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Bugday taci ve kok ciiriikliigii hastaliklar ile iliskili fungus tiirleri diinya
genelinde birgok bolgede yaygin ve 6nemli zaralara neden olmaktadir. Bu ¢alisma
kapsaminda Kirgizistan’in kuzeyindeki tic ana bugday iiretim bdlgesinde bugday
taci/kok ¢uriikliigi ile iligkili fungus tiirleri arastirilmistir. Semptomatik dokulardan
toplam 598 fungus izolati, morfolojik, mikroskobik o&zellikleri ile niikleer
ribozomal DNA’nin internal transcribed spacer (ITS) bolgesi, translation
elongation factor 1o (TEF1) ve RNA polymerase Il beta subunit (RPB2) genlerinin
dizi analizleri kullanilarak tanimlanmistir. Her bir fungusun izole edildigi alanlarin
yiizdesi ve izolasyon seviyelerinin orani belirlenmistir. Yaygin kok ciirikligi
etmeni Bipolaris sorokiniana, izlenen alanlarin %86,67’sinde tespit edilmis olup
izolasyon sikligi %40,64 olarak bulunmustur. Fusarium spp. tim elde edilen
izolatlarin %53,01’ini olusturmus ve 12 farkl tiire ayrildiklar1 anlasilmistir. En
yaygin tanimlanan Fusarium tiirdi, izlenen bolgelerin %70’inden izole edilen ve
izolasyon sikligi %21,57 olan Fusarium acuminatum’dur. Bu tiirii olan F.
culmorum, F. nygamai, F. oxysporum ve F. equiseti takip etmistir. Hassas Triticum
aestivum cv. Seri 82 fizerinde gergeklestirilen patojenisite ¢alismalari, F.
pseudograminearum ve F. culmorum izolatlarmin esit olarak en virulent patojenler
oldugunu gostermistir. Orta derecede virulent olan B. sorokiniana yaygiligindan
dolay1 bugday kiiltiirii i¢in ciddi bir tehdit olusturdugu diisiiniilmektedir. Bugday
tiretim bolgelerinde, F. culmorum disindaki Fusarium tiirleri, F. acuminatum, F.
nygamai, F. oxysporum ve F. equiseti tiirlerinin patojenik olmadigi ancak F.
redolens, F. algeriense ve F. pseudograminearum gibi daha az rastlanilan tiirlerin
virulent oldugu belirlenmistir. Ug farkli alanda bulunan Curvularia inaequalis hafif
derecede virulent olmasina karsin F. solani, F. proliferatum, F. burgessii ve F.
tricinctum ile birlikte Microdochium bolleyi, Microdochium nivale ve
Macrophomina phaseolina tiirlerinin patojenik olmadigi tespit edilmistir. Bu
tiirlerin ikincil kolonizatorler olarak kabul edilmistir. Bu ¢alisma, Kirgizistan’da
bugday tacr/kok ciriikliigii ile iliskili patojenlerin goreceli 6nemi ve dagilimi
hakkindaki en detayli rapordur. Calisma sonuglar literatiire ve dayanikli bugday
1slah caligmalarina 6nemli katki saglamaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Triticum spp.; Bugday hastaliklar;; Ta¢ ve kok
clirtikliigii; Patojenite; Fusarium; Bipolaris



ABSTRACT

DIAGNOSIS OF SOIL-BORNE FUNGAL FACTORS CAUSING
PROBLEMS IN WHEAT CULTIVATION AREAS OF KYRGYZSTAN
MSC THESIS
UMUT KARAKUS
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: PROF. DR. GOKSEL OZER)

BOLU, JULY 2023
X1l + 62

Fungal species associated with wheat crown and root rot diseases cause
significant damage in many regions worldwide. In this study, fungal species
associated with wheat crown/root rot were investigated in the three main wheat
production regions in northern Kyrgyzstan. A total of 598 fungal isolates from
symptomatic tissues were identified using morphological, microscopic
characteristics, and sequence analyses of the internal transcribed spacer (ITS)
region of nuclear ribosomal DNA, translation elongation factor 1o (TEF1), and
RNA polymerase Il beta subunit (RPB2) genes. The percentage of areas from which
each fungus was isolated and the ratio of isolation levels were determined. The
common root rot agent, Bipolaris sorokiniana, was detected in 86.67% of the
surveyed areas, with an isolation frequency of 40.64%. Fusarium spp. constituted
53.01% of all isolates obtained and were classified into 12 different species. The
most commonly identified Fusarium species was Fusarium acuminatum, isolated
from 70% of the surveyed regions, with an isolation frequency of 21.57%. This
species was followed by F. culmorum, F. nygamai, F. oxysporum, and F. equiseti.
Pathogenicity studies conducted on susceptible Triticum aestivum cv. Seri 82
showed that F. pseudograminearum and F. culmorum isolates were equally the
most virulent pathogens. Bipolaris sorokiniana, being moderately virulent, is
considered a serious threat to wheat culture due to its prevalence. In wheat
production regions, Fusarium species other than F. culmorum, such as F.
acuminatum, F. nygamai, F. oxysporum, and F. equiseti, were found to be non-
pathogenic, while less common species like F. redolens, F. algeriense, and F.
pseudograminearum were virulent. Curvularia inaequalis, found in three different
areas, was mildly virulent, while F. solani, F. proliferatum, F. burgessii, F.
tricinctum, along with Microdochium bolleyi, Microdochium nivale, and
Macrophomina phaseolina species were found to be non-pathogenic. These species
have been considered as secondary colonizers. This study is the most detailed report
on the relative importance and distribution of pathogens associated with wheat
crown/root rot in Kyrgyzstan. The results of the study provide significant
contributions to the literature and to the development of resistant wheat breeding
efforts.
KEYWORDS: Triticum spp.; Wheat diseases; Crown and root rot; Pathogenicity;
Fusarium; Bipolaris
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1. GIRIS

Bugday (Triticum spp.), tahillar ailesinin en 6nemli {iyesi olarak bilinen,
diinya genelinde yaygin olarak yetistirilen bir bitki tiiriidiir. Bugday, insanlar i¢in
onemli bir besin kaynagidir ve un, ekmek, makarna, biskiivi gibi bircok gida
irtiniinde kullanilmaktadir. Bugday, diinya tarim ekonomisinde énemli bir yere
sahiptir. Diinya ¢apinda en yaygin yetistirilen tahil tiiriidiir ve diinya tahil
tiretiminin yaklasik %20°’sini olusturur. Diinya bugday iiretim miktar1 2021 yili
icin yaklasik 221 milyon ha alanda 770 milyon ton {iretim gergeklestirilmistir.
2021 yilinda en fazla bugday iireten iilkeler verilmistir (FAOSTAT, 2023). Buna
gbre 2021 yilinda en fazla bugday1 137 milyon ton ile Cin tiretirken bunu sirastyla
Hindistan, Rusya, Amerika Birlesik Devletleri, Fransa, Ukrayna, Avustralya,
Pakistan, Kanada ve Almanya izlemektedir. Diinya genelindeki bugday tiretimi
incelendiginde Kirgizistan 2021°de 362 bin ton ile 65. sirada yer aldigi

goriilmektedir.

Tablo 1.1. Diinyada baslica iiretici tilkelerin bugday iiretim (milyon ton)
(FAOSTAT, 2023)

No Ulke Uretim
(milyon ton)
1 Cin 137,0
2 Hindistan 109,6
3 Rusya 76,1
4 Amerika Birlesik Devletleri 44,8
5 Fransa 36,6
6  Ukrayna 32,2
7 Avustralya 31,9
8 Pakistan 27,5
9 Kanada 223
10 Almanya 21,5

Bugdayin ekonomik oOnemi, tiretim ve ticaretindeki biiyiikliigiinden
kaynaklanmaktadir. Bugday uluslararasi ticarette oldukga yiiksek bir hacme
sahiptir. Bugday fiyat1 tiiketicilerin bu iiriine olan talebi, fiyat dalgalanmalarina

yol agabilmektedir.

Orta Asya’da yer alan Kazakistan, Ozbekistan, Kirgizistan, Tacikistan ve
Tirkmenistan’da, bugday agik ara en 6nemli ve yaygin yetistirilen temel tarimsal
trtindir (Li vd., 2020). Kirgizistan 250 bin hektar alanda iiretilen 362 bin ton



bugday ile diinyanin en biiylik 65. bugday iireticisidir (FAOSTAT, 2023). Bu
nedenle, Kirgizistan’in ekili alanlarinin %30°unu olusturan bugdayin tiretkenligi
ve tane kalitesi tilkenin ekonomik kalkinma stratejileri i¢in ¢ok 6nemlidir (Li vd.,
2020). Kirgizistan’da iiretilen bugdayin bir kismu, tiiketiciler tarafindan dogrudan
tiiketilmek {izere kullanilirken, bir kismi da un, makarna, ekmek ve diger gida
riinlerinin yapiminda kullanilmakta olup ayrica hayvan yemi olarak
kullanilmaktadir. Kirgizistan’da, bugdayin ekim ve hasat zamanlari ¢ogu Bati
Asya fiilkeleri ve Tiirkiye’ye benzerlik gostermekte olup ekimi genellikle
sonbaharda ve hasat zamani genellikle Temmuz ve Agustos aylarinda

yapilmaktadir.

Kirgizistan’da bugday verimi diinya ortalamasi olan 3,47 ton/ha’dan
oldukg¢a altinda olarak 1,45 ton/ha olarak gergeklesmekte olup bunun
nedenlerinden biriside biyotik ve abiyotik stres faktorleri olarak goriilmektedir
(Bockus vd., 2010a). iklim kosullar1 ve toprak verimliligi Kirgizistan’da bugday
tiretiminde onemli stres faktorleri icerisindedir. Su kaynaklarinin yetersizligi,
tarim arazilerinin yetersizligi ve geleneksel tarim yontemlerinin modern tarim
teknikleri ile degistirilmesi gerekliligi gibi faktorler, bugday tretimini olumsuz
etkileyebilmektedir.

2011 yilinda Kirgizistan’da bugday bitkisinin 372 bin ha alanda ekilisi
gerceklestirilmis olup, buna karsilik 800 bin ton iiretim ve 2,14 ton/ha verim
degerleri gozlenmis iken bu veriler 2021 yilinda ise yaklasik 250 bin ha ekilis
alani, 362 bin ton tiretim ve 1,45 ton/ha verim olarak gergeklesmistir (Tablo 1.2).
Son yillarda Kirgizistan’da bugday ekim alanlarinin siirekli azalmasi, yagislar,
kuraklik gibi c¢evresel ve iklimsel faktorler bugdaym hem dretimini hem de
ihracatin1 olumsuz etkilemektedir.

Ulkenin yagmurlu alanlar1 sadece daglik bolgelerinde bulundugundan,
Kirgizistan’in sulanan topraklarinin gogu al¢ak rakimli bolgelerde yer almaktadir.
Syr Darya ve Amu Darya nehirlerinden alinan su, bugdayn yar1 destekli sulama
kosullarinda  ekildigi algak rakimli tarim alanlarmmin  sulanmasinda
kullanilmaktadir. Bu nedenle, iilkenin baslica abiyotik stres faktorleri, diinya
capinda bir sorun olan su kitligindan kaynaklanan kuraklik ve 1s1 stresidir (Li vd.,
2020; Park vd., 2021). Puccinia striiformis f. sp. tritici neden olan sar1 pas

hastaligi, biyotik stres faktorlerinin genel olarak belgelenmemesine ragmen



Kirgizistan’daki bugdayi etkileyen en onemli yaprak hastaligi olarak kabul
edilmektedir (Ziyaev vd., 2011). Dzhunusova vd. (2009), Kirgizistan’da bugday
iiretim kayiplarmin %10-30’unun sar1 pastan kaynaklandigini bildirmistir. Ayrica,
Kirgizistan’da yaprak pasmin (kahverengi pas) popiilasyonlarinin genetik
farklilagmasi, ¢izgi pasina karsi ¢esitli tarama ve direng testleri gibi konularda da
raporlar bulunmaktadir (Garadagi, 1976; Ziyaev vd., 2011). Diger yandan, kok ve
kok bogazi dokularindaki bugday hastaliklariyla iligkili fungal popiilasyonlari,
yaprak hastaliklariyla karsilastirildiginda daha 6nce hi¢ ¢alisilmamustir.

Tablo 1.2. 2011-2021 Yillar1 Kirgizistan bugday ekim alani, tiretimi ve verim
degerleri (FAOSTAT, 2023)

Yillar Ekili_m Alan fl_retim Verim
(bin ha) (bin ton) (ton/ha)
2011 373 800 2,14
2012 323 541 1,67
2013 346 819 2,36
2014 339 573 1,68
2015 297 705 2,37
2016 270 662 2,44
2017 250 601 2,40
2018 254 616 2,42
2019 240 601 2,50
2020 247 629 2,54
2021 250 363 1,45

Kok ve kok bogazi giiriikligii hastaliklari, 6zellikle yiiksek patojen baskisi
altinda bugday tiretimi i¢in ana sinirlayici faktorlerden birini temsil etmektedir
(Poole vd., 2015). Bir dizi fungal patojen tarafindan neden olan bu hastaliklar
genellikle bugday verimini ve tahil kalitesini azaltir (Bockus vd., 2010). Kok ve
ta¢ enfeksiyonu, vaskiiler sistemin daralmasina neden olarak suyun emilimini ve
transferini kisitlar ve dolgunluk asamasinda beyaz basaklar olusur. Tipik olarak
birden fazla fungus tiirii bir arada bulunur ve sinerjistik veya rekabetci bir sekilde
etkilesebilirler. Kiiresel anlamda en biiyiik bugday iireticisi iilkelerde, bugdayda
tac ve kok ciirlik patojenlerinin tarla degerlendirmeleri diizenli olarak
bildirilmektedir (Alahmad vd., 2018; Bozoglu vd., 2022; Fei Xu vd., 2018;
Gebremariam vd., 2018; Moya-Elizondo vd., 2011, 2015; Paulitz vd., 2002; Ozer
vd., 2020; Smiley vd., 2005; Tunali vd., 2008; Zhou vd., 2019). Bu g¢alismalara
gore, Bipolaris sorokiniana, Fusarium spp., Microdochium spp., Rhizoctonia spp.

ve Curvularia spp. gibi ¢esitli fungus tiirleri, karisik popiilasyonlar halinde



bugdayda bulunmus olup, ancak her bir tiiriin yayginlig: ve virtilansi farkli tilkeler
ve cografi bolgeler arasinda degigsmektedir. Yaygin kok ciirtikliigii fungal etmeni
B. sorokiniana tarafindan neden olan ve Fusarium taci ¢iiriikligii ¢ogunlukla F.
pseudograminearum, F. culmorum ve F. graminearum gibi bir¢ok Fusarium tiirii
tarafindan neden olmakla birlikte Diinya c¢apinda en yaygin ve Onemli
hastaliklardir (Bozoglu vd., 2022; Cook, 2010; Dyer vd., 2009; Fei Xu vd., 2018;
Fernandez vd., 2011; Zhou vd., 2019). Diinya’nin en biiyiik bugday iireticisi olan
Cin’de, B. sorokiniana kok ve tag ¢iiriikliigiiniin ana nedeni olarak belirlenmistir
(Fei Xu vd., 2018). Ayrica diinya capinda bugdayin en yikici enfeksiyonlarindan
biri olarak kabul edilmektedir (Acharya vd., 2011; Al-Sadi, 2021; Kumar vd.,
2002). Benzer sekilde, Avustralya’da (Akinsanmi vd., 2004), Kuzey Amerika’da
(Dyer vd., 2009; Smiley vd., 2005), Tirkiye’de (Gebremariam vd., 2018),
Azerbaycan’da (Ozer vd., 2020) ve Kazakistan’da (Bozoglu vd., 2022) bu
hastalikla iliskili en yaygin tiirlerin F. pseudograminearum ve F. culmorum
oldugu tespit edilmis olup ayrica verimi de ciddi anlamda diistirmektedirler. Bu
funguslarin cografi popiilasyonlari arasindaki farkliliklar, 6rnekleme yerlerindeki
agroekolojik bolgeler, tarim ve yonetim uygulamalari ve mevsimsel cevresel
kosullardaki farkliliklara baglanabilir (Anderson vd., 2000; Bockus vd., 2010).
Ayrica, B. sorokiniana, F. avenaceum, F. poae, F. graminearum, F. culmorum,
M. nivale ve M. majus gibi baz1 tiirler, tohum kaynakli, toprak kaynakli veya
kalint1 kaynakli olabilen kompleks popiilasyon dinamiklerine sahiptir ve bugdayin
gelisimi sirasinda nokta yanikligi, siyah nokta, fide solgunlugu, kok ciiriikliigi,
ayak/tag ciiriikliigii ve bag ¢iiriikliigii gibi bir dizi hastaliga neden olurlar (Al-Sadi,
2021; Karlsson vd., 2021; Scherm vd., 2013).

Tag ve kok ciiriikliigii hastaliklarinin karmasikligi nedeniyle bilim insanlari
ve tahil treticileri onlart on yillardir kontrol edilememistir (Pérez-Méndez vd.,
2022). Hastalikla miicadele etmek igin patojen biyolojisi ve popiilasyonlar ile
hastaligin  alevlenmesine neden olan epidemiyolojik yonleri hakkinda
derinlemesine bilgi gerekmektedir. Kirgizistan’da bugdayin kok ve kdk bogazi
dokularindaki hastaliklarin yaygmligi ve dagilimi hakkinda herhangi bir rapor
bulunmamaktadir. Bu nedenle, mevcut calisma kapsaminda (i) Kirgizistan’in
baslica bugday yetistirme bolgelerinde bugdayda kok ve tag ¢lirlimesine neden
olan fungus tiirlerini, ITS, TEF1 ve RPB2 lokuslarinin dizilimi de dahil olmak

tizere morfolojik ve mikroskobik yontemler kullanarak tanimlamayst; (ii) her tiiriin



dagilimini ve sikligini belirlenmesini; ve (iii) bugday kokleri ve taglarindan elde
edilen her bir fungus tiirintin viriilansin1 degerlendirmesini amag¢lanmistir. Bu
calisma, Kirgizistan’da genis bir cografi araliktaki gesitli alanlardan patojen

popiilasyon dagilim verilerini gosteren ilk ayrintili sérvey ¢alismasidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Cook (1968), ilk kez 1964 yilinda ABD’nin Kuzeybati1 Pasifik’inde kislik
bugdayda ta¢ ¢ilirimesini incelemek i¢in ayrmtili bir arastirma yapmistir. Bu
caligmada kiglik bugday tarlalarinda %50’ye varan verim kayiplar1 rapor
edilmistir. Hastalikl1 bitkilerden elde edilen izolatlarin %90’dan fazlas1 yaygin tiir
olan F. culmorum olmakla birlikte, F. graminearum, F. avenaceum zaman zaman
bolgedeki bitkilerin ta¢ kisimlarindan izole edilmis, nadiren enfekteli bitkileri
Oldiirmiistiir.

Akinsanmi vd. (2004), bugday basak yanikligi (FHB) ve kok bogazi
cuiriikliigii (CR) ile iligkili Fusarium tiirlerini belirlemek i¢in, 2001 yilinda farkli
ekim gecmisi olan Giiney Queensland ve Kuzey Yeni Giiney Galler’deki bugday
tarlalarindan 6rnekler toplamislardir. CR daha yaygin oldugu tespit edilmis, ancak
FHB sadece Kuzey Yeni Giiney Galler’de belirginmis olup genellikle ayni tarlada
CR ile birlikte meydana geldigi ortaya ¢ikmistir. Farkli bitki pargalarindan elde
edilmis monokonidiyal izolatlardan morfoloji ve tire 6zgii PCR testleri
kullanilarak 20  farkli  Fusarium  tiri  tanmimlanmistir.  Fusarium
pseudograminearum tiim izolatlarin %48’ini olusturdugu ve g¢ogunlukla kok
bogazindan elde edilmis, F. graminearum ise tiim izolatlarin %28’ini olusturmus
ve basaktan elde edilmistir. Genel olarak, sap ve kok bogazindan elde edilen
izolatlar CR igin daha saldirgan iken, bayrak yaprak bogumundan elde edilen
izolatlar FHB i¢in daha saldirgan bulunmustur.

Smiley vd. (2005), ¢alismasinda, F. culmorum, F. pseudograminearum ve
F. graminearum’un tohum g¢imlenmesi, bitki canlihigi azalmasi ve tag
ciiriikliigiine neden olma konusundaki agresifliklerini karsilastirmstir. ikisi sert
kirmiz1 ilkbahar bugday ¢esidi ve ikisi durum bugday1 ¢esidi olmak tizere dort
ceside iki yil boyunca ¢ tiirden her birinden bes izolat ile alan g¢alismasi
yapilarak, goreli virtilenslikleri degerlendirilmistir. Patojenisite testlerinde 6nemli
farklihiklar tespit edilmistir. Ozellikle F. culmorum daha fazla tohum
¢imlenmesini engellerken, F. pseudograminearum ve F. graminearum daha fazla
tag curikligine neden olmustur. En biiyik verim kayiplann F.
pseudograminearum tarafindan olusturulmustur. Tohum hastalig1 ve ge¢ sezon
tag ¢lrikligi acisindan gesit farkliliklar1 belirlenmistir. Cesit reaksiyonu ile

karsilagtirildiginda, herhangi  bir etkilesim izolatlar1 veya tiirleri ile



belirlenmemistir.

Bentley vd. (2006), ¢alismasinda rastgele toplanan bugday kokii ve yedi ¢gim
tird ile iliskili Fusarium tiirlerinin izolasyon sikligin1 degerlendirmek igin Yeni
Zelanda’nin Giiney Adasi’nda bir arastirma yapmuslardir. Toplam 11 Fusarium
tiirii bugday kokiinden izole edilmis olup bunlardan altisi diger ¢imlerden de izole
edilmistir. Bilinen bugday patojenleri F. culmorum ve F. pseudograminearum’un
olasi izolatlar1 bugday ve ¢im kokiinden elde edilmistir. Fusarium culmorum tiim
bugday saplarmin %16’sindan izole edilirken, F. pseudograminearum sadece
%1,5’inden izole edilmistir. Amplifiye edilmis fragment uzunluk polimorfizmi
analizi, elde edilen izolatlar arasinda bes farkli kiimeyi ortaya c¢ikarmistir. Bu
kiimeler, translation elongation factor la (TEF1) geni dizisi temelinde dort
patojenik tiire, F. pseudograminearum, F. culmorum, F. crookwellense ve F.
graminearum’a karsilik gelmektedir. Morfolojik Ozelliklere dayanarak F.
pseudograminearum olarak tanimlanan Chionochloa rubra ssp. cuprea
¢imlerinden elde edilen izolatlar, laboratuvar kosullarinda homotalik olarak
perithecium  olusturamayan F. graminearum izolatlaridir.  Molekiiler
karakterizasyon, F. pseudograminearum’un bugday sapi tabanlariyla iliskisini
dogrulamis ve Yeni Zelanda’nin Kuzey ve Giiney Adalari’nda bu onemli
patojenden elde edilen izolatlar arasinda bazi genetik farkliliklar oldugunu
gostermistir.

Tunali (2008), calismasinda 2 yillik bir siire boyunca 518 ticari alanda
hedefli bir anket gerceklestirerek, Tiirkiye’nin tahil {iretilen bolgelerinde bugday
tact ve kok ctrtkligl ile iliskili fungus tiirlerinin prevalansini aragtirmay1
amaglamistir. Anket, tarlalarin %26’sindan fazlasinin genellikle kurak alan kok
cuiriikliigi kompleksi ile iliskili bir veya daha fazla fungus tiiriine sahip oldugunu,
en yaygin olanin F. culmorum oldugunu (%14), ardindan B. sorokiniana (%Z10)
ve F. pseudograminearum (%2). Gaeumannomyces graminis ve Pythium spp. gibi
yiiksek yagis alan kok cirikligii kompleksinin bir pargast olarak kabul edilen
funguslar ¢ok diistiik frekanslarda bulundu (sirasiyla %2 ve %3). Tarlalarin
%22’sinde Rhizoctonia tiirleri tespit edilmistir. Ek olarak, F. oxysporum ve F.
chlamydosporum, F. sporotrichioides ve F. avenaceum ve F. solani dahil olmak
tizere, tahillar i¢in daha az veya patojenik olmadig: diisiiniilen birka¢ Fusarium
tirii yiiksek frekanslarda bulunmustur. Calismada, tahil kokii ¢iiriiyen tiirlerin

arastirma alanindaki dagiliminin gogunlukla rastgele oldugu sonucuna varilmstir.



Bu durum belirli bir tiiriin bugday tizerindeki goreli ekonomik éneminin, fungus
patojenitesi, konuk¢u duyarliligi/tolerans1 ve mevsimsel kosullar gibi faktorlere
bagl olacagini gostermektedir. Genel olarak, ¢alisma, Tiirkiye’nin tahil {iretilen
bolgelerinde bugdayin kok ve tag dokulariyla iliskili ¢ok ¢esitli fungus tiirlerinin
oldugunu gostermektedir.

Eslahi vd. (2012), Fusarium solani, F. equiseti, F. moniliforme, F.
subglutinans, F. sambucinum, F. culmorum, F. proliferatum, F.
pseudograminearum, F. longipes, F. avenaceum dahil olmak tizere makroskobik
ve mikroskobik 6zelliklere dayali 115 izolat tanimlamustir.

Gebremariam vd. (2018), Tirkiye’nin farkli bugday yetistirme
bolgelerinden ekmeklik bugdayin (Triticum aestivum L.) ve makarnalik
bugdayinmn (T. durum Desf.) alt saplarinda (taglarinda) kolonize olan Fusarium
tirlerini toplamak igin kapsamli bir arastirma yapmislardir. On yedi Fusarium
tirtinii temsil eden toplam 339 izolat tanimlanmis olup, en yaygin olarak izole
edilen tiir F. equiseti bulunmustur. Zarara neden olan tiirler arasinda, F. culmorum
baskin tiir olurken, F. pseudograminearum ve F. graminearum, az sayida alandan
izole edilmistir. Patojenite testleri, test edilen 17 Fusarium tiiriinden altisinin
degisen derecelerde tag ciriikliigiine neden oldugunu ortaya c¢ikarmustir.
Fusarium culmorum, F. pseudograminearum ve F. graminearum viriilensligi en
yiiksek bulunmusken, F. oxysporum, F. equiseti, F. solani ve diger Fusarium
tirleri patojenik degildir. Bu sonuglar, Tiirkiye’de bugday tag ¢liriikligii ile iliskili
¢ok ¢esitli Fusarium tiirlerinin varligini gostermistir.

Fei Xu vd. (2018), yaptiklar1 ¢aligmada 2013-2016 yillar1 arasinda Kuzey
Cin Ovasi’ndaki 104 tarladan aliman kis bugdayi (T. aestivum) kok ve tag
curtikligii ile iligkili patojen funguslarin dagilim sikhigr belirlemislerdir.
Tanimlanan dort en Onemli tiir B. sorokiniana (%24,0 koklerden; %33,7
govdeden), F. pseudograminearum (%214,9 koklerden; %27,8 govdeden), R.
cerealis (%1,7 koklerden; %4,4 govdeden) ve Gaeumannomyces graminis var.
tritici (%9,8 koklerden; %4,4 govdeden) olarak tespit edilmistir. Fusarium
pseudograminearum bolge 1 ve 3’te baskinken, F. graminearum, F. acuminatum
ve R. cerealis ise bolge 2 ve 4’te baskin bulunmustur. F. pseudograminearum ve
R. cerealis’in goriilme siklig1 bolge 1 ve 4 arasinda 6nemli derecede farklidir.
Diger tilirlerin dagilimi ve tarim bdlgeleri arasinda anlamli bir iligki

bulunamamistir. Kuzey Cin Ovasi’nda 2013-2016 yillar1 arasindaki ortalama



yillik yagis ile F. pseudograminearum’un goriilme sikligi arasinda negatif bir
korelasyon (r = -0,71; P <0,01) ve ortalama yillik yagis ile F. asiaticum’un
goriilme siklig1 arasinda pozitif bir korelasyon (r = 0,74; P <0,01) g6zlenmistir.
Fusarium graminearum, F. acuminatum ve F. sinensis gibi birka¢ Fusarium tiirii
diistik frekanslarla (~2,1%—3,4%) ve F. equiseti, F. oxysporum, F. proliferatum,
F. culmorum, F. avenaceum ve F. asiaticum gibi diger tiirler ise ~0,1%—1,3%
frekansla tespit edilmistir. Bugdaymm kok ve ta¢ dokularindan, alanlarin
%93’linden fazlasinda iki veya daha fazla kok ve tag ciiriikligii tiirii izole
edilmistir. Fusarium spp. ve B. sorokiniana’nin ayni tarladaki (65,4%) veya ayni
bitkide (11,6%) birlikte bulunmasi, diger tiirlerin kombinasyonlarindan daha
yaygin oldugu tespit edilmistir.

Zhou vd. (2019), calismasinda Cin’in Huanghuai bugday yetistirme
bolgesinde Fusarium tag ¢iiriikligiine neden olan patojenlerin dagilimini ve
cesitliligini  belirlemigler. Bu tiirler arasinda en baskin tiiriin F.
pseudograminearum oldugunu tespit etmislerdir.

Ozer vd. (2020), yaptiklar: ¢alismada, Azerbaycan’da bugdayin tag ve kok
curikliigi ile iliskili fungus popiilasyonlarini belirlemislerdir. Tiire 6zgii PCR ve
ITS ve TEF1 lokuslarimin DNA dizilimi dahil olmak tizere morfolojik ve
molekiiler araglar kullanilarak toplam 630 fungal izolati tanimlanmustir. Calisma,
Azerbaycan’da F. culmorum, F. acuminatum, F. equiseti, F. pseudograminearum,
F. graminearum, F. incarnatum, F. avenaceum ve F. hostae dahil olmak iizere,
bugday taci ve kok ¢iirtikligii ile iliskili gok ¢esitli fungus tiirlerini ortaya ¢ikarmis
olup, F. oxysporum, F. proliferatum, F. algeriense ve F. brachygibbosum’un yani
sira B. sorokiniana, Curvularia spicifera, Exserohilum pedicellatum, Nigrospora
oryzae ve Rhizoctonia spp., F. culmorum, F. pseudograminearum ve F.
graminearum en agresif patojenler olarak bulunurken, C. inaequalis, E.
pedicellatum ve N. oryzae zayif agresif oldugunu bildirmislerdir.

Bozoglu vd. (2022), Kazakistan’da bugdayda kok ve tag ciirikligi ile
iligkili funguslarin dagilimini belirlemek icin yaptiklar1 ¢aligmada ilkenin g
bolgesindeki 65 tarladan toplam 1221 fungus izolati elde edilmis olup, morfolojik
ve molekiiler araglar kullanilarak tanimlanmustir. Bipolaris sorokiniana ve F.
acuminatum’un incelenen alanlarin sirastyla %86,15 ve %66,15’inde bulunan en
baskin fungus tiirleri oldugu bulunmustur. Duyarli bugday ¢esidi iizerinde yapilan

asilama testleri, F. culmorum ve F. pseudograminearum, B. sorokiniana,



Fusarium sp., R. solani, F. redolens, C. spicifera, C. inaequalis ve N. oryzae’nin
viriilent oldugunu gostermistir. Calisma, Kazakistan’da daha once bugdayda
patojen olarak rapor edilmemis F. pseudograminearum, Fusarium sp., C.
spicifera ve C. inaequalis dahil olmak iizere, Kazakistan’da bugday taci ve kok
curikligi ile ilgili ¢ok cesitli patojenik fungus tiirleri spektrumunu ortaya

cikarmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Calisma

3.2  Materyal

Gergeklestirilmis olan bu arastirmada incelenen hastalikl1 bitki materyalleri
Kirgizistan’in 6nemli bugday iiretim alanlarindan Uluslararas1t Misir ve Bugday
Gelistirme Merkezi  (International Maize and Wheat Improvement
Center=CIMMYT) toprak kokenli fungal patojenleri tarama ¢alismasi dahilinde
elde edilmistir.

3.3.  Fungal izolat temini

Bu ¢alismanin bulgulari, 2020°de Kirgizistan’in kuzeyindeki ii¢ bolgede
bugday yetistirme alanlarinin arastiritlmasindan elde edilmistir (Sekil 3.1). Kuzey
Kirgizistan’in 2020°de aragtirilan, sari renkle isaretlenmis bolgesi iiriiniin
olgunluk doneminde ve hasat zamaninda, herhangi bir 6n kosul olmaksizin
rastgele secilen 30 bugday tarlasindan (Biskek’te 10, Sokulluk’ta 10 ve Kara-
Balta Bolgesinde 10) karakteristik tag ve kok ciirtikliigii belirtileri gosteren bitki
ornekleri toplanmistir. Hedeflenen bolgelerde, 6rnekleme alanlari arasindaki
minimum mesafe 5 km’dir. Her tarladaki bitkiler, aralarinda minimum 30 m
mesafe olacak sekilde 1-2 m?’lik farkli tarla alanlarinda zigzag deseninde 20-30
kopya halinde 6rneklenmis ve her 6rnekleme alani tarla kenarindan en az 15 m
uzakta olacak sekilde ornekler toplanmistir. Numuneler laboratuvara kagit
torbalarda tasinmis ve oda sicakliginda saklanmistir. Her bir tarlay1 temsil eden
ornek rastgele se¢ilmis 20 bitkiden olugmaktadir. Her tarlalardan toplanan
bitkilerin list kisimlar1 kesilip atilarak kokleri ile kagit torbalara alinmus, torbalarin

lizeri numaralandirarak laboratuvara getirilmis ve ¢alismaya dahil edilmistir.
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Sekil 3.1. Kuzey Kirgizistan’in 2020°de arastirmaya konu olan bolgesi (sar1 renkle
isaretlenmis)

Bu arastirmada kapsaminda yiiriitiilmiis ¢aligmalar 6zetle bugday ekilis
alanlarindan toplanmis kok ve kok bogazi semptomlart gosteren hastalikli bitki
orneklerinden izolatlarinin izolasyonunu, izolasyonu gerceklestirilen izolatlarin
tiir teshisi ve tanimlanan tiirlerin patojenisite ¢calismalar1 yer almaktadir.

3.3.1. Fungal Izolasyon

Ornekler izolasyondan 6nce yikanmis ve kok kisimlarindan topraklari
temizlenmistir (Sekil 3.2). Kok ve kok bogazi semptomlart gosteren bitkilerin
toprak alt1 kisimlar1 15 dakika boyunca toprak pargaciklarini uzaklastirmak igin
akan musluk suyuyla iyice yikanmigtir. Dokulardan kiigiik pargalar alinarak 2
dakika stireyle %1 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile muamele edilmis ve 3 seri steril
saf su ile durulanarak bir steril kabin igerisinde steril filtre kagitlar1 arasinda
kurutulmustur. Yiizeysel dezenfeksiyon gergeklestirilmis olan pargalar litrede 8
gr patates dekstroz agar (PDA; Merck, Darmstadt, Almanya) + 15 gr agar (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, ABD) igeren 1/5 kuvvetinde PDA ortamlarina
aktarilmigtir. Besi ortamina bakteriyel kontamisyonu engellemek i¢in 100 mg/I
streptomisin siilfat ve 25 mg/l kloramfenikol eklenmistir. Biitiin Petri kaplari {i¢

giin boyunca stirekli karanlikta 22°C’de inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 3.2. Kok ve kok bogazi semptomlari gosteren bitkilerin toprak alti
kisimlarinin su altinda bekletilmesi ve kurutulmasi

Petri kaplarindaki muhtemel fungal gelismeler binokiiler mikroskop yardimi
ile incelenmis ve Bipolaris spp. ve Fusarium spp. benzeri fungal izolatlardan hif
ucu almarak tam kuvvetli PDA igeren ortamlara aktarilarak saflastirma islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen izolatlarin morfolojik 6zellikler, Leica DM1000
mikroskobu (Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya) ve Leica LAS EZ yazilimiyla
400 biytitmede (Leslie vd., 2008) kriterleri dikkate alinarak incelenmis ve her bir
izolattan 25 sporun olgtimii gerceklestirilmistir. Siyah pigmentli fungal izolatlar
(Ellis, 1971) ve (Sivanesan, 1987a) anahtari kullanilarak diger tiirler ise (Holliday
vd., 1970) Macrophomina sp. agiklamasi kullanilarak tanimlanmstir.

3.4.  Molekiiler Karakterizasyon

3.4.1. Funguslarin Gelistirilmesi

Fungal izolatlari, morfolojik ve kiiltiirel 6zellikler (mikroskopik 6zellikler,
koloni goriinimii ve pigmentasyon) ve geleneksel tiir tanimlama anahtarlari,
Fusarium spp. icin agiklama anahtarlar1 (Laraba vd., 2017; Laurence vd., 2011;
Leslie vd., 2006), Bipolaris sp., Curvularia sp. (Sivanesan, 1987a), Macrophomina
sp. (Holliday vd., 1970) ve Microdochium spp. (Glynn vd., 2005) dahil olmak iizere
kullanilarak tanimlanmistir. Bazi Fusarium izolatlarinin morfolojiye dayanarak tiir
diizeyinde tanimlanmasi zordur; bu nedenle, tim tiir tanimli izolatlar bilinmeyen
tirlerle birlikte molekiiler karakterizasyona tabi tutulmustur. Tim izolatlar
calismalar sirasinda PDA besiyerinde 4°C’de ve uzun siireli depolama i¢in %15:85
(v/v) gliserol:su ¢ozeltisi igeren siselerde -80°C’de saklanmustir.

3.4.2. DNA izolasyonu

Izolatlarin genomik DNA’smin izolasyonu hexadecyltrimethylammonium
bromide (CTAB)’a dayali bir metodu olan ve DArT DNA izolasyon
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(https://www.diversityarrays.com) yonteminde belirtilen  ekstraksiyon-lizis
tamponu modifiye edilerek kullanilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Calismada kullanilan ekstraksiyon buffer icerigi

Ekstraksiyon—Lizis Tamponu Icerigi Miktar
Tris HCI pH 8.0 ml 12,00
EDTA pH 8.0 ml 5,00
5M NaCl ml 18,00
Sorbitol g 2,75
CTABg 1,50
Sarcosyl g 1,00
PVP-40 g 1,50
Sodium disulfite g 0,50

Bidistile su ile 100 m1’ye tamamlanmustir.

Calismalarda kullanilan primerler ve sekans hizmeti ticari bir firma
(Macrogen, Seul, Kore) tarafindan saglanmistir. Her izolata ait 1,5 ml’lik
Eppendorf tiipe aktarilmig olan yaklasik 100 mg misel/spor dokusuna 6nceden
1sitilmig olan (65°C) 750 pl ekstraksiyon—lizis tamponu (125 mM Tris-HCI pH
8,0, 25 mM EDTA pH 8,0, %2 CTAB, %2 PVP-40, 0,8 M NaCl, %0,5
sodium disulfite, %1 sarcosyl) tiipe eklenmistir. Ornekler bir mikro
homojenizator kullanilarak homojen hale getirilmis ve her 15 dakikada bir hafifce
ters diiz edilerek 65°C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda kuru
blok 1siticidan alinan 6rnekler oda sicakligina kadar sogutularak tizerlerine 750 pl
kloroform/izoamil alkol (24:1 w/w) eklenmis ve 10 dakika siire ile yavasga ters diiz
edilerek 12000 g’de 15 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Siipernatantlar
temiz 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak tizerlerine DNA’y1 ¢okeltmek i¢in
0,6 hacim soguk izopropanol eklenmistir. 12000 g’de 5 dakika santrifiij isleminden
sonra, siipernatant uzaklastirilmig ve pelletler 2 kez %70’lik soguk etanolle
yikanmis ve oda sicakliginda 30 dakika ile kurutulmustur. DNA 200 pl steril ultra
saf su iginde ¢oziilerek, konsantrasyonu DS-11 FX Serisi Spektrofotometre
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(Denovix Inc., Wilmington, DE, ABD) ile 6lgiilmiis ve PCR ¢alismalart i¢in ile 50

ng/ul’ye ayarlanmistir.

ST () ooncccm
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N

o "Nt L ~y i = . ) 2 Otamezed basetne

Sekil 3.3. DNA izolasyonu asamasi ve spektrofotometrede DNA 6l¢iim 6rnegi

3.4.3. iPBS analizi

Izolatlar arasindaki genetik tiir farkliliklari1 degerlendirmek icin, genomik
DNA, (Kalendar vd., 2010a) nin tasarlandigi fungal genomda kullanilan en yaygin
IPBS primeri ile diniikleotid veya triniikleotid tekrarlarin1 igeren PCR
amplifikasyonuna tabi tutulmustur. iPBS markérii i¢in anneling sicakliklar tavsiye
edildigi gibi gergeklestirilmistir. PCR amplifikasyonlari, 2,5 pul 10x PCR reaksiyon
tamponu, her primerden 0,24 uM, 50 ng sablon DNA, her dNTP’den 200 uM ve
0,8 tinite Tag DNA polimeraz i¢cermek {izere 25 pl hacimde gergeklestirilmistir.
Amplifikasyon su sekilde gergeklestirilmistir: 94°C’de 3 dakika, ardindan 94°C’de
30 saniye, annealing sicakliginda 30 saniye (primerlere bagli olarak 52-54°C
arasinda) ve 72°C’de 2 dakika olacak sekilde 35 dongii ve son olarak 72°C’de 10
dakikalik bir dongii ile sona ermektedir. iPBS amplifikasyonlar1 (Kalendar vd.,
2010)’nin protokollerine gore Dream Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific,
ABD) ile gergeklestirilmistir. Amplifikasyon tiriinleri, 60 dakika boyunca %1,4’liikk
agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus ve etidyum bromiir boyamasindan sonra
bir G: Box F3 Jel Dokiimantasyon Sistemi (Syngene, Cambridge, Ingiltere) ile
gorilintiilenmistir.

3.4.4. PCR Reaksiyonu

Genomik DNA’nm ITS, TEF1 ve RPB2 lokuslarini ¢gogaltmak i¢in sirasiyla,
White vd. (1990) tasarladig1 ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) ve
ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’), (O’Donnell vd., 1998)
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taraflarindan ise EF1 (5’ATG GGT AAG GAR GAC AAG AC-3°), EF2 (5>-GGA
RGT ACC AGT SAT CAT G-3’) ve fRPB2-5f (5’-GAY GAY MGW GAT CAY
TTY GG-3’) (Reeb vd., 2004) ve fRPB2-7cr (5>-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-
3”) (Liu vd., 1999) primerleri kullanilmistir.

ITS bolgesini amplifikasyonu igin termal cycler programi su sekildedir:
94°C’de ilk denatiirasyon adimi i¢in 3 dakika, ardindan 94°C’de 30 saniye, 52°C’de
60 saniye ve 72°C’de 1 dakika ile 35 dongii ve 72°C’de 10 dakikalik bir uzatma ile
sonlanmistir. TEF1 ve RPB2 lokuslarinin amplifikasyonu i¢in, 94°C’de 3 dakikalik
bir baslangi¢ denatiirasyon agsamasini ve ardindan 94°C’de 1 dakikalik, 54°C’de 45s
ve 72°C’de 1 dakikalik 35 dongiiyii igermistir. 72°C’de 10 dakikalik son uzatma ile
reaksiyon sonlanmistir. Amplifiye edilmis DNA fragmanlari, iretici talimatlarina
gore Wizard SV Gel ve PCR Temizleme Sistemi (Promega, Madison, WI, ABD)
ile saflastirilarak ve ticari bir sirket (Macrogen Inc., Seoul, Kore) tarafindan ¢ift
yonlii sekanslamaya tabi tutulmustur. Diziler, DNASTAR yazilimmin 7.1.0
stirimiiniin (DNASTAR Inc., Madison, WI, ABD) MegAlign modiili ile
okunmustur ve diizenlenmistir. NCBI GenBank niikleotid veri tabaninda

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) saklanmistir. Dizi homoloji arastirmalari, mevcut

en yakin referans dizilerini belirlemek icin NCBI GenBank’in niikleotid veri
tabanina karst BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) kullanilarak

gerceklestirilmistir.
3.4.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinleri, %1'lik agaroz jel iginde 0,5x% Tris-borat-EDTA (TBE) tampon
soliisyonunda 90 voltla 60 dakika boyunca elektroforetik ayrima tabi tutulmustur.
%1 agaroz jel hazirlamak i¢in 160 ml 0,5x TBE soliisyonuna 1,6 g agaroz
eklenmistir.

Agaroz jele 10 pl PCR iiriinii yiiklenerek yaklasik 1 saat elektriksel alanda
elektroforetik ayrima tabi tutulmus ve 15-20 dakika etidyum bromiir igeren
soliisyonda bekletilerek bir G:BOX F3 jel goriintiileme sistemi (Syngene,
Cambridge, Ingiltere) yardim ile jelin fotografi ¢ekilmistir.

Elektroforez sonucunda bantlarin varlig1 belirlenen iiriinlerin geri kalan 30
ul'si, sekans bilgilerini elde etmek amaciyla ticari bir sirkete (Macrogen Inc.,
Seoul, Kore) ABI Prism® 3730xi cihazi kullamlarak gdnderilmistir. Uriinler
benzer primerler kullanilarak gergeklestirilmistir. Ham sekans datalart MEGA7
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programi kullanilarak islenmis ve NCBI GenBank ta bulunan diger sekanslarla
benzerliklerininkarsilagtirmak i¢in BLASTN analizine tabi tutulmustur. Elde
edilen sekanslar ClustalWwW  program  kullanilarak  alignment analizi
gerceklestirilmistir (Thompson vd., 1994). Fusarium tiirlerine ait izolatlara ait
sekanslar ile GenBank’tan elde edilen referans izolatlarin sekanslar1 ile MEGA7
programi (Kumar vd., 2016) kullanilarak filogenetik agaci Neighbor-joining
dendrogrami Tamura vd. (1993) modeli kullanilarak 1000 bootstrap tekrar1 ile
¢izilmistir.

3.5.  Veri Analizleri

DNA dizileri diizenlenmis ve konsensiis dizileri, hesaplama platformlarinda
MEGAY7: Molekiiler Evrimsel Genetik Analizi kullanilarak manuel olarak
hesaplanmistir. Tim diziler, BLASTn algoritmasi kullanilarak  Ulusal
Biyoteknolojik Bilgi Merkezi olan GenBank veri tabani ile karsilastirilmig olup ve
her tiir igin temsili izolatlar GenBank’ta biriktirilmistir. Fusarium izolatlari ve diger
izolatlar, sirasiyla TEF1/RPB2 ve ITS dizilerine dayal olarak filogenetik olarak
ayr1 ayri analiz edilmistir. Ek referans dizileri ile bu ¢alismadan elde edilen izolatlar

MAFFT v.7 ¢evrimi¢i arayliziinde (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/)

kullanilarak hazirlanmistir. Varsayilan ayarlar MEGA 7 ile manuel olarak
diizenlenmistir. Maximum likelihood (ML) gen agaglari, IQ-TREE 1.6.7’nin komut
satir1 stirimii kullanilarak Fusarium tiirleri icin TEF1 ve RPB2 veri kiimeleri i¢in
ayr1 ayri ¢ikarilmistir. Analizler CIPRES Science Gateway V 3.3 iizerinde
uygulanmistir  (https://www.phylo.org/). Elde edilen agaglar FigTree v1.4.2

yaziliminda analiz edilerek diizenlenmistir. Fusarium solani susu CBS 748.79’un
sekanslar1 konsensiis agaglarnin iiretimini kolaylagtirmak igin dis gruplar olarak
eklenmistir.

3.6.  Patonejisite Testi

Bugday tohumlarinin  %21’lik NaOCI ¢ozeltisi  (v/iv) ile yiizey
dezenfeksiyonunu yapmak iizere gegen stireyi (1, 2 ve 3 dakika) kontrol etmek
i¢in bir 6n deneme gergeklestirilmistir. Bu siirelerin hepsinde bugday tohumlari
cimlenmeye baslamistir. Bu nedenle, bugday tohumlarinin yiizey dezenfeksiyonu
icin 3 dakika boyunca %21’lik NaOCIl ¢ozeltisi kullanilmigtir. Yiizey
dezenfeksiyonu yapilmis olan tohumlar iki kez sterilize edilmis olan damitilmis

su i¢inde durulanmuis ve steril filtre kagidi tizerinde kurutulmustur. Tohumlar daha
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sonrasteril damitilmis suyla doyurulmus bir filtre kagidi destesiyle Petri kabina
yerlestirilmistir ve ¢imlenme igin 3-4 giin boyunca 25°C’lik bir sicaklikta bir
etiivde tutulmustur. 23°C’de 12/12 saat aydinlik/karanlik rejimine sahip yetistirme
odas1 kosullarinda bugday fideleri iizerindeki izolatlarin patojenitesini
degerlendirmek igin, 17 tiirii temsil eden 70 izolat (her tiirden 1 ila 5 izolat)
secilmistir. Bu amagla ekmeklik bugday (T. aestivum) gesidi Seri 82 tohumlari
%0,5 NaClO ile 5 dakika muamele edilmistir. Tohumlar daha sonra ¢imlenmeyi
tesvik etmek i¢in 3 giin boyunca suyla nemlendirilmis bir parga steril filtre kagidi
ile plakalara yerlestirilmistir. Turba (KTS 1, Klasmann-Deilmann, Geeste,
Germany), steril vermikiilit ve steril topraktan (1:1:1, v/v/v) olusan bir saksi
karisimi, 17 cm yiiksekliginde ve 15 cm ¢apinda plastik saksilara yerlestirilmistir.
Her saksinin karigim substrat yilizeyine bes 6zdes fide yerlestirildi ve her izolat
icin ti¢ replika saksi kullanilmigtir Kontrol tedavileri, ayn1 sayida steril agar
tikaclarini igermistir.

Patojenisite testi i¢in bugday fideleri steril saksilarda 5:4:1 kum, toprak ve
organik madde (v/v/v) karisimi kullanilarak yetistirilmistir. Toprak karigimi
bulunan saksilarin tizerine yaklasik 7 giinliik kiiltiirlerden alinan 0,5 santimetre
capmdaki miselyal diskler koyulmustur. Agar disklerin tizerine tek bir tohum
yerlestirilmistir ve ince bir toprak karisimiyla kapatilmigtir. Bitkiler, 16 saat suni
151k kosullarinda ve 25°C giindiiz ve 15°C gece sicakliklarinda %60-80 bagil nem
kosullarinda biliyiime odasinda tutulmustur (Mitter vd., 2006). Bitkiler
gerektiginde sulanarak test siiresince tekrarlanmistir.

Asilama isleminden dokuz hafta sonra bitkiler topraktan yikanmistir. Tag ve
ana kok bogazindaki tipik esmerlesme/ciiriime yiizdesine dayali olarak (Nicol
vd., 2001)‘in (Wildermuth ve McNamara’dan 1994’den modifiye edilmistir) 1-5
skalas1 (1: %1-9 Dayanikli, 2: %10-29 Orta dayanikli, 3: %30-69 Orta hassas,
4: %70-89 Hassas, 5: %90-99 Cok hassas) (Sekil 3.4) kullanilarak yapilmustir.
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Sekil 3.4. Patojenite galismalarinda kullanilan 1-5 skalasi

Patojenler, her bir patojenik tiiriin temsili izolatlar1 i¢in Koch postulatlarini
yerine getirmek icin asilanmis bitkilerin ve kontrol bitkilerde olusan belirtilerden
yeniden izole edilmistir. Yeniden izole edilen kiiltiirlerin morfolojilerini, tiirlerin
bilinen kiiltiirleriyle karsilastirarak bunlara karsilik gelen Fusarium tiirleri olarak
dogrulanmigtir. Kontrol bitkilerinde herhangi bir Fusarium spp. kiiltiir gelisimi

gozlenmemistir.
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4. BULGULAR

Hastalikli bitki 6rnekleri Kirgizistan’in bugday ve arpa iretim alanlarinda
gerceklestirilmis sorveylerden elde edilmistir. Bu kapsamda secilmis olan 30 tarlay1
temsil eden hastalikli bitkiler hasada yakin ve hasat zamaninda 6rneklendirilerek
almmistir. Her bir tarlayr temsil eden ornek rastgele secilmis 20 bitkiden

olusmaktadir (Sekil 3.1).

Sekil 4.1. izolasyonu gergeklestirilen fungal izolatlarin morfolojik gelisimleri

2020 yilinda, Kirgizistan’in kuzeyindeki bugday yetistirme bolgelerindeki 30
tarladan toplanan semptomatik bugday orneklerinden 598 fungus izolati1 izole
edilmistir. Morfolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak 243 B. sorokiniana, 317
Fusarium spp., 19 Curvularia inaequalis, 11 M. phaseolina ve 8 Microdochium
spp. belirlenmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). Tanimlanan tiim kiiltiirler, Fusarium
Spp. i¢in tanimlama anahtarlarina dayali olarak ilgili fungus cinsi ve tiirlerinin genel
morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerine (kiiltiirlerin rengi, boyutu, varligi ve sekli,
konidia, konidiofor, septa ve sklerotia) sahiptir (Laraba vd., 2017; Laurence vd.,
2011; Leslie vd., 2006). Bipolaris spp., Curvularia spp. i¢in Sivanesan (1987),
Macrophomina spp. i¢in Holliday vd. (1970) ve Microdochium spp. i¢in teshis
Glynn vd. (2005) dayali teshis anahtarlar1 6zelliklerine gore belirlenmistir.
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Tablo 4.1. Kirgizistan’in gesitli cografi bolgelerinden elde edilen bugday taci/kdk
curiikliigi ile iliskili izolat sayis1 ve izolasyon yogunlugu

Bugday bitkilerinden elde edilen izolat sayisi ve sérvey alaninda ki
bulunma yogunlugu (%)

Tiirler* Bishkek Tokbay Kara Balta Toplam
N IF N IF N IF N IF

Bipolaris sorokiniana 87 44,39 77 37,75 79 39,90 243 40,64
Fusarium acuminatum 31 15,82 51 25,00 47 23,74 129 21,57
Fusarium culmorum 11 5,61 25 12,25 30 15,15 66 11,04
Fusarium nygamai 41 20,92 3 1,47 0 0,00 44 7,36
Fusarium equiseti 6 3,06 5 2,45 15 7,58 26 4,35
Fusarium oxysporum 5 2,55 6 2,94 8 4,04 19 3,18
Curvularia ineaqualis 0 0,00 13 6,37 6 3,03 19 3,18
gg:&;(')‘gpa I 0 0,00 8 3,92 9 455 17 284
Macrophomina phaseolin 2 1,02 6 2,94 3 1,52 11 1,84
Fusarium redolens 8 4,08 0 0,00 0 0,00 8 1,34
Microdochium bollleyi 3 1,53 2 0,98 0 0,00 5 0,84
Microdochium nivale 0 0,00 3 1,47 0 0,00 3 0,50
Fusarium proliferatum 2 1,02 0 0,00 0 0,00 2 0,33
Fusarium burgessii 0 0,00 2 0,98 0 0,00 2 0,33
Fusarium tricinctum 0 0,00 2 0,98 0 0,00 2 0,33
Fusarium solani 0 0,00 0 0,00 1 0,51 1 0,17
Fusarium algeriense 0 0,00 1 0,49 0 0,00 1 0,17
Toplam 196 100 204 100 198 100 598 100

N: izolat sayis1 IF: izolasyon siklig1 *Tablo satirlari, elde edilen toplam izolat sayisina gore en

yiiksekten en diisiige dogru siralanmustir.
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Tablo 4.2. Kirgizistan’1in incelenen bolgelerinde gesitli tarlalarda bugday taci/kok
clirtikligi ile iliskili fungal tiirlerinin dagilimi ve fungal tiirlerinin tarla insidansi

Izolatlarin elde edildikleri tarla sayisi ve tiirlerin
bulunduklari tarla oranlar:

Tiirler* Bishkek Tokbay Kara Balta Toplam
N IF N Fl N Fl N Fl
Bipolaris sorokiniani 9 90 8 80 9 90 26 86,67
Fusarium acuminatu 5 50 8 80 8 80 21 70,00
Fusarium culmorum 3 30 6 60 5 50 13 46,67
Fusarium nygamai 8 80 1 10 0 0 9 30,00
Fusarium oxysporum 2 20 2 20 5 50 9 30,00
Fusarium equiseti 3 30 1 10 3 30 7 23,33
Macrophomina
phaseoﬁ’ina 1 10 4 40 2 20 7 2333
E::SJL%Taminearum 0 0 3 =D 2 20 5 16,67
Fusarium redolens 4 40 0 0 0 0 4 13,33
Curvularia ineaquali 0 0 2 20 1 10 3 10,00
Fusarium burgessii 0 0 2 20 0 0 2 6,67
Microdochium bollle 1 10 1 10 0 0 2 6,67
Microdochium nivale 0 0 2 20 0 0 2 6,67
Fusarium proliferatu 1 10 0 0 0 0 1 3,33
Fusarium solani 0 0 0 0 1 10 1 3,33
Fusarium tricinctum 0 0 1 10 0 0 1 3,33
Fusarium algeriense 0 0 il 10 0 0 1 3,33

Toplam 10 100 10 100 10 100 30 86,67
N: Tek tek tiirlerin tanimlandig1 alan sayisi FI: Alan insidansi *Tablo siralari, tek tek tiirlerin izole

edildigi toplam alan sayisina gére azalan diizende diizenlenmistir.
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4.1. Morfolojik Karakterizasyon
4.1.1. Tzolatlarm Kiiltiir Karakterizasyonu

Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker

Bipolaris sorokiniana izolatlarinin PDA ortamindaki Kkiiltiir gelisimi
baslangicta beyaz ve soluk renkli olup, zamanla yavas yavas koyulasarak zeytin-
kahverengi veya grimsi-kahverengiye donmistiir (Sekil 4.2). Konidileri birkag
hiicreli, kahverengi renkte olup, eliptik, diiz veya kivriktir sekildedirler. Konidilerin
16,2-29,6 um x 60,3-122,6 um boyutlarinda olup, genellikle 3-7 bdlmeli, uglar

oval veya silindir seklinde oldugu goriilmustiir.

Sekil 4.2. Bipolaris sorokiniana kiiltiiriiniin PDA {tizerindeki misel gelisimi (a),
konidileri (b).
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Curvularia ineaqualis (Shear) Boedijn

PDA ortaminda Curvularia ineaqualis izolatlarinin misel gelisimi baslangicta
beyaz veya soluk olup, olgunlastik¢a hizla koyulasarak kahverengi veya siyaha
donmiislerdir, 1 hafta sonra ise kadifemsi bir dokuda, koyu yesil ile grimsi siyah
renklerinde goriilmiislerdir. Curvularia inaequalis’in conidi sekilleri ¢ogunlukla
diiz veya hafif kavisli, renkleri ise soluk kahverengidir. Konidiler 3-4 bolmeli ve
23,3-37,5 x 8,9-13,2 um boyutlarinda goriilmiis olup (Sekil 4.3) izolatlarin bu

morfolojik 6zellikleri, Curvularia inaequalis’in tanimlartyla eslesmistir.

Sekil 4.3. Curvularia ineaqualis kiiltiirtiniin PDA tizerindeki misel gelisimi (a),
konidileri (b).
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Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid

Macrophomina phaseolina, ince cidarli hiyalin hifler veya septali agik
kahverengi ve koyu kahverengi hifler ile karakterize edilmistir. Ana hiften gelen
dallar genellikle ana hif {izerinde dik agida olugsmuslar ve baslangi¢ noktasinda bir
daralma gostermislerdir. Sertlestirilmis fungus miselinin kompakt bir kiitlesi olan
mikrosklerotlar 106-307 x 92-178 um araliginda degisen, farkli boyutlarda, kiiresel,
oval veya dikdortgen seklinde olusmuslardir (Ashby, 1927; Goidanich, 1947).
Etmenin kiltiri gen¢ asamasinda agik kahverengiyken olgunlastik¢a
koyulagmistir. Hifleri tipik olarak renksiz ve septalidir (Sekil 4.4). Konidiler tipik
olarak konidioforlardan olugsmaktadirlar ve gelisim asamasina bagli olarak tek veya
cok hiicreli olup, tipik olarak oval ila silindirik sekilde olduklar1 gbzlemlenmistir.

Sekil 4.4. Macrophomina phaseolina kiiltiiriiniin PDA ftizerindeki misel gelisimi
(@), mikrosklerotileri (b).
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Microdochium bolleyi (R. Sprague) de Hoog & Herm.-Nijh.

PDA iizerindeki koloni gelisiminin beyaz renkte olusmus ve etmenin biiyiime
sicakliginin 23°C’de en uygun seviyede oldugu goézlemlenmistir. Konidiler agik
renkli, piiriizsiiz, tek hiicreli, ince cidarli, hilal seklinde ve 5,0-8,7 x 1,6-2,3 um
boyutlarinda oldugu izlenmistir (Sekil 4.5). Tim izolatlar, morfolojik ve kiiltiirel

ozelliklerine dayanarak Microdochium bolleyi olarak tanimlanmastir.

Sekil 4.5. Microdochium bolleyi kiiltiiriiniin PDA tizerindeki misel gelisimi (a),
sporlari (b).
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Microdochium nivale (Fr.) Samuels & 1.C. Hallett

Izolatlarn PDA ortamindaki gelisimi baslangicta beyaz veya soluk renkli
olup, olgunlastik¢a soluk pembe veya somon rengine donmiislerdir. Misel dokusu
tipik olarak pamuksu, veya kabariktir. Mikroskobik inceleme altinda, M. nivale
konidileri genellikle 1-3 bolmeli, fusiform-yalanci sekilli, uglara dogru daralmis,
konik kiit veya yuvarlak seklinde olup boyutlar1 da 7,9-13,37 x 2,9-3,45 um olarak
olgtilmistiir. Hifleri tipik olarak dalli ve yogun bir miselyum olusturmustur (Sekil
4.6). Microdochium nivale, konidioforlar1 tipik olarak dalli, konidileri tek hiicreli

ve silindirik veya elipsoidal olarak gézlemlenmistir.

Sekil 4.6. Microdochium nivale kiiltiirtiniin PDA tizerindeki misel gelisimi (a),
sporlari (b).
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Fusarium pseudograminearum Aoki & O’Donnell

Fusarium pseudograminearum izolatlarinin PDA {izerinde turuncu pigment
drettikleri ve hizli biiyldikleri goézlemlenmistir. Beyaz renkte periferide ve
merkezde sarimst olan  yogun miselyum olusturmuslardir.  Fusarium
pseudograminearum, orta ila uzun (50-61 pm), nispeten ince (5-7 pum)
makrokonidiler tiretmislerdir. Makrokonidiler neredeyse diiz ve orta derecede
kivrimli, ayak seklinde bazal hiicrelere ve kivrimli apeks hiicrelere sahiptir.
Makrokonidiler 5-6 septali ve c¢ogunlugunun 5 septaya sahip oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Fusarium pseudograminearum kiiltiiriiniin PDA {izerindeki misel
gelisimi (a), makrokonidileri (b).
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Fusarium culmorum (W.G. Smith) Saccardo

Fusarium culmorum izolatlarinin neredeyse tiimii, PDA iizerinde benzer
koloni o6zellikleri gostermislerdir. Miselyum beyazimsi, agik sar1 veya kirmizidir.
PDA’nin arka yiiziindeki pigment grimsi-giil, karmin kirmizis1 veya bordo arasinda
degismistir. Hizli biiyiime gosterdikleri ve biiytime hizlarinin 41 ila 57 mm arasinda
degistigi gozlemlenmistir. PDA’daki ¢ogunlugu 4 septali olan kalin ¢eperli
makrokonidilerin monofialitler tizerinde tasindigi gorilmistiir. Makrokonidileri
kalin duvarli ve kavisli olup, genellikle 3-5 septali ve 35-55 x 5,2-7,6 um
boyutlarindadir (Sekil 4.8). Inkiibasyondan iki hafta sonra hiflerde ve

makrokonidiler i¢inde zincirlesmis klamidosporlar olusturmuslardir.
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Sekil 4.8. Fusarium culmorum kiiltiiriiniin PDA {izerindeki misel gelisimi (a),
makrokonidileri (b).
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Fusarium nygamai L.W. Burgess & Trimboli

PDA iizerindeki F. nygamai miselinin hizla biiyiiyerek agar yiizeyine
yayildig1 gozlemlenmistir. Misel gelisimi baslangigta doku olarak beyaz ve

pamuksu goriilmiistiir. Olgunlastik¢a renkleri pembe, mor veya kirmizimsi
kahverengiye dontismistiir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Fusarium nygamai kiiltiiriiniin PDA iizerindeki misel gelisimi (a),
zincir olusumu (b).
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Fusarium redolens Wollenweber

PDA’daki F. redolens misel gelisimi baslangigta beyaz veya soluk krem
renginde goriilmiistiir. Olgunlastik¢ca rengi acik pembe ve agik turuncuya
dontigmistiir. Misel gelisimleri agarda bir miktar kahverengi pigmentasyon ile
beyazdan pembeye degisen, nispeten diiz bir havai miselyuma sahiptir.
Makrokonidileri saglam ve kalin duvarli olup genellikle 3-5 septalidir. Fusarium
redolens tarafindan {iretilen makrokonidiler kancali apeks hiicrelere ve ayak
seklinde bazal hiicrelere sahiptir. Makrokonidiler 46,0 x 3,0 um boyutlarindaydilar
(Sekil 4.10). Kiiltiirde klamidospor olusumu gozlenmistir.

Sekil 4.10. Fusarium redolens kiiltiiriiniin PDA {izerindeki misel gelisimi (a),
makrokonidileri (b).
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Fusarium oxysporum Schlechtendahlemend. Snyder & Hansen

Fusarium oxysporum izolatlari, PDA iizerinde genis ¢esitlilik gosteren koloni
ozelliklerine sahiptir. Miselyal gelisimin beyazdan soluk menekse rengine kadar
degisebildigi gézlemlenmistir. Bazi izolatlarda merkezi bir spor kiitlesinde soluk
turuncu veya soluk mor makrokonidiler tiretmistir. Fusarium oxysporum, PDA
tizerinde O ila 1 septali bol miktarda mikrokonidi, uzunluklar1 ve genislikleri
sirastyla 22,5-37,5 um ve 2,5-4,5 um olan kisa ila orta boyutta makrokonidiler de
iiretmistir (Sekil 4.11). Uretilen makrokonidiler ince cidarli ve 2-3 septali ancak

cogu 3 septali olarak goriilmistiir.

Sekil 4.11. Fusarium oxysporum kiiltiirtiniin PDA tizerindeki misel gelisimi (a),
makrokonidileri (b).
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Fusarium acuminatum Ellis & Everhart

Fusarium acuminatum’un, baz izolatlarda bol miktarda beyaz miselyum
tireten, nispeten yavas gelisen bir tir oldugu goriilmistir. PDA’da kirmizi
pigmentler (bazen kahverengi) olusturmustur. Fusarium acuminatum, kalin cidarl
makrokonidiler tiretmistir. Bolme sayisi genellikle 5 olarak goriilmiis ancak 3- ve
4- bolmeli makrokonidiler de tiretmistir ve bunlarin uzunluklart sirastyla 24-58 pum,
genislikleri de 4-5,5 um olarak gériilmiistiir. Uretilen makrokonidiler, orta derecede
kavisli olup belirgin ayak seklinde bazal hiicreye; uzun, sivrilen apeks hiicrelere
sahip olup 3-5 septali olarak goriilmiislerdir (Sekil 4.12). Mikrokonidiler 0-1 septali

olarak goriilmiistiir.

Sekil 4.12. Fusarium acuminatum kiiltiiriiniin PDA tizerindeki misel gelisimi (a),
makrokonidileri (b).
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Fusarium equiseti (Corda) Saccardo

Fusarium equiseti kiiltiirde baslangicta beyaz olan, ancak yaslandikga
kahverengiye doniisen bol miktarda misel tiretmistir. Spor kiitlesi soluk turuncudan
koyu kahverengiye kadar olup agik-koyu dongiisiine tepki olarak halka seklinde
bolgeler gelisebilmektedir. PDA’da genellikle koyu kahverengi lekeler veya
pigment benekleri olusturmustur. Kiiltiirde turuncu sporodokyum iginde bol
miktarda makrokonidiler olusmustur. Makrokonidiler 6l¢iim degerleri 41,8 x5,25
um olarak tespit edilmistir (Sekil 4.13). Klamidosporlari interkalar, tekli veya zincir

seklinde oldugu gozlenmistir.

Sekil 4.13. Fusarium equiseti kiiltiiriiniin PDA tizerindeki misel gelisimi (a),
makrokonidileri (b).
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Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg

Fusarium proliferatum izolatlart PDA {izerinde baslangigta beyaz goriilse de
zamanla turuncu rengine dontismiistiir. Makrokonidileri ince duvarli, nispeten diiz
olup bolme sayis1 genellikle 3 ila 5 bolme olarak goriilmistiir. Uzunluklari sirasiyla
23,75-35 um ve genislikleri 2,5-3 pm olan ince cidarli, ince makrokonidiler
iirettikleri gdzlemlenmistir (Sekil 4.14). Uretilen makrokonidiler, nispeten diiz ve
kavisli apeks hiicreye sahiptir ve 3 ila 5 septalidir.

Sekil 4.14. Fusarium proliferatum kiiltiiriiniin PDA {izerindeki misel gelisimi (a),
makrokonidileri (b).
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Fusarium burgessii M.H. Laurence, Summerell & E.C.Y. Liew

PDA’daki F. burgessii misel gelisimleri baslangicta beyazimsi veya soluk
pembe goriilmiis ve daha sonra grimsi bir renk tonuna donmiistiir. Doku tipik olarak
kabarik veya pamukludur ve Kkoloni capi, biiylime kosullarina bagli olarak
degisebilmektedir. Etmen tipik olarak orak seklinde, birkag enine septaya sahip ¢ok

hiicreli makrokonidiler tiretmistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. Fusarium burgessii kiiltiiriiniin PDA tizerindeki misel gelisimi (a),
makrokonidileri (b).
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Fusarium tricinctum (Corda) Saccardo

Fusarium tricinctum kiiltiirde hizli gelisim gdstermistir Ve baslangigta beyaz
olup, olgunlasmasiyla birlikte pembe, kirmiz1 veya mor hale gelen bol miktarda
yogun miselyum olusturdugu goriilmistiir. Makrokonidileri yaygindir ve tipik
olarak kavisli veya sivrilen apeks hiicreye ve belirgin ayak hiicrelerine sahip olup
3-5 bolmeli olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.16). Makrokonidilerin boyutlari
sirastyla 22,5-42,5 um uzunluk ve 2,5-4,8 um genislikte 6l¢iilmiistiir.

Sekil 4.16. Fusarium tricinctum kiiltiiriiniin PDA {izerindeki misel gelisimi (a),
makrokonidileri (b).
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Fusarium algeriense Laraba & O'Donnell

Fusarium algeriense misel gelisimi PDA’da 12 saatlik bir fotoperiyod
sonrasinda baslangicta beyaz veya soluk bej renkte olusmus, zamanla mor veya
lavanta rengine donmiistiir (Sekil 4.17). Misel yapis1 pamuksu veya kabarik bir
dokuya sahiptir. Makrokonidileri ¢cogunlukla 3-4 septali olup ve klamidosporlari

yoktur.

Sekil 4.17. Fusarium algeriense kiiltiiriiniin PDA iizerindeki misel gelisimi (a),
makrokonidileri (b).
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Fusarium solani (Martius) Appel & Wollenweber emend. Snyder &

Hansen

PDA iizerindeki F. solani misel gelisimlerinin baslangigta beyaz renkte ve
pamuksu bir dokuya sahip oldugu goriilmiistiir. Olgunlastik¢a misel rengi pembe,
turuncu veya kahverengi tonlarina doniismiistiir. Fusarium solani’ nin PDA’daki
tek hiicreli sporlart genellikle koloninin yilizeyine dagilmis kiigiik noktalar veya
benekler olarak goriilmiistir. Hem makrokonidiler hem de mikrokonidiler
tretmistir. Makrokonidiler biiyiik, ¢ok hiicreli, orak seklinde ve genellikle 3-5
bolmeli olup 3.85-5.0 um eninde ve 15.0-28.5 pm uzunlugunda o&lgiilere sahip
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.18). Mikrokonidilerin ise kiigiik, tek hiicreli ve bol

miktarda tiretildigi gézlemlenmistir.

Sekil 4.18. Fusarium solani PDA iizerindeki misel gelisimi (a), makrokonidileri

(b).
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4.2.  Molekiiler Karakterizasyon
4.2.1. DNA izolasyonu, Sekans Verileri ve Filogenetik Agac
Olusturulmasi

PCR amplifikasyonu sonucu rDNA’nin ITS bolgesi ile TEF1 ve RPB2
bolgeleri ¢ogaltilarak sirasiyla 557- 591 ve 700-750 bp arasinda degisen DNA
fragmanlari Uretmistir. RPB2 gen bolgesinin sekansi u¢ bolgeleri temizlendikten
sonra 902 bp olarak NCBI GenBank veri tabanina girilmistir. Bu {i¢ lokusa dayanan
BLASTN sorgulart, tiim izolatlarin sekanslarinin GenBank veri tabanindaki tiirlerle
%99-100 benzerlik oldugunu gostermistir. Elde edilen tim sekanslar, (Tablo

4.3)’de listelenen erisim numaralari ile GenBank’ta kaydedilmistir.

Tablo 4.3. Bu ¢alismada elde edilen temsili izolatlarin GenBank Erisim
numaralari

GenBank Erisim numaralari

Tiirler .
Izolat Kodu ITS TEF1 RPB2
KrBsor01 OP709681 - -
Bipolaris sorokiniana KrBsor02 OP709682 - -

KrBsor03 OP709683 - -
KrCina01 ~ OP709684 - -
Curvularia ineaqualis KrCina02 OP709685 . )
KrCina03 OP709686 - -

KrMpha01  OP709678 - -
Macrophomina phaseolina KrMpha02  OP709679 - -
KrMpha03  OP709680 - -

KrMbol03 ~ OP709687 - -
Microdochium bollleyi KrMbol03 ~ OP709688 - -
KrMbol03 ~ OP709689 - -
KrMniv0l ~ OP709690 - -

Microdochium nivale KrMniv01l OP709691 - -
KrMniv01l OP709692 - -
KrFpg01 - OP688131 0OP688160

Fusarium pseudograminearum  KrFpg02 - 0OP688132 0OP688161
KrFpg03 - OP688133 0OP688162
KrFcul01 i OP688134 0OP688163

Fusarium culmorum KrFcul02 i OP688135 0OP688164
KrFcul03 OP688136 0OP688165

40



KrFnygO1 - OP688137 OP688166

Fusarium nygamai KrFnyg02 - 0OP688138 0OP688167
KrFnyg03 - OP688139 0OP688168

KrFred01 - OP688140 0OP688169

Fusarium redolens KrFred01 - OP688141 0OP688170
KrFred01 - OP688142 0P688171

KrFoxy01 - OP688143 0OP688172

Fusarium oxysporum KrFoxy01 - 0OP688144 0OP688173
KrFoxy01 - OP688145 0OP688174

KrFacu01 - OP688146 0OP688175

Fusarium acuminatum KrFacuOl - 0OP688147 0OP688176
KrFacu01 - OP688148 0OP688177

KrFequOl - OP688149 0OP688178

Fusarium equiseti KrFequOl - OP688150 OP688179
KrFequOl - OP688151 0OP688180

Eusarium oroliferatum KrFpro02 - OP688152 0OP688181
P KrFpro02 - OP688153 0P688182
KrFbur01 - OP688154 0OP688183

Fusarium burgessii KrFbur01 - OP688155 0OP688184
. . KrFtriol - OP688156 OP688185
Fusarium Sgeny KrFtriol . OP688157 OP688186
Fusarium algeriense KrFalg01 - OP688158 0OP688187
Fusarium solani KrFsol01 - OP688159 0OP688188

Bu calismadan elde edilen izolatlarin ITS ve ile TEF1 sekanslarinin birlesik
veri setine ve GenBank’ta bulunan tiirlerin referans sekanslarina dayanan
filogenetik analizler, farkli tiirlere ait izolatlar %100 bootstrap destegi ile ayrilmistir
(Sekil 4.19).
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Fusarium nygamai KrFnyg01
100 | Fusarium nygamai NRRL 13488
Fusarium nygamai KrFnyg03
Fusarium nygamai KrFnyg02
Fusarium proliferatum NRRL 52719
100 | | Fusarium proliferatum KrFpro0l
Fusartum proliferatum KrFpro(02
Fusarium oxysporum NRRL 25099
WU Fusarium oxysporunm KrFoxy02
100 | Fusarium oxysporum KrFoxy01
Fusarium oxysporunt KrFoxy03
Fusartum redolens KrFred(2
gl | Fusarium redolens KrFred03
— | Fusarium redolens KrFred01
Fusarium redolens NRRL 52814
00 ; Fusarium algeriense KrFalg01
[Fusarium algeriense NRRL 66648
— , Fusarium burgessii KrFbur02
75 100 ~|F usarium burgessiit KrFbur01
1 100 | Fusarium burgessii NRRL 66654
Fusarium equiseti KrFequ01
) EJ Fusarium equiseti KrFequ03
Fusarium equiseti KrFequ02

Fusarium equiseti NRRL 20697

Fusarium pseudograminearum KrFpg01

100

100 | Fusarium pseudograminearum KrFpg03
Fusarium pseudograminearum NRRL 28062

96

100

Fusarium pseudograminearum KrFpg02
100 | Fusarium culmorum NRRL 25475
Fusarium culmorum KrFcul02

100 Fusarium culmorum KrFcul01
Fusarium culmorum KrFcul03

Fusartum tricinctum KrFiri01

Fusarium tricinctum NRRL 25481

Fusartum tricinctum KrFtri02

Fusarium acuminatum NRRL 54210

Fusariwm acuminatum KrFacu02

100} Fusarium acuminatum KrFacu0l

Fusarium acuminatum KrFacu03
Fusartum solani KrFsol01

0.05

100 | Fusarium solani NRRL 22783

Sekil 4.19. Fusarium izolatlarinin TEF1 ve RPB2 dizileri kullanilarak filogenetik

analizi  IQ-TREE

kullanilarak ~ maksimum  olasiliga  dayali

olarak

gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada referans ve dis grup olarak kullanilan diziler

vurgulanmustir.
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4.3. Patojenisite Testi

Kirgizistan’in kiglik bugday ve arpa yetistiriciligi yapilan bolgelerinde 30
tarladan toplanan semptomatik bugday ve arpa orneklerinden toprak kokenli
toplamda 598 fungal izolat izole edilmistir. Tirlerin morfolojik ve molekiiler
araglara gore siniflandirilmasi1 sonucunda 317 Fusarium spp., 243 B. sorokiniana,
19 C. spicifera, 11 M. phaseolina, 5 M. bolleyi ve 3 M. nivale tespit edilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen tiim izolatlar1, Seri-82 bugday fidelerinde
kron ve seminal koklerin nekrozu ve renk degisikligi, fide yanmasi ve bodur fideler
gibi tipik semptomlara neden oldugu ve seminal koklerde renk degisikligi
gozlenmistir. Patojenite testleri, F. pseudograminearum ve F. culmorum
izolatlarinin esit derecede viriilent patojenler oldugunun kanitlamistir (P < 0,05) ve

ortalama tag ¢iirtikligii siddetinin sirasiyla 3,55 ve 3,42 oldugunu ortaya koymustur
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Tablo 4.4). Her iki tiiriin gesitli izolatlari, baz1 saksilarda tiim bitkilerin
Olmesiyle birlikte 6nemli hasara neden olmustur. Bipolaris sorokiniana ise kronlar
kokler tizerinde orta derecede viriilent oldugu goézlenmisken, Fusarium sp. ile
benzer seviyelerde nekroz veya ciirimeye neden olmustur. Benzer sckilde F.
algeriense ve F. redolens izolatlar1 ortalama tag ¢lirtikliigii siddeti gostermistir ve
orta derecede viriilent bulunmustur, ancak yukarida bahsedilen tiirler kadar siddetli
degildir. Bununla birlikte, C. inaequalis izolatlar1 sadece hafif derecede viriilent
bulunmustur ve ortalama tag ¢tiriikliigii siddeti 1,67 olan asilanmus bitkilerin birkag
kronunda ve seminal koklerinde hafif renk bozulmasina neden olmustur. Fusarium
acuminatum, F. oxysporum, ve F. equiseti, F. nygamai, F. solani, F. proliferatum,
F. burgessi, F. tricinctum ile M. phaseolina bugday fideleri iizerinde patojenik

degildir ve kontrol bitkilerinden énemli bir fark géstermemistir.
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Tablo 4.4. Calismada tanimlanan fungal tiirlerinin patojenite degerleri

Tiirler izolat Oratalama Orta!ama.hastallk Hastal_a_ndlrma
sayisl hastalik skoru siddeti (%0)*** kabiliyeti****
Fusarium 3,67+0,49a** 73,33 ny.
pseudograminearum
Fusarium culmorum 3 3,62+0,51a 72,33 HV
Bipolaris sorokiniana 3 2,78 +£0,39b 55,50 MV
Fusarium redolens 3 2,23+ 0,28¢ 44 .67 MV
Fusarium algeriense 1 2,22 +0,21bd 44 50 MV
Curvularia inaequalis 3 1,67 +£0,26de 33,33 MV
Fusarium nygamai 3 1,43 £0,23e - NP
Fusarium solani 1 1,42 £0,27e - NP
Microdochium bolleyi 3 1,42 £0,37e - NP
Fusarium oxysporum 3 1,40 £0,15e - NP
Fusarium proliferatun 2 1,39 +£0,21e - NP
Macrophomina 3 1,37 £0,24e - NP
phaseolina
Microdochium nivale 3 1,32 +£0,26e - NP
Fusarium burgessii 2 1,29 +0,15e - NP
Fusarium tricinctum 2 1,28 £0,18e - NP
Fusarium acuminatum 3 1,26 +0,23e — NP
Fusarium equiseti 3 1,25 +0,16e — NP

Tablo satirlari, hastalik siddeti puanlarina gore en yiksekten en diistige dogru siralanmigtir. *Tiim

izolatlara ait degerlerin ortalamasindan standart sapma; **Ayni harfle baglanmayan diizeyler, P =

0.05’te Tukey’nin HSD’sine dayali olarak izolatlar arasinda 6nemli 6l¢iide farklidir; ***Ortalama

hastalik ortalama skor degerleri kontrol grubu ile ayni grupta olan tiirler igin hastalik siddeti

hesaplanmamistir; ****HV: Yiiksek derecede viriilent MV: Orta derecede virillent MiV: hafif

derecede viriilent NP: patojenik degil.
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5. TARTISMA

Bugday, diinya c¢apinda ¢esitli cografi bolgelerde, ortamlarda ve iiretim
sistemlerinde yetistirilmektedir. Diinyada 65. en biiyiik bugday {ireticisi olan
Kirgizistan’da, bugdayin toprak alti ve ta¢ dokularinda fungal enfeksiyonlarinin
varlig1 ve dagilimi hakkinda higbir arastirma yapilmamistir. Bu ¢alismada, Kuzey
Kirgizistan’da bugday tag ¢iirtikliigi ile iliskili patojenlere iliskin sistematik bir
arastirmanin bulgular1 sunulmaktadir. Bipolaris sorokiniana, yiiksek tarla insidansi
(%86,67) ve koklerden ve taglardan izolasyon sikligi (%40,64) ile iilkenin bu
bolgesinde bugdayin birincil patojeni olarak tanimlanmistir. Sonuglar ayrica,
Fusarium tag¢ ¢iiriikliigiinin bu alanda yaygin olarak dagildigini ve bugday
saplarinin tabaninda 12 Fusarium tiiriiniin varligin1 gdstermistir. Ornekleme
bolgelerinin ¢ogunda en yaygin olan iki tiir F. acuminatum ve F. culmorum’dur.
Fusarium acuminatum izolasyon sikligi sadece %21,57 olmasmna ragmen,
incelenen alanlarin %70,00’inde bulunmustur. Bu yiiksek oranlar Colorado ve
Wyoming’de (Hill, 1983), Mississippi (Gonzalez vd., 2000), Montana (Moya-
Elizondo vd., 2011), Bat: Kanada (Fernandez vd., 2014), Kuzey Cin (Bockus vd.,
2010), Kuzey Dakota (Shrestha vd., 2021) ve Kazakistan (Bozoglu vd., 2022)
bulunanlarla karsilastirilabilir. Benzer sekilde F. culmorum %211,04 izolasyon
sikligi ile incelenen alanlarin %46,67°sinde tespit edilmistir. Bu ¢alismada tarla
insidansi ve izolasyon sikliginda tigiincii sirada yer alan F. culmorum, ¢esitli bugday
yetistirme bolgelerinde yapilan c¢ok sayida arastirmada en yaygin ve yikici
Fusarium tiirlerinin ana bileseni olarak tanimlanmistir (Abdallah-Nekache vd.,
2019; Backhouse vd., 2004; Cook, 1981; Gebremariam vd., 2018; Moya-Elizondo
vd., 2011; Pettitt vd., 2003; Shrestha vd., 2021; Smiley vd., 1996; Tunali vd., 2008).
Fusarium nygamai, Biskek’teki sekiz ve Sokulluk’taki bir tarladan toplanan 44
izolatla, incelenen alanlarin %30,00’tint temsil etmis ve %7,36’lik bir izolasyon
sikligiyla, bir diger yaygm Fusarium tiiri olmustur. Fusarium nygamai daha once
iliman ve sicak iklimlerde depolanan bugday o6rneklerinden izole edilmis (Chehri
vd., 2010) ve iran’da bugday kok ve gévde dokularinda en yaygm Fusarium
tirlerinden biri oldugu bulunmustur (Chehri, 2011). Ayrica Irak’in Basra
vilayetindeki bugday koklerinden de izole edilmistir (Minati, 2020). Tarla insidans1
ve izolasyon siklig1 agisindan besinci sirada yer alan F. equiseti, Azerbaycan’da

bugdayda tag ve kok ctirtikliigi ile iliskili baskin bir fungus olarak rapor edilmistir
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(Ozer vd., 2020), Kuzey Dakota (Shrestha vd., 2021), Saskatchewan (Fernandez
vd., 2004), Mississippi (Gonzalez vd., 2000) , italya (Rossi vd., 1995), Kanada
(Fernandez vd., 2014) ve Tiirkiye, (Bentley vd., 2006; Gebremariam vd., 2018)’de
gerceklestirilen c¢alismalar bu da bulgularimizi dogrulamaktadir. Ornekleme
alanlarinin sirastyla %30,00 ve %23,33’iinde F. oxysporum ve M. phaseolina
%3,18 ve %1,84°liikk izolasyon oranlartyla bulunmustur. Bati Kanada’dan da
yiiksek oranda F. oxysporum izolasyonu bildirilmistir Fernandez vd. (2014),
Sirbistan Jevti¢ vd. (2019) ve Kazakistanda Bozoglu vd. (2022) yiiriitiilen
caligmalarin sonucu gdzlemlerimizle tutarhidir. Macrophomina phaseolina’nin
semptomatik bugday kokleri tizerindeki tek raporu, %3,08 tarla insidansinin rapor
edildigi Kazakistan’dan elde edilmistir. Bozoglu vd. (2022) F.
pseudograminearum’un nispeten diisiik saha insidansi (%16.67) ve izolasyon
sikligi (%2.84), Avustralya’da ta¢ ve kok ciriikliigi funguslar icin daha once
bildirilenlerden farklidir. Akinsanmi vd. (2004), Kuzey Amerika Smiley vd. (2005)
ve Tirkiye Gebremariam vd. (2018) incelenen bdélgelerdeki soguk hava
sicakliklariyla ilgili olabilecegini gostermis ve F. culmorum’un serin ve yar1 kurak
iklimleri tercih ettigi disiiniilirken, F. pseudograminearum’un biraz daha sicak
iklimleri tercih ettigi diisiiniilmektedir (Cook, 1981). Ormegin, Kuzey Dakota’da
daha soguk yillar, daha sicak yillara gore daha yiiksek F. culmorum izolasyon
oranlar1 tiretirken, daha sicak yillar daha yiiksek F. pseudograminearum izolasyon
oranlart tiretmistir (Shrestha vd., 2021). Daha 6nce Kanada’da bir bugday patojeni
olarak tanimlanan F. redolens izolatlar1 (Esmaeili Taheri vd., 2011), Tiirkiye
(Gebremariam vd., 2016) ve Kazakistan (Bozoglu vd., 2022)’da o6rneklenen
tarlalarin %13.33’tinde bulunmustur. Cochliobolus’un bir anamorfu olan C.
inaequalis izolatlari Sokulluk bolgesinde iki, Kara-Balta’da bir tarlada
saptanmustir. Bu tiir Azerbaycan’da (Ozer vd., 2020) ve Kazakistan’da (Bozoglu
vd., 2022) da bulunmus olup mevcut sonuglarla tutarlidir. Bu sonuglar, F. nygamai,
F. redolens ve C. inaequalis’in dagilimmin, ¢evresel adaptasyonlarina
atfedilebilecegini diisiindiirmektedir. Daha seyrek goriilen fungus tiirleri arasinda
M. bolleyi, M. nivale, F. proliferatum, F. burgessii, F. tricinctum, F. solani ve F.
algeriense yer alir. F. burgessii disinda, bu tiirler diinyanin her yerinde siklikla
bugday ta¢ ve gévde dokularindan izole edilmektedir. Ornegin, M. bolleyi, F.
graminearum, F. avenaceum ve F. tricinctum ile birlikte New York’ta ayak ve tag

clirtikligiinden etkilenen kislik bugdaydan en sik izole edilen tiirdiir (Kane vd.,
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1987). Kanada, Saskatchewan’da M. bolleyi, ikinci en yiiksek izolasyon yiizdesi ile
yaygin ve makarnalik bugdaym renksiz tepe dokusundan izole edilmis ve B.
sorokiniana’dan sonra en yiiksek ikinci tarla sayisinda bulunmustur (Fernandez vd.,
2004). Aym tiir, Mississippi’deki yumusak kirmizi kigslik bugdaym kokiinden ve
tepesinden de izole edilmistir (Gonzalez vd., 2000). Eskiden F. nivale olarak bilinen
M. nivale, Birlesik Krallik’ta renksiz ta¢ dokularindan, yaprak kinlarindan, kok
bogazilarindan ve ekmek ve/veya durum bugdayi koklerinden izole edilmistir
(Pettitt vd., 2003) , ayrica Tiirkiye (Tunali vd., 2008), Litvanya (Jonavi¢iené vd.,
2016), Cezayir (Abdallah-Nekache vd., 2019; Bouaicha vd., 2022) ve Cin’de (Xu
vd., 2022) de tespit edilmistir. Onceki kok ciiriikliigii hastalig1 arastirmalar,
Meksika’da F. proliferatum izolasyonunun diisiik siklikta oldugunu bulmustur
(Leyva-Mir vd., 2017), Tirkiye (Gebremariam vd., 2018; Tunali vd., 2008), Cin
(Bockus vd., 2010), Azerbaycan (Ozer vd., 2020) ve iran (Dehghanpour-Farashah
vd., 2020), arastirmamiza benzer sekildedir. Fusarium tricinctum, New York’ta
bugday koklerinden ve taglarindan izole edilmistir (Kane vd., 1987) ve Tiirkiye
(Gebremariam vd., 2018; Tunali vd., 2008) ve Almanya’da kok bogazilarinda tespit
edilen tiirlerdendir (Tillmann wvd., 2017). Fusarium burgessii’nin bugday
koklerinde veya taglarinda Kirgizistan i¢in ilk kez bulunmustur.

Genel olarak, burada sunulan patojenite sonuglari, diinya ¢apinda bugday
yetistirilen bolgelerde yiiriitiilen diger ¢alismalarin sonuglari ile tutarhidir. Tiim
tirler arasinda, F. pseudograminearum ve F. culmorum en agresif tiirler olarak
tespit edilmis olup bu durum 6nceki raporlar ile uyumludur (Akinsanmi vd., 2004;
Bozoglu vd., 2022; Dyer vd., 2009; Fernandez vd., 2005; Gebremariam vd., 2018;
Kazan vd., 2018; Ozer vd., 2020; Smiley vd., 2005; Zhou vd., 2019). Bunu takiben
B. sorokiniana, F. redolens ve F. algeriense’nin Seri 82 ekmeklik bugday ¢esidinin
tag ve koklerinde orta derecede viriilent oldugu tespit edilmistir. Bipolaris
sorokiniana ise digerlerinden daha agresiftir. Bipolaris sorokiniana, diinyadaki en
zararl bugday patojenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Acharya vd., 2011,
Al-Sadi, 2021; Bockus vd., 2010; Bozoglu vd., 2022; Kumar vd., 2002; Ozer, vd.,
2020). Fusarium redolens, F. algeriense kadar viriilenttir ama C. inaequalis’ten
daha yiiksek viriilenslige sahiptir. (Esmaeili Taheri vd., 2011; Gebremariam vd.,
2018; Bozoglu vd., 2022). Daha once F. algeriense, Cezayir’de makarnalik
bugdayda patojen olarak bulunmustur (Laraba vd., 2017) ve Azerbaycan’da

ekmeklik bugday (Ozer vd., 2020) ve Kirgizistan’da dnceki arastirmalarla tutarl
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olarak, daha az o6l¢iide ve hafif derecede viriilent bir patojen olmasina ragmen, tag
ve kok ciiriikliigii ile de iliskilendirilmistir (Bozoglu vd., 2022; Ozer, vd., 2020).
Arastirma kapsaminda kalan fungus tirleri - F. nygamai, F. solani, F.
oxysporum, F. proliferatum, F. burgessii, F. tricinctum, F. acuminatum, F. equiseti,
M. bolleyi, M. nivale ve M. phaseolina - bugday fidelerinde patojenik degildir.
Burada sunulan patojenik olmayan tiirlere iligskin bulgular, bugday iireten iilkelerde
yiiriitiilen diger ¢alismalardan elde edilenlerle bir &lgiide tutarlidir. Ornegin, F.
nygamai, elde edilen Fusarium tiirleri arasinda en diisiik hastalik siddetiyle
Fusarium kok ciiriikliigiine neden olmustur (Minati, 2020). Kazakistan’da M.
phaseolina ayrica patojenik olmayan bir tiir olarak tanimlanmistir (Bozoglu vd.,
2022). Bizim bulgularimiza benzer baska bir ¢alismada, F. oxysporum ve F. solani
izolatlarinin Alsen ve ND652 bugday genotipleri tizerinde non-patojenik oldugu ve
her iki tiiriin de enfekteli kok orneklerinin 61 dokularindan izole edilen sekonder
istilacilar oldugu diistiniilmiisttir (Shrestha vd., 2021). Fungal izolasyon igin kok
¢liriigii 6rneklerinin dis tabakasi kaldirildiginda F. oxysporum izolasyon sikligi yari
yartya azalmigtir. Sonug olarak yazarlar, kok ciiriikligii hastaligiyla gercekten
iligkili olan fungus tiirlerini izole etmek ve ikincil istilacilarin olasiligin1 azaltmak
icin patojen izolasyonu sirasinda enfekte olmus dokunun dis tabakasinin
cikarilmasini &nermislerdir. Ote yandan, ayni calismada, F. acuminatum, F.
equiseti ve F. redolens, iki bugday genotipinin (ND652 ve Alsen) fidelerinde
enfeksiyonlara neden olarak patojenik bulunmustur (Shrestha vd., 2021).
Arastirmamiza benzer sekilde Tiirkiye’de yapilan calismada F. oxysporum, F.
equiseti, F. solani, F. tricinctum, F. acuminatum ve F. proliferatum makarnalik
bugdayda patojenik olarak bulunmamistir (Gebremariam vd., 2018). Bu raporlarin
aksine, Misir’da en yaygin olarak ekilen yazlik bugday ¢esidi Sakha 69’un kokleri
M. phaseolina tarafindan ¢iiriitiilmiistiir ve baz1 F. oxysporum izolatlar1 bitkileri
oldiirme yetenegine sahiptir (Fouly vd., 1996). Iran’da F. pseudograminearum, F.
culmorum ve F. solani en yiiksek hastalik indeksine sahipken, F. equiseti en diisiik
tag ve kok ciiriikliigii siddetine sahip bulunmustur (Dehghanpour-Farashah vd.,
2020). Test tiipii kiiltiirlerinde, F. acuminatum, F. solani, F. equiseti ve M. bolleyi,
tac ve seminal koklerde hafif ila orta derecede turuncu ila agik kahverengi renk
degisikligine neden olmustur (Gonzalez vd., 2000). Serada F. acuminatum fide
boyunu, ¢ikisini, kok ve siirgiin kuru agirliklarint azaltmistir. Bazi ¢alismalarda M.

bolleyi kok yas ve kuru agirhigini, bitki ¢ikisini ve siirgiin kuru agirligint azaltmistir
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(Gonzalez vd., 2000). Fusarium tricinctum ve M. bolleyi asilamasinin etkileri, elde
edilen diger tiirlere kiyasla sera deneylerinde daha az siddetlidir, ancak ytiksek F.
tricinctum asilama seviyelerinde biiyiime ve verimde azalmalar gézlemlenmistir
(Kane vd., 1987). Arazi calismalarinda M. bolleyi ve F. tricinctum’un bugday
biiyiimesi veya verimi iizerinde herhangi bir etkisi olmamistir (Kane vd., 1987).
Avustralya’da laboratuvar kosullarinda F. acuminatum, F. tricinctum, F.
proliferatum ve F. pseudograminearum’un tag ¢iiriikliigii hastaligina neden oldugu
bulunmustur (Akinsanmi vd., 2004). Microdochium bolleyi ayrica tahil sap1 bazli
patojenler icin bir biyokontrol ajani olarak oOnerilmistir (Douglas vd., 1994)
(Matusinsky ve Sedlakova, 2022). Sonug olarak, bu patojenik olmayan Fusarium
tirtiniin bugday sap1 tabanlarin1 son zamanlarda kolonize etmesi, ancak hastaliga
neden olmamas1 muhtemeldir. Bugday taci, yapraklari ve baslari iizerinde yapilan
patojenite testleri, hem makarnalik hem de ekmeklik bugday taclarindan geri
kazanilan M. nivale izolatlarinin, makarnalik bugday taglarinda, yapraklarinda ve
baslarinda enfeksiyona neden olabildigini ortaya ¢ikarmis ve bu, bu tiiriin konuk¢u
olmayan uzmanlasmasina isaret etmektedir (Bouaicha vd., 2022). Demirci vd.
(2003) kislik bugdayda tag ve kok ciiriikliigliniin nedenini arastirdiklart calismada
M. nivale’nin sera kosullarinda en viriilent patojen oldugunu, F. acuminatum, F.
equiseti, F. oxysporum ve F. solani’nin ise sadece hafif derecede viriilent oldugunu
bulmuslardir. Ayrica M. nivale izolatlarinin Tiirkiye (Tunali vd., 2008), Litvanya
(Jonaviciené vd., 2016) , Cezayir (Bouaicha vd., 2022) ve Cin’de (F. Xu vd., 2022)
bugdayda patojenik oldugu ve kok ciiriikligii/tag ¢iirtikliigii/fide yanikligina neden
oldugu saptanmustir. Fusarium proliferatum, Meksika, Bajio’da bugdayda kok
cliriimesine neden olan iki ana tiirden biri olarak tespit edilmistir (Leyva-Mir vd.,
2017). Bulgularimiza benzer sekilde, ayni tiir Tirkiye (Gebremariam vd., 2018;
Tunali vd., 2008), Cin (Bockus vd., 2010) ve Azerbaycan’da da (Ozer vd., 2020)
saptanmistir.

Fusarium culmorum’un yiiksek tarla insidansi ve izolasyon sikligi ve
incelenen alanlarda F. pseudograminearum, F. tricinctum ve M. nivale’nin varligi,
taneye kadar yayilan Fusarium bas yanikligi ile sonuglaniyorsa 6zellikle onemli
olabilir. Hasat, tahili mikotoksinlerle kirletiyor (Abdallah-Nekache vd., 2019;
Karlsson vd., 2021; Scherm vd., 2013; Temirbekova vd., 2022; Wagacha vd.,
2007). Bipolaris sorokiniana, kokler, taglar, govdeler, yapraklar ve gekirdekler gibi

tiim bugday organlarina saldiran, yaygin kok ¢iirtikligi, leke lekesi, fide yaniklig
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ve kara nokta gibi bugday hastaliklarinin ajanidir (Al-Sadi, 2021). Daha sicak
yetistirme alanlarinda, fungus 6nemli verim kayiplarina neden olan en ciddi yaprak
hastalig1 kisitlamalarindan birisi olmaktadir (Kumar vd., 2002). Bu hastaliklarin her
biri farkli sekilde yonetildiginden, bir kontrol stratejisi gelistirirken bu tiirlerin
varligi dikkate alinmalidir.

Funguslarin dogru bir tiir teshisi, filogenetik analizlerin yan1 sira morfolojik
ve multilokus analizlere dayanan dogru ¢ok fazli tanimlama yaklasimlari gerektirir.
Tanimlama, onu konakgi araligi, cografi dagilimi ve toksin tiretme yetenegi ile ilgili
bilgilere dayanmaktadir (O’Donnell vd., 2021). Bu, o6zellikle, kesin olmayan
ve/lveya yanlis tanimlamalarin kamu bilgisini asindirdigi hakemli hastalik
raporlarinin yayinlanmasi s6z konusu oldugunda 6nemlidir. Translation elongation
factor 1o (O’Donnell, Cigelnik, vd., 1998) ve RPB2 genleri (O’Donnell vd., 2000)
Fusarium tiirlerinin filogenetik analizlerinde en sik kullanilan genler olup bu
calismada da tercih edilmistir. Kullanilmakta olan TEF1, cins i¢in fiilen bir barkod
gorevi gormektedir, ancak ¢ok sayida baska gen de kullanilmistir (Geiser vd., 2020;
Li vd., 2022; Lin vd., 2022; Liu vd., 2022; O’Donnell vd., 2021). Her lokusun
siralama analizi ve iki genomik lokusun filogenetik analizi kullanilarak, mevcut
aragtirmadaki tiim Fusarium izolatlar1 dogru bir sekilde tanimlanmigtir. Bu, %98
ila 100 arasinda degisen bir benzerlik degeri ile desteklendigi tizere, her tiir iligkili
izolatlariyla kiimelenen, bugday kokleri ve taglarinda bulunan gesitli fungus
tirlerini hizla ayirt etmek igin yontemler saglamistir. Filogenetik olarak
bilgilendirici iki gen olan TEF1 ve RPB2’nin, tim Fusarium tiirlerinde tiir
seviyesinde veya buna yakin bir sekilde ¢6ziindiigii bildirilmistir (O’Donnell vd.,
2021). Baz1 geliskili raporlar da vardir. Ornegin, TEF1 dizilerindeki belirsizlik
kesfedilmis, bu da bu bolgedeki farkliliklarin Fusarium tiirlerini birbirinden kesin
olarak ayirt etmesini sinirlandirmaktadir (Costa vd., 2022). TEF1’de 6nceden
kesfedilen bir SNP polimorfizmine ek olarak (Suga vd., 2014), filogenetik veriler,
RPB2’de fumonisin iireten ve iiretmeyen suslar arasinda bir polimorfizmi ortaya

¢ikarmustir (Suga vd., 2019).
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6. SONUC VE ONERILER

Calisma Kuzey Kirgizistan’in ana bugday yetistirme bolgelerinde bugdayin
tag ve kok ciriikliigiinden sorumlu funguslara iliskin ilk kapsamli ¢alismadir.
Toplamda 17 fungus tiiriiniin izolatlarin1 tanimlamak i¢in morfolojik ve ITS, TEF1
ve RPB2 lokuslarinin sekans analizine dayali molekiiler yontemler kullanilmistir.
En yaygimn olarak izole edilen tiir olan B. sorokiniana, orta derecede viriilenttir.
Ikinci en sik izole edilen fungus F. acuminatum’du, bunu F. culmorum, F. nygamai,
F. oxysporum ve F. equiseti takip etmis ve bunlarin tiimiiniin %23’{in {izerinde bir
saha insidansma sahip oldugu anlasilmistir. Fusarium culmorum disinda kalan
tirler patojenik olmadigi anlasilmis olup incelenen yerlerde bugday iiretimi igin
onemli bir tehdit olusturmamistir. Bununla birlikte, F. culmorum, F.
pseudograminearum ile birlikte oldukg¢a viriilent oldugu goriilmiis, ancak F.
pseudograminearum nispeten seyrek olarak tespit edilmistir. Seyrek olmalarina
ragmen, F. redolens ve F. algeriense tiirleri orta derecede virilenttir ve C.
inaequalis hafif derecede agresif bir patojendir. Diger fungus tiirleri arasinda F.
oxysporum, M. phaseolina, M. bolleyi, M. nivale, F. proliferatum, F. burgessii, F.
tricinctum ve F. solani yer alir, ancak bunlar hassas ekmeklik bugday ¢esidi Seri
82’de patojenik reaksiyon vermemistir. Bu funguslarin bazilarinin bugdaydaki
patojenitesine iliskin 6nceki raporlar tutarsiz olup, farkli ¢esitler iizerinde ek
patojenite testlerine ve diger patojenlerle kombine asilamaya duyulan ihtiyaci
vurgulamaktadir. Fusariuum proliferatum, F. burgessii, F. tricinctum ve F. solani,
ancak ekmeklik bugday cesidi Seri 82 fidelerinde patojenik bulunmamistir. Bu
funguslarin bazilarinin bugdaydaki patojenitesine iliskin onceki raporlar tutarsiz
olup, farkli ¢esitler tizerinde ek patojenite testlerine ve diger patojenlerle kombine
astlamaya duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir. Fusarium burgessii, F. tricinctum ve
F. solani, ancak ekmeklik bugday cesidi Seri 82 fidelerinde patojen degillerdir. Bu
funguslarin bazilarmin bugdaydaki patojenitesine iliskin onceki raporlar tutarsiz
olup, farkl ¢esitler tizerinde ek patojenite testlerine ve diger patojenlerle kombine
astlamaya duyulan ihtiyac1 vurgulamaktadir.

Fusarium algeriense harig, bazilar1 patojenik olan, bugday tizerindeki tim
fungus tiirlerinin ilk raporudur. Bu galismanin sonuglari, tag ve kok ciirikligi
patojenlerinin, Kirgizistan’in kuzeyindeki bugday yetistirme alanlarinda yaygin

oldugunu gostermektedir. Bu, iilkenin bugday yetistiren diger bolgelerinde tag ve
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kok hastaliklart ile iligkili degisen patojen kompozisyonlarini agiklamak i¢in benzer
caligmalara ihtiya¢ oldugu anlamina gelir. Bu arastirma, patojen tiirleri kontrol
altinda tutmak i¢in Kirgizistan’daki gesitli tarimsal bolgelerde bugdayda kok ve tag
curiikliigii funguslarinin yonetimine yonelik kilavuzlarin olusturulmasina katkida
bulunacaktir.

Calisma sonuglarina gore Kirgizistan’in bugday arazilerinden elde edilmis
Bipolaris, Fusarium, Curvularia, ve Microdochium tiirlerinin izolasyonu
morfolojik ve genetik karakterizasyonu basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.
Morfolojik teshis, izolatlardan elde edilen genomik DNA’larin ITS ve TEF1 ve
RPB2 sekans analizleri ile dogrulanmasi ve referans izolatlar ile elde edilen
izolatlarin arasindaki akrabalik iliskisinin filogenetik haritalama ile ortaya
konmustur. Tiirlerin bugday:r hastalandirma dereceleri arasindaki farkin klasik
hastalik reaksiyon testleri ile ortaya konmustur. Bu tiirler igerisinde hassasligi ile
bilinen bugday ¢esidi lizerinde gergeklestirilen patojenisite ¢aligsmalar1 en agresif
tirtin F. culmorum, F. pseudograminearum ve B. sorokiniana oldugunu ortaya
koymustur. Calismada en yaygin ve en agresif bulunan B. sorokiniana ve Fusarium
tirlerini temsil eden izolatlar ile gergeklestirilen patojenisite ¢calismalar1 6zellikle
patojen grubun bugday tarimi i¢in daha tahripkar oldugunu ortaya koymustur.

Calismanin sonuglar1 Kirgizistan topraklarinda gergeklestirilecek olan daha
kapsamli ¢aligmalarla dogrulanmali ve diger toprak kokenli patojenlerde dikkate
aliarak karsilagilabilecek bu hastaliklara karsi entegre bir miicadele stratejisinin

belirlenmesi onerilmektedir.
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