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MAKALE BILGISI 0z

Hatay iline bagli kayisi alanlarinda ve ev bahgelerinde 2014 yili yaz aylarinda arazi ¢aligmalari
Arastirma Makalesi gergeklestirilmistir. Arazi galigmalari sirasinda sararma, solgunluk ve kok curikligii gibi

belirtiler gosteren kayisi bitkilerinden 6rnekler alinmigtir. Hastalikli bitki dokulari yiizeyden
Gelis 10 Ocak 2018 dezenfekte edildikten sonra iginde tetrasiklin bulunan PDA ortamma ekilmistir. Bes giinliik
Kabul 22 Mayis 2018 inkiibasyonun ardindan, gelisen fungal koloniler mikroskobik ve makroskobik ozelliklerine

gore teshis edilmigtir. Toplam 30 izolat Macrophomina phaseolina olarak teshis edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Tim izolatlar tek mikrosklerot ya da hif ucu yontemleri ile saflastirilmis ve +6°C’de
Kayist saklanmistir. Her bir izolattan 10mm ¢apinda diskler alinarak PDA ortamina transfer edilmis
Macrophomina ve 15, 20, 25 ve 30, 35 ve 40°C sicakliklarda gelismeye birakilmstir. Optimum gelisme
Patojenisite sicakligi 25 ve 30°C olarak tespit edilmistir. Klorat fenotiplerini belirlemek amaciyla tiim
Klorat fenotipi izolatlar 120mM potasyum klorat igeren minimal ortamlarda gelistirilmis ve sonugta 30

izolatin 21’1 siki, 6’s1 parcali ve 3’l ise sinirlt gelisim gostermistir. Lokasyon ile fenotip

Kok ¢iirikligii AR S TS . Lo
arasinda herhangi bir iliskiye rastlanmamustir. Patojenisite testinde, tiim izolatlar kayisi,
*Sorumlu Yazar: yerfistigi, soya, misir ve kavun bitkilerine inokule edilmis ve 21 giinliik inkiibasyon siiresinin
E-mail: ftok@mku.edu.tr ardindan hastalik siddeti 0-4 skalasi kullanilarak belirlenmistir. Hastalik siddeti en yiiksek 3,87

ile kayisi bitkilerinde olusurken, yerfistigi, soya, misir ve kavun fidelerinde orta diizeyde
hastalik siddetinin olustugu ve aralarinda istatistiksel olarak bir farkin olmadigi tespit
edilmistir. Molekiiler ¢alismalarda 14 farkli RAPD primeri kullanilmis olup, agaroz jel
lizerinde olusan 51 bandin 14’l polimorfik olarak bulunmustur. Filogenetik agag iizerinde 2
temel grup gozlenirken, bu iki grupta pek ¢ok alt grubun olustugu gézlenmistir. Olusan gruplar
ile lokasyonlar, sicaklik tepkileri, klorat fenotipleri ve patojenisiteleri arasinda herhangi bir
iligkinin bulunmadig tespit edilmistir.
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Growth Rate, Aggressiveness, Chlorate Phenotypes and Genetic Variability of Macrophomina phaseolina Isolates
from Apricot Plants

ARTICLE INFO ABSTRACT
Surveys were conducted in apricot orchards and gardens in Hatay province of Turkey in 2014
Research Article summer season. Apricot plants showing yellowing, wilting and root rot symptoms were
collected. Infected plant tissues were surface sterilized and transferred to PDA medium which
Received 10 January 2018 contains tetracycline. After 5-days incubation period, fungal colonies were identified based on
Accepted 22 May 2018 their microscopic and macroscopic characteristics. Totally, 30 isolates were identified as
Macrophomina phaseolina. All the isolates were subcultured by single microsclerotia or
Keywords: hyphal tip techniques and kept in +6°C room conditions. Discs of 10mm from each isolate
Apricot were transferred to PDA medium and kept in 15, 20, 25, 30, 35 and 40°C temperature
Macrophomina conditions and optimum growing temperatures were determined as 25 and 30°C. For
Pathogenicity phenotypical c_haracterizations, all isolates were grown on minimal medium containing
Chlorate phenotype 120mM potassium chlorate and 21 of 30 were observed to be dense, 6 were feathery and 3
Root rot were restricted, respectively. According to results, there was no correlation between location
and phenotype. For the pathogenicity tests, isolates were inoculated onto apricot, peanut,
“Corresponding Author: soybean, maize and melon plants and disease severity was measured by using 0-4 scale after
E-mail: ftok@mKku.edu.tr 21-days incubation period. The observed disease severity was very high on apricot with the

value of 3.87 and moderate on the other plants. There was no difference in disease severity on
peanut, soybean, maize and melon seedlings statistically. For molecular characterizations, 14
RAPD primers were used and based on the analysis, 14 of 51 bands were found to be
polymorphic. According to phylogenetic analysis, the isolates were grouped into 2 main
clusters with many of sub-clusters. No correlation was observed between clusters and
locations, temperature responses, chlorate phenotypes or pathogenicity.
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Giris

Diinya capinda yayilmis, 75 farkli familyadan 500’{in
tizerinde bitki tiiriinde hastalik olusturan Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid, toprak kokenli fungal bir
patojendir. ilk kez Hindistan’da bildirilmis olup daha
sonra Iran, Liibnan, Meksika, Suriye, Tiirkiye, Amerika
Birlesik Devletleri, Avustralya, Etiyopya ve Pakistan’in
farkli bolgelerinden bildirilmistir (Westerlund ve ark.,
1974). Bitki patojeni bir fungus olan Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid.’in literatiirde birgok sinonimleri
yer almaktadir (Karaca, 1974).

M. phaseolina her ne kadar bitkilerde erken donemde
¢okerten seklinde ortaya ¢iksa da, fungusun zarari daha
¢ok yetiskin dénemde ortaya ¢ikmaktadir. Etmen yetigkin
donemde bitkilerin kok, kdk bogazi ve gdvdesinde
guriiklikler olusturmaktadir. Hastalik bitkinin  kok
bogazindan yukariya dogru ilerleyerek govdenin ig
kisminin ¢ilirlimesine ve bosalmasina sebep olmaktadir.
Bu belirtilerinden dolay1 hastalik “6ziikuru” olarak da
adlandirilmaktadir (Karaca, 1974). Hastalik etmeni pek
cok bitkiye saldiran toprak kokenli bir bitki patojeni olup,
biiyiik 6l¢iide dnemli kiiltiir bitkilerinden olan yer fistigs,
pamuk, aygicegi, nohut, yonca, patates, tatli patates, seker
pancari, lahana, biber, kabakgiller, soya fasulyesi, ¢ilek,
turunggiller ~ ve  Rosaceae  familyasinda  zarar
olusturmaktadir (Pearson ve ark., 1987). Kok ve kok
bogaz1 ¢iiriikligii [Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid.] daha ¢ok 1liman iklim boélgelerini seven, tropik ve
subtropik iklimlerin hakim oldugu alanlarda yaygin olarak
goriilen bir hastaliktir. Karaca (1974), Bremer (1944)’e
atfen hastaligin Tiirkiye’de ilk defa 1942 yilinda Izmir ve
Ankara’da pamuk, anason, susam, tiitlin, patates, biber ve
patlicanda tespit edildigi bildirmistir. Daha sonraki
calismalarda fungusun Ulkemizde aygicegi, kavun, soya
fasulyesi, fasulye ve tiitiinde de yaygin olarak zararlar
olusturdugu kaydedilmistir (Karcilioglu ve ark.,1985;
Arca ve Yildiz, 1990; Yildiz ve ark., 1994; Tatli ve Sagur,
1992; Giirkan, 1995).

M. phaseolina, ozellikle hastalik olusturdugu
bitkilerin stres kosullarindan dolayr zayiflamasi ve
susuzluk  stresi  durumlarinda daha ¢ok  zarar
olusturmaktadir. Etmen, topraktaki su varligma ve
miktarina bagl olarak bitkilerde ¢ok genis bir sicaklik
araliginda, 20°C’dan  35°C’ye  kadar  hastalik
olusturabilmektedir (Dhingra ve Sinclair, 1973; Olaya ve
Abawi, 1996). Etmen daha ¢ok bitkilerin ileri
donemlerinde goriilmesine karsin fidelerde de siddetli
hastalik olusturmaktadir. Bu hastalik bitkinin fide
devresinde baslayip sonucunda Oliimiine kadar devam
eden bir hastalik olarak tanimlanabilir. Ancak hastaliga
her konuk¢unun fide doneminde rastlanilmamaktadir.
Bazen hasta bitkide higbir belirti olusmadan ¢iceklenme
donemine kadar kalmakta ve hastaligin ilk belirtileri bu
donemde gozlemlenmektedir. Belirtilerin gec
goriilmesinde konukgu bitki oldugu kadar toprak ve iklim
kosullarinin da ¢ok fazla etkisi bulunmaktadir (Karaca,
1974). Cogunlugu eckonomik olarak ©nemli olan
baklagiller, tahillar, sebzeler, lif bitkileri ve meyve
agaclarinda hatir1 sayilir zararlar olusturmaktadir. M.
phaseolina‘nin Tirkiye’de kayisilardaki varligini ilk kez
Yildirim ve ark (2011) bildirilmislerdir.

M. phaseolina tohum ve toprak kokenli bir patojen
fungus olarak tamimlanir. Hastalik, bulasik toprakla
birlikte rahatlikla taginabilir (tarim aletleri, sulama suyu,
hayvanlar ve riizgar ile tasinan toprakla). Fungus, kisi
bulagik topraktaki bitki artiklarin  iizerinde veya
tohumlarda sklerot ya da piknidyum olarak gecirebilir.
Fungusun genetik, fizyolojik, morfolojik ve patolojik
degiskenliginin bulunmasi, ¢ok farkli ¢evre kosullarina
uyum saglamasint  ve yasamiin  siirdiiriilmesini
kolaylastirmaktadir (Manici ve ark., 1995; Mayek-Perez
ve ark., 1997). Hastalik etmeni toprak kdkenli bir patojen
fungus olup, toprakta uzun yillar canliligini siirdiirebildigi
ve 500%in iizerinde konukgusu bulundugundan dolay1
hastalik ile miicadele oldukc¢a zor olmaktadir. Ortii ile
toprak solarizasyonu ve dar alanlarda fumigasyon,
dayanikli  ¢esitlerin  gelistirilmesi,  dengeli  bir
giibrelemenin uygulanmasi, ge¢ ekim yapilmasi, iiriin
rotasyonu ve sulamanin uygun sekilde ayarlanmasi gibi
yetistiricilikle ilgili 6nlemler alinarak hastalik ile kismen
miicadele edilebilmektedir.

Bir patojen ile etkin miicadele edilebilmesi i¢in onun
patojenik,  morfolojik,  fenotipik ~ ve  genotipik
karakterlerini bilmek ve miicadele stratejilerini onun zay1f
yonlerine gore diizenlemek gerekmektedir. Ozellikle
patojenin saldirganligi baz alimarak bu parametrenin
biiylime hiz1 yada diger morfolojik 6zellikler ile, klorata
dayanikli yada hassas olmasi ile ve genetik olarak
birbirine yakin bireylerin saldirganliklar: ile uzak olan
bireylerin saldirganliklar1 arasinda bir iliskinin bulunup
bulunmadiginin  arastirilmast  6nem arz etmektedir.
Miicadele agisindan bir popiilasyonda mevcut olan
cesitliligi bilmeden uygulanacak herhangi bir &nlem
popiilasyonda g6z ardi edilecek olan ve daha saldirgan bir
alt grup ile karsilagilmasi halinde etkisiz kalma ihtimali
yiiksektir. Bu nedenle bir patojen popiilasyonunda
mutlaka patojenite ile ilintili olabilecek tiim &zelliklerin
aragtirllmas1  gerekmektedir. Bu baglamda, kayisi
bitkilerinden elde edilmis M. phaseolina’nin morfolojik
ve patojenik karakterizasyonu, Kklorat fenotipleri ile
RAPD analizleri konularinda Ulkemizde yapilmis
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismanin
amaci, kayisi bitkilerinden elde edilen Macrophomina
phaseolina izolatlarmin sicaklik istekleri, patojenisiteleri,
klorat ~ fenotipleri ~ ve  genetik  cesitliliklerinin
belirlenmesidir.

Materyal ve Metot

Macrophomina phaseolina’nin ~ Orneklenmesi  ve
Izolasyonu

Macrophomina phaseolina’nin tespit edilmesi ve elde
edilmesi amaciyla Hatay iline bagli, &zellikle 6nceki
caligmalarda yogun olarak kayis bitkilerinin yetistirildigi
yerlerde survey calismalar1 gerceklestirilmistir. Ilimizde
kapama kayis1 yetistiriciligi ¢ok yaygin olmadigi i¢in ev
bahgeleri de survey alani olarak kullanilmustir.

Arazi caligmalar1 esnasinda, kdk ve kok bogazinda
clirime, lezyon olusumu, sararma, solgunluk ve gdvde
iletim demetlerinde kahverengilesme belirtileri bulunan
kayis1 bitkilerinden kok, kok bogazi ve iletim demeti
renklenmesinin bulundugu dallardan ornekler
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toplanmistir.  Toplanan &rnekler gazete kagitlarina
sarilmig  ve etiket eklendikten sonra laboratuvara
getirilerek izolasyon yapilana kadar +4°C’de tutulmustur.
Hastalikli kayis1 bitkilerinden M. phaseolina’yr izole
etmek amaciyla bitkilerin kok ve govde dokularn
ayrilmistir. Enfekteli ve saglam kisimlart igeren kiigiik
kisimlara ayrilmis bu bitki dokular1, musluk suyu altinda
temizlendikten sonra %1’lik NaOCl soliisyonunda 2
dakika siireyle ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur.
Daha sona NaOCl soliisyonundan alinan bitki parcalari,
steril saf suda igerisinde durulanip dnceden steril edilmis
kurutma kagitlar1 iizerinde kurumaya birakilmistir. Daha
sonra, 1 litre igerinde 50 mg tetrasiklin olacak sekilde
antibiyotik ilave edilmis PDA (Patates Dekstroz Agar)
besi ortamima her bir petriye 5 parga olacak sekilde
aktartlmigtir. Petriler 27°C’de 7 giin siireyle inkiibasyona
birakildiktan sonra ortamda gelisen Macrophomina
phaseolina kolonilerinin teshisleri Sutton (1980)un
onermis oldugu oOzelliklere gore yapilmis ve PDA
ortaminda saflagtirma ¢aligmalar1 yapilmistir.

Patojenik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu kisimda tiim izolatlar elde edildikleri kayisi
bitkilerinin yani sira otsu bazi bitkilerde de patojenisite
testine tabi tutulmustur. Denemeler 1 yasinda Prunus
armeniaca kayisi ¢ogiirleri ve hastaliga hassas oldugu 6n
caligmalarda belirlenen yerfistigi (Com), soya (PG375),
musir  (Favori) ve kavun (Kirkagag) bitkileri ile
ylritilmiistir. Bitkiler oncelikle, 12 saat 151k 12 saat
karanlik olarak ayarlanmig 1sitma ve sogutmali Dbitki
yetistirme odalarinda, steril torf+perlit+bahce topragi
(1:1:1) iceren saksilarda yetistirilmistir. Bitkiler uygun
gelisme boyutlarina ulastiklarinda, kayist bitkileri agar-
disk inokulasyon, diger bitkilerde ise misir unlu kum
kiltiirti yontemine gore hastalik bulastirilmistir (Jimenez-
Diaz ve ark.,1991; Mihail ve Taylor, 1992). Bu asamada
250ml erlen igerisinde 100g ortam igin 15g misir unu ve
85g dere kumu karigtirilmis ve 121°C’de 15 dakika
stireyle steril edilmistir. Daha sonra erlen igerisindeki
ortamlara her bir izolat kiltiiriinden 5’er disk aktarilmig
ve giin asirt karistirarak 15 giin boyunca 25°C’de inkiibe
edilmistir. Daha sonra 1kg bahge topragi, 1kg kum, perlit
ve 100g musir unlu inokulum karistirilarak patojenisitede
kullanilacak inokulumlu saksi1 topragi hazirlanmisgtir.

Kayist bitkilerinde, 5 -7 gilinliik yeni M. phaseolina
izolatlarindan 5mm’lik diskler alinarak her bir ¢ogiirlin
govdesinde ters cevrilerek gergeklestirilmistir.
Inokulasyonda ¢ogiirlerin govdesi steril bir bistiiri yardimi
ile kabuktan 5 mm genigliginde bir alan kesilmis,
kaldirilan bu kabugun yerine kiiltiir diski test ¢evrilerek
yerlestirilmis ve nem kaybin1 dnlemek icin tizeri parafilm
ile sarilmistir. Diger otsu bitkilerde inokulasyonlarda ise;
M. phaseolina izolatlar1 6nce PDA ortaminda 7 giin
sireyle gelistirilmis, daha sonra gelisen bu taze
kolonilerden agarl1 diskler alinarak, i¢erisinde 100 g musir
unu kum kiiltiiri bulunan siselere aktarilmistir. 32—34°C’
de 5-6 giin siireyle gelismeye birakilan bu siseler, tekdiize
bir gelisim saglamak amaciyla en az glinde bir kez
karistirilmistir. Ardindan, gelistirilmis olan bu inokulum,
patojenisite denemesinin kurulacag steril har¢ topragina
%5 oraninda karistirilmistir. Toprak inokulasyonunun
ardindan fungusun toprakta geligsmesi i¢inbir hafta siireyle
beklenmistir. Daha sonra 200 g inokulum igeren plastik

saksilar igerisine, Onceden yetistirilmis olan bitkiler
aktarilmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine
gore dizayn edilmis ve her bir izolat i¢in her bir bitkiden
en az 10 adet kullamilmistir. 21 giinliik bekleme siiresinin
ardindan hastalik degerlendirmesi otsu bitkilerde 04
skalas1 (O=bitkide hastalik belirtisi yok; 1 = yapraklarda
renk acilmasi; 2 = kok bogazinda hafif leke olusumu
ve/veya hafif solgunluk; 3 = kok bogazinda ciiriime
ve/veya siddetli solgunluk; 4 = bitki tamamen kurumus ve
Olmiis) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kayist
cogiirlerinde ise skala degerleri modifiye edilerek
kullanilmistir  (0=bitkide hastalik belirtisi yok; 1 =
yapraklarda renk agilmasi; 2 = inokulasyon noktasinda
hafif leke olusumu ve/veya hafif solgunluk; 3 =
inokulasyon noktasinda ¢liriime ve/veya siddetli
solgunluk; 4 = bitki tamamen kurumus ve 6lmiig). Daha
sonra SPSS istatistik programi kullanilarak ortalamalar
Duncan ¢oklu karsilagtirma testine tabi tutulmustur. Tim
patojenisite testleri iki kez tekrarlanmigtir.

Lzolatlarin Sicaklik Isteklerinin Belirlenmesi

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

ILzolatlarin Klorat Fenotiplerinin Belirlenmesi

Her bir izolatin fenotipinin belirlenmesi amaciyla
potasyum klorat igeren ve igermeyen PDA ortamlar
kullanilmigtir. 7  giinlik taze kiltirlerin  kenar
kisimlarindan alinan miselyal diskler, 120 mM potasyum
klorat igeren petrilerin tam ortasina ters g¢evrilerek
aktarilmistir. Ayrica klorat i¢cermeyen ortama aktarilan
kisim ise kontrol olarak ayrilmistir. 27°C’de 1 haftalik
bekleme siiresinin ardindan klorat igeren ve igermeyen
petriler birbiri ile kiyaslanarak parcali gelisim gdsteren ve
kolonileri agik renkli olanlar pargali (feathery), dairesel
gelisim gosteren ve koloni rengi tam siyah olan koloniler
siki (dense) ve bu ortamlarda hi¢ gelisme gostermeyen ya
da gelismesi ¢ok kisitli olan koloniler de smirh
(restricted) olarak kaydedilmistir (Pearson ve ark., 1987).

Izolatlarin Genetik Cesitliliklerinin Belirlenmesi

Hatay ilinde kayis1 bitkilerinden elde edilen
Macrophomina phaseolina izolatlarimin ~ molekiiler
cesitliliklerinin ~ belirlenmesi  icin RAPD  yontemi

kullanilmistir. PDA ortaminda gelistirilen 7 giinliik taze
kiiltiirler petri igerisine bir miktar steril tween 60 ¢dzeltisi
eklenip ve steril pipet ucu yardimiyla miselyum ve
mikrosklerotlar kazindiktan sonra siispansiyondan 1 ml
aliarak 250 ml’lik erlenlerde bulunan 100 ml steril PDB
(Patates dekstroz broth) ortami ilave edilmistir. Her bir
izolat ile inokule edilen PDB ortamlari, 120 rpm ve
27°C’ye ayarlanmis bir inkiibatorlii calkalayicida karanlik
bir ortamda 7 gilin gelismeye birakilmigtir. Daha sonra,
stvi  kiiltirler vakumlu  huniler kullanilarak — steril
filtrelerden gegirildikten sonra, iizerine steril edilmis saf
su eklenerek besi ortaminin uzaklagsmasi saglanmistir.
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Miselyumlar, steril  kurutma  kagitlar1  iizerinde
kurutulduktan sonra aliiminyum folyoya sarilip -80°C’de
derin dondurucuda saklanmuistir.

DNA izolasyonu, Kerenyi ve ark. (1999)’nin 6nerdigi
ve Leslie ve Summerell (2006) tarafindan bildirilmis olan

mini-prep  DNA  izolasyon yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir.
RAPD c¢aligsmalarinda, daha Onceki c¢alismalarda

kullanilmis ve etkinligi Das ve ark. (2008) tarafindan
bildirilmis olan OPA-02’den OPA-15’¢ kadar olan 14
primer Operon Technologies (USA) firmasmin primer
kitlerinden segilerek kullanilmistir (Tablo 1.). Her bir
PCR reaksiyonu 25 pl ve DNA (~25 ng), primer (50 ng),
reaksiyon soliisyonu (son konsantrasyon: 10 mM Tris-
HCI pH8,8, 50 mM KCL, 2,5 mM MgCI2 ve %0,1 Triton

X-100), dNTP’ler (her bir nukleotid igin son
konsantrasyon 0,2 mM), Taq DNA polimeraz (1,2 Unite,
Promega) igerecek  sekilde ayarlanmistir. PCR

dongiilerinde, 94°C’de 5 dakika ©on denatiirasyondan
sonra 40 dongii 94°C’de 2 dakika, 36°C’de 1 dakika ve
72°C’de 2 dakika olup, son olarak 72°C’de 8 dakika
uygulanmigtir. PCR iiriinlerinden 20 pl alinarak ethidium
bromide (0,50 pg/ml) ilave edilmis %]1,2 agaroz jelde
(IXTBE (89 mM Tris-HCI, 89 mM borik asit ve 2 mM
EDTA pH 8,0 ile hazirlanmis) elektroforez islemine tabi
tutulmustur. Her bir siranin ilk ¢ukurcugunda Lambda
DNA (EcoRI+HindIII) markir olarak kullanilmistir.

Jel goriintiileme sistemi kullanilarak jel {izerinde
olusan bantlar fotograflandiktan sonra agaroz jelin her bir
sirasinda olusan bantlar, var (1) yada yok (0) seklinde
kaydedilmigtir. Tim izolat/primer kombinasyonlarinda
ortaya c¢ikan bantlarin 0-1 sayisal verileri esas alinarak,
NTSYS-pc versiyon 2.20 (Rholf, 2000) yazilim
programinda Cluster analizi yapilmis ve filogenetik agag
olusturulmustur.

Bulgular ve Tartisma

Hastalikli kayisi bitkilerden M. phaseolina’y1r izole
etmek amaciyla bu bitkilerin kok, gévde ve iletim dokusu
renklenmeleri olan dallarindan Ornekler toplanmuistir.
Bitki dokular1 enfekteli ve saglam kisimlart igerecek
sekilde kiigiik pargalara ayrilmig, musluk suyu altinda
temizlendikten Sonra materyal ve yontem kisminda
belirtilen sekilde etmenin izolasyonu gerceklestirilmis ve
saflagtirilan kiiltiirler PDA ortaminda kryovial tiiplerde

+6°C’a  ayarlanmig  bir  buzdolabinda  karanlikta
saklanmustir.
Arazi ¢aligmalarimin ardindan yapilan izolasyon

¢aligmalar1 sonucunda toplam 30 adet M. phaseolina
izolat1 elde edilmistir. Bu calisma kapsaminda teshis
edilen bu izolatlar kullanilmistir. Survey alani, elde edilen
izolat sayis1 ve elde edildikleri konukgu bitkilere ait
bilgiler Tablo 2’de verilmistir. izolatlarm 3’ii Altindzii,
10’u Antakya, 4’ii Hassa, 1’i Iskenderun, 6’s1 Kirikhan ve
6’s1 ise Reyhanli il¢elerinden elde edilmistir (Tablo 2).
Izolatlarm  morfolojik  &zelliklerini  belirlemek
amaciyla, 7 giinliikk taze kiiltiirlerin kenar kisimlarindan
10 mm’lik miselyal diskler kesilerek 90 mm ¢apinda ve
PDA igeren petri kaplarina ters g¢evrilerek aktarilmistir.
Her bir sicaklik igin izolatlardan en az 3 petri kullanilmig
ve kiltirler 15, 20, 25 ve 30, 35 ve 40°C sicakliklarda
gelismeye birakilmigtir. Bir haftalik bekleme siiresinin

ardindan tiim sicakliklarda gelisen kolonilerin gaplari
Olciilmiis ve izolatlarin farkli sicakliklarda farkli koloni
caplarina ulastiklart belirlenmistir (Tablo 3). alindiginda,
M. phaseolina’nin en iyi gelistigi sicakligin 25 ve 30°C
oldugu tespit edilmistir. Bu sicakliklar1 daha sonra 20, 35,
15 ve 40 izlemektedir (Sekil 1).

Tablo 1 Molekiiler c¢alismalarda kullanilan RAPD
primerleri ve niikleotid dizilimleri
Table 1 RAPD primers used in this study and their

sequences
Primer Kodu Dizilimi
OPA-02 TGCCGAGCTG
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPA-04 AATCGGGCTG
OPA-05 AGGGGTCTTG
OPA-06 GGTCCCTGAC
OPA-08 GTGACGTAGG
OPA-09 GGGTAACGCC
OPA-10 GTGATCGCAG
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA-12 TCGGCGATAG
OPA-13 CAGCACCCAC
OPA-14 TCTGTGCTGG
OPA-15 TTCCGAACCC

Tablo 2 izolat kodlar1 ve elde edildikleri lokasyonlar
Table 2 Isolate codes and their locations

izolat Lokasyon
K1 Antakya
K2 Antakya
K3 Reyhanli
K4 Antakya
K5 Kirikhan
K6 Antakya
K7 Reyhanh
K8 Kirikhan
K9 Reyhanli
K10 Antakya
K11 Altindzii
K12 Erzin
K13 Reyhanli
K14 Reyhanli
K15 Antakya
K16 Altindzii
K17 Kirikhan
K18 Antakya
K19 Altindzii
K20 Kirikhan
K21 Antakya
K22 Kirikhan
K23 Antakya
K24 Iskenderun
K25 Kumlu
K26 Reyhanli
K27 Antakya
K28 Erzin
K29 Kirikhan
K30 Kumlu
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Tablo 3 izolatlarin farkli sicakliklardaki koloni gaplari

Table 3 Colony diameters of isolates in different temperatures

izolat Farkl sicakliktaki koloni ¢aplar1 (°C)
15 20 25 30 35 20
K1 35 75 85 90 65 2
K2 34 75 90 90 64 30
K3 30 75 88 90 64 s
K5 38 75 90 90 65 30
K6 30 75 90 90 63 30
K7 31 68 85 90 65 30
K8 30 75 90 90 70 30
K9 30 75 90 90 70 25
K10 30 75 90 90 64 30
K11 32 78 90 90 64 30
K12 36 75 90 90 70 30
K 34 5 90 90 70 30
K14 33 75 90 90 65 32
o1 33 80 90 90 65 30
e 33 80 90 90 65 30
K17 35 80 90 20 65 o5
K18 35 75 90 90 62 30
K19 32 80 85 90 63 30
K20 31 75 90 90 62 26
K21 31 65 85 90 60 30
K22 32 70 85 90 65 30
K23 30 70 90 90 60 32
K24 31 70 90 90 70 30
o 30 5 90 90 65 31
e 30 5 90 90 65 32
K27 30 75 90 90 65 30
K28 30 75 90 90 70 31
K29 30 75 90 90 70 30
K30 31 75 90 90 70 32
100,00 a5
e W 4,00 387a
80,00 73,70b
70,00 65,53¢ zz: 3,10b 300 b 303b 307b
60,00 oxy
o Xolopligarcimn) 2,00 Skala Degeri
40,00 2nd — .
30,00
20,00 1,00
10,00 0,50
0,00 0,00
159C 209C 259C 302C 352C 40°C Yerfistigi Soya Misir Kavun Kayist

Sekil 1 Farkli sicakliklarda Macrophomina phaseolina

izolatlarinin ortalama koloni gaplari
(*Farkl1 harfler ile gosterilen degerler duncan ¢oklu karsilagtirma testine
gore istatistiksel olarak farkli bulunmusgtur.)

Figure 1 Colony diameters of Macrophomina phaseolina
isolates in different temperatures

Denemede kullanilan tiim sicakliklar g6z Oniine
Benzer veriler bazi 6nceki ¢aligmalarda da elde edilmistir.
Manici ve ark. (1995), yaptiklari c¢aligmalarda M.
phaseolina’nin en iyi gelisme sicakliginin 30°C civarinda
oldugunu bildirmistir. Bu baglamda bu caligmada eclde
edilmis olan veriler Onceki veriler ile benzerlik
gostermektedir.

Sekil 2 Bitkiler bazinda ortalama hastalik siddeti degerleri
(*Farkl1 harfler ile gosterilen degerler duncan ¢oklu kargilagtirma testine
gore istatistiksel olarak farkli bulunmustur.)

Figure 2 Phylogenetic tree after UPGMA analysis of M.
phaseolina isolates

M. phaseolina izolatlarinin klorat igeren ortamda
fenotiplerinin belirlenmesi amaciyla potasyum klorat
iceren ve icermeyen PDA ortamlart kullanilmistir.
27°C’de 1 haftalik bekleme siiresinin sonunda izolatlarin
fenotipleri belirlenmistir (Pearson ve ark., 1987).
Calismada toplam 30 izolatin 21’1 siki gelisim (Dense),
6’s1 parcal1 (Feathery) ve 3’i siirl (Restricted) gelisim
gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4 izolatlarin elde edildikleri lokasyonlar ve klorat
fenotipleri
Table 4 Isolate locations and their chlorate phenotypes

Tablo 5 M.phaseolina izolatlarimin farkli bitkiler {izerinde
olusturduklar hastalik siddeti degerleri

Table 5 Disease severity index caused by Macrophomina
isolates on different plants

izolat Lokasyon Fenotip Izolat | Yerfisugn  Soya  Misir  Kavun  Kayist

K1 Antakya D K1 4 3 2 2 4

K2 Antakya D K2 3 2 4 2 4

K3 Reyhanl D K3 2 3 3 2 4

K4 Hatay M. R K4 3 3 3 4 4

K5 Kirikhan R K5 3 3 3 4 4

K6 Antakya F K6 3 3 3 4 4

K7 Reyhanl D K7 3 3 2 3 3

K8 Kirikhan D K8 3 3 3 3 4

K9 Reyhanl D K9 3 4 2 2 4
K10 Antakya D K10 3 3 4 3 4
K11 Altin6zii R K11 3 3 4 3 3
K12 Hassa D K12 3 3 4 3 4
K13 Reyhanli D K13 3 3 4 3 4
K14 Reyhanli D K14 3 3 3 3 4
K15 Antakya R K15 3 3 2 4 4
K16 Altin6zii D K16 3 2 2 4 4
K17 Kirikhan D K17 3 3 3 4 3
K18 Antakya D K18 4 3 3 3 4
K19 Altindzii F K19 3 3 3 4 4
K20 Kirikhan D K20 3 3 3 4 4
K21 Antakya D K21 3 3 3 3 4
K22 Kirikhan F K22 4 4 3 3 4
K23 Antakya F K23 3 4 3 3 4
K24 Iskenderun F K24 3 3 3 3 4
K25 Hassa F K25 3 3 4 3 4
K26 Reyhanh D K26 3 2 4 3 4
K27 Antakya D K27 3 3 3 2 3
K28 Hassa D K28 3 3 3 2 4
K29 Kiritkhan D K29 3 3 3 3 4
K30 Hassa R K30 3 3 3 3 4

Bu konuyla ilgili bazi onceki galigmalar mevcut
olmakla birlikte fenotipinin tam aydinlatilamadigt
diistiniilmektedir. Pearson ve ark. (1987) yaptiklart
calismalarda musirdan elde ettikleri M. phaseolina
izolatlarin hepsinin klorata dayanikli (D fenotipli) ve
soyadan elde edilenlerin ise klorata hassas (F yada R
fenotipli) olduklarini tespit etmislerdir. Ayni ¢aligmada,
klorata dayanikli izolatlarin musir bitkileri lizerinde daha
fazla kok kolonizasyonu yaptiklart ve daha yiiksek
hastalik siddeti meydana getirdikleri, klorata hassas
olanlarin ise soya iizerinde daha fazla kolonize olmay1
tercih ettikleri ve sonugta daha fazla hastalik meydana
getirdiklerini bildirmislerdir.

Su ve ark. (2001), klorat hassasiyeti bakimindan
konukcunun koék kolonizasyonunda sadece misirdan elde
edilen izolatlarin daha etkin olduklarini, diger bitkilerden
elde ettikleri izolatlarin ise farklilik olusturmadiklarini
bildirmiglerdir. Aynmi1 c¢aligmada, kloratta belirlenen
fenotipler ile olusturulan hastalik siddeti arasinda bir
iligkinin bulunmadig tespit edilmistir.

Patojenik Ozelliklerin belirlenmesinde 21 giinliik
bekleme siiresinin ardindan degerlendirmeler kaydedilmis
ve izolatlarin bitkilerde meydana getirdikleri hastalik
siddeti skala degerleri en yiiksek 4 en diisiik ise 2 olarak
tespit edilmistir (Tablo 5).

Izolatlarmn bitkilerde meydana getirdikleri ve dlciilen
hastalik skala degerleri (Sekil 2) ¢ok fazla farklilik
gostermig olup hastalik siddeti ile izolatlar arasinda yada
elde edildikleri lokasyonlar ile hastalik siddeti arasindan
herhangi bir korelasyon tespit edilememistir. Yapilan
patojenisite ¢aligmalar1 neticesinde izolatlarm genel
olarak elde edildikleri bitki olan kayisi fidanlarinda en
siddetli ya da daha siddetli hatalik olusturduklari tespit
edilmistir. Onceki calismalarda benzer bazi veriler
bulunmaktadir. Su ve ark. (2001) yaptiklar1 patojenisite
calismalarinda, misir bitkisinden elde edilen izolatlarin
musir  bitkilerinde daha fazla kok kolonizasyonu
yaptiklarini tespit etmislerdir. Ancak soya, sorgum ve
pamuk bitkilerden elde edilen izolatlarin konukcu se¢imi
bulunmadigimi bildirmislerdir. Manici ve ark. (1995),
aycicegi bitkilerinden elde ettikleri M. phaseolina
izolatlarin1 soya, aygigegi, aspir, sorgum, kavun, seker
pancar1, kenaf ve musir bitkileri {izerinde patojenisite
testine tabi tutmuslardir. Denemede kullandiklar1 izolatlar
soyada ¢ok viriilent, aygigegi, aspir, sorgum ve kavunda
orta diizeyde viriilent, seker pancari ve kenafta diisiik
diizeyde viriilent olduklarini bildirmislerdir. Yine ayni
calismada izolatlarin higcbiri musir bitkilerinde hastalik
olusturmamastir.
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Tablo 6 Molekiiler Karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilan tiim RAPD primerleri ile olusturduklar: bant, polimorfik

bant ve polimorfizm (%) oranlari

Table 6 All the RAPD primers used in molecular characterization studies and number of bands, polymorphic bands and

percentage of polymorphism

Primer Kodu Bant sayis1 Polimorfik Bant Polimorfizm (%)

OPA-02 4 2 50
OPA-03 4 0 0
OPA-04 6 2 33
OPA-05 6 1 17
OPA-06 5 2 40
OPA-07 2 0 0
OPA-08 5 2 40
OPA-09 3 1 33
OPA-10 2 1 50
OPA-11 0 0 0
OPA-12 3 1 33
OPA-13 4 1 25
OPA-14 2 0 0
OPA-15 5 1 20
Toplam 51 14 27

Kol

K06

Ko7

X

ko

KO
K11

K14

K09

K16

K02

Kog

K13

K03

K12

K18
K30
K24

l K21
f K27

\ K28

4|

K18
K20

—{ KS:
|I(2*

|K.26
K23
K29

Benzerlik katsaysi

Sekil 3 M. phaseolina izolatlarimin UPGMA analizi sonucu olusturulan filogenetik agac
Figure 3 Phylogenetic tree after UPGMA analysis of M.

Bu c¢alismada toplam 14 RAPD primeri kullanilmig
olup bunlarin 1 tanesinde hi¢ bant olusumu
gozlenmemistir. Diger primerlerden 4 adedi ise bant
olusturmus ancak polimorfik bant olusturmamistir. Tiim
primerlerden toplam 51 bant elde edilmis ve bunlardan
14’ polimorfik olup polimorfizm yiizdesi %27 olarak
tespit edilmistir (Tablo 6). Agroz jel iizerinde olugan her
bir sirada bulunan bantlar, var (1) yok (0) seklinde
kaydedilmigstir. Tiim izolat/primer kombinasyonlarinda
olusan bantlarin 0-1 sayisal verileri esas alinarak,
NTSYS-pc versiyon 2.20 (Rholf, 2000) yazilim
programinda kullanilarak Cluster analizi gergeklestirilmis
ve filogenetik aga¢ olusturulmustur. Buna gore elde
edilen filogenetik agagta izolatlar 2 farkl grupta dagilim
gostermislerdir. Bu farkli gruplarda ise pek ¢ok alt
gruplardan olugsmustur. Ancak bu izolatlarin elde edildigi

bitki, lokasyon, fenotip, morfoloji yada patojenik
ozellikleri ile gruplar arasinda higbir iliski tespit
edilmemigstir  (Sekil 3). M. phaseolina’nin RAPD

yontemiyle genetik gesitliliginin belirlenmesi konusuyla
ilgili onceki bazi caligmalar bulunmaktadir. Rayatpanah
ve ark. (2009) yaptiklar1 calismada, RAPD yoOntemi
kullanarak M. phaseolina izolatlarimimnin molekiiler
cesitliligini  belirlemislerdir. ~ Yaptiklari  galigmalar
sonucunda izolatlarin iki farkli RAPD grubunda dagilim
gosterdikleri ancak bu gruplarm M. phaseolina’nin
calismadaki hicbir parametre ile baglantili olmadigi ve
gruplar arasindaki dagiliminin  tesadiifi  oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢aligmadan elde edilen verilere gore,
RAPD yontemini 30 izolat1 2 farkli gruba ayirdig1 ancak
bu gruplarin ¢alismadaki higbir veri ile baglantil
olmadig1 belirlenmistir.

Das ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢aligmalarda, 14 farkli
RAPD primeri kullanarak M. phaseolina izolatlarininin
molekiiler  ¢esitliligini  belirlemislerdir. Caligma
sonucunda izolatlarin klorat fenotipleri ile RAPD gruplar
arasinda herhangi bir iligkinin bulunmadigi, fakat
izolatlarin elde edildikleri lokasyonlar1 ile gruplar
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arasinda disiik seviyede bir iliskinin bulundugunu
bildirmislerdir. Ileride yapilacak ¢aligmalarda RAPD
disinda  bir markir segilmesi  genetik  gesitliligin
belirlenmesi ¢aligmalarinin bagari sansini artiracaktir.
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