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Calismamizda Ankara ve Konya marul {iretim alanlarindan elde edilen 51 adet Fusarium
spp. izolatinin SCoT ve iPBS markérleri ve tefl-a ve rpb2 gen bdlgelerinin sekans
analizleriyle yapilan teshislerinde kirk sekiz tanesinin Fusarium oxysporum f.sp. lactucae
(Fol) oldugu tespit edilmistir. Diger {i¢ izolat ise F. redolens, F. equiseti ve F. clavum
olarak teshis edilmistir. Marulda solgunluk ve kok bogazi ¢iiriikliigli etmeni olan Fol
izolatlarinin yapilan patojenisite denemeleri sonucunda hastalik siddeti degerleri %20-
90,92 arasinda degismistir. Fol izolatlariin vejetatif uyum gruplarini belirlemek i¢in
yapilan nit mutantlar1 testinde 36 adet Ankara ve Konya izolatindan ve 4 adet yurt dis1
referans izolatindan 730 adet nitl, 25 adet nit3 ve 50 adet nitM olmak iizere toplam 805
adet mutant elde edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen ve yurt disi referans izolatlarindan
elde edilen nit mutantlarinin (nitl ve nitM/nit3) her tiirlii kombinasyonlar1 minimal
ortamda eslestirilerek toplam 314 adet vejetatif uyum grubu testi yapilmistir. BKK T-1 k
B-1 ve BTK y-A-x kodlu Ankara Fol izolatlari, VCG 0303/irk 4’{i temsil eden Fol 896
ve Fol 888 kodlu referans izolatlar1 ile heterekaryon olusturmalari nedeni ile VCG 0303
olarak tanimlanmislardir. Bu iki izolatla vejetatif olarak uyumlu bulunan sekiz izolatin
VCG 0303 oldugu tespit edilmistir. VCG 0300/1rk 1’in referans izolatlar1 olan GT Fus 1,
GT Fus 2, Ankara ve Konya izolatlarinin hi¢cbir mutantiyla heterekaryon olugturmamustir.
Iki izolatin self-incompatible oldugu belirlenmistir. Dokuz izolatin self-compatible
oldugu bulunmus, ancak herhangi bir referans izolatiyla vejetatif uyumluluk
gozlenemediginden uyum gruplart VCG 030- olarak adlandirilmistir. Sekiz mutanttan
sadece nitl mutanti elde edildiginden vejetatif uyumluluk durumlan tam olarak
belirlenememistir.

Irk belirleme ¢alismasinda K 1/6 Konya ve BTK y-A-x Ankara Fol izolatlar1 ayirici test
cesitlerinde 1rk 4 referans izolatlar ile ayni reaksiyonu gostermelerinden dolayr irk 4
olarak tanmimlanmiglardir. F. oxysporum f.sp. lactucae’de VCG nin 1rka spesifik
olmasidan dolay1 VCG 0303 olarak tanimlanan diger izolatlarin da irk 4 olabilecegi
distiniilmektedir.
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DETERMINATION of VEGETATIVE COMPATIBILITY GROUPS and RACES of
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AREAS in ANKARA and KONYA PROVINCES

Olgag¢ Dogu YILMAZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Fatma Sara DOLAR

In our study, 51 Fusarium spp. isolates obtained from lettuce production areas in Ankara
and Konya were identified using SCoT and iPBS markers and sequence analyses of tef1-
a and rpb2 gene regions. Forty-eight of them were identified as Fusarium oxysporum f.sp.
lactucae (Fol). The other three isolates were identified as F. redolens, F. equiseti, and F.
clavum. Pathogenicity tests on Fol isolates, which are the causative agents of wilt and
root collar rot in lettuce, showed disease severity values ranging from %20 to %90,92. In
the nit mutant test performed to determine the vegetative compatibility groups of Fol
isolates, a total of 805 mutants, including 730 nitl, 25 nit3, and 50 nitM, were obtained
from 36 Ankara and Konya isolates and 4 foreign reference isolates. In this study, all
combinations of nit mutants (nitl and nitM/nit3) obtained from reference isolates abroad
were matched on minimal medium and a total of 314 vegetative compatibility group tests
were performed. The Ankara Fol isolates coded BKK T-1 k B-1 and BTK y-A-x were
designated VCG 0303 because they formed a heterokaryon with the reference isolates
coded Fol 896 and Fol 888 representing VCG 0303/race 4. Eight isolates vegetatively
compatible with these two isolates were identified as VCG 0303. VCG 0300 did not form
a heterokaryon with any mutant of GT Fus 1 and GT Fus 2, the Ankara and Konya
isolates, which are the reference isolates of race 1. Two isolates were determined to be
self-incompatible. Nine isolates were found to be self-compatible, but because vegetative
compatibility was not observed with any reference isolate, their compatibility groups
were designated VCG 030-. Because only the nitl mutant was obtained from eight
mutants, their vegetative compatibility could not be fully determined. In the race
identification study, the K 1/6 Konya and BTK y-A-x Ankara Fol isolates were identified
as race 4 because they exhibited the same reactions as the race 4 reference isolates in
differential test varieties. Because VCG is race-specific in F. oxysporum f.sp. lactucae, it
is thought that the other isolates identified as VCG 0303 may also be race 4.
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1. GIRIS

Marul, Asteracea familyas: ve Lactuca sativa tiiriine ait yapragi, govdesi ve siirgiinleri
yenen tek yillik bir bitkidir (Tezcan vd. 2022). Cesitli sekil, boyut ve renge sahip bircok
cesidi vardir. Cesitler yaprak sekli, boyutu ve dokusunun yani sira bag gelisimi ve govde

tipine gore ayrilmiglardir (Bhatta 2022).

Cok fazla tiir sayis1 icermesine ragmen tiiretimi yapilan baglica cesitleri; kivircik yaprak
salata (Lactuca sativa var. crispa), bas salata (Lactuca sativa var. capitata), marul

(Lactuca sativa var. longifolia) dur (Kokpinar vd. 2024).

Marul kendi kendine tozlasan tek yillik bir bitkidir. Genellikle ana kok iizerinde su ve
besin emilimini saglayan toprak ylizeyine yakin ¢ok miktarda yan kok olusturmaktadir
(Mou 2008). Soguk iklim sebzesi olan marulun ¢imlenmesi ve biiyiimesi igin gerekli
optimum sicaklik 20-25°C dir. Gerekli su ve oksijen oldugunda genellikle ekimden 3-7
giin sonra ¢cimlenmektedir. Hasat zamani marul tiirline ve iklime gore degismekle birlikte

genellikle ekimden 60-120 giin sonra yapilmaktadir (Raid 2004).

Taze olarak tiiketilen marul insan beslenmesinde 6nemli vitamin ve mineral kaynagidir
(Kibar 2018). Bol miktarda K, A, C vitamini, folat (folik asit) ve yliksek oranda demir
icermektedir (Bhatta 2022).

Diinyada marul tarimi, kiiresel sebze pazarinda énemli bir yere sahiptir. 2023 yilinda
toplam marul iiretim miktar1 yaklasik 28 milyon ton olarak gerceklesmistir. Bu liretimin

biiyiik kismin1 Cin ve ABD karsilamaktadir (FAO 2025).

Ulkemizde 2024 yil1 verilerine gore, toplam marul iiretimi 502.848 ton olarak kayitlara
geemistir. Bu lretimin 263.829 tonu kivircik marul, 225.542 tonu gobek marul ve
113.477 tonu ise aysberg maruldan olusmaktadir. En yaygin iiretimi yapilan illerimiz

arasinda sirastyla Ankara, Adana ve Antalya yer almaktadir (TUIK 2024).



Marul yetistiriciligi diinya genelinde yaygin bir sekilde yapilmakta olup farkli iiretim
yontemleri kullanilmaktadir (Smith ve Johnson 2020). Ulkemizde ortii alt1 ve acik alan

olmak tizere yilin farkli donemlerinde tiretimi yapilabilmektedir (Sahin vd. 2021).

Insan beslenmesinde 6nemli rolii olan marulun iiretimini sinirlayan pek cok faktor
bulunmaktadir. Ozellikle fungal hastaliklarm birgogu uygun kosullar altinda, verim ve
kalitede yikict kayiplara neden olabilmektedir (Raid 2004). Diinyada su ana kadar
marulda hastaliga neden olan 45 adet fungal, 7 adet bakteriyel ve 25 adet viral etmen
saptanmigtir. Diinya’nin farkli bolgelerinde bulunan marul {iretim alanlarinda yapilan
calismalar sonucu farkli tiirde fungal patojenler saptanmistir. Marul {retim
alanlarinda rastlanilan fungal hastaliklar; Alternaria Yaprak Lekesi (Alternaria sonchi),
Antraknoz (Microdochium panattonianum syn. Marssonina panattoniana), Siyah
Ciurtkliik (Ceratocystis fimbriata), Siyah Kok Ciirtikligii (Thielaviopsis basicola syn.
Chalara elegans), Dip Cirtikliigii (Rhizoctonia solani syn. Thanatephorus cucumeris),
Cercospora Yaprak Lekesi (Cercospora apii ve C. lactucae-sativae), Cokerten (R. solani,
Pythium dissotocum, P.irregulare, P. myriotylum, P. sylvaticum, P. ultimum, P.
uncinulatum ve P. violae), Mildiy6 (Bremia lactucae ve Plasmopara lactucae-radicis),
Beyaz Cirtikliik (Sclerotinia sclerotiorum ve Sclerotinia minor), Fusarium Solgunlugu
(Fusarium oxysporum f.sp. lactucae), Kursuni Kiif (Hasat 6ncesi ve sonrasi); (Botrytis
cinerea syn. Botryotinia fuckeliana), Phoma Yaprak Lekesi ve Bazal Ciiriikligi
(Boeremia exigua syn. Phoma exigua), Phoma tropica, Phytophthora Gévde ve Kok
Curukligi (Phytophthora cryptogea, P. drechsleri, P. lactucae, P. pseudolactucae),
Kiilleme (Golovinomyces cichoracearum syn. Erysiphe cichoracearum), Pythium
Solgunluk ve Yaprak Yanikligi (Pythium aphanidermatum, P. megalacanthum, P.
polymastum, P. spinosum, P. tracheiphilum, P. ultimum, P. uncinulatum), Pas (Puccinia
dioicae syn. P. extensicola var. hieraciata), Septoria Yaprak Lekesi (Septoria birgitae ve
S. lactucae), Giiney Yanikligi (Athelia rolfsii syn. Sclerotium rolfsii), Stemphylium
Yaprak Yanikligr (Stemphylium botryosum f.sp. lactucum syn. Pleospora tarda ve S.
solani), Teksas Kok Ciriikligii (Phymatotrichum Kok Ciiriikligii); (Phymatotrichopsis
omnivora syn. Phymatotrichum omnivorum), Verticillium Solgunlugu (Verticillium

dahliae, V. isaacii ve V. klebahnii) dur (Anonymous 2022).



Marulda solgunluk ve kok ¢iirtikliigiine neden olan Fusarium spp. ilk olarak Japonya’da
1955 yilinda yaglh bas marullarda bulunmus ve etmen Matuo ve Motohashi tarafindan
Fusarium oxysporum f.sp. lactucae olarak (Fol) tanimlanmistir. Daha sonra etmen 1990
yilinda ABD’ de, 1998 yilinda Tayvan’da ve 2002 yilinda italya’ da gériilmiistiir
(Garibaldi vd. 2004).

Fusarium oxysporum f.sp. lactucae (Fol) marullarda (L. sativa L.), Fusarium
solgunlugunun baslica etmenidir (Gilardi vd. 2017b) ve marul iiretim alanlarinda siddetli
irlin kayiplarina neden olan toprak (soil-borne) ve tohum (seed-borne) kokenli bir
fungustur (Sanna vd. 2022). Diinyada marul yetistirilen alanlarin ¢ogunda goriilen toprak

kokenli bu hastalik son yillarda ciddi kayiplara neden olmaktadir (Pintore vd. 2017).

Hastalik etmeni marul fidelerinde solgunluga neden olmakta ve enfekteli fideler
O0lmektedir. Enfekteli bitkinin kok ve vaskiiler dokularinda kirmizi kahverengi renk
degisiklikleri goriilmektedir. Bunun yani sira enfekteli olgun bitkilerin yapraklarinin
sararip solmasi ve sonunda nekrotik bir hal almasi da belirtilerindendir. Hastalanan
bitkiler genellikle bodur kalmakta ve bas olusturamamaktadir. Fusarium solgunlugu
belirtileri amonyum toksisitesi ve Verticillium’un neden oldugu belirtilere de benzerlik
gostermektedir. Fusarium oxysporum f.sp. lactucae diger Fusarium solgunluk patojenleri
gibi klamidospor iireterek toprakta uzun siire canliligini siirdiirebilmektedir. Uretim
sezonunun daha sicak aylarinda ekilen marullarda hastalik daha siddetli goriilmektedir
(Koike vd. 2007).

Fusarium oxysporum, iiretimi yapilan 100’den fazla bitki tiiriinde hastaliga neden olan
filamentli Ascomycota grubu bir fungustur. Genis bir konuk¢u dizisi olmasina ragmen F.
oxysporum izolatlar1 genellikle bir veya birkac bitki tiiriinii enfekte etmektedir. Bu
nedenle patojenik izolatlar konukgu bitki tiirline gore 6zel forma speciales (f.sp.)
ayrilmistir ve ayrica konukcu bitkiye spesifik olarak irklara ayrilmistir. Forma speciales
icerisindeki genetik iligkileri tanimlamak i¢in F. oxysporum izolatlar1 heterokaryon
(genetik olarak farkli cekirdekler igerme) yeteneklerine bagli olarak vejetatif uyum

gruplar1 (VCG) halinde gruplandirilmistir (Pasquali vd. 2008). Vejetatif uyum grubu F.



oxysporum popiilasyonlarinin patojenik ve patojenik olmayan irklarini simiflandirmak

icin kullanilan bir tekniktir (Pasquali vd. 2005).

Fusarium oxysporum’un formae speciales Kkarakterizasyonunda 1980°1li yillarin
ortalarindan itibaren VCG belirlenmesine baglanilmistir (Puhalla 1985). Patojen
popiilasyonlarindaki genetik farkliliklari en iyi sekilde anlamada vejetatif uyum gruplari

en faydali yontemlerdendir (Ogiso vd. 2002).

Hastalik etmeninin diinyada su ana kadar tespit edilmis 4 irki bulunmaktadir. F.
oxysporum rklarini ve formae specialesler arasindaki ayrimi ve genetik iligkileri ortaya
cikarmak icin vejetatif uyum gruplar1 (VCG) kullanilmaktadir (Yamauchi vd. 2004) ve
etmenin VCG0300, VCG0301, VCG0302, VCG0303 olmak tizere 4 VCG grubu tespit
edilmistir (Pintore vd. 2017).

Yapilan gozlemlerde kivircik, gobekli ve aysberg salata grubunda kok ¢uriikliigli ve
solgunluga neden olan F. oxysporum f.sp. lactucae’nin iilkemizde Konya ve Ankara illeri
ekim alanlarinda yaygin olarak goriildiigii ve onemli verim kayiplarina neden oldugu
saptanmistir. Diinyada bu konular ile ilgili yapilan detayli arastirmalar ile kayiplarin
azaltilmasma c¢alisirken iilkemizde marullardaki solgunluk hastalifina gerekli 6nem

verilmemistir.

Hastaligin miicadelesinin olduk¢a zor olmasi, etmenin irk olusturabilmesi, son yillarda
yayllma gostermesi ve iilkemizde bu hastalikla ilgili yeterince ¢alisma yapilmamasi
nedeniyle bu ¢alismada I¢ Anadolu Bolgesinde dnemli ekilis alanina sahip olan Ankara
ve Konya illerimizde (Cizelge 1.1) marullarda Fusarium solgunlugunun durumu ve

etmeninin vejetatif uyum gruplari ile mevcut irklariin belirlenmesi amaglanmaktadir.



Cizelge 1.1 Ankara ve Konya illerinde 2024 verilerine gore marul ekim alanlar1 (da)

(TUIK 2024)
iller Marul- Kiviraik [Marul-Gobekli Marul —Aysberg (da) | TOPLAM
(da) (da)
Ankara | 4.325 5.563 16.728 26.616
Konya | 328 2.907 250 3.485
Toplam | 4.653 8.470 16.978 30.101

Fusarium oxysporum f.sp. lactucae’nin tilkemizdeki durumu ve genetik farkliligr ile ilgili
halihazirda bilgi bulunmamaktadir. Bilindigi tizere etmenlerin irk veya patotiplerine gore
cesitlerin dayanikliklarinda farkliliklar goriilmektedir. VCG, patojen popiilasyonlarinin
genetik yapisini anlamada giiclii bir ara¢ olmakla birlikte, bu yontemin molekiiler
tekniklerle desteklenmesi, genetik cesitliligin daha yiiksek bir ¢oziiniirliikkle ortaya
konmasimi saglamaktadir. Bitki patojeni funguslarin tespit edilmesinde kullanilan
molekiiler yontemler klasik teshis yontemlerine kiyasla DNA ve RNA diizeyinde patojen
tanis1 yaparak daha hizli ve giivenilir sonu¢ vermektedir. Ayrica ¢ok diislik
konsantrasyonlardaki patojen DNA’sin1 tespit ederek klasik yontemlere gore daha yiiksek
hassasiyet ve 0zgiilliik sunmaktadir. Molekiiler yontemler patojenin epidemi yaptigi
durumlarda dogrudan tan1 yaparak zaman avantaji saglamasinin yanisira patojenlerin tiir
ve 1rk diizeyinde tespit edilmesinide saglamaktadir. Patojenin yayilimi, genetik ¢esitliligi,
enfeksiyon kaynaklar1 ve bulagma yollar1 ancak molekiiler c¢aligmalarla ortaya
konulabilmektedir. Patojenin direng mekanizmalarinin, viriilens genlerinin ve konukgu-
patojen etkilesiminin molekiiler yontemlerle ortaya ¢ikarilarak anlasilmasi patojene karsi
yapilacak miicadelelerde dayanikli gesit gelisimine katki saglamasi agisindan oldukga
onemli olmaktadir (Capote vd. 2012; Luchi vd. 2020; Hariharan ve Prasannath 2021;
Bhunjun vd. 2021; Zhang vd. 2021). SCoT ve iPBS DNA markér sistemlerini kullanarak
yapilan molekiiler ¢alismalar bir popiilasyondaki tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik iligkileri
ve genetik cesitlilikleri belirlemek ve ortaya cikarmak amaciyla kullanilmaktadir.
Tirlerin genetik cesitliligi, popiilasyon yapisinin belirlenmesi ve filogenetik (akrabalik)

iliskilerinin ortaya konulmasi gibi uygulamalarda kullanilan iPBS markérleri bir tiirtin



genomunda yaygin olarak bulunan 5’ u¢larindaki “primer binding site (PBS)” bolgelerini
hedefleyen PCR temelli DNA markor sistemidir. Bu markdorler evrimsel siiregte oldukga
korunan bolgeleri hedefleyerek genom ¢apinda genis bilgi saglamaktadir. Ayrica DNA
kalitesi yiiksek olmasa bile stabil ve tekrarlanabilir sonuglar vermektedir. Kodlanamayan
bolgelerdeki degisimleri yakalayabildiginden popiilasyonlar arast ¢esitliligi gii¢lii bir
sekilde belirleyebilmektedir. SCoT markorleri genlerin ATG baglatma kodonunun
cevresinde korunmus bolgeleri hedefleyen gen odakli DNA markorleridir. Gen
bolgelerine yakin c¢alistigindan dolay1r fonksiyonel ve biyolojik olarak anlaml
varyasyonlar ortaya ¢ikarmakla birlikte yiiksek oranda tekrarlanabilirlik ve polimorfizm
saglamaktadir. SCoT markorleri genetik ¢esitliligi tanimlamada gli¢liiyken iPBS
markorleri retrotranspozan temelli olduklarindan genom genelindeki varyasyonlari
yakalayarak 6zellikle tiir igi ve tiirler aras1 genetik iligkileri degerlendirmede gii¢liidiir.
Her iki markoriin birlikte kullanilmasi fonksiyonel (SCoT) ve genomik (iPBS) diizeyinde
kapsamli bir genetik analiz saglamaktadir (Amom vd. 2020; Apana vd. 2021; Giingér vd.
2022). Bu nedenle galismada, VCG analizlerine ek olarak, izolatlarin tanilanmasi
amaciyla SCoT ve iPBS gibi DNA markor sistemleri ile tiir teshisini dogrulamak ve
filogenetik iliskileri aydinlatmak amaciyla tefl-a ve rpb2 gen boélgelerinin sekans
analizleri de gergeklestirilmistir. Bu biitiinciil yaklasim, hastaligin iilkemizdeki durumunu
ortaya koymasi agisindan oldukca dnemli olup, hastaliga kars1 yapilacak olan dayanikli

cesit calismalarinada biiyiik 6lctide katki saglayacaktir.



2. KAYNAK OZETLERi

2.1 Ulkemizde Marul Hastaliklari ile Tlgili Yapilan Calismalar

Akbas vd. (2021) yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada Ankara, Eskisehir ve Konya
illerinde marul iiretim alanlarinda goriilen viral hastalik etmenlerinin yogunlugunu
belirlemislerdir. Calismalarinda enfekteli marul alanlarinda 14 farkli viral etmen
saptamiglardir. Bu etmenlerden en yaygin olanlarinin marul iri damar hastaligi viriis
kompleksini olusturan MiLBVV ve LBVaV oldugunu belirtmislerdir. Marul iri damar
hastalig1 ile enfekteli marul alanlarinda %70’e varan {irlin kayiplarinin olabilecegini ve
bu iki virus kompleksi ile enfekteli marul bitkisinin yapraklarinda asir1 siskinlik

belirtilerinin goriildiigiini bildirmislerdir.

Antalya ili Finike il¢gesi marul ekim alanlarinda yapilan ¢alismada LMV (Marul Mozaik
Viriisii)) bu bolgede ilk kez tespit edilmistir. Enfekteli bitkilerin yapraklarinda
mozaiklenme, damar agilmasi ve bas boyunda azalma belirtileri gézlenmistir (Culal-Kili¢

ve Erdas 2023).

Marmara Bolgesinde marul yetistirilen alanlarda viral hastalik etmenlerinden
; yonca mozaik viriisii (AMV), hiyar mozaik viriisii (CMV), marul mozaik viriisii (LMV),
domates lekeli solgunluk virlisii (TSWV) ve salgam mozaik viriisii (TuMV), fungal
hastalik etmenlerinden B. cinerea (kursuni kiif) ve S. sclerotiorum tespit edilmistir. S.
sclerotiorum un agik iiretim alanlarinda B. cinerea’ nin ortii altinda daha yaygin

bulundugu rapor edilmistir (Uzunogullart vd. 2022).

Soylu vd. (2017) Hatay ili marul ekim alanlarinda 2015-2016 yillar1 arasinda yapmis
olduklar1 ¢alismada S. sclerotiorum, B. cinerea, Golovinomyces cichoracearum ve
Bremia lactucae’ yi en yaygin goriilen fungal patojenler olarak saptamiglardir. Ek olarak
marul bitkisinin kok bolgesinde ciiriikliige neden olan Pectobacterium carotovarum
subsp. carotovorum ve Enterobacter cloacae’ yi, yapraklarda lekelere neden olan

Xanthomonas campestris pv. vitians bakteriyel hastalik etmenlerini belirlemislerdir.



Ebrahimzadh (2020) i¢ Anadolu ve Marmara bdlgesi marul ekili alanlarda marul
mildiy0sii etmeni Bremia lactucae’ yi tespit etmistir. Calismasinda kivircik, marul ve
aysberg ekimi yapilan bolgelerdeki marul mildiyosii irklarini belirlemistir. Bu bitkilerden
elde ettigi 64 izolat1 16 ayiric test ¢esidi tizerinde test etmis ve B. lactucae’nin Tiirkiye’de

15 patotipinin ve bolgesel irkinin oldugunu ortaya koymustur.

Canpolat ve Tiilek (2019) Orta Anadolu Bdlgesinde yapragi yenen sebzelerde fungal
hastalik etmenlerini belirledikleri calismalarinda marul ekilis alanlardaki enfekteli
bitkilerde A. alternata, F. oxysporum, R. solani ve S. sclerotiorum funguslarini tespit

etmislerdir.

Yumlu (2024) calismasinda Ankara ili marul ekim alanlarindaki fungal hastalik
etmenlerini tespit etmistir. Enfekteli bitkilerden elde ettigi izolatlarda F. oxysporum, F.
solani, F. equiseti, Rhizoctonia spp., A. alternata, S. minor ve S. sclerotiorum funguslarini

saptamig ve en yaygin etmenin F. oxysporum tiiriine ait oldugunu bildirmistir.

2.2 Marulda Fusarium Tiirlerinin Neden Oldugu Ekonomik Olarak Onemli
Hastalklar

Diinyada marulda Fusarium tiirlerinin neden oldugu hastaliklar ile ilgili yapilan
caligmalarda F. oxysporum f.sp. lactucae ve F. equiseti olmak iizere ekonomik olarak
onemli iki tiir ortaya ¢ikmaktadir. F. oxsporum f.sp. lactucae marullarda solgunluga
neden olurken F. equiseti ise marullarda yaprak lekelerine neden olmaktadir (Koike vd.
2007; Garibaldi vd. 2016; Mati¢ vd. 2020; Tziros vd. 2022).

Fusarium equiseti iilkemizin gesitli bolgelerinde farkl kiiltiir bitkilerinde tespit edilmistir
(Ozer ve Soran 1991). Marulda ise Yumlu (2024) tarafindan yapilan yiiksek lisans
calismasinda ilk kez 2022 yilinda Ankara’da marul iiretim alanlarinda kaydedilmistir.
Bunun disinda iilkemizde marul ekili alanlarda F. equiseti ile ilgili herhangi bir ¢caligma

yapilmamustir.



Garibaldi vd. (2016) Italya’daki marul seralarinda yaprak lekesi olusturan F. equisetiyi
ilk kez rapor etmislerdir. Calismalarinda enfekteli bitkilerin yapraklarinda 1-3 mm

capinda gri-kahverengi kiiciik dairesel yaprak lekeleri gozlemlemislerdir.

Mati¢ vd. (2020) F. incarnatum-equiseti tiir kompleksinin bir iiyesi olan F. equiseti’yi
Italya’da yaprag1 yenen sebzelerde tespit etmislerdir. Patojenin marul ve diger yaprag

yenen sebzelerde yaprak lekesi belirtileri olusturdugunu bildirmislerdir.

Tziros vd. (2022) Yunanistan’da yapmis olduklari ¢aligmada marul ekim alanlarinda
yaprak lekesi belirtisi gosteren marul bitkilerinden F. equiseti’yi izole etmisler ve
yaptiklar1 patojenisite c¢aligmalari sonucunda etmenin marulda patojen oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar, patojenin tohum kdkenli bir fungus oldugunu, toprakta ve
iiriin artiklarinda saprofit olarak hayatta kalabildigini bu nedenle yetistiricilik yapilan
alanlara kolaylikla adapte olabildigini belirtmislerdir. Ayrica marulun patojene karsi
yiiksek oranda hassas oldugunu ve 6nemli 6lgilide zarar olusturdugunu gézlemlemislerdir.
Ek olarak patojenin yiiksek oranda mikotoksin iiretebilme egiliminde oldugunu bu
mikotoksinlerin insan ve hayvan sagligi i¢in potansiyel risklerinin olabilecegini de

belirtmislerdir.

Fusarium oxysporum f.sp. lactucae’nin neden oldugu Fusarium solgunlugu ilk olarak
Japonya’da 1955 yilinda tanimlanmis, daha sonra diger Asya iilkelerinden Iran (1995
yil1), Tayvan (1998 yil1), Kore Cumbhuriyeti (2006 yil1)’nde rapor edilmistir. A.B.D’de
ise ilk olarak 1990 yilinda kaydedilmistir (Anonymous 2009). Avrupa’da ilk gorildigi
iilke olan Italya’da (2002 y1l1) %70’e varan iiriin kayiplara neden olan etmen bulasik
ticari tohumlar vasitasiyla kisa siirede Portekiz, Fransa, Hollanda gibi diger lilkelere

yayilmistir (Marques Ramalhete vd. 2006; Gilardi vd. 2017a; Gilardi vd. 2017b).

Ulkemizde Canpolat ve Tiilek (2019) Orta Anadolu bélgesinde yaprag: yenen sebzelerde
fungal hastalik etmenlerini belirledikleri calismalarinda marul ekilis alanlardaki enfekteli
bitkilerden F. oxysporum’u izole etmisler, Saglik ve Altin (2022) tarafindan da Sakarya

ilinde marul ekim alanlarinda etmenin var oldugu bildirilmistir.



Yumlu (2024) Ankara ili marul ekim alanlarindaki fungal hastalik etmenlerinin
belirlenmesi ile ilgili yaptig1 tez ¢aligmasinda hastalikli bitkilerden elde ettigi izolatlarda
F. oxysporum, F. solani, F. equiseti, Rhizoctonia spp., A. alternata, S. minor ve S.
sclerotiorum funguslarini saptamis ve en yaygin etmenin F. oxysporum tiiriine ait
oldugunu bildirmistir. Bunun disinda iilkemizde hastalik etmeni ile ilgili c¢alisma

yapilmamigtir.

Fusarium solgunlugu marullarda ciddi verim ve iiriin kaybina neden olmakta ve kiiresel
marul tiretimini tehdit etmektedir. Etmen marullarda bodur gelisme, yapraklarda kloroz,
damarlarda renk degisiklikleri ve solgunluk gibi karakteristik belirtiler olusturmaktadir.
Patojen konukgusunda karakteristik belirtiler olusturmasina karsilik brokoli, 1spanak ve
karnabahar bitkilerinin kazik koklerinde herhengi bir belirti gostermeden bulundugu
bildirilmistir. Klamidosporlari ile toprakta birkac y1l canli kalabilmektedir. Patojen genis
alanlara enfekteli tohumlar ile yayilmaktadir (Murray vd. 2021).

Fusarium oxysporum f.sp. lactucae’nin bilinen 4 irk1 mevcuttur (Pintore vd. 2017). Bu
wrklardan en yaygin olani itk 1” dir ve bu 1rk ilk olarak 1967 yilinda Japonya’ da ortaya
cikmistir. Daha sonra ABD, Iran, Tayvan, Brezilya, Portekiz, Arjantin ve Italya’ da
bulundugu bildirilmistir. Yeni yapilan arastirmalarda itk 1 Fransa, Ispanya, Norveg,
Belgika, Yunanistan ve irlanda’ da bulunmustur. Irk 2’ nin sadece Japonya’da, 1rk 3’iin
Japonya ve Tayvan’da goriildiigii, irk 4’lin ise heniiz Hollanda’da yeni bir 1rk olarak
tanimlandig1 bildirilmektedir (Yamauchi vd. 2004; Fujinaga vd. 2005; Pasquali vd. 2008;
Lin vd. 2014; Pintore vd. 2017; Gilardi vd. 2017a; Gilardi vd. 2017b; Ortega vd. 2018,
Guerrero vd. 2020; Herrero vd. 2021; Claerbout vd. 2023; van Amsterdam vd. 2023;
Tziros ve Karaoglanidis 2023). Claerbout vd. (2018) Belgika’daki marul {iretim
alanlarinda 2015 yilinda solgunluk belirtisi gdsteren bitki oraninin %10-20 oldugunu ve
bu tarihten itibaren de hizla yayildigini tespit etmisler ve yapilan izolasyon ve teshis
caligmalar1 sonucunda bu iilkede de irk 4’{in bulundugunu bildirmislerdir. Yapilan son
calismalarda arastiricilar irlanda, ingiltere, Italya ve Ispanya’da ik 4 ii tespit etmislerdir

(Taylor vd. 2019; Gilardi vd. 2019; Galvez vd. 2023).
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Fusarium oxysporum formae speciales ve irklarini ayirt etmek i¢in patojenisite testleri ve
molekiiler yontemleri igeren ¢esitli teknikler kullanilmaktadir (Fujinaga vd. 2003;
Fujinaga vd. 2005). Patojenisite testleri ve makrokonidi sekli, mikrokonidi varligi, koloni
rengi vb. gibi morfolojik yontemler F. oxysporum tiirleri igerisindeki formae
specialeslerin dogru bir sekilde tanimlanmasi igin yeterli olmamaktadir. Molekiiler
yontemler F. oxysporum formae specialeslerin tanimlanmasi gelistirmekte ve bu amagla
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Restriction Fragment Length
Polymorphisms (RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) ve Squence
Specific Amplified Polymorphisms (SSAP) gibi molekiiler yontemler kullanilmaktadir
(Baayen vd. 2000; Pasquali vd. 2008; Suga vd. 2013; Gilardi vd. 2017b).

SCoT ve iPBS gibi DNA markér sistemleri son yillarda fungus tiir teshisini dogrulamak
ve filogenetik iliskileri aydinlatmak amaciyla kullanilmaktadir (Ozer vd. 2016;
Palacioglu vd. 2023). tefl-a ve rpb2 gen bolgelerinin sekans analizleri ile forma speciales
(f.sp.) belirlenmesi de dogru bir sekilde yapilabilmektedir (Hong vd. 2010; Tang vd.
2024).

Fusarium oxysporum tiir kompleksi igindeki filogenetik iliskilerin ¢6ziimlenmesinde
translasyon uzama faktorii 1-alfa (tefl-a) geninin kullanilmaktadir. O’Donnell vd. (1998)
yaptiklar1 ¢alismada EF1 ve EF2 primerleri kullanilarak tefl-a geninin, morfolojik olarak
ayirt edilemeyen F. oxysporum f.sp. cubense izolatlar1 arasinda genetik olarak farkli

soylar1 basaril1 bir sekilde ortaya koydugu gosterilmistir.

Funguslarin filogenetik analizinde RNA polimeraz II'nin ikinci en biiyiik alt birimini
(rpb2) kodlayan genin 6nemi degisik ¢aligmalar ile ortaya koyulmaktadir. Liu vd. (1999).
rpb2 geni igin gelistirdikleri 5f2 ve 7cr gibi primerlerin, Ascomycota subesi i¢indeki hem
yiikksek (sinif, takim) hem de diisiik (tiir, cins) taksonomik seviyelerdeki filogenetik

iligkileri aydinlatmada son derece etkili oldugunu gostermistir.

Fusarium spp. izolatlar1 arasindaki genetik varyasyonu, retrotranspozon temelli bir
markdér sistemi olan iPBS (inter-Primer Binding Site) teknigi kullanarak
degerlendirmektedir. Alkan vd. (2019) kishik bugdaylarda kok ve kok bogazinda
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ciiriikliige neden olan Fusarium spp. izolatlarindaki genetik varyasyonu tespit etmek i¢in
iPBS teknigini kullanmay1 amagladiklari calismalarinda 2017 ve 2018 yillarinda Tiirkiye
ve Azerbaycan'daki bugday iiretim alanlarindan toplanan hastalikli bitkilerden 32
adet Fusarium izolat1 elde etmislerdir. Izolatlar arasinda en yaygin tiiriin F. culmorum (23
izolat) oldugu, bunu F. pseudograminearum (5 izolat) ve F. graminearum'un (4 izolat)
takip ettigini belirlemislerdir. Analizde kullanilan yedi iPBS primeri, %86,8'lik ytiksek
bir polimorfizm oraniyla toplam 114 bant iiretmistir. Agirliksiz Cift Grup Metodu ile
Aritmetik Ortalama (UPGMA) metoduyla olusturulan dendrogram, iPBS verilerine
dayanarak izolatlar tiir diizeyindeki taksonomik gruplarina ve cografi kdkenlerine gore
lic ana kiimeye ayirmistir. Popiilasyon yapisi analizi de bu kiimelenmeyi desteklemistir.
Sonuglar, iPBS markdrlerinin tiirler aras1 seviyede yiliksek polimorfizm frettigini ve
farkli Fusarium tiirlerinin birbirinden ayrilmasina olanak tanidigini gdstermistir. Bu
calisma, bugdaydaki Fusarium spp. izolatlarinin genetik cesitliligi ve popiilasyon yapisi

tizerine iPBS markorlerinin kullanildigr ilk ¢alisma olmasi bakimindan 6nemlidir.

Bitki patojeni funguslarin genetik cesitliligini, filogenetik analizini ve teshisini
gerceklestirmek icin gelistirilmis molekiiler markor sistemlerinden biri olan Start Codon
Targeted (SCoT) teknigi Fusarium tiirleri iginde kullanilmaktadir. Palacioglu vd. (2023)
tarafindan yapilan ¢alismada gesitli bitki tiirlerinden izole edilmis 10 farkli fungus tiiriine
ait 96 izolatin tiirler aras1 ve tiir i¢1 polimorfizmleri, 36 farkli SCoT primeri kullanilarak
incelenmistir. Analiz sonucunda, segilen alt1 primerin %97,28'lik yiiksek bir polimorfizm
orantyla 331 adet belirgin ve tekrarlanabilir bant deseni olusturdugu rapor edilmistir. Tim
primerlerin, incelenen biitlin fungus tiirlerini ayirt edebilen bilgilendirici profiller iirettigi
vurgulanmistir. UPGMA analizleri, izolatlart morfolojik siniflandirmalarina gore basarili
bir sekilde gruplandirmis ve hem tiirler arasinda hem de tiir i¢inde 6nemli genetik
varyasyonlar oldugunu ortaya koymustur. Calisma, SCoT markdrlerinin, bitki patojeni
funguslarin tanimlanmasinda, genetik c¢esitliliklerinin ve popililasyon yapilarinin
belirlenmesinde diger DNA markérleri kadar etkili ve giiclii bir ara¢ oldugu sonucuna

varmistir.

12



2.3 Fusarium oxsporum f.sp. lactucae ile ilgili Yapilmis Vejetatif Uyum Grubu, Irk
ve Bazi Molekiiler Karakterizasyon Calismalari

Fusarium oxysporum f.sp. lactucae nin giiniimiizde bilinen 4 irkinin (1rk1, 2, 3 ve 4) dort
vejetatif uyum grubu bulunmaktadir (Cizelge 2.1). Ogiso vd. (2002) Fol’un wrklar1 ve
VCG arasinda yakin iliski oldugunu ve Fol’un Kaliforniya ve Japon 1rk 1 izolatlarinin
aynt VCG (VCG 0300) grubuna ait oldugunu yaptiklar1 c¢aligmalar sonucunda
gostermislerdir. Fujinaga vd. (2005) F. oxysporum f.sp. lactucae’nin irklar1 ve vejetatif
uyum gruplari arasindaki genetik iliskiyi Ribozomal DNA’nin IGS (Intergenicspacer)
bolgesinin analizi ile tanimlayarak Fol’un ti¢ irkinin ii¢ farkli VCG grubunda yer aldigini,
tic wrkin genetik olarak oldukga farkli olduklar1 ve filogenetik gruplar ve VCG’ler ile

kuvvetli bir korelasyonun bulundugunu belirtmislerdir.

Pintore vd. (2017) Italya, Almanya ve Hollanda’daki bitki 6rneklerinden izole edilen Fol
izolatlarin1 kullanarak yaptiklar ¢alismalarinda, 1tk 1, 2 ve 3’iin sirasiyla VCG 0300,
VCG 0301 ve VCG 0302 vejetatif uyum gruplarina ait olduklarini tespit etmisler, ayrica
Hollanda’da tespit edilen yeni irkin dogrulugunu onaylayarak VCG 0303 vejetatif uyum
grubuna ait oldugunu bulmuslardir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Fusarium oxysporum f.sp. lactucae’nin wrklar1 ve vejetatif uyum gruplari
(Pintore vd. 2017)

VEJETATIF UYUM GRUPLARI (VCG) IRKLAR
VCG0300 Ik 1
VCG0301 Ik 2
VCG0302 Irk 3
VCG0303 Irk 4

VCG konukgu-patojen etkilesiminden ziyade fungusun genetigine bagli olarak alt
spesifik gruplarin yant sira popiilasyonun patojenik olmayan bdliimiiniin  de
tanimlanmasini saglamaktadir. F. oxysporum izolatlar1 %1.5-4,0 potasyum klorat iceren
ortamda olusturulan nitrat kullanmayan mutantlarin eslestirilmesiyle vejetatif uyumluluk
acisindan kolaylikla test edilebilmektedirler. Genellikle bu ortamda koloni gelisimi biiyiik
6l¢iide sinirlanmaktadir. Smirli bir gelisme goriilen bu kolonilerde 7-14 giin sonra hizli

bir sekilde gelisen klorata direncgli bolgeler gozlemlenebilmektedir. Bu klorata direncli
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bolgeler tek azot kaynagi olarak diisilk miktarda nitrat-nitrojen igeren bir ortamda
gelistirildiklerinde nit mutantinin gostergesi olmayan tipik olarak havai miselyum
igcermeyen ince genis bir morfolojiye sahiptir. Nit mutantlar1 daha sonra birkag farkli azot
kaynagimin biri ile degistirilmis bir ortamda gelismelerine gore fenotipik olarak
siiflandirilabilmektedirler. Fenotipik olarak farklt mutantlar (6zellikle nitl ve nitM) tek
azot kaynagi olarak diisiik miktarda nitrat iceren bir ortamda eslestirildiklerinde iki nit
mutant kolonisinin temas ettigi bir biiylime bolgesi (havai miselyum) tiretmektedir. Bu
olusum genetik olarak farkli cekirdekler iceren heterokaryotik hiicrelerde farkli
homozigot resesif mutasyonlara sahip iki izolatin hifsel birlesmesinin ve beslenmesinin

bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Correll 1991).

Ogiso vd. (2002) Japonya’da marul iiretimi yapilan bir bolgedeki 85 farkli iiretim
alaninda 116 adet Fol izolati elde etmislerdir. Bu izolatlardan nitrati kullanamayan nit
mutantlart (nitl, nit3 ve nitM) elde ederek bunlarin tiim kombinasyonlarini birbirleriyle
minimal ortamda (MM) eslestirerek vejetatif uyum gruplarini belirlermislerdir. Ek olarak
bu izolatlar1 ayiric test ¢esitleri olan Patriot, Costa Rica ve Banchu Red Fire marullariyla
test ederek 1k tespiti yapmislardir. Calismalar1 sonucu test ¢esitlerinde olusturduklari
reaksiyona gore 66 izolati1 irk 1 ve 50 izolati ise irk 2 olarak saptamislardir. Yaptiklar
vejetatif uyumluluk testinde patojen izolatlarin aralarinda olusturduklar1 heterekaryon
durumuna goére VCG1 ve VCG2 olmak iizerek iki adet vejetatif uyum grubu

olusturduklarini belirlemislerdir.

Fujinaga vd. (2003) 32 adet Fol izolatin1 Costa Rica, Banchu Red Fire ve Patriot ayirici
test ¢esitlerinde denemislerdir. Calismalarinda 16 adet izolata Patriot ve Banchu Red
Fire’mn hassas, Costa Rica’nin dayanikli reaksiyon gosterdigini belirlemisler ve bunlari
rk 1 olarak tespit etmislerdir. On iki adet izolata Patriot ve Costa Rica’nin hassas, Banchu
Red Fire’in dayanikli reaksiyon gosterdigini gozlemlemisler ve bunlar1 itk 2 olarak
tammmlamislardir. K-4S, K-6S, N-8S ve N11-S kodlu 4 izolatin ise bu ii¢ ¢eside karsi
hassas reaksiyon gosterdikleri, diger irklardan farkli reaksiyona sahip olduklar1 goriilerek
bu izolatlar yeni bir 1tk olan Fol irk 3 olarak tanimlamislardir. Kaliforniya HL-2 (irk 1)
ve Japonya SB1-1 (irk 1) izolatin1 vejetatif uyumluluk acisindan test etmisler ve bu iki

itk 1 izolatinin ayni1 vejetatif uyum grubunda olduklarini gézlemlemislerdir.
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Pasquali vd. (2005) Japonya, Tayvan, ABD ve Italya’daki enfekteli bitki ve tohumlardan
elde ettikleri 47 adet Fol izolatinin VCG’lerini belirlemek igin test etmislerdir. Farkli
bolgelerden elde edilen izolatlar arasindaki genetik iliskiyi belirlemek i¢in klorat’a
direngli nitrat kullanmayan mutantlar kullanmislardir. ABD ve Italya’dan elde ettikleri
tiim izolatlar1 irk 1 (Japonya) ve irk 2 (Tayvan) den elde ettikleri vejetatif uyum gruplari
VCG 0300 ve VCG 0301 olan izolatlar ile test etmislerdir. Nitratli minimal ortamda nitl
ve nitM mutantlarini birbirleri ile eslestirerek aralarinda olusturduklar1 heterekaryon
durumuna gore bu izolatlarin VCG lerini belirlemislerdir. Aralarinda heterekaryon olusan
izolatlarin ayn1 VCG grubuna ait olduklarini belirtmisglerdir. Caligmalari sonucunda ABD
ve Italya’daki tiim izolatlarin ve Japonya’dan elde edilen iki adet izolatin VCG 0300’e
Tayvan’dan elde edilen iki izolatin VCG 0301 e ait oldugunu saptamislardir.

SSAP (Sequence Specific Amplified Polymorphism) teknigi DNA nin iki farkli enzimle
kesilerek bir ucuna adaptor baglanilmasi ve adaptoriin diziye ve transpozisyona 6zgii iki
primer kullanilarak PCR yapilmasidir. PCR sonucunda bant profillerinin incelenmesiyle
polimorfizm belirlenmektedir (Yilmaz 2013). Paquali vd. (2008) italya ve ABD’deki
marul ekim alanlarindan elde ettikleri VCG 0300 grubundan olan F. oxsporum f.sp.
lactucae irk 1 izolatlarinin SSAP teknigini kullanarak izolatlarin arasindaki genetik
polimorfizmi belirlemislerdir. Arastiricilar, F. oxysporum genomunun iki uzun ug
tekrarindan (LTRs) gelistirilen spesifik primerleri AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) tiirevi Msel primerleri ile birlestirmislerdir. Caligmalar1 sonucunda VCG
0300 olan ABD ve Italyan ik 1 izolatlari arasindaki polimorfizmi ve bunlarin diinya
capindaki kolonizasyonunu dogrulamislardir. Ek olarak SSAP tekniginin patojenin
strainlerinin ayrimi i¢in giivenilir bir teknik olarak kullanilabilecegini ortaya
koymuslardir. Caligmalar1 sonucunda farkli bolgelerden elde edilen vejetatif uyum grubu

VCG 0300 olan 11k 1 izolatlar1 arasinda genetik ¢esitliligin oldugunu saptamislardir.

Lin vd. (2014) Tayvan’dan elde ettikleri 8 adet Fol izolatin1 ve SB1-1 (irk 1), F9501 (irk
2), MAFF744085 kodlu (1rk 3) izolatlar1 Costa Rica, Patriot ve Banchu Red Fire ayirici
marul test ¢esitleri lizerinde denemislerdir. SB1-1 (irk 1) izolatina Patriot ve Banchu Red
Fire’n hassas, Costa Rica’nin dayanikli, F9501 (irk 2) izolatina Costa Rica ve Patriot’un
hassas Banchu Red Fire’in dayanikli, MAFF744085 (irk 3) izolatina ti¢ test ¢esidinin de

15



hassas reaksiyon gosterdiklerini belirlemislerdir. Fola-18, Fola-2, Fola 11-13, Fola 106-
1, Fola 32-14 ve Fola 106-3 kodlu 6 adet Tayvan Fol izolatina Patriot ve Banchu Red
Fire’in hassas, Costa Rica’nin dayanikli reaksiyon gosterdiklerini belirlemisler ve bu
izolatlar1 irk 1 olarak tespit etmislerdir. Fola 40 ve Fola 10 kodlu Tayvan izolatlarina ii¢
test ¢esidininde hassas reaksiyon gosterdiklerini gozlemisler ve bu izolatlar1 irk 3 olarak
tespit etmislerdir. Caligmalar1 sonucunda irk 3’lin Tayvan’da ilk kez ortaya ¢iktigini rapor

etmislerdir.

Pintore vd. (2017) Italya ve Hollanda’daki marul iiretim alanlarindan elde ettikleri Fol
izolatlarinin yanisira Italya 1rk 1, Japonya 1rk 2 ve Japonya 1rk 3 Fol izolatlarindan elde
ettikleri mutantlarin (nitl, nit3 ve nitM) tiim kombinasyonlarini eslestirmis ve vejetatif
uyum gruplarint belirlemislerdir. Calismalarinda 40 izolattan 184 adet mutant elde
etmislerdir. Test sonunucunda Italyan izolatlarmin hepsinin VCG 0300 grubuna,
Japonya’dan elde edilen 9501 kodlu irk 2 ve MAFF744086 kodlu 1rk 3 izolatlarinin VCG
0301 ve VCG 0302 gurubuna ait olduklarin1 saptamislardir. Hollanda’dan elde ettikleri
04750896 ve 04750888 kodlu izolatlarin yeni bir vejetatif uyum gurubu olusturdugunu
gozlemlemlemisler ve bu grubu VCG 0303 olarak adlandirmiglardir. Calismalari
sonucunda Fol irk 4’{in Hollanda iiretim alanlarinda bdlgesel olarak bulundugunu tespit

etmislerdir.

Paugh ve Gordon (2020) Kaliforniya ve Arizona’daki marul iiretim alanlarinda solgunluk
etmeni F. oxsporum f.sp. lactucae’yi tespit etmislerdir. Arastiricilar enfekteli alanlardan
170 adet Fol izolati elde etmislerdir. Bu izolatlardan elde ettikleri nitrat kullanmayan nit
mutantlarinin (nitl ve nitM) aralarinda olusturduklart heterekaryon durumuna bakarak
izolatlarin somatik uyumluluk durumlarini test etmislerdir. Arastiricilar bu izolatlarin
somatik uyumluluklarina dayali popiilasyon yapilarini translasyon uzama faktorii 1-alfa
geni (TEF-1a) ve rDNA-IGS dizilerine dayanarak karakterize etmislerdir. Caligmalarinda
170 adet izolatin somatik uyumluluk acisindan 5 alt grupta toplandigini ve ayni alt grupta
bulunan izolatlar arasinda giiglii heterekaryonlar olustugu buna karsilik farkli alt
gruptakilerin arasinda zayif ve gecikmeli heterekaryonlar olustugunu gézlemlemislerdir.
Ayirict test c¢esidi marul bitkileriyle yaptiklar1 patojenisite testleri sonucunda tiim

izolatlarin Fol irk 1 ait oldugunu ve VCG’nin VCG 0300 oldugunu tespit etmislerdir.
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Tziros ve Karaoglanidis (2023) marulda solgunluga neden olan F. oxysporum f.sp.
lactucae’yi Yunanistan’da aysberg marul iiretim alanlarinda ilk kez tespit etmislerdir.
Enfekteli bitkilerin yapraklarinda kloroz, bitkilerde bodur gelisme, kazik kok ve tag
dokularinda kahverengi renk degisikligi gozlemlemislerdir. Enfekteli alanlarda elde
ettikleri 84 adet Fol izolatinin patojenisite testleri ve molekiiler yontemlerle irklarini
belirlemislerdir. Calismalarinda bu izolatlara ek olarak Belgika irk 1 (Fus 1.39) ve irk 4
(Fus1.01), Hollanda 1rk 4 (04750888), Norveg 1tk 1 (231724 ve 231725), Japonya 1k 1
(MAFF244120), irk 2 (MAFF244121) ve itk 3 (2441222) referans test izolatlarini
kullanmiglardir. Molekiiler tekniklerin F. oxysporum kompleksindeki f.sp. lerin ayirt
edilmesinde ve Fol irklarin karakterize edilmesinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.
Ayrica, DNA-IGS bdlgesinin, mitokondriyal kiiciik alt birimin (mtSSU) ve translasyon
uzama faktorii 1-alfa (TEF1-a) geninin sekans analizlerini kullanarak Fol igerisindeki
genetik cesitliligin belirlenebilecegini de bildirmislerdir. TEF1-a geni ve IGS bdlgesinin
sekans analizlerinin kullanilarak Kaliforniya ve Arizona’da Fol popiilasyon yapisinin
karakterize edildigini ve yine bu analizlerin Hollanda’da Fol irk 4’in tanimlanmasina
katkida bulundugunu belirtmislerdir. Arastiricilar  solgunluk  belirtisi  gdsteren
aysberglerden elde ettikleri 84 adet izolatin translasyon uzama faktorii 1-alfa geni (TEF1-
a) ve rDNA-IGS bolgesinin sekans analizlerini yapmis ve bu izolatlarin Fol irk 1’e ait
olduklarini tespit etmislerdir. Bu ¢alismaya ek olarak itk 1 ve irk 4’e ait olan spesifik
primerleri kullanarak yaptiklart PCR ¢alismas1 sonucunda da izolatlarin tek bir irk’a ait

oldugunu saptamiglardir.

Ulkemizde F. oxsporum f.sp. lactucae ‘nin VCG ve irklarmin belirlenmesi ile ilgili
calisma bulunmamakla birlikte farkli konukgularda hastaliga neden olan Fusarium
tirlerinin VCG’larinin belirlenmesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda mevcuttur. Bunlardan

bazilar1 asagida 6zetlenmektedir.

Altinok ve Can (2010) Dogu Akdeniz bolgesi (Adana ve Mersin) patlican iiretimi yapilan
alanlarda patlicanda solgunluk etmeni F. oxysporum f.sp. melongenae’yi tespit
etmislerdir. Bu bolgelerden elde ettikleri 20 adet izolat1 patojen olarak saptamislar ve

bunlar1 Fomg olarak adlandirmiglardir. Arastiricilar 20 adet Fomg izolatinin aralarindaki
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vejetatif uyumluluk durumlarimi ve RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
analiziyle patojen izolatlar arasindaki genetik iliskiyi incelemislerdir. VCG testlerinde 20
adet Fomg izolatin1 ve Israil’den temin ettikleri VCG 0320 olan 3 adet (FOMGG-TNS5,
FOMGG-TN7 ve FOMGG-TND9) test izolatinin mutantlarinin (nitl, nit3 ve nitM) tim
kombinasyonlarin1t minimal ortamda eslestirerek aralarinda olusturduklar1 heterekaryon
durumuna gore vejetatif uyum gruplarini belirlemislerdir. VCG ¢alismalarinda 20 adet
Fomg izolatinin hepsinin VCG 0320 grubuna ait oldugunu saptamislardir. RAPD
analizinde 20 Fomg izolati ve 1 adet Fom izolatinin profillerinin ve aralarindaki genetik
farklilagsmay1 belirlemek icin yedi adet primer kullanmislar ve 179 farkli bant elde
etmislerdir. Calisma sonucunda bu izolatlarin aralarindaki genetik iliskiye gore ii¢ alt
popiilasyonda toplandiklarini belirlemislerdir. Alt popiilasyon 1 de Mersin ilinden elde
ettikleri 17 izolat arasinda %68 oraninda genetik benzerlik bulundugunu ve Fomg 10,
Fomg 45, Fomg 24 izolatlarinin dendogram tizerinde %99 lizerinde benzerlik orantyla
grup icerisindeki en yiiksek benzerlik oranini gosterdiklerini tespit etmislerdir. Alt
poplilasyon 2 de Adana ve Mersin’den elde edilen iki izolat arasinda %73 oraninda
benzerlik gosterdigini gozlemlemislerdir Alt popiilasyon 3 te ise Fomg 36 ve Fom
izolatimin amplifikasyon desenlerinin diger izolatlardan olduk¢a farkli olduklarim

belirlemislerdir.

Bayraktar vd. (2010) Tiirkiye’nin yedi farkli ilinden (Ankara, Amasya, Bursa, Corum,
Eskisehir, Tokat ve Yozgat) elde ettikleri 75 adet soganda bazal kok ¢lirtikliigli etmeni F.
oxysporum f.sp. cepae izolati ile ABD’den temin ettikleri 16 adet referans test
izolatlarinin vejetatif uyumluluk durumlarini ve ayrica RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphisms) yontemiyle rDNA ‘nin IGS boélgelerindeki restriksiyon
polimorfizmini  kullanarak  izolatlarin  popiilasyon yapisin1  incelemislerdir.
Caligsmalarinda Tiirkiye’den elde edilen 75 adet F. oxysporum f.sp. cepae izolatindan ve
16 adet referans izolatindan elde ettikleri mutantlarin (nil ve nitM) tim
kombinasyonlarini minimal ortamda (MM) eslestirerek vejetatif uyum gruplarimi
belirlemislerdir. Tiirkiye’den elde edilen 48 izolatin nitl ve nitM mutantlariin kendi
aralarinda giiclii heterekaryonlar olusturdugunu goézlemlemis ve bunlarin ayni vejetatif
uyum grubunda olduklarini tespit etmislerlerdir. Bu vejetatif uyum grubunu VCG 042-

olarak adlandirmiglardir. Arastiricilar s137, s62, s40, s34 ve s24 izolatlarinin higbir
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izolatla heterekaryon olusturmadigini gézlemlemis ve bunlar1 kendileriyle uyumsuz (self-
incompatible) olduklarini belirlemislerdir. Corum’dan elde ettikleri s6 izolat1 disinda 5
adet VCG (0421, 0422, 0423,4 ve5) ‘yi temsil eden 16 adet referans izolatlariyla diger
izolatlarin mutantlar1 arasinda heterekaryon olusmadigini gézlemlemislerdir. Corum’dan
elde edilen s6 izolatinin mutantlarinin sadece VCG 0423 olan test izolatlarinin
mutantlartyla giiclii heterekaryon olusturmasi neden ile bu izolat VCG 0423 olarak
degerlendirilmistir. Arastiricilar alt1 farkli enzimle (EcoRI, Mspl, Rsal, Eco88I, BsuRI ve
Hind6I) yaptiklart RFLP-PCR analizinde ABD’ den elde edilen 16 adet test izolatinin ve
Tiirkiye’den elde edilen 75 adet F. oxysporum f.sp. cepea izolatlar1 arasinda 13 IGS tipi

belirlemiglerdir.

Tok (2010) Akdeniz bolgesinde kavun ve hiyar yetistiriciligi yapilan alanlarda enfekteli
bitkilerden 114’1 kavun ve 47’°si hiyar bitkisinden olmak {izere toplam 161 adet F.
oxysporum izolat1 elde etmistir. Yaptig1 patojenisite caligmasi sonucunda 114 kavun
izolatinin 89’unun kavun fidelerinde enfeksiyon olusturmasi nedeni ile bu izolatlar F.
oxysporum f.sp. melonis (Fom) olarak, 47 hiyar izolatindan hiyar fidelerinde enfeksiyona
neden olan 40 tanesi F. oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum (Forc) olarak
adlandirilmistir. Ayiric test gesitleri ile yapilan irk ¢alismasinda Fom izolatlarinin %75
ini ik 1, %17’°sini k0 ve %6’sin1 1k 1-2 olarak saptanmistir. Seksen dokuz Fom
izolatinin nitrat1 kullanamayan nit mutantlarinin tiim kombinasyonlart minimal ortamda
eslestirilerek aralarinda olusturduklart heterekaryon durumuna gore vejetatif uyum
gruplar1 belirlenmistir. Bu izolatlarin %79 unun VCG 0138, %15’inin VCG 0134 ve
%6’sinin VCG 0133 ile uyumlu oldugu, 40 Forc izolatinin ise %95 inin VCG0260,
%5’inin VCG0261 grubu ile uyumlu olduklar belirlenmistir.

Gegioglu-Erincik ve Doken (2017) Aydin ili karpuz ekili alanlarda karpuzda Fusarium
solgunluguna neden olan F. oxysporum f.sp. niveum (Fon)’u tespit etmislerdir. Bu
alandan topladiklar1 56 adet tarla izolatindan elde ettikleri mutantlar ile 2 VCG (VCG
0080 ve VCG 0082) test izolatlarinin mutantlar1 ile eslestirerek aralarindaki vejetatif
uyum gruplarmm belirlemislerdir. Izolatlarin aralarinda olusturduklar1 heterekaryon
durumuna gore 28 izolatin VCG 0080’e, 13 izolatin ise VCG 0082 grubu ile uyumlu

olduklarini 15 izolatin bu iki grupla uyumluluk olusturmayarak sadece kendi aralarinda
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uyumlu olduklarin1 gézlemlemislerdir. Calismalar1 sonucunda Aydin ilinde 3 farkli VCG

grubunun oldugunu bildirmislerdir.

Uzgan vd. (2019) Ege bolgesi domates iiretim alanlarinda solgunluk etmeni F.
oxsyporum’un VCG’larin1 saptamiglardir. Yetistiricilik yapilan farkli bolgelerden 60 adet
F. oxysporum izolatt ve bu izolatlardan nitrat1 kullanamayan nit mutantlar1 elde
etmislerdir. Her bir bolgeden elde edilen 6’sar adet nitl ve nitM mutantlar ile 5 adet nit
3 mutanti bunlarin tiim kombinasyonlarin1 eslestirerek 66 adet VCG elde etmiglerdir. Bu
izolatlarin aralarinda olusturduklar1 heterekaryon durumuna gore 27 ¢ift (8 nitlx nit3 ve

19 nitlx nitM) ayn1 VCG de, 39 ¢iftinin farkli VCG de toplandigini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismanin ana materyalini olusturan F. oxysporum f.sp. lactucae izolatlar1 Prof. Dr. F.
Sara Dolar ve galisma ekibi tarafindan daha 6nce Konya ve Ankara illeri marul ekim
alanlarindan toplanan hastaliklt marul grubu bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucu elde

edilen izolatlardan olusan kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

Fol rklarinin belirlenmesinde Cizelge 3.1°de verilen universal ayirict test gesitleri Rijk

Zawaan (Hollanda) tohum sirketinden temin edilerek cogaltilmistir.

Referans olarak kullanilacak Fol irklarindan 1rk 1, Dr. George S. Karaoglanidis (Aristotle
University of Thessaloniki Faculty of Agriculture, Forestry and Natural Environment
Plant Pathology Laboratory, Selanik, Yunanistan) ve irk 4 Dr. Johan Meffert (Ministry of
Agriculture, Nature and Food Quality, Hollanda)’dan temin edilmistir.

Patojenisite testinde kullanilan Yedikule marul ¢esidinin tohumlar1 Makrogen

tohumculuk sirketinden satin alinmustir.

Cizelge 3.1 Fusarium oxysporum f.sp. lactucae wrklarmin belirlenmesinde kullanilan
ayirici test cesitleri (Fujinaga vd. 2003; Gilardi vd. 2017b; Anonymous

2022)
Irklar CESITLER
Patriot Costa Rica No.4 | Banchu Red Fire
FOL 1 Hassas Yiiksek Dayanikli | Hassas
FOL 2 Hassas Hassas Yiiksek Dayanikl
FOL 3 Hassas Hassas Hassas
FOL 4 Orta Dayanikli Hassas Orta Dayanikhi
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3.2 Yontem

3.2.1 Fusarium tiirlerinin teshisi

3.2.1.1 Morfolojik teshis

Calismanin ana materyalini olusturan F. oxysporum f.sp. lactucae’nin Ankara izolatlar
Zeynep Yumlu’nun Yiiksek Lisans tez ¢aligmasinin materyalinden temin edildigi i¢in bu
izolatlar i¢in teshis ¢alismasi yapilmamistir. Konya ili ekilis alanlarindan temin edilerek
tek spor halinde filtre kagitlarinda +4°C’te saklanmis olan Fusarium spp. izolatlar1 igin

teshis ¢aligmasi yapilmistir.

Fusarium tiirlerinin teshisi i¢in, filtre kagitlarinda +4 °C’de saklanmis olan izolatlar PDA
(Potato Dextrose Agar, Merck) ortamina asilanarak, 23+1 °C’de 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik periyot igeren inkiibasyon odasinda 10-15 giin siireyle gelistirilmistir. Bu
stirenin sonunda morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri esas alinarak Booth (1971; 1977),

Leslie ve Summerell (2006) teshis anahtarlarina gore teshis edilmistir.

3.2.1.2 Molekiiler analizler

Genomik DNA izolasyonu: Fusarium oxysporum izolatlarinin molekiiler diizeyde
tanimlanmast amaciyla, oncelikle morfolojik ve kiiltiirel yontemlerle teshis edilen
izolatlar kullanilmistir. Bu dogrultuda, daha 6nce tek spordan elde edilmis olan izolatlar,
PDA besiyeri igeren petri kaplarina ekilerek 24°C'de 7 giin siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda, F. oxysporum'a ait fungal kiitle, steril bir bistiiri
aracihfiyla kazmarak 2 ml'lik Eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Onceden 65°C'ye
isititlmig 750 ul  ekstraksiyon-lizis tamponu Dart dna izolasyon yOntemi

(https://ordering.diversityarrays.com/files/ DArT_DNA _isolation.pdf) ve icerigine gore

hazirlanmistir. ilave edilen drneklere, steril celik bir ezici vasitasiyla homojenizasyon

islemi uygulanmistir. Homojenize edilen 6rnekler, 65°C'de 60 dakika siireyle kuru blok
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isiticida inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon periyodu boyunca homojenligi artirmak
amaciyla her 15 dakikada bir tiipler hafifce alt {ist edilmistir. Siire sonunda, kuru blok
isitictdan aliman Ornekler oda sicakligina sogutulduktan sonra, iizerlerine 750 pl
kloroform/izoamil alkol (24:1, w/w) karisimi eklenmis ve 10 dakika boyunca yavasca
karistirilarak 12.000 x g'de 15 dakika santrifiij edilmistir. izolatlarin genomik DNA’sinin
izolasyonu hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB)’a dayali bir metodu olan ve
DAIT DNA izolasyon (https://www.diversityarrays.com) yonteminde belirtilen

ekstraksiyon—lizis tamponu modifiye edilerek kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan ekstraksiyon lizis-buffer igerigi

Ekstraksiyon-Lizis Tamponu Icerigi Miktar
Fresh Buffer 120 ml i¢in

Tris HCI pH 8.0 ml 15

5 M NaCl ml 20
EDTA pH 8.0 ml 55
CTAB g 1
Sorbitol g 3.19
Sarcosyl g 1
PVP-40 g 24
Sodyum disiilfit g 0.6

Elde edilen karigim distile su ile 120 ml’ye tamamlanmustir.

Calismada kullandigimiz primerlerin sentezi ve dizileme hizmetleri BM Labosis (Ankara, Tiirkiye) ticari
firma tarafindan temin edilmistir.

Elde edilen siipernatant fazi, yeni 1.5 ml'lik santrifiij tiiplerine aktarilmis ve DNA'nin
cokeltilmesi i¢in 0.6 hacim soguk izopropanol ilavesi yapilmistir. Bu asamay takiben,
12.000 x g'de 5 dakikalik bir santrifiij islemi daha gerceklestirilerek siipernatantlar
uzaklagtirllmis ve olusan peletler, iki kez %70'lik soguk etanole tabi tutularak yikanmis
ve oda sicakliginda 30 dakika siireyle kurutulmustur. izole edilen DNA, 100 pl steril ultra
saf su igerisinde ¢oziilmiis, konsantrasyonu DS-11 FX+ model bir nanospektrofotometre
(Denovix Inc., Wilmington, DE, ABD) kullanilarak dl¢iilmiistiir ve PCR ¢aligmalar igin
50 ng/ul konsantrasyonuna ayarlanmustir (Ozer ve Bayraktar 2018).
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iPBS markorleri ile DNA amplifikasyonu: Bu c¢alisma kapsaminda, Kalendar vd.
(2010) tarafindan gelistirilen iPBS retrotranspozon temelli molekiiler markorler
kullanilmistir. Bu primerlerin farkli baz dizilimlerine sahip olmalari, kalip DNA'ya
baglanma afinitelerinde ve dolayisiyla erime sicakliklarinda (Tm) farkliliklara neden
olmaktadir. Optimum PCR kosullarini1 ve en yiiksek polimorfizm oranina sahip
markdrleri saptamak amaciyla tesadiifi secilen 4 adet fungal izolatlara ait DNA 6rnekleri
kullanilarak bir Gradient PCR optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu tarama neticesinde,
polimorfik giicii en yiiksek iPBS2395 (TCCCCAGCGGAGTCGCCA) retrotranspozon
primeri tiim fungal izolatlarin molekiiler karakterizasyonunda kullanilmak {iizere

secilmistir.

iPBS retrotranspozons analizleri Alkan vd. (2019)’a gore gergeklestirilmistir. Reaksiyona
ilk dnce 95°C’de 4 dakika denatiirasyon ile baglanmis ve 30 dongii 95°C’de 15 saniye
denatlirasyon, 53°C’de 1 dakika baglanma, 68°C’de 1 dakika ve son uzama sathasi
72°C’de 5 dakika bekletilmistir. iPBS analizleri i¢in elde edilen PCR iirlinleri 1XTAE
(Tris, acetate ve EDTA) tampon ¢6zeltisi kullanilarak %1,4°lik agaroz jelde yiiriitiilerek
etidyum bromiir ile boyanmis ve UV altinda G: BOX F3 jel goriintilleme sistemi
(Syngene, Cambridge, Ingiltere) ile gdrsellestirilmistir. Calismalar iki kere tekrarlanarak
calismayan orneklerden degerlendirilebilir bant profili elde edilene kadar optimizasyon

caligmalarina devam edilmistir.

SCoT markorleri ile DNA amplifikasyonu: SCoT analizleri i¢in, Collard ve Mackill
(2009) tarafindan gelistirilen 36 adet SCoT primeri kullanilmistir. Optimum PCR
reaksiyon kosullarin1 ve en polimorfik markdrleri belirlemek amaciyla, rastgele secilmis
4 adet fungal izolatlardan elde edilen DNA 6rnekleri ile bir Gradient PCR optimizasyonu
yapilmistir. Bu optimizasyon ¢aligmasi sonucunda, polimorfik giicii yiiksek oldugu tespit
edilen SCoT32 primeri, tim fungus izolatlarinin molekiiler karakterizasyonunda
kullanilmak tizere secilmistir. PCR karisimlart DreamTaq DNA polimeraz tamponu 10x,
0.24 mM dNTPs, 0.8 uM primer, 0.5 iinite Dream Taq DNA polimeraz ve 20 ng DNA
icermektedir. Reaksiyona ilk once 94°C’de 3 dakika denatiirasyon ile baglanmis, 35
dongii 94°C’de 60 saniye denatiirasyon, 50°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 2 dakika
ve son uzama sathasi 72°C’de 5 dakika bekletilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri IXTAE
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tampon ¢ozeltisi kullanilarak %1.7-2’1lik agaroz jelde yiiriitiilerek etidyum bromiir ile

boyanmis ve UV altinda jel goriintiileme sistemi ile gorsellestirilmistir.

iPBS ve SCoT c¢ahsmalarinda elde edilen verilerin analizi: iPBS ve SCoT
markdrleriyle yapilan analizler en az iki kez tekrarlanmis ve sadece tekrarlanabilir
sonuclar elde edilen bantlar degerlendirmeye tabi tutulmustur. Elde edilen tiim bantlar,
ikili bir veri matrisi olugturmak suretiyle pozisyonlarda mevcut (1) veya yok (0) olarak
skorlanarak, iPBS ve SCoT markorlerinin kullanilabilirligini 6lgmek i¢in Resolving
Power (RP) ve Polymorphic Information Content (PIC) degerleri hesaplanmistir (Prevost
ve Wilkinson 1999; Roldan-Ruiz vd. 2000). Her bir markoriin PIC degeri, PIC=2f (1-f)
formiili kullanilarak hesaplanmis ve f, amplifiye edilen allelin frekansini ifade etmektedir
(Roldan-Ruiz vd., 2000). Diger taraftan, RP degerini hesaplamak i¢in ilk olarak bant
bilgisi (Ib) su formiille hesaplanmistir: Ib=1 — (2 x 10.5-pl), burada p fungus izolatlarinin
oranini temsil etmektedir. Markorlerden elde edilen veri matrislerini degerlendirmek icin
NTSYS ver. 2.02 kullanilarak kofenetik matris degerleri hesaplanmaya alinmistir (Rohlf
1998). Jaccard'in benzerlik katsayisi kullanilarak iPBS ve SCoT markorlerinin kiimeleme

analizlerinden elde edilen UPGMA dendrogrami olusturulmustur.

Farkl fungus tiirlerinin DNA sekans analizi: SCoT ve iPBS sonuglarina gore farkli
gruplart temsil eden izolatlarin tefl-a ve rpb2 gen bolgeleri Cizelge 3.3’de verilen

kosullar kullanilarak ¢ogaltilmistir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan izolatlarin tefl-a ve rpb2 gen bolgelerinin
amplifikasyon kosullar1

Kodu Primer Sekansi (5'-3") Amplifikasyon Kosullari Referans

EF1  ATGGGTAAGGA(A/G)GA
CAAGAC
GGA(G/A)GTACCAGT(G/
C)ATCAT GTT

1 dongii 94°C 5 d, 35 dongii 94°C 30  O'Donnell, Cigelnik ve
s, 54°C 45, 72°C 60 s ve 72°C 10 d Nirenberg 1998
EF2

512 GGGGWGAYCAGAAGA Reeb, Lutzoni ve Roux

AGGC | dongii; 94°C 5 d, 35 dongii 94°C 2004
45 s, 54°C 455, 72°C 2 d, ve 72°C 10
7cR  CCCATRGCTTGYTTRCC d Liu, Whleg')gg ve Hall

CAT
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Bu amagla izolatlarin genomik DNA’sinin tefl-o gen bolgesine ait EF1 ve EF2 primerleri
ve rpb2 gen bolgesine ait 52 ve 7cR primerleri kullanilarak amplifiye edilmistir. Her 50
uL PCR reaksiyonu, 20 ng DNA, 5 uL 10x tampon soliisyonu, 1.5 mM MgCl, 200 uM
dNTPs, 0.4 uM ileri primer, 0.4 uM geri primer, 1.5 tinite Taq polimeraz ve molekiiler
saflikta su (ddH20) igeren karisim halinde gergeklestirilmistir. PCR f{iriinleri 1x TAE
tampon sollisyonunda %1,2’lik agaroz jel icerisinde 100 voltta 60 dakika elektroforetik
ayrima tabi tutulmus ve 15-20 dakika etidyum bromit iceren soliisyonda bekletilerek
boyanmasi saglanmistir. Elektroforez sonucu bantlarin varlig1 anlasilan iiriinlerin geri
kalan 40 pL’si ABI Prism® 3730xi cihaz1 yardimi ile sekans bilgilerinin elde edilmesi
amaci ile ticari bir girkete (BM Labosis, Ankara, Tiirkiye) gonderilmistir. Sekanslama ¢ift
yonlli olarak gergeklestirilmistir. Sekanslama sonunda elde edilen veriler MEGA 12
bilgisayar programi ile analiz edilmistir. Veriler National Center for Biotechnology
Information (NCBI) GenBank veri kiitiiphanesine kayitl referans izolatlarla Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) analizi ile kiyaslamasi1 yapilmaistir.

3.2.2 Patojenisite testleri

3.2.2.1 Tohum hipokaotil testi

Teshisleri yapilan F. oxysporum f.sp. lactucae izolatlari petri kaplarinda hassas marul
(Yedikule) cesidi kullanilarak on patojenisite testine tabi tutulmustur. Bu amag igin
monokonidial Fol izolatlar1 Patates Dextroz Agar (PDA, Merck) ortamina aktarilarak,
25+1°C sicaklik, 12 saat aydmlik (beyaz fluoresan 1s1k) 12 saat karanlik periyot iceren
kosullarda 10-12 giin inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltlirlerin kenarlarindan alinan 5 mm
caplh agar parcalart %2’lik su agarma aktarilarak ayni kosullarda 2-3 giin tekrar
inkiibasyona birakilmistir. Denemede kullanilan hassas marul ¢esitlerine ait tohumlar
%1’lik NaOCI’de 1-2 dakika yiizeysel dezenfeksiyona tabi tutularak iki seri sterilize saf
sudan gecirilip steril kurutma kagitlar1 lizerinde kurutulduktan sonra gelismekte olan
kiltiirlerin misel uglarina temas edecek ve her petride 8’er tohum olacak sekilde toplam
3 petriye ekimleri yapilmig ve petriler 25+1°C’de 10-15 giin inkiibe edilmislerdir (Sekil

3.1). Bu siire sonunda gelisen fidelerin kdk ve hipokotilleri incelenerek hastalik
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degerlendirmesi Ichielevich-Auster vd. (1985)’nin hipokotildeki nekrotik alan

biiytikliigiiniin esas alindig1 0-5 skalasina gore yapilmistir.

Sekil 3.1 Petri kaplarinda yapilan tohum hipokotil testi. Fusarium oxysporum f.sp.
lactucae nin PDA ortaminda gelisen kolonilerinden alinarak su agarina
aktarilan diskler (a) tohum ekilmis petri (b)

3.2.2.2 Ayiric test gesitlerinin inokulasyonu

On patojenisite testi sonucunda patojen olarak degerlendirilen izolatlar PDA ortaminda
12 saat aydinlik (beyaz fluoresan 151k) 12 saat karanlik periyot ve 25+1°C sicaklik igeren
kosullarda 15 giin siireyle gelistirildikten sonra her petriye 10 ml steril saf su ilave
edilmistir ve steril spatiil kullanilarak sporlarin suya gegmesi saglanmistir (Sekil 3.2).
Thoma lami yardimiyla spor siispansiyonun konsantrasyonu 1x10° spor/ml olacak sekilde
ayarlamas1 yapilmistir. Cizelge 3.1°de verilen ayirici test gesitlerinin 2-3 gergek yaprakl
donemdeki fidelerinin kokleri bu siispansiyonlarda yaklasik 30 dakika siirede tutulduktan
sonra steril toprak, kompost, perlit karigimi igeren viollere transfer edilmislerdir (Giraldi
vd. 2016). Saksilar 25+1°C’ sicaklik 12 saat aydinlik periyot i¢eren kosullara sahip iklim
dolabinda muhafaza edilmistir. Her bir izolat i¢in her bir gesitte 3 bitki esas alinarak
inokulasyondan 3 hafta sonra degerlendirmeler Fujinaga vd. (2003)’un 0-3 skalasina gore

yapilmustir.
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Sekil 3.2 Inokulum hazirlanis1 (a) ve ayrict test cesitlerinin (Costarica, Patriot ve Banchu
Red Fire) 108 spor/ml konsantrasyonda inokulum igerisinde bekletilmesi (b)

3.2.2.3 Hastalk degerlendirmesi

Hipokotil testi hastalik degerlendirmesinde kullanilan Ichielevich- Auster vd. (1985)

tarafindan gelistirilen 0-5 skalast;

O=Hastalik belirtisi yok

1= Hipokotilin %1-10’u enfekteli

2= Hipokaotilin %11-30’u enfekteli

3= Hipokaotilin %31-50’si enfekteli

4= Hipokotilin %51-80°’ni enfekteli

5= Hipokotilin tamami enfekteli (Olii bitki)

Ayirict test cesitlerinin degerlendirilmesinde kullanilan Fujinaga vd. (2003)’un 0-3
skalasi;

0 = bitkiler saglikli, belirti yok

1 = yaprak sararmasi

2 = yaprak nekrozu, bodurluk ve solgunluk
3 = bitkilerde 6liim

Patojenisite testleri sonucunda elde edilen veriler hastalik indeksi ve % hastalik siddeti
olarak asagida verilen formiillere gore hesaplanmistir. Hastalik indeksi degeri <1 olan

cesitler dayanikli, 1-2 arasi olanlar orta dayanikli ve >2 olan gesitler hassas olarak kabul
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edilmistir. Dayanikli olarak degerlendirilen c¢esitlerin dayaniklilik durumlarinin

derecelendirilmesi neden olduklar1 hastalik siddeti degerleri esas alinarak yapilmistir.
Hastahk Indeksi (DI): _ Z(Xi- xni)/N
Xi: Skala degeri, ni: skala degerindeki bitki sayisi, N: degerlendirilen toplam bitki sayis1

% Hastalik Siddeti:  X(Her bir skala degeri x skala degerindeki bitki sayis1) X 100
En biiyiik skala degeri x toplam bitki sayis1

3.2.3 Vejetatif uyum gruplarmmn belirlenmesi

3.2.3.1 Nit mutantlarimin elde edilmesi

Monokonidial izolatlar PDA ortamina asilanarak 5 giin siireyle 25+2°C’de gelistirildikten
sonra Minimal Ortama (MM) aktarilmis ve ayni sicaklikta 5 giin inkiibe edilmistir
(Pasquali vd. 2005). Bu siirenin sonunda gelisen kolonilerden yaklasik 1 mm ¢apinda
diskler alinarak her petride 4 adet ve her izolat i¢in 5 petri olacak sekilde nit mutant

tiretimi i¢in klorat igeren MMC (Cizelge 3.4) ortamina asilanmistir (Puhalla 1985).

Cizelge 3.4 Nit mutant iiretimi ve nit mutantlarinin belirlenmesinde kullanilan ortamlar
(Correll vd. 1987)

Bazal Ortam (BM) Minimal Ortam (MM) Kloratlh ~ Minimal
Ortam (MMC)

1L Destile Su 1L BM ortami 1L MM ortami

30 g Sakkoroz 2 g NaNO3 15 g KCIO3

1 g KH2PO4

0.5 g MgSO4 - 7H20

0.5 g KCI

10 mg FeSO4 - 7H20

20 g Agar

0.2 ml iz element soliisyonu
(95 ml destile su, 5g sitrik
asit, 59 ZnS04-7H.0, 1g
Fe(NH4)2(S04)26H20, 0.25
g CuSO0O45H:0, 50 mg
MnSOsH20, 50 mg H3BO4,
50 mg NaMoO4 2H,0
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Petriler, 25+2°C sicaklik ve 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik periyot i¢ceren ortamda 7-
15 giin inkiibe edilmistir (Vannacci ve Cristani 1998). Bu siiregte periyodik olarak
gozlemler yapilarak “klorat’a” dayanikli (zayif gelisen) sektorler (Sekil 3.3) MMC
ortamlarinda belirlenmis (Puhalla 1985) ve bu sektorler her petri de 3 adet olmak iizere

MM ortami igeren petrilere aktarilmistir.

Mutant tipini belirlemek icin petriler oda sicakliginda inkiibe edilmis ve 3-4 giin sonra
mutant kontrolu yapilarak, MM ortaminda havai misel olmaksizin zayif fakat genis
yayilan sektorler nit mutantlari olarak degerlendirilmistir (Correll vd. 1987). Bu sekilde
elde edilen nit mutantlart MM ortamda tekrar gelistirilerek kullanilincaya kadar 1 mm?

pargalar halinde eppendorf tiiplerinde +4°C buz dolabi igerisinde 1-1.5 ay saklanmustir.

Sekil 3.3 Kloratli minimal ortamda (MMC) zayif gelisen sektorler

3.2.3.2 Nit mutantlariin ve VCG tanilanmasi

Nit mutant fenotipi belirlemek icin her bir mutant nitrat (MM), nitrit (BM+0.5 g/L
NaNOy) ve hypoxanthine (BM+0.2 g/L. hypoxanthine) i¢ceren ortamlarda gelistirilmistir.
Bu amagla PDA ortaminda gelistirilen nit mutantlarindan alinan yaklasik 2 mm ¢apindaki

diskler farkli nitrojen igeren ortamlara aktarilmis ve petriler 4 giin siireyle 25+2°C’de
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inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda mutantlar nitrat, nitrit ve hypoxanthine igeren
ortalamlardaki gelismelerine gore sirasiyla nitl, nit3 ve nitM olarak tanimlanmigtir
(Correll vd. 1987). Vejetatif uyumluluk igin her bir izolatin farkli tipteki tiim nit

mutantlar1 tiim olas1 kombinasyonlar i¢in eslestirmistir.

Bu amagla iki farkli nit mutant1 (nitl/nitM ve nitl/nit3) MM ortamina birbirlerine 3 cm
uzaklikta asilanmis ve 25+2°C’de 7-14 giin inkiibe edilmistir. Iki nit mutant1 arasinda
birbirleri ile temas noktasinda yogun havai misel gelisimi olup olmadigi gozlenmistir
(Sekil 3.4). Bu tip misel gelisimi heterokaryon formasyon oldugunu ve bu izolatlarin ayn1
VCG grubunda yer aldigini gdstermektedir. Her bir izolatin VCG’sini belirlemek igin
standart VCG test mutantlarndan VCG0300 ve VCGO0303 kullanilarak heterokaryon
olusumu incelenmistir (Nishimura 2003; Ogiso vd. 2002). VCG0301 ve VCG0302
referans izolatlar1 temin edilemedigi i¢in bu gruplar ile eslestirme yapilamamistir. Ayni
izolatin mutantlari arasinda uyum olmadigi takdirde bu izolatlar kendisi ile uyumsuz

olarak tanimlanmistir (Correll vd. 1987).

KHA y 6-A Nit1

Lo g ¥
>

F 14a NitM

Sekil 3.4 Minimal ortamda (MM) iki farkli Fol izolatt mutantlari arasinda heterekaryon
olusumu
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Fusarium Tiirlerinin Teshisi

Materyal ve yontem boliimiinde belirtildigi sekilde Ankara ili Beypazari (Tacettin,
Kayabiikii ve Kizilcik), Ayas ve Konya (Cumra, Kasinhani, Fakili mevkii) bolgelerinde
solgunluk belirtisi gosteren marul ve aysberg bitkilerinden yapilan izolasyonlar sonucu
elde elde edilen ve +4°C’de tek spor halinde filtre kagidinda saklanan Cizelge 4.1 de

belirtilen izolatlarin teshisleri klasik ve molekiiler yontemler ile yapilmaistir.

Cizelge 4.1 Konya ve Ankara illeri marul ve aysberg ekili alanlarindan elde edilen
Fusarium spp. izolatlar1

Konya ili Ankara Ili
izolat No izolat Adi izolat Ad1
1 K 1/17al BKK T-1 Kok A/z
2 K 19b BTA 2/4 Kok B
3 F 14b2 BKK T-2 y-A
4 K 17a2 KHA 3y-A
5 Kasinhani 4 BKK T-1 k/B/x
6 K 1/6 KHA Kok 7A
7 K 1/7b2 KHA 6-B
8 F 11 K-Fakili BTA 3-k A-y
9 K15 BTA No:1 k-A-y
10 K 1/5a BTA 2/3 k-B
11 KCY 1/1a KHA 1/y A-x
12 KHA 11 BTA 2/1 k-Aly
13 Kasimhani 3 BKK T-1 k B-1
14 K1.9 BKK T-1 k A-1
15 K 1/10 KHAy 6-A
16 K 17b2 BTK y-A-x
17 K 19a BKK T-1/k/A
18 K 16 BTA 2/k/B
19 F 15a Ayas 4/1
20 F12a BTA 4/k/B
21 F 15b BTA 3/k/B/x
22 K 1/7a BKK T-1/k/A/x
23 F 14a BTA Kok B/x
24 K 1-3 BKK T-1/k/Alw
25 F 14-10-1 BTA/6/K6k/Bly
26 KHA Kok 1 Beyaz
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4.1.1 Morfolojik teshis

Tez caligmasinda kullanilan toplam 26 adet Ankara izolati Zeynep Yumlu’nun Yiiksek
Lisans tez calismasinin materyalinden temin edildigi i¢in bu izolatlar i¢in morfolojik ve
kiiltiirel 6zellikleri esas alinarak teshis calismasi yapilmamistir. Konya iline ait olan 25
adet Fusarium spp. izolat1 Booth (1971; 1977), Leslie ve Summerell (2006) teshis

anahtarlarina gore teshis edilmistir.

Fusarium oxysporum olarak teshis edilen izolatlarin PDA ortamindaki koloni gelisimi
izolatlar arasinda farklilik gostermekle birlikte acik seftali renginden morumsu renklere
kadar degismistir (Sekil 4.1). Koloni gap1 24+2°C 12-15 giinde 80-85 mm’ye ulagmustir.
Klamidospor olusumu mevcuttur. Mikrokonidileri ortalama 7,2 x 2,8 um boyutlarinda ve
bolmesiz, genellikle oval veya bobrek seklinde gozlenmistir. Hifler {izerinde bulunan
mikrokonidileri tastyan monofiyalitlerin boyu kisadir. Iki ucu ig seklinde ve sivri uglu
olan makrokonidi genellikle 3-5 bélmeli olup, boyutlari ortalama 29,8 x 3,6 um dir (Sekil
4.2).

Sekil 4.1 Fusarium oxysporum izolatlarinin PDA ortaminda farkli renklerde olusturdugu
koloni gelisimi
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Sekil 4.2 Fusarium oxysporum’un mikro, makro konidileri (a, b) ve monofiyaliti (c)

4.1.2 Molekiiler analizler

Toplam 51 adet olan ve klasik teshis yontemlerine gore Fusarium spp. olarak teshis
edilmis izolatlar arasindaki genetik farkliliklar1 belirlemek ve tiir teshisini dogrulamak
icin SCoT ve iPBS analizi gerceklestirilmistir. Secilen izolatlarin kesin teshisi ise tef1-a

ve rpb2 gen bolgelerinin sekans analizleri ile dogrulanmistir.

4.1.2.1 iPBS analizlerine iliskin sonuclar

Toplam 83 iPBS primeri arasindan yapilan 6n denemeler sonucu polimorfik giicii en
yiikksek olan iPBS2395 (TCCCCAGCGGAGTCGCCA) primeri secilmistir. Primer
iPBS2395'den elde edilen izolatlar igin temsili bant desenleri Sekil 4.3°te gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Calismada elde edilen farkli Fusarium izolatlarma ait iPBS2395 marker1
kullanilarak elde edilen DNA parmak izleri

Secilen 1PBS2395 primeri, 51 adet fungus izolati arasindaki genetik varyasyonu
degerlendirmek i¢in toplamda 25 tekrarlanabilir ve skorlanabilir bant tiretmistir. Primerin
polimorfik bant yiizdesi (PBY) %88,00 olarak hesaplanmistir. iPBS2395 primeri farkl

Fusarium tiirleri arasinda yiiksek diizeyde bir ayrim saglamistir.

Jaccard'in benzerlik katsayisi kullanilarak iPBS markdrlerinin kiimeleme analizlerinden
elde edilen UPGMA dendrogrami, 51 adet Fusarium spp. tiiriiniin 4 ana gruba ayirmistir
(Sekil 4.4) Markor analizlerinin sonuglari herhangi tiir alt1 bir karakterle birlikte bu

calismada degerlendirilmemistir.
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Sekil 4.4 Fusarium spp. iPBS profillerine dayali UPGMA dendogrami
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4.1.2.2 SCoT analizlerine iliskin sonuclar

Toplam 36 SCoT primeri arasindan yapilan 6n denemeler sonucu polimorfik giicli en
yiiksek olan SCoT32 (CCATGGCTACCACCGCAC) primeri segilmistir. SCoT32’den
elde edilen temsili bant desenleri Sekil 4.5’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.5 Calismada elde edilen farkli Fusarium izolatlarina ait SCoT32 marker:
kullanilarak elde edilen DNA parmak izleri

Bu ¢alismada, SCoT32 primerinin 51 adet fungus izolat1 arasindaki genetik varyasyonu
degerlendirmede basarilt oldugu ve %92,11 gibi yiiksek bir polimorfik bant yiizdesi
(PBY) ortaya koydugu goriilmiistiir. Bu degere gére SCoT32 primeri farkli Fusarium
tirleri arasinda yiiksek diizeyde bir ayrim saglamis olup sonuglar iPBS primeri ile
uyumludur. Jaccard'm benzerlik katsayisi kullanilarak SCoT32 markériiniin kiimeleme
analizlerinden elde edilen UPGMA dendrogrami, 51 adet fungus izolatin1 4 ana gruba
ayirmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.7 Her iki markor yonteminden elde edilen UPGMA dendogrami

4.1.2.3 Farkh gruplarin temsilen secilen izolatlarin DNA sekans analizi sonuglari

1PBS ve SCoT markorleriyle elde edilen DNA parmak izlerine gore olusan farkli gruplari
temsilen segilen bazi izolatlarin tefl-a ve rpb2 gen bolgeleri ¢ogaltilarak sekans hizmet

alim1 yoluna gidilmis olup izolatlarin tiir bazinda tanimlamasi gerceklestirilmistir. Bu
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baglamda farkli tiir olduklar1 diigiiniilen ve aym tiirlere ait farkli polimorfik tiirlerden
toplam 51 adet fungus izolatini temsil eden 4 izolat se¢ilmistir. Sekans verileri MEGA 12
programi ile analiz edildikten sonra NCBI web sitesinde yer alan BLASTn algoritmasi
kullanilarak GenBank'taki her tiir i¢in karsilik gelen izolatlara kars1 karsilagtirilmistir.
BLAST analiz sonuglar1 biitiin izolatlar igerisinde 48 izolat F. oxysporum olarak
tamimlanmis ve toplamda 3 adet ornek (%5,88) F. oxysporum disinda oldugu

anlasilmistir: 1 tanesi F. clavum, 1 tanesi F. equiseti, 1 tanesi F. redolens (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Tanimlanan tiirlerin 6rneklere gore dagilimi

izolat Kodu iPBS grup SCoT grup Tiirler (Sekans analizine
dayandirilmistir)

1 Ayasd/l A A F. oxysporum f.sp. lactucae
2 BKKT-1/ k/IA/x A A F. oxysporum f.sp. lactucae
3 BKKT-1/k/B-1 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
4  Kasmham-3 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
5 BKK T-1/k/B/x A A F. oxysporum f.sp. lactucae
6 BKK T-1/k/IAlw A A F. oxysporum f.sp. lactucae
7 BKKT-1/k/A-1 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
8 BKKT-2y-A A A F. oxysporum f.sp. lactucae
9 BKKT-1/Kk/IA A A F. oxysporum f.sp. lactucae
10 BKKT-1KékA/z B B F. redolens

11 BTA2/4 Kok B A A F. oxysporum f.sp. lactucae
12 BTA 6/Ko6k/Bly A A F. oxysporum f.sp. lactucae
13 BTA No:1 k-A-y C Cc F. equiseti

14 BTAZ2/1k-Aly A A F. oxysporum f.sp. lactucae
15 BTA 3/k/B/x A A F. oxysporum f.sp. lactucae
16 BTAZ2/3k-B A A F. oxysporum f.sp. lactucae
17 BTA4/k/B A A F. oxysporum f.sp. lactucae
18 BTA Kok B/x A A F. oxysporum f.sp. lactucae
19 BTAZ2/kB A A F. oxysporum f.sp. lactucae
20 BTKy-A-x A A F. oxysporum f.sp. lactucae
21 F12a A A F. oxysporum f.sp. lactucae
22 F1l4a A A F. oxysporum f.sp. lactucae
23 F14b2 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
24 F15a A A F. oxysporum f.sp. lactucae
25 F15b A A F. oxysporum f.sp. lactucae
26 F14-10-1 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
27 KHA 1/y A-x D D F. clavum

28 K1.9 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
29 K1/10 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
30 K1/17a1 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
31 K1/5a A A F. oxysporum f.sp. lactucae
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Cizelge 4.2 Tanimlanan tiirlerin 6rneklere gére dagilimi (devam)

izolat Kodu iPBS grup SCoT grup Tiirler (Sekans analizine
dayandirilmistir)
32 K1/6 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
33 K1/7a A A F. oxysporum f.sp. lactucae
34 K1/7b2 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
35 F 11 K-Fakih A A F. oxysporum f.sp. lactucae
36 K13 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
37 K16 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
38 Kl7a2 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
39 K17h2 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
40 BTA3-kA-y A A F. oxysporum f.sp. lactucae
41 KHA Kok 7A A A F. oxysporum f.sp. lactucae
42 KHA 6-B A A F. oxysporum f.sp. lactucae
43 K19a A A F. oxysporum f.sp. lactucae
44 KHA Kok 1Beyaz A A F. oxysporum f.sp. lactucae
45 KHA11 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
46 KCY 1/1a A A F. oxysporum f.sp. lactucae
47 Kasinham-4 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
48 K 19b A A F. oxysporum f.sp. lactucae
49 K15 A A F. oxysporum f.sp. lactucae
50 KHAYyG6-A A A F. oxysporum f.sp. lactucae
51 KHA 3y-A A A F. oxysporum f.sp. lactucae

Calismada, marul bitkilerinden izole edilen ve F. oxysporum oldugundan siiphelenilen
izolatlarin molekiiler diizeyde kimliklendirilmesi hedeflenmistir. Caligmanin temel
bulgusu, hastalik simptomu gosteren bitkilerden izole edilen fungus popiilasyonunun
sadece F. oxysporum f.sp. lactucae olmadigini; F. clavum, F. equiseti ve F. redolens gibi
farkli Fusarium tiirlerini de igerdigini gostermesidir. Calismanin baslangicinda, izolatlar
arasindaki genetik polimorfizmi ve farkliliklari hizli bir sekilde saptamak amaciyla iPBS
ve SCoT molekiiler markorleri kullanilmistir. Bu 6n tarama, tiim izolatlar1 sekanslamak
yerine, olusan farkli gruplar1 temsil eden izolatlarin secilerek daha ileri ve kesin bir
tanimlama olan DNA sekans analizine gecilmesine olanak tanimistir. Bu durum, hem

zaman hemde maliyet agisindan verimlilik saglamistir.

Calismanin en dikkat ¢ekici sonuglarindan biri, incelenen 51 fungal izolatin 48'nin
(%94,12) F. oxysporum f.sp. lactucae olarak tanimlanirken, 3 izolatin (%5,88) ise (F.
clavum, F. equiseti, F. redolens) tiirleri olarak tanimlanmasidir. Bu bulgu, baslangicta

yapilan morfolojik ve kiiltiirel yontemlere dayali teshislerin, 6zellikle Fusarium gibi
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morfolojik olarak birbirine ¢ok benzeyen tiirleri barindiran bir cinste, tiir diizeyinde kesin
bir ayrim i¢in yetersiz kalabilecegini ortaya koymaktadir. Tarlada gézlemlenen hastalik
belirtilerinin arkasinda tek bir patojen yerine bir "tiir kompleksi" bulunabilecegi, bu

¢alismanin en 6nemli ¢ikarimlarindan biridir.

iPBS ve SCoT markorleriyle yapilan gruplandirmanin dogrulanmasi ve tiirlerin kesin
kimliklendirilmesi amaciyla Fusarium spp. taksonomisinde yaygin olarak kabul géren
tefl-a ve rpb2 gen bolgelerinin DNA sekans analizi yapilmigtir. Elde edilen sekans
verilerinin, NCBI GenBank veritaban1 kullanilarak BLAST ile analiz edilmesi,
kimliklendirmenin ulusal verilerle karsilagtirilarak yiiksek bir dogrulukla yapilmasin

saglamistir.

4.1.2.4 Filogenetik analiz sonuglari

[zolatlarin filogenetik agaci, Maximum Likelihood yéntemi kullanilarak olusturulmustur
(Nei ve Kumar 2000). Filogenetik analizler izolatlar arasinda belirli diizeyde bir
polimorfizm ortaya koymustur (Sekil 4.8). Filogenetik aga¢ tiim izolatlar1 4 ana gruba

ayirmistir.
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Sekil 4.8 Bu calismada elde edilen izolatlar ile NCBI'dan alinan referans izolatlarin

MEGA 12 yazilimi kullanilarak maximum likelihood yontemiyle olusturulmus
filogenetik agaci
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4.2 Patojenisite Sonuglari

4.2.1 Tohum hipokotil testi

Teshisleri yapilan F. oxysporum f.sp. lactucae izolatlarinin petri kaplarinda hassas marul
(Yedikule) ¢esidi kullanilarak yapilan tohum hipokotil testi sonuglar1 Cizelge 4.3’te

verilmektedir.

Cizelge 4.3 Fusarium oxysporum f.sp. lactucae izolatlarinin hastalik siddeti degerleri

Konya ili Ankara Ili
Izolat | izolat Adi | Hastahk Siddeti Izolat Adx Hastalhk Siddeti
No (%) (%)
1 K 1/17al 76,66 BTA 2/4 Kok B 51,30
2 K 19b 70,66 BKK T-2 y-A 27,70
3 F 14b2 74,33 KHA 3y-A 13,30
4 K 17a2 87,40 BKK T-1 k/B/x 42,00
5 Kasihani-4 60,00 KHA Kok 7A 63,70
6 K 1/6 90,92 KHA-6B 76,00
7 K 1/7b2 76,29 BTA 3-k A-y 56,00
8 F 11 K-Fakili 81,48 BTA 2/3 k-B 51,60
9 K15 69,62 BTA 2/1 k-Aly 34,00
10 K 1/5a 82,81 BKK T-1/k/B-1 20,00
11 KCY 1/1a 66,47 BKK T-1/k/A-1 62,50
12 KHA 11 68,33 KHA'y 6-A 38,80
13 Kasinhani-3 82,02 BTK y-A-x 67,00
14 K1.9 47,40 BKK T-1/k/A 81,00
15 K 1/10 78,88 BTA 2/k/B 65,00
16 K 17b2 80,55 Ayas 4/1 70,83
17 K 19a 65,00 BTA 4/k/B 75,00
18 K16 85,92 BTA 3/k/B/x 45,00
19 F 15a 82,22 BKK T-1/k/A/x 20,00
20 F12a 88,88 BTA Kok B/x 54,00
21 F 15b 84,44 BKK T-1/k/Alw 38,00
22 K 1/7a 76,29 BTA 6 Kok By 40,00
23 F 14a 86,00 KHA Kok 1 Beyaz 30,00
24 K1.3 63,13
25 F 14-10-1 70,72

Izolatlarin olusturdugu hastalik siddeti ile markdr calismalart sonucu elde edilen

dagilimin korelasyonu bu g¢alisma kapsaminda arastirilmamistir. Deneme sonucunda
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Konya ilinden elde edilen 25 adet F. oxysporum f.sp. lactucae izolatinin hastalik siddeti
oranlar1 %47,40 ile %90,92 arasinda degismistir (Cizelge 4.3). Genel olarak hastalik
siddeti degerlerinin %70 -80 araliginda dagilim gosterdigi goriilmiistiir.

Toplam 26 adet olan Ankara izolatlarindan ii¢ tanesinin Fol olmamasi nedeniyle
patojenisite denemesine alinmamuistir. F. oxysporum f.sp. lactucae olarak kesin teshisleri

yapilan 23 izolatin hastalik siddeti oranlar1 ise %20 ile %81 arasinda degismistir.

Konya izolatlar1 arasinda en yiiksek hastalik siddeti (%90,92) degerine sahip olan izolat
K 1/6 izolat1 olurken (Sekil 4.9) en diisiik hastalik siddeti (47,40) degerine sahip olan
izolat K 1.9 olarak saptanmistir (Sekil 4.10). Ankara izolatlart igerisinde BKK T-1/k/A
izolat1 %81 hastalik siddeti degeri ile en yiiksek patojenisiteye sahip izolat olarak

degerlendirilmistir. Patojenisite denemeleri sonucunda F. oxysporum Konya izolatlarinin

hastalik siddetlerinin Ankara izolatlarina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.9 Konya K 1/6 kodlu Fusarium oxysporum izolatinin koék ve hipokotilde
olusturdugu belirtiler (a) kontrol petrisi (b)
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Sekil 4.10 Konya K 1.9 kodlu Fusarium oxysporum izolatinin kok ve hipokotilde
olusturdugu belirtiler (a) kontrol petrisi (b)

4.3 Nit Mutantlarinin Elde Edilmesi

On dokuz adet Konya ve 17 adet Ankara Fol izolat1 ile Fol 888 (irk 4), Fol 896 (irk 4),
GT Fusl (irk 1) ve GT Fus2 (irk 1) referans izolatlarinin nitl, nit3 ve nit M mutantlari

Cizelge 4.4 belirtilen reaksiyonlara gore elde edilmistir.

Cizelge 4.4 Nit mutantlarinin tanilanmasi (Correll vd. 1987)

Mutant Tipi Nitrat (NaNO0s) Nitrit (NaNOz2) Hipoksantin
Nit 1 - + +
Nit 3 - - +
Nit M - + -

Konya; F 11 K-Fakili, K 1.5, F 15a, F 12a, F 15b, K 1/7a ve Ankara; BTA 3 k A-y, KHA
3y-A, BKK T-1k A, BTA2 k B, BTA 3 k B x, BKK T-1 k A x izolatlarinin kloratli minimal
ortamdaki (MMC) sektorleri minimal ortamda (MM) hifsel gelistiginden dolay1 bu
izolatlardan mutant elde edilememistir. Nit mutantlarinin elde edilmesinde Konya,

Ankara ve referans izolatlarindan toplam 805 adet mutant elde edilmistir. Bunlarin 730°u
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nitl, 25’1 nit3 ve 50’°si nitM mutantlar1 olarak bulunmustur. Konya, Ankara ve referans
izolatlarindan; K 19b, Kasinhani-4, KCY 1/1a, K 1.3, BKK T-2 y-A, KHA y 6-A, Ayas
4/1 ve GT Fus2 irk 1’den sadece nitl mutantlar1 elde edilmistir. K 1/17al, KHA 11, K
1.9, K 16, BTA 2/3 k-B, BTA 4/k/B ve Fol 888 1rk 4 izolatlarindan 3 mutant tipi tespit
edilmistir. Bunlarin disindaki izolatlardan nitl mutantiyla birlikte nit3 veya nitM
mutantlarindan herhangi birisi bulunmustur. Konya, Ankara ve referans izolatlarindan

elde edilen mutant tipi ve sayis1 Cizelge 4.5 te gosterilmistir.

4.4 izolatlarin Vejetatif Uyumluluklarinin ve Gruplarimin Belirlenmesi

Mutant tipi belirlenen 19 adet Konya, 17 adet Ankara ve 4 adet referans izolatlarinin her
tirlii kombinasyonlar1 minimal ortamda (MM) eslestirilerek vejetatif uyumluluk

durumlar belirlenmistir.

Konya ve Ankara izolatlarinin mutantlar1 kendi aralarinda sirasiyla 75 ve 52 adet, Ankara
ve Konya izolatlar1 birbirleriyle 125 adet ve Yurtdisi referans izolatlar1 hem birbirleriyle
hem de kendileriyle 62 adet olmak {izere toplam 314 adet vejetatif uyumluluk grubu testi
yapilmistir.

Yapilan calisma sonucunda izolatlarin aralarinda heterekaryon olusturma durumlarina

gore vejetataif uyum gruplari belirlenmis ve Cizelge 4.5°te gosterilmistir.
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Cizelge 4.5 Konya, Ankara ve referans izolatlarinin mutant tipleri, sayilari, VCG ve
hastalik siddeti degerleri

Izolat No izolat Ads Lokasyon Nitl Nit3 NitM VCG Hastahk
Siddeti (%)

1 K 1/17al Konya 21 2 2 VCG 030- 76,66
2 K 19b Konya 23 - - ok 70,66
3 F 14b2 Konya 15 - 2 VCG 030- 74,33
4 K 17a2 Konya 20 4 - VCG 030- 87,40
5 Kasimhani-4 Konya 20 - - * 60,00
6 K 1/6 Konya 10 1 - SC 90,92
7 K 1/7b2 Konya 17 - 2 HSI 76,29
8 K 1/5a Konya 17 3 - SC 82,81
9 KCY 1/1a Konya 11 - - * 66,47
10 KHA 11 Konya 17 1 2 VCG 0303 68,33
11 Kasinhani-3 Konya 27 - 5 SC 82,02
12 K19 Konya 13 1 2 VCG 0303 47,40
13 K 1/10 Konya 19 - 1 SC 78,88
14 K 17b2 Konya 15 - 2 VCG 030- 80,55
15 K 19a Konya 17 1 - VCG 0303 65,00
16 K16 Konya 20 2 2 HSI 85,92
17 F 14a Konya 12 - 2 VCG 030- 86,00
18 K13 Konya 13 - - * 63.13
19 F 14-10-1 Konya 30 - 3 VCG 030- 70,72
20 BTA 2/4 Kok B Ankara 11 2 - VCG 0303 51,30
21 BKK T-2 y-A Ankara 19 - - * 27,70
22 BKK T-1 k/B/x Ankara 27 - 2 VCG 0303 42,00
23 KHA Kok 7A Ankara 15 1 - SC 63,70
24 KHA 6-B Ankara 18 - 1 VCG 030- 76,00
25 BTA 2/3 k-B Ankara 20 1 2 VCG 0303 51,60
26 BTA2/1 k-Aly Ankara 30 - - ok 34,00
27 BKK T-1 k/B-1 Ankara 16 - 2 VCG 0303 20,00
28 BKK T-1 k/A-1 Ankara 18 - 2 VCG 0303 62,50
29 KHAYy 6-A Ankara 26 - - ok 38,80
30 BTK y-A-x Ankara 12 - 2 VCG 0303 67,00
31 Ayas 4/1 Ankara 14 - - * 70,83
32 BTA 4/k/B Ankara 13 2 2 SC 75,00
33 BTA Kok B/x Ankara 15 - 2 VCG 030- 54,00
34 BKK T-1 k/A/w Ankara 14 - 2 VCG 0303 38,00
35 BTA 6 Kok Bly Ankara 25 - 3 VCG 030- 40,00
36 KHA K&k 1 Beyaz Ankara 18 3 - SC 30,00
37 GT Fus 1 rkl Yunanistan 20 - 2 VCG 0300 -

38 GT Fus 2 1kl Yunanistan 23 - - VCG 0300 -

39 Fol 888 1rk4 Hollanda 22 1 2 VCG 0303 -

40 Fol 896 1rk4 Hollanda 17 - 1 VCG 0303 -

Toplam 730 25 50

*; sadece Nitl mutant1 elde edilen ve heterekaryon olusturmayan izolatlar, **; sadece Nitl mutant1 elde
edilen heterekaryon olusturan izolatlar, VCG 030-; heterekaryon olugturan VCG’si belli olmayan izolatlar,
SC; Self-competible (kendileriyle uyumlu) sadece kendi Nitl mutantlariyla heterekaryon olusturan VCG’si
belli olmayan izolatlar, HSI; heterekaryon self-incompatible (kendileriyle uyumsuz) izolatlar.

Konya; K 1/17al, F 14a, F 14b2, F 14-10-1, K17b2 ve Ankara; KHA 6B, KHA yaprak
6A, BTA Kok B/x ve BTA 6 Kok B/y izolatlar1 hem kendi hemde birbirlerinin
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mutantlartyla heterekaryon olusturduklart goriilmiis ve bu izolatlarin birbirleriyle
vejetatif uyumlu olduklari tespit edilmistir. Ancak bu izolatlarin Fol irk 1 ve 1rk 4 referans
izolatlartyla heterekaryon olusturmadigi gozlenmis ve vejetatif uyum gruplari
belirlenememistir. Bu izolatlarin  vejetatif uyum gruplann  VCG 030- olarak
adlandirilmigtir. Ayrica bu izolatlarin mutantlarinin hi¢ biri diger Konya ve Ankara
izolatlarinin mutantlariyla heterekaryon olusturmamistir. KHA yaprak 6A Ankara
izolatinin nitl mutanti bu izolatlarin nitM ve nit3 mutantlartyla heterekaryon
oluturmasina ragmen (Sekil 3.1 ve 4.1) nitM mutant1 elde edilemediginden vejetatif uyum

grubu tam olarak belirlenememistir.

Konya; K 19a, K 19b, KHA 11, K 1.9 izolatlarinin mutantlar1 kendi aralarinda ve ortak
olarak sadece BTK y-A-x Ankara izolatinin mutantlariyla heterekaryon olusturarak
vejetatif olarak uyumlu olduklar1 saptanmistir. K 1.9 disindaki diger {ic Konya izolatinin
mutantlar1 Ankara izolatlarindan BKK T-1/k/A-1, BKK T-1/k/A/w, BKK T-1/k/B-1 ve
BKK T-1/k/B/x mutantlariyla heterekaryon olusturmustur. Bunlarin disinda bu 5 adet
Konya izolatinin hi¢ biri diger Konya, Ankara ve referans izolatinin herhangi bir
mutantiyla heterekaryon olusturmamistir. K 19b izolatinin nitl mutanti bu izolatlarin
mutantlariyla heterekaryon olusturmasina ragmen nitM mutant1 elde edilemediginden

vejetatif uyum grubu tam olarak belirlenememistir.

BKK T-1/k/B/x Ankara izolatinin mutantlar1 Konya; KHA 11, K 19b, K 19a ve Ankara;
BKK T-1/k/B-1, BTK y-A-x izolatlarinin mutantlariyla heterekaryon olusturarak vejetatif
olarak uyumlu olduklar1 ve ayni vejetatif uyum grubunda bulunduklar1 gézlenmistir.
Bunun disinda BKK T-1/k/B/x Ankara izolat1 baska herhangi bir izolatin mutantiyla

heterekaryon olusturmamuistir.

BTA 2/3 k-B, BTA 2/4 Kok B ve BTA 2/1k-A/y Ankara izolatlarinin mutantlari
birbirleriyle ve BKK T-1/k/B-1 Ankara izolatinin mutantlariyla heterekaryon olusturmus
ve vejetatif olarak uyumlu olduklar1 belirlenerek ayn1 VCG de bulunduklari saptanmistir.
Bunun disinda bu 3 adet Ankara izolat1 diger izolatlarin mutantlariyla heterekaryon
olugturmamistir. BTA 2/1k-A/y Ankara izolatindan nitM mutant: elde edilemediginden

VCG’si tam olarak belirlenememistir.

49



BKK T-1/k/A-1 ve BKK T-1/k/A/w Ankara izolatinin mutantlari birbirleriyle ve Konya;
K 193, K 19b, KHA 11, Ankara; BKK T-1/k/B-1, BTK y-A-x izolatlarinin mutantlariyla
heterekaryon olusturarak vejetatif olarak uyumlu olduklari ve aymi vejetatif uyum
grubunda bulunduklar1 gozlenmistir. Bunlarin disinda bu iki Ankara izolatinin mutantlari

baska higbir izolatin mutantiyla heterekaryon olugturmamustir.

BKK T-1/k/B-1 Ankara izolatinin mutantlari Konya; KHA 11, K 19b, K 19a ve Ankara;
BTK y-A-x, BKK T-1/k/A-1, BKK T-1/k/A/w, BKK T-1/k/B/x, BTA 2/3 k-B, BTA 2/4
Kok B, BTA 2/1k-A/y A ve Fol 888 ve Fol 896 1rk 4 referans izolatlarinin mutantlariyla
heterekaryon olusturmus ve vejetatif olarak bu izolatlarla uyumlu oldugu gozlenmistir
(Sekil 4.11). BKK T-1/k/B-1 Ankara izolatinin ve bu izolatla uyumlu diger izolatlarin
VCG 0303’e ait oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5). Bunun disinda baska herhangi bir

izolatla heterekaryon olusturmamustir.

BTK y-A-x Ankara izolatinin mutantlari Konya; KHA 11, K 19b, K 19a, K 1.9, Ankara;
BKK T-1/k/B-1, BKK T-1/k/A-1, BKK T-1/k/Alw, BKK T-1/k/B/x ve Fol 896 ik 4
referans izolatlarinin mutantlariyla heterekaryon olusturmus ve bu izolatla vejetatif olarak
uyumlu olduklar1 gézlenen diger izolatlarin VCG 0303’e ait olduklar1 belirlenmistir
(Cizelge 4.5). Bu izolatin mutantlar1 bagka diger izolatlarin hi¢gbir mutantiyla

heterekaryon olusturmamistir.

K 16 ve K 1/7b2 i1zolatlarinin mutantlarinin hem kendi arasinda hem de diger izolatlarin
mutantlar1 arasinda heterekaryon olusturmadiklar: tespit edilmis ve bu izolatlar

kendileriyle uyumsuz (self-incomptable) olduklari tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Kasimhani-3, K 1/5a, K 1/6 ve K 1/10 Konya ve BTA 4/k/B, KHA Kok 7A ve KHA Kok
1 Beyaz Ankara izolatlarinin nitM ve nit3 mutantlar1 sadece kendi nitl mutantlariyla
heterekaryon olusturmus ve sadece kendi mutantlariyla uyumlu olduklar1 belirlenmistir
(Cizelge 4.5). Sadece kendi mutantlariyla uyumlu olan bu izolatlarin Konya, Ankara ve
referans izolatlarinin hig birisiyle heterekaryon olusturmadigi saptanmistir. Bu durumun
patojenin mutasyon hizinin yiiksek olmasi sonucu alt irklara ayrilarak ortaya ¢ikmis

olabilecegi tahmin edilmektedir.
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Kagmhani-4, K 1.3, KCY 1/1a Konya ve Ayas 4/1 ve BKK T-2 y-A Ankara izolatlarinin
nitl mutantlart diger izolatlarin nitM ve nit3 mutantlariyla heterekaryon olusturmadigi
gbzlenmistir. Bu izolatlardan nitM ve nit3 mutantlar1 elde edilemediginden kendileriyle

uyumsuz olduklar1 tam olarak belirlenememistir.

GT Fusl ve GT Fus2 wk 1 izolatlarinin mutantlar1 kendi aralarinda heretekaryon
olusturmasina karsilik Ankara ve Konya ve Fol irk 4 referans izolatlarmin hi¢ bir

mutantiyla heterekaryon olusturmamustir.

Fol 888 1rk 4 izolatinin mutantlar1 Fol 896 1rk4 izolat1 (Sekil 4.13) ve Ankara BKK T-
1/k/B-1 izolatinin mutantlariyla heterekaryon olusturmus bunlarin disinda Ankara, Konya

ve Fol irk 1 referans izolatlarinin higbir mutantiyla heterekaryon olusturmamustir.

Fol 896 1rk 4 izolatinin mutantlar1 Fol 888 1rk 4 izolat1 (Sekil 4.13) ve Ankara BKK T-
1/k/B-1, BTK y-A-x izolatinin mutantlariyla heterekaryon olusturmus bunlarin diginda
GT Fus wrk 1, Ankara ve Konya izolatlarinin hicbir mutantiyla heterekaryon

olusturmamuistir.

b /P

BKKT-1 kB-1 Ky-Aa K19 BEKT-1kB-1
Fol 896 Nitl NiM Nitl Nitl NitM

< o

BKK T-1 k B-1 NitM

Sekil 4.11 Ayn1 vejetatif uyum grubunda bulunan BKK T-1 k B-1 nitM mutantinin Fol
896 1tk 4 nitl (a), BTK y-A-x nitl (b) ve K 19a nitl (c) mutantlariyla minimal
ortamda heterekaryon olusturmasi

o1



a

KHA y 6-A Nitl

b &
BKK T-1k A-1 Nit1

Sas -
BTA 6 Kok B/y NitM
BKK T-1 k A-1 NitM

Sekil 4.12 Minimal ortamda (MM) BKK T-1 k A-1 NitM mutantinin Nitl mutantiyla
heterekaryon olusturmasi (a), BTA 6 Kok B/y ve KHA y 6-A izolatinin
herekaryon olusturmasi (b)

Fol 896 Fol 896

Nitl NitM GT Fus2 Fol 896 Fol 888

NitM GT Fus2

Nitl Nitl Nitl

Sekil 4.13 Fol 896 (a) ve Fol 888 (b) irk4 referans izolatlarinin mutantlarinin kendi
aralarinda olusturduklar1 zayif ve gii¢lii heterekaryonlar

4.5 izolatlarin Ayiric1 Test Cesitleriyle Irklariin Belirlenmesi

Fusarium oxysporum f.sp. lactucae izolatlarinin lilkemizdeki irklarinin belirlenmesi
amaci patojenisite testi sonucunda virulensi yiiksek olan izolatlar ile VCG gruplari

dikkate alinarak Konya izolatlarindan; K 1/6, K 17a2, K 17b2 ve F 14a, Ankara
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izolatlarindan; BKK T-1 k/B/x, KHA 6-A KHA 6-B, BTK y-A-x, , BTA Kok B/x
izolatlar1 se¢ilmis ve referans izolatlardan 1rk 4’{ temsil eden Fol 896 izolatlarindan
hazirlanan spor siispansiyonlari ile 3.2.2.2 kisminda belirtildigi gibi ayirici test gesitleri

olan Patriot, Costarica ve Banchu Red Fire (Sekil 4.14) fideleri inokule edilmislerdir.

Sekil 4.14 Fol irk denemesinde kullanilan ayirict marul gesitleri; Patriot (a), Costarica (b),
Banchu Red Fire (c)

Iklim dolabinda 25+1°C” sicaklik ve 12 saat aydinlik periyot iceren kosullarda muhafaza
edilen K 17a2, K 17b2, F 14a, KHA 6A, KHA 6B, BTA Kok B/x, BKK T-1 k b x kodlu
Konya ve Ankara izolatlar1 ile inokule edilen ayirici test cesitlerinin fidelerinin fazla

nemden ¢liriiyerek 6lmesi sonucu bu izolatlarin 1rk teshisleri yapilamamuistir.

Konya K 1/6 ve Fol 896 1rk 4 izolatinin Costarica ve Patriot fidelerinin de asir1 nemden
6lmesi sonucu bu izolatlarin sadece Banchu Red Fire fideleri degerlendirilmistir. Ankara
BTK y-A-x izolatinin Costarica fidelerinin 6lmesi sonucu bu izolatin Patriot ve Banchu

Red Fire fideleri degerlendirilmistir.

Konya K 1/6 ve Ankara BTK y-A-x ve Fol 896 1rk 4 izolatlarinin ayirici test cesitleri
kontrol bitkileriyle kiyaslanarak Fujinaga vd. (2003) 0-3 skalasina gore hastalik
indeksleri belirlenmistir. K 1/6 ve Ankara BTK y-A-x ve Fol 896 irk 4 izolatlarinin
Banchu Red Fire test cesidindeki hastalik indeksleri sirasiyla 2, 1.5 ve 2 olarak

bulunmustur. Bu degerlerde orta dayanikliligi ifade etmektedir.
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Cizelge 3.1 de verilen ayirici test ¢esitlerinin irklara gore verdigi reaksiyona bakilarak
yapilan degerlendirmelerde, sadece Fol itk 4’e kars1 Banchu Red Fire ¢esidi orta derece

dayanikli reaksiyon vermektedir. O nedenle iki izolatin 1tk 4 oldugu diistiniilmektedir.

Costaric: Patriot Banchu Red Fire

Sekil 4.15 Saglikli ayirict marul gesitleri

Fol 896 irk4 C1/6 BTK y-A-x Kontrol

Sekil 4.16 Fol 896 1rk 4, K 1/6 ve BTK y-A-X izolatlari ile inokuleli ve kontrol Banchu
Red Fire bitkileri
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BTK y=A-x
Banchu Red"Fire

Sekil 4.17 BTK y-A-x izolatinin Banchu Red Fire ¢esitinde olusturdugu bodurluk ve
solgunluk belirtisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Fusarium oxsporum f.sp. lactucae’nin marulda solgunluk ve kok bogazi ciiriikligii
hastaligina neden oldugu ve etmenin diinyada marul {iretilen alanlarda onemli iirlin
kayiplarina yol agtig1 bilinmektedir (Garibaldi vd. 2004; Sanna vd. 2022). Ulkemizde I¢
Anadolu bolgesinde 6nemli marul ekilis alanina sahip Ankara ve Konya illerimizde
patojenin yaygin olarak goriildiigli ve 6nemli kayiplara yol actig1 belirlenmistir. Marulda
solgunluk hastalig1 etmeni Fol ile ilgili iilkemizde herhangi bir ¢alisma yapilmamasi,
etmenin 1k olusturabilmesi, bulasik tohumlar vasitasiyla son yillarda hizla yayilmasi ve
kiiresel marul {iretimini biiyiik 6l¢lide tehdit etmesi bakimindan etmenin {ilkemizdeki
durumunu vejetatif uyum gruplariyla birlikte mevcut irklarinin da tespit edilerek ortaya

¢ikarilmasi amag¢lanmstir.

Caligmamizda 83 iPBS primeri arasindan polimorfik giicii en yiiksek olan iPBS2395
primeri kullanilarak 51 adet Fusarium izolat1 arasindaki genetik varyasyon
degerlendirilmistir. iPBS2395 primeri toplamda 25 tekrarlanabilir ve skorlanabilir bant
iiretmis ve primerin polimorfik bant yiizdesi (PBY) %88,00 olarak hesaplanmistir. Alkan
vd. (2019) 7 adet iPBS primeri kullanarak bugdayda farkli Fusarium tiirlerini
belirlemislerdir. Calismalarinda kullandiklar1 iPBS primerinin %86,80 lik polimorfizm
oraniyla toplam 114 bant irettigini gézlemlemis ve bu verilere dayanarak Fusarium
tiirlerinin taksonomik gruplara ve cografik kdkene gore 3 ana kiimeye ayrildigini tespit
etmislerdir. Bu kaynak, bizim tezimizde Fusarium popiilasyonunu incelemek i¢in iPBS
yontemini kullanmamizn, tiirleri ayirt etme ve genetik yapiy1 ortaya koyma konusundaki
giictinii kanitlayan degerli bir referanstir. Bizim ¢calismamizda primerler i¢in hesaplanan
PIC ve RP indeks degerleri sirasiyla 0,16 ve 6,00 olarak bulunmus olup iPBS2395
primerinin farklt Fusarium tirleri arasinda yiiksek diizeyde bir ayrim sagladigi tespit
edilmistir. Birinci grupta F. oxysporum, ikinci grupta F. redolens, lclincii grupta F
equiseti ve dordiincii grupta F. clavum izolatlarinin kiimelendigi goriilmiustiir. F

oxsporum’un toplandig1 grubun ¢ok sayida alt gruba ayrildig1 belirlenmistir.

Aydin vd. (2020) farkli gida matrislerinden izole edilen 8 farkl: tiire ait 112 susun tiirler

aras1 ve tiir i¢ci genetik varyasyonunu 8 farkli iPBS primerini kullanarak inceledigi
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calismada elde edilen 278 bantin tiimiintin polimorfik oldugunu bildirmistir. Elde edilen
bu deger mevcut calismada elde edilen ortalama PBY degerinden yiiksektir. Tiir igi
polimorfizm c¢alisilan tiirlere gore degiskenlik gosterebilmektedir. Aradaki farkliligin
temel sebebinin c¢aligilan tiirlerin farkliligindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ayrica,
retrotranspozonlar ¢evresel etkilerden dolayr genomun bir yerinden diger yerine
kendilerini kopyalayarak genomun boyunu uzatmakta, bu da polimorfik bantlarin tespit
edilmesine yol agmaktadir (Feschotte ve Pritham 2007). Bu sebeple ¢evresel faktorlerin
de iPBS yontemi ile tespit edilen polimorfizmi etkileyebilecegi diislintilmektedir. Diger
yandan, mevcut ¢alismada elde edilen ortalama PBY degerleri ile benzer sonuglar farkl
fungus tiirlerinde iPBS markérleri kullamlarak bildirilmistir (Ozer vd. 2016; Ozer ve
Bayraktar 2018). iPBS yonteminin temeli, retrotranspozonlarin genom ig¢indeki
hareketliligine dayanmaktadir. Retrotranspozonlar, 6zellikle ¢evresel stres faktorlerinin
etkisiyle genom iginde yer degistirerek veya kendilerini kopyalayarak genomik
polimorfizmlere neden olurlar (Feschotte ve Pritham 2007). Bu nedenle izolatlarin elde
edildigi cografi konum, konukcu bitki veya maruz kaldiklar1 ¢evresel kosullardaki
farkliliklar, gézlemlenen genetik varyasyon diizeyini etkilemis olabilir. Bu durum, iPBS
belirteclerinin sadece genetik farkliligi degil, ayn1 zamanda cevresel adaptasyonun

genomik izlerini de yansitabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda 36 adet SCoT primeri arasindan polimorfik giicii en yiiksek SCoT32
primeri kullanilmig ve bu primerin %92,11 oraninda polimorfik bant yiizdesi (PBY)
olusturmustur. Bu orana gére SCoT32 primerinin 51 adet Fusarium izolat1 arasindaki
genetik farkliliklart ayirt etme giiclinlin yiikksek oldugu tespit edilmistir. SCoT32
primerinin PIC ve RP indeks degerleri sirasiyla 0,18 ve 9,41 olarak hesaplanmis ve elde
edilen sonuglar iPBS primeriyle uyumlu bulunmustur. Literatiirde SCoT32 primer ile
Fusarium tlrleri izolatlarma ait herhangi bir karakterizasyona rastlanmamaistir.
Calismamizda SCoT markorlerden elde edilen toplam bant sayist iPBS markorlerinden
daha ytiksek bulunmustur. Jaccard'in benzerlik katsayisi kullanilarak elde edilen SCoT32
markorlerinin kiimelenme analizlerinde 51 adet Fusarium izolatinin 4 ayr1 gruba ayrildigi
belirlenmistir. SCoT32 dendograminda izolatlarin ayn1 iPBS dendograminda oldugu gibi
tiir bazinda kiimelendigi saptanmstir. Palacioglu vd. (2023) calismasinda 36 farkli SCoT

primeri kullanarak 10 farkli fungus tiirline ait 96 izolatin tiirler aras1 ve tiir ici
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polimorfizimlerini belirlemislerdir. Calismalarinda 6 primerin %97,28 oraninda
polimorfizm ve 331 adet belirgin bant deseni olustugunu gézlemlemislerdir. Primerlerin
inceledikleri fungus tiirlerini ayirt edebilen profiller iirettiklerini belirleyerek SCoT
markdrlerinin  bitki patojeni funguslarin hem tanimlanmasinda hem de genetik
cesitliklerinin belirlenmesinde etkin oldugunu ortaya koymuslardir. Bu kaynak, bizim
tezimizde F. oxysporum popiilasyonunun genetik yapisini analiz etmek icin SCoT
markdrlerini kullanmamizin metodolojik gecerliligini ve giiciinii destekleyen giincel ve
dogrudan iligkili bir ¢calismadir. Elde edilen bulgular literatiirle karsilastirildiginda ise
ilging sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada SCoT markorleri ile elde edilen toplam
bant sayisinin, Aydin vd. (2020) tarafindan bildirilen degerlerden daha diisiik oldugu
tespit edilmistir. Bu farklilik, calisilan organizmalarin tiirii, kullanilan primerlerin
kombinasyonu veya incelenen popiilasyonlarin kendi i¢indeki genetik cesitlilik seviyeleri
gibi faktorlerden kaynaklanabilir. Her ¢alismanin kendi biyolojik materyali ve deneysel
kosullar1 i¢cinde degerlendirilmesi gerektigini gdstermesi agisindan bu sonu¢ 6nemlidir.
Diger yandan, bu ¢aligmadaki bant sayisinin Liu vd. (2021) tarafindan Inter Simple
Sequence Repeat (ISSR)-PZR yontemiyle bildirilen degerlerden daha yiiksek olmasi,
SCoT tekniginin potansiyelini vurgulayan bir bagka bulgudur. ISSR da yaygin bir markor
sistemi olmasina ragmen, SCoT'un bu karsilagtirmada daha fazla bant {iretmesi, genomda
daha fazla polimorfik bolgeyi tarayarak genetik cesitliligi daha kapsamli bir sekilde
ortaya koyma potansiyeline sahip olabilecegini ima etmektedir. Kalendar vd. (2010)
tarafindan gelistirilen ve retrotranspozonlara dayali olan iPBS markoérleri ile Collard ve
Mackill (2009) tarafindan gelistirilen ve baslangic kodonlarin1 hedefleyen SCoT
markorleri, fungal popiilasyonlar i¢cindeki genetik ¢esitliligi belirlemede gliclii molekiiler
araclardir. Bu ¢alismada, her iki markor sisteminin de izolatlar1 basarili bir sekilde farkl
gruplara ayirdigi goriilmiistiir. Calismada iPBS ve SCoT markdrleriyle elde edilen
gruplara ait izolatlarin tef7-a ve rpb2 gen bolgeleri cogaltilarak sekans analizleri yapilmis
ve izolatlarn tiirleri teshis edilmistir. Bunun sonucunda 48 adet izolat F. oxysporum f.sp.
lactucae ve 3 izolat BKK T-1 Kok A/z; F. redolens, BTA No:1 k-A-y; F. equiseti ve KHA
lyA-x; F. clavum olarak tespit edilmistir.

Calismada Fusarium solgunluguna hassas olan Yedikule marul ¢esidi kullanilarak yapilan

tohum hipokotil patojenisite testinde izolatlar arasinda farkli oranlarda hastalik siddeti
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meydana gelmistir. izolatlarin agresivitesindeki farkliliklar, farkli patotip veya irklarinin
olmasi nedeni ile hastalik siddetlerinde de farkliliklar goriilebilmektedir. Bunlarin yani
sira kullanilan c¢esitler, izolatlarin saklama kosullar1 ve siiresi gibi faktorlerde hastalik
etmenlerinin patojenisitesinde rol oynayan ve goz ardi edilmemesi gereken faktorlerdir.
Biitiin bunlarin yan1 sira in vivo da gergeklestirilecek patojenisite testlerin de alinacak

sonuglarda da farkliliklar olabilecektir.

Fusarium oxysporum izolatlar1 arasindaki genetik iliskileri ve farkliliklar1 belirlemek icin
vejetatif uyum gruplart kullanilmaktadir. Bu uyum gruplarinin  F.  oxysporum
izolatlarindan farkli 6zel ortamlarda elde edilen nit mutantlarinin aralarinda olusturdugu
heretekaryon yeteneklerine gore belirlendigi bilinmektedir (Ogiso vd. 2002; Pasquali vd.
2008). Calismamizda bu amacla Konya, Ankara ve Yurtdisi referans izolatlarinin vejetatif
uyumluluklarini belirlemek i¢in izolatlarin potasyum klorat igeren ortamda sinirh gelisen
bolgelerinden alinan sektdrlerin minimal (nitrat) ortama aktarilarak yilizeysel gelisen
bolgelerden Nit mutantlart elde edilmistir. Puhalla (1985) yaptigi calismasinda F.
oxsyporum izolatlarinin klorat (KClO3) igeren minimal ortamda (MMC) sinirli gelisme
gosteren bolgelerinden elde ettikleri sektorlerin minimal ortama aktarildiklarinda nitrati
kullanamadiklarindan dolay1 zayif ve yiizeysel bir gelisme gostererek mutant
olusturduklarini belirlemistir. Caligmasinda kloratli ortamda smirli gelisme gosteren
izolatlardan elde edilen sektorlerin minimal ortamda azot kaynagi olarak nitrati
kullanmalar1 sonucunda hifsel gelisim gostererek yabani tipe dondiiklerini ve mutant
olusturmadiklarini saptamistir. Ayn1 metodu kullanarak yapmis oldugumuz ¢aligmamizda
F 11 K-Fakili, K 1.5, F 15a, F 12a, F 15b, K 1/7a, BTA 3 k A-y, KHA 3y-A, BKK T-1 k
A, BTA 2 k B, BTA 3 k B x ve BKK T-1 k A x kodlu Konya ve Ankara izolatlarinda
benzer durum goriilmiis ve bu izolatlarin kloratta zayif gelisen sektorlerinin minimal
ortamda azot kaynagi olarak nitrat1 kullanmalar1 sonucunda hifsel gelisen bu izolatlardan
mutant elde edilememistir. Geriye kalan izolatlarin nitrati kullanma yeteneklerinin

olmadigi belirlenmis ve bunlardan Nit mutantlar elde edilmistir.

Aragstiricilar F. oxysporum nit mutantlarinin farkli ortamlarda farkli fenotiplerde gelisme
gosterdigini tespit etmislerdir. Calismalarinda azot kaynagi olarak nitrati kullanamayan

nit mutantlarinin; hipoksantin ve nitrit ortaminda ylizeysel gelisenlerini sirasiyla nitM ve
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nit3, her iki ortamda hifsel gelisenlerini ise nitl mutanti olarak adlandirmislardir.
Calismalarinda nitl mutantlarin nit3 ve nitM mutantina gére daha yogun olarak
bulundugunu belirlemislerdir (Correll vd. 1987). Caligmamizda bu metoda gore
izolatlardan elde edilen toplam 805 adet nit mutantinin %90,70 si Nitl, %3,10’u nit3 ve
%6,20’s1 nitM olarak bulunmustur. Elde ettigimiz bu mutantlarin minimal ortamda tiim
kombinasyonlar1 eslestirilerek toplam 314 adet vejetatif uyumluluk testi yapilmis ve
izolatlarin aralarinda olusturduklar1 heterekaryon durumuna gore vejetatif uyum gruplari

belirlenmistir.

Correll vd. (1986) vaskiiler solgunluga neden olan F. oxysporum strainlerinin belirli bir
konukguda veya konukgu grubunda olusturdugu enfeksiyon durumlarina gore forma
speciales ve rklara ayrildiklarini bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar F. oxysporum’un
toprakta bulunan ve herhangi bir konuk¢uda enfeksiyona neden olmayan strainlerininde
bulundugunu belirtmislerdir. Arastiricilar F. oxysporum’un patojen olmayan strainlerinin
wrklarinin ve fisp.’in belirlenmesinin patojen strainlerine karsi yapilacak biyolojik
miicadele uygulamalarinda faydali olabilecegine deginmislerdir. F.  oxysporum
strainlerinin patojen olan irklarinin f.sp.’in belirlenmesinde kullanilan enfeksiyon siddeti
oraninin etmenin patojen olmayan irklarimin formaspecialeslerinin belirlenmesinde ve
siniflandirilmasinda yetersiz oldugunu bildirmislerdir. Bu amagla patojen ve patojen
olmayan strainlerin f.sp.’in  smflandirilmasinda  vejetatif uyum  gruplarinin
kullanilabilecegini 6nermislerdir. Calismalarinda fenotipik 6zellikleri belirlenmis nitrati
kullanamayan nit mutantlarinin (nitl ve nitM) minimal ortamda eslestirerek iki mutantin
temas ettigi noktada yogun bir havai miselyum iiretilmesi durumunda bunlarin vejetatif
olarak uyumlu olduklarini ve ayn1 vejatatif uyum grubunda bulunduklarini saptamiglardir.
Vejetatif olarak uyumlu olan izolatlarin genetik olarak benzer olabileceklerini
belirtmislerdir. Ek olarak heterekaryon olusturmayan izolatlarin vejetatif olarak uyumsuz
oldugunu aktarmisglar ve bunlarin self-incompatible kendileriyle uyumsuz izolatlar olarak
adlandirmislardir. Calismalarinda bir izolatin sadece tek vejetatif uyum grubuna ait
oldugunu saptamislar ve vejetatif olarak uyumsuz izolatlarin alt popiilasyonlar halinde
gruplanmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilecegine deginmislerdir. Calismamizda
Konya ve Ankara izolatlarinda ayr1 vejetatif uyum gruplar1 olusturduklar1 gézlenmistir.

Bunlardan ilki; K 1/17al, F 14a, F 14b2, F 14-10-1, K 17b2, K 17a2, KHA 6B, KHA
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Yaprak 6A, BTA Kok B/x ve BTA 6 Kok Bly izolatlarinin mutantlar1 aralarinda
heterekaryon olusturarak ayni vejetatif uyum gruplarinda olduklar1 belirlenmistir.
Ikincisi; K 19a, K 19b, KHA 11, K 1.9, BKK T-1/k/B-x, BKK T-1/k/B-1, BTK y-A-X,
BTA 2/3 k-B, BTA 2/4 Kok B, BTA 2/1 k-Aly, BKK T-1/k/A-1 ve BKK T-1/k/Alw
izolatlarinin mutantlar1 yine aralarinda heterekaryon olusturarak ayni vejetatif uyum
gurubunda oldular1 saptanmis ancak bu grupta bazi izolatlar ayn1t VCG de bulunmasina
ragmen bazilar1 arasinda heterekaryon olusmadigi gdzlenmistir. Ugiincii grupta;
Kasmhani-3, K 1/5a, K 1/6, K 1/10, BTA 4/k/B, KHA Kok 7A ve KHA Kok 1 Beyaz
Konya ve Ankara izolatlart nitM ve nit3 mutantlar1 sadece kendi nitl mutantlariyla

heterekaryon olusturmustur.

Correll vd. (1987) F. oxsyporum izolatlarinin vejetatif uyumluluk testlerinde nitM ve nitl
mutantlar1 arasinda heterekaryon olusumunun nit3 ve nitl mutantlarina kiyasla daha
saglam ve hizli gelistigini gozlemlemisler ve vejetatif uyum gruplarinin tanimlanmasinda
nitM mutantinin belirleyici oldugunu saptamiglardir. Caligmalarinda nit3 ve nitl
mutantlar1 arasinda zayif veya hi¢ heterekaryon olusmadigini belirtmislerdir. Bizim
caliyjmamizda da nitM mutantina kiyasla nit3 ve nitl mutantlar1 arasinda zayif
hetrekaryon olusumu gorilmiistir. K 19b, KHA Yaprak 6A ve BTA 2/1 k-Aly
izolatlarinin nitl mutantlar1 diger izolatlarmn nitM ve nit3 mutantlariyla heterekaryon
olusturmalarina ragmen bu izolatlardan nitM mutant1 elde edilemediginden vejetatif
uyum gruplart tam olarak belirlenememistir. Diger izolatlarin nitM ve nit3 mutantlariyla
nit]l mutantlart uyumsuz olan Kasinhani-4, K 1.3, KCY 1/1a, Ayas 4/1 ve BKK T-2 y-A
izolatlarindan yine nitM mutant1 elde edilemediginden self-incompatible olduklari

belirlenememistir.

Sapuhomotti (1998) calismasinda ayni vejetatif uyum grubunda bulunan F. oxysporum
izolatlarinin bazilarin aralarinda heterekaryon olusmadigini bu nedenle vejetatif olarak
uyumsuz olduklarin1 gézlemlemistir. Ancak vejetatif olarak uyumsuz olan iki izolatin her
birinin ti¢lincii bir izolatla vejetatif olarak uyumlu oldugunu belirlemistir. Arastirict self-
incompatible olarak saptadigi F. oxsporum izolatlarinin kendi nit mutantlar1 arasinda
heterekaryon olusturma yeteneklerinin olmadigini saptamistir. Bizim ¢alismamizda ayni

vejetatif uyum grubunda bulunan BKK T-1/ k/ B/x, BKK T-1/k/A-1 ve BKK T-1/k/Alw
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izolatlar1 arasinda heterekaryon olusturmayarak vejetatif olarak uyumsuz oldugu
goriilmiistiir. Ancak bu ii¢ izolatin BTK y-A-x ve BKK T-1/k/B-1 Ankara izolatlari ile
vejetatif olarak uyumlu olduklar1 saptanmistir. BTA 2/3 k-B ve BTA 2/4 kok B
izolatlarinin ayn1 VCG de bulunan BKK T-1/ k/ B/x, BKK T-1/k/A-1, BKK T-1/k/Alw
ve BTK y-A-x Ankara izolatlar1 arasinda vejetatif uyumsuzluk goézlenmis ancak bu
izolatlarin hepsinin BKK T-1 k B-1 Ankara izolatiyla vejetatif olarak uyumlu oldugu
saptanmustir. Vejetatif olarak birbirleriyle uyumlu bulunan KHA 11, K 19a ve K 1.9
Konya izolatlar1 ayn1 VCG de bulunan BKK T-1/ k/ B/x, BKK T-1/k/A-1, BKK T-
1/k/IAlw, BKK T-1 k B-1 ve BTK y-A-x izolatlariyla ortak olarak sadece BTK y-A-x ile
heterekaryon olusturmuslardir. K 1.9 disindaki diger iki Konya izolati ayn1 VCG de
bulundugu bu dort adet Ankara izolatiylada heterekaryon olusturmustur. Bunlarin disinda
baska herhangi bir izolatla heterekaryon olusturmadiklari tespit edilmistir. Calismamizda
ayni bu ¢alisgmada oldugu gibi K 16 ve K 1/7b2 Konya izolatlarinin nit mutantlarinin
kendileriyle ve diger mutantlarin nit mutantlartyla heterekaryon olusturmadig: tespit

edilmis ve bu iki izolatlar self-incompatible oldugu belirlenmistir.

Paugh ve Gordon (2020) Kalifornya ve Arizona marul {iretim alanlarindan elde ettikleri
solgunluk etmeni F. oxysporum f.sp. lactucae izolatlarinin somatik uyumluluk
durumlarin1 incelemiglerdir. Ayni boélgeden alman izolatlarin ¢ogunun kendi
mutantlariyla heterekaryon olusturdugunu diger izolatlarin mutantlarinin bazilariyla zayif
bazilariylada hi¢ heterekaryon olusturmadiklarini gézlemlemislerdir. Ayirici test cesitleri
ve molekiiler ¢caligmalarla bu izolatlarin Fol itk 1 ve vejetatif uyum gruplarinin VCG 0300
olduklarin1 saptayarak hepsinin ayn1 vejetatif uyum grubunda olduklarini tespit
etmislerdir. Ayni vejetatif uyum grubunda olmasina ragmen aralarinda heterekaryon
olusturmayan bu izolatlar1 tef 1a-IGS bolgesinin ¢ogaltilmasiyla yaptiklari molekiiler
calisma sonucunda 5 alt irka ayrildiklarini bu alt irklarin 4 tanesinin de tek bir alt irktan
meydana geldigini gozlemlemislerdir. Calismalarinda bu durumun Fol etmeninin
mutasyon hizinin yiiksek olmasi sonucundan kaynaklanabilecegini aktarmiglardir. Bizim
calismamizda Konya ve Ankara izolatlarindan Kasinhani-3, K 1/5a, K 1/6, K1/10, BTA
4/k/B, KHA Kok 7A ve KHA Kok 1 Beyaz’in sadece kendi mutantlar1 arasinda
heterekaryon olusumu gosterdigi bu izolatlarinda bu ¢alismada oldugu gibi mutasyon

hizinin yiiksek olmasi sonucunda alt irklara ayrilmis olabilecegini gostermektedir.
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Ogiso vd. (2002) galismalarinda Japonyadaki marul tiretim alanlarindan elde ettikleri Fol
izolatlarini ayiric test gesitleri olan Patriot, Costarica ve Banchu Red Fire bitkilerinde
olusan reaksiyona gore Fol 1rk 1 ve 1rk 2 olarak tespit etmislerdir. Japonya SB-1 irk 1, F-
9501 ik 2, Kalifornya HL-1 ve HL-2 irk 1 referens izolatlariyla kendi irk 1 ve ik 2
izolatlarinin mutantlarinin her tiirlii kombinasyonlarini minimal ortamda eslestirerek
vejetatif uyumluluklarini belirlemislerdir. Calismalarinda 1tk 1 ve 1rk 2 izolatlarinin ayri
VCG ler olusturduklarii gozlemlemis ve ayni irkta bulunan izolatlarin yine ayni irktan
olan izolatlarla vejetatif olarak uyumlu olduklarini tespit etmislerdir. Farkli irktan olan
izolatlarin arasinda vejetatif uyumluluk gozlemlemeyerek, bir irkin sadece bir vejetatif
uyum grubunu temsil ettigini belirlemis ve Fol izolatlarinin irklari ile vejetatif uyum
gruplart arasinda giiclii bir baglantinin oldugunu ortaya koymuslardir. Ayirict test
cesitlerinden Costarica ve Banchu Red Fire’in dayaniklilik gosterdigi Fol izolatlarini
sirastyla 1tk 1 ve 1rk 2 olarak belirlemislerdir. Bizim calismamizda da benzer durum
goriilmiis ayirict test gesitleriyle irki belirlen Fol izolatlaridan bir tanesinin ayni irktan
olan referans izolatiyla vejetatif olarak uyumluyken baska bir referans irkinin mutantiyla

vejetatif olarak uyumsuz oldugu belirlenmistir.

Benzer bir ¢aligma olan Yamauchi vd. (2004) Japonya’dan elde ettikleri Fol izolatlarinin
bazilaria bu {i¢ ayirici test ¢esidinin hassas reaksiyonlar gosterdiklerini belirlemis ve bu
izolatlardan elde edilen mutantlarin kendileri arasinda vejetatif uyumluluk
olusturduklarini tespit etmislerdir. Arastiricilar bu izolatlarin mutantlarinin 1tk 1 ve 1rk 2
izolatlar1 mutantlariyla vejetatif olarak uyumsuz oldugunu goézlemleyerek farkli bir
vejetatif uyum gruplari olusturduklarini saptamiglardir. Calismalarinda ilk kez {i¢ ayirici
test cesitlerinin Fol izolatlarina hassas reaksiyon gostermesi ve kendi aralarinda
heterekaryon olusturarak farkli bir vejetatif uyum gruplarinda bulunmalar1 nedeniyle Fol
ik 3’iin varligimi ortaya ¢ikarmislardir. Bu ¢alisma VCG gruplarinin irka 6zgii spesifik

oldugunu gosteren bir ¢calismadir.

Gilardi vd. (2017b) galismalarin1 tamamlayincaya kadar F. oxsporum f.sp. lactucae nin
ik 1, irk 2 ve irk 3 olmak fiizere ii¢ irkinin tanimlandigini ve bu irklarin farkli marul
cesitlerinde  farkli oranlarda enfeksiyona neden olduklarint agiklamislardir.

Calismalarinda Hollanda marul iiretim alanlarinda solgunluk belirtisi gosteren bitkilerden
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elde ettikleri izolatlarin 1rklarin1 ayirici test cesitleriyle patojenisite g¢aligmalarini
molekiiler yontemlerle destekleyerek belirlemiglerdir. Hollanda’da farkli bitkilerden elde
ettikleri 04750896 ve 04750888 Fol izolatlarinin yanisira ATCCMya-3040 italya itk 1 ve
Japonyadan F9501 1rk 2 ile MAFF744085 ve MAFF 744086 1rk 3 Fol referans izolatlarini
ayirict test bitkileriyle reaksiyon durumlarini incelemislerdir. Calisma sonucunda
04750896 ve 04750888 Hollanda Fol izolatlarinin ayirict test bitkileriyle olusturdugu
dayaniklilik reaksiyonlarinin Fol’{in bilinen ti¢ irkindan farkli oldugunu gozlemlemis ek
olarak bu izolatlar1 diger {i¢ irkla birlikte yaptiklar1 molekiiler ¢alisma sonucunda iki
Hollanda izolatin1 Fol irk 4 olarak tanimlamislardir. Pintore vd. (2017) ¢alismasinda 1rk
4 olarak bulunan 04750896 ve 04750888 Fol izolatlarinin vejetatif uyum gruplarini diger
ic irkinkiyle birlikte karakterize ederek Fol’iin bilinen 4 irkinin kendine karakteristik 4
vejetatif uyum grubuna sahip oldugunu belirlemislerdir. Bu gruplart irk 1; VCG 0300, 1rk
2; VCG 0301, irk 3; VCG 0302 ve irk 4; VCG 0303 olarak adlandirmislardir. Calismada
bu arastiricilardan temin ettigimiz bu iki Fol irk 4 izolatin1 ve Yunanistandan Trios ve
Karaoglanidis (2023) temin ettigimiz GT Fusl ve GT Fus 2 Fol irk 1 izolatlarinin
mutantlarin1 birbirleriyle ve Konya ve Ankara izolatlarinin mutantlariyla eslestirerek
vejetatif uyum gruplart belirlenmistir. BKK T-1 k B-1 Ankara izolati, 04750896 ve
04750888 Fol 1tk 4 referans izolatlarinin ikisiyle de heterekaryon olusturarak ayni
vejetatif uyum grubunda olduklar1 saptanmis ve uyum grubu VCG 0303 olarak
tanimlanmistir. Diger bir Ankara izolati olan BTK y-A-x sadece Fol 04750896 ik 4
izolat1 ile heterekaryon olusturarak vejetatif uyum grubunun yine VCG 0303 oldugu
belirlenmistir. Calismamizda iki 1tk 4 Fol izolatinin birbirleriyle vejetatif olarak uyumlu
olduklar1 goriilmiistiir. Irk 4 Fol izolatlarinin bu iki Ankara izolati disinda ik 1
izolatlarida dahil olmak iizere bagka herhangi bir izolatla vejetatif olarak uyumlu
bulunmadiklar1 gézlenmistir. Ayrica bu iki Ankara izolati ile vejetatif olarak uyumlu
bulunan KHA 11, K 193, K 1.9, BKK T-1/ k/ B/x, BKK T-1/k/A-1, BKK T-1/k/Alw,
BTA 2/3 k-B, BTA 2/4 kdk B Konya ve Ankara izolatlarininda vejetatif uyum gruplari
VCG 0303 olarak belirlenmistir. Fol irk 1 izolatlarinin sadece kendi mutantlar1 arasinda
heterkaryon olusturarak birbiriyle uyumlu olduklar1 goériilmiis bunun disinda baska
herhangi bir izolatla vejetatif olarak uyumlu olduklar1 gézlenmemistir. Calismamizda
ayni vejetatif uyum grubunda bulunan K 1/17al, F 14a, F 14b2, F 14-10-1, K 17b2, K
17a2, KHA 6B, BTA Kok B/x ve BTA 6 Kok Bly izolatlar1 yurt disi referans test
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izolatlarinin hig birisiyle heterekaryon olusturmadig1 ve ayrica ayirici test gesitleriyle irk
denemesi yaptigimiz K17a2, K 17b2, F14a, KHA 6B ve BTA Kok B/x’in bitkilerinin
O0lmesi sonucunda bu izolatlarin vejetatif uyumluluk gruplart tam olarak

tanimlanamadigindan VCG 030- olarak adlandirilmislardir.

Konya K 1/6 ve Ankara BTK y-A-x ve Fol 896 1rk 4 izolatlarinin Banchu Red Fire ayirici
test cesitleri kontrol bitkileriyle kiyaslanarak yapraklarda olusturdugu solgunluk ve
nekrozlardan dolayr Fujinaga vd. (2003) 0-3 skalasina gore yapilan degerlendirmeler
sonucu sirastyla 2, 1.5 ve 2 olarak hesaplanan hastalik indeksi degerleri ile orta dayanikli

olarak belirlenmislerdir.

Gilardi vd. (2017b) ¢alismalarinda 1tk 4 Fol izolatlarinin Banchu Red Fire test ¢esitlerinde
orta dayanikli reaksiyon gosterdiklerini, daha sonra Perrot vd. (2022) Geveste yapmis
olduklar1 ¢alismada Fol 1rk 4’{in Banchu Red Fire test ¢esitlerindeki reaksiyonlarinin orta
dayaniklilik oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda Fol 896 irk 4 izolatinin Banchu Red
Fire test ¢esidinde olusturdugu belirtilerle K 1/6 Konya ve BTK- y-A-x’in benzerlik
gostermesi ve BTK y-A-x izolatininda Fol 896 1rk 4 izolatiyla vejetatif olarkta uyumlu
bulunmasindan dolay1 bu iki izolatin ayiric1 test ¢esitlerine gore irk 4 olduklar tespit
edilmistir. K1/6 izolatinin ayrica irk 4 olmasi ve VCG 0303 olarak bulunmasina ragmen
diger 1k 4 izolatlariyla heterekaryon olusturmamasi bu izolatin mutasyon hizinin yiiksek
olmasindan dolay alt irklara ayrildiginin bir gostergesidir. Calismamizda ayrica BKK T-
1 k B-1 Ankara izolatinin iki yurt dig1 irk 4 referans ve ¢calismamizda 1rk 4 olarak tespit
ettigimiz BTK y-A-x izolatlariyla heterekaryon olusturarak ayni vejetatif uyum grubunda
bulunmasi ve uyum gruplarmin Fol irklarina spesifik olmasi sonucu bu izolatin da Fol 1rk
4 olarak tanimlanabilecegini gostermektedir. Ayrica tek irkin tek VCG’sinin olmasi ve
sadece ayni irktan olan izolatlar arasinda heterekaryon olusabilmesinden dolayida BKK
T-1 k B-1 izolatiyla vejetatif olarak uyumlu diger Ankara ve Konya izolatlariinda Fol

itk 4’e ait olabilecegi tahmin edilmektedir.

Ulkemizde ilk kez marul iiretim alanlarinda solgunluga neden olan F. oxysporum f.sp.
lactucae vejetatif uyum gruplari ve ik 4’in varligi bu c¢alisma ile belirlenmistir.

Calismamizda Ankara ve Konya Fol izolatlarinin vejetatif olarak birbiriyle uyumlu
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olduklar1 belirlenmistir. Her iki bolgede de izolatlarin vejetatif olarak birbiriyle uyumlu
olmas1 ayn1 enfekteli ¢esitlerin iki bolgede yaygin olarak kullanildiginin bir gostergesi

oldugunu diisiindiirmektedir.

Hastalik etmeninin toprakta sadece birkag yil canli kalabildigi bu nedenle uzak mesafelere
enfekteli tohumlarla tasindigt ve marul {iretimini Onemli Olgiide simirlandirdig
bilinmektedir. Avrupa da yapilan calismalarda Fol irk 4’iin hizla yayildigi1 ve bu
calismayla iilkemizde de varligi bilinmektedir. Hastalik etmeninin mutasyon gecirmesi
bu hastaliga kars1 yapilacak kimyasal miicadeleyi imkéansiz kilmaktadir. Hastaligin
toprakta ¢ok uzun siire hayatta kalamadigi ancak diger yapragi yenen sebzelerde belirti
olusturmadan bulunabildigi belirlendiginden enfekteli alanlarda bu patojenin konukgusu
olmadig iirlinlerle yapilacak ekim nébetinin inokulum miktarini azaltmada Snemli

olabilecegini gostermektedir.

Patojenin uzak mesafelere tohumla yayilmasi ve irk olusturabilmesinden dolay1 hastalikla
miicadele de en etkili yontemlerin hastaliktan ari sertifikali tohum kullanmak ve dayanikli
cesit gelistirmek oldugu onerilmektedir. Konya ve Ankara bolgesindeki izolatlarin
vejetatif olarak uyumlu olduklarmin ortaya ¢ikarilmast bu hastaliga karsi gelistirilecek
dayanikli marul ¢esitlerinin her iki bolgede de giivenli bir sekilde kullanilabileceginin
onemli bir gostergesidir. Bu ¢alismanin ileride tilkemizde yapilacak F. oxysporum f.sp.
lactucae irk ve vejetatif uyum gruplari ¢alismalarina ve hastalikla miicadelede dayanikli

cesit gelistirme ¢aligmalarina katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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