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OZET

HATAY ILINDE KAYISI BITKILERINDEN ELDE EDIiLEN Macrophomina
phaseolina IZOLATLARININ SICAKLIK ISTEKLERI, PATOJENISITELERI,
KLORAT FENOTIPLERI VE GENETIK CESITLILIKLERININ BELIRLENMESI

Hatay iline bagli kayisi alanlarinda ve ev bahgelerinde 2014 yili yaz aylarinda
arazi ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Arazi ¢aligmalart sirasinda sararma, solgunluk ve
kok ciirtikliigli gibi belirtiler gosteren kayisi bitkilerinden 6rnekler alinmistir. Hastalikl
bitki dokular1 yiizeyden dezenfekte edildikten sonra iginde tetrasiklin bulunan PDA
ortamina ekilmistir. Bes giinliik inkiibasyonun ardindan, gelisen fungal koloineler
mikroskobik ve makroskobik o6zelliklerine gore teshis edilmistir. Toplam 30 izolat
Macrophomina phaseolina olarak teshis edilmistir. Ttiim izolatlar tek mikrosklerot yada
hif ucu yontemleri ile saflagtirilmis ve +6°C’de saklanmistir. Her bir izolattan 10mm
capinda diskler alinarak PDA ortamina transfer edilmis ve 15, 20, 25 ve 30, 35 ve 40°C
sicakliklarda gelismeye birakilmistir. Optimum gelisme sicakligi 25 ve 30°C olarak
tespit edilmistir. Klorat fenotiplerini belirlemek amaciyla tiim izolatlar 120mM
potasyum klorat iceren minimal ortamlarda gelistirilmis ve sonugta 30 izolatin 21’1 siki,
6’s1 parcali ve 3’1 ise sinirlt gelisim gostemistir. Lokasyon ile fenotip arasinda herhangi
bir iligkiye rastlanmamistir. Patojenisite testinde, tlim izolatlar kayisi, yerfistigi, soya,
misir ve kavun bitkilerine inokule edilmis ve 21 giinliik inkiibasyon siiresinin ardindan
hastalik siddeti 0-4 skalas1 kullanilarak belirlenmistir. Hastalik siddeti en yiliksek olarak
3,87 ile kayist bitkilerinde olusurken, yerfistigi, soya, misir ve kavun fidelerinde orta
diizeyde hastalik siddetinin olustugu ve aralarinda istatistiksel olarak bir farkin olmadigi
tespit edilmistir. Molekiiler ¢alismalarda 14 farkli RAPD primeri kullanilmis olup,
agaroz jel iizerinde olusan 51 bandin 14’# polimorfik olarak bulunmustur. Filogenetik
agac lizerinde 2 temel grup gozlenirken, bu iki grupta pek cok alt grubun olustugu
gozlenmistir. Olusan gruplar ile lokasyonlar, sicaklik tepkileri, klorat fenotipleri ve
patojenisiteleri arasinda herhangi bir iliskinin bulunmadigi tespit edilmistir.

2017, 36 sayfa
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ABSTRACT

DETERMINATION OF TEMPERATURE RESPONSES, PATHOGENICITY,
CHLORATE PHENOTYPE AND GENETIC DIVERSITY OF Macrophomina
phaseolina ISOLATES FROM APRICOT PLANTS IN HATAY PROVINCE

Surveys were conducted in apricot orchards and gardens in Hatay province of
Turkey in 2014 summer season. Apricot plants showing yellowing, wilting and root rot
symptoms were collected. Infected plant tissues were surface sterilized and transferred
to PDA medium which contains tetracycline. After 5-days incubation period, fungal
colonies were identified based on their microscopic and macroscopic characteristics.
Totally, 30 isolates were identified as to be Macrophomina phaseolina. All the isolates
were purified by single microsclerot or hyphal tip techniques and kept in +6°C room
conditions. Discs of 10mm from each isolate were transferred to PDA medium and kept
in 15, 20, 25, 30, 35 and 40°C temperature conditions and optimum growing
temperatures were determined as 25 and 30°C. For phenotypical characterizations, all
isolates were grown on minimal medium containing 120mM potassium chlorate and 21
of 30 were observed to be dense, 6 were fathery and 3 were restricted, respectively.
According to results, there was no correlation between location and phenotype. For the
pathogenicity tests, isolates were inoculated onto apricot, peanut, soybean, maize and
melon plants and disease severity was measured by using 0-4 scale after 21-days
incubation period. The observed disease severity was very high on apricot with the
value of 3.87 and moderately on the other plants. There was no difference in disease
severity on peanut, soybean, maize and melon seedlings statistically. For molecular
characterizations, 14 RAPD primers were used and based on the analysis, 14 of 51
bands were found to be polymorphic. According to phylogenetic analysis, isolates
grouped into 2 main clusters with many of sub-clusters. No correlation was observed
between clusters and locations, temperature responses, chlorate phenotypes or
pathogenicity.
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TESEKKUR

Yiiksek Lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasi ve yazimi sirasinda
sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren ve her tiirlii yardimi
esirgemeyen saygideger danisman hocam Yrd. Dog. Dr. Fatih Mehmet TOK’a sonsuz
saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica Tez konusunu caligma sirasinda yardimlarini esirgemeyen arastirma
gorevlisi Umut Ercan’a, calisma sirasinda bana sabirli davranan aileme ve isimlerini
burada zikredemedigim ama yardimlarimi esirgememis herkese icten tesekkiirlerimi

sunarim.
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1. GIRIS

Diinya capinda yayilmis, 75 farkli familyadan 500’iin iizerinde bitki tiiriinde
hastalik olusturan Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, toprak kokenli fungal bir
patojendir.Illk kez Hindistan’da Mitra (1931) tarafindan bildirilmis olupdaha sonra
Hindistan, Iran, Liibnan, Meksika, Suriye, Tiirkiye, USA, Avustralya, Etiyopya ve
Pakistan’in farkli bolgelerinden bu fungus bildirilmistir(Westerlund et al. 1974, Nene
and Reddy 1987). Bitki patojeni bir fungus olan Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid.’in literatiirde birgok sinonimleri yer almaktadir (Karaca, 1974). Macrophoma
corchori Saw.,Macrophoma cayani Syd. et Butl.,, Macrophoma cajani Syd. et Butl.,
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., Macrophomina phaseoli (Maubl.) Ashby,
Macrophomina sesami Saw.,Macrophomina. phlippinensis Petr.,Dothiorella cajani
Syd. et Butl., Rhizoctania lamellifera Small., Rhizoctania bataticola (Taub.) Butl.,
Sclerotium bataticola Taub., Sclerotium monohistum Maresg. gibi sinonimleri
bulunmaktadir. M. phaseolina’nin en belirgin karakteristik 6zelligi, konidilerin piknitler
ve aservuli iginde olusmus olmasidir. M. phaseolina’da piknidyumlar koyu renkli,
derimsi ve komiir gibi sert, stromaya gomiilii ya da ylizeysel ve dairesel bir agikliga
sahiptir. Konidiler ise piknitler i¢inde bulunmaktadir. Konidiosporlari, 15 mikrondan
biiytiik ve bir tarafi kesik mekik seklinde olusmaktadir. Bu fungusunerken dénem olusan
geng hifleri hiyalin, 8 mikron kalinlikta, fazlaca dallara ayrilir ve her bir dal ana dala
paralel olarak olusur. Daha eski olan yaslanmis hiflerin goriiniisii biraz daha farklidir.
Bunlarin ince bolmeleri ve dik dallar1 bulunmaktadir. Bu hifler iistiinde 27°C'de 2-3 giin
icerisinde sklerotlar meydana gelir. Sklerotlar daha ¢ok diiz, parlak, siyah ve sekilsiz
olarak goriilmektedir (Sharma vd.,1987).

M. phaseolina her ne kadar bitkilerde erken donemde ¢okerten seklinde ortaya
c¢iksa da, ancak fungusun zarar1 daha ¢ok yetiskin donemde ortaya ¢ikmaktadir. Etmen
yetiskin donemde bitkilerin kok, kok bogazi ve govdesinde ciiriikliikler olusturmaktadir.
Hastalik bitkinin kok bogazindan yukariya dogru ilerleyerek govdenin i¢ kisminin
clirimesine ve bosalmasina sebep olmaktadir. Bu belirtilerinden dolay1 hastalik
“0zlikuru” olarak da adlandirilmaktadir (Karaca, 1974). Hastalik etmeni pek ¢ok bitkiye
saldiran toprak kokenli bir bitki patojeni olup, biiyiik dl¢lide 6nemli kiiltiir bitkilerinden
olan yer fistig1, pamuk, aycicegi, nohut, yonca, patates, tatli patates, seker pancari,

lahana, biber, kabakgiller, soya fasulyesi, ¢ilek, turunggiller ve Rosaceae familyasinda



zarar olusturmaktadir (Patridge, 2006). Kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii [Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid.] daha ¢ok 1liman iklim bdlgelerini seven, tropik ve subtropik
iklimlerin hakim oldugu alanlarda yaygin olarak goriilen bir hastaliktir. Karaca (1974),
Bremer ve ark., (1948)’a atfen hastaligin Tiirkiye’de ilk defa 1942 yilinda Izmir ve
Ankara’da pamuk, anason, susam, tiitiin, patates, biber ve patlicanda tespit edildigi
bildirmistir. Daha sonraki ¢alismalarda fungusun Ulkemizde aycicegi, kavun, soya
fasulyesi, fasulye ve tiitinde de yaygin olarak zararlar olusturdugu kaydedilmistir
(Karcilioglu ve.,1985; Arca ve Yildiz, 1990; Yildiz ve Onan , 1994; Tatli ve Sagir,
1992; Giirkan, 1995).

M. phaseolina, ozellikle hastalik olusturdugu bitkilerin stres kosullarindan
dolay1 zayiflamasi ve susuzluk stresi durumlarinda daha ¢ok zarar olusturmaktadir.
Etmen, topraktaki su varligina ve miktarina baglh olarak bitkilerde ¢ok genis bir sicaklik
araliginda, 20°C’dan 35°C’ye kadar hastalik olusturabilmektedir (Olaya ve Abawi,
1973; Diourte ve ark., 1995). Etmen daha ¢ok bitkilerin ileri donemlerinde goriilmesine
karsin fidelerde de siddetli hastalik olusturmaktadir. Bu hastalik bitkinin fide devresinde
baglayip sonucunda oliimiine kadar devam eden bir hastalik olarak tanimlanabilir.
Ancak hastalik her konukgunun fide doneminde rastlanilmamaktadir. Bazen hasta
bitkide higbir belirti olusmadan ¢igeklenme dénemine kadar kalmakta ve hastaligin ilk
belirtileri bu gézlemlenmektedir. Belirtilerin ge¢ goriilmesinde konukgu bitki oldugu
kadar toprak ve iklim kosullarinin da ¢ok fazla etkisi bulunmaktadir (Karaca, 1974).
Cogunlugu ekonomik olarak 6nemli olan baklagiller, tahillar, sebzeler, lif bitkileri ve
meyve agaglarinda hatir1 sayilir zararlar olusturmaktadir. Patojen fungus, geng bitkilerin
epikotil ve hipokotillerinde koyu renkli ve gok sekilli lezyonlar olusturur. Bu lezyonlar
kotiledonlara ulastiginda bitkiler gogunlukla &liirler. ileri donemlerdeki bitkilerde ise,
lezyonlarla birlikte ¢ogunlukla genel bir sararma, solgunluk ve iletim demetlerinde
kahverengi lekeler meydana gelir. Daha ileri donemlerde, patojenin gri-siyah renkli
mikrosklerotlart meydana gelir ve yaprak kokiimii gozlenir (Karaca, 1974). Yetiskin
bitkilerde hastalik, koklerle birlikte kok bogazinda ve govdede de goriiliir. Enfekte
olmus kokler dnce kahverengilesir, daha sonra esmerleserek cliriirler. Ana koklerin
hastaliktan dolay1 ¢iiriimeye baslamasiyla beraber ikincil kokler gelismeye baslar.

Ciriiklik bitkinin kok bogazindan govdeye ilerler ve govde iginde yukariya dogru



ilerlemeye devam eder. Daha sonra hastalik sapin i¢ kismina iyice yayilir, bitkinin 6zii
ile birlikte kabuk dokular1 da ¢iiriiyiince bitki tamamen Oliir.

M. phaseolinatohum ve toprak kokenli bir patojen fungus olarak tanimlanir.
Hastalik, bulasik toprakla birlikte rahatlikla tasinabilir (tarim aletleri, sulama suyu,
hayvanlar ve riizgar ile tasinan toprakla). Fungus, kisi bulasik topraktaki bitki artiklarin
tizerinde veya tohumlarda sklerot yada piknidyum olarak gegirebilir. Fungusun genetik,
fizyolojik, morfolojik ve patolojik degiskenliginin bulunmasi, ¢ok farkli c¢evre
kosullarina uyum saglamasini ve yasaminin siirdiiriilmesini kolaylastirmaktadir (Mihail
ve Taylor, 1995; Mayek-Perez ve ark., 2001). Hastalik etmeni toprak patojeni olup,
toprakta uzun yillar canliligin stirdiirebildigi ve ¢ok fazla (500’iin {izerinde) konukcusu
bulundugundan dolay1 hastalik ile miicadele olduk¢a zor olmaktadir. Ortii ile toprak
solarizasyonu ve fumigasyon (dar alanlarda), dayanikli gesitlerin gelistirilmesi, dengeli
bir glibrelemenin uygulanmasi, ge¢ ekim yapilmasi, iiriin rotasyonu ve sulamanin uygun
sekilde ayarlanmasi gibi yetistiricilikle ilgili onlemler alinarak hastalik ile kismen
miicadele edilebilmektedir.

Bir patojen ile etkin miicadele edilebilmesi igin onun patojenik, morfolojik,
fenotipik ve genotipik karakterlerini bilmek ve miicadele stratejilerini onun zayif
yonlerine gore dilizenlemek gerekmektedir. Kayisi bitkilerinden elde edilmis M.
phaseolina’nin morfolojik ve patojenik karakterizasyonu, klorat fenotipleri ile RAPD

analizleri konularinda Ulkemizde yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Pearson ve ark. (1987), Amerika Birlesik Devletleri’'nin dogu ve merkez
eyaletlerinin 13’linden, misir ve soya bitkilerinin kdk ve toprak bdlgelerinden M.
phaseolina izolatlarin1 elde etmislerdir. 120mM potasyum klorat i¢eren minimal
ortamlarda gelistirilen izolatlarin fenotipleri belirlenmistir. Genel olarak, misir izolatlar
klorata dayanikli, soya izolatlar1 ise klorata hassas olarak bulunmustur. Topraktan elde
edilen izolatlar ise klorata hassasiyet bakimindan 3 farkli fenotip gostermistir. Siki
fenotipli izolatlar (klorata dayanikli) tercihen misir bitkilerinde kolonize olurken, parcali
ve sinirli fenotipli izolatlar ise (klorata hassas) soya bitkilerinde kolonize olmuslardir.
Calismada Kansas’in giineyinde iki yillik iiriin rotasyonu uygulamasinin toprakta ve
bitki dokularindaki M. phaseolina popiilasyonu iizerindeki etkileri de arastirilmistir. Bu
rotasyon sonucunda tarla topraginda sadece pargalt ve sinirl fenotipli izolatlar tespit
edilmistir. Misirdan sonra misir ekiminde, soyadan sonra soya ekimine gore daha diisiik
popiilasyona sebep oldugu bildirilmistir. Soya fasulyesi bitki koklerinde ise muisir
bitkilerine gore daha yiiksek kolonizasyon tespit edilmistir. Calisma sonucunda misir ve
soyadan elde edilen M. phaseolina izolatlarinda konukg¢u se¢iminin bulundugu
bildirilmistir.

Manici ve ark. (1995) yaptiklar1 bir c¢alismada, Italya’nin farkli iklimsel
bolgelerinden (Kuzey, orta, gliney ve orta-bati) aycicegi bitkilerinden elde ettikleri 64
Macrophomina phaseolina izolatin1 15, 25, 30, 35 ve 40°C sicakliklarda biiyiime testine
ve klorat dayamklilik testine tabi tutmuslardir. Izolatlardan 24’{inii ayrica musir,
sorgum, soya, ay¢icegi, aspir, seker pancari, kenaf ve kavun fidelerinde patojenisite
testine tabi tutmuslardir. Optimum gelisme sicaklig1 62 izolat i¢cin 30°C ve geriye kalan
2 izolat i¢in ise 35°C olarak tespit edilmistir. izolatlar arasinda tiim sicakliklarda gelisim
oranlarinda cesitlilik varken, en fazla varyasyon 15 ve 40°C’lerde tespit edilmistir.
Kuzeydeki soguk bolgelerden elde edilen izolatlar diisikk sicakliklarda daha iyi
gelisirken sicak bolgelerden elde edilen izolatlarin 40°C’de bile iyi gelistikleri
gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismada izolatlarin %95°1 klorat tolerant, %?2’si klorata
hassas, %3’li ise klorata dayanikli olarak bulunmustur. Klorata tolerant izolatlar
icerisinde ise, %47’si parcali gelisim gosteren ve %48’1 ise siki gelisim gosteren

fenotipler olarak tespit edilmistir. Izolatlarin soyada ¢ok patojenik, aygicegi, safran,



sorgum ve kavunda orta diizeyde, seker pancari1 ve kenafta hafif diizeyde patojenik
olduklar1, misirda ise patojenik olmadiklart bildirilmistir.

Su ve ark. (2001), Macrophomina phaseolina’nin konukgu segiminin olup
olmadigmi tespit edebilmek amaciyla Amerika’nin Los Angeles bolgesinde, 15 yil
boyunca ayni bitkilerin yetistirildigi alanlardan soya, muisir, sorgum ve pamuk
bitkilerinin kok dokulari ve topraktan M. phaseolina izolatlart elde etmislerdir. Klorat
fenotiplerinin belirlenmesinde 120mM klorat iceren minimal ortamlar kullanilmistir.
Bitki bazinda, kok ve topraktan elde edilen izolatlar arasinda klorat hassasiyeti
bakimindan farkliliklar bulundugu tespit edilmistir. ITS, 5.8S rRNA ve 25S rRNA
bolgelerinin RFLP teknigi ile analizinde izolatlar arasinda herhangi bir ¢esitlilik tespit
edilememistir. 45 izolatin kullanildigit RAPD testinde ise ayni konukc¢udan elde edilen
izolatlarin birbirine benzedigi ve digerlerinden ayristigi goézlenmistir. Ayrica ayni
konuk¢udan elde edilen klorata hassas izolatlar ile klorata dayanikli izolatlarin da
RAPD testinde ayristiklart bulunmustur. Patojenisite testlerinde misir ununda
cogaltilmis izolatlar kok bolgesinden inokulasyonlar ile bitkiye bulastirilmis ve sonugta
musir bitkisinden elde edilen izolatlarin misir bitkisinde daha yiiksek hastalik belirtisi
olustururken diger bitkilerde olusturdugu hastalik siddetinde herhangi bir fark tespit
edilmemistir. Ayrica misir digindaki diger bitkilerden elde edilen izolatlarin herhangi bir
konukgu secimlerinin bulunmadigi tespit edilmistir. Klorat hassasiyeti agisindan ise,
sadece soyadan elde edilen izolatlardan klorata hassas olanlarin klorata dayanikli
olanlara gore daha fazla soya bitkisinde kolonize olabildigi bildirilmistir. Ancak diger
bitkilerden elde edilen izolatlarda klorat hassasiyeti ile patojenisite arasinda herhangi bir
iligki bulunmadig: bildirilmistir.

Beas-Fernandez ve ark. (2006), Meksikadan elde ettikleri 15 ve diger iilkelerden
elde ettikleri 15 olmak tizere toplamda 30 M. phaseolina izolatini morfolojik
ozelliklerine, fasulye tohumlarindaki patojenisitelerine ve endoglucanase geni olup
olmamasi gibi 6zelliklerine gore karakterize etmislerdir. Yaptiklar: southern blok analizi
ile eg/l ve eg/2 olmak ilizere iki farkli endoclucanase geni tespit etmislerdir.
Mikrosklerot cap1 ve sayisiyla patojenisite arasinda herhangi bir iliski bulunamamustir.
Fasulye tohumlarinda en viriilent olarak bulunan izolatlarin tamami1 Meksika’dan elde
edilmis ve bu izolatlarin mikrosklerot caplar1 kiigiik, ve ayni zamanda daha az

mikrosklerot tirettikleri tespit edilmistir.



Purkayastha ve ark. (2006), Hindistanin farkli bolgelerinde yetisen ve o bolgeye
has olan guar fasulyesinden elde ettikleri 59 Macrophomina phaseolina izolatini
fenotipik karakterizasyon,RAPD ve RFLP yontemleriyle genetik ¢esitlilik ¢aligmalari
gerceklestirmislerdir. Topladiklar1 bu izolatlar ile bagka bir calismadan elde ettikleri ve
bu calismaya ekledikleri 11 izolat, 3 farkli fenotipik grupta dagilim gostermistir.
120mM klorat iceren ve igermeyen nutrient agar ortaminda yaptiklar1 klorak fenotip
caligmalarinda izolatlar siki, parcali ve simirli olarak ti¢ farkli grupta dagilmistir.
Aragtirmacilar, hassas oldugu bilinen FS-277 guar fasulyesi ¢esidi ile patojenisite
caligsmalar1 yiirlitmiisler ve bu patojenisite ¢alismalarinda inokulasyondan 21 giin sonra
inokulasyon noktasindaki lezyon boyunu ol¢gmislerdir. Sonuglara gore siki gelisim
gosteren izolatlarin, diger izolatlarla kiyaslandiginda daha fazla lezyon uzunluguna yol
actiklar1 tespit edilmistir. RAPD ¢alismalarinda ise, konuk¢u ve orijinin gruplarin
olugmasinda etkili oldugu, bunun yani sira, ayni bitki bazinda klorata hassasiyetin de
RAPD gruplarinin olusmasinda etkili oldugu saptanmustir.

Rajkumar ve ark. (2007), farkli alanlardan sorgum bitkilerinden elde ettikleri M.
phaseolina izolatlarint RAPD yontemi ile karakterize etmislerdir. Hindistan’in
giineyinde yliksek yagis rejimine sahip bir bolge ile kurak bir bolgeden temsili izolatlar
ile bu calismay1 gergeklestirmislerdir. Tesadiifi 40 RAPD primeri kullanmislar ancak
calismada bunlardan 15’1 bant iiretmistir. RAPD analizi sonucunda toplam 149 bant
olugsmus ve bunlardan 148’1 (%99,3) polimorfik olarak bulunmustur. Primer basina 9,9
bant olustugu hesaplanmistir. UPGMA analizi ile izolatlarin 0,14 ile 0,72 arasinda bir
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Calisma sonucunda RAPD analizi ile izolatlarin
elde edildikleri lokasyonlar yada yagis rejimi arasinda herhangi bir iliskinin
bulunmadig: bildirilmistir.

Das ve ark. (2008), Hindistanin degisik bolgelerinde yetisen sorgum
bitkilerinden elde ettikleri M. phaseolina izolatlarint RAPD polimorfizm, clorat
hassasiyeti ve patojenisite ile karakterize etmislerdir. Yaptiklart molekiiler calismalarda
OPA ve OPC serisi 14 farkli primer kullanmislar ve sonugta 20 izolatin ¢ok yiiksek
derecede (%98,1) polimorfizm gosterdiklerini tespit etmislerdir. RAPD verilerinin
UPGMA dendongraminda %37 benzerlik seviyesinde 7 farkli grup olusmustur. Ayn
lokasyondan elde edilen izolatlar daha ¢ok ayni grupta toplanma egiliminde oldugunu

ve daha yakin genetik benzerlik gosterdiklerini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada, enfekteli



sorgum bitkilerinden elde edilen izolatlarin 120mM klorat igeren ortamlarda karigik
fenotipik tepkiler vermistir. Klorata dayanikli izolatlar >%65 gibi biiyiik ¢ogunlukta
iken klorata hassas izolatlar daha azinlikta olarak bulunmustur. Diger taraftan RAPD
analizi ile klorat hassasiyeti goz 6nilinde bulunduruldugunda, klorata hassas izolatlarin
genetik olarak birbirlerine daha yakin olduklari tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile klorat
hassasiyeti ile M. phaseolina’nin sorgum bitkilerindeki patojenik 6zellikleri arasinda bir
iliski bulundugu bildirilmistir.

Rayatpanah ve ark. (2009), 2006 yil1 Eyliil-Ekim aylarinda, iran’in Mazandaran
sehrine bagh farkli alanlarda hastalikli soya, aygigegi ve susam bitkileri toplamislardir.
Enfekteli dokular steril ettikten sonra PDA ortamina ekerek 30°C sicaklikta karanlik bir
ortamda inkiibe etmislerdir. Toplamda 27 Macrophomina phaseolina izolati elde
etmisler ve tek sklerot yontemi kullanarak bu izolatlar1 saflagtirmiglardir. Yedi giinliik
taze kiiltiirlerin kenar uglarindan 1cm ¢apinda miselyal diskler alarak igerisinde 120mM
klorak bulunan ve bulunmayan minimal ortamli petrilerin tam ortasina diskleri ters
cevirerek yerlestirmisler ve 30°C sicaklikta karanlik bir ortama birakmislardir. Daha
sonra giinlilk olarak koloni ¢aplar1 Ol¢iilmiistiir. Sonuglara gore, diger izolatlarla
kiyaslandiginda, susam izolatlar1 klorat iceren minimal ortamda daha fazla koloni
gelisimi gostermistir. Susam izolatlarinin tamami klorata dayanikli olarak bulunmus ve
klorat igeren minimal ortamda normal gelisim gostermis ve mikrosklerot {iretimi normal
olarak goriilmiistiir. Soya fasulyesi ve ayciceginden elde edilen izolatlar ise klorata
hassas olarak bulunmus ve iki farkl alt gruba ayrilmislardir. ilk grup daha ¢ok seyrek
ve havai miselyumlu gelisme gosterirken diger gruptakilerin tamamiyle biiylimeleri
engellenmistir. Bu ¢alismayla M. phaseolina izolatlarinin klorati kullanmalarina goére
farkli gruplara ayrilmistir.

Saleh ve ark. (2010), Macrophomina phaseolina izolatlar1 arasindaki varyasyonu
tespit edebilmek amaciyla Amerika Birlesik Devletlerinin orta-kuzey kisimlarinda
bulunan ¢ayir bolgesi olarak adlandirilan alanlarda misir, sorgum, soya gibi bitkilerin de
icinde bulundugu 8 farkli bitkiden izolatlar elde etmislerdir. Klorat fenotiplerini
belirlemek amaciyla kloratli ortamda izolatlar gelistirilmis ve genetik c¢esitliligin
belirlenmesi amaciyla ise AFLP analizi ile ITS bolgesi sekans analizleri kullanilmistir.
Ortalama genetik cesitlilik cayir bolgesinde %58, misir alanlarinda %71, sorgum

alanlarinda %75 ve soya alanlarinda ise %80 olarak tespit edilmistir. Genetik cesitlilik



calismalar1 sonucunda izolatlar 4 farkli gruba ayrilmistir. Birinci grupta ¢ogunlukla
misir ve soya izolatlari, diger iki grupta ise yabani bitkiler ve sorgum, 4. grupta ise bir
tek Solidago canadensis bitkisinden izole edilen izolat yer almistir. Sorgum izolatlarinin
cogunlugu kloratl ortamda siki fenotipli iken diger konukgulardan elde edilen izolatlar
pargali veya sinirlt fenotipli olmustur. Olusan alt gruplara bakarak konuk¢uya 6zellesme
yada konukc¢u se¢imi gibi kavramlardan bahsetmenin zor oldugu ancak bu ikisi arasinda
bir iligkinin bulunabilecegi bildirilmistir.

Tancic ve ark. (2012), Sirbistan, Bulgaristan ve Tirkiye’den aygigegi, musir,
soya ve keten bitkilerinden M. phaseolina izolatlar1 elde etmislerdir. Izolatlar:
Sirbistan’da 9, Bulgaristan’da 2 ve Tiirkiye’de ise 1 lokasyondan izole etmislerdir.
Yaptiklart RAPD analizleri sonucunda izolatlarin elde edildikleri lokasyonlar ve
konukgular ile RAPD gruplar1 arasinda bir iligkinin bulundugunu tespit etmislerdir.
Arastirmacilar, elde ettikleri sonuglarin onceki c¢alismalar ile uyumlu oldugunu
bildirmislerdir.

Lotfalinezhad ve ark. (2013), iran’1n farkl1 iklimsel alanlarindan kanola, pamuk,
kavun, zeytin, cam, patates, safran, soya, aycicegi, domates ve karpuz bitkilerinden M.
phaseolina izolatlar1 elde etmislerdir. Tiim izolatlar1 5, 10, 15, 20, 25, 30, 33, 35 ve
40°C’de dairesel biiyiime testine tabi tutmuslardir. Calisma sonucunda, 33 izolat i¢in
optimum gelisme sicakligi 25°C, 10 izolat i¢in 33°C olarak tespit edilmistir. Kuzey
bolgelerden yani daha soguk alanlardan elde edilen izolatlarin digerlerine oranla diisiik
sicakliklarda daha iyi gelistikleri tespit edilmistir. Calismada 30°C’den daha yiiksek
sicakliklarda izolatlardaki mikrosklerotlarin daha hizli melanize oldugu saptanmistir.

Ndiaye ve ark. (2015), Senegal’de M. phaseolina ve M. pseudophaseolina
izolatlarin1 3 farkli nohut ¢esidinde ve iki farkli sicaklik rejiminde patojenisite testi ile
denemislerdir. 10 M. pseudophaseolina ve 9 M. phaseolina 3 farkli nohut ¢esidinde ve
24/34 ile 26/36°C sicaklik igeren biiylitme odalarinda patojenisite testine tabi
tutulmuslardir. Denemelerin kurulmasindan 45 giin sonra hastaligin siddeti ve doku
enfeksiyonunun yogunlugu degerlendirmeye alinmistir. 36°C haricinde, iki tiirlinde ayni
hastalik siddeti olusturdugu tespit edilmistir.

Yesil ve Bastas (2016), 2008-2012 yillar1 arasinda Tirkiye’nin farkl
bolgelerinden, fasulye bitkilerinden toplam 20 M. phaseolina izolat1 elde etmislerdir.

Arastirmacilarin  yaptiklart calismada genetik c¢esitlilik RAPD yontemiyle, icinde



120mM potasyum klorat bulunan minimal ortam ile izolatlarin klorat fenotipleri ve tiim
izolatlarmn patojenisiteleri tespit edilmistir. Izolatlarin saldirganliklar1 Akman cesidi
fasulyeler kullanilarak, kum inokulasyon yontemiyle gerceklestirilmistir. Calisma
sonuclarina gore, izolatlarin %55°1 klorata dayanikli ve siki fenotipli, %35°1 parcali
fenotipli, ve %10’u ise smirli fenotipli olarak tespit edilmistir. 14 farkli RAPD
primerinin kullanildig1 calismada genetik cesitlilik %33 gibi diislik bir diizeyde tespit

edilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

Bu calisma Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii
Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calisma boyunca arazi c¢alismalar1 sirasinda
ornekleme posetleri, budama makaslari, etiketler, bitki yetistirme odalarinda torf, perlit,
saks1 gibi bitki yetistirme malzemeleri, laboratuvar asamasinda PDA ve diger besi
yerleri, inkiibatorler, mikroskoplar, otoklav ve diger laboratuvar malzemeleri ile
molekiiler ¢alismalar sirasinda primerler, thermal cycler, goriintiilleme cihaz1 ve ¢eker

ocak gibi pek ¢cok materyal ve cihaz kullanilmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Macrophomina phaseolina’nin Orneklenmesi ve izolasyonu

Macrophomina phaseolina’nin tespit edilmesi ve elde edilmesi amaciyla Hatay
iline bagli, o6zellikle 6nceki calismalarda yogun olarak kayisi bitkilerinin yetistirildigi
yerlerdesurvey calismalar1 gergeklestirilmistir. ilimizde kapama kayis1 yetistiriciligi cok
yaygin olmadigi i¢in ev bahgeleri de survey alani olarak kullanilmistir (Sekil 3.1).

Arazi calismalar1 esnasinda, kék ve kok bogazinda ciiriime, lezyon olusumu,
sararma, solgunluk ve govde iletim demetlerinde kahverengilesme belirtileri bulunan
kayis1 bitkilerinden kok, kok bogazi ve iletim demeti renklenmesinin bulundugu
dallardan 6rnekler toplanmistir. Toplanan 6rnekler gazete kagitlarina sarilmis ve etiket
eklendikten sonra laboratuvara getirilerek izolasyon yapilana kadar +4°C’de
tutulmustur. Hastalikli kayis1 bitkilerinden M. phaseolina’yr izole etmek amaciyla
bitkilerin kok ve govde dokular1 ayrilmistir. Enfekteli ve saglam kisimlar1 igeren kiigiik
kisimlara ayrilmis bu bitki dokulari, musluk suyu altinda giizelce temizlendikten sonra
%1°1lik NaOCl soliisyonunda 2 dakika siireyle yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur.
Daha sona NaOCIl soliisyonundan alinan bitki pargalari, steril saf suda igerisinde
durulanip 6nceden steril edilmis kurutma kagitlar1 tizerinde kurumaya birakilmistir.
Daha sonra, 1 litre igerinde 50 mg tetrasiklin olacak sekilde antibiyotik ilave edilmis
PDA (Patates Dekstroz Agar) besi ortamia her bir petriye 5 parca olacak sekilde
aktarilmigtir. Petriler 27°C’de 7 giin siireyle inkiibe birakildiktan sonra ortamda gelisen

Macrophomina phaseolina kolonilerinin teshisleri Sutton (1980)’un 6nermis oldugu
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ozelliklere gore yapilmis ve PDA ortaminda saflastirma calismalar1 yapilmistir. ileriki
asamada her bir kiiltiirden steril edilmis saf su kullanilarak mikrosklerot siispansiyonu
hazirlanmis ve bu siispansiyonlar kullanilarak su agar besi ortamina ¢izilmistir. 27°C’de
24 saatlik inkiibasyondan sonra, mikroskop kullanilarak bir mikrosklerottan gelisen hif
uclarindan alinarak PDA besi ortamina aktarilmis ve saf kiiltiirler olusturulmustur.

Saflastirilan kiiltiirler PDA ortami igeren kryovial tiiplerde +6°C’a ayarlanmis bir

buzdolabinda karanlik bir ortamda saklanmuistir.

Sekil 3.1. Hatay iline bagl kayist yetistiriciligi yapilan alanlarda, hastalik belirtileri
gosteren kayisi agaclari

3.2.2. Patojenik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu kisimda tiim izolatlar elde edildikleri kayisi bitkilerinin yaninda otsu bazi
bitkilerde de patojenisite ile yiiritilmiistiir. Denemeler 1 yasinda Prunus armeniaca
kayist ¢ogiirleri ve hastaliga hassas oldugu 6n ¢alismalarda belirlenen yerfistig1 (Com),
soya (PG375), musir (Favori) ve kavun (Kirkagag) bitkileri ile yiiriitiilmiistir. Bitkiler
oncelikle, 12 saat 151k 12 saat karanlik olarak ayarlanmis 1sitma ve sogutmali bitki
yetistirme odalarinda, steril torf+perlit+tbahge topragi (1:1:1) iceren saksilarda
yetistirilmistir (Sekil 3.2). Bitkiler uygun gelisme boyutlarina ulastiklarinda, kayisi
bitkileri agar-disk inokulasyon, diger bitkilerde ise misir unlu kum kiltiirii yontemine
gore hastalik bulastirilmistir (Jimenez-Diaz ve ark.,1983; Mihail, 1992).

Kayis1 bitkilerinde, 5 -7 giinliik yeni M.phaseolina izolatlarindan 5mm’lik
diskler alinarak her bir ¢ogiliriin govdesinde ters cevrilerek gerceklestirilmistir.
Inokulasyonda ¢ogiirlerin gdvdesi steril bir bistiiri yardimi ile kabuktan 5 mm

genisliginde bir alan kesilmis, kaldirilan bu kabugun yerine kiiltiir diski test ¢evrilerek
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yerlestirilmis ve nem kaybini 6nlemek ig¢in {izeri parafim ile sarilmistir. Diger otsu
bitkilerde inokulasyonlarda ise; M. phaseolina izolatlar1 6nce PDA ortaminda 7 giin
siireyle gelistirilmis, daha sonra gelisen bu taze kolonilerden agarli diskler alinarak,
igerisinde 100 g misir unu kum kiiltiirii bulunan siselere aktarilmistir. 32—-34°C' de 5-6
giin siireyle gelismeye birakilan bu siseler, tekdiize bir gelisim saglamak amaciyla en az
giinde bir kez karigtirllmistir. Ardindan, gelistirilmis olan bu inokulum, patojenisite
denemesinin kurulacag: steril har¢ topragina % 5 oraninda karistirilmistir(sekil 3.3).
Toprak inokulasyonunun ardindan fungusun toprakta gelismesi i¢inbir hafta siireyle
beklenmistir. Daha sonra 200 g inokulum iceren plastik saksilar igerisine, onceden
yetistirilmis olan bitkiler aktarilmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore
dizayn edilmis ve her bir izolat i¢in her bir bitkiden en az 10 adet kullanilmistir. 21
gilinliik bekleme siiresinin ardindan hastalik degerlendirmesi otsu bitkilerde 0—4 1 skalas1
( O=bitkide hastalik belirtisi yok; 1 = yapraklarda renk agilmasi; 2 = kok bogazinda hafif
leke olusumu ve/veya hafif solgunluk; 3 = kok bogazinda c¢lirlime ve/veya siddetli
solgunluk; 4 = bitki tamamen kurumus ve Olmiis) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Kayis1 ¢ogiirlerinde ise skala degerleri modifiye edilerek kullanilmistir (O=bitkide
hastalik belirtisi yok; 1 = yapraklarda renk agilmasi; 2 = inokulasyon noktasinda hafif
leke olusumu ve/veya hafif solgunluk; 3 = inokulasyon noktasinda ¢iirime ve/veya
siddetli solgunluk; 4 = bitki tamamen kurumus ve 6lmiis).Daha sonra SPSS istatistik
programi kullanilarak ortalamalar Duncan ¢oklu karsilastirma testine tabi tutulmustur.

Tilim patojenisite testleri iki kez tekrarlanmistir.
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Sekil 3 .2. Patojenisite denemelerinin gerceklestirildigi iklim odasindan bir goriiniim
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Sekil 3. 3. Patojenisite denemelerinde kullanilan kayisi bitkileri

3.2.3. izolatlarin Sicaklik isteklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin sicaklik isteklerinin belirlenmesi amaciyla taze kiiltiirlerden 10
mm’lik diskler alinarak 9 cm c¢apinda ve PDA igeren petri kaplarina ters c¢evrilerek
aktarilmistir. Her bir sicaklik i¢in her bir izolattan igin en az 3 petri kullanilmis ve bu
kiiltiirler 15, 20, 25, 30, 35 ve 40°C sicakliklarda gelismeye birakilmistir. Bir haftalik
bekleme siirecinin ardindan tiim sicakliklar i¢in kolonilerin ¢aplart dl¢iilmiis ve bu
veriler kullanilarak oransal gelisme yiizdesi hesaplanmistir (Mayek-Perez ve ark.,
1997).

3.2.4. izolatlarin Klorat Fenotiplerinin Belirlenmesi

Her bir izolatin fenotipinin belirlenmesi amaciyla potasyum klorat igeren ve
icermeyen PDA ortamlar1 kullanilmistir. 7 giinliik taze kiiltlirlerin kenar kisimlarindan
alinan miselyal diskler, 120 mM potasyum klorat iceren petrilerin tam ortasina ters
cevrilerek aktarilmistir. Ayrica klorat icermeyen ortama aktarilan kisim ise kontrol
olarak ayrilmistir. 27°C’de 1 haftalik bekleme siiresinin ardindan klorat iceren ve
icermeyen petriler birbiri ile kiyaslanarak parcali gelisim gosteren ve kolonileri agik
renkli olanlar parcah (feathery), dairesel gelisim gosteren ve koloni rengi tam siyah

olan koloniler siki (dense) ve bu ortamlarda hi¢ gelisme géstermeyen yada gelismesi
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cok kisitli olan koloniler de simirh (restricted) olarak kaydedilmistir (Sekil 3.4) (Pearson
ve ark., 1987).

Sekil 3. 4. Parcali, siki ve smurli gelisim gosteren izolatlarin petri kaplarindaki
goriintimii. (A: Pargali, B: Sinirh, C:Siki gelisen izolatin goriiniimii)

3.2.5. lzolatlarin Genetik Cesitliliklerinin Belirlenmesi

Hatay ilinde kayist bitkilerinden elde edilen Macrophomina phaseolina
izolatlarinin molekiiler ¢esitliliklerinin belirlenmesi i¢in RAPD yontemi kullanilmistir.

Miselyum Uretimi: PDA ortaminda gelistirilen 7 giinliik taze kiiltiirler petri
igerisine bir miktar steril tween 60 ¢ozeltisi eklenip ve steril pipet ucu yardimiyla
miselyum ve mikrosklerotlar kazindiktan sonra siispansiyondan 1 ml alinarak 250
ml’lik erlenlerde bulunan 100 ml steril PDB (Patates dekstroz broth) ortami ilave
edilmistir. Her bir izolat ile inokule edilen PDB ortamlari, 120 rpm ve 27°C’ye
ayarlanmis bir inkiibatorlii calkalayicida karanlik bir ortamda 7 gilin gelismeye
birakilmistir. Daha sonra, sivi kiiltiirler vakumlu huniler kullanilarak steril filtrelerden
gecirildikten sonra, lizerine steril edilmis saf su eklenerek besi ortaminin uzaklagmasi
saglanmistir. Miselyumlar, steril kurutma kagitlart tizerinde kurutulduktan sonra
aliminyum folyoya sarilip -80°C’de derin dondurucuda saklanmustir.

DNA Izolasyonu: DNA izolasyonu, Kerenyi ve ark., (1999)’nin onerdigi ve
Leslie ve Summerell ,(2006) tarafindan bildirilmis olan mini-prep DNA izolasyon
yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bu yonteme gore;

i) Miselyumlar, sivi azot kullanilarak havan yardimiyla toz haline getirilmistir.
Sonra 1,5 ml’lik ependorf tiiplere yaklasik 500 pl kadar doldurulmus ve daha sonra

tiipler kullanilincaya kadar yine -80°C’de saklanmastir.
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i1) Ekstraksiyon soliisyonu 1sitilarak 65°C’ye ayarlanmig bir inkiibatoére alinmig
ve bu sicaklikta kalmasi saglanmstir.

1) Derin dondurucudan ¢ikarilan tiiplere her bir tiipe 700 pl 1sitilmis (65°C) %2
CTAB buffer (100 mM Tris HCI pH 8, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl, %2 CTAB, steril
saf su 500 ml’ye kadar) ve 7 ul 2-mercaptoethanol ilave edilmistir. Tiipler vortekste 2—3
saniye karistirtlmis ve 65°C’ye ayarlanmig bir ortamda 5-10 dakika tutulmustur.

2) Tiipler inkiibatorden c¢ikartilarak hizli bir sekilde 2-3 saniye vorteksle
karistirtlip yine aymi inkiibatorde bu kez 20-25 dakika (toplamda 30 dakika)
bekletilmistir.

3) Inkiibatérden ¢ikartilan tiiplere, kloroform:iso-amil alkol (24:1) karisimindan
300-400ul ilave edilip vorteksle 2-3 saniye ve ardindan elle 2-3 dakika boyunca
calkalandiktan sonra 12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur.

4) Tiplerin tistiinde kalan s1vi kistmdan miimkiin oldugunca ¢ok miktar alinarak
(600ul) yeni steril ependorf tiiplere aktarilmistir.

5) Her bir tiipe, 600 pl iso-propanol (2-propanol) eklenip 5 dakika boyunca elle
calkalanmustir.

6) Tipler, 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra {ist kisim dokiiliip
kagit havlu tzerinde ters cevrilerek 2-3 dakika bekletilerek tiiplerin kurumasi
saglanmustir.

7) Her bir tiipe 600 pl TE buffer (500 mM Tris HCIL, 50 mM EDTA, steril saf su
1 L’ye kadar) eklenerek pelletin eritilmistir. Pelletlerin tamamen ¢oziilmesi amaciyla
tiipler buzdolabinda bir gece beklemeye birakilmstir.

8) Buzdolabindan c¢ikarilan tiipler iyice karistirilarak pelletler ¢oziildiikten sonra,
200-300 pl fenol:kloroform:izo-amil alkol (25:24:1) karisimindan ilave edilip tiipler
stantta 1-2 dakika kadar ters diiz edilmis ve 12.000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij
islemine tabi tutulmustur.

9) Tiiplerin st kismindaki fazdan 500 pl alinarak yeni steril ependorf tiiplere
aktarilmistir.

10) Her bir tiipe, 1 ul RNAse A ilave edilip 2-3 saniye vorteksle karistirildiktan
sonra 37°C’de 30 dakika siireyle bekletilmistir.

11) Tipler inkiibatérden ¢ikartilarak 500 pl izo-propanol (2-propanol) eklenip
elle karigtirilarak 5 dakika oda sicakliginda beklemeye birakilmistir.
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12) Tiipler, 5 dakika siireyle10.000 rpm’de santrifiij edilip iist kistmdaki alkol
dokiilerek kagit havlu iistiinde ters ¢evrilerek 2—3 dakika kurutulmustur.

13) DNA npelletleri, 1 ml soguk etil alkol (-20°C %70) ile yikanip alkol
dokiilerek uzaklastirimis ve tiipler kagit havlu lizerinde ters ¢evrilerek 2-3 dakika
kurumaya birakilmistir. Daha sonra, tlipler agz1 acik bir sekilde 65°C’ye ayarlanmis bir
inkiibatore alinarak 45 dakika bekletilerek alkoliin tamamen u¢masi saglanmaistir.

Son olarak tiiplere 50 ul TE buffer eklenmis, DNA’lar tamamen ¢ozdiiriliip -

80°C’ye ayarlanmig bir derin dondurucuda kullanilincaya kadar saklanmuistir.

3.2.5.1. RAPD Yontemi ile Karakterizasyon

RAPD calismalarinda, daha dnceki ¢alismalarda kullanilmis ve etkinligi Das vd.
(2008) tarafindan bildirilmis olan OPA-02’den OPA-15"¢ kadar olan 14 primer Operon
Technologies (USA) firmasinin primer kitlerinden segilerek kullanilmustir (gizelge 3.1.).
Her bir PCR reaksiyonu 25 pl ve DNA (~25 ng), primer (50 ng), reaksiyon soliisyonu
(son konsantrasyon : 10 mM Tris-HCI pH8.8, 50 mM KCL, 2.5 mM MgCI2 ve %0.1
Triton X-100), dNTP’ler (her bir nukleotid i¢in son konsantrasyon 0.2 mM), Taqg DNA
polimeraz (1.2 Unite, Promega) icerecek sekilde ayarlanmistir. PCR dongiilerinde,
94°C’de 5 dakika 6n denatiirasyondan sonra 40 dongii 94°C’de 2 dakika, 36°C’de 1
dakika ve 72°C’de 2 dakika olup, son olarak 72°C’de 8 dakika uygulanmistir. PCR
trtinlerinden 20 pl alinarak ethidium bromide (0,50 pg/ml) ilave edilmis % 1,2 agaroz
jelde (1XTBE (89 mM Tris-HCI, 89 mM borik asit ve 2 mM EDTA pH 8,0 ile
hazirlanmis) elektroforez islemine tabi tutulmustur. Her bir siranin ilk ¢ukurcugunda

Lambda DNA (EcoRI+Hindlll) markir olarak kullanilmustir.

Cizelge 3. 1. Molekiiler calismalarda kullanilan RAPD primerleri ve niikleotid

dizilimleri
Primer Kodu Dizilimi
OPA-02 TGCCGAGCTG
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPA-04 AATCGGGCTG
OPA-05 AGGGGTCTTG
OPA-06 GGTCCCTGAC
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Cizelge 3. 1. Molekiiler ¢alismalarda kullanilan RAPD primerleri ve niikleotid
dizilimleri(Devami)

Primer Kodu Dizilimi

OPA-07 GAAACGGGTG
OPA-08 GTGACGTAGG
OPA-09 GGGTAACGCC
OPA-10 GTGATCGCAG
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA-12 TCGGCGATAG
OPA-13 CAGCACCCAC
OPA-14 TCTGTGCTGG
OPA-15 TTCCGAACCC

3.2.5.2. Veri Analizi

Jel goriintileme  sistemi  kullanilarak  jel {izerinde olusan bantlar
fotograflandiktan sonra agaroz jelin her bir sirasinda olusan bantlar, var (1) yada yok (0)
seklinde kaydedilmistir. Tiim izolat/primer kombinasyonlarinda ortaya ¢ikan bantlarin
0-1 sayisal verileri esas alinarak, NTSYS-pc versiyon 2.20 (Rholf, 2000) yazilim

programinda Cluster analizi yapilmis ve filogenetik agac olusturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Macrophomina phaseolina’nin Orneklenmesi ve izolasyonu
4.1.1. Sorvey Calismalari

Fungusun elde edilmesi ve izolasyonu amaciyla Hatay iline bagli, 6zellikle
onceki caligmalarda yogun olarak sorun oldugu bildirilmis olan, kayisi yetistirildigi
alanlarinda farkli zamanlarda survey calismalar1 gerceklestirilmistir. [limizde ¢ok fazla
kapama kayis1 bahgesi bulunmadigindan ev bahgeleri de survey alan1 olarak
kullanilmistir. Arazi ¢alismalar1 Haziran - Agustos aylar1 arasini kapsayan 2014 yili yaz
aylarinda gergeklestirilmistir (¢izelge 4.1).

Surveyler esnasinda, kok ve kok bogazinda ¢iiriikliik, lezyon olusumu, sararma,
solgunluk ile govdede ve dallardaki iletim demetlerinde kahverengi renklenme
simptomlar1 gozlemlenen kayis1 bitkilerinden kdk ve kdk bogazini icerecek sekilde ve
bazi dallardan ornekler toplanmistir. Alinan Ornekler kagitlara sarilmis ve etiket
eklendikten sonra olarak laboratuvara getirilerek izolasyon yapilincaya kadar +4°C’de
buzdolabinda saklanmistir(sekil 4.1).

Cizelge 4. 1. Hatay ilinde yapilan arazi caligmasi tarihleri ve gidilen lokasyonlar

Tarih Arazi Calismasi1 Alam
12-13.06.2014 Merkez, Erzin, Iskenderun
1-5.07.2014 Reyhanli, Kirikhan, Altinozii
10-14.07.2014 Hassa

02-03.08.2014 Iskenderun, Erzin
04-07.08.2014 Kirikhan, Kumlu, Reyhanh

4.1.2. Macrophomina phaseolina’nin Orneklenmesi ve izolasyonu

Hastalikli kayis1 bitkilerden M. phaseolina’yi izole etmek amaciyla bu bitkilerin
kok, govde ve iletim dokusu renklenmeleri olan dallarindan 6rnekler toplanmustir. Bitki
dokular1 enfekteli ve saglam kisimlari igerecek sekilde kiigiik pargalara ayrilmis, musluk
suyu altinda temizlendikten sonra materyal ve yontem kisminda belirtilen sekilde

etmenin izolasyonu gerceklestirilmis ve saflastirilan kiiltiirler PDA ortaminda kryovial
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tiiplerde +6°C’a ayarlanmis bir buzdolabinda karanlikta saklanmistir.

Arazi galigmalarinin ardindan yapilan izolasyon c¢aligsmalar1 sonucunda toplam 30
adet M. phaseolina izolat1 elde edilmistir. Tez ¢alismalar1 kapsaminda teshis edilen bu
izolatlar kullanilmistir. Survey alani, elde edilen izolat sayisi ve elde edildikleri

konukgu bitkilere ait bilgiler Cizelge 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.1. Macrophomina phaseolina kolonilerinin PDA besiyerindeki goriintimii

Cizelge 4 .2 Izolat kodlar1, elde edildikleri konukgular ve lokasyonlar.

izolat Lokasyon
K1 Antakya
K2 Antakya
K3 Reyhanli
K4 Antakya
K5 Kirikhan
K6 Antakya
K7 Reyhanli
K8 Kirikhan
K9 Reyhanli
K10 Antakya
K11 Altindzii
K12 Erzin
K13 Reyhanlt
K14 Reyhanl
K15 Antakya
K16 Altinozii
K17 Kirikhan
K18 Antakya
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Cizelge 4 .2 izolat kodlar1, elde edildikleri konukgular ve lokasyonlar.(Devami)

Izolat Lokasyon
K19 Altinodzi
K20 Kirikhan
K21 Antakya
K22 Kirikhan
K23 Antakya
K24 Iskenderun
K25 Kumlu
K26 Reyhanli
K27 Antakya
K28 Erzin

K29 Kirikhan
K30 Kumlu

Izolatlarin 3’{i Altmozii, 10’u Antakya, 4’{i Hassa, 1’i Iskenderun, 6’s1 Kirtkhan ve 6’s1
ise Reyhanli ilgelerinden elde edilmistir (Sekil 4.2). izolatlarin ilgeler bazinda
dagilimlar Cizelge 4.4’da ayrintili olarak goriilmektedir.

12
10

izolat Sayisi

10

w

=

izolat Sayisi

Sekil 4 .2. Iller bazinda izolat sayisinin dagilimi

4.2. Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin morfolojik 6zelliklerini belirlemek amaciyla, 7 giinliik taze kiiltiirlerin
kenar kisimlarindan 10 mm’lik miselyal diskler kesilerek 90 mm ¢apinda ve PDA
iceren petri kaplarina ters ¢evrilerek aktarilmistir. Her bir sicaklik i¢in izolatlardan en az

3 petri kullanilmig ve kiiltiirler 15, 20, 25 ve 30, 35 ve 40°C sicakliklarda gelismeye
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birakilmigtir. Bir haftalik bekleme siiresinin ardindan tiim sicakliklarda gelisen
kolonilerin gaplar 6lgiilerek kaydedilmistir. Koloni ¢aplarina ait bilgiler Cizelge 4.3’te

sunulmustur.

Cizelge 4 .3. Izolatlarin elde edildikleri lokasyonlar ve farkli sicakliktaki koloni caplari

Farkh sicakhiktaki koloni ¢aplar: (°C)

Izolat Lokasyon 15 20 25 30 35 40
K1 Hatay M. 35 75 85 90 65 32
K2 Hatay M. 34 75 90 90 64 30
K3 Reyhanli 30 75 88 90 64 32
K4 Hatay M. 36 75 90 90 65 30
K5 Kirikhan 38 75 90 90 65 30
K6 Hatay M. 30 75 90 90 63 30
K7 Reyhanli 31 68 85 90 65 30
K8 Kirikhan 30 75 90 90 70 30
K9 Reyhanli 30 75 90 90 70 25
K10 Antakya 30 75 90 90 64 30
K11 Altinozi 32 78 90 90 64 30
K12 Hassa 36 75 90 90 70 30
K13 Reyhanli 34 75 90 90 70 30
K14 Reyhanli 33 75 90 90 65 32
K15 Antakya 33 80 90 90 65 30
K16 Altinozii 33 80 90 90 65 30
K17 Kirikhan 35 80 90 90 65 25
K18 Antakya 35 75 90 90 62 30
K19 Altinozi 32 80 85 90 63 30
K20 Kirikhan 31 75 90 90 62 26
K21 Antakya 31 65 85 90 60 30
K22 Kirikhan 32 70 85 90 65 30
K23 Antakya 30 70 90 90 60 32
K24 iskenderun 31 70 90 90 70 30
K25 Hassa 30 75 90 90 65 31
K26 Reyhanli 30 75 90 90 65 32
K27 Antakya 30 75 90 90 65 30
K28 Hassa 30 75 90 90 70 31
K29 Kirikhan 30 75 90 90 70 30
K30 Hassa 31 75 90 90 70 32
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Koloni Capi
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Sekil 4. 3. Farkli sicakliklarda M. phaseolina izolatlarinin ortalama koloni ¢aplari
“Rakamlarin yanindaki farkli harfler duncan ¢oklu karsilastirma testi sonucunda ortalamalar
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkin bulundugunu gostermektedir.

Denemede kullanilan tiim sicakliklar g6z oniine alindiginda, M. phaseolina’nin
en iyi gelistigi sicakligin 25 ve 30°C oldugu tespit edilmistir. Bu sicakliklar1 daha sonra
20, 35, 15 ve 40 izlemektedir (Sekil 4.3). Benzer veriler baz1 6nceki ¢aligmalarda da
elde edilmistir. Manici vd. (1995), yaptiklari ¢alismalarda M. phaseolina’nin en iyi
gelisme sicakliginin 30°C civarinda oldugunu bildirmistir. Bu baglamda bu ¢alismada

elde edilmis olan veriler 6nceki veriler ile benzerlik gostermektedir.

4.3. Klorat Fenotiplerinin Belirlenmesi

M. phaseolina izolatlarinin klorat i¢eren ortamda fenotiplerinin belirlenmesi
amaciyla potasyum klorat igeren ve icermeyen PDA ortamlar1 kullanilmistir. 27°C’de 1
haftalik bekleme siiresinin sonunda izolatlarin fetotipleri belirlenmistir (Pearson vd.,

1987) (Cizelge 4.4).

Cizelge 4 .4. M. phaseolina izolatlarn elde edildikleri lokasyonlar ve klorat fenotipleri

izolat Lokasyon Fenotip
K1 Antakya D
K2 Antakya D
K3 Reyhanh D
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Cizelge 4 .4. M. phaseolina Izolatlarin elde edildikleri lokasyonlar ve klorat fenotipleri.

(Devami)
izolat Lokasyon Fenotip
K4 Antakya
K5 Kirikhan
K6 Antakya

K7 Reyhanl
K8 Kirikhan
K9 Reyhanh
K10  Antakya
K11 Altindzii
K12 Hassa
K13  Reyhanh
K14 Reyhanl
K15  Antakya
K16 Altindzii
K17 Kirikhan
K18  Antakya
K19 Altindzii
K20 Kirikhan
K21  Antakya
K22 Kirikhan
K23  Antakya
K24  iskenderun
K25 Hassa
K26  Reyhanh
K27  Antakya

A 00D00OTMTmMTMQOOTOOO0OX00O0O0OXNT0O000OTMQOOo

K28 Hassa
K29 Kirikhan
K30 Hassa

Calismada toplam 30 izolatin 21°i siki gelisim (Dense), 6’s1 parcali (Feathery)
ve 3’0 sinirlt (Restricted) gelisim gosterdigi tespit edilmistir. Bu konuyla ilgili bazi
onceki c¢alismalar mevcut olmakla birlikte fenotipinin tam aydinlatilamadigi
diisiiniilmektedir. Pearson vd. (1987) yaptiklar1 ¢alismalarda misirdan elde ettikleri M.
phaseolina izolatlarin hepsinin klorata dayanikli (D fenotipli) ve soyadan elde
edilenlerin ise klorata hassas (F yada R fenotipli) olduklarini tespit etmiglerdir. Ayni
calismada, klorata dayanikli izolatlarin musir bitkileri iizerinde daha fazla kok
kolonizasyonu yaptiklari ve daha yiiksek hastalik siddeti meydana getirdikleri, klorata
hassas olanlarin ise soya lizerinde daha fazla kolonize olmayi tercih ettikleri ve sonugta

daha fazla hastalik meydana getirdiklerini bildirmislerdir.

23



Su ve ark, (2001), klorat hassasiyeti bakimindan konukgunun kok
kolonizasyonunda sadece misirdan elde edilen izolatlarin daha etkin olduklarini, diger
bitkilerden elde ettikleri izolatlarin ise farklilik olusturmadiklarini bildirmislerdir. Ayni
calismada, kloratta belirlenen fenotipler ile olusturulan hastalik siddeti arasinda bir

iligkinin bulunmadig1 tespit edilmistir.

4.4. Patojenik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Patojenik o6zelliklerin belirlenmesinde 21 giinliikk bekleme siiresinin ardindan
degerlendirmeler kaydedilmis ve izolatlarin bitkilerde meydana getirdikleri hastalik
siddeti skala degerleri en yiiksek 4 en diisiik ise 2 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Izolatlarm bitkilerde meydana getirdikleri ve 6lgiilen hastalik  skala
degerleri(sekil 4.4 ) ¢ok fazla farklilik gostermis olup hastalik siddeti ile izolatlar
arasinda yada elde edildikleri lokasyonlar ile hastalik siddeti arasindan herhangi bir

korelasyon tespit edilememistir.

Cizelge 4 .5. M.phaseolina izolatlarmin farkli bitkiler tizerinde olusturduklar1 hastalik
siddeti degerleri

fzolat  Yerfistign Soya Misir  Kavun Kayisi

K1 4 3 2 2 4
K2 3 2 4 2 4
K3 2 3 3 2 4
K4 3 3 3 4 4
K5 3 3 3 4 4
K6 3 3 3 4 4
K7 3 3 2 3 3
K8 3 3 3 3 4
K9 3 4 2 2 4
K10 3 3 4 3 4
K11 3 3 4 3 3
K12 3 3 4 3 4
K13 3 3 4 3 4
K14 3 3 3 3 4
K15 3 3 2 4 4
K16 3 2 2 4 4
K17 3 3 3 4 3
K18 4 3 3 3 4
K19 3 3 3 4 4
K20 3 3 3 4 4
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Cizelge 4 .5. M.phaseolina izolatlarmin farkli bitkiler tizerinde olusturduklar1 hastalik

siddeti degerleri
Izolat Yerfistign Soya  Misir  Kavun Kayisi
K21 3 3 3 3 4
K22 4 4 3 3 4
K23 3 4 3 3 4
K24 4 3 2 3 4
K25 3 3 4 3 4
K26 3 2 4 3 4
K27 3 3 3 2 3
K28 3 3 3 2 4
K29 3 3 3 3 4
K30 3 3 3 3 4
4,50
4,00 3,87 a
3,50

3,10b" 3,00b 3,03b 3,07b

3,00 -

2,50 -

2,00 - m Skala Degeri
1,50 -

1,00 -

0,50 -

0,00 - . . . .

Yerfistigl Soya Misir Kavun Kayisi

Sekil 4. 4. Bitkiler bazinda ortalama hastalik siddeti degerleri
Rakamlarin yanindaki farkli harfler Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore sonuglarin
istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Yapilan patojenisite caligmalari neticesinde izolatlarin genel olarak elde
edildikleri bitki olan kayisi fidanlarinda en siddetli ya da daha siddetli hatalik
olusturduklar1 tespit edilmistir.

Onceki ¢alismalarda benzer bazi veriler bulunmaktadir. Su ve ark., (2001)
yaptiklar1 patojenisite calismalarinda, misir bitkisinden elde edilen izolatlarin musir

bitkilerinde daha fazla kok kolonizasyonu yaptiklarini tespit etmislerdir. Ancak soya,

25



sorgum ve pamuk bitkilerden elde edilen izolatlarin konukg¢u se¢imi bulunmadigini
bildirmislerdir.

Manici ve ark., (1995), ayg¢igegi bitkilerinden elde ettikleri M. phaseolina
izolatlarin1 soya, aycicegi, aspir, sorgum, kavun, seker pancari, kenaf ve misir bitkileri
lizerinde patojenisite testine tabi tutmuslardir. Denemede kullandiklari izolatlar soyada
cok viriilent, aycicegi, aspir, sorgum ve kavunda orta diizeyde viriilent, seker pancari ve
kenafta diisiik diizeyde viriilent olduklarini bildirmislerdir. Yine ayni calismada

izolatlarin hi¢biri misir bitkilerinde hastalik olusturmamustir.

4.5.1. RAPD Yontemi ile Genetik Cesitliligin Belirlenmesi

Bu tez caligmasinda toplam 14 RAPD primeri kullanilmis olup bunlarin 1
tanesinde hi¢ bant olusumu gozlenmemistir. Diger primerlerden 4 adedi ise bant
olusturmus ancak polimorfik bant olusturmamistir. Tiim primerlerden toplam 51 bant
elde edilmis ve bunlardan 14l polimorfik olup polimorfizm yiizdesi %27 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4. 6. Molekiiler Karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilan tim RAPD
primerleri ile olusturduklar1 bant, polimorfik bant ve polimorfizm (%)

oranlari

Primer Bant saysi Polimorfik Polimorfizm
Kodu Bant (%)
OPA-02 4 2 50
OPA-03 4 0 0
OPA-04 6 2 33
OPA-05 6 1 17
OPA-06 5 2 40
OPA-07 2 0 0
OPA-08 5 2 40
OPA-09 3 1 33
OPA-10 2 1 50
OPA-11 0 0 0
OPA-12 3 1 33
OPA-13 4 1 25
OPA-14 2 0 0
OPA-15 5 1 20

51 14 27
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Agroz jel iizerinde olusan her bir sirada bulunan bantlar, var (1) yok (0) seklinde
kaydedilmigtir. Tiim izolat/primer kombinasyonlarinda olusan bantlarin 0-1 sayisal
verileri esas alinarak, NTSYS-pc versiyon 2.20 (Rholf, 2000) yazilim programinda
kullanilarak Cluster analizi gergeklestirilmis ve filogenetik aga¢ olusturulmustur. Buna
gore elde edilen filogenetik agacta izolatlar 2 farkli grupta dagilim gostermislerdir. Bu
farkli gruplarda ise pek ¢ok alt gruplardan olusmustur.Ancak bu izolatlarin elde edildigi
bitki, lokasyon, fenotip, morfoloji yada patojenik 6zellikleri ile gruplar arasinda higbir
iligki tespit edilmemistir (Sekil 4.5)
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Sekil 4.5 M. phaseolina izolatlarinin UPGMA analizi sonucu

M. phaseolina’nin  RAPD yontemiyle genetik c¢esitliliginin  belirlenmesi
konusuyla ilgili onceki bazi g¢alismalar bulunmaktadir. Rajkumar ve ark., (2007)
yaptiklar1 ¢calismada, RAPD yontemi kullanarak M. phaseolina izolatlarininin molekiiler
cesitliligini belirlemislerdir. Yaptiklari ¢alismalar sonucunda izolatlarmn iki farkli RAPD
grubunda dagilim gosterdikleri ancak bu gruplarin M. phaseolina’nin ¢aligmadaki higbir
parametre ile baglantili olmadigi ve gruplar arasindaki dagiliminin tesadiifi oldugunu
bildirmislerdir. Tez calismasindan elde edilen bulgular ile bu calismadaki sonuglar da
benzerlik tagimaktadir. Tez ¢alismasinda elde edilen verilere gére, RAPD yontemini 30
izolat1 2 farkli gruba ayirdig1 ancak bu gruplarin ¢alismadaki hicbir veri ile baglantili
olmadigi belirlenmistir.

Das ve ark., (2008) yaptiklar1 ¢alismalarda, 14 farkli RAPD primeri kullanarak

M. phaseolina izolatlarininin molekiiler ¢esitliligini belirlemislerdir. Caligma sonucunda
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izolatlarin kKlorat fenotipleri ile RAPD gruplar1 arasinda herhangi bir iligkinin
bulunmadigi, fakat izolatlarin elde edildikleri lokasyonlar ile gruplar arasinda diisiik

seviyede bir iliskinin bulundugunu bildirmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligma kapsaminda 2014 yili yaz aylarinda, Hatay iline bagh kayisi
alanlarinda ve ev bahgelerinde arazi ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Arazi ¢alismalari
sirasinda sararma, solgunluk, kok ¢iiriikliigii ve iletim dokularinda renk degisikligi gibi
belirtiler gosteren kayisi bitkilerinden ornekler alinmistir. Hastalikli bitki dokularindan
PDA besi ortamlar1 kullanilarak izolasyonlar yapilmistir. Arazi ve izolasyon ¢aligmalari
sonucunda toplam 30 izolat Macrophomina phaseolina olarak teshis edilmistir. Her bir
izolatin sicakliga karsi tepkilerinin tespit edilebilmesi amaciyla her birinden 10mm
capinda diskler alinarak PDA ortamina transfer edilmis ve 15, 20, 25 ve 30, 35 ve 40°C
sicakliklarda gelismeye birakilmistir.  Sicak tepkilerinin  dlgiildiigii bu ¢alisma
kapsaminda izolatlarin optimum gelisme sicakligi 25 ve 30°C olarak tespit edilmistir.
Izolatlarn klorat fenotiplerinin belirlenmesi ¢alismalar1 sonucunda 30 izolatin 21°i siki,
6’s1 pargal1 ve 3’1 ise sinirli gelisim gostermistir.

Bu calisma kapsaminda lokasyon ile fenotip arasinda herhangi bir iliskiye
rastlanmamistir. Patojenisite testinde, tiim izolatlar kayisi, yerfistigi, soya, misir ve
kavun bitkilerine inokule edilmis ve 21 giinliik inkiibasyon siiresinin ardindan hastalik
siddeti 0-4 skalas1 kullanilarak belirlenmistir. Hastalik siddeti en yiiksek olarak 3,87 ile
kayis1 bitkilerinde olusurken, yerfistigi, soya, misir ve kavun fidelerinde orta diizeyde
hastalik siddetinin olustugu ve aralarinda istatistiksel olarak bir farkin olmadig: tespit
edilmistir. Molekiiler ¢alismalarda ise 14 farklt RAPD primeri kullanilmis olup, agaroz
jel iizerinde olugan 51 bandin 14’1 polimorfik olarak bulunmustur. Dendrogram agag
tizerinde 2 temel grup gozlenirken, bu iki grupta pek ¢ok alt grubun olustugu
gozlenmistir. Olusan gruplar ile lokasyonlar, sicaklik tepkileri, klorat fenotipleri ve
patojenisiteleri arasinda herhangi bir iligkinin bulunmadig tespit edilmistir.

Bu tez caligmasi kapsaminda, Hatay iline ait kayis1 alanlarinda hastalikli kayisi
bitkilerinden elde edilen Macrophomina phaseolina izolatlarinin sicaklik istekleri,
klorat fenotipleri, patojenisiteleri ve RAPD yontemi kullanilarak genetik cesitlilikleri
belirlenmistir. Kayisidan elde edilmis M. phaseolina izolatlarinin  genetik
cesitliliklerinin belirlenmesiUlkemizde ilk kez bu galisma ile gergeklestirilmistir.

Bir bitki patojeni ile etkin miicadele edilebilmesi i¢in o patojenin g¢evresel
istekleri, fenotipik, patojenik ve genotipik Ozelliklerinin belirlenmesi 6nem

tasimaktadir. Bu baglamda, bu tez ¢alismasi konuyla ilgili yapilmis ilk calisma olup
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bundan sonra konukgu dizisinin artirilarak patojenisite ¢alismalarinin yogunlastirilmasi,
survey alaninin iilke ¢apina artirilmasi ile fenotipik dagilimin ve bu dagilimla diger
parametreler ile iliskilerinin arastirilmasi, patojenisite ¢alismalarinda ¢ok daha fazla
konuke¢u ve farkli patojenisite yontemleri kullanilarak konukgu se¢imi yada konukguya
Ozellesme gibi konularin irdelenmesi, RAPD disinda ITS-RFLP, AFLP, SSR ve bazi
DNA bolgelerinin sekanslarina dayanan farkli molekiiler yontemlerin kullanilarak

genetik cesitliligin belirlenmesi gibi ileri caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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