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OZET

ANTALYA DOMATES URETIM ALANLARINDAN iZOLE EDIiLEN
FUSARIUM iZOLATLARININ GENOTIPiK VE FENOTIPiK
KARAKTERIZASYONU

Giilsen ERBERK
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damsman: Doc. Dr. Ozer CALIS
Agustos 2020; 59 sayfa

Tiirkiye’de cok miktarda yetistirilen ve tiiketilen domatesin tiretimini kisitlayan
onemli biyotik hastaliklar bulunmaktadir. Toprak kokenli fungal Fusarium hastalik
etmenleri domates bitkilerinde kok ve kok bogazi hastaliklarinin nedeni olarak domates
tiretiminde 6nemli triin kayiplarina sebep olmaktadir. Kiglik domates {iretim merkezi
olan Antalya ve ilgelerinde daha 6nce yapilan siirveylerle elde edilen 20 Fusarium
izolatinin bu calismada molekiiler yontemlerle avirulenslik ve virulenslik durumlari
karakterize edilmistir. Farkli 5 genotip domates ¢esidi bu 20 izolat ile patojenisite
testlerine tabi tutulmustur. Fusarium patojenlerinin virenslikten sorumlu genlerini igeren
spesifik primerler kullanilarak hastalik etmenlerinin genotipik yapilar1 arastirilmistir.
Patojenisite testlerinde fenotipik olarak FORL izolatlarmin 1 ve 9 izolatlari, FOL
igerisinde 8 1rk 2 ve FOL 2 1rk 3 izolatlar1 en virulent izolatlar olarak bulunmustur. Test
edilen 4 dayanikli ve 1 hassas ticari gesit ile 13 FOL ve 7 FORL arasinda gen-igin-gen
iligkisi ortaya konmustur. Molekiiler calismalar 13 FOL ve 7 FORL izolatinda Avrl
geninin olmadigin1 gosterirken FOL 5 1rk 3 ve FOL 13 1rk 3 izolatlarinda Avr2 ve Avr3
genleri tespit edilmistir. Tiim 13 FOL ve 7 FORL izolatlarinin hiicre duvarini pargalayan
Fgal, Snfl, Frpl, Chsv, Xy12, Fem1, Arg genlerini icerdigi bu molekiiler ¢caligmalarda
belirlenmistir. Bdylece Fusarium patojenlerinin sahip olduklar1 avirulens genlerle
bitkilerin dayaniklilik genleri arasindaki konukgu-patojen iligskisi bu ¢alismayla
gosterilmistir.  Bu durum gelecekte Fusarium patojenlerinin  konukgu domates
bitkilerinde hedef aldig1 proteinlerin belirlenmesine ve bu iliskilerin konuk¢u lehine
diizenlenmesine olanak saglayacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Domates, Fusarium, Patojenisite, Viriilenslik
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ABSTRACT

GENOTYPIC AND PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF FUSARIUM
ISOLATES OBTAINED FROM ANTALYA TOMATO PRODUCTION AREAS

Giilsen ERBERK
M.Sc. Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozer CALIS
August 2020; 59 pages

There are important biotic pathogens limiting production of tomatoes and their
consume in Turkey. Soil-borne fungal Fusarium pathogens cause tomato root rot,
browning in vascular tissues, wilting and chlorosis on leaves leading significant yield loss
in tomato grown areas. Antalya and its districts are center of winter grown tomato where
surveys were previously conducted, total 20 Fusarium isolates were determined. In this
study, we aim to characterize avirulence and virulence situations of the Fusariium isolates
by molecular methods. There are 5 different tomato genotypes were inoculated with the
20 Fusarium isolates in pathogenicity tests. Specific primers which were developed from
avirulence and virulence gene’s regions of Fusarium isolates were amplified for their
genotypes in molecular analyses. The pathogenicity tests revealed that 1st and 9" isolates
of FORL and FOL 8 race 2 and FOL 2 race 3 isolates were most virulent found.
Pathogenicity test also exhibited that 4 resistant and 1 susceptible commercial tomato
varieties have gene-for-gene interaction with 13 FOL and 7 FORL isolates. Moleculer
studies with 13 FOL and 7 FORL isolates showed that they do not have Avrl gene but
Avr2 and Avr3 genes were present in 5™ and 13" FOL isolates. All tested 13 FOL and 7
FORL isolates have cell wall degrading Fgal, Snfl, Frpl, Chsv, Xy12, Fem1, Arg genes
in the molecular analyses. The molecular and pathogenicity studies have identified
possible virulence genes of Fusarium isolates and their counterpart in resistance genes of
tomato plants revealing host-pathogen interactions. These results already enlightened
Fusarium pathogens, further studies will reveal their target proteins in host tomato plants
to gain resistance for host tomato plants.

KEYWORDS: Tomato Fusarium, Pathogenicity, Virulence
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Assoc. Prof. Dr. Serife Evrim ARICI
Assoc. Prof. Dr. Hakan FIDAN



ONSOZ

Domates bitkilerinde Fusarium solgunlugu hastaligi 6nemli ve genis ekonomik
iriin kayiplarina neden olmaktadir. Domates Fusarium solgunlugu hastaligi olarak
bilinen bu fungal etmenler F. oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (FORL) ve F.
oxysporum f.sp. lycoperici (FOL) olup domateste k6k ve kok bogazi ¢urikligi
hastaliklarina neden olmaktadir. Hastaligin kontrolinde en uygun miicadele yontemi
dayanikli domates ¢esitlerinin kullanilmasidir.

Bu proje de, 20 Fusarium izolatinin molekiiler yontemlerle avirulenslik ve
virulenslik durumlar1 belirlenmistir. 5 farkli genotip domates ¢esidi bu 20 izolat ile
patojenisite testlerine tabi tutulmustur. Tiim izolatlarin hiicre duvarmni parcalayan
enzimleri kodlayan genleri igerdigi yine bu ¢alismalarda bulunmustur. Boylece Fusarium
patojenlerinin sahip olduklar1 avirulens genlerle bitkilerin dayaniklilik genleri arasindaki
iligkiler ortaya konulabilmistir.

Bu tez ¢alismasiin timii Fitopatoloji Anabilim Dali Bitki Molekiiler Mikoloji
Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan tiim teknikleri
ve gerekli alt yapiyr saglayan Saym Dog. Dr. Ozer CALIS hocama gdstermis oldugu
destek ve sabrindan dolay1 sonsuz tesekkiir ederim.

Bu calismada projeyi destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimine, ¢aligma alt yapisini sunan Akdeniz Universitesi Bitki
Koruma Bolimii Baskanligina, calismalarimda yardimlarini esirgemeyen bolim
arkadaslarima, bana yiiksek lisans doneminde her tiirlii destegi esirgemeyen degerli
babam Mehmet ERBERK’e, annem Zeynep ERBERK’e ve Kardeslerime yaptiklari tiim
fedakarliklardan dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi bir borg biliyorum.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yiizde

°C . Santigrat Derece
bp . Base Pair

dak : Dakika

ml : Mili Litre

ng : Nano Gram

rpm  : Revolutions Per Minute

sn : Saniye

ul : Mikro Litre

uM  : Mikro molar

Kisaltmalar

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

Arg : Argininosuccinate Lyase

AU  : Akdeniz Universitesi

Avr  : Avirulens

Chs  :Chitinase Class

CTAB : Cetyltrimethylammonium Bromide
DNA : Deoksiriboniikleik asit

ETI : Effector-Triggered Immunity

F . Fusarium

FAO : Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
Fem : Fusarium Extirkllular Matrix

Fga : G Protein A Subunit

Fmk : Mitogen-Activated Protein Kinase Gene

viii



FO . Fusarium oxysoprum

FOL : Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
FORL : Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici
Fow : Zn(I1)2Cys6 Transcription Factor
Frp : F Box Protein

LRR : Leucine-Rich Repeat

MAP : Mitogen-Activated Protein

NBS : Niiklotit Binding Sequence

PAM : Pathogen-Associated Molecular
PCR : Polymerase Chain Reaction

PDA : Patates Dekstroz Agar

PDB : Patates Dekstroz Broth

Pg : Endo-Polygalacturonase

Pl : Pectate Lyase

SGE : SIX Gene Expresion

Six  : Secreted In Xylem

Snf  : Sucrose Non-Fermenting

sp. : Tirleri

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu

vd : Ve Digerleri
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1. GIRIS

Domates diinyada en ¢ok tiretilen, tiiketilen ve ticarete konu olan tarim tirlinlerinin
basinda gelmesi, insan beslenmesinde vazgec¢ilmez iiriinlerden olmasi ve gida sanayinde
dondurulmus, konserve, salga, ketcap, tursu gibi ¢ok ¢esitli kullanim alanlarina sahip
olmas1 nedeniyle vazgegilmez bir sebzedir. Insanlik i¢in biinyesinde B6, B1, A ve C
vitaminlerini icermesi, antikanserojen ve yaslanmayi Onleyici (antiaging) gibi bir¢ok
0zelligi nedeniyle 6nemli bir tirtindiir (Vural vd. 2000).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitiiniin (FAO) 2019 verilerine gore 1.1
milyar ton olan yas sebze iiretiminde domates 177 milyon ton ile %13’liik paya sahiptir.
Diinyada domates yetistiriciliginde tiretim degerleri 2017 yil1 itibariyle 57 milyon tonluk
iiretim ile Cin ilk sirada, 18,4 milyon tonluk iiretimi ile Hindistan ikinci, Amerika Birlesk
Devletleri (ABD) 13,03 milyon ton ile tiglincii ve 12,8 milyon tonluk {iretimi ile Tiirkiye
ise dordiincii sirada yer almaktadir. Diinyada lider konumda olan Cin, toplam diinya
domates tretiminin %31°lik kismini tek basina karsilamaktadir (Anonim 2018).
Ulkemizde ise Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) 2017 yil1 verilerine gore; sebze
tiretimi i¢cinde, domates 12.750.000 ton tiretim miktariyla toplam sebze {iretimi i¢erisinde
ilk sirada yer almaktadir. Domates iiretiminden sonra 1.827.782 ton ile hiyar iiretimi
izlemektedir (Anonim 2018).

Cizelge 1. 1. Tirkiye de 2010-2017 yillar1 arasindaki sebze tiretimi (y1l/ton)

Domates Hiyar Kavun Karpuz Sogan(Kuru)
2010 10.052.000 1.739.191 1.611.695 3.683.103 1.900.000
2011 11.003.433 1.749.174 1.647.988 3.864.489 2.141.373
2012 11.350.000 1.741.878 1.688.687 4.022.296 1.735.854
2013 11.820.000 1.754.613 1.699.550 3.887.324 1.904.846
2014 11.850.000 1.780.472 1.707.302 3.885.617 1.790.000
2015 12.615.000 1.822.636 1.719.620 3.918.558 1.879.189
2016 12.600.000 1.811.681 1.854.356 3.928.892 2.120.581

2017 12.750.000 1.827.782 1.813.422 4.011.313 2.131.513
Kaynak: TUIK (08.01.2020)

Domatesin ilk kez Meksika veya Peru’da yasayan yerli kabileler tarafindan Giiney
Amerika’da kiiltiire alindig1 ve tariminin yapildigi bilinmektedir. Aztek dilinden kokenini
alan ‘Xitomate’ veya ‘zitotomate’ kelimelerinden gelistirilen ismiyle birlikte 16. yilizyilda
Avrupa’ya, 18. yiizyilda buradan Kuzey Amerika’ya getirildigi, daha sonra da tiim diinya
tizerine yayildigi1 kabul edilmektedir (Gould 1983).

Diinya’da ve Tirkiye’de en c¢ok iiretilen sebze tiirii olan domatesin
yetistiriciliginde, hastalik ve zararlilar ciddi problemler olusturmaktadir. Bugiine kadar
bilinen yaklasik 200 farkli hastalik etmeninin varligi domates bitkisinde tespit edilmis
olupdomates tiretimini fungus, bakteri, viriis ve viroid biyotik etmenleri devamli tehdit
etmektedir (Jones vd. 1991).
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Toprak kokenli bitki hastaliklarina neden olan fungal patojenler arasinda
Fusarium cinsi funguslarin 6nemi oldukga fazladir. Diinya da Antartika kitas1 hari¢ tim
kitalarda tropikal ve subtropikal alanlarda bu fungusun varligina rastlanmistir. Fusarium
cinsi funguslar birgok tiire ait bitkide patojenik olabildigi gibi bazilar1 da saprofitik 6zellik
gostermektedirler. Patojenik olanlar bitkilerin ¢esitli organlarinda meydana getirdikleri
enfeksiyonlar sonucu kok, govde ve meyve ciiriiklikklerine ve yapraklarda solgunluk
belirtilerine yol agarak 6nemli derecede iiriin kayiplarina hatta bitkilerde 6liimlere neden
olmaktadirlar (Singleton vd. 1992). Fusarium tiirleri i¢inde domateste en yaygin goriilen
ve en bilinen hastalik etmeni Fusarium oxysporum’dur. Fusarium oxysporum’un
domatesi hastalandiran Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) ve Fusarium
oxysporum f. sp. radicis lycopersici (FORL) olmak {izere iki alt tiirti bulunmaktadir. FOL
Fusarium solgunluguna, FORL ise Fusarium kok ve kok bogazi giirlimelerine sebep
olmaktadir (Attitalla vd. 2004; Bogale vd. 2007; Agrios 2005).

Toprak kaynakli patojenlerle miicadele de etkili olan toprak fumiganti Methyl
bromide’nin uygulamadan kaldirilmasiyla alternatif miicadele yoOntemlerine gerek
duyulmaktadir (Katan, 1980). Gelismis olan iilkelerde son yillarda kimyasal miicadelenin
neden oldugu olumsuz durumlar1 yok edebilmek icin, biyolojik miicadele yontemleri
kullanarak hem bitkinin toprak patojenlerinden korunmasi hem de bitkinin gelismeye
tesvik edici biyo preparatlar ortaya ¢ikmistir. Ayni zamanda bitkinin gelisimini saglayan
savunma mekanizmalarin gelismesini tesvik etmistir (Cook, 1993; Benitez vd. 2004).
Fusarium solgunlugunun gelisimini sinirlayarak bitki kok yilizeylerine kolonize olan,
antagonistik etki gosteren bazi bakteri tiirleri birgok arastirici tarafindan potansiyel
biyolojik miicadele etmeni olarak rapor edilmistir. Bu biyolojik miicadele ajanlari
Bacillus subtilis, Bacillus spp., Streptomyces spp. ve Pseudomonas spp.’dir.
(Thirumalachar vd. 1970; Turhan 1981; Podile vd. 1985; Kapoor ve Kar, 1988; EI-Abyad
vd. 1993; Nejad ve Johnson, 2000; Altinok vd. 2013).

Toprak kaynakli bitki patojeni funguslarla uzun siireli ve etkili bir miicadelenin
kiiltiirel, fiziksel, biyolojik ve kimyasal yOntemlerin bir araya gelmesiyle basarili
olunacagi bildirilmektedir (Katan vd. 1976; Chet vd. 1982; Parry, 1990). Yabanci otlar,
birgok fungal patojen igin potansiyel konukc¢u olarak gorev yapmaktadir ve bazi
patojenler tarafindan kolonize olduklarinda herhangi bir hastalik simptomu
sergilememektedirler. F. oxysporum’larin patojenik tiirlerinin konukgu dis1 bitkilerde
ozellikle yabanci otlarda kok kolonizasyonu bu patojenin kaliciligini sagladigi ve nadas
alanlar1 da dahil bu gibi alanlarda solgunluk hastaligi ile miicadelede yabanci ot
miicadelesinin de 6nemli oldugu belirtilmektedir (Hennessey vd. 2005; Altinok 2013).

Etmenin miicadelesine yonelik olarak etkili yontemler gelistirmek icin patojen
popiilasyonlarinin kapsamli olarak karakterize edilmesi gerekmektedir. Bitki patojeni
funguslarin klasik tanist gelisme ortamlar1 tizerindeki kiiltlir karakteristiklerine ve
konukgu tlizerinde verdigi simptomlara gére yapilmaktadir. Bununla birlikte morfolojik
kriterler gibi dis goriiniise gore yapilan fungal teshisler her zaman dogru sonuglar
vermemekte ve hatali teshislere neden olabilmektedir (Baayen vd. 2000). Morfolojik
karakterler ve klasik yontemlerle yapilan teshislere gére molekiiler yontemlerin kullanimi
daha giivenilir ve hizli sonuglar vermektedir. Son zamanlarda iilkemizde molekiiler
karakterizasyon tekniklerinin kullanildigi bilimsel arastirmalar hiz kazanmstir.
Tirkiye’de yapilan arastirmalarda en fazla kullanilan molekiiler karakterizasyon
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tekniklerinin basinda tan1 primerleri, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) gibi molekiiler
teknik ¢aligmalar gelmektedir (Cetinkaya ve Ayhan 2012).

Hastalik liggeni gozetilerek bitki patojeni Fusarium’un spor ¢imlenmesiyle
baslayan bir dizi zincirleme reaksiyon sonucunda hassas bitkide sistemik bir
enfeksiyonun olusmasiyla sonuglanan belirli siiregte hastalik olusturabilmektedir. Bu
stirec icerisinde fungal etmenin sahip oldugu virulenslik genleri ve bunlarin kodladig:
proteinler 6rnegin hiicre duvar1 bozucu enzimler (Cell Wall degragaating enzymes:
CWDE); ksilanazlar, pektat liyazlar, proteazlar gibi, karbonhidratlarin, bazi besin
maddelerinin serbest birakilmasi i¢in konuk¢u hiicre duvarlarmin ve zarlarmin
(membran) par¢alanmasini saglamaktadir (Garcia-Enciso vd.2018).

Bu tez kapsaminda, 2016 ve 2017 yillarinda Akdeniz Bolgesinde yer alan Antalya
merkez ve ilgelerinde domateste survey caligmalari yapilmistir. Fusarium solgunluk
hastalik etmenleri olan F. oxysporum f. sp. lycoperserci (FOL) ve F. oxysporum f. sp.
radiciis-lycopersici (FORL) olusan toplamda 20 izolat elde edilmistir. Elde edilen
izolatlarin 13 adedi FOL ve 7 adedi FORL olarak tanilanmistir. Bu ¢alismada izole edilen
13 FOL ve 7 FORL hastalik etmenlerinin virulensligi saglayan genler molekiiler
calismalarla karakterize edilirken patojenisite testleriyle bu fungal izolatlarin dayaniklilik
gen(ler)i igceren ve igcermeyen domates bitkilerinde olusturdukllar hastalik miktarlart
Olciimlenerek konukgu-patojen iliskilerini ortaya koyulmaya calisilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Domates (Solanum lycopersicum.) Hakkinda Genel Bilgiler

Domates, anavatan1 Giiney ve Orta Amerika olan, tek yillik, ¢ift ¢cenekli ve
meyvesi yenilebilen bir kiiltiir bitkisidir. Bitkinin tirtikl1 kenarlara sahip 5-9 yaprakgik
barindiran pinnat yapraklarinin boyu 10-25 santimetre arasinda degismektedir. Tiiyli
yapidaki yaprakeiklarin boylart 8 santimetreye kadar ¢ikmaktadir. Cigekleri beslidir ve
1-2 santimetre c¢apinda ta¢ yapraklar bulundurmaktadir (Acquaah 2002). Domates
kuvvetli bir kok sistemine sahiptir, dallanmis kazik kokler ve bunlardan ¢ikan sekonder
kokler seklinde gelisme gostermektedir. Yapraklar bilesik sekilde ve tiiylerle kaplhidir.
(Vural vd. 2000)

Solanaceae familyasinin Lycopersicum cinsi (Cizelge 2.1.) iginde yer alan
domates (Solanum lycopersicum), meyveleri yenilebilen, otsu bir kiiltiir bitkisidir. Bu
cins i¢inde yer alan ¢ok farkli domates tiirleri bulunmaktadir. Ortagag da 6zellikle Avrupa
ya getirilen domates bir¢ok insanin dikkatini ¢ekmis olup, ayn1 zamanda zehirli oldugu
diisiiniilerek siis ve bahce bitkisi olarak yetistirilmeye baslanmistir. Zaman gegtikce,
insanlar, yenilebildigi ve faydali oldugu diisiiniilerek bu bitki diinyanin her yerine
yayilmistir. Ulkemizde 1900 yillarinda domates yetistiriciligi Adana bdlgesinde ilk defa
gozlenmistir (Yoksuloglu 2001).

Cizelge 2. 1. Domatesin sistematigi

Sinif: Dicotyledonae

Alt Smuf: | Sympetale

Takim: | Personatae (Tubiflore)

Familya: | Solanaceae

Cins: Lycopersicon

Tiir: Lycopersicon esculentum Mill. (1768) (=Solanum lycopersicum L.)
(=Lycopersicon lycopersicum Karlsten)(1900).

Kaynak: https://tr.wikipedia.org/wiki/Domates

Tiirkiye’de domates iiretimi iklimsel ve c¢evre sartlarina uygun bir sekilde
yetistirilmektedir. Antalya cam ve plastik seralardan olusan uygun yetistirme alanlar
nedeniyle kishk domates iiretiminin merkezi olup kisin yetistirilen domatesin %60’dan
fazlasini tek basina karsilamaktadir. Bununla birlikte 200°den fazla hastalik ve zararlinin
domates yetistiriciliginde ciddi problemlere neden oldugu saptanmistir. Bu hastaliklar;
virlisler, bakteriler, nematodlar ve funguslar olarak belirlenmistir. Fungal ve bakteriyel
patojenlerden kaynaklanan hastaliklar arasinda domates mildiydsii (Phytophthora
infestans), erken yaprak yanikligi (Alternaria solani), kiilleme (Leveillula taurica),
antraknoz (Colletotrichum phomides), kursuni kiif (Botrytis cinerea), solgunluk
(Fusarium spp.), vyaprak lekesi (Septoria lycopersici), bakteriyel solgunluk
(Pseudomonas solanacearum), bakteriyel benek (Pseudomonas syringae pv. tomato),
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bakteriyel leke (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) ve yas ¢iriiklik (Erwinia
carotovora) hastaliklar: sayilmaktadir (Kiitevin ve Tiirkes 1994).

Seralarda biyotik hastalik faktorlerinin basinda toprak kaynakli fungal patojenler
gelmektedir. Toprak kokenli bir hastaligin olusabilmesinde genelllikle abiyotik stres
faktorlerinin etkisi biiyiiktiir. Domatesin tiim diinyada yaygin ve 6nemli bir fungal
hastalig1 olan Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) (W. C Snyder & H. N Hans
1941) ve Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) (Jarvis ve Shoemaker
1978)’ nin neden oldugu Fusarium kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii son yillarda iilkemizde
domates yetistiriciligi yapilan agik ve sara alanlarinda 6nemli kayiplara neden olmaya
baslamistir (Ozan ve Maden 2004; Agrios 2005).

2.2. Fusarium Kok Hastahig

Fusarium oxysporum (FO) tiirleri toprakta bulunan lignin ve karbonhidrati
pargalayarak saprofit olarak yasama yetenegine funguslardir (Kistler 2001). Bunlar bitki
koklerine kolonize ederek endofitik bir yasam siirdiirmektedirler. Bunlarin biiyiik bir
cogunlugu faydali olup bitkilerde endofitik veya toprakta saprofitik olarak yagamalarina
karsin, bircok tiirii de bitkilerde patojenik Ozellikte yasayabilmektedir. F.
oxysporum’larin patojenik tiirleri 100 yildan gilinlimiize kadar calisilmaktadir. Bu
gbzlemlerin sonucunda, F. oxysporum’larin konukcuya ozellestigi “special form: 6zel
form” veya “formae speciales: bitki tiirline 6zellesmis” alt-tiirlerinin oldugu bildirilmistir.
Bitki paraziti funguslarin 6zel konukgularinda hastalik olusturma yetenegi, morfolojik bir
bakis agisindan ¢ok fizyolojik bir bakis agis1 olarak karakterize edilmistir (Booth 1971,
Nelson vd. 1994; Kistler 2001).

F. oxysporum Patates Dekstroz Agar (PDA) gibi sentetik besi ortaminda
cogaltilabilmektedir. Genellikle, miselleri O6nce beyaz goriiniitken daha sonra F.
oxysporum’un 1wrkina ya da tiirline gore mordan koyu pembeye degisen renge
dontisebilmektedir. Eger sporlar ¢cok yogun bir sekilde bulunuyorsa kiiltiir krem ya da
turuncu renginde goriinebilmektedir (Gonsalves vd. 1993). Fusarium spp. siniflandiriimasi
besi yerlerindeki belirli degisimler ile yapilmaktadir (Aoki vd. 2014). Fusarium tiirleri
morfolojik karakteristiklerine gore secici ortamlarda tanilanabilmesine ragmen;
Fusarium oxysporum’un patojenite tiplerinin ayrimi, alt tiir tanilar1 ve irklarin ayrimi
morfolojik olarak ger¢eklestirilemez (Hirano ve Arie 2006).

Fusarium oxysporum tiir kompleksleri tipik belirtiler olarak yaprak ve govde
solmalarina, kok ve kdk bogazi ¢iiriimelerine ve ayrica 100'den fazla farkl: bitki tiirtinde
aniden bulundugu yerde ¢okmelerine (damping off) neden olan farkli belirtiler ortaya
koyabilir. Ekonomik agidan 6nemli dort 6zel alt tiiri 6zelliginin: cubense, lycopersici,
radicis-lycopersici ve melonis'in niikleer ve mitokondriyal gen soyagacina dayal
karmasik bir yapida oldugu gosterilmistir (O’Donnell vd. 1998).

2.2.1. Fusarium yayilis1 ve zarari

Fusarium oxysporum, ¢ok ¢esitli tarimsal ve siis bitkilerinin toprak kaynakli bir
patojeni olup toprakta bitki artiklar1 tizerinde saprofitik olarak yasayabilmektedir.
Toprakta, ¢iiriiyen bitki artiklar1 tizerinde miselyum olarak veya aseksiiel mikro ve makro



KAYNAK TARAMASI G. ERBERK

sporlar veya olumsuz sartlarda klamidosporlar olarak hayatta kalabilirler (Abawi ve
Lorbeer 1972). Bitkilerin kok epidermisine, kok uglarinda veya yan koklerin olusumu
sirasinda olusan dogal yaralardan giren F. oxysporum konidial germ tiiplerinin veya
miselyumun dokularda biiyiimesiyle enfeksiyon olusturmaktadir (Cooper ve Bishop
1983; Hutson ve Smith 1983). Fusarium hifleri, kokt epital hiicreler, arasindaki dogal
acikliklardan enfekte ederek, ksilem damarlarina ulagincaya kadar kok korteksindeki
hiicrelerarasinda biiyliimesini siirdiirmektedir. Ksilem damarlarim1 da enfekte olan
miselyum hifleri, bitkinin 6zsunda klamidosporlar iiretebilmektedir (Van der Does ve
Duyvesteijn 2008; Michielse ve Rep 2009). Fusarium etmenleri bitkiye giris yaptiktan
sonra ksilemin ¢ogalmaktadir. Bitki enfekte olma sirasinda savunma mekanizmasini
aktive etmektedir. Savunma mekanizmasinda bitki de pektik jeller, sakizlar ve tilozlarin
tiretilmesi  saglamaktadir.(Beckman 1987). Dayanikli domates bitkileri, Fusarium
etmenine kars1 dah hizli savunma mekanizmalar1 aktive ederek ksilemde pektik jel, tilos
ve sakiz iiretimi kalloz birikimi saglamaktadir (Mes vd. 2000).

2.2.2. Fusarium hastalik etmeni

Fusarium oxysporum’un bu iki patojenik formu da domates yetistiriciligi yapilan
bolgelerde mevcuttur. Bu nedenle, aymi tarlada ve serada her iki form birlikte
bulunabilmektedir. Boylece, domates yetistirilen bolgelerde ve alanlarda bitkiler sadece
bunlardan birisi tarafindan enfekte edilebildigi gibi, ayn1 domates bitkileri her iki patojen
formu tarafindan birlikte de enfekte edilerek karisik enfeksiyonlar gergeklesebilmektedir
(Laine vd. 1999). FOL sadece Solanaceous tiirlerini hastalandirirken, FORL Solanaceae,
Leguminosae, Cucurbitaceae ve Chenopodiaceae’ya dahil olmak {izere 37 bitki tiir ve
¢esidini hastalandirabilmektedir (Rowe 1977; Menzies vd. 1990).

2.2.2.1. FOL

Toprak kokenli bitki patojeni olup Hyphomycetes sinifi bir fungustur. Domateste
koklerde sorunlar olusturmakta Fusarium solgunlugu (Fusarium wilt) olarak bilinen
hastalign yapmaktadir. Bu hastalik etmeni ilk defa 1895 yilinda Ingiltere'de
tanimlanmistir. Gliniimiizde Diinya genelinde en az 32 iilkede hastalik rapor edilmistir.
FOL ozellikle sicak sera ortamlarinda sahip alanlarda siklikla biiyiik iirlin kayiplarina
neden olmaktadir. Amerika Birlesik Devletlerinde tek bir tiretim sezonunda Florida ve
diger Giiney eyaletlerde tiim domates iiretimini ciddi bir sekilde zarar yaptii
bilinmektedir (Agrios 2007). Meksika’da 2005 yilinda domates alanlarinda ekonomik
kayiplara neden olan solgunluk hastaligi etmeni F. oxysporum f. sp. lycopersici olarak
belirlenmistir. Meksika’dan elde edilen izolatlarin 1rk-2 ve 1rk-3 oldugu tespit edilmis ve
tilke i¢in ilk kayit oldugu bildirilmistir (Pena, 2005).

Cai vd. (2003), Kaliforniya’da domates yetistiriciliginde sorun olan FOL izolatlar
ile patojenite ve vejetatif uyum gruplar (Vegetative Compatibility Group: VCG) testleri
yapmiglardir. Elde edilen 39 FOL izolatindan yapilan VCG testleri sonucunda ii¢ izolatin
non-patojenik (VCG 0031), 13 izolat FOL-irk 3, 9 izolatin FOL-1rk 2 (VCG 0030), 3
izolatin FOL-irk 1 ve 6 izolatin FOL-1rk2 (VCG 0035) oldugu saptanmistir. VCG
calismalar1 sonucunda elde edilen sonuglar restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nin
kesilerek polimorfizmin (Restriction Fragment Lenght Polymorphism: RFLP) bulunmasi
tekniginde de benzer olmustur.
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Reis vd. (2005), tarafindan Brezilya’da yapilan bir ¢alismada F. oxysporum f. sp.
lycopersici’ nin domates alanlarinda ciddi sorunlara neden oldugu ve ticari olarak
domates vyetistiriciliginin yapilan bu alanlarda ekonomik kayiplara neden oldugu
bildirilmistir. Calisma sonucunda diinyada bilinen 3 irktan sadece irk-1 ve 1rk-2’nin
Brezilya’da tespit edildigi bildirilmistir. Katan vd. (1997), Israil’de yaptiklar1 benzer bir
calismada domateste solgunluk etmeninin F. oxysporum f. sp. lycopersici oldugunu, bu
patojenin bitkilerde solgunluk ve gévdelerinde zayiflamalara neden oldugunu, saptanan
irklarin 1rk-1 ve 1rk-2 olduklarin: belirlemislerdir.

2.2.2.2. FORL

FORL ilk olarak Japonya’da belirlenmistir. Daha sonra Amerika, Kanada, Avrupa
ve Israil basta olmak iizere bir¢ok iilkede de tespit edilmistir.1988 yilinda Ingiltere’de
kaydedilmistir (Omar vd. 2006)Tiirkiye’de ise bu patojen ilk olarak Adana- Mersin
illerinde bulunmustur (Can vd. 2004). Hastaligin uzun zamandir domates {iretilen
alanlarda ¢ok yaygin oldugu ayrica onemli verim kayiplarina sebep oldugu da
bilinmektedir. Hastaligin erken simptomlari domates fidelerinde bodurlagma, sararma ve
yapraklarin sayisinda azalma olarak gortliirken, ileri donemde kok ¢iirtimeleri, solma ve
Oliimlere neden olmaktadir (Roberts vd. 2000). FORL 6zellikle seralarda mevsim iginde
mikrokonidilerin yayilmas: sonucu tekrarli enfeksiyonlara sebep olup ortii alti
domateslerde %90’ a kadar varan iiriin kaybina neden olabilmektedir (Rekah vd. 2001).

Toprak kokenli bitki patojeni fungus ile etkili, uzun vadeli bir miicadelenin
kiiltiirel, kimyasal, biyolojik ve fiziksel metotlarin kombinasyonu ile basarili olabilecegi
bildirilmektedir (Chet vd. 1982). Son yillarda gelismis iilkelerde kimyasal miicadelenin
meydana getirdigi olumsuz etkileri ortadan kaldirmak i¢in biyolojik miicadele
etmenlerinin bitki kok kisimlarina kolonize etmesi tesvik edilmekte ve savunma sistemi
olusturmak suretiyle, bitkilerin hastalanmasi engellenmeye ¢alisilmaktadir (Cook 1993;
Benitez vd. 2004).

2.2.3. FOL ve FORL ile yapilan ¢alismalar

Yildiz ve Ddken (2001), Aydin ili ve ilgelerinde acik alanda domates iiretimi
yapilan bolgelerde sorun olan Fusarium spp.’yi saptamak amaciyla 1996-1997 yillarinda
sorvey caligmalart yapmuslardir. Hastalik belirtisi gosterdigi Ongoriilen bitkilerden
ornekler toplamis ve izolasyon yapmuslardir. Bu izolasyonlar sonucunda %81.08
oraninda Fusarium spp. elde edilmis olup, bunun biiyiik bir boliimiiniin FOL ‘a (%48.15)
ait oldugu anlasilmistir. Koklerin iletim demetlerine enfekte olup su tasinmasini
engelleyerek bitkinin hizli bir sekilde 6lmesine sebep olan FOL un domates tariminin
yapildig1 alanlarda en fazla karsilagilan etmenlerden biri oldugu bildirilmistir.

Pena (2005), Meksika ve California Sur eyaletinde FOL iizerine yaptigi bir
calismada bolgede ticari domates iiretimi yapilan alanlarda bu etmenin varligini
saptamustir. Izole ettigi rklar1 ik 2 (%62,5°1) ve 1tk 3 (% 25°1) olarak tanimlamistir ve bu
kayitlarin iilke igin ilk kayitlar oldugunu bildirmistir.

Colak ve Bigici (2013) Adana’da yaptiklari bir survey calismasinda F.
oxysporum’un neden oldugu FORL ve FOL hastaliklarinin hastalik ¢ikisi ve siddeti
sirastyla %35,1, %18,8 ve %43,3, %20,4 olarak saptamiglardir. Ayrica bu survey
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caligmasinda hastaligin yayginlik oran1 Adana’da inceleme yapilan domates seralarinda
%56,1, hastalikli sera alan1 agisindan ise %68,1 olarak belirlemislerdir. Ayni ¢alismada
Mersin ilinde hastalik yayginlik orani, hastalikli sera agisindan ve hastalikli sera alani
acisindan sirasiyla %58,8 ve %54,4 olarak tespit edilmistir. Patojenite caligsmalari
sonucunda bolgede simptomatolojik olarak belirlenen 87 izolatin yaklasik %70°1 FORL
izolat1 ve %30’u FOL olarak tespit edilmistir.

Colak Ates vd. (2020)’de Kuzey Kibris’ta farkli bolgelerden toplanan domates
orneklerinde 62 sini F. oxysporum olarak bulmustur. Yapilan PCR calismalarinda 1rka ait
4 primerlerle (uni, sp13, sp23 ve sprl) testlenmis olup %81‘1 FOL ve %19 ‘u FORL
bulunmustur. FOL 6rneklerinden %37’si irk 1, %151 irk 2 ve %29’u 1tk 3 bulunmustur.
Boylce Fusarium oxysporum formae specialis ve irklarinin molekiiler tekniklerde dogru
ve giivenilir bir sekilde tanimlayabilecegi ortaya konmustur.

2.3. Domates Uretiminde Fusarium Kars1 Miicadele Yontemleri

Fusarium kok ¢iiriikliigiine kars1 miicadelede, domateste bu hastaliga kars1 heniiz
etkili bir savas yontemi bulunmamaktadir. Domates bitkilerinin miimkiin oldugunca uzun
stire hastaliga dayanabilmesi i¢in eski nekroz olusturmus koklerin yerine gegebilecek yeni
koklerin olusabilmesi i¢in kdk bogazi doldurmasi tavsiye edilmistir (Anonim 2020).
Topraksiz kiiltiirde (torf veya volkanik tiift+torf) daha fazla kok elde etmek i¢in kok
bogazina ¢ekilmelidir. Sistemik etkili koklere fungisit uygulamalar: bitki koklerine lokal
sulama ile veya giibre uygulama sistemleri ile verilebilir. Ancak uygulamanin etkili olup
olmadig: siiphelidir. Clinkii Fusarium’un wrklar1 bu sistemik fungusitlere karsi birkag
uygulamadan sonra dayanikl1 hale gegmektedirler. Ustelik bu ilaclar kaya yiinii iizerinde
baz1 fitotoksisite riskini tasimaktadirlar. Olen bitkiler, bilhassa kok sistemleri ve kok
bogazlar1 diizenli olarak kontrol edilmeli, ¢linkii fungus kok sistemi ve kok bogazi
tizerinde asir1 diizeyde konidiospor tiretebilmektedir (Anonymous 1991; Blancard 1994).

Baysal vd. (2007)’de Bacillus subtilis (EU07) izolatin1 FORL’e kars1 saks1 pot
denemelerinde etkili oldugunu rapor etmistir. Bu EUQ7 izolat1 ticari B. subtilis (QTS 713)
preparati ile karsilagtirmistir. EUO7, QTS 713 ten farkli bir DNA yapisina sahip oldugunu
ve aynt zamanda domates koklerinde daha fazla kolonizasyon olusturdugunu
gostermistir. Baysal ve Yesil (2007) FORL’ye karst domateste savunma tepkisinin
artmak i¢in DL-B-aminobutrik asit (BABA) kullanmis olup, bitkinin bu FORL ye kars1
dayanikliliginda azalma oldugunu rapor etmislerdir.

Aricivd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, FORL ve FOL etmenlerine karsi
7 ucucu yagin (kimyon, timus, lavandula, okaliptiis, biberiye, ¢orek otu, dereotu), 2 sirke
(elma ve lizim) ve 2 kimyasal elisitoriin (BABA, JA) antimikrobiyal aktivitesi test
edilmistir. Kimyon, timus, ¢orek otu ve dereotundan elde edilen ugucu yaglar, patojenlere
kars1 en yiiksek antagonistik etkiyi gostermistir. Calismada uygulanan kimyasal
elisitérlerinde FOL ve FORL’in misel biiylimesini azalttigin1 belirlemislerdir.

FOL ve FORL tarafindan olusturulan enfeksiyonlar genel olarak dayanikli
cesitlerin kullanilmasiyla kontrol altina alinabilmektedir. FOL’{in 1rk 1 ve 2'ye kars1 hem
poligenik hem de monogenik genler dayanikliligi saglamaktadir. Irk 3’e karsi son
zamanlarda monogenik dayanikli domatesler gelistirilmistir. Topraga uygulanan
fumigant ya da solarizasyon ile hastaligin kontroliinde etkili olunabilmektedir. Toprak
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pH smnin 6,5-7,0’ye ¢ikarilmasi uygulamalar1 da hastalig1 kontrol altina alabilmektedir.
Ozellikle fazla azotlu giibrelemeden de kaginilmlidir (Agrios 2007).

2.3.1. FOL ve FORL hastalik etmenine kars1 dayanikhlik genleri

Sarfatti vd. (1990), FOL irkI’e dayanikli bir genin kalitim ve baglant1 iligkileri
analiz etmislerdir. Dayanikli olan Lycopersicon pennellii ile hassas olan L. esculentum
bitkileri arasindaki melezlemeler yapilmis olup, L. esculentum'a geri ¢aprazlama ile
haritalama populasyonu olusturulmustur. Geri melezleme populasyonun FOL 'a dayanikli
oldugunu goéstermislerdir (Bohn ve Tucher 1939). | dayaniklilik geni, L. pimpinellifolium
bitkilerinde bulunmus olup FOL 1rk 1 kars1 dayaniklilig1 sagladig: anlasilmistir. Sarfatti
vd. tarafindan bu | dayaniklilik genine allelik olmayan bir baskin gen tarafindan kontrol
edildigini ortaya konmustur. Domates in FOL 1rk 1°e kars1 | ve 11 genlerinin oldugunu
bulunmugtur. FOL 1k 2 ye karsi dayaniklilik L. pimpinellifolium'dan gelen baskin
krakterde 12 geni tarafindan kontrol edildigi bulunmustur (Stall ve Walter 1965, Cirulli
ve Alexander 1966).

| ve 12 genlerinin sagladigi dayanikliligin FOL 3 1rkin1 kontrol etmedigi
Avustralya, California ve Florida'dan izole edilen izolatlarda belirlemislerdir (Grattidge
ve O'Brien 1982; Davis vd. 1988; Volin ve Jones 1982). Daha sonra yeni bir baskin
dayaniklilik geni 13 ise L. Pennellii ile L. Esculentum bitkilerinin melezlenmesiyle elde
edilmistir (McGrath vd 1987).

Glinlimiizde 4 adet dayaniklilik geni genetik olarak haritalanmis ve yabani
cesitlerden ticari gesitlere aktarilmistir (Huang ve Lindhout 1997; Frary vd. 2000). Bu
genlerden I-1 ve I-3 7. kromozomda | ve I-2 genlerinin ise 11. kromozomda yer aldigi
(Stall ve Walter 1965) Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici bulunan tig 1, 2 ve 3 irklar1
domatese kolonize oldugu asamasinda aviriilens veya efektor proteinleri incelenmistir ve
tanimlanmistir (Parmar ve Subramanian 2013).

FORL ile ilgili genetik dayaniklilik tek bir Frl geni tarafindan dominant yapida
kontrol edildigi bulunmustur (Roberts vd. 2000). Dayaniklilik kaynagi domatesin yabani
bir tiirii olan Solanum peruvianum bitkisi olup dayanikliligi ifade eden gen Frl olarak
sembolize edilmistir (Laterrot ve Moretti, 1991).

Frl ile iliskili markor belirlemeye yonelik olarak yapilan galigmalarda Frl’nin
domatesin 9. kromozomunda yer aldigi tespit edilmistir. Domateste FORL ye dayaniklilik
Frl lokusu tarafindan ve Tobaco mosaic virus e dayanikliligi saglayan Tm-2 lokusu
arasinda iliskinin arastirildigi c¢alismada, ‘IRB-301-31° 1slah hatt1 ile ‘Motelle’
melezlenerek, 222 F» bitkisi kendilenmis ve her bir Fz3 grubundan 15-60 fide FORL ve
TMV’nin “0” wrkina karsi test edilmistir. Frl ve Tm-2 arasinda 5.1+£1.07 harita
mesafesinde siki bir baglanti bulundugunu géstermislerdir (Vakalounakis vd. 1997).

Kabas vd. (2012)’ de yaptiklar1 calismada FORL’ e kars1 dayaniklilik kalitimi
aragtirtlmistir. Calismada Dayanikli Fla. 7781 ile hassas 560 numarali domates hattinin
melezlenmesinden elde edilen F;, F,, BC, ve ebeveynler, FORL izolatiyla testlenmistir.

Testlenme sonucunda F, popiilasyonunda 3:1 dayanikli: hassas dagilimi hipotezinde ve
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BC, popiilasyonda 1:1 dagilim oranlari bulunmus ve FORL etmeninin tek ve bir dominant
gen oldugunu dogrulamislardir.

Mutlu vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada Frl genine yakin bir kodominant
markdr gelistirilmistir. Homozigot dayanikli bitkilerde band 950 bp iken hassas band
1000 bp olup heterozigot dayanikli bireyler her iki band bulunmaktadir. Gelistirilen bu
markdriin 1slah ¢alismalarinda rutin olarak kullanabilecegini bildirmislerdir.

Colak Ates vd. (2019)’ da yaptiklar1 ¢alismada 418 tane domates genotipi hem
FORL hem de TYLCYV kars1 klasik ve molekiiler yontemlerle test ederek raporlamstir.
Calismalarda Frl, Tyl ve Ty3 dayaniklilik genlerini tasiyan domates bitkileri
belirlenemez iken, {iriin miktar1 ve bazi meyve kalite karakteristikleri iyi olan 7 domates
hattinin hem FORL hem de TYLCV’e dayanikli oldugunu bulmuslardir.

2.6. Fusarium oxysporum’un Avirulens/Viriilenslik Molekiiler Mekanizmalari

Fungal patojen genleri, konukguda sporlarin tutunmasi, ¢cimlenmesi, enfeksiyonu
ve kolonizasyonu gibi olaylarin olusumunu igermektedir. Bu genler enfeksiyon yapisinin
formasyonu, hiicre duvari pargalanmasi, toksin biyosentezi ve sinyal iletimi gibi
konularda kategorilere ayrilmaktadir (Idnurm ve Howlett 2001). Baz1 virulenslik genleri
konuk¢u savunma mekanizmasini yok eden veya baski altina alan proteinleri kodlayan
genlerden olugmaktadir (Chi vd. 2009).

Konukc¢uya bagli veya ondan bagimsiz olarak gelisen uzun evrim siireci boyunca,
hastaliga neden olan bu patojenik organizmalar, karmasik bir biyosentetik yollardan
proteinler veya diger biyomolekiiller iiretebilme ve olusturduklar: bu kompleks yapilarla
cesitli viriilans mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Fungal viriilans genlerinin kodladig
proteinler konukgu ile iligkilerini saglamaktadir. Mikrobiyal organizma sisteminin neden
oldugu hastalik derecesi, barindirilan viriilans faktorleri ve konukgu sistemde uygulanan
mikrobiyal varliklarin sayisi, uygulama yolu ve bir konuk¢uya 0zgii savunma
mekanizmalar1 gibi diger i¢sel mekanizmalar tarafindan belirlenir. (Khan vd. 2009).

Bitki patojeni funguslardan F. oxysporum tiirleri genomlarinda bulunan Hiicre duvarini
parcalayici enzimler (Cell wall degragating enzymes: CWDE) iireten genler ve ¢ok sayida
konukguda kolonizasyonu saglayan diger genleri iiretebilmektedirler (Zhao vd.2013;
Williams vd.2016; Aamir vd. 2018).

2.6.1. Effektor proteinleri

Konuk¢unun birincil savunma mekanizmasi patojenle iligkili molekiiler patern
(Pathogen-Associated Molecular Patterners: PAMP) ile taninmasi yoluyla aktive
edildiginde, FOL, bu tiir aktif tepkileri bastirmasma izin veren mekanizmalar
kullanmaktadir. Enfeksiyon islemi sirasinda sistein bakimindan zengin kii¢iik proteinler
(efektor veya viriilans proteinleri) salgilamaktadir. Bu proteinlerin islevi, sinyal
transdiiksiyonu gibi ¢esitli hiicresel islemleri bozarak veya konukgu bitkideki proteinleri
modifiye ederek konukcu bitkide enfeksiyon ve kolonizasyonu tesvik ettigi belirtilmistir
(He vd. 2007). Efektorler konuk¢unun 6zgiinliigiinii ve patojenin konukc¢u bagisikligini
manipiile etme yetenegini belirlemektedir (Ma vd. 2015; Oliveira-Garcia vd. 2015).
FOL'de bu efektorler, ksilemde (Six) salgilanan proteinler olarak tanimlanir ve bunlari
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kodlayan alt1 genin oldugu bildirilmistir (Hauterman vd. 2007). Virulenslige baglh bu
genler, FOL genomu i¢indeki kiigiik bir kromozom iizerinde bulunmustur (Kashiwa vd.
2017).

Bitkilerdeki efektorlerin taninmasi, C (Karbon)-amino terminalinde, bir niikleotit
baglanma yeri (NBS) ve degisken sayida 16sin agisindan zengin tekrarlar (LRR) olarak
islev goren dayaniklilik (resistance: R) proteinleri olarak bilinen reseptor proteinlerle
ger¢eklesmektedir (McHale vd. 2006). Proteinlerin bu LRR alaninin, patojenlerin
urettigicesitli ligandlarin taninmasina katkida bulunabilecegi diisiliniilirken, amino
terminal alan1 patojenden gelen proteinin 6zgiinliiglinii belirlemektedir. Bitkide bulunan
bu reseptor proteinlere genel olarak NBS-LRR yapist denilmektedir (Caplan vd. 2008;
Elmore vd. 2008Takken vd. 2006).

Efektor proteinlerin konukgu tarafindan algilanmasi, bitki savunma sistemini
olusturmaktadir. FOL ya da FORL hastalik etmenine karsi R genlerine | genleri adi
verilmis olup gen i¢in gen teorisine dayanmaktadir (Flor 1971). Bu nedenle FOL hastalik
etmeninin 1rklarma karst domates bitkisinde farkli dayaniklilik genleri bulunmustur
(Sekil 2.1). Bu nedenle, konukgu-patojen arasindaki uyumlu veya uyumsuz etkilesimler
FOL etmeninin ¢ avirilans (Avr 1-3) geni ile domates bitkisinde karsilik buna karsilik
gelen 3 dayaniklilik (1-13) genleri arasinda oldugu bildirilmistir (Inami vd. 2012).

FOL Six4 proteinleri proteini, Avrl geni otarafindan kodlananan, fungusun bir
viriilans efektor protenidir Bu Si1x4 proteini 184 amino asitten olusmakta olup yapisinda
6 sistein amino asit icermektedir. Calismalar SIX4 proteininin FOL 1k 1 de bulundugunu
bu karsilik domates bitkilerinde | ve I-1 genlerininbulunudgunu gostermistir. Ayrica,
domates I-2 ve I-3 dayaniklilik genlerinin hastaligin kontroliindepatojenden gelen Six3
proteinini tanidiginit ve bu proteinin de FOL Avr2 geni tarafindan iiretildigini ortaya
koymustur (Hauterman vd. 2008).

Domates | ve I-1 genleri sadece FOL 1rk 1'e dayanikliligi saglamaktadir. Domates
bitkilerinde bulunan 1-2 geni FOL 1k 2’ye 1-3 geni ise FOL irk 3'e kars1 dayanikliligi
kontrol eden genlerdir (Rep 2005). Bir baska ifadeyle I, I-1, I-2 ve I-3 genleri tagiyan
domates bitkileri FOL tarafindan iretilen Six1, Six3 ve Six4 proteinlerini taniyarak
domates bitkilerinin hastalik etmenini n kontrol etmesini saglamaktadir. Six1, Six3 ve
Six4 proteinleri sirasiyla FOL’un Avrl, Avr2 ve Avr3 avirulens genleri tarafindan
olusturulmaktadir (Rep vd. 2004).

Gen mutasyonu deneyleri | ve I-1 dayaniklilik geni i¢in FOL Avrl geninin
kodladig1 Six4, 1-2 dayaniklilik geni i¢in Avr2 genin kodladig: Six3, I-3 geninin kontrol
ettigi dayaniklilik i¢cin Avr3 geninin kodladigi Six1 proteininigerekli oldugunu
gosterilmistir (Houterman vd. 2008; Houterman vd. 2009). Calismalar Six4 proteinin
sadece FOL ik 1 de FOL 1rk 2 ve itk 3 izolatlarinda ise sadece Six3 protein amino
asitlerinde farklilik oldugunu gostermistir. (Lievens vd. 2009). Bu nedenle, FOL 1k 2 nin
FOL 1rk 1 den farkli olarak sahip oldugu Six4 proteininin kaybiylaa evrimlesirken Six3
proteinindeki mutasyonlar FOL wrk 3 wrklarmin gelismesine yol agtigini gostermistir
(Houterman vd. 2009).

Six1 proteinini kodlayan Avr3 geni FOL etmeninin domateste viriilans igin
gerekmektedir. Yapist 189 amino asitten olusur ve 8 tekrarlanan sistein amino asidi
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igcermektedir. Avr3 genin kodladig1 Six1 proteini domates bitkisindeki 1-3 dayaniklilik
geninin kontrol ettigi bir mekanizmiyla dayanikliligi kontrol ettigi bildirmistir. (Sekil 2.1)
FOL Avr3 geni canli bitki hiicrelerinde etmenin kok korteksinden penetrasyonundan
hemen sonra Six1 proteinini iiretmeye basladigi ortaya konmustur (Van der Does ve
Duyvesteijn 2008; Rep 2005).
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Sekil 2. 1. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici irklarinin Avirulens genleri ile domates
bitkilerindeki | dayaniklilik genleri arasindaki ilgskiye gore sekilsel siniflandirilmasi
(Garcia-Enciso vd. 2018)

FOL etmenlerinin Avr genleri Six Gene Expression 1 (SGE1) ad1 verilen proteinler
tiretmektedir. Bu SGE1 proteini FOL fungusunun konuk¢u dokularinda vejetatif
biiylimesi, etmenin kolonizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Michielse vd. 2009).
Ayrica domates bitkilerinde dayaniklilik genleri ile dogrudan veya dolayli olarak
etkilesime giren FOL tarafindan iiretilen Six efektor proteinleri tanimlanmstir (Takken
ve Rep 2010).

2.6.2. Trankripsiyon faktorler ve bitki hiicre duvarin enzimatik bozulmasi

Fusarium patojenlerinin hastalik olusturan formlarinin gelismesinde viriilans
genleri 6nemli role sahiptir. Bu genler temel olarak yatay gen transferi yoluyla diger
Fusarium etmenlerinden kazanilmaktadir. Bu avirulens genleri patojenin konukguda
virulenslikle ilgili arginler, toksinler, adezinler ve aggressinler gibi molekiillerin
olusturulmasindan sarumludurlar (Saunders vd. 2001).
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Fungusun hastalik  olusturmasinda molekiiler ~mekanizmalarin  hassas
konukc¢ularda olugmasini saglayan viriilenslik genleri ilging bir yapiya sahiptirler. Bu
virulenslik genleri konuk¢unun molekiiler ve hiicresel yapilarini degistirerek konukgu
icerigindeki besinlerin alinmasini sagladigi ortaya konmustur. Bir fungusun hastalik
yapabilmesi konuk¢u dokularina adapte olma ve konukgu savunma mekznimzlarini
gecebilme yetenegine baglidir. Nitekim viriilens faktorii olarak bilinen enzim molekiilleri
bu virulenslik genleri tarafindan tiretilmektedir (DeZwaan vd. 1999).

Fgal geni G proteinin o alt-birimi tiretmekte olup bu protein fungusun konukgu
koklerine yapismayi saglayan ve elisitorproteinlerinin iiretilmesini saglayan bir gendir.
Hastalik olusabilmesi i¢in bu G proteinlerin alt birimleri o ve 8, Fgal ve Fgbl yapilari
gereklidir. Yapilan g¢alismalar bu genler lizerinde mutasyonlar olusturuldugunda bu
mutant Fusarium’larda 1siya karst sok bir reaksiyon olusturdugu, bunun sonucunda
daFusarium etmeninin konidia olusumunun degistigi bulunmustur (Jain vd 2002).

Snfl geni protein kinaz iiretmekte olup konukgu hiicrelerinde karbon yapilarinin
olugsmasini baskilayan, Fusarium’un bu hiicrelerden hizlica karbon ve enerjiyi almasini
saglayan gendir. F. oxysporum'un siikroz fermente etmeyen bu SNF1 geni
degistirildiginde Arabidopsis thaliana konukgu bitkisi tizerinde azalmis bir viriilenslik
gosterdigi ve hiicre duvarini pargalayan enzim etkisinin de ayni orannda azaldigi
gosterilmistir (Ospina - Giraldo vd. 2003).

Frpl geni Fusarium etmeninin F box proteinini ve ubikitin liyaz kompleks
proteinini olusturan bir gendir. Konukgu hiicre yapisinin bozulmasinda ve degisiminde
rol oynamaktadir. FOL etmeninin penetrasyonunu saglamaktadir. Ayrica, FRP1 geni F.
oxysporum etmeninin hastalik yapabilme yeteneginde rol alan ubikitin-proteazom sinyal
proteinlerinin olusmasini saglamkatadir. Frpl geni mutantlarinin FOL etmeninin
enfeksiyon yapabilme yetenegininkaybolmasina neden oldugu bildirilmektedir
(Duyvesteijn 2005). Domates bitkisinde hastalik yapan Fusarium funguslart Frpl Six1
(Secreted In Xylem), gibi spesifik viriilens genlerini iiretebilmektedir. (Rep vd. 2004; Rep
2005). FOL patojenleri Polygalakturonozmutanti, konukgu hiicrelerinin duvarlarini
pargalayan enzim mutantlar1 karbonhidratlar gibi bazi besinlerin serbest kalarak PG,
ksilanazlar, pektat liyazlar, proteazlar ve hiicre duvarini parg¢alayan enzimlerin olusmasini
engelledigi bulunmustur (Yadeta ve Thomma, 2013).

ChsV geni smif V Kkitin sentaz proteinlerini kodlamakta olup Fusarium N-
asetilglukozamin polimerizasyonunu katalize eden ¢ok sayida kitin sentaz proteinini
tiretmektedir. Bu gen FOL hiflerinin gelisimini saglamakta olup kitin sentaz
pproteinlerinin olusturulmassinda gérev aldigi belirtilmistir ( Munro ve Gow 2001; Ruiz-
Herrera vd. 2001; Roncero 2002). FOL hiicre zarindaki kitinin sentezi konukgu hiicre
duvart yapisinda fiziksel degisikliklerin olugmasini saglamaktadir. Kitin sentaz
proteinlerifunguslarda aminoasit sekansi benzerliklerine dayanarak yedi sinifa
ayrilmigtir. Domates bitkilerinde FOL un kitin sentezinde rol oynayan chsl, chs2, chs3,
chs7 ve chsV genleri izole edilmis ve bunlar karakterize edilmistir. Bu Chsl, Chs2, Chs3
ve ChsV genleri sirasiyla I, 11, III ve V smiflarina ait olup bitkide fungusun hastalik
yapabilme yetenegini gostermektedir (Di Pietro vd. 2003). ChsV geni mutasyona
ugratilmistir ve FOL ile inokule edilen domates bitkilerinin enfekte olmadigr ve bu
bitkiler iizerinde kolonizasyon olusturmadigi gosterilmistir. (Madrid vd. 2003).
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Gilinimiize kadar 4 yapisal ksilanaz geni F. oxysporum'dan klonlanmistir ve
bunlarin hepsi domates bitkilerinin enfeksiyonu sirasinda rol oynamkatadir (Goémez-
Goémez vd. 2001, 2002; Ruiz-Roldan vd. 1999). Genomu dizilenen F. graminearum un
farkli karbon kaynaklarinda biiytime sirasinda 30'dan fazla farkli ksilanaz geninin
tiretildigi saptantanmistir (Hatsch vd. 2006). Bu enzimlerin enfeksiyon siirecine katkida
bulundugu goriiliistiir (Gomez-Gomez vd. 2002; Calero-Nieto vd. 2007).

Pgl geni Endopoligalaktiironaz proteini kodlamkata olup konukgu
hiicrelerindekipektinin tamamen yok olmasina neden olmaktadir. Fusarium etmenlerinin
konukgu bitkideki kolonizasyonu ve enfeksiyonu asamalarinda bu enzimin rolii oldukga
onemlidir. Bu enzim, enfeksiyon sirasinda ilk olusan enzim olup poligalakturanaz enzimi
ile oldukga benzer bir yapiya sahiptir. Hastalik etmeninin endo ya da ekzo PG aktivitesi
gostermesine neden olarak konukgu hiicre 6liimii ve par¢alanmasina neden olmaktadir
(Huertas-Gonzalez vd. 1999).

PI1 geni Pektat liyaz proteini kodlamakta olup bu proteininkarbosil ucunda
glikozidik baglari kiran bir yap1 bulunmaktadir. P11 geni 240 amino asit uzunlugundabir
polipeptid zincirinden olusmaktadir. Huertas-Gonzalez vd.(1999) yaptiklari ¢alismalarda,
PLI geninin kodladig1 pektat liyaz proteininin poligalakturonik asitle birlikte domates
vaskiiler dokularinda olustugunu bulmuslardir. Yapilan RT-PCR ¢alismalari, FOL ile
enfekte olan domates bitkilerinin kdklerinde ve saplarinda PL1 geninin proteinlerinin
hizla iiretildigini, gostermistir. F. oxysporum'un neden oldugu vaskiiler solgunlukta
pektat liyazin vaskiiler sisteme ulasmak i¢in kok korteksin farkli katmanlarmin
penetrasyonu sirasinda ve konukguda kolonzasyon sirasinda 6nemli roli oldugu
ispatlanmistir (Beckman 1987).

Xy12 geni kKsilanaz proteinin, iiretmekte olup bitkilerdeki temel yap1 tasi olan
hemiseliilozun parcalanmasini saglamaktadir. Ksilan, b-l, 4-D ksilopiranosil gibi
kimyasal yapilardan olusan, heterojen bir karbonhidrat yapisindaki bu enzim bitki hiicre
duvarlarinin  pargalanmasini saglamaktadir (Biely 1993). XY12 geninin irettigi
ksilanazlar ¢ok cesitli bakteriyel ve fungal bitki patojenlerinden izole edilmistir (Walton
1994). F. oxysporum etmenlerinde bu ksilanazlarin varligi detayli olarak rapor edilmistir
(Jones vd. 1991; Alconada ve MartdAnez 1994; Christakopoulos vd. 1996; Ruiz vd.
1997).

Feml geni Fusarium hiicre dis1 matriks proteinini iiretmekte olup bu protein
hastalik etmeninin elisitér proteinlerini ve bunlarin konukgudaki karsiligi olan reseptor
proteinlerle etkilesimini saglamaktadir (Schoffelmeer vd. 2001).

Schoffelmeer vd. (2001) yaptiklart bir ¢alismada, domates bitkisinde hastalik
yapan FOL’lin hiicre duvarimi yikan glikoproteinlerini karakterize etmislerdir. FOL
etminin 60 kilodalton biiyiikliigiinde glikoprotein iireten Feml geninin klonlanmistir.
Sonug¢ olarak Feml protein mutantinin konukcu bitki hiicrelerindematriks yapilarina
baglanamadig ve hastalik yapma yetenegini kaybettigini ortaya koymuslardir.

Argl geni argininosiikinat liyaz proteini tiretmekte olup hiicre duvarimi
parcalanmasinda gorev alan bir enzimdir. Namiki vd. (2001) yaptiklari bir ¢alismada, 6zel
bir mutasyon sistemiyle Argl geni tiizerinde degisiklik yaparak bu geninin F.
oxysporum'un hastalik yapma yetenegini nassil degistirdigini arastirmislardir. Test edilen
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1129 mutantindan 13'i hassas cesitlerde azalmis bir patojenisite olusturmuslardir.
Mutantlar argininosiiksinat liyazi ve arginin biyosentezini katalize eden ARG1 genini
tanmimlanmistir. Bu geninin iiretimiyle Fusarium oxysporum patojeninin hastalik yapma
yeteneginin arttigini ortaya koymuslardir. .

Fmk1 geni mMitojenle aktive olan protein kinaz proteinini iiretmektedir. Bu
protein serin ve treonin aminoasitleri igeren &zel bir protein kinazdir. Konukgu hiicresinde
dayaniklilik reaksiyonunun olusturulmasinda da rolii vardir. Di Pietro vd. (2001) bir
calismada, mitojenle aktive edilmis protein kinazi (MAPK) kodlayan F. oxysporum'un
Fmk1 ya da fmk1 genini izole etmislerdir (Xu 2000;(Li vd. 1997; Di Pietro vd. 2001).
Fitopatojenik funguslarin MAPK!'lar1 ¢esitli bitki enfeksiyonlarinda morfolojik
degisimlere ve hastalik yapma yeteneginde anahtar bir rol oynamaktadir (Xu 2000).

Son olarak Fow1 geni mitokodriyal tasiyici proteinleri olusturmaktadir Fusarium
etmenin fonksiyonuda islev gormekte olup bitki koklerinde hastalik etmeninin kolonize
olmasini saglamaktadir. Fowl geni viriilenslige etki eden anahtar faktorler olarak
gosterilen hiicre duvarini pargalayan enzimleri ve bitki saponinlerini detoksifiye edici
enzimlerin olusmasindagorev alan genlerdir (Arie vd.1998; Di Pietro ve Roncero 1998;
Huertas-Gonzalez vd.1999; Roldan-Arjona vd.1999; Ruiz-Roldan vd.1999; Garcia-
Maceira vd.2000).

Inoue vd. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, F. oxysporum f. sp. melonis ‘te
restriksiyon enzim aracilt DNA entegrasyon mutasyonu olusturularak B60 mutanti elde
edilmistir. B60 mutantinin fungustaki mitokodriyal tasiyici proteinini kodlayan Fowl
geni mutanti olarak tanimlanmistir. FOL etmeninin bitki dokusunda kolonizasyonu igin
Fow geninin 6nemli oldugu ve viriilenslik igin gerekli oldugu dogrulanmustir.

Fowz2 geni trankripsiyon faktorii olarak bilinen bir proteini tiretmektedir. Bu genin
tiretmis oldugu protein bitki koklerinde enfeksiyonun baslangicindan kolonizassyona
kadar tiim asamalar bitki dokusunda zararlanmanin olusumundansorumludur. FOW2
geninin varligi sadece yiiksek derecede viriilent izolatlarda bulunan protein olarak
tanimlanmustir (Michielse vd. 2009; Imazaki vd. 2007; Ramos vd. 2007; Asuncion vd.
2010).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde; arastirmada kullanilan materyaller, denemenin kurulumu ve
laboratuvar ¢alismalarinda uygulanan yontemlerle ilgili bilgilere yer verilmektedir.

3.1. Bitki Materyalleri

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii 3 no’lu iklim
odasinda denemeler kurulmustur (Sekil 3.1). Denemede 5 domates ¢esidi kullanilmis olup
bunlardan 4 tanesinde Fusarium spp.’ye dayanikliligi saglayan farkli I-11, 12, 13, Frl
genleri bulunmaktadir. Diger bir ticari g¢esit ise hassas olup, kontrol bitkisi olarak
kullanilmistir. (Cizelge3.1) Her bir deneme 5 tekkeriir olup tesadiif deneme parselleri
diizene gore kurulmustur.

Cizelge 3. 1. Bitki materyallerin Fusarium’larin dayanim 6zellikleri

Cesit Dayanim
HX-596 FOL-0,1,2,3
HX-520 F3
HT-5160 F1, F2

Fb18-627 FORL
H2-2274 HASSAS

3.1.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Temin edilen domates cesitleri steril torf iceren viyollere ekilmistir. Ekilen
viyoller 16 saat giindiiz 8 saat gece periyodunda, %50 nispi nem ve 25+3 °C olan Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boéliimii Iklimlendirme odasima
yerlestirilmistir. Gelisen fidelerin saglikli yetisebilmesi i¢in torf icerisine sivi besin
elementi (SuperEnergy,) takviyesi yapilmistir. Bitkilerin saglikli gelisebilmeleri igin
beyazsinek, afit gibi zararlilara kars1 rutin insektisit uygulamalar gerceklestirilmistir.
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Sekil 3. 1. Domates Fidelerinin iklimlendirme odasinda gelisimleri. a) Tohumlarin
ekildikten 2 hafta sonras1 gelisimleri; b) HX-596, HX-520, HT-5160, Fb18-627 ve H2-
2274 ¢esitlerin 1 ay sonra viyollerdeki gelisimleri; ¢) iklimlendirme odasinda gelisen
cesitlerin sasirtilmasi; d) H2-2274 standart ¢esidin tohumlarinin ¢imlenmesi

3.2. FOL ve FORL izolatlar

2016-2017 yilinda Antalya ve gevresinde yapilan survey ¢alismasinda domates
tiretimin alanlarindan Fusarium izolatlari toplanmustir. Bu izolatlarin Fusarium alt-tiirleri
ve irklar1 belirlenmistir. Bu izolatlarin biiylik ¢ogunlugu en fazla sera iiretiminin yapildigi
Kumluca il¢esinden temin edilmistir. Calismada kullanilan toplam 20 FOL ve FORL
izolatlarindan olusan bu funguslar Cizelge 3.2 de verilmistir.
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Cizelge 3. 2. Karakterize edilmis Fusarium izolatlar1 ve molekiiler analizlerle irklari

Izolat  Lokasyon Fusarium Suspecies/Irk
No
1 Kumluca FORL
2 Turungova FOL Irk 3
3 Demre FOL Irk 2
4 Serik FOL Irk 3
5 Serik FOL Irk 3
6 Serik FOL Irk 3
7 Gazipasa FOL Irk 3
8 Kumluca FOL Irk 2
9 Elmal1 FORL
10 Gazipasa FOL Irk 2
11 Kumluca FOL Irk 2
12 Kumluca FORL
13 Demre FOL Irk 3
14 Kumluca FOL Irk 3
15 Kumluca FORL
16 Kumluca FORL
17 Kumluca FOL Irk 2
18 Kumluca FORL
19 Demre FOL Irk 2
20 Serik FORL

Fusarium izolatlarin misel ve spor gelisimleri igin Patates Dekstroz Agar (PDA)
hazirlanmistir. (Ek 1 verilmistir.) PDA ortaminin hazirlanmasi: 500 ml ddH20, 20 gr
Patates Dekstroz Agar (Merck) kullanilmistir. Hazirlanan ortam otoklavda 121 °C’de
sicaklikta 1 atm basingta 20 dakikada steril yapilmistir. Steril plastik Petrilere 25 ml ortam
konmustur. Elde edilen FOL ve FORL izolatlar1 -20°C’de Patates Dekstroz Agar (PDA)
ortami icerisinde gelistirilmistir. Steril kabin icerisinde stoktan alinan misel parcalari
PDA iizerine birakilarak Petrilerin ¢evresi parafilm ile kaplanarak Petriler 28°C’de etiive
yerlestirilmistir. Gelistirilen 12 FOL ve 7 FORL izolatlar1 (Sekil 3.2) fenotipik ve
genotipik c¢aligmalarda ve DNA 1zolasyonlar1 c¢ikarilarak molekiiler testlemelerde
kullanilmistir.
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Sekil 3. 2. PDA ortamin hazirlanmasi; a) Patates Dekstroz Agar; b) Otoklavdan ¢ikan
PDA’ nin petrilere dagitiimasi

Sekil 3. 3. Calismalarda kullanilan 13 FOL ve 7 FORL izolatlarinin Patates Dekstroz
Agar ortaminda goriiniimleri
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3.3. FOL ve FORL Genotipik Calismalar

Petride gelistirilen 13 FOL ve 7 FORL izolatindan DNA izolasyonu CTAB
Protokolii kullanilarak yapilmistir (Doyle ve Doyle 1990). Genotipik ¢alismalarda
Fusarium izolatlarinin avirulens genlerini ve virulenslikten sorumlu genlerini tespit
edebilmek icin polymeraz zincir reaksiyonlari (Polymerase Chain Reaction: PCR)
analizleri kullanilmistir.

3.3.1. Toplam DNA izolasyonu

Fusarium izolatlarindan toplam DNA ekstrasyonunda CTAB protokolii (Doyle ve
Doyle 1990) takip edilmis olup kullanilan ekstrasyon soliisyonlar1 asagida verilmistir.
Bunun i¢in PDA besi ortaminda 28°C de 7 giin gelisen misel ve sporlar1 6ze yardimiyla
1,5 ml eppedorf tiiplerine konulup tizerine 500 pul CTAB tampon ¢ozeltisi bu - CTAB
solusyonu asagida 1 litre hazirlanmasi Cizelge 3.3 ‘te verilmistir. Daha sonra miselleri
plastik ezme cubuklar1 (pessle) ile her tlip icin farkli bir ¢ubuk kullanilarak iyice
ezilmistir. Ezme isleminin ardindan DNA’larin siviya gegmesini saglamak i¢in 65 °C’de
2 saat 900 rpm hiziyla calkalayan inkiibatorde tutulmustur. Inkiibasyondan sonra
orneklerden proteinin uzaklastirilmasi i¢in 600 pl kloroform-isoamil alkol (25 volume: 1
v) ¢ozeltisi konularak 1-3 dakika (d) kadar hafif¢e ters diiz edilerek g¢alkalanmustir.
Ornekler daha sonrasinda 15 d boyunca 12000 rpm hizinda santrifiij edilmistir. Santrifiij
edilen 6rneklerde tiipiin alt kisminda kloroform, orta tabakada protein ve {ist fazda ise
DNA bulundugu sivi olmak tlizere fazlara ayrilmistir. Tiipiin igerisinde bulunan
slipernatant (listteki sulu kisim) yeni 1,5 ml’lik steril eppendorf tiiplere yaklasik 500 pl
olarak alinmistir. Bu kisim igerisindeki DNA’nin ¢6kmesi i¢in {izerine 500 pl hacimde -
20 °C’de bulunan soguk izoproponal konulup 15 saniye kadar hafifce ters diiz edilerek
calkalanmistir ve ardindan -20 °C’de derin dondurucuya konularak 1,5 saat kadar
bekletilmistir. Daha sonra -20 °C’den alinan 6rneklerin DNA’lariin ¢okelmesi amaciyla
14000 rpm hiziyla 10 dakika santrifiij edilmistir. Bu islemin sonunda tiiplerin dibinde
pellet olusmustur. Pelet yerinden oynatilmadan tiipiin i¢erisindeki s1vi bosaltilmis ve pelet
tizerine -20 °C’de bulunan %70’lik etanolden 500 ul konularak peletler yikanmis ve
14000 rpm hizinda 5 dakika boyunca tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen tiiplerin
dibindeki pelete zarar vermeden sivilar dikkatlice bosaltilmis ters cevrilerek 1 saat
boyunca agzi agik vaziyette tiip igerisinde kalan etanoliin uzaklasmasi saglanmstir. Tyice
kurudugundan emin oldugumuz tiiplerin igerisine 80 pl oda sicakliginda distile su
konmustur. DNA’larin suda ¢oziilmesi i¢in ornekler +4 °C’de bir gece bekletilmistir.
Daha sonrasinda ise DNA’ larin denatiire olmamas i¢in -20 °C’de derin dondurucuda
kullanilincaya kadar saklanmasi saglanmistir.

DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin DNA kalitelerine bakmak amaci ile %1,5’lik

agarose jel hazirlanarak ornekler jele yliklenmistir. Elektroforez cihazinda 65 voltta 15
dakika kosan ornekler UV transilluminatér cihazi ile goriintiilenmistir.
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Cizelge 3. 3. CTAB soliisyonu 1 litre olarak hazirlanmasi

Kimyasal Molar (M) Miktar (ml)
Tris pH 8.0 1M 100 ml
EDTA o 05M

et
salt) pH 8.0

NaCl ( Sodium Chloride) 5M 280 ml
H20 400 ml

Yukarida verilen CTAB sollisyonun hazirlanmast Ph 8 olarak ayarlanmistir.
CTAB (Hexadecyl trimethyl-ammonium bromide) 20 gram eklendikten sonra manyetik
karistirict karistirarak H20O ilave edilmistir. (EK 2 verilmistir.)

3.3.2. Virulenslik genleri ve avirulens genlerin primerlerin belirlenmesi

Bu ¢alismada Fusarium funguslariin viriilensligi saglayan genlerin ve avirulens
genlerin primerlerini molekiiler ¢alismalarda kullanilmistir. Calismalarda 13 FOL ve 7
FORL izolatinin agagida belirlenen genleri PCR reaksiyonlar1 ile cogaltilarak yapilmistir.
Bu amagla kullanilan viriilensligi ve aviriilensligi saglayan genlerin primer ciftleri,
baglanma sicakligi ve iiriin boyutlar1 Cizelge 3.3 ve Cizelge 3. 4 gosterilmistir.

Cizelge 3. 4. Patojenin aviriilens genleri i¢in kullanilan primerler

Primer | Sequence (5" -3) Hedef Uriin | Baglanma | Referans
gen Boyutu | Sicakhg
(Bp)
P12- GTATCCCTCCGGATT Vander
F2B TTGAGC Avr3 . Does vd.
o12.01 | AATAGAGCCTGCAA | (SIX1) 992bp | 35CT 1 on0g)
AGCATG
SIX4- | TCAGGCTTCACTTAG Avrl Lievens
F1 CATAC . vd. (2009)
SIX4- GCCGACCGAAAAAC (SIX4) | 967 bp 35 C
R1 CCTAA
SIX3- GGCAATTAACCACT Avr2 Hortman
F1 CTGCC . vd. (2009)
SIX3- CCAGCCAGAAGGCC (SIX3) | 608 bp 5 C
R1 AGTTT

Calismalarda kullanilann avirulens genleri Fusarium tiirlerinin konukgu ile iliskilerini
ayarlarken virulenslik genleri Fusarium etmeninin hastalik yapabilme yetenegini

21



MATERYAL VE METOT

G. ERBERK

belirlemektedir. Bu nedenle Fusarium tiirlerindeki virulenslik ve avirulenslik genleri ayr1
ayr1 verilmistir.

Cizelge 3. 5. Fusarium oxysporum viriilensligi saglayan genlerin primerler

Uriin .
Primer | Sequence (5 -3) Hedef boyutu Annelll}g Referans
gen (Bp) sicakhigi
FGALl- | GATCGTGGTGTGC
F AAGAATG Jain vd.
FGAL- | GGAGGACATCCTG | 9al | 180bp | 59-60 (2002)
R GTCGTTA
SNE1-F GGTCGGTATCTTG Ospina-
CCTTCAA Snfl 117 bp 60 Giraldo vd
SNF1- | GGGAGGTTCGTCG (2003) '
R TTGATAA
FRP1-E TCGTGGCATACTC Duyvesteijn
TCGTCAC Frol | 180 bp 9.0 | Vd- (2005);
FRP1-R CATTAGAAAGGCG Jonkers vd.
AGCTTGG (2009)
CHSV- | GGCCAAGACGTTT
F CCAAGTA Madrid vd.
CHSV- | CAGGATAGATGCG Chsv 180 bp 60 (2003)
R AGCATGA
pG1.p | GCCCCGACCATTTC Di Pietro ve
ATCGTTG Pgl 725 bp 62 Roncero
PG1-R | GGCACCAGAGGG (1998)
PL-F AGTACACTGCCAT Huertas-
CCTCGCC P| 340-350 62 Gonzalez
PL-R GCAGCTCGTGGTA bp vd. (1999)
ACTCCA '
XY12- | ACGTCGTTAACGA
F GATCTTCG Xy12 509 b 60-61 GGomez-d
XY12- | AGCGTTGACAACA | 7Y P ) ?;”()%2;’ '
R GCAGTGTA
FEM1- | ACCTCCGCCACTG
F GTGACTC Schoffelme
FEMI- | ACCGCTCTCAGGG | Heml | 358bp 67 er (2001)
R ACACTGG
ARG-E GCATGGTCTGCTT N
GAAGTGA Argl 145 bp 61-62 Namiki vd.
ARG-R GACGCTCGTTTGC (2001)
AGTATGA
GGAGCTGATGGA
FMK-F | caccGATA Di Pietro
Fmkl | 90bp 62
EMK.R | CGGAGGGTCTGGT vd. (2001)
AGATGAA
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Cizelge 3. 6. Devami
FOW1- | CGAGATCACCAAG
F CACAAGA Inoue Vd.
FOWL. | CGTTGACACCCTT | ToWl | 116bp 60 (2002)
R | GTTGATG
FOW2- | ATGCCACCCTGTT
F TGAGAAG Imazaki
FOW2- | GAGGAGCCATCGT | Fow2 | 148bp | 60-61 4" »507)
R | CGAGTAG

3.3.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyon) ¢cahismalar

Calismalarda belirlenen virtilenslik ve aviriilens genlerin primerlerini 13 FOL ve
7 FORL izolatlartyla testlenmistir. PCR testlemelerin de genelde 25 pl hacimde bir
reaksiyon karisimi kullanilmistir. Asagidaki PCR bilesenleri ve PCR dongii parametreleri
Cizelge 3.5. ve Cizelge 3.6.’ta gosterilmistir.

Cizelge 3. 7. Molekiiler testlemelerde kullanilan PCR reaksiyon ¢6zeltisinin bilesenleri

PCR Bilesenleri Miktan
2x Dream Taq Buffer (MgCl,) 2,5ul
2.5 mM dNTP 0,5 ul
Taq polimeraz 0,25 ul
10 uM F-Primer 0,75 ul
10 uM R-Primer 0,75 ul
Template DNA (25 ng) 3,0 ul
ddH,0 17,25 pl
Toplam Hacim 25,00 ul
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Sekil 3. 4. Molekiiler ¢alismalarda kullanilan ekipmanlar; a) Elektroforezde kosturulmus
agaroz jelin gorintiilenmesi; b) Polimeraz Zincir Reaksiyon analizilerinin yapildigi
Thermocyle

Cizelge 3. 8. Molekiiler testleme i¢in PCR dongii parametresi

Asama Sicakhik("C) Siire(sn) Dongii
glelnatﬁrasyon % 180 1
Denetiirasyon | 94 30

Baglanma 60 30 37
Uzama 72 60

Son uzama 72 300 1

Her bir primer set i¢in baglanma sicakliklar1 farkli olmasina ragmen yukaridaki
Cizelge 3,6.’da verilen PCR parametrelerindeki denatiirasyon, uzama ve reaksiyon
dongiileri ve siireleri aynidir.

3.4. FOL ve FORL Fenotipik Calismalar

Fenotip caligmalarda 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla domates bitkilerinde
patojenisite testlemeleri yapilmistir. Calismada 5 farkli domates ¢esidi 5 tekerrtirli 3-4
gercek yapragin oldugu donemde inokiile edilmistir. Bitkileri simptomolojik olarak
degerlendirmeleri FOL i¢in 0-4 skalas1 (Altinok ve Kamberoglu 2005) ve FORL i¢in 0-4
skalas1 (Chandler ve Santelman 1968) kullanilarak yapilmstir.
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3.4.1. FOL ve FORL izolatlarinin gelistirilmesi ve testlemeler

Calismada 13 FOL ve 7 FORL izolatlar1 derin dondurucuda saklanan stok
soliisyonlarindan 150 pl alimarak PDA ortamina iyice yayildiktan sonra +28°C’de
inkiibatorde 7-8 giin gelismeleri saglanmistir. Gelisen misel ve sporlar distile su ile hiicre
yayict malzemeyle (Sekil 3.5. c¢) hasat edilerek makro ve mikrosporlarin suya gecmesi
saglanmistir. Su icerisinde toplanan sporlar haemocytometre (Thoma lami1) yardimiyla 1
x107 spor/ml yogunlukta ayarlanarak koklere verilmistir.

Sekil 3. 5. Fusarium izolatlarinin bitki inokulasyonu dncesinde hazirliklari; a) 7 FORL
izolatinin PDA ortaminda gelisimleri; b) 13 FOL izolatinin PDA ortaminda gelisimleri;
¢) Sporlarin saf suya gegmesi hiicre yayici ile kazilmasi

3.4.1.2. Fusarium yogunlugunun belirlenmesi

PDA ortaminda distile su ile miselleri hiicre yayici ile kazinarak sporlarin suya
gecmesi saglanmistir. Hazirlanan su igerisindeki spor konsantrasyonunu belirlemek i¢in
Thoma laminda sayim yapilmistir. Thoma lamin spor sayimi igin kenarlardaki 4
noktasindaki alanlarda (0.1 mm en x 0.1 mm boy X 0.1 derinlik) sporlar sayilarAk bu 4
alandaki sporlarin ortalamasi alinarak spor konsantrasyonlari bulunmustur. Spor
konsantrasyonlar1 faz kontrast Leica marka (Almanya) 151k mikroskobunda sayilmaistir.
Sporlarin ayarlanan son konsantrasyonlar1 1x 107 spor/ml dir.

25



MATERYAL VE METOT G. ERBERK

Sekil 3. 6. Patojenisite testleri icin 13 FOL ve 8 FORL izolatin yogunluklariin
ayarlanmasi; a) Isik mikroskobu (Leica) X10 biiyiitme ile spor sayimi; b) Spor sayimi
icin Thoma lami1 kullanimi ok isareti bolgesine belli miktarda soliisyonun konulmasi; C)
Patojenisite testi i¢in kullanilan 1 %107 spor /ml konsantrasyonu ayarlanmis Fusarium
izolat soliisyonu; d) Isik mikroskobunda Fusarium’ un spor yapilarinin gériiniimii

3.4.2. Fusarium izolatlarimin bitkiye inokiilasyonu

Iklimlendirme odasinda gelistirilen bitkilerin kokleri bistiiri ile yaralar agilarak
inokulasyon gerceklestirilmistir. Hazirlanan inokulasyon soliisyonu igerine bitki kokleri
5-10 dakika aras1 daldirilarak inokulasyon saglanmustir. (Sekil 3.6.)
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Sekil 3. 7. Inokulasyon igin hazirlanmis spor soliisyonu ve domates fideleri

3.4.3. Hastaliklarin skorlanmasi ve él¢iimlenmesi

Domates fidleri 13 FOLizolat1 ile inokule edildikten sonra domates bitkilerdeki
hastalik gelismeleri asagida verilen 5 basamakli 0-4 skalas1 kullanilarak 6lgtimlenmistir
(Altinok ve Kamberoglu 2005). Olgiimlemeler inokiilasyonda sonra 7., 14., 21., ve 28.

giinlerde yapilmistir.

Cizelge 3. 9. FOL ile inokule edilen domates bitkilerinde hastalik miktarinin
Ol¢limlenmesinde kullanilan skala

Hastalik Skoru Fenotipik Hastalik Degerlendirme
0 Koklerde simpton gostermeyen bitkiler(dayanikli)
1 Koklerde %25 hastalik(hassas)
2 Kok dokulainda %50 hastalik(hassas)
3 Koklerde %75 hastalik(hassas)
4 Kokler %100 hastalik(cok hassas)

Inokulasyonda kullanilan 7 FORL patojeni ile inokule edilen domates bitkileri nin
sokiilerek kok ve kok bogazlart incelenerek yapilan hastalik miktar1 dl¢limlemesinde 0-4
skalasina kullanilmistir (Chandler ve Santelman 1968).
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Cizelge 3. 10. FORL ile inokule
Ol¢climlenmesinde kullanilan skala

olmus domates bitkilerinde hastalik miktarinin

Hastalik Skoru Fenotipik Hastalik Degerlendirme

0 Fidede herhangi bir zararlanma yok
(Dayanikl)

1 Fidenin toprak yiizeyi ile birlestigi yerde renk
acilmasi ve kiiciik lezyonlar

2 Daha biiyiik lezyonlar gdvdeyi ¢evirmis
durumda (Hassas)

3 Govdeyi cevreleyen biiyiik lezyonlar, sonugta
konkav bir goriiniim (Hassas)
Organizma zarar1 sonucu 6l bitki (Cok

4 Hassas)

Hastalik siddetin 6l¢iimlenmesi igin:

Townsend- Heuberger formuliine gore hesaplama yapilmistir. Hastalik siddeti

Olcimlemeleri Excel programina aktarilip burada Tukey testine tabi tutimuslardir

% P = 2%+ 100

P: Hastalik siddeti

4N

n: Her skor derece i¢in bitkilerin sayisi

v: Simptom gostermis olan domates bitkilerin skor derecesi

N: Toplam bitki sayist

Istastik analizlerde 13 FOL ve 7 FORL ile inokule edilen domateslerde ayri ayri

hesaplanmistir. Towsend-Heuberg ile % enfekteli bitki oranlar1 bulunmustur.
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4. BULGULAR
4.1. Fenotipik Calismalar

Fenotipik ¢alismalar, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Binasi
icerisinde bulunan 3 No’lu Iklimlendirme odasinda gergeklesmistir. Survey
caligmalarinda toplanan 13 FOL ve 7 FORL izolat1 hassas ve dayanikli domates
bitkilerine inokule edilmistir. Inokiile edilen hassas ve dayanikli domates bitkileri en
virulent, avirulent izolatlar1 belirlenmesini saglamistir. Caligmalar FOL 8 1tk 2 ve FORL
1 izolatlarini en virulent izolatlar olarak ortaya koymustur.

Cizelge 4. 1. Test edilen tiim bitkilerde 7 FORL ve 13 FOL izolatlariyla yapilan
patojenisite testi sonucundaki hastalik oranlari

izolatlar Hastalik izolatlar Hastahk
Oranlan Oranlan (%)*
(%0)*
FOL 8 itk 2 18,752 FORL 15 4,38°
FORL 1 15,94° FOL 5 ik 3 4,38¢
FORL 19 15,94° FOL 6 1rk 3 3,44¢°
FORL 12 14,06° FOL 17 ik 2 1,88f
FORL 20 13,13¢ FOL 11 irk 2 0,949
FORL 9 11,56° FOL 3 1k 2 0,0"
FORL 18 6,88¢ FOL 13 irk 3 0,0"
FOL 2 itk 3 6,25¢ FORL 16 0,0"
FOL 14 1rk 2 6,259 FOL 10 itk 2 0,0"
FOL 4 ik 3 6,25¢ FOL 7 ik 3 0,0"

* Ayni slitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistik olarak 6nemlidir (P>0.05).

Cizelge 4.1.’de yapilan Tukey testinde olasilik (Probability: P) degeri 0.05 ten
biiyiiktiir. Yapilan c¢aligmalarda ayni harfte bulunan hastalik oranlarin ayni siddette
hastalik yaptigin1 géstermistir. en virulent FOL 8 1tk 2 ve FORL 1 izolatlar1 bulunmustur.

4.1.1. Simptomoloji bulgular ve degerlendirme

Simptolojik bulgular, FOL ve FORL hastalik etmenlerinin genel belirtileri
yapraklarda sararma, solma, koklerde kahverengi nekrozlar ve kahverengilesmeler
seklinde gozlemlenmistir. Her domates ¢esidinde ayni tipik simptomlarla karsilagiimistir.
Ancak domates cesidine gore simptomolojik bulgular asagidaki gibi gruplandirilmistir.

4.1.1.1. HX-520 domates ¢esidinde simptomlar ve hastalik skorlamasi

Calismalar, 1-11 ve 13 dayaniklilik genlerini igeren HX-520 domates ¢esidinin 13
FOL ve 7 FORL izolatlariyla inokulasyon sonucunda elde edilen belirtiler Sekil 4.1.’de
gosterilmistir.
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k.

Sekil 4. 1. HX-520 domates ¢esidinde; a) FORL 1; b) FORL 18; ¢) FOLS8 1k 3; d) FOR
15 izolatlarin olusturduklari belirtiler

Patojenisite testleri HX-520 bitkilerinin FORL izolatlarina karsi bir dayanikliliga
sahip olmadigin1 gostermektedir.. FORL 1 izolati bitkilerde yapraklarda sararma ve
solgunluk simptomlar1 (Sekil 4.1. a) olusturmkatadir Ayni belirtiler FORL 18 izolati
icinde gecerli olup yogun bir kloroz yapraklarda goriilmektedir (Sekil 4.1. b). FORL 15
izolat1 solgunluk gdstermeyip yapraklarda tek tarafli sararma olusturmaktadir (Sekil 4.1.
d). HX-520 bitkisinde bulunan ayni zamanda FOL 1rk 3 hastalandirmayan izolatlar tespit
edilmistir. Bunlar ise 7 ve 13 izolatlardir. HX-520 domates i¢in izolatlar ve tekerriirler
arasinda varyans analizi yapilmigtir. Asagidaki Cizelge 4.1 gosterilmistir.

Cizelge 4. 2. HX-520 bitkisinde 7 FORL ve 13 FOL izolatlariyla yapilan patojenisite testi
sonucundaki hastalik oranlari

Izolatlar Hastahk Izolatlar Hastahk
Oranlan Oranlar (%)*
(%)™
FORL 12 4,42 FOL 51rk 3 0,07
FORL 19 3.8 FOL 3 1rk 2 0,0f
FOL 8 1rk 2 3.2 FOL 13 1rk 3 0,0
FORL 1 2 49 FOL 6 1rk 3 0,0
FORL 20 201 FORL 15 0,0
FORL 9 1.08 FORL 16 0,0f
FOL 14 1rk 2 0.0f FOL 10 1rk 2 0,0
FOL 17 1rk 2 0,0f FOL 4 1rk 3 0,0f
FOL 2 1rk 3 0,0f FOL 7 1rk 3 0,07

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistik olarak énemlidir (P<0.05).

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi HX-520 domates bitkisi lizerinde en virulent FORL
12 izolat1 oldugu bulunmustur. Izolatlarin kendi aralarinda HX-520 domates ¢esidine
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olusturduklar1 hastalik oranlarinin ortalamalar1 birbirinden farkli ¢iktigir gosterilmistir.
Yapilan Tukey testinde olasilik (Probability: P) degeri 0.05’ ten biiytiktiir.

4.1.1.2. HX- 596 domates ¢esidinde simptomlar ve hastalik skorlamasi

HX-596 domates bitkisinin 10, 11, 12 ve 13 dayaniklilik genlerine sahip olup bu
bitkiler 13 FOL ve 7 FORL izolat1 ile inokule edilmistir. Inokiilasyondan sonraki 7 giin
icerisinde FORL izolatlarinin bu bitkileri siddetli olarak hastalandirarak lmelerine sebep
olmuslardir (Sekil 4.2 a, b, c ve d).

Sekil 4. 2. HX-596 domates ¢esidinin 7 FORL ve 13 FOL izolatiyla yapilan patojeniste
testleri. Inokulasyondan 7 giin sonra; a, b) FORL 1; ¢) FORL 12; d) FORL 20
izolatlarinin olusturduklari belirtiler

Sekil 4.2’°de HX-596 bitkilerinin FORL1, 12 ve 20 (Sekil 4.2. a,b ve c)
izolatlartyla olusturdugu tipik simptomlar gostermistir. HX-596 domates bitkisi bu 3
FORL izolatlariyla yogun bir sekilde hastanmig olup, oklarla gosterildigi gibi govdelerde
incelme ve kahverengilesmeler, koklerde kahverengilesmeler ve yaprak kenarlarinda
tipik sararmalar gostermistir. HX-596 domates bitkilerinde FOL 1wk 2 ve wk 3
izolatlarinin hastalik olusturdugu bulunmustur. Bu izolatlarin hastalik simptomlart hafif
olsa da bitkilerde zay1f gelisme oldugunda kendilerini daha belirgin olarak gosterebilirler
Ornegin FOL 1k 2, FOL3, FOL7, FOLS veFOL 1rk 3 HX-596 domates bitkilerinde hafif
belirtiler gdstermistir. Bunlarin olusturdugu simptomlar gévdede incelme ve koklerde
zayif gelisme sekline olup laboratuvarda yapilan re-izolasyonlarda bu hastalik
etmenlerinin besi ortaminda misel gelisimlerini basari ile siirdiirdiikleri bulunmustur.
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Cizelge 4. 3. HX-596 bitkilerinin 13 FOL ve 7 FORL izolat1 ile yapilan patojenisite
sonugclari

izolatlar Hastahk izolatlar Hastahk
Oranlan Oranlan
(%0)* (%0)*
FOL 4 irk 3 4,02 FORL 20 1,6°
FORL 9 4,02 FOL 17 irk 2 1,2¢%
FORL 1 4,0 FOL 3 1rk 2 0,6%
FOL 14 irk 2 4,02 FOL 13 1rk 3 0,0¢
FOL 19 itk 2 4,02 FOL 10 irk 2 0,0¢
FOL 8 1rk 2 3,2% FORL 12 0,0¢
FOL 2 irk 3 3,0° FORL 16 0,0¢
FOL51rk 3 2,8 FOL 7 irk 3 0,0¢
FOL 6 1rk 3 2,8° FORL 18 0,0°
FORL 15 2,8 FOL 11wk 2 0,0¢

* Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar istatistik olarak énemlidir (P=>0.05).

Cizelge 4.3 de goriildiigii gibi HX-596 domates bitkisi lizerinde en virulent FOL
4 1rk 3 izolatr oldugu bulunmustur. izolatlarin kendi aralarinda HX-596 domates cesidine
olusturduklart hastalik oranlarinin ortalamalar1 birbirinden farkli ¢iktig1 gosterilmistir.
Yapilan Tukey testinde olasilik (Probability: P) degeri 0.05’ ten biiytiktiir.

4.1.1.3. HT-5160 domates cesidinde simptomlar ve hastalik skorlamasi

HT-5160 domates c¢esidi 10, 11 ve 12 dayamiklilik genlerine sahip cesittir.
Inokiilasyon sonraki 14. Giinde bitkilerde hi¢bir simptom gériilmezken 16. giinden sonra
bitkilerde sararmalar ve ani olarak solgunluk gostermistir. HT-5160 domates ¢esitlerinin
FORL ve FOL izolatlariyla olan inokulasyon sonuglar1 Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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20, lmlat

Sekil 4. 3. HT-5160 domates ¢esidinin; a) FORL 20; b) FORL 15; c) FOL 10 irk 3
izolatlariyla inokulasyondan 16 giin sonraki goriiniimleri

Sekil 4.3 (a) bakildiginda, FORL 20 izolatinin bitkideki simptomlar1 gostermistir.
simptomolojik olarak Fusarium’un tipik belirtiler bulunmustur; govde de
kahverengilesme, bitkinin tek tarafli yaprak sararmasi ve kokte zayiflik,
kahverengilesmis nekrotik lekeler ve sagak koklerde siyrilma siyah oklarla belirtilmistir.
Sekil 4.3 (b) bakildiginda, FORL 15 izolat1 gosterilmistir. Bitki de sararip solma sekilde
belirtiler gostermistir. FOL (1irk 3) 10 izolatiyla inokiile edilmistir. (Sekil 4.3. ¢) Ancak
HT-5160 dayanim gosterdigi i¢in higbir belirti géstermemistir. Saglam bir bitki olarak
gelisime devam etmistir. HT-5160 domates ¢esidi 10, 11 ve 12 dayaniklilik genleriyle cogu
FOL 1k 3, FORL ve FOL 1rk 2 ye kars1 dayanikliligi saglamaktadir. Ancak FORL nin
ozellikle 12 ve 1 no’lu rklarinin hastalik yaptig1 goriilmektedir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4. 4. HT-5160 bitkisinin izolatlardaki hastalik oranlari

izolatlar Hastahk izolatlar Hastalik Oranlari
Oranlan (%)*
(%0)*

FORL 12 4,02 FOL 131k 3 0,08
FORL 1 3,4° FOL 51rk 3 0,0°
FOL 81k 2 3,2° FOL 6 1rk 3 0,08
FOL 19 itk 2 2,4° FOL 4 11k 3 0,0®
FORL 18 2,2¢ FORL 9 0,08
FORL 20 1,4 FORL 15 0,0°
FOL 2 1rk 2 1,0¢ FOL 10 irk 2 0,0°
FOL 14 irk 2 0,08 FOL 111k 2 0,0¢
FOL 17 itk 2 0,08 FOL 31k 3 0,0®
FORL 16 0,0¢ FOL 7 1tk 3 0,0¢

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistik olarak énemlidir (P<0.05).
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Cizelge 4.3’te HT-5160 domates bitkisinde izolatlarin hastalik oranlarindaki
farkliigin1 gostermektedir. Tukey testinde P degeri kiigiik ¢ikmustir. izolatlar arasinda
hastalik yapma siddetinin farkli oldugunu ortaya ¢ikmistir. HT-5160 domates c¢esidinde
en siddetli FORL izolatlar1 oldugunu gostermistir. Teste bakildiginda; FOL 1rk 2’nin orta
diizeyde siddetli hastalandirdigini gostermistir.

4.1.1.4. Fb18-627 domates ¢esidinde simptomlar ve hastalik skorlamasi

Fb18-627 domates c¢esidi Frl dayaniklilik genine sahipolup Patojenisite
testlerinde FORL izolatlarini kontrol ettigini bu nedenle hafif simptomlar olusturdugu
goriilmiistiir. Inokule edilen bitkiler saglikli goriilse de inokulasyondan sonra zayif
gelisme gostermislerdir. Fb18-627 bitkilerinin kokleri incelendiginde sagak koklerde
incelmeler goriilmiis ve kahverengi nekrotik belirtiler olusmamaistir. Besi ortamina alinan
enfekteli koklerde misel gelisimi gdzlemlenmistir. FOLS 1rk 2. izolat1 en virulent hastalik
rki olarak bulunmustur (Cizelge 4.4).

Sekil 4. 4. Fb18-627 domates ¢esidinin 13 FOL ve 7 FORL izolatlaryla
inokulasyonundan sonrki goriinimleri; a ve ¢) FOL2 wrk 3 izolati; b) FOL 8 wk 2
izolatiyla inokiile edildikten sonraki 21. glindeki goriiniimleri

Sekil 4.4 ve Cizelge 4.4 gorildigi gibi Frl dayaniklilik genini igeren bitkiler
FORL izolatlarina karst dayanikliligi saglarken FOL izolatlarina karsi dayaniklilig
kontrol etmemektedir. Calismalar Fb18-627 domates ¢esidinde FOLS 1rk 2 nin en yiiksek
hastalik oranina sahip oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4. 5. Fb18-627 domates bitkilerinin 13 FOL ve 7 FORL izolatlariyla
inokulasyondan sonraki hastalik oranlari

Izolatlar Hastalik Izolatlar Hastalik
Oranlarn Oranlarn
(%0)* (%0)*
FORL 9 4,02 FOL 17 itk 2 0,0¢
FOL 8 1rk 2 3,0% FOL 19 1rk 2 0,0°
FORL 20 2,6 FOL 131k 3 0,0¢
FORL 18 2,2° FOL 4 1rk 3 0,0¢
FORL 1 0,6¢ FORL 15 0,0¢
FOL 3 1rk 3 0,0¢ FORL 16 0,0¢
FOL 21k 2 0,0¢ FOL 7 11k 3 0,0¢
FOL 6 1rk 3 0,0¢ FOL11wk2 0,0¢
FOL 14 irk 3 0,0¢ FOL 10 1rk 2 0,0¢
FOL5 1k 3 0,0¢ FORL 12 0,0¢

* Ayni slitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistik olarak 6nemlidir (P=0.05).

Cizelge 4.4°te Fb18-627 bitkisinin izolatlardaki hastalik oranlarin ortalamalardaki
Tukey testi yapilmistir. Ve izolatlarin birbiriyle olan ortalamalardaki farkli olmadiginm
gostermistir. P degerinin 0.05’ten biiyiik ¢ikmistir. bu domates ¢esidinin en siddetli FORL
9, FORL 18 ve FORL 20 izolatlar1 ve FOL (1rk2) 8 izolat1 oldugunu gostermistir.

4.1.1.5. H-2274 Hassas domates cesidinde simptomlar ve hastalik skorlamasi

H-2274 domates ¢esidi igerisinde Fusarium hastalik etmenlerine karsi bir
dayaniklilik geni icermeyen hassas bir domates ¢esididr. Bu domates ¢esidi 13 FOL ve 7
FORL izolatiyla inokule edildiginde FORL izolatlarinin FOL izolatlarina gore daha
virulent oldugu bulunmustur. (Cizelge 4.5.) Bu domates cesidi 20 FOL ve FORL
izolatlarinda en virulent olan1 ortaya konulmustur.

Patojenisite testlerinde inokule edilen H-2274 domates bitkilerinde 7. Giinde tipik
solgunluk ve 6liimlerin basladigi bulunmus iken (Sekil 4.5 a) kontrol bitkilerinde her
hangi bir belirti bulunmamaktadir (Sekil 4.5 b).
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Sekil 4. 5. H-2274 Domates ¢esidinin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla inokulasyonundan
sonra 7. giindeki gortiniimleri; a) 13 FOL ve 7 FORL izolatin H-2274 gesidi tizerindeki
belirtileri; b) H-2274 domates bitkisinin distile su ile inokule edilen kontrol bitkisinin
gorinimu

Asagidaki  Sekil 4.6’de  FORL 15 izolatin simptomolojik olarak
degerlendirilmistir. H-2274 bitkisinin 21 giinliik inokiile edilmis incelenmistir. Siyah
oklar ile gosterilen yerde kokten govdeye dogru ilerleyen kahverengilesmeler
gbzlenmistir. (Sekil 4.6. a, b, e) bitkinin yapraklarindaki sararmalarina bakilarak skala
degerlendirmesi yapilmistir. (Sekil 4.6.)

—

e
K

Sekil 4. 6. H-2274 Hassas ¢esidin Fusarium patojen (FORL 15.izolat) inokulasyondan
sonra hastalikligin bitki {izerindeki etkisinin degerlendirilmesi; a) bitkinin gévde ve kokte
enine kesit alinmasi; b) bitkinin govde kismindan boyuna kesitler alinmasi; ¢) alinan
kesitle besi ortami olan PDA izolatin gelisimi i¢in yiizey dezekfesiyonun asamasi; d)
bitkinin yapraktaki etkisi: sararma; e) 15. izolatin bitkideki genel etkisinin
degerlendirilmesi
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Cizelge 4. 6. H-2274 hassas domates bitkisi- izolatlardaki hastalik oranlari

izolatlar Hastahk izolatlar Hastalhik

Oranlar Oranlan
(%0)* (%0)*
FORL 1 4,0 FOL 19 ik 2 4,02
FORL 9 3,8° FOL 5 ik 3 3,5
FORL 12 4,02 FOL 6 1rk 3 2,34
FORL 15 2,5¢ FOL 17 ik 2 0,0f
FORL 18 4,02 FOL 31rk 2 0,0f
FORL 20 4,02 FOL 11 1tk 2 0,0f
FOL 2 irk 3 4,02 FOL 13 1rk 3 0,0f
FOL 4 1rk 3 4,0 FORL 16 0,0f
FOL 14 1rk 3 4,02 FOL 10 irk 2 0,0f
FOL 8 1rk 2 4,08 FOL 7 irk 3 0,0f

* Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).

Cizelge 4.5’te hassas domates bitkilerini 20 Fusarium izolatlarinda hastalanma
siddetlerindeki oranlar1 gosterilmistir. Tukey testinde P degerinin 0.05’ten kiigiik
oldugunu gostermistir. izolatlarin kendi arasindaki ortalamalarin farkli oldugunu
gostermistir.

4.2. Molekiiler Calismalar

Molekiiler ¢alismalar, Akdeniz Universitesi Molekiiler Mikoloji Laboratuvarinda
yiirlitiilmistiir. Molekiiler ¢alismalar da domateste sorun olan kok ve kok bogazi hastalik
etmeni 13 FOL ve 7 FORL izolatlar1 genotip olarak karakterize edilmistir. Fusarium
etmenine ait virulensligi saglayan ve ifade eden genleri National Center for
Biotechnology Information iizerinden arastirilmistir. Bu genlerin iiretimini saglayan
specific primerler arastirilarak karakterize edecegimiz toplam 20 izolat i¢in kullanilmigtir.
Boylce bu tez ¢alismasinda 13 FOL ve 7 FORL izolatinin genopitik karakterizasyonu
ortaya konmustur.

4.2.1. Avr genleri

Molekiiler ¢alismalar da Fusarium izolatlarmin hastalik yapabilme yeteneginden
sorumlu konukc¢u ile iligkilerini saglayan Avrl, Avr2 ve Avr3 genlerinin varlig
arastirilmastir.

4.2.1.1. Avrl genin Fusarium izotlarindaki varhg

Avrl geninin durumu DNA’lart izole edilen 13 FOL ve 7 FORL izolati
kullanilarak PCR ile varlig1 arastirilmistir (Sekil 4.7). Calisma 3 defa farkli zamanlarda
13 FOL ve 7 FORL izolatlartyla tekrarlanmistir. Tiim PCR analizlerinde Avrl geninin
varlhigi 13 FOL ve 7 FORL izolatinda tespit edilmemistir (Sekil 4.7). Yapilan
amplifikasyon ¢aligsmalarinda Avrl geni i¢cin Fusarium izolatlarinda 967 bp lik bir bant
beklenirken herhangi bir bant tiretimi bulunamamuistir (Sekil 4.7).
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M123456 78 91011121314151617 1819 20

1000 bp
500 bp

100 bp

Sekil 4. 7. Avrl geni icin spesifik primer setiyle yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
tirtinlerinin %1.5” luk agaroz jeldeki goriintiisii

4.2.1.2. Avr2 genin Fusarium izotlarindaki PCR c¢alismasi

Yapilan molekiiler calismalarda Avr2 geninin varligi 13 FOL ve 7 FORL i¢in
aragtirtlmis sadece FOL 5 1rk 3 ve FOL 13 1rk 3 izolatlarinda varligi tespit edilmistir (Sekil
4.8). Yapilan PCR analizleri Avr2 geninin bu iki FOL izolatinda 608 bp biiyiikliigiinde
bant olusturdugunu ortaya koymustur (Sekil 4.8).

B 91011 12 13141518 17 1819 20

608 bp

Sekil 4. 8. Toplam 20 Fusarium izolatinin Avr2 geniyle PCR analizlerinden sonra %1.5
luk agaroz jel goriintiisii

4.2.1.3. Avr3 genin Fusarium izotlarindaki PCR calismalari

Avr3 genin 13 FOL ve 7 FORL izolatlariyla yapilan PCR analizlerinde Avr3 geni
FOL 5 1tk 3 ve FOL 13 1rk 3 izolatlarinda 992 bp biiyiikliigiinde bant vermistir (Sekil
4.9). Boylece Avr3 geninin varligr sadece FOLS5 1k 3 ve FOL13 irk 3 izolatlarinda
bulunmustur (Sekil 4.9).
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34 567 8 91011 1213141516 17181920

1000 bp
592 bp

S00 bp

108 bp

Sekil 4. 9. Toplam 20 Fusarium izolatinin Avr3 geniyle PCR analizlerinden sonra
%1.5’luk agaroz jel goriintiisii

4.2.2. Hastalik yapabilme virulenslik genlerinin PCR calismalari

Molekiiler calismalar 13 FOL ve 7 FORL izolatinin, genotipik olarak
karsilastirma olanagi saglamistir. Hastalik yapabilme yetenegini belirleyen virulensliklik
genleri PCR ¢aligmalariyla analiz edilmis ve bu genlerin olusturan amplifikasyon tirtinleri
PCR ile ¢ogaltilmistr.

4.2.2.1. 13 FOL ve 7 FORL izolatlarinda Fgal geni i¢in yapilan PCR ¢alismalari

Molekiiler c¢alismalarda Fusarium izolatlarinda virulensligi saglayan Fgal
geninin varligr arastirilmistir. Caligmalarda PCR yontemiyle 13 FOL ve 7 FORL
izolatinda 180 bp bant elde edilmistir (Sekil 4.10). Virulenslikten sorumlu olan Fgal
geninin durumu tiim izolatlarda ve bu genin kodladigi proteinlerin de tiim izolatlarda
bulundugu anlasilmaktadir.

& 510111232 14 151617 181920

180 bp

Sekil 4. 10. Fgal virulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5 luk agaroz jeldeki goriintiisii

4.2.2.2. FOL ve FORL izolatlarimin Snfl geni ile PCR ¢alismalar:

Molekiiler olarak yapilan PCR calismalarinda Snfl virulenslik geninin test edilen
13 FOL ve 7 FORL izolatinda 117 bp biiyiikliiglinde bant olusturdugu bulunmustur (Sekil
4.11).
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. 810 M 1112 1314 151617 18 19 20

500 bp

200 bp
150 bp -3
100 bp
50 bp
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Sekil 4. 11. Snfl virulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5 luk agaroz jeldeki goriintiisii

4.2.2.3. FOL ve FORL izolatlarimin Frpl geni ile PCR c¢alismalari

Calismalarda 13 FOL ve 7 FORL izolatlart Frpl geninin spesifik primerleriyle
PCR yonteminde amplifikasyonlar1 yapilmigtir. PCR analizlerinde tim 13 FOL ve 7
FORL izolatinin %1.5 luk agoroz jelde 180 bp biiyiikliigiinde bant olusturudugu
bulunmustur (Sekil 4.12).

M1 2 3 4 5 6 7 8 8 1011 12 12 14 15 16 1713 15 20

1000 bp

500 bp
180 bp
100 bp

Sekil 4. 12. Frpl avirulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5’luk agaroz jeldeki goriintiisii

4.2.2.4. FOL ve FORL izolatlarimin ChsV geni ile PCR ¢alismalari

Calismalarda Fusarium izolatlarinda kitin sentaz geni olan ChsV molekiiler PCR
analizleriyle arastirilmistir. PCR analizleri 13 FOL ve 7 FORL izolatinda chsV geninin
180 bp biiytikliikte bant olusturdugunu ortaya koymustur (Sekil 4. 13).
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M12 324 %56% 3% 10188149 160208920

R Y T R T T I — 180 bp

Sekil 4. 13. ChsV virulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5’luk agaroz jeldeki goriintiisii

4.2.2.5. FOL ve FORL izolatlarimin Pgl ve PI1 genleri ile PCR ¢alismalar:

Molekiiler g¢alismalar, Fusarium etmenlerinin konukgudaki hiicre duvarinda
bulunan pektinleri yok etmesini saglayan ve pektinaz enzimi tiretiminden sorumlu Pgl
ve PI1 genlerinin durumu 13 Fol ve 7 FORL ig¢in arastirilmistir. Pgl geni test edilen
FORLI1, FROL15, FORL16 ve FOL10 1rk 2 de 798 bp lik bir ampkifikasyon iiretmedigi
1.5 luk agaroz jel iizerindeki goriintiisiinden anlasilmistir (Sekil 4. 14).

6 7 & 5 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

WY we e 490 O 0P e §P e o 0 T wo e I oy 798 bp
- o
—

L=
e L - C R '“""H

-

Sekil 4. 14. Pgl virulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5” luk agaroz jeldeki goriintiisii

Diger taraftan Fusarium patojenlerinde pektat liyaz tiretimini saglayan pll geni
sadece FORL20 izolatinda 340-350 bp biiyiikliigiinde bir bant olusturmustur (Sekil 4.15).
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34 567 B910111213141516 1718 1320

340-350 bp

Sekil 4. 15. PI1 genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR amplifikasyonundan
sonra %1.5’ luk agaroz jeldeki goriintiisii

4.2.2.6. FOL ve FORL izolatlarmmin Xy12 geni ile PCR c¢alismalari

PCR ¢alismalarinda Xy12 geni 13 FOL ve 7 FORL izolatlariyla analiz edilmistir
Calismalarda kullanilan tiim izolatlar 509 bp bant vermistir (Sekil 4).

1011 312 12 14 15 46 17 18 19 20

509 bp

Sekil 4. 16. Xy12 virulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5” luk agaroz jeldeki goriintiisiigenin jel goriintiisii

4.2.2.7. FOL ve FORL izolatlarnmn Fem1 geni ile PCR ¢alismalar:

Molekiiler calismalarda, test edilen 13 FOL ve 7 FORL izolatindan FORL 20
disindaki izolat hari¢ tiim izolatlar 358 bp biiyiikliiglinde bant olusturmuslardir (Sekil 4.
17). Bu sonu¢ Feml geni ile onceki PI1 geni arasinda ters bir iligki oldugunu
gostermektedir.
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1000 by

500 bp 358 bp

100 bp

M 11 12 513 14 15 16 17 18 19 20
1000 by

500b
P 358 bp

100 bp

Sekil 4. 17. Feml virulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5’ luk agaroz jeldeki goriintiisii

4.2.2.8. FOL ve FORL izolatlarimin Argl geni ile PCR c¢alismalari
Yapilan molekiiler ¢alismalarda, Argininosiikinat liyaz (Argl) genine bakilmistir.

PCR analizlerinde tiim test edilen 13 FOL ve 7 FORL izolatinin 145 bp biiytikliigiinde
Argl genini amplifike ettigi bulumustur (Sekil 4. 18).

145 bp

Sekil 4. 18. Argl virulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5” luk agaroz jeldeki goriintiisii
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4.2.2.9. FOL ve FORL izolatlarinin Fmk1 geni ile PCR ¢alismalari

Calismalarda, Fusarium etmenlerinde bulunan en 6nemli virulenslik genlerinden
biri olan mitojenle aktive edilen protein kinaz olusumundan sorumlu Fmk1 geni
aragtirtlmistir. PCR analizleri sonucunda elde edilen iiriinlerin %1.5’luk agaroz jeldeki
gorlntiilerinden tiim 13 FOL ve 7 FORL izolatinin 90 bp biiytikliikte bant iirettikleri
bulunmustur (Sekil 4.19).

v

3 91011121314 1516171815 20 M

Eﬂhb R e e e

Sekil 4. 19. Fmk1 virulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5’ luk agaroz jeldeki goriintiisii

4.2.2.10. FOL ve FORL izolatlarimin Fowl ve Fow?2 genleri ile PCR ¢alismalari

Molekiiler ¢aligmalarda, Fusarium’un viriilensligini saglayan ve hiicresel olaylar
aktive eden mitokodriyal tasiyict (Fowl) ve trankripsiyon faktorii (Fow2) genlerinin
varhig1 aragtirrmigtir. Bu Fowl ve Fow?2 genleri 6zellikle Fusarium etmenlerinin konuk¢u
domates tarafindan olusturulan savunma ve dayaniklilik mekanizmalarinin asilmasinda
kullanilan proteinleri olusturmaktadirlar.

3 67 8 9510 M13-12 13 1415 1617 181920

L
=

Sekil 4. 20. Fowl virulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5 luk agaroz jeldeki goriintiisii genin jel goriintiisii

PCR analizlerinde FOL14 1rk 3 disindaki tim 12 FOL ve 7 FORL izolatinin 116
bp biiyiikliikte bant olusturdugu bulunmustur (Sekil 4.21). Yukarida en virulen olarak
bulunan FOL14 1tk 2 nin bu geni iiretmemesi onun virulensliginde farkli bir genin
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sorumlu oldugunu gostermektedir. Diger taraftan Fow 2 geni ile yapilan PCR
calismalarinda tiim test edilen 13 FOL ve 7 FORL izolat1 148 bp de bant vermektedir
(Sekil 4.21).. Bu durum Fow?2 geninin virulenlikte tim FOL ve FORL izolatlar1 i¢in

onemli oldugunu gostermektedir.

M1 2 3 456 7 89 10 L 1112 131415 161718 19 20

500 bp

e
200 bp . '
150 bp b bk el S 148 bp
100 bp =
50 bp

Sekil 4. 21. Fow?2 virulenslik genin 13 FOL ve 7 FORL izolatiyla yapilan PCR
amplifikasyonundan sonra %1.5’ luk agaroz jeldeki goriintiisii
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5. TARTISMA

Bu calisma ile kishk domatesin merkezi olan Antalya Domates Uretim
Alanlarindan  izole Edilen Fusarium izolatlarmin  Genotipik Ve Fenotipik
Karakterizasyonu gergeklestirilerek, domates iiretimi yapilan yerlerde hangi FOL ve
FORL hattinin bulundugu anlagilmistir. Bdylece Fusarium hastaliklarinin oldugu
seralarda hangi ticari dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi gerektigine karar verilebilecektir.
Gelecekte yapilacak ¢aligmalar i¢in Fusarium genotipleri tespit edilmis olup, bitkilerdeki
bu Fusarium izolatlarinin hangi genlerini aktive ederek konuk¢u domates bitkilerinde
hastaliklar olusturdugu konularinda c¢ok oOnemli bilgiler elde edilmistir. Konukc¢u
dayaniklilik genleri ile Fusarium izolatlar1 arasindaki gen-i¢in gen teorisine uygun
iligkiler ortaya koymus olup gelecekte CRISPR-CAS9 gibi tek bir bazlik molekiiler
editing teknolojileri kullanilarak tiim izolatlara dayanikli domates c¢esitleri
tiretilebilecektir.

Calismalarda 13 FOL ve 7 FORL izolatlar1 kullanilmis olup bunlardan FOL 5 1rk
3 ve FOL13 1rk 3 izolatlarinda Avr2 ve Avr 3 geni bulunmus olup bu genlerin kodladig1
proteinlerin bu izolatlarin hastalik yapabilmesinde gorev aldig1 anlasilmaktadir.
Kullanilan 5 ticari domates ¢esitler tizerinde dayaniklilik genleri ile 13 FOL ve 7 FORL
izolat1 arasinda konukgu-patojen iligkisini varligi anlagilmistir. Nitekim, ticari
domateslerin sahip oldugu. | ve I-1 dayaniklilik genlerinin patojenin Avrl geni, I-2
dayaniklilik geninin patojenin Avr2 geniyle ve I-3 dayaniklilik geninin patojenin Avr3
geni ile iliski icerisinde oldugu anlasilmistir. Bu sonuglar daha dnce yapilan ¢aligmalarla
ayni sonuglar1 icermektedir (Houterman vd. 2008; Houterman vd. 2009). Patojen Avrl
geni tarafinda kodlanan Six4 proteini sadece FOL irk 1 izolatlarinda bulunurken, Avr2
tarafindan iiretilen Six3 proteini ise FOL 1rk 2 ve irk 3 izolatlarinda bulunmaktadir. Bu
sonuglar Lievens vd. 2009 bulduklar1 sonuglarlar 6rtiigmektedir. Ayn1 zamanda H-2274
domates ¢esidi FOL 1rk2 ve 1rk 3 etmenlerinin kodladigi Six4 ve Six3 proteinlerinin

karsilik herhangi bir dayaniklilik proteinin bulunmadig1 gostermektedir (Houterman vd.
2009).

Molekiiler ¢alismalarda poligalakturanaz enzimini tireten Pgl geni bulunmayan
izolatlar FORL 1, FOL 10 irk 2, FORL 15 ve FORL 16 olarak bulunmustur. Bu izolatlarin
patojesite testlerinde virulensliginin diger test edilen izolatlara gore daha az olmasinin
nedeninin poligakturanaz proteininin iiretilememesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Nitekim FORL 1 izolatinda Pgl geninin bulunmamasinin bu izolatin
virulenslenliginin azldig1 rapor edilmistir (Huertas-Gonzalez vd.1999). Ciinki
poligalakturanaz proteini konukg¢u hiicrenin suda eriyebilen polimer yapilarinin
pargalanmasindan sorumlu olup bu polimer yapilar Fusarium etmenleri tarafindan besin
olarak kullanlmaktadir (Huertas-Gonzalez vd.1999).

Bu tez ¢calismasinda 13 FOL ve 7 FORL izolatinda PCR analizleri sonucunda Avrl
geninin varlig: tespit edilememistir. Ancak FOL 5 1tk 3 ve FOL 13 wrk 3 izolatlarinda
Avr2 v Avr3 geni oldugu bulunmustur. Yapilan patojenisite testlerinde bu FOL 5 1irk 3 ve
FOL 13 1rk 3 orta derece hastalik olusturmustur. Bu sonuglar bize Avrl geninin 6zellikle
patojenik Fusarium izolatlarinda bulunmadigi gostermektedir. Daha once Livens vd.
2009, Vander Does vd. 2008 ve Rabiei- Motlagh vd. 2017 tarafindan yapilan ¢aligmalarda
Avrl, Avr2 ve Avr3 geni iceren FOLO12 izolatinin non-patojenik bir izolat oldugu
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belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismalar Fusarium etmenlerinde virulensligi belirleyen genin
Avr3 geni oldugu 6ne siiriilmiistiir. Ancak bu 6ngoriinin dogrulugu tartisilmakla birlikte
Avr3 genine sahip 2 FOL izolat1 orta derece virulent olmasi ¢alismada elde edilen
sonuglarin giivenilirligini artirmaktadir.

Molekiiler ¢alismalar 13 FOL ve 7 FORL izolatlarinin konukg¢u hiicre duvarlarini
pargalayip besinlerini almay1 saglayan Snfl, Frpl ve Chsv genlerinin varligini ortaya
koymus olup bu genlerin tiim test edilen izolatlarin virulensliklerinde etkili oldugu
anlasilmistir. Bu sonuclar daha 6nce yapilan calismalarla Ortlismekte olup konukgu
hiicrenin duvarini pargalayan virulenslik genlerinin 6nemini ortaya koymaktadir (Jonkers
ve Rep 2009, Ospina - Giraldo vd. 2003).

Rana vd. (2017) yaptigi ¢alismada Fusarium graminearum, FOL, Fusarium
solani ve Fusarium verticillioides tiirlerini karsilastirmislar ve konukguya 06zgii
virulensligi saglayan genleri tanimlamislardir. Ancak konukcuyla hastalik etmeninin
virulensligi arasindaki iliski de hala hangi genlerin 6nemli rolleri oldugu tartisilmaktadir.
Bu virulenslik genlerinden 12 tanesi bizim ¢alismalarimizda test edilmis ve 13 FOL ile 7
FORL izolatindaki durumlari belirlenmistir. Ancak ¢alismalarda kullanilan | dayaniklilik
genlerini igeren domates ¢esitlerininde durumlart da molekiiler olarak testlenmeliydi. Bu
calismada ticari domates ¢esitlerinde | genlerinin durumlarinin testlenmemesi konukgu-
patojen iliskilerinde bir noksanlik olarak goriilebilir. Bu nedenle ticari domates
cesitlerinin | dayaniklilik genlerinin testlenmesi ve hastalik oranlarinin bu agidan tekrar
analizleri caligmamiz1 farkindalik katacaktir.

Bir¢ok farkli ¢alismalarda ‘H-2274’ ¢esidin Fusarium a karsi hassas oldugunu
bildirilmistir. Bu ¢alisma da 20 FOL ve FORL izolatin bazi izolatlara karsi tolerans
oldugunu gosterilmistir. Bunun nedeni ise; Fusarium patojenisiteyi saglayan genlerin
mutasyonu ve bu genlerin fonksiyon yapilarin degistirdigini ve virulensligi azalttigini
diistiniilmektedir.

Can ve Calis (2017) yaptiklar1 tez calismasinda 20 yabani domates hatlar
testlenmistir ¢calismada FORL 12 ve FOL (irk 3) 14 izolatlar1 kullanilmistir. Daha 6nceki
caligmalarda bu izolatlarin daha viriilent oldugunu gézlenmistir. Bu tez calismmasinda
ticari ¢esit kullanilmistir. 20 FOL ve FORL izolatlarini test edilmistir. Ticari gesitlerle
FORL 12 ve FOL (irk 3) 14 izolatlarinda en virulent oldugunu yine bu calismada
dogrulanmistir.

Antalya merkez ve ilcelerinde domateste survey calismalart yapilmis olup,
Fusarium solgunluk hastalik etmenleri olan FOL ve FORL olusan toplamda 20 izolat elde
edilmistir. Elde edilen izolatlarin 13 adedi FOL ve 7 adedi FORL olarak tanilanmistir. Bu
calismada izole edilen 13 FOL ve 7 FORL hastalik etmenlerinin virulensligi saglayan
genler molekiiler ¢alismalarla karakterize edilirken patojenisite testleriyle bu fungal
izolatlarin dayaniklilik gen(ler)i iceren ve igermeyen domates bitkilerinde olusturduklar
hastalik miktarlar1 olgtimlenerek konukgu-patojen iligkilerini ortaya koyulmaya
caligilmistir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alisma ile test edilen 13 FOL izolatin farklt domates fenotiplerinde FOL 8 1rk
2 ve FOL 19 wk 2 izolatlarinin hastalik siddetinin yiiksek oldugu bulunmustur.
Calismalarda test edilen 7 FORL izolatin farkli domates fenotiplerinde FORL 1 ve FORL
9 izolatlarinin hastalik siddetinin yiliksek oldugunu gostermistir. Boylece ¢alismalar 13
FOL ve 7 FORL izolatinin test edilen bitkiler iizerindeki virulensligi agik¢a ortaya
konmustur. Gelecekte ¢calismalarin yapildigi alanlarda bu izolatlarin genotipik 6zellikleri
belirlendigi icin hangi dayanikli ticari cesitlerin kullanilmasi gerektigi, hangilerinin
kullanilmamas1 gerekti anlagilmistir

Akdeniz Bolgesi Antalya ili ve ilgelerinde 2015-2016 yillarinda yapilan siirvey
caligmalarin da elde edilen toplam 20 izolatin ilk defa genotipik ve fenotipik 6zellikleri
bu ¢alismayla ortaya konmustur. Genotipik karakterizasyonda molekiiler olarak yapin
PCR analizlerinde 13 FOL ve 7 FORL izolatin F box protein, endoglukinaz, MAP kinazi,
argunulinaz, trankripsiyon faktorleri ve Kitin sentaz proteinlerii iireten genlerin durumlari
analiz edilmistir. Ozellikle bu genlerin Fusarium etmenlerinin virulentligini nasil
etkiledikleri bulunmustur. Yine bu PCR analizlerinde avirulentlik genlerinden 3 tanesi
test edilmis bunlarla ticari domatesler arasindaki gen-i¢in-gene ilisikis ortaya konulmaya
calisilmigtir.

Calismalarda 13 FOL ve 7 FORL izolatlarinda FOL 5 1rk 3ve FOL 13 1rk 3 izolatlarinin
Avr2 ve Avr3 genlerini i¢erdikleri bulunmustur.

Fenotipik calismalar da 13 FOL ve 7 FORL izolatlarinin farkli domates
genotiplerinde olusturmus oldugu belirtiler ve hastalik oranlari ortaya konmustur. Bu
sonuglara dayanikli bitkilerle Fusarium izolatlar1 arasinda konukgu-patojen iliskileri
ortaya konmustur.
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8. EKLER

EK 1: PDA besi ortamin hazirlanmasi

500 ml ddH20

20 gr Patates Dekstroz Agar (Merck)

Otoklavda 121 °C’de sicaklikta 1 atm basingta 20 dakikada steril yapilmigtir.
EK 2: Total niikleik Asit izolasyonun CTAB soliisyonu

1 M Tris pH 8.0 100 ml;

0.5 M EDTA (Ethylenediaminetetra Acetic acid Di-sodium salt) pH 8.0 40 ml;
5 M NaCl ( Sodium Chloride ) 280 ml;

H20 400 ml;

20 gr CTAB (Hexadecyl trimethyl-ammonium bromide)

Manyetik karistiricida 60°C’de karistirarak CTAB kmyasalin erimesine saglanmistir.
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