T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

FARKLI AGRO-EKOLOJILERDEKi. BAZI BITKILERDEN iZOI:E EDILEN
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. IZOLATLARININ MOLEKULER
FARKLILIKLARININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Ferhat KILINC

Bitki Koruma Anabilim Dal

EYLUL 2014
SAMSUN






WAYIS Oy,
Y,

%

T.C. :?{' 4\“4
_-' =  ONDOKUZ MAYIS UNiVERSITESi ? Z
E_ = FEN BILIMLERi ENSTITUSU 7,

F3
4"
b"mws UNW

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

FARKLI AGRO-EKOLOJILERDEKI BAZI BITKILERDEN iZOI__JE EDILEN
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. [ZOLATLARININ MOLEKULER

FARKLILIKLARININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Ferhat KILINC
(11210256)

Tezin Savuma Tarihi :01.09.2014

Tez Danismani : Prof. Dr. Berna TUNALI






Ondokuz Mayis Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dalinda
Ferhat KILINC Tarafindan Hazirlanan

FARKLI AGRO-EKOLOJILERDEKI BAZI BITKILERDEN iZOLE
EDILEN Fusarium equiseti (Corda) Sacc. IZOI._.ATLARINI.N
MOLEKULER FARKLILIKLARININ BELiRLENMESI

bashkh bu ¢ahsma jiirimiz tarafindan 01/09/2014 tarihinde yapilan sinav ile

YUKSEK LiSANS tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan $ Prof. Dr. Berna TUNALI
Ondokuz Mayis Universitesi

Jiiri Uyeleri : Dog. Dr. ismail ERPER
Ondokuz Mayis Universitesi

Yrd. Do¢. Dr. Musa KAVAS
Ondokuz Mayis Universitesi

ceselen/2014

Prof. Dr. Hiiseyin DEMIR
Enstitii Miidiira

iii



v



ONSOZ

Bu tezimin hazirlanmasinda yardimlarini esirgemeyen sayin danismanim Prof. Dr.
Berna TUNALTya, bana her konuda destek olan Bitki Koruma Béliimii Hocalarima,
Ars. Gor. Bayram KANSU’ya, Ogr. Gor. Beytullah DONMEZ’e, Ars. Gér. Seyma
TOKSOZ’e, kardesim S. Fatih KILINC’a, nisanlim Kader DEMIRTAS’a, Yiik. Lis.
Ogr. Hiiseyin UZUNBACAK a, Viroloji Laboratuvari ¢alisanlarma ve maddi
manevi destegini esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

EYLUL 2014 Ferhat KILINC
Ziraat Muhendisi



Vi



ICINDEKILER

Sayfa
ONSOZeetereererereresrssssssssesssssssssesssssssssssesssssssssssssssssessassssssessssssssssessssssesassesens v
TCINDEKILER ...eeeveeecrcncrernncscsesssssesesssssssssssssssssssssesssasasssssssssssssesssssasasasss vii
CIZELGE LISTES ...uouovieeeteieieeetssessesesssesesssssssssssssssesssssssssessssssssssssssssssssssesss ix
SEKIL LISTEST cuucuiviveiiccrererienescsesesssssesesssssssesesssssssssssssssssssssessssssssssssesssssssssenss xi
KISALTMALAR ...oceteietctesetesssesesssessssssessssssessssssssssssssssessessssssssssssssssssassssese xiii

FARKLI AGRO-EKOLOJILERDEKI BAZI BIiTKiLERDEN iZOLE E])"iLEN
Fusarium  equiseti (Corda) Sacc. IZOLATLARININ MOLEKULER

FARKLILIKLARININ BELIRLENMESI....ccoeeeeeteeeeeseeeeescssssensssssssssssnssssnsseses XV
OZET ueeeeeeeeeeeeeeeressesssssssessesssssssessesssssssassssassessassssestessasessenssessessssessassasssssssenssssses XV

DETERMINATION OF MOLECULAR DIFFERENCES OF Fusarium
equiseti (Corda) Sacc. ISOLATES AT DIFFERENT AGRO-ECOLOGIES

FROM SEVERAL PLANTS. cutitniineinnniensesssssesssssssnessesssassssssssesssassssassssssssasssases xvii
ABSTRACT ...iiiiiiiiiniinnisniiicissnsicssssssiscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss Xvii
1. GIRIS overeccereestcsesesssssesssssasssssssssssssssssssssesasassssssssessssessssssssssssssesssasassssesesess 1
2. GENEL BILGILER.....oiinincicnsississnsississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 7
2.1. Molekiiler Yontemlerle Yapilan Calismalar ...........ccccoveeiiieeiiiiicciiiciieceeee, 7
2.2. Endofit Funguslarla Yapilan Calismalar............coccoiiiiiiiiiiiiiiees 12
3. MATERYAL Ve YONTEM.......uovuerererirenneressesesessessssssessssesssssessssassssssessssesssesse 19
3oL MIALETYAL .ttt ettt ettt et eeaeens 19
3.1.1 Calismada Kullanilan Fungal Materyal..............cccoeeviiiiiiniccinieeee, 19
3.1.2 Calismada Kullanilacak Laboratuvar Ekipman ve Materyalleri ........... 23
I 411115 1 1 BSOS PU PR RRRSRRIN 23
3.2.1 izolatlarin Tek Spor IZolasyonu .............ccvovvveevoeeeeieeeeee e 23
3.2.2 Izolatlarin Morfolojik KaraKterizasyonu..............cooeverueueereercecueuennnn. 23
3.2.3 Fusarium equiseti Izolatlarinin Tiire Ozgii Primerle Molekiiler

Teshislerinin Yapilmasi ........cccueeecuiieeiiiricieeeciie e 23
3.2.3.1 DNA eKStrakSTYONU.......ccuveeeeirieeieeeieeeeieeeeeeeeeeeinee e 23

3.2.3.2 Molekiiler diizeyde tiire 6zgii primer ile Fusarium equiseti
1zolatlarinin teShisT ........cccouiiiieiiie e 24

3.2.3.3 Molekiiler teshisleri yapilan izolatlarin trikotesen
iiretiminden sorumlu 77 geni bulundurma durumunun belirlenmesi

........................................................................................................ 25
3.2.3.4. F. equiseti izolatlarinin ITS-RFLP yontemi ile genetik

polimorfizminin belirlenmesi..........ccccveeevieiiiiieiieece e 25
4. BULGULAR ve TARTISMA .....uconiiimiinsninsinnnnssensinssisssesssessesssessssssssssessasssassse 27
2] 1 740 TSN 27
4.1.1 izolatlarin Morfolojik TeShiSi ........cocevevevereeeeeeeeiecieeeeeieeeeeceeeeee e, 27
4.1.1.1 Fusarium equiseti’nin morfolojik 6zellikleri ..................... 27
4.1.2 Izolatlarin moleKiler teShISi .........oovevrveeeeeeeeeeeee e, 29

4.1.3 Molekiiler teshisleri yapilan izolatlarin trikotesen {iretiminden
sorumlu 77i geni bulundurma durumunun belirlenmesi........................ 31

Vil



4.1.4 Fusarium equiseti izolatlarinin ITS-RFLP yontemi ile genetik

polimorfizminin belirlenmesi.........cceeevieieiiieeeiiieeciie e 33

4.1.4.1 izolatlarin ITS 1-4 primeri ile PCR’da ¢ogaltilmast........... 33

4.1.4.2 PCR’ da ¢ogaltilan ITS 1-4 bolgesine enzim uygulanmasi 34

4.1.4.2.1 EcoRI enziminin uygulanmast ...........ccc.ccceeeeverenennnne. 34

4.1.4.2.2 Haelll enziminin uygulanmasi...........ccccceeveeneeaneeennee. 36

4.1.4.2.3 Sau3AI enziminin uygulanmast..............ccceeeveverenrnnnne. 39

4.1.4.2.4 Cfol enziminin uygulanmast ........c.cccoceeveeeeneeeceeeeenne. 40

4.1.4.2.5 Ddel enziminin uygulanmast ...........cccceeeveereerererenenn. 42

4.1.4.2.6 Hincll enziminin uygulanmast ...........cceceeveeneeaneeennee. 45

4.1.4.2.7 Sphl enziminin uygulanmast ............ccceeveeeeeeeeeeennnne. 47

4.2 TATTISINA ......eeieie ettt e e e e e e e e et e e e e e steteeeeeaneeeeenseeeeeannneaeas 55
5. SONUC Ve ONERILER .......ccoevueuerrerereresssessssesesesessssesssssssssssssssssssssssessssssssassssses 63
KAYNAKLAR .tiiiiinineisensinsaississsisssisssssassssssssssstssstssssssssssssssssssssssssssssssssssasssas 67
OZGECMIS c.veeeeeeeieseseessssssssssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssassseses 75

viii



CiZELGE LiSTESI

Cizelge 3.1. Fusarium equiseti izolatlarina ait bilgiler..................
Cizelge 4.1. Enzim uygulamasi sonucu elde edilen bant profilleri

X






SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 3.1. Tiirkiye agro-ekolojik bolgeler ve 6rnek alinan iller (URL-3).................. 19
Sekil 3.2. Calkalayici lizerinde PDB’da gelisen Fusarium equiseti izolatlari........... 24
Sekil 4.1. Fusarium equiseti’nin PDA ortaminda geligimi..........ccccoovoiiiiiiiinnennee. 28
Sekil 4.2. Fusarium equiseti’nin PDA ortaminda gelisimi..........ccceeevevreecereeceennnneen. 28
Sekil 4.3. Fusarium equiseti’nin makrokonidi ve klamidosporlart ...............cc.c........ 29
Sekil 4.4. Fusarium equiseti nin makrokonidileri ............ccceeevvieiieeciiiniciie e, 29
Sekil 4.5. FEF/ FER Primeri PCR SONUCU ......c.coeiiiiiiciiieiie e 30
Sekil 4.6. FEF/ FER Primeri PCR SONUCU ............cooiiiieeiiiececiee e 30
Sekil 4.7. FEF/ FER Primeri PCR SONUCU ......c..ceiiiiiiieiiieiie e 31
Sekil 4.8. Tox 5/2 Primeri PCR SONUCU ........ccouviiiiiiiiieeeeee e 32
Sekil 4.9. Tox 5/2 Primeri PCR SONUCU ........cccuiiiiiiieieeeie e 32
Sekil 4.10. ITS 1-4 Primeri PCR SONUCU ......cccuviiiieiiieeceeeeeeeee e 33
Sekil 4.11. ITS 1-4 Primeri PCR SONUCU .......cccuoeiiiieecieeeie e 34
SekKil 4.12. ITS-ECORI RFLP SONUCU .......occiieiieieieeieeceeeseeeceee e 35
Sekil 4.13. ITS-EcoRI RFLP SONUCU .......ciiiiiiiiii ettt 35
Sekil 4.14. ITS-ECORI RFLP SONUCU .......oociieiieieiecieeeeee st 36
Sekil 4.15. ITS-EcoRI RFLP SONUCU .......eiiiiiiiiii ettt 36
Sekil 4.16. ITS-Haelll RFLP SONUCU........cccuieiiiiiieiieeeiee et 37
Sekil 4.17. ITS-Haelll RFLP SONUCU.......c.cviiiiieiciie ettt 37
Sekil 4.18. ITS-Haelll RFLP SONUCU..........ccociuiiiiiiieieeceeeeeeeee e 38
Sekil 4.19. ITS-Haelll RFLP SONUCU........cciiiiiiiiiieiiiieeciiiiee e eee e 38
Sekil 4.20. ITS-Sau3AI RFLP SONUCU.........cccoiiiiiieiiieeceeee e 39
Sekil 4.21. ITS-Sau3AI RFLP SONUCU.........cccoiuiiiiieieieeceeeeeeeeeee e 39
Sekil 4.22. ITS-Sau3AI RFLP SONUCU.........ccciciiiiiieiiieeeiie e 40
Sekil 4.23. ITS-Sau3AI RFLP SONUCU.........cccciuiiiiiiiiieeeceeeeeeeeee e 40
Sekil 4.24. ITS-Cfol RFLP SONUCU ......c.ccoiiiiiiiiiiiiiieieeieeieeee et 41
Sekil 4.25. ITS-Cfol RFLP SONUCU ......coeieiiiiiieeie et 41
Sekil 4.26. ITS-Cfol RFLP SONUCU ......c.ccoiiiiiiiiiiiiiieiesieeeeeeee et 42
Sekil 4.27. ITS-Cfol RFLP SONUCU ......cooieiiiiiieeeiieeceeeee e 42
Sekil 4.28. ITS-Ddel REFLP SONUCU .....cooieiiiieiieieiie e eiee e eeieeeeeeeas 43
Sekil 4.29. ITS-Ddel RFLP SONUCU ......cceeciieiieiiecieecee ettt 43
Sekil 4.30. ITS-Ddel REFLP SONUCU .....coeiiiiiieiieeeiie et e e 44
Sekil 4.31. ITS-Ddel RFLP SONUCU ......cc.ccciieiieiieiieeeee ettt 44
Sekil 4.32. ITS-Hincll RFLP SONUCU .......ccciiieiiiiiecieeeee st 45
Sekil 4.33. ITS-Hincll RFLP SONUCU ........ccoiiiiiiiiieiiieeiiee e 46
Sekil 4.34. ITS-Hincll RFLP SONUCU .......ccciiieiiieiiicieeeeeceeeceee e 46
Sekil 4.35. ITS-Hincll RFLP SONUCU .........coiiiiiiiiiieiiieeceee e 47
Sekil 4.36. ITS-Spil RFLP SONUCU. .....coiiiiiiiiiecciieeee e 48
Sekil 4.37. ITS-Sphl RFLP SONUCU. .....cccuoiiiiiiiiiiiiiieteeeeeee e 48
Sekil 4.38. ITS-Sphl RFLP SONUCU ......cocuiiiiiiiiiiiiiiiete et 49
Sekil 4.39. ITS-Sphl RFLP SONUCU ......coiiiiiiiiiecciie et 49

X1



Sekil 4.40. Yiizde (%) Benzerlik Dendogrami. ..........ccoocoeiiiiiiiiiiiiiiiiineeceee 54

Xil



KISALTMALAR

pl: Mikrolitre

bp: Baz cifti

DAS: Diacetoxyscirpenol

dk: Dakika

FB;: Fumonisin B,

FB,: Fumonisin B,

HPLS: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
IGS:Internal Genomik Spacer

ITS: Intergenic Transcribe Spacer

mM: Milimolar

NIV: Nivalenol

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PDA: Patates deksroz agar

PDB: Patates dekstroz broth

RAPD: Rasgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA
RFLP: Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
rpm: Revolution per minute (Dakikadaki devir sayisi)
SNA: Sentetik nutrient agar

ZEA: Zearalenon

xiii



X1v



FARKLI AGRO-EKOLOJILERDEKI BAZI BITKILERDEN iZOI:E EDILEN
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. IZOLATLARININ MOLEKULER
FARKLILIKLARININ BELIRLENMESI

OZET

Bu tez calismasinda, diinya iizerinde ¢ok yaygin bir konuk¢u dagilimina sahip olan
Fusarium cinsine ait tiirlerden birisi olan ve tahil grubuna ait bitkilerin kok ve kok-
bogazindan siklikla izole edilen F. equiseti’nin, Tirkiye’nin farkli agro-ekolojik
bolgelerinden, farkli bitki konukgularindan farkli patojenik (patojenik-endofit)
ozellik gosteren izolatlarda ITS (Intergenic Transcribe Spacer) bolgesi temelinde
genetik polimorfizm belirlenmistir. F. equiseti izolatlarinin morfolojik teshis
yontemleri disinda, ulusal diizeyde ilk defa bu tiir icin molekiiler teshis araclar
(PCR) kullanilmistir. Ayrica hem molekiiler tiir teshisleri, hem de ITS temelinde elde
edilen PCR cogaltim iiriinlerinin, 7 farkli endoniikleaz enzim (EcoRI, Haelll,
Sau3Al, Ddel, Cfol, Hincll, Sphl) ile kesilerek, ITS-RFLP bant profilleri elde
edilmistir. Hasta ve saglikli bitkilerden elde edilen F. equiseti izolatlarinin genelinde
ITS temelinde %95 oraninda benzerlik tespit edilmis olup iki izolatta ise bu benzerlik
oraninin %65 oldugu belirlenmistir. Ayrica bu o6zelliklere sahip izolatlarda,
sicakkanlilar ve insanlar agisindan ciddi saglik problemlerine yol agan
mikotoksinlerin (trikotesenler) iiretiminden sorumlu 77i genlerinin izolatlardaki
bulunma oran1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fusarium equiseti, PCR, ITS-RFLP, Trikotesen, Endofit
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DETERMINATION OF MOLECULAR DIFFERENCES OF Fusarium
equiseti (Corda) Sacc. ISOLATES AT DIFFERENT AGRO-ECOLOGIES
FROM SEVERAL PLANTS.

ABSTRACT

In this research, F. equiseti which is one of the species of Fusarium having a
widespread host variance in the world and which is frequently isolated from the roots
and root collars of the grain plants was examined. The findings of the study yielded
that genetical polymorphism was determined on the basis of ITS area at the F.
equiseti isolates showing different pathogenic (non-pathogenic endophytes) features
from the different agro-ecological regions in Turkey as well as different host plants.
The study is significant in terms of making use of the molecular diagnostic technique
(PCR) nationwide for the first time apart from the morphological diagnostic
techniques of F. equiseti isolates. Furthermore, ITS-RFLP band profiles were
produced by cutting PCR multiplication outputs obtained both by the help of
molecular species diagnosis techniques and at ITS basis with 7 different
endonuclease enzymes (EcoRl, Haelll, Sau3Al, Ddel, Cfol, Hincll, Sphl). The F.
equiseti isolates from diseased and healthy plants were determined at 95% similarity
and only two isolates were shown at 65%. In addition, 7ri gene cluster which
response to producing mycotoxins that harmful effect on human and livestock were
obtained from some of these isolates.

Key Words: Fusarium equiseti, PCR, ITS-RFLP, Trichothecenes, Endophyte
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1. GIRIS

Temel besin maddesi olan bugday (7riticum spp.) liretimi diinyada ¢eltik ve misirdan
sonra liciincii sirada olup Tirkiye’de ise en fazla yetistirilen kiiltiir bitkisidir. Ekim
alanlarin1 daha fazla genisletmenin miimkiin olmadig1 giinlimiizde, artan niifusun
besin ihtiyacin1 kargilamanin en etkili yolu, birim alan verimini artirmaktir.
Bugdayda verimdeki artis ancak hastalik ve zararlilarla etkin bir miicadele ile

olabilmektedir.

Diinyada hububat ekim alanlarinin (703 milyon ha) yaklasik %30’ nu bugday
ekim alanlar1 (215 milyon ha) olusturmaktadir (URL-1).

Bugday iilkemiz icin 6zel bir dneme sahiptir. Zira diinyada bugdayin gen
merkezi ve anavatan1 olarak bilinmektedir. Tiirkiye bugday iretiminde Cin,
Hindistan, Amerika, Fransa, Rusya gibi iilkelerden sonra yaklasik 21 Milyon ton
iretimle diinyada 10. sirada yer almaktadir. Tiirkiye’ de bugday tretimi diger
tarimsal iirlinler arasinda yaklasik 7,7 Milyon ha ekilen alan ve 21 milyon ton
tiretimle ilk sirada yer almaktadir (URL-1; URL-2). Sirastyla Konya, Ankara, Sivas,
Yozgat ve Diyarbakir bugday ekilis alanlar1 agisindan ilk bes ilimizdir (URL-2).
Bugday tarimint olumsuz yonde etkileyen ve onemli {iriin kayiplarina neden olan
bir¢ok faktor vardir. Bugday yetistiriciliginde bitki hastaliklari ile miicadele iizerinde
dikkatle durulmasi gereken konulardan biridir. Her yil {iretim sezonu sonunda
kullanilacak {iriiniin yaklasik %20’ sinin bugday hastaliklari nedeniyle kayboldugu
diisiiniilmektedir (Wiese, 1987).

Bugdayda goriilen fungal hastaliklar {i¢ guruba ayrilabilir; bunlardan ilki kok
ve kok bogazi hastaliklari, ikincisi sap ve yaprak hastaliklari, {iciinciisii ise basak
hastaliklaridir. Kok ve kok bogazi fungal hastaliklari bugdayda verimi smirlayan
faktorlerin basinda gelmektedir (Akgiil, 2008).

Bugday iiretilen bolgelerin ekolojisi ve toprak kosullarina bagli olarak
Bipolaris, Fusarium, Gaeumannomyces, Pseudocercosporella, Pythium ve

Rhizoctonia cinslerine bagl ¢esitli fungus tiirleri; bugday bitkilerinin kok, kok



bogazi ve sap kisminda yaniklik veya cliriikliik benzeri hastaliklara neden olan

onemli fungal etmenler olarak bilinmektedirler (Wiese, 1987).

Fusarium cinsi funguslar tir sayilarinin fazla, enfekte ettigi konukgu
dizilerinin genis ve diinya Tlzerindeki farkli ekolojik ortamlarda varliklarina
rastlanabilir olmalar1 nedeniyle biiyiilk 6neme sahiptirler. Nitekim Fusarium spp.
Almanya’da tarimsal {irlinlerde %60-80 oraninda zarar yapmakta, Kanada ve
Amerika gibi iilkelerde kok ve kok bogazi hastaliklarindan dolayt olusan kayiplar ise
%17’ye ulasmaktadir. Ulkemizde bu hastalig1 olusturan funguslar arasinda yer alan
Fusarium spp, bitkinin kalitesini azaltmakta, verim kayiplarina neden olmaktadir

(Aktas, 2001; Demirci, 2003; Araz ve dig.,2010).

Bu cins icerisinde yer alan Fusarium culmorum, F. pseudograminearum, F.
graminearum, F. avenaceum, F. acuminatum, F. crookwellense, F. poae, ve
Microdochium nivale (F. nivale) tiirlerinin bugdayda kok, kok bogazi ve sap
clirtikliigiinden sorumlu esas tiirler olduklar1 F. equiseti gibi tiirlerin ise zayif patojen

tiirler oldugu bildirilmistir (Wiese, 1987).

Avrupa’da Fusarium graminearum, F. avenaceum, F. poae agirlikli olarak
izole edilirken F. tricinctum, F. sporotrichioides, F. equiseti, F. langsethiae ve F.

culmorum diisiik yogunlukta izole edilmektedir (Marin ve dig., 2012).

Bu tiirler, konuk¢usunun olmadigi dénemleri hasat artiklar icerisinde 6zellikle
miselyum olarak, bazilar1 toprak veya bitki artiklarinda klamidospor bazilari ise
konukcu doku iizerinde iirettikleri peritesyumlar halinde ya da Poaceae familyasina

ait yabanci otlarin koklerinde parazit halde ge¢irmektedirler (Cook, 1986).

Bugday tohumlarinin ¢imlendigi donemden basak ¢ikisinin basladigi zamana
kadar gecen tiim zamanlarda, konidiler veya klamidosporlarin ¢imlenmesiyle bitki
enfeksiyonlart gerceklesebilmektedir. Bu enfeksiyonlar, cogunlukla topraga yakin
kok bogazi bolgesi veya kdk bogazinin hemen alt kismindaki bogum aralarindan
baslamaktadir. Fide déneminde baslayan diisiik seviyedeki enfeksiyonlar bitkileri
fazla etkilememekte ve bitkiler normal gelisimine devam edebilmektedirler. Ancak
ileriki donemde hastalik siddetinin artmastyla hizli bir belirti gelisimi olmaktadir.
Hastaliga yakalanan bitkilerin kdk, kok bogazi ve sap kisminda seritler halinde
uzayan ya da tiim sap kismini tamamen sarmis kahverengi lekeler goriiliir. Bu lekeler

daha cok sozii edilen bolgelerde ortaya ¢ikmalarina ragmen enfeksiyonun yogunlugu



ve hastalifin seyrine gére bazen yaprak kinlar1 ve gévdede 4. ve hatta 5. boguma
kadar ilerleyebilir. Bazi durumlarda ciceklenme doneminde yasanan su stresi ile
birlikte bitkilerde beyaz basak olusumu ve erken Oliimler gozlenebilir. Bu belirtileri
gosteren bitkilerde, basta su akisinin normal bir sekilde saglanamamast ve buna bagl
olarak fizyolojik bozukluklarin ortaya ¢ikmasiyla bitkiler normal yasam siiresinden
daha kisa bir siirede Omriinii tamamlamakta ve {iriin veriminde 6nemli diizeyde
azalmalar meydana gelmektedir. Hastaligin siddetli oldugu bdélgelerde iirlin azaliginin

zaman zaman %>50-70 diizeylerine ulastig1 kaydedilmistir (Akgiil, 2008).

Bugday kok, kok bogazi ve sap ciirlikliigli hastaligi lilkemiz dahil diinyada
bugday tiretiminin yapildig1 hemen her bolgede yaygin olarak goriilen bir hastaliktir.
Ozellikle monokiiltiir hububat tarimmin yapildigi alanlarda topraktaki inokulum
yogunlugu zamanla artis gostermektedir. Hastalik yogunlugunun fazla oldugu
yerlerde hasadin ardindan inokulumun yaris1 toprakta kalmakta ve bu inokulum 2 y1l
siireyle topraktaki varligini siirdiirebilmektedir. Iklim, toprak kosullari, iiretim
yapilan bolgenin ekolojik ve cografi 6zellikleri hastalik yayginligini, hastalik siddeti
ve verim seviyelerini etkileyen en dnemli unsurlardir. Bunlarin yan1 sira o bélgedeki
irtin deseni, ekimi yapilan hububat cesitlerinin hastalia gosterdikleri tolerans
diizeyleri, giibreleme, toprak isleme ve fungusit kullanimi gibi faktorler de sozii
edilen olumsuzluklarin seyrinde dnemli rol oynamaktadirlar. Patojenle bulasik olan
bir alanda, bitkilerin enfeksiyona yakalanma olasiliklar1 ¢cok yiiksek olmakla birlikte
hastaligin seyri toprak ve bitkideki su potansiyeli ile yakindan iligkilidir. Kok ve kok
bogazindaki dokulardan ya da yeni kok taslaklarinin cikis yaptigi sirada olusan
kiigiik yirtiklardan baslayan enfeksiyonlar, hava sicakligi veya yagislara gore hastalik
siddetinin hangi diizeyde olacagini belirler. Ozellikle basak ¢ikis1 ve ciceklenme
asamasinda hava sicakligr yiiksek ve topraktaki su iceriginin diisiik oldugu
durumlarda bitkinin hastalik etmenlerine direncinin azalacagindan dolay:1 hastaligin

siddetli olabilecegi bildirilmistir (Cook, 1986; Akgiil, 2008).

Uygun kosullar bulundugu takdirde Fusarium tiirleri tarimsal {riinlerde,
tarladan veya bahgeden baslayarak islenip tiiketiciye gelinceye kadarki asamalarda
geliserek, gidalarda bozulmalara neden olmakta ve bazilar1 mikotoksin denilen toksik

maddeleri uretmektedirler.

Mikotoksinler, yem ve gida maddelerinde fungus tiirleri tarafindan sentezlenen

metabolizma liriinleri olup, bunlarla beslenen hayvan ve insanlarda latent, akut veya



kronik hastaliklara neden olan toksik maddelerdir. Bu mikotoksinler kanserojendir ve

bagisiklik sistemine zarar verir.

1960 yilinda aflatoksinin kesfinden sonra mikotoksinler yogun arastirilan bir
konu olmustur. Giiniimiizde 350 fungus tiiriiniin 400°den fazla mikotoksin tirettigi
bilinmektedir. Mikotoksin iireten kiif funguslarinin ¢ogunlugu Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Alternaria, Rhizopus ve Cladosporium cinsleri i¢inde yer

almaktadir (Tiryaki ve dig., 2011).

Ayrica Fusarium tlirlerinin neden oldugu hastaliklar son zamanlarda tarimsal
iretimde biiyiik problem olmustur. Bu nedenle bu funguslarin neden oldugu
hastaliklarin kontroliinde hizl1 teshis ve kontrol metotlarina ihtiyag¢ vardir (McMullen

ve dig., 1997: Clear ve dig., 2000).

Fusarium tirlerinin tan1 ve teshisinde geleneksel teshis metotlart makro ve
mikro morfolojik karakterler kullanilarak yapilmaktadir. Bu teshiste spor morfolojisi
kullanilmaktadir. Bu metot benzer morfolojik karakterdeki tlirler icin teghisi
zorlastirmaktadir. Ornegin F. graminearum ve F. pseudeograminearum tiirlerinin
ayirt edilmesinde spor morfolojisi bakimindan teshisi zor olmaktadir (Aoki ve
O’Donnell 1999). Son yillarda morfolojik teshis sisteminin problemleri molekiiler
teshis metotlar1 kullanilarak ¢oziilmeye c¢alisiimaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) Fusarium tiirlerinin teshisinde hassas ve hizli bir metottur. Bu teknikte tiire

6zgl primerler kullanilmaktadir (O’Donnell ve dig., 1998).

Ayrica Fusarium cinsi icersindeki tiirler dogada patojen, zayif patojen, saprofit
ve endofit 6zellikte bulunabilmektedirler. Endofitler, canli bitki dokularinda barman,
tibbi, zirai ve endiistriyel a¢idan potansiyel yeni dogal {iriin kaynagi ve goreceli
olarak calisilmamis bir mikroorganizma grubudur. Endofitler bitki dokularmin
icinde herhangi bir Oonemli simptoma neden olmadan yasayan organizmalardir
(fungus, bakteri, maya). Bu organizmalar, ksilem ve floem de dahil olmak iizere
bitkinin biitiin kisimlarinda bulunabilirler. Endofitlerin biiyiik ¢cogunlugu baslangigta
agaclardan izole edilmis ancak; ¢ali veya otsu bitkilerin bazilari da endofit varligi
bakimindan daha sonra incelenmistir. Endofitik funguslar giderek yararli biyolojik
aktivitelere sahip, yeni sekonder metabolitlerin kaynagi olabilecek ekolojik bir

mikroorganizma toplulugu olarak tanimlanmaya baglanmistir (Tejesvi ve dig., 2007).



Bugiine kadar biitiin bitki tiirlerinde bulunan fungal endofitlerin kimyasal
cesitlilikleri calisilmig, bu organizmalarin bu kadar ilgi toplamasina neden olan
biyolojik cesitlilikleri ¢alisilmamistir. Diinya iizerindeki 300 bin’e yakin bitkiden her
birinin, bir ya da daha fazla endofit i¢in konuk¢u olusturmasi dikkate degerdir. Bu
bitkilerden ¢ok azi endofit biyolojileri ile ilgili biitiiniiyle calisilmistir. Bu nedenle
farkli kosul ve ekosistemde yasayan sayisiz bitkiden yeni ve farkli endofitik

mikroorganizmalar bulmak o6nem arzetmektedir (Strobel ve Daisy., 2003).

Bir ¢ok arastirict endofitler icin genis ve kabul géren bir tanimlama yapmaistir;
(Bacon ve White, 2000) endofitik funguslar1 “bitkilerin canli i¢ dokularinda
kolonize olan ve herhangi bir olumsuz etki gostermeyen organizmalar” olarak
tanimlamislardir. Saglikli bitkilerin biinyesinde dogal olarak bulunan bu funguslarin
gerek bitkilerin soguk, sicak ve kurak gibi abiyotik faktorlere dayaniklilik
olusturmasina katkida bulunmalari, bitkinin gelisimini artirmalart ve gerekse
hastaliklara dayanikli yetistirilmeleri bu konuda yapilan ¢alismalarin diinyada artarak
devam etmesine neden olmustur. Bitki boyu, kardes sayis1 ve bitki agirligini artirarak
verimi artirict yondeki etkileri de bazi arastiricilarca ortaya konulmustur (Tunali ve

Kansu., 2012).

Bitki dokularinda endofitlerin bulunmasinin herhangi bir yan etkisinin
olmamasi1 bitki ile fungus arasinda simbiyotik ya da mutualistik bir iliskiye
odaklanilmasina yol agmistir. Ayrica endofitlerin biyogesitliligi ile ilgili gézlemler
endofitlerin etkin saprofitler ya da firsat¢1 patojenler olabildigini de gostermistir.
Bakteri ve funguslar en yaygin olarak bulunan endofitik mikroorganizmalardir.
Bitkilerde endofit olarak bulunan diger mikrobiyal formlar Mycoplasma,
Rickettsia ve Archae olarak goriilmektedir ancak bunlarla ilgili heniiz yeterli bilgi
bulunmamaktadir. En ¢ok izole edilen endofitler, funguslardir. Ancak baslangi¢
olarak bitkilerin biiyliikk cogunlugunun endofit ile etkilesimler yoniinden heniiz
calisilmamis olmast 6nemlidir. Dolayisiyla yeni cinsler, biyotipler ve tiirler iceren
yeni fungal formlarin elde edilmesi i¢in ¢aligilmamis ¢ok biiyiik sayida bitki tiirleri

olmast dolayistyla bu konunun biiyiik bir potansiyel oldugu diisiiniilmektedir.

Hawksworth ve Rossman, (1987)’nin bildirdigine gore, 1.5 milyon fungal
tiirden su ana kadar sadece 100 bini tanimlanabilmistir. Yeni kanitlar elde edildikce
tahmin edilen sayilar gittikce artmaktadir. Ornegin Dreyfuss ve Chapela, 1994

sadece endofit fungus tiirlerini en az 1 milyon olarak tahmin etmislerdir. Oyle



goriinliyor ki, endofitler genetik cesitliligin zengin ve giivenilir kaynagi olmakla

beraber daha 6nce tanimlanmamis bircok tiir icermektedir.

Endofitler, tip, tarim ve endiistri alaninda genis potansiyeli olan, biyoaktif ve
kimyasal madde olarak bol ve giivenilir bir kaynak sunan az arastirilmig bir
mikroorganizma  grubudur. Bu sinirsiz kaynak sunan az  anlasilmis
mikroorganizmalarla ilgili ¢aligmalar olduk¢a yeni baslamis olmasina ragmen, bu
alanda kesfedilecek organizma, ve onlarin yararli iriinlerinin umut verici biiylik

potansiyeli oldugu anlasilmaktadir (Tejesvi ve dig., 2007).

Buraya kadar bahsedilen bilgiler dogrultusunda bu yiiksek lisans tez ¢aligmast
ile F. equiseti tiiriine ait farkli agro-ekolojik bolgelerden ¢ogunlugu hububat olmak
tizere farkli bitki konukgularindan virulenslik 6zellikleri farkli (saglikli ve hasta
bitkilerden elde edilen) izolatlar bir araya getirilmistir. Calismada gerek farkli
konukc¢ulardan gerekse farkli virulenslik 6zellikleri olan F. equiseti izolatlarinin,
elde edilecek sonuglarin degerini artiracagi ve literatiirde ihtiya¢ duyulan bilgi

gereksinimini karsilayacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Molekiiler Yontemlerle Yapilan Calismalar

Mishra ve dig. (2002)’ nin yapmis olduklar1 calismada Fusarium spp.’nin morfolojik
diizeyde tiir teshislerinin zor oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle yaptiklari
caligmada bes toksigenik ve patojenik Fusarium spp.’nin (Fusarium avenaceum, F.
culmorum, F. equiseti, F. oxysporum ve F. sambucinum) hizli ve giivenilir tir
teshisine imkan saglayan floresan temelli PCR gelistirmiglerdir. Bu metot floresan
oligoniikleotit primerleri kullanarak tiire 6zgii DNA parcalarinin PCR ¢ogaltimina
dayanmaktadir. Bu metot ayrica bu Fusarium tiirlerinin kesin, giivenilir ve hizli
teshisini saglamakla birlikte diger bir avantaji ise etidyum bromiir gibi kanserojen
kimyasallar yerine floresan boyalarin kullanimi ile bu kimyasallara maruz kalma

potansiyelini azaltmaktadir.

Kosiak ve dig. (2005)’nin yapmis olduklari1 calismada ribozomal DNA’nin IGS
bolgesindeki varyasyon RFLP (Restriction fragment length polymorphisms)
profillerinin birlestirilmesiyle, F. equiseti’nin Fusarium cinsi igerisinde tiir igi
fenotipik temelli taksonomisini belirlemeye ¢alismislardir. Bu ¢alismada 25 izolat
Norveg’ten 2 izolatta Danimarka’dan temin edilerek toplamda 27 adet F. equiseti
izolat1 kullanilmistir. Tiim izolatlarin trichothecene analizi yapilmis ve IGS rDNA
cogalttmi CNL12 ve CNSI primeri kullanilarak saglanmistir. IGS rDNA 4 tane
enzim ile kesilmistir. (Avall, Cfol, EcoRI ve Sau3AI) RFLP bilgilerine dayanilarak
dort haplotip tespit edilmistir.

Chehri ve dig. (2011), Iran’in Kermanshah bélgesinden farkli lokasyonlardan
hastalikl1 kabakgil bitkilerinden toplam yiiz adet Fusarium izolat1 elde etmislerdir.
Yapilan morfolojik teshis sonucu bu izolatlar F. oxysporum, F. proliferatum, F.
equiseti, F. semitectum ve F.solani olarak belirlenmis ve bu izolatlar ile saglikli
kabakgil bitkileri iizerinde yapilan patojenite testi sonucu tiim izolatlarin hastalik
olusturdugunu belirlemislerdir. Ribozomal DNA (rDNA)’nin ITS bdolgesi ve RFLP

analizine dayanilarak bes Fusarium tiirii iki 6nemli gruba ayrilmistir. Bu calisma



sonucunda ITS+5.8S PCR-RFLP analizi kullanilarak Fusarium tiirlerinin varyasyonu

analiz edilmistir.

ITS bolgesi fungus DNA’sinin ¢ok genis dizilim bolgesidir. Funguslarda
rDNA-ITS ve rDNA-IGS bolgeleri rDNA’nin diger tekrar bolgelerine gore yiiksek
derecede farklilik gostermektedir (O’Donnel ve Gray, 1995; Depriest ve Been, 1992;
O’Donnel, 2000; Brasileiro ve dig., 2004).

Young-Mi ve dig. (2000)’nin yapmis olduklar1 calismada Fusarium cinsine ait
12 tiirlin genetik akrabaliklart rDNA’nin ITS bolgesi ITS1 ve ITS4 primeri
kullanilarak incelenmistir. ITS1/4 primeri ile ¢ogaltilan PCR iiriinleri yedi enzime
uygulanmigtir. RFLP bant profilleri belirlenmis ve karsilastirilmistir. RFLP analizine
dayanilarak bu 12 tiir 5 grup icerisinde toplanmustir.

F. equiseti icerisinde 3 farkli morfolojik tipin oldugun (Nelson ve dig. 1983)
tarafindan belirtilmis ve bunlar; birinci tipi kisa apikal hiicreli F. equiseti var.
bullatum Wollenw. olarak, ikinci tipi uzun apikal hiicreli sekli ile F. scirpi var.
filliferum olarak isimlendirilmis ve daha sonralar1 polifialid {izerindeki
mikrokonidilerinin belirlenmesi ile F. scirpi olarak isimlendirilmistir (Burgess ve
dig., 1985). Ugiincii tip ise F. equiseti ile cok benzer olan F. scirpi var. compactum’
dur. Ancak daha saglam ve giiclii konidilere sahip olmas1 ve izolasyon yapilan taze
kiiltiirlerde kirmizi renkli pigment olusturmasi nedeniyle F. compactum (Wollenw.)

Rallio. olarak tanimlanmistir (Gerlach ve dig., 1982).

Cekirdek ribozomal DNA tekrar1 hem yiiksek diizeyde korunmus genleri, hem
de ¢ok daha degisken bosluk (spacer) bolgelerini icermektedir. Biiyiik ve kiigiik alt
birim (large and small subunit) genlerinde bulunan korunmus dizilimler birbiri ile
uzak akraba funguslardaki iligkileri belirlemeye yonelik ¢alismalarda ¢ogunlukla
kullanilmaktadir (Gaudet ve dig., 1989; Bowman ve dig., 1992a; b; Bruns ve dig.,
1992). Bununla birlikte, ¢ok hizli bir sekilde evrimlesen bosluk bolgeler (spacer
regions) ise 0zellikle birbiri ile daha yakin akraba olan taksonlar arasindaki filogeniyi
ortaya koymada kullanigh araclar olmuslardir ki hem ITS (Internal Transcribed
Spacer) (Nazar ve dig., 1991; Baura ve dig., 1992; Lee ve Taylor, 1992; O'Donnell,
1992), hem de IGS (Internal Genomik Spacer) bolgeleri, funguslar ile ilgili

taksonomik ve evrim ¢alismalarinda bu amaclar i¢in kullanilmastir.



Lee ve Taylor (1992), kakao (Theobroma cacao) agaglarindaki kara kapsiil
hastaligina neden olan ve morfolojik olarak birbirine ¢cok benzeyen Phytophthora
palmivora, P. megakarya ve P. capsici tiirlerini iceren P. palmivora complex
seklinde isimlendirilen tiirler ile grup dist olarak P. citrophthora ve P. cinnamomi
olmak iizere 5 tiir arasindaki genetik farklilasmay1 ITS I ve ITS II bolgelerindeki
degisikliklere gore belirlemeye ¢alismiglardir. ITS1 ve ITS4 iiniversal primer ¢iftleri
kullanilarak ¢ogaltilan ITS bolgeleri, Rsal endoniikleaz enzimi ile kesildiginde, 5 tiir
acisindan tiir icinde herhangi bir ITS farklilasmasi1 goriilmezken, tiirler arasinda farkl
RFLP profilleri elde edildigi bildirilmistir. Benzer sonucun ITS dizi analizleri
sonucunda da elde edildigi belirlenmistir. Ozellikle P. citrophthora tiiriiniin kakao
agaclarindan elde edilen izolatlart ile turuncgil agaglarindan elde edilen izolatlarinin
farkli ITS dizileri elde edilerek birbirinden ayirt edilebildigi ve bu sonucun mtDNA-
RFLP profilleri ile de belirlenebildigi bildirilmistir.

Fusarium oxysporum kompleks ve Gibberella fujikuroi kompleks gruplari
icerisine giren Fusarium spp.’de, 1.2kb’lik ITS bolgesini igeren rDNA parcasinin
ITS2 bolgesinde iki farkli ortolog olmayan homoplastik parcanin oldugu
bildirilmistir (O'Donnell ve Cigelnik, 1997). Buna gore bu iki parcaya tip I ve tip II
ITS2 olarak isim verilmigtir ve ikisi arasindaki farkliligin dizileme analizine gore
%16,5 oldugu belirtilmistir. Arastiricilar, ITS2 bolgesinde ortaya cikan bu iki farkli
tipin fungularin evrimlestigi eski donemlerde tiirler arasi hibridizasyon (Xenolog
kaynakli) veya gen katlanmasi (duplikasyon, paralog kaynakli) yollarmin takip

edilmesi ile ortaya cikabilmis olabilecegini bildirmislerdir.

Baz1 oOkaryot organizmalarin 28S rRNA ve ITS bolgelerinin  benzer
karakteristik dizilim gosterdigi ve degisken bolgeler igerisinde kiiciik basit DNA
tekrar motiflerini ihtiva ettikleri bildirilmistir (Gonzalez ve dig., 1990).

Funguslarin fenotipik ve morfolojik 6zellikleri teshislerini zorlastirmaktadir.
Bu nedenle Fusarium teshisinde molekiiler biyolojik metotlarin kullanimi son
zamanlarda yayginlagmaktadir. Ribozomal DNA (rDNA)’nin tekrar iiniteleri gen
bolgeleri veya gen dist bolgeleri igerir. Her tekrar liniteleri 18S-5.8S ve 28S rDNA,
ITS ve IGS bélgelerinden olusur (Sekil 2.1.) (O’Donnell, 1992).
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Sekil 2.1. Ribozomal DNA gen bolgeleri

Bir cok arastirict  yapilan calismalarda ITS bolgesinin niikleotit dizilimi
Fusarium tiirlerinin teshisinde son derece kullanish oldugunu bildirmislerdir (Kim ve

dig., 1992; Mes ve dig., 1994; Min 1995).

Nakamura ve dig. (1998) DNA’daki polimorfizmi ortaya ¢ikarmada PCR-

RFLP analizi sekans analizi ile birlikte en kullanislt metot oldugunu belirtmislerdir.

Hemalatha ve Banu (2010), tarafindan RFLP parmak izi teknigi 1rk

karakterizasyonu i¢in en hassas metot olarak kabul edilmektedir.

Kim ve dig. (1993)’nin bildirdigine gore IGS bolgesinin PCR-RFLP analiz
metodu tlir i¢indeki irklarin kategorizasyonunda uygun bir metot olarak ortaya

cikmaktadir.

IGS RFLP analizi Fusarium tiirlerinin ayrimi i¢in bir ¢ok arastirict tarafindan
tercih edilmekte ve bu arastiricilar bu metotu karakterizasyon ve filogenetik
calismalar icin kullanigh bir molekiiler yontem oldugunu bildirmektedirler (Appel ve

Gordon 1996; Baayen ve dig., 1997).

Edel ve dig. (1997)’nin yapmis olduklar1 ¢alisma ile 87 izolattan 18 Fusarium
cinsine ait izolat ribozomal DNA’nin RFLP analizi ile tanimlanmigtir. PCR, ITS
parcalart ve 28S rDNA’nin degisen alanlart ¢ogaltimi igin kullanilmistir. 8 kesici
enzimle yapilan RFLP analizi sonucu 23 rDNA haplotipi tanimlanmistir. Birkag

Fusarium tiiriinde polimorfizm tespit edilmistir.

Demeke ve dig. (2005)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada bugday, arpa, yulaf,
misir ve cavdardan elde edilen Fusarium cinsi icerisinden toplam 148 izolatin (9
Fusarium avenaceum, 12 F.acuminatum, 7 F.crookwellense, 12 F.culmorum, 11
F.equiseti, 77 F.graminearum, 10 F.poae, 10 F.sporotrichoides) tiire 6zgii primerler
kullanilarak molekiiler teshisi yapilmistir. Ayrica bu izolatlarla trichothecene analizi
tox5-1/2 primeri kullanilarak yapilmis ve bu analiz sonucunda ¢ok Onemli

trihothecene iireten tiirler olarak F.culmorum, F.graminearum ve F.sporotrichoides
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tespit edilmistir. Tox5-1/2 primeri kullanilarak Kanada’ da yapilan bu ¢alismada 11

F.equiseti izolatindan sadece ikisinde bu genin bulundugu bildirilmistir.

Hestbjerg ve dig. (2002), kuzey Avrupa iilkelerinden Norveg¢, Almanya,
Danimarka ve Avusturya’dan elde edilen Fusarium culmorum (102) ve F. equiseti
(57) izolatlarinin fiirettikleri trikotesen cesitleri ve miktarlarinin hakkinda detayl
bilgiler vermislerdir. Buna gore 57 F. equiseti izolatindan sadece 8 tanesinin
trikotesen iirettigi bildirilirken, trikotesenlerden ise NIV, DAS, FX ve MAS {iretimi

gozlenmistir.

Nissen ve Vogel (1998), trichothecene sentez geninin (tri5) DNA diziliminden
gelistirilen primer ile Fusarium tiirlerinin trichothecene iiretim potansiyelleri analiz
edilmistir. Primer ¢ifti 64 Fusarium tiirii ve bunun yan1 sira fungus ve bakterilerden
elde edilen DNA’ lar kullanilarak test edilmistir. Elde edilen gen dizilimleri (tri5)’
nin yiiksek derecede benzerlik gosterdigi belirlenmis ve ilgili tiirlerin trichothecene
iretim yetenekleri literatiir bilgileri ile bagdastirilarak PCR gelistirilmistir. Fusarium
tirlerinin kontamine olmus tahillarda  trichothecene {iretimi TOX-5 primeri
kullanilarak belirlenmistir. 3 dakika denaturasyon, 95 °C’de ve sonra 38 dongii 30s
95 °C’de, 20 s 62 °C’de, ve 45s 72 °C’de, son uzama (final extension) ise 5 dakika
72 °C PCR kosullarinda F. equiseti olarak tiir teshisi dogrulanan izolatlarda,
trikotesen mikotoksinlerinin iiretiminden sorumlu ve toksin olusumunun birincil
basamagi olan 77i gen lokusu temelinde gelistirilen Tox5/1; 5°
GCTGCTCATCACTTTGCTCAG 3’ ve Tox5/2 5> CTGATCTGGTCACGCTCATC

3’ primer dizilimi kullanilmistir.

Marin ve dig. (2012)’nin yapmis olduklart c¢aligmada c¢esitli iklim
bolgelerindeki hububatlarda toksigenik tiir olan F. equiseti ve F. acuminatum
kullanilmistir. Bu ¢alismada Ispanya ve diger iilkelerdeki bugday ve arpadan izole
edilen F. equiseti ve F. acuminatumun’ un (EF-la) gen dizilemesi kullanilarak
filogenetik analiz yapilmistir. Buna gore elde edilen filogenilerde F. equiseti
izolatlarinin tip I ve tip I olmak iizere iki gruba ayrildigi, F. scirpi ise ayr1 bir grup
oldugu bildirilmistir. Tip I ve tip II gruplar igerisindeki F. equiseti izolatlarinin
tiirdes (homogeneous) olduklar1 ve tiir i¢i farklilasmanin ¢ok diisiik diizeyde oldugu
bildiriliken, F. scirpi grubu igerisindeki izolatlarda degiskenligin yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Ayrica olusan gruplarda konukg¢u etkisinin olmadigi ve Kuzey ve

Gliney Avrupa F. equiseti izolatlarimin iki filogenetik grup icerisinde dagilim
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gosterdigi tespit edilerek cografik dagilimin da filogeni iizerinde etkisinin olmadigi
bildirilmistir. Ispanya izolatlarinda, Tip A ve Tip B trichothecenenin iiretimi
multitoksin analiz metodu kullanillarak deoxynivalenol, nivalenol ve diger
trichotheceneler belirlenmis ve Giiney Avrupa i¢in toksin kontaminasyonu onemli

risk olarak degerlendirilmistir

Liorens ve dig. (2006)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada toplam 75 Fusarium
cinsine ait izolat (35 Gibberella fujikuroi, 26 F. oxysporum, 7 F. graminearum, 5 F.
culmorum, 1 F. cerealis ve 1 F. poae) farkli konukculardan morfolojik, fizyolojik ve
genetik olarak karakterize edilmistir. Morfolojik karakterizasyon makroskobik ve
mikroskobik goriinlise gore yapilmis olup fiziksel karakterizasyon ise izolatlarin
fumonisin B1 (FB;) fumonisin B2 (FB,) zearalenone (ZEA) ve tip B trichothecenes
(deoxynivalenol, nivalenol ve 3-acetyldeoxynivalenol) iiretebilme durumlarina gore
yapilmustir. izolatlarin molekiiler karakterizasyonu ise rfDNA’min IGS bdlgesinin
PCR-RFLP metodu ile yapilmistir. Calismanin sonucunda G. fujikuroi izolatlarinin
diisiik ve yiiksek fumonisin iireticileri olmak iizere ayrilabilecegi bildirilmis ayrica
G. fujikuroi izolatlarinin farkli konuk¢u ve fumonisin iiretim kapasitelerine gore
haplotipleri Hhal, EcoRI, Alul, Pstl ve Xhol enzimleri kullanilarak gruplandirilmastir.
Fakat enzim uygulamasindan sonraki sonuglara gore IGS bolgesinde izolatlarin
cografik orijinleri ile herhangi bir iliski goriilmemistir. F. graminearum, F.
culmorum ve F. cerealis izolatlan yiiksek ZEA ve tip B trichothecenes iireticisi iken

F. oxysporum ve G. fujikuroi izolatlarinda bu iiretimin goriilmedigi bildirilmistir.

Jurado ve dig. (2005)’nin yapmis olduklart calismada, Fusarium
graminearum, F. culmorum, F. poae, F. sporotrichioides ve F. equiseti ile bulasik
hububat tohumlarinda onemli derecede trichothecenes, zearalenone ve diger
mikotoksinler i¢in kaynak olusturdugu ve bu mikotoksinlerin insan ve hayvanlarda
Oonemli hastaliklara neden oldugunu vurgulamislardir. Ayrica bu tiirlerin Fusarium
basak yanikligi hastaligina neden oldugu ve bu hastaligin da hububat alanlarinda
onemli kayiplara yol agtigt ve bu tiirlerin erken teshisi ile gidalara toksin

bulagsmasinin engellenebilecegini bildirmislerdir. Bu nedenle bu tiirlerin teshisi i¢in

2.2. Endofit Funguslarla Yapilan Calismalar

Endofitik mikroorganizmalarla ilgili calismalar Diinya’da da 1990’11 yillarda

baslatilmistir. Baslangigta yalnizca Poaceae familyasina bagli yabani graminaelerde
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Clavicipitaceae familyasinda bulunan Neotyphodium ve Acremonium cinslerine ait
funguslar iizerinde ¢alismalar yogunlagmistir. Ancak daha sonraki yillarda tek yillik
kiiltlir bitkileri ile odunsu bitkilerde de caligmalar yapilmistir. Bu konuda yapilan
caligmalar diinyada da oldukca yenidir. Bugday bitkisinde ancak bir iki calisma
yapilmis olup calismalar endofitlerin saptanmasindan Oteye gidememistir. Diger
yandan, Amerika Birlesik Devletlerinde 2003 yilindan beri kiiltiir bitkilerinden elde
edilen (Tipll) endofitlerin kiiltiir bitkilerinde hastalik ve zararlilara kars1 olusturdugu
dayaniklilik iizerine yapilan calismalar artis gostermektedir. Bu artista ilach

miicadelenin olumsuz etkileri 6nemli rol oynamistir.

Degisik bitkilerde endofitik funguslarla yapilan caligmalarda, bitkilerin besin
aliminda ve performansindaki gelismelerde endofitik funguslarin fitohormonlar,
siderofor ve fosfor baglama ile iliskili enzimlerin iiretimini yogun bir sekilde
sagladigr ve bununla kuvvetli iliskili oldugu ortaya konulmustur (Gassoni ve dig.,

1997; Barthoni ve dig., 2001; Khan ve dig., 2001; Obledo ve dig., 2003).

Yine bazi arastiricilar konukcuda endofitlerin bir antagonistik denge
olusturduklarin1 ve kosullara bagli olarakta mutualistik etkileri oldugunu

bildirmektedir (Schulz ve Boyle, 2005; Donoso ve dig., 2008).

Brezilya’da yapilan bir calismada arastiricilar orkide bitkilerinde bir Alternaria
sp. ile bir F. oxysporum izolatinin kuvvetli antibakteriyel aktivite gosterdigini yine
Fusarium spp.’ninde aralarinda bulundugui bazi endofitik funguslarin patojenik
mayalara kars1 antimikrobial aktiviteleriyle hastaligin dnlenmesinde rol oynadigini

saptamiglardir (Vaz ve dig., 2009).

Tunali ve Kansu (2010), bugdayda endofitik Fusarium tiirlerini incelemis,
saglikli bitkilerden F. oxysporum’un en fazla izole edildigini bunu F. equiseti nin
izledigini saptamistir. Yaptiklar: patojenite testlerinde ise F. acuminatum, F. equiseti,
F. oxysporum, F. solani gibi tiirlere ait izolatlarin kontrolle ayn1 grupta yer aldigin
bitkide hi¢ hastalik olusturmadigini, F. equiseti, F. graminearum, F. oxysporum ve
F. solani’nin bazi izolatlarinin ise diisiik diizeyde hastalik olusturdugunu, pozitif
kontroldeki patojen Fusarium spp.’nin ise tamamen ayr1 bir grupta yer aldigini tespit

etmislerdir.

ABD de 2003 yilinda Amerikan Fitopatoloji Derneginin Biyolojik Miicadele

Komitesi bir teklif yaparak her yil endofitlerle ilgili bir sempozyum organize
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edilmesine karar vermis ve 2005 yilinda “Biyolojik Miicadele I¢in Acil Bir Arag”:
Endofitler baslig1 altinda Austin, Teksas’ta sempozyum yapilmistir. Sempozyumdan
daha sonra ayni isimle yapilan bir yayinda (Backman ve Sikora, 2008) faydali
mikroorganizmalarin bitkide bulundugunda bu endofit ile bitkideki dayaniklilik
mekanizmalart arasindaki iliskinin calisilmast gerektigi vurgulanmistir. Yine ayni
yayinda endofitlerin bitki bilinyesinde bulunmasi ile bitkinin bu fungal kitlenin
varligindan dolay1 enerji kaybettigini ancak mikroorganizmaninda bu zarar1 6nlemek
icin bitki sagligini gelistirmesinin karsiliklt bir mutualistik iliski oldugunu ifade
etmiglerdir. Sonucta her bir hektar arazide endofit inokulumun cogaltilip bitkiye
verilmesi geleneksel pestisitlere alternatif oldugunda biyoteknoloji endiistrisi cazip

konuma gegebilecektir.

Ancak endofitik funguslarla ilgili calismalar baslangicta daha cok yabani
bugdaygillerde (Poaceae familyas: bitkileri) bulunan Clavicipitaceae familyasina
bagli bazi fungus tiirlerinde yogunlasmisti. Bazi kaynaklar bu endofitleri Tip I
Endofit olarak isimlendirmistir. Kiiltiir bitkilerinde endofitik olarak bulunan
funguslarla ilgili calismalar oldukg¢a yeni sayilabilir. Bu endofitler ise Tip II olarak
isimlendirilmistir. Bu c¢er¢evede bugdayda kok ve kok bogazi hastaliklarina
endofitlik  Fusarium spp.’nin etkileri konusunda diinyada bir calismaya
rastlanmamistir. Yapilan bir calismada bugday saplarinda F. culmorum ve F.
graminearum’un  sporulasyonunu bugdaygillerden izole edilen saprofitik
organizmalardan Clonostachys roseae’in izolatlarinin sirasiyla %85-99 ile %100
oraninda azaltti1, F. equiseti’ nin birka¢ izolat1 ile Chaetomium globosum ve
Epicoccum nigrum’un birer izolatininda spor sayisinda yiiksek oranda diisiise neden
oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 arastiricilar tarlada yaptiklar: denemelerde ise misir
bitkisinde tarlada F. verticillioides, F. proliferatum ve F. graminearum un
kolonizasyonunu en iyi C. rosea’nin azalttiint ve musir koganlarinda F.
graminearum‘un  kolonizasyonunu da  Clonostachys rosea, Cladosporium.
cladosporoides ve F. equiseti’nin azalttigin1 ortaya koymusalardir (Luongo ve dig.,

2005).

Yapilan bir arastirmada, yabani bugdaygillerde endofitik olarak bulunan
Neotypodium spp. ve Acremonium spp.’nin in vitro sartlarda kék ve kok bogazi
patojenleri, Bipolaris sorokiniana, F. graminearum, F. culmorum, Rhizoctonia

cerealis ve Gaumonnamyces graminis tritici etmenlerinin petrideki gelisimini

14



kontrole oranla %10.8 ila %97.8 oraninda gerilettigi belirtilmistir (Tunali ve

Marshall, 2000).

Celtik bitkilerinde fungal saprofitler ve endofitik olarak gelisen potansiyel
patojenlerin ortaya konulmasi amaciyla yapilan bir calismada saprofit olarak
Alternaria alternata, Epicoccum purpurescens’in bitki yapraklarinda kolonize
oldugu F. equiseti, F. oxysporum ve Phoma sorghina’nin ise higbir hastalik belirtisi
olusturmadan bitki biinyesinde bulundugu saptanmistir. Kurak sartlarda kolonize
olan endofitlerin nemli sartlara oranla farkliliklar gosterdigi de bu calismada ortaya

konulmustur (Fisher ve Petrini, 1992).

Baz1 endofitik funguslarin, bir hastalik belirtisi olusturmadan latent olarak
bitkide bulunabildigi ve daha sonra bitki dokularinda bir zayiflama oldugunda
hastalik olusturdugu fakat pek cok endofitin tamamiyla bitkiye zararsiz olup hastalik
olusturmadigi aksine bitki ile karsilikli bir fayda olusturdugu belirtilmistir (Lodge ve
dig., 1996).

Bir calismada, Klein Centaura, Klein Dragon ve Buck Ombu bugday
cesitlerinde bulunan endofitik funguslarin analizi yapilmig, bunun icin 450 bugday
yaprak Ornegi kullanilmistir. Bu ¢alismada epifitik funguslar1 elemine etmek igin
%100 liikk NaOCIl de 1.5 dakika siireyle yapraklar tutulup sonra iki kere steril saf suda
calkalanip %2’lik PDA bulunan petrilere yerlestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
Fusarium spp.’nin de dahil oldugu 19 endofitik fungus tiirii saptandigi bildirilmistir
(Larran ve dig., 2002).

Guyana ormanlarinda, endofitik Colletotrichum izolatlar1 ile yapilan bir
caligmada konukguya 6zellesme meydana gelmedigi ve izolatlar arasinda da 6nemli

bir genetik farklilik bulunmadigi belirtilmistir (Lu ve dig., 2004).

Endofitik funguslarin metabolit iiretimleri ve genotipik farkliliklari iizerine
yapilan bir ¢alismada Cylindrocarpon destructans ve Heliscus lugdunensis tiirlerine
ait 49 izolatin RAPD PCR ile analizi ile rDNA-ITS sekanslar1 yapilmis ve dogal
metabolit iirlinlerle izolatlarin genetik dagilimlar1 arasinda pozitif bir iliski oldugu

saptanmustir (Seymour ve dig., 2004).

Nohut bitkilerinde endofitik Fusarium spp.’lerin patojenik karakterizasyonu ve
tanilanmas1 konusunda Rodrigues ve Menezes (2006), yaptiklari ¢aligmada, endofitik

olarak F. semitectum, F. equiseti, F. oxysporum, F. solani, F. anthophilum, F.
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sporotrichoides, F. moniliforme ve Fusarium spp.’yi saptamislar, patojenite
calismalarinda bu tiirlerin hi¢ birisinin patojen olmadigini iclerinde Fusarium spp.

bulunsa da bu tohumlarin saglikli kabul edilmesi gerektigini belirtmislerdir.

Saglikli cavdar bitkilerinin rizosferlerinden elde edilen iki F. culmorum izolati,
bitkilerin kdk bolgelerine inokule edilip, 2 giin sonra patojen uygulandiginda
kontrole nazaran hastaligin %86’dan %7.45 ve %7.62°ye geriledigi ortaya
konulmustur. Ayrica, F. culmorumun ayni izolatinin 42 gilin sonunda bitkinin yas
agirhginda %30 artis sagladigi da saptanmistir. Ancak bu izolatin kitini hidrolize
edemedigi ve demir i¢in patojenle rekabete giremedigi de ortaya konulmustur

(Jaroszuk-Scisel ve dig., 2008).

Lee ve dig., (2009) endofit F. verticillioides musir rastif1 etmeni Ustilago
maydis ile nasil etkilesime girdigini ve sonuglarini incelemistir. Bu ¢alismada es
zamanli olarak misir fidelerine endofit F. verticillioides ve patojen U. maydis inokule
edilmistir ve hastalik siddeti ve bitki gelisimi degerlendirilmistir. Endofit F.
verticillioides ve patojen U. maydis birlikte inokule edildiginde hastalik siddetinde
Oonemli diizeyde azalma ve bitki gelisiminde hastalikli olanlara oranla artis
gozlenmistir. Kontrolde ise sadece endofit F. verficillioides kullanilmis ve bitki

gelisimine ol¢iilebilir bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Rodrigues ve Menezes., (2006) yaptiklar1 ¢aligmada ilk olarak bogriilce (Vigna
unguiculata) tohumlarindan blotter yontemiyle elde ettikleri Fusarium 6rneklerinin
morfolojik teshisini yapmislardir. Teshis sonucunda F. semitectum, F. equiseti, F.
oxysporum, F. solani, F. anthophilum, F. sporotrichioides, F. verticillioides ve
Fusarium sp. tiirlerinin icerisinde en yaygin olarak F. semitectum izole etmiglerdir.
Higbir tiir hassas boriilce ¢esidinde (BR 17-Gurgueia) patojenik olmazken sadece
kontrol olarak kullanilan F. oxysporum f. sp. tracheiphilum ayni gesitte ayni ¢evre

sartlarinda sararma, vaskiiler solgunluk ve 6liim simptomlar1 gostermistir.

Tunali ve Kansu., (2012) yaptiklar1 calismada saglikli bugday 6rneklerinden F.
oxysporum, F. acuminatum, F. solani, F. subglutinans, F. dimerum, F. equiseti, F.
poa tiirlerini izole etmislerdir. Bu endofit tiirler arasinda en yaygin olan iki tiiriin
sirastyla F. oxysporum, F. acuminatum olduklarini bildirmislerdir. Diger taraftan
hasta bitkilerden F. equiseti, F. solani, F. avenaceaum, F. poa, F. dimerum, F.

graminarum izole etmislerdir. Bu tiirler arasindan en yaygin olanlarini ise sirasiyla F.
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equiseti ve F. dimerum olarak bildirmislerdir. Endofit Fusarium tiirleri ile yaptiklari
patojenite testlerinde ise hicbir endofit tiiriin patojen olmadigin1 ve bazi izolatlarin
ise bitki boy ve agirligin arttirdigini kontrolde patojen olarak kullamilan F.

pseudograminearum’un ise siddetli hastalik olusturdugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Fungal Materyal

Tez calismasinda kullanilacak fungal materyal, F. equiseti’nin farkli agro-
ekolojilerden (Sekil 3.1.), farkli bitki konukgularindan olmak {izere hastalikli ve
saglikl1 bitkilerden izole edilmis olup, Ondokuz May1s Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Mikoloji  Laboratuarindaki -86 °C derin dondurucuda saklanan fungus
koleksiyonundan temin edilmistir. Fungal izolatlar %15°lik gliserol igeren cryo
viallerden Patates Dekstroz Agar (PDA) iceren petri kaplarina asilanarak aktif hale

getirilmigtir. Fungal izolatlara ait bilgiler Cizelge 3.1.” de verilmistir.

o ORNEK ALINAN ILLER

B <aaoestzooicest [ %?::“ NADOLU xuzs_;gocu ANADOLU

MARMARA BOLGES AKDENIZ BOLGES! DOGU ANADOLY

= == BOLGES!
KUZLY ANADOLU GUNEYDOGU » o W 130 W0 M0
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Sekil 3.1. Tiirkiye agro-ekolojik bdlgeler ve 6rnek alinan iller (URL-3)
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3.1.2 Cahsmada Kullanilacak Laboratuvar Ekipman ve Materyalleri

Tez caligmasinin fungal materyalleri disinda kalan tiim laboratuvar arag, gere¢ ve
ekipmanlari diger caligma materyallerini olusturmaktadir. Basta fungal izolatlara ait
daimi kiiltiir koleksiyonunun yer aldigi -86 °C derin dondurucu ve gegici kiiltiirlerin
muhafaza edildigi +4 ve -20 °C buzdolaplari, fungal kiiltiirlerin gelistirilmesi i¢in
kullanilan sogutmali ve 151kl1 inkiibator, morfolojik karakterizasyonda kullanilan 151k
mikroskoplari, DNA ekstraksiyonu ve PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
uygulamalari i¢in kullanilan santrifiijler, liyofilizator, thermal cycler ve elektroforez
iiniteleri ile tiim el gerecleri ve sarf malzemeleri (mikropipetler, bistiiri, 6ze, sise,

erlenmayer vb.) calismanin diger materyalleridir.

3.2 Yontem

3.2.1 izolatlarin Tek Spor izolasyonu

Derin dondurucuda -86 °C’de %15 gliserol ve egik agar igerisinde +4 °C’de
bulunan fungal izolatlardan kii¢lik agar parcalar1 igerisinde patates dekstroz agar
(PDA) bulunan petrilere asilanmistir. Burada gelisen izolatlardan kiigiik bir parga
alinarak steril ependorf igerisine aktarilmistir. Daha sonra ependorf igerisine steril su
ilave edildi ve vorteks islemi yapildi. Bu islemden sonra ependorf igerisinden
yaklagik 40-50 pl alinarak su agar ortamina (WA) aktarildi. Su agrada 24 saatte
c¢imlenen fungal sporlardan bir tanesi 151kli mikroskop altinda alindi ve igerisinde

sentetik nutrient agar (SNA) bulunan petride gelismeye birakilmistir.

3.2.2 izolatlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Sentetik nutrient agar (SNA) ortaminda gelistirilen izolatlarin 151k mikroskobu
kullanilarak  konidi morfolojisi ve petrideki pigmentasyonu goz Onilinde

bulundurularak morfolojik karakterizasyonu yapilmistir.

3.2.3 Fusarium equiseti Izolatlarimn Tiire Ozgii Primerle Molekiiler

Teshislerinin Yapilmasi

3.2.3.1 DNA ekstraksiyonu

DNA izolasyonlari, tek spor kiiltiirleri hazirlanip koleksiyona alinan kiiltiirlerden

yapilmistir. Fungus DNA’s1 izolasyonu i¢in misellerin ¢cogaltilmasinda PDA (Potato
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DExtrose Agar) ve PDB (Potato Dextrose Broth) ortamlari kullanilmistir. Tek spor
izolatlar1 PDA veya PDB’da 23°C’de 12 saat 151k 12 saat karanlik periyot
kosullarinda tutularak misel tretimleri yapilmistir. Cogaltilan miseller 6nce
stiziilerek 2 ml’lik viallere konulmus, daha sonra liyofilizatore konulup, 24 saat
liyofilize edildikten sonra vialler icinde kuruyan misel kitlesi steril ¢ubuk ile ezilip
toz haline getirilmistir. Daha sonra 1.5 ml’lik ependorf tiipler icindeki 700 pl DNA
ekstraksiyon soliisyonu I (Soliisyon I: 200mM Tris-HCI, 250 mM NaCl, 25 mM
EDTA) icine aktarilarak soliisyonun misel tozunun her yerine islemesi icin
karistirilmis ve 2000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra {istte toplanan 90 pl
stvi, 10 pl ekstraksiyon soliisyonu IT’yi (Soliisyon II: %5 SDS) iceren temiz bir tlipe
aktarilmistir. Soliisyon II icinde tiipler 65 °C’ de bir saat inkiibe edildikten sonra
3500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustte toplanan sividan 40 pl alinarak,
100 pl etanol igeren temiz bir tiipe aktarilip yavasca karistirilarak, daha sonra 2000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilip etanol bosaltilarak kurumaya birakilmistir. Kuruyan
DNA ultra saf su (miliQ) i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve nano-drop (Implant) ile DNA
konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra PCR ¢ogaltimi i¢in hazir hale getirilmistir

(Obanor ve dig., 2010).

;g};lq/ o

Sekil 3.2. Calkalayici lizerinde PDB’da gelisen Fusarium equiseti izolatlart

3.2.3.2 Molekiiler diizeyde tiire 6zgii primer ile Fusarium equiseti izolatlarmin

teshisi

Fusarium equiseti izolatlar1 PCR kullanilarak molekiiler diizeyde tiire 6zgii primerle
tanimlanmistir. PCR, 96-kuyulu platelerde toplam 25 pL hacimde PCR reaksiyon
karisimi hazirlandi. PCR karisiminda kullanilan kimyasallarin igerikleri; 7ag DNA
polimeraz; 5 {inite/pl igerisinde 20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM KCI, 0.1 mM
EDTA, 1 mM DTT , 10X buffer; 100mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, MgCl, 25
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mM. Buna gore her izolat icin bir ependorf tiipline 12,1 pl distile su, 2,5 pl 10X
buffer, 0,5 ul ANTP, 2,5 ul MgCly, 1 pl forward oligonucleotide primer, FEF1 5°-
CATACCTATACGTTGCCTCG - 3°, 1 pl reverse oligonucleotide primer FER1 5’
— TTACCAGTAACGAGGTGTATG — 3’ ve 0,4 ul Tag DNA polimeraz kullanilarak
karisim hazirlanmistir. Hazirlanan karisim PCR tiiplerine esit sekilde dagitilmistir.
Daha sonra izolatlara ait 5 pl DNA ilave edilmistir. DNA amplifikasyonu (Therma
Elevtron Chorporation PX2) Thermal Cycler kullanilarak Ilk denatiirasyon 95 °C’de
1 dk ve sonra 25 dongii olmak iizere denatiirasyon 94 °C’de 1 dk, baglanma
(Annealing) 58 °C’de 30 saniye, uzama 72 °C’de 1 dk, son uzama (final extension)

72 °C’de 7 dk ve bekleme + 4 °C olarak gerceklestirilmistir (Mishra ve dig., 2003).

3.2.3.3 Molekiiler teshisleri yapilan izolatlarin trikotesen iiretiminden sorumlu

Tri geni bulundurma durumunun belirlenmesi

Fusarium  equiseti olarak tiir teshisi dogrulanan izolatlarda, trikotesen
mikotoksinlerinin liretiminden sorumlu ve toksin olusumunun birincil basamagi olan
Tri gen lokusu temelinde gelistirilen Tox5/1; 5> GCTGCTCATCACTTTGCTCAG
3> ve Tox5/2 5 CTGATCTGGTCACGCTCATC 3’ primer dizilimi kullanilmstir.
Toplam 25 pl hacimde PCR reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Buna gore her bir
izolat i¢in bir ependorf tiipe 12,8 ul distile su, 2,5 pl 10X buffer, 0,5 ul ANTP, 2,5 ul
MgCly, 1,5 pl forward oligonucleotide primer, 1,5 pl reverse oligonucleotide primer
ve 0,7 ul Tag DNA polimeraz kullanilarak karisim hazirlanmistir. Hazirlanan karisim
PCR tiiplerine esit sekilde dagitilmistir. Daha sonra izolatlara ait 3 pl DNA ilave
edilmistir. PCR kosullari, ilk denatiirasyon 95 °C’de 3 dk, ve sonra 38 dongii olmak
iizere denatiirasyon 95 °C’de 30 saniye, baglanma (Annealing) 62 °C’de 20 saniye,
uzama 72°C’de 45 saniye, son uzama (final extension) 72 °C’de 5 dk ve bekleme + 4

°C olarak gergeklestirilmigstir (Demeke ve dig., 2005).

3.2.3.4. F. equiseti izolatlarimin ITS-RFLP yontemi ile genetik polimorfizminin

belirlenmesi

Tiire 6zgii PCR uygulamas ile tiir teshisleri dogrulanan toplam 49 izolatin, genetik
polimorfizminin belirlenebilmesi i¢in yaklasik 570 bp uzunlugundaki bélgesi ITS1 5'
- TCCGTTGGTGAACCAGCGG - 3' ve ITS4 5' - TCCTCCGCTTATTGATATGC
-3" primer c¢ifti kullanilarak ¢ogaltilmistir. Toplam 25 pl hacimde PCR reaksiyon

karisimi hazirlanmistir. Buna gore her bir izolat icin bir ependorf tiipe 12,5 pl distile
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su, 2,5 pl 10X buffer, 0,5 ul ANTP, 4 pul MgCl,, 1 pl forward oligonucleotide primer,
1 pl reverse oligonucleotide primer ve 0,5 pul 7ag DNA polimeraz kullanilarak
karisim hazirlanmistir. Hazirlanan karisim PCR tiiplerine esit sekilde dagitilmistir.
Daha sonra izolatlara ait 3 pl DNA ilave edilmistir. PCR kosullari, ilk denatlirasyon
94 °C’de 5 dk, ve sonra 35 dongii olmak {izere denatiirasyon 94 °C’de 1 dk,
baglanma (Annealing) 56 °C’de 1 dk, uzama 72°C’de 1 dk, son uzama (final
extension) 72 °C’de 7 dk ve bekleme + 4 °C olarak gerceklestirilmistir (Chehri ve
dig., 2011).

Fusarium equiseti izolatlarinda ¢ogaltilan ITS bolgesi, EcoRI, Sphl, Haelll,
Sau3Al, Ddel, Hincll ve Cfol endoniikleaz enzimleri ile iiretici firma taratindan
verilen kosullar kullanilarak kesilmis ve elde edilen bant profilleri 100 bp’lik DNA
ladder yardimu ile Slgiilerek kaydedilmistir.

Her bir bant profili (1) ve (0) seklinde skorlanarak, veri matriksi elde edilerek
benzerlik matriksi c¢ikartilmigtir. Daha sonra elde edilen veriler UPGMA
(unweighted pair grop method with arithmetical mean) cluster analizine tabi

tutularak (Romesburg, 1994), F. equiseti izolatlar1 arasindaki iliski analiz edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Bulgular

4.1.1 izolatlarm Morfolojik Teshisi

Daha onceki yillarda izole edilip koleksiyonda egik tiipte +4 °C’de ve cryo viyal
igerisinde -86 °C’de derin dondurucuda bulunan tiim F. equiseti izolatlart SNA
(Synthetic Nutrient Agar) ortaminda gelistirilmistir. Besi ortaminda gelisen tiim
izolatlarin konidi morfolojisine gore tek spor izolasyonlar1 yapilmistir. Besi
ortaminda gelistirilen 120 izolattan 85 izolat konidi morfolojisine goére yapilan

mikroskobik teshis sonucu F. equiseti olarak belirlenmistir.

4.1.1.1 Fusarium equiseti’nin morfolojik ozellikleri

PDA besi ortaminda hizli gelisen, kahverengi, yogun ve ayn1 zamanda sert dokulu
bir miselyum ve petrinin tersinden bakildiginda turuncu veya daha koyu renkte
sporodochiumlar meydana getirmektedir. Fungusun 24 °C’de 10 giinliik inkiibasyonu
ile koloni ¢ap1 70 mm’yi asabilmektedir. Onceleri beyaz renkte gelismeye baslayan
miselyum sonralart kahverengine doniismektedir (Sekil 4.1). SNA’da gelisen
kiiltiirlerde uzun ve egik makrokonidilerde apikal hiicre, kendinden Once gelen
hiicreden (penultimate cell) oldukca uzun ve kivriktir. Makrokonidilerin diger
ucunda yer alan ayak hiicreleri bariz bir sekilde ayirt edilebilmektedir. (Sekil 4.3-4.4)
Ortalama makrokonidi boyutlar1 42-48 pm olarak Ol¢iilmiistiir. Klamidosporlar
kahverengi, kalin duvarli ve zincir formundadir (Sekil 4.3) (Booth, 1977)
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Sekil 4.1. Fusarium equiseti’nin PDA ortaminda gelisimi

Sekil 4.2. Fusarium equiseti’nin PDA ortaminda gelisimi
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Sekil 4.3. Fusarium equiseti’nin makrokonidi ve klamidosporlari

Sekil 4.4. Fusarium equiseti nin makrokonidileri

4.1.2 izolatlari molekiiler teshisi

Konidi morfolojisine gére mikroskobik morfolojik teshisi yapilan 85 adet F.equiseti
izolat1 tiire 6zgii primer kullanilarak PCR metoduyla molekiiler teshisi yapilmis ve
60 izolat F.equiseti olarak belirlenmistir. Mishra ve dig. (2002)’nin yapmis olduklar1
calismada oldugu gibi jel goriintiilemesi sonucunda yaklasik 390 bp’da bant
goriilmiistlir. Molekiiler teshisleri yapilan bu izolatlar arasindan 6rnekleme yapilan
illerde ki ozellikle bugday ekilis alani, konukcu tiirli ve izolatlarin patojenik
ozelliklerine gore 49 adet izolat farkli agro-ekolojik bolgelerden secilmistir. Secilen

bu izolatlar tezin fungal materyalini olusturmaktadir (Cizelge 3.1).
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M E25 E28 E43 E45 E38 E57 E20 E19 E51 E56 209 180 E7 E68

E6 E4 E46 229 E31 143 E15 E13 E72 E73 258 E44 ES9 -

Sekil 4.5. FEF/ FER Primeri PCR sonucu

225 E23 151 ES8 180 209 E7 83 265 E21

M 307 255 E18 E66 E81 E82

Sekil 4.6. FEF/ FER Primeri PCR sonucu
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M E11 346 155 FE44 205 306 160 237 310 E18 E15 E72 E73 Ref104

Sekil 4.7. FEF/ FER Primeri PCR sonucu

4.1.3 Molekiiler teshisleri yapilan izolatlarin trikotesen iiretiminden sorumlu 7ri

geni bulundurma durumunun belirlenmesi

Fusarium  equiseti olarak tir teshisi dogrulanan izolatlarda, trikotesen
mikotoksinlerinin iiretiminden sorumlu ve toksin olusumunun birincil basamagi olan
Tri gen lokusu temelinde gelistirilen Tox5/1; 5> GCTGCTCATCACTTTGCTCAG
3> ve Tox5/2 5 CTGATCTGGTCACGCTCATC 3’ primer dizilimi kullanilmigtir.
PCR uygulamasinin sonucunda toplam 49 adet izolattan 20 tanesinde trikotesen
tiretiminden sorumlu 77i genlerinin bulundugu belirlenmistir. Demeke ve dig.
(2005)’nin bugday, arpa, yulaf, misir ve c¢avdardan elde edilen Fusarium cinsi
icerisinden toplam 148 izolatla yapmis olduklari calismada 11 adet F. equiseti
izolatindan sadece 2 tanesinde bu genin var oldugunu bildirmislerdir. 7ri gen lokusu
bulunan izolatlarda, izolatin patojenik karakteri ve konukgu tiiriiniin etkili olmadig
kanisina varilmistir. Trikotesen {iretim potansiyeli bulunan izolatlar; HOOW127-1K2,
HO9W103-5K2, HO9OW39-3K1, En63-1, S012W7-1B1, HO12W26-1K1, S010B28-
3K1, HO10R29-1B1, SO9W78-5K1, 09-20, HOOW5-3K 1, HO9W145-5K2, HO10A30-
3B2, HO9OWS-2K1, HO9WS53-1K1, HO9W14-5B3, S09W13-Y2, HO10W37-2K1,
S012W20-2K 1, HO12W22-2K2. Izolatlara bakildiginda farkli konukgulardan izole
edildigi ve farkli patojenik karakterde (endofit, patojen) olduklar1 goriilmektedir.
Trikotesen tretiminden sorumlu genin, izolasyon yapilan farkli konukgularda ki
izolatlarda bulunmast konukcuya gore farklilik gostermedigi kanisina varilmasina
neden olmustur. Ayrica saglikli bitkilerden izole edilen izolatlarda da bu genin
bulunmasi izolatin patojenik karakteri ile bu genin bulunmasinda herhangi bir iliski
olmadig1 kanisina varilmasina neden olmustur. Ornekleme yapilan agro-ekolojik
bolgelere bakildiginda trikotesen tiretiminden sorumlu genin her agro ekolojik

bolgelerden izole edilen izolatlarda bulundugu belirlenmistir. Bu bulgudan yola
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cikarak izolatlarin hangi ekolojik bolgeden izole edildigi bu genin bulunmasinda
etkili bir faktdr olmadig1 kanisina varilmistir. Tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak F.
equiseti izolatlarinda trikotesen iiretiminden sorumlu genin bir kisim izolatlarda

mevcut oldugu bir kisminda ise bulunmadigi belirlenmistir.

M 151 E39 346 209 E43 83 265 255 E15 307 E45 E11 ES53 Ref 105

Sekil 4.8. Tox 5/2 Primeri PCR Sonucu

M. E25 BE28 2925 S1800UESTE 209 'E7  E83 E68 E21

Sekil 4.9. Tox 5/2 Primeri PCR Sonucu
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4.1.4 Fusarium equiseti izolatlarmmmn ITS-RFLP yontemi ile genetik

polimorfizminin belirlenmesi

4.1.4.1 izolatlarin ITS 1-4 primeri ile PCR’da ¢ogaltilmasi

Saglikli ve hasta bitkilerden elde edilen izolatlarda ITS bdlgesi temelinde herhangi
bir genetik polimorfizmin bulunma durumunun belirlenmesi amaciyla ITS 1-4
primerleri kullanilarak bu bolge PCR’da ¢ogaltilmistir. Yapilan caligmalarda ITS
bolgesinin niikleotit diziliminin Fusarium tiirlerinin teshisinde son derece kullanigh

oldugu bildirilmistir (Kim ve dig., 1992; Mes ve dig., 1994; Min, 1995).

Molekiiler  teshisleri  yapilan  izolatlarin  genetik  polimorfizminin
belirlenebilmesi i¢in yaklasik 550 bp uzunlugundaki bolgesi ITSI 5' -
TCCGTTGGTGAACCAGCGG - 3' ve ITS4 5' - TCCTCCGCTTATTGATATGC -
3' primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilmistir. Cogaltilan PCR iiriinleri 7 enzime (EcoR],
Haelll, Sau3Al, Ddel, Cfol, Sphl, Hincll) uygulanmis ve RFLP bant profilleri
karsilastirilmistir. Cogaltilan tiim izolatlarin jel goriintiilemesi sonucu yaklagik 570
bp’da bantlagsmalar goriintiilenmistir. Young-Mi ve dig. (200)’nin yapmis olduklar
calismada Fusarium cinsine ait 12 tiiriin genetik akrabaliklart rtDNA’nin ITS bolgesi
ITS1 ve ITS4 primeri kullanilarak incelenmistir. ITS1/4 primeri ile ¢cogaltilan PCR

iriinleri 7 enzime uygulanmaistir.

M E20 E19 E39 346 E51 ES56 180 209 83 E7 E83 265 E68 E21

M 307 255 E18 E6 E4 EA46 155143 E15 E81 E82 E72 E59 E/3

Sekil 4.10. ITS 1-4 Primeri PCR sonucu
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M E25 E28 E43 E45 E11 E53 225 E23 151 ES58 E38 ES57 E20

Sekil 4.11. ITS 1-4 Primeri PCR sonucu
4.1.4.2 PCR’ da ¢ogaltilan ITS 1-4 bolgesine enzim uygulanmasi

Cogaltilan ITS bolgelerine rDNA’nin belirli bolgelerini kesici enzimler uygulanarak
elde edilen bant profilleri kayit edilmistir. Kim ve dig. (1993)’nin yapmis olduklari
calisma sonucunda IGS bdlgesinin PCR-RFLP analiz metodu tiir i¢i farkliliklarin
kategorizasyonunda uygun metot olarak ortaya c¢iktigini bildirmisler ayrica
Hemalatha ve Banu (2010) RFLP teknigini irk karakterizasyonu i¢in en hassas metot

olarak kabul etmislerdir.

Her izolatin cogaltilan ITS PCR f{iriiniine enzimin temin edildigi firmanin
(Thermo Scientific) belirlemis oldugu kosullar dogrultusunda enzim uygulamasi
yapilmistir. Her enzim igin 18 pl distile su, 2 pl 10X buffer (10 mM Tris-HCI,
100mM KCL1 mM DTT 1 mM EDTA, 0,2 mg/mL BSA) ve 1,25 pl enzim ile
hazirlanan karisima 10 pl PCR iiriinii eklenmis ve 14 — 16 saat inkiibasyona
birakilmistir. Uygulama sonucunda jel goriintiilemesinden elde edilen bantlar kayit

altina alinmis ve referans izolat ile karsilastirilmistir.

4.1.4.2.1 EcoRI enziminin uygulanmasi

EcoRI enziminin izolatlara uygulanmasi1 sonucunda; izolatlardan elde edilen bant
profilleri NCBI (National Center for Biotechnology Information)’dan elde edilen F.
equiseti NRRL 26419 (type material) DNA sekans diziliminin BioEdit programindan
elde edilen bant profili ile karsilastirildiginda tiim izolatlarda farkli bant profilleri
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elde edilmistir (Cizelge 4.1). 49 adet F.equiseti izolatindan 37 izolatta 270 bp ve 290
bp’da bant elde edilmis diger izolatlarda ise daha farkli bant sonuglar1 elde edilmistir

(Sekil 4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15).

M E25 E28 E43 E45 E11 ES3 225 M E23 151 ES8 E38 ES57 E20

—
—

Sekil 4.12. ITS-EcoRI RFLP Sonucu

Sekil 4.13. ITS-EcoRI RFLP Sonucu
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307 255 EI8 E6 Ed4. Ed6LME 155 143 FE15 E8L. E82 E72 E73

A o

T T et T
s

Sekil 4.14. ITS-EcoRI RFLP Sonucu

Sekil 4.15. ITS-EcoRI RFLP Sonucu

4.1.4.2.2 Haelll enziminin uygulanmasi

Haelll enziminin izolatlara uygulanmasi sonucunda; izolatlardan elde edilen bant
profilleri NCBI (National Center for Biotechnology Information)’dan elde edilen F.
equiseti NRRL 26419 (type material) DNA sekans diziliminin BioEdit programindan
elde edilen bant profili ile karsilagtirildiginda tiim izolatlarda farkli bant profilleri
elde edilmistir (Cizelge 4.1). Haelll enziminin izolatlara uygulanmasi sonucunda 45
adet izolatta 80 bp, 130 bp ve 360 bp’da bant elde edilmis olup diger 4 izolatta ise
daha farkli bant sonuglar1 alinmistir (Sekil 4.16., Sekil 4.17., Sekil 4.18., Sekil 4.19).
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E28: E43 JE45° Ell 225 E23 151 ES8

Sekil 4.16. ITS-Haelll RFLP Sonucu

83 E7 E83 265 E68

Sekil 4.17. ITS-Haelll RFLP Sonucu

37



B16. 155 7143 CE15° OE81 EB2° E72

Sekil 4.18. ITS-Haelll RFLP Sonucu

M E73 E59 E66 94 258 E44 M 205 306 160 237 310 E59
(EcoRI)

-

Sekil 4.19. ITS-Haelll RFLP Sonucu
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4.1.4.2.3 Sau3AI enziminin uygulanmasi

Sau3AIl enziminin izolatlara uygulanmasi sonucunda; izolatlardan elde edilen bant
profilleri NCBI (National Center for Biotechnology Information)’dan elde edilen F.
equiseti NRRL 26419 (type material) DNA sekans diziliminin BioEdit programindan
elde edilen bant profili ile karsilastirildiginda tiim izolatlarda farkli bant profilleri
elde edilmistir (Cizelge 4.1). Enzimin izolatlara uygulanmasi sonucunda 43 adet
F.equiseti izolatinda 40 bp, 120 bp ve 310 bp’da bant sonuglar1 elde edilmis olup
diger 6 izolatta ise daha farkli bant profilleri elde edilmistir (Sekil 4.20., Sekil 4.21.,
Sekil 4.22., Sekil 4.23)

M 310 237 160 E73 E72 ES82 M E15 143 155 E46 E4 E6 E18

=

Sekil 4.20. ITS-Sau3Al RFLP Sonucu

M E53 225 E23 ES58 E’.i_g ‘M E20 E19 E39 346 209 83

Sekil 4.21. ITS-Sau3A1 RFLP Sonucu
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E59 E66 94 258 E44 205 306

—_—

E25 151 E51 ES6 180 ES81

Sekil 4.22. ITS-Sau3A41 RFLP Sonucu

M 255 307 E21 E68 265 E83

M El11 E45E43 M E43 E45E1l1l
(Sau3AI1) {DdeI)

Sekil 4.23. ITS-Sau3Al RFLP Sonucu

4.1.4.2.4 Cfol enziminin uygulanmasi

Cfol enziminin izolatlara uygulanmasi sonucunda; izolatlardan elde edilen bant
profilleri NCBI (National Center for Biotechnology Information)’ dan elde edilen F.
equiseti NRRL 26419 (type material) DNA sekans diziliminin BioEdit programindan
elde edilen bant profili ile karsilastirildiginda tiim izolatlarda farkli bant profilleri
elde edilmistir (Cizelge 4.1). Cfol enziminin izolatlara uygulanmasi sonucunda 23

adet izolatta 110 bp, 200 bp ve 270 bp’ da 22 adet izolatta ise 100 bp, 200 bp ve 280
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bp’da bant profilleri elde edilmis olup diger izolatlarda ise daha farkli bant profilleri
elde edilmistir (Sekil 4.24., Sekil 4.25., Sekil 4.26., Sekil 4.27).

M E28 ED 8 57 58 205 M BHM2S8E6306 B25 51 155

Sekil 4.24. ITS-Cfol RFLP Sonucu

s =2 M E83 E21 307 151 £56 ES1 ES9

—
—_—

Sekil 4.25. ITS-Cfol RFLP Sonucu
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E20 ES53 ES8 346 E45 M E39 225 E11 E19 209 180 143

Sekil 4.26. ITS-Cfol RFLP Sonucu

E73 265 310 5S4 E15 255 160 B33

Sekil 4.27. ITS-Cfol RFLP Sonucu

4.1.4.2.5 Ddel enziminin uygulanmasi

Ddel enziminin izolatlara uygulanmast sonucunda; izolatlardan elde edilen bant
profilleri NCBI (National Center for Biotechnology Information)’ dan elde edilen F.
equiseti NRRL 26419 (type material) DNA sekans diziliminin BioEdit programindan
elde edilen bant profili ile karsilastirildiginda tiim izolatlarda farkli bant profilleri
elde edilmistir (Cizelge 4.1). Ddel enziminin izolatlara uygulanmasi sonucunda 46
adet izolatta 170 bp ve 210 bp’ da bant profili elde edilmis kalan 3 izolatta ise daha
farkl1 bant profilleri elde edilmistir (Sekil 4.28., Sekil 4.29., Sekil 4.30., Sekil 4.31).
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MES E28151 551 556 B81 M B56 B4 5559 306 180 310

-
|

Sekil 4.28. ITS-Ddel RFLP Sonucu

M ERDSES B8 SIEY M B0 ENEN M & ©

L

Sekil 4.29. ITS-Ddel RFLP Sonucu
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M 265 E83 E68 E21 307255 M E18 E6 E4 E46 155 143 E15

-~

Sekil 4.30. ITS-Ddel RFLP Sonucu

M E82 E/2 E/3 94 258 205 160 237

Sekil 4.31. ITS-Ddel RFLP Sonucu
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4.1.4.2.6 Hincll enziminin uygulanmasi

Hincll enziminin izolatlara uygulanmasi sonucunda; izolatlardan elde edilen bant
profilleri NCBI (National Center for Biotechnology Information)’ dan elde edilen F.
equiseti NRRL 26419 (type material) DNA sekans diziliminin BioEdit programindan
elde edilen bant profili ile karsilastirildiginda sadece 83 ve E66 DNA numarali
izolatlarda farkli bant profilleri elde edilmis diger izolatlarda ise farkli bant profilleri

gorilmemistir (Cizelge 4.1., Sekil 4.32., Sekil 4.33., Sekil 4.34., Sekil 4.35).

M E25 E28 E43 E45 E11 E53 M 225 E23 151 E58 E38 E57 E20

Sekil 4.32. ITS-Hincll RFLP Sonucu

45



M EI19 E39 346 E51 E56 180 M 209 83 E/7 E83 265 E68 E21

Sekil 4.33. ITS-Hincll RFLP Sonucu

M 307 255 EI8 E6 E4 E46 M 155 143 E15 E81 E82 E/2 E73

Sekil 4.34. ITS-Hincll RFLP Sonucu
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M E59 E66 94 258 E44 M 205 306 160 237 310

Sekil 4.35. ITS-Hincll RFLP Sonucu
4.1.4.2.7 Sphl enziminin uygulanmasi

Sphl enziminin izolatlara uygulanmasi sonucunda; izolatlardan elde edilen bant
profilleri NCBI (National Center for Biotechnology Information)’dan elde edilen F.
equiseti NRRL 26419 (type material) DNA sekans diziliminin BioEdit programindan
elde edilen bant profili ile karsilastirildiginda tiim izolatlarda farkli bant profilleri
elde edilmistir (Cizelge 4.1). Sphl enziminin izolatlara uygulanmasi sonucunda 2
adet izolatta 265 bp ve 330 bp’ da bant profili elde edilirken diger izolatlarda ise 240
bp ve 330 bp’da bant profili elde edilmistir (Sekil 4.36., Sekil 4.37., Sekil 4.38., Sekil
4.39).
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M E25 E28 FA3 E45 El1 E53 oM 225 BE23 151 E58 E38 E57 E20

Sekil 4.36. ITS-Sphl RFLP Sonucu.

M E19 E39 346 E51 E56 180 M 209 83 E¥ EB83 265 E68 E21

Sekil 4.37. ITS-Sphl RFLP Sonucu.
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255 E18 E6 E4 B46 =M-155 143 EI5 E81 E82 E/72 E73

O

Sekil 4.38. ITS-Sphl RFLP Sonucu

M ES59 E66 94 258 E44 M 205 306 160 237 310
p— -

Sekil 4.39. ITS-Sphl RFLP Sonucu
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Tim enzim uygulamalarinin sonucu elde edilen bant profilleri (1) ve (0)
seklinde skorlanarak, elde edilen veriler ile benzerlik matriksi ¢ikartilmistir. Daha
sonra elde edilen veriler UPGMA (unweighted pair grop method with arithmetical
mean) cluster analizine tabi tutularak F. equiseti izolatlar1 arasindaki benzerlik

dendogrami elde edilmistir (Sekil 4.40).

Dendogramda goriildiigii ilizere; E§1 ve E18 DNA numarali izolatlarda %65
oraninda diger izolatlar ile benzerlik gosterdigi, bunlarin disindaki tiim izolatlarda
yaklasik %95 oraninda benzerlik oldugu belirlenmistir. E§1 DNA numarali izolata
bakildiginda izolatin fasiilye bitkisinden (P. vulgaris) E18 DNA numarali izolatin ise
bugday bitkisinden (7. aestivum) izole edildigi goriilmektedir. Her iki izolatta da
toksin {iretiminden sorumlu geninin bulunmadigi belirlenmistir. Izolatlarin elde
edildigi bitkilerin ekolojik bolgelerine bakildiginda ise E81 numarali izolatin Samsun
Terme ilgesi, E18 numarali izolatin ise Corum Merkez’den ornekleme yapildigi
goriilmektedir. Izolatlarin patojenik ozelliklerine bakildiginda ise her iki izolatinda

hasta bitkilerden izole edildigi goriilmektedir.

Diger izolatlara bakildiginda ise yaklasik %95 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmis olup bu izolatlar arasinda hasta ve saglikli bitkilerden elde edilen
izolatlarin arasinda herhangi bir farklilik belirlenememistir. Ayrica izolatlarin farkl
konukculardan elde edildigi gbz oniine alindiginda izolatlarda konukguya 6zellesme

olmadig1 kanisina varilmistir.
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4.2 Tartisma

Tiirkiye’nin farkli agro-ekolojilerinden, agirlikli olarak bugdaygil famiyasina ait ve
hastalik sipmtomu gozlenen ve gozlenmeyen (saglikli) o6zellikteki konukgulardan
izole edilmis toplam 49 Fusarium equiseti izolat1 ile molekiiler diizeyde genetik
farkliliklarin belirlenmesi hedeflenerek bu tez calismasi yiiriitiilmiistiir. Genis bir
konukcu, cografya ve yasam formu (patojenik, saprofitik, endofitik) dagilimi
gosterdigi bilinen Fusarium cinsi igerisindeki pek ¢ok tiirde oldugu gibi (Gerlach ve
Nirenberg, 1982; Leslie, 1995; Parry ve dig, 1995; O'Donnell ve dig., 2004; Larran
ve dig., 2007) F. equiseti tiiriniin de bu farkliliklara gore genetik diizeyde

farklilagma gosterebilecegi ongoriilerek tez calismast kurgulanmistir.

Tarimsal anlamda 6neme sahip bir¢ok bitkide farkli 6zellikteki funguslarin tani
ve teshisi, uygulanacak miicadele programlarinin olusturulabilmesi agisindan
onemlilik arz etmektedir. Ancak Fusarium gibi ¢cok genis tiir daglimi olan ve ayni
zamanda morfolojik ve biyolojik karakterler yoniinden birbirine ¢ok benzeyen
taksonomik gruplarda yapilacak olan tan1 ve teshis calismalarinin dogruluk ve
giivenilirligi, teshisi yapanin tecriibesi ile sinirli kalmaktadir. Yine klasik yontemler
kullanilarak yapilan teshis ¢alismalart hem uzun zaman, hem de yogun is giicli
gerektirmekte ve bu da bazi durumlarda calismalarin uygulanabilirligini
kisitlamaktadir. Giiniimiizde taksonominin temelini olusturan klasik yontemlerle
birlikte, gelisen genetik tabanli molekiiler teshis yontemleri, giivenilirlik, uygulama
kolaylig1t ve uzun vadede degerlendirildiginde maliyet gibi kavramlar yoniinden
cazip hale gelmis ve bu gibi ¢alismalarin yiiriitiildiigii pek cok laboratuarda kullanilir
hale gelmistir.

Fusarium equiseti, canlt ya da 6li bitki dokular1 yaninda yaygin olarak her
zaman bulunabilen bir toprak saprofiti olmakla birlikte tarimsal {iriinlerin birgogunda
da patojen Ozellikte bulunabilmektedir (Booth, 1971). Bu tiiriin patojenik ya da
saprofitik Ozellikte olmasi, diinyada oldugu gibi iilkemizde de arazi surveylerinin
bircogunda siklikla izole edilmesine ve elde edilen Fusarium spp.’nin igerisinde en
yaygin olarak bulunan tiirlerden birisi olmasina yol agmaktadir (Aktas ve dig., 2000;
Demirci ve Dane, 2003; Tunali ve dig., 2006; Kansu, 2009). Bu diizeyde yayginlik
ve dagilim gosteren bir tiirlin kesin tani ve teshisinin yapilmasi, 6zellikle tarimsal

tiriinlerdeki yayginligi agisindan 6nem arz etmektedir. (Booth, 1977) tarafindan
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morofolojik 6zellikleri tanimlanan F. equiseti tiirli, makrokonidilerindeki 6zellikle
apikal hiicre kivrilmasi ile bircok Fusarium spp.’den ayrilmaktadir. Ancak, bu tiiriin
morfolojileri lizerinde sonradan yapilan caligmalarda 3 farkli morfolojik tipinin
oldugu (Nelson ve dig., 1983) ve oOzellikle apikal hiicre kivrilmasindaki
farklilasmaya gore F. scirpi (Burgess ve dig., 1985) ile F. compactum (Gerlach ve
dig., 1982) tiirleri ile karisiklik gosterdigi bildirilmistir. Morfolojide karsilagilan bu
karmagiklik, bu konuda uzmanligi ve tecriibesi olmayanlar tarafindan tiiriin
teshisinde yanliglik olusabilecegini ortaya koymaktadir. Bu sebepten yukarida
bahsedilen molekiiler teshis yontemlerinin dogrulayict olarak kullanilmast ve bu
tiirlin teshisini kolaylastirmasi agisindan onemli goriilmektedir. Tez calismasinda F.
equiseti i¢in Mishra ve dig., (2002) tarafindan ribozomal DNA ITS bolgesi temelinde
gelistirilen tiire Ozgili primer seti kullanilarak teshisler yapilmis ve calismada
belirtilen diger 4 Fusarium spp.’nden farkli olarak yaklagik 390bp biiyiikliiglinde

cogaltim iirlinline sahip olanlar F. equiseti olarak teshis edilmistir.

Tez calismasinda tiir teshisi morfolojik ve molekiiler yontemlerle F. equiseti
olarak belirlenen toplam 49 izolatin farkli 6zelliklerde oldugu goriilmektedir.
Calismada kullanilan izolatlar konuk¢u yoniiyle degerlendirildiginde; 37 bugday
(Triticum aestivum), 4 arpa (Hordeum vulgare), 2 cavdar (Seceale cereale), 2 ¢im
(Lolium spp.), 1 yabani bugday (d4egilops sp.), 1 fig (Vicia sativa) ve 2 fasiilye
(Phaseolus vulgaris) bitkilerinden elde edilen izolatlar oldugu goriilmekte ve tiim
izolatlarin Tiirkiye’nin 5 farkli agro-ekolojik bolgesinden elde edildigi belirtilmistir.
Ayrica 41 izolat, izolatlarin toplanmasi asamasinda tarlada siddetli kok-bogazi
clriikliigi veya basak yaniklig1 belirtisi goriilen bitkilerden secilirken, 8 tanesinin
saglikli bitkilerden se¢iminin yapildigi ve bunlarin endofitik karakterde olduklari
bilinerek segilmis ve ¢alismaya dahil edilmis olduklari belirtilmistir. izolatlarin
belirtilen bu oOzellikleri g6z Oniine alinarak, genetik farklilik analizi yapilmaya
calisilmis ve bu amagla Okaryotik organizmalarda degisik kosullar sebebiyle
(konukgu, dagilim, iireme 6zelligi vs.) kolaylikla degisime ugrayabildigi bildirilen
ITS bolgesi segilmistir (Nazar ve dig., 1991; Baura ve dig., 1992; Lee ve Taylor,
1992; O'Donnell, 1992; 1997). igerisinde 18S rDNA, ITS1, 5.8S rDNA, ITS2 ve
kismen 28S rDNA bélgelerini iceren yaklasik 570bp uzunlugundaki bolge, 7 farkl

endoniikleaz (kesici) enzim kullanilarak toplamda 40 farkli bant profili meydana
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getiren noktandan kesilmistir. Buna gore elde edilen filogeniler verilen dendogram

(Sekil 4.40) ile aciklanmaya ¢alisilmistir.

Elde edilen filogenetik soy agacindaki % benzerlik orant gbéz Oniine
alindiginda, izolatlardan %86 (43 izolat) gibi biiyiik bir cogunlugunun, %95 ve iizeri
oranda birbiri ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Kosiak ve dig., (2005), IGS
kismi gen dizilimi ve RFLP temelinde yiiriittiikleri benzer calismada 27 F. equiseti
izolatinda IGS kismi gen dizilimine gore benzerligin %94 ve iizeri oldugu, bunu elde
edilen RFLP verilerinin de dogruladigini bildirmislerdir. Chehri ve dig., (2011), ITS-
RFLP ile hiyar bitkilerinden elde edilen igerisinde 3 farkli F. equiseti izolatinin da
bulundugu 5 farkli tiirde molekiiler karakterizasyon calismast yliriitmiistiir. F.
equiseti izolatlar1 arasinda benzerlik oraninin % 94 oldugu gortiliirken, diger 2 farkli
tire gore (F. oxysporum ve F. semitectum) bu oran %85’e diiserken, en az
benzerligin %41 ile F. proliferatum ve F. solani tiirleri oldugu bildirilmistir. Kosiak
ve dig., (2005) calismasinda kullanilan 4 enzimden 2’sinin ve Chehri ve dig., 2011,
calismasindaki 7 enzimden 4 tanesinin, calismamizda kullanilan enzimlerle ayni
olmasi, elde ettigimiz sonuclarin benzerligini de artirmis ve paralele yakin sonuglarin
elde edildigi gozlenmistir. Ozellikle ilk ¢alismada kullanilan 27 F. equiseti izolatinin
bliylik bir ¢ogunlugunun bizdeki gibi ¢ogunlukla hububat konukgularindan elde
edilen izolatlar olmasi, bu tiirlin konuk¢uya gore ITS veya IGS bolgesindeki

polimorfizime etki oraninin diisiik olabilecegini gostermektedir.

Filogenik soy agacinda, NCBI veri tabanindan elde edilen ve ¢aligmamizda
kullanilan primerler ve kullanilan toplam rDNA uzunlugu bakimindan benzer olan F.
equiseti NRRL 29419 nolu (Accses. No. NR 121457) izolatina ait sekans verileri
kullanilmig ve calismada kullanilan tiim enzimler kullanilarak, kesim haritalamasi
yapilarak RFLP profilleri elde edilmistir. Bu profiller, filogeniye dahil edilerek ayn1
zamanda bir tip materyali olarak kullanilan bu izolat ile karsilastirma yapabilme
imkani saglanmistir. Sonug olarak bu izolatin, tez calismasinda kullanilan 2 izolat
haricinde (E81 ve E18), diger tiim izolatlar ile %83 oraninda benzer oldugu
gozlenmistir. O’Donnell ve dig., (2009) tarafindan ortaya konulan caligmada
Almanya’da topraktan izole edildigi bildirilen F. equiseti NRRL 26419 izolatinin
Tiirkiye’den elde edilen ayni tiiriin izolatlart ile farklilik géstermesindeki en biiyiik
sebebin kitasal captaki cografik farklilik ile agiklanabilecegi diistiniilmektedir.
O'Donnell ve dig. (2000), tarafindan yapilan bir diger calismada, Gibberella fujikuroi
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kompleks icerisinde yer alan tiirlerin cografik kdken yoniiyle farkli kitalardan elde
edilmelerinin, bu grup icerisindeki farkli gen filogenileri ile aciklanabildigi

belirtilmistir.

Fusarium equiseti izolatlarinin ITS-RFLP profilleri ile olusturulan filogenetik
agag iizerinde elde edilen dikkat ¢ekici sonuclardan biri ise benzerlik oranin nispeten
diger 47 izolata gore daha diisiik olarak belirlendigi E81 ve EI18 izolatlarinin
konumlaridir (% benzerlik; sirasiyla %65 ve %67). Bu izolatlardan E81; Karadeniz
agro-ekolojik bolgesinden olup, konukcu bitkisi fasulye iken, E18; Kuzey Anadolu
agro-ekolojik bolgesine ait ve bugday konukg¢usundan elde edilen izolattir. Her iki
izolat, konukcular1 {izerinde kok-bogazi ciiriikliigli etmeni belirtisi gosterdigi
bilinerek izole edilmistir. Buna goére olusan filogenilerde, bu iki tiiriin F. equiseti
izolatlarina ait filogenilerden uzaklasarak, dis grup olarak kullanilan Alternaria
alternata (Accs. HE579252) ve Fusarium graminearum (Accs. KC577196) tiirleri ile
yakin benzerlik gostermesi, analiz edilen rDNA bdlgesinde meydana gelmis bir
karmagiklik ile aciklanabilir. Ozellikle fasiilyeden elde edilen ES81 izolatinin,
bugdaydan elde edilen E18 gore nispeten farkli bir klade (kol) olusturmasi konukcu
farklilasmast ile aciklanabilse de, F. equiseti izolatlar1 icerisinde yer alan ES82
izolatinin filogenideki yerinin, E81’e gore ¢ok farkli yerde olmasi bu hipotezi
cliritmektedir. Ayrica cografik dagilim ve diger Ozellikleri yoniiyle benzerlik
gosteren bir¢ok bugday izolatinin filogenide var olmasina ragmen, E18’e gore farkl
konumda olmalar1 da, E18 izolatinin konumunun konukgu farkliligi veya benzerligi
ile aciklanamayacagina isaret etmektedir. Bu ihtimaller disinda, rDNA bdlgesindeki
karmasikliga sebep olabilecek faktorlerden en gii¢liisiiniin, genomik DNA igerisinde

farklr bir organizma DNA’1 ile bulasiklik olma ihtimalidir.

Calismada kullanilan izolatlarin elde edildigi konukcgular incelendiginde,
konuk¢u dagiliminin filogenetik aga¢ {izerinde tam anlamiyla ifade edildigi
sOylenememektedir. Bugdaydan elde edilen izolatlarin hemen hemen tiim kladeler
iizerinde dagilim gosterdigi gozlenirken, sadece 3 klade igerisinde tek izolat olarak
arpa, fig ve fasiilyeden elde edilen izolatlarin ifade edildigi belirlenmektedir.
Konuk¢u dagilimindaki farkliligin en fazla oldugu kladeler ise filogenide en
kalabalik olan izolat gruplaridir. Liorens ve dig., (2006), 6 farkli Fusarium spp.’e ait
IGS-RFLP profilleri igerisinde sadece Hhal enzimi ile elde edilen profillerin muz,

misir ve ananas konukcularindan elde edilen tiir ve izolatlar hakkinda bilgi verdigini,
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diger enzimlerden elde edilen profillerin ise konukc¢u dagilimi ile herhangi bir
iliskisinin bulunmadigini ifade etmektedir. Marin ve dig., (2012) tarafindan EF-1a
kismi gen sekansi temelinde yapilan filogenetik analizlerde F. equiseti ve F.
acuminatum i¢in elde edilen sonuglarda konukgu farkliliginin herhangi bir etkisinin
olmadig: bildirilmistir. Kosiak ve dig.,(2005) ise farkli bugdaygil konukcularinin, F.
equiseti’den elde edilen IGS-RFLP profillerinde toksin iiretimi ile herhangi bir
iligkisinin olmadigim1 ortaya koymustur. Calismamizda elde edilen bulgular,
bahsedilen kaynaklar ile karsilastirildiginda, F. equiseti’nin ITS-RFLP profilleri ile
de konukgu 6zellesmesinin filogenetik analiz sonuglarina yansimadigi belirlenmistir.
Ancak literatiirde konukcu farkliliginin F. equiseti ve bazi Fusarium spp. i¢in genetik
farkliligin belirlenmesinde veya filogenetik analizlerde tam anlamiyla ifade
edilmediginin bildirildigi bu ¢alismalarin disinda, F. oxysporum gibi karmasik bir tiir
icerigi olan gruplarda konukcu ve cografik dagilimin etkisinin belirlenebildigi

kaynaklar da mevcuttur (Appel ve Gordon, 1995; Baayen ve dig., 2000).

Uzerinde durulmasi gereken bir diger konu ise filogenetik agac iizerinde
izolatlara ait agro-ekolojik dagilimin ifade edilip edilmedigidir. Calismada kullanilan
izolatlarin Tiirkiye’nin 5 farkli agro-ekolojik bolgesini temsil etmesi yoOniinden
secildigi belirtilmistir. Ancak elde edilen filogenilerde, izolatlarin bu temsiliyeti
ortaya koymadig1 goriilmektedir. Ancak Jurado ve dig., (2006) ve Marin ve dig.,
(2012), EF-1a kismi gen sekansi temelinde elde ettikleri sonuclarda F. equiseti
izolatlarinda genetik bir farkliligin oldugu ve tip I ve tip II olmak {izere iki farkli gen
kiimesi olustugunu bildirmislerdir. Ayrica tip I gen kiimesi icerisine ¢ogunlukla
Kuzey, tip II igerisine ise Giliney Avrupa izolatlariin girdigi belirlenmistir.
Calismamizdaki farkli agro-ekolojileri temsil eden izolatlarin bdyle bir farklilik
olusturmamasi, rDNA bdlgesinde cografik farkliliklardan dolayr herhangi bir
polimorfizm meydana gelmedigini gostermektedir. Ayrica temsil edilen bolgelerin
nispeten Kuzey ve Giiney Avrupa’ya gore daha dar bir alan olmasinin, sonucu

etkiledigi diistiniilmektedir.

Son olarak, 10 endofitik karakterdeki ve 39 hastalik olusturma 6zelligine sahip
oldugu diisiiniilen izolatin filogenetik analiz sonucunda dendogramda 6zel olarak
ifade edilmedigi goriilmektedir. Ozellikle literatiirde endofitik veya patojenik sekilde
karakterize edilmis funguslarda, genetik farkliligin tespitine yonelik ayrintili kaynak

olmamasi tartigma yaratacak bir hipotez olusturulmasini giiclestirmektedir. Ancak bu
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konunun o6zellikle endofit disindaki 39 izolatta patojen olup olmadiklarinin tam
anlamiyla ortaya konularak tartisilmasinin ve buna gore segilecek 6zel gen aileleri
veya kiimelerinden farkliliklarin tespitine gidilmesinin ilerleyen siirecte faydali

olacag diistiniilmektedir.

Dendogram iizerinde dikkate deger sonuclardan bir digeri ise 32 F. equiseti
izolatinin esit sayida ikiye ayrilmasi ile olusan iki klade yapisidir. Bu iki grup
icerisinde yer alan izolatlarin konukcu 6zellesmesi, cografik dagilim veya endofitik
karakter yoniinden farkliliklart ortaya ¢ikartan bir durumun s6z konusu olmadigi
goriilmektedir. Bu farklilik kaynaklari sebebiyle kolay bir sekilde degisiklige
ugrayabildigi bildirilen rDNA’nin ITS boélgesinin, elde edilen bu spesifik sonug ile
aciklanamayacagi goriilmektedir. (O'Donnell ve Cigelnik, 1997) rDNA’nin ITS2
bolgesinde iki farkli ortolog olmayan homoplastik par¢anin oldugunu ve bunlarin
ITS2 tip I ve tip 1T olarak isimlendirildigini bildirmistir. Arastiricilar, bu durumun
sebebinin funguslarin evrimlestigi eski donemlerde tiirler arast hibridizasyon
(Xenolog kaynakl1) veya gen katlanmas1 (duplikasyon, paralog kaynakli) yollarinin
takip edilmesi ile ortaya cikabilmis olabilecegini belirtmislerdir. Bu sonug,
filogenetik analizdeki birbirine ¢cok benzeyen ama iki farkli klade olarak konumlanan
F. equiseti 1izolatlarinin, ITS2 bolgesindeki bu tip I ve tip II ayrismast ile
aciklanabilmektedir. ITS2 bolgesinde meydana gelen bu farklilasmanin fonksiyonel
olarak fungusun eseyli ya da eseysiz iireme mekanizmalarinda da farklilasmaya yol
acabilecegi distiniilmektedir. Bu durumun o6zellikle F. equiseti gibi yaygin bir
fungusun populasyon dinamikleri ac¢isindan 6nemli sonuglara yol acabilecegi de

diistiniilmektedir.

Fusarium cinsi 6zellikle tarimsal anlamda 6neme sahip olan tiirler agisindan
degerlendirildiginde, iirlinde meydana getirdigi fiziksel zarar ve verim kayb1 yaninda,
iiriinde meydana getirdikleri, diisiik molekiiler agirliga sahip ikincil metabolitler
(mikotoksinler) sebebiyle de iiriin kalitesinde 6nemli sorunlar olusturabilmektedir. F.
equiseti tirii de bu mikotoksinlerden yaygin olanlarindan; Diacetoxyscirpenol
(DAS), Fusarochromanone (FC), equisetin (EQ), zearalenone (ZEA) ve tip A ve B
trikotesenlerini (NIV ve DON ile onlarin tiirevleri) iirettigi bildirilmektedir (Bottalico
ve Perrone, 2002; Hestbjerg ve dig., 2002). Ozellikle trikotesen olusumundan
sorumlu gen ailesi incelendiginde, 77i5 geninin fonksiyonunu énemli oldugu ve buna

gore PCR ile yapilacak cogaltimlarda 685bp’lik bir ¢ogaltim {irlinlin varliginin
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trikotesen  olusumunun genetik tabaninin  potansiyelini ortaya koydugu
bildirilmektedir (Demeke ve dig., 2005; Alexander ve dig., 2009). Tez ¢aligmasinda
kullanilan 49 F. equiseti izolati, tri5 geni yOniiyle incelenmis ve bunlardan 20
tanesinin bu gen lokusunu icerdigi tespit edilirken, diger izolatlarda bdyle bir yapinin
olmadig: belirlenmistir. (Niessen ve Vogel, 1998), arpadan elde ettikleri 2 farkli F.
equiseti 1zolatinda bu genin varliin1 incelemis ve sadece bir tanesinin pozitif sonug
verdigini bildirmistir. Ayn1 sekilde Abramson ve dig. (1993) 3 F. equiseti izolat1 ile
yiiriittiikleri mikotoksin analizi ¢alismalarinda 3 Manitobo izolatinin hepsinde diisiik
oranda tip A ve tip B trikotesenlerini {irettigi bildirmistir. Bununla birlikte (Hestbjerg
ve dig., 2002), Kuzey Avrupa’da topraktan elde edilen 57 F. equiseti izolatindan,
sadece 8 tanesinden kromotografik yontemlerle tip A be B tirkotesenlerinin tiretildigi
tespit edilmistir. Sonu¢ olarak incelenen calismalarda da goriildiigii lizere ¢ok az
izolatta #ri5 geni varligt ve mikotoksin iiretiminin belirlendigi goézlenmektedir.
Calismamizdaki 20 izolatin pozitif sonug vermesi, F. equiseti izolatlarinin trikotesen
tiretimi hakkinda daha detayli bilgilere ulasilmasi gerekliligini gostermektedir.
Ayrica F. equiseti izolatlarindaki sadece trikotesen {iretiminin degil, diger
mikotoksinlerin de {iiretim seviyeleri ve potansiyelleri hakkinda daha fazla bilgi
edinilmesi gerekmektedir. Boylece elde edilecek mikotoksin profilleri ile genetik
farklilik ve karakterizasyon ¢aligmalarina farkli boyutlar kazandirilmis olacak ve bu
da elde edilen farkli filogenetik sonuglarin daha kolay ve bilgi verici diizeyde
yorumlanmasin1 saglayacaktir. Ciinkii Fusarium cinsi i¢in mikotoksin olusumu

Onemli bir parametre olup, F. equiseti’nin epidemiyolojisi agisindan 6nemlidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Fusarium equiseti 1zolatlarinin morfolojik teshis yontemleri disinda, ulusal diizeyde
ilk defa bu tiir i¢in molekiiler teshis araglart kullanilarak (PCR gibi) teshisinin
yapilmasi, ¢aligmanin literatiire verecegi katkiyr artirmakta ve ilerleyen siirecte bu
yontem ve tekniklerin standart laboratuvar yontemleri haline gelmesine biiyiik katk1
sunmaktadir. Ayrica hem molekiiler tiir teshisleri, hem de ITS temelinde elde
edilecek PCR cogaltim firiinlerinin, 7 farkli endoniikleaz enzim ile kesilerek, ITS-
RFLP bant profillerinin elde edilmesi, bu yontemlerin klasik molekiiler biyoloji veya
mikrobiyoloji disindaki, tarim bilimi uygulamalarinda da kullanilabilmesini miimkiin

kilacaktir.

Calismanin bir diger katkisinin ise 6zellikle giinlimiizde artan gida giivenligi ve
saglikli besin elde etmeye yonelik olarak, tarimsal iiriinlerdeki mikotoksin riskini
daha hizli ve giivenilir sonuclarla belirlenmeye doniik olacagi diisiiniilmektedir.
Okaryotik organizmalarda, etkili bir protein sentezi inhibitdrii olan trikotesen
mikotoksinlerini (deoksinivalenol, nivalenol vb.) iireten F. equiseti’nin, bu toksinleri
iretme durumlarmin genetik (77 genleri) temeline dayandirilarak yine molekiiler
yontemlerle tespit edilmesi, mikotoksin riskinin belirlenmesinde 6nemli bir 6n agama
olacaktir. Ozellikle giiniimiizde kullanilan pahali ve zaman gerektiren analitik 6l¢iim
(HPLC, GC, LC-MS vb.) yontemlerine baglamadan 6nce tarimsal {irtinlerdeki fungus
tir/tlirleri  lizerinden mevcut toksin Uretim potansiyelin belirlenmesine yonelik
yiiriitiilecek bu ve bunun gibi 6n ¢alismalarin analiz maliyetlerini diisiirecegi

diistiniilmektedir.

Bu c¢alismanin bir diger 6nemli katkisinin ise hasta ve saglikli bitkilerden izole
edilen farkli karakterdeki F. equiseti izolatlar1 arasinda ITS-RFLP veya Tri genleri
temelinde elde edilecek sonuclarin, 6zellikle saglikli bitkilerden elde edilen izolatlar
acisindan farklt olmasi, endofit kavrami icerisinde bu izolatlarin biyolojik
mekanizmasinin aciklanabilmesi acisindan 6nemli bilgiler verecektir. Dogada pek
cok endofitik fungus veya bakterinin konukg¢usuna sagladigi avantajlar (su alimu,
besin maddesi alimi, hastaliklara karst direng vb.) bilinmektedir. Karakterize

edilecek endofit F. equiseti izolatlar1 ilizerinde de, ilerleyen siirecte gelistirilecek
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farkli calismalar ile patojenik karakterli olan tiirlere karsi bir biyolojik miicadele
ajan1 adayr olabilmesi veya bitki gelisiminin tesvik edilmesine yonelik bir
mekanizmanin gelistirilmesi konulari, bu ¢alismanin sunacagi en biiyiik katkilardan

birisi olacaktir.

Bu calismamin sonucunda 2009-2012 yillar1 arasinda gergeklestirilen arazi
sorveylerinde hastalikli ve saglikli bugday bitkilerinden yogun bir sekilde izole
edilen F. equiseti izolatlar1 ulusal anlamda ilk defa molekiiler teshis metotlar
kullanilarak teshis edilmis ve mikoloji laboratuvarindaki -86 C°’de derin

dondurucudaki koleksiyona dahil edilmistir.

Bu calismada ayrica izolatlarin trikotesen iiretim potansiyeli 7ri gen lokusu
temelinde gelistirilen Tox5/1-2 primerleri kullanilarak belirlenmistir. PCR
uygulamasinin sonucunda toplam 49 adet izolattan 20 tanesinde trikotesen iiretim
potansiyelinin var oldugu belirlenmigtir. Bu da yaklasik %40 oranda bu genin
izolatlarda bulundugu anlamina gelmektedir. Yurt disinda yapilan calismalara
bakildiginda bu oranin ¢ok daha diisiik oldugu goriilmektedir. Trikotesen iiretim
potansiyeli olan izolatlara bakildiginda hem endofitik hemde patojenik 6zellik
gosteren izolatlarda bu genin varlig1 belirlenmistir. Bu teshisten yola ¢ikarak endofit
karakterde olan izolatlarin da patojen izolatlar gibi trikotesen iiretim potansiyelinin
oldugu kanisina varilmistir. Ayrica izolatlarin konukc¢u dagiliminin ise cok cesitli
oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin elde edildigi agro-ekolojik bdlgelere
bakildiginda bu tez calismasinda bulunan her bolgeden izolatta bu gen belirlenmistir.
Bu bilgiden yola cikarak mikotoksin {iretim potansiyelinin belirli bir bolgede degil
tiim bolgelerde risk olusturdugu kanisna varilmistir. Ulkesel olarak mikotoksin
iiretim potansiyalini belirlemeye yonelik daha ileri teknikler kullanilarak yapilacak

caligmalarin faydali olacagi kanisina varilmistir.

Ayrica daha sonra hasta bitkilerden elde edilen izolatlar ile saglikli bitkilerden
elde edilen (endofit oldugu diisiiniilen) izolatlarin Fusarium spp.’ye hassas bugday
cesitlerinde patojenite ¢alismast yapilarak bu izolatlarin patojenik durumu

incelenmelidir.

ITS temelinde yapilan RFLP sonucunda iki izolat haricindeki izolatlarda %95
oraninda benzerlik oldugu sonucuna ulasilmistir. Saglikli ve hasta bitkilerden elde

edilen izolatlar arasinda ITS bolgesi temelinde herhangi bir farklilik
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belirlenememistir. Bu c¢alismanin izolatlarin farkli gen bdlgeleri temelinde daha

sonraki caligsmalarda tekrarlanabilecegi 6nerilmektedir.
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