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iITHAL EDILEN VE TRAKYA BOLGESINDE TARIMI YAPILAN ALANLARDAN
ALINAN KANOLA TOHUM ORNEKLERINDE TOHUM KOKENLI FUNGAL
ETMENLERIN TESPiTi

Didar ALPASLAN

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Nuray OZER

Bu calismada 2012 yilinda iilkemize Bulgaristan'dan ithal edilen ve 2013 yilinda Trakya
bolgesinde bulunan Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerine ait ilgelerden toplanan konola
tohumu orneklerinde fungal etmenlerin tespiti, patojenisitelerinin belirlenmesi amaglanmaistir.
Calismada ayrica yliksek derecede patojen bulunan fungus tiirlerinin kiiltiirel ve morfolojik
Ozellikleri tanimlanmistir. Calisma sonucunda ithal edilen tohumlarin ¢ok diisiik oranlarda
(%0.12-0.50) Alternaria alternata, Aspergillus alutaceaus, Botrytis cinerea ve Penicillum sp.
ile bulasik oldugu tespit edilmistir. Trakya Bolgesi'ndeki illere ait tohum 6rneklerinde yapilan
incelemelerde ise tohumlarin en yiiksek oranda A. alternata ile bulasik oldugu, bunu A. ethzedia
ve A. infectoria'nin izledigi belirlenmistir. Tohum 6rneklerinde tespit edilen diger funguslar ise
Arthrinium arundinis, Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium sp., ve Phomopsis sp. olarak
tanimlanmis olup, en yaygin tiiriin A. arundinis oldugu goriilmiistiir. Fungal etmenlerle yapilan
patojenisite testleri sonucunda, A. alternata izolatlar1 %52.2 ile %76.0, A. ethzidia izolatlari
%31.5 ile %82, A. infectoria izolatlar1-%24.7 ile %70.5 arasinda degisen oranlarda hastalik
siddeti olusturmuslardir. Diger fungus tiirlerine ait izolatlar ise % 50 nin {izerinde patojen
bulunmuslardir. Calismamizda kanola tohum 6rneklerinden izole edilen Alternaria ethzedia, A.
infectoria ve Arthrinium arundinis tilkemiz igin ilk kayittir.

Anahtar kelimeler: Kanola (Brasicca napus L.), tohum kokenli funguslar, patojenisite

2014, 29sayfa
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DETERMINATION OF SEED-BORNE FUNGAL PATHOGENS ON IMPORTED AND
HARVESTED CANOLA SEEDS FROM THRACE REGION

Didar ALPASLAN

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Main Science Division of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Nuray OZER

The aim of this study was to determine fungal pathogens on seed samples of canola
imported from Bulgaria and collected from the fields located on Edirne, Tekirdag, Kirklareli
province of Trakya region, and their pathogenicity. Additionally, the cultural and
morphological characteristics of seed-borne fungal species, which were highly pathogenic,
were determined. It was found that imported seed samples were contaminated with A.alternata,
A. ethzedia, A. infectoria, and Penicilliun sp, at very low rate (0.12-0.50%). Seed samples
collected from Thrace region of Turkey were highly contaminated with A. alternata, A. ethzedia
and A. infectoria followed it. Other species detected in canola seed samples were Arthrinium
arundinis, Cladosporium sp, Curvularia sp., Fusarium sp, Phomopsis sp and the most common
species was A. arundinis among them. As a result of pathogenicity tests, A. alternata isolates
caused disease severity between 52,2% and 76 % on seedling, the isolates of A. ethzedia had
virulence capacity ranged from 31,5% to 82%. This range was between 24,7% and 70,5% for
A. infectoria. The isolates belonging to other fungi were found as pathogenic with the disease
severity over 50%. In our study, Alternaria ethzedia, A. infectoria and Arthrinium arundinis
isolated from canola seed samples are first report in Turkey.

Keywords: canola (Brassica napus L.), seed-borne fungi, pathogenicity
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1. GIRIS

Kanola (Brasicca napus ssp oleifera L.); Rhoaedales takimindan, Cruciferae (Haglilar
veya Turpgiller) familyasindan, n=19 kromozomuna sahip bir bitkidir. Brassica campetris L.
ile Brassica oleracea (Lahana)’nin dogal melezlenmesi sonucunda meydana gelmis bir tiirdiir
(Ozgiiven 2000). Brassica cinsine ait 110 kadar alt tiir bulunmaktadir, ayrica bu cins ile akraba
olan yaklasik 391 bitki oldugu belirtilmektedir. Ulkemizde rapiska, rapitsa, isimleriyle de
bilinen kolzanin, tahillarda oldugu gibi biyolojik formlar1 bulunmaktadir. Kanola, kolzanin
(Brassica napus L.) 1slah1 sonucu elde edilmis, eriisik asit ve glukozinolat ihtiva etmeyen bir

alt tirtidiir.

Kolza ilk defa M.O. 2000 yilinda Hindistan’da kiiltiire alinmis, daha sonra Cin’e ve
Japonya’ya yayilmistir. Kolza yagi, Avrupalilar ve Asyalilar tarafindan binlerce y1l 6nce gaz
lambalarinda kullanilmistir. Zaman ilerledikge, insanlar onu yemek yag1 olarak da kullanmaya
baglamislardir. Buhar enerjisinin gelistirilmesi ile kolza yagi buhar makinelerinde, 6zellikle

askeri ve ticari gemilerde kullanilmustir.

Kolza, 1936 yilindan beri Kanada'da ozellikle de Saskatchewan'da yetistirilmektedir.
Kanada, 1942 yilinda, yaginm1 gemicilikte kullanmak amaciyla kolza iiretimine baglamis ve daha
sonra diisiik eriisik asit iceren yazlik ¢esitler gelistirilerek 1956—1957°de insan gidas1t amaciyla
ilk kolza yagimni islemistir. Kanolanin babasi olarak anilan Manitoba Universitesi dgretim iiyesi
Dr. Baldur Stefansson 1968 yilinda diisiik asit oranina sahip segici tohumlama ydntemini
gelistirmistir. Kanada'da 1974 yilinda, diisiik eriisik asit ve glukozinolat igeren baska bir ¢esidin
tiretilmesi basarilmis ve Canola olarak adlandirilmistir (Canola- Can adian Oil Low Acid). Bu
tarihten sonra kanola ekimi tiim diinyada hizla yayilmaya baslamistir. Ozellikle Almanya ve
Hindistan gibi iilkelerde, kanola ekimi, verimlilikte biiyiik bir basar1 elde ederek bu iilkelerin

ekonomilerindeki payini giderek arttirmayi saglamistir (Bahgeci 2012).

Kanola iilkemizde kislik ve yazlik olarak yetisebilmektedir. Islah galismalar1 ile
tohumlardaki eriisik asit oran1 % 0 diizeyine disiiriilmesi sonucu yemeklik yag elde edilmesi
ile kanolanin en hizli gelisen yag bitkilerinin basinda geldigi goriilmektedir. Kanolanimn kislik
ve yazlik cesitlerinin bulunmasi, yetisme devresinin kisa olmasi ve birim alandan diger yag

bitkilerine oranla daha yiiksek iiriin ve yag saglamasi istiin 6zellikleridir (Arikan 2011).



Kanola ayrica fazla biokiitle iiretmesi nedeniyle, atmosferde artan CO2’nin topraga
aktarilmasinda da ekolojik denge ve siirdiiriilebilir tarim i¢in miinavebeye alinacak bir bitki
olarak goriilmektedir. Kanola, tahillar basta olmak tiizere, tiim kiiltiir bitkileri i¢in iyi bir 6n
miinavebe bitkisi olup, tahillara oranla tarlada 2-3 kat daha fazla hasat artig1 biraktigindan,
topragi organik maddece zenginlestirmekte ve kendinden sonra gelen bitkiye iyi bir yetistirme
ortami birakmaktadir. Kokleri derinlere indiginden toprag: gevsetmektedir (Ozgiiven 2000).
Bunlarin disinda kokleri araciligr ile iirettigi antifungal 6zellige sahip izotiyosiyanat bilesigi

toprak kokenli fungal hastalik etmenlerine karsi da ekolojik tarimda kullanilmaktadir.

Yem Sanayine protein kaynagi agiginin yasandigi donemde kaynak cesitliligi ve
besleyici degeri yliksek daha ucuz kiispe saglamasi bakimindan 6neme sahip olan Kanola,
zengin protein icerigi (yaklasik % 39-40) nedeniyle hayvan besleme alaninda da 6nemli bir yere
sahiptir. Kanola, yesil yem ve silaj olarak da kullanilabilmektedir. Kanola kiispesi protein
saglayan diger yagl tohumlar ya da kiispelerle rekabet etmektedir. Ozellikle soya kiispesine
benzerligi nedeni ile kanatli rasyonlarinda tercih edilen bir {irindiir. Kanola tohumu higbir islem
gormeden besi ve kanatli rasyonlarina % 10 oraninda katilarak dogrudan besi materyali olarak
kullanilabilmektedir. Kanola, ¢oklu doymamis yag asitlerinden omega-3 ve omega-6 ile tekli
doymamis yag asitlerinden oleik asit bakimindan zengin kaynaklar arasinda gosterilmektedir.
Yapilan arastirmalarda kanola {irlinlerinin linolenik ve linoleik asit bakimindan zengin oldugu
ve kanatl etlerinin bu yag asidi bakimindan zenginlestirilmesi i¢in uygun bir besin kaynagi

oldugu ortaya konulmustur (Oztiirk 2004).

Diinyada artan enerji ihtiyacinin karsilanmasinda hayvansal yaglarin disinda, yaglh
tohumlu bitkilerden elde edilen yaglarin bir katalizator esliginde kisa zincirli bir alkol ile
(metanol veya etanol) reaksiyonu sonucunda agiga ¢ikan ve yakit olarak kullanilan biyodizel

tiretiminde kanola da yer almaktadir (Yasar 2009).

Kanola bal arilar1 i¢in de 6nemli bir nektar ve polen kaynagi olmaktadir. Gerek nektar
verimi gerekse sar1 rengi nedenleriyle (Sekil 1.1) bal arilar1 i¢in son derece ¢ekici bir bitki olup
yakininda degisik bitkiler bulunsa bile ar1 tarafindan tercih etmektedir. Kanola, genis ve yaygin
bir sekilde mono kiiltiir tariminin yapildigi ve doganinin tahrip edildigi bolgelerde, yaklasik iki
ay sliren ¢igeklenme periyodu boyunca ar1 kolonilerine yarar saglayabilecek bitkiler arasindadir

(Korkmaz 2006).



Ulkemizde ve diinyada artmakta olan insan niifusu beraberinde yemeklik yag ihtiyacini
ve artan enerji agig1 sorununu da getirmektedir. Hem insan hem de hayvan beslenmesinde
kullanilabilen bir bitki olan kanola tlilkemizde ve diinyada artan yagli tohumlu bitki ihtiyacini

karsilayabilecek potansiyelde bir bitki olma 6zelligi tagimaktadir.

Kanola yag1 liretmek i¢in ek yatirnma gerek yoktur. Ciinkii aygigceginin olmadigi
donemde, Temmuz ayindan itibaren fabrikalar kanola iriinii isleyerek kapasitelerini

degerlendirme sansina sahiptirler.

Kanola, bitkisel yag kaynag olarak yagli tohumlu bitkiler olan aygicegi, soya, pamuk
ve yer fistig1 arasinda diinyadaki iiretimi agisindan tiglincii siray1 almaktadir (Anonim 2013 a).
Diinya'da yillik iiretimi 50 milyon ton civarindadir. En ¢ok kanola iireten iilkeler Kanada, Cin,
Hindistan, Almanya ve Avusturalya olup tilkemiz kanola iiretiminde 28. sirada yer almaktadir
(Cizelge 1.1).

Ulkemizde Giineydogu, Kuzeydogu, Ortadogu Anadolu ve Dogu Karadeniz Bolgesi
disindaki tiim bolgelerde kanola iiretimi yapilmaktadir. Uretimi yapilan bélgeler arasinda 2013
yili TUIK verilerine gore 252.110 da iiretim alan1 83.933 ton iiretimle Bat1 Marmara Bélgesi
ilk siray1 almakta, bolge i¢inde ise Tekirdag, Kirklareli ve Edirne illeri toplam 229.873 da



tiretim alani ve 77.557 ton iretimle 6nemli bir yer tutmaktadir (Anonim 2013 b). Bolgede
kanola iiretimi 1997 yilinda ilk 6nce Tekirdag ilinde baslamis, bu ili 2002 yilinda Kirklareli ili
ve 2007 yilinda Edirne ili takip etmistir. Her {i¢ ilde son bes yillik ekilis alani, tiretim miktarlari
ve verim degerlerine bakildiginda ge¢mis yillarda daha az alanda ekim yapilmasina ragmen
daha yiiksek verim alindig1, son yillarda ise 6zellikle Kirklareli ve Tekirdag illerinde verimin

azaldig1 goriilmistiir (Cizelge 1.2).

Diinya capinda degerli bir endiistri bitkisi olarak 6nemli yere sahip yagli tohumlu bir
bitki olan kanolanin yapilan arastirmalara gore fungal hastalik etmenleri igin elverisli bir ortam
sundugu belirtilmektedir (Brazauskiene ve Petraitiene 2006). Bu hastalik etmenlerinin basinda
Alternaria spp ve Phoma lingam gelmekle olup, Alternaria spp. kanolanin yaprak, govde ve
harnuplarinda siyah renkli dairesel lekeler olusturarak yanikliga ve ciliz tane olusumuna neden
olmaktadir (Brazauskiene ve Petraitiene 2006). P. lingam ise, govdede kara bacak adiyla bilinen
esmerlesmelere, yapraklarda ise ortasinda siyah noktalarin (picnid) oldugu koyu renkli lekeler

olusturmaktadir (Chen ve ark. 117).

Cizelge 1.1. Diinyada kanola ftretimi yapan iilkeler, ekilis alani ve diiretim miktarlar

(Anonymous 2013 a)
Ulke Uretim miktar1 (ton) Ekilis alan1 (ha)
Kanada 17.935.000 8.007.000
Cin 14.400.014 7.500.015
Hindistan 7.820.000 6.340.000
Almanya 5.784.300 1.465.600
Avustralya 4.141.731 3.271.649
Rusya 1.393.000 1.119.737
Amerika 880.000 685.000
Tiirkiye 102.000 31.127

Cizelge 1.2. Son bes yilda Trakya Bolgesinde bulunan illerdeki kanola iiretimi (Anonim 2013

b)




Yil Edirne Kirklareli Tekirdag

Ure.alant | Ur.mik. | Verim | Ure.alam1 | Ur.mik | Verim | Ure.alant | Ur.mik. | Verim
(da) (ton) (kg/da) (da) . (ton) (kg/da) (da) (ton) (kg/da)

2013 20.920 7.221 345 24.426 8.241 340 184.527 | 62.095 337

2012 21.593 7.262 336 17.400 6.405 368 185.630 | 71.883 387

2011 34.755 | 11.209 323 17.701 6.241 353 133.500 | 49.290 369

2010 43.701 | 13.890 318 33.550 11.113 331 137.750 | 53.080 385

2009 64.850 | 21.240 328 25.000 9.369 367 108.800 | 41.699 383

*Ure: tiretim, Ur: iiriin

Ulkemizde Canakkale ilinde kislik kanola gesitlerinin tohum ve tohum kalitesi iizerine
yapilan bir ¢alismada en yaygin olarak kiilleme hastaligina rastlandig: bildirilmektedir (Gtil ve
ark. 2005). Insan ve hayvan beslenmesinin yaninda sanayide de pek ¢ok kullanim imkani
bulunan degerli bir endiistri bitkisi olan kanola'nin Trakya bolgesinde tiretici tarafindan daha
fazla benimsenebilmesi icin iizerinde daha fazla calisma gerektirdigi diisiiniilmektedir. Bu
calismanin gergeklesmesinde Bolge ciftgisiyle yapilan goriismeler ve tarla ziyaretleri de etkili
olmus, istenilen verimin alinmadiginin sdylenmesi {izerine hasat edilen tiriinlerin incelenmesi
fikri dogmustur. Onceki ¢alismalarin irdelenmesi sonucu kanolada tohum ile tasinan fungal
hastalik etmenleri hususunda iilkemizde daha once yapilan bir ¢alisma ile karsilasilmamasi da

konuya olan ilginin artmasinda etkili olmustur.

Bu ¢aligmada ithal edilen ve Trakya bolgesinde yaygin olarak ekimi yapilan illerden
alan iriin orneklerinde goriilen fungal etmenlerin tespit edilmesi, yeni fungus tiirlerinin
morfolojik ve molekiiler karakterlerinin belirlenmesi, tohumlardan elde edilen fungus tiirlerinin

patojenisitelerinin (Hastalik yapabilme yeteneklerinin) ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

Kanolada tohum kokenli fungal etmenler konusunda yurt disinda yapilmis az sayida
aragtirma bulunmaktadir. Bunlar asagida kronolojik olarak &zetlenmistir. Ulkemizde bu konuda

yapilmis ¢aligma bulunamamustir.

Visconti ve ark. (1992) Giiney italya'da yiiriittiikleri survey ¢alismalarinda, tohumlarda
en yaygin olarak goriilen tiiriin Alternaria alternata oldugunu tespit etmisler ve bu tiiriin tirettigi
mikotoksinleri belirlemiglerdir. Arastirmacilar tim A. alternata izolatlarinin. mikotoksin
tiretebildigini, tiretilen toksinler arasinda tenuazonik asit, alternariol, alternariol mortomethil
ether, altertoksin I ve altertoksin II yer aldigini, tenuazonik asit igeren izolatlarin. kanolada fide

gelisimini inhibe ettigini de tespit etmislerdir.

Clear (1992) 1989-1990 yillar1 arasinda Kanada'nin bati kesimlerinden topladiklar
tohum Orneklerinde Alternaria brassicae, A. raphani ve Phoma lingam (eseyli formu
Leptosphaeria maculans)'m varligini belirlemislerdir. Arastirmacilar sadece P. lingam ile
gerceklestirdikleri patojenisite testlerinde etmenin yiiksek derecede viriilent oldugunu

belirlemislerdir.

Vinas ve ark. (1994) Ispanya'nin Katalonya 6zerk bdlgesinden toplanan 20 farkli kanola
tohumu Orneginin mikoflorasi {lizerine ylriittiikkleri ¢aligmalarinda, en yiiksek oranda izole
edilen fungal etmenler arasinda Alternaria alternata, Penicillium spp. ve Aspergillus flavus'un
yer aldigini belirtmektedirler. Arastirmacilar ayn1 zamanda tespit ettikleri fungal etmenlerin
olusturduklart toksinlere yonelik de incelemeler yapmiglar, tohum orneklerinde Alternaria
mikotoksinlerine rastlanmadigini, yalnizca bir 6rnegin aflatoksin B1 icerdigini bildirmislerdir.
Ayni ¢alismada ayrica izole edilen 40 adet Aspergillus izolatindan sadece tigliniin aflatoksin

tiretebildigi, Penicillum tiirlerinin ise mikotoksin tiretmedigi tespit edilmistir.

Clear ve Patrick (1995) 1989-1993 yillar1 arasinda Bat1 Kanada ve Ontario'dan toplanan
Kanola tohumlarinda bulunan fungal etmenlerin tespiti ve dagilimi konusunda yaptiklari
arastirmalarinda, Bat1 bolgelerden 600 tohum, Ontario'dan ise 150 ile 300 tohum 6rnegini test
ettiklerinde 36 cinse ait 70 tiiriin varligin1 bildirmektedirler. Arastirmacilar bulunan tiirler

arasinda en yaygininin Alternaria alternata oldugunu, bunu Alternaria brassicae ile Alternaria



raphani 'nin izledigini belirtmislerdir. Arastirmacilar tespit edilen diger tiirler olarak L.
maculans, Arthrinium phaeospermum, Stemphylium vesicarium, S. herbarum, Cladosporium
cladosporioides, Aspergillus glaucu ve en yaygin Fusarium tirleri olarak da Fusarium
avenaceum, F. acuminatum, F. equiseti'yi bildirmislerdir. Calisma sonucunda kanolada
hastaliklarin  yayilmasinda enfekteli tohumlarin en Onemli kaynak olabilecegi ileri

sturilmektedir.

Brazauskiene ve Petraitiene (2006) Litvanya'da konola tarimi yapilan alanlarda
Alternaria yanikligi ve Phoma govde kanserinin olusturdugu zararlar1 tespit etmigler, hasat
edilen tohumlar1 da fungal etmenler yoniinden incelemislerdir. Arastirmacilar Alternaria
yanikligiin kishik kanolada %87.2, yazlik kanolada ise %100 oraninda zarar olusturdugunu,
maksimum hastalik siddetlerinin ise kislik ve yazlik kanolada sirastyla 6.6 ve 7.2 oldugunu,
tim cesitlerin s6z konusu fungus tiirlerine karsi hassasiyet gosterdigini bildirmektedirler.
Calismada Phoma govde kanserinin daha ziyade yazlik kanolada %98 e varan oranlarda zarar
yapti81, hasta bitkilerden elde edilen tohumlarin %10-100 arasinda fungusla enfekteli oldugu
belirlenmistir. Ayrica, tohumlardan Alternaria spp. ve Cladosporium spp. nin yaygin olarak,
Botrytis spp., Penicillium spp. ve Mucor spp. nin oldukta diisiikk oranlarda izole edildigi

bildirilmistir.

Chen ve ark. (2010) Cin'de ithal edilen tohum partilerinde yaptig1 incelemelerde Phoma
lingam (eseyli formu Leptosphaeria maculans) 'in varligini ilk kez ortaya ¢ikarmislar, etmenin
kotiledon yapraklarina piiskiirtiilmesi sonucunda 5 giin sonra yapraklar iizerinde kahverengi

alanlarin olustugunu bildirmislerdir.

Meena ve ark. (2010) kanolada yaprak yaniklig1 hastaligina neden olan ve tiim diinyada
hagligiller familyasindaki pek c¢ok tiirdeki bitkiyi hastalandirabilen Alternaria tiiriiniin
Alternaria brassicae oldugunu, kanola ve hardalda verimde kayiplara neden oldugunu,
patojenin konukgu bitkilerin tiim gelisme donemlerinde etkili oldugunu, bol yagis alan
alanlarda ve yagis sezonunda enfeksiyonun arttigini, enfekteli tohumlarin ve hasta bitki
artiklarinin hastaligin yayilmasinda oldukc¢a 6nemli oldugunu, hastaliga kars1 heniiz dayanikli

cesitlerin bulunmadigini bildirmektedir.

Mankeviciene ve ark. (2011) yagli tohumlu bitkilerin tohumlarinin mikrofunguslarin

varlig1 ve mikotoksin iiretimi i¢in son derece elverisli oldugunu belirterek, 2007-2009 yillar
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arasinda kanoladan izole ettikleri Fusarium tiirlerinin {irettikleri toksinlere yonelik ¢aligsmalar
yapmiglardir. Calisma sonucunda deoksinivalenol (DON), zearalenone (ZEA) ve T-2
toxinlerinin varligin1 belirlemislerdir. Arastirmacilar 2009 yilinda yazlik kanola 6rnekleriyle
gerceklestirdikleri testlerde ise Orneklerin 6nemli bir insan patojeni olan F. dimerum ihtiva
ettigini de tespit etmislerdir. Calisma sonucunda kanola tohumlarinda her ne kadar diisiik
miktarlarda toksin belirlemis olsalar da, diisitk miktarlardaki toksinlerin bile insan ve hayvan
saghigimi ciddi derecede olumsuz etkileyebilecek sonuglar ortaya c¢ikarabilecegini ileri

surmektedirler.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismada materyal olarak 2012 yilinda (Ekim-Aralik, Mart-Mayis aylarinda)
Bulgaristan'dan kiglik kanola tiretiminden elde edilen ithal triinler ve 2013 yilinda Trakya

Bolgesindeki illerde kanola yetistirilen tarlalardan toplanan iirtin 6rnekleri kullanilmistir.

2012 yilinda Bulgaristan-Haskova ve Montana sehirlerinden gelen 1 er parti (300 ton),
Pleven'den 2 parti (Her biri 300 ton), Svilengrad'dan 4 parti (300, 400, 420 ve 450 tonluk),
Yambol'dan 3 parti (250, 320 ve 400 tonluk) olmak tizere toplam 11 tiriin partisindeki tohumlar

fungal etmenler yoniinden incelenmistir.

Trakya Bolgesindeki tohum 6rnekleri ise 2013 yilinda Edirne, Kirklareli ve Tekirdag
illerine ait ekilis alanlar1 dikkate alinarak ve 6zellikle hasta bitkilerin bulundugu tarlalardan
toplanmistir (Cizelge 3.1.) Edirne ilinden Merkez, Lalapasa ve Havsa ilgeleri, Kirklareli ilinde
Merkez, Liileburgaz ve Babaeski ilgeleri, Tekirdag ilinden Merkez, Muratli, Hayrabolu,

Malkara, Corlu, Marmara Ereglisi ilgeleri esas alinmistir.

Tohumlardaki fungus tiirlerini belirlemek amaciyla PDA (Patates Dekstroz Agar, Merk,
39 g/l), funguslarin kiiltiirel karakterlerini belirlemek amaciyla PDA besi ortami ile birlikte,
PCA (Patates Havug-Carrot Agar) ve MEA (Malt Ektrakt Agar) besi ortamlari kullanilmigtir.

Patojenisite testlerinde ise yerli Turan ¢esidi kullanilmagtir.

Cizelge 3.1. Trakya Bolgesi kanola ekim alanlarindan alinan 6rneklerin dagilimi

Ornek alman il Ornek alinan tarla Ornek no
say1s1
Edirne 8 1-8
Tekirdag 16 15-30
Karklareli 8 9-14, 31-32




3.2. Yontem

3.2.1. Tohum Orneklerinin Toplanmasi

Ithal tohum &rnekleri vagonlardan (minimum 20 tonluk), minimum 8 vagon olmak
tizere sonda yardimiyla alinmis ve pagal numune haline getirilmistir. Tarlalardan ise tarlanin

kosegenleri boyunca garpi ¢izecek sekilde tohum 6rnekleri toplanmis ve pagal yapilmistir.

3.2.2. Besi ortamlarinin hazirlanmasi

Patates Dekstroz Agar: 1 litre destile su igerisine 39 g PDA (Merk) ilave edilerek agar
eriyene kadar ateste karistirilmis ve kaynama noktasina gelince 1sitilmis ve otoklavda 121°C’de
1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edilmistir. Daha sonra 60 °C sicakliga ulasincaya
kadar su banyosunda bekletilmis, i¢ine Streptomycin (0.1 g/l.) ve Chlortetracycline (0.05 g/l)

ilave edilerek steril petri kaplarina steril kabin i¢inde bosaltilmistir.

Patates Havug Agar: 20 g patates ve 20 g havug rendesi 1 litre saf su i¢inde 1 saat siire ile
kaynatilmis, tiilbentten siiziilerek kat1 kisim ayrilmistir. Patates ve havug suyuna 20 g agar
(Merk) ilave edilerek agar erisinceye kadar karistirllmis, saf su ile 1 litreye tamamlanmis,
otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edilmistir. 60 °C sicakliga
ulasincaya kadar su banyosunda bekletilmis, daha sonra 6nce icine PDA besi ortaminda
belirtilen oranlarda Streptomycin ve Chlortetracycline ilave edilerek steril petri kaplarina steril

kabin iginde bosaltilmistir.

Malt Ektrakt Agar: 20 g Malt extract (Merk) 1 litre su i¢inde ¢6ziinene kadar kaynatilmas,
icine 20 g agar ilave edilmis, kaynama noktasina gelene kadar 1sitilmig ve otoklavda 121°C’de
1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edilerek petri kaplarina steril kabin iginde

bosaltilmistir.

3.2.3. Tohumlardan fungal etmenlerin izolasyonu

Gerek ithal edilen tohumlardan gerekse, Trakya Bolgesindeki illerden pacal olarak
alinan tohum 6rnekleri PDA besi ortaminda incelenmislerdir. Bu amacla 6nce tohumlar % 1°1lik

NaOCI (Sodyum hipoklorit) ile 5 dakika siireyle yiizey dezenfeksiyonu yapildiktan sonra 3 kez
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steril destile su ile yikanarak steril kurutma kagitlar1 arasinda kurutulmustur. Daha sonra
tohumlar PDA yerlestirilmistir. PDA besi ortamina alinan tohum &rnekleri 25 °C' de bir hafta
siireyle inkiibe edilmis, inkiibasyon siiresi sonrasinda tohumlar iizerinde gelisen funguslar
stereomikroskop ve mikroskopta incelenerek cins diizeyinde teshis edilmis ve gruplar
olusturulmustur. Fungus gruplari daha sonraki testlerde kullanilmak tizere PDA igeren egik

agarda +4 °C’de buzdolabinda saklanmislardir.

Daha 6nce yapilan literatiir incelemeleri dikkate alinarak tohumlarda Phoma lingam
(Tode:Frr.) Desmaz.(eseyli formu: Leptosphaeria maculans (Desmaz.) Ces.& De not.” in
varlig1 i¢in ayri bir test uygulanmistir (Chen ve ark. 2010). Bu amagla 1 g tohum su iginde 12
saat siire ile 4°C’de bekletilmig, bu siire sonunda su bosaltilarak tohumlar ¢imlenmeyi
engellemek amaciyla -20°C’de 24 saat bekletilmistir. Daha sonra yukarida belirtildigi gibi
yiizey sterilizasyonu yapilmis, Penisilin ve Streptomisin (100 mg/ml) ilave edilmis PDA besi

ortaminda 20°C"de karanlikta inkiibasyona birakilmiglardir.

Her iki yontemde de denemeler her petride 20 adet tohum olacak sekilde 10 tekrarli

olarak yuriitilmiistiir.

3.2.4. Tek spor izolasyonu

Tohumlardan izole edilen funguslar arasinda spor lretimi olanlardan patojenisite
testlerinde kullanilmak iizere tek spor izolasyonlar1 yapilmistir. Bu amagla PCA besi ortaminda
1 hafta stire ile gelisen fungus kiiltlirlerinden 6ze yardimu ile konidiospor ve hifleri kapsayan
kisimdan alinarak ig¢inde 2 ml steril saf su bulunan deney tiiplerine aktarilmis ve iyice
karistirilmistir. Bu asamadan sonra yuvarlak uclu 6ze kullanilarak % 1'lik su agari iizerine
capraz cizgiler halinde yogunlugu azaltacak sekilde ¢izimler yapilmistir. Konidiosporlarin daha
1yi goriilebilmesi i¢in ¢izim yapilan petriler 24 saat siire ile 23°C'de inkiibatore yerlestirilmis,
mikroskop altinda tek konidiospor bulunan alanlar belirlenerek dikkatli bir sekilde 6ze ile
alinmis ve PDA besi ortamina aktarilmistir. Tek konidiospordan gelisen kiiltlirler daha sonra

icinde egik PDA bulunan tiiplere alinarak +4°C'deki buzdolabinda muhafaza edilmislerdir.
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3.2.5. Patojenisite Testleri

Patojenisite testlerinde morfolojik ve kiiltiirel gelismelerine gore ayrilan gruplardan her
ilgeyi temsil edecek sekilde tesadiifi olarak segilen izolatlar kullanilmistir. Tek spor izolasyonu
yapilan izolatlar spor siispansiiyonu hazirlanarak tohumlara inokule edilmis, spor iiretmeyen

gruplarin inokulasyonunda ise agar diski yontemi kullanilmastir.

Spor siispansiiyonu yontemi kullanilirken Alternaria spp. ve Curvularia spp. ye ait
izolatlarda 1x10° konidiospor/ml (Tohyama ve Tsuda 1995; Perello ve ark. 2008; Noelting ve
ark. 2012), spor/ml, Arthrinium, Cladosporium ve Fusarium izolatlar1 igin 1x10°
konidiospor/ml yogunluklari (Grey ve Sands. 1992) kullanilmistir. B6liim 3.2.2 de belirtildigi
gibi ylizey dezenfeksiyonu yapilan tohumlar belirlenen konsantrasyonlardaki spor
siispansiyonlari ile bir saat siire ile ¢alkalayicida tohumlara inokule edilmis, bu siire sonunda
steril kurutma kagitlarina alinarak 10 da siire ile kurutulmustur. Fungus tiirleri ile inokule
edilmis tohumlar i¢inde steril su ile 1slatilmis 4 katli steril kurutma kagitlar1 bulunan steril petri

kaplar1 i¢ine yerlestirilmistir.

Konidiospor iiretmeyen izolatlarin patojenisitelerinin belirlenmesinde ise, 7 giinliik
fungus kiiltiirlerinden mantar delici yardimiyla 0.4 cm diskler hazirlanmistir (Oviedo ve ark.
2011). Spor siispansiiyonu inokulasyonu yonteminde belirtildigi gibi kurutma kagitlari tizerine

yerlestirilen her bir tohumun {izerine 1 adet disk yerlestirilmistir.

Her iki yontemde de denemeler her bir petride 20 tohum olacak sekilde 5 tekrarli olarak
yiiriitiilmiistiir. inokule edilmis tohumlar 23°C'deki inkiibatdre yerlestirilerek 1 hafta sonunda
izolatlarin patojenisiteleri belirlenmistir. Patojenisitenin belirlenmesinde farkli sekilde belirtiler

olmast nedeniyle tarafimizdan asagida belirtilen 0-4 skalas1 kullanilmistir (Sekil 3.1.)
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Sekil 3.1. Kanola bitkilerinde patojenisite degerlendirmesi i¢in kullanilan skala

0: Sagliklt

1: Cimlenme var, kokler fungus tarafindan kolonize olmus, yaprakta leke yok
2: Kok gelisimi az, yapraklarda lekeler var

3: Cimlenme var, ¢cimlenme sonrasi ¢im bitkisi kahverengileserek dlmiis

4: Cimlenme yok, tohumlar fungus tarafindan tamamen kolonize olmus

S6z konusu skala kullanilarak inokule edilmis tohumlardan gelisen bitkilerde hastalik

siddetinin belirlenmesinde Tawnsend-Heuberger formiilii (3.1) kullanilmistir.

Toplam (n X V)
Hastalik Siddeti= (3.0
ZXN

n: Degisik belirti gruplarina giren tohum sayisi

V: Gruplara ayrilmis belirti seviyeleri

N: Toplam tohum sayist

Z: Sifir grubu hari¢ grup adedi, ayn1 zamanda en yiiksek skala degerinin grup degeri

13



3.2.6. Funguslarin molekiiler olarak teshisleri

Kiiltiirel karakterleri ve bazi morfolojik o6zellikleri yoniinden gruplara ayrilan
izolatlardan patojenisite testlerine gore her bir gruptan en yiiksek oranda patojenisite gdsteren
izolatlar molekiiler analiz icin REFGEN firmasina gonderilerek DNA dizilimleri alinmistir. Her

bir tiire ait DNA dizilimleri BLAST'lama yapilarak tiir teshisleri gerceklestirilmistir.

3.2.7. Teshis edilen funguslarin baz kiiltiirel ve morfolojik ozellikleri

Tiir teshisleri tamamlanan izolatlarin bazi kiiltiirel ve morfolojik 6zelliklerini tanitmak
amaciyla, PDA, PCA ve Malt Extract agarda gelisme hizlar1 6lgiilmiis ve spor liretenlerde spor
boyutlart belirlenmistir. Gelisme hizlarinin 6lgiimiinde her tiirden 1 izolat dikkate alinmistir.
PDA besi ortaminda gelistirilen fungal izolatlardan mantar delici yardimiyla 0.8 cm ¢apinda
agar diski alinarak s6z konusu besi ortamlarinin orta kismina inokule edilmislerdir. Inokulasyon
islemi her bir izolat i¢in 4 kez tekrarlanmustir. Inokulasyondan 3., 5.,7.. giinlerde koloni ¢aplari
Olciilmiis ve ortalama gelisme hizlari hesaplanmistir. Spor lretenlerde mikroskopta konidi

boyutlar 6l¢iilmiistiir. Ayrica koloni renkleri tanimlanmaistir.

3.3. Istatistiksel Analiz
Calismamizda patojenisite testleri ve funguslarin gelisme hizlar1 degerleri varyans
analizine tabii tutulmus, ortalamalar arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma Testine

gore (P=0.05) karsilagtirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Tohum Orneklerinden Izole Edilen Funguslar

Arastirma materyallerimizden olan Bulgaristan'dan ithal edilen partilerden alinan
tohum 6rneklerinde yapilan incelemeler sonucunda, tohum orneklerinde Alternaria alternata,
A. ethzedia, A. infectoria, Penicillium sp. olmak iizere 4 fungus tiirii bulunmustur (Cizelge 4.1.).
Bununla birlikte s6z konusu tiirlerle bulasik olan tohum oranlarinin oldukg¢a diisiikk oldugu

gOriilmiistiir.

Trakya Bolgesinden alinan tohum oOrneklerinde ise 3 adet Alternaria tiirii 1 adet
Arthrinium tiirti, ayrica Cladosporium, Curvularia, Fusarium ve Phomopsis cinsine
rastlanmustir (Cizelge 4.2). Alternaria tiirleri arasinda A. alternata, A. ethzedia, A. infectoria her
ti¢ ile ait tohumlarda rastlanmis, enfekteli tohum orani agisindan A. alternata ilk siray1 almistir.
Arthrinium arundinis ve Cladosporium sp. ise yine ¢ok yiiksek oranda enfekteli tohum orani
bulunmasa da her {i¢ ile ait tohumlarda tespit edilmistir. Diger funguslardan Curvularia sp.
Edirne ve Tekirdag, Fusarium sp. Kirklareli ve Tekirdag illerine ait tohum drneklerinde diisiik
oranlarda bulunmuslardir. Phomopsis ise oldukga diisiik oranda sadece Edirne iline ait tohum
orneklerinde bulunmustur. Farkli fungus tiirleri ile bulasik toplam tohum oranmi dikkate
alindiginda ise Kirklareli ilinin %38.52 ile ilk siray1 aldigi, ¢cok yakin bir oranla (%38.3) bunu
Edirne ilinin izledigi, Tekirdag iline ait 6rneklerin ise toplam bulagiklilik oran1 yoniinden son

sirada (% 20.6) yer aldig1 goriilmistiir.

Arastirmamizda ithal edilen tohumlarin fungus tiirleri ile ¢ok diisiik oranlarda bulasik
oldugu goriilmiistiir. Ancak Trakya Bolgesine ait illerden toplanan tohumlarin funguslarla
bulasiklik orani, fungus tiirlerine gore degigsmekle birlikte ithal tohumlara gére daha yiiksek
olmustur. Calismamizda incelenen tohumlarda en yaygin tiir olarak belirlenen A. alternata,
farkli iilkelerde incelenen kanola tohumlarinda da en yaygin fungus tiirii olarak bildirilmektedir
(Visconti ve ark. 1992; Vinas ve ark. 1994; Clear ve Patrick 1995). Baz1 caligsmalarda yaygin
Alternaria tiirii olarak bildirilen A. brassicae, A. raphani'ye ise (Clear 1992; Clear ve Patrick

1995; Meena ve ark. 2010) incelenen tohum 6rneklerinde rastlanmamustir.
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Cizelge 4.1. Bulgaristan’dan ithal edilen tohum 6rneklerinde fungal etmenlerle enfekteli tohum

oranlari
Fungus Tiiri Enfekteli tohum orani1 (%)
Haskova | Montana | Pleven | Svilengrad | Yambol

Alternaria alternata 0.50 0.50 | 0.00 0.50 0.00
Alternaria ethzedia 0.00 0.00 | 0.00 0.12 0.00
Alternaria infectoria 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00
Penicillium sp. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.16
Toplam 0.50 0.50 | 0.00 0.74 0.16

Cizelge 4.2. Trakya Bolgesi illerine ait tohum 6rneklerinde fungal etmenlerle enfekteli tohum

oranlar1
Enfekteli tohum orani1 (%)
Fungus Tiiri Edirne Kirklareli Tekirdag
Alternaria alternata 27.60 24.20 14.00
Alternaria ethzedia 7.60 4.80 4.46
Alternaria infectoria 2.30 4.40 1.56
Arthrinium arundinis 0.50 4.20 0.50
Cladosporium sp. 0.12 0.80 0.03
Curvularia sp. 0.12 0.00 0.03
Fusarium sp. 0.00 0.12 0.03
Phomopsis sp. 0.06 0.00 0.00
Toplam 38.30 38.52 20.60
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Calismamizda ithal veya bolge tohumlarindan diisiik oranlarda izole edilen diger
funguslar olan, Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium sp., ve Penicillium sp., diger
iilkelerde de diisiik oranlarda kanola tohumlarinda belirlenen tiirler arasindadir (Vinas ve ark.
1994; Clear ve Patrick 1995; Mankeviciene ve ark. 2011). Dis iilkelerde kanolanin en 6nemli
hastaliklar1 arasinda belirtilen ve tohumla tasindig: tespit edilen Phoma lingam'a ise (Clear
1992; Clear ve Patrick 1995; Brazauskiene ve Petraitiene 2006; Chen ve ark. 2010), 6nerilen
izolasyon yontemleri kullanilmasina ragmen, c¢alismamizda incelenen tohumlarda
rastlanmamistir. Arastirmamizda incelenen tohum orneklerinde, fungus tiirleri ile bulagiklik
dikkate alindiginda A. alternata'yi, A. ethzedia ve A. infectoria izlemistir. S6z konusu tiirler her
ti¢ ile ait tohum orneklerinde bulunmuslardir. Daha 6nce yapilan c¢alismalarda A. infectoria
bugday, arpa, yulaf, yem bitkileri ve horoz ibigi tohumlarinda bulunmustur (Grey ve Sands
1992; Dugan ve Lupien 2002; Koslak ve ark. 2004; Gannibal 2008; Perello ve ark.2008;
Noelting ve ark. 2012; Perello ve Larran 2013. Fungus tiirleri kanola tohumlarinda ilk kez bu
calismada tespit edilmistir. Oldukga diisiik oranlarda ancak her {i¢ ile ait tohumlardan izole
edilen Arthrinium arundinis ise bugiine kadar sadece arpa tohumlarindan izole edilmis olup

(Grey ve Sands 1992), kanola tohumlarindaki varligi ilk bulgudur.

4.2. izole Edilen Funguslarin Patojenisiteleri

Calismamizda A. ethzedia disindaki fungus cins ve tiirleri spor olusturmasi nedeniyle,
spor siispansiyonu kullanilarak patojenisite testleri gergeklestirilmis, A. ethzedia tiiriinde agar

diski yontemi kullanilmistir.

4.2.1. Alternaria tiirlerinin patojenisitesi

Caligmamizda en yiiksek oranda izole edilen fungus tiirii olan A. alternata'nin
patojenisite testlerinde ilgeler de dikkate alinarak tesadiifi olarak segilen izolatlarin patojenisite
testi sonuclar1 Cizelge 4.3"de verilmistir. Cizelge 4.3’de de goriildiigii gibi tiim izolatlar % 50
nin lizerinde hastalik siddeti meydana getirmistir. Bununla birlikte Kirklareli/Merkez ilceden
alinan 32.3 nolu izolat en yiliksek oranda (Sekil 4.1), Tekirdag Marmara Ereglisi'nden alinan
30.23 nolu izolat ise en diisiik oranda hastalik siddeti olusturmustur (7.5, 30.3 nolu izolatlarin
olusturdugu hastalik siddeti, 4.11, 12.5, 24.5, 16.2 nolu izolatlara gére 6nemli derecede diisiik
olmustur. Calismamizda her ile ait 6rneklerde yiiksek derecede patojen olan izolatlarin var

oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.3. Alternaria alternata izolatlarinin kanolada olusturduklar1 hastalik siddeti

Izolat No Almdig yer Hastalik siddeti (%)*
3.9 Edirne/Merkez 64.00+4.13 abcd
7.5 Edirne/Havsa 55.20+4.86 de
411 Edirne/Lalapasa 73.50+£3.22 ab
12,5 Kirklareli/Babaeski 68.00+5.95 abc
11.8 Kirklareli/Liileburgaz 64.50+3.50 abcd
32.3 Kirklareli/Merkez 76.00+3.76 a
24.5 Tekirdag/Corlu 68.00+2.58 abc
18.20 Tekirdag/Hayrabolu 66.00+1.99 abced
20.15 Tekirdag/Malkara 56.50+2.78 cde
30.23 Tekirdag/M. Ereglisi 52.20+£2.54 ¢
23.5 Tekirdag/Merkez 61.50+2.97 bede
16.2 Tekirdag/Murath 71.70£3.74 ab

*Her deger 20 tohum igeren 5 tekrarin ortalamasidir. Birbirinden farkli harflerle gosterilen

degerler Duncan Coklu Karsilagtirma testine gore birbirinden 6nemli derecede farklidir
(P=0.05)

Sekil 4.1. Alternaria alternata'nin tohumlar iizerinde olusturdugu hastalik siddeti (A:Inokule
edilmis tohumlar, B: Kontrol
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A. ethzedia izolatlarinin patojenisiteleri incelendiginde (Cizelge 4.4 ) izolatlarin ¢ogunun
%70" in iizerinde hastalik siddeti olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). Izolatlar arasinda en
yiiksek hastalik siddeti (%82), Tekirdag Merkez e ait 17.18 nolu izolat tarafindan olusturulmus,
bunu 20.29 (Tekirdag/Malkara), 16.30 (Tekirdag/Muratl1), 11.20 (Kirklareli/Liileburgaz), 5.1
(Edirne/Lalapasa), 14.7 (Kirklareli/Babaeski), 3.15 (Edirne/Merkez) nolu izolatlar izlemistir.
32.1, 24.9 ve 27.16 nolu izolatlar ise 6nemli derecede diisiikk oranda hastalik meydana

getirmislerdir.

Alternaria infectoria izolatlar1 arasinda ise en yiiksek hastalik siddeti %70.5 ile 8.2 nolu
izolat tarafindan olusturulmus, bunu 69.5 ile 29.2 nolu Tekirdag izolati izlemistir (Cizelge 4.5.).
Diger izolatlarla kiyaslandiginda 6nemli derecede en diisiik hastalik siddetleri ise 16.27

(Muratli), 18.2 (Hayrabolu), 14.15 (Babaeski), izolatlar1 tarafindan meydana getirilmistir.

Cizelge 4.4. Alternaria ethzedia izolatlarinin kanolada olusturduklar1 hastalik siddeti

Izolat No Alindig1 yer Hastalik siddeti (%)*
3.15 Edirne/Merkez 70.004+4.26 be
51 Edirne/Lalapasa 71.00+5.39 be
147 Kirklareli/Babaeski 70.50+3.74 be
11.20 Kirklareli/Liileburgaz 72.25+£2.42 ab
32.1 Kirklareli/Merkez 35.00+1.37 ¢
24.9 Tekirdag/Corlu 31.50+1.87 ¢
27.16 Tekirdag/Hayrabolu 45.50+3.48 d
20.29 Tekirdag/Malkara 76.25+1.42 ab
30.8 Tekirdag/M. Ereglisi 61.25+2.62 ¢
17.18 Tekirdag/Merkez 82.00+£2.89 a
16.30 Tekirdag/Murath 76.25+2.93 ab

*Her deger 20 tohum igeren 5 tekrarin ortalamasidir. Birbirinden farkli harflerle gosterilen
degerler Duncan Coklu Karsilastirma testine gore birbirinden 6nemli derecede farklidir
(P=0.05)
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Sekil 4.2. Alternaria ethzedia'nin tohumlar {izerinde olusturdugu hastalik siddeti

Kanolada A. alternata ile ilgili yapilan ¢alismalar daha ziyade fungusun tarlada
olusturdugu hastalik siddeti ve tohumlarda tespitine yoneliktir. Bu nedenle bu ¢alismada tespit
edilen fungus tilirlerinin kanola tohumlarindaki patojenisiteleri ilk kez belirlenmistir.
Calismamizda patojenisitelerin izolatlara gore farklilik gosterdigi belirlenmistir. Daha 6nceki
yillarda A. infectoria ile bugday tohumlarinda yapilan patojenisite testlerinde etmenin patojen
oldugu (Perello ve ark. 2008), bugday fideciklerinde enfeksiyona neden oldugu belirlenmistir
(Perello ve Larran 2013). Bu arastirmada s6z konusu etmenle kanola tohumlarinda yapilan
patojenisite testlerinde de fide enfeksiyonlarina rastlanmis %70'e varan hastalik siddeti

yapabilen izolatlarin oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Alternaria infectoria izolatlarinin kanolada olusturduklari hastalik siddeti

Izolat No Alindig1 yer Hastalik siddeti (%)*
8.2 Edirne/Havsa 70.50+3.66 a
4.3 Edirne/Lalapasa 60.20+1.39 ab

14.15 Kirklareli/Babaeski 40.50+3.22d
10.5 Kirklareli/Liileburgaz 54.20+5.58 be
31.10 Kirklareli/Merkez 67.50+4.25 a
24.3 Tekirdag/Corlu 46.00+0.61 cd
18.2 Tekirdag/Hayrabolu 39.00+4.09d
29.2 Tekirdag/M. Ereglisi 69.52+4.13 a
17.24 Tekirdag/Merkez 64.004+2.60 ab
16.27 Tekirdag/Murath 24.70+£5.76 ¢

* Her deger 20 tohum igeren 5 tekrarin ortalamasidir. Birbirinden farkli harflerle
gosterilen degerler Duncan Coklu Karsilastirma testine gore birbirinden 6nemli
derecede farklidir (P=0.05)

4.2.2. Diger fungus cins ve tiirlerinin patojenisitesi

Diger fungus tiirlerinden A. arundinis ile yapilan testlerde 4 izolat kullanilmis izolatlarin
olusturduklar1 hastalik siddetleri arasinda istatistiki olarak onemli derecede bir farklilik
olmadigi goriilmistiir (Cizelge 4.6 ). Bununla birlikte tiim izolatlar % 50 nin {izerinde (Sekil
4.3.) patojen bulunmustur. En yiiksek hastalik siddeti ise %69.2 ile 18.1 nolu izolatla elde

edilmistir.

Oldukga diisiik oranda tohumlarda bulunan Curvularia sp.'ye ait iki izolatla yapilan
patojenisite testlerinde %58.5 ve %60.5 oraninda hastalik siddeti belirlenmistir. Yine benzer
sekilde Cladosporium sp. ile yapilan patojenisite testlerinde %61.2 ve Fusarium sp. ile yapilan
patojenisite testlerinde %81.69 oranlarinda hastalik siddetleri saptanmistir (Sekil 4.4).

Phomopsis sp. izolat1 ise %51.0 oraninda hastalik siddeti meydana getirmistir.
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Cizelge 4.6. Arthrinium arundinis izolatlarnin kanolada olusturduklar1 hastalik siddeti

Izolat No Alindig1 yer Hastalik siddeti (%)*
7.1 Edirne/Havsa 64.00+4.35 a
10.7 Kirklareli/Liileburgaz 56.20+5.84 a
25.1 Tekirdag/Corlu 58.70+2.59 a
18.1 Tekirdag/Hayrabolu 69.20+3.12 a

*Her deger 20 tohum igeren 5 tekrarin ortalamasidir. Birbirinden farkli harflerle gdsterilen
degerler Duncan Coklu Karsilastirma testine gore birbirinden 6nemli derecede farklidir
(P=0.05)

Sekil 4.3. Arthrinium arundinis tohumlar iizerinde olusturdugu hastalik siddeti (A:Inokule
edilmis tohumlar, B: Kontrol

Calismamizda patojenisite testleri yapilan tiirler arasinda olan ve %56-69 arasinda
kanola fidelerinde hastalik olusturan A. arundinis'in horoz ibigi tohumlarinda da kisa kok

olusumuna neden oldugu bildirilmektedir (Noelting ve ark. 2012).
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Sekil 4.4. Cladosporium sp. (A), Curvularia sp. (B) ve Fusarium sp. (C) nin tohumlar iizerinde

olusturdugu hastalik siddeti

4.2.3. Tespit edilen fungus tiirlerinin baz kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri

Bu calismada, hem yiiksek oranda bulunan hem de patojenisitesi yiiksek olan ayrica
molekiiler olarak gen dizilimlerine gore teshis edilmis olan 4 tiirtin farkli besi ortamlarindaki
gelisimi, koloni rengi, konidi sekil ve biiyiikliikleri tanimlanmistir. Caligmada tohumlardan

tespit edilen diger cinslerden bir kisminin ise koloni gelisimleri ve konidi sekilleri verilmistir.

Alternaria alternata; Fungus PDA besi ortaminda yesilimtrak gri renkte agik yesil zonlu
olarak MEA besi ortaminda alt kism1 koyu, iist kism1 daha acgik renki hiflerle kapli olup, PCA

besi ortaminda ise hifsel gelisme gostermeden koyu renkli spor yiginlart olusturmustur (Sekil
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4.5). 7 giinliik inkiibasyon sonucunda, gelisme hizlar1 PDA besi ortaminda 0.96cm/giin, PCA
besi ortaminda 1.06cm/giin, MEA besi ortaminda ise 0.87 cm/gilin olarak belirlenmistir.
Etmenin PCA besi ortamindaki gelisme hiz1 diger ortamlardaki gelisme hizina gore 6nemli
bulunmustur (P=0.05). Etmenin konidileri ¢ok bolmeli olup (Sekil 4.6.) 7 ye kadar ulagmustir.
Konidi boyu 7.5- 25.01 pm arasinda (Ortalama: 13.58+2.42) olup, eni ise 6.17+0.94 olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.5. Alternaria alternata'nin PCA (A) ve MEA (B) besi ortaminda koloni geligsimleri

Q
“’\ 6 o
a
al
Sekil 4.6. Alternaria alternata’nin PCA besi ortaminda konidileri (X400)
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A. ethzedia: Fungus PDA besi ortaminda koyu zeytin yesili renkte bir zemin iizerinde
beyaz renkte, beyaz renkte zonlu olarak MEA (Sekil 4.7) ve PCA besi ortaminda ise beyaz
renkte gelismistir. 7 giinliik inkiibasyon sonucunda, gelisme hizlar1 PDA besi ortaminda 0.87
cm/glin, PCA besi ortaminda 0.81 cm/giin, MEA besi ortaminda ise 0.70 cm/gilin olarak
belirlenmistir. MEA'da gelisme hiz1 PDA besi ortamina gére 6nemli derecede yavas olmustur
(P=0.05). Etmen higbir besi ortaminda konidi olugturmamuistir. Ug kisimlar1 siskin konidioforlar
gozlenmistir (Sekil 4.8.).

Sekil 4.7. Alternaria ethzedia'nin PDA (A) ve MEA (B) besi ortaminda koloni gelisimleri

R
by
A

Sekil 4.8. Alternaria ethzedia'nin PCA besi ortaminda konidioforlar1 (X400)
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A. infectoria, Fungus PDA besi ortaminda zeytin yesili renkte bir zemin iizerinde beyaz
renkte pamuksu bir gelisme, MEA besi ortaminda ise zemini koyu sar1 iizeri kiil renginde bir
gelisme (Sekil 4.9), PCA besi ortaminda ise zemin koyu iist kismui seyrek hifsel bir gelismi
gostermistir. 7 giinliik inkiibasyon sonucunda, gelisme hizlar1 PDA besi ortaminda 1.07
cm/giin, PCA besi ortaminda 0.99 cm/giin, MEA besi ortaminda ise 0.82 cm/giin olarak
belirlenmigtir. PCA ortamindaki hizli gelisme oOnemli bulunmustur (P=0.05). Etmenin

konidileri uzun yumurtamsi sekilde ve uzun silindir yapisinda olup konidilerin u¢ kismi

uzundur. Enine bolmeli konidiler kadar, enine bélmesi olmayan konidiler de bulunmaktadir
(Sekil 4.10.). Konidi boylar1 30-42,5 um (Ortalama: 37.46+2.42) , enleri ise 9.63 +1.40 um

arasinda olmustur.

Sekil 4.9. Alternaria infectoria’'nin PDA (A) ve PCA (B) besi ortaminda koloni gelisimi

Caligmamizda tiim izole edilen tiim Alternaria spp. PCA besi ortaminda daha iyi

sporulasyon olusturmuslardir.
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A

Sekil 4.10. Alternaria infectoria'nin PCA besi ortaminda enine bolmeli ve enine bolmesi
olmayan konidileri (X400)

Arthrinium arundinis: Fungus PDA besi ortaminda agik sari-kiil renginde pamuksu
sekilde gelismis (Sekil 4.11 A), MEA besi ortaminda ise krem rengi bir gelisme, PCA besi
ortaminda ise koyu gri renkte bir gelisme (Sekil 4.11 B) gostermistir. 7 giinliik inkiibasyon
sonucunda, gelisme hizlar1 PDA besi ortaminda 1.14 cm/giin ile 6nemli derecede hizli
gelismistir (P=0.05). PCA besi ortamindaki gelisme hiz1 1.02 cm/giin, MEA besi ortaminda ise
1.02 cm/giin olarak belirlenmistir. Etmenin konidileri bdlmesiz, yuvarlak sekilli, koyu
kahverengi rengindedir (Sekil 4.12.). Konidi biiyiikligii 6.25+ 0.73 pm ¢apinda belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Arthrinium arundinis’in PDA (A) ve PCA (B) besi ortaminda konidileri

Sekil 4.12. Arthrinium arundinis’in PCA besi ortaminda konidileri (X400)
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Daha 6nceki ¢alismalarda domatesten elde edilen Alternari alternata'nin konidilerinin
uzunlugunun 8-15 pm genisliginin 6-12 pm arasinda oldugu bildirilmektedir (Misaghi ve ark.
1978). A. infectoria ile yapilan ¢alismalarda fungusun beyaz pamuksu bir gelisme gosterdigi
(Lawrence ve ark. 2014), horoz ibigi tohumlarindan elde edilen tiiriin konidi uzunlugunun 32-
40 pum, eninin ise 9.6 um oldugu tespit edilmistir (Noelting ve ark. 2012). Kus yuvalarindan
izole edilen Arthrinium arundinis' in ise kiiltiirde soluk gri renkte koloni olusturdugu ve 6-8 pm
arasindaki ¢aplarda konidileri oldugu bildirilmektedir (Liesch ve ark. 1998) Calismada gerek
funguslarin koloni gelisimleri gerekse A. alternata (13.58 X 6.17 um), A. infectoria (37.46
X9.63 um) ve A. arundinis (6.25 pm) i¢in elde edilen konidi biiyikliikleri s6z konusu

arastirmacilarin elde ettigi sonuglarla uyum igerisindedir.

Aragtirmamizda belirlenen cinslerden Cladosporium sp. PDA besi ortaminda koyu yesil
renkte koloni olusturmus ve limon seklinde tek hiicreli konidileri goriilmiistiir (Sekil 4.13 A ve
B). Curvularia sp. nin PDA besi ortaminda koyu fiime renkli bir gelisme gosterdigi (Sekil 4.14
A), uzun elipsoidal sekilde bolmeli konidileri gozlenmistir (Sekil 4.14 B.). Fusarium sp. PDA
besi ortaminda pembe renkli (Sekil 4.15 A), Phomopsis ise beyaz pamuksu goriiniimiinde bir

koloni gelisimi sergilemistir (4.15 B).

Sekil 4.13. Cladosporium sp. nin PDA besi ortaminda koloni gelisimi (A) ve konidileri (B)
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Sekil 4.15. PDA besi ortaminda Fusarium sp. (A) ve Phomopsis sp. nin (B) koloni gelisimi
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5. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak bu ¢aligma ile Trakya bolgesinde yiiksek oranda Kanola tarimi yapilan
bolgelerde kanola tohumlarinda goériilen tohum kokenli fungal etmenlerin haritas1 ¢ikarilarak,
tohum 6rnegi alinan koylerde saptanan etmenlerin patojen olup olmadiklar1 ve goriilme oranlari
tespit edilmistir. Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illeri acisindan 6nemli bir yag bitkisi olan
kanolanin tohumla bulasan fungal etmenler yoniinden bdlgesel olarak degerlendirmesi
yapilarak c¢alisma sonucunda elde edilen oranlarla tarlada verim artis1 i¢in ekilen tohumun bu

patojenlere dayanikliliginin 6nemi ortaya konmustur.

Ithal edilen kanola tohumlari ile iilkemize bulasma ihtimali bulunan etmenlerin dis
karantina yoOniinden degerlendirmesi yapildiginda, arastirmamizda Trakya bolgesi hasat
tirtinlerinde tilkemizde daha once kanolada varligi tespit edilmemis olan Alternaria ethzedia
ve A. infectoria saptanmustir. Her ne kadar s6z konusu tiirlerin bulunma oranlar1 diisiik olsa da
tohumlarda olusturduklar1 hastalik siddeti dikkate alindiginda tarlada enfeksiyon agisindan
onemli olabilecegi disiiniilmektedir. Bu nedenle ithal edilen tohumluklarda fungal etmenlerin

tespiti karantina agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Trakya Bolgesi illerine ait kanola tohumlarindan ilk kez tespit edilen A. ethzedia, A.
infectoria ve Arthrinium arundinis izolatlarinin bazilarinin % 65 in {izerinde patojen oldugu
belirlenmistir. Ekimde kullanilacak tohumluklarin tarlaya ekilmeden oOnce s6z konusu
funguslarin varlig1 agisindan test edilmesi gerekmektedir. Yine iiretimde kullanilacak cesitlerin
bu funguslara genetik dayanikliligi incelenmeli, dayaniklili§i olmayan veya hastalikli

tohumluklarin ekimine izin verilmemelidir.
Yapilan bu ¢aligma ile iiretici tarafindan kullanilan tohumluk materyalin patojen
hastalik etmenlerinin tasinmasinda 6nemli derecede rol oynayabilecegi, bu hususta bolge

tireticisinin bilgilendirilmesi gerektigi kanisina varilmistir.

Tespit edilen fungus tiirlerinin iilke topraklarinda yayilmasini 6nlemek ve yeni tiirlerin

gelmesini engellemek icin gerekli karantina tedbirleri alinmalidir.
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Trakya bolgesini kapsayan bu calismada saptanan tohum kokenli fungal patojenlerin
bolgedeki varligi ilk kez rapor edilmis olup ¢alismanin daha sonra yapilacak c¢aligsmalar i¢in

kaynak olacagi diistiniilmektedir.
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