigini belirtmistir (Bogale et al., 2006).
Arastirmalar incelendiginde genom sekans analiz sonuglari, konukguya 6zellesmenin
aksesuar genler veya lineage spesific (LS) genomik kromozomlarin (patojenisite
kromozomlar1) varligi ile baglantili oldugunu ortaya koymaktadir. Bu bdlgeler
patojenisite ile iliskili efektor genleri tagimakta, kromozom eksilmesi farkli fungal
izolatlar arasinda yatay transferlerin varligi ile ¢ekirdek genomdan farkli hizli ve biiyiik
capli re-organizasyonlar gostermektedir (Ma et al., 2010). Yatay gen transferi ve
viriilensle iligkili kromozomlar arasindaki rekombinasyonlar yeni viriilent pathovarlarin
ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Fusarium izolatlar1 ¢ekirdek kromozomlarini
paylasirken, viriilenslikle ilgili genleri de paylasmakta ve buna bagl olarak konukg¢u
patojenisite ve viriilenslikleri farkli olabilmektedir. Cekirdek genomda yer alan
“housekeeping” genler arasindaki sekans farkliliklarina dayali standart yaklagimlarin
¢ok sayida Fusarium tiiriinii ayirt edemedigi ya da farkli f. sp.’ler veya patojenik ve
non-patojenik F. oxysporum izolatlar1 arasindaki ayrimi yapmada smirli filogenetik
¢oziinlirlik sagladigr bildirilmistir (Ma et al., 2010). Formae speciales’lerin belirli

bitkilere patojenite seklinde meydana gelen bir fenotipik karaktere dayali olduklari,
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belirli bitkilere patojenisitenin bir¢ok faktor tarafindan etkilendigi ve filogenetik yeriyle
baglantili olmak zorunda olmadigi belirtilmistir. (Ma et al., 2010). Filogenetik ayrimda
basarili bulunan markorlerden translation elongation factor-la (TEF1-alpha), Beta-
tubulin ve internal transcribed spacer (ITS) bolgeleri iizerinden dizayn edilen
primer/problar ile Fusarium solgunluk etmeni F. oxysporum f. sp. ciceris izolatlar
spesifik olarak belirlenmistir (Dubey et al., 2014). Tiirkiye’de elde edilen Fusarium
oxysporum f. sp. melongenae (Fomg) izolatlarinin yapisin1 ve genetik ¢esitliligini
belirlemek igin actin (actA) DNA bolgeleri, translation elongation factor 1-alpha
(TEF1-alpha), inter-transcribed-spacer (ITS) dizi analizleri ve inter simple sequence
repeat (ISSR) bantlama teknikleri kullanilmistir. Calismanin sonucu olarak ITS, TEF1-
alpha ve actA bolgelerinden elde edilen sonuglarda, Tiirkiye’den 6rneklenen Fomg
izolatlar1 arasinda genetik ¢esitlilik i¢in bilgi verici bulunmadig: bildirilmistir (Altinok
et al., 2018). Nohuttan izole edilmis Fusarium spp. izolatlarinin tiir tanimlamalarinda
TEF1-alpha gen bolgesinin kismi baz dizilimleri, farkli Fusarium tiirlerinin ayriminda
olduk¢a basarili bulundugu bildirilmistir (Tekeoglu vd., 2017). Filogenetik analizler
temel bilimsel veri yaninda, epidemiyolojik arastirmalar, molekiiler filogenetik ve
patojen/forma specialis takibi, spesifik izolat genotiplemesi gibi amaclarla da
kullanilabilmektedir. Ayrica bu bulgular, hastalik kontrol stratejileri, karantina
diizenlemeleri, cesit gelistirme gibi pek c¢ok tarimsal alan uygulamalarina da katki

saglayabilecektir.



4. BOLUM

SONUC VE ONERILER

Diinya genelinde sebze tariminda iiretimi sinirlandiran en 6nemli fungal tiirler arasinda
patojenik Fusarium oxysporum’lar yer alir. Akdeniz Bolgesi’nde Antalya, Mersin,
Adana ve Hatay illerinde, Ege Bolgesi’nde Aydin, izmir, Mugla ve Manisa illerinde
sera ve tarlada biber tartminda 2015 ve 2016 yillarinda; “Solgunluk Hastalig1”na neden
olan F. oxysporum f. sp. capsici (Foc) hastalik etmenine ait izolatlarin elde edilmesi
icin sOrvey calismalart yapilmistir. Sorvey yapilan sera/tarlanin  GPS (Global
Positioning System; Kiiresel Konumlama Sistemi) cihaz1 ile koordinatlar

kaydedilmistir.

Tiirkiye’de Ege ve Akdeniz Bolgesi’nde biber yetistiriciligi yapilan alanlarda biberde
Fusarium solgunluk hastaligi (F. oxysporum Schlecht. f. sp. capsici) gézlenmektedir.
Akdeniz ve Ege Bolgesi’nde Ortii alt1 ve agikta biber yetistiriciliginin yaygin oldugu
bolgelerde 2015 yili sorveylerinde Fusarium solgunluk hastaligi simptomlarinin
karakteristik olarak gdzlemlendigi bitkilere genellikle rastlanmamistir. Izolasyon
bulgular1 da buna paralel sonug ortaya koymustur. Sérvey ¢aligsmalari, izolat sayisinda
sorunla karsilagmamak ic¢in 2016 yilinda da yapilmistir. Yillik yagis miktarinin 2015
yilinda, 2016 yilina oranla az olmasinin ve 2015 yilinin kurak ge¢gmesinin hastalik ¢ikis
oranii etkilemis olabilecegi disliniilmiistiir. Akdeniz Bolgesi’nde Mersin, Antalya,
Ege Bolgesi’nde Mugla, Aydin, izmir ve Manisa il ve ilgelerinde 2015 yilinda yapilan
sOrvey caligmalar1 sonucunda, inceleme yapilan sera/tarlalarin ortalama %25-50’inin
solgunluk hastaligi ile bulagik oldugu saptanmistir. Akdeniz Bolgesi’nde Mersin,
Antalya, Adana ve Hatay, Ege Bolgesi’nde Mugla, Aydin, Izmir ve Manisa il ve
ilgelerinde 2016 yilinda yapilan sorvey ¢alismalart sonucunda ise, inceleme yapilan

sera/tarlalarin ortalama %35-55’1nin solgunluk hastalig: ile bulasik oldugu saptanmustir.
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Her iki sorvey yilinda da biber sorvey alanlarinda Fusarium solgunluk hastaligi diisiik

yogunlukta gdzlemlenmistir.

Biber F. oxysporum izolatlarinin morfolojik olarak tanimlanmasi yapilmis ve universal
F. oxysporum tani primerleri (uni-f & uni-r) ile de molekiiler tanis1 da yapilmistir.
Makroskobik, mikroskobik incelemeler ve F. oxysporum’a duyarli Atalante F1
¢esidinde yapilan patojenisite denemeleri sonucunda toplam 64 izolat simptomatolojik
olarak F. oxysporum f. sp. capsici (Foc) olarak tespit edilmistir. Hastalik siddeti
ylizdesine gore, 2015 yili sorveylerinden elde edilen 38 Foc izolatinda {i¢ ana
virtilenslik gruplar tespit edilmis ve bunlarin 144 disiik-viriilens (grup 1; %28-42),
13" orta-viriilens (grup 2; %43-52) ve 11'i yiiksek-viriilens (grup 3; %53-72) olarak
degerlendirilmistir. 2016 yili sérveylerinden elde edilen toplam 26 Foc izolatinda ii¢
virtilenslik gruplari tespit edilmistir ve bunlardan 3’i disiik viriilens (grup 1; %40-48),
11'i orta-viriilens (grup 2; %57-60) ve 12'si yiiksek-virtilens (grup 3; %67-75) olarak

degerlendirilmistir.

Foc izolatlarinin ¢apraz inokulasyon denemeleri sonucunda, ayni familyaya giren
konukgu dis1 bitkilerde herhangi bir simptom gézlenmemistir. Alt yapraklarda hafif
solgunluk simptomu gozlenen izolatlara ait bitkiler yaklasik bir buguk ay bekletilmis,
solgunlukta herhangi bir ilerleme goriilmeyince bu bitkiler re-izolasyon galismalari

yapilmis, ancak bu hafif solgun bitkilerden Fusarium oxysporum izole edilememistir.

Ulkemiz genelini temsil edecek sekilde toplam 40 izolatlik alt setin F. oxysporum f. sp.
capsici (Foc) TEF1-alpha, Actin, Beta-tubulin, Calmodulin ve Chitin synthase primeri
ile PCR analizleri yapilmig, DNA markor bazinda genetik varyasyonlari belirlenmis ve
formae speciales gruplar1 arasindaki filogenetik iliskiler degerlendirilmistir. Bu tez
kapsaminda TEF1-alpha, Actin, Beta-tubulin, Calmodulin ve Chitin synthase primerleri
Fol, Forl, Foc ve Fomg izolatlarinin tiir i¢i (f. sp.) ve tiirler aras1 (f. sp.’ler) filogenetik
farklilig1 ortaya koymada yetersiz olmustur. Dendogramda Foc izolatlari ayni dalda yer
alarak monofiletik bir grup olusturmustur. Giiniimiizde Foc’un fizyolojik irk/irklart
tespit edilmemistir. Genetik olarak farklilasmay1 konukcu, patojen, ekolojik ve
epidemiyolojik  faktorlerin ~ simirlandirmis  olabilecegi  diisliniilmektedir.  BitKki
patojenlerinin genetik olarak farklilasmasinda temel faktorlerin viriilenslik ve konukgu-

patojen arasindaki iliski, alternatif konuk¢unun bulunmasi, saprofitik yetenegi veya
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uzun siire dayanikli kalmasi oldugunu bildirmistir. Bu uniformitenin diger bir nedeni
ise, bu hastaliga kars1 dayanikli ¢esitlerin bulunmamasinin, seleksiyon baskisina neden
olarak yeni fizyolojik irklarin ortaya ¢ikmasini engellemis olmasidir. Diger yandan bu
patojenlerin sahip oldugu uniform popiilasyon yapisi, biyolojik kontrolii dahil miicadele
stratejilerinin gelistirilmesi ve dayaniklilik 1slahi ¢aligmalari agisindan da bir avantaj

saglayacaktir.

Elde edilen bu veriler, temel bilimsel verinin yaninda, epidemiyolojik arastirmalar,
molekiiler filogenetik ve patojen/forma specialis takibi, spesifik izolat genotiplemesi
gibi amagclarla kullanimi olabilecektir. Ayrica bu verilerin, hastalik kontrol stratejileri ve
karantina diizenlemeleri gibi pek ¢ok tarimsal alan uygulamalar1 da yapilabilecektir.
Popiilasyon seviyesinde meydana gelen bu genom verileri tiir i¢i/formae speciales grup
ici gibi farkli seviyede kullanilabilecek markorlerin gelistirilmesin de imkan elde
edilebilecektir. Bu c¢alisma, Tiirkiye’de biber iiretim alanlarinda Foc izolatlarinin
patojenik ve filogenetik analizine yonelik ilk kapsamli arastirmadir. Mevcut veriler,

biber iiretimindeki potansiyel riskler hakkinda farkindalik saglayacaktir.
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Ek 1. izolasyon Calismalarinda Kullanilan FMM Stok Soliisyonu

EKLER
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FMM STOK SOLUSYONLARININ HAZIRLANMASI (50X STOK SOLUSYONU)

NaNO3
KH2PO4
MgSO4.7H,0
KCI

400 ml

40 gr
20 gr
10 gr
10 gr

ddH,O

FMM iZ ELEMENTLER STOK SOLUSYONU

Citric Acid
ZnS0,4.7H,0
FeS0,4.7H,0
Fe(NH;)S0O4.6H,0
CuS04.5H,0
MnS0O4.H,0
H3;BO3
Na;Mo00,.2H,0

95 ml

Sgr
Sqr
4,75 gr
lor
250 mgr
50 mgr
50 mgr
50 gr

ddH,O

FMM ortami hazirlamak icin:

FMM (X50)
[z elementler
Sakaroz
Agar

dH,0

20 ml
200 pl
30 gr
20 gr

1000 ml



102

Ek 2. PCR ve Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullamilan Kimyasallar ve

Soliisyonlar

Primer Sulandirma: Primerler iiriin bilgilerinden 100 uM (100 pmol) orani esas
almmarak sulandirilmistir. Primerlerin 100 pmol’lilk stok konsantrasyonlarindan

10 pmol’lik ¢alisma stoklar1 hazirlanmastir.

DNA Derisim Hesabi: izole edilen DNA’nin nanodrop 6l¢iim sonuglari iizerinden, 25
ng/ul ¢alisma stogu hazirlanmistir. Saf DNA i¢in; 260 nm/280 nm; 260 nm/230 nm

oranlar1 dikkate alinarak nitelikli DNA’lar ¢alisma kapsamina alinmistir.

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Buffer (pH 8,0)

10,8 0r cveeeeieeeece e Tris Baz (Sigma) ............ 09M
5,5 Or i Borik Asit (Merck).......... 09M
0,74 00 i Na,EDTA (Sigma) .......... 0,02 M

Agaroz Jel (%2) Tankinin Hazirlanmasi
Jel tankinin hacmine gore (1,5 gr Agaroz (Sigma) 100 ml LXTBE; Merck)

1X TBE buffer (Running Buffer)

DNA Ornekleri (PCR Uriinii)’nin Yiiklenmesi
Markor (Generuler 100 bp plus DNA ladder 100-3000bp)
4 ul Markor + 2 ul Loading Buffer (Loading Dye)
7 ul PCR Uriinii + 2 pl Loading Buffer

Ethidium Bromid (EtBr; Sigma): DNA’larin goriinebilmesi igin, EtBr’in 10 mg/ml
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