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MILDIYO HASTALIGINA KARSI FARKLI TOLERANS DERECELERINDEKI BAZI
AYCICEGI GENOTIPLERINDE TOHUM KOKENLI FUNGUSLARIN BELIRLENMESI

Mustafa ARAP

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Bitki Koruma Anabilim Dal

Danigman: Prof. Dr. Nuray OZER

Bu ¢alismada ayg¢igegi mildiyosii hastaligina kars1 yiiksek derecede hassas ve tolerant
olan genotiplerin perikarp ve tohumlarinda bulunan fungus tiirlerinin tanilanmasi ve
patojenisitelerinin  belirlenmesi amaglanmigtir. Calismada Alternaria alternata hassas
genotiplerin tiimiiniin tohum ve perikarplarinda tespit edilmistir. A. Infectoria, Bipolaris
cynodontis, Cladosporium cladosporioides ve Fusarium oxysporum’un varligi genotiplere,
perikarp ve tohum kisimlarina gore farklilik gostermistir. Funguslarla bulasik en yiiksek
perikarp ve tohum orani sirastyla 2517-A (% 19) ve 9728-A (% 16) genotiplerinde olmustur.
Aycicegi mildiyosiine yiiksek olarak tolerant genotiplerin perikarp ve tohumlarinin yaygin
olarak F. culmorum ile bulasik oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte A. alternata 3
genotipte, A. infectoria ise 1 genotipte goriilmiistiir. Tolerant genotipler arasinda 13-TR-001
ve TTAE-13-19’un sirastyla perikarp ve tohumlarinin fungus etmenlerle en yiiksek oranda
bulagik oldugu belirlenmistir. Izole edilen fungus tiirlerinin tohum iceren perikarba
inokulasyonu seklinde gergeklestirilen patojenisite testlerinde, A. alternata % 24.03 ile %
33.3 arasinda degisen oranlarda hastalik siddetine neden olmustur. Bu oran A. infectoria, B.
cynodontis, C. cladosporioides, F. culmorum ve F. oxysporum igin sirastyla %6.31-22.7, %
19.37-30.7, % 22.25-26.27, % 29.03-52.03 ve % 19.37-38.7 arasinda degismistir.

Anahtar kelimeler: ay¢icegi (Helianthus annuus L.), tohum kdkenli funguslar, patojenisite
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ABSTRACT
Msc. Thesis

DETERMINATION OF SEED-BORNE FUNGI IN SOME SUNFLOWER GENOTYPES
WITH DIFFERENT TOLERANCE DEGREE TO DOWNY MILDEW DISEASE

Mustafa ARAP

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Nuray OZER

The aim of this study was to identify fungi species on pericarps and seeds of sunflower
genotypes, which were highly sensitive and tolerant against downy mildew, and their
pathogenicities in this study. Alternaria alternata was determined in seeds and perikarps of all
sensitive genotypes. The presence of A. infectoria, Bipolaris cynodontis, Cladosporium
cladosporioides and Fusarium oxysporum differed to genotypes, pericarps and seeds. The
highest pericarp and seed rate contaminated with fungi was recorded on 2517-A (% 19) and
9728-A (% 16), respectively. The pericarps and seeds of tolerant genotypes against sunflower
downy mildew were commonly contaminated with F. culmorum. However A. alternata was
present in three tolerant genotypes and A. infectoria was found in a genotype. Among the
tolerant genotypes pericarps and seeds of 13-TR-001 and TTAE-13-19, respectively were
contaminated with fungi at the highest rate. In pathogenicity tests by inoculation of pericarps
with seeds, A. alternata caused disease severity ranged from 24.03% to 33.3%. This range
was between 6.31 % and 22.7 %, 19.37 % and 30.7 %, 22.25 % and 26.27 %, 29.03 % and
52.03 %, 19.37 % and 38.7 % for A. infectoria, B. cynodontis, C. cladosporioides, F.
culmorum and F. oxysporum, respectively.

Keywords: sunflower (Helianthus annuus L.), seed-borne fungi, pathogenicity
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizli artisiyla birlikte, buna paralel ihtiyaclar da artmaktadir. Artan
niifusun ihtiyag¢larini karsilamak her gegen giin zorlagmaktadir. Sinirli olan tarim arazilerinde
daha yiiksek verim ve kaliteyi elde edip bu ihtiyacin karsilanmasi gerekmektedir. insanin
temel ihtiyac maddelerinden olan yagin da lretimini artirmak gerekmektedir. Diinyada
bitkisel yaglar soya, palmiye, kanola, aygicegi, fistik, pamuk ve zeytinyagindan
karsilanmaktadir. Ulkemizde bitkisel yagin hammaddesi olan aygicegi (Helianthus annuus L.)
ekonomik degeri oldukca yiiksek bir yag bitkisidir. Ayci¢egi tohumlarimin % 40 - % 60

arasinda yag igermesi nedeniyle tarimsal liretimdeki 6nemi giin gegtikge artmaktadir.

Aycigegi tohumlarmin yagi alindiktan sonra kalan kiispesi de igerdigi % 30 - % 40
arasindaki protein oraniyla hayvansal tiiretimde Onemli bir yem kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Arazide hasattan sonra kalan saplarda bulunun potasyum ise bitki

artiklarinin topraga karistirilmasi ile topraktaki potasyum ihtiyacini karsilamaktadir.

Diinyada aygicegi tiretimi alan1 2016 yilinda 26 205 337 hektar ve iiretim miktar1 ise
47 345 036 tondur. Diinyada 2016 yilinda tiretimde ilk siray1 13 626 890 ton ile Ukrayna,
ikinci siray1 11 010 177 ton ile Rusya, {igiinci siray1 3 000 367 ton ile Arjantin almaktadir
(Cizelge 1.1.). Ulkemiz ise 7 183 170 dekar alandan elde ettigi 1 670 716 ton ile diinya iiretim

siralamasinda 7. siray1 almistir (Anonim 2016 a).

Aycigegi Tirkiye’de ekimi yapilan yagl tohumlu bitkiler arasinda ekim alani ve yag
tiretimi bakimindan ilk siray1 almaktadir. Tiirkiye yag {iretiminin % 80’1 bitkisel yaglardan
karsilanmaktadir. Bitkisel yag iiretiminin de yaklasik % 65°1 ay¢iceginden geri kalan kismi ise

¢igit, zeytin, soya ve diger yag bitkilerinden saglanmaktadir (Cetin ve Basalma 2005).



Cizelge 1.1. 2016 yilinda diinyada aycicegi iiretimi yapan énemli iilkeler.

Siralama Ulke Uretim miktar1 (ton)
1 Ukrayana 13 626 890
2 Rusya 11 010 197
3 Arjantin 3 000 367
4 Cin 2 587 422
5 Romanya 2 032 340
6 Bulgaristan 1873677
7 Tiirkiye 1670716
8 Macaristan 1534 959
9 ABD 1204 170
10 Fransa 1189 832

Ayciceginde yaglik {iretimin yaninda {ilkemizde az miktarda gerezlik {iretim de
yapilmaktadir. Ulkemizde tarrmi yapilan aygigegi alanlarmin, % 86’sinda (6 167 800 dekar)
yaghk, % 14’iinde (1 033 281 dekar) gerezlik ¢esitler iiretilmektedir. Uretilen aygicegi
tohumunun ise % 90’1 (1 500 000 ton) yaglik, % 10’u (170 716 ton) ise ¢erezliktir. Aycigegi
ekim alanlarinin biiyiik bir kism1 Marmara Bolgesi’nde yer almaktadir. Ekim alaniin % 54°i
(3 898 867 dekar), iiretim miktarinin % 50°si (830 405 ton) ise Edirne, Kirklareli, Istanbul,
Canakkale, Bursa, Bilecik, Sakarya, Kocaeli, Yalova ve Balikesir illerinde gergeklesmektedir
(Anonim 2016 b).

Ulkemizde aygigegi iiretim alan1 son 10 yilda 4 857 000 dekardan 6 167 800 dekara
¢ikmistir. Bununla beraber {iretim miktart da 770 000 tondan 1 500 000 tona ulasmistir
(Cizelge 1.2.).



Cizelge 1.2. 2007 yilindan 2016 yilina kadar Tiirkiye’de iiretim alan1 ve liretim miktari

Yillar Uretim alani(Dekar) Uretilen miktar(Ton)
2016 6 167 800 1 500 000
2015 5689 950 1 500 000
2014 5524 651 1 480 000
2013 5202 600 1 380 000
2012 5046 160 1 200 000
2011 5560 000 1170000
2010 5514000 1170 000
2009 5150 000 960 300
2008 5100 000 900 387
2007 4 857 000 770 000

Aygicegi tohumlart perikarp (Sekil 1.1) i¢inde bulunmaktadir. Danenin % 45’ini
olusturan perikarp diiz ya da ¢izgili gri-siyah renkte olup 6zel kabuk kiricilaryla kolaylikla
tohumdan ayrilabilmektedir. Perikarbin i¢ yilizeyi ile tohum iizerindeki zar serotil serotat
yapisindaki mum yoniinden zengin bir yapidir ve tohumun yaga islenmesi asamasinda yaga

karismaktadir (Kayahan 2006).

Sekil 1.1. Aygicegi tohumu (A) ve perikarp (B)



Aycicegi tohumu kemik ve dislerin olusumu igin gerekli ¢inko ve fosfor gibi
mineralleri icermektedir. Fosfor ayrica kalp kasinin ¢alismasinda ve bobrek fonksiyonlarinin
diizenlenmesine yardimci olmaktadir. Cinko ise yaralarin iyilesmesine, bagisiklik sisteminin
giiclenmesine, kronik enfeksiyonlarin ortadan kalkmasina, sperm sayisinin artmasinda énemli
bir elementtir. Yine tohumda bulunan B6 ve D vitamini insanlarda bagisiklik sistemini

giiclendirmeye katki saglamaktadir. (Anonim 2016 c).

Tohumlardan elde edilen yag kokusuz olup sari renktedir ve yaklasik % 48-74
arasinda doymamis yag asitlerini % 1.8’den daha az oranda serbest yag asidi icermektedir.
Aygicegi yagi yiiksek oranda E vitamini igerigi ile depolama igin elverislidir (Anonim 2016 d)
ve yiiksek oranda yemeklik yag olarak kullanilmaktadir. Ayrica endiistriyel alanda en ¢ok
boya sanayisinde yararlanilmaktadir. Bunlara yagli boyalar ve resim yapmak i¢in kullanilan
boyalar 6rnek verilebilir. Deri sanayisinde de kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak 2007
yilinda Avrupa da tretilen yagin yaklasik % 10’u ekolojik yakit olarak degerlendirilmistir
(Anonim 2016 d).

Ayciceginde gerek yeterli yagis miktarinin alinamamasi gerekse yapilan yanlis
uygulamalara bagli olarak verim kayiplar1 yaganmaktadir. Fakat bunun haricinde aygigeginde
basta fungal hastaliklar olmak {izere yabanci ot sorunu ve diger hastalik ve zararlhilar
bulunmaktadir. Fungal hastaliklarin en 6nemlisini Plasmopara halsdeii (Farl.) Berlet and de
Toni tarafindan neden olunan aygigegi mildiyosii olusturmaktadir. Etmenin kullanilan
fungisitlere dayaniklilik kazanmasi nedeniyle (Oros and Viranyi 1984; Delen et al. 1985;
Lafon et al. 1996; Albourie et al. 1998; Gulya et al. 1999; Spring et al. 2006; Molinero-Ruiz
et al. 2008) mildiydoye dayanikli hatlar gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Ancak gelistirilen bu
dayanikli hatlarda tohum kokenli fungal hastaliklar nedeniyle ¢ikis Oncesi ve sonrast oliimler
ile karsilagilabilmektedir. Bu nedenle dayanikli hatlarin tohumlarinin fungal etmenler
acisindan incelenmesine gerek duyulmaktadir. Yine ililkemizde mildiydye dayaniklilik ile

tohum kokenli fungal etmenlerin varlig1 arasindaki iligkiler de bilinmemektedir.

Ulkemizde aygigegi tohumlarida bulunan fungal etmenlerin tespiti konusunda sadece

bir ¢alisma ile karsilasilmistir (Aktas ve ark. 2001). Bu ¢alismada ¢ok sayida fungal etmen
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(Acromoniella spp., Alternaria spp., Arthrobotrys spp., Aspergillus spp., Botrytis spp.,
Cladosporium spp., Curvularia spp., Drechslera spp., Fusarium spp., Macrophomina spp.,
Mucor spp., Penicillium spp., Phoma spp., Rhizopus spp., Septonema spp., Stemphylium spp.,
Trichoderma spp., Ulocladium spp.,) tespit edilmis, ancak etmenlerin patojenisiteleri

belirlenmemistir.

Dis tilkelerde aygicegi tohumlarinda bulunan funguslarin tespitine yonelik calismalar
bulunmakla beraber tohumlardan tespit edilen fungal etmenlerin patojenisitelerine (Bhutta ve
ark. 1997; Wu ve Wu 2003;Afzal ve ark. 2010; Ghonem ve ark. 2014) ve tohum enfeksiyonu
ile gesitler ya da genotipler arasindaki iligkilere yonelik (Rao 2006, EI-Azhary ve ark. 2008;
Abdullah ve EI-Mosavi 2010) az sayida arastirma bulunmaktadir.

Aygicegi mildiyosiine hassas ve yiiksek derecede tolerant olan hatlarin perikarp ve
tohumlar ile gergeklestirilen bu ¢alismada, tohum kokenli fungal etmenlerin tespit edilmesi,
patojenisitelerinin belirlenmesi ve fungal etmenlerin bulunma oranlar1 agisindan genotiplerin
karsilagtirilmas1 amaglanmistir. Konuyla ilgili olarak daha dnce yapilmis az sayida ¢alismanin
bulunmasi ve iilkemizde fungal etmenlerin tespiti disinda bu tir bir ¢alismanin
gerceklestirilmemis olmasi dikkate alindiginda arastirma konusunun bilimsel agidan énemli

oldugu diistiniilmektedir.



2. LITERATUR OZETLERI

Merriman ve ark. (1978), aygicegi tohumlarinda yaygin olarak Alternaria ve
Chaetomium cinslerinin izole edildigini, Aspergillus, Botrytis, Clodosporium, Fusarium,
Mucor, Penicillium, Phoma, Rhizopus ve Stemphylium gibi cinsler ile enfekteli tohumlarin

daha az oranda bulundugunu bildirmistir.

Dawar ve Ghaffar (1991), Pakistan’in farkli sehirlerinden topladiklari aygicegi
tohumlarindaki fungal etmenleri belirlemislerdir. Arastirmacilar PDA besi ortaminda
yaptiklart incelemeler sonucunda tohum 6rneklerinde en yiiksek oranda Aspergillus niger’i
(% 16) tespit etmisler, bunu Alternaria alternata (% 16.5) Aspergillus flavus (% 9),
Alternaria tenuissima (% 5.5), Macrophomina phaseolina (% 4.5), Rhizoctonia solani (%
4.4), Chaetomium glabosum (% 3.5) ve Fusarium moniliforme (% 3.4) izlemistir. Daha diisiik
oranlarda olmakla birlikte (% 0.4-2.4) ¢alismada ayrica Aspergillus amstelodomi, A. candidus,
A. fumigatus, A. quadrilineatus, A. sulphureus, A. terreus, A. wentii, Botryodiplodia
theobromae, Curvularia lunata, Drechslera australiensis, Fusarium solani, Scopulariopsis
brevicaulis, Trichothecium roseum’un varligi da bildirmektedirler. Calismada ayrica Blotter
yonteminde PDA’dan farkli olarak Cephalosporium sp., Cheatomium crispetum,
Cochliobolus spicifer, Fusarium equiseti, F. semitectum, Melanospora sp., Penicillium sp.,

Rhizopus sp., Pleospora herbarum’un izole edildigi belirtilmektedirler.

Bhutta ve ark. (1997), aygicegi tohumlarinda izole edilen fungus tiirlerinin
patojenisitelerini 3 farkli ¢esit iizerinde test etmislerdir. Arastirmacilar test edilen tiirler
arasinda Alternaria alternata, Alternariaster helianthi, A. zinniae, Curvularia lunata,
Fusarium culmorum, F. moniliforme, F. semitectum, F. pallidoroseum, F. oxysporum, F.
solani, Macrophomina phaseolina, Myrothecium roridum, Phoma oleracea, Phomopsis
helianthi, Stemphylium helianthi ve Verticillium dahliae nin patojen oldugunu, kullanilan
gesitlerden Ho-1’in en hassas oldugunu, Fusarium culmorum, F. moniliforme ve F.

semitectum’un F.solani ve F. oxysporum’a gore daha az viriilent oldugunu bildirmektedirler.


https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Bhutta%2c+A.+R.%22

Wu ve Wu (2003), Taivan’da aygicegi tohumlarindan yaptiklari izolasyonlar
sonucunda fungus tiirleri ile bulagiklik oraninin ¢esitlere gore farklilik gosterdigini
belirlemislerdir. Arastirmada elde edilen tiirler arasinda Alternaria alternata’nin (% 15.78-
99.0) en yaygin oldugunu bunu Aspergillus sp. (% 0.50-64.25) ve Cladosporium sp. (% 1.25-
%50)’nin takip ettigini her ig¢iiniin de tiim ¢esitlerde bulundugunu yine Fusarium sp. ve
Rhizopus sp.’nin Sun Bright disindaki ¢esitlerde goriildiigiinii bildirmektedirler. Calismada A.
helianthicola ve A.protenta’nin sadece Taiyo gesidinde C. penniseti’nin Big Smile ve Sun
Bright ¢esitlerinde C. brachyspora ve Drechslera sativum 'un sirasiyla Smiling Face ve Sun
Bright ¢esitlerinde, Stemphylium vesicarium ve Ulocladium atrum’un 3 gesitte (Big Smiling,
Smiling Face ve Sun Light) goriildiigii bildirmektedirler. Ayrica tespit edilen tiirler arasinda
A.protenta’nin ilk kayit oldugu, diisiik oranda (% 0.25) olmasina ragmen etmenin Big Smile,
Sun Bright ve Taiyo g¢esitlerinde yiiksek derecede hastalik siddetli olusturdugu

belirtilmektedir.

Nahar ve ark. (2005), Pakistan’da iki yerden alinan aygigegi tohumlarinda yaygin
olarak Absidia corymbifera (% 11.42), Alternaria alternata (% 2.85), Aspergillus flavus (%
8.32), A. niger (% 6.39), A. terreus (% 1.83), A. versicolor (% 0.44), Chaetomium
bostrychodes (% 0.59), C. globosum (% 1.52), Emericella nidulans (% 0.47), Penicillium spp
(% 1.29), Rhizopus stolonifer (% 6.60)i belirlemislerdir. Arastirmacilar Acremonium
fusidioides,  Arthrobotrys oligospora, Aspergillus ochraceus, Bipolaris bisepta,
Cephaliophora tropica, Chaetomium spinosum, Cladobotryum varium, Cladosporium
cladosporioides, Emericella nidulans, Gonatobotrys simplex, Humicola grisea, Memnoniella
echinata, Mucor mucedo, Myrothecium verrucaria, Phialophora verrucosa ve
Syncephalastrum racemosum’un yeni kayit oldugunu bildirmislerdir. Calismada ayrica
yiiksek oranda bulasiklik gosteren 6 tohum Ornegi perikarp ve tohum kisimlart ayrilarak
fungal etmenlerin varligi agisindan incelenmis, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia
solani ve Trichoderma harzianum’un tiim kisimlarda, Fusarium solani’nin ise sadece

tohumda bulundugu belirlenmistir.

Rao (2006), Karnataka’nin farkli bolgelerinden topladigi aygigegi tohumlarinda en
yaygin oranda (% 55.18) Alternaria helianthi’yi izole ettigini bunu % 14.71 ve % 8.79 ile

sirastyla Rhizoctonia bataticola ve Alternaria alternata’nin izledigini bildirmektedirler.
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Calismada Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium spp., Rhizopus spp., ve Curvularia
spp.’nin de ¢ok diisiik oranlarda bulundugu belirtilmektedir. Arastirmacilar fungus tiirlerinin
bulunusunun ve bulunma oranlarinin gesitlere gore farklilik gosterdigini, yiiksek oranda
enfekteli tohumlarin ¢imlenme giicliniin ve agirhi@inin diisiik oldugunu her {i¢ patojenin (A.
alternata, A. helianthi, R. bataticola) perikarp ve tohum kisminda bulunabildigini ileri

surmektedirler.

El-Azhary ve ark. (2008), Sudan’da yetistirilen bes ay¢icegi varyetesinde (Panar 75-
55; Panar 75-51; Hysun 33; Hysun 38; ve Local.) Blotter yontemi ve PDA besi ortami
kullanarak yaptigi incelemede, Aspergillus niger, A. flavus, Penicillum sp., Phoma sp.,
Alternaria zinniae, Cladosporium oxysporum, Rhizopus sp., Macrophomina phaseolina,
Drechslera spp ve Curvularia sp. ‘nin varligini belirlemis, C. oxysporium ve Curvularia
Sp.‘nin ayg¢igegi tohumlarinda ilk kez tespit edildigini bildirmislerdir. Caligmada etmenlerle
bulagik tohum oranlar1 ¢esitlere gore farklilik gostermistir. Arastirmacilar 5 aygicegi
varyetesine ait tohum 6rneklerinde, blotter yonteminde funguslarla enfekteli toplam tohum
oranlarinin sirastyla % 37, % 28, % 40,5, % 14 ve % 28 oldugunu agar yonteminde ise %
47.5, % 185 % 35.5, % 585 ve % 23 oldugunu tespit etmislerdir. Caligmada farkl
varyetelere ait tohum orneklerinde, en yiiksek oranda Aspergillus niger (% 42-91.25) tespit
edilmis bunu Rhizopus sp (% 10.75-32.25), Aspergillus flavus (% 3-20.75), Penicillium sp (%
1-9) ve Cladosporium oxysporum (% 0.5-1.50) takip etmistir. Phoma sp (% 0.25-0.75)
Macrophomina phaseolina (% 0.25-0.50) iki varyetede, Alternaria zinniae sadece bir

varyetede (% 1) bulunmustur.

Afzal ve ark. (2010), gesitlere gore farklilik konusunda bir bilgi vermeksizin, 5 farkli
aycicegi cesidine ait tohumlarda Alternaria alternata, A. helianthi, Aspergillus flavus, A.
fumigatus, A. niger, Curvularia lunata, Drechslera tetramera, Fusarium solani, F.
moniliforme, Macrophomina phaseolina, Mucor mucedo, Penicillium sp. ve Rhizopus spp ¢ yi
izole etmislerdir. Izole edilen funguslar arasinda A. flavus ile enfekteli tohum orani1 (% 34.28)
en yiksek olmustur. Bunu A. alternata (% 16.69) izlemistir. Arastirmacilar iginde steril
toprak karisimi bulunan 10 cm’lik saksilara etmenlerin spor siispansiyonlarini karistirarak

gerceklestirdikleri patojenisite testleri sonucunda izole edilen funguslarin tohum ¢imlenmesini



% 10-20 oraninda azalttigini, % 10-12 arasinda fide Oliimlerine neden oldugunu

bildirmektedirler.

Abdullah ve Al-Mosavi (2010), dokuz adet aygigegi ¢esit ve hatlarina ait tohumlardaki
fungal etmenleri tespit etmisler ve 19 cinse ait 48 tir belirlemislerdir. Arastirmacilar
tohumlarin bu tiirler arasinda en yiiksek oranda Aspergillus niger (% 2-12.3) ile bulasik
oldugunu, bunu A. flavus (% 1.3-11.3), Alternaria alternata (% 1.3-7.0), A. fumigatus (% 0.7-
8.7), Chaetomium globosum (% 0.8-9), C. elatum (% 0.7-6), C. atrobrunneum (% 0.5-7)’nin
izledigini bildirmektedirler. Calismada cesitlere gore farklilik olmakla birlikte Alternaria
chlamydospora, A. helianthi, A. longipes, A. raphani, A. tenuissima, Aspergillus candidus,
Aspergillus niveus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus terreus,
Aspergillus  versicolor, Bipolaris hawaiiensis, Bipolaris spicifera, Cladosporium
cladosporioides, Cladosporium herbarum, Curvularia lunata, Doratomyces microsporus,
Emericella quadrilineata, Fusarium culmorum, F. graminearum, F. oxysporum, F.
semitectum, F. solani, F. verticillioides, Macrophomina phaseolina, Mucor hiemalis,
Myrothecium  roridum, Oedocephalum glomerulosum, Penicillium brevicompactum,
Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum, Penicillium oxalicum, Rhizopus stolonifer,
Scytalidium sp, Stachybotrys atra, Trichoderma hamatum, Trichoderma harzianum,
Trichoderma viride, Ulocladium atrum, Ulocladium botrytis, Ulocladium chartarum‘un
varligi belirlenmistir. Arastirmacilar tiir ¢esitliliginin gesitlere gore farklilik gosterdigini,
Akmar ¢esidinde funguslarla enfeksiyon oranindan diisiik oldugunu, yerel ¢esitlerin ise daha

yiiksek oranda bulasik oldugunu tespit etmislerdir.

Levic ve ark. (2012), Sirbistan’da farkli bolgelerinden toplanan aygicegi
tohumlarindan cins ve tiir diizeyinde fungal etmenleri tanimlamiglardir. Caligmada tespit
edilen tiirler arasinda Nigrospora oryzae (% 30.8) ilk sirayr almig, bunu Fusarium
verticillioides (% 15.4) izlemistir. Arastirmacilar ayrica tohumlarin % 7.7 oraninda
Aspergillus niger, Fusarium equiseti, F. proliferatum, F. subglutinans ile bulasik oldugunu,
tir diizeyinde belirlenmeyenler arasinda Alternaria spp.’nin %76.9 ile ilk sirayr aldigini

bildirmektedirler



Ghoneem ve ark. (2014), Misir’da Dakahlia ve Damiatta‘nin farkli bdlgelerinden
toplanan 20 tohum orneginde yaygin olarak Alternaria alternata (% 25.43) , Aspergillus
flavus (% 20.85), Rhizopus stolonifer (% 9), Fusarium incarnatum (% 3.25)’u tespit
etmislerdir. Calismada diisiik oranlarda (% 0.10-1.65) Alternaria helianthi, Aspergillus flavus,
A. glaucus, A. nidulans, A. ochraceus, Cephalosporium acremonium, Emericella nidulans,
Epicoccum nigrum, Fusarium equiseti, F. oxysporum, F. solani, F. verticilloides,
Macrophomina phaseolina, Neurospora crassa, Rhizoctonia solani, Trichoderma harzianum,
Trichothecium roseum ve Verticillium dahlia’nin varligini1 bildirmektedirler. Tespit edilen
tim funguslar arasinda, Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, F. solani ve F.
incarnatum’un tohuma inokulasyonu seklinde gerceklestirilen patojenite testleri sonucunda
M. phaseolina, F. solani, F. oxysporum ve F. incarnatum sirasiyla % 46.7, % 40.0, % 37.0 ve
% 11 oranlarinda tohum ciirtikliigiine, % 23.97, % 19.7, % 15.3 ve % 12 oranlarinda fide

enfeksiyonlarina neden olmuslardir.

El-Vakil ve ark. (2014), farkli lokasyonlardan topladigi anormal tohum 6rneklerinden
Aspergillus flavus, (% 5-19), A. niger, % 7-24 Alternaria alternata (% 0-30) Curvularia
lunata (% 5-24), Fusarium moniliforme (% 0-19), F. oxysporum (% 0-19), F.semitectum (%
0-17), Penicillium digitatum (% 0-18), Stemphylium sp (% 0-10) ve Trichoderma spp (% O-
17)’yi izole etmislerdir. Arastirmacilar ayrica izole edilen funguslardan F. semitectum ve
Stemphylium sp ile tohumlar1 inokule ettiklerinde yagin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin

degistigini ileri siirmektedirler.

Masirevic ve ark. (2014), Sirbistan’da farkli lokasyonlarda ekili olan H7, H9 ve H19
hatlarina ait tohumlarda Phoma, Alternaria, Botrytis, Sclerotinia ve Aspergillus cinsleri ile
birlikte diisiik oranda Phoma macdonaldi’yi belirlemistir. Arastirmacilar P. macdonaldi ile
enfekteli tohum oranmin % 1 ila % 6.33 arasinda degistigini, hibritler iizerinde yaptiklar
incelemeler sonucunda H7°nin en dayanikli oldugunu bildirmektedirler. Arastirmacilar
Phoma sp ‘nin olusturdugu gévde enfeksiyonlari ile tohum enfeksiyonu arasinda 6nemli bir

iliski olmadigini ortaya koymustur.
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Costa Nobre ve ark. (2015), 10 farkli aygigegi genotipine ait tohumlarda bulunan
Aspergillus, Alternaria, Curvularia, Fusarium, Penicillium ve Rhizopus spp’nin varligimi
bildirmislerdir. Arastirmacilar bu tohumlarda ¢imlenme ve ¢ikis giicliniin azalmadigini ileri

surmektedirler.

Irshad ve ark. (2017), yedi adet aygicegi ¢esidine ait tohumlardan izolasyonlar
yapmislar, SMH7 ve Automn Beauty hari¢ digerlerinde Alternaria alternata’y: (% 28-35.3)
izole etmislerdir. Calismada diisiik oranlarda (% 0.5-5.0) Aspergillus flavus, A. niger,
Cladosporium sp., Fusarium oxysporum, F. moniliforme, F.solani, Mucor sp., Rhizopus sp.
Rhizoctonia solani ve Stemphylium helianthi’yi tespit etmislerdir. Arastirmacilar 6zellikle A.
alternata ile bulasik tohumlarda tohum ¢iiriimesi ve ¢imlenmeyen tohum oranmnin yiiksek

oldugunu bildirmektedirler.

Srinivas ve ark. (2017) tek bir hibrid ¢eside ait tohumlar1 Hindistan’nin iki farkli
sehrinden toplamiglar, blotter ve agar olmak {iizere iki farkli ortama yerlestirerek gelisen
funguslar1 tanimlamiglardir. Calismada her iki ortamda da Alternaria alternata en yiiksek
oranda bulunmus, ortamlara gore farkli oranlarda olmak tizere, Aspergillus flavus, A. niger, A.
ochraceus, A. ustus, Chaetomium sp., Cladosporium sp., Curvularia sp., Drechslera sp.,
Emericella nidulans, Epicoccum sp., Fusarium sp., Macrophomina phaseolina, Mucor sp.,
Penicillium sp., Rhizopus sp., Trichoderma sp. izole edilmistir. Arastirmacilar blotter
yonteminde tohum enfeksiyonu oraninin % 66.15, agar yonteminde % 60.25 oldugunu

bildirmektedirler.

Patil ve ark. (2018), iki hibrit cesitten (LSFH-171 ve Morden) farkli yontemler
kullanarak yaptiklar1 izolasyonlar sonucunda Blotter ve PDA kullaniminin tohum kdkenli
funguslar belirlemek i¢in oldukc¢a uygun oldugunu, her iki ¢esidin tohumlarindan en yiiksek
oranda Alternaria alternata (% 67.33-78.25)’y1 izole ettiklerini, bunu Fusarium
oxysporum’un izledigini bildirmektedirler. Aragtirmacilar Aspergillus flavus, A. niger ve
Rhizopus stolonifer’i énemli saprofitik funguslar olarak belirtmektedirler. Caligmada her iki
cesidin ana etmenlerle birbirine ¢ok yakin oranlarda bulasik olmasina ragmen, Morden

¢esidinin ¢cimlenmesinde 6nemli derecede bir azalma oldugu bildirilmektedir.
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Ulkemizde yapilan bir calismada (Aktas ve ark. 2001) Tiirkiye’nin farkl
bolgelerinden alinan aygigegi tohum orneklerinde en yiiksek oranda Rhizopus stolonifer (%
13.088) tespit edilmis, bunu Alternaria alternata (% 9.66), Cladosporium herbarum (% 5.47),
Aspergillus niger (% 4.631), C. cladosporioides (% 4.561), A. parasiticus (% 3.362)
izlemistir. Calismada daha diisiik oranlarda (% 0.03-1.87) tespit edilen fungus tiirleri ise
Acromonia atra, Alternaria tenuissima, A. zinniae, Arthrobotrys oligospora, Aspergillus
candidus, A. flavus, A. fumigatus, A. ochraceus, A. terreus, A. versicolor, Botrytis cinerea,
Curvularia intermedia, C. lunata, Drechslera halodes, D. sorakiniana, D. tetramera,
Epicoccum purpurascens, Fusarium moniliforme, F. oxysporum, F. semitectum, F. solani, F.
subglutinans, Macrophomina phaseolina, Nigrospora oryzae, Penicillium expansum, P.
verrucusum var. album, Penicona circinata, P. digitata, Rhizopus oryzae, Stemphylium
botryosum, Trichoderma harzianum, T. viride, Trichothecium roseum, Ulocladium atrum,
Phoma spp. ve Septonema spp. olmustur. Tespit edilen etmenlerin patojenisiteleri

bilinmemektedir.

12



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan genotipler Edirne Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii’nden
temin edilmistir. S6z konusu Enstitii’niin uzun yillara dayanan ¢alismalar sonucunda mildiyo
hastaligina kars1 yiiksek derecede tolerant oldugunu bildirdikleri 5 genotip ve hassas olarak
belirttikleri 5 genotip olmak iizere toplam 10 genotipe ait perikarp ve tohumlar (Cizelge 3.1)

igcerdikleri fungal etmenler agisindan incelenmistir.

Cizelge 3. 1. Denemelerde kullanilan aygicegi genotipleri

omekxo | vass | omakno | YO
! 2453-A 10 TTAE-13-19
> 9728-A 11 13-TR-009
> 9725-A 12 TTAE-13-9
| 2517-A 13 11-TR-015
i 9178-A 14 13-TR-001
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3.2. Yontem

3.2.1.Fungal etmenlerin tespiti

Fungal etmenlerin tespiti amaciyla perikarp ile birlikte tohumlar 6nce %2’lik sodyum
hipoklorit ile 7 dakika siire ile sterilizasyona tabi tutulmus daha sonra 2 kez steril saf sudan
gecirilerek steril kurutma kagitlarinda kurutulmustur. Steril bistiiri yardimiyla perikarp ve
tohumlar ayrilarak iginde patates dekstroz agar (PDA, Merck) iceren petri kaplarina
yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Denemeler her tekrarda 1 petri ve her petride 10 adet tohum ya da
perikarp bulunacak sekilde 10 tekrarli olarak tesadiif parselleri deneme deseninde yiiriitiilmiis
toplamda her bir genotipten 100’er adet tohum ve perikarp kiiltiire alinmigtir. Perikarp ve
tohumlar1 igeren petriler 23°C’de karanlikta 7 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir, bu siire
sonunda gelisen funguslarin morfolojik yapilart mikroskopta incelenerek ve Dbesi
ortamlarindaki koloni gelisimlerine gore cins diizeyinde tanilanarak gruplandirilmistir.
Aspergillus spp., Penicillium spp. ve Rhizopus spp. saprofit olarak degerlendirilmistir.
Tanilama siirecinde PDA disinda patates havu¢ agar (PCA), Malt Ekstrakt Agar (MEA,
Merck), Sebze suyu (V8) agar kullanilmistir. Hassas ve yiiksek derecede tolerant
genotiplerden elde edilen ve cins diizeyinde gruplandirilan izolatlardan patojenisite testleri

icin her grubu temsil edecek sekilde izolatlar se¢ilmis ve tek spor izolasyonlari yapilmustir.

Sekil 3.1. Petri kaplarina yerlestirilen perikarp (A) ve tohumlar (B)
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3.2.2. Tek spor izolasyonu

Farkl1 besi ortamlarindaki koloni gelisimleri ve sporulasyon sekilleri dikkate alinarak
secilen her bir cinse ait izolatlarin tek spor izolasyonlar1 yapilmistir. Bu amagla izolatlar
konidiospor liretiminin en fazla oldugu PCA besi ortami i¢eren 10cm’lik deney tiiplerinde
23°C’de 1 hafta siire ile gelistirilmis ve daha sonra iizerlerine 2ml steril su eklenerek
stispansiyon haline getirilmistir. Elde edilen spor siispansiyonu plastik 6ze yardimiyla %1 lik
su agar1 lizerine yogunlugu azaltilarak ¢izilmistir. Cizim yapilan petriler 23°C’de 1 giin siire
ile karanlikta inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon sonucunda petriler mikroskop altinda
incelenerek tek sporlar isaretlenip PDA besi ortamina alinmistir. Tek spordan gelisen kiiltiirler

daha sonra PDA besi ortamui igeren tiiplere alinarak +4°C muhafaza edilmistir.

3.2.3. Patojenisite testleri

Patojenisite testlerinde tek spor olarak elde edilen cinslere ait gruplardan, enfekteli
tohum oranlarn dikkate alinarak tesadif olarak segilen izolatlar kullanilmistir. Tohumlar
perikarbu ile birlikte segilen izolatlarin spor siispansiiyonu ile inokule edilmistir. Inokulasyon
sirasinda Alternaria spp. ve Bipolaris sp. i¢in 1x10° konidi/ml (Noelting ve ark. 2012;
Tanahashi ve ark. 2016; Zhang ve ark., 2017); Fusarium spp ve Cladosporium sp. igin 1x10°
konidi/ml (Palou ve ark. 2016; Touati-Hattab ve ark. 2016; Tetorya ve Rajam, 2018)
konsantrasyonlari kullanilmistir. Fungal etmenlerin izolasyonu boliimiinde belirtildigi sekilde
steril edilen tohum+perikarp konidi siispansiyonlari i¢ine alinarak iizerine 10 pl Tween20
damlatilmis ve 1 saat siire ile sallayicida ¢alkalanmistir. Calkalanma sonunda steril kurutma
kagitlarinin {izerinde 5 dakika siire ile kurutulan tohumlar, i¢inde steril su ile 1slatilmis 4 kat
kurutma kagidi bulunan petrilere her petriye 10 adet olacak sekilde yerlestirilmistir.
Denemeler 10 tekrarli olarak ve her tekrarda bir petri olacak sekilde tesadiif parselleri deneme

desenine gore yiirlitiilmiistiir.

Perikarb1 ile birlikte inokule edilen tohumlar 1 hafta siire ile 23°C’de karanlikta
inkiibasyona birakildiktan sonra farkli belirtiler gozlendigi i¢in tarafimizdan olusturulan 0-3
skalas1 (Sekil 3.2) kullanilarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3. 2. Aycigegi bitkileri patojenisitesi i¢in olusturulan skala

0: Saglikl
1: Cimlenme var, ancak kok uclar1 kahverengilesmis
2: Cimlenme var, perikarp fungus tarafindan kolonize olmus

3: Cimlenme yok, perikarp ve tohum fungus tarafindan tamamen kolonize olmus

Inkiibasyon ddéneminden sonra olusan hastalik siddeti ise skala dikkate alinarak

Townsend-Heuberger formiilii (3.1) yardimiyla hesaplanmigtir (Karman 1970).

Hastalk Siddeti (%) = *2 X0 (3.1)

n: Degisik belirti gruplarina giren tohum sayisi
V: Gruplara ayrilmis belirti seviyeleri
N: Toplam tohum say1s1

Z: Sifir grubu hari¢ grup adedi, ayn1 zamanda en yiiksek skala degerinin grup degeri
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3.2.4.Fungus tiirlerinin koloni gelisimlerinin belirlenmesi

Molekiiler teshise temel olmasi agisindan mikroskobik goriiniimleri ve koloni
gelisimlerine gore gruplara ayrilan izolatlar, Patates Havu¢ Agar (PCA), PDA, V8 ve MEA
besi ortamlarinda gelisme hizlar1 olgiilmistiir. Gelisme hizim1 6lgmek igin PDA Dbesi
ortaminda gelistirilen izolatlardan mantar delici ile 0,7 cm c¢apinda agar disk alinarak
belirtilen besi ortamlarina aktarilmistir. 23°C’de karanlikta inkiibasyona birakilmis ve 3., 5.,
10. ve 15. giinlerde koloni ¢aplart belirlenmistir. Her bir izolat ve besi ortami i¢in 3 tekrar
yapilmustir. Ayrica izolatlarin konidi boyutlar1 ve her bir besi ortamindaki koloni gelisimleri

belirlemistir.

3.2.5. Funguslarin molekiiler olarak teshisi

Gruplari temsil eden izolatlarin morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri belirlendikten sonra
her gruptan bir izolat molekiiler analiz icin Namik Kemal Universitesi NABILTEM
laboratuarlarina gonderilmis, DNA dizilimleri g6z 6niine alinarak BALSTLAMA yapilmis ve

tiir teshisleri gerceklestirilmistir.

3.2.6.Istatistiksel analiz

Calismamizda, fungus tiirlerinin tohum ve perikarp kisimlarinda bulunma oranlari, ve
patojenisite testleri sonucunda elde edilen degerler Varyans analizine tabii tutulmus,

ortalamalar arasindaki farkliliklar LSD testine (P=0.05) gore karsilastirilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Perikarp Ve Tohumlardan izole Edilen Fungal Etmenler

Calismamizda kullanilan mildiyé hastaligina kars1 hassas genotiplerde yapilan
incelemeler sonucunda, tohum ve perikarpta Alternaria alternata, Alternaria infectoria,
Bipolaris cynodontis, Cladosporium cladosporioides ve Fusarium oxysporum olmak iizere 5

farkli fungus tiirii tespit edilmistir (Cizelge 4.1.).

Izole edilen fungus tiirleri arasinda A. alternata tiim genotiplerde belirlenmis, en
yiiksek enfekteli perikarp orani (%17) 8 no’lu genotipte olmus, bu genotipte enfekteli tohum
orani arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur. Diger genotiplerde enfekteli perikarp ve tohum
orani arasinda istatistiki bir farklilik olmamis, etmen % 2 ile % 6 arasinda degisen oranlarda
tespit edilmistir. A. infectoria, 1 ve 3 no’lu genotiplerin hem tohum hem de perikarp
kisminda, 5 ve 8 nolu genotiplerin sirasiyla perikarp ve tohum kisminda bulunmustur. 5 no’lu
genotipin tohum kismi s6z konusu fungus tiiriinii icermemis bu durum istatistiki olarak

onemli olmustur.

Bipolaris cynodontis 3 ve 5 no’lu genotiplerin sadece tohumlarinda tespit edilmis,
perikarp kisminin bu fungusla bulasik olmadigi goriilmiistiir. C. cladosporioides 1 no’lu
genotipin ve F. oxysporum ise 5 ve 8 no’lu genotiplerin hem tohum hem de perikarp
kisimlarinda tespit edilmislerdir. C. cladospoiroides i¢in 1 no’lu genotipte, F. oxysporum igin
8 no’lu genotipte enfekteli tohum ve perikarp oranlari arasindaki farklilik istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Aycicegi mildiyosiine karst hassas olan genotipler toplam fungus oran
acisindan degerlendirildiginde 3 no’lu genotipin tohum kisminin, 8 no’lu genotipin perikarp

kisminin digerlerine gore daha yiiksek oranda bulasik oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.1. Aycicegi mildiyosiine karsi hassas genotiplerde fungus tiirleri ile enfekteli tohum ve perikarp oranlar1 (%)

Genotip
Fungus tiirt 1 3 5 8 9
(2453-A) (9728-A) (9725-A) (2517-A) (9178-A)
Tohum Perikarp | Tohum | Perikarp | Tohum | Perikarp | Tohum | Perikarp | Tohum | Perikarp

A. alternata 5.0 b* 4.0b 5.0b 6.0b 0.0b 2.0b 6.0 b 17.0a 3.0b 40b

A. infectoria 4.0 ab 1.0b 80a | 30ab | 00b 80a | 20b 00b | 00b 0.0b

B. cynodontis 0.0b 0.0b 30ab | 0.0b 60a | 00b | 00b 00b | 0.0b 0.0b
C. cladosporioides | 504 1.0b 00b | 30ab | 1.0b 0.0b 0.0b 1.0b 0.0b 0.0b

F. oxysporum 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 1.0b 2.0ab 6.0a 1.0b 0.0b 0.0b

Toplam 14.0 6.0 16.0 12.0 8.0 12.0 14.0 19.0 3.0 4.0

*: Her deger 10 tekrarin ortalamasidir. Ayni sirada farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliliklar LSD testine gore

onemlidir. (P=0.05)
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Mildiyoye yiiksek derecede tolerant oldugu bilinen genotiplerde yapilan incelemeler
sonucunda ise Alternaria alternata, Alternaria infectoria ve Fusarium culmorum olmak iizere
3 tiir tespit edilmistir. Bunlar arasinda F. culmorum’un tiim genotiplerde, A. alternata’nin 11
ve 12 no’lu genotipler hari¢ diger genotiplerde, A. infectoria’nin ise sadece 14 no’lu genotipin

perikarp kisminda bulundugu goriilmiistiir (Cizelge 4.2.).

Tespit edilen tiirlerden A. alternata ile en yiiksek bulasiklilik oran1 (% 7) 14 no’lu
genotipin perikarp kisminda olmus ancak enfekteli tohum orani ile arasindaki farklilik 6nemli
bulunmamustir. Diger tiirlerle kiyaslandiginda en yiiksek bulasiklilik oran1 F. culmorum ‘da
gozlenmis, 12 ve 14 no’lu genotiplerin perikarplarinin sirasiyla % 9 ve % 11 arasinda bulagik
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2.). Her iki genotipte s6z konusu etmenle bulasik perikarp
orani, bulasik tohum oranina gore onemli derecede yiiksek olmustur. Etmen ayrica 10 no’lu
genotipte tohum kisminda, perikarp kismina goére onemli derecede yliksek oranda izole
edilmistir. Bu grupta toplam fungus tiirleri degerlendirildiginde en yiiksek bulagik tohum ve

perikarp oranlarinin sirastyla 10 ve 14 no’lu genotipler oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda izole edilen tiirlerden A. alternata, gerek iilkemizde gerekse dis
ilkelerde aycicegi tohumlarindan izole edilmistir. Dis iilkelerde yapilan ¢alismalardan sadece
Tayvan’da etmen ile bulasik tohum oranm1 % 99’a ulasmis (Wu ve Wu 2003), iilkemiz dahil
diger tiim tlkelerde enfekteli tohum oran1 % 1.3 ile % 35.3 arasinda degismistir (Dawar ve
Ghaffar 1991; Aktas ve ark. 2001; Nahar ve ark. 2005; Rao 2006; Abdullah ve El-Mosavi
2010; Ghoneem ve ark. 2014; El-Vakil ve ark. 2014; Irshad ve ark. 2017). Arastirmamizda
aycicegi mildiydsiine yliksek derecede hassas ve tolerant genotiplerin perikap ve tohumlari

kullanilmis, etmenin bulunma orani maksimum %17 olmustur.

Tarafimizdan tespit edilen tiirlerden en yiiksek %8 oraninda bulunan A. infectoria’nin
aycicegi tohum ya da perikarplarinda bulunduguna dair bir arastirma ile karsilagilmamastir.
Yine ¢alismamizda izole edilen tiirlerden C. cladosporioides (% 0.5-4.56), F. culmorum (% 1-
3) ve F. oxysporum (% 0.23-5.71) daha 6nce yapilan galismalarda da diisiik oranlarda izole
edilmis olup (Aktas 2001; Nahar ve ark. 2005; Abdullah ve Al-Mosavi 2010; Bhutta ve ark.
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2014; Ghoneem ve ark. 2014; Irshad ve ark. 2017), sadece bir ¢alismada F. oxysporum ile

enfekteli tohum oran1 maksimum % 19 olarak belirlenmistir (El-Vakil ve ark. 2014)

Dis iilkelerde aygigegi perikarp ve tohum kisimlarmin ayri ayri ele alindigr iki
arastirma ile karsilagilmistir. Bunlardan Nahar ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada
sadece yiiksek oranda funguslarla bulasiklik gosteren Ornekler incelenmis, F. solani’nin
tohum kisminda bulundugu, M. phaseolina, R. solani ve T. harzianum’un hem tohum hem de
perikarp kisminda bulunabildigi bildirilmistir. Diger ¢alismada (Rao 2006) ise izole edilen
fungus tiirlerinden A. alternata, A. helianthi ve Rhizoctonia bataticola’nin hem perikarp hem
de tohumlarda bulundugu belirlenmistir. Arastirmamizda tespit edilen A. infectoria, C.
cladosporioides, Bipolaris cynodontis ve F. culmorum’un tohum ya da perikarpta bulunma
durumlar ilk kez incelenmistir. Yine izole edilen fungus tiirlerinin genelde perikarp ve tohum
kisimlarinda degisen oranlarda bulundugu, her tiiriin en az bir genotipin tohum ya da perikarp

kisminda 6nemli derecede yiiksek oranda bulundugu gozlenmistir.

Calismamizda farkli fungus tiirleri ile bulagik tohum ve perikarp oranlar1 genotiplere
gore farklilik gostermistir. izole edilen tiirler arasinda A. alternata aygicegi mildiydsiine
hassas olan genotiplerin tiimiinde goériilmesine karsin, yiikksek derecede tolerant genotiplerin 3
tanesinde bulunmustur. Yine A. infectoria 9 nolu genotip harig, hassas tiim genotiplerin
tohum ya da perikarbindan izole edilmis, tolerant genotiplerde ise sadece 14 no’lu genotipin
perikarp kisminda % 1 oraninda tespit edilmistir. Buna karsin hassas genotiplerde
bulunmamasina karsin tolerant genotiplerde % 19’a varan oranlarda F. culmorum izole
edilmistir. Daha Once yapilan c¢aligmalarda her ne kadar mildiyo hastaligina karsi
reaksiyonlar1 dikkate alinmasa da fungal etmenlerin tohumda bulunma oranlarinin ¢esitlere
gore farklilik gosterdigi bildirilmektedir (Wu ve Wu 2003; El-Ezhary ve ark. 2008; Abdullah
ve El-Mosavi 2010; Patil ve ark. 2018).
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Cizelge 4.2. Aycigegi mildiyosiine kars yiiksek derecede tolerant tohum genotiplerde fungus tiirleri ile enfekteli tohum ve perikarp oranlari (%)

Genotip
Fungus tiirii 10 11 12 13 14
(TTAE-13-19) (13-TR-009) (TTAE-13-9) (11-TR-015) (13-TR-001)
Tohum Perikarp | Tohum | Perikarp | Tohum | Perikarp | Tohum | Perikarp | Tohum | Perikarp
A. alternata 0.0% b 1.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 2.0b 20b | 4.0ab 70a
A. infectoria 0.0b 0.0b 00b | 00b | 00b | 00b | 00b | 00b | 00b 1.0b
F. culmorum 6.0 ab 0.0c 3.0bc | 1.0bc | 1.0bc 9.0a 20bc | 1.0hc 0.0¢c 11.0a
Toplam 6.0 1.0 3.0 1.0 1.0 9.0 4.0 3.0 4.0 19.0

*: Her deger 10 tekrarin ortalamasidir. Ayni sirada farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilhiklar LSD testine gore

snemlidir. (P=0.05)
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4.2. izole edilen Funguslarin Patojenisitesi

4.2.1. Alternaria alternata izolatlarimin patojenisiteleri

A. alternata ile bulasik tohum ve perikarp oranlarina goére tesadiifi olarak segilen 8
izolat ile aycicegi mildiyOsiine hassas ve tolerant 2 genotipte yiirlitiilen patojenisite testi
sonuglar1 Cizelge 4.3’te verilmistir. Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi en yliksek hastalik siddeti
(% 33.03) 17 no’lu izolat 8 numarali genotipe inokule edildiginde olmustur (Sekil 4.1). En
diisiik hastalik siddeti ise 42 numarali izolat tarafindan 8 numarali genotipte (% 24.03)
olusturulmustur. Bu iki izolat arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmus, ancak 17
nolu izolat ile diger izolatlar arasinda hastalik siddeti agisindan 6nemli bir farklilik

olusmamustir.

Cizelge 4.3. Alternaria alternata izolatlarinin olusturduklari hastalik siddetleri

Izolat numarasi Genotip Hastalik siddeti (%)
1 8 29.03 £2.35ab *
11 27.03+3.41 ab
16 8 27.70+1.49 ab
11 30.70 £1.87 ab
17 8 33.03 £3.55a
11 30.03 +2.98 ab
o5 8 27.37 £2.39 ab
11 31.70+1.68 ab
32 8 31.03 +1.99 ab
11 29.37 +2.84 ab
42 8 24.034+2.11Db
11 28.70+2.76 ab
45 8 24.704+2.37 ab
11 29.70£1.92 ab
53 8 28.37 +1.44 ab
11 29.03 +2.69 ab

*: Her bir deger 10 tekrarin ortalamasidir. Degisik harflerle gosterilen degerler arasindaki
farklilik LSD testine gore istatistiki olarak 6nemlidir. (P=0.05)
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Sekil 4.1. A: A. alternata’ya ait 17 numarali izolatin 8 numarali genotipte olusturdugu
hastalik siddeti. B: Kontrol

4.2.2. Alternaria infectoria izolatlarinin patojenisiteleri

Alternaria infectoria izolatlarmin olusturdugu hastalik siddetleri Cizelge 4.4’de
goriilmektedir. A. infectoria izolatlar tarafindan olusturulan hastalik siddeti 8 numarali
genotipte farklilik géstermezken, 11 numarali genotipte izolatlar arasinda 6énemli bir farklilik
oldugu tespit edilmistir. A. infectoria yiiksek derecede hastalik siddeti olusturmamakla birlikte
31 no’lu izolat 6nemli derecede daha yiiksek bir hastalik siddetine neden olmustur. 15A

izolati ise her iki genotipte de diisiik hastalik siddeti meydana getirmistir.

4.2.3. Bipolaris cynodontis izolatlarinin patojenisiteleri

2 aygigegi genotipinde olusturduklar1 hastalik siddeti ag¢isindan Bipolaris
cynodontis’nin 8 ve 13 no’lu izolatlar1 incelendiginde (Cizelge 4.5) 8 no’lu izolatin 13 no’lu
izolata gore her iki genotipte de daha yiiksek hastalik siddeti olusturdugu goriilmiistiir. Her iki
izolatin olusturdugu hastalik siddeti agisindan genotipler arasinda Onemli bir farklilik

bulunmamastir.
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Cizelge 4.4. Alternaria infectoria izolatlarinin olusturdugu hastalik siddetleri

Izolat numarasi Genotip Hastalik siddeti (%)
8 12.51 £2.91 bc*
15A 11 6.31+1.07 ¢
31 8 13.14+2.16 b
11 22.70 £2.37 a

*: Her bir deger 10 tekrarin ortalamasidir. Degisik harflerle gosterilen degerler arasindaki
farklilik LSD testine gore istatistiki olarak 6nemlidir. (P=0.05)

Cizelge 4.5. Bipolaris cynodontis izolatlarinin olusturduklar1 hastalik siddetleri

Izolat numarasi Genotip Hastalik siddeti (%)
8 8 28.03 +1.63 a*
11 30.70+1.33a
13 8 19.374+2.26 b
11 19.37+£2.93 b

*: Her deger 10 tekrarin ortalamasidir. Degisik harflerle gosterilen degerler arasindaki
farklilik LSD testine gore istatistiki olarak énemlidir. (P=0.05)

4.2.4. Clodosporium cladosporioides izolatinin patojenisiteleri

C. cladosporioides’e ait bir izolatla yapilan patojenisite testleri sonucunda etmen 8 ve
11 nolu genotiplerde sirasiyla % 26.47 ve % 22.45 hastalik siddeti olusturmustur. Etmenin

patojenisitesi genotiplere gére dnemli derecede bir farklilik géstermemistir.

4.2.5. Fusarium culmorum izolatlarinin patojenisiteleri

Fusarium culmorum sadece aygicegi mildiyosiine yiiksek derecede tolerant
genotiplerden izole edilse de 8 ve 11 numarali genotiplerde yliksek derecede patojen
bulunmustur (Cizelge 4.6). Test edilen izolatlardan 54 no’lu izolat % 52.3 ile 11 no’lu
genotipte en yliksek hastalik siddetini olusturmus (Sekil 4.2), ayn1 izolatin 8 no’lu genotipte
olusturdugu hastalik siddeti arasinda 6nemli bir farklilik goriilmemistir. Bununla birlikte 50
no’lu izolat 8 no’lu genotipte 11no’lu genotipe gore onemli derecede daha yiiksek hastalik
siddetine neden olmus ve ayn1 genotip dikkate alindiginda 54 nolu izolat ile ayn1 grupta yer

almistir.
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Sekil 4.2. Fusarium culmorum’a ait 54 no'lu izolatin (A) 11 no’lu genotipte olusturdugu

hastalik siddeti B:Kontrol

Cizelge 4.6. Fusarium culmorum izolatlarinin olusturdugu hastalik siddetleri

Izolat numarasi Genotip Hastalik siddeti (%)
50 8 39.03+£1.82b*
11 29.03+1.95¢
54 8 44.03 £3.95 ab
11 52.03+3.91a

*: Her bir deger 10 tekrarin ortalamasidir. Degisik harflerle gosterilen degerler arasindaki

farklilik LSD testine gore istatistiki olarak énemlidir. (P=0.05)

4.2.6. Fusarium oxysporum izolatlarinin patojenisiteleri

Fusarium oxysporum izolatlarinin 2 ayri genotipte meydana getirdikleri hastalik

siddeti Cizelge 4.7° da goriilmektedir. Cizelge 4.7°da goriildiigli gibi 21 no’lu izolat

genotiplere gore istatistiki bir farklilik gostermeden 46 no’lu izolata gore daha yiiksek hastalik

siddeti olusturmustur.
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Cizelge 4.7. Fusarium oxysporum izolatlarinin olusturduklart hastalik siddetleri

Izolat numarasi Genotip Hastalik siddeti (%)
91 8 36.70 £2.28 a*
11 38.70 +4.03 a
16 8 16.37 £2.72 b
11 21.37 £1.55b

*. Her deger 10 tekrarin ortalamasidir. Aymi sirada farkli harflerle gosterilen degerler
arasindaki farkliliklar LSD testine gore 6nemlidir. (P=0.05)

Calismamizda A. alternata izolatlarinin olusturdugu hastalik siddetinin Afzal ve ark.
(2010) tarafindan bildirilen hastalik siddeti oranlarindan yiiksek oldugu gorilmiistiir. F.
oxysporum’un tohuma inokulasyonu ile gerceklestirilen testler sonucunda elde edilen % 15.3-
% 38.7 arasindaki hastalik siddeti oranlar1 Ghoneem ve ark (2014) tarafindan elde edilen
sonuglarla uyum igerisindedir. Bununla birlikte ay¢igeginde F. oxysporum’un F. culmorum’a
gore daha virlilent oldugunu ileri siiren Bhutta ve ark (1997)’nin aksine ¢alismamizda F.
culmorum en yiiksek hastalik siddeti olusturan tiir olmustur. Bu durumun patojenisite
testlerinde kullanilan genotipler, inokulasyon yontemleri ve izolatlar arasindaki farkliliktan
ileri geldigi distiniilmektedir. Bipolaris cynodontis, C. cladosporioides ve A. infectoria’nin
aycicegi tohumlarinda patojenisitesine yonelik daha Once yapilmis bir ¢alisma ile

karsilagilmamaistir.

4.3. Tzole Edilen Fungus Tiirlerinin Bazi Kiiltiirel Ve Morfolojik Ozellikleri

Bu c¢alismada, izole edilen 6 fungus tiiriiniin molekiiler analizleri desteklemesi
acisindan farkli besi ortamlarindaki koloni gelisimleri ve ayrica morfolojik 6zellikleri

belirlenmistir.

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. (1912) ; fungus PDA, MEA ve V8 besi ortamlarinda
ortas1 grimsi yesil, kenarlar1 zeytuni yesil renkte gelismistir. PCA besi ortaminda ise koyu
siyah renkte gelismis ve ¢ok az hifsel gelisim gostermistir. (Sekil 4.3). Etmen PDA ve MEA
besi ortamlarinda i¢ ice ge¢mis daireler seklinde bir koloni olusturmustur. Fungusun 15
giinliik iniibasyon sonucunda gelisme hizlari, PDA’da 0.44 cm/giin, MEA’ta 0.35 cm/giin,
PCA’da 0.86 cm/giin, ve V8’de 0.80 cm/giin olarak hesaplanmistir. Etmenin V8 ve PCA’daki
gelisme hizt PDA ve MEA’ya gore daha hizli olmustur. Etmenin konidileri basit konidioforlar
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tizerinde zincir seklinde olusmustur (Sekil 4.4). Fungusun konidi boyu 15.41-32.08 pum
arasinda ortalama ise 23.45 um, eni 8.56- 13.37 um arasinda ortalama ise 9.30 um olarak
belirlenmistir. Etmenin BLAST analizi sonucunda Gen Bankasinda bulunan ¢ok sayida A.
alternata izolatma (Ornek Accession No: KY367499.2, MF281351.2, MF281325.2,
KY676196.1, LC317410.1) % 99 oraninda benzer bulunmustur.

Sekil 4. 3. Alternaria alternata’nin PDA (A), PCA (B), MEA (C) ve V8 besi ortamindaki
koloni gelisimleri

50 ym

Sekil 4.4. A alternata izolatinin konidi ve konidioforlar1 (A) ve zincir seklinde olusmus
konidi yapilar1 (B)
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Alternaria infectoria E.G. Simmonons (ef. Lewia infectoria (Fuckel) M.E. Barr& E.G.
Simmons; Etmen PDA besi ortaminda siyah renkte, MEA besi ortaminda orta kismi siyah
kenarlar1 gri renkte bir gelisim gostermis, her iki besi ortaminda da havai misel olusumu
gozlenmistir. PCA besi ortaminda sadece merkezde siyahimsi gri renkte hava olmayan misel
gelisimi belirlenmistir. V8 besi ortaminda ise merkeze dogru havai misel olusumu gosteren
siyahims1 gri renkte bir koloni olusturmustur (Sekil 4.5). PDA, PCA, MEA ve V8
ortamlarinda gelisim hizlari sirasiyla; 0.60 cm/giin, 0.51 cm/giin, 0.45 cm/giin ve 0.80 cm/giin
olarak hesaplanmistir. Etmenin konidileri oldukga kiictik, bir yada iki hiicreli olup, elips ya da
oval sekildedir (Sekil 4.6) Etmenin konidi boyutlar1 ise boyu 17.95-32.09 um (ortalama:
23.46 um), en boyu ise 8.88-13.37 um (ortalama: 9.29 pm) arasinda olmustur. Etmen ile
yapilan BLAST analizi sonuglarinda Alternaria infectoria’nin iki izolatma (Accession no:
KT692570.1 ve AY154690.1) % 100 oraninda benzer oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.5. Alternaria infectorianin PDA (A), PCA (B), MEA (C) ve V8 (D) besi ortamlarinda
koloni gelisimleri
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Sekil 4.6. A. infectoria'nin konidileri

Bipolaris cynodontis (Marignoni) Shoemaker (e.f: Cochliobolus cynodontis R.R.
Nelson) PDA ve MEA besi ortamlarinda siyah renkte ve iizerinin bazi bdlimlerinde
beyazimsi gri renkte misel gelisim, PCA besi ortaminda ortadan kenarlara gidildik¢e siyahtan
seffaf renge doniisen ve kenar kisimlarinda pamuksu miselyal gelisim, V8 besi ortaminda ise
diiz siyah renkte koloni gelisimi gostermistir (Sekil 4.8). 15 giinliik inkiibasyon sonucunda ise
PDA, PCA, MEA ve V8 besi ortamlarinda sirasiyla 0.31 cm/giin, 0.34 cm/giin, 0.27 cm/giin
ve 0.80 cm/giin olarak belirlenmistir. Konidioforlar1 tek tek veya gruplar halinde olusur.
Konidileri hafif egimli, silindirik veya elips seklinde, acik kahverenginde ve ¢ok bdlmelidir.
Konidi boyutlart ise boyu 24.40-38.25 pum (ortalama: 30.10 pm), eni 7.93-13.20 pm
(ortalama: 10.52 um) arasinda degismektedir. Etmen BLAST analizinde HG779081.1,
KMO034838.1 ve KC333443.1 Accession numarali tiirler ile % 100 benzer bulunmustur.

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries ; tiim besi ortamlarinda grimsi
yesil koloniler olusturmustur (Sekil 4.9). Etmenin eliptik ya da silindirik sekilli konidileri dik
bir konidioforun dallanmis u¢ kisimlarinda gorilmistir (Sekil 4.10) BLAST analizi
sonuglarinda ise etmenin Gen Bankasinda bulunan bir¢ok Cladosporium cladosporioides
izolat1 ile (Ornek Accession No: MG946764.1, MF281329.2, LC317546.1, LC317544.1,
KY977538.1) % 100 oraninda benzer oldugunu tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Bipolaris cynodontis'in konidi ve konidiofor yapilari

Sekil 4.8. Bipolaris cynodontis izolatinin PDA (A), PCA (B), MEA (C) ve V8 (D) besi
ortamlarinda koloni gelisimleri
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Sekil 4.9. C. clodosporioides izolatinin PDA besi ortamindaki gelisimi

50 um

Sekil 4. 10. C. cladosporioides izolatinin konidiofor (A) ve konidileri (B)
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Fusarium culmorum (W.G. Sm.) Sacc. ; fungus tiim besi ortamlarinda pembeden sarap
rengine doniisen bir gelisim gostermistir. PDA, MEA ve V8 besi ortamlarinda pembe renkte
yogun havai misel gelisimi gézlenmis, V8 besi ortaminda ise kenar kisimlarda daha yogun bir
havai misel gelisimi olmustur. PCA besi ortaminda koloni rengi pembeden kirmiziya
dontligmiis ve ¢cok az miktarda havai misel gelisimi meydana gelmistir (Sekil 4.11). 15 giinliik
inkiibasyon periyodu sonucunda, PDA, PCA, MEA ve V8 besi ortamlarindaki gelisme hizlari
ise strastyla 1,08 cm/giin, 0.96 cm/giin, 1 cm/giin ve 1.68 cm/glin olarak hesaplanmistir. V8
besi ortamindaki gelisme hizi (1.68cm/giin) 6nemli derecede yiiksek bulunmustur (P=0.05).
Konidi boyu 28.98-35.89 um (ortalama 32.05 pum), eni 4.70-7.53 um (ortalama 5.85 pum)
arasindadir. Etmenin konidioforlar1 dallanmis olup kisa ve genis fialitlerle kaphdir. Fialitler
tizerinde olusan makrokonidileri genis, orak seklinde belirgin bir ayak hiicresine sahiptir.
(Sekil 4.12). BLAST analizi sonucunda Gen Bankasinda bulunan bir¢ok Fusarium culmorum
izolat1 ile (Omek Accession No: KP267286.1, JF740860.1, GU370489.1, GU370481.1,
GU370478.1) % 100 oraninda benzerlik saptanmistir.

Sekil 4.11. Fusarium culmorum'un PDA (A), PCA (B), MEA (C) ve V8 (D) besi ortamlarinda
koloni gelisimleri
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Sekil 4.12. Fusarium culmorum'un konidiofor (A) ve konidileri (B)

Fusarium oxysporum Schltdl, fungus PDA, MEA ve V8 besi ortamlarinda pembemsi
beyaz renkte koloniler olusturmus ve tizerinde pamuksu miselyal gelisim gostermistir. PCA
besi ortaminda ise seffafa yakin bir sekilde gelismis ve tizerinde ¢ok az miktarda havai misel
olusmustur (Sekil 4.13). PDA, PCA, MEA ve V8 besi ortamlarindaki hizlari ise sirasiyla 0.60
cm/giin, 0.83 cm/giin, 0.59 cm/giin ve 0.89 cm/giin olarak belirlenmistir. Etmen kisa, basit
fialitler {izerinde bdlmesiz elips ya da silindir seklinde bol miktarda mikrokonidi
olusturmustur. Makrokonidileri ig seklinde, hafif kivrik ve ayak hiicresi belirgindir (Sekil
4.14). Makrokonidilerinin boyu 11.87-19.29 pum, eni 2.15-3.37 um arasinda, mikrokonidilerin
boyu 5.59-11.05 um, eni 1.28-3.23 um arasinda degismistir. BLAST analizi etmenin Gen
Bankasinda bulunan ¢ok sayida Fusarium oxysporum izolati1 ile (Ornek Accession No:
KX165288.1, KP964863.1, KF574857.1, KF574853.1, KF537337.1) % 99 oraninda benzer

oldugunu gostermistir.

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda, aycicegi tohumlarindan izole edilen fungus
tiirlerinden sadece A. helianthi’ nin molekiiler olarak tanilandig1 goriilmiistiir (Udayashankar
ve ark. 2012). Bununla birlikte diger tiim tespit ¢alismalarinda tohumlardan elde edilen ¢ok

sayida fungal etmenin tanilar1 sadece morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerine gore yapilmistir.
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Sekil 4.13. Fusarium oxysporum'un PDA (A), PCA (B), MEA (C) ve V8 (D) besi
ortamlarinda koloni geligimleri

Sekil 4.14. F. oxysporum'un makro ve mikrokondileri
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu caligsma ile aygigceginde 6nemli bir sorun olan mildiyd hastaligina karsi
yiiksek derecede hassas ve dayanikli olan genotiplerin perikarp ve tohumlarinda bulunan
fungal etmenler tanimlanarak, etmenlerin bulunma oranlar1 ve patojen olup olmadiklari
belirlenmistir. Izole edilen fungal etmenlerin degisen oranlarda hastalik siddetine neden

oldugu belirlenmistir.

Izole edilen etmenler arasinda Alternaria alternata, aycicegi mildiydsiine yiiksek
derecede hassas olan genotiplerin tiimiinde belirlenmistir. A. infectoria, Bipolaris cynodontis,
Cladosporium cladosporioides ve Fusarium oxysporum ise farkli oranlarda s6z konusu

genotiplerde bulunmus, diisiik de olsa belli diizeyde hastalik siddeti olugturmuslardir.

A. alternata ve A. infectoria aycigegi mildiyosiine yiiksek derecede tolerant olan
genotiplerde de bulunmus ancak bulunma orani daha diisitk olmustur. Hassas genotiplerde
bulunmayan F. culmorum ise tolerant genotiplerin ¢ogunun perikarp ya da tohumlarinda tespit
edilmis ancak bulunma oranlari genotiplere gore farklilik géstermistir. Aycicegi mildiyosii
hastaliginin kontrolii amaciyla bu genotiplerin kullanilmas: halinde bu tezde elde edilen

verilerin dikkate alinmasinda yarar bulunmaktadir.

Fungus tiirlerinin bulunma oranlariin genotiplere, tohum ve perikarp kisimlarina gore
farklilik gostermesinin nedeninin, genotiplerin tohum ve perikarplarinin kimyasal yapilarinin
farkl1 olmasindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Bu kimyasal 6zelliklerin ¢esit 1slahina

katkida bulunmak amaciyla daha sonraki ¢aligmalarda incelenmesinde yarar bulunmaktadir.
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TESEKKUR

Tez ¢alismamin her agamasinda benim yanimda olan bilgi, birikim ve deneyimlerini
her zaman benimle paylasan, calismamin planlanmasi yiiriitiilmesi ve hazirlanmasinda biiytik
destekleri gecen c¢ok degerli danisman hocam Saym Prof. Dr. Nuray OZER’e, ¢alismamda
kullandigim tohum orneklerinin temini saglayan Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’ne

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuar calismalarimda bana yardim eden Yiiksek lisans Ogrencisi ve degerli
arkadasim Fiisun SUKUT’a, ayrica gilivenen ve desteklerini siirekli hissettigim ailem ve

arkadaslarima tesekkiir ederim.
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